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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das humane Mammakarzinom

Brustkrebs ist in Deutschland die hdufigste Krebserkrankung der Frau; jeder vierte Krebs
bei der Frau betrifft die Brust. Jéhrlich erkranken etwa 48.000 Frauen in Deutschland,
wobel nur etwa 15.000 zum Diagnosezeitpunkt jinger as 60 Jahre sind. Das
Erkrankungsrisiko steigt ab dem vierten Lebengahrzehnt mit zunehmendem Alter
allmahlich an. Insgesamt hat die Haufigkeit dieser Krebsform in Europa in den letzten 20
Jahren zugenommen. Brustkrebs kann in sehr seltenen Féllen auch bei Ménnern (1 Mann
pro 100 Frauen) entstehen (Robert-Koch-Institut, hptt://www.rki.de).

1.1.1 Histopathologische Einteilung

1.1.1.1 Nicht-invasives und invasives K arzinom

Die gesunde weibliche Brustdrise (Mamma) besteht aus Drisengewebe, Fett und
Bindegewebe. Das Drisengewebe ist aus Drusenléppchen (Lobuli) aufgebaut, die die
Muttermilch produzieren und in kleine Kanéle (Ducti) minden Die Kanéle verbinden sich
zu grofen Ausgangen und fuhren zur Brustwarze. Als terminale duktulo-lobulére Einheit

bezeichnet man das terminale Gangsegment und das dazugehtrende Lappchen. In der

normale
duktulo-lobulare duktale Zellen

Einheit

e duktales Karzinom
" in situ (DCIS)

invasives
Karzinom

Abb. 1.1: Anatomie der Brust und histologische Veréanderungen. Die duktulo-lobulére Einheit und die
versorgenden Lymph- und Blutgefé3en sind vergleichend dargestellt als gesundes Gewebe, als duktales
Karzionm in situ (DCIS) und als invasives Karzinom (modifiziert nach [1])
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Regd entstehen Karzinome in diesen Pradilektionsstellen. Das Mammakarzinom kann in
verschiedene Typen eingeteilt werden: Duktale Karzinome gehen von der Zellschicht an
der Innenseite der Milchgange aus. Lobuldre Karzinome gehen von den Drisenl&ppchen
aus. Bel 85 % der Félle handelt es sich um duktale Karzinome. Die Tumorzellen breiten
sich dabei zun&chst nur innerhalb der Milchgénge und L&ppchen aus und wachsen nicht in
das Nachbargewebe ein. Wenn dieses in-situ Karzinom die Basalmembran der Milchgange
zerstbrt und in das angrenzende Stroma, spater auch in die Blutgefél3e und das
Lymphsystem, einwandert, spricht man von einem invasiven Karzinom. Das lobuléare
Karzinom in situ (LCIS) geht seltener in en invasives Karzinom Uber as das duktale
Karzinom in situ (DCIS) und ist deshalb mit einem besseren Krankheitsverlauf assoziiert.
Das invasive lobuldre Karzinom ist mit 10 % das zweithaufigste Karzinom. Seltenere
Formen des invasiven Mammakarzinoms sind z.B. das muzingse, das medullére, das
papilldre und das tubulére Karzinom, die eine vergleichsweise glinstige Prognose haben [2,
3.

1.1.1.2 TNM-Klassifikation

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms erfolgt nach der pathologischen TNM-
Klassifikation (Staging) und der Bestimmung des Differenzierungsgrades (Grading) [4].
Die TNM-Klassifikation gibt gemai der Internationalen Union gegen Krebs (UICC) die
Tumorgrof3e (T), den Status der regionalen Lymphknoten (N) und das Vorhandensein von
Fernmetastasen (M) zum Zeitpunkt der Diagnose an.

Tab. 1.1: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms

pT Primartumor

pTl Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

pT2 Tumor > 2 cm, aber nicht > 5 cm in der grofdten Ausdehnung
pT3 Tumor > 5 cm in der gréfdten Ausdehnung

pT4 Tumor jeglicher Grof3e mit Infiltration der Haut oder der Brustwarze
pN Regionale Lymphknoten

pNO Kein Hinwels auf Befall der regionalen Lymphknoten

pN+ Metastasen in axilaren Lymphknoten

pM Fernmetastasen

pMO Kein Hinweis auf Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen vorhanden
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Die postoperative (p) pTNM-Klassifikation orientiert sich as histophathologische
Einteilung am Operationspréparat (Tab. 1.1).

1.1.1.3 Histopathologisches Tumorgrading und Ster oid-Rezeptor status

Das histologische Grading der invasven Mammakarzinome zur Beurteilung des
Madignitdtss und des Differenzierungsgrades berticksichtigt das Ausmal3 der
Tubulusbildung, der Kernpleomorphologie und der Mitoserate und wird in drei
Differenzierungsstufen angegeben. G1 stellt dabei ein gut differenziertes, G2 ein maig
differenziertes und G3 ein schlecht differenziertes Karzinom dar [5, 6]. Wichtig ist auch
die Bestimmung von Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron im Tumorgewebe.
Gesundes Brustgewebe wird durch diese Hormone in seinem Wachstum beeinflusst, und
auch bel Tumoren ist dies der Fall, sofern die Zellen Hormonrezeptoren aufweisen. Der
Nachweis der Expression von Ostrogen und Progesteron-Rezeptoren im Tumorgewebe

erfolgt immunhistochemisch [7].

1.1.2 Prognostische und pradikative Faktoren

Die Bestimmung von pré&dikativen und prognostischen Faktoren dient dazu, die Therapie
auf jeden Patienten individuell abzustimmen. Prognosefaktoren ermdglichen eine
Einschétzung des weiteren Krankheitsverlaufs ohne systemische Therapie. Prédikative
Faktoren sagen das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie vorher, wobel Faktoren
prognostisch und prédikativ zugleich sein konnen. Der stérkste gesicherte Prognosefaktor
beim Mammakarzinom ist der axillare Lymphknotenbefall. Dabei besteht eine direkte
Korrelation zwischen der Anzahl der involvierten Lymphknoten und einer ungiinstigen
Prognose. Weliterhin sind der Differenzierungsgrad, der histologische Typ, Angioinvasion
sowie das Alter wichtige Prognosefaktoren [8-12]. Der Steroidhormon Rezeptorstatus ist
ein schwacher positiver Prognosefaktor, hat aber einen starken pradikativen Wert fur das
Ansprechen auf eine endokrine Therapie [8]. Neben diesen klassischen Faktoren lassen
sich noch weitere, so genannte neue prognostische und pradikative Faktoren bestimmen.
Dazu gehdren Invasions- und Metastasierungsmarker wie z.B. die Bestimmung der Tumor-
assozierten Protease UPA und zugehorigen Inhibitor PAl 1 [13] oder der Nachweis von
Tumorzellen im Knochenmark (s. 1.1.6), aber auch Proliferationsmarker wie ERBB2 [14],
Ki67 [15] und epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR) [16].
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Das Protoonkogen ERBB2 (HER2/NEU) kodiert ein transmembranédres Protein,
welches zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren Rezeptoren gehort. 25 — 30% der
invasiven Mammakarzinome zeigen eine Uberexpression von ERBB2, die ein positiver
prédikativer Faktor fur die Wirksamkeit einer Therapie mit dem humanisierten Antikoérper
Trastuzumab (Herceptin®) ist [17, 18].

Ein interessanter neuerer Ansatz it die Erstellung individueller
Genexpressionsprofile des Tumorgewebes, die moglicherweise von prognostischer und
pradikativer Relevanz sind [19, 20].

1.1.3 Progression des Mammakarzinoms

1.1.3.1 Schritte der malignen Progression

Die Entstehung eines Karzinoms bedeutet die Entwicklung eines soliden Tumors aus
Epithelzellen. Sie umfasst spezifische Schritte, die mit der Organisation des Epithels
zusammenhangen. Obwohl es kontroverse Meinungen gab, ist es inzwischen aufgrund von
histopathologischen und genetischen Daten anerkannt, dass die meisten invasiven
Mammakarzinome graduell aus Vorstufen entstehen [21]. Es ist aber auch deutlich
geworden, dass nicht aus jeder malignen Vorstufe ein Mammakarzinom mit aggressivem

Phanotyp entstehen muss [22].

Transformation

Einer der ersten Schritte, der Ubergang vom normalen Epithel zum nicht-invasiven
Carcinomain situ (s. 1.1.1), ist durch eine erhohte Mitoserate und der Entdifferenzierung
der Zellen gekennzeichnet, die sich u.a. in einer veranderten Zellform, einer gestorten
Position der Zellen untereinander und einem Verlust der Gewebestruktur dul3ert. Diese
Zellen sind, wie der Name sagt, noch nicht invasiv, besitzen aber schon zahireiche
Verdaderungen auf genomischer und transkriptioneller Ebene [23, 24]. Ab einer
Tumorgroéfde von 2 mm kodnnen die Zellen nicht mehr durch Diffusion ernahrt werden, far
ein weiteres Uberleben ist die Entstehung von in den Tumor einwachsenden Blutgefaien
unabdingbar (Angiogenese) [25].

I nvasion
Im weiteren Verlauf durchdringen Tumorzellen die Basalmembran. Die Entwicklung der

Fahigkeit in das subepitheliale Bindegewebe einzuwandern, die sogenannte Invasion, ist
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moglicher Weise das kritischste Ereignis der Tumor-Progression. Fir eine Reihe von
Genen aus den Bereichen Zelladhésionsmolekiile, Proteasen und Zytoskelettproteinen ist
ein Einfluss auf die Invasion beschrieben [26]. Wéhrend der Invasion entstehen
Tumorzellnester und einzelne Tumorzellen, die sich aus dem Verband gelost haben.
Voraussetzung hierfir ist der Verlust der Zell-Zell- Adhasion, die fir den Zusammenhalt
des normalen Epithels verantwortlich ist. Eines der prominentesten Zelladhasions-
Molekile, dessen Verlust mit der Progression des Mammakarzinoms korreliert ist, ist E
Cadherin [27, 28]. Invasion bedeutet auch ein aktiver Abbau des tumorzell-umgebenden
Bindegewebes der extrazelluldren Matrix (EZM). Eine Reihe von EZM -abbauenden
Enzymen sind wahrend der Tumorprogression hochreguliert, dazu gehtren u.a. Matrix-

metalloproteinasen (MMPs), Serinproteasen und Cathepsin [29].

Metastasierung

Der Einbruch von Tumorzellen in die Lymph und/oder Blutgefél3e ist der erste Schritt zur
Metastasierung. Dringen Tumorzellen in die Lymphabflusswege ein, bilden sich zunéchst
Absiedelungen in den regionalen Lymphknoten. Tumorzellen die frei im Blut- oder
Lymphsystem zirkulieren, sind starken Scherkréften ausgesetzt und missen das Potenzial
haben, sich vor Angriffen des Immunsystems zu schiitzen und das Apoptoseprogramm zu
umgehen. Bei normalen adhérend wachsenden Zellen wird das Apoptoseprogramm aktiv
nach Ablosung aus dem Zellverband und der EZM (Anoikis) [30]. Tumorzellen, die die
Bedingungen in dem Gefal3system uberleben, kdnnen an das Kapillarbett anderer Organe
adhérieren. Die Adhasion der Zellen an das Endothel bedingt ein Zusammenspiel
verschiedener Signalmolekile und Oberflachenmolekiile, wie Selektine und Integrine,
wobei Selektine fur die initiale Kontaktaufnahme zustandig sind und Integrine spétere
Adhasions und Invasionsvorgange vermitteln [31]. Dieser Vorgang dhnelt dem "Homing"
von zirkulierenden Lymphozyten und wird genauso wie das "Homing" durch verschiedene
Chemokine beeinflusst [32-35]. In der Abb. 1.2 sind einige Molekiile dargestellt, fur die
ein Einfluss auf die Adhdrerenz von Tumorzellen an das Enthothel bekannt ist. Erst nach
Durchdringen des Endothels und der endothelialen Basalmembran (Extravasion), Invasion
des subendothelialen bindegewebigen Stromas des betreffenden Organs und Aktivierung

der Proliferation, kann sich eine solide Metastase bilden.
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Abb.1.2: Adh&sion einer Tumorzelle an das Endothel einer GefélRkapillare und Extravasation ins
umliegende Gewebe (modifiziert nach [36]). Sidyl Le®: sialysiertes Lewis”; Siayl Le*: sialysiertes
Lewis®; HGF: Hepatocyte Growth Factor; HB-EGF: Heparin-Binding Epidermal Growth Factor Like
Growth Factor; KGF: Keratinocyte Growth Factor

1.1.3.2 Bedeutungvon MMPsflr die maligne Progression
MMPs sind eine Gruppe degradierender Zinkenzyme, die die Komponenten der EZM
abbauen konnen [37]. Sie spielen eine wichtige Rolle bel allen Prozessen, die
Gewebeumbauvorgange nétig machen, wie z.B. Fertilisation, Embryonalentwicklung oder
Waundheilung. Fir die Tumorinvasion sowie Proliferation und Metatstasierung ist Matrix-
"Remodeling” Uber MMPs ein wichtiger Faktor, da der Abbau umgebener Barrieren
(GefdRwande, Basalmembran, Matrix) die Migration der malignen Zellen erst ermdglicht
[38]. Zudem setzen MMPs angiogene und mitogene Faktoren aus der Matrix frel, die
Tumorzellen und assoziierte Zellen wie Fibroblasten und Endothelzellen stimulieren [39].
Eine Ubersicht iber die fir diese Arbeit wichtigen MMPs und ihren wichtigsten Substraten
gibt die Tab. 1.2. Durch die Vielzahl an Substraten, die von jeder MMP gespalten werden,
entsteht ein hochkomplexes Wirkungs- und Regulationssystem, das Aussagen Uber den
Einfluss einzelner MMPs auf die Progression eines Tumors schwierig macht. Diese
Komplexitéat ist wahrscheinlich auch die Ursache fur das Scheitern vieler Anti-Krebs-
Therapien mit MMP-Inhibitoren [40]. So konnen zum Beispiel MMP-2 und -9 sowohl
Angiogenese férdern wie auch hemmen. MMP-2 legt durch die Spaltung von Kollagen 1V
eine Bindungsdomane fur asl}; Integrin frel und stimuliert dadurch die Migration von
Endothelzellen und die Entstehung von neuen Gefden [41]. MMP-9 aktiviert die
Expression des pro-angiogenen Faktors VEGF durch einen noch nicht aufgeklarten
Mechanismus [42]. Anderseits spalten sowohl MMP-2 wie auch MMP-9 Plasminogen und
6
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generieren so den Angiogenese-Hemmstoff Angiostatin (s. Tab. 1.2). Die Blockierung von

MMP-2 oder MM P-9 kann somit je nach Tumor eine andere Wirkung zeigen.

Tab. 1.2 MMPs und ihre wichtigsten Substrate

Enzym Substrate

Kollagenase-1 Kollagen I, I1, 111, VII, VIII, X, IGFBP, Aggrekan, MBP, Serpins,

(MMP-1) Fibronektin, Fibrin, Cascin, a2M, Perlecan, TNF-Precursor, alP1,
proMMP-1,-2, IL1a, IL13

Gelatinase A Kollagenl, 1V, V, VII, X;

(MMP-2) Gelatine, Fibronektin, Tenascin, Fibrillin, Osteonektin, MBP,
Decorin, Plasminogen

Stromelysin-1 Kollagen 1V, V, VII, IX, X, XIV,

(MMP-3) Elagin, Fibronektin, Fibrillin, Gelatin, Aggrecan, LN-1, Nitogen,
Osteonektin, Decorin, MBP, E-Catherin, [§—Catin, TNF-Precursor,
IGFBP, a1P1

Gelatinase B Kollagen 1V, V, VII, X1, XIV, XVII,

(MMP-9) Gelatin, Elastin, Fibrillin, Osteonectin, Fibronektin, M BP, a2M,
TNF-Precursor, IGFBP, Plasminogen, TGF-[3, alP1

MT1-MMP Kollagen |, 11, 111,

(MMP-14) Gelatin, Fibronektin, LN-1, Vitronektin, Aggrecan, Tenascin,
Nidogen, Perlecan, Fibrinogen/Fibrin, Fibrillin, alP1, a2M, LN-5,
CD44

MT2-MMP Fibronektin, LN-1, Aggrecan, Tenascin, Nidogen, Perlecan

(MMP-15)

(Modifiziert nach [43] [44] [45]) IGFBP: Insulin-like Growth Factor Binding Protein; MBP: Myelin Basic
Protein; LN: Laminin; a2M: a2-Makroglobulin; alP1: al-Proteinase I nhibitor.

1.1.4 Metastasierung des Mammakarzinoms

1.1.4.1 Mechanismus der organspezifischen Metastasierung
Tierexperimente haben gezeigt, dass von den in die Blutbahn gelangenden Tumorzellen
nur < 1% eine Metastase entwickeln [46, 47]. In etwa 90 % aller Karzinome bilden sich
Fernmetastasen in denjenigen Kapillarbetten, in die die Tumorzellen entsprechend der
anatomischen Lokalisation des Tumors zuerst gelangen. Schon 1928 beobachtete Ewing
beim Mammakarzinom den Befall der nahe gelegenen Lymphknoten und erklérte dieses
mit der vaskuldren Verbindung zum Primértumor [48]. Des Weitern bleiben die
Tumorzellen einzeln oder mdglicherweise auch als Emboli zusammen mit Lymphozyten
und Blutplattchen héufig im Kapillarsystem von Leber und Lunge haften, den ersten
» Filterorganen”, die vom grof3en bzw. kleinen Blutkreislauf versorgt werden.

Primare Mammakarzinomzellen metastasieren Uber die Blutbahn bevorzugt zur

Lunge, ins Knochenmark und in die Leber, vielfach entwickeln die Patentinnen auch
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Metastasen an multiplen Organen [3]. Abb. 1.4 gibt eine Ubersicht tiber die am haufigsten

von Brustkebsmetastasen betroffenen Organe.
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Abb. 1.4: Die am haufigsten von Metastasen betroffenen Organe von Mammakar zinom-Patientinnen
zum Zeitpunkt der Autopsie. (modifiziert nach[3])

Mit der hadmodynamischen Theorie von Ewing kann die Metastasierung des
Mammakarzinoms in Lunge und Leber erklart werden. Die Spezifitdt der Tumorzellen, in
den eher gering durchbluteten Knochenraum [49] einzuwandern, erklért diese Theorie
nicht und lasst vermuten, dass Tumorzellen noch weitere spezielle Eigenschaften besitzen
mussen, um sich erfolgreich in den Knochen einnisten zu kénnen. Die schon 1889 von
Paget entwickelte ,,seed and soil“-Theorie scheint zur Interpretation dieser Vorgange
besser geeignet. Nach dieser Hypothese hangt das Wachstum von Metastasen
hauptsachlich von den Wechselwirkungen der Tumorzellen (,seed”) mit den jewelligen
Organmilieu (,,soil“, z.B. Anwesenheit von Wachstums- oder Hemmfaktoren) ab [50]. Nur
wenn sich Tumorzellen in einer fur ihr Wachstum geeigneten Umgebung befinden, kann es
zur Proliferation und damit zur Ausbildung klinisch relevanter Metastasen kommen. Die
Knochenmatrix enthélt eine Reihe von Wachstumsfaktoren (TGF-[3, FGF-1, FGF-2, IGF-1,
IGF-2, BMPs, PDGF), die einwandernde Tumorzellen stimulieren kbnnen [51]. Dieses
Mikroenvironment begiinstigt das Festsetzen von dissiminierten Tumorzellen, besonders
solcher der Mamma und der Prostata. Die Wachstumsfaktoren sind unter physiologischen
Verhdtnissen in der Knochenmatrix gebunden und erst nach Tumor-mediierten
Knochenabbau verfligbar. Tumorzellen anderer epithelider Priméartumore (z.B.

Kolonkarzinome), die Uber das Blut in das Knochenmark gelangen, dort aber nur selten

8
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Metastasen bilden, werden moglicherweise im Knochenmark nicht stimuliert und bleiben
daher Klinisch unauffdlig. Die Tumorzellen kdnnen vom Knochenmark jedoch in andere
Organe wie Leber und Lunge wandern, wo bessere Wachstumsbedingungen fir sie
vorliegen. Das Knochenmark scheint daher ein ideales Indikatororgan fir die Anwesenheit

von disseminierten Tumorzellen im ganzen Korper zu sein [52].

1.1.4.2 Minimaleresiduelle Krebserkrankung

Das Mammakarzinom disseminiert nach Schatzungen schon ab einer Grof3e von weniger
as 0,125 cnt [53]. Zum Zeitpunkt der Diagnose kénnen somit schon einzelne oder kleine
Aggregate von Tumorzellen in Sekundérorgane (z.B das Knochenmark) eingewandert sein,
ohne dass eine solide Metastase durch klinisch radiologische Untersuchungen detektierbar
ist. Man spricht in diesen Fallen von minimalen residuellen Krebserkrankungen [54, 55].
Dearneley gelang 1981 erstmals bei Patentinnen mit nicht- metastasiertem Brustkrebs der
Nachweis von einzelnen Zellen mit epithelialen Markern in Knochmarkbiopsin [56]. Da
sich in dem mesenchymalen Organ Knochenmark keine epithelialen Zellen befinden
sollten, klassifizierte Dearnaley diese Zellen als Tumorzellen. In einer weiteren Studie
konnte eine Korrelation zwischen dem Nachwels von epithelialen Zellen im Knochenmark
und dem Auftreten von Metastasen nachgewiesen werden [57]. Viele verschiedene Assays
wurden daraufhin  zur Detektion von einzelnen disseminierten Tumorzellen in
peritumoralen Lymphknoten, Blut und entfernten Organen (z.B. Knochenmark) entwickelt.
Fir das Mammakarzinom und andere epitheliale Tumore konnte der Nachweis von
Zytokeratin-positiven Zellen (CK*-Zellen) im Knochenmark als der beste Marker fiir eine
minimale residuelle Krebserkrankung etabliert werden [58-60]. Zytokeratine sind ein
integraler Bestandtell des Zytoskelettes epithelider Zellen. Sie werden bei gesunden
Menschen nur aulBerst selten von Zellen des Knochenmarks exprimiert. In ener
immunhistochemischen Analyse mit fast 200 Knochenmark-Aspiraten von Personen ohne
nachweisbare maligne Erkrankung, konnten in nur 1 % der Félle CK™-Zellen nachgewiesen
werden [61]. Bel Patentinnen mit Brustkrebs ohne nachweisbare Metastasen liegt der
Prozentsatz an Fallen mit CK™-Zellen im Knochenmark zwischen 13 % und 42 % [61-63].
Anhand einer Vielzahl von Einzelstudien und einer MetarAnalyse mit 4700 Patientinnen
konnte gezeigt werden, dass die Detektion von CK*-Zellen beim Mammakarzinom ein
unabhangiger Prognosefaktor fur ein kirzeres rezidivfreies Intervall und eine kirzere
Gesamtuberlebenszeit ist [61, 62, 64-69].
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Die Detektion und Charakterisierung von disseminierten Tumorzellen ist nicht nur
as prognostischer Faktor interessant, sie ermoglicht auch ein besseres Verstandnis der
metastatischen Kaskade und liefert neue Angriffspunkte fir die Therapie. Durch die
geringe Anzahl der detektierten Zellen (10° bis 10°®) ist eine geraue Phanotypisierung
aufwendig. Pantel und Mitarbeiter reicherten deshalb durch eine spezielle Kultivierung von
Knochmark-Aspiraten disseminierte Tumorzellen von Patienten mit unterschiedlichen
Tumorentitdten an und generierte mittels SV-40 Transformation stabile Mikrometastasen
Zéllinien [70]. Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass diese Zdllinien
sowohl epitheliadle Marker wie Zytokeratine und ECadherin, aber auch Vimentin, einen
bekannten mesenchymalen Marker, exprimieren [71, 72]. Diese Ergebnisse deuten auf ein
charakteristisches Phdnomen von Karzinomzellen hin, der morphologischen Umwandlung
von einer epithelialen Zelle zu einer mesenchymalen Zelle. Der Mechanismus wird auch
as epitheliale-mesenchymale Transformation (EMT) beschrieben und ist algemein mit
einem aggressiveren malignen Verhalten von Tumorzellen assoziiert [73]. Die
Untersuchung des Tumorsuppressorgens p53 in den Mikrometastasen-Zelllinien und den
jeweiligen Primértumoren zeigte, dass alle Zelllinien das Wildtyp p53-Gen besitzen, auch
wenn das Gen in den Tumoren mutierten war. Dieses weist auf eine sehr frihe
Disseminierung ins Knochenmark hin. Diese Ergebnisse wurden auch an priméren
disseminierten Tumorzellen bestétigt [74, 75].

Die haufigste Methode zur Phanotypisierung von priméren disseminierten
Tumorzellen ist die doppelt-immunozytochemische Férbung. Anti-Zytokeratin Antikorper,
die dem Nachweis von disseminierten Tumorzellen dienen werden fir diese

Untersuchungen mit Antikorpern gegen verschiedene Tumorantigene kombiniert [76, 77].

Abb.1.5: Phéanotypisierung  von
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Anhand der Doppelfarbungen konnte die Expression von verschiedenen tumorassozierten
Oberflachenproteinen auf disseminierten Tumorzellen im Knochenmark gezeigt werden (s.
Abb. 1.5) [78-84].

Interessant ist die verminderte Expression der Proliferationsmarker Ki67 und p120
in disssiminierten Tumorzellen, was auf eine reduzierte Proliferationsrate hinweist [77]. Es
ist daher anzunehmen, dass diese Zellen noch nicht autonom proliferieren, sondern sich in
einer Art Latenzzustand befinden, der auch als "Dormancy” bezeichnet wird [54]. Des
Weiteren zeigen die Zellen eine verminderte MHC-Klasse-I-Molekil (HLA class |
antigen) Expression, wodurch sie der Eliminierung von T-Lymphozyten entgehen kénnen
[79]. Die hohen Expressionsraten des Proteasenaktivierenden Proteins EMMPRIN
(Extrazellular Matrix Metalloproteinases Inducer) und des Protease-Rezeptors uPAR
(Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor), sind Indikatoren fir ein hohes invasives
und metastatisches Potenzial der Zellen [83, 84]. Der Nachweis solcher biologisch
aussagekréftiger Antigene lief3 somit eine erste Interpretation zum funktionellen Status der
disseminierten Tumorzellen bezlglich "Dormancy”, Proliferation und metastatischem
Potential zu.

1.2 EMMPRIN ein multifunktionales Glykoprotein

EMMPRIN wurde paralel in einer Vielzahl von Systemen unabhangig voneinander
entdeckt [85]. Als Konsequenz entstanden zahlreiche Namen (Basigin, Neurothelin, OX-
47, gp42, CE9, 5A11, M6, HT7) fir das gleiche Protein in verschiedenen Spezies und
Ursprungsgeweben. Auf der ,,6. Internationalen Konferenz Uber menschliche Leukozyten
differenzierende Antigene® wurde EMMPRIN als CD147 klassifiziert [86]. Mehrere
Studien konnten zeigen, dass EMMPRIN zur Immunglobulin-Superfamilie gehort,
Homologien wurden sowohl zu der variablen Region der Immunglobuline wie auch zu der
3-Kette des MHC |1-Komplexes beschrieben [87-90].

1.2.1 Entdeckung von EMMPRIN als , Extracellular Matrix Metalloprotease
Inducer*”

In den 80iger Jahren machte das Labor von Chitra Biswas sich auf die Suche nach einem
Faktor, der von Tumorzellen sezerniert wird und verantwortlich ist fur die Stimulation der
Kollagenase-1-Expression (MMP-1) durch Fibroblasten [91-93]. Durch die Entdeckung,
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dass peritumoral e Fibroblasten die Hauptquelle der MMP-Expression in Tumoren sind und
im Vergleich dazu Tumorzellen selbst nur geringen Mengen MMPs sezernieren, wurden
die Studien von Biswas fir die tumorbiologische Forschungsgemeinschaft sehr wichtig
[94, 95]. Spétere Experimente zeigten dass der Ursprung des MMPL-stimulierenden
Faktors aus B16 Zdlen (murine Meanomzellen) und LX-1 Zelen (humane
Lungenkarzinomzellen) sowohl als Membranprotein via Zell-Zell-Kontakt als auch as
l6dliches Protein Fibroblasten zur Produktion von MMP-1 stimuliert. In  den
Orginaarbeiten wurde dieser Faktor als 'tumour collagenase stimulting factor' oder TCSF
deklariert. In zahlreichen weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass TCSF die
Expression auch von anderen MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-14,
MMP-15) in Fibroblasten und Endothelzellen stimuliert. Zudem wurde entdeckt, dass
TCSF nicht nur von malignen Zellen, sondern in einer geringen Konzentration auch von
nicht- malignen Zellen exprimiert wird [96].

Nach der vollstandigen Charakterisierung von TCSF als 58 kDa transmembranéres
Glykoprotein der Immunglobulin-Superfamilie durch Biswas und seine Mitarbeiter wurde
TCSF unbenannt in EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteases Inducer) [97].

1.2.2 Struktur und funktionelle Interaktionen

EMMPRIN ist ein Glykoprotein mit zwei extrazelluldren Immunglobulindoménen, einer
Transmembranregion und einer zytoplasmatischen Doméane. Die Ubereinstimmung der
Aminosduresequenzen zwischen Maus- und RattenrEMMPRIN betragt 94%, zwischen
humanem und murinem EMMPRIN 58 % und zwischen Maus und Huhn liegt sie bel 45 %
[89, 98]. Die meisten Unterschiede zwischen den Spezies finden sich in der extrazelluldren
Domaéne, dagegen ist die Transmembranregion hochkonserviert. So ist zum Beispiel die
transmembrane Doméne zwischen Mensch, Maus und Huhn 100% konserviert und ~ 80%
zwischen diesen Vertebraten und Drosophila [99].

Neuere Ergebnisse zeigen, dass die N-terminale Ig-Domane notwendig fir die
Stimulation der Fibroblastenvermittelten MMP-Expression ist [100, 101]. Auch fir das
murine EMMPRIN (Basigin) wurde die Stimulation der MMP-Expression beschrieben
[102]. Es bleibt aber zu klaren, ob EMMPRIN-Homologe aus entfernteren Spezies, mit
weit unterschiedlicheren Ektodomanen Sequenzen auch die MMP-Expression stimulieren

konnen.
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Analog zu anderen Mitgliedern der IgSuperfamilie bildet EMMPRIN in der
Plasmamembran Homo-Oligomere. Die Bindungen entstehen wahrscheinlich durch
hydrophobe Wechselwirkung der N-terminalen IgDomanen, die notwendig und
hinreichend fur die Oligomerisation ist [103]. Fur MMP-Stimulation durch EMMPRIN
konnte gezeigt werden, dass EMMPRIN als Selbst-Rezeptor fungiert. Diese homophile
Ligand-Rezeptor-Bindung wird ebenfalls durch die N-terminale IgDoméne vermittelt
[100]. Wird die homophile Interaktion blockiert, zeigt sich ene Inhibierung

NH,

EK 1 ‘
EK 2
Plasmamembran
Zytoplasma H

COO
Homo-Oligomere Ligand-Rezeptor-Bindung

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des EMM PRIN-Proteins. Durch homophile I nteraktionen tber die N-
terminale Ektodomane kénnen EMMPRIN-Proteine Homo-Oligomere bilden und/oder Ligand-Rezeptor-
Bindungen eingehen. EK: Ektodomane.

der MMP-Stimulierung und der MMP-abhangigen Invasion von Tumorzellen [100].
EMMPRIN interagiert aulRerdem mit den Integrinen asf3; und a&f3; [104]. Eine schwach
glykosylierte EMMPRIN-Variante ist mit Caveolin in Lipid-Rafts assoziert [105].
Caveolin ist ein essentielles Strukturprotein in den Caveolea (Omega-formige
Einstilpungen der Zytoplasmamembran) [106]. In verschiedenen Studien wurde ein
Einfluss von Caveolin auf die Tumorprogression beschrieben [107]. Fur die Interaktion
von EMMPRIN und Caveolin ist die zweite Ig Doméne von EMMPRIN notwendig. Wird
Caveolin Uberexprimiert, kommt es zu einer geringeren Oligomerisation von EMMPRIN
in der Zellmembran und einer verminderten Induktion der MMP-1-Expression. Dieser
Mechanismus konnte die mogliche Tumorsupressor-Eigenschaft von Caveolin erkléren.
Die Assoziation von Caveolin mit EMMPRIN verhindert die Entstehung des
hochglykosylierten EMMPRIN-Molekils und blockiert somit die Aggregation und
Aktivitét [108]. EMMPRIN stimuliert nicht nur die Produktion von MMPs, sondern bindet
diese (z.B. MMP-1) auch aktiv an die Oberflache von Tumorzellen. Dieser Mechanismus
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koénnte der schnelleren und gezielten Degradation des zellumgebenen Kollagens dienen
[109].

1.2.3 Das EMMPRIN-Gen

Das 7,5 kb EMMPRIN-Gen liegt auf dem Chromosom-Abschnitt 19p13.3 und enthalt
sieben Exons und sechs Introns [110, 111]. Die 5 untrandlatierte Region (UTR) des
EMMPRIN Gens enthdlt keine TATA oder CAAT-Box aber eine CpG-reiche Region, was
auf eine Regulation der Transkription durch Methylierung hinweist. Ein 470 bp Fragment
5' gelegen zur kodierenden Sequenz, das drel theoretische Spl und zwei theoretische Ap2
Bindungssequenzen beinhaltet, wurde als Promotor-Region identifiziert. Fur die Spl
Bindungsstelle in der Region -142 bis -112 bp konnte ein Einfluss auf die EMMPRIN-
Expression nachgewiesen werden [112]. M6glicher Weise wird die EMMPRIN-Expression
negativ reguliert durch das im Kern lokalisierte Protein Pinin [113]. Diese Beobachtung ist

interessant, da Pinin in vielen Tumorzellen herunterreguliert ist [114].

1.2.4 Weitere Funktionen von EMMPRIN

Aufschluss Uber eine Reihe von Funktionen lieferten Versuche mit Knockout-Mausen, die
kein EMMPRIN exprimierten. Die experimentellen Mdglichkeiten mit der Knockout-Maus
sind sehr limitiert, da die Null-Mutanten in den meisten Fallen wé&hrend der
Embrionalentwicklung nicht in die Gebarmutter implantierten und die wenigen |ebenden
Null-Mutanten steril sind. Des Weiteren zeigen die Mause Defizite in der Spermatogenese,
Fertilisation, ihren sensorischen Fahigkeiten und der Immunantwort [115, 116].

In einer grolen Anzahl von Studien an verschiedenen Geweben und
Organsystemen konnte gezeigt werden, dass EMMPRIN ein multifunktionales Molekiil ist,
das nicht nur die MMP-Expression stimuliert. Zum Beispiel weisen die Null-Mutanten eine
gestérte Entwicklung der Retina auf, die auf abnormale Integration von MCT-1
(monocarboxylate transporter-1) in die Plasmamembran basiert. Neuere Studien haben
gezeigt, dass EMMPRIN ein essentielles Chaperon fur den Transport von MCT-1 und
MCT-4 in die Zedlmembran ist [117, 118]. EMMPRIN ist aulerdem involviert in die
Interaktion und Aktivierung von Immunzellen, den Eintritt von Viren in Wirtszellen, die
Entwicklung des Nervensystems und die Entwicklung und Erhaltung der Blut-

Hirnschranke. Ein einheitlicher Mechanismus fir die Rolle von EMMPRIN in diesen
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Prozessen wurde nicht aufgeklart [96]. Obwohl viele dieser Funktionen nicht durch die
Induktion von MMPs zu erklaren sind, ist die Stimulierung der MMP-Expression
wahrscheinlich die Basis fur den Einfluss von EMMPRIN auf diverse Krankheitsbilder wie
Herzinfarkt [119, 120], Artherosklerose [112, 121], Arthritis [122, 123] und
Lungenentzindung [124, 125]. In jedem dieser Félle wurde eine starke Korrelation

zwischen EMMPRIN und der MM P-Expression nachgewiesen.

1.2.5 Bedeutung von EMMPRIN in der malignen Progression

1.2.5.1 Interaktionen zwischen Wirt- und Tumor zellen

Untersuchungen zur Expression der MMPs an priméren Tumorproben haben gezeigt, dass
MMP-1, MMP-3, MMP-11 und MMP-2 hauptséchlich von Fibroblasten in Brust-, Kolort,
Lungen, Haut- und Has-Kopf-Tumoren exprimiert werden [126-129]. Auf der anderen
Seite konnte gezeigt werden, dass in den meisten Fallen EMMPRIN primé&r von den
Tumorzellen (z.B. bei Lungen [129], Brust- [129], Blasen[130], Ovaria- [131],
Hirntumoren [132] und bel Lymphomen [101]) exprimiert wird. Es gibt aber auch Studien,
die die EMMPRIN-Expression in Fibroblasten und Endothelzellen nachweisen konnten
[131, 133].

Der Rezeptor fur EMMPRIN auf Fibroblasten, der verantwortlich fur die
Stimmulation der MMP Expression igt, ist bis jetzt nicht eindeutig identifiziert [134, 135].
Es konnte alerdings gezeigt werden, dass EMMPRIN sein eigener Rezeptor bei
Interaktionen zwischen Tumorzellen ist. Die Bindung von EMMPRIN an EMMPRIN fihrt
zu einer Stimulation der MMP-Expression in Tumorzellen [100]. Man kdnnte spekulieren,
dass dieser Mechanismus auch fir die Stimulation der MMP-Sekretion in Fibroblasten
durch Tumorzellen anwendbar ist. Diese Hypothese scheint problematisch, da in den
meisten Fibroblasten nur eine geringe bis gar keine EMMPRIN-Expression nachweisbar ist
[85]. Eine genauere Anayse der Dynamik der EMMPRIN-Expression hat eine positive
Feedback-Regulation gezeigt, die eine Erklarung fir die Fibroblaster Tumorzell-
Interaktion durch EMMPRIN-EMMPRIN-Bindung sein konnte [136]. Wenn Fibroblasten
durch EMMPRIN stimuliert werden, steigt in diesen Zellen die EMMPRIN-Expression auf
MRNA- und ProteinrEbene an. Das neusynthetiserte EMMPRIN wird auf der
Zelloberflache prasentiert und kann als Rezeptor fur EMMPRIN-abhangige Signal gebung
dienen [136].
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1.2.5.2 EMMPRIN und Signaltransduktion

Die hohe EMMPRIN-Expression in Tumorzellen konnte auf eine Dysregulation der
EGFR-Signaltransduktion zurtickgefuhrt werden. Amphiregulin, das auf den EGFR-
Signaweg wirkt, férdert Tumorprogression durch die Induktion der EMMPRIN-
Expresson und eine damit verbundene Stimulation der MMP-Expression in den
Fibroblasten und Endothel zellen [137]. Die EMMPRIN-vermittelte Signaltransduktion, die
zur vermehrten Produktion von MMPs fohrt, ist noch weitgehend unerforscht.
Wahrscheinlich ist MAPK p38 an der Aktivierung der MMP-1-Expression betelligt [138].
Fir den Signalweg zur Stimulation der MM P-2-Expression konnte eine Aktivierung von 5-
Lipoxygenase und Phospholipase A2 gezeigt werden [139].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass EMMPRIN das Wachstum von
Tumorzellen aulerhalb des Gewebeverbands und der EZM fordert [140]. Diese Resistenz
gegen Anoikisist ein typisches Phdnomen von Tumorzellen (s. 1.1.3). Untersuchungen zur
Stimulation von Uberlebens-Signalwegen durch EMMPRIN zeigen, dass EMMPRIN in
der Lage ist, die Hyauronsynthetase HAS 2 zu aktivieren. Eine erhthte EMMPRIN-
Expression fuhrt zur Hyaluronsaure-abhéngige Phosphorylierung von Akt, Erk, BAD,
FAK und ERBB2 (Abb. 1.7) [140-142]. Das Glykosaminoglykan Hyaluronsaure st der

EMMPRIN

N —

CD44

Integrin Hyaluronséure
Heterodime ERBB2

HAS2

Hyaluronsaure @

v

Uberlebensmechanismen
Migration

Abb. 1.7: Modell der EMMPRIN-vermittelten Uberlebens-Signalwege. Eine gesteigerte EMMPRIN-
Expression fuhrt zur Aktivierung der Hyaluron-Syntetase 2 (HAS 2), wodurch es zu einer stérkeren Synthese
und Sekretion von Hyaluronsdure (HA) kommt. Die Bindung von HA an CD44 aktiviert den PI3k-
Signalweg, es werden Akt, Erk und BAD phosphoryliert. Der HA -CD44-Komplex bewirkt auBerdem die
Phosphorylierung von ERBB2. Die Phosphorylierung der an aktivierte Integrine gebundene Fokalen-
Adhasions-Kinase (FAK) wird vermutlich durch die Bindung von heterodimeren Integrinen an EMMPRIN
vermittelt.
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Hauptbestandteil des Bindegewebes, der den Gewebeturgor reguliert.

Die Resstenz gegenuber verschiedenen Chemotherapeutika ("Multidrug
Resistenz") stellt ein grof3es Problem bei der Behandlung von malignen Erkrankungen dar.
Deshalb ist die Charakterisierung von resistenten Tumorzellen fur die Entwicklung neuer
Therapien wichtig. Interessanter Weise zeigen "multidrug™resistente Tumorzellen eine
sehr hohe EMMPRIN-Expression und hohe Levd an MMP-1, MMP-2 und MMP-9
Proteinen [143].

Aufgrund der verschiedenen Erkenntnisse Uber den Einfluss von EMMPRIN auf
die Tumorprogression, wurde ein EMMPRIN-bindendes HADb18 F(ab)2-Antikorper
(Metuximab, LICARTIN) entwickelt, das mit Jod™3! markiert ist [144]. Das Peptid wird
zurzeit hinsichtlich Sicherheit und Effizienz bei der Behandlung von hepatozelluléren

Karzinomen (Tumore der Leber) untersucht.

1.3 Fragestellung

Die Tumorprogression stellt einen hochkomplexen Prozess dar, der aus einer Vielzahl von
Einzelschritten besteht. Die maligne Zelle benttigt besondere Eigenschaften die es ihr
ermoglichen, ale Schritte der Tumorentwicklung bis hin  zur , erfolgreichen®
Metastasierung zu bewdltigen. Eine steigende Zahl an Ergebnissen weist darauf hin, dass
EMMPRIN, ein multifunktionales Protein auf der Oberflache von Tumorzellen,
SchllUsselereignisse der Metastasierungs-Kaskade beeinflusst und dadurch eine wichtige
Rolle bei der Progression von Karzinomen spielen kénnte. Ziel dieser Arbeit sollte es sein,
die moégliche Funktion von EMMPRIN im humanen Mammakarzinom zu untersuchen.

Erstmals sollte hierfir mit Hilfe der Tissue-Microarray-Technologie die Expression
und prognostische Bedeutung von EMMPRIN an tber 2000 primdren Mammakarzinom-
Proben untersucht werden

Des Weiteren <sollten an dem Modellsystem von 14  humanen
Mammakarzinomzelllinien mit unterschiedlichem metastatischen Potenzia
Untersuchungen zur Expression, Sezernierung und posttranglationaler Modifizierung von
EMMPRIN durchgefihrt werden.

Fir ein besseres Verstandis der Funktionvon EMMPRIN im Mammakarzinom war
es ferner von Interesse, durch Uberexpressiors und Knock-down Experimente an

Mammakarzinomzelllinien den Einfluss von EMMPRIN hinsichtlich tumorbiologisch
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relevanter Aspekte wie Proliferation, Stimulierung von MMPs und Migration zu
untersuchen

Die Resultate der geplanten Versuchsvorhaben sollten nicht nur zu einem besseren
Versténdnis der mdglichen Rolle von EMMPRIN bei der Tumorprogression beitragen,
sondern konnten auch die Grundlage fir einen neuen therapeutischen Ansatz bei der

Behandlung von Krebspatienten bilden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden ale Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich
(Minchen), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt)

bezogen.

2.1.2 Haufig verwendete Puffer und Losungen

PBS
137 mM NaCl

2,7 mM KCl

43 mM NaHPO,x2H,0

14 mM KH2PO4 pH 7,3

SDS-Probenpuffer (2x) nicht reduzierend
4% (whv) SDS

20% (viv)  Glycerol

0,01% (w/v)  Bromphenolblau

120 mM  TrisHCI pH 6,8

SDS-Probenpuffer (2x) reduzierend

4%  (wiv) SDS

20% (viv)  Glycerol

0,01% (w/v) Bromphenolblau

200 mM  DTT

120 mM  TrissHCI pH 6,8

TBS

50 mM TrissHCI

2,7 mM KCI

138 mM NaCl pH 8,0
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TE
10 mM TrissHCI
1 mM EDTA pH 8,0

Sofern nicht anders angegeben, bedeutet ,H>O" deionisiertes, sterilfiltriertes Wasser, das
Uber eine Wasseraufbereitungsanlage Model Ultra Clear der Firma SG Wasseraufbereitung
und Regenerierstation GmbH (Barsbiittel) gereinigt wurde.

2.1.3 Verwendete Antikorper

Tab. 2.1: Monoklonale Primérantikorper

Spezies Antigen Klonname Referenz/Hersteller

Maus EMMPRIN (human) HIM6 RDI; Flanders, USA

Maus EMMPRIN (human) MEM-M6/1 Biogenesis, Kingston, USA
Maus FLAG M2 Sigma, Minchen

Maus HSC70 (human/murin) B6 Santa Cruz Bio., Heidelberg
Kaninchen Caveolin (human/murin)  pAb BD Biosciences, Heidelberg
Maus MAPK (humarymurin) Taq 100 Oiagen, Hilden

Maus MMP-1 (human) Ab-6 Oncogene, San Diego, USA
Maus MMP-2 (human) 1A10 R&D Systems, Wiesbaden
Maus MMP-3 (human) 10D6 R&D Systems, Wiesbaden
Maus MMP-9 (human) 36020.111 R&D Systems, Wiesbaden
Maus - MOPC-21 Sigma, Minchen

Ratte Lewis X L5 [145]Y

Ratte HNK-1 HNK-1 [146]Y

Ratte Oligomannose Strukturen L3 [147]Y

Dzur Verfiigung gestellt von Dr. R. Kleene, ZMNH, Hamburg
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Tab. 2.2: Sekundérantikorper

Spezies Antigen Konjugat Herkunft

Kaninchen Maus: IgG, IgA, IgM Peroxidase = DAKO, Glostrupp, Danemark
Ziege Kaninchen: 19G Peroxidase = DAKO, Glostrupp, Danemark
Ziege Ratte: IgM, Kette Peroxidase  Dianova, Hamburg

nn.Y Maus: nicht reduziertes IgG ~ Peroxidase  eBioscience, Frankfurt
Kaninchen Maus: IgG, IgA, IgM FITC DAKO, Glostrupp, Danemark

1) vom Hersteller nicht angegeben

2.1.4 Plasmide

pcDNA3.1(+)(6221 bp)
pBluescript 11 SK (2961 bp)
pPEGFP-C2 (4653 bp)
pIRES-N1 (5284 bp)

Invitrogen, Karlsruhe

Stratagene, La Jolla, USA

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

zur Verfigung gestellt von Dr. Hobbs, ICR, London,

UK, [148]

pSilencer 3.1-H1 puro (4125 bp)

2.1.5 Gerate

Analysenwaage Satorius BP6100
Analysenwaage Satorius CP2245
Biofuge pico Heraeus

DAKO Férbeautomat
Dampfsterilisator

Digitale Bildverarbeitung KAPPA
Durchlichtmikroskop Wilovert S
Durchlichtmikroskop mit Fluoreszenz-
kana und Kamera

ELISA-Reader

FACScan Flow Cytometer
Filmentwickle Model Hyperprocessor
Geldokumentations- System GeneGenius 2
Gelkammer ComPor L Mini

Ambion, Huntingdon, UK

MS Laborgeréte, Heidelberg

MS Laborgeréte, Heidelberg

Kendro, Langselbold

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
H+P, Oberschleil3heim

KAPPA opto-electronics GmbH, Gleichen
Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Leica Mikroskopie und Systeme GmbH,
Wetzlar

Dynal Biotech GmbH, Hamburg

BD Biosciences, Heidel berg

Amersham Biosciences, Freiburg
Syngene, Cambridge, UK

Bioplastics RV, Landgraaf, Niederlande
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Geltrockner 583

Giel3stand Hoefer

Heizblock
Heral50-Brutschrank Heraeus
Kihlzentrifuge 5415R
Mikrowelle

Minigelkammern Hoefer SE 250
Netzteil E143

Netzteil ES35

pH-Meter inoLab

Photometer 6131
Pipettierhilfe
Reagenzglas-Mischer
Rollmischer Stuart SRT1
Scanner Epson 1680
Schuttler
Semidry-Blotapparatur
Thermocycler Flexigene
Trockenschrank Heraeus B12
Wasserbad GFL-1003
Zentrifuge Heraeus 3S-R
Zentrifuge Rotofix 32

Zytozentrifuge

Bio-Rad, Minchen

Amersham Biosciences, Freiburg
Eppendorf AG, Hamburg

Kendro, Langselbold

Eppendorf AG, Hamburg
Promicro, Minchen

Amersham Biosciences

Consort, Turnhout, Belgien
Consort, Turnhout, Belgien

WTW, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
neolL ab, Heidelberg

Bibby Sterilin, Staffordshire, UK
LaserSoft Imaging AG, Kiel
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Bio-Rad, Mlinchen

Techne, Staffordshire, UK

Kendro, Langselbold

GmbH fir Labortechnik, Burgwedel
Kendro, Langselbold

Hettich, VillingenSchweningen
Hettich, Villingen Schweningen
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2.2 Zellkulturmethoden

2.2.1 Herkunft der Zellen

Normale humane dermale Fibroblasten (NHDF-p) wurden von der Firma PromoCell
(Heidelberg) bezogen. CHO-K1 Zellen (Ovariazellen aus Cricetulus grisee) stammen aus
der Zellkulturbank der Kinderklinik, UKE, Hamburg und COS-7 Zellen (Nierenzelllinie
der Grinen Meerkatze) aus der Zellkulturbank des | CRF Laboratory, St Thomas' Hospital,
London, UK. Uber die Herkunft der verwendeten humanen Zelllinien gibt Tab. 2.1 eine

Ubersicht.

Tab. 2.3.: Herkunft der verwendeten humanen Zelllinien

Zdlllinie Tumorart Ursprungsgewebe

BT-20~ duktales Mammakarzinom Primartumor

BT-474 duktales Mammakarzinom Primartumor

DU4475% duktales Mammakarzinom Haut-M etastase

Gl-101% duktales Mammakarzinom lokales Rezidiv

MCF-7? duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion

MDA-MB-231" duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion

MDA-MB-435S?  duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion

MDA-M B-4682 Adenokarzinom der Brust Pleuraeffusion

SK-BR-3? duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion

T-47D° duktales Mammakarzinom Pleuragffusion

ZR-75-17 duktales Mammakarzinom Aszites

BC-S19 duktales Mammakarzinom mit SV-40 large T Antigen im-
mortalisierte mikrometastatische
Zellen aus dem Knochenmark

BC-K1? duktales Mammakarzinom mit SV-40 large T Antigen im-
mortalisierte  mikrometastati sche
Zdllen aus dem Knochenmark

MTSV-1.77 mit SV-40 large T Antigen im-
mortalisierte normae Brust-
epithelzellen

Hel a® Cervixkarzinom Primartumor

Derhalten von American Type Culture Collection (ATCC), Manassas

Aerhalten aus der Zellkulturbank des |CRF Laboratory, St Thomas' Hospital, London, UK
Jerhalten von Dr. J. Hurst, Goodwin Institut for Cancer Research, Plantation, Florida, USA
“etabliert von Prof. K. Pantel [70, 71]
Serhalten aus der Zellkulturbank des Instituts fiir Anatomie, UKE, Hamburg
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2.2.2 Kulturmedien

Verwendete Vollmedien:

RPMI-Medium:

90% (viv)  RPMI 1640 Medium (Gibco, Eggenstein)

10% (v/v)  Fotales Rinderserum (FCS) (PAA Laboratories GmbH, Pasching,Osterreich)
2mM Glutamin (Gibco, Eggenstein)

Im RPMI-Medium wurden die Zelllinien DU4475, SK-BR-3, BC-S1 und BC-P1 kultiviert.
Fir die T-47D und die BT-474 Zellen wurde das Medium zusétzlich mit 10 pg/ml Insulin

supplementiert.

DMEM -Medium:

90 % (vv) DMEM (Gibco, Eggenstein)

10% (v/iv)  FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
2mM Glutamin (Gibco, Eggenstein)

Im DMEM-Medium wurden die Zdllinien CHO-K1, MTSV-1.7, BT-20, GI-101, MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435S, ZR-75-1 und Hel a kultiviert und die
priméren Fibroblasten NHDF-p.

Trypsin/EDTA-L8sung

0,1 % (w/v) Trypsin (Gibco, Eggenstein)
1mM EDTA (Gibco, Eggenstein)

in PBS ohne M¢f* und Ca®* (Gibco, Eggenstein)

2.2.3 Kulturbedingungen

Alle Zdllinien wurden in sterilen Kulturflaschen oder —schalen der Firmen Falcon
(Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden) kultiviert. Tab. 2.4 gibt eine Ubersicht iber die
verwendeten Kulturgeféle. Die Kultivierung erfolgte in Heral50-Brutschranken (Kendro)
bei 37°C in wassergesdttigter Atmosphére mit 5 % CO», fur Zdlen in RPMI-Medium bzw.
10 % CO;, fir Zellen in DMEM. Die Zéelllinien wurden zweimal wochentlich unter sterilen
Bedingungen passagiert. Hierzu wurden die adhdrent wachsenden Zellen mit PBS (ohne
Mg und C&*, Gibco, Eggenstein) bei 37°C gewaschen und anschlieRend mit
Trypsin/EDTA-L6sung von der Kulturschale abgel6st. Der VVorgang wurde durch Zugabe
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von frischem vorgewdrmtem Vollmedium abgestoppt und die resuspendierten Zellen dann

in einer Dichte von 10-20 % ausgesdt.

Tab 2.4: verwendete Zellkulturgeféide

Kulturschalen Oberflache pro Well”  Mediumvolumen Hersteller
96-Well-Platte 0,2 cnt 0,15 ml Falcon
24-\Well-Platte 1,9 enf 1ml Falcon
6-Well-Platte 9,4 cnf 2,5ml Falcon
10cm-Schale 78 cnt 15 ml Falcon
T25-Zelkulturflasche 25 cnt 5ml Nunc
T75-Zellkulturflasche 75 cn? 15 ml Nunc

Dgatt des deutschen Begriffes ,Vertiefung® wird in dieser Arbeit das im Zusammenhang
mit Laborarbeiten gebréuchlichere englische Wort ,,Well* benutzt

2.2.4 Auftauen und Einfrieren eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen kdnnen durch Einfrieren in flussigen Stickstoff (-196°C) fur lange
Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden. Um die Bildung
von Eiskristallen in den Zellen zu verhindern, wird den Zellen durch Zugabe des stark
hygroskopischen Dimethylsulfoxids (DM SO) langsam das Wasser entzogen. Mindestens 2
x 10° Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium (10 % (v/v) DMSO, 90 % (v/v) Vollmedium)
resuspendiert, in Kryotubes (Nunc, Wiesbaden) Uberfuhrt und auf -80°C gekihlt. Nach 24
h wurden die Kryorohrchen in flissgem Stickstoff gelagert. Um die kryokonservierten
Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen nach dem Auftauen (37°C;
Wasserbad) mit Vollmedium gewaschen, um das toxische DMSO zu entfernen. Die im

Vollmedium resuspendierten Zellen wurden in T75-Zellkulturflasche ausgesét.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Kultur von E. coli

2.3.1.1 Bakterienstdmme
Fur die Transformationsexperimente und zur Vermehrung von Pasmiden wurden die E.
coli Bakterienstdmme DH5a und TOP10F (Invitrogen) verwendet. Eine ausfihrliche
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Beschreibung der relevanten Geno- und Phanotypen dieser Organismen findet sich in
Winnacker et al.[149].

2.3.1.2Vermehrungvon E. coli

Verwendete L 6sungen:

LB-Medium:

1% (w/v) Bacto-Trypton (BD Biosciences)
0,5% (w/v) Hefeextrakt (BD Biosciences)
1% (wiv)  NaCl pH 7,5

Ampicillin (Sigma): Stamml6sung: 50 mg/ml in H,O
Endkonzentration: 100 pug/ml

Kanamycin (Roth): Stammldsung: 10 mg/ml
Endkonzentration: 25 pg/ml

Fir feste Nahrbdden wurde dem LB-Medium 1,5 % (w/v) Bacto-Agar zugefugt. Das LB-
Medium wurde autoklaviert und die Antibiotika (steril-filtriert) wurden je nach
Erfordernissen des Plasmids den Medien nach Abkihlen auf 40-50°C zugesetzt.
Antibiotikahaltige Platten wurden bis zu 4 Wochen bel 4°C gelagert.

Zur Vermehrung von E. coli wurde eine 5 ml Vorkultur (LB-Medium) mit einer
Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft. Die Anzucht der Bakterien erfolgt in einem
Inkubationsschiittler bei 37°C und 220 min'™.

2.3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden 5 ml LB-Medium mit E. coli DH5a
inokuliert und Uber Nacht im Inkubationsschittler bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden mit diesem Ansatz 100 ml LB-Medium fur eine erneute Ubernachtkultur
angeimpft. Die Bakterien wurden bis zu einer ODsso von 0,6 bis 0,8 kultiviert, dann
sedimentiert (6000 x g; 10 min; 4°C), der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 40
ml eiskalter Losung 1 (30 mM Kaliumacetat; 50 mM MnCh; 100 mM KCI; 10 mM CaCb;
15 % (w/v) Glycerol; pH 5,8) resuspendiert. Nach Inkubation fur 10 min auf Eis wurde
erneut sedimentiert (6000 x g; 10 min; 4°C) und das Pellet in 4 ml Losung 2 (10 mM Na
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MOPS; 75 mM CaCh; 10 mM KCI; 15 % (w/v) Glycerol; pH 7) resuspendiert. Die
kompetenten Bakterien wurden aliquotiert (a 50 ul) und bei -80°C gelagert.

2.3.3 Vermehrung von Plasmid-DNA in E. coli

2.3.3.1 Transformation von E. coli

50 ul transformationskompetente Bakterien (s. 2.3.2) wurden auf Eis aufgetaut und sofort 5
min auf Eis gestellt. Die Plasmid-DNA in TE-Puffer wurde zugegeben (< 0,1 pg/50 pl
Bakterien) und die Zellsuspension weitere 30 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurde
der Ansatz fur 30 sec auf 42°C erwarmt und, nach weiteren 2 min auf Bs, 450 pl LB-
Medium (s. 2.3.1.2) zugesetzt. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37°C und 220 min™*
im Inkubationsschittler wurden die transformierten Bakterien in unterschiedlichen
Verdunnungenauf Antibiotika enthaltene LB-Agarplatten (je nach Resistenz des Plasmids)

ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.3.3.2 Plasmid-Prgparation im Mini-M al3stab

5 ml LB-Medium plus Antibiotikum wurden mit einer Kolonie inokuliert und Gber Nacht
bei 37°C im Schiittler inkubiert. Zur Praparation der DNA wurden 2 ml der Ubernacht-
Bakterienkultur mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen entsprechend den
Herstellerangaben aufgearbeitet. Die in 50 pl TE (pH 8,0) eluierte DNA wurde durch
Restriktionsverdau charakterisiert oder bei -20°C gelagert.

2.3.3.3 Plasmid-Pr&paration im Maxi-M al3stab

100 ml LB-Medium plus Antibiotikum wurden mit 10 pl einer Ubernachtkultur beimpft
und Uber Nacht bel 37°C im Schittler inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde
dann mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen) durchgefihrt. Die gewonnene DNA
wurde in 200 pl TE (pH 8,0) aufgenommen und bei -20°C gelagert. Die Ausbeute betrug
im Allgemeinen 300 — 800 pug. Der DNA-Gehalt und die DNA-Reinheit wurden durch
Messung der OD-go bzw. OD2go/OD2go bestimmt. Hierbei gilt, dass eine ODgp von 1 einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA entspricht. Der Reinheitsgrad der
untersuchten Proben |&sst sich Uber die Ermittlung des Quotienten OD2g0/OD2go beurteilen.
Es wurden nur solche Plasmidpréparationen verwendet, deren Quotient mindestens 1,8
betrug.
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2.3.4 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme und die dazugehotrigen Reaktionspuffer wurden von der Firma New
England BioL abs (Frankfurt am Main) bezogen. Restriktionsspaltungen wurden bei 37°C
fir 2-6 h durchgefuihrt. Die DNA-Konzentration im Ansatz sollte 0,5 pg/pl nicht
Ubersteigen. Das Enzym wurde in leichtem Uberschuss (3-5 U/ug DNA) eingesetzt, wobei

eine Glycerolkonzentration von 5% nicht Uberschritten werden sollte.

2.3.5 Gelelektrophoretische Analyse von DNA

Verwendete Puffer:
TAE-Puffer:

40 mM Tris-Acetat

1mM EDTA

1% (VIV) Essigsdure; pH 8,3

TBE-Puffer:

89 mM Borsdure

89 mM TrisHCI

2mM Na&EDTA x 2H,0; pH 8,0

DNA-Probenpuffer:

50% (viv)  Glycerol

1mM EDTA, pH 8,0
0,4 % (w/v) Bromphenolblau

0,4 % (w/v) Xylencyanol

Agarose-Gelelektrophorese von DNA flr analytische und préperative Zwecke erfolgte in
horizontalen Elektrophoreseapparaturen. Fur analytische Gele wurden TAE-Gele und fir
praperative Zwecke TBE-Gele verwendet. Die Agarose wurde in TAE-Puffer bzw. TBE-
Puffer (0,8 - 2 % (w/v) Agarose) in der Mikrowelle geschmolzen. Nach Abkuhlen auf 40-
50°C wurden 0,1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in die Gelapparatur
gegossen. Nach Entfernen des Kamms und Uberschichten des Gels mit dem Laufpuffer
(TAE-Puffer oder TBE-Puffer) wurden die Proben mit 1/10 Volumen DNA-Probenpuffer
versetzt und in die Taschen geladen. Zur Abschétzung der Molekulargrof3e wurde ein
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Molekulargewichts Marker (Bioline, London) verwendet. Im Anschluss an die
elektrophoretische  Auftrennung  wurde mit  Hilfe enes  Translluminators
(Anregungswellenlénge 234 nm) in die DNA eingelagertes Ethidiumbromid zur
Fluoreszenz angeregt und die Gele wurden zur Dokumentation fotografiert
(Geldokumentations System Gene Genius 2 der Firma Syngene, Cambridge, UK).

2.3.6 Klonierung von cDNA-Fragmenten

2.3.6.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar ose-Gelen

DNA-Fragmente wurden nach Restriktionsverdau (s.2.3.4) zur Klonierung in
Agarosegelen aufgetrennt und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen,
Hilden) aus dem Agarosegel isoliert. Dazu wurde unter UV-Licht (UV Transilluminator,
Syngene, Cambridge, UK) die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten, in ein
Reaktionsgefald geeigneter Grole Uberfihrt und entsprechend der Herstellerangaben
aufgearbeitet. Die so gewonnene DNA wurde in 30 pl EB-Puffer (10 mM Tris, pH 8,5)
aufgenommen und entweder direkt fir die Ligation eingesetzt oder bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.3.6.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Eine Behandlung der DNA mit alkalischer Phosphatase verhindert die Eigenligation der
Vektor-DNA  durch  Entfernung der terminden 5-Phosphatgruppe. Nach
Restriktionsverdau von 2-5 pg Vektor-DNA wurden zu dem 60 pl Reaktionsansatz 1,5 pl
Antarctic Phosphatase (5 U/pl; New England BioL abs; Frankfurt am Main) und 6,8 pl 10 x
Antarctic Phosphatase-Reaktionspuffer zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C
inkubiert, weitere 1,5 ul Phosphatase zugegeben und die Inkubation weitere 30 min
fortgesetzt. Nach Zusatz 1/10 Volumens DNA-Probenpuffer wurde die Vektor-DNA
elektrophoretisch in Agarosegelen aufgetrennt (s. 2.3.5) und anschlief3end aus dem Gel
euiert (s. 2.3.6.1).

2.3.6.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligation von Vektor- und Insert-DNA erfolgte in 10 pl Reaktionsansdtzen mit Hilfe der
T4-DNA Ligase (New England BioL abs; Frankfurt am Main). Das Verhdtnis von Vektor-
zu Insert-DNA betrug ungefahr 1:3. Zur Begunstigung der intermolekularen Ligationen
wurden hohe DNA-Konzentrationen (100 ng/pl) eingesetzt. Insert- und dephosphorylierte
Vektor-DNA in HO (maximal 8 pl) wurden mit 1 pul T4-DNA Ligase (400 U/ul) und 1 pl
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des entsprechenden 10x  konzentrierten  Reaktionspuffers (50 mM Tris-HCI;
10 mM MgChk; 1 mM ATP; 10 mM Dithiothreitol; 25 pg/ml BSA; pH 7.5) versetzt. Zur
Ligation wurde der Ansatz 16 h bel 16°C inkubiert. Die Vermehrung des Konstruktes

erfolgte durch Transformation von Bakterien mit dem Ligationsansatz (s. 2.3.3).

2.3.7 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen wurde das TRIzol®Reagenz (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Zellen wurden in einer T75-Zellkulturflasche ausgesat und bel einer
Konfluenz von 80 % - 90 % geerntet. Das so gewonnene Zell-Pellet wurde durch Zugabe
von 2 ml TRIzo®Reagenz lysiert. Nach mehrmaligen Auf- und Abpipettieren der
Suspension wurde diese auf zwe 1,5-ml-Reaktionsgeféle verteilt, und jeweils gut
durchmischt. Nach Inkubation fir 2-3 min bel Raumtemperatur erfolgte durch 15-minltige
Zentrifugation bel 12000 x g eine Phasentrennung. Die obere wassrige Phase wurde
abgenommen und die darin enthaltene RNA durch Zugabe von 1 ml Isopropanol geféllt.
Die bel 12000 x g (15 min, 4°C) sedimentierte RNA wurde zwel Mal mit je 1 ml 75 %
Ethanol gewaschen und dann fir 5 min getrocknet. Die RNA wurde in einem geeigneten

Volumen H,O aufgenommen und bis zur Erststrang-cDNA-Synthese bei -80°C gelagert.

2.3.8 Erststrang-cDNA-Synthese

Die Umschreibung von RNA in cDNA efolgte mit dem "SuperScript First-Strand
Synthesis’ System der Firma Invitrogen. Als Primer wurden Oligo(dT)12-18-Primer
verwendet, welche mit den poly(A)-Schwanzen der mRNA-Molekile hybridisieren
konnen. 3-5 pg Gesamt-RNA wurden mit 1 gl dNTP-Mix (10 mM) und 1 pl Oligo(dT)12-18
(0,5 pg/ul) in 8 pl H0 fur 5 min bel 65°C denaturiert und anschlief3end sofort fir 1 min
auf Eis abgekihlt. Dann wurden 9 pl Reaktionddsung (2 pl 10 x Reaktionspuffer, 4 pl
MgCl-LOsung (25 mM), 2 wl DTT-Lésung (0,1 M), 1 pl RNase Inhibitor) zugegeben.
Nach Inkubation fir 2 min bel 42°C wurden 50 U SuperScript || RT zugegeben. Das
Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte bel 42°C fur 50 min. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen (70°C, 15 min) abgestoppt und die RNA durch Zugabe von 1 ul RNase H (37°C,

20 min) entfernt. Die cDNA wurde bel -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.3.9 Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturen

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturen wurde das "DNeasy Tissue Kit" der
Firma Qiagen verwendet. Die Zellen wurden in 6Well-Kulturplatten ausgesat und bei
einer Konfluenz von 80 % - 90 % geerntet. Die so gewonnenen Zell-Pellets wurden
entsprechend der Herstellerangaben aufgearbeitet. Die Ausbeuten lagen etwa bei 40 g
Plasmid-DNA.

2.3.10 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Je nach Fragestellung wurden zwel unterschiedliche Tag-DNA-Polymerasen und damit
auch unterschiedliche Reaktionsbedingungen zur Amplifikation von DNA gewahlt. Sollten
beispielsweise synthetisierte cODNA-Fragmente in Vektoren einkloniert werden, wurde die
Amplifikation mit PfuTurbo® Hotstat DNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg)
durchgefihrt, die aufgrund ihrer so genannten ,proofreading“- Aktivitat eine deutlich
verringerte Fehlerrate aufweist. Da dieses Enzym im Allgemeinen recht empfindlich auf
Verunreinigungen reagiert, wurde fur analytische Zwecke vorzugsweise die Tag DNA

Polymerase (Qiagen, Hilden) verwendet.

Amplifikation mit PfuTurbo® Hotstart DNA Polymerase (Stratagene)

Die 50 pl- Reaktionsansétze wurden auf Eis zusammen pipettiert und enthielten neben 5 pl
cDNA (s. 2.3.2), 5 pl 10 x PfuTurbo-Reaktionspuffer (200 mM Tris-HCI (pH 8,8); 20 mM
MgSOy; 100 MM KCI; 100 mM (NH4)2SO4; 10 % (v/v) Triton X-100; 1 mg/ml BSA), 5
dNTPs (2 mM, Roche Diagnostics), je 2 pl Primer (100 ng/ul), 2,5 ul DMSO und 1 pl
PfuTurbo® Hotstart DNA-Polymerase (2,5 U/ul). Die Reaktion wurde in einem
Thermocycler (Flexigene; Techne, Staffordshire,UK) durchgefiihrt. Nach einer initialen

Denaturierung fur 4 min bel 95°C schloss sich das eigentliche Amplifikationsprogramm

an, das aus drei Segmenten bestand:

Denaturierung: 1min 95°C
Primer-Annealing: 1 min 58°C-65°C
Primer-Extension: 3 min 72°C

Die Temperatur fur das Primer-Annealing wurde in Abhéngigkeit vom Primerpaar
zwischen 58°C-65°C gewdhlt. Die Extensionszeit des Amplifikationsprogramms
orientierte sich an der Grofe des Amplifikationsproduktes (2 min / 1 kb). Nach 30
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Wiederholungen des Amplifikationsprogramms schloss sich eine Auffillreaktion (10 min,
72°C) an.

Amplifikation mit Tag DNA Polymerase (Qiagen, Hilden)

Die 50 ul-Reaktionsansétze enthielten neben 3 pl cDNA (s. 2.3.2), 3-6 ng Plasmid-DNA
oder 100 ng genomischer DNA, 5 ul 10 x Qiagen PCR Resktionspuffer
(Zusammensetzung wird vom Hersteller nicht angegeben), 2,5 pl dNTPs (2 mM, Roche
Diagnostics), je 1 pl Primer (100 ng/pl) und 0,5 pul Tag DNA Polymerase (5 U/ul). Die
Extensionszeit des Amplifikationsprogramms orientierte sich an der Grofe des

Amplifikationsproduktes (1 min / 1 kb). Ublicherweise enthielt das Amplifikations-
programm 30 Wiederholungen, nur bei der Verwendung von genomischer DNA wurden 35
PCR-Zyklen durchgefhrt.

Verwendete Oligonukleotide

Die in Tab. 2.5 aufgefihrten Oligonukleotide wurden fir PCR-Reaktionen eingesetzt. Alle
Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG im 0,01mmol-Mal3stab synthetisiert und
hatten den Reinheitsgrad HPSF (High Purity Salt Free). In den Sequenzen enthaltene
Restriktionsschnittstellen sind grau dargestellt.

Tab. 2.5: Zur PCR verwendete Primer

Name Zie-Sequenz  Art”  Sequenz

El EMMPRIN S gcgeccggoaattcgaggaataggaatcatggeggctge

E2 a gcgcecegggyaaticagggagegtectegggecacctge

E3 a cctcagagtcagtgatcttgtaccagg

E4 S cctcatgaacggctccgagage

E5 a gcgecguaattcttacttgtegteategtctttgtagtcggaagagttc
ctctggeggacgttettge

E6 S gcatcgtggcetgtggtgetggtgctgg

E7 a ccagcaccagcaccacagecacgatge

E8 a cgtagatgaagatgatggtgaccagcaccagcacca

E9 a ggaatcttgcaagcactgggagtgy

E10 S gtcegtgecacctgtcactgactgg

E13 S gcgeccggoaattcacaatgaagcagtcggacgegtcetee

E1l7 a caatgtgtagctctgacc

pIRES-1 pIRES-N1 S gtccactcecagttcaattacage
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Fortsetzung Tab. 2.5: Zur PCR verwendete Primer

Name Zie-Sequenz  ArtY  Sequenz

pIRES-2 pIRES-N1 a cttccagaggaactgcttccttcacg
pIRES-3 S gcgaagtgccggggcaggatctec
pSilencerl pSilencer S gttttcccagtcacgacg
pSilencer2 a gagttagctcactcattaggc
pSilencer3 a ggtgtctcttgaacacc

Ds sense Primer; a:antisense Primer

2.3.12 Automatische DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methode [150] mit dem BigDye® Terminator
v 1.1 Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosystem (Darmstadt) durchgefiihrt. Der
vom Hestdler gelieferte BigDye-Mix  enthielt: ,FF‘-Tag-Polymerase, Tag-
Reaktionspuffer, dNTPs und die vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Didesoxy-
NTPs.

Fur den 20 pl-Sequenzieransatz wurden 1 pg DNA in maximal 11 pl HO, 1 ul
Primer (3,2 pmol/ul) und 8 pl BigDye-Mix eingesetzt. Im Thermocycler wurden 25 Zyklen

des folgenden Programms durchlaufen:

Denaturierung: 10 sec 96°C
Primer-Annealing: 15 sec 50°C
Primer-Extension: 4 min 60°C

Der Sequenzieransatz wurde mit 16 pl H,O versetzt und die DNA durch Zugabe von 64
100 %igem Ethanol 15 min bel Raumtemperatur geféllt. Die DNA wurde abzentrifugiert
(13000 rpm, 30 min, 4°C) und das Pellet mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Danach
wurde die DNA fir 5-10 min bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Auftrennung der DNA auf einem Polyacrylamid-Gel und die weitere Detektion
und Analyse der Sequenzierung erfolgte am Ingtitut fur Zellbiochemie und klinische
Neurobiologie (UKE, Hamburg) mit dem Applied Biosystem DNA-Sequencer ABI
PRISM (Modell 3100).
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2.3.11 Zielgerichtete Mutagenese

Die Methode der zielgerichteten Mutagenese ermdglicht es, Mutationen in ungeschnittene
Vektoren einzufigen. Hierbel wird das gesamte Plasmid mittels PCR mit zwel
komplementéren Primern amplifiziert. Die Primer tragen die gewiinschte Mutation, so dass
jedes Amplifikat der PCR auch mutiert ist. Die Abtrennung der unmutierten Template-
DNA erfolgt durch Inkubation mit dem Restriktionsenzym Dpn 1. Dieses Enzym spaltet
ausschliefdich die in den Bakterien methylierte Template-DNA. Die so gewonnenen
Plasmide sind ungeschlossen, sie werden nach der Transformation durch bakterielle Ligase
ligiert.

Fir die Mutagenese enthielten die 50 ul-Reaktionsansdtze neben 20 ng Template-
DNA, 5 ul 10 x Reaktionspuffer (200 mM Tris-HCI (pH 8,8); 20 mM MgSO,; 100 mM
KCl; 100 mM (NH4)2SO4; 10 % (v/v) Triton X-100; 1 mg/ml BSA), 5 pl dNTPs (2 mM,
Roche Diagnostics), je 1,25 pl Primer (100 ng/pl) und 1 pl PfuTurbo® Hotstart DNA
Polymerase (Stratagene; 2,5 U/ul).

Nach ener initialen Denaturierung fur 30 sec bei 95°C schloss sich das folgende

Amplifikationsprogramm an:

Denaturierung: 30 sec 95°C
Primer-Annealing: 1 min 55°C
Primer-Extension: 1 min/kb 68°C

Nach 12 Wiederholungen des Amplifikationsprogramms, wurde der Reaktionsansatz fir 2
min auf Eis inkubiert. Der Verdau der Template-DNA erfolgte durch Zugabe von 1 pl
Dpnl und Inkubation fur 1 h bei 37°C. Zur Vermehrung der so gewonnenen Plasmid-DNA
wurde 1 pl des Reaktionsansatzes zur Transformation des Bakterienstammes TOP10F
eingesetzt.

2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Transfektion von Zellen

Fir die Transfektionen wurden je nach Zdllinie unterschiedliche Transfektions-
Reagenzien verwendet. Fur die Transfektionen mit Plasmid-DNA wurden die Reagenzien
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) und FUGENE 6 (Roche Diagnostics) verwendet. Die
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Transfektions-Reagenzien gehdren zur Gruppe der kationischen Liposom-Reagenzien, die
im Komplex mit DNA an die negativ geladenen Oberfl&chenstrukturn der Zellen binden.
Anschlief3end erfolgt die endosomale Aufnahme der DNA in die Zelle.

Transfektion mittels Lipofectamine’ 2000

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 50-60 % in T25-
Zellkulturflaschen ausplattiert. Zur Durchfuhrung der Transfektion wurden 8 pug Plasmid-
DNA mit 500 pl serumfreiem Medium gemischt. In einem zweiten Ansatz wurden 20 pl
Lipofectamin''2000- Transfektionsreagenz mit 500 pl serumfreiem Medium gemischt. Die
Ansdtze wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann vereinigt. Die so erhaltene
Losung wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und zu den Zellen gegeben Nach 6 h
wurde das Medium gewechselt. Nach 48 bis 72 h wurden die Zdlen schliefdlich geerntet
und die Expression des Ziel-Proteins untersucht.

Transfektion mittels FUGENE 6

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 30 % in T25-

Zellkulturflaschen ausplattiert. Zur Durchfihrung der Transfektion wurden 7,5 pl
FUGENE-Transfektionsreagenz mit 250 pl serumfreiem Medium gemischt. Zu der Ldsung
wurden 2,5 pg Plasmid-DNA zugesetzt, und die so erhaltene Lésung wurde 40 min bel
Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektionskomplexe wurden zu den Zellen gegeben
Nach 48 bis 72 h wurden die Zellen geerntet und die Expression des Zie-Proteins

untersucht.

2.4.2 Herstellung stabiler Zelllinien

Die Zellen wurden wie unter 2.4.1 beschrieben mit Plasmid-DNA transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellen abtrypsiniert und in 3-4 10 cm-Kulturschalen
ausplattiert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit G418 (Calbiochem,
Schwalbach/Ts) oder Puromycin (Sigma-Aldrich) selektioniert (MDA-MB-435S und
MDA-MB-468: 500 pug/ml G418; MDA-M B-231: 500 ng/ml Puromycin).

Fir die Gewinnung von klonalen stabilen Zelllinien wurden etwa zwei Wochen
nach Beginn der Selektion die Zellklone gepickt und weiter expandiert. Die Expression des

Zielproteins in den Zdllinien wurde mittels Westernbl ot untersucht.
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Bestimmung der minimalen letalen Antibiotikakonzentration
Vor der Transfektion der Zellen musste die Uberlebensfahigkeit der jeweiligen Zellen bei

verschiedenen Konzentrationen des Selektionsantibiotikums getestet werden. Bei einer zu
niedrige Konzentration des Antibiotikums nach der Transfektion findet keine Selektion der
transfizierten Zellen statt, eine zu hohe Konzentration kann zum kompletten Absterben der
transfizierten Zellen flhren.

Die Zdlen wurden in 6-Well-Kulturschalen im entsprechenden Vollmedium
kultiviert, bis der Zellrasen eine Konfluenz von 80 % - 90 % erreicht hatte. In jedes Well
wurden 5 ml Medium mit unterschiedlichen Antibiotikakonzentrationen gegeben (G418:
300 pg/ml bis 1000 pg/ml; Puromycin: 300 ng/ml bis 800 ng/ml). Die Zellen wurden
weitere 14 Tage kultiviert. Alle drel Tage wurde das Medium gegen frisches Medium mit
der entsprechenden Konzentration an Antibiotika ausgewechselt. Fur die Herstellung
stabiler Zelllinien wurde die niedrigste Antibiotikakonzentration gewahlt, bei der nach
Ablauf von 14 Tagen alle Zellen im Well gestorben waren.

2.4.3 MTT-Proliferationsassay

Der MTT-Proliferationsassay ist ein quantitativer kolorimetrischer Test, der den Anteil
lebender Zellen anhand mitochondrialer Stoffwechselaktivitéat nachweist. Das den Zellen
angebotene MTT  (3-(4,5-dimethithiazol-2-yl)- 2,5-diphenyltrtrazoliumbromid) (Sigma-
Aldrich) wird von Mitochondrien vitaler Zellen in einer NADH-abhangigen Reaktion zu
blauem Formazan reduziert. Die blauen Formazankristalle werden in HCL-saurem
Isopropanol gelost und die Farbintensitét am ELISA-Reader gemessen. Farbintensitdt und
Vitditat sind einander dabei direkt proportional.

In 96-Well-Platten wurden 6,5 x 10° Zellen pro Vertiefung in 150 pl Medium
ausplattiert. Nach ein bis zehn Tagen Inkubation im Brutschrank wurden je 10 pl MTT-
Losung (5 mg/ml in PBS) in 150 pl Medium pro Well zugegeben und die Zellkulturplatten
fur weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. Durch anschlief3endes austauschen des Mediums
gegen 125 pl HClsauren Isopropanol wurden die gebildeten blauen Formazankristalle
gelost. Abschlief3end erfolgte eine kolorimetrische Messung bel 540 nm im ELISA-Reader.
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2.4.4 Stimulierungs-Assays mit dermalen humanen Fibroblasten

Stimulierung von Fibroblasten mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

2 x 10° NHDF-p (Fibroblasten) wurden pro Well einer 6-Well-Platte ausgesit und 24 h in
DMEM-Vollmedium kultiviert. Das serumhaltige Medium wurde abgenommen und der
Zellrasen mit PBS drel Mal gewaschen. Die Zellen wurden daraufhin 24 h mit 100 ng/ml -
200 ng/ml PMA (Sigma) in 1 m serumfreiem Medium kultiviert, als Kontrolle wurden

auch NHDF-p in serumfreiem Medium ohne PMA kultiviert. Nach der Inkubationszeit
wurde das gesamte Medium in jedem Well abgenommen und bel 13.000 x g, 5 min
zentrifugiert, um Zellen und Zellfragmente abzutrennen. Die Pellets wurden verworfen und
die Zdlkulturibersténde mit 1/3 Volumen 4 x SDS-Probenpuffer (nicht reduzierend)
gemischt und 10 min be Raumtemperatur inkubiert. Zur Analyse der Expression von

MMP-2 und MMP-9 wurden die Proben im Zymogramm untersucht (s.2.6.9).

Co-Kultur von MDA-MB-231 Zellen und NHDF-p

4 x 10" MDA-MB-231 Zellen wurden pro Well einer 24-Well-Platte ausgesit und in 500
ul DMEM-Vollmedium kultiviert. Nach 24 h wurden zu jedem Well 4 x 10* NHDF-p in
100 pl DMEM-V ollmedium gegeben und fur zirka 6 h bis zum vollsténdigen Absetzen der
Fibroblasten kultiviert. Als Kontrollen wurden auch NHDF-p ohne MDA-MB-231 Zellen
und MDA-MB-231 Zellen ohne NHDF-p kultiviert. Das serumhaltige Medium wurde

abgenommen und der Zellrasen mit PBS dree Ma gewaschen. Die Zellen wurden
daraufhin in 1 ml serumfreiem Medium kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium gegen
250 pl frisches Medium ohne FCS ausgetauscht und fir weitere 72 h kultiviert. Nach der
Inkubationszeit wurde das gesamte Medium in jedem Well abgenommen und wie oben

beschrieben fir die Analyse im Zymogramm aufgearbeitet.

Kultivierung von NHDF-p mit konditioniertem Medium

8 x 10* MDA-MB-231 Zellen wurden pro Well einer 24-Well-Platte ausgesit und in 500
ul DMEM-Vollmedium kultiviert, paralel dazu wurden 4 x 10* NHDF-p pro Well einer
24-Wdl-Platte in 500 pul DMEM Kkultiviert. Nach 24 h wurde das serumhaltige Medium
von den Zellen abgenommen, der Zellrasen mit PBS drei Mal gewaschen und die Zellen in

1 ml serumfreiem Medium kultiviert. Nach weiteren 24 h wurde das Medium gegen 250 pl
frisches Medium ohne FCS ausgetauscht und fir weitere 48 h kultiviert. Nach der
Inkubationszeit wurde das Medium der NHDF-p abgenommen, der Zellrasen mit PBS drel
Mal gewaschen und die Zellen in dem konditionierten Medium der MDA-MB-231 Zellen
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fir 72 h kultiviert. Als Kontrolle wurden auch NHDF-p mit nicht konditioniertem
serumfreiem Medium fUr 72 h kultiviert. Das gesamte Medium wurde anschlief3end

abgenommen und fir die Analyse im Zymogramm aufgearbeitet.

2.4.5 Migrationsassay

Die Migrationsassays wurden in Kooperation mit Dr. Katarina Wolf und Prof. Peter Fried
in der Abteilung fir Dermatologie (Universitdt Wurzburg) durchgefihrt.

2.4.5.1 Herstellung einer Spharoid-Zellsuspension
Fir die Hestellung von Zellaggregaten so genannten Sphédroiden,  wurden
Zellkulturflaschen mit PolyHEMA beschichtet. Durch PolyHEMA wird die Anheftung von
adhérent-wachsenden Zellen an die Kunststoffoberfléche der Kulturgefél3e verhindert und
es entstehen Zellaggregate.

0,33% (w/v) POlyHEMA (Sigma) wurden in 70%igem Ethanol gelést (37°C, UN).
Pro 10cm-Schale wurden 8 ml der PolyHEMA-L 6sung aufgebracht und Gber drel Tage bei
Raumtemperatur getrocknet. Vor dem Gebrauch wurden die beschichteten Schalen mit
10ml PBS gewaschen. 0,8 his 3 x 10° Zellen wurden pro Schale ausgesit und unter
Standardbedingungen fur 2 bis 3 Tage kultiviert. Die Spharoide wurden durch Schrég
Halten der Flasche sedimentiert, der Uberstand abgenommen, die Sphéroide in 50 pl
physiologischer Kollagen-Losung aufgenommen, und wie unter 2.4.5.2 beschrieben in die
Matrix eingegossen.

2.4.5.2 Herstellung einer 3D Kollagen Matrix

Die Anfertigung einer 3D Kollagen Matrix erfolgte nach etablierter Methode (Friedl et al.).
Dazu wurden 100 ul einer pH 7,4 gepufferten Kollagenldsung (1,67 mg/ml Kollagen Typ |
in DMEM-Medium) mit 50 pl Sphéroid-Zelsuspension (s. 2.4.5.1) vermischt und in selbst
konstruierte Glaskammern gefillt. Nach 30 min Inkubation bei 37°C war die 3D Kollagen
Matrix auspolymerisiert. Die Kammern wurden mit Medium aufgefallt und mit Wachs

versiegelt.

38



Material und Methoden

2.4.5.3 Zeitraffer Videomikroskopie
Um die Migration von Tumorzellen in einer 3D Kollagen Matrix zu untersuchen, wurden

die wandernden Zellen bel einer 100fachenVergrofderung im 4-Minuten-Intervall Gber 24h
bis 48h aufgenommen (Leica-SP2 System).

2.5 RNAI-Technologie

Der Begriff RNAI, d.h. RNA-Interferenz, wurde durch die Entdeckung gepragt, dass
Injektionen von doppelstrangiger RNA (dsRNA) in C. elegans zu einer hochspezifischen
Ausschaltung von Genen (,GenSilencing”) fuhrten, deren Sequenz homolog zu der
injizierten RNA war [151]. RNA-Interferenz wurde nicht nur in Nematoden, sondern auch
in anderen Tieren, darunter Mé&usen, entdeckt. Vermutlich existiert dieser Mechanismus
auch im Menschen. Das zur Zeit existierende Modell erklart den Vorgang der RNA-
Interferenz mit der Prozessierung von dsRNA zu kleinen 21-23 nt umfassenden RNA-
Fragmenten, den sogenannten SSRNAs (small interfering RNAS) [152, 153]. Diese SRNAs
zerstoren durch Anlagerung an die komplementéren RNA-Sequenzen mRNA- Transkripte,

die sonst trandatiert wirden. Die Proteinexpression wird damit unterdriickt.

2.5.1 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen mit SiRNA

Die Methode der spezifischen Expressionsreduktion mittels SsRNAs in Saugerzellen wurde
von T. Tuschel und Mitarbeitern entwickelt [152, 153]. Alle in dieser Arbeit verwendeten
doppelstrangigen sRNAs (Ubersicht s. Tab. 2.6) wurden von der Firma Qiagen
synthetisiert. Die Zielsequenzen fir die EMMPRIN-spezifischen SsSRNA wurden mit einem
von Qiagen entwickelten Algorithmus ermittelt. Bei der MAPK1 spezifischen SSRNA
handelt es sich um eine von Qiagen validierte SRNA, die as Kontrolle zur Optimierung
der Transfektionsbedingungen eingesetzt wurde. Mit Hilfe der nonSilencing
fluoreszenzmarkierten SRNA (s. Tab. 2.6) konnte 1 bis 4 h nach der Transfektion die
Transfektionseffizienz am Durchflusszytometer oder am Fluoreszenz-Mikroskop bestimmt
werden. Entsprechend der Herstellerangaben wurden alle SRNAs mit dem mitgelieferten
Puffer (100 mM Kaliumacetat, 30 mM HEPES-KOH, 2 mM Magnesiumacetat, pH 7,4) as
20 UM Losung angesetzt.
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Tab. 2.6: Verwendete doppelstrangige SRNAS

Name Gen Ziel-Sequenz sense-Strang
antisense-Strang
EMMPRIN-1 humanes ccggtc agagct aca  r(ggucagagc uacacauuga)dtdt
EMMPRIN cat tga r(ucaauguguagcucugacc)dgdg
EMMPRIN-2 humanes Cccacccaccge cac  r(cacccaccgccacaauasa)didt
EMMPRIN aat aaa r(uuuauuguggeggugggug)dgdg
MAPK1 humanes/murines aat gct gactccaaa  r(ugcugacuccaaagcucug)dtdt
MAPK1 gct ctg r(cagagcuuuggagucagca)dtdt
non e aat tct ccg aac gtg r(uucuccgaacgugucacgu)dtdt
Silencing? tcacgt r(acgugacacguucggagaa)dtdt

DFluoreszenzmarkierte sIRNA. Fluorescein wurde an das 3° -Ende des sense-Strangs gekoppelt.

Fur die Transfektionen wurden verschiedene Reagenzien verwendet (s.u.), es wurde
unabhangig vom Transfektionsreagenz 15 h nach der Transfektion das Medium
gewechselt. Nach drei bis funf Tagen wurden die transfizierten Zellen geerntet. Die

Expression des Ziel-Proteins wurde mittels Westernblot- Analyse untersucht.

Transfektion mittels Lipofectamine” 2000 (Invitrogen)

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 20-30 % in 6-Well-
Zellkulturschalen ausplattiert. Zur Durchfihrung der Transfektion wurden 200-360 pmol
SRNA mit 250 pl serumfreiem Medium gemischt. In einem zweiten Ansatz wurden 5 pl -
10 ul Lipofectamine”™2000-Transfektionsreagenz mit 60 pl serumfreéiem Medium
gemischt. Die Ansdtze wurden 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann vereinigt.
Die so erhaltere Losung wurde 25 min bel Raumtemperatur inkubiert und dann den Zellen
zugesetzt.

Transfektion mittels Oligofectamine” (Invitrogen)

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 20-30 % in 6-Well-
Zelkulturschalen ausplattiert. Zur Durchfiihrung der Transfektion wurden 300 pmol
SIRNA mit 160 pl serumfreiem Medium gemischt. In einem zweiten Ansatz wurden 15 pl
Oligofectamine™-Transfektionsreagenz mit 60 pl serumfreiem Medium gemischt. Die
Ansdtze wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann vereinigt. Die so erhaltene

L 6sung wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann den Zellen zugesetzt.

Transfektion mittels RNAiFect™ (Qiagen)
Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 20-30 % in 6-Well-

Zellkulturschalen ausplattiert. Zur Durchfiihrung der Transfektion wurden 200-400 pmol
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SRNA mit 80 pl serumfreiem Medium und 15-30 pl RNAiFect”™-Reagenz gemischt. Der

Ansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann denZellen zugesetzt.

2.5.2 Quantifizierung der zellularen Aufnahme Fluorescein-markierter siRNA

Auswertung mittels durchflusszytometrischer Analysen

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz bei SsIRNA transfizierten Zellen wurde die
Aufnahme der Fluorescein-markierten sSRNA in die Zellen im Durchflusszytometer
gemessen. Die Zellen wurden, wie unter 2.5.1. beschrieben mit Fluorescein- markierter
SIRNA transfiziert, als Negativ-Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen 4 h nach der
Transfektion trypsiniert, in Medium aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauer-
Zshlkammer bestimmt. Zirka 1-5 x 10° Zellen wurden durch Zentrifugation (200 x g, 5
min) sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in 5 ml FACS-Puffer (PBS
mit 5 % (v/v) FCS, 0,1 % (w/v) NaN3) auf Eis resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Zdlpellet in 500 pl PBS aufgenommen und in FACS-Rohrchen durch Sefar
Nitex Nylongewebe (Sefar AG; Ruschlikon; CH) filtriert. Anschlief3end wurden 2,5 ul 7-
Amino-Aktinomycin-Lésung (1 mg/ml 7-AAD in H,O; Sigma) zugegeben. Nur die
Membran nicht vitaler Zellen ist fur diesen DNA-Farbstoff durchléssig, so dass eine
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen mdglich ist. Nach 20-mindtiger
Inkubation efolgte die Messung am Durchflusszytometer (BD FACScan) mit Hilfe der
Software CellQuest Pro.

Auswertung am Fluoreszensmikroskop

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz am Fluoreszenmikroskop wurden die Zellen fir
die Transfektionen auf Chamber Slides (Typ: Sonic Seal Slide Wells, Nunc) ausgesét. Die
Groe der Wells entspricht dem 24-Well-Format, entsprechend wurden die
Transfektionsprotokolle angpasst und 1/5 der unter 2.4.1 angegebenen Volumina und
Mengen verwendet.

Die transfizierten Zellen wurden 1 bis 4 h nach der Transfektion in den
Kulturschalen zweimal mit PBS gewaschen, anschlief3end wurde der obere Teil des
Kulturgeféldes abgebrochen und die Prdparate mit Mowiol Mounting Medium (s. 2.8.2)

eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte am Durchlichtmikroskop mit Fluoreszenzkanal
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(Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar) mit dem Bilddokumentationsprogramm
Applied Imaging ( Newcastle).

2.5.3 Herstellung von siRNA-Expressionsvektoren

Zur Herstellung der siRNA-Expressionsvektoren nach Brummelkamp [154] wurde der
Vektor pSilencer 3.1-H1 puro (Ambion, Huntingon, UK) verwendet. Die im pSilencer-
Vektor enthaltene SIRNA-Expressiorskassette (s. Abb. 2.1) besteht aus einem H1-
Polymerase 11l Promotor, gefolgt von der genspezifischen siRNA-Sequenz, diese kann
Uber die Restriktionsschnittstellen BamH | und Hind 111 in den Vektor eingesetzt werden.
Die genspezifische SRNA-Sequenz besteht aus einer 19 Nukleotide-langen Sequenz (sense
Strang), die homolog zur Zielsequenz ist und von enem 9 Nukloetide-langen
Zwischenstiick (Linker) vom reversen Komplementen derselben Sequenz (antisense
Strang) getrennt wird. Das Terminationssignal besteht aus funf aufeinander folgenden
Thymidin-Nukleotiden. Das entstehende Transkript faltet sich auf sich selbst zuriick,
dadurch bildet sich eine kurze Haarnadel struktur-RNA (short hairpin RNA = shRNA), die
durch das DICER-Enzym zur funktionsttichtigen SSRNA prozessiert wird.

BamH1 Hind 1l

5 : : TTTTT 3
H1-Promotor sense Strang Linker | antisense Strang AAAAA 5

RNA Pol 1l

\

sense Strang
g =
.UU . \{f
3 antisense Strang

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der SIRNA-Expressionskasette im Vektor pSilencer 3.1-H1 und die
Entstehung der Haarnadel struktur-RNA.

Als Selektionsmarker fur eukaryontische Zellen enthélt der Vektor das Gen fur die

Puromycinresistenz.
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2.5.3.1 Herstellung der doppelstréangigen Oligonukleotide zur Klonierungin den
Vektor pSilencer 3.1-H1 puro

Die Herstellung der EMMPRIN-spezifischen Sequenzabschnitte erfolgte durch die
Hybridisierung zweier 64 Bp langer Oligonukleotide. Die Auswahl der hierflr geeigneten
EMMPRIN spezifischen sIRNA-Sequenz ergab sich aus den Ergebnissen der transienten
Transfektionen mit den beiden sSRNAs EMMPRIN-1 und EMMPRIN-2. Da sich die
SRNA EMMPRIN-1 effizienter in der Expressionsreduktion erwies ds EMMPRIN-2,
wurde die Ziel-Sequenz der SRNA EMMPRIN-1 als genspezifische ssIRNA-Sequenz fir
die Herstellung des V ektors verwendet.

Verwendete Oligonuklectide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen im 200 nmol-
Synthesemal3stab synthetisiert und mittels Polyacrylamid Gel Elektrophorese (PAGE)
aufgereinigt. Die EMMPRIN-spezifische Sequenz ist in den Oligonukleotiden
unterstrichen, die Linker-Sequenz ist grau dargestellt.

sense-Primer (Name: E15): gat ccg gic aga gct aca cat tga tca atg tat
age tct gac ogg ttt ttt gga aa

antisense-Primer (Name: E16): agc ttt tcc aaa asa ccg gtc aga gct aca cat fga

tca atg tgt agc tct gac cg

Zur Hybridisierung der SSRNA Oligonukleotide wurden jeweils 2 pl des sense- und des
antisense-Primers (1 pg/ul) zu 46 pl 1 x DNA Annealing Solution (Ambion, Huntingon,
UK) gegeben. Der Ansatz wurde 3 min bel 90°C inkubiert, auf 37°C gekdhlt und 1 h bel
37°C inkubiert. Die bei der Hybridisierung entstehenden Uberhange dienen der Ligation in
den mit BamH | und Hind IIl linearisierten Vektor pSilencer 3.1-H1 puro (Ambion,
Huntingon, UK).

2.5.3.2 Klonierung dessiRNA Insertsin den pSilencer 3.1-H1 puro Vektor

Fur die Ligation wurden 1 pl des mit den Restriktionsenzymen BamH | und Hind 111
linearisierten Plasmids pSilencer 3.1-H1 puro (Ambion, Huntingon, UK) und 8 ng SRNA
Insert (s. 2.5.3.1) eingesetzt. Die Ligation und die Vermehrung des Plasmids wurden wie
unter 2.3.6 beschrieben durchgefiihrt. Das so hergestellte Plasmid wurde zur stabilen

Transfektion von Zdllinien verwendet.
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2.6 Proteinchemische Methoden
2.6.1 Herstellung von Ganzzellextrakten

Verwendete Lysispuffer:

NP-40 Lysispuffer:

1% (wWiv) Nonidet P-40 (Roche Diagnostics)
150 mM NaCl

50 mM TrissHCI pH 7,4

Triton X-100 Lysispuffer:

1% (wWiv) Triton X-100 (Sigma)
300 mM NaCl

5mM EDTA

50 mM TrissHCI pH 7,4

Nach zweimaligem Waschen des Zellrasens mit PBS wurden die Zellen mittels eines
Zellschabers vom Boden des Zellkulturgefal3es gelost, in 1 ml PBS aufgenommen und
abzentrifugiert (3000 rpm, 3 min). Das Zellpellet wurde in einem angemessenen Volumen
Lysispuffer (1 ml pro konfluent-gewachsener T75-Zellkulturflasche) resuspendiert und in
Anwesenheit von 1 x Proteinaseinhibitor (100 x Protease Inhibitor Cocktail Set I,
Calbiochem) fur 30 min bei 4°C unter gelegentlichem Schitteln inkubiert. Unldsliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 12000 x g fur 10 min bei 4°C sedimentiert.
Der Uberstand wurde abgehoben und der Proteingehalt bestimmt (s. 2.6.2). Ein gleiches
Volumen 2 x SDS-Probenpuffer (s. 2.1.2) wurde zugegeben und die Proben fir 5 min bei

95°C denaturiert. Die Lysate wurden bis zur weiteren Verwendung bel -20°C aufbewahrt.

2.6.2 Proteinbestimmung (nach Bradford, [155])

Zur Proteinbestimmung wurde ein kommerziell erhdltliches Farbreagenz (Bradford-
Reagenz, BioRad, Munchen) benutzt. Die zu messende Probe wurde mit 0,1 N NaOH zu
einem Endvolumen von 800 pl aufgefdllt, mit 200 ul Farbreagenz versetzt, gut
durchmischt und fur 15 min be Raumtemperatur inkubiert. Als Leerwert diente en
Ansatz, der nur 800 pl 0,1 NaOH enthielt. Fur die Eichkurve wurde eine BSA-
Stammloésung (1 mg/ml in 0,1 N NaOH) verwendet. Entsprechende Volumina der
Stamml6sung wurden mit 0,1 N NaOH auf 800 pl aufgefllt und mit 200 ul Farbreagenz
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versetzt. Die Proben der Eichkurve enthielten zwischen 1 und 32 pg Protein. Die
Auswertung erfolgte durch Messung der Extinktion bei 595 nm gegen den Leerwert im

Photometer. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

2.6.3 Proteinféallung nach Wessel und Fllugge

Um verdinnte Proteinlsungen zu konzentrieren und dadurch das Auftragsprobenvolumen
fur die Gelelektrophorese zu verringern, wurde eine Proteinfélung nach Wessel und
Fligge durchgefihrt [156]. Dazu wurden 100 pl einer wassrigen Proteinlésung mit dem
vierfachen Volumen Methanol gemischt. Nach Zentrifugation fur 10 sec bei 12000 x g
wurden 100 plI Chloroform zugegeben und gut gemischt. Nach nochmaligem
Zentrifugieren (10 sec, 12000 x g, Raumtemperatur) wurden 300 pl HO hinzugeflgt. Ein
welterer 1-mindtiger Zentrifugationsschritt (12000 x g) bei Raumtemperatur prézipitierte
die Proteine, die sich in der Interphase zwischen der unteren organischen und der oberen
wassrigen Phase sammelten. DNA und RNA wurden nicht mitgeféllt. Die wassrige Phase
wurde vorsichtig abgenommen, ohne die proteinhatige Interphase zu berthren. Der Rest
der organischen Phase wurde mit 300 pul Methanol ausgeschittelt und nochmals fir 2 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Proteinphase sammelte sich als Pellet am Boden des
Reaktionsgefél3es und konnte nach Absaugen der organischen Phase unter dem Abzug
getrocknet werden. Getrocknete Proteinpellets wurden in 10 - 30 pl 1 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und bis zur Analyse im Westernblot bel —20°C aufbewahrt.

2.6.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Verwendete Puffer und L dsungen:

Sammel gelpuffer:

1M Tris-HCI pH 6,8
Trenngelpuffer:

15M TrisHCI pH 8,8

Ammoniumpersulfat-L 6sung:

10% (w/v)  Ammoniumpersulfat
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Elektrodenpuffer (Laemmli buffer):
192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

25 mM TrisHCI

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofe erfolgte mittels der denaturierenden
SDS-Polyacrylamidgel- Elektrophorese  (SDS-PAGE) [157]. Hierzu wurden die zu
untersuchenden Proteinproben in 1 x SDS-Probenpuffer fir 5 min bel 95°C erhitzt, um die
Proteine vollstandig zu denaturieren und sie mit SDS auf eine der Grof3e proportionale
Ladung zu bringen. Fir die Gelelektrophorese wurden Minigelkammern Model SE250 der
Firma Hoefer (Vertrieb: Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Die Laufstrecke im
Sammelgel betrug 0,5 cm, im Trenngel 6 cm. In die Probentaschen konnten maximal 20 pl
Probe geflillt werden. Je nach Grof3e der zu untersuchenden Proteine wurden als Trenngele
7,5%ige bis 12%ige Polyacrylamidgele verwendet. Das Trenngel wurde wie beschrieben,
je nach Prozentigkeit mit den entsprechenden Mengen H,O, Acrylamidmix (National
Diagnostic, USA), Trenngel puffer, 10 % SDS-L6sung, 10 % Ammoniumpersulfat-L 6sung,
und TEMED (Sigma), angesetzt, zwischen die in den Gief3stand (Hoefer Dual Gel Caster,
Amersham Biosciences, Freiburg) eingespannten Glasplatten gegossen und mit H,O
Uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das Wasser entfernt, ein
Probentaschenkamm in die Gelkammer eingesetzt und das Sammelgel (1,4 ml H0;
0,33ml Acrylamidmix; 0,5 ml Sammelgelpuffer; 20 pl 10% SDS-Lésung, 20 ul
Ammoniumpersulfat-Lésung, 2 pl TEMED) gegossen. Nach Polymerisation des
Sammelgels wurde der Kamm entfernt, die Gelapparatur zusammengesetzt und die
Pufferreservoirs mit Elektrodenpuffer geflllt. Anschlief?end wurden maxima 50 pg
Protein pro Spur geladen. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurde der
Molekulargewichtsstandard "Full Range Rainbow RPN800" (Amersham Biosciences,
Freiburg) paralel aufgetragen. Die Proteine wurden bei 25 mA/Gel fur ca 1-2 h
aufgetrennt, bis die blaue Lauffront das Gelende erreicht hatte. Der Nachwels der
gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte entweder mittels Silberférbung (s.
2.6.5) oder durch eine Westernblot-Analyse (s. 2.6.6-2.6.7).
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2.6.5 Silberfarbung der Gele

Verwendete L 6sungen:
Fixierlésung:

40 % (VIv) Ethanol
10 % (VIV) Eisessig

Sensibilisierungsl dsung:

30% (viv)  Ethanol

0,01 % (w/v) Natriumthiosulfat
08M Natriumacetat

Silbernitratl6sung:
0,25 % (w/v) Silbernitrat
0,015 % (w/v) Formaldehyd

Entwicklungs 6sung:
0,24 M Natriumcarbonat
0,007 % (w/v) Formaldehyd

Stoppl Gsung:
40 mM EDTA in HbO

Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele in eine mit 125 ml Fixierlosung befiillte
Farbewanne gelegt. Das Gel wurde fir 30 min in der Fixierldsung inkubiert. Danach wurde
diese abgegossen und durch 125 ml Sensibilisierungslosung ersetz. Das Gel wurde fur 30
min darin inkubiert. Danach wurde die Sensibilisierungsldsung abgegossen und das Gel
dreimal 5 min mit O gewaschen. Es folgte die Zugabe der SilbernitratlGsung, in der das
Gel 20 min lang inkubiert wurde. Das Gel wurde zweimal fir 1 min mit HO gewaschen
und anschlieffend solange in der Entwicklerlésung entwickelt bis das Gel eine optimale
Farbung aufwies. Zum Stoppen der Entwicklungsreaktion wurde die Entwicklerlésung
abgegossen und durch 125 ml Stoppldsung ersetzt. Nach 10 min wurde die StopplGsung
durch H,O ersetzt. Die Gele wurden durch Scannen oder Trocknen (2 h, 80°C im

Geltrockner) konserviert.
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2.6.6 Westernblot

Mit Hilfe der Westernblot-Analyse konnen gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine
mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen werden. Nach der SDS-Gelelektrophorese
wurden die Proteine mittels einer Semidry-Blotapparatur (Model: Trans-Blot SD semi-dry
transfer cell) der Firma Bio-Rad auf Hybond ECI Nitrocellulose- oder PV DF-Membranen
(Amersham Biosciences, Millipore, Schwalbach) transferiert [158] [159]. Die PVDF-
Membranen haben im Vergleich zu Nitrocellulose-Membranen eine groldere
Bindungskapazitét fur Proteine, missen alerdings vor dem Transfer aktiviert werden.
PVDF-Membranen wurden nur verwendet, wenn das zu untersuchende Protein in sehr
geringer Konzentration im Gesamt-Lysat vorlag. Fir den Transfer wurden eine
Nitrocellulose- oder PVDF-Membran und vier SMM-Whatmann-Filter (VWR, Darmstadt)
auf Gelgrofe zugeschnitten und in Transferpuffer (48 mM Tris-HCI; 39 mM Glycin; 20 %
(v/v) Methanol; 0,038 % (v/v) SDS) eingeweicht. Die PVDF-Membranen wurden zuvor
durch Inkubation fir 20 s in Methanol aktiviert. Auf der Anodenseite der Blotapparatur
wurde folgender Aufbau vorgenommen: auf zwei 3MM-Whatmann-Filter folgte die
Nitrocellulose- oder PVDF-Membran, das Gel wurde luftblasenfrei aufgelegt und mit zwei
3MM-Whatmann-Filter bedeckt. Nach Aufsetzten der Kathode erfolgte der Transfer mit
0,8 mA/cnt fir 2 h. Nach Beendigung wurde die Membran zur Sichtbarmachung der
Proteine 1 min in PonceauS-Losung (Sigma) inkubiert und durch Waschen mit H,O
tellweise entfarbt. Die Membran wurde anschlief?end fir den Immunoblot (s. 2.4.7)

verwendet.

2.6.7 Immunoblot

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran (s. 2.6.6) wurden diese zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen fir 30 min bel Raumtemperatur in PBS mit 4 % (w/v)
fettfreiem Trockenmilchpulver (PBS-Blotto) abgeséttigt. Der Primarantikorper wurde in
einer fur jeden Antikorper spezifischen Verdinnung in PBS-Blotto fur 1,5 bis 15 h bei 4°C
auf die Filter gegeben. Uberschilssiger Primarantikorper wurde durch mehrmaliges
Waschen mit PBS-Tween (0,05 % (v/v) Tween-20 in PBS) entfernt. Der entsprechende
M eerrettichperoxidase-gekoppelte Zweitantikorper wurde wenn nicht anders angegeben in
einer 1:2000 Verdinnung in PBS-Blotto verdinnt und der Filter darin 1,5 h bei 4°C
inkubiert. Anschlief3end wurde der Filter achtma 5 min mit PBS-Tween gewaschen. Die
Filter wurden mit "Enhanced Chemiluminescence’-System (ECL, Amersham Biosciences)
entwickelt. Hierzu wurden die Filter 1 min mit 0,2 ml Substratlésung pro cn? inkubiert
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und anschliefRend fir 10 sec bis 15 min mit Kodak-X-Omat Filmen bei Raumtemperatur
exponiert. Die Entwicklung der Filme erfolgte im automatischen Filmentwickler

(Hyperprocessor, Amersham Biosciences).

2.6.8 Entfernung von Antikérpern von Membranen

Um sekundére sowie primdre Antikorper wieder von PVDF- und Hybond ECI
Nitrocellulose-Membranen zu entfernen, wurde die Membran 15 min in PBS-Tween
gewaschen. Mit 10 ml "Stripping-Puffer" (100 mM 2Mercaptoethanol; 2 % SDS; 62,5
mM Tris-HCl pH 6,7) wurde die Membran 30 min bel 50°C im Drehinkubator inkubiert

und vor einem erneuten Blockierungsschritt nochmals 15 min mit PBS-Tween gewaschen.

2.6.9 Zymogramme

Verwendete Puffer:
Waschpuffer 1:
25% (viv)  Triton X-100

Waschpuffer 2:

25% (viv)  Triton X-100

50 mM TrisHCI pH 7,5
Waschpuffer 3:

25% (viv)  Triton X-100

5mM CaCl,

1uM ZnCh

50 mM TrisHCI pH 7,5
Waschpuffer 4:

5mM CaCl,

1 M ZnCh

50 mM TrisHCI pH 7,5

Zum Nachweis der Gelatinaseaktivitét von MMP-2 und MMP-9 in Zellkulturiberstédnden
wurden Zymogramme mit gelatinehaltigen 6%igen SDS-PAGE durchgefiihrt [160]. Die zu
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untersuchenden Zellkulturiberstande oder Zelllysate wurden mit 1/3 Volumen 4 x SDS-
Probenpuffer (nicht reduzierend) gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fur
7 ml gelatinehaltiges Trenngel wurden 7 mg Gelatine (#G8150, Sigma) in 4 ml HO und
1,9 ml Trenngelpuffer bel 57°C 20 min im Wasserbad gelost. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurden 1,5 ml Acrylamidmix, 150 pl 10% SDS-Losung, 67 pl 10 %-
Amoniumpersulfat-Ldsung und 13 pul TEMED zugesetzt. Das Gel wurde wie unter 2.6.4
beschrieben gegossen und mit einem gelatinefreiem Sammelgel Uberschichtet. Nach
vollsténdiger Polymerisation der Gele wurden der Kamm entfernt, die Gelapparatur
zusammengesetzt und die Pufferreservoirs mit Elektrodenpuffer geftllt. Anschlief3end
wurden maximal 20 ul Probe pro Spur geladen. Zur Bestimmung der Molekulargewichte
wurde der Molekulargewichtsstandard "Full Range Rainbow RPN800" (Amersham
Biosciences) mit aufgetragen. Die Proteine wurden bel 10 mA/Gel fir ca. 23 h bel 4°C
aufgetrennt bis die blaue Lauffront das Gelende erreicht hatte.

Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Gel von den Glasplatten entfernt und
jewells fur 20 min mit den Waschpuffern 1, 2, 3 und 4 bei Raumtemperatur vorsichtig
gewaschen. Der Verdau der Gelantine erfolgte dann in frischem Waschpuffer 4 bei 37°C
im Brutschrank. Zur Detektion von MMP2 wurde das Gel 45 min, und zur Detektion von
MMP9 wurde fur 12 bis 18 h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Farbung der
Gele fur 30 min in Coomassie Blue R 250 Farbel 6sung (0,5 % (w/v) Coomassie Blue R
250, 30 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsdure). Zum Entfarben wurden die Gele
mehrere Stunden in Methanol:Essigsaure:Wasser (3:1:6) bei Raumtemperatur inkubiert.

Die proteolytische Aktivitét der Proteasen war nun anhand von farblosen Banden
auf dem ansonsten tiefblauen Gel sichtbar. Die Gele wurden durch Scannen oder durch

Trocknen (2 h, 80°C im Geltrockner) konserviert.

2.6.10 Immunprazipitation

Fur Immunprazipitationen wurde wenn nicht anders angegeben Gesamtzelllysat (s. 2.4.1)
einer konfluenten T75-Zd lkulturflasche verwendet. Alle Schritte wurden auf Eis oder bei
4°C durchgefihrt.

"Preclearing” der Zelllysate mit Matrix:

50 ul Protein G-Agarose-Suspension (Sigma) wurden dreimal mit 1 ml Lysispuffer

gewaschen. Die gewaschene Agarose wurde mit dem Zellysat 2 h auf einem
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Drehinkubator inkubiert. Die Matrix wurde anschliefiend bei 10000 x g fir 5 min
sedimentiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt.

| mmunprazipitation mit Antikérpern

Zu dem vorgeklarte Zelllysat wurden 1-3 pg des spezifischen Antikorpers gegeben und fir
2-4 h auf dem Drehinkubator inkubiert. Das Zelllysat mit dem Antikorper wurde
anschliefend mit 50 pl gewaschener ProteinG-Agarose-Suspension fir weitere 16 h auf
dem Drehinkubator inkubiert. Nach Sedimentation der Matrix (3 min, 3000 x g) wurde
diese dreima mit 1 ml Waschpuffer (0,1 % (w/v) Triton X-100; 50 mM Tris-HCl, pH 7,4;
300 mM NaCl; 5 mM EDTA) oder fir weniger stringentes Waschen mit 1 ml PBS
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Immunkomplexe entweder fur
Glykosidasebehandlungen weiterverwendet oder durch Zugabe eines gleichen Volumens
1,5 x SDS-Probenpuffer und Inkubation fir 5 min bel 95°C von der Matrix gelést. Die
Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.7 Glykoprotein-Analysen
2.7.1 Tunikamycin-induzierte Inhibition der N-Glykosylierung

Das Nucleosidantibiotika Tunikamycin blockiert die Anheftung von N-Acetylglucosamin
an Dolicholphosphat, den ersten Schritt der N-Glykosylierung. Aufgrund dieser
Eigenschaft wird Tunikamycin zur Anayse der N-Glykosylierung von Proteinen
eingesetzt.

Die Tunikamycinstockldsung enthielt 1 mg/ml Tunikamycin (Sigma) in DMSO.
Die zu untersuchenden Zellen wurden in 6-Well-Kulturschalen bis zu einer Konfluentz von
50 %-60 % im entsprechenden Medium kultiviert. Fir die Tunikamycinbehandlung wurde
das Medium ausgetauscht gegen 2 ml Medium, das 0,1-10 pg/ml Tunikamycin enthielt.
Die Zellen wurden fur weitere 24 h im Brutschrank kultiviert. Als Kontrolle wurden Zellen
mit der entsprechenden Menge DM SO (0,1-10 pl DMSO/ml Medium) allein kultiviert. In
den behandelten Zellen wurde mittels Westernblot die Veranderung der Glykosylierung

des Zielproteins untersucht.
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2.7.2 Glykosidasebehandlung von Protein

Jede Glykosidase erkennt und hydrolysiert spezifische glykosidische Bindungen. Auf
Grund ihrer Selektivitdt werden Glykosidasen auch zur Aufkl&rung von
Kohlenhydratstrukturen an Glykoprotein eingesetzt.

2.7.2.1 Behandlung mit N-Glykosidase F

Das an Matrix gebundene immunprazipitierte Protein (s. 2.6.10) wurde in 30 ul 0,1 M 2-
Mercaptoethanol/ 0,1 % SDS fur 5 min bei 95°C inkubiert. Nach Abkuhlen und
Sedimentation der Matrix (1 min, 1000 x g, 4°C) wurden zwei 10 pl Aliquots des
Uberstandes in neue ReaktionsgefaRe tberfuhrt. Ein Aliquot wurde fir den Verdau
eingesetzt, das Zweite diente as Negativ-Kontrolle. Fur den N-Glykosidase-Verdau
enthielten die 25 pl-Reaktionsansitze neben 10 pl Protein-Losung, 3 pl 0,5 M Tris-HCI
(pH 8,6), 5 pl H2O, 2 pul 10 % (v/v) NP-40 und 5 pl 2500 U/ml N-Glykosidase F
Chryseobacterium menigosepticum (New England Biolabs). Die Negativkontrolle enthielt
statt N-Glykosidase F 5 pl 0,5 M TrissHCI (pH 8,6). Die Ansétze wurden 2 h bei 37°C
inkubiert und das Enzym durch Zugabe von 25 pl 2 x SDS-Probenpuffer (s.2.1.2) und
Inkubation fr 5 min bei 95°C gestoppt. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wurden die
Proben bis zur Auftrennung im SDS-PAGE bei -20°C aufbewahrt.

2.7.2.2 Behandlung mit Fucosidase

Das an Matrix gebundene immunprazipitierte Protein (s. 2.6.10) wurde in 20 ul DMEM
(pH 6,0; Gibco) in Anwesenheit von 1 x Proteinaseinhibitor (100 x Protease Inhibitor
Cocktail Set I, Calbiochem) aufgenommen. Nach Zugabe von 1 ul al-3,4-Fucosidase
Xanthomonas sp. (500 mU/ml; Calbiochem) wurde der Ansatz unter gelegentlichem
Ruhren fur 1 h bei 37°C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurde der gleiche Ansatz statt
mit Enzym mit 1 pl 20 mM Tris-HCI/ 25 mM NaCl (pH 7,5) fir 1 h bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 9 ul 4 x SDS-Probenpuffer (nicht-reduzierend)
gestoppt. Nach Inkubation fur 5 min bei 95°C wurde die Matrix sedimentiert (3 min,
12000 x g, 4°C) und der Uberstand bis zur Auftrennung im SDS-PAGE bei -20°C
aufbewahrt.
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2.7.3 Proteinprazipitation mit Agarose-gekoppeltem Lektin

Zur Proteinprazipitation mit dem direkt an Agarose gekoppelten Lektinen PHA-L (Linaris,
Wertheim) wurden die Lysate mit Brj96-Lysispuffer (1 % (w/v) Brij 96 V (Fulka); 150
mM NaCl; 5mM MgCh; 25mM  HEPES;, pH 7,5 wie unter 2.6.1 beschrieben
hergestellt, die Zellen wurde aber statt 30 min 4 h mit dem Lysispuffer inkubiert. Nach
dem "Preclearing” erfolgte die Inkubation der Lysate mit 50 ul gewaschener (1.1, v/v)
PHA-L-Agarose fur 16 h auf dem Drehinkubator bei 4°C. Nach Sedimentation der Matrix
(3 min, 3000 x g, 4°C) wurde diese dreimal mit 1 ml PBS gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden durch Zugabe von 30 pl 1,5 x SDS-Probenpuffer und Inkubation der
Proben fur 5 min bei 95°C die Proteine von der Matrix gelost. Als Negativkontrolle
wurden Lysate mit Protein G Agarose ohne Lektin inkubiert. Die Proben wurden bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.8 Immunzytochemische und —-histochemische Farbungen

2.8.1 Immunzytochemische Farbung fur die Auswertung mittels
Durchflusszytometer

Zum Abldsen der Zellen von der Kulturschale wurden 2 ml 5 x EDTA/Trypsin auf eine
T75-Zdlkulturflasche gegeben, die Schale wurde kurz geschwenkt und das Trypsin wieder
abgezogen. Die Zellen wurden bis zur Vollsténdigen Abldsung im Brutschrank bel 37°C
inkubiert. Das Trypsin wurde anschlief3end durch Zugabe von 5 ml FACS-Puffer (PBS mit
5 % (viv) FCS, 0,1 % (w/v) NaN3) neutralisiert. Nach Sedimentation (200 x g, 5 min)
wurde das Zellpellet in 2 ml FACS-Puffer aufgenommen. Fur die flusszytometrische
Analyse wurden 1 x 10° Zellen in 100 pl FACS-Puffer mit 1 pg Primérantikérper fir 20
min bel Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen,
sedimentiert und das Zellpellet wurde in 100 pl ener /10 Verdinnung des FITC-
markierten Sekundarenantikorpers (s. Tab. 1.2) resuspendiert. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper erfolgte fur 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen. Nach zwel
abschlief®enden Waschgéngen wurden die Zellen in 400 pl FACS-Puffer aufgenommen.
Die Messung der Proben erfolgte am Durchflusszytometer (BD FACScan) mit Hilfe der
Software CellQuest Pro.
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2.8.2 Immunzytochemische Farbung fur die Auswertung mittels
Fluoreszenzmikroskop

Zellen wurden auf Glaspléttchen (12 mm &; Marienfeld GmbH; Lauda-Konigshofen) in
24-Well-Platten ausgesdt. Die auf den Glasplattchen angewachsenen Zellen wurden
zweima mit PBS gewaschen und 10 min mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS bel
Raumtemperatur fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 0,1 %
(v/v) Triton X-100 10 min bei Raumtemperatur permeabelisiert. Die Zellen wurden
viermal in PBS gewaschen und anschlielend zur Absdttigung unspezifischer
Bindungsstellen mit 1 % (w/v) BSA in PBS fur 30 min bel Raumtemperatur inkubiert. Der
Primérantikorper wurde in geeigneter Verdinnung in PBS mit 1 % (w/v) BSA fur 1,5 h bel
Raumtemperatur inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation
mit dem Sekundarantikorper in 1 % (w/v) BSA in PBS fur 1,5 h bei Raumtemperaur. Zur
Anfarbung der Zellkerne wurden die Zellen 1 min mit DAPI-L6sung (40 ng/ml DAPI
(Serva, Heidelberg) in PBS) inkubiert. Abschlieffend wurde erneut viermal mit PBS
gewaschen und die Prdparate mit Mowiol Mounting Medium (s.u.) eingedeckelt. Die

Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica GmBH (Wetzlar).

Herstellung von Mowiol Mounting Medium

Zur Herstellung von Mowiol Mounting Medium wurden 6 g Glyzerin mit 2,4 g Mowiol
Typ 4-88 (Calbiochem) in eéinem 50 ml-Réhrchen verrihrt und nach Zugabe von 6 ml H,O
2 h auf einem Drehschittler vermischt. Nach Zugabe von 12 ml 200 mM Tris-HCI (pH
8,5) wurde die Loésung 10 min auf 50°C erwarmt und nach Abkuhlung auf
Raumtemperatur 15 min (5000 x g) zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der
Uberstand mit 1-2 g p-Phenylendiamine Dihydrochlorid (Sigma) als Anti-Fading- Reagenz
versetzt. Das fertige Mounting Medium wurde aiquotiert und bel -20°C bis zur

Verwendung gelagert.

2.8.3 Immunhistochemische Farbung von Paraffinschnitten

2.8.3.1 Tumorgewebe der Mammakarzinomprognosearrays

Zur Unteruchung der EMMPRIN-Expression in primdren Mammakarzinomen wurden
Paraffinschnitte von Mammakarzinomprognosearrays (Tissue-Microarrays, TMAYS)
verwendet. Die Arrays wurden am Institut fur Pathologie (Universitatsklinikum Basel)

hergestellt [161], dazu wurden Gewebezylinder mit einem Durchmesser von 0,6 mm aus
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ausgewahlten Regionen von ,Spender-Tumorblocken gestanzt und in einem neuen
» Empfanger“-Paraffinblock angeordnet. Der so entstandene Tumorarray-Paraffinblock
wurde wie ein normaler Paraffinblock an einem Schlittenmikrotom geschnitten. Die
Schnitte wurden von Prof. G. Sauter (Ingtitut fur Pathologie, UKE, Hamburg) zur
Verfugung gestellt und enthaten 2222 Gewebestanzen von in Formalin fixierten
Mammakarzinomen. Der Histologietyp der Tumorstanzen war in 1551 Fallen duktal, in
312 lobulér, und wurde in 337 Féllen anderen bekannten Histologietypen zugeordnet bzw.
war in 22 Mammakarzinomgeweben nicht speziell klassifiziert. Die durchschnittliche
mediane Nachbeobachtungszeit der operierten Patientinnen betrug 46 Monate (Bereich: 1-
176 Monate). Im Median waren die Patientinnen 63 Jahre alt (Bereich: 26-101 Jahre).

2.8.3.2 Farbungam DAKO-Farbeautomaten
Die Paraffinschnitte (8 pum) wurden auf positiv geladene Objekttrager (Superfrost Plus)
aufgezogen und Uber Nacht bei 56°C erhitzt. Danach wurden die Schnitte zur
Entparaffiniserung bei Raumtemperatur zweimal 10 min in Xylol inkubiert und
anschlief?end mit 100 %, 95 % und 80 % Ethanol hydriert. Die Farbung wurde nach 20-
minttiger Mikrowellenvorbehandlung in Citratpuffer (10 mM, pH 6,0) auf dem DAKO-
Farbeautomaten mit dem DAKO ChemMateO Detection Kit, Peroxidase/DAB (DAKO,
Glostrup, Denmark) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zum Nachweis der
EMMPRIN-Expresson wurde eine Kombination aus zwel EMMPRIN-spezifischen
Antikorpern (10 pg/ml Klon MEM-M6/1; Biogenesis, Kingston, USA und 5 pg/ml Klon
HIM6; RDI; Flanders, USA) verwendet. Auf die Inkubation der Primérantikorper folgte
die Inkubation mit biotinyliertem Ziege-anti-Maus-Immunoglobulin (10 min) und mit
Streptavidin  gekoppelt an Meerrettichperoxidase (10 min). Die Substratentwicklung
erfolgte mit 3,3'-Diaminobenzidine-tetrahydrochlorid (DAB) as Chromogen in gepufferter
Losung mit Hydrogenperoxid. Dann wurden die Schnitte mit Hamalaun gegengefarbt.
MOPC21 (15 pg/ml, Sigma), ein unspezifisches Maus-Myeloma Immunglobulin, wurde
als1gG1 Isotypkontrolle eingesetzt.

Die Farbung wurde nach dem Remmele Score beurteilt. Dieser Score ist ein Produkt
aus der Farbintensitét (0: keine Farbung; 1. schwache Farbung; 2: mittelstarke Farbung; 3:
starke Farbung) und dem Prozentsatz gefarbter Tumorzellen (0. keine geférbten
Tumorzellen; 1: < 10 %,; 2: 11-50 %; 3: 51-80 %,; 4. >80 % gefarbte Tumorzellen).
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2.8.3.3 Hamalaun/Eosin-Farbung von Par affinschnitten
Bei der Hamaaun/Eosin-Féarbung handelt es sich um eine kombiniete Kern- und
Plasmafarbung. Wahrend das positivgeladene Hamalaun in stark saurem Milieu mit den
Nukleinsauren des Chromatins Bindungen eingeht, und nach der Erhéhung des pH-Wertes
Uber 3,0 zu einer blauen Kernférbung fuhrt, entsteht mit Eosin eine rote Plasmafarbung.
Die Uber Nacht bei 56°C gebackenen Paraffinschnitte wurden zuerst zweimal 10
min in Xylol entparaffinisiert und dann in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 96 %
und 80 % Ethanol) hydriert. Nach einer kurzen Inkubation in Wasser wurden die Schnitte
fir 7 min in Mayer's Hamalaun Losung gestellt. Danach wurden die Schnitte mit
Leitungswasser gespllen, kurz in Salzsaure/Ethanol eingetaucht und dann 10 min mit
Leitungswasser inkubiert. Es folgte die Eosinfarbung fir 30 Sekunden. Nach kurzem
Spulen in Leitungswasser und einer aufsteigenden Ethanolreihe (80 %, 96 % und 100 %
Ethanol) wurden die Schnitte zweimal 5 min in Xylol inkubiert und mit Entellan (Sigma)
eingedeckelt.

2.9 Statistische Auswertungen

2.9.1 Chi-square -Test

Der Chi-square Test wurde benutzt, um die Beziehung zwischen der EMMPRIN-
Expression und traditionellen Risikofaktoren zu bestimmen. Die Tumorproben wurden
gruppiert in "positive Proteinexpression” (mehr als 10 % geféarbte Tumorzellen) und
"negative Proteinexpression” (weniger als 10 % gefarbte Tumorzellen). Die Analysen
wurden mit dem Programm SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) fur PC
(Version 11 fur Windows) durchgefihrt.

2.9.2 Univariate Analyse

Kaplan-Meier Kurven [162] wurden fir jeden getesteten Marker auf dem Prognosearray
fir das Gesamtilberleben und das tumorassoziierte Uberleben bestimmt. Wenn der
beobachtete Effekt des Markers in Bezug auf das Gesamtiberleben bzw. das
tumorassoziierte Uberleben grofRer war a's die tbliche Streuung der Messwerte, wurde das
gefundene Ergebnis als statistisch , signifikant” (p> 0,05) bewertet. Die Analysen wurden
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mit dem Programm SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) fur PC (Version 11
fur Windows) durchgefuhrt.

2.9.3 Multivariate Analyse
Die Unabhangigkeit der aus der univariaten Analyse als signifikant hervorgegangenen

Marker wurde anschlieffend in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell als
Indikatorvariablen Uberprift. Als statistisch signifikant wurden Werte von p < 0,05
angesehen. Diese Analyse wurde mit freundlicher Unterstitzung von Prof. J. Berger
(Ingtitut far Mathematik und Datenverarbeitung in der Medizin, UKE, Hamburg) mittels
des Programms SPSS fur PC (Version 11 fir Windows) durchgefhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 EMMPRIN-Expression in primaren Mammakarzinomen

3.1.1 EMMPRIN-Expression in primé&ren Mammakarzinom in Korrelation zu
klinischen und pathologischen Faktoren

Die maligne Progression von Karzinomen umfasst viele spezifische Schritte, die auch mit
der Organisation des Epithels zusammenhangen. Dazu gehort z.B. der Verlust von
Gewebestrukturen durch Modulierung von Zell-Zell- und Zell-Substrat-K ontakten [163].
Auch protelytische Prozesse spielen eine zentrale Rolle. Erst der Abbau der Basalmembran
und des umgebenen Stromas ermoglicht es Tumorzellen in benachbarte Gewebe
einzuwandern [38]. Neuere Arbeiten weisen darauf hin, dass EMMPRIN an vielen
Schritten der malignen Progression von Karzinomen beteiligt ist. So konnte gezeigt
werden, dass EMMPRIN die Sekretion von matrixabbauenden Enzymen - den MMPs -
durch peritumorale Fibroblasten induziert und damit nicht nur die Invasion von
Tumorzellen, sondern auch die Proliferation durch Freisetzung in der extrazellularen
Matrix gespeicherter Wachstumsfaktoren fordert [96, 164].

Im Folgenden sollte nun eine Untersuchung zur Bedeutung der EMMPRIN-
Expression im humanen Mammakarzinom durchgefiihrt werden. Eine korrelative Studie
erfolgte durch immunhistochemische Analysen von Mammakarzinom-Prognosearrays
(TMA: Tissue Microarray). Durch die Verwendung eines solchen Gewebearrays, auf dem
sich Primértumorstanzen verschiedener Mammakarzinome befanden, konnten mit einem

Objekttrager 153 - 520 Gewebeproben gleichzeitig untersucht werden.
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Abb. 3.1: Schematische Dar stellung der Her stellung von Gewebearrays.
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Fir die Herstellung eines Arrays wurden Gewebezylinder mit einem Durchmesser
von 0,6 mm aus ausgewdhlten Regionen von ,, Spender” -Tumorblécken gestanzt und in
einem neuen , Empfanger” -Paraffinblock angeordnet (s. Abb.: 3.1). Der so entstandene
Paraffinblock konnte wie ein normaler Paraffinblock an einem Schlittenmikrotom
geschnitten werden.

Der in dieser Arbeit verwendete Mammakarzinom-Prognosearray wurde von Prof.
Dr. med. G. Sauter (Institut fir Pathologie, UKE, Hamburg) zur Verfligung gestellt. Der
Array enthielt 2222 Mammakarzinomproben, von denen die klinisch-pathologischen Daten
bekannt waren (s. 2.8.3), sowie Proben verschiedener Kontrollgewebe [161]. Keine der
Patientinnen wies zum Zeitpunkt der Primérdiagnose Fernmetastasen auf. Ferner wurden
alle Patientinnen Uber 10 Jahre nachbeobachtet. Da beim Mammakarzinom die
Metastasenbildung viele Jahre nach der Diagnosestellung und der Resektion des
Primartumors neu auftreten kann, ist es wichtig, Patientinnen mit einer langen
Nachbeobachtungszeit zu untersuchen.

Die immunhistochemische Fé&rbung wurde, wie unter 2.8.3 beschrieben,

durchgefihrt. Eine représentative Farbung eines TMAs ist in Abb. 3.2 gezeigt.

B

Abb. 3.2: Immunhistochemische Férbung von EMMPRIN in Mammakar zinomproben. (A)
Mammakarzinom-Prognosearray (TMA). (B,C) Zwei vergrofRert dargestellte Tumorstanzen, die
représentativ eine negative (B) und eine positive (C) Farbung fir EMMPRIN zeigen.
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Aufgrund von fehlenden Tumorzellen in den Gewebestanzen, wahrend der Farbung
abgelostem Gewebe und dem Vorhandensein von nekrotischem oder beschédigtem
Gewebe, konnte nicht von alen urspringlich in den Array integrierten 2222
Gewebeproben ein interpretierbares Ergebnis erhalten werden. Die méglichen
Korrelationen zwischen der EMMRIN-Expression und den verschiedenen klinisch-
pathologischen Faktoren wurden auf Basis von 1816 Tumorproben, die in der
immunhistochemischen Férbung en interpretierbares Ergebnis lieferten, statistisch
evaluiert.

Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tab. 3.1 zusammengestellt. Die Resultate
zeigten, dass EMMPRIN-Expression in 49,8 % (n = 904) der Tumore gefunden wurde.
Davon wiesen 41,4 % (n = 371) eine schwache, 25,4 % (n = 230) eine mittlere und 33,2 %
(n = 300) ene starke Farbung auf. Fur die weitere statistische Analyse wurden alle Félle,
die eine EMMPRIN-Fé&rbung zeigten, in einer Gruppe zusammengefasst. Diese
Vereinfachung wurde vorgenommen, da die statistischen Analysen keine relevanten
Unterschiede in der Prognose und dem Tumorphénotyp zwischen Tumoren mit
variierender Farbeintensitdt zeigten. Obwohl in allen histologisch unterscheidbaren
Subtypen von Mammakarzinom EMMPRIN-Expression nachweisbar war, lief3en sich
dennoch deutliche Unterschiede in der EMMPRIN-Expression zwischen den jeweiligen
Tumorarten beobachten. EMMPRIN-Expression war weniger haufig in lobul&ren (28,6%)
Karzinomen asin duktalen (51,8%) oder anderen (59,2%) Karzinomen (p < 0,001) und die
Féarbung schien invers mit dem Alter der Patientinnen (p = 0,003) zu korrelieren. Des
Weiteren korrelierte die EMMPRIN-Expression mit einem hohen Tumorgrad, dies zeigte
sich in einem steigenden Prozentsatz positiver Tumore von Grad 1 bis 3 (p = 0,001). Eine
inverse  Korrelation zeigte die EMMPRIN-Expression zum Ostrogen- und
Progesteronrezeptor-Status (p < 0,001, p = 0,028). Positivitdt war auf3erdem assoziiert mit
dem histologisch bestimmten mitotischen Index (p < 0,001) und der Tumorgrofie (p =
0,001).

Obwohl die EMMPRIN-Expression keinen Zusammenhang zur Lymphknoten-
Metastasierung zeigte (p=0,718), da Patientinnen mit Tumorzellen in den Lymphknoten
(Level pN1/2) ein fast gleiches EMMPRIN-Expressionsmuster im Primartumor aufwiesen
wie Patientinnen ohne Lymphknoten-Metastasen (Level pNO), zeigten die Ergebnisse
deutlich, dass die EMMPRIN-Expression im Mammakarzinom mit Risikofaktoren wie
Tumorgrad, negativem Hormonrezeptor-Status, Mitose-Index und Tumorgrof3e assoziiert

war.
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Tab. 3.1: EMMPRIN-Expression in Relation zu klinischen und pathol ogischen Faktoren.
EM M PRIN-Expression

Variable

p-Wert

gesamt (n=1816)

positiv
49,8% (904)

negativ
50,2% (912)

Histologietyp

duktales Karzinom (n=1285)
lobul&res Karzinom (n=245)

andere (n=262)
gesamt (n=1792)*

Tumorgrofie
pT1(n=632)

PT2 (n=862)
PT3/4 (n=316)
gesamt (n=1810)*

Lymphknoten-Status
pNO (n=751)

pN1/2 (n=753)

gesamt (n=1504)%

Differenzierungsgrad
G1 (n=432)

G2 (n=690)

G3 (n=562)

gesamt (n=1684)*

Mitotischer-1ndex”
M1 (n=887)

M2 (n=299)

M3 (n=498)

gesamt (n=1684)*

Alter

= 50 (n=381)

> 50 (n=1432)
gesamt (n=1813)*

Ostrogenr ezeptor -Status

Negative (n=403)
Positive (n=1330)
gesamt (n=1733)*

Progester onr ezeptor -Status

Negative (n=1164)
Positive (n=607)
gesamt (n=1771)2

51,8% (665)
28,6% (70)
59,2% (155)
49,7% (890)

44,0% (278)
53,20 (459)
51,9% (164)
49,8% (901)

49,5% (372)
50,5% (380)
50% (752)

39,8% (172)
41,4% (286)
66,7% (375)
49,5% (833)

38,1% (338)
54,29 (162)
66,7% (332)
49,4% (832)

56,4% (215)
47,9% (686)
49,7% (901)

72,0% (290)
42,9% (571)
49,7% (861)

51,6% (601)
46,1% (280)
49,7% (881)

48,2%(620)
71,4% (175)
40,8% (107)
50,3% (902)

56,0% (354)
46,8% (403)
48,1% (152)
50,2% (909)

50,5% (379)
49,5% (373)
50% (752)

60,2% (260)
58,6% (404)
33,3% (187)
50,5% (851)

61,9% (549)
45,8% (137)
33,3% (166)
50,6% (852)

43,6% (166)
52,1% (746)
50,3% (912)

28,0% (113)
57,1% (759)
50,3% (872)

48,4% (563)
53,9% (327)
50,3% (890)

<0,001

0,001

0,718

<0,001

<0,001

0,003

<0,001

0,028

@ Aufgrund von fehlenden klinisch-pathologischen Daten variiert die Gesamtanzahl an Proben” M1=10
Mitosen pro Gesichtsfeld (GF), M2=10-20 Mitosen pro GF und M3=20 Mitosen pro GF.
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3.1.2 Prognostische Signifikanz der EMMPRIN-Expression im humanen
Mammakarzinom

Der Einfluss eines histopathol ogischen Faktors (z.B. der Tumorgrof3e oder der EMMPRIN-
Expression) auf das Uberleben eines Patientenkollektivs kann mit der Kaplan-Meier-
Analyse untersucht werden. Dabei werden im Logranktest die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten errechnet. Bei dieser Berechnung werden auch die
Informationen berticksichtigt, die in den zensierten Daten vorhanden sind, d.h. Daten mit
zunéchst vorlaufigem Charakter, weil die betreffenden Patientinnen noch nicht verstorben
sind oder well sie sich vorzeitig der Beobachtung entzogen haben. Um zu untersuchen, ob
von einer reprasentativen Verteilung der Tumorproben auf dem Array ausgegangen werden
kann, wurden zunéchst bekannte Risikofaktoren auf ihre prognostische Bedeutung hin
untersucht [8-12]. Mit den Tumoren des Prognosearrays konnte die publizierte
prognostische Bedeutung der Tumorgroi3e, des Differenzierungsgrades, des Lymphknoten-
Status, des Histologietyps und Hormonrezeptor-Status bestétigt werden. Somit kann von
einem reprasentativen Kollektiv auf dem Array ausgegangen werden.

Zur Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde das tumorassozierte
Uberleben verwendet. Im Gegensatz zum Gesamtiiberleben werden beim tumorassozierten
Uberleben nur die Todesfélle in die Analyse mit einbezogen, die eindeutig auf die
Tumorerkrankung zurtckzufiihren sind. Die prognostische Signifikanz der EMMPRIN-
Farbung wurde fir das tumorassozierte Uberleben auf der Basis von 774 Tumorproben
ermittelt, von denen klinische Nachbeobachtungsdaten und interpretierbare Farbungen

vorlagen.
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Fir die Uberlebensanalyse wurden die Proben von Patientinnen, die eine
EMMPRIN-Farbung zeigten, mit den Proben verglichen, die keine detektierbare Farbung
aufwiesen. Die Analyse des tumorassoziierten Uberlebens umfasste 439 Tumore mit
nachweisbarer EMMPRIN-Expression und 335 Tumore, die keine EMMPRIN-Farbung
zeigten. Es ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen einer erhtéhten EMMPRIN-
Expression und einem kiirzeren Uberleben der Patentinnen (p=0,0027) (s. Abb. 3.3).

Die Prognostische Relevanz der EMMPRIN-Expression, die in der univariaten
Analyse eine signifikante Korrelation zum kiirzeren Uberleben der Patientinnen zeigte,
sollte des Weiteren auf ihre Unabhéangigkeit getestet werden. Hierzu wurde der Einfluss
der EMMPRIN-Expression auf das Uberleben in einem Cox-Regressionsmodell zusammen
mit den  wichtigsten  Prognosefaktoren  (Lymphknoten-Status, = Tumorgrofie,
Differenzierungsgrad und Hormonrezeptor-Status) untersucht. In dieser multivariaten
Analyse war die Expression von EMMPRIN kein unabhangiger prognostischer Faktor (p =
0,275). Bel der Untersuchung spezieller Untergruppen von Mammakarzinom-Patientinnen
zeigte sich ein signifikanter prognostischer Einfluss der EMMPRIN-Expression bei dteren
Patientinnen. Separate Kaplan-Meier-Analysen fur Patientinnen jinger oder dlter als 50
Jahre (eine Altersgrenze, die eine angendherte Einteilung in pr& und post-menopausae
Frauen erlaubt) zeigte einen Zusammenhang zwischen EMMPRIN-Expression und einem
kirzeren tumorassoziierten Uberleben bei Patientinnen die dlter als 50 Jahre waren (p =
0,0014; Abb. 3.4 A), wahrend fir die andere Untergruppe (Patentinnen £ 50 Jahre) keine
Korrelation gefunden wurde (p = 0,736; Abb. 3.4 B).

100 s+,

100 %,
A o g EMMPRIN-negative B ol
Tumore (n=273) EMM PRIN-negative

g 80+ & 801 H T =62
2 8 ! umore (n=62)
E 70 o E 70 4
Rl Qo
D 604 EMMPRIN-positive :g 604 EMMPRI N-pOSiM+—+#
g 50 Tumore (n=327) £ 50 Tumore (n=110)

40 1 % 401
g 30+ G 307
IS 1S
2 204  Alter >50Jahre S 201 Alter=50Jare
=S o

10 o p=0,0014 104 p=0,736

0 0
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Abb. 3.4: Separate Kaplan-M eier-Analysen wurden fir Patienten die dlter (A) oder jinger (B) als 50
Jahrewaren durchgefihrt (n=772, von zwei Patientinnen waren das Alter nicht bekannt).
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Wie die multivariate Analyse zeigte, ist die EMMPRIN-Expression bei post-menopausalen
Patientinnen ein von anderen wichtigen Faktoren wie Tumorgrofde, Lymphknoten-Status,
Differenzierungsgrad und Ostrogenrezeptor-Status (p = 0,036; relatives Risiko 1,7; Tab.
3.2) unabhéngiger Prognosefaktor.

Tab. 3.2: Die multivariate Analyse mittels Cox-Regression zeigt einen prognostischen
Einfluss der EMMPRIN-Expression bei tUiber 50-jdhrigen Patentinnen.

Multivariate Analyse fUr Patientinnen ater
Risikofaktor as 50 Jahre!
RelativesRisko 95% Konfidenz Interval p-Wert

Lymphknoten-Status

pN1/2 versus pNO 4.4 2,4-8,0 <0,001
Differenzierungsgrad

Grade 3 versus Grade 1-2 18 1,1-3,0 0,015
Tumorgrofe

pT3/4 versus pT1l/2 2,2 1,4-3,6 0,001
Ostrogenrezeptor-Status

negativ versus positiv 19 1,1-3,6 0,021
EMMPRIN-Expression

positiv versus negativ 1,7 1,0-2,8 0,036

* Eine schrittweise multivariate Analyse wurde unter Verwendung des Cox-Regressions-Hazard-Models
durchgefihrt.

3.2 Analyse der Expression von EMMPRIN in humanen Mamma-
karzinomzelllinien und primaren Tumorzellen

3.2.1 Expression von EMMPRIN in humanen Mammakarzinomzelllinien

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse von EMMPRIN an priméren Tumoren deuten auf
eine grofl3e Bedeutung von EMMPRIN in der Karzinogenese des Mammakarzinoms hin.
Im Weiteren sollten nun die molekularen Funktionen von EMMPRIN in
Mammakarzinomzellen untersucht werden. Als erster Schritt wurde hierfir die Expression
von EMMPRIN in Mammakarzinomzelllinien mittels Westernblot-Analyse untersucht. Es
wurden Gesamtzellextrakte von 14 humanen Mammakarzinomzelllinien, die sich in ihrer
Tumorigenitat und im metastatischen Potenzial in vivo unterscheiden, hergestellt (s. 2.6.1).
Um auszuschlief3en, dass unterschiedliche Proteinmengen geladen wurden, wurde der Blot
zusétzlich mit einem Antikorper gegen HSC70 (Klon B6) inkubiert. Bel dem HSC70-

Protein handelt es sich um ein konstitutiv exprimiertes Hitzeschockprotein [165]. Die
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Evauierung dieses Proteins als Ladungskontrolle fur Tumorzelllinien wurde am ICRF
(London, UK) vorgenommen (personliche Mitteilung: Dr. Volker Assmann).

Der Westernblot in Abb. 3.5 zeigt die EMMPRIN-Expression der folgenden
humanen Mammakarzinomzelllinien: SK-BR-3, T-47D, MDA-MB-468, MDA -M B-435S,
ZR-75-1, MCF-7, MDA-MB-231, BT-474, BT-20, DU4475 und GI-101. Auf¥erdem
wurden die beiden Mikrometastasen-Zelllinien BC-S1 und BC-K1 untersucht. Bei diesen
Zéelllinien handelt es sich um SV40 large T Antigen immortalisierte mikrometastatische
Zellen aus dem Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen [71]. Als Model fur
normales Brustepithel wurde die Zelllinie MTSV 1-7 verwendet. MTSV 1-7 Zellen sind
normale humane Brustepithelzellen, die ebenfals mit dem SV40 large T Antigen
immortalisiert wurden.

A

of@f&é

Abb. 35: Analyse der EMMPRIN-Expression in humanen Mammakarzinomzdllinien. 14
Mammakarzinomzelllinien wurden mit NP40 Lysispuffer lysiert und anschliefRend mit nicht-reduzierendem
Probenpuffer aufgekocht. Jeweils 25 pg Protein wurden pro Bahn aufgetragen und im 10%
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf Nitrozellulose-Membran folgte der Nachwels
der EMMPRIN-Proteine im Immunaoblot, hierfir wurde der EMMPRIN-Antikérper HIM6 und der
Sekundareantikérper in einer 1:2000 Verdinnung eingesetzt. Der gleiche Blot wurde , gestrippt” und
anschlieffend mit einem Antikorper gegen HSC70 (B6; 1: 1x10° Verdiinnung) detektiert.
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In alen Zelllinien lie3 sich die Expresson von EMMPRIN nachweisen.
Unterschiede zeigen die Zelllinien aber hinsichtlich der Expressionsstarke und der
Molekulargewichte der EMMPRIN-Proteine. Ein Vergleich des EMMPRIN-Expressions-
Niveaus zeigte in den Zelllinien T-47D, MDA-MB-468, ZR-75-1, MCF-7, MDA-MB-
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435S, GI-101 und BC-K1 eine eher schwache Expression, wahrend die Zelllinen SK-BR-3,
MDA-MB-231, BT-474, BT-20, DU4475, BC-S1 und MTSV 1-7 eine starke Expression
zeigten.

Abb. 3.5 zeigt, dass jede Z€lllinie eine kleine EMMPRIN-Variante (=32 kDa) und
eine grol3e EMMPRIN-Variante (45-65 kDa) exprimiert. Im Weiteren wird das kleine
EMMPRIN-Protein als L-Form (Low-Form) und die gréi3ere Variante als H-Form (High-
Form) bezeichnet. Der Vergleich der L-Formen in den verschiedenen Zelllinien zeigte
Unterschiede in der Expressionsstarke. Aufféllig war, dass die Expressionsstérke der L-
Form nicht immer mit der Expressionsstéarke der jeweiligen H-Form korrelierten, z.B.
wiesen die MDA-MB-468 und die MDA-MB-435S Zellen eine eher schwache Expression
der H-Form auf, aber eine starke Expression der L-Form. Auch zeigten nicht alle Zelllinien
fur die L-Form das gleiche Molekulargewicht. Die meisten Zelllinien exprimierten eine L-
Form von ~32 kDa, abweichend davon lief3en sich bei den BT-474 und den BT-20 Zellen
L-Formen mit einem Molekulargewicht von ~29 kDa nachweisen.

Die H-Form zeigte im Blot sehr diffuse Banden, was auf einen hohen
Glykosylierungsgrad des Proteins hinweist. Vergleicht man die Grof3e der H-Form in den
verschiedenen Zelllinien, so zeigten die meisten Zelllinien eine H-Form von ca. 65 kDa
(H65-Form). Die in vivo aggressiveren Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-435S,
MDA-MB-231 und DU4475 exprimierten dagegen eine H-Form von zirka 45 kDa. Diese
Mammakarzinomzelllinien besitzen nach orthotoper Injektion in SCID- oder Nacktméuse
ein hohes metastatisches Potenzial [166]. Auch die Mikrometastasen-Zelllinien BC-S1 und
BC-K1 exprimieren die H45Form. Von den H65-Form exprimierenden Zelllinien
entwickelt nur die GI-101 nach subkutaner Injektion in Nacktméausen M etastasen [167].

Zusammenfassend l&sst sich sagen:

Alle Mammakarzinomzelllinien exprimieren EMMPRIN

Die Expressionsstérke variiert zwischen den Zelllinien

Jede Zelllinie exprimiert eine H-Form und eine L-Form

Die Zdllinien exprimieren unterschiedliche H- und L-Formen
Es existieren eine H45-Form und eine H65-Form

© 0 & WD PP

Die Expression der H45-Form scheint mit der Aggressivitét

der Zdllinie zu korrelieren.
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Die Expression der verschiedenen H-Formen ist besonders interessant, da nur die H-Form
die Expression von MMPs stimulieren kann [100]. Weder die Existenz noch die Funktion
der verschiedenen H-Formen in den Mammakarzinomzelllinien wurde bisher beschrieben.

3.2.3 Expression der EMMPRIN-Varianten in primaren Tumorzellen

Um  auszuschlielen, dass das Aduftreten verschiedener H-Formen  bel
Mammakarzinomzelllinien nur ein Phdnomen von Zellkulturzelllinien ist, wurden auch
Lysate von priméaren Brusttumoren mittels Westernblot-Analyse untersucht. Hierzu
wurden Gesamtzellextrakte von drei Tumoren hergestellt. Abb. 3.6 zeigt das Ergebnis der
Westernblot-Analyse und die histologischen Daten der jewells untersuchten Tumore.

Patientin #1 #2 #3
«HE5 Histologietyp duktal  duktal duktal
Tumorgréie pT2 pTe pT4

Dufferenzierungsgrad G2 G3 33

W s D
":.:

G -

Abb. 3.6: Analyse der EMMPRIN-Expression in primdren Mammakarzinomen. Mammakarzinom-
Proben von drei Patientinnen wurden mit NP-40 Lysispuffer lysiert. Jeweils 25 g Protein der Lysate wurden
pro Bahn aufgetragen. Die Westernblot-Analyse erfolgte mit dem EMMPRIN-spezifischen Antikdrper HIM6
(Verdinnung 1:1000). Parallel wurden Lysate der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-435S
analysiert.

Um die EMMPRIN-Varianten in den Tumoren mit den Varianten der Zelllinien
vergleichen zu kénnen, wurden zwei Mammakarzionmzelllinien paralel zu den Tumor-
Proben aufgetragen. Hierfir wurden die MCF-7 Zellen und die MDA-MB-435S Zellen
ausgewdhlt, weil sie die H65-Form bzw. H45-Form exprimieren. Wie der Blot in Abb. 3.6
zeigt, waren auch bel den Priméarentumoren die unterschiedlichen H-Formen nachweisbar.
Um dlerdings einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der H45-Form bei priméren
Mammakarzinomen und der Aggressivitéat der Tumore feststellen zu kdnnen, misste ein
grofieres Patientenkol lektiv untersucht werden.

Die Untersuchung der Brusttumore hat gezeigt, dass die Existenz verschiedener H-
Formen des EMMPRIN-Proteins nicht eine Besonderheit der Mammakarzinomzelllinien
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ist, sondern auch im priméren Tumorgewebe von Patienten zu beobachten ist. Im Weiteren
sollten nun die molekularen Ursachen der unterschiedlichen EMMPRIN-Proteine
untersucht werden. Als mogliche Mechanismen, die zur Heterogenitdt der EMMPRIN-
Isoformen beitragen konnten, kommen alternatives Spleilfen der EMMPRIN-
Primértranskripte, Mutationen im EMMPRIN-Gen oder aber ene unterschiedliche
Glykosylierung in Frage.

3.3 Untersuchung der molekularen Grundlagen der
unterschiedlichen EMMPRIN-Varianten

Ellis und Mitarbeiter beschrieben erstmals die Expression von zwei EMMPRIN-Formen,
der 32 kDa EMMPRIN-Form und einer 58 kDa Form den humanen L X-1 Zellen [93]. Ellis
et a. gingen davon aus, dass es sich bei der kleineren Variante um ein
Degradationsprodukt des EMMPRIN-Proteins handelt. Unterschiedliche Molekular-
gewichte der groferen EMMPRIN-Variante wurden fur Zellen mit verschiedenen
Ursprungsgeweben beschrieben [170]. Das Vorkommen unterschiedlicher H-Formen in
Zellen des gleichen Ursprungsorgans war bis zum Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Fir
die weiteren Untersuchungen der EMMPRIN-Varianten wurden stellvertretend die
Zdllinien MCF-7 und MDA-MB-231 verwendet. Diese erwiesen sich als repréasentativ
hinsichtlich der Expression der H65-Form bzw. der H45-Form (s. Abb. 3.5).

3.3.1 Untersuchungen zu EMMPRIN-Gentranskripten in humanen
Mammakarzinomzelllinien

Um zu untersuchen, ob die Heterogenitdt der EMMPRIN-Molekile auf alternativem
SpleifRen der Primértranskripte beruhen konnte, wurde eine RT-PCR-Analyse der mRNA
der Zélllinien MCF-7 und MDA-MB-231 durchgefuhrt. Hierzu wurde aus den Zelllinien
Gesamt-RNA isoliert und aus 3 pg RNA mit Hilfe von Oligo(dT)-Primern cDNA
synthetisiert (s. 2.3.10). Die erhaltene cDNA wurde anschliefiend mit verschiedenen
Primern zur Detektion von Spleil3varianten mittels PCR-Reaktionen amplifiziert.

Abb. 3.7 A gibt eine Ubersicht iber die bekannten humanen EMMPRIN-Isoformen
und enthdlt zusédtzlich die jeweiligen Primer, die zum Nachweis der EMMPRIN-
Gentranskripte verwendet wurden. Die Isoform 2 kodiert fir das als EMMPRIN bekannte
Protein, die Gen-Produkte der Isoformen 1, 3 und 4 sind bisher gar nicht oder wenig
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untersucht [171]. Die Isoform 2 besteht aus acht Exons, die Gesamtlange dieser mRNA
betragt 1676 bp. Fur die Amplifikation der Isoform 2 wurden die Primer E1 und E2
ausgewahlt, das so entstehende Ampilifikat hat eine Lange von 881 bp und enthédlt den
gesamten  kodierenden  Bereich.  Zusdtzlich werden  durch die  Primer
Restriktionsschnittstellen fir EcoR | am 5'- und 3'-Ende angefligt, die eine Klonierung des
Transkriptes in den Vektor plRES-N1 ermdglichen sollen. Wie die Abb. 3.7 B zeigt, wird
in den beiden Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 die Isoform 2 exprimiert.

E13

-> B o
l :: l—H'. Isoform 4 «$‘g> ?9 é(f\
E13 E5 bp Y §® "
r |—|-|—|—|-|-. Isoform 3 14— |
E1 E5 b | — -
501 — ‘
T HE— 1sofom? —
- Isoform 1
E2
= trandatierte Regionen =P sense Primer

= Untrandatierte Regionen <= antisense Primer

Abb. 3.7. EMMPRIN-Isoformen. (A) Schematische Darstellung der bekannten EMMPRIN-Spleivarianten
und der zum Nachweis verwendeten Primer. (B) Untersuchung der EMMPRIN-Gentranskripte in humanen
Mammakarzinomzelllinien mittels RT-PCR. Gesamt-RNA der Zdllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurde
mit Oligo(dT)-Primern revers transkribiert und die cDNA mittels der Primer E1 und E2 amplifiziert

Es konnten keine weiteren Fragmente nachgewiesen werden, die auf die Existenz der
Isoform 1 oder anderer Spleif3varianten hinweisen. Die PCR-Reaktionen mit den Primer
E13 und E5 zur Detektion der Isoformen 3 und 4 ergab kein Produkt, es muss somit davon
ausgegangen werden, dass diese Spleif3varianten nicht von MCF-7 oder MDA-MB-231
Zellen exprimiert werden.

Im Weliteren sollte nun untersucht werden, ob es Unterschiede in den Sequenzen
der EMMPRIN cDNAs in MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen gibt. Fur die
Sequenzierreaktionen wurden die cDNAS Uber die mit den Primers E1 und E5 eingefugten
EcoR I-Schnittstellen in den Vektor plRES-N1 kloniert. Die Sequenzierreaktionen wurden
mit den Primern E1 und E5 durchgefihrt. Ein Vergleich der Sequenzen zeigt eine 100%-
ige Ubereinstimmung zwischen den EMMPRIN cDNAs aus MCF-7 Zellen und MDA-
MB-231 Zellen.

Somit lasst sich sagen, dass die mittels Westernblot-Analyse detektierten
unterschiedlichen EMMPRIN-Proteine in den Mammakarzinomzelllinien nicht durch

69



Ergebnisse

alternatives Spleif3en der EMM PRIN-Primértranskripte oder durch Sequenzabweichungen
(Mutationen oder SNPs (,, Single Nucleotide Polymorphism*)) entstehen.

3.3.2 Untersuchungen zur Glykosylierung von EMMPRIN

Kohlenhydrate sind entweder Gber O-glykosidische Bindungen mit dem Sauerstoffatom
der Seitenkette von Serin- oder Threoninresten oder tber eine N-glykosidische Bindung
mit der frelen Aminogruppe des Asparagins verbunden. Voraussetzung fir eine N-
glykosidische Bindung ist, dass folgende Aminosduresequenz-Motive im Protein
vorliegen: Asn-X-Thr oder Asn-X-Ser, wobel X fur eine beliebige Aminosiure steht, aul3er
far Prolin und Asparagin. Mit Hilfe des Programms NetNGly 1.0 (www.cbs.dtu.dk) kann
man anhand der Proteinsequenz bestimmen, welche Aminosduren ene N-
Glykosylierungsstelle darstellen konnten. Fir O-glykosidische Bindungen existiert eine
vergleichbare Konsensus-Sequenz nicht. Die Abb. 3.8 zeigt den schematischen Aufbau des
EMMPRIN-Proteins mit den drei theoretischen N-Glykosylierungspositionen.

YN-GkaosyIierung

-

1| — 1 [

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon7

MAAALFVLLG FALLGTHGASGAAbTVFTTVEDLGSKI LLTCSLNDSATEVTGHRWLKGGVVLKEDALPGQ
KTEFK!VDSDDOWG EYSCVFLPEPMGTAN IQLHF PPRVKAVKSSEHINEGETAMLVCKSESVPPVTDWAW
YKITDSEDKALMN GSESRFFVSSSQGRSELHIENLNMEADPGQYRCNGTSSKGSDQAIITLRVRSHLAALW
PFLGIVAEVLVLVTIIFIYEKRRKPEDVLDDD'DAGSAPLKSS'E-QHQNDKGKNVRQRNSS

Abb. 3.8: Schematischer Aufbau des EMMPRIN-Proteins. Die Positionen der theoretischen N-
Glykosylierungspositionen sind blau markiert. Die Transmembranregion ist griin dargestellt. Loops stellen
Ig-Doménen dar. In der unter dem Bild angegebenen Aminosduresequenz ist das Ende jedes Exons durch
einen Strich markiert und die Aminosduren der 1g-Doménen wurden unterstrichen.

Um festzustellen, ob die EMMPRIN-Varianten durch unterschiedliche N-Glykosylierung
zu erkléren sind oder ob es auch O-glykosidisch gebundene Kohlenhydrate gibt, wurden
die Z€llinien zur ersten Analyse mit Tunikamycin behandelt.
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3.3.2.1 Tunikamycinbehandlung von humanen Mammakar zinomzelllinien

Das Nucleosidantibiotika Tunikamycin blockiert die Anheftung von N-Acetylglucosamin
an Dolicholphosphat, den ersten Schritt der N-Glykosylierung. Aufgrund dieser
Eigenschaft wird Tunikamycin zur Analyse von N-Glykosylierungspositionen eingesetzt.
Da Tunikamycin auf jeden Zelltyp unterschiedlich toxisch wirkt, wurden verschiedene
Konzentrationen im Bereich von 0,1-10 pg Tunikamycin/ml Medium an den beiden
représentativen Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 ausgetestet. Als Negativkontrolle
wurde die gleiche Anzahl an Zellen ohne Tunikamycin kultiviert. Da die Tunikamycin-
Stocklosung DMSO enthélt, wurden as zusdtzliche Kontrolle Zellen mit der
entsprechenden Menge DM SO im Medium inkubiert. Die Behandlung der Zellen erfolgte
far 24 h. Im Anschluss daran wurden die Proteine mit NP-40 Lysispuffer extrahiert und die
Veranderungen des EMM PRIN-Proteins mittels Westernblot-Analyse detektiert.

Die hdchste Dosis Tunikamycin, die nicht zu einem Absterben der Zellen fihrte,
lag bei den MDA-MB-231 Zellen bei 5 pg/ml, die MCF-7 Zellen zeigten dagegen auch bei
10 pg/ml Tunikamycin nach 24 h keinen Zelltod. Die Behandlung mit der entsprechenden
Menge DMSO (10 pl/ml Medium bzw. 5 pl/ml Medium) Gbte keinen Einfluss auf die
Zdllvitalitdt aus. Die geringste Konzentration an Tunikamycin im Medium, bei der noch
ein Einfluss auf die Glykosylierung von EMMPRIN in der Westernblot-Analyse
nachzuweisen war, lag bel den MCF-7 Zellen bei 0,63 pg/ml und bei den MDA-MB-231
Zellen bai 0,16 pg/ml. In Abb. 3.9 sind die Ergebnisse der Tunikamycin-Behandlung
dargestellt.

Tunikamycin
DMSO

kDa

75
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Abb. 3.9: Einfluss von Tunikamycin auf die EMMPRIN-Varianten in MCF-7 und MDA-MB-231
Zéllen. Die Zdllinien wurden mit der angegebenen Konzentration Tunikamycin oder DMSO fir 24 h
behandelt. Die Westernbl ot-Analyse erfolgte mit dem Antikérper HIM6 (1:4000 Verdinnung).
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Wie der Westernblot zeigt, hatte die Behandlung der Zellen mit DM SO keinen Einfluss auf
die Expression des EMMPRIN-Proteins in den Zélllinien. Die Behandlung der MCF-7
Zellen mit 0,63 pg/ml oder 10 pg/ml Tunikamycin fihrte zu einer dosis-abhangigen
Verringerung der H-Form, zu einem vollstédndigem Verschwinden der L-Form und zur
Entstehung dreier neuer Banden mit Molekulargewichten von ~ 24 kDa, ~27 kDa und 30
kDa. Identische Ergebnisse wurden fir MDA-MB-231 Zellen erhaten. Die Entstehung
eines solchen Bandenmusters ist ein typisches Ergebnis einer Tunikamycinbehandlung,
jede neue Bande zeigt dabel eine N-Glykosylierungsposition an. Demnach l&sst sich das
Ergebnis wie folgt interpretieren: Das Gewicht des kleinsten EMMPRIN-Proteins (~ 24
kDa) entspricht dem theoretischen Gewicht des ,nackten*, d.h. nicht mit Kohlenhydraten
dekorierten EMMPRIN-Proteins. Durch die Glykosylierung jewells einer Position wachst
das Protein um jewells ca. 2-3 kDa auf 27, 30 bzw. 32 kDa. Durch die vollstandige
Glykosylierung aler drei Positionen entsteht somit die L-Form von EMMPRIN mit einem
Molekulargewicht von 32 kDa.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die 32 kDa-Form von EMMPRIN somit
sowohl in den MCF-7 Zellen wie auch in den MDA-MB-231 Zellen an allen drei N
Glykosylierungspositionen glykosyliert ist. Auch die H45- und die H65-Formen sind N-
glykosyliert, da eine Tunikamycinbehandlung zu einer Reduktion der H-Formen fihrt. Ob
die grolReren EMMPRIN-Proteine auch O-glykosidisch gebundene Zucker enthalten, 18sst
sich aufgrund der bisherigen Ergebnisse nicht ausschlief3en. Zur weiteren Anayse der Art
der glykosidischen Bindung in den H-Formen wurde deshalb eine N-Glykosidase F
Behandlung der EMMPRIN - Proteine durchgefuhrt.

3.3.2.2 N-Glykosidase F Behandlung von EMMPRIN in humanen
Mammakar zinomzelllinien

N-Glykosidase F ist eine Glykoamidase, die die Verbindung zwischen dem Asparagin-Rest
des Proteins und der N-Acetylglucosamin-Gruppe, die die Verbindung zwischen
Kohlenhydrat und Protein herstelt, trennt. Da das Enzym nahezu ale bekannten N-
glykosidisch gebundenen Kohlenhydrate freisetzt, auch tetra- und pentamerverzweigte
Ketten, ist es das bevorzugte Enzym zur vollstandigen Entfernung von N-
Glykosylierungen.

Fir die Behandlung mit N-Glykosidase F wurden die EMMPRIN-Proteine durch
eine vorhergehende Immunpréazipitation mit dem EMMPRIN-spezifischen Antikorper

HIM6 angereichert. Von jeder Immunpréazipitation wurde eine Héalfte fir 2 h mit N-
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Glykosidase F bei 37°C inkubiert, die andere Halfte wurde zur Kontrolle ohne Enzym bei
37°C inkubiert. Das Ergebnisist in Abb. 3.10 dokumentiert.

VA4
A ®a ¥

SFEE
N-Glykosidase F - - + 4+ Abb. 3.10: NGlycosidase F Behandlung
ES der EMMPRIN-Proteine fuhrte zur
kDa EMMPRIN vollstandigen Deglykosylierung. Von den
75 - angegebenen Zelllinien wurden mit Triton
X-100 Lysispuffer Lysate hergestellt. Die
50 - ~-H65-Form Proteine  wurden  anschlieBend  zur
L—H45—Form Immunprazipitation mit dem EMMPRIN-
Antikdrper HIM6 verwendet. Jeweils die
%5 - Halfte der Immunpréazipitation wurde mit N-
<L -Form Glykosidase F inkubiert, die andere Halfte

> Ikosvli wurde zur Kontrolle ohne Enzym inkubiert.
> B . ¢ Unglykosyliert Die Westernblot-Analyse wurde mit dem
EMMPRIN- Antikérper HIM6 durchgefiihrt.

Wie die Westernblot-Analyse zeigt, wurden durch den Verdau der EMMPRIN-Proteine
mit N-Glykosidase F nicht nur die L-Proteine, sondern auch die H65-Form aus den MCF-7
Zellen und die H45-Form aus den MDA-MB-231 Zellen vollstandig deglykosyliert. Nach
der N-Glykosdase F Behandlung lag in beiden Ansdzen nur noch das ,nackte”
EMMPRIN-Protein von ~24 kDa vor. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass EMMPRIN
keine O-glykosidisch gebundenen Kohlenhydrate tragt.

3.3.2.3 Nachweisvon 31,6 ver zweigten Polylaktosaminen im EMM PRIN-M olekl
Tang und Mitarbeiter konnten in ihrer jlingsten Studie zeigen dass die
Kohlenhydratstruktur der EMMPRIN HForm aus HT1080 Zellen im Gegensatz zur L-
Form 31,6 verzweigte Polylaktosamine enthdt [108]. Fur diese Zuckerstruktur ist ein
positiver Einfluss auf Tumorprogression beschrieben [172, 173]. Da in der Arbeit von
Tang et al. nur die H-Form aus HT1080 Zellen untersucht wurde, stellt sich die Frage, ob
beide H-Formen aus den Mammakarzinomzelllinien 31,6 verzweigte Polylaktosamine
enthalten.

Die Bindung des Lektins L-PHA ist indikativ fur 31,6 verzweigte Polylaktosamine
[174]. Fur die Untersuchungen der H-Formen wurden wie unter 2.7.3 beschrieben
Zelllysate der MCF-7 Zellen und der MDA-MB-231 Zellen mit Brij96-Lysispuffer
hergestellt. Die Proteine wurden dann zur Prazipitation mit Agarose gekoppeltem L-PHA
verwendet. Der Nachweis gebundener EMMPRIN-Proteine erfolgte mittels Westernblot-
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Anayse. Abb. 3.11 zeigt im Vergleich die EMMPRIN-Proteine in den Gesamtzelllysaten
der beiden Zdllinien und die EMMPRIN-Proteine, die mit L-PHA-Agarose aus den

Lysaten prazipitiert wurden.
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Abb. 3.11: Bindung der EMMPRIN-
Proteine an PHA-L. Von den angegebenen
Zelllinien wurden mit 1%Brij96 Detergenz
Zelllysate hergestellt und die Proteine zur
Préazipitation mit dem direkt an Agarose
gekoppelten Lektin PHA -L verwendet. Die
gebundenen Proteine wurden mittels
Westernblot-Analyse mit dem EMMPRIN -
Antikorper HIM 6 untersucht.

Lysate

L-PHA-Agarose
Prizpitate

Gebunden wurden beide EMMPRIN H-Formen im Gegensatiz zur L-Form Da nur
spezifisch die H-Formen préazipitiert wurden, kann eine unspezifische Bindung der
EMMPRIN-Proteine an die Agarose-Beads ausgeschlossen werden. Zur Kontrolle von
unspezifisch gebundenen Proteinen wurde auch eine Inkubation der Lysate mit Agarose-
Beads ohne Lektin durchgefihrt. Die Westernblot-Analysen zeigten auch fur diese
Versuche keine an die Agarose-Beads gebundenen EMMPRIN-Proteine (Daten nicht
gezeigt). Somit lass sich zusammenfassend sagen, dass sowohl die H45-Form aus den
MDA-MB-231 Zellen wie auch die H5-Form aus den MCF-7 Zellen, aber keine der

jeweiligen L-Formen 31,6 verzweigte Polylaktosamine enthalten.

3.3.2.4 Nachweisvon Lewis*-Strukturen an der H65 EMMPRIN-Variante

Zur weiteren Untersuchung der Kohlenhydratstruktur der verschiedenen EMMPRIN-
Proteine wurden drei Kohlenhydrat-spezifische Antikérper verwendet. Die Antikorper
wurden freundlicherweise von Dr. Kleene (ZMNH, Hamburg) zur Verfigung gestellt. Es
handelt sich hierbei um aus der Ratte stammende monoklonale Antikdrper gegen die
Antigene HNK-1, L3 und L5 [145, 146, 175]. Das HNK-1 Antigen ist eine sulfatierte
Glucuronséure, die as Ligand fur Laminin und Selektine identifiziert wurde [163], der
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Antikérper L3 erkennt Oligomannose-Strukturen und der Antikdrper gegen L5 bindet
spezifisch nicht sialysierte Lewis*-Strukturen

Fur die Untersuchungen wurde EMMPRIN aus den repréasentativen Zelllininen
MCF-7 und MDA-MB-231 mittels Immunprézipitationen mit dem EMMPRIN-
spezifischen Antikorper HIM6 angereichert. Als Negativ-Kontrolle wurden auch
Immunprézipitationen mit dem MOPC21 Antikérper durchgefuhrt. Dieser Antikorper
gehort, wie der HIM6 Antikorper, zur 1gG1l Subklasse. Er detektiert kein bekanntes
Antigen im humanen oder murinen System und ist daher ene weitverbreitete
| sotypkontrolle fur Immunprazipitationen und immunhistochemische Anwendungen. Die
Proteine wurden in der Westernblot-Analyse hinsichtlich der geladenen Mengen an
EMMPRIN und der Bindung Kohlenhydrat-spezifischer Antikorper untersucht. Wahrend
die Antikorper gegen HNK-1 und L3 keinerlel Reaktivitdt mit EMMPRIN zeigten (Daten
nicht gezeigt), detektierte der gegen Lewis*-Strukturen gerichtete Antikorper L5 spezifisch
nur die aus den MCF-7 Zellen isolierte H65-Form (Abb. 3.12).

*\.
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P CD147 ﬁ 45"&
IP MOPC-21 S 5
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H65-»
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Lewis*
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H65-» .
H45-» EMMPRIN
L-» 28 -
EMMPRTN

Abb. 3.12: Reaktivitdt von EMMPRIN mit Lewis® Antikérper L5. (A) Die angegebenen Zelllinien
wurden mit 1% Trition X100 lysiert. EMMPRIN- and MOPC21-Immunpréazipitationen wurden mit den
Antikdrpern Anti-Lewis® L5 in der Verdiinnung 1:100 (oberer Blot) im Westernblot analysiert. Der gleiche
Blot wurde ,, gestrippt* und mit dem EMMPRIN-spezifischen Antikdrper HIM6 inkubiert (unterer Blot). (B)
MCF-7 Zellen wurden mit Trition X-100 Lysispuffer lysiert. EMMPRIN wurde mit dem Antikérper HIM6
immunprazipitiert und wie angegeben mit a(1-3,4)-spezifische Fucosidase 111 aus Xanthomonas sp behandelt.
Lewis‘—Epitope wurden durch Inkubation des Blots mit dem Antikérper L5 (Verdinnung 1:100)
nachgewiesen (oberer Blot). Der gleiche Blot wurde , gestrippt und mit dem EMMPRIN-spezifischen
Antikorper HIM6 inkubiert (unterer Blot).
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Zusétzlich sind in der Westernblot-Analyse Banden von ca. 50 kDa in den Spuren der
| sotypkontroll-Versuche detektiert worden (Abb.3.12 A). Da diese Banden unabhéangig
vom priméren Antikorper erscheinen, wird es sich um die schwere Kette des MOPC21
Antikorpers handeln, die im Westernblot von dem Sekundarantikdrper erkannt wird.
Anscheinend zerféllt der MOPC21 Antikorper im Gegensatz zu dem EMMPRIN-
spezifischen HIM6 Antikorper trotz der Verwendung von nicht-reduzierendem
Probenpuffer teilweise in seine Einzelketten.

Zur Verifizierung des nachgewiesenen Lewis*-Epitops wurde eine zustzliche
Glykosidasebehandlung der aus MCF-7 Zellen immunprézipitierten EMMPRIN-Proteine
durchgeftihrt. Es wurde hierfir die a(1-3,4)-spezifische Fucosidase 111 aus Xanthomonas
sp., die spezifisch al-3 und al-4 gebundene Fucosen abspaltet, verwendet (s. Abb. 3.13).

Galpt __ s Gal3: 3-D-Galaktose
" N GlcNACc (3 3-D-N-Acetylglucosamin
GIcNACB1-R Fuca: a-L-Fucose

3 .
Fuco T R Rest
a(1-3,4) Fucosidase |11

Abb. 3.13: Lewis*-Struktur und Aktivitét der a(1-3,4) Fucosidase! !l

Durch die Abtrennung der Fucose von dem Lewis*-Trisaccharid sollte die Bindung des
Antikorpers L5 inhibiert und damit seine Spezifitét kontrolliert werden. Die
immunprézipitierten EMMPRIN-Proteine wurden wie unter 2.7.2 beschrieben mit
Fucosidase behanddt. Eine anschlief3ende Westernblot-Analyse zeigte, dass durch die
Glykosidasebehandlung die Bindung des L5 Antikorpers an EMMPRIN vollstandig
unterdriickt wurde (Abb. 3.12 B).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die nachgewiesenen Unterschiede in den
Molekulargewichten der  hochmolekularen EMMPRIN-Proteine  in humanen
Mammakarzinomzellen zum Teil auf die Anwesenheit oder Abwesenheit von Lewis®-

Strukturen zuriickzufihren sind.
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3.2.2 Vergleich der Expression von EMMPRIN mit der Caveolin-Expression

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die Unterschiede zwischen den EMMPRIN-
Formen durch differenzielle Glykosylierung entstehen. Wie die unterschiedliche
Glykosylierung reguliert wird ist nicht bekannt. Zeitgleich zu meinen Untersuchungen
vertffentlichten Tang und Mitarbeiter die erste Arbeit, die die Unterschiede zwischen der
L-Form und der H-Form untersuchte. Tang und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Caveolin
durch die Bindung der EMMPRIN L-Form die Entstehung der EMMPRIN H-Form
hemmt. Caveoline sind eine kleine Familie von Membranproteinen, welche die
Hauptkomponenten der sog. Caveolae bilden, Omegaférmige Einstlilpungen der
Zytoplasmamembran, die in allen Saugerzellen vorkommen. Innerhalb dieser Strukturen
bilden die Caveoline eine Art ,, Steuer-Gerust* fir Signamolekile [106, 181]. Fir das 22
kDa Membranprotein Caveolin wurden in verschiedenen Studien Tumorsupressor-
Eigenschaften beschrieben [168, 169]. Tang und Mitarbeiter zeigten diese Ergebnisse
anhand von HK293-Zellen und A431-Zellen. Durch eine Analyse der Caveolin-Expression
in dem Kollektiv der Mammakarzinomzelllinien sollte hier nun untersucht werden, ob es
eine Korrelation zwischen der Expression der verschiedenen EMMPRIN-Formen und der
Expression von Caveolin gibt (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Vergleich der EMMPRIN-Varianten-Expression und der Caveolin-Expression. Jeweils 25
pg Protein der lysierten Mammakarzinomzelllinien wurden pro Bahn aufgetragen und im 12%
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis der EMMPRIN-Proteine im Immunoblot erfolgte mit dem
EMMPRIN-Antikérper HIM6 (1. 4000 Verdinung), der gleiche Blot wurde ,gestrippt* und Caveolin
(Antikorper pAb; 1:1000 Verdinnung ) und HSC70 (Antikérper B6; 1: 1x106 Verdinnung) detektiert.
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Fur die Entstehung der H45-Form und der H65-Form konnte kein Zusammenhang zur
Caveolin-Expression beobachtet werden. Die H45- exprimierenden Zelllinien zeigten
keine aufféllig hohe oder niedrige Caveolin-Expression im Vergleich zu den H65-Form
exprimierenden Zellen. Auch fur das Auftreten der ungewohnlichen 29 kDa L-Form der

BT-474 Zellen lieferte die Caveolin-Expression keine Erkl&arung.

3.4 Untersuchungen zur Sezernierung von EMMPRIN

3.4.1 Einfluss der Glykosylierung auf die Entstehung des sezernierten
EMMPRINSs

Schon 1989 wurde von Ellis und Mitarbeitern die Existenz einer 16slichen EMMPRIN-
Form postuliert [176]. Taylor et al. konnten zeigen, dass die 16sliche Form sowohl mit
einem N-terminal spezifischen EMMPRIN-Antikérper as auch mit einem gegen den C-
Terminus gerichteten Antikorper nachgewiesen werden kann, und es sich somit bei dem
sezernierten EMMPRIN-Protein nicht um eine durch Proteasen prozessierte Variante
handelt [139].

Um zu untersuchen, ob die Art der EMMPRIN-Glykosylierung einen Einfluss auf
die Entstehung der 16slichen Form hat oder ob alle Varianten sezerniert werden kdnnen,
wurden die Uberstéande der reprasentativen Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7
untersucht. Die Zelllinien wurden in T25-Zellkulturflaschen bis zu einer Dichte von 90%
unter Standardbedingungen kultiviert und 24 h mit 3 ml serumfreiem Medium inkubiert.
Jeweils 100 pl der Uberstdnde wurden wie unter 2.6.3 beschrieben fur eine Proteinfallung
verwendet. Die prézipitierten Proteine wurden in 30 pl 1 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen. In der Westernblot-Analyse konnte gezeigt werden, dass sowohl die H45-
Form der MCF-7 Zellen wie auch die H65-Form der MDA-MB-231 Zellen sezerniert
wurden (Abb. 3.15). Die L-Form konnte weder in den Uberstanden der MCF-7 Zellen noch
der MDA-MB-231 Zellen nachgewiesen werden.
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klra
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Abb. 315 Wedgernblot-Analyse  des
75 = EMMPRIN-Proteins im Uberstand von
MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen. Jeweils 100
L0 = I Uberstand wurden fir eine Proteinfallungen
verwendet, die prézipitierten Proteine wurden in
30 pl nichtreduzierendem Probenpuffer aufge-
35 = nommen und EMMPRIN in der Westernblot-
i Anayse mit dem  Antikérper HIM6
0= (Verdinnung 1:200) detektiert.

Somit l&sst sich feststellen, dass eine vollstandige Glykosylierung des Proteins wichtig for
die Sezernierung ist, es aber keinen Unterschied zwischen den H-Varianten gibt.

3.4.2 Einflul3 der transmembranen Region auf die Entstehung der I6slichen
EMMPRIN Formen

Aufgrund der oben beschriebenen Arbeit von Taylor und Mitarbeitern stellt sich die Frage,
wie EMMPRIN sezerniert wird, wenn eine Prozessierung durch Proteasen ausgeschlossen
werden kann. Meine Untersuchungen der EMMPRIN-Gentranskripte (s. 3.3.1) hatten
gezeigt, dass es keine Spleif3varianten in den Mammakarzinomzelllinien ghbt, durch die
eine 16diche EMMPRIN-Form entstehen konnte. Es muss somit einen speziellen
Mechanismus fur die Sezernierung geben.

Eine Besonderheit der Transmembranenregion von EMMPRIN ist die Aminosédure
Glutaminsaure. Das Vorkommen von hydrophilen Aminosuren in der eigentlich
hydrophoben Transmembranregion deutet auf eine besondere Funktion hin. Es wére
denkbar, dass diese Aminosdure die Einlagerung in die Membran stort und es zu einer
Sezernierung kommt oder aber, dass andere Proteine sich anlagern und eine Sezernierung
vermitteln. Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die Sezernierung durch diese
Aminosdure beeinflusst wird. Durch eine zielgerichtete Mutagenese wurde dafir
Glutaminsaure in die hydrophobe Aminoséure Valin umgeschrieben.
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3.4.2.1Herstellung der EMMPRIN-Mutante (E218V)EMMPRIN-FLAG

Die humane EMMPRIN-cDNA wurde mittels RT-PCR aus der RNA der Zélllinie MCF-7
(Primer E1 und E5) synthetisiert. Dabel wurde die cDNA des FLAG-Peptids tber den
Primer E5 an das 3’ -Ende der EMMPRIN-cDNA (ohne Stop-Codon) fusioniert (Abb.
3.16). Das FLAG-Peptid (Aminosduresequenz. DYDDDDK) ermdglicht es Uber den
FLAG-spezifischen Antikorper M2 transfizierte Zellen einfach nachzuweisen. Diese
Funktion ist vor allem bei der Transfektion von humanen Zellen wichtig, um das
rekombinante EMMPRIN von dem natiirlich vorkommenden EMMPRIN zu unterscheiden
(s. auch 3.5).

EMMPRIN STOP-Codon

)
T 1

oy

e

fo

chegon FLAG
Transmembranregion FLAG-Peptid

Abb.3.16: Aufbau des hergestellten EMMPRIN-FLAGs. An das humane EMMPRIN wurde Gterminal
das FLAG-Peptid ligiert. Daf ir wurde das urspriingliche STOP-Codon entfernt.

Die verwendeten Primer enthielten flankierende Erkennungssequenzen fir das
Restriktionsenzym EcoR |, so konnte die cDNA Uber die EcoR | Schnittstelle des
pBluescript 11 SK Vektors einkloniert werden. Die Mutagenese wurde wie unter 2.3.11
beschrieben durchgefuhrt. Durch die Mutageneseprimer (E6 und E7) wurde die in der
Transmembranregion mit [gag] kodierte Glutaminsdure in das durch [gtg] kodierte Valin
umgeschrieben. Die Transformation des Mutagenese-Ansatzes in E. Coli ergab 20 Klone.
Es wurden acht Klone aufgearbeitet und die jeweilige Plasmid-DNA fur
Sequenzierreaktionen eingesetzt. Der Sequenzvergleich mit der urspriinglichen cDNA
zeigte bel allen eine erfolgreiche Mutagenese. Ein Beispiel ist in Abb. 3.17 gezeigt.

wildtyp cDNA——TTCCTGGGCATC GTGEC TGAGGTGC TGGETGEC TGGETCA
nutierte cDINA — 77 o0 TEGL
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Abb. 3.17: Sequenzierung von (E218V)EMMPRIN-FLAG. Die Base 189 zeigt die eingefiigte Mutation
(Einbau von T statt A)
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Nach der erfolgreichen Durchfiihrung der Mutagenese wurden sowohl die cDNA fir
EMMPRIN-FLAG als auch fur (E218V)EMMPRIN-FLAG fir Transfektionsexperimente
in den Expressionsvektor pcDNA3.1 kloniert.

3.4.2.2 Einfluss des Aminosdur eaustausches E218V auf das|dsliche EMMPRIN

Um zu untersuchen, ob der Austausch von Glutaminsdure durch Vain in der
Transmembranregion die Sezernierung des EMMPRIN-Proteins beeinflusst, wurden die
leicht zu transfizierenden CHO-K1 Zellen transient mit dem Expressionsplasmiden
pcDNA3.1, pcDNA3.IEMMPRINFLAG ng ncDNA3 1ERBVIEMMPRINALAG  yrangfiziert. Die
Transfektionen wurde wie unter 2.4.1 beschrieben in T25-Zellkulturflaschen durchgefihrt.
24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fir weitere 24 h in 3 ml serumfreiem
Medium kultiviert. Jeweils 100 pl der Uberstande wurden fir die Proteinfallungen
verwendet. Die prézipitierten Proteine wurden in 30 pl 1 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und fir die Westernblot-Analyse mit dem EMMPRIN-spezifischen
Antikorper HIM6 eingesetzt (Abb. 3.18).

A Uber sténde B Lysate
1 2 3 1 2 3
o AR
75= 75- .
50 50—
35- 35+
30— 30- .

Abb. 3.18: Sowohl EMMPRIN-FLAG wie auch die Mutante (E218V)EMMPRIN-FLAG wurden von
CHO-K1 Zélen sezerniert. CHO-K1 Zdlen wurden transfiziert mit pcDNA3.1 (Bahn 1),
pcDNA3.1IEMMPRIN-FLAG (Bahn 2) und pcDNA3.1(E218V)EMMPRIN-FLAG (Bahn 3). (A)
Westernblot-Analyse des EMMPRIN-Proteins im Uberstand der transfizierten CHO-K 1 Zellen. Jeweils 200
ul Uberstand wurden fiir eine Proteinfallungen verwendet, die prézipitierten Proteine wurden in 30 pl nicht-
reduzierenden Probenpuffer aufgenommen und EMMPRIN in der Westernblot-Analyse mit dem Antikorper
HIM6 (Verdinnung 1:200) detektiert. (B) Die transfizierten Zellen wurden 48 h nach der Transfektion lysiert
und EMMPRIN in der Westernblot-Analyse mit dem Antikérper HIM6 (Verdinnung 1:1000) detektiert. Der
gleiche Blot wurde , gestrippt* und HSC70 mit dem Antikérper B6 (1: 1x10° Verdiinnung) detektiert.

Parallel wurden auch Lysate der transfizierten Zellen in der Westernblot-Analyse
untersucht. Wie in der Abb. 3.18 zu sehen ist, weisen die mit dem Wildtyp-EMMPRIN

transfizierten CHO-K1-Zellen eine schwéchere Expression des Konstruktes auf. Dieses
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Phanomen zeigte sich auch nach Transfektion der Konstrukte in COS-Zellen. Hinsichtlich
der Sezernierung zeigen die Ergebnisse, dass sowohl das Wildtyp-EMMPRIN als auch das
(E218V)EMMPRIN sezerniert wurden, allerdings war im Unterschied zu den Analysen
mit dem nativen EMMPRIN (s. 3.4.1) auch die L-Form im Uberstand nachzuweisen. In
diesen Modell-Z€lllinien hatte somit der Aminosdure-Austausch keinen Einfluss auf die
Sezernierung von EMMPRIN.

3.5 Etablierung von EMMPRIN-FLAG exprimierenden

Mammakarzinomzelllinien
In weiteren Studien sollte analysiert werden, ob EMMPRIN kausal an der Proliferation,
Invasion und Metastasierung humaner Mammakarzionomzellen beteiligt ist. Speziell sollte
untersucht werden, ob die unter 3.3 identifizierten verschiedenen Glykosylierungs-
Varianten von EMMPRIN sich hier in ihrer Funktion unterscheiden. Fir diese
Untersuchungen sollten zwel représentative Mammakarzinomzelllinien mit einer C-
terminal FLAG-getaggten EMMPRIN cDNA transfiziert werden. Das FLAG-Peptid
ermoglicht es nicht nur Uber den FLAG-spezifischen Antikorper M2 transfizierte Zellen
einffach nachzuweisen, es erdffnet aullerdem die Mdoglichkeit grofere Mengen des
Fusionsproteins Uber kommerziell erhaltliche Sulen aufzureinigen.

Kriterien fir die Wahl der zu transfizierenden Zelllinien waren eine niedrige
EMMPRIN-Expression und eine differenzielle Expression der H45-Form und der H65-
Form. Zdlllinien, die diese Bedingungen erfillten, waren die MDA-MB-468 Zellen (H65-
Form exprimierend) und die MDA-MB-435S Zellen (H45-Form exprimierend).

3.5.1 Herstellung des EMMPRIN-FLAG-Expressionsplasmids

Fur die stabile Transfektion der Mammakarzinomzelllinien wurde die EMMPRIN-FLAG-
cDNA in den bizistronische Vektor plRES-N1 kloniert (s. Abb. 3.19). Unter der Kontrolle
des starken CMV -Promotors sollte eine hohe Expression des Fusionsproteins gewahrleistet
werden. Des Weiteren sollte durch die IRES (Internal Ribosomal Entry Site)-Sequence vor
dem Neomycin-Resistenzgen (Neo™) eine , Cap“-unabhéngige Initiation der Translation
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ermoglicht werden, wodurch die Selektion stabil transfizierter Zellen mit dem
Antibiotikum Geneticin (G418-Sulphat) erleichtert werden sollte.

Abb. 3.19: Expressionsplasmid fur das EMMPRIN-FLAG Fusionsprotein

Die unter 3.4.2 beschriecbene EMMPRIN-FLAG-cDNA wurde Uber die EcoR |
Schnittstellen in den pIRES-N1 Vektors einkloniert. Die Orientierung des Inserts wurde
durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym Sca | Gberprift. Um auszuschlief3en dass
die cDNA Mutationen enthielt, wurde das Insert vollstandig sequenziert. Es konnten keine
Mutationen festgestellt werden. Im Weiteren wird der Vektor als plRES-N1EMMPRIN-FLAG
bezeichnet.

3.5.2 Nachweis der Expression von EMMPRIN-FLAG

Um zu Uberprifen, ob der Vektor plRES-N1FVMPRINFLAG fnktiondl ist, wurde in
Vorversuchen die leicht zu transfizierende Hela-Zellen transient mit dem
Expressionsplasmid transfiziert. Die Transfektion wurde mit Lipofectamine™?2000 wie
unter 2.4.1 beschrieben durchgefihrt. 48 h nach der Transfektion konnte im Westernblot
die EMMPRIN-FLAG-Expression nachgewiesen werden (s. Abb. 3.20 A). Mit dem
FLAG-spezifischen Antikérper M2 liel3 sich das Protein auch immunzytochemisch in
Hela-Zellen detektieren, dazu wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion auf
Glasplédttchen in 24-Well-Platten ausgesdt und nach weiteren 24 h mit dem FLAG-
spezifischen Antikorper M2 immunzytochemisch geférbt (s. Abb. 3.20 B).
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Abb. 3.20: Expression des EMMPRIN-FLAG Fusionsproteins in HeLa-Zelen. (A) 25 pg Protein der
transfizierten Hel.a-Zellen wurden in einer 10% SDSPAGE aufgetrennt. Die Westernblot-Anayse erfolgte
mit dem FLAG-spezifischen Antikérper M2 (1:1000 Verdinnung). Der gleiche Blot wurde ,,gestrippt” und
HSC70 mit dem Antikorper B6 (1: 1x106 Verdinnung) detektiert. (B) Fluoreszenzmikroskopische Analyse
der pIRESEMMPRINFLAG transfizierten Hela-Zellen. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion auf
Glaspléttchen in 24-Well-Platten ausgesét, und nach weiteren 24 h mit dem FLAG-Antikorper M2 (1:1000
Verdinnung) inkubiert. Die Detektion des priméren Antikorpers erfolgte durch den FITC-markierten anti-
Maus 1gG Antikorper (1:50 Verdinnung). Die Zellkerne wurden durch Inkubation mit DAPI geférbt. Die
Zellen wurden bei 400-facher Vergréfzerung und 1,6 s Belichtungszeit fotographiert.

3.5.3 Stabile Transfektion von Mammakarzinomzelllinien mit dem
pIRES-N-1EMMPRINFLAG Ex hressionsplasmids

Die humanen Brustkrebszelllinien MDA-MB-435S und MDA-MB-468 wurden mit dem
Expressionsplasmid plRES-N1FMMPRINFLAG e unter 2.4.2 beschrieben stabil transfiziert.
Zur Herstellung der MOCK -transfizierten Kontrollzelllinien wurden die gleichen Zelllinien
mit dem Vektor plRES-N1 ohne Insert transfiziert. Von jedem Transfektionsansatz wurden
15 mit G418 selektionierte Klone isoliert und expandiert. Die resistenten Klone wurden
bezlglich des zu exprimierenden Proteins mittels Westernblot, FACS-Analyse und RT-
PCR untersucht.

3.5.3.1 Analyseder EMMPRIN-FLAG Expression in den transfizierten Zelllinien

Fir die Westernblot-Analyse wurden jeweils 25 pg Proteine Gesamtlysat der
selektionierten Klone in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf
HybondECI-Nitrocellulose erfolgte der Immunoblot mit dem FLAG-spezifischen
monoklonalen Antikorper M2. Als Positivkontrolle wurden parallel 25 pug Proteinlysat
einer LTRR-FLAG exprimierenden Fibroblasten-Zelllinie (etabliert von Dr. Volker
Assmann, Institut fir Tumorbiologie) aufgetragen. Mit Hilfe dieser Westernblot-Analyse
konnte weder in den mit pl RESTMMPRINFLAG tranfizierten MDA-MB-468 noch in den
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MDA-MB-435S Zellen das Fusionsprotein EMMPRIN-FLAG nachgewiesen werden. Die
Positivkontrolle zeigte dagegen immer ein deutliches Signal (Daten nicht gezeigt). Erst
durch das Auftragen von 50 pg Protein pro Probe und das Transferieren der Proteine auf
PVDF-Membran, konnte die Expression des Fusionsproteins nachgewiesen werden (s.
Abb. 3.21 A). Ein Vergleich der EMMPRIN-Expressionsstarke zwischen den MOCK -
transfizierten Kontrollzelllinien und den plRES-N1FMMPRINFLAG tranzfizierten Zellen
zeigte eine nur geringe Steigerung der Expression in einigen Klonen, andere Klone zeigten
keinerlei Veranderung in der EMMPRIN-Expression (s. Abb. 3.21 B).
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Abb. 3.21: Nachweis der EMMPRIN-FLAG-Expresson in den pIRESEMMPRIN-FLAG stabil
transfizierten MDA-MB-435S Klonen. Lysate der mit plRES-N1 stabil transfizierten Zelllinie (MOCK-1, -
2) und mit plRESTMMPRIN-FLAG o] transfizierten Zellinien (Klon-5, -11, -12, -15) wurden im Westernblot
analysiert. (A) 50 ug Protein der angegebenen Zelllinien wurden in einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt. Nach
immobilisierung auf PVDE-Membran erfolgte die Detektion des FLAG-Epitops mit dem Antikérper M2
(1:500 Verdinnung). (B) 25 pg Protein der angegebenen Zelllinien wurden in einer 10% SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach immobilisierung auf HybondECL-Nitrocellulose erfolgte die Western-Blot-Analyse mit
dem EMMPRIN-spezifischen Antikérper HIM6 (1:4000 Verdinnung). Der gleiche Blot wurde ,, gestrippt®
und HSC70 mit dem Antikérper B6 (1: 1x10° Verdiinnung) detektiert.

Der Klon 12 der Zellinien MDA-MB-435SFMMPRIN-FLAG 76igte unter den 15 expandierten
Klonen die starkste EMMPRIN-Expression. Eine densidometrische Auswertung der
Expressionsstérke ergab eine 1,5-2 fache Steigerung der EMMPRIN-Expression fir diesen
Klon im Vergleich zu der untransfizierten Ursprungszelllinie. Auch in den Klonen der
MDA-M B-468MMPRINFLAG_7d|jinie konnte keine deutliche Steigerung der EMMPRIN-
Expression nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Zur Verifizierung der Ergebnisse
wurde eine Analyse der EMMPRIN-Expression am Durchflusszytometer durchgefihrt.
Auch hier lief3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Ursprungszelllinien und
den mit dem Expressionsvektor pIRESTMMPRINFLAG transfizierten Klonen nachweisen
(Daten nicht gezeigt).
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3.5.3.2 Nachweisder Transkription desEMMPRIN-FLAG Transgensin den
transfizierten Zelllinien

Um sicher zu stellen, dass die mit pl RES?MPRIN-RLAG transfizierten Klonen der MDA-MB-
468-Zellen und der MDA-MB-435S Zellen, das Konstrukt ins Genom integriert haben und
transkribieren, wurde eine RT-PCR-Analyse durchgefiihrt. Abb. 3.22 A gibt eine Ubersicht
der PCR-Strategie. Fur die Synthese der cDNA wurde aus den Zelllinien Gesamt-RNA
isoliert und mit Hilfe des genspezifischen-Primers E4 umgeschrieben (s.2.3.10). Der
Primer E4 bindet die EMMPRIN cDNA in der Ndhe des N-Terminus. Die erhaltene cDNA
wurde anschliefRend mit den Primern pIRES-1 und E3 zur Detektion der EMMPRIN-
FLAG cDNA mittels PCR-Reaktionen amplifiziert. Auch in den MOCK-transfizierten
Kontrollzelllinen wurde die Transkription des Kontrollkonstruktes nachgewiesen. Die
RNA der Zdllinien wurde hierfir mit Oligo(dT)-Primern umgeschrieben und die cDNA
anschlief3end mit den Primern pIRES-3 und pIRES-4 amplifiziert. Die Abb. 3.22 (B, C)
gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der PCR-Analysen. In allen untersuchten Zelllinien
konnten diejeweiligen Transgene nachgewiesen werden.

A

| mes-NlH EMMPRIN| FLAG |-| IRES |—| Neo® |—P01;,=A mRNA EMMERIN-FLAG ( ~31)
-‘— cDNA EMMFRIN FLAG
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Abb. 3.22: Nachweis des EMMPRIN-FLAG-Gentranskriptes in den mit pIRESEMMPRIN-FLAG
stabil transfizierten MDA-MB-435S Klonen. (A) Schematische Darstellung der EMMPRIN-FLAG
MRNA. Rot eingezeichnet der Primer E4 und der Oligo(dT)-Primer flr die reverse Transkription. Die
Primerpaare pIRES1 und E3 so wie pIRES3 und pIRES4 wurden zum Nachweis der Transkripte
verwendet. (B) Gesamt-RNA der mit pIRESN1 sabil transfizierten Zelllinie (MOCK-2) und mit
pl RESMMPRIN-FLAG gtahi| transfizierten Zelllinien (Klon-5, -12, -15) wurde mit dem genspezifischen Primer
E4 revers transkribiert und die cDNA mittels der Primer plRES-1 und E3 amplifiziert. (C) Gesamt-RNA der
mit plRES-N1 stabil transfizierten Zelllinie (MOCK-1, -2) und mit plRES™MPRINFLAG gahil transfizierten
Zdllinien (Klon5, -12, -15) wurde mit dem Oligo(dT)-Primer revers transkribiert und die cDNA mittels der
Primer plRES-3 und plRES-4 amplifiziert

Die Daten zeigen, dass die stabilen Transfektionen der Zelllinien MDA-MB-435S
und MDA-MB-468 mit dem Konstrukt plRES-N1FMMPRINFLAG g dem Kontrollplasmid
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pIRES-N1 methodisch erfolgreich waren. Die Transkription der eingebrachten Transgene
konnte nachgewiesen werden und somit kann von einer stabilen Insertion der Plasmide in
das Genom ausgegangen werden. Da aber sowohl die mit plRESTMMPRINRLAG trangfizierten
MDA-MB-468 Zellen wie auch die MDA-MB-435S keine signifikante Uberexpression des
EMMPRIN-Proteins zeigten, wurden keine weiteren funktionellen Studien mit den
Transfektanten durchgefuhrt. Warum nur eine sehr schwache Expression des
Fusionsproteins nachzuweisen war, lasst sich anhand der Versuche nicht erkléaren und
bleibt zu diskutieren. Fir weitere funktionelle Studien wurde nun eine Knock-down-
Strategie fur EMMPRIN entwickelt.

3.6 RNAi-vermittelte Herunterregulierung von EMMPRIN in
humanen Mammakarzinomzelllinien

Die meisten Mammakarzinomzelllinien zeigen eine starke EMMPRIN-Expression. Die
Zéellinie MDA-MB-231 ist eine der am starksten EMMPRIN-exprimierenden
Mammakarziomzelllinien. Um die Funktion von EMMPRIN in der Tumorprogression zu
untersuchen, sollte nun mittels der RNAi-Technologie die Expression von EMMPRIN in
den MDA-MB-231 Zellen herrunterreguliert werden. Es wurden die MDA-MB-231 Zellen
ausgewdhlt, weil se enerseits eine sehr hohe EMMPRIN-Expression zeigen und
auferdem im Tiermodell mit immundefizienten M&usen ein hohes metastatisches Potential
besitzen [166]. Theoretisch sollte eine Reduktion der EMMPRIN-Expression zu einem
weniger aggressiven Phanotyp der Zelllinie fuhren. Ziel war es, Zellklone mit reduzierter
EMMPRIN-Expression im Vergleich zu der Ursprungszelllinie in verschiedenen
funktionellen Assays zu untersuchen. Die RNAI-Technologie musste fur diese Studie erst
etabliert werden. Folgende Einzelschritte wurden dafr durchgefhrt:

1. Optimierung der Transfektionsbedingungen fir sRNA-Molekile

a) durch Verwendung von Fluorescein-markierter SRNA

b) durch Verwendung einer validierten SRNA gegen MAPK1
Berechnung und Synthese von EMM PRIN-spezifischen sRNAs
Validierung einer geeigneten EMM PRIN-spezifischen SSRNA
Herstellung eines EM M PRIN-spezifischen siIRNA-Expressionsvektors

a > DN

stabile Transfektion des EMMPRIN-spezifischen SRNA-Expressionsvektorsin die
MDA-MB-231 Zellen
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3.6.1 Optimierung der Transfektionsbedingungen fur siRNA

3.6.1.1 Austesten der Transfektionsbedingungen mit Fluorescein-markierter sRNA
Zu Beginn der Versuche sollte ausgetestet werden unter welchen Bedingungen eine
optimale Tranfektionseffizienz der MDA-MB-231 Zellen mit SsSRNA Molekilen zu
erreichen ist. Zur Kontrolle des Transfektionserfolges wurde eine mit Fluorescein-
markierte SRNA verwendet, die in humanen und murinen Zellen kein Ziel-Gen besitzt.
Fur die Versuche wurden die MDA-MB-231 Zellen in ,Chamber Slides* ausgesét. Es
wurden fur die Transfektionen verschiedene Transfektionsreagenzien (Lipofectamine,
Oligofectamine, RNAiFect), ssSRNA Konzentrationen (200 pmol — 400 pmol) und
Zéelldichten (40 % - 60 % Konfluenz) wie unter 2.5.2 beschrieben, ausgetestet.

Vier Stunden nach der jeweiligen Transfektion wurden die Zellen am
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Abb. 3.23 zeigt ein Beispiel fur eine Transfektion mit

einer hohen Effizienz.

H_g.‘ o L r B - \. ,_;-'-l' i ' -.'L_'

Abb. 3.23: Aufnahme Fluorescein-markierter SRNA in MDA-MB-231 Zellen. Die Analyse erfolgte 4 h
nach der Transfektion (Lipofectamine, 40 % Zédlldichte, 80 pmol siRNA) am Fluoreszenzmikroskop (400-
fache Vergroferung). (A) Aufnahme im Fluoreszenzkanal. Die Pfeile zeigen Transfektionskomplexe, die an
Zdlwénden hangen. (B) Aufnahme des gleichen Ausschnittes im Phasenkontrast.

Da die Auswertung der Transfektioneffizienz am Fluoreszenzmikroskop subjektiv sein
kann, wurde die Prozentzahl tranfizierter Zellen auch durchflusszytometrisch bestimmit.
Die unter verschiedenen Bedingungen transfizierten Zellen wurden vier Stunden nach der
Transfektion geerntet. Bel der folgenden Analyse sollten nur lebende Zellen betrachtet
werden. Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurde der rote DNA-Farbstoff 7-
AAD eingesetzt. Nur sterbende oder tote Zellen mit durchlassiger Membran kdénnen 7-
AAD aufnehmen. In Abb. 3.24 A ist die im Fluoreszenzkanal 3 gemessene Rotfluoreszenz
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der nicht mit SSIRNA transfizierten Kontrollzellen gegen das Vorwartsstreulicht (Forward
Scatter, FSC) aufgetragen. Die Vorwartsstreuung ist ein Mali3 fur die Zellgrofie. Es sind
zwei Populationen zu erkennen. Die Region R1 legt die Grenze zwischen beden
Populationen fest und grenzt durch 7-AAD geféarbte stark fluoreszierende Zellen aus. Die
Region R1 von der Kontrolle wurde fur alle weiteren Proben Gibernommen, so dass nur die
lebenden Zellen fur die Quantifizierung Fluorescein-markierten ssSRNA Aufnahme
analysiert wurden.

untransfiziert

% untransfiziert siBITA-transfiziert

B e |

Anrahl der Zellen

.
o

Fluoreszenz 1

Abb. 3.24: Analyse der Aufnahme von Fluoreszein-markierter SRNA in MDA-MB-231 Zéellen mittels
Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden in 6-Well-Platten bei einer Dichte von 40 % mit 360 pmol sSiRNA
mittels Lipofectamine transfiziert. Als Kontrolle wurden Zellen ohne siRNA mit Lipofektamin behandelt. (A)
Die Region 1 (R1) legt die Grenze zwischen den toten durch 7-AAD geféarbten stark fluoreszierenden
(Fluoreszenz 3, FL3-AAD) Zellen und den intekten lebenden Zellen fest. FSC: Forward Scatter,
Vorwértsstreuung. (B,C) Als Histogramm dargestellt die Zellzahl gegen die Fluoreszenz 1 Intensitét der ohne
und mit SSRNA transfizierten Zellen. M1 legt die Grenze zwischen den fur Fluoreszenz 1 positiven und
negativen Zellen fest.

In Abb. 3.24 B und C sind jewells im Histogramm die Zahl der lebenden ausgewerteten
Zellen gegen die im Fluoreszenzkanal 1 gemessene Grinfluoreszenz aufgetragen. Die
Region M1 legt die Grenze zwischen stark grin fluoreszierenden, d.h. ssSRNA-positiven
Zellen, und siRNA-negativen Zellen fest. Sie wurde so gewahlt, dass nicht mehr als 1 %
der Zellen in der Kontrolle als falsch positiv klassifiziert wurden (s. Abb. 3.24 B). Abb.
3.24 C zeigt das Transfektionsergebnis mit der maximal erreichten Transfektionseffizienz.
Diese Ergebnisse zeigten, dass 95 % der lebenden Zellen transfiziert waren. Unter den
optimierten Bedingungen (Lipofectamine, 360 pmol siRNA, 40 % Zelldichte) wurden die
EMMPRIN-spezifischen sRNAs EMMPRIN-1 und EMMPRIN-2 getestet. Nach 72 h
wurden die transfizierten MDA-MB-231 Zellen im Westernblot hinsichtlich ihrer
EMMPRIN-Expression analysiert. Das Ergebnis zeigte keine Reduktion der EMMPRIN-
Expression (Daten nicht gezeigt).
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Ein Problem bel der Arbeit mit Fluorescein-markierten siRNAs ist der schnelle
Abbau des Fluoresceinsin der Zelle, der eine Auswertung der Transfektion nach spétestens
8 h erfordert. Bei vielen Zellen ist nach dieser kurzen Zeit unter dem Flureszenmikroskop
deutlich zu sehen, dass die SIRNA nicht aufgenommen wurde, sondern als
Transfektionskomplex an der Zellmembran hangt (s. Abb. 3.23). In der FACS-Analyse
werden diese Zellen als positives Ereignis gewertet. Somit ist die Bestimmung der
Transfektionseffizienz mit Hilfe von Fluorescein-markierter sSRNA nicht moglich und
sinnvoll. Um ausschlief3en zu konnen, dass der Mangel ,,an Effekt” auf eine zu geringe
Transfektionseffizienz zurtickzufiihren ist, wurden fir weitere Versuche zur Optimierung
der Transfektionseffizients eine von Qiagen validierte SsRNA gegen die MAPK verwendet,
flr die eine Expressionsreduktion von bis zu 90 % in verschiedenen humanen und murinen

Zdlllinien beschrieben wurde.

3.6.1.2 Optimierung der Versuchsbedingungen mit einer validierten siRNA gegen
MAPK1

Da die methodischen Vorversuchen nur der Validierung einer geeigneten SSIRNA gegen
EMMPRIN dienten, wurden fur die weltern Versuche, die ebenfalls EMMPRIN-
exprimierenden leicht zu transfizierenden Hela-Zellen verwendet. Analog zu den mittels
Fluorescein-markierter SRNA ausgetesteten Bedingungen wurden mit Hilfe der MAPK1-
spezifischen SSIRNA Transfektionen durchgefuhrt. Die Zellen wurden entweder nach drei
oder nach funf Tagen geerntet und die Expression von MAPK1 in der Westernblot-
Anayse nachgewiesen. Abb. 3.25 zeigt einige Beispiele fur die Inhibierung der MAPK1-
Expression durch verschiedene sIRNA-Transfektionsmethoden.

RNAiFect Oligofectamine Lipofectamine
0 1 2 3 0 1 0 1 2 3

Abb. 3.25: Unter verschiedenen Bedingungen mit MAPK1-spezifischer sSiRNA transfizierte Hela-
Zédllen. 0: Kontrolle, mit unspezifischer SsRNA transfiziert. 1: 300 pmol MAPK1-siRNA, Zdlldichte 40 %; 2:
400 pmol MAPK1-siRNA, Zelldichte 40 %; 3: 400 pmol MAPK1-siRNA, Zelldichte 60 %. 25 pg Protein der
transfizierten Hel.a-Zellen wurden in einer 10% SDSPAGE aufgetrennt. Die Westernblot-Anayse erfolgte
mit dem MAPK 1-spezifischen Antikérper Tag100 (1:1000 Verdinnung). Der gleiche Blot wurde ,, gestrippt®
und HSC70 mit dem Antikérper B6 (1: 1x106 Verdinnung) detektiert.
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Eine Reduktion der Expression drei Tage nach den Transfektionen konnte nicht
reproduzierbar gezeigt werden, aber mit allen Reagenzien konnte eine Reduktion der
MAPK1 Expression nach funf Tagen erreicht werden. Die deutlichste Inhibierung der
Expression wiesen die mit Oligofectamine transfizierten Zellen (300 pmol siRNA; 40%
Zelldichte) auf. Diese Bedingungen wurden im Folgenden auch fur die EMMPRIN-

spezifischen sSIRNAs verwendet.

3.6.2 Validierung einer geeigneten EMMPRIN-spezifischen siRNA

Fur die Berechnung von EMMPRIN-spezifischen ssiRNAs wurde der Algorithmus
»HiPerformance’ von Qiagen verwendet. Die beiden besten Kanidaten, die der
Algorithmus ermittelte, wurden von Qiagen synthetisiert (s Material und Methoden). Nach
dem in 3.6.1 optimierten Transfektionsprotokoll wurden HeLa Zellen mit den beiden
synthetiserten EMMPRIN-spezifischen sIRNAs EMMPRIN-1 und EMMPRIN-2
transfiziert. FUnf Tage nach der Transfektion erfolgte der Nachweis der EMMPRIN-
Expression in der Westernblot-Analyse (s. Abb. 3.26).

Abb. 3.26: Austestung der EMMPRIN-spezifischen SRNAs EMMPRIN-1 und EMMPRIN-2 durch
transiente Transfektion in HelLa-Zelen. Die Westernblot-Analyse erfolgte mit dem EMMPRIN-
spezifischen Antikorper HIM6 (1:4000 Verdinnung). Der gleiche Blot wurde ,,gestrippt* und HSC70 mit
dem Antikorper B6 (1: 1x106 Verdinnung) detektiert.

Das Ergebnis zeigte fur die SRNA EMMPRIN-1 eine stérkere Reduktion der EMMPRIN-
Expression. Die Ziel-Sequenz der SRNA EMMPRIN-1 wurde daher fir die Herstellung
eines sSIRNA-Expressionsvektors verwendet.
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3.6.3 Stabile Expression von anti-EMMPRIN shRNAs in MDA-MB-231 Zellen

Die durch synthetische SSIRNA-Molekile in Siugerzellen induzierte RNAI ist nur von
kurzer Dauer. Eine Mdglichkeit diesem Problem zu begegnen, stellt die intrazellulare
Synthese von so genannten ,short hairpin RNAS* (shRNAs) durch Verwendung von
SIRNA-Expressionsvektoren. Unter Verwendung des Vektors pSilencer 3.1-H1 sollte eine
stabile Herunterregulierung von EMMPRIN in MDA-MB-231 Zellen erreicht werden, die
zu einer mindestens 70%igen Reduktion des Proteins fuhrt. Die Herstellung des
EMMPRIN-spezifischen siRNA-Expressionsvektors pSilencer-sEMMPRIN erfolgte wie
unter 2.5.3 beschrieben. In den Vektor pSilencer 3.1-H1 wurde hierfir Uber die
Restriktionsschnittstellen fur BamH | und Hind Il ein 69 bp-langes Insert, das durch
Anealing zweier komplementérer Oligos hergestellt wurde, ligiert. Abb. 3.27 zeigt den
genauen Aufbau des cDNA-Fragments. Zur Kontrolle der korrekten Klonierung wurde das
Konstrukt mit den Primern pSilencerl und pSilencer2 die flankierend zur MCS binden,
sequenziert. Die Segquenzierungen bestétigte die richtige Klonierung.

Insert fir den Vektor pSilencer-sEMMPRIN

RNA pol 111
BamH | sense-Sequenz EMMPRIN Linker antisense-Sequenz EMMPRIN  Termination  Hind 11

5—GATCd GGTCAGAGCTACACATTGA] TTCAAGAGA’TCAATGTGTAGCTCTGACCGé TTTTTTGGAAA-3
3- GCCAGTCTCGATGTGTAACT AAGTTCTCT AGTTACACATCGAGACTGGCC AAAAAACCTTTTCGA-S

Insert fur den Vektor pSilencer-siNon
) ) RNA pol 111 )
BamH | sense-Sequenz Linker antisense-Sequenz Termination Hind 1l

5—GATCd ACTACCGTTGTATAGGTd TTCAAGAGA{ CACCTATAACAACGGTAG 'I) TTTTTGGAAA-3
3- GTGATGGCAACATATCCACAAGTTCTCT GTGGATATTGTT GCCATC AAAAAACCTTTTCGA-5

Abb. 3.27: Fiur die Herstellung der Vektoren pSilencer-sEMMPRIN und pSilencer-siNon verwendete
cDNA-Fragment.

Fur die Vektor-vermittelte intrazellulare Expression der EMMPRIN-spezifischen
shRNA, wurde die Zelllinie MDA-MB-231 mit den Konstrukten pSilencer-sEMMPRIN
und pSilencer-siNon stabil-transfiziert. Der Vektor pSilencer-siNon enthdlt ein Insert fir
eine SSRNA ohne Zielprotein (s. Abb. 3.27) und dient zur Herstellung der
Kontrollzelllinien. Die Transfektion der MDA-MB-231 Zellen erfolgte wie unter 2.4.1
beschrieben mit dem Transfektionsreagenz FUGENE 6 Da der Vektor pSilencer 3.1-H1
ein Gen fur die Puromycinrestenz enthdt, erfolgte die Selektion der stabil-transfizierten
Zellklone mit der in ,Killing-Curves* ermittelten Konzentration von 500 ng/ml
Puromycin. Von jedem Transfektionsansatz wurden 20 mit Puromycin selektionierte Klone
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isoliert und expandiert. Die resistenten Klone wurden beziglich der EMMPRIN-
Expression mittels Westernbl ot-Analyse untersucht.

Wie in Abb. 3.28 dargestellt, fuhrte die stabile Transfektion mit pSilencer-
SEMMPRIN in den generierten Zellklonen zu einer unterschiedlich starken Reduktion der
EMMPRIN-Expression.

pSilencer-siNon pSilencer-sEMMPRIN

wt VP1 VP12 K1 K2 K3 Kil4 K9 K12

kDa
EMMPRIN
50-
-— B —
35-

o- ™ me *w 51

== HSC70

Abb. 3.28: Herstellung von stabilen MDA-MB-231 Klonen mit reduziertem EMMPRIN-L evel. Fir die
Westernblot-Analys der EMMPRIN-Proteine wurden jeweils 25 pg Protein pro Zelllinie geladen. Die
unterschiedlichen Zelllinien wurden durch stabile Transfektionen mit dem Vektor pSilencer-siNon (Klone:
VP1 und VP12) bzw. pSilencer-sEMMPRIN (Klone: K1, K2, K3, K14, K9 und K12) generiert, parallel
wurden die untransfizierten, parentalen (wt) MDA-MB-231 Zellen aufgetragen.

Die hochste Inhibierung der Expression im Vergleich zur der Ursprungszelllinie zeigten
die Klone K12 und K14 mit 95 % bzw. 93 % Reduktion. Die Quantifizerung der
Expression erfolgte densidometrisch (Software: GeneTools, Syngene, Cambridge, UK).
Eine Ubersicht iiber die Verteilung der EMMPRIN-Reduktion zeigt das Schema in Abb.
3.29. Danach ist bei 40 % der etablierten Zelllinien eine Inhibierung von tber 70 % (ein
Wert der Ublicherweise as Grenzwert fur ein erfolgreiches SSRNA -Experiment angesetzt

wird)
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zu beobachten. Die mit pSilencer-siNon transfizierten Zelllinien zeigten wie erwartet keine
verdnderte EMMPRIN-Expression (s. Abb. 3.28).

3.6.4 Einfluss der EMMPRIN-Expression auf die Proliferation

Im ersten Tel der Arbeit konnte durch die Untersuchung von priméren
Mammakarzinomen gezeigt werden, dass eine erhéhte EMMPRIN-Expression mit einer
hohen Mitoserate korreliert. Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die
Inhibierung der EMMPRIN-Expression einen Einfluss auf die Proliferation der MDA-MB-
231 Zdlen in vitro hat. Dazu wurden MTT-Proliferationsassays Uber einen Zeitraum von 8
Tagen durchgefiihrt. In den Assays wurden zwei Zellklone mit reduzierter EMMPRIN-
Expression (K12 und K14), zwei mit pSilencer-siNon transfizierte Klone (VP1 und VP12)
und die parentalen MDA-MB-231 Zellen getestet. Wie Abb. 3.30 zu entnehmen ist, war
keine signifikante Verénderung der Tellungsrate zwischen den Zelllinien in vitro zu
beobachten.

27 Abb. 3.30: Einfluss der EMMPRIN-
Expression auf die Proliferation. Fur
den MTT-Proliferationsassy wurden pro
Well einer 96-Wdl-Platten 6,5 x 103
Zéllen der verschiedenen MDA-MB-231
Klone ausgesdt. K12 und K14
pSilencer-sEMMPRIN transfizierte
MDA-MB-231 Klone, VP12 und VPL: pSilencer-siNon
VP2 transfizierte Klone. Dargestellt ist die

VPL Proliferationsrate Uber acht Tage. Die
oKl4 Abbildung zeigt jeweils die Mittelwerte
T oKL + Standardabweichung von Dreifach-
0 ' ' ' ' bestimmungen.
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3.6.5 Einfluss der EMMPRIN-Expression auf die Produktion von MMPs

Da in verschieden Studien beschrieben wurde, dass EMMPRIN die Sekretion von MMPs
durch peritumorale Fibroblasten induziert, interessierte die Fragestellung, wie sich die
RNAIi-inhibierte EMMPRIN-Expression auf die Induktion von MMPs auswirkt. In ersten

3- und -9 untersucht. Fur diese MMPs wurde eine Stimulierung der Produktion durch
EMMPRIN beschrieben.

Die Produktion der MM Ps wurde sowohl in den etablierten MDA-M B-231 Klonen
in Abwesenheit von Fibroblasten als auch in Anwesenheit von Fibroblasten analysiert. Um
den Einfluss der EMMPRIN-Expression auf Fibroblasten zu untersuchen, wurden zwei
verschiedene Ansdtze durchgefhrt. Im ersten Verfahren wurde die Stimulation von MM P-
2 und MMP-9 in Tumorzell/Fibroblasten Co-Kultur-Assays analysiert. In einer alternativen
Methode wurde Fibroblasten fur 72 h mit serumfreiem durch Tumorzellen konditioniertem
Medium stimuliert. In beiden Ansdtzen wurden nach Abschluss der Stimulation die
geernteten Uberstande in Gelatine-Zymogrammen hinsichtlich MMP-2- und MMP-9-
Sekretion untersucht.

3.6.5.1 Effekte der EMM PRIN-Reduktion auf die M M P-Produktion in den M DA-
M B-231 Zellen

Die Analysen zur MMP-1- und MMP-3-Expression in den MDA-MB-231 Klonen zeigten
keine Korrelation zu der EMMPRIN-Expression (s. Abb. 3.31).

wt VP12 VP1 K12 K14 wt VP12 VP1 K12 K14

MMP-3 MMP-1

HSC70 HSC70

Abb. 3.31: Expression von MMP-3 und MMP-1 in den MDA-MB-231 Klonen. 25 g Proteinlysat der
angegebenen MDA-MB-231 Klone (wt: unverénderte MDA-MB-231 Zellen, K12 und K14: pSilencer-
SEMMPRIN transfizierte Klone, VP12 und VP1: pSilencer-siNon transfizierte Klone) wurden in einer 10%
SDSPAGE aufgetrennt. Die Westernblot-Analyse erfolgte mit dem MMP-3-spezifischen Antikérper 10D6
und MMP-1-spezifischen Antikdrper Ab-6 (beide 1:100 Verdiinnung). Die gleichen Blots wurden ,, gestrippt
und HSC70 mit dem Antikorper B6 (1: 1x10° Verdiinnung) detektiert.
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Da allerdings die Expression von MMP-1 und MMP-3 in Westernblot-Analysen nur in den
Lysaten und nicht im Uberstand nachweisbar war, kann keine Aussage uber den Einfluss
von EMMPRIN auf die Sekretion und die Aktivierung der MMPs gemacht werden. Fur
diese Fragstellung missten die Zellubersténde in speziellen Aktivitéts-Assays untersucht
werden. Eine Fibroblasten-unabhangige Expression von MMP-2 und MMP-9 in den
verschiedenen MDA-MB-231 Klonen konnte weder im Westernblot noch im Zymogramm
nachgewiesen werden.

3.6.5.2 Effekte der EM M PRIN-Reduktion auf die MM P-Produktion in Fibroblasten
Zur Untersuchung des Einflusses von EMMPRIN auf Fibroblasten wurden in Co-
Kultivierungs-Versuchen jeweils 4 x 10" Zellen der stabil-transfizierten MDA-MB-231
Klone mit 4 x 10* dermalen Fibroblasten in 24-Well-Platten kultiviert. Nach 72 h wurden
die serumfreien supplementierten Uberstéande geerntet und im Gelatine-Zymogramm
untersucht. Die Experimente zeigten, dass die Induktion der MMP-2- und MMP-9-
Produktion in den Fibroblasten durch die Tumorzellen sehr gering war. Zwischen den
MDA-MB-231 Klonen konnten die Analysen keine Unterschiede zeigen (Daten nicht
gezeigt).

In dem aternativen Versuchsansatz zur Stimulation der Fibroblasten mit
konditioniertem Uberstanden der MDA-MB-231 Klone, konnten leichte Unterschiede
zwischen den Klonen festgestellt werden. So wurde durch das Medium der in der
EMMPRIN-Expression reduzierten Klone K12 und K14 eine etwas schwéchere MMP-2-
Sekretion induziert. Fir MMP-9 konnte eine verringerte Sekretion der aktivierten MM P-9-
Form beobachtet werden (s. Abb. 3.32).

Pro-MMP-9
aktives MMP-9

MMP-2

Abb. 3.32:. MMP-Sezernierung von Fibroblasten nach Inkubation mit konditioniertem Medium.
Dermale Fibroblasten (dF) wurden mit konditionierten serumfreien Medium der verschiedenen MDA-MB-
231 Klone firr 72 h inkubiert. 20 pl der jeweiligen Fibroblasten Uberstande wurden dann im Zymogramm
analysiert. Bahn 0: dF+nicht-konditioniertes Medium, Bahn 1: dF+Medium von MDA-MB-231; Bahn 2+3:
dF+ Medium von pSilencer-siNon transfizierten MDA-MB-231 (Klon VP12 und VP1); Bahn 4+5:; dF+
Medium von pSilencer-sEMMPRIN transfizierten MDA-MB-231 (Klon K14 und K12).
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Es zeigte sich auch in diesem Versuchsansatz nur eine geringe Stimulation der MMP-
Sekretionen der Fibroblasten durch die parentalen MDA-MB-231 Zellen. Mit Hilfe einer
Verdiinnungsreihe konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Unterschieden in der MM P-
2-Sekretion zwischen den unbehandelten Fibroblasten und den mit konditioniertem
Medium der parentalen MDA-MB-231 Zellen stimulierten Fibroblasten nur um einen
Faktor 2 handelt (Daten nicht gezeigt). Da auf’er EMMPRIN noch verschiedene andere
Faktoren die MMP-Sekretion in peritumoralen Fibroblasten stimulieren, ist es schwierig
den Einfluss von EMMPRIN bel einer so geringen Gesamt-Stimulation zu bestimmen. Um
auszuschlief}en dass die schwache Aktivierbarkeit der Fibroblasten eine spezielle
Eigenschaft der verwendeten Fibroblasten-Kultur ist, wurden noch zwei weitere Kulturen
anderer Spender fur die Versuche eingesetzt. Auch mit diesen Fibroblasten konnten keine
anderen Resultate erzielt werden.

3.6.7 Einfluss der reduzierten EMMPRIN-Expression auf Zell-Migration

Im folgenden Versuchen sollte am Verhalten von Zellklustern (Sphéroiden) in 3D-
Kollagen-Matrices analysiert werden, oo EMMPRIN einen Einfluss auf die Abldsung und
Migration von Tumorzellen aus dem Zellverband hat. Um die Situation des Zellverbandes
im Tumor eines Patienten moglichst wirklichkeitstreu abzubilden, wurde dieses
dreidimensionale Modell gewahlt.

Die generierten MDA-MB-231 Zelllinien wurde zur Herstellung der Sphéaroide 48 h
in PolyHEM A-beschichteten Zellkulturflaschen kultiviert. Durch die Beschichtung bleiben
die Zellen in Suspension und es bilden sich Zellaggregate. Die gewonnenen Sphéroide
wurden wie unter 2.4.5 beschrieben in Kollagen-Matrix mit 6% FCS gegossen und Uber 24
h gefilmt. Durch die Kollagen-Matrix wird angenghert die Situation von Tumorzellen in
der EZM simuliert. Die Versuche wurden im Institut fir Dermatologie in Wirzburg in
Kooperation mit Dr. Wolf und Prof. Friedl durchgefihrt. Abb. 3.33 fasst die Ergebnisse
zusammen. Gezeigt wurden jeweils Spharoide der generierten MDA-MB-231 Zélllinien
kurz nach dem Einbringen in die 3D-Matrix. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich noch alle
Zellen im Sphéaroid. Das jeweilige zweite Bild (Abb. 3.33) zeigt den gleichen Ausschnitt
aus dem Kollagen-Block nach 24 h mit den unterschiedlichen Auswanderungs-Mustern der
Zdllinien aus den Aggregaten. Aufféllig war, dass sich die beiden pSilencer-siNon
tranfizierten Kontrollzelllinien anders als die parentde Zelllinie verhalten. Die
Kontrollzelllinien VP12 und VP1 zeigen eine deutlich grél3ere Adherenz zum Zellaggregat
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und migrieren langsamer. Zwischen den parentalen MDA-MB-231 Zellen und den
EMMPRIN-reduzierten Klonen K12 und K14 konnten keine Unterschiede in der Ablésung
vom Sphéroid und in der Migrationsgeschwindigkeit festgestellt werden.

Um zu untersuchen, ob das aufféllige Verhaten der Kontrollzelllinien ein
spezifisches Phanomen der ausgewdhlten Klone ist, oder ob der Phanotyp durch den
Kontrollvektor verursacht wird, missten weitere Vektor-transfizierte Klonen Uberprift
werden. EMMPRIN scheint in diesem Modellsystem, weder die Zell-Zell-Adhésion der
MDA-MB-231 Zellen noch die Migration durch die Kollagen | Matrix zu beeinflussen.
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Diskussion

4. Diskussion

Die Tumorprogression stellt einen hochkomplexen Prozess dar, der aus einer Vielzahl von
Einzelschritten besteht. Die maligne Zelle benttigt einen speziellen Phénotyp, der es ihr
ermoglicht, alle Schritte der Tumorentwicklung bis hin zur , erfolgreichen” Metastasierung
zu bewdltigen. Sie muss die Fahigkeiten besitzen sich aus dem Zellverband zu l6sen, in das
umgebende Bindgewebe enzuwandern und ins Gefélsystem (Blut- und /oder
Lymphgefale) einzudringen. Fur die Aushildung solider Metastasen mussen die Zellen an
das Kapillarbett anderer Organe adhérieren, ins Zielorgan extravasieren und im Parenchym
des Zielorgans proliferieren. Eine steigende Zahl an Ergebnissen weist darauf hin, dass
EMMPRIN, en multifunktionales Protein auf der Oberflache von Tumorzellen,
Schllsselereignisse der Metastasierungs-Kaskade beeinflusst und dadurch eine wichtige
Rolle bei der Progression von Karzinomen spielen konnte.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression und Bedeutung von EMMPRIN im
humanen Mammakarzinom zu untersuchen. Hierzu standen Gewebearrays mit
Mammakarzinom-Proben von 2222 Patientinnen und den entsprecherden Klinisch
pathologischen Daten zur Verfigung. Des Weiteren wurde die Expression und
posttranslationale Modifizierung von EMMPRIN in 14 Mammakarzinomzelllinien mit
unterschiedlichem metastatischen Potenzial analysiert. Durch die stabile Uberexpression
von EMMPRIN bzw. durch Knock-down Experimente in Mammakarzinomzelllinien sollte
der Einfluss von EMMPRIN hinsichtlich metastasierungs-relevanter Aspekte wie
Proliferation, Stimulierung von MMPs und Migration untersucht werden.

4.1 Prognostische Bedeutung der EMMPRIN-Expression in
humanen Mammakarzinomen
Caudroy und Mitarbeiter untersuchten in einer immunhistochemischen Studie mit einem
Kollektiv von 20 Proben die EMMPRIN-Expression beim Mammakarzinom [177]. ES
wurde gezeigt, dass EMMPRIN stérker von Tumorzellen als von normalen Epithelzellen
exprimiert wird. Eine Korrelation zu Klinischpathologischen Daten oder die
prognostischen Relevanz wurden in der Studie von Caudroy et a. nicht untersucht.
In der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Studie wurde das erste Mal die
Bedeutung der EMMPRIN-Expression im humanen Mammakarzinom durch die

Verwendung der TMA-Technologie untersucht. So waren die Untersuchung einer grof3en
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Anzahl von MammakarzinomProben und die Korrelation der Farbeergebnisse mit
verschiedenen klinischen pathologischen Daten mdglich. Die Ergebnisse zeigten, dass die
EMMPRIN-Expression im Mammakarzinom mit Risikofaktoren wie einem hohen
histologischen Grad, dem mitotischen Index, elnem negativem Hormonrezeptor- Status und
der Tumorgrof3e assoziiert ist. Eine positive EMMPRIN-Farbung korrelierte zudem bei der
Untersuchung des Gesamt-Kollektives mit einem schlechteren tumorspezifischen
Uberleben. Interessanterweise hat die Analyse von Untergruppen gezeigt, dass die
EMMPRIN-Expression nur fir postmenopausale, nicht aber fir jingere Patientinnen von
prognostischer Bedeutung ist. Da die EMMPRIN-Expression eine inverse Korrelation zum
Hormonrezeptor-Status  zeigte, ist es mdglich, dass die prognostischen Aspekte von
EMMPRIN von den postmenopausalen Anderungen im Hormonhaushalt abhangig sind.
Eine aktuelle Untersuchung konnte an humanem Endometriumgewebe zeigen, dass sowohl
die Glykosylierung as auch die Expresson von EMMPRIN durch Ostrogen und
Progesteron beeinflusst werden [178]. Hieraus liefe sich schlussfolgern, dass die
EMMPRIN-Expresson in den Tumorzellen von prdmenopausaen Patentinnen
zyklusbedingten Schwankungen unterliegt. Da der Zyklus-Status zum Zeitpunkt der
Priméroperation nicht bekannt ist, konnte die Bestimmung der EMMPRIN-EXxpression in
der Gruppe der jingeren Patientinnen durch die unterschiedlichen Zyklusphasen zum
Zeitpunkt der Operation ,verfdscht® sein. Der Einfluss von Hormonen auf die
EMMPRIN-Expression in Endometriumzellen wurde in friheren Arbeiten auch fur das
EMMPRIN der Maus und der Ratte (Basigin) beschrieben [179, 180]. Ob die EMMPRIN-
Expression in den Epithelzellen des Mammagewebes allerdings hormonell reguliert wird,
ist noch nicht bekannt.

4.2. Expression von EMMPRIN in Mammakarzinomzelllinien
4.2.1 EMMPRIN wird als H-und als L-Form exprimiert

14 humane Mammakarzinomzelllinien, die sich in ihrer Tumorigenitdt und ihrem
metastatischen Potenzial in vivo unterscheiden, wurden in der Westernblot-Anayse
hinsichtlich ihrer EMMPRIN-Expression untersucht. Dabel konnte gezeigt werden, dass
ale Zdllinien EMMPRIN exprimieren, es aber Unterschiede in der Expressionsstéarke gibt.

Jede Zédllinie exprimiert zwel EMMPRIN-Varianten. Es wurde jeweils ein kleineres
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EMMPRIN-Protein von 29-32 kDa (L-Form) und ein grofReres EMMPRIN-Protein mit
einem Molekulargewicht von 45-65 kDa (H-Form) nachgewiesen.

Schon in den ersten Arbeiten iber EMMPRIN wurde die Existenz einer HForm
und einer L-Form beschrieben. Es wurde vermutet, dass es sich bei der L-Form um ein
Degradationsprodukt handeln kénnte, das bei der Aufarbeitung entsteht [93]. In spéteren
Arbeiten wurde die in Geweben und Zelllinien detektierte L-Form as unglykosylierte,
inaktive Vorform klassifiziert [97, 100, 135, 177]. Die von mir durchgefiihrten Analysen
haben dagegen gezeigt, dass die L-Form genauso wie die H-Form an drel N-
Glykosylierungspositionen glykosyliert ist. Die aktuellen Arbeiten von Tang et al.
bestdtigen dieses Ergebnis und flhrten zu einem neuen Verstéandnis der Struktur und
Funktion der L-Form [105, 108]. Tang und Mitarbeiter zeigten an der Fibrosarkomen
Z€llinie HT1080, dass die Zuckerstruktur der L-Form (32 kDa) im Vergleich zur H-Form
keine R1,6 verzweigten Polylaktosamine entrélt [108]. Fur R1,6 verzweigte
Polylaktosamine ist ein progressiver Einfluss auf die Tumorentwicklung und die MMP-
Stimulation beschrieben [170, 171]. Tang et a. konnten in ihren aktuellen Arbeiten zeigen,
dass die Bindung von Caveolin an die EMMPRIN L-Form die Anheftung von (31,6
verzweigten Polylaktosamine blockiert [108]. Da nur die vollsténdig glykosylierte H-Form
in der Plasmamembran homophile Oligomere bilden und die MM P-Produktion stimulieren
kann, inhibiert Caveolin somit die EMMPRIN-vermittelte MM P-Produktion [105].

Nicht beschrieben ist allerdings die Expression von unterschiedlichen L-Formen.
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefihrten Analysen zeigten, dass die
Mammakarzinomzelllinien BT-20 und BT-474 eine kleinere L-Form (~ 29 kDa) als die
Ubrigen Zelllinien exprimieren. Diese Variante ist entweder geringer glykosyliert as die
von Tang et a. beschriebene Variante oder gar nicht glykosyliert. Um zu untersuchen, ob
die Entstehung verschiedener Molekulargewichte mit der Caveolin-Expression in den
Zdllininien korreliert, wurde die Caveolin-Expression in den Zdllinine bestimmt.

Theoretisch konnte das Fehlen von Caveolin zu einem Fehlen der 32 kDa L-Form fihren.

4.2.2 Die EMMPRIN L-Form und Caveolin

Caveoline sind eine kleine Familie von Membranproteinen, welche die Hauptkomponenten
der sog. Caveolae bilden, Omega-férmige Einstilpungen der Zytoplasmamembran, die in
allen Saugerzellen vorkommen. Innerhalb dieser Strukturen bilden die Caveoline eine Art
» Steuer-Gertst” fur Signalmolekile, wie z.B. den EGF-Rezeptor, RAS-Proteine und RAS-
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abhangige Proteinkinasen, und fungieren als negative Regulatoren der Signalkaskaden
[106, 181]. Eine Vielzahl von Studien zum Mammakarzinom hat gezeigt, dass Caveolin
Tumorsupressor-Eigenschaften besitzt [174)].

Tang et a. konnten die Bindung der EMMPRIN L-Form an Caveolin und eine Co-
Lokalisation in der Plasmamembran zeigen [105]. Da der Caveolinr EMMPRIN-Komplex
nicht im Bereich der Caveolae liegt, postulierte Tang einen Mechanismus fir Caveolin als
Tumorsupressor, der unabhéngig von der Caveol ae-abhéngigen Signaltransduktion ist.

Die Andyse de Caveolin-Expresson in den von mir untersuchten
Mammakarzinomzelllinine zeigte keine Korrelation zwischen dem Auftreten der
unterschiedlichen L-Formen und der Caveolin- Expression. Fur die Expression der 29 kDa
L-Form liefert die Caveolin-Expression somit keine Erklarung. Zum Verstandnis der 29
kDa Form musste in weiteren Analysen untersucht werden, ob diese L-Form gar nicht oder
geringer glykosyliert ist und ob auch diese Variante an Caveolin bindet. Die von Tang
postulierte Korrelation zwischen einer starken Caveolin-Expression mit einer starken

Expression der L-Form konnte auch nicht bestatigt werden [108].

4.2.3 Die Expression verschiedener H-Formen

Das Molekulargewicht der H-Form variierte zwischen den untersuchten Mammakarzinom
Zdllinien. Die meisten Zelllinien exprimierten eine H-Form von 65 kDa (H65-Form). Die
im Mausmodell sehr aggressiven Zelllinien MDA-MB-435S, MDA-MB-231 und DU4475
exprimierten dagegen eine HForm von ~45 kDa (H45-Form). Auch die Mikometastasen
Zdllinien BC-S1 und BC-K1 exprimieren die H45-Form. Das Auftreten der H45-Form
scheint somit mit eéinem hoheren metastatischen Potenzia der Zelllinien zu korrelieren.

Untersuchungen am EMMPRIN im Maus- und RattenrModel haben gezeigt, dass
verschieden glykosylierte Varianten organspezifisch exprimiert werden [182, 183].
Aulerdem werden unterschiedliche Spleif3varianten von Basigin exprimiert. Northernblot-
Analysen zeigten verschiedene Splei3varianten in den unterschiedlichen Organen der
Maus [182]. Fur die von mir untersuchten EMMPRIN-Varianten in den Mammakarzinom:
Zéllinien konnte ich zeigen, dass es sich nicht um Spleilvarianten oder mutierte
EMMPRIN-Molekile handelte. Die genauere Untersuchung der Glykosylierung zeigte,
dass beide H-Formen ausschliefdlich N-glykosyliert waren. Das im Maussystem
untersuchte Basigin enthdlt im Gegensatz dazu wahrscheinlich zusétzliche O-
Glykosylierungen [173, 182].
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Die einzige Studie, in der unterschiedliche H-Formen im humanen System
untersucht worden sind, ist die Arbeit von Noguchi und Mitarbeitern [178]. Die in dieser
Arbeit untersuchten EMMPRIN-Varianten aus dem Endometrium, waren ebenfals
ausschliefdlich N-glykosyliert. Welche posttrandationalen Modifizierungen zu den
unterschiedlichen Molekulargewichten flhrten oder ob es im Endometriumgewebe
EMMPRIN-Splei3varianten gibt, zeigte die Arbeit jedoch nicht.

Die Funktionen der unterschiedlichen HVarianten von EMMPRIN sind bist jetzt

weder im humanen noch im murinen System aufgeklart.

4.2.4 Identifizierung der H65-Form als Trager von Lewis*-Strukturen

Die Weitere Analyse der Kohlenhydratstrukturen der HFormen zeigte, dass sowohl die
H45-Form als auch die H65-Form 31,6 verzweigte Polylaktosamine enthalten, aber nur die
H65-Form zusétzliche Lewis*-Gruppen besitzt.

In verschiedenen Tumoren konnte gezeigt werden, dass eine starke Expression von
Lewis®-Gruppen oder von der Lewis® verwandten Gruppe siayl Lewis® mit einem
stdrkeren metastatischen Potenzial assoziiert ist. Sowohl im Blasenkarzinom als auch im
Lungenkarzinom ist die Expression von Lewis*-Gruppen ein starker Marker fir ein
kirzeres Rezidiv-freies Intervall und eine schlechtere Prognose [184-186]. Dieses
Phanomen konnte durch die Fzhigkeit von Lewis‘-Gruppen, Integrin-abhéngige Zell-
Substrat-Adhésion zu beeinflussen, erklart werden. Verschiedere Studien weisen darauf
hin, dass Lewis® wichtig firr die Aktivierung von Integrinen ist und dadurch die Zell-
Substrat-Bindung und die Zell-Zell-Adhasion stimuliert [187]. Es stellt sich alerdings die
Frage, warum Lewis*-Gruppen auf der H65-Form, die mit einem geringeren
metastatischen Potenzial korreliert ist, exprimiert sind. Eventuell sind Lewis*-Gruppen nur
fur bestimmte Phasen der malignen Progression von Vorteil, wie z.B. die Invasion und
Extravasion, in der Zell-Substrat-Bindung bzw. die Bindung von Tumorzellen an
Endothelzellen [188]. Im Blutstrom kénnten Lewis’-Gruppen von Nachteil fir die
Tumorzellen sein. So konnte gezeigt werden, dass eine erhthte Expression von Lewis® zur
Erkennung und Lyse von Tumorzellen durch natirliche Killer-Zellen (NK-Zdlen) fihren
kann [189, 190]. NK-Zdlen sind primitive T-Lymphozyten, denen der spezifische T-
Zellrezeptor zur Antigenerkennung fehlt. Cirka 15 % der peripheren Blut-Lymphozyten
sind NK-Zellen. Charakteristisch ist fir sie, dass sie tumordse und virusinfizierte Zellen,

die keine oder verdndere MHC-Klasse-| Molekile exprimieren, zerstoren kénnen [191].
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Normale gesunde Zellen entkommen der NK-Lyse, da ihr MHC-Klasse-1 Molekile NK-
Zellen inaktiviert. Viele metastatische Tumorzellen exprimieren wenig oder gar keine
MHC-Klasse-l Molekile und missen sich daher besonders vor NK-Zellen schiitzen [79,
191]. Einen Verlust von Lewis*-Gruppen bei den in vivo metastatischen Zelllinien konnte
dem Schutz vor NK-Zelen dienen. Die fir Xenograft-Modelle verwendeten
immundefizienten SCID- oder Nacktmause besitzen eine normale NK-Zellpopulation.

Auch fir die Embryonaentwicklung sind Lewis*-Gruppen wichtig. Muramatsu
und Mitarbeiter zeigten, dass Lewis‘-Gruppen im Maus-Embryo wahrend des 8Zell-
Stadiums stark exprimiert werden, und bis zum Tag 10 der Entwicklung wieder verloren
gehen[187]. Eine Blockierung der Lewis*-Gruppen wahrend der Embryonal-Entwicklung
fuhrte zum Zerfal des 8-Zel-Stadiums [192]. Maramutsu lieferte auch die ersten
Hinweise, dass Basigin der Trager von Lewis*-Gruppen im Maus-Embryo ist [87]. In den
adulten Geweben der Maus konnte dagegen nur in Nierenzellen Lewis®-Strukturen an
Basigin nachgewiesen werden [182]. Das humane EMMPRIN wurde in der vorliegenden
Arbeit das erste Mal als Trager von Lewis®-Strukturenbeschrieben [193].

4.3 Das losliche EMMPRIN

4.3.1 Sezernierung der unterschiedlichen EMMPRIN-Varianten

Die I6diche EMMPRIN-Form fand lange Zeit wenig Beachtung. Zwar wurde schon in der
Arbeit von Ellis et al. (1989) die Existenz erwdhnt und gemutmal, dass es sich um ein
durch Proteasen freigesetztes EMMPRIN-Protein handelt, aber erst 2002 untersuchten
Taylor et al., ob die |6sliche Form tatsachlich trunkiert ist [93, 139]. Es konnte gezeigt
werden, dass das |6dliche Protein sowohl mit einem Antkorper gegen den C-Terminus als
auch mit einem Antikorper gegen den N-Terminus nachgewiesen werden kann [139].
Somit muss das vollstdndige EMMPRIN-Protein sezerniert werden.

Fur meine Untersuchungen war von Interesse, ob die Glykosylierung einen Einfluss
auf die Sezernierung hat. Die Anaysen verschiedener Zelllinien, die unterschiedlich
glykosylierte EMMPRIN -Proteine exprimieren, zeigten, dass nicht die L-Form sondern nur
die H-Form als |6sliches Protein nachweisbar ist. Es machte aber keinen Unterschied, ob
die Zdllinie die H45-Form oder die H65-Form exprimierte. Beide H-Formen lagen ds

sezernierte Form vor.
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Die Sezernierung der H-Form kann ein Mechanismus der Tumorzelle zur
Stimulierung der MMP-Produktion in Fibroblasten der ndheren Umgebung sein, die nicht
im direkten Kontakt zu Tumorzellen stehen. Dies kann zu einem effektiveren Abbau der
extrazelluléren Matrix und damit zu der vermehrten Freisetzung von Wachstumsfaktoren
fuhren. Es wirde zudem erklaren, warum die L-Form nicht sezerniert wird. Sun ¢ al.
konnten zeigen, dass das unglykosylierte oder wenig glykosyliete EMMPRIN die
Stimulierung der MM P-Produktion blockiert [100].

4.3.2. Bedeutung der transmembranen Region fir die Sezernierung

Zu Beginn meiner Arbeit gab es keine Studien zur Entstehung des 16dichen EMMPRIN-
Proteins. Ungewohnlich ist die Sezernierung eines Proteins, das eine transmembrane
Region enthdt. Durch die von mir durchgefthrten Anaysen der EMMPRIN cDNAS
konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei der 16slichen Form um eine Spleil3-
Variante ohne transmembrane Region handelt. Die Arbeit von Taylor zeigte, dass das
sezernierte EMMPRIN  nicht trunkiert ist [139]. Somit muss es einen speziellen
Mechanismus fir die Sezernierung geben.

Aufféllig an der transmembranen Region ist das Vorkommen der hydrophilen
Aminosaure Glutaminsaure. Eine hydrophile Aminosaure sollte die Wechselwirkungen mit
der lipophilen Membran stéren. Von anderen transmembranen Proteinen wie z.B. dem T-
Zell-Rezeptor ist bekannt, dass hydrophile Aminsduren in der Membranregion der
Interaktion mit anderen Transmembranproteinen dienen [194]. Es ware nun denkbar, dass
diese Aminosdure die Einlagerung in die Membran stért und es zu einer Sezernierung
kommt, oder aber dass andere Proteine sich anlagern und eine Sezernierung vermitteln.
Um die Funktion der Glutaminsaure zu untersuchen, wurde diese durch eine zielgerichtete
Mutagenese gegen die hydrophobe Aminosaure Valin ausgetauscht. Zur Untersuchung der
Sezernierung wurden sowohl die mutierte EMMPRIN cDNA wie auch die unveranderte
cDNA in die Zdllinine CHO-K1 und COS7 transient transfiziert. Die Ergebnisse zeigten,
dass sowohl das mutierte als auch das unmutierte EMMPRIN-Protein sezerniert werden.
Fur diese Modell-Zéelllinien hatte somit der Aminosdure-Austausch keinen Einfluss auf die
Sezernierung. Im Unterschied zu den Untersuchungen an den humanen Zelllinien wurde in
den COS7- und den CHO-K1-Zellen auch die EMMPRIN L-Form sezerniert. Eventuell
wird in den humanen Zellen die Sezernierung der L-Form durch die Bindung an andere

Proteine wie z.B. Caveolin verhindert. Es wére vorstellbar, dass ene Interaktion von
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EMMPRIN mit dem nicht-humanen Caveolin der CHO-K1- oder COS7-Zellen nicht
moglich ist. Um endgultig die Rolle der Glutaminsaure fur die Sezernierung zu bestimmen,
musste die Untersuchung in humanen Zellen durchgefihrt werden. Erste Tranfektions-
Studien mit der mutierten cDNA wurden auch an der humanen Zervixkarzinom-Zelllinie
HelLa durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). In diesem Fall mussten die rekombinaten
EMMPRIN-Molekile tGber den FLAG-Tag nachgewiesen werden, um sie von dem
natrlichen vorkommenden EMMPRIN unterscheiden zu kénnen. In den durchgefihrten
Versuchen reichte die Sensitivitdt des ant-FLAG Antikorpers nicht aus, um die
rekombinaten EMMPRIN-Proteine im Uberstand nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).
Eventuell musste in dem humanen Modellsystem eine sensitivere Methode, z.B. ein ELISA
durchgefiihrt werden. Ein ELISA-Assay wirde alerdings keine Aussage darber zu lassen,
welche EMMPRIN-Isoform sezerniert wird.

In einer zeitgleich verdffentlichten Arbeit wurde die Sezernierung von EMMPRIN
durch Abschnirung EMMPRIN-haltiger Mikrovesikel von der Tumorzelle beschrieben
[195]. Die abgel6sten Vesikel besitzen eine geringe Haltbarkeit, so dass durch den Zerfall
EMMPRIN ins Medium entlassen wird. Sidhu et al. konnten zeigen, dass die Entstehung
der Mikrovesikel Uber eine Signalkaskade reguliert ist, die von Proteinkinase C, Ca'-
Immobiliserung und MEK1/2 abhéngig ist. Sidhu et al. zeigten weiter, dass die
EMMPRIN-haltigen Mikrovesikel aus spezifischen Membranregionen entstehen. Da die L-
und die H-Form nicht in den gleichen Bereichen der Zellmembran auftreten, kdnnte diese
Arbeit auch meine Beobachtung erkléren, dass nur die H-Form und nicht die L-Form
sezerniert wird [105]. Sowohl im Hinblick auf die Signaltransduktion wie auch fir die
spezifische Lokalisation in der Membran, wéare ein Einfluss der Glutaminsaure in der
transmembranen Region denkbar.

Eine ebenfalls sehr aktuelle Arbeit von Tang und Mitarbeitern zeigte im Uberstand
von MDA-MB-231 Zélen eine trunkierte EMMPRIN-Form ohne C-Terminus. Diese
Beobachtung wirde fir eine Freisetzung durch Proteasen sprechen und der Arbeit von
Taylor widersprechen, der mit derselben Zdllinie gearbeitet hat [136, 139]. Aus diesen
Arbeiten und meinen eigenen Beobachtungen lasst sich somit schlief3en, dass mdglicher
Weise verschiedene Mechanismen fur die Sezernierung von EMMPRIN verantwortlich

sind.
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4.4. Funktionelle Untersuchungen von EMMPRIN

4.4.1 Stabile Transfektion von Mammakarzinomzelllinien zur Uber-
expression von EMMPRIN

Die Ergebnisse der histologischen Studie zeigten, dass EMMPRIN-Expression im
Mammakarzinom mit Risikofaktoren wie einem hohen histologischen Grad, dem
mitotischen Index, TumorgrélRe und einem schlechteren tumorspezifischen Uberleben
assoziiert ist. Um zu analysieren, ob die gefundenen Korrelationen zwischen EMMPRIN
und den verschiedenen Risikofaktoren auch auf kausalen Zusammenhangen basieren, sollte
EMMPRIN stabil in verschiedenen Mammakarzinomzelllinien Gberexprimiert werden. Da
auch der Aspekt der unterschiedlichen Glykosylierungs-Varianten berticksichtigt werden
sollte, wurden Zelllininen ausgewahlt, die sich beztiglich der H-Formen unterscheiden.

Fur die Uberexpression von EMMPRIN wurde ein EMMPRIN-FLAG Konstrukt
hergestellt und in den bizistronischen Vektor plRES-N1 kloniert. Nach der stabilen
Transfektion der Mammakarzinom:Zelllinien MDA-MB-435S und MDA-MB-468 konnte
die Expression des EMMPRIN-FLAG-Proteins auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.
Auf Protein-Ebene waren nur geringe Mengen der L-Form und kaum nachweisbare
Mengen der H-Form detektierbar.

Eine Ursache fur die geringe EMMPRIN-FLAG Expression konnte der verwendete
Vektor pIRES-N1 liefern. Der Vektor enthdlt, wie eine Vielzahl von eukaryontischen
Expressionsvektoren, als Selektionsmarker das Gen fur Neomycin. Das Neomycin-Gen
kann auf Promotoren wie SV40 oder CMV inhibierend wirken und zu einer 510fachen
Reduktion der Expression fuhren. Dieser Effekt wurde an FibroblastenZelllinien gezeigt
[196]. In wie weit dieser Mechanismus auch in den Mammakarzinomzelllinien auftritt, ist
nicht bekannt.

Die erste Arbeit, in der eine Zélllinie (MDA-MB-436) stabil mit der EMMPRIN
cDNA transfiziert wurde, zeigte eine 20fache Uberexpression auf RNA-Ebene [164]. Die
Protein-Expression wurde in dieser Arbeit nicht gezeigt. Die einzigen weiteren Arbeiten, in
denen EMMPRIN stabil Uberexprimiert wurde, beschreiben eine Steigerung der
EMMPRIN-Expression um einen Faktor 1,5 bis 2 [136, 197]. Dieses Ergebnis entspricht
auch meinen Ergebnissen. Eine Erklérung fir die geringen Expressions-Steigerungen
liefern die Arbeiten alerdings nicht.

Da in den geplanten weiteren funktionellen Untersuchungen der Effekt einer 1,5 bis
2fachen Uberexpression wahrscheinlich nicht ausreichend wére, wurde fiir weitere Studien

eine Knock-Down Strategie entwickelt.
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4.4.2 siRNA-vermittelter Knock-Down von EMMPRIN in der humanen
Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231

4.42.1 Etablierung der RNAI

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expresson von EMMPRIN mittels SRNA stabil
inhibiert. Um dies zu erreichen, musste die RNAI-Technologie zunéchst am Institut
etabliert werden. Im Vergleich zu anderen Methoden zur Expressions-Reduktion wie
Antisense-Oligonukleotide, Ribozyme oder Inhibitoren der Signaltransduktion, gilt der
Einsatz von RNAI als sehr viel effizienter und spezifischer [152, 198-200]. Die Inhibierung
der Expression durch RNAI ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Zelltyp, Starke der
Expression, Rate des RNAi vermittelten mRNA-Abbaus, Halbwertszeit des Proteins und
die Sekundarstruktur der mRNA spielen dabei eine wichtige Rolle [152, 198, 200].
Entscheidend fir die Effizienz der RNAI ist adlerdings die gewéhlte Zielsequenz auf der
MRNA. Um mittels transienter Transfektion verschiedene Zielsequenzen austesten zu
konnen, muss eine hohe Transfizierbarkeit der Zellen gewahrleistet sein.

4.4.2.2 Optimierung der Transfektionseffizienz
Fir die Transfektionen wurden kationische Lipide eingesetzt, die einen Komplex mit der
SIRNA bilden, der endozytotisch aufgenommen wird. ES wurden drei verschiedene
kationische Lipide getestet: Lipofectamin (Invitrogen), dessen Vorganger Lipofectin eines
der ersten erfolgreich verwendeten Transfektionsreagenzien fur SRNA war, Oligofectamin
(Invitrogen) und RNAifect (Qiagen) [199, 201]. Fur die Optimierung der
Transfektionsbedingungen wurde eine unspezifische Fluoreszensmarkierte sIRNA
verwendet. Es konnten Transfektionseffizienzen von Uber 90% erreicht werden. Die
Ubertragung der optimierten Bedingungen auf eéine EMMPRIN-spezifische SIRNA zeigte
alerdings keinen Einfluss auf die EMMPRIN-Expression in den MDA-MB-231 Zellen.
Ein Nachteil der Fluoreszenz-markierten SSRNA war die geringe Haltbarkeit der
Fluoreszenz von maximal 8 h. Es ist bekannt, dass die Aufnahme von SSRNA nach 2 —4h
ihr Maximum erreicht [202]. Die toxischen Effekte der Transfektion setzen aber erst sehr
viel spéter ein, so dass eine Bestimmung der vital transfizierten Zellen mit dieser Methode
nicht moglich war. Zudem ist es schwierig, zu unterscheiden, ob die
Fluoreszenzmarkierten ssSRNAs von den Zellen aufgenommen wurden oder sie nur auf der
Zellmembran angeheftet sind.

Die weitere Optimierung wurde deshalb mit einer validierten SRNA gegen die
MAPK1 an den leichter zu transfiziererden Hel.a- Zellen durchgefihrt. Die unter diesen
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Bedingungen durchgefiihrten Transfektionen brachten mit den gegen EMMPRIN
gerichteten SSIRNAs die gewtinschte Reduktion, und es konnte eine geeignete Zielsequenz

fur die Generierung eines siIRNA-Expressionsvektor ausgewahlt werden.

4.4.2.3 Stabiler Knock-Down von EMMPRIN mittels RNAI

Der Vektor pSilencer H1 (s. 25.3) ist nach dem gleichen Prinzip aufgebaut, wie der erste
fir RNAI entwickelte Vektor pSuper von Brummelkamp und Mitarbeitern [154]. Die
Insertion der siRNA-spezifischen Sequenz erfolgt ebenfals nach dem von Brummelkamp
beschriebenen Prinzip [154]. Durch die stabile Transfektion der MDA-MB-231 Zellen mit
dem Vektor pSilence-SsEMMPRIN wurden Zdllinien generiert, die einen
unterschiedlichen EMMPRIN-Expressions-Level zeigten. Dieses weist darauf hin, dass
dhnlich wie bel Plasmid-Transfektionen zur Expression von Proteinen, der Ort der
Integration ins Genom einen Einfluss auf das Expressions-Niveau der SSRNA und damit
auf die Effizienz des Knock-Downs hat. Insgesamt lieferte die Methode der Vektor-
vermittelten RNAI sehr gute Silencing-Effekte.

4.4.3 Korrelation zwischen EMMPRIN-Expression und Proliferation

In der in dieser Arbeit durchgefihrten histologischen Untersuchungen der priméren
Mammakarziome wurde eine positive Korrelation zwischen EMMPRIN, dem mitotischen
Index und der Tumorgrof3e gezeigt. In einer weiteren Studie unseres Institutes wurde
dariber hinaus eine Korrelation zwischen der EMMPRIN-Expression und dem
Proliferationsmarker Ki67 nachgewiesen [83]. EMMPRIN kann durch die Stimulierung
der MMP-Expression, die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus der EZM fordern. Es
l&sst sich daher nicht sagen, ob die EMMPRIN-Expression im Primartumor direkt auf die
Proliferation der Tumorzellen wirkt, oder ob die Proliferation durch freigesetzte
Wachstumsfakoren aktiviert wird.

Die RNAI-vermittelte Reduzierung der EMMPRIN-Expression in den MDA-MB-
231 Zellen zeigte in vitro keinen Einfluss auf die Proliferation. Dieses Ergebnis entspricht
den Untersuchungen von Zucker et al.. Auch Zucker und Mitarbeiter konnten durch eine
Uberexpression von EMMPRIN in den MDA-MB-436 Zellen keinen Einfluss auf die
Proliferation beobachten [164]. Im Gegensatz dazu zeigten Xu und Hemler, dass die
Reduktion der EMMPRIN-Expression in HEK293-Zellen zu ener verminderten
Proliferation fahrt [197]. Xu et a. konnten nachweisen, dass EMMPRIN in der
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Zellmembran der HEK293-Zellen als Komplex vorliegt mit den Proteinen: LAT1 (L-Typ
Aminosdure-Transporter), MCT (Monokarboxylat-Transporter) und CD98hc. Xu et al.
konnten weiter zeigen, dass eine Reduktion der EMMPRIN-Expresson zu einem
verminderten Transport des metabolisch wichtigen Transporter LAT1 in die Membran
fahrt. Auch die Lokalisation von MCT1 und MCT4 in der Membran sind abhéangig von der
EMMPRIN-Expression [117]. Vermutlich fdhrt in den von Xu et a. untersuchten
HEK293-Zellen die verminderte EMMPRIN-Expresson zu einem verminderten
Metabolismus der Zelle und somit zu einer Reduktion der Proliferation.

Die widersprichlichen Ergebnisse zum Einfluss von EMMPRIN auf die
Proliferation, kénnten durch unterschiedliche Glykosylierungen der EMMPRIN-Proteine
und damit verbundenen unterschiedlichen Funktionen in den untersuchten Zelllinien
begrindet sein. Eventuell sind die Zelllinien in ihrem Metabolismus auch nicht im gleichen
Mal3e abhéngig von dem CD98hc-Komplex.

4.4 4 Effekte der EMMPRIN-RNAI auf die MMP-Produktion

MM Ps werden im Primartumor auch von Tumorzellen, hauptséchlich aber von assoziierten
Fibroblasten exprimiert [38]. De Untersuchung der MMP-Expression in den MDA-MB-
231 Zellen zeigte eine deutliche Expression von MMP-1 und -3. Nicht nachgewiesen
werden konnte die Expression von MMP-2 und -9. Die Reduktion der EMMPRIN-
Expresson durch RNAi zeigte keine Effekte auf die MMP-1- und -3-Produktion.
EMMPRIN scheint somit nicht durch autokrine Mechanismen die Produktion von MMP-1
und -3 zu regulieren, wie es fur die MMP-2-Expresson von MDA-MB-435 Zellen
beschrieben wurde. Sun und Mitarbeiter konnten zeigen, dass sowohl Antikorper gegen
EMMPRIN as auch ein unvollsténdig glykosyliertes, rekombinantes EMMPRIN-Protein
die MMP-2-Produktion der Mammakarzinom Zelllinie MDA-MB-435 inhibieren [100]. In
der Studie von Sun et al. konnten in dem gleichen Versuch keine Verénderung der MMP-
9-Expression festgestellt werden [100]. Die MMP-1-, -3- und -9-Expresson von
Tumorzellen scheint somit im Gegensatz zur MMP-2 Expression nicht durch EMMPRIN
kontrolliert zu werden.

Eine EMMPRIN-abhéngige MMP-Expression wurde in verschiedenen Studien an
Tumorzell/Fibroblasten Co-Kulturen gezeigt [100, 134-136, 203]. In den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Stimulationsversuchen von Fibroblasten durch Tumorzellen konnte ein

schwacher Einfluss von EMMPRIN auf die MMP-2-Expression und die Expression der
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aktiven MMP-9-Form der Fibroblasten, aber kein Einfluss auf die proMMP-9-Expression
gezeigt werden. Dieses Ergebnis bestétigt die Studie von Sun et al., die an Versuchen mit
MDA-MB-435 Zellen und dermalen Fibroblasten ebenfalls zeigen konnte, dass die MMP-
2-Expression durch EMMPRIN gesteigert wird [100]. Die Ergebnisse widersprechen aber
z.B. den Untersuchungen von Tang et a., der in MDA-MB-231 Zellen beobachtet hat, dass
EMMPRIN auch die proMMP-9-Expression in Fibroblasten aktiviert [136, 203]. Eine
mogliche Ursache fiur die widerspruchlichen Ergebnisse konnten die verwendeten
Fibroblasten sein. In alen in vitro Studien wurden primére dermale Fibroblasten
verwendet. Schon 1989 haben Prescott und Mitarbeiter gezeigt, dass dermale Fibroblasten
von unterschiedlichen Spendern nach Stimulation durch Tumorzellen nicht in gleicher
Weise die MM P-Produktion aktivieren [204].

4.45 Bedeutung von EMMPRIN fur die Migration

Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass EMMPRIN mit den agl3;- und agl3;- Integrinen
in der Zellmembran assoziiert ist [99, 104, 205]. Integrine sind eine grof3e Familie von
Zelladhasionsmolekilen, die Zell-Zell-Kontakte und Zell-Matrix-Kontakte vermitteln
[206]. Integrine konnen darlber hinaus Uber Adaptorproteine Proliferation und
Uberlebensmechanismen steuern [207, 208]. Vermutlich aktiviert auch EMMPRIN Uber
die Interaktion mit Integrinen den FAK-Signalweg [140-142]. Epitheliale Tumorzellen
kénnen durch Aktivierung des FAK-Signalweges der Apoptose, die bei Verlust des
Substratkontakts aktiviert wird, entgehen [209]. Aber nicht nur die Wechselwirkung von
EMMPRIN mit Integrinen weist daraufhin, dass EMMPRIN en wichtiges
Zelladhasionsmol ekl in der Tumorprogression sein kénnte. Auch Untersuchungen an der
humanen Monocyten-Zdlllinie U937 haben gezeigt, dass EMMPRIN Integrin-unabhangig
Zellaggregation fordern kann [210].

Mit Hilfe eines 3D-Modells sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob
EMMPRIN auch einen Einfluss auf die Zellaggregation und Migration von Tumorzellen
hat. Um die Bedingungen im Tumor besser nachzustellen, wurden die Tumorzellen nicht
als Einzelzellen, sondern in Form von Aggregaten (Sphéroiden) untersucht. Die Sphéroide
wurden in einer Kollagen | Matrix eingegossen und Uber 48 h gefilmt. Kollagen | ist der
Hauptbestandteil der interstitiellem Bindegewebefibrillen. Metastasierende Tumorzellen
missen sowohl bei der Invasion wie auch fur die Extravasion durch das intertitielle

Bindegewebe des jeweiligen Organs migrieren. In dem ausgewdhiten Modellsystem
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konnten keine Effekte von EMMPRIN auf die Auflésung von Zell- Zell-K ontakten oder auf
die Migration festgestellt werden. Die mittels RNAI in der EMMPRIN-Expression
reduzierten Zelllinien zeigten keine Unterschiede zur Ursprungszelllinie. Auffallig waren
in ihrem Migrationsverhalten dagegen die Vektor-transfizierten Kontroll-Zelllinien VP1
und VP12. Die Zellen dieser Zelllinien [6sten sich sehr langsam aus den Sphéroiden.

Die Zdllinie MDA-MB-231 ist im Xenograft-Modell eine der aggressivsten
Mammakarzinomzelllinien. Das Genom dieser Zelllinie zeigt starke genetische
Abberationen. So fehlen zum Beispiele fast vollstandig die Chromosomenarme 13p und
14p [211]. Es ist davon auszugehen, dass das Genom insgesamt sehr instabil ist und es
dadurch zur Entstehung von genomisch verdnderten Subklonen kommt, die sich auch
phéanotypisch von der Ursprungs-Zelllinie unterscheiden. Verschiedene Arbeiten konnten
fur die MDA-MB-231 Zdlllinie nachweisen, dass die Isolierung von Subklonen, die einen
eher epitheliden Phéanotyp im Vergleich zur Ursprungs-Zelllinie besitzen, mdglich ist
[212]. Die isolierten Subklone waren meistens im Xenograft-Modell weniger tumorigen als
die urspringlichen MDA-MB-231 Zelen [212, 213]. Zur Aufklarung, ob es sich bei den
von mir verwendeten Kontroll-Zelllinien VP1 und VP12 um spezielle Subklone der
Zdllinie handelt, oder ob das besondere Verhaten durch den Kontrollvektor verursacht
wird, missten in weiteren Studien eine grofRere Anzahl an Vektor-transfizierten Zelllinien
analysiert werden.

Auch konnten fur die mogliche Rolle von EMMPRIN a's Adhasionmolekil andere
Matrixbestandteile wie Laminin oder Fibronektin von gréf3erer Bedeutung als Kollagen |
sein. Fibronektin und Laminin sind Liganden fur die EMMPRIN assoziierten Integrine
[206]. Auch in der Interaktion von Fibroblasten mit Tumorzellen kénnte EMMPRIN eine
wichtige Rolle als Adh&sionsmolekil spielen. Fibroblasten zeigen einen intensiven ,, Cross-
Tak* mit angrenzenden Tumorzellen, wodurch verschiedene Mechanismen iniziiert
werden, die die Tumorprogression sowohl férdern als auch hemmen kdnnen [38, 214,

215]. Auch hier wéren weitere Funktionen von EMMPRIN als Adaptorprotein denkbar.

4.5 Ausblick

EMMPRIN konnte in der histologischen Studie mit verschiedenen Risikofaktoren
assoziiert werden. Eine positive EMMPRIN-Farbung korrelierte dartiber hinaus mit einem

schlechteren tumorspezifischen Uberleben. In den funktionellen in vitro Untersuchungen
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zeigte EMMPRIN keinen direkten Einfluss auf die Proliferation oder Migration der
Tumorzellen. Da die in vitro Versuche ohne assoziierte Zellen wie Fibroblasten oder
immunologischen Zellen durchgefiihrt wurden, spiegeln sie jedoch nicht die komplexen
Interaktionen, die innerhalb eines Tumors stattfinden, wieder. In weiterfihrenden Studien
sollten in vitro- und in vivo-Modelle verwendet werden, die stérker die Interaktion von
Tumorzellen und assoziierten Zellen beleuchten. Unter diesem Aspekt wurden in einem
ersten Pilotversuch die EMMPRIN-reduzierten MDA-MB-231 Zellen im Vergleich zur
parentalen Zelllinie im Xenograft-Modell untersucht. Das Experiment konnte allerdings im
Rahmen der Doktorarbeit noch nicht abgeschlossen werden. Auch hinsichtlich der
Interaktion von Tumorzellen mit Zellen des Immunsystems konnte EMMPRIN eine
wichtige Funktion einnehmen. Verschiedene Untersuchungen an T-Lymphozyten haben
gezeigt, dass EMMPRIN wichtig ist fur die Reifung von FZellen, aber auch fur deren
Aktivierung [86, 216-218].

EMMPRIN - ein therapeutisches Angriffsziel?

Das humane EMMPRIN wurde in der vorliegenden Arbeit das erste Mal als Trager von
Lewis*-Gruppen beschrieben. Muramatsu et al. zeigten, dass auch das murine EMMPRIN
ein Trager von Lewis®-Gruppen in der Embryonalentwicklung ist [187]. Ob EMMPRIN
auch in der humanen Embryonalentwicklung Lewis‘-Gruppen trégt, ist noch nicht
untersucht. Die Expresson von embryonaen Marker-Proteinen ist allerdings
charakteristisch fur Tumorzellen. Viele Mechanismen wie z.B. EMT, Proliferation,
Gewebeumbau und Angiogenese sind sowohl fur die Embryonal- Entwicklung wie auch fur
die Tumorprogression wichtig [219, 220]. Haufig sind Protene in der
Embryonalentwicklung und in der Tumorprogression fur ihre speziellen Funktionen
posttrandational anders modifiziert als im normalen adulten Gewebe [187, 221]. Dies
macht sie zu potenziellen Angriffszielen fur Anti- Tumor-Therapien.

Die hier identifizierten strukturell unterschiedlichen und wahrscheinlich auch
funktionell unterschiedlichen EMMPRIN-Molekile in Tumoren mit identischem
histologischen Ursprung zeigen die Notwendigkeit der Entwicklung monoklonaler
Antikorper, die spezifisch die unterschiedlichen EMMPRIN-Isoformen erkennen. In einer
Studie unseres Institutes konnte an verschiedenen humanen Geweben gezeigt werden, dass
hauptsachlich  epitheliale Zellen, aber auch Keimzelen, Myozyten des linken
Herzventrikels und vaskul&re Endothelzellen des Gehirns EMMPRIN exprimieren [193].
Andere Arbeiten bestdtigen ebenfalls die Expression von EMMPRIN in lebenswichtigen
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Organen [96]. Fir einen Einsatz von EMMPRIN als therapeutisches Angriffsziel wére eine
differenziellere Analyse der Expression unter Berticksichtigung der EMMPRIN-Varianten
in gesunden Geweben notwendig. Isoform spezifische Antikdrper kdnnten dazu beitragen,
neue Wege zur Therapie und Prognose des Mammakarzinoms zu ebnen und gleichzeitig

weitere Untersuchungen zur Biologie von EMMPRIN ermdglichen.
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5. Zusammenfassung

EMMPRIN ist ein multifunktionelles Zelladhasionsmolekil der Immunglobulin
Superfamilie, das viele Schritte der Tumorprogression beeinflusst [96]. Ziel der
vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der méglichen Rolle von EMMPRIN beim
humanen Mammakarzinom. Es sollte nicht nur die Expression, posttranslationae
Modifizierung und Sezernierung von EMMPRIN untersucht werden, sondern auch
funktionelle Untersuchungen durchgeftihrt werden, um einen Einfluss von EMMPRIN auf
die tumorbiologisch wichtigen Prozesse wie Proliferation, Migration und Expression von
MMPs zu untersuchen

Erstmals konnte in dieser Arbeit mit Hilfe der Tissue-Microarray- Technologie an
Uber 2000 Mammakarzinomproben gezeigt werden, dass eine signifikante Korrelation
zwischen EMMPRIN-Expression in primaren Mammakarzinomen und der Uberlebensrate
der Patientinnen nach mehr als 10 Jahren Beobachtungszeit besteht. Weitere Studien
zielten darauf ab, zu kléaren, ob EMMPRIN auch kausal an der Invasion und
Metastasierung humaner Mammakarzinomzellen beteiligt ist.

Durch eine Expressionsstudien an 14 humanen Mammakarzinomzelllinien, die sich
in ihrer Tumorigenitdt und ihrem metastatischen Potenzial in vivo unterscheiden, konnte
gezeigt werden dass die Mammakarzinomzelllinien zwei unterschiedliche Formen des
reifen, vollstandig posttranslational- modifizierten EMMPRIN-Molekils exprimieren
Interessanterweise zeigte sich, dass eine Korrelation zwischen im Mausmodell
aggressiveren Mammakarzinomzelllinien und der Expression eines EMMPRIN-Proteins
mit einem Molekulargewicht von 45 kDa (H45-Form) besteht. Die Tatsache, dass die
Existenz der verschiedenen EMMPRIN-Molekile auch in humanen, priméren
Mammakarzinomen nachgewiesen werden konnte, unterstreicht die Bedeutung dieser
Beobachtung. Die Expression unterschiedlicher EMMPRIN-Molekile in humanen
Mammakarzinomzellenwurde in dieser Arbeit das erste Mal gezeigt.

Im Weiteren sollte die molekulare Ursache fur die Heterogenitét der EMMPRIN-
Molekile ergrindet werden. Es konnte gezeigt werden, dass die unterschiedlichen
EMMPRIN-Proteine nicht durch aternatives Spleil’en der EMMPRIN-Primartranskripte
oder Mutationen entstehen. Die detallierte molekulare Analyse der Kohlenhydratstrukturen
wies dattdessen auf die Existenz unterschiedlich posttransational- modifizierter
EMMPRIN-Proteine hin. So konnte gezeigt werden, dass EMMPRIN-Molekile zwar
immer ausschliefdlich N-Glykosyliert sind und grundsdtzlich R1,6 verzweigte
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Polylaktosamine tragen, dariiber hinaus aber differenziell mit Lewis*-Gruppen dekoriert
sein konnen. Erstmals konnte in dieser Arbeit somit humanes EMMPRIN als Trager der
biologisch und funktionell wichtigen Lewis*-Kohlenhydratstruktur identifiziert werden.

Obwohl EMMPRIN as membranstandiges und auch als sezerniertes Protein
exprimiert wird, waren bis zum Beginn der vorliegenden Arbeit die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen unbekannt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen zeigten, dass nur die reifen EMMPRIN-Molekile, nicht aber das
unvollstéandig-prozessierte EMMPRIN sezerniert wird. Die Hypothese, dass aternatives
Spleifen der EMMPRIN-Primértranskripte oder die Anwesenheit einer hydrophilen
Aminosaure in der Transmembrandomane von EMMPRIN in diesem Zusammenhang von
Bedeutung seinen konnten, konnte u.a. durch zielgerichtete Mutagenese nicht bestétigt
werden, so dass die molekularen Ursachen fir die Sekretion von EMMPRIN an dieser
Stelle nicht geklart werden konnten.

Fur die funktionelle Untersuchung von EMMPRIN musste zunéchst die RNAI-
Technologie etabliert werden. Mit dieser Methode gelang es anschlief3end, die EMMPRIN-
Expression in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 stabil auf unter 10% zu
reduzieren Es konnte mit Hilfe dieses Modellsystems in ersten in vitro Untersuchungen
kein Einfluss von EMMPRIN auf Proliferation, Zellaggregation und Migration in einer
Kollagen | Matrix nachgewiesen werden. In Stimulations-Versuchen von priméaren
Fibroblasten mit den MDA-MB-231 Transfektanten konnte allerdings ein schwacher
positiver Einfluss von EMMPRIN auf die MMP-2- und MMP-9-Expression der

Fibroblasten nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der histologischen Studie zeigten die Bedeutung von EMMPRIN fir die
Progression des Mammakarzinoms. Dain ersten in vitro Untersuchungen EMMPRIN nicht
mit erhohten Proliferation, veranderten Aggregation oder Migration assoziiert werden
konnte, scheint fir die verschiedenen Funktion von EMMPRIN eine Interaktion mit
tumorassoziierten Zellen wie Fibroblasten oder tumor-infiltrierenden Immunzellen wichtig
zu sein. Eine im Rahmen dieser Arbeit bereits initiierte Transplantation von MDA-MB-231
Transfektanden in immundefiziente Mause kénnte zu einem besseren Verstandnis der
moglichen Funktion von EMMPRIN be Zédll-Z€ll- Interaktionen im Mammakarzinoms

beitragen.
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