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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Das humane Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren des Mammakarzinoms

Die héufigste Krebserkrankung der Frau ist mit einem Anteil von 28 % aller
Krebsneuerkrankungen (Inzidenz) das maligne Mammakarzinom. Statistisch gesehen,
erkrankt im Laufe ihres Lebens jede acht bis zehnte Frau an Brustkrebs. Nach den Angaben
des Robert-Koch Instituts (GEKID, 2006) treten in Deutschland 57.230 Neuerkrankungen pro
Jahr auf, was ca. 130 Falle pro 100.000 Einwohner entsprechen. Weltweit sind es nach den
Schatzungen des IARC (INTERNATIONAL ASSOCIATION ON RESEARCH OF CANCER) etwa 1,2
Millionen Frauen pro Jahr und ca. 410.000 sterben daran (FERLAY AND BRAY, 2002).

Die Brustkrebsinzidenz zeigt eine deutliche Abhangigkeit vom Alter; so liegt das mittlere
Erkrankungsalter bei 63 Jahren und damit sechs Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter
aller Krebserkrankungen. Etwa 40 % der Brustkrebsfalle treten vor dem 60. Lebensjahr auf.
Fir das Jahr 2002 betrug die Anzahl der Sterbefélle (Mortalitdtsrate) in Deutschland etwa 42
Félle pro 100.000 Frauen.

Wird die Inzidenzrate mit der Mortalitatsrate verglichen, lasst sich ein eindeutiger und starker
Anstieg von Brustkrebs seit den siebziger Jahren erkennen. Wahrend sich die Haufigkeit der
Erkrankungen in den letzten dreiig Jahren nahezu verdoppelt hat, welches einem
prozentualen Anteil von ca. 2,5 % pro Jahr entspricht, hat sich die Mortalitat seit Mitte der
neunziger Jahre leicht verringert. Eine Analyse der altersspezifischen Mortalitdat von 1990-
1992 und 2000-2002 zeigt, dass der Ruckgang besonders in den jingeren Altersklassen
ausgepragt ist. Wahrend sich in der Altersgruppe der tber 75-Jahrigen kein Rickgang zu
verzeichnen ist, ging die Mortalitat bei den unter 50-Jahrigen um 20-30 %, in der Gruppe der
50 — 74-Jahrigen um 10-15 % zurick (GIERSIEPEN AND MERZENICH, 2005). Durch die
modernen FriiherkennungsmalRnahmen und die stetige Weiterentwicklung der Hormon- und
Chemotherapie konnte die Reduzierung der Mortalitat in den letzten Jahren erreicht werden.
Durch viele wissenschaftliche Studien in epidemiologischer, molekularbiologischer sowie
genetischer Hinsicht konnten in der Vergangenheit Faktoren herausgearbeitet werden, die mit
einem erhdhten Brustkrebsrisiko assoziiert werden (RUBIN UND FARBER, 1999).

So werden als Risikofaktoren vor allem eine friihe erste Regelblutung (Menarche),
Kinderlosigkeit oder ein hoheres Alter bei der ersten Geburt sowie der spéte Eintritt in das

Klimakterium (Menopause) diskutiert. Auch spielen bei der Entstehung des
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Mammakarzinoms genetische Faktoren eine bedeutende Rolle, die zum Beispiel mit
Mutationen des BRCAL- oder BRCA2-Gens (breast cancer gene 1 oder 2) oder des
Tumorsupressorgens ~ p53  einhergehen.  Frauen, in  deren  Verwandtschaft
Brustkrebserkrankungen aufgetreten sind, tragen ebenfalls ein erhéhtes Risiko zu erkranken.

Durch Beobachtungsstudien ist bekannt, dass auch ein erhdhter Verzehr tierischer Fette,
erhéhtes Korpergewicht, Alkohol und Bewegungsarmut mit einem hoheren Brustkrebsrisiko
verbunden sind. Dabei lasst sich der Zusammenhang von Alkohol und Brustkrebsrisiko

eindeutig quantifizieren (JASIENKA ET AL., 2005).

1.1.2 Anatomie der weiblichen Brust

Die weibliche Brust (lat.: mamma) Schlisselbei
cnlusselobein

besteht in ihrer Gesamtheit aus Driisen

(Glandulae), Fett- und Bindegewebe. Rippe

Eigenes Muskel-gewebe hat die Brust
Brustmuskel

nicht, die Muskulatur liegt vielmehr Fettgewebe

hinter der Brustdrise auf dem _ )
Milchdrisen-

Brustkorb auf. Die  Brustdriise lappchen

(Glandula mammaria) besteht aus 15- Milchgang

20 Einzeldrusen (Lobi), die in radiar Bindegewebe
. . . Milchsackchen -
divergierender Form angeordnet sind Mammille S

TalgdrUseh\E .

und sich aus einer Vielzahl wvon

Lappchen (Lobuli) zusammensetzen.

Die Brustdriise entwickelt sich zur

Abbildung 1.1.: Anatomischer Aufbau der weiblichen

adulten Form unter dem Einfluss von Brustdriise. Die Milchdriisenlappchen sind in  dieser
Hormonen (Ostrogen) mit Langen- Abbildung zu groR dargestellt (modifiziert nach GOERKE ET
AL., 2008).

wachstum der Milchgénge (Ductus
lactiferi), Entfaltung der Gangepithelien und Bildung der Driisenendldppchen (Acini). Durch
das Hormon Progesteron kommt es zur Ausdifferenzierung der Acini. Gleichzeitig kommt es
zur Ausformung der Mammille (Papilla mammaria) und des Warzenhofes (Areola
mammaria) (GOERKE ET AL, 2008). Das Brustgewebe unterliegt einem hormonellen Einfluss
wéhrend des monatlichen Zyklus, in der Schwangerschaft sowie in der Menopause. Studien

der letzten Jahre zeigen, dass Proliferation und Funktion des Brustgewebes durch ein
2
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kompliziertes Mosaik von Hormonen (endokrine Regulation) und lokal wirksamen inter- und
intrazellularen Faktoren (autokrine und parakrine Regulation) dirigiert werden. Die Rolle der
Hormonabhéngigkeit der weiblichen Brustdriise ist eine mogliche Erklarung fir das

vermehrte Auftreten von Mammakarzinomen bei Frauen.

1.1.3 Histopathologische Charakterisierung des Mammakarzinoms

Nach der derzeit giiltigen WHO Kilassifikation (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2002) gibt es
eine Vielzahl benigner und maligner Tumore in der Brust. Unter dem Sammelbegriff
Mammakarzinom wird eine sehr heterogene bosartige Erkrankung der weiblichen Brustdriise
zusammengefasst, die von den Epithelien ausgeht und Merkmale von Milchgangen (duktale
Karzinome) oder von lobuléren Driusenlédppchen (lobuldre Karzinome) besitzt. Der hdufigste
Tumortyp des Mammakarzinoms ist der duktale Typ mit ca. 80 % der Falle, wohingegen der
lobulare Typ wesentlich seltener auftritt (10 - 15 %). Definitionsgemal? handelt es sich bei
Tumore, welche die Basalmembran der Milchgdnge und Drisenldppchen noch nicht
durchbrochen haben und sich ausschlieBlich innerhalb des Driisengewebes befinden, um so
genannte Carcinomata in situ (CIS). Gelingt es den Tumorzellen, die umgebende
Basalmembran zu durchbrechen und in das angrenzende Stroma vorzudringen, liegt ein
invasives Karzinom vor. Das lobuldre Karzinom in situ (LCIS) geht wesentlich seltener in die
invasive Form Gber als das duktale Karzinom in situ (DCIS) und ist damit mit einer besseren
Prognose assoziiert.

Die histologische Einteilung der Tumortypen erfolgt anhand der pathologischen TNM-
Klassifikation (Staging) und der Bestimmung des Differenzierungsgrades (Grading). Gemal
der UICC (INTERNATIONAL UNION AGAINST CANCER) gibt das Staging die TumorgroRe (T),
den Status der regionalen Lymphknoten (N) und das VVorhandensein von Fernmetastasen (M)
zum Zeitpunkt der Diagnose an. Die pathologischen Charakteristika der TumorgréfRe und des
Lymphknotenstatus, die nach der Operation bestimmt werden, besitzen die Bezeichnung pT
(pTis- bis pT4), pN (pNO- und pN+) und pM (MO/M+ falls Fernmetastasen vorhanden sind).
Das Grading fasst verschiedene histologische und zytologische Merkmale zusammen und
wird in drei Differenzierungsstufen angegeben. Die Bezeichnung G1 stellt einen gut
differenzierten, G2 einen méRig differenzierten und G3/G4 einen schlecht differenzierten

Tumor dar.
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1.1.4 Prognosefaktoren beim Mammakarzinom

Um eine rationale Abschdtzung der Prognose bei einer Brustkrebserkrankung geben zu
kénnen, werden zundchst klinisch-pathologische Parameter, wie die zuvor beschriebene
TNM-Klassifikation (Staging), der Differenzierungsgrad (Grading) und das AusmafR der
Metastasierung (Nodalstatus = Befall von Lymphknoten) herangezogen. Diese Parameter
werden verwendet, um eine moglichst effektive und addquate Therapie fur jeden einzelnen
Tumor zu planen. Des Weiteren sind auch das Alter der Patientin sowie der
Steroidhormonrezeptorstatus von prognostischer und therapeutischer Bedeutung. Die
Prognose ist als unglnstiger einzuschétzen, je gréfRer der Tumor ist, je mehr Lymphknoten
befallen sind, je hther das Grading und je jinger die Patientin ist.

Der Hormonrezeptorstatus (ER = Ostrogenrezeptor und PR = Progesteronrezeptor) zahlt zu
den wichtigsten Selektionskriterien fir die Planung einer adjuvanten hormonbasierten
Therapie (BASSLER, 1997; FITZGIBBONS ET AL., 2000).

Neben den klassischen Prognosefaktoren stehen mittlerweile neuere molekularbiologisch
bestimmte Prognosefaktoren zur Verfligung. Die Anforderungen an neue Prognosefaktoren,
die sinnvoll in der Routinediagnostik zur Verfligung stehen sollen, sind hoch. So mussen
diese statistisch einwandfrei und reproduzierbar in unabhéngigen Studien belegt sein und eine
unabhéngige Relevanz in multivariaten Analyse zeigen (GRAEFF ET AL., 1997).

Diese  Kriterien erfullt zum  Beispiel der tumorassoziierte  Proteolysefaktor
Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (UPA) und sein Inhibitor PAI-1 (Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-Typ 1) (Mc GUIRE ET AL., 1991). Die beiden Faktoren uPA und PAI-1
tragen bedeutend zur Invasions- und Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen bei. Hohe
Konzentrationen von uPA und PAI-1 im Primdrtumor gehen mit einem erhdéhtem
Metastasierungsrisiko und einem kirzerem Gesamtiiberleben einher (HAYES ET AL., 1996;
LAKHANI ET AL., 2002). Nodalnegative Patientinnen mit niedrigem uPA und PAI-1 Wert im
Tumor haben eine eher glinstige Prognose, so dass eine adjuvante Chemotherapie bei diesen
Patientinnen nicht indiziert scheint (HARBERG ET AL., 2002; JANICKE ET AL., 1993).

Als weiterer wichtiger Prognosefaktor dient das Onkogen c-erbB-2 (Synonym: HER2-neu =
human epidermal growth factor receptor, type 2), das als Mediator fir Proliferation,
Differenzierung und fir metabolische Ablaufe in der Zelle fungiert. Eine Amplifikation und
Uberexpression dieses Onkogens tritt bei ca. 20-30 % aller Mammakarzinom-Patientinnen auf
und ist mit einem aggressiven Verlauf der Erkrankung assoziiert (CUMMINGS ET AL., 1999).
Retrospektive Analysen deuten darauf hin, dass eine erhdhte Expression von c-erbB-2 mit

einer Resistenz gegen das Chemotherapeutikum Tamoxifen einhergeht. Eine frihzeitige
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Bestimmung des so genannten HER2-neu-Status dient vor allem Patientinnen mit h&matogen
metastasiertem Mammakarzinom, bei denen dann eine Immuntherapie mit Trastuzumab,
einem humanisierten monoklonalem Antikorper, der gegen das Onkoprotein gerichtet ist,
indiziert ist (SLAMON ET AL., 2001). Klinische Daten {iber Trastuzumab (Herceptin®) belegen
signifikant seine Effektivitat: Sowohl das mediane Uberleben, als auch die mediane Zeit zur
Progression waren durch die Kombination von Chemotherapie und Trastuzumab oder auch in
der Herceptin®Monotherapie deutlich verlangert (COBLEIGH ET AL., 1999; SLAMON ET AL.,
2001).

Alle weiteren neueren Prognosefaktoren wie andere tumorassoziierte Proteolysefaktoren (z.B.
Cathepsin D) oder zellkinetische Parameter (Ki-67, S-Phasefraktion, p53, c-myc, TGF a und
TGFP) sind zurzeit noch Gegenstand wissenschaftlicher Studien. Nach dem derzeitigen
Wissenstand kann keine allgemeingiiltige Empfehlung ausgesprochen werden, obwohl in
einigen klinischen Zentren eine Bestimmung des nukledren Antigens Ki-67 oder des
Tumorsuppressors p53 in der Routinebefundung durchgefiihrt wird (TUMORZENTRUM
MUNCHEN, 2005).

1.2 Transkriptionsfaktoren der AP-1 Familie

In einem vielzelligen eukaryontischen Organismus werden biologische Vorgénge wie
Proliferation, Differenzierung oder Apoptose durch die Regulation spezifischer Gene
koordiniert. Die differentielle Expression dieser Gene wird durch externe Stimuli, wie zum
Beispiel Wachstumsfaktoren, Zytokine, Tumorpromotoren, Hormone oder chemische
Agenzien moduliert.

Sie interagieren direkt mit der DNA bzw. binden an membranstandige oder cytoplasmatische
Rezeptoren und aktivieren Signaltransduktionskaskaden in der Zelle. Am Ende solcher
Signaltransduktionskaskaden, die v.a. aus Proteinkinasen und Phosphatasen bestehen, stehen
haufig Transkriptionsfaktoren. Binden die Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-
Bindungssequenzen oder treten mit dem RNA-Polymerase Il-Initiationskomplex in Kontakt,
aktivieren oder reprimieren sie die Transkription des jeweiligen Zielgens.

Die Mitglieder der AP-1 Familie (activating protein-1) sind solche Transkriptionsfaktoren,
die angeregt durch externe Stimuli verschiedene Prozesse in der Zelle aktivieren (ANGEL ET
AL., 1987b; LEE ET AL., 1987a; ANGEL UND KARIN ET AL., 1991; KARIN ET AL., 1997). Der AP-

1 Komplex besteht aus Proteindimeren, die sich aus einer Kombination der verschiedenen
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Mitglieder der Fos-, Jun- und ATF-Proteinfamilie zusammensetzen. Die Familie der Fos-
Proteine besteht aus cFos, FosB, Fra-1 und Fra-2, die der Jun-Proteine aus cJun, JunB und
JunD und die der ATF-Familie aus ATF-2, ATF-3/LRF-1 und BH-ATF (Ubersicht: VoGT
UND Bos, 1990; ANGEL UND KARIN, 1991; GOETZET AL., 1996, KARIN ET AL., 1997).

Anhand von Sequenzanalysen wurden den AP-1 Proteinen aufgrund von hoch konservierten
charakteristischen Eigenschaften in die bZip-Proteinfamilie eingeordnet (LANDSCHULZ ET AL.,
1988). Die bZip-Region besteht aus zwei funktionellen Untereinheiten. Allen AP-1
Mitgliedern gemeinsam ist die basische Region, die sich aus 12 bis 14 Aminoséauren
zusammensetzt und die Bindung an AP-1-Bindungsstellen in den Promotoren und Enhancern
der Zielgene erlaubt, sowie die benachbarte Leucin-Zipper-Region. Der Leucin-Zipper
ermdglicht die Dimerisierung der AP-1-Untereinheiten (VOGT UND Bos, 1990).

Die Proteine der Jun-Familie sind in der Lage sowohl stabile Homodimere als auch
Heterodimere mit den Proteinen der Fos- und ATF-Familie zu bilden (KOUZARIDES UND ZIFF,
1988; NISHIZAWA ET AL., 1989; SMEAL ET AL., 1989; ZERIAL ET AL., 1989; MATSUI ET AL.,
1990; ZIFF ET AL., 1990; HAI UND CURRAN, 1991; HSU ET AL., 1991; DORSEY ET AL., 1995).
Ahnliches gilt fir die Mitglieder der ATF-Familie, die gleichfalls sowohl Homo- als auch
Heterodimere formen kdnnen (ZIFF ET AL., 1990; HAI UND CURRAN, 1991), wohingegen es
den Fos-Proteinen aufgrund der elektrostatischen Eigenschaften ihres Leucin-Zippers nicht
maoglich ist, Homodimere zu bilden. Sie koénnen sich nur mit den Jun-Proteinen zu
Heterodimeren vereinigen (HAI UND CURRAN, 1991).

Die gebildeten Dimere kdénnen mit hoher Affinitdt an eine asymmetrische Heptanukleotid-
Sequenz TGA (C/G) TCA, der so genannten TRE-Sequenz (oder ,,TPA responsive elements)
binden, die in den palindromischen Abschnitten vieler regulatorischer Promotor- oder
Enhancer-Regionen vorhanden sind. Ebenso binden die Dimere mit einer etwas
abgeschwachten Affinitét an eine symmetrische Oktanukleotid-Sequenz, die so genannte CRE
oder ,,cAMP-responsive elements®. Durch die Méglichkeit, verschiedene Dimerformationen
auszubilden, ergibt sich eine groRe Anzahl verschiedener Kombinationen der AP-1 Mitglieder
untereinander. Je nach Spezifitdit der gebundenen Dimere sowie den benachbarten
regulatorischen Regionen fiihrt dies in vitro zu einer Forderung oder Inhibition der
Transkription zahlreicher Gene (HAI UND CURRAN, 1991).

Hinsichtlich der DNA-Bindungsspezifitat und der Fahigkeit zur Dimerisierung mit Jun oder
Fos wurden weitere bZIP-Proteine identifiziert (Ubersichtsartikel: KARIN, ET AL., 1997): die
Maf-Proteine (v-Maf, c-Maf), das Genprodukt des neuralen retinaspezifischen Gens

(NISHIZAWA, ET AL.,, 1989; SwWAROOP ET AL., 1992), sowie die beiden Jun-
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Dimerisierungspartner JDP1 und JDP2 (ARONHEIM ET AL., 1997). Fir den direkten oder
indirekten Kontakt zur basalen Transkriptionsmaschinerie weisen die AP-1-Proteine neben
der basalen und Leucin-Zipper-Region eine dritte funktionelle Domane auf, die
Transaktivierungsdoméne, die einen mafiigeblichen Einfluss auf die Transkriptionsrate des
Zielgens hat (ANGEL UND KARIN, 1991; BOHMANN ET AL., 1998).

Viele dieser AP-1 responsiven Gene sind mittlerweile bekannt, sie codieren unter anderem fiir
Wachstumsfaktoren (z.B. NGF, HENGERER ET AL., 1990), Metalloproteinasen (z. B. MMP-9,
GUM ET AL., 1996; CROWE AND BROWN, 1999; Collagenase, ANGEL ET AL., 1987 a;
Stromelysin, KERR ET AL., 1988; Urokinase (uPA und PAI-1), NERLOV ET AL., 1991),
Zellzyklusregulatoren (z. B. Cyclin D1, ALBANESE ET AL., 1999; SABBAHET AL., 1999; BAKIRI
ET AL., 2000; pl6, PASSEGUE UND WAGNER, 2000; p53, SCHREIBER ET AL., 1999) und
zelltypspezifische Genprodukte (z. B. Involucrin, NG ET AL., 2000; Keratin 18, OSHIMA ET
AL., 1990; PANKOV ET AL., 1994; RHODES UND OsHIMA, 1998) (Ubersichtsartikel siehe
SHAULIAN, 2001).

lonisierende Strahlen Wachstumsfaktoren, Zytokine
z.B. UV- oder Réntgen-Strahlen z.B. EGF

chem. Karzinogene Tumorpromotoren

z.B. Alkylantien N g P 2.B. TPA

\l/ \l/ \L Cytoplasma

AP-1 Transkriptionsfaktoren

Proto-Onkogene |-
z.B. Ras, Raf, Src

ATF-2
ATF-3/LRF-1

LJIGACTCAL.. TRE-Erkennungssequenz
ACTGAGT

b

Angiogenese Apoptose
z.B. VEGF z.B. Bcl-2,
Bcel-XL, FasL

AP-1 Zielgene
Invasion

z.B. MMP, UPA, PAI-1,
JIMP-1

Proliferation
z.B. Cyclin D1,
Rb, p16

Differenzierung
z.B. ER, Myogenin,
Involucrin

Metastasierung
2.B.CD44,

Osteopontin, KAI-

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Signaltransduktionskaskade, die zur
transkriptionellen Aktivierung von AP-1 abhéngigen Zielgenen fiihrt.
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1.2.1 Die Fos-Proteine Fra-1 und Fra-2

Die Transkriptionsfaktoren Fra-1 und Fra-2 werden wie c-Fos und FosB zur Gruppe der Fos-
Proteine der AP-1 Familie gezahlt. Fra-1 (Fos-related antigen-1) wurde 1988 von COHEN und
CURRAN als Mitglied der AP-1 Familie identifiziert und besitzt je nach
Phosphorylierungsgrad ein Molekulargewicht von ca. 36-46 kDa (COHEN UND CURRAN,1988).
Im Jahr 1990 wurde aufgrund seiner Homologie zu anderen Fos-Proteinen das 46 kDa
schwere Gen-Produkt Fra-2 von NISHINA erstmals in Hlhner-Fibroblasten als ,,Fos-related
antigen 2° beschrieben (NISHINA, 1990).

Die Fos-Protein-Familie lasst sich hinsichtlich ihrer Fahigkeit, M&use- und Ratten-
Fibroblasten zu transformieren, in zwei Kategorien einteilen (WISDON ET AL., 1993). Wéhrend
c-Fos und FosB zu den transformierenden Proteinen gehdren, werden Fra-1 und Fra-2 zur
Kategorie der nicht-transformierenden Proteine gezahlt.

Der strukturelle Aufbau der konservierten Bereiche dieser Familie zeigt, dass c-Fos und FosB
im Gegensatz zu Fra-1 und Fra-2 in ihrem C-terminalen Bereichen transaktivierende
Domaénen enthalten, die flr die Transformation von Zellen vermutlich von Bedeutung sind
(WISDON ET AL,. 1993, FUNK ET AL., 1997 und TULCHINSKY ET AL., 2000) (Abb. 1.3).

N C
c-Fos D — 320 /S

Foss RIS s
Fra-1 [N 271 AS
Fro2 I 326 AS

- C-Terminale transaktivierende Domane
- bZ1P-Region fur Dimerisierung und DNA-Bindung

Abbildung 1.3.: Struktureller Aufbau der Fos-Proteine. Modifiziert nach TULCHINSKY ET AL., 2000.

Fur die nicht-transformierenden Proteine Fra-1 und Fra-2 wurde zundchst postuliert, dass sie

aufgrund der fehlenden C-terminalen transaktivierenden Domanen nicht zu einer effizienten
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Transkriptionsaktivierung und Transformation befahigt sind (Suzuki ET AL., 1991). Dennoch
konnte in darauffolgenden Studien an vielen Beispielen gezeigt werden, dass gerade auch
diesen Proteinen eine grofle Bedeutung fir den Erhalt und das Fortschreiten von
neoplastischen Transformationen in Zellen zukommt (MECHTA ET AL., 1997; TULCHINSKY ET
AL., 2000).

ZOUMPOURLIS ET AL. (2000) legten dar, dass in einem Karzinogenese-Modell an der Haut von
Mausen Fra-1 und Fra-2 mit einem malignen Phé&notyp korrelierten. Einen Zusammenhang
zwischen der Fra-1 Expression und dem Grad der Malignitdt in Gewebematerial von
Schilddrisenhyper- und Schilddrisenneoplasien konnte in einer immunhistochemischen
Studie festgestellt werden. Dabei farbten sich alle untersuchten Karzinome stark an,
wohingegen Adenome weniger oder nur teilweise eine Farbung und normales Gewebe
uberhaupt keine Fra-1 Immunreaktivitdt aufwiesen (CHIAPPETTA ET AL., 2000). In einer
Untersuchung an Speicheldriisen-Tumoren wurde Fra-2 als eines der Gene beschrieben, deren
Uberexpression die pleomorphen Adenome im Vergleich zum Normalgewebe
charakterisierten (MARUYA ET AL., 2004). Allerdings war Fra-2 im Gegensatz zu Fra-1 und c-
Fos nicht in der Lage, in epitheloiden CSMLO-Zellen (murine Adenokarzinom-Zelllinie) eine
morphologische Veranderung herbeizufiihren oder Gene des Urokinase-Systems zu aktivieren
oder, wie Fra-1, die motile Aktivitat zu steigern (ANDERSEN ET AL., 2002; TKACH ET AL.,
2003). Jedoch konnte in fibroblastoiden L929-Zellen durch Transfektion mit Fra-2 siRNA die
Motilitat gehemmt werden (TKACHET AL., 2003).

In einigen weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass durch erhéhte Expression von Fra-2
in verschiedenen Zellsystemen die Transkription anderer Gene beeinflusst wird. So wurde in
CSMLO-Zellen eine verstarkte Expression von Thrombospondin-1, Osteopontin und CD44
durch Fra-2 beobachtet (ANDERSEN ET AL., 2002; TKACH ET AL., 2003). EFERL ET AL. (2008)
postulierten, dass eine durch Fra-2 vermittelte verstarkte Osteopontin-Expression zur Gefal-
Erneuerung, chronischen Inflammation und sich anschlieBenden Fibrose im Lungengewebe
von transgenen Mausen und auch madglicherweise in Menschen fihren kann. In colitis-
assoziierten Karzinomen (CAC) ist ebenfalls eine erhohte Fra-1 und Fra-2 Expression
gefunden worden (HASSELBLATT ET AL., 2008). Fur Fra-1 konnte durch BELGUISE ET AL.
(2005) in MCF-7 Zellen gezeigt werden, dass durch einen erhdhten Fra-1 Expressions-Level
viele Gene, die in Zell-Proliferation, Invasion und Motilitat involviert sind, reguliert werden.
Des Weiteren konnten die Ergebnisse von BELGUISE ET AL. darlegen, dass Fra-1 einen
ausschlaggebenden Einfluss in der Progression von Brustkrebs-Zelllinien hat. Luo ET AL.

zeigten bereits 2003, dass ein entwickelter Impfstoff gegen Fra-1 in einem Mausmodell das
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Tumorwachstum und auch die Bildung von Metastasen hemmt (Luo ET AL., 2003). Die
biologische Rolle von Fra-2 in der Karzinogenese ist dagegen noch nicht geklart. In einer
Arbeit von MILDE-LANGOSCH ET AL. (2000) konnte dargelegt werden, dass in
Mammakarzinomgeweben Fra-2 positiv mit den Zellzyklus-Regulatoren Cyclin E und Cyclin
D korreliert, was einen stimulierenden oder sogar onkogenen Effekt von Fra-2 vermuten lasst.
Weitere Arbeiten von MILDE-LANGOSCH belegten, dass die Transkriptionsfaktoren c-Fos, Fra-
1 und Fra-2 eine regulatorische Rolle in der Invasion von Mammakarzinomen einnehmen
(MILDE-LANGOSCH ET AL., 2004, 2005).

1.3 Vorgange der Tumorprogression

Bosartige Tumore, einschlieBlich der Mammakarzinome sind durch schnelleres Zell-
Wachstum, der Fahigkeit zu invasivem und metastasierendem Wachstum und durch einen
partiellen oder volligen Verlust der Differenzierung charakterisiert. HANAHAN UND WEINBERG
definierten fur eine grof’e Anzahl an Karzinomen Gemeinsamkeiten in einigen grundlegenden
Anderungen in ihrer Zell-Physiologie. So weisen transformierte Zellen sechs

pathophysiologische Merkmale auf:
e Unabhdangigkeit der Zelle von Wachstumsfaktoren
e Resistenz der Zelle gegenliber Wachstumsinhibitoren
e Potential der Zelle zur verstarkten Proliferation
e Fahigkeit zur Neoangiogenese des Tumors
e Eignung zur Gewebsinvasion und Metastasierung

Jede dieser Eigenschaften erlaubt einer transformierten Zelle, in den Prozess der malignen

Progression einzutreten (HANAHAN & WEINBERG, 2000).
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1.3.1 Die metastatische Kaskade

Die Ausbildung von Tumormetastasen ist ein komplexer mehrstufiger Prozess, bei dem es
durch Veranderungen zahlreicher physiologischer Funktionen wie Zell-Zell-Adhé&sion, Zell-
Matrix-Adhasion, Zellpolaritdt und Zellmigration zur systemischen Ausbreitung von
Tumorzellen kommt. In der Abbildung 1.4 ist der Ablauf der metastatischen Kaskade nach

FIDLER ET AL. (2003) schematisch dargestellt.

Priméartumor Neoangiogenese Ablésung vom Intravasation / Zirkulation
Tumorverband

3 X Interaktion mit
Lymphbahnen, Lymphozyten, Blut-
Venolen, Kapillare Plattchen und anderen

Blutkomponenten

Extravasation Adhasion an Arrest in Transport
.GefalRendothel Organen
s
)% )a )% o ‘_[ ¥
y { o A (03 a 9. %
___ (e L e Y — | e ()
) i oy ) & '\j
) 70 /e [ |
o ¥ / L) T )
- @ \* - @ \*° /
// Blutkreislauf /
z. B. Lunge Herz
Herstellung Proliferation Metastasierung
eines und
Mikroenvironment Angiogenese

Abbildung 1.4.: Schema der Tumorzell-Metastasierungs-Kaskade. Verandert nach FIDLER ET AL. 2003.

In einem initialen ersten Schritt kommt es zur zellularen Transformation und zur Expansion
der malignen entarteten Zelle. Normale Zellen bendétigen, um in den proliferierenden Zustand
zu gelangen, mitogene Wachstumsfaktoren. Signale solcher sezernierten Wachstumsfaktoren
werden Uber Transmembran-Rezeptoren in die Zelle vermittelt (extrazellulare Stimuli). Da
Tumorzellen zur autokrinen Stimulation befahigt sind, kdnnen sie im Gegensatz zu normalen
Zellen diese Wachstumsfaktoren in groBer Anzahl autark produzieren. Diese ,.erworbene
Wachstumsfaktoren-Autonomie* wurde von FEDI ET AL. (1997) als erstes Charakteristikum

fir Tumorzellen beschrieben. Ebenfalls konnte festgestellt werden, dass auch die Expression
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der Wachstumsfaktor-Rezeptoren (z. B. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen) in vielen Karzinomen
einer Dysregulation unterliegt und es somit schon bei normaler Konzentration von
Wachstumsfaktoren zu einer extremen Steigerung der Proliferationsrate kommt (FEDI ET AL.,
1997).

Um Uber eine bestimmte GroRe hinauswachsen zu kdnnen, miissen die Zellen ausreichend mit
Sauerstoff und Né&hrstoffen versorgt werden, so dass die Tumore die F&higkeit zur Induktion
von GefélRneubildung (Neoangiogenese) besitzen (Bouck ET AL., 1996; HANAHAN &
FOLKMAN 1996; FOLKMAN 1997). Im zweiten Schritt kommt es somit zur Aussprossung neuer
BlutgefaRe im Tumorgewebe. Die Angiogenese wird durch eine Vielzahl von Induktoren
(positiv-regulierende  Signale) und Inhibitoren (negativ-regulierende Signale) im
Gleichgewicht gehalten. Zu den Angiogenese-Induktoren werden z.B. die VEGF-Familie 1-4
(,,vascular endothelial growth factor<) und der bFGF (,,basic fibroblast growth factor®), die
Angiopoetin-Familie 1-4 und die Ephrine gez&hlt (MEYER ET AL., 1999; MANDRIOTTA &
PEPPER 1997; ASPLIN ET AL., 2001; DAVIS ET AL., 1996; YANCOPOULOS ET AL., 2000). Zur
Klasse der Angiogenese-Inhibitoren gehoren beispielsweise Angiostatin und Endostatin
(O’REILLY ET AL., 1994), sowie Thrombospondin-1 (DAMERON ET AL., 1994) und TGF-R
(FRILING ET AL., 1996). Die Neoangiogenese ist ein essentieller VVorgang im Prozess der
Metastasierung und wurde bereits vor vielen Jahren fir das Wachstum von Tumoren
verantwortlich gemacht (FOLKMAN, 1997).

Als néchstes Ereignis l6sen sich die Tumorzellen von dem Zellverband des Primértumors ab
und missen die Basalmembran durchdringen und die extrazellulare Matrix (ECM =
extracellular matrix) degradieren (MCKINELL, 1999). Die ECM besteht aus mehreren
Komponenten, von denen Kollagen (insbesondere Typ IV) neben Laminin, Fibronektin und
Glycosaminoglycane den Hauptbestandteil ausmachen. Sie bildet sowohl Basalmembranen
von 50 — 100 nm Dicke, als auch interstitielles Stroma und muss von den invadierenden
Tumorzellen tGberwunden werden (MIGNATTI & RIFKIN, 1993). Fir die Invasion ist es fur die
Tumorzellen zundchst wichtig, sich an die Basalmembranen anzuheften. Fir diesen VVorgang
sind Zelladhasionsmolekile und Integrine auf der Oberflache der Tumorzellen verantwortlich
(APLIN ET AL., 1998; LAUWAET ET AL., 2000). Nach erfolgreicher Anheftung ist es
erforderlich, die Bestandteile der ECM zu degradieren. Hierfiir sind die wesentlichen
Parameter die extrazelluldren Proteasen (COUSSENS & WERB, 1996; CHAMBERS & MATRISIAN,
1997). Die wichtigsten tumorassozierten Proteasen sind die Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs), die Cysteinproteasen (Cathepsin B, H und L) und Faktoren des Plasminogen-
Aktivator-Systems (UPA) (MAGDOLEN ET AL., 2002). Es ist allerdings nicht erforderlich, dass
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die Tumorzellen diese Proteasen selbst exprimieren, vielmehr haben sie die Fahigkeit
sezernierte Proteasen von umgebenen Zellen zu nutzen (WERB ET AL., 1997). HANAHAN UND
WEINBERG (2000) formulierten, dass die Aktivierung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Adhasionsproteinen sowie die Rekrutierung von extrazelluldren Proteasen zentrale Prozesse
in den frithen Schritten der Invasion und Metastasierung darstellen (HANAHAN & WEINBERG,
2000).

Am Ende einer erfolgreichen Invasion penetrieren die Tumorzellen in das Blutgefalisystem,
durch den Vorgang der Intravasation treten die Tumorzellen schlielich in den Blutkreislauf
ein. Die im Blut zirkulierenden Tumorzellen sind dann mechanischen Scherkréften,
immunologischen Interaktionen der natlrlichen Immunabwehr ausgesetzt, so dass
wahrscheinlich weniger als 1 Prozent diese Phase im Blutkreislauf tberleben (LIOTTA &
KoHN, 1990). Einer Hypothese von MUNDY ET AL. (1997) nach, besitzen Tumorzellen
moglicherweise innerhalb  eines gebildeten Komplex aus Blutplattchen einen
Uberlebensvorteil im Blut, da einzelne Zellen innerhalb dieses Aggregats vor Anoxie oder
mechanischen Scherkraften geschiitzt sind.

In den weiteren Schritten kénnen die Uberlebenden Tumorzellen durch Verénderung ihrer
Adhasionsausstattung an das GefaRendothel anheften und das Geféalisystem wieder verlassen.
Dieser Vorgang wird als Extravasation bezeichnet und ermdglicht den Tumorzellen, in
sekundare Organe zu gelangen und dort durch Proliferation eine Metastase auszubilden oder
auf unbestimmte Zeit ruhend (dormant) im Gewebe zu verbleiben (UHR ET AL., 1997). Die
Ausbildung einer Metastase ist von verschiedenen und teilweise noch ungeklarten Einfliissen,
wie zum Beispiel der Umgebung (Mikroenvironment) und Nahrstoff-Versorgung,
Wachstumsfaktoren und Proteasen abhidngig. Geméal der ,,Seed and Soil* Theorie von PAGET
1889, entsteht eine Metastase nur, wenn sie fiir die Ansiedelung den ,richtigen Boden®, sprich
das richtige Nahrstoff-Angebot und die nétigen histologischen Strukturen findet (PAGET,
1889).

Viele einzelne Aspekte der Metastasierung sind im Laufe der Jahre beleuchtet worden
(FIDLER, 2003), dennoch sind die Faktoren, die in diesem komplexen Vorgang eine essentielle
Rolle spielen noch immer nicht hinreichend geklart. Die Metastasierung stellt gerade beim
Mammakarzinom mit einem Anteil von 90 % immer noch die Todesursache der betroffenen
Krebspatientinnen dar (GiBBS ET AL., 2003; PANTEL & BRAKENHOFF, 2004). Daher ist es
unabdinglich, ein ausreichendes Verstdndnis flr die bei der Metastasierung ablaufenden
Ereignisse sowie die involvierten Molekiile zu erlangen (HUNTER ET AL., 2008), um neue

Therapieformen zu entwickeln. Ein  besonderer Aspekt kommt hierbei den
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Adhasionsmolekiilen zu, da der Kern eines metastatischen Prozesses in der Verénderung der
Adhasionseigenschaften der Tumorzellen liegt. Im folgenden Kapitel wird daher auf die
Familie der Adhasionsmolekdle naher eingegangen.

1.4 Adhasionsmolekiile

Die Adhésionsmolekiile sind eine heterogene Gruppe von Molekilen, die auf Oberflachen
von Zellen exprimiert werden. Die meisten Molekile dieser Gruppe sind membransténdige
Glykoproteine, die aufgrund ihrer Aminoséuren-Primarstruktur in vier verschiedene Familien
eingeteilt werden konnen (ALBERTS ET AL., 1994). Generell wird eine Gruppe von Proteinen,
die mindestens 50 % Sequenzidentitat untereinander haben, als Proteinfamilie bezeichnet.
Dagegen wird unter einer Protein-Superfamilie eine Gruppe von Proteinen, die zwar eine
statistisch signifikante Sequenzhomologie aufweisen, aber weniger als 50 % Sequenzidentitét
erreichen, verstanden (DAYHOFF ET AL., 1983).

Die Mehrheit der bisher bekannten Zelladhdsionsmolekiile (abgekiirzt CAMs: ,,cell adhesion
molecules “) kann in vier Protein-Superfamilien zusammengefasst werden (BOGENRIEDER &
HERLYN, 2003):

. Cadherine

. Selektine

o Integrine

o Immunglobulin-Superfamilie

Fur zahlreiche Mitglieder dieser Protein-Superfamilien konnte eine Beteiligung bei der
Progression maligner Tumore nachgewiesen werden (CAVALLARO & CHRISTOFORI, 2001; Hsu
ET AL, 2002). Daneben gibt es eine Vielzahl weiterer Adhédsionsmolekile auf
Zelloberflachen, die nicht auf Grundlage ihrer Proteinstruktur eingeteilt werden, zu ihnen
gehdren u.a. der Hyaluronsaure-bindende Oberflachenrezeptor CD44 (PONTA ET AL., 2003;
MARHABA & ZOLLER,2004), die Familie der Sialomuzine und Claudine, auf die hier aber
nicht nédher eingegangen werden soll.

In den folgenden Abschnitten wird in einer kurzen Ubersicht auf die oben aufgezahlten

Protein-Superfamilien der Zelladhdsionsmolekuile eingegangen.
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1.4.1 Die Superfamilie der Cadherine

Die Proteine dieser Superfamilie bilden eine groRe Gruppe von mehr als 80
Zelladhasionsmolekilen (YAGI & TAKEICHI, 2000). Sie befinden sich auf den meisten
Zelltypen, wobei einzelne Vertreter oft spezifische Expressionsmuster im Gewebe zeigen. Die
Expression der Cadherine wird im Verlauf der Entwicklung dynamisch reguliert (GUMBINER
ET AL., 2000).

Cadherine sind Ca®*-abhdngige homophile  Zell-Zell-Adhasionsmolekiile, die in
spezialisierten Membranbereichen, wie der Zonula adherens und den Desmosomen von
Epithelzellen ubiquitdr lokalisiert sind. Sie sind, abgesehen von einer kleinen Subgruppe,
Zellmembran-Proteine vom Typ 1, d.h. sie haben eine einzige Transmembrandoméne und
einen extrazelluldr lokalisierten Aminoterminus. Charakteristisch fir die Cadherine sind
mindestens fiinf cadherintypische Domanen, die aus etwa 110 Aminosduren bestehen. Die
Cadherin-Superfamilie lasst sich aufgrund struktureller Merkmale in mehrere Subgruppen
einteilen (BRUMMENDORF, 2003):

. die ,klassischen* Cadherine ( mehr als 25 Vertreter)
o die desmosomalen Cadherine (6 Vertreter)
o die Protocadherine (52 Vertreter)

o die atypischen Cadherine

Der zytoplasmatische Abschnitt divergiert von Subgruppe zu Subgruppe, was zu
unterschiedlichen intrazellularen Wechselwirkungen fihrt (Suzuki ET AL., 1996; REDIES ET
AL., 1997; WU & MANIATIS, 2000; YAGI & TAKEICHI, 2000).

Das zur Familie der ,klassischen“Cadherine zéhlende E-Cadherin (Uvomorulin, epitheliales
Cadbherin) ist das bisher am besten untersuchte Zell-Zell-Adhasionsmolekiil (GUMBINER ET
AL., 2000). Da sich vom Epithelgewebe ca. 80 % aller humanen Tumore ableiten und der
Prozess der Metastasierung haufig mit dem Verlust von Zelladhdsion einhergeht, kommt dem
Protein E-Cadherin eine besondere Bedeutung zu. CHRISTOFORI und SEMB (1999) zeigten,
dass in vielen der epithelialen Tumore die Funktion von E-Cadherin durch somatische
Mutationen, transkriptionelle Repression, proteolytische Spaltung der extrazellularen Doméne
oder verdnderte Protein-Interaktionen gestort ist. Der Verlust oder die Reduktion der E-
Cadherin Expression korreliert mit verstarkter Aggressivitat und Dedifferenzierung in den
meisten Karzinomen und fungiert als prognostischer Indikator (BEAVON ET AL., 2000).
Interzellular ist E-Cadherin iiber einen zytoplasmatischen Schwanz mit a- und B-Catenin
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assoziiert, welche die Bindung an das Aktin-Zytoskelett vermitteln. Sind durch Mutationen
die Interaktionen des E-Cadherin/Catenin-Komplex gestort oder verandert, konnen diese als
frihe Anzeichen einer Tumorerkrankung z. B. bei Kolon-, Magen oder Prostatakarzinomen
gewertet werden (JIANG ET AL., 1996; BERX ET AL., 1998, GUILFORD ET AL., 1998,
CHRISTOFORI & SEMB, 1999).

Die sechs Vertreter der desmosomalen Cadherine (Desmoglein-1, -2 und -3 sowie
Desmocollin-1, -2 und -3) finden sich Uberwiegend, wie der Name impliziert, in den
Desmosomen (GARROD ET AL., 1996; JOHNSON & TAKEICHI, 1999). Typische Desmosomen
(Maculae adherens) sind in Epithelzellen, Kardiomyceten, Menigothelzellen sowie in
dendritischen Retikulumzellen der Lymphknotenfollikel zu finden (KARTENBECK ET AL.,
1984; FRANKE ET AL., 1987; VAN DER LOOP ET AL., 1995). Da sie besonders in beanspruchten
Geweben wie dem Herzen und der Haut vorhanden sind, wird ihnen eine primar
stabilisierende Funktion zugeschrieben (KOCH & FRANKE, 1994; GARROD ET AL., 1996). Die
Desmosomen einer Zelle interagieren mit gegenuberliegenden Desmosomen der benachbarten
Zelle, diese Interaktionen werden durch trans-Interaktionen der Desmocolline und
Desmogleine, die ihrerseits in zytoplasmatischen Plagques verankert sind, vermittelt
(BRUMMENDORF, 2003).

Die groRte Gruppe innerhalb der Cadherin-Superfamilie mit ca. 52 Vertretern sind die
Protocadherine. Im Gegensatz zu den klassischen Cadherinen handelt es sich hier um eine
sehr uneinheitliche Gruppe. So differiert die Anzahl der extrazellularen Cadherindomanen
zwischen vier bei p-Protocadherin und elf bei Protocadherin 15. Ebenfalls sehr heterogen sind
die zytoplasmatischen Domanen der verschiedenen Protocadherine, wobei aber im Gegensatz
zu den klassischen Cadherinen bisher in keinem Fall eine [-Catenin-Bindestelle
nachgewiesen werden konnte (WU & MANIATIS, 1999; YAGI & TAKEICHI, 2000). Aufgrund
der grolRen Vielfalt lasst sich vermuten, dass Protocadherine zur Interaktion mit einer Vielzahl
von verschiedenen Partnern befahigt sind. Dartber hinaus wird angenommen, dass
Protocadherine neben homophilen auch heterophile Interaktionen eingehen zu kdnnen
(FRANK & KEMMLER, 2002).
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1.4.2 Die Superfamilie der Selektine

Die Superfamilie der Selektine gehort der Gruppe der C-Typ-Lektine an. Lektine sind
Glycoproteine, deren charakteristische Eigenschaft in einem spezifischen Kohlenhydrat-
Bindungsvermogen steht. Die Bezeichnung C-Typ deutet auf eine Ca?*-abhangige
Kohlenhydrat-Bindung hin. Bemerkenswert ist, dass die Selektine nicht wie die anderen
Zelladhdsionsmolekile  mit  Proteinliganden  interagieren,  sondern  mit  einer
Tetrasaccharidstruktur Sialyl-Lewis* (sLe*), die auf etlichen Zelloberflachenproteinen
vorkommt.

Selektine sind eine der kleinsten Genfamilie, die nur drei Mitglieder bisher umfasst:

° L-Selektin
° P-Selektin
° E-Selektin

Die Namensgebung erfolgte nach dem Ort ihrer ersten Entdeckung: auf Leukozyten L-
Selektin, P-Selektin auf Blut-Plattchen und E-Selektin auf Endothelzellen. Die Selektine
spielen bei entziindlichen Prozessen eine bedeutende Rolle, da sie wéahrend der so genannten
Leukozytenkaskade die Interaktion von Leukozyten mit dem GefaRendothel initiieren.

Das L-Selektin (LAM-1, LECAM-1) ist das einzige konstitutiv exprimierte Selektin und ist an
der Rezirkulation bzw. Bewegung der Lymphozyten aus dem Blut- in das Lymphsystem
beteiligt (,, lymphocyte homing *) (LEWINSOHN ET AL., 1987; BARCLAY ET AL., 1993). Es ist auf
den Spitzen der Mikrovilli von allen Granulozyten, Monozyten und auf den meisten
zirkulierenden Lymphozyten lokalisiert, so dass es trotz seiner geringen GroRe fiur die
Erkennung und Bindung gut zuganglich ist (PICKER ET AL., 1991; BRUEHL ET AL., 1996;
ERLANDSEN 1996).

Das P-Selektin (MP-140, PADGEM) wurde als Membranprotein in den a-Speichergranula
von Blut-Plattchen entdeckt (HSU-LIN ET AL., 1984; MCEVER ET AL., 1984). Es wird auch in
funktionstiichtiger Form in den Weibel-Palade-Kdrperchen postkapillarer Endothelzellen
gespeichert (MCEVER ET AL., 1989). Die Présentation von P-Selektin wird Uber zwei
verschiedene Wege reguliert. Werden die Zellen mit Histamin, Thrombin oder Phorbolester
stimuliert, wird P-Selektin aus den Speichergranula mobilisiert und erreicht innerhalb von
zehn Minuten seine maximale Expressionsstarke an der Zelloberflaiche (HATTORI ET AL.,
1989; GENG ET AL., 1990). Da es im Gegensatz zu L-Selektin nicht konstitutiv exprimiert
wird, wird es &hnlich wie E-Selektin durch Transkriptionsaktivierung z. B. durch TNF-a

17



EINLEITUNG

immer neu synthetisiert (WELLER ET AL., 1992). Die Internalisierung erfolgt innerhalb von 60
Minuten durch Endocytose und das Protein wird dann in die Speicher zurlickgefuhrt oder in
den Lysosomen degradiert (SETIADI ET AL., 1995; STRALEY ET AL., 2000).

Das E-Selektin wurde 1987 als induzierbares ,,endothelial-leukozyte adhesion molecule-1“
(ELAM-1) auf kultivierten humanen Endothelzellen gefunden (BEVILACQUA ET AL., 1987).
Heute ist bekannt, dass E-Selektin auf allen aktivierten Kapillarendothelien exprimiert wird
und dort an der Rekrutierung von Leukozyten bei entziindlichen Prozessen beteiligt ist. Die
Expression auf der Zelloberflache wird durch Aktivierung von Zytokinen (IL-1 oder TNF-a)
oder Lipopolysacchariden dynamisch reguliert (BEVILACQUA ET AL., 1989). Die
Transkriptionsaktivierung wird durch den Transkriptionsfaktor NFkB gesteuert (SCHINDLER
ETAL., 1994).

1.4.3 Die Superfamilie der Integrine

Die Integrine bilden eine Familie heterodimerer Transmembranproteine, die einerseits als
zelluldare Rezeptoren fur Komponenten der ECM dienen und andererseits als Zell-Zell-
Adhasionsmolekiile fungieren. Sie bestehen aus nicht-kovalent miteinander verbundenen a-
und B-Untereinheiten, deren C-Terminus zytoplasmatisch lokalisiert ist und deren N-
Terminus extrazelluldr gelegen ist. Die a-Untereinheit beinhaltet eine extrazellulare 1-Doméane
mit einer Metallionen-Bindungsstelle. Nach HYNES ET AL. (2002) ist die Adhésion von
Integrinen an die unterschiedlichen Liganden abhangig von der Bindung zweiwertiger
Kationen an diese Metallionen-Bindungsstelle MIDAS (,,metal ion dependend adhesion
site®). Die B-Untereinheit weist eine ahnliche Domanenstruktur auf, ist aber im Gegensatz zur
a-Untereinheit weniger variabel. Sie besitzt ebenfalls eine Metallionen-Bindungsstelle flr
zweiwertige Kationen, diese ist aber in etwa 100 Aminosauren vom N-Terminus entfernt und
wird daher auch I-&hnliche Doméane genannt (BERMAN ET AL., 2003). Bisher wurden 18 a-
bzw. 8 p-Untereinheiten identifiziert und von den theoretisch denkbaren 128 a-f-
Kombinationen wurden bisher nur 24 Heterodimere beschrieben (VAN DER FLIER &
SONNENBERG, 2001).

Die I-Doméne existiert in zwei verschiedenen Strukturformen, die jeweils eine aktive-offene-
hochaffine bzw. eine inaktive-geschlossene-niedrigaffine Konformation darstellt. Die
Konformationsédnderung ist abhangig von der Ligandenbindung, der Aktivierung durch
Antikorper oder Mn?* und wird tber Interaktionen des Metallions an der MIDAS-Region, das
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fur die Bindung eines Liganden bendtigt wird, gesteuert. Nur die offene Konformation ist in
der Lage, einen Liganden zu binden. Fir die Erkennung des Liganden durch das Integrin ist
ein Glutamat- oder Aspartatrest ebenfalls essentiell (EMSLEY ET AL., 2000; FRELINGER ET AL.,
1991; LEE ET AL., 1995; XIONG ET AL., 2000). Des Weiteren dient das Tripeptid RGD
(Arginin-Glycin-Asparaginsaure) als Erkennungssequenz der Liganden Fibronektin,
Vitronektin, Kollagen, Thrombospondin und Fibrinogen (RUOSLATHI & PIERSCHBACHER,
1987; Buck & HORwITZ, 1987).

Die Integrine haben wichtige Funktionen im gesamten Zellorganismus, so haben sie z. B.
Einfluss auf das Zelluberleben, die Verhinderung von Apoptose, die Zellproliferation, die
Zellmotilitat, die Organisation des Zytoskeletts und auf die Transkription der Zelle. Nach VAN
DER FLIER und SONNENBERG (2001) sind viele der Integrine nicht immer aktiv, sondern sind
in einem inaktiven Zustand auf der Zelloberflache exprimiert. Der Aktivitatszustand wird
durch Interaktionen der zytoplasmatischen Doméne der a- und B-Untereinheiten reguliert (Du
ET AL., 1993). Diese Eigenschaft ist besonders wichtig fir Integrine, die sich auf
zirkulierenden Blutzellen (Leukozyten) befinden. Integrine sind auf der Oberflache von
ruhenden Leukozyten inaktiv, kénnen aber im Falle einer Entzuindungsreaktion schnell
aktiviert werden, um ihre immunologischen Funktion wahrzunehmen. Diese B,-Integrine auf
der Oberflache von Leukozyten kdnnen auch Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie
wie z.B. ICAM-1 bis -5 (,,intercellular cell adhesion molecule-1“) oder das VCAM-1

(,vascular cell adhesion molecule-1) binden (DIAMOND ET AL., 1991).

1.4.4 Die Immunglobulin-Superfamilie

Die zur Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) gehérigen Molekiile zeichnen sich durch das
gemeinsame Merkmal der Immunglobulin (Ig)-Domane aus. Dieses Protein-Faltungsmotiv
umfasst ca. 100 Aminoséduren und ist im Wesentlichen aus zwei (bereinander liegenden -
Faltblattern in antiparalleler Anordnung aufgebaut (WILLIAMS & BARCLAY, 1988). Die
dreidimensionalen Faltblattstrukturen der Ig-Domane werden héaufig durch eine
Disulfidbriicke stabilisiert. Es sind Vertreter dieser Superfamilie bekannt, die nur eine einzige
Ig-Doméne enthalten, wie zum Beispiel die Proteine Thy-1 oder Py, aber auch solche mit 17
Domanen, wie das Sialoadhesin (BRUMMENDORF, 2003). Die Ig-Domane stellt eine strukturell
autarke Faltungseinheit dar und eignet sich deshalb sehr gut fir den modularen Aufbau von

Proteinen. Nach OWENS ET AL. (1987) existieren tatsachlich von vielen Proteinen der IgSF
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mehrere SpleiRvarianten, die sich héaufig in der Anzahl der extrazellularen Ig-Doménen
unterscheiden. Ein grofler Teil der Mitglieder der IgSF sind Membranproteine, so treten
sowohl Transmembranformen mit zytoplasmatischer Doméne als auch Molekiile auf, die tiber
einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) an die Membran gebunden sind. Ein
intrazellularer Anteil ermdglicht sowohl die Verknupfung der betreffenden Molekile mit dem
Zytoskelett der Zelle als auch die Austibung von Signalfunktionen Uber ihren transmembranen
Anteil. Ahnlich wie die bereits besprochenen anderen Mitglieder der Zelladhasionsmolekiile
spielen die Mitglieder der IgSF in der Entwicklung und im gesamten adulten Organismus eine
bedeutende Rolle. Sie fungieren dabei als Rezeptoren und als Liganden bei Zell-Zell-
Wechselwirkungen, als Rezeptoren fir Komponenten der ECM, aber auch als Rezeptoren fir
I6sliche Polypeptide wie Wachstumsfaktoren. So ist zum Beispiel bekannt, dass viele
Vertreter das kontaktabhdngige axonale Wachstum in der Gehirnentwicklung regulieren, bei
der Kommunikation verschiedener Zelltypen des Immunsystems und bei der Adhé&sion von
Leukozyten an das Kapillarendothel von entscheidender Bedeutung sind (BARCLAY ET AL.,
1993; CLARK & LEDBETTER, 1994; SPRINGER, 1994; BRUMMENDORF & RATHJEN, 1995;
TESSIER-LAVIGNE & GOODMAN, 1996; SONDEREGGER ET AL., 1998).

Des Weiteren vermitteln einige Mitglieder dieser Familie wie zum Beispiel das ICAM-1 oder
VCAM-1 durch Interaktion mit den Leukozyten-Integrinen MAC-1 und LFA-1 oder VLA 1-
6 die stabile Adh&sion von inflammatorischen Zellen an das Endothel (ISSEKUTZ ET AL.,
1999). Das Zelloberflachenprotein ICAM-1, auch als CD54 bezeichnet, gilt als der Prototyp
endothelialer Integrin-bindender IgSF-Rezeptoren (BRUMMENDORF, 2003). Es wird primar
von Endothelzellen aber auch von anderen Zelltypen exprimiert. Die Expression ist auf
Transkriptionsebene regulierbar und wird bei Entzlindungsprozessen durch verschiedene
Mediatoren wie TNFa, Interleukin-1 und Interferon-y induziert (BRUMMENDORF, 2003).

Viele Proteine der IgSF weisen neben homophilen auch heterophile Bindungseigenschaften
auf (WILLIAMS & BARCLAY, 1988; CROSSIN & KRUSHEL, 2000; ROUGON & HORBERT, 2003).
Bei der homophilen Interaktion stellt ein Protein sowohl den Liganden als auch den Rezeptor
dar, bei der heterophilen Interaktion sind unterschiedliche Molekiile am Verbindungsaufbau
beteiligt. Hierbei kann eine Ligandenbindung sowohl in der trans- (Interaktion benachbarter
Molekiile gegenuberliegender Zellmembranen bzw. ECM) als auch in cis-Ebene (Interaktion
benachbarter Molekiile einer Zellmembran) erfolgen. Zu der Gruppe, die auch heterophile
Bindungen eingehen kénnen, zahlen die neuronalen Zelladh&sionsmolekiile NCAM, L1CAM,
NRCAM und CHL-1 (CoLE & AKESON, 1989; HILLENBRAND ET AL., 1999; TUVIA ET AL.,
1997).
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NCAM (,,neural cell adhesion molecule®) ist eines der ersten identifizierten Mitglieder der
neuronalen Zelladh&sionsmolekule (CUNNINGHAM ET AL., 1987) und ist in zahlreiche Prozesse
des  Nervensystems  wie  Zellmigration,  Zellproliferation, Neuritenwachstum,
Axonfaszikulierung und synaptische Plastizitdt involviert (WALSH & DOHERTY, 1997;
ROUGON & HORBERT, 2003). Das Zelladhasionsmolekiil LLCAM gehort zu einer Subfamilie,
die auch als L1-Familie bezeichnet wird. Zu ihnen gehort u.a. das CHL-1 (,,close homologue
of L-17), Neurofascin, NgCAM (,,neuron-glia cell adhesion molecule*) und NrCAM
(,,neuron-glia cell related cell adhesion molecule*) (BRUMMENDORF & RATHIEN, 1996;
CROSSIN & KRUSHEL, 2000). LLCAM hat wahrend der Entwicklung des Nervensystems sowie
im adulten Gehirn vielfdltige Funktionen. Es wird von postmitotischen Neuronen und
unreifen Astrozyten exprimiert (FUSHIKI & SCHACHNER, 1986; SAAD ET AL., 1991). Nach
LINDNER ET AL. ist das neuronale LLICAM an der Migration von Neuriten beteiligt (LINDNER
ET AL., 1983, THELEN ET AL., 2002). Des Weiteren wird LICAM auch auf verschiedenen
hdmatopoetischen Zellen wie Knochenmarkszellen, reifen Thymozyten und peripheren B-
und T-Lymphozyten in der Maus gefunden (KowiTz ET AL., 1992, 1993). In verschiedenen
Studien konnte eine LLCAM-Expression auf Endothelzellen nachgewiesen werden (PANCOOK
ET AL., 1997; VOURA ET AL., 2001; PREVOST ET AL., 2002; THIES ET AL., 2002; KAIFI ET AL.,
2006a). Daneben wird L1CAM auch auf unterschiedlichen Tumorentitdten wie Melanomen,
Neuroblastomen, Gliomen, Bronchial-, Nierenzell- und Pankreaskarzinomen sowie
gastrointestinalen und kolorektalen Tumoren exprimiert und geht haufig mit einer schlechte
Prognose einher (THIES ET AL., 2002; ALLORY ET AL., 2005; BOO ET AL., 2007; FOGEL ET AL.,
2003b; GAVERT ET AL., 2005; KAIFI ET AL., 2006b, 2007; MELI ET AL., 1999; SENNER ET AL.,
2002). Wahrend L1CAM im Nervensystem gut charakterisiert ist, ist Uber die funktionelle

Bedeutung von LLCAM im Immunsystem und Tumorgewebe noch wenig bekannt.
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1.5 Zielsetzung

Bisherige Studien konnten darlegen, dass der Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1
entscheidend an vielen zellularen Prozessen beteiligt ist, die mit der Tumorprogression in
Verbindung stehen.

Da die einzelnen AP-1 Mitglieder keine redundanten, sondern zum Teil spezifische
Funktionen ausuben, ist es wichtig die Bedeutung von einzelnen AP-1 Proteinen néher zu
charakterisieren. Bisher ist nur wenig bekannt iber die Funktion der AP-1 Untereinheit Fra-2.
Die Rolle dieses Transkriptionsfaktors sollte daher im Rahmen dieser Arbeit in Hinblick auf
seine mogliche Bedeutung beim metastasierenden Mammakarzinom eingehend analysiert
werden.

Nach Etablierung von stabil transfizierten Zelllinien, die gegenuber der verwendeten
Ursprungszelllinie (MDA MB231 und MCF-7) eine erhdhte Expression von Fra-2 aufweisen,
sollte anhand von Untersuchungen zur Proliferation, Invasivitat und Motilitat der biologische
Einfluss von Fra-2 charakterisiert werden.

Weiterhin sollten mit Hilfe von Gen-Expressionsanalysen (cDNA-Mikroarrays) Gene
identifiziert werden, die einer potentiellen Regulation durch Fra-2 unterliegen.

Im Anschluss daran sollte die Validierung und néhere Analysen vielversprechender
Zielmolekile erfolgen. Hiermit sollten Informationen gewonnen werden, die zur Aufklarung

der Rolle von Fra-2 im Mammakarzinom beitragen kdnnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Bezugsquellen

Alle Chemikalien hatten den Reinheitsgrad ,,zur Analyse® und wurden hauptsdchlich von
folgenden Lieferanten bezogen: Boehringer Mannheim (Mannheim), Fluka (Buchs), Merck
(Darmstadt), Pharmacia (Freiburg i. B.), Riedel-de-Haen (Seelze), Serva (Heidelberg) und
Sigma (Deisenhofen). Wéssrige Losungen fur Puffer wurden mit Wasser, welches Uber ein
Milli-Q-Reinstwasser System der Firma Millipore (Schwalbach) entsalzt wurde, in sterilen

Glasgefalien angesetzt und autoklaviert.

2.1.1.1 Verwendete Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1.: Verwendete Reagenzien.

Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid
Agar

Agarose Seakam®
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicilin

Aqua (ad injectabilia)

Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumcarbonat
Di-Natriumhydrogenphosphat
2°-3"-Didesoxynukleosid-5"-Triphosphate
2"-Desoxynukleosid-5"-Triphospate
Dithiothreitol (DTT)

DNA-L&ngenstandards

Doxycyclin

EDTA (Diethylen-Diamin-Tetraessigsaure)
Entellan

Eosin G-Ldsung (0,5 %)

Essigséure 96% Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

FBS Fotales Kalberserum fur TetON-Zellen

DMEM (Dulbecco’s Modified Essential Medium)

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumchlorid KCI

L-Glutamin 200 mM

Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nukleosid-5"-Triphosphat
Pellet Paint
Penicillin/Streptomycin
Proteinasen-Inhibitor-Cocktail
Protein-Langenstandards
Puromycin

RNase A

Propidium-Jodid

Saccharose

Salzséure 25%
3-Mercaptoethanol

Formaldehydldsung 37% TEMED
Formamid, deionisiert Tricine

Fotales Kalberserum Triton X-100
Geneticin Trizma Base
Glycin Trizol

HAM F12 Nutrient Mixture Trypsin-EDTA 10x
Hamalaun Tween 20

Insulin Xylencyanol
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Zur besseren Standardisierung einzelner Arbeiten wurden kommerziell erhaltliche Fertigkits
verwendet, die in der folgenden Tabelle aufgefihrt sind.

Tabelle 2.2.: Verwendete Fertigkits mit Herstellerangaben.

Kit-Bezeichnung Vertrieb

2-D Quant Kit Amersham Biosciences Europe, Freiburg
GeneAmp PCR Gold Puffer 10x Applied Biosystems Mannheim
AmpliTag Gold (5 U/ul) Applied Biosystems Mannheim
BCA-Protein Assay Pierce, Rockford, Il, USA

Biocoat Matrigel Invasion/Controll chambers Becton & Dickinson Labware, Heidelberg
CytoMatrix™ Cell Adhesion-Assay Chemicon, International, Temecula, CA, USA
DAB-Substrat-Kit SK4100 Linaris, Wertheim

Diff-Quick Farbeset Dade Behring, Marburg

ECL Enhanced Chemilumineszenz Kit Amersham Biosciences Europe, Freiburg
LipofectAMINE® 2000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Luciferase Assay Sytem Promega,Mannheim

Magnet Assisted Transfection-Kit MaTRA™ IBA GmbH, Géttingen

MTT-Labeling Reagent Roche, Mannheim
Nuclear-Extraction-Kit Active Motif, Rixensart, Belgien

QIAmp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

Reblot-Solution mild Chemicon, International, Temecula, CA, USA
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

SuperScript First Strand cDNA Kit Invitrogen, Karlsruhe

SuperSignal West Pico Chemilumescent Pierce, Rockford, Il, USA

Taq DNA Mastermix Kit Qiagen, Hilden

Taq DNA Polymerase (5 U/ul) Qiagen, Hilden

TransAM™ Assay Active Motif, Rixensart, Belgien
TriZOL-Reagenz® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Vectastain Elite ABC-Kit Linaris, Wertheim

VenorGem® Mycoplasmendetektionskit Minerva-Biolabs, Berlin

Einmal-Plastikartikel wurden von verschiedenen Firmen wie Greiner BioOne
(Frickenhausen), Becton & Dickinson (Heidelberg), Sarstedt (Nurnbrecht), Falcon (B & D;

Heidelberg) und Eppendorf (Hamburg) bezogen und wurden nicht im Einzelnen aufgezahlt.

2.1.1.2 PCR-Primer

Die aufgefiihrten PCR-Primer wurden fiir die PCR-Reaktion verwendet.
Tabelle 2.3.: Verwendete PCR-Primer.

pTRE?2 Sequenzierungs- und PCR-Primer

5°-Primer: 5-CGCCTGGAGACGCCATCC-3"
3*-Primer: 5-CATTCTAAACAACACCCTG-3°
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2.1.1.3 Plasmide

Die aufgefuhrten Plasmide wurden fir die Transfektionen der Zelllinien verwendet.

Tabelle 2.4.: Verwendete Plasmide.

Plasmid
pTetON

pTRE2luc

pTRE2pur

Fra-2-pTRE2Pur

Fra-1-pTRE2Pur

pIRES-P

pFra-2-Flag-pIRES-P

pFra-1-Flag-pIRES-P

cFos-pIRES-P

Eigenschaften

Expression des Tet-Regulators rtTA

Induzierbarer Expressionsvektor mit Luciferase-Reportergen in Teton-

Zelllinien

Reporterplasmid fiir die induzierbare Expression in Teton-Zelllinien

Induzierbarer Expressionsvektor fiir Fra-2 in Teton-Zelllinien

Induzierbarer Expressionsvektor fir Fra-1 in Teton-Zelllinien

bicistronischer Expressionsvektor mit Puromycin-Resistenz

Expressionsvektor fiir Fra-2 mit Flag-Epitop in pIRES-P

Expressionsvektor fiir Fra-1 mit Flag-Epitop in pIRES-P

Expressionsvektor fiir cFos in pIRES-P

2.1.1.4 Antikorper

Quelle

BD Biosciences, Pharmingen

BD Biosciences, Pharmingen

BD Biosciences, Pharmingen
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Dr. Assmann, UKE Hamburg
Milde-Langosch/ Bamberger 2004
Milde-Langosch/ Bamberger 2004

Milde-Langosch/ Bamberger 2003

Die aufgefuihrten Antikdrper wurden fur Western Blot- oder FACS-Analysen verwendet.

Tabelle 2.5.: Verwendete Antikorper mit Herstellerangaben.

Antikdrper-Bezeichnung

Vertrieb

anti-Actin  (goat polyclonal; sc-1616)

anti-Alcam  (mouse monoclonal; NCL-CD166)
anti-Cx43 (rabbit monoclonal; C6219)

anti-ER  (mouse monoclonal; NCL-ER-6F11)
anti-FosB  (rabbit polyclonal; sc-48)

anti-Fral (rabbit polyclonal; sc-605)

anti-Fra2  (rabbit polyclonal; sc-604)

anti-goat HRP-conjugated (donkey; sc-2020)
anti-HCAM (CD44) (mouse monoclonal; sc-9960)
anti-human CD44 FITC

anti-ICAM-1  (mouse monoclonal; sc-8439)
anti-ID3  (rabbit polyclonal; sc-490)

anti-mouse HRP-conjugated (goat; sc-2005)
anti-NCAM-L1 (. mouse monoclonal; UJ12711; sc-53386)
anti-rabbit HRP-conjugated  (goat; sc-2004)
goat-anti-mouse Ilg APC

Isotype Control Human 1gG1

Isotype Control Mouse IgG1 FITC  (130-092-213)
Isotype Control Mouse 1gG1 PE

Isotype Control Mouse 1gG2a (130-091-835)
Isotype Control Rat IgG2a PE  (Clone eBioALC-48)
PE-anti-human CD15 (130-91-375)

PE anti-human ICAM-1 (CD54)

PE anti-human CD171 L1CAM (Clone eBio 5G3)
recombinant human E-Selektin/Fc Chimera (724-ES)

Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Novocastra, Newcastle upon Tyne
Sigma Aldrich, USA

Novocastra, Newcastle upon Tyne
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Diaclone Research

Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen

Dianova, Hamburg

Miltenyi Biotec

eBiosciences

Dako, Dénemark

eBiosciences

Miltenyi Biotec

eBiosciences

eBiosciences

R&D Systems, Europe
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Tabelle 2.6.: Verwendete Gerate mit Herstellerangaben.

Gerét-Bezeichnung

Vertrieb

Analysenwaage Satorius
Autoradiografie-Kassetten

Biofuge fresco

Bioluminenzgerét Bioluminat LB 9507
Bio-Photometer

Blotting Paper

Compact2 x-Ray Film Hyper-Processor
Densitometer GS700

DVD Panasonic IQ M800
Electrophoresis Power Supply EPS600
FACScalibur

Geldokumentation-System GeneGenius 2
Hoefer Standard Vertical Slab Unit SE600
Hoefer Transphor Unit TE 42

Hyperfilm ECL Rontgenfilme
Immobilon-P Transfer Membran
Magnetriihrer RO5

Megafuge 1.0R

Micro-Dismembrator

Mikroskop Axiovert 40c

Mini Vac power

Nanodrop ND1000

pH-Meter

Pipettus Brand accujet pro

Sunrise TECAN Elisagerat
Taumelschiittler Polymax 1040
Thermocycler Peltier Cycler PTC-200
Thermomixer compact

Vortexter Heidolph

Waérmeplatte fur Mikroskop Zellkultur HT200
Wasserbad

Wasserbad GFL

Wide Mini Sub Elektrophoresis Cell
Zeiss Axiovert 200 + Videocamera-Modul
Zellkultur-Mikroskop Diaphot 300
Zellkulturschrénke HeraCell
Zell-Sterilbank HeraSafe

Zentrifuge 5415D

MS Laborgerate, Heidelberg

Protec Medizingerate

Heraeus, Hanau

Berthold, Wildbad

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories Miinchen
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Bio-Rad Laboratories Miinchen
Panasonic, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Becton & Dickinson , Heidelberg
Syngene,Cambridge UK

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Millipore, Eschborn

Ikawerke Janke und Kiinkel, Staufen
Heraeus, Hanau

Braun Biotech, Melsungen

Zeiss, Jena

Peglap Biotechnologies, Erlangen
Delaware, USA

inoLap WTW, Heidelberg

Brand, Wertheim

Tecan, Crailsheim

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Biozym, Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Minitiib GmbH

GmbH fir Labortechnik, Burgwedel
Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Bio-Rad Laboratories Miinchen

Zeiss, Jena

Nikon, Dusseldorf

Thermo Scientific; Dreieich

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

2.1.2 Zellbiologisches Material

2.1.2.1 Verwendete Zelllinien

Tabelle 2.7.: Humane Mammakarzinom-Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Zelllinie Herkunft / Eigenschaft Quelle

HTB 26; humane Brust-Adenokarzinom Zelllinie; ATCC, Rockville,
MDA-MB231 ER und PR negativ, mesenchymal USA

HTB 22; humane Brust-Adenokarzinom Zelllinie; ATCC, Rockville,
MCF-7 ER und PR positiv, epithelial USA
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2.1.3 Patientenmaterial

2.1.3.1 Tumorgewebe fir die Genexpressionsstudien

Das analysierte Mammakarzinomgewebe wurde von der Klinik fur Frauenheilkunde und
Geburtshilfe des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zur Verfigung gestellt. Das
Gewebe wurde nach der operativen Entnahme in flussigem Stickstoff schockgefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei — 80° C gelagert. Das verwendete Kollektiv fur die Western
Blot-Analyse zur Untersuchung der Fra-2 Expression bestand aus Mammakarzinomgewebe
von 75 Patienten, wobei die Tumore von 74 weiblichen und einem ménnlichen Patienten
entstammten. Die Patienten erhielten im Zeitraum von 1991 bis 2001 in der Frauenklinik des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf eine operative Therapie und von 56 Patientinnen
konnten ~ Verlaufsdaten  (Follow-up-Daten)  erhoben  werden.  Der  mittlere
Beobachtungszeitraum betrug im Median 66 Monate (6 — 125 Monate). Das mediane Alter
der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose betrug 58 Jahre (25 — 90 Jahre).

Fir die Western Blot-Analyse der Adhadsionsmolekiile LICAM und ICAM-1 wurde ein
Kollektiv von 106 Patientinnen (n = 106) herangezogen, die im Zeitraum von 1991 bis 2002
in der Frauenklinik am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf behandelt worden sind. Fur
93 der 106 behandelten Falle lagen Follow-up Daten vor, der mittlere Beobachtungszeitraum
betrug 84 Monate (8 — 169 Monate). Das mediane Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose betrug 57 Jahre (25 — 90 Jahre).

Fur die Genexpressionsanalyse anhand von cDNA Microarrays stand ein Kollektiv von 167
Patientinnen (n = 167) zur Verflgung, die im Zeitraum von 1991 bis 2002 in der Frauenklinik
am  Universitatsklinikum  Hamburg-Eppendorf  behandelt  worden  sind.  Die
Genexpressionsanalyse wurden mit dem cDNA-Microchip HG U133A (Affymetrix; Santa
Clara, USA) und dem GeneChip System von Dr. Ralph Wirtz von der Firma Siemens
Healthcare Diagnostic, KéIn durchgefihrt. Fir 165 der 167 untersuchten Falle lagen Follow-
up Daten vor, der mittlere Beobachtungszeitraum betrug 84 Monate (8 — 169 Monate). Das
mediane Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose betrug 56 Jahre (29 — 85 Jahre).
Eine Uberlappung von 24 Féllen bestand zwischen den beiden untersuchten Kohorten.

Von jeder Patientin in den verwendeten Kohorten sind folgende klinische und
tumorbiologische Parameter erfasst: Alter, Tumor-Stadium, Nodalstatus, histologisches

Grading und Steroidhormon-Rezeptorstatus (Ostrogen und Progesteron).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Allgemeine Zellkultur

Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen fanden unter sterilen Bedingungen an einer
Zellkulturarbeitsbank statt. Die Zellen wurden, wenn nicht anders beschrieben, in
Zellkulturflaschen (T25 bzw. T75 cm?) bzw. Zellkulturschalen (6-, 12-, 24- oder 96-well-
Plates) kultiviert.

2.2.1.2 Passagieren Zellinien

Die Zellen wurden entweder in DMEM/HAM F12 —Medium im Verhaltnis 1:1 mit 10 %
FBS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin / 100 U/ml Streptomycin bei 37 °C in
wassergeséattigter Atmosphare mit 5 % CO; kultiviert. Die pTetOn stabil transfizierten MDA
MB 231- bzw. MCF-7-Teton-Zellen wurden unter Zusatz von 400 pg/ml G418 (Neomycin-
Analogon Geneticin) und nach der zweiten stabilen Transfektion mit den pTRE- Vektoren
zusétzlich mit 1 pg/ml Puromycin kultiviert. Die mit dem Expressionsvektor pIRES
transfizierten Zellen wurden mit 1pug/ml Puromycin kultiviert.

Zum Passagieren wurden die Zellen bei 70 — 90 % iger Konfluenz mit temperaturadaptierten
PBS (37°C) gewaschen mit Trypsin/EDTA versetzt und bis zum vollstdndigem Abldsen der
Zellen auf einer Warmeplatte (37°C) inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden daraufhin in
frischem Kulturmedium resuspendiert und in adaquater Verdinnung in eine neue T25

Kulturflasche ausgesat.

Verwendete Kulturmedien:

Kulturmedium fir MDA MB231: Kulturmedium fur MCF-7:

Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM) Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM)
HAM F12 Nutrient Mixture HAM F12 Nutrient Mixture

Fotales Kélberserum (FBS) 10 % Fotales Kalberserum (FBS) 10 %

L-Glutamin 1% L-Glutamin 1%

Penicillin/Streptomycin 1% Penicillin/Streptomycin 1%

Insulin 0,1 %
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2.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie beim Passagieren mit PBS gewaschen, trypsiniert und
abzentrifugiert. Dann wurden sie in eiskaltem FCS-haltigen Medium mit 2 % DMSO
resuspendiert und die Suspension unverziiglich in ein Kryordhrchen tberfihrt, bei -80 °C
eingefroren und fur die l&ngerfristige Lagerung und in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Zum Auftauen wurden die tiefgekiihlten Kryoréhrchen unter Schwenken in der Hand
aufgewérmt. Dann wurde die Zellsuspension in kaltes Kulturmedium uberfiihrt und durch
Zentrifugation (1200 rpm, 4 min bei RT) pelletiert. AnschlieBend wurde das im Uberstand
befindliche DMSO abgesogen und das Pellet in entsprechenden Kulturmedium
aufgenommen. Nach ca. 24 h wurde das Medium zur Entfernung von weiteren DMSO-Resten
gewechselt und bei Bedarf die Selektionsantibiotika zugesetzt.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zahl der in einer Suspension befindlichen Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen
durch vorsichtiges Resuspendieren mit der Pipette vereinzelt. Ca. 20 pl der Zellsuspension
wurden in eine Zdhlkammer nach Fuchs/Rosenthal (16 GroRquadrate mit je 1 mm Seitenldnge
und einer Kammerhohe von 0,2 mm) tberfihrt. Durch Auflegen des Deckglases auf die zuvor
angefeuchteten Tréger und die in die Zahlfelder eingravierten Linien ergibt sich ein
definiertes Volumen, in dem die Lebendzellzahl durch Auszéhlung von 3 GrolRquadraten

unter einem Lichtmikroskop bestimmt werden kann.

2.2.1.5 Bestimmung einer minimal-letalen Antibiotika-Konzentration in der Zellkultur

Vor jeder Transfektion der Zellen musste die Uberlebensfahigkeit der verwendeten Zelllinien
in verschiedenen Konzentrationen des Selektionsantibiotikums getestet werden. Bei
Verwendung einer zu geringen Konzentration des Antibiotikums findet keine Selektion
potentieller Transfektanten statt, wohingegen eine zu hohe Konzentration zum Absterben der
transfizierten Zellen fithren. Fur die Versuchsreihe wurden die Zellen vor der Transfektion in
6-well-Kulturplatten bis zu einer Konfluenz von 80 % - 90 % angezogen und dann mit
unterschiedlichen Antibiotika-Konzentrationen flr zwei weitere Wochen kultiviert. Fir die
Transfektionen mit dem Expressionsvektor pIRES-p wurde das Antibiotikum Puromycin in
einer Konzentrationsreihe von 250 ng/ml bis 1000 ng/ml getestet. Flr die Transfektionen mit

dem induzierbaren Teton-Vektor pTRE2 wurde das Antibiotikum Geneticin (G418) in einer
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Konzentrationsreihe von 200 pg/ml bis 400 pg/ml getestet. Im Abstand von drei Tagen wurde
das Medium mit der entsprechenden Konzentration an Antibiotika gewechselt. Als
Selektions-Druck nach den Transfektionen wurde die Antibiotika-Konzentration gewahlt, bei
der nach Ablauf der zwei Wochen alle Zellen in dem well abgestorben waren (400 pg/ml

G418, 1 pg/ml Puromycin).

2.2.2 Stabile Transfektionen und Selektion der Zellklone

Die stabilen Transfektionen wurden mit Lipofectamine®2000 oder durch Magnet-
Transfektion (MATra™) durchgefuhrt. Einen Tag nach der Transfektion wurden den Zellen
das entsprechende Selektionsantibiotikum zugeben und weiter Kkultiviert, bis Einzelzellklone
von etwa 100 Zellen erkennbar waren. Diese wurden nach Trypsinierung unter dem
Mikroskop durch Einsaugen mit einer 100 pl-Pipettenspitze isoliert und in Zellkulturplatten

mit 96 wells angezogen.

2.2.2.1 Transfektion

Fir die Transfektion der MDA MB231 bzw. MCF-7 Zellen wurden verschiedene
Transfektionsprotokolle etabliert. Da die MDA MB 231 mesenchymal wachsen, hatte sich die
mit Lipofektamin-vermittelte Transfektion als die Methode der Wahl herausgestellt. Alle
Transfektionen erfolgten 24 — 48 h nach Aussaat in der exponentiellen Wachstumsphase der
Zellen, die dazu in der Regel in Zelldichten von 10° pro cm? Kulturflache ausgesét wurden.
Die Zellzahlen und DNA-Mengen abhéngig von der Flache der Zellkulturschale wurden wie

im jeweiligen Protokoll angegeben gewdhlt.

2.2.2.1.1 Lipofektamin-Transfektion

Bei dem Transfektionsreagenz Lipofect AMINE®2000 handelt es sich um eine
Liposomenformulierung eines polykationischen Lipids in Kombination mit einem neutralen
Colipid (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Es bewirkt die Bildung kompakter Lipid/DNA-
Komplexe und ermdglicht somit eine effiziente Aufnahme in eukaryontischen Zellen. Die
Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 12 Vertiefungen ausgesat und bis zu einer Konfluenz
von ca. 60 % kultiviert. Zur Komplexbildung wurden Losungen von 2 pg zu transfizierender
Plasmid-DNA in entsprechender Menge DMEM/HAM F12-Medium (serum- und
antibiotikumfrei) sowie 10 pl Lipofect AMINE®2000 in entsprechender Menge des gleichen
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Mediums gemischt und 30 min bei RT inkubiert. W&hrenddessen wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und 400 pl serumfreies Medium zugefligt. Nach Zugabe des Plasmid-DNA/Lipid-
Komplexes und 3-stundiger Inkubation wurden 0,5 ml serumhaltiges Medium (20 % FCS)
zugesetzt. Nach 48 h erfolgte die Zugabe eines mit dem entsprechenden Antibiotikum

versetzten Mediumes.

2.2.2.1.2 Magnet-Transfektion

Die MATra™-Methode (,,Magnet Assisted Transfection“/ IBA GmbH, Gdéttingen) wurde zur
Zelltransfektion von epithelartiy wachsenden Kulturen wie MCF-7-Zellen verwendet. Mit
Hilfe von magnetischen Nanopartikeln (MagTag™) konnte eine hocheffiziente Transfektion
ermdglicht werden. Mit dieser Technik wurde die entsprechende Plasmid-DNA in einem
ersten Schritt an die Magnetpartikel gebunden. Durch die Einwirkung eines Magnetfeldes
wurde die gesamte Nukleinsduredosis schnell zu den Zellen hin und in die Zellen hinein
transportiert (Abb.2.1). Das Magnetfeld wurde mit Hilfe einer 24er-Magnet-Platte erzeugt.

o NA MATra principle

MATro
nonopomclos

M Togha

» / Magnet Assisted Tronsfection
{MATro)

DNA + 3?, — 4 96 Mcgnet
l ,t 2 Plate

nanoparticle 9 .ﬁ}?l
complex ]

© T adherent cels

Abbildung 2.1: Prinzip der Magnet-Transfektion der Firma IBA GmbH,

2.2.3 Das Doxycyclin-regulierbare Expressionssystem TetON®

Zur  Herstellung stabiler Mammakarzinom-Zelllinien wurde die cDNA des

Transkriptionsfaktor Fra-2 in ein pharmakologisch durch das Tetracyclin-Derivat Doxycyclin

regulierbares Expressionssystem (TetON®) subkloniert. Gossen und Bujard (1992)

entwickelten aus dem Tetracyclin-Resistenz-Operon (Tnl0 Transposon) aus E.coli ein

induzierbares Expressionsystem fur eukaryote Zellen. In dem so genannten Tet-System wird
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durch Zugabe (TetON®) oder Entfernung (TetOFF®) von Doxycyclin die Expression des
subklonierten Gens an- oder ausgeschaltet. Fir das Tet-System werden doppelt stabile
Zelllinien benétigt, die zum einen mit dem Regulatorplasmid pTetON und zum anderen mit
dem Responseplasmid pTRE2pur (enthélt die cDNA des interessierendes Gens) transfiziert
werden. Das pTetON-Plasmid enthélt eine Neomycin-Resistenz unter einem SV40-Promotor,
so dass eine Selektion potentieller Transfektanten mit Hilfe des Neomycin-Analogon
Geneticin (G418) erfolgen kann. Das Regulatorplasmid kodiert flr einen reversen Tet-
Repressor (tetR), der unter der Kontrolle eines minimalen CMV-Promotors (Pmincmv) Steht
und somit konstitutiv exprimiert wird. Das Responseplasmid (pTREZ2pur) enthélt ein
Puromycin-Resistenzgen und die regulatorische Doméne TRE (Tetracyclin Responsive
Element), die den minimalen CMV-Promotor kontrolliert. Die TRE-Domane besteht aus einer
siebenfachen Wiederholung der 42 bp-umfassenden tet-Operator-Sequenz tetO. In
Abwesenheit von Doxycyclin ist der reverse Tet-Repressor (tetR) zusammen mit
Transkriptions-Transaktivator (tTA) an die TRE-Doméne gebundenen und das zu
untersuchende, einklonierte Gen kann nicht abgelesen werden. Die Transkription des zu
untersuchenden Gens kann erst durch einen reversen Transaktivator (rtTA), der sich in vier
Aminosduren von dem tTA unterscheidet, aktiviert werden. In Anwesenheit von Doxycyclin
bindet der reverse Transaktivator rtTA an die TRE-Domdane und initiiert die Transkription
(Abb. 2.2).

TA

PCMV

Regulator-Plasmid ’
; : ’ Transkrlptlon

Prin cmv I—I Zielgen X I— —{ Prin cmv H Zielgen X |-—

D

DOXyCyC|I n

Response-Plasmid

: 4

+ Doxycyclin

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Funktionsweise des TetON® Systems.
Abkirzungen: Pcyy: Promotor vom Cytomegalie-Virus; rtetR: reverser Tetracyclin-
Repressor; AD: Aktivierungsdomane; rtTA: reverser Tetracyclin-abhéngiger
Transaktivator; TRE: Tetracyclin-abhéngige Doméne; Princmyv: Minimal-Promotor vom
CMV (veréndert nach http://www.clontech.com).
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2.2.4 Proliferationsassay

Das Prinzip eines Proliferationsassay besteht darin, dass lebende Zellen die F&higkeit haben,
Tetrazolium-Salze wie MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbromid)
oder XXT (Natrium-3"(1-(Phenylaminocarbonyl)-3,4-Tetrazolium)-Bis(4-Metoxy-6-Nitro)-
Benzen-Sulfonsdurehydrat) in der Atmungskette zu Formazan umzusetzen (Abb. 2.3). Die
mitochondiralen Dehydrogenasen reduzieren das gelbfarbene Tetrazoliumsalz MTT zu
violettfarbenen Formazankristallen, die dann in einem Elisa-Reader (TECAN Sunrise)
spektroskopisch bei einer Wellenlédnge von 540 nm (Referenzwellenlénge bei 650 nm) erfasst
werden koénnen. Hierfiir wurden die Zellen auf ein 96-well-Plate ausgesat, nach 24 Stunden
erfolgte die Zugabe von MTT-L6sung in die jeweiligen wells und weitere vier Stunden spater
wurde Solubilizationsldsung hinzugefugt. Schlielich wurde die Platte im Elisa-Reader
gemessen. Im Abstand von weiteren 24 Stunden, d.h. 48 h und 72h nach dem ersten Test
erfolgten weitere Messungen. Je Zelllinie mit 5000 Zellen pro Ansatz wurden mindestens vier

Einzelmessungen mit einer Doppelbestimmung durchgefihrt.

MTT Formazan

Abbildung 2.3: Prinzip des MTT-Test. Reduktion von MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbromid) zu Formazan.

2.2.5 Invasions- und Migrationsassays

Néhere Untersuchungen zum Invasions- bzw. Migrationsverhalten von Tumorzellen bietet der
so genannte Invasionsassay. Diese in-vitro Methode wurde erstmals von ALBINI (1987) als
,,.Boyden chamber assay “ beschrieben und kann zur Quantifizierung des Invasionspotenzials
von Tumorzellen herangezogen werden.

Unter Invasion wird die Durchwanderung der Basalmembran, eines spezialisierten Teils der
extrazelluldren Matrix, durch Tumorzellen verstanden, eine Voraussetzung fur die

Metastasierung von Tumoren. Die Basalmembran erfullt in der Zelle vielfaltige Funktionen:
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Sie bietet den Zellen einerseits eine Haftflache und kann somit das Wachstums-,
Regenerations- und Differenzierungsverhalten beeinflussen und andererseits fungiert sie
aufgrund ihrer selektiven Permeabilitat zusétzlich als Filtrationssschranke. Die wichtigste
strukturelle Komponente der Basalmembranen ist das Kollagen IV, welches sich von den
anderen Kollagentypen (I, Il und 111) hinsichtlich der Zusammensetzung sowie der Flexibilitat
als auch der Elastizitat unterscheidet.

Der Versuchsaufbau eines Invasionsassay besteht aus zwei Kammern, die durch eine
kiinstliche Basalmembran (Matrigel®) voneinander getrennt sind. Das Matrigel® ist ein
I6sliches Basalmembran-Extrakt des Engelbreth Holm-Swarm Maus-Sarkom, welches bei
Temperaturen um 37°C geliert und in der Zusammensetzung, Struktur und physikalischen
Eigenschaft einer natiirlichen Basalmembran ahnelt. Die Hauptbestandteile der Matrigel®-
Matrix sind Kollagen 1V, Laminin, Entacin und Heparansulfat-Proteoglykan.

Diese Kammern sind kommerziell erhéltlich und kénnen von der Firma Becton & Dickinson
Labware, Bedfort (Biocoat Matrigel Invasion chamber 24 wells) bezogen werden.

Das Migrationsassay erfolgte analog zum Invasionsassay, hierbei kann die alleinige Migration
der Zellen erfasst werden. Die porésen Boden der Kammern sind nicht mit dem Matrigel®
beschichtet und somit kann ausschlieBlich die Migrationsfahigkeit der Zellen von Ober- zu
Unterseite beurteilt werden. Diese Kammern sind ebenfalls bei der Firma Becton & Dickinson
Labware, Bedfort (Biocoat Controll Inserts 24 wells) erhdltlich. Die Durchflihrung des
Invasionsassay erfolgte gemaR Protokoll des Herstellers (B & D Biosciences, Heidelberg). Im
Falle der MDA MB231 Zellen wurden pro well 50000 Zellen ausgesat und fur die MCF-7

Zellen wurden pro well 100000 Zellen verwendet.

2.2.6 Luciferase-Test-System

Die Firefly-Luciferase ist ein 61 kDa schweres Proteinmonomer, das keine posttranslationale
Verdnderung fur seine Enzymaktivitat bendtigt. Somit kann es als genetischer Reporter sofort
nach erfolgter Translation fungieren. Die Lichtemission wird durch Oxidation des Kéfer-
Luziferins in einer Reaktion, die ATP, Mg2+ und O2 bendtigt, erreicht. Unter natirlichen
Bedingungen erfolgt die Oxidation durch ein Luciferyl-AMP-Zwischenprodukt, das sehr
langsam umgesetzt wird. Dadurch entsteht ein Lichtblitz, nachdem Substrat und Enzym

gemischt wurden. Die Kinetik der Reaktion liefert ein wahrend der Messung nur langsam
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abnehmendes Lumineszenzsignal. Diese genetischen Reportersysteme sind weit verbreitet,
um eukaryontische Genexpression und zelluldre Physiologie zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde das “Luciferase Assay System” von Promega verwendet, um zum
einen geeignete induzierbare Teton-Zellen zu genieren und zum anderen wurde in transienten
Transfektionen  mit  verschiedenen  Promotorkonstrukten  Uberprift, ob  der
Transkriptionsfaktor Fra-2 einen Einfluss auf die Fra-1 Expression ausubt. Hierflr standen
dank einer Kooperation mit Dr. S.P. Reddy von Johns Hopkins University in Baltimore
Luciferase-Reportergen-Konstrukte mit unterschiedlich langen Promotorfragmenten von Fra-
1 zur Verfugung (ADISESHAIAH ET AL., 2003).

Zellen, die mit einem Luciferase-Reporterkonstrukt transient transfiziert waren, wurden nach
24 oder 48 Stunden geerntet und in 1,5 ml Reaktionsgefae (berfuhrt. S&mitliche
Arbeitsschritte waren auf Eis durchzufiihren, die die Luciferase ein warmelabiles Enzym ist.
Die Zellen wurden bei 5000 rpm und 4°C fur 5 min zentrifugiert und mit eiskaltem PBS
gewaschen. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 100 pl Harvesting-Puffer
(50 mM NaMES pH 7.8, 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 2 % Triton X-100 und 10 mM DTT)
resuspendiert und fir 30 min auf Eis lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat bei 13000 rpm
und 4°C fur weitere 5 min zentrifugiert. Die Luciferase-Aktivitatsbestimmung erfolgte in
einem Biolumineszenzgerat der Firma Berthold (Berthold, Lumat LB 9501), das auf
zehnsekundenlange Messung programmiert wurde. In Sarstedt-Meflrohrchen wurde durch
Zugabe von 100 ul Luciferase-Assay-Puffer (125 mM NaMES pH 7.8, 125 mM Tris-HCI pH
7.8, 25 mM MgAc, 2 mg/ml ATP) zu 20 ul Zelllysat nach Durchmischung die Reaktion im
Luminometer gestartet. Die enzymatische Reaktion wurde unter Angabe von RLU (relative

light units) gemessen.

2.2.7 Adhésion an verschiedene Matrixproteine (CytoMatrix™ Cell Adhesion-Assay)

Fur die Untersuchung des Adhdsionsverhaltens an Substanzen der extrazellularen Matrix
wurde der CytoMatrix™ Cell Adhesion-Assay (Chemicon, International, Temecula, CA,
USA) verwendet, bei dem 96-well-Platten mit vier verschiedenen Proteinen (Fibronektin,
Vitronektin, Collagen I und Collagen IV) der extrazelluldren Matrix beschichtet waren. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Es wurden 100 pl der Zellsuspension
(10° Zellen/ml) in jedes well der 96 well-Platte eingebracht und die Platten 1 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Danach wurde der Uberstand mit den nicht-adharenten Zellen
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abgenommen, die wells der 96 well-Platte gewaschen, mit Kristallviolett gefarbt und
anschlielend im Elisagerat (TECAN Sunrise) bei einer Absorption von 578 nm ausgewertet.
Mit BSA beschichtete wells in den Platten dienten als Negativ-Kontrolle und die Werte dieser

Kontrollen wurden als Hintergrund von allen anderen Werten abgezogen.

2.2.8 Zellfluss-Experimente

Mit Hilfe von Zellflussexperimenten kann der physiologische Zustand in postkapillaren
Venolen simuliert werden und so die Interaktion von E-Selektin als Endothelmarker und den
Fra-2 Gberexprimierenden Zellen analysiert werden. Mit dieser Methode werden dynamische
Bedingungen geschaffen, wie sie im physiologischen Zustand bei der Interaktion zwischen
Zellen im Blutstrom und Geféaliendothelzellen in den Venolen vorherrschen. Anhand eines
Mikroskops mit integrierter Videokamera wird zum eine eine genaue Beobachtung dieser
Interaktion gewahrleistet und zum anderen durch Videoaufzeichnung eine quantitative
Auswertung ermoglicht. Fir diese Arbeit stand ein System von der Arbeitsgruppe Prof. Udo
Schumacher (Institut fir Anatomie; UKE Hamburg) zur Verfligung. In der folgenden
Abbildung ist der Versuchsaufbau schematisch dargestellt (Abb. 2.4).

E:i>

| eI
AQLI

Beschichtete Kapillare

Auswertung am PC

MCF-7 pIRES Kontrolle

_{ .
Inverses _\ 1
Mikroskop
Zellsuspension Perfuserpumpe fur konstante
i - i . Scherkrafte an der Kapillarwand
E-Selektin beschichtete Kapillare FCS beschichtete Kapillare
(I1BIDI Microslides) (als Kontrolle)

Abbildung 2.4: Aufbau des Zellflussexperiments unter Echtzeit-Beobachtung.
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Als Kapillare kamen Microslides der Firma IBiDI (IBIDI GmbH; Martinsried) zum Einsatz.
Die Microslides vom Typ 1V bestehen aus einem Kunstofftrager, auf dem sich sechs parallel
zueinander angeordnete Kapillare befinden (Abb. 2.4). Sie besitzen einen Querschnitt von 0,4
x 3,8 mm und erfassen ein Volumen von 30 pl. In diesen Kanélen lasst sich dann eine streng
laminare Stromung erzeugen. Die Kanéle werden mit verschiedenen Beschichtungen
kommerziell angeboten, aber fur die Beschichtung mit E-Selektin wurde die ibiTreat-
Beschichtung verwendet. Hierzu wurde rekombinantes humanes E-Selektin (Fc-Chimere,
R&D Systems) in einer Konzentration von 50 pg/ml in PBS eingesetzt. Die Kapillaren
wurden 30 min vor Versuchsbeginn mit 30 pl dieser E-Selektin-Ldosung bei Raumtemperatur
inkubiert. Flr die Kontrollansdtze wurden unspezifische Bindungsstellen in den Kapillaren
mit FCS (10 %) ebenfalls fur 30 min geblockt. Pro Versuchsansatz wurden die Zelllinien
durch zwei Kapillare perfundiert, zunachst durch eine mit FCS behandelte als Kontrollansatz
und dann durch die mit E-Selektin beschichtete Kapillare. Zur Perfusion der Kapillaren mit
der Zellsuspension wurde eine Perfuserpumpe eingesetzt, mit der definierte Flussraten und
damit genaue und konstante Scherkrafte erzeugt wurden und ohne Flussunterbrechung variiert
werden konnten. Der Flussvorgang wurde mit Hilfe eines inversen Mikroskops (Zeiss
Axiovert 200) verfolgt. Die Auswertung erfolgte mit einem speziell fur solche Anwendungen
entwickeltem Programm (Caplmage, Dr. Zeintl; Heidelberg), dessen Grundprinzip der
Geschwindigkeitsmessung von flieRenden Zellen auf der Erzeugung von so genannten Line-
Shift-Diagrammen (LSD) basiert (Abb.2.5).

1 00:01:16:08 0,005 139,307 28660
2 00:01:19:21 0,003 58,315 21620

3 00:01:20:10 0,003 64,794 20480
4 00:00:45:16 0,002 222,459 89800
5 00:00:45:17 0,001 100,431 89800
6 00:01:28:18 0,012 46,436 3720 9|
7 00:00:42:17 0,008 609,064 75640 10|
8 00:00:48:11 0,009 603,664 67440 10|
9 00:01:02:07 0,003 190,062 56640 11
10 00:00:29:09 0,012 603,664 51360 13|
11 00:00:36:04 0,009 556,149 60900 14|
12 00:00:05:: 0,005 46,436 10120 14]

® N o s

Abbildung 2.5 A-D: Zellflussexperiment mit Echtzeitbeobachtung bei einer
Scherkraft von 5 dyn/cm? auf E-Selektin-beschichteten Kapillaren.

A: Momentaufnahme rollender Zellen; B: LSD-Darstellung der Hilfslinie eines E-
Selektin-vermittelten Zellrollens; C: Beispiel eines LS-Diagramms; D: Darstellung
des Gitters von Hilfslinien tber rollende Zellen.
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Hierbei wird zunéchst im Bildfeld, das vom Monitor erstellt wird, eine Hilfslinie in Richtung
des Zellflusses von dem Punkt, an dem die Zelle das erste Mal im Bildfeld auftaucht, bis zum
Punkt des Verschwindens gezogen. AnschlieBend wird die Aufnahme abgespielt und die
betrachtete Zelle lauft entlang der Hilfslinie durch das Bildfeld (Abb. 2.5 B).

Parallel dazu wird ein LS-Diagramm erstellt, dessen x-Achse die Untersuchungszeit (2 min)
und die y-Achse die Lange der untersuchten Strecke (Lange der Hilfslinie) darstellt. Das
Programm setzt nun zeitlich aufeinander folgende Abbildungen der L&nge der Hilfslinie und
der Breite eines Bildpunktes nebeneinander. Da die Kamera 25 Bilder pro Sekunde erzeugt,
decken 3000 nebeneinander  gesetzte  Abbildungen  einer  Hilfslinie  den
Untersuchungszeitraum von 2 min ab (Abb. 2.5 C). Eine Zelle, die sich zum Zeitpunkt t = 0
am Anfang der Hilfslinie befindet erzeugt eine Weilifarbung. Bewegt sich die Zelle gradlinig
gleichformig weiter, wandert im gleichen Zuge auch die WeiRfarbung Richtung Ende der
Hilfslinie. Werden anschlieRend die Hilfslinien in ihrer zeitlichen Abfolge aneinander gesetzt,
ergeben die WeiRfarbungen eine Gerade, die mit einer bestimmten Steigung diagonal im LS-

Diagramm verléuft. Die Steigung der Geraden reprasentiert dabei mit v:% die

Geschwindigkeit der erfassten Zelle. Um entsprechend jede einzelne Zelle, die im Bildfeld
erscheint, zu dokumentieren, wird nicht nur eine einzige, sondern ein Gitter von 55
gleichmaRig verteilten Hilfslinien erzeugt, so dass letztlich pro Versuch 55 LS-Diagramme
erzeugt werden (Abb. 2.5 D).

Fir den Zellflussversuch wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 80 - 90 % unter
normalen Bedingungen kultiviert. Nach Erreichen der Zelldichte wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit Cell Dissociation Buffer (Gibco;
Invitrogen) von der Kulturflasche abgel6st. Da das Ublicherweise verwendete Trypsin-EDTA
die Oberflachenstrukturen von Zellen angreift, wurde dieses Reagenz durch den Cell
Dissociation Buffer ersetzt. Fir die Perfusion durch die Kanéle wurden 100.000 Zellen pro ml

eingesetzt.
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2.2.9 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie oder FACS-Analyse (Eluorescence-Activated Cell Sorting) dient
der Untersuchung von Zellen und Zellpopulationen im Hinblick auf Zellgroie, Granularitét
sowie auf die Expression bestimmter (Oberflachen-) Molekiile. Dazu werden in einem FACS-
Gerat die Zellen einer Zellsuspension einzeln in einer Kapillare an einem Laserstrahl
vorbeigeleitet und vermessen. Wahrend GrolRe und Granularitat der Zellen direkt aus der
Extinktion bzw. der Streuung des Laserstrahls vom Gerat berechnet werden, bedarf es zur
Detektion bestimmter Oberflaichenmolekiile einer Vorbehandlung mit spezifischen
Antikorpern. Diese sind entweder direkt mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt, oder
ein fluoreszierender sekundarer Antikorper bindet an den Fc-Teil des molekilspezifischen
primdren Antikorpers. Die vom Gerét detektierte Fluoreszenzintensitét steht in Relation zur
Menge des gebundenen Antikdrpers und ist damit ein MaR fir den Expressionslevel des
untersuchten Molekiils. Um falsch negative und falsch positive Detektionen zu vermeiden,
werden bei jeder Untersuchung Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt: Zur
Positivkontrolle verwendet man einen Antikorper, der sicher an die zu untersuchenden Zellen
bindet und in jedem Fall eine positive Fluoreszenz hervorrufen muss. Zur Negativkontrolle
bedient man sich solcher Antikorper, deren Epitop nicht auf den Zellen zu finden ist (Isotyp-
Kontroll-Antikorper).  Zellen wurden mit einem Antikorper, der mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (z.B. FITC, PE, APC) markiert ist, angefarbt und im FACSCalibur von
Beckton & Dickinson detektiert. Tote Zellen werden durch Zugabe von Propidiumjodid
markiert, besitzen daher einen geringen "Forward Scatter” und wurden durch Festlegen eines
Rasters von der Analyse ausgeschlossen. Pro Probe wurden zwischen 5000 und 10000
Ereignisse (Events) gezéhlt. Die Erfassung der Daten erfolgte mit Hilfe der CellQuest
Software (Becton Dickinson), zur Auswertung wurden die Programme WinMDI und

PowerPoint (Microsoft Office) verwendet.

Verwendeter Puffer:

FACS-Puffer:
1% FCS
0,04 % Na-Azid in PBS
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Protein-Extraktion aus Zelllinien

Die Protein-Extraktion aus Zelllinien erfolgte in allen durchgefuhrten Schritten auf Eis.
Zunéchst wurde aus den Zellkulturflaschen oder den Wells vorsichtig das Medium abgesaugt
und die Zellen mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Anschlieend wurden die
Zellkulturflaschen oder die Zellkulturplatte auf eine mit Eis gefullte Schale platziert und je
nach Konfluenzgrad der Zellen mit einer entsprechenden Menge eiskaltem Lysepuffer (pcsbl)
gefullt. Nach ca. einer Minute wurden dann die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom
Boden des KulturgefaRes durch mehrmaliges Schaben abgeldst und mit einer Pipette in ein
vorgekihltes Eppendorf-Reaktionsgefd? Uberfuhrt. Der Zelliiberstand wurde durch
wiederholtes Resuspendieren mit der Pipette homogenisiert. AnschlieBend konnten die
Proben zur Konzentrationsbestimmung herangezogen oder bis zur weiteren Verwendung bei —

80°C gelagert werden.

Verwendeter Puffer:

Lysepuffer pcsbl:

50 mM Tris/HCI (pH 6.8)
10 % Saccharose

1% SDS

2.3.2 Protein-Extraktion aus Tumorgewebe

Die Protein-Extraktion aus Tumorgewebe erfolgte in allen durchgefiihrten Schritten auf Eis.
Alle benétigten Materialen (Homogenisatoren und der Lysepuffer pcsbl) wurden vor der
Verwendung vorgekihlt. Mit einem sterilen Skalpell wurde ein definiertes gefrorenes
Gewebsstiick vom Tumor entnommen und auf einer gekihlten Unterlage in kleinere Stiicke
zerteilt. Die Tumorsticke wurden in mit Stickstoff vorgekihlte TeflongefaBe mit Wolfram-
Kugeln in einem Homogenisator (Mikro-Dismembrator) fir 2 x 45 sec bei 2000 U
dismembriert. Das entstandene Pulver wurde in Lysepuffer pcsbl aufgenommen und durch
mehrmaliges Resuspendieren geldst. Das Tumorlysat wurde bis zur weiteren Verwendung bei

— 80°C gelagert.
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2.3.3 Konzentrationsbestimmung der extrahierten Proteine

Die Konzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe der Bicinchoninsédure-Methode durchgefiihrt.
Diese BCA-Methode beruht auf dem Prinzip der Biuretreaktion, bei der Cu?-lonen in
alkalischer Losung zu Cu®*-lonen reduziert werden und mit Proteinen in Gegenwart von
Bicinchoninsdure einen blauvioletten Komplex bilden, der quantitativ in einem Photometer
bei einer Wellenldnge von 560 nm ermittelt werden kann. Mit Hilfe eines BSA-
Proteinstandards wurde zuvor eine Eichgerade mit bekannten Konzentrationen (25 — 1000
pg/ml) angefertigt. Die Protein-Extrakte wurden mit dem Lysepuffer pcsbl im Verhdltnis 1:5
verdiinnt, mit 1 ml der BCA-L6sung versetzt und fur 30 min bei 37°C und 800 rpm im
Thermomixer inkubiert. Die verwendete BCA-L6sung besteht aus 50 Teilen der Losung A
des Kits (Na,CO3, NaHCO3, Bicinchoninsaure und Na-Tartat in 0,2 N NaOH) und einem Teil
der Losung B (4 % ige Cu,SO4-L6sung), die unmittelbar vor der Durchfiihrung miteinander
vermischt werden. Anhand der vorher erstellten Eichgeraden konnten anschliefend die

Konzentrationen der gewonnenen Proteinextrakte im Photometer errechnet werden.

2.3.4 Hamalaun/Eosin-Farbung von Paraffinschnitten

Im Falle einer Hamalaun/Eosin immunhistochemischen Féarbung handelt es sich um eine
kombinierte Kern- und Plasmaféarbung. Das positivgeladene Hdmalaun geht in stark saurem
Milieu mit den Nukleinsduren des Chromatins kovalente Bindungen ein und dieses fiihrt nach
Erhéhung des pH-Wertes Uber 3 zu einer blauen Farbung des Zellkerns. Der Farbstoff Eosin
farbt das Plasma rot. Die tUber Nacht bei 56°C ,,gebackenen‘ Paraffinschnitte wurden zuerst
zweimal fur 10 min in Xylol entparaffiniert und dann in einer absteigenden Ethanolreihe (100
%, 96 % und 80 % Ethanol) hydriert. Nach einem kurzen Spilen mit Wasser wurden die
Schnitte fir 7 min in Mayer’s Hdmalaun Losung inkubiert. Anschlieend erfolgte eine
weiteres Spllen mit H,O und dann eine Ansduerung der Schnitte mit HCI/Ethanol. VVor der
Eosin-Farbung wurden die Schnitte fir 10 min in H,O gespilt und dann fur ca. 30 Sekunden
in Eosin-L6ésung inkubiert. Nach einem weiteren Spilen mit H,O wurden die Schnitte einer
aufsteigenden Ethanolreihe (80 %, 96 % und 100 % Ethanol) auf dem Objekttrager fixiert und

nach einer zweimaligen funfminttigen Xylol-Inkubation mit Entellan eingedeckelt.
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2.3.5 Western Blot-Verfahren

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit Hilfe einer diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) modifiziert nach LAEMMLI (LAEMMLI, 1970).
Das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) fiihrt zum einen zu einer
Ladungsanderung der Proteine und zum anderen durch Zugabe von B-Mercaptoethanol unter
Hitze zur Auflosung der Tertidr- und Quartérstrukturen. Die negativ geladenen SDS-Protein-
Komplexe koénnen dann im elektrischen Feld groRenabhangig aufgetrennt werden. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der meisten Proteine verhélt sich dabei umgekehrt proportional
zum dekadischen Logarithmus ihrer molekularen Masse (HASHIMOTO ET AL., 1983). Die
Molekulargewichtsbestimmung erfolgte anhand eines Protein-Langenstandards (Rainbow
coloured protein molecular weight marker von Amersham). Fir den Aufbau der Western
Blot-Aparatur wurden zwei Spacer zwischen zwei Glasplatten gelegt, mit Klammern fixiert
und auf ein FuBteil geschraubt, damit die eingefuhrte Polyacrylamid-L&sung nicht auslauft.
AnschlieBend wurde ein 6 % iges Trenngel gegossen, und nach einer Polymerisationszeit von
30 — 60 min bei Raumtemperatur wurde auf das Trenngel das in der Zwischenzeit vorbereitete
Sammelgel pipettiert. Nach einer weiteren Polymerisationszeit von 30 min bei
Raumtemperatur wurden die durch einen eingesetzten Kamm entstandenen Taschen mit
Wasser von Gelresten gesdubert, die Glasplatten wurden in die Gelelektrophoresekammer
eingesetzt und mit frisch angesetztem Kathodenpuffer tberschichtet. Die vorher vorbereiteten
und mit pcsbl und pecsh2 Puffer versetzten Proben wurden in die Taschen des Gels pipettiert,
die Apparatur in die mit Anodenpuffer befiillte Elektrophoresekammer gesetzt und die
Elektrophorese firr ca. 18 h bei 55 - 65 V gestartet.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die durch die SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine auf eine Immobilon-P-Membran transferiert, um dann in einer nachfolgenden
Antikdrperreaktion auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht zu werden. Die Immobilon-P-
Membran besteht aus PVDF und hat daher hydrophobe Eigenschaften. Es ist essentiell, die
Membran vor der Benutzung kurz in Methanol zu schwenken, mit H,O zu spilen und mit
Transferpuffer zu dquilibrieren. Der Transfer auf die Membran wurde mit Hilfe eines Nass-
Blot-Verfahrens durchgefiihrt. Hierfur wurde die Membran mit dem dartber liegenden Gel
zwischen jeweils zwei Lagen feuchten Whatman 3MM-Papier auf jeder Seite gelegt. Der
horizontale Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Immobilon-P Membran erfolgte in der
mit Transferpuffer gefullten Nass-Blot-Apparatur fur 2 bis 4 Stunden bei 140 mA. Die

Membran kann nach dem Blotten entweder eingeschweil3t in Folie bei -20°C gelagert oder
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sofort weiter verwendet werden. Dafiir muss die getrocknete Membran dann vor den ndchsten
Schritten wieder mit Methanol aktiviert werden.

Im Falle der sofortigen Verwendung wurde die Membran in einer 5 % igen TBST-
Milchpulver-Losung fir 1 h oder Uber Nacht auf einem Taumelschuttler inkubiert, um
unspezifische Bindungen der Antikorper an die Membran bei der Detektion zu verhindern.
Nach dem Abdecken der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran 2 x in Wasser
gewaschen und anschlieend fir 1h bei RT oder (ber Nacht bei 4 °C mit dem ersten
Antikorper in 1,5 % iger TBST-Milchpulver-Ldsung inkubiert. Nach Inkubation mit der
Antikorper-Losung wurde die Membran 3 x fiir 10 min in 5 % iger TBST-Milchpulver-
Losung gewaschen, um Uberschiissigen nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen. In einer
weiteren Inkubationszeit von 1 Stunde wurde die Membran mit dem zweiten, an eine
Peroxidase gekoppelten Antikorper in 1,5 % iger TBST-Milchpulver-Lésung tiberschichtet. In
einem abschlieBenden Schritt wurde die Membran wiederum 4 x fir 10 min in 1,5 % iger

TBST-Milchpulver-Lésung gewaschen.

Verwendete Puffer:

pcsh2:
50 mM Tris-HCI (pH 6.8)

10 % R-Mercaptoethanol
10 % Saccharose

3% SDS

0,01 % Bromphenol-Blau

3 x Gelpuffer:
3 M Tris-HCI (pH 8.45)

0,3 % SDS

Transferpuffer:
100 mM Tris

193 mM Glycin

Trenngel:
37,5 % AA/Bis-AA

Glycerin

10 % SDS

3 x Gelpuffer
H,O
TEMED/APS

Kathoden-Puffer:

0,1 M Tris-HCI (pH 8.25)
0,1 M Tricine

0,1 % SDS

TBST:

20 mM Tris-HCI (pH 7.6)
137 mM Natriumchlorid
0,05 % Tween 20

Sammelgel:

37,5 % AA/Bis-AA
10 % SDS

3 x Gelpuffer

H,O

TEMED/APS

Anoden-Puffer:
0,2 M Tris-HCI (pH 8.9)

2.3.5.1 Detektion der Proteine

Die Chemilumineszenzreaktion (ECL) ist eine nicht-radioaktive Methode, um die auf einer
Membran immobilisierten spezifischen Antigene zu detektieren. Diese mussen dazu direkt
oder indirekt an Peroxidase-markierte Antikérper gebunden sein. Das Prinzip dieser Reaktion

besteht aus der Oxidation von Luminol in alkalischer Ldsung, katalysiert durch die Peroxidase
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und H,O,. Dabei sendet das angeregte Luminolmolekil Licht einer Wellenldange von 428 nm
aus. Diese Reaktion erreicht ihr Maximum nach 5 bis 20 min mit einer Halbwertszeit von
ungefédhr 1 Stunde. Die mit 1,5 % iger TBST-Milchpulver-Lésung gewaschene Membran
wurde je nach GroRe mit 10 ml oder 20 ml der ECL-Detektionslosung (L6sung 1 und 2 aus
dem Chemilumineszenz-Kit, 1:1 gemischt) bedeckt. Die Membran wurde dann in eine
passende Folie eingeschweilt, in eine Rontgenfilmkassette tberfihrt und ein Rontgenfilm in
der Dunkelkammer fur wenige Minuten aufgelegt. Dieser Film wurde sofort in einer
Entwicklungsmaschine (Hyperprocessor) entwickelt und auf der Basis dieses Ergebnisses

wurden weitere Expositionszeiten abgeschatzt und eventuell erneute Filme aufgelegt.

2.3.5.2 Entfernung von Antikdrpern von Membranen (,,Reblot*)

Um eine Membran mehrmals zu verwenden, mussen die zuvor detektierten Priméar- und
Sekundéar-Antikorper wieder von der PVDF-Membran entfernt werden. Fir diesen VVorgang
wurde die Membran zweimal fir 5 min mit H,O gewaschen und anschlie3end fur weitere 30
min mit 20 ml ,Reblot-Solution mild“ von Chemicon, Temecula,USA unter leichtem
Schwenken auf dem Taumelschittler inkubiert. Anschlieend erfolgte ein erneuter
Blockierungsschritt fir 5 bis 10 min mit 5 % iger TBST-Milchpulver-Lésung, bevor die

Inkubation mit einem neuen Primér-Antikorper gestartet wurde.

2.3.5.3 Densitometrische und semiquantitative Auswertung

Die quantitative Messung der spezifischen Proteinbanden auf den Réntgenfilmen wurde mit
Hilfe des Densitometers GS700 von Biorad und der dazu gehdrigen Bearbeitungssoftware
Quantity One (Biorad) durchgefiihrt. Anhand des ,,Band Analysis Quick Guides* und der
Funktion ,,Volume Rect Tool“ wurden um die einzelnen Banden Rechtecke gleicher GrofRe
gelegt und die Intensitat jeder Bande (Pixeldichte) bestimmt. Als Parameter diente die relative
Pixeldichte innerhalb der Rechtecke. Um Konzentrationsdifferenzen zwischen den einzelnen
Proben auszuschlielen, erfolgte eine Normalisierung der Werte mit den Werten von Actin,

welches konstitutiv in jeder Zelle exprimiert wird.
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2.3.6 TransAM-Assay

Die Bindung der an AP-1 beteiligten Untereinheiten wurde mittels des TransAM Assay
(Active Motif, Rixensart, Belgien) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Das Prinzip
der Untersuchung beruht auf der spezifischen Bindung von AP-1-Untereinheiten an die TRE-
Consensus-Sequenz (5"-TGAGTCA-3"). Hierfir wurde ein 96-well-plate verwendet, das mit
einer Oligonukleotid-Sonde, die die TRE-Sequenz enthielt, beschichtet war. Der
kolorimetrische Nachweis der an die Consensus-Sequenz gebundenen AP-1-Untereinheiten
erfolgte mit Hilfe von spezifischen Antikérpern, die mittels Meerrettich-Peroxidase (HRP)-
gekoppelten Sekundarantikdrpern spektralphotometrisch gemessen werden konnten (Abb.
2.6).

Die Gewinnung von Zellkern-Extrakten erfolgte mit einem NuclearExtraction Kit (ebenfalls
von Active Motif) nach den Angaben des Herstellers. Die Proteinbestimmung erfolgte
modifiziert nach BRADFORD (BRADFORD, 1976).

Fir die Durchfihrung des Tests wurden 5 pg Protein des Zellkern-Extraktes pro well
eingesetzt und fur 1h bei RT mit der Oligonukleotid-Sonde inkubiert. AnschlieRend erfolgte
ein 3 maliger Waschgang und die Zugabe von spezifischen Antikdrpern gegen die
gebundenen AP-1 Untereinheiten (Fra-1, Fra-2, c-Fos, FosB) fir 1 h bei RT.

Die wells wurden wiederum gewaschen und mit einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikdérper inkubiert (1 h, RT). Ein weiterer viermaliger Waschgang erfolgte
anschlielend, um (berschiissige Antikdrper-Reste vollstandig zu entfernen. Fir die
Farbreaktion wurden pro well 100 pl Tetramethylbenzidin hinzugegeben und solange
inkubiert bis ein Farbumschlag (blau) erfolgte. Mittels einer im Kit mitgelieferten ,,Stop-
Solution* wurde die Reaktion gestoppt, und dieses verursachte einen Farbumschlag von blau
nach gelb. Danach wurde die Absorption bei 450 nm im Elisareader (TECAN Sunrise)

gemessen.
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Zugabe von Primar-
Zugabe von Nuklear- Antikorper (Fra-2 oder
» Extrakt Fra-1, cFos etc.)

Zellkern-
Extrakt

Entwicklung/

beschichtete
Oligonukleotidplatte
mit AP-1 Consensus-
Sequenz

Zugabe von
Sekundar-Antikorper

Farbumschlag

Auswertung im -
Elisa-Reader

Abbildung 2.6: Ablauf des TransAM®-Assays. Modifiziert nach Active Motif, Rixensart, Belgien.

2.3.6.1 Bestimmung des Nuklear-Extraktes

Fir die Nuklearextrakt-Konzentrationsbestimmung wurde die Methode nach BRADFORD
(1976) verwendet. Eingesetzt wurde der Protein-Quantifizierungskit 2-D Quant Kit der Firma
Amersham. Dafir wurden die Proben nach Herstellerangaben vorbereitet und anschlieRend
bei 480 nm in einem UV-Spektrometer vermessen. Fir die Ermittlung der
Proteinkonzentration diente eine Eichkurve, die mit definierten Konzentrationen aus BSA (2,5
-25 pg/ml) hergestellt wurde. Es wurden nur Eichkurven verwendet, die einen Fehler
(ermittelt durch Lineare Regression) von unter einem Prozent aufwiesen. AulRerdem wurden

fur jede Probe zwei Ansétze hergestellt und in einer Doppelbestimmung gemessen.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturen

Zur Isolierung von genomischer DNA aus den Zelllinien wurde das QIAmp DNA Mini Kit
der Firma Qiagen, Hilden verwendet. Die Zellen wurden in T25-Zellkulturflaschen ausgesét
und bei einer Konfluenz von 80 % - 90 % geerntet. Hierflir wurde zunéchst der
Kulturiiberstand abgesaugt, die adhdrenten Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und
mit Hilfe eines Zellschabers in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféale tberfiihrt. Die gewonnene
Zell-Suspension wurde anschlieRend entsprechend der Herstellerangaben aufgearbeitet. Nach
Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des Nano Drop-Gerétes entsprach die Ausbeute etwa 20
- 40 ug genomischer DNA.

2.4.2 lIsolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA aus den Zelllinien wurde das TriZol®Reagenz
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Das TriZol® Reagenz ist eine monophasische Losung aus
Phenol und Guanidin-Isothiocyanat und ermdglicht die Isolierung von Gesamt-RNA aus
Zellen. Die Zellen wurden parallel in drei T25-Zellkulturflaschen ausgesédt und bei einer
Konfluenz von 80 % - 90 % geerntet. Der Kulturiiberstand wurde zunéachst abgesaugt und die
adharenten Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Durch Zugabe von 2,5 ml TriZol®
Reagenz wurden die Zellen lysiert und nach mehrmaligen Auf- und Abpipettieren der
Suspension wurde diese auf zwei 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt, und jeweils im
Vortexer durchmischt. Danach wurden vorsichtig 125 pl Chloroform hinzugefiigt und fir 2
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte durch 15-minitige
Zentrifugation bei 12000 x g eine Phasentrennung. Die obere wéssrige Phase wurde vorsichtig
oberhalb der organischen Phase abgenommen und die RNA-Fallung durch 625 ul Isopropanol
eingeleitet. Das durch Zugabe von 2 pl Pellet Paint (Novagen, Merck, Darmstadt) nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt bei 12000 x g (15 min, 4°C) sichtbar sedimentierte RNA-
Pellet wurde vorsichtig zweimal mit je 500 pl 70 % Ethanol gewaschen und dann fir 5 min
getrocknet. Das RNA-Pellet wurde anschlieBend in einem geeigneten Volumen H;Opgpc

aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.4.2.1 Photometrische Bestimmung der DNA und RNA

Das Prinzip der photometrischen Konzentrationsbestimmung von DNA basiert auf dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm, wobei hierfir die konjugierten
Ringsysteme der Basen verantwortlich sind. Somit ist es moglich, eine
Konzentrationsbestimmung von wassrigen DNA-LAsungen durchzufiihren. Hierflr wurde ein
Aliquot einer DNA-Probe mit A. dest. verdiinnt und die Absorption bei 260 nm, bei 280 nm
(Absorptionsmaximum von aromatischen Aminoséuren) und bei 310 nm (Grundabsorption
von Nukleinsduren) in einer Quarzkivette (Schichtdicke von 1 cm) gemessen. Die

Reinheitsbestimmung einer DNA-Praparation kann anhand folgender Formel erfolgen:

A
260nm _ H H
———— = Reinheit nukieinsaure)

A280nm

Bei einer sauberen DNA-Prdparation liegt das Verhaltnis bei 1,8 — 2,0. Ein Quotient Kleiner
als 1,8 lasst auf Verunreinigungen durch Proteine schlieBen, ein Quotient groRer als 2,0 zeigt
eine Verunreinigung an. Bezuglich der Konzentration gilt fur eine saubere Préparation der
folgende Zusammenhang: ein Ao nm-Wert von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50
pg/ml doppelstrdngiger DNA.

Die Konzentration von DNA-Proben kann anhand der folgenden Formel ermittelt werden:
¢ (in pg/ul) = VF - (Azs0 nmAs10 nm) - 0,05

c = Konzentration der DNA
A260 nm = Absorption bei 260 nm
A310 nm = Absorption bei 310 nm
VF = Verdunnungsfaktor

Die photometrischen Bestimmungen von RNA-Konzentrationen erfolgten im Nanodrop (ND
100; Delaware, USA). Die einzelstrangigen Ribonukleinséduren absorbieren die UV-Strahlung
im Bereich von 260 nm. Da die Menge der absorbierten UV-Strahlung dem Gehalt der Probe
direkt proportional ist und die gemessene OD = 1, bei geeichtem Gerdt einer RNA-
Konzentration von 40 ng/ul entspricht, kann die RNA-Konzentration aus dem Ayso-Wert
gemal’ der unten aufgefuhrten Formel ermittelt werden. Aus dem Aggo/Azgo Verhaltnis kann
andererseits ein Ruckschluss auf die Reinheit der Probe getroffen werden. Dieses Verhaltnis
sollte idealerweise zwischen 1,8 und 2,1 liegen, ist jedoch vom pH-Wert und der lonenstérke

abhangig. Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 ist die Préparation stark kontaminiert.

Berechnungsformel der RNA-Konzentration:

¢ [ng/ul] = Asgo x Verdiinnung x 40

c = Konzentration der RNA-Probe
Ao = Absorption bei 260 nm
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2.4.3 Auftrennung von Nukleinsduren durch Agarose-Gelelektrophorese

Unter Elektrophorese wird im Allgemeinen die Wanderung von geladenen Molekilen in
einem elektrischen Feld verstanden und dieses ist die gebrauchlichste Methode zur Analyse
von Nukleinséuren. Die Auftrennung erfolgt innerhalb eines festen Trégermaterials wie zum
Beispiel Agarose. Nukleinsduren sind innerhalb eines sehr groRen pH-Bereiches stets negativ
geladen, so dass die Wanderung der Nukleinsduren in Richtung der Anode verlauft. Des
Weiteren besitzen Nukleinséuren eine gleich bleibende Ladungsdichte, so dass das Verhéltnis
von Molekulargewicht zu Ladung konstant ist. Die Gelelektrophorese linearer DNA-
Fragmente kann zur GroRenbestimmung genutzt werden, denn (ber einen weiten
GroRenbereich der DNA besteht eine lineare Abhangigkeit zwischen dem Logarithmus der
Lange des Fragments und der Wanderungsstrecke im Gel. Ein wichtiges Hilfsmittel zur
Bestimmung von MolekiilgroRen sind so genannte Langenstandards (Marker), die Fragmente
mit genau definierten GroRen enthalten und parallel zu der zu analysierenden Probe auf das
Gel aufgetragen werden. Die GroRe unbekannter DNA-Molekiile kann anhand der Laufweiten
im Gel abgeschétzt werden oder durch eine Eichgerade rechnerisch ermittelt werden. DNA-
Fragmente werden nach einer Gelelektrophorese durch die Anfarbung mit Ethidiumbromid,
ein in die DNA interkalierender organischer Farbstoff, im Gel durch UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Dokumentation erfolgte im Geldokumentations-System GeneGenius 2 der
Firma Syngene, UK.

Zur Auftrennung von Nukleinsédurefragmenten unterschiedlicher Gré3e wurden 0,7 — 3 % ige
Agarosegele (Seakam LE-Agarose; FMC Bioproducts; Rockland, Maine, USA) versetzt mit
0,1 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. An die mit Tris-Borat-Laufpuffer (TBE 1 x) befillte
Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 3 — 10 V/Cm (glektrodenabstand) @Ngelegt. Die zu
analysierenden DNA-Proben wurden mit Gelladepuffer (6 x Loading Dye Solution, MBI
Fermentas GmbH; St. Leon-Roth, Deutschland) versetzt und in die Probentaschen des Gels
pipettiert. Der Gelladepuffer dient in erster Linie dazu, die Dichte der DNA-L&sung zu
erhéhen, so dass diese beim Auftragen in die Taschen absinkt und nicht in den Laufpuffer
diffundiert. Des Weiteren ist der Gelladepuffer mit Farbstoffen (z.B. Bromphenolblau und
Xylencyanol) versetzt, die wéahrend der Elektrophorese mit der DNA in Richtung der Anode

wandern und so einen Anhaltspunkt fur die Wanderung der DNA im Gel bieten.
Verwendeter Puffer:

TBE-Puffer:

89 mM Borsaure

89 mM Tris-HCI (pH 8.0)

2 mM Na,EDTA
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2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur in vitro-Amplifikation eines spezifischen Genfragments aus heterogenen
Nukleinsauregemischen kann die Technik der PCR (polymerase chain reaction) effizient
eingesetzt werden. Das Prinzip dieser Technik basiert auf der spezifischen Amplifikation
eines Abschnitts der DNA, welcher von speziellen Oligonukleotiden eingegrenzt wird. Somit
ist die Voraussetzung einer PCR, dass die flankierenden Bereiche der Zielsequenz bekannt
sind, so dass entsprechende komplementére Oligonukleotide (Primer) synthetisiert werden
kénnen, die mit der Template-DNA hybridisieren. Die in vitro-Amplifikation mittels PCR
wurde in einem Thermocycler Peltier PTC-200 der Firma Biozym (Oldendorf) durchgeftihrt.
Ein typischer Zyklus einer PCR gliedert sich in der Regel wie folgt:

1. Initiale Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Doppelstranges (Template-DNA) durch
Aufschmelzen flir 4 min bei 94°C;

2. Denaturierung flr 30 s bei 94°C

3. Hybridisierung (Annealing) der Primer an die Template-DNA durch Abklhlung des Gemisches auf eine
den Primern angepasste Temperatur (45 s bei z.B. 50°C).

4. Synthese der Tochterstrange (Elongation) mit Hilfe der DNA-Polymerase ausgehend von den 3'-OH-
Enden der Primer durch den Einbau der dNTPs bei 72°C fir z.B. 2 min je nach eingesetzter DNA-
Polymerase und erwarteter Fragmentlénge.

5. Terminale Elongation fir 4 min bei 72°C.

6. Kuhlung der Proben bis zur weiteren Verwendung bei 4°C

Die Schritte 2 bis 4 werden in der Regel 35fach wiederholt, so dass die Zielsequenz
exponentiell vermehrt wird und das Amplifikat im Idealfall in bis zu 10° Kopien vorliegt.

Fur einen PCR-Ansatz wurden folgende Komponenten verwendet:

Zusammensetzung eines 25 pl-PCR-Ansatzes:

Template-DNA (0,1 — 0,5 pg/ul) 1u
Primer 1 (1pg/ul) 1w
Primer 2 (1pg/ul) 1w
dNTP-Mix (2 mM je dNTP) 2,5ul
Polymerase-Puffer (10 x) 25u
DNA-Polymerase 0,5l
A. dest. ad 25 pl
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2.5 cDNA Mikroarrays

Mit Hilfe von cDNA-Microarrays kann die RNA-Expression bestimmter Gene nachgewiesen
werden und ein entsprechendes Expressionsprofil der analysierten Probe dargestellt werden.
In dieser Arbeit wurde der cDNA Array Humane Genome GeneChip U133 Plus 2.0 der Firma
Affymetrix (Santa Clara, USA) verwendet. Das Prinzip des Affymetrix GeneChip
Expressions-Array besteht darin, exprimierte mRNA durch reverse Transkription in cDNA
umzuschreiben und dann in einem weiteren Schritt in Biotin-markierte cRNA umzuformen.
Diese wird durch Hybridisierung an passende Oligonukleotid-Sequenzen des GeneChips
gebunden und wird dann qualitativ sowie quantitativ ausgewertet. Anhand dieses
beschichteten cDNA Arrays kann durch 1,3 Mio. verschiedene Oligonukleotide die
Expression von 47.000 Transkripten von 39.500 Genen untersucht werden.

Die Microarray-Technik umfasste komplexe Arbeitsschritte wie Proben-Vorbereitung (RNA-
Isolation aus den zu untersuchenden transfizierten Zelllinien) sowie Ubersetzung in cDNA,
Hybridisierung der Proben mit den Arrays, Markierung mit Fluoreszenz-Farbstoffen, Scannen
der Arrays und die abschlieBende Auswertung der generierten Expressionsdaten. Mit
Ausnahme der RNA-Isolation wurden alle Arbeitsschritte von Kristin Reeck und Dr. Thomas
Streichert (Institut fur Klinische Chemie; UKE Hamburg) durchgefihrt.

2.6 Statistische Auswertung

Von allen Zellkulturexperimenten wurden mindestens drei unabhdngige Experimente mit
unterschiedlich vielen Mess-/Zahlergebnissen durchgefiihrt. Als Ergebnis wurden der
arithmetische Mittelwert sowie die Standardabweichung der gesamten Stichprobe (auf der
Grundlage aller Ergebnisse aus allen Experimentreihen) bestimmt. Bei den Vergleichen
zwischen zwei Stichproben wurde der zweiseitige Student-T-Test angewendet, wenn beide
Stichproben die gleiche Varianz (homoskedastisch) aufwiesen. Die asymptotische Signifikanz
wird durch den p-Wert angegeben, wobei ein Wert von p < 0,05 einfach und ein Wert von p <
0,01 als hoch signifikant gesehen wird. Zur statistischen Berechnung wurde das Programm
EXCEL (Microsoft Office 2003) genutzt.
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Die Daten der Expressionsanalysen wurden anhand des Chi-Quadrat-Tests nach Mantel Cox
mit den vorhandenen klinischen Daten des Patientinnen-Kollektivs korreliert und auf
statistisch signifikante Zusammenhange untersucht.

Uberlebenskurven wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier Methode fiir das Gesamtiiberleben und
das rezidivfreie Intervall bestimmt. Fur die multivariate Analyse wurde der untersuchte
Marker auf die Unabhéngigkeit in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell auf
verschiedene pathologischen Parameter Uberprift. Hierflr wurde das Statistik-Programm

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) verwendet.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit unterteilt sich in drei experimentelle Abschnitte. Zunéchst erfolgte
eine proteinbiochemische Analyse der Expression des Transkriptionsfaktors Fra-2 an
klinischem Material von humanen Mammakarzinomen. Um den genetischen Einfluss von
Fra-2 in vitro ndher zu charakterisieren, erfolgten parallel dazu Transfektionsexperimente in
humanen Mammakarzinom-Zelllinien. Im dritten Abschnitt wurde die Expression zuvor
mittels cDNA Microarrays identifizierter Fra-2 Zielgene wiederum an Kklinischem

Tumormaterial analysiert und fiir ihre klinische Bedeutung validiert.

3.1 Protein-Expression von Fra-2 am klinischem Material

Das untersuchte Kollektiv bestand aus 75 Mammakarzinom-Patientinnen, die im Zeitraum
von 1991 bis 2001 an der Frauenklinik des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf
behandelt wurden. Fir 56 der behandelten Falle lagen Follow-up Daten vor, der mittlere
Beobachtungszeitraum betrug im Median 66 Monate (6 — 125 Monate).

Von jeder Patientin sind folgende klinische und tumorbiologische Parameter erfasst: T-
Stadium, Nodalstatus, Grading, Menopausenstatus, Ostrogen-Rezeptor-Expression (ER);
Progesteron-Rezeptor-Expression (PR) und Her2/neu-Status.

FUr die statistische Auswertung wurde das Statistik-Programm SPSS verwendet. Flr die
Berechnungen der Kaplan-Meier Uberlebenskurven wurden zwei Gruppen definiert. Die erste
Gruppe umfasste Patientinnen mit geringer Fra-2 Expression (< Median) in den Tumoren und
die zweite Gruppe Patientinnen mit starker Fra-2 Expression (> Median).

Die Gesamt-Uberlebenszeit sowie das rezidivfreie Intervall, beginnend vom Zeitpunkt der
Operation, wurden unter Anwendung der Kaplan-Meier Methode ermittelt. Die
Uberlebenskurven wurden mit dem Log-Rank-Mantel-Cox-Test verglichen. Mittels dieser
Uberlebensanalyse wurde die Fra-2 Protein-Expression in Hinblick auf das rezidivfreie
Intervall und des Gesamt-Uberlebens iiber einen Zeitraum von 125 Monaten verglichen. Die
Abbildung 3.1 zeigt die Kaplan-Meier Analyse fur das rezidivfreie Intervall und fur das

Gesamt-Uberleben.
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Abbildung 3.1: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse bei Patientinnen mit Fra-2 exprimierenden
Mammakarzinomen in Hinblick auf das rezidivfreie Intervall und das Gesamt-Uberleben.

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigten sowohl fir das rezidivfreie Intervall (p = 0,027) als auch
fir das Gesamt-Uberleben (p = 0,043) einen signifikant ungiinstigeren Verlauf bei

Mammakarzinomen mit starker Fra-2 Expression.

3.2 Funktionelle Analysen zur Rolle von Fra-2 in Mammakarzinom-
Zelllinien

In Anbetracht der Ergebnisse der Fra-2 Expression in klinischem Material stellte sich die
Frage nach der biologischen Wirkweise von Fra-2 in Mammakarzinom-Zellen. Zu diesem
Zweck erfolgten experimentelle Untersuchungen zur Rolle von Fra-2, wobei im Vergleich

dazu im geringeren Umfang Untersuchungen zu Fra-1 durchgefiihrt wurden.

3.2.1 Auswabhl der Zelllinien

Um den Einfluss von Fra-2 auf das Verhalten von Zellen in vitro zu analysieren, wurden zwei
verschiedene humane Mammakarzinom-Zelllinien als Modellsysteme herangezogen. Zum
einen wurde die schwach invasive, ER- und PR-positive Zelllinie MCF-7, die ein epitheliales
Wachstum zeigt, und zum anderen die mesenchymal, stark invasiv wachsende Zelllinie MDA
MB231, die ER- und PR-negativ ist, ausgewdahlt (Abb. 3.2 A-B). Diese Zelllinien wurden

aufgrund ihrer Unterschiede im Hormonrezeptorstatus sowie des Gehaltes an AP-1 Proteinen
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ausgesucht. Wahrend Fra-2 in beiden Zelllinien nachweisbar ist, ist der Transkriptionsfaktor
Fra-1in MCF-7 Zellen sehr schwach exprimiert, wohingegen die Expression von Fra-1 in
MDA MB231 sehr stark ist (PHILIPS ET AL., 1998).

Abbildung 3.2 A und B: Morphologie der verwendeten Mammakarzinom-Zelllinien.
A: epithelial wachsende MCF-7 Zelllinie; B: mesenchymal wachsende Zelllinie MDA MB231
(40 x vergroBert; entnommen aus ATTC®: www.lgcstandards-atcc.org).

3.2.2 Herstellung von stabilen, induzierbaren Mammakarzinom-Zelllinien mit Fra-2-

Uberexpression

3.2.2.1 Transfektion mit pTRE- Teton-Expressionsvektoren

Um die Expression des Fra-2 Gens kontrollieren zu kdénnen, wurde das von GOSSEN &
BUJARD (1992) entwickelte Tetracyclin-regulierte System Tet-ON verwendet, anhand dessen
die Expression des Gens durch einen Induktor (Doxycyclin) angeschaltet wird.

Fir ein funktionierendes Tet-ON-System (Abb. 2.2 in 2.2.3) wurden zwei stabile
Transfektionen in den Zelllinien benétigt. Mit Hilfe der MaTRA® (siehe 2.2.2.1.2)
Transfektion wurde zunachst das Plasmid Teton (Regulatorplasmid), welches den
Tetracyclin-Repressor (rtetR) und den Tetracyclin-abhdngigen Transaktivator (rtetR) unter
der Kontrolle des CMV-Promotors (Pcmy) sowie das Neomycin-Resistenz-Gen beinhaltet, in
die Ursprungszelllinie MCF-7 eingebracht. Analog dazu erfolgte mit Hilfe der Lipofektamin-
Transfektion (siehe 2.2.2.1.1) die Einbringung des Teton-Plasmids in die MDA MB231

Ursprungszelllinie. Die optimale Konzentration des Neomycin-Analogons Geneticin (G418)
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zur Selektion potentieller Transfektanten wurde zuvor in einer Testreihe verschiedener
Konzentrationen bestimmt. Zur Selektion wurde Geneticin in einer Konzentration von 400
pag/ml eingesetzt. Nach erfolgreicher Etablierung Geneticin-resistenter Klone wurden diese
auf die Integration und Induzierbarkeit des Tetracyclin-Transaktivators tberprift. Zu diesem
Zweck wurden die Teton-Klone (MCF-7 Teton und MDA MB231 Teton) transient mit dem
Vektor pTRE2pur-Luc transfiziert. In diesem Vektor (Responseplasmid, siehe Abb. 2.2 in
2.2.3) befindet sich unter Kontrolle des CMV-Minimalpromotors (Pmincmv) das Luciferase-
Gen (luc) als Reporter im Anschluss an die Tetracyclin-responsive Doméne (TRE). Nur nach
erfolgreicher Integration des Teton-Plasmids kann nach Zugabe von Doxycyclin (2 pg/ml) die
Transkription des Reportergens (luc) stattfinden. Mittels eines Biolumineszens-Gerates wurde
die Luciferase-Aktivitat quantitativ gemessen (Abb. 3.3) und pro Zelllinie (MCF-7 und MDA
MB231) ein ,Masterklon“ mit der effektivsten Doxycyclin-Induktion fur die zweite
Transfektion ausgewahlt.

MDA MB231 Teton-Zellen

Klon 29 +
Klon 29 -

Klon 26 +
Klon 26 -

Klon 21 +
Klon 21-

Klon 18 +
Klon 18 -
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Klon X+
Klon X - p = 0,027
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Klon W -

Klon V +

Klon V- p=0048
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Klon S - p=0,008
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Luciferase-Aktivitat (RLU)

Abbildung 3.3: Luciferase-Assay zur Auswahl von induzierbaren Teton-Klonen
in MDA MB231 und MCF-7 Zellen. (Doxycyclin 2ug/ml, 48 h Inkubation).
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils vier
unabhéngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.
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Von den transfizierten MDA MB231-Zellen wurde als ,,Masterklon” Klon 21 ausgewéhlt, da
er nach Zugabe von Doxycyclin eine signifikante Steigerung der Luciferase-Aktivitdt um das
6,4-fache zeigte. Bei den MCF-7-Zellen wurde der Klon X ausgewahlt, dessen Luciferase-
Aktivitat nach Doxycyclin-Zugabe um das 12-fache anstieg (Abb. 3.3).

Fir die anschlieBende zweite Transfektion wurden zwei Konstrukte generiert. Zum einen
wurde in den Vektor pTREZ2pur, der den CMV-Minimalpromotor mit den Tetracyclin-
responsiven Elementen (TRE) enthalt, die komplette cDNA des Transkriptionsfaktors Fra-2
und zum anderen wurde ebenfalls in den Vektor pTRE2pur die cDNA des
Transkriptionsfaktors Fra-1 eingebracht. Fur alle anschlieBenden Versuche wurde der leere
pTRE2pur-Vektor mit dem Puromycin-Resistenzgen als Negativkontrolle (Kontrollzellen)
verwendet und wurde zur Vereinfachung als pTRE bezeichnet. Die Masterklone MDA
MB231 Teton (Klon 21) sowie MCF-7 Teton (Klon X) wurden mit den generierten Vektoren
PTRE (Negativkontrolle) sowie pTRE-Fra-2 bzw. pTRE-Fra-1 transfiziert. Nach 3 bis 4-
waochiger Selektion mit 0,5 mg/ml Puromycin wurden mehrere resistente Fra-2 bzw. Fra-1
Klone isoliert. Anschliefend wurden diese stabilen Klone mit verschiedenen Doxycyclin-
Konzentrationen auf ihre Induzierbarkeit Gberprift (Daten nicht gezeigt). Hierflr wurden die
Zellen fur 48 h mit 2 pg/ml Doxycyclin (Dox) inkubiert und anschlieBend in einem
detergenshaltigem Puffer solubilisiert. Die Proteine wurden mittels SDS-Page
elektrophoretisch aufgetrennt und Fra-2 bzw. Fra-1 nach Western Blot mit dem polyklonalen
Antikorper detektiert. Zur Auswahl kamen die Klone mit der hdchsten Induzierbarkeit und der
geringsten Basisexpression (,,leakyness®) von Fra-2 bzw. Fra-1.

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse fur die ausgewéhlten Zellklone von MDA
MB231-Teton Fra-2 (Abb.3.4) und MCF-7-Teton Fra-2 (Abb.3.5) dargestellt. Um eine
gleichwertige Proteinkonzentration in jeder Western Blot-Tasche zu gewahrleisten und zur
Normalisierung der Expressionswerte, wurde jede Membran zusatzlich auf Actin detektiert.
Actin ist ein in allen eukaryotischen Zellen vorkommendes ca. 46 kDa schweres
Strukturprotein des Cytoskeletts und wird als so genanntes ,,housekeeping gene* gefiihrt. Die
Expression der jeweils nicht induzierten Zellen wurde nach densitometrischer Auswertung
des Western Blots als 100 % gesetzt. Die densitometrische Auswertung der Fra-2 Expression
nach Dox-Induktion ergab fir die Negativkontrolle MDA-Teton pTRE+ eine geringfiigige
Steigerung von 13 % gegeniiber der nicht induzierten Negativkontrolle MDA-Teton pTRE-.
Fur die zwei MDA-Teton Fra-2-Klone (7 und 15) wurde eine Expressionssteigerung von Fra-
2 durch die Zugabe von Doxycyclin um 80 % (Klon 7+ zu Klon 7-) und 64 % (Klon 15+ zu

Klon 15-) erzielt.
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MDA Teton MDA Teton MDA Teton MDA Teton MDATeton ~ MDA Teton
pIRE- pTRE + Fra-2Klon 7- Fra-2Klon 7+ Fra-2Klon 15- Fra-2Klon 15+

e
— D - — —

Abbildung 3.4.: Western Blot-Analyse der MDA MB231-Teton Fra-2 Zellen nach
Induktion mit Doxycyclin.

Spur 1: MDA MB231 (Ursprungszelllinie); Spur 2 und 3: MDA-Teton pTRE
(Negativkontrolle; - ohne Dox., + mit Dox.); Spur 4 bis 7: MDA-Teton Fra-2 Klone
7 und 15 (- ohne Dox., + mit Dox.). Es wurden jeweils 20 pg Protein aus den
Zelllysat aufgetragen. Konzentrationskontrolle: Actin.

MDA MB 231

anti-Fra-2

anti-Actin

Die densitometrische Auswertung der MCF-7-Teton Klone zeigte ebenfalls eine
Expressionssteigerung von Fra-2. So wurde nach Induktion mit Doxycyclin die Expression
von Fra-2 bei dem MCF-7-Teton Fra-2 Klon 2+ um 179 % erhoht und bei dem MCF-7-Teton
Fra- 2 Klon 4+ um 78 % im Vergleich zum jeweiligen nicht induzierten Klon (2- bzw. 4-).

MCF-7 Teton MCF-7 Teton MCF-7 Teton MCF-7 Teton MCF-7 Teton MCF-7 Teton

MCHT DTRE - DTRE + Fra-2Klon 2- Fra- + Fra-2Klon 4- Fra-2Klon 4+

anti-Fra-2

R
| . - ' ‘ anti-Actin

Abbildung 3.5: Western Blot-Analyse der MCF-7-Teton Fra-2 Zellen nach
Induktion mit Doxycyclin.

Spur 1. MCF-7 (Ursprungszelllinie); Spur 2 und 3: MCF-7-Teton pTRE
(Negativkontrolle; - ohne Dox., + mit Dox.); Spur 4 bis 7. MCF-7-Teton Fra-2
Klone 2 und 4 (- ohne Dox.,+ mit Dox.). Es wurden jeweils 20 ug Protein aus den
Zelllysat aufgetragen. Konzentrationskontrolle: Actin.

Far alle weiteren anschlieBenden Experimente wurden diese ausgewahlten Klone verwendet.
Wie schon erwéhnt, wurde parallel zu den Transfektionen mit Fra-2 auch der
Transkriptionsfaktor Fra-1 in die jeweiligen MCF-7- und MDA MB231-Teton Zelllinien
transfiziert. Wahrend zunachst ein Transfektionserfolg beobachtet werden konnte und von
jeweils 11 (bei MCF-7-Teton) bzw. 17 (bei MDA MB231-Teton) Transfektanten potentielle
mit Doxycyclin induzierbare Klone selektioniert werden konnten, stellte sich nach einiger
Zeit heraus, dass sich die einzelnen Klone nicht mehr effektiv mit Doxycyclin induzieren
lieken. Auch ein erneuter Transfektionsversuch mit beiden Zelllinien bestétigte dieses

Ergebnis.
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Um die als Negativkontrolle in jedem Versuch mitgefiihrten Klone pTRE auf die Integration
der Vektorkassette zu Uberprifen, wurde die genomische DNA aus diesen Zellklonen isoliert
und mittels PCR mit pTRE-spezifischen Primern (siehe 2.1.1.2) analysiert. Dabei wurde die
Prasenz der pTRE-Kassette durch Darstellung des 270 bp grofRen PCR-Produkts bestatigt
(Daten nicht gezeigt).

3.2.2.2 Transfektion mit pIRES-Expressionsvektoren

3.2.2.2.1 MDA-MB231 mit pIRES Vektoren fiir Fra-2 und Fra-1

Neben den Teton-Zelllinien mit induzierbarer Fra-2 Expression wurden auch Zellklone mit
stabiler, konstitutiver Fra-2 oder Fra-1-Uberexpression generiert.

Fir die Transfektion mit dem bicistronischen pIRES-P Expressionsplasmid wurden
Expressionsvektoren konstruiert, welche die vollstandige codierende Sequenz von Fra-2 oder
Fra-1 zusammen mit einem C-terminalen FLAG-Epitop enthalten (Vorarbeiten von Frau Dr.
Milde-Langosch). Mit Hilfe der Lipofektamin-Methode (siehe 2.2.2.1.1) wurde der generierte
Vektor Fra-2-pIRES-P bzw. Fra-1-pIRES-P in die MDA MB231 Zellen eingebracht. Eine
anschlieende Selektion mit dem Antibiotikum Puromycin (1 pg/ml) erbrachte 12 Puromycin-
resistente Transfektanten flr Fra-2 und 8 flr Fra-1.

Nach Protein-Isolierung und Western Blot-Analyse wurden jeweils zwei Klone (Klon 2 und
Klon 8 bei Fra-2 und Klon 1 und 2 bei Fra-1) ausgewahlt, die eine im Vergleich zur
Negativkontrolle pIRES (Vektor pIRES-P ohne Insertion von Fra-2 oder Fra-1) gesteigerte
Expression von Fra-2 bzw. Fra-1 zeigten (siehe Abbildung 3.6 und 3.7)

MDA MB231 MDA MB231
MDA MB231 MDAMB231pIRES  pIRESFra-2 pIRES Fra-2
Klon2 Klon 8

 ———— e - | 21111-AGHIN

Abbildung 3.6: Western Blot-Analyse der MDA MB231-pIRES Fra-2 Zellen.

Spur 1: MDA MB231 (Ursprungszelllinie); Spur 2: MDA MB231-pIRES
(Negativkontrolle); Spur 3: MDA MB231-pIRES Fra-2 Klon 2; Spur 4: MDA
MB231-pIRES Fra-2 Klon 8. Es wurden jeweils 20 pg Protein aus den Zelllysat
aufgetragen. Konzentrationskontrolle: Actin.
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MDA MB231 MDA MB231 MDA MB231
MDA MB231 oA DIRES Fra-1 e
P Klon 1 Klon 2

anti-Fra-1

Abbildung 3.7: Western Blot-Analyse der MDA MB231-pIRES Fra-1 Zellen.
Spur 1: MDA MB231 (Ursprungszelllinie); Spur 2: MDA MB231-pIRES
(Negativkontrolle); Spur 3: MDA MB231-pIRES Fra-1 Klon 1; Spur 4:_MDA
MB231-pIRES Fra-1 Klon 2. Es wurden jeweils 20 pg Protein aus den Zelllysat
aufgetragen. Konzentrationskontrolle: Actin.

3.2.2.2.2 MCF-7 mit pIRES Vektoren Fra-1

Analog zur Transfektion der MDA MB231 Zellen erfolgte die Transfektion der MCF-7 Zellen
mit Fral-pIRES-P mittels der MaTra-Methode (2.2.2.1.2). Durch anschlieRende Selektion mit
Puromycin (1 pg/ml) konnten insgesamt 9 Klone generiert werden. Nach einer

abschlieRenden Western Blot-Analyse wurden die Klone 4 und 8 flr die weitere Verwendung
ausgewahlt (Abb. 3.8).

In einer vorangegangenen Arbeit von Frau Stanislava Janke wurden MCF-7 Zellen stabil mit

Fra-2 transfiziert (MILDE-LANGOSCH ET AL, 2008). Diese transfizierten Zellen wurden fir
diese Arbeit flr vergleichende Untersuchungen zur Verfugung gestellt.

MCF-7 MCF-7
MCF-7 MCF-7pIRES pIRES Fra-1 pIRES Fra-1
Klon4 Klon 8

anti-Fra-1

L — -
; anti-Actin
. — -

Abbildung 3.8: Western Blot-Analyse der MCF-7-pIRES Fra-1 Zellen.
Spur 1: MCF-7 (Ursprungszelllinie); Spur 2: MCF-7-pIRES (Negativkontrolle);
Spur 3: MCF-7-pIRES Fra-1 Klon 4; Spur 4: MCF-7-pIRES Fra-1 Klon 8. Es

wurden  jeweils 20 pg Protein  aus den  Zelllysat  aufgetragen.
Konzentrationskontrolle: Actin.
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3.2.3 Untersuchungen zur Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensussequenz

Zur Untersuchung der Bindungsaktivitat der Transkriptionsfaktoren Fra-2 und Fra-1 wurde
das TransAM System der Firma Active Motif verwendet (2.3.6). Basierend auf einer 96-well
Platte, die mit einer Oligonukleotidsonde beschichtet ist, die eine AP-1 Consensus-Sequenz
enthélt, konnten Rickschlisse auf die Bindungsaktivitdt von Fra-2 und Fra-1 in den
transfizierten Zellen gezogen werden. Flr diesen Versuchsansatz wurden zunéchst die
Kernextrakte aus allen zu untersuchenden Zellklonen isoliert (2.3.6.1) und die Proteinmengen
mit Hilfe des Quant-Kits (2.3.1) quantifiziert. Insgesamt wurden pro Versuchsansatz 5 ug
Nuklear-Extrakt eingesetzt. Nach Inkubation der Extrakte auf der Oligonukleotidschicht
erfolgte ein kolorimetrischer Nachweis der an die TRE-Consensus-Sequenz TRE gebundenen
Fra-Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern.

Die Abbildung 3.9 verdeutlicht, dass hinsichtlich von Fra-2 in den MDA MB231 Klonen als
auch in den MCF-7 Klonen eine Bindung an die AP1-Consensussequenz stattfindet. Im Falle
der mit dem Expressionsvektor pIRES-Fra-2 bzw. Fra-1 transfizierten MDA MB231 Zellen
konnte eine signifikante Steigerung der Fra-2-Bindungsaktivitdit im Vergleich zur
Negativkontrolle nachgewiesen werden, so zeigten die Fra-2 Klone eine 1,7-fache (Klon 2; p
= 0,03) bzw. eine 1,6-fache Zunahme (Klon 8; p = 0,04) (Abb. 3.9 A).

Dieses konnte auch bei den MCF-7- pIRES Fra-2 Klonen beobachtet werden. Eine Erhéhung
der Fra-2 Bindung war sowohl bei denen als ,,pool* bezeichneten und nicht als Einzelzell-
selektionierten Fra-2 Zellen (1,4-fach; p = 0,05) sowie bei dem selektionierten Einzelklon T6
(1,38-fach; p = 0,01) zu sehen (Abb. 3. 9 B).

Eine Steigerung war auch bei den MCF-7-Teton Fra-2 Zellen zu verzeichnen, nach
Doxycyclin-Zugabe erhdhte sich die Fra-2 Bindung im Klon 2 um das 1,4 -fache und bei dem
Klon 4 um das 1,1-fache, aber aufgrund der Standardabweichungen ist das Ergebnis nicht
signifikant (Abb. 3.9 C). Gegenlaufig verhielten sich die MDA MB231-Teton Fra-2 Zellen, in
diesem Versuchsansatz war eher eine Abnahme der Fra-2 Bindungsaktivitdt nach Zugabe von
Doxycyclin zu beobachten (Abb. 3.9 D).

Die Ergebnisse der MDA MB231-Teton-Zellen zeigten in Bezug auf die Induktion,
Invasivitat und Bindungsaktivitat sehr groRe Schwankungen und aufgrund der erhéhten Fra-2
Expression auch bei den induzierten Kontrollzellen wurden die weiteren Untersuchungen

ohne diese Zelllinien fortgefihrt.
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Abbildung 3. 9 A-D: DNA-Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensus-Sequenz.

A: MDA MB231-pIRES Fra-2 Klone mit Fra-2 Antikorper; B. MCF-7-pIRES Fra-2 Klone mit Fra-2
Antikorper; C: MCF-7-Teton Fra-2 Klone mit Fra-2 Antikorper; D: MDA MB231 Teton-Fra-2 Klone mit
Fra-2 Antikorper. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabhéngigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Die Bindungsstudien der MDA MB231-pIRES Fra-1 Zellen ergaben keine signifikanten
Unterschiede. Aus der Abbildung 3.10 A geht hervor, dass in den MDA MB231-pIRES Fra-1
Klonen im Vergleich zur Negativkontrolle die Fra-1 Bindungsaktivitat nahezu unveréndert
blieb. Wéhrend bei den MCF-7-pIRES Fra-1 Zellen im Falle des Klon 8 die Bindung von Fra-
1 signifikant um das 1,8-fache im Vergleich zur Negativkontrolle erhéht wurde, betrug die

Steigerung bei Klon 4 das 1,4-fache, war aber nicht signifikant (Abb. 3.10 B).
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Abbildung 3.10 A-B: DNA-Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensus-Sequenz.
A: MDA MB231-pIRES Fra-1 Klone mit Fra-1 Antikorper; B: MCF-7-pIRES Fra-1 Klone mit Fra-1
Antikorper. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabhangigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.
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In einem weiteren Versuchsansatz wurden die mit pIRES transfizierten Zellen auf die
Bindung weiterer AP-1 Untereinheiten kontrolliert. So wurden die MDA MB231-pIRES Fra-
2 Klone auch auf die Fra-1 und cFos vermittelte Bindungsaktivitét Gberpruft (Abb.3.11 A und
B). Die Bindung von cFos war sehr niedrig im Vergleich zur mitgefiihrten Positivkontrolle fir
cFos (Abb. 3.11 A). Hinsichtlich der Fra-1-Expression konnte eine Verminderung in den Fra-
2 Klonen im Vergleich zur Kontrolle (pIRES) beobachtet werden (Klon 2 = 1,35-fach und
Klon 8 = 1,31-fach) (Abb. 3.11 B).

MDA MB 231 pIRES Fra-2 Klone mit cFos-Antikdrper MDA MB231 pIRES Fra-2 Klone mit Fra-1 Antikérper
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Abbildung 3.11 A-B: DNA-Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensus-Sequenz.

A: MDA MB231-pIRES Fra-2 Klone mit cFos Antikérper; B: MDA MB231 pIRES-Fra-2 Klone mit Fra-1
Antikorper. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabhangigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Ein dhnliches Ergebnis zeigte auch der Ansatz mit den MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen. Die
Bindung von cFos war signifikant niedriger als bei der cFos-Positivkontrolle und blieb in den
Klonen mit Fra-2 Uberexpression im Vergleich zur Kontrolle unverandert (Abb. 3.12 A),
wéhrend bei Fra-1 die Bindung deutlich im Vergleich zur Kontrolle (pIRES) vermindert
wurde (Klon Fra-2 pool um das 2,9-fache und Klon T6 um das 3,8-fache) (Abb. 3.12 B).

Aufgrund der hohen Standardabweichungen sind die Ergebnisse aber nicht statistisch

signifikant.
MCF-7 pIRES Fra-2 Klone mit cFos-Antikorper MCF-7 pIRES Fra-2 Klone mit Fra-1 Antik6rper
A B
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MCF-7 pIRES pool KlonTé  Kontrolle MCFTPIRES — pool Klon T6  Pos Kontrolle
Abbildung 3.12 A-B: DNA-Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensus-Sequenz.
A: MCF-7-pIRES Fra-2 Klone mit cFos Antikérper; B: MCF-7-pIRES Fra-2 Klone mit Fra-1 Antikorper.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabhangigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.
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Ein Ubereinstimmendes Ergebnis wiesen auch die MDA MB231- und MCF-7-pIRES Fra-1
Klone beziiglich der cFos vermittelten AP-1-Bindungsaktivitdt auf (Abb. 3.13 A und C).
Bezogen auf die cFos-Positivkontrolle war bei allen Klonen die Bindung sehr niedrig. Im
Vergleich dazu war das Ergebnis fiir MDA MB231- und MCF-7-pIRES Fra-1 Klone mit Fra-
2 nicht so eindeutig (Abb. 3.13 B und D). Verglichen mit der Fra-2 Positivkontrolle und der
jeweiligen Negativkontrolle (pIRES) zeigten sowohl die MDA MB231- als auch die MCF-7-
PIRES Fra-1 transfizierten Klone eine tendenziell hohere AP-1 Bindungsaktivitét.
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Abbildung 3.13 A-D: DNA-Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensus-Sequenz.

A: MDA MB231-pIRES Fra-1 Klone mit cFos Antikérper; B: MDA MB231-pIRES Fra-1 Klone mit Fra-2

Antikdrper; C: MCF-7 pIRES-Fra-1 Klone mit cFos Antikorper; D: MCF-7-pIRES Fra-1 Klone mit Fra-2

Antikorper. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabhangigen

Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

3.2.4 Untersuchungen der Proliferation

Nach erfolgreicher Etablierung induzierbarer Fra-2 Teton-Zelllinien sowohl in MDA MB231
als auch in MCF-7 Zellen und analog dazu MDA MB231- bzw. MCF-7-pIRES Zellen mit
konstitutiver ~ Fra-2- bzw. Fra-1-Uberexpression, wurde der Einfluss dieser
Transkriptionsfaktoren auf die Proliferationsfahigkeit der verwendeten Mammakarzinom-
Zellen getestet. Zu diesem Zweck wurden MTT-Proliferationsassays (siehe 2.2.4)
durchgefiihrt. Hintergrund dieses Assays ist, dass metabolisch aktive Zellen das hinzugefiigte

Tetrazolium-Salz in den Farbstoff Formazan umsetzen, welches dann bei einer Wellenldnge
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von 540 nm in einem Elisa-Reader quantifiziert werden kann. An der Quantitat der
Umsetzung in Formazan lassen sich Rickschlisse auf das Proliferationsverhalten der
getesteten Zellen ziehen. Zur Veranschaulichung sind in der Abbildung 3.14 die
durchgefuhrten Experimente zum Proliferationsverhalten der verwendeten Mammakarzinom-

Zelllinien unter verstarktem Fra-2 bzw. Fra-1 Einfluss dargestellt.
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Abbildung 3.14 A-E: Effekt von Fra-2 bzw. Fra-1 auf das Proliferationsverhalten in Mammakarzinom-
Zellen.

A: MDA MB231-pIRES Fra-2 Klone; B: MDA MB213-pIRES Fra-1 Klone; C: MCF-7-pIRES Fra-1
Klone; D: MDA-Teton Fra-2 Klone; E: MCF-7-Teton Fra-2 Klone.

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils vier unabhé&ngigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Insgesamt ist zu sagen, dass sowohl die Fra-2 als auch die Fra-1 Uberexprimierenden
Zellklone der MDA MB231 Zellen keine wesentliche Proliferationsanderung im Vergleich zu
der Negativkontrolle zeigen. Die Proliferationsrate bei den MCF-7 pIRES Fra-1 Klonen
anderte sich ebenfalls nicht. Das gleiche Ergebnis zeigte sich fir die durch das
TetON®System induzierbaren Fra-2 Klone in MDA MB231 und MCF-7 Zellen. In diesem

Versuchsansatz wurden die ausgesaten Zellen 24 h vor der ersten MTT-Zugabe mit 2 pg/ml
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Doxycyclin induziert, um das Proliferationsverhalten der Klone in Abhangigkeit der
Expressionssteigerung zu analysieren. Auch hier ist nach vier unabhdngigen Experimenten
insgesamt festzuhalten, dass weder der Transkriptionsfaktor Fra-2 noch Fra-1 einen

signifikanten Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Mammakarzinom-Zellen haben.

3.2.5 Invasivitat und Motilitat

Die vorangegangene Western Blot-Analyse am klinischen Tumormaterial auf Fra-2 zeigte,
dass die verstarkte Expression dieses Transkriptionsfaktors mit der Progression von
Mammatumoren einhergeht (Abb. 3.1). Daraus ergab sich die Fragestellung, ob Fra-2 direkt
einen Einfluss auf die Invasion und Migration von Mammakarzinom-Zellen ausiibt. Fir
diesen Invasionsassay wurden zunéchst die induzierbaren Teton-Fra-2 Zellen herangezogen.
Die Zellen wurden mit Hilfe des Matrigel-Invasions-Assays (siehe 2.2.5) analysiert.

Es erfolgte eine Aussaat von 50.000 Zellen der MDA MB231-Teton Fra-2 Zellen sowie
100.000 der MCF-7-Teton Fra-2 Zellen in den oberen Teil des Matrigel-Inserts. AnschlieRend
wurden die Zellen nach Zugabe von 2 pg/ml Doxycyclin fur 48 h inkubiert, parallel dazu
wurden die Zellen im nicht-induzierten Zustand (ohne Doxycyclin) als Kontrolle mitgefuhrt.
Die Zellzahl bei der Aussaat der Zelllinien wurde bei den MCF-7 Zellen hoher gewahlt, da
sie, wie schon eingangs erwéhnt, eher schwach invasiv wachsen. Nach 48 h Inkubation im
Brutschrank wurden die Membranen der Inserts entnommen, die invasiv durch das Matrigel
gewachsenen Zellen fixiert, mit Hamalaun/Eosin gefarbt und unter einem Mikroskop
ausgezahlt (siehe 2.2.5). In der Abbildung 3.15 ist die Zahl der Zellen, die durch das Matrigel

durchgewandert sind, dargestellt.
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Abbildung 3.15 A-B: Darstellung der Invasivitat der Teton-Zelllinien.

A: MCF-7-Teton Fra-2 Klone; B: MDA MB231-Teton Fra-2 Klone. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung aus jeweils vier unabhdngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer
Doppelbestimmung.
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Eine eindeutige und signifikante Steigerung der Zahl invasiver Zellen konnte nur bei MCF-7
Teton Fra-2 festgestellt werden. Es erhohte sich die Zahl der Zellen im Vergleich des
induzierten zum nicht-induzierten Fra-2 Klons um das 2,2 fache (Klon 2-/2+; p = 0,007) bzw.
2,3 fache (Klon 4-/4+; p = 0,04), und im Vergleich zur induzierten Kontrolle pTRE+ um das
9,3 fache (Klon 2+) bzw. um das 2,7 fache (Klon 4+) (Abb. 3.15 A). Auch hinsichtlich der
MDA MB231-Teton Fra-2 Zellen konnte ein Unterschied des invasiven Verhaltens der Zellen
beobachtet werden, jedoch waren die Daten nicht statistisch signifikant. Auch zeigte die
Negativkontrolle pTRE nach Zugabe von Doxycyclin eine Erhéhung der Zellzahl um das 5
fache. In den beiden Fra-2 Klonen erhohte sich die Zahl invasiver Zellen nach 48 h
Doxycylin-Inkubation um das 2,3 fache (Klon 7-/+) und um das 3,5 fache (Klon 15-/+) (Abb.
3.15 B).
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—_—
. p=0001 120
150 ¢ + 100
= =
S 80
2 100 p=009 80
N N
50 )
20
0 0 ——
MDA Fra-2 MDA Fra-2 MDA Fra-1 MDA Fra-1
MDA pIRES
P Klon 2 Klon 8 MDA pIRES Klon 1 Klon 2

Abbildung 3.16 A-B: Darstellung der Invasivitat der MDA MB231-pIRES-Zelllinien.

A: MDA MB231-pIRES Fra-2 Klone; B: MDA MB231-pIRES Fra-1 Klone. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichung aus jeweils vier unabhéngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer
Doppelbestimmung.

Die Ergebnisse des Invasionsassays bei den mit den Expressionsvektoren pIRES-Fra-2 bzw.
pIRES-Fra-1transfizierten Zellen unterschieden sich deutlicher. Die MDA MB231-pIRES
Fra-2 Zellen zeigten eine 5,8 fache Steigerung (Klon 2; p = 0,09) und 16,7 fache Steigerung
(Klon 8; p = 0,01) im Vergleich zur Negativkontrolle. Bei Fra-1 wurde eine Steigerung um
das 12,1 fache (Klon 1; p = 0,004) und das 14,3 fache (Klon 2; p = 0,004) ermittelt (Abb. 3.16
A und B).

Auch die mit Fra-1 transfizierten MCF-7 pIRES Zellen wiesen eine erhdhte Anzahl invasiver
Zellen auf. Bei dem Klon 4 steigerte sich die Zahl der Zellen um das 14 fache (p = 0,02) und
bei dem Klon 8 um 9,3 fache (p = 0,02) (Abb. 3.17). In einer Arbeit von Frau S. Janke
(MILDE-LANGOSCH ET AL, 2008) konnte auch bei den Fra-2 Uberexprimierenden MCF-7
Zellen eine deutlichere Steigerung der Invasivitat der transfizierten Zellen gezeigt werden
(Daten nicht gezeigt). Fir alle weiteren Untersuchungen an Fra-2 wurden diese etablierten

Zelllinien mitgefihrt.
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Abbildung 3.17: Darstellung der Invasivitdt der MCF-7- pIRES Fra-1
Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei
unabhéngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Analog zum Invasions-Matrigel-Assay wurde die Fahigkeit zur Migration der Zellen mit Hilfe
so genannter Control-Inserts untersucht. Der zuvor beschriebene Versuchsansatz wurde nur
dahingehend modifiziert, dass die Membranen der Inserts nicht mit Matrigel beschichtet
waren (siehe 2.2.5). Die Zellen mussten, sofern sie migrationsfahig waren, nur durch die
Poren der Membran wandern und wurden, wie zuvor beschrieben, ebenfalls fixiert, gefarbt
und anschlielRend ausgezahlt.

Wie der Abbildung 3.18 zu entnehmen ist, konnte hinsichtlich des Migrationsverhaltens nur
bei den MCF-7 pIRES Fra-1 eine eindeutige Tendenz zur erhdhten Migration beobachtet
werden. Die beiden mit Fra-1 transfizierten Klone zeigten im Vergleich zum Kontrolle pIRES

eine gleichwertig erhdhte Motilitat durchschnittlich um das 2,9 fache (Klon 4, 8; p = 0,02).
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Abbildung 3.18: Darstellung der Motilitdt der MCF-7 pIRES Fra-1
Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei
unabhdngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

68



ERGEBNISSE

Die anderen transfizierten Zelllinien zeigten keine signifikante Veranderung der Motiltét
(Abb. 3.19 und 3.20).
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Abbildung 3.19 A-B: Darstellung der Motilitat der Teton-Zelllinien.
A: MCF-7 Teton-Fra-2 Klone; B: MDA MB231 Teton-Fra-2 Klone. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung aus jeweils vier unabh&ngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer
Doppelbestimmung.
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Abbildung 3.20 A-B: Darstellung der Motilitdt der MDA MB231-pIRES Zelllinien.
A: MDA MB231 plRES-Fra-2 Klone; B: MDA MB231 pIRES-Fra-1 Klone. Dargestellt sind die

Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils vier unabhangigen Einzelexperimenten mit jeweils einer
Doppelbestimmung.

3.2.6  Wirkung von Fra-2 auf den Fra-1 Promoter

Einen ersten Hinweis auf eine reprimierende Wirkung von Fra-2 auf die Fra-1 Expression
konnte in der Arbeit von MILDE-LANGOSCH ET AL. (2008) erbracht werden. Nach Fra-1 bzw.
Fra-2 RNA-Silencing in MDA MB231 Zellen zeigte sich nach erniedrigter Fra-2 Expression
eine erhohte Fra-1 Proteinkonzentration in Western Blot-Analysen und im umgekehrten Fall
trat bei erniedrigter Fra-1 Expression eine erhdhte Fra-2 Proteinkonzentration auf. Einen

weiteren Anhaltspunkt fiir diese Hypothese ergab sich aus den DNA-Bindungsanalysen im
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TransAM-Test. Wie den Abbildungen 3.11 B und 3.12 B zu entnehmen ist, wiesen die Klone
mit Fra-2 Uberexpression zwar eine erhohte Bindung von Fra-2 an die AP-1
Consensussequenz, jedoch eine verminderte Bindung von Fra-1 auf. Aufgrund der
vorangegangenen Ergebnisse sollte mit Hilfe von Reporter-Assays geklart werden, ob Fra-2
einen reprimierenden Effekt auf den Fra-1 Promotor ausiibt. Hierfir standen dank einer
Kooperation mit Dr. S.P. Reddy von der Johns Hopkins University in Baltimore
entsprechende Luciferase-Reportergen-Konstrukte mit unterschiedlich langen
Promotorfragmenten von Fra-1 zur Verfigung (ADISESHAIAH ET AL., 2003). Es wurden drei
verschiedene Promotorkonstrukte fur die transiente Transfektion verwendet, wobei das
Konstrukt 283-luc durch TPA (2,5 fach) sowie 379-luc (> 20 fach) und 861-luc (15 fach)
induzierbar war. Als Negativkontrolle wurde der Basis-Vektor pGL3 eingesetzt.

Fur die MCF-7 Zellen konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des 283-luc Fragmentes
durch Fra-2 signifikant erniedrigt wurde, jedoch durch cFos signifikant erhoht wurde (Abb.
3.21). Ein reprimierender Effekt durch Fra-2 konnte auch bei dem 379-luc-Promotorkonstrukt
beobachtet werden, wobei dieser aufgrund der Standardabweichungen nicht signifikant war.
Sowie im 379-luc- als auch im 861-luc-Promotorkonstrukten bewirkte cFos eine Erhéhung

der Fra-1 Promotoraktivitat.

Einfluss von Fra-2 und cFos auf den Fra-1 Promotor in MCF-7 Zellen

MCF-7 cFos 861-luc 1
MCF-7 Fra-2 861-luc p=0,017
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Abbildung 3.21: Ergebnis des Luciferase-Reporter Assay in MCF-7 Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabh&ngigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Die Ergebnisse der MDA MB231-Zellen entsprachen tendenziell denen der MCF-7 Zellen,
jedoch aufgrund der hohen Schwankungsbreite in den Wiederholungsversuchen statistisch

nicht signifikant war (Daten nicht gezeigt).
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3.3 Genexpressionsstudien

Mit Hilfe von cDNA-Microarrays kann die RNA-Menge bestimmter Gene nachgewiesen
werden und ein entsprechendes Expressionsprofil der analysierten Probe dargestellt werden
(siehe 2.5). In dieser Arbeit wurde der cDNA Array Humane Genome Gene Chip U133 Plus
2.0 der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) verwendet.
Zur Erstellung eines Expressionsprofils wurde die RNA der MDA MB231-pIRES Fra-2
sowie MCF-7-pIRES Fra-2 und MCF-7-pIRES Fra-1 Zellen von jeweils zwei Klonen und den
jeweiligen Negativkontrollen isoliert. Des Weiteren erfolgte eine RNA-Isolation aus den
MCEF-7-Teton Fra-2 Zellen, jeweils im nicht-induzierten als auch im induzierten Zustand, also
nach 48 stundiger Doxycyclin-Zugabe. Bei der Vergleichsanalyse wurde die mitgefuhrte
Kontrolle mit der Probe des jeweiligen Klons miteinander verglichen, um Unterschiede in der
Genexpression zu detektieren und zu quantifizieren. Aus den ermittelten Signalintensitéten
kann Ruckschluss gezogen werden, um welchen Faktor (Signal log Ratio) die Gene in den
verglichenen Gruppen ihre Expression verandern.
Nach Erhalt der Daten war ein erster Schritt, mit Hilfe einer Excel-Datenbank die Flle an
Datensatzen zu tberblicken und zu verarbeiten sowie ein Raster zu erstellen, nach dem eine
Sortierung der Daten durchgefiihrt werden konnte. Zundchst galt es, nicht-informative
Datenséatze herauszufiltern. Dafur wurden als erstes die Transkripte eliminiert, deren
detektiertes Expressionsniveau (_signal) unter 70,0 lag. Die Expressionswerte der einzelnen
Transkripte werden generell in logarithmischer Form zur Basis 2 angegeben (BRAZMA ET AL.,
2001; BEN-DOR ET AL., 2001). Die daraus resultierenden Anderungen im Expressionsniveau
berechnen sich als Differenz der Mittelwerte in logarithmischer Form und werden als Signal
log Ratio (_SLR) bezeichnet. Eine SLR von + 1 entspricht einer + 2 fachen Anderung, eine
SLR von * 2 einer + 4 fachen Anderung. Transkripte, deren SLR zwischen 0 und + 0,9 lagen,
wurden ebenfalls nicht mit in die Auswertung einbezogen.
Traten widersprichliche Aussagen auf, wie z. B. wenn fiir ein Transkript die Signaldetektion
A (fur Absent) vorliegt, aber gleichzeitig eine Gen-Expressionsveranderung (I fir Increase
oder D flr Decrease) detektiert wurde, so war der erhaltene Datensatz des Transkript als
nicht-informativ zu werten.
Anhand dieses Auswertungsschemas konnten fir die untersuchten Zelllinien eine Vielzahl
von Genen identifiziert werden, die einer differentiellen Regulation durch Fra-2 bzw. Fra-1
unterliegen. Um einen Uberblick zu erhalten, erfolgte eine Einordnung der Gene in
Funktionsklassen. Diese wurde mit Hilfe des Terms ,,go molecular function* des Programms
Source (http://smd.stanford.edu//cgi-bin/source) angefertigt und stellt keine kategorische
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Einteilung dar, da Uberschneidungen zwischen den einzelnen Funktionklassen mdglich
Es 18 z.B.

,1ranskriptionsregulation®, , Proteasen®, , Apoptose®, ,,Entwicklung*, ,.Signaltransduktion®,

waren. wurden Gruppen  mit  bekannten  Funktionen  (wie

,Adhasion® etc.) definiert, eine Gruppe (,,verschiedene Funktion®) umfasste Gene, denen
mehrere Aufgabengebicte zu geschrieben werden und fiir eine Gruppe (,,unbekannte
Funktion®) konnten den Genen keine spezifische Funktion zugeordnet werden.

Aus den gewonnenen Daten wurden anschlielend die Gene, die in beiden untersuchten
Klonen eine verdnderte Genexpression zeigten, herausgefiltert und in Tabellen
zusammengefasst. Zunéchst zeigen die in den folgenden Abbildungen dargestellten Torten-
Diagramme die Verteilung der so genannten Decrease- (Gene mit verminderter
Genexpression) bzw. Increase- (erhdhte Genexpression) Gene in den jeweiligen analysierten

Zelllinien (Abb. 3.22 und 3.23).
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Abbildung 3.22: Prozentuale Verteilung der durch Fra-2 regulierten Gene in den untersuchten Zelllinien

A: MDA MB231-pIRES Fra-2 herabregulierte Gene (Decrease); B: MDA MB231-pIRES Fra-2
heraufregulierte Gene (Increase); C: MCF-7-pIRES Fra-2 herabregulierte Gene (Decrease); D: MCF-7-
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Abbildung 3.23: Prozentuale Verteilung der durch Fra-2 und Fra-1 regulierten Gene in den untersuchten

A: MCF-7-Teton Fra-2 herabregulierte Gene (Decrease); B: MCF-7-Teton Fra-2 heraufregulierte Gene
C: MCF-7-pIRES Fra-1 herabregulierte Gene (Decrease);

D: MCF-7-pIRES Fra-1

Nach Auswertung der Daten der cDNA-Microarray-Analyse wurden diejenigen Gene
identifiziert, die durch Fra-2 in MCF-7 und MDA MB213 Zellen sowie Fra-1 in MCF-7
Zellen einer differentiellen Regulation unterlagen (Abb. 3.22 und 3.23).

So konnten Gruppen von Genen erfasst werden, die eine Rolle in der Signaltransduktion (z. B.

G-Protein gekoppelte Gene) spielen oder als Kinasen/Phosphatasen (z. B. mitogenaktivierte

Proteinkinasen (MAP-Kinasen) oder die DUSP-Familie als Phosphatasen etc.) fungieren.

Viele Gene, die entweder hoch-

oder

herabreguliert wurden, sind in

Transkriptionsregulation (z. B. Transkriptionsfaktoren, wie die ATF- und ID-Familie oder
JunB) oder in der DNA/RNA-Bindung und Reparatur involviert.

Eine verdnderte Genexpression konnte auch

bei einigen Proteasen festgestellt werden (z.B.

ADAM9 oder ADAMTS, Mitglieder der Matrix-Metalloproteasen-Familie, oder Cathepsin D)

(siehe Tab. 3.1) und Genen, die die Immunabwehr (Interleukine, Chemokine oder CSF2

(Colony stimulating factor)) oder auch Apoptose (TNF /Tumor-Nekrose-Faktor) regulieren.
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Tabelle 3.1: Auflistung von Proteasen, die anhand der cDNA-Microarray-Analyse identifiziert worden sind und
in den untersuchten Zelllinien durch Fra-2 und Fra-1 eine verstarkte Genexpression zeigen. Die Veranderung der
Expressionsstérke der einzelnen Gene ist als Signal log Ratio (log-Werte 1 ~ doppelte Expression) angegeben.

MCF-7 MCF-7 MDA MCE-7 Expressionsstarke:

pIRES Teton pIRES pIRES
Gen-Bezeichnung Fra-2 Fra-2 Fra-2 Fra-1 Signal log Ratio

SLR>0,9

A Disintegrin-like and Metalloprotease ADAM 09
A Disintegrin-like and Metalloprotease with Thrombospondin 6 ADAMTS2 1
A Disintegrin-like and Metalloprotease with Thrombospondin 3 ADAMT6 1
Beta-site APP-cleaving Enzyme 2 BACE2 2,2
Cathepsin B CTSB 09
Cathepsin D CTSD CTSD CTSD 3,6/1,1/3
Cathepsin H CTSH 1,55
Matrix Metalloprotease 1 MMP1 3
Plasminogen Activator Urokinase Receptor PLAUR 2
Plasminogen Activator Tissue PLAT1 PLAT1 1,3/1,7
TIMP Metalloproteinase Inhibitor 1 TIMP1 1,2/
TIMP Metalloproteinase Inhibitor 2 TIMP2 TIMP2 2,2/11,5
TIMP Metalloproteinase Inhibitor 3 TIMP3 1,5

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung der mdglichen Rolle des
Transkriptionsfaktors Fra-2 bei der Metastasierung. Im Verlauf der malignen Progression
verlassen die Karzinom-Zellen den Tumorzellverband und invadieren ins Stroma.

Bei diesem Vorgang sind neben verschiedenen anderen Faktoren auch insbesondere
Adhésionsmolekiile und andere Proteine, die bei der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion
eine Rolle spielen, involviert. Diese erméglichen zum einen der Tumorzelle, sich durch eine
Verminderung der Adhésion aus dem Tumorzellverband zu lésen und zum anderen durch
verstarkte Adhasion die Anhaftung an die ECM und Endothelzellen.

Die folgenden Tabellen zeigen eine Ubersicht der durch Fra-2 und Fra-1regulierten Gene in

den untersuchten Zelllinien, die zu diesem Funktionsbereich gehdren (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2: Auflistung der Zelloberflachen-Molekiile, die anhand der cDNA-Microarray-Analyse identifiziert
worden sind und in den untersuchten Zelllinien durch Fra-2 und Fra-1 eine verstarkte Genexpression zeigen. Die
Veranderung der Expressionsstérke der einzelnen Gene ist als Signal log Ratio (log-Werte 1 2 doppelte
Expression) angegeben.

MCF-7 MCF-7 MDA MCEF-7 Expressionsstérke:
pIRES Teton pIRES pIRES
Gen-Bezeichnung Fra-2 Fra-2 Fra-2 Fra-1 Signal log Ratio
SLR>0,9

Adipocyte-specific adhesion molecule ASAM 1
Cell adhesion molecule 1 CADM1 1,1
CD44 molecule CD44 CD44 CD44 1,1/1/25
Cadherin 5, type 2, VE-cadherin CDH5 2,45
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 CEACAM1 1,75
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 CEACAM5 2,05
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 CEACAM6 1,85
Cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 1 CELSR1 1
Cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 CELSR2 1,3
Desmocollin 2 DSC2 1,3
Endothelial cell adhesion molecule ESAM 1,2
Gap junction protein, alpha 1, 43kDa GJAL 2,65
Intercellular adhesion molecule 1 (CD54) ICAM1 ICAM1 2,5/0,9
Integrin, alpha 2 ITGA2 ITGA2 0,9/0,95
Integrin, alpha 5 ITGAS 13
Integrin, beta 4 ITGB4 09
Integrin, beta 6 ITGB6 1,6
Immunoglobulin superfamily, member 4 IGSF4 1,35
Kallmann syndrome 1 sequence KAL1 19
KIT ligand KITLG 1,2
L1 cell adhesion molecule L1CAM L1CAM 2,0/1,0
Melanoma cell adhesion molecule MCAM 0,9
Mucin 20, cell surface associated MUC20 52
Mucin 5B MUC5B 1,2
Neuronal cell adhesion molecule NRCAM 4,75
Plakophilin 2 PKP2 PKP2 1,9/1,4/3,8
Protocadherin beta 10 PCDHB10 2
Protocadherin beta 14 PCDHB14 25
Protocadherin beta 16 PCDHB16 1,8
Protocadherin beta 4 PCDHB4 2,25
Protocadherin beta 6 PCDHB6 PCDHB6 1/2,15
Protocadherin beta 7 PCDHB7 1,75
Protocadherin beta 8 PCDHB8 1,4
Protocadherin gamma subfamily A, 4 PCDHGA4 1
Sema domain, immunoglobulin domain, 3C SEMA3C 1,8
Sema domain, immunoglobulin domain, 4D SEMA4D SEMA4D 1,1/1
Sema domain, immunoglobulin domain, 6A SEMAGA 1,85
Sialic acid binding Ig-like lectin 15 SIGLEC15 2,65
Thrombospondin 1 THBS1 THBS1 THBS1 1,3/0,9/1,6

Es zeigte sich, dass der Anteil der Zelloberflichen-Molekiile, die eine verstarkte
Genexpression aufwiesen, groRer war als der Anteil mit verminderter Expressionsstarke. Des
Weiteren ist die Gruppe der Adhasionsmolekiile in den untersuchten Zelllinien mit erh6hter
Fra-2 Expression sehr heterogen und weist eine Vielzahl von Genen auf, die sowohl in der
Zell zu Zell- als auch in der Zell zu Matrix-Adhasion von Bedeutung sind. Hervorzuheben ist

zum einen das Gen CD44, dass eine verstéarkte Expression in den Fra-2 und auch in den Fra-1
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uberexprimierenden Zelllinien zeigt. CD44 ist ein in die Zellmembran integriertes
Glycoprotein (STEFANOVA ET AL, 1989), es fungiert als Hyaluronsiure-Rezeptor und ist als
Adhasionsmolekiil beschrieben (ARUFFO ET AL., 1990).

Als weiteres interessantes Gen wurde ICAM-1 mit verstarkter Genexpression detektiert, das
in den Zelllinien MDA MB231 und MCF-7 jeweils durch Fra-2 und auch durch Fra-1
reguliert wird. ICAM-1 wird in der Literatur als interzellulares Adhdsionsmolekiil bezeichnet
und ist ein Ligand fir das LFA-Antigen (lymphocyte function-associated antigen) (SIMMONS
ETAL., 1988).

Ebenfalls interessant erschien das Gen L1CAM, welches zwar nur in den Fra-2
uberexprimierenden Zelllinien auftrat, aber in der Tumorprogression von verschiedenen
Tumoren eine Rolle spielt (THIES ET AL., 2001; FOGEL ET AL., 2003 a UND b; ALLORY ET AL.,
2005; SHTUTMAN ET AL., 2006, BOO ET AL., 2007).

Eine Auswahl von Zelloberflachen-Molekilen, die eine verminderte Genexpression
aufwiesen, ist in Tabelle 3.3 dargestellt. Zu nennen ist z.B. Connexin 43 (GJA1), dass als
Gap-Junction Protein interzellulare Kommunikation von Zellen erméglicht und eine Zell/Zell-
Adhasion vermittelt (FISHMAN ET AL., 1991).

Oder das Adhasionsmolekill ALCAM, welches auf aktivierten Leukozyten zuerst beschrieben
wurde (BOWEN ET AL., 1999). KRISTIANSEN ET AL. (2003) zeigten, dass dieses Gen in
aggressiven Prostatakarzinomen herunterreguliert ist und mit schlechter Prognose einhergeht.
Des Weiteren ist die Gruppe der Protocadherine zu nennen, die der Cadherin-Superfamilie

angehdren und Calcium-abhéngige Zell/Zell-Adhdsion vermitteln.
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Tabelle 3.3: Auflistung der Zelloberflachen-Molekiile, die anhand der cDNA-Microarray-Analyse identifiziert
worden sind und in den untersuchten Zelllinien durch Fra-2 und Fra-1 eine verminderte Genexpression zeigen.
Die Veranderung der Expressionsstérke der einzelnen Gene ist als Signal log Ratio (log-Werte 1 2 doppelte

Expression) angegeben.

MCF-7 MCF-7 MDA MCEF-7 Expressionsstérke:
pIRES Teton pIRES pIRES
Gen-Bezeichnung Fra-2 Fra-2 Fra-2 Fra-1 Signal log Ratio
SLR<-0,9

Adhesion regulating molecule 1 ADRM1 ADRM1 -0,9/-0,9
Activated leukocyte cell adhesion molecule ALCAM ALCAM -1,8/-1,4
Adhesion molecule with Ig-like domain 2 AMIGO2 AMIGO2 -2,2/-2,2
CD22 molecule CD22 -1,6
CD36 molecule CD36 -1,5
Catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 CTNNAL1 CTNNAL1 -1/-0,95
Desmocollin 2 DSC2 DSC2 -1,35/-2,7
Down syndrome cell adhesion molecule DSCAM -1,4
Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 FLRT2 -2,3
Gap junction protein, alpha 1, 43kDa (Connexin 43) GJAL GJAL GJAL -4,4/-3,4/-5
Gap junction protein, delta 3, 31.9kDa GJD3 -1
Integrin beta 1 binding protein 1 ITGB1BP1 -1,1
Integrin, beta 5 ITGB5 -1
L1 cell adhesion molecule L1CAM -1,3
Mucin 1, cell surface associated MUC1 MUC1 -1/-1,2
Neural cell adhesion molecule 1 NCAM1 -3
Neural cell adhesion molecule 2 NCAM2 -3,75
Protocadherin 9 PCDH9 -2,5
Protocadherin 17 PCDH17 -3
Protocadherin 19 PCDH19 -1,4
Protocadherin 20 PCDH20 -1,15
Protocadherin alpha 2 PCDHA2 -3,1
Protocadherin alpha 3 PCDHA3 -1,8
Protocadherin alpha 8 PCDHAG6 -3,3
Protocadherin beta 2 PCDHB2 -1,4
Sema domain, immunoglobulin domain, 3A SEMA3A -2
Tenascin C (Hexabrachion) TNC -5,9

Des Weiteren ist auch eine kleine Gruppe an Proteasen mit verminderter Gen-Expression
identifiziert worden (siehe Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Auflistung von Proteasen, die anhand der cDNA-Microarray-Analyse identifiziert worden sind und
in den untersuchten Zelllinien durch Fra-2 und Fra-1 eine verminderte Genexpression zeigen. Die Veranderung
der Expressionsstarke der einzelnen Gene ist als Signal log Ratio (log-Werte 1 2 doppelte Expression)

angegeben.

MCF-7 MCF-7 MDA MCF-7 Expressionsstarke:
pIRES Teton pIRES pIRES
Gen-Bezeichnung Fra-2 Fra-2 Fra-2 Fra-1 Signal log Ratio
SLR<-0,9
A Disintegrin-like and Metalloprotease with Thrombospondin 1 ADAMTS1 ADAMTS1 -5,25/-6
A Disintegrin-like and Metalloprotease with Thrombospondin 19 ADAMTS19 -3,65
Cathepsin A CTSA -0,9
Matrix Metalloprotease 16 MMP16 MMP16 -2,8/-3,4
Serpin Peptidase Inhibitor 1 SERPIN1 -2,2
Serpin Peptidase Inhibitor 2 SERPIN2 -4,5

Eine Zusammenfassung der Mikroarray-Daten ist als CD dem Anhang beigeftgt.
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3.3.1 Validierung potentieller Zielgene mittels Western Blot-Analyse

Anhand der gewonnenen Daten der Microarrays sollten potentiell identifizierte Zielgene,

insbesondere Adhdsionsmolekiile, auf proteinbiochemischer Ebene verifiziert werden. Hierfur

wurden Zelllysate der untersuchten Zelllinien einer Western Blot-Analyse unterzogen und mit

Antikorpern gegen einzelne interessante Zielgene, die

oder herunter reguliert waren, detektiert.

in der Genexpressionsanalyse hoch-

In der Abbildung 3.24 ist eine Zusammenstellung der Western Blot-Ergebnisse in den

untersuchten Zelllinien dargestellt. Die Abbildung 3.24 A zeigt eine Auswahl von Genen, die

in den MDA MB231- pIRES Fra-2 Zellen eine Expressionsverdnderung aufweisen. Es konnte

gezeigt werden, dass sowohl das Gap-Junction-Molekul Connexin 43 als auch das

Adhésionsmolekil ALCAM auf RNA- und Protein-Expressionsebene herunterreguliert sind.

Des Weiteren ist der Abbildung zu entnehmen, dass das

Adhéasionsmolekil ICAM-1 nicht nur

auf RNA-Expressionsebene, sondern auch auf Protein-Expressionsebene hochreguliert wird.

Bei dem Adhéasionsmolekiil

proteinbiochemisch nicht verifiziert werden.

HCAM (CD44) konnten die Daten des Mikroarrays
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Abbildung 3.24 A- D: Western Blot-Analyse verschiedener Fra-2 Zielgene.
A: MDA MB231Fra-2 Zellen; B: MCF-7 Fra-2 Zellen; C: MCF-7 Teton Fra-2 Zellen nach Induktion mit

jeweils 20 pg Protein aus dem Zelllysat
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Ein &hnliches Ergebnis konnte auch bei den MCF-7-pIRES Fra-2 transfizierten Zellen erzielt
werden. Im Falle des Gap-Junction-Molekils Connexin 43 und des Adhésionsmolekul
ALCAM zeigte sich, wie schon in den Daten des Microarrays ersichtlich, eine deutliche
Verminderung der Genexpression. Bei dem Transkriptionsfaktors D3 konnte eine verstarkte
Protein-Expression nachgewiesen werden (Abb. 3.24 B).

Dies war auch bei den MCF-7-Teton Fra-2 Zellen zu sehen. Hinsichtlich des Molekiils
Connexin 43 konnte ein gegenldufiges Ergebnis festgestellt werden. Nach Induktion mit
Doxycyclin wurde die Expression von Connexin 43 verstarkt. Aber dieses zeigte auch die als
Negativkontrolle pTRE, welches daher auf einen Effekt von Doxycyclin schlieBen I&sst und
vermutlich nicht nur durch Fra-2 hervorgerufen wird (Abb. 3. 24 C). Des Weiteren konnte
bei den MCF-7-pIRES Fra-1 Zellen beobachtet werden, dass die Fra-1 (iberexprimierenden
Zellen eine stérkere Expression von ALCAM aufweisen als die zur Kontrolle mitgefiihrte
Zelllinie MCF-7 pIRES. Ebenso zeigt das interzellulare Adhésionsmolekil ICAM-1 eine
verstarkte Expression, obwohl in den Microarrays keine signifikante Erhéhung flr diese Gene

vorlag.

3.3.2 FACS-Analyse zur Validierung potentieller Zielgene

Eine weitere Methode, um die durch Fra-2 differentiell regulierten Zielgene zu validieren, ist
die durchfluBzytometrische Analyse (FACS) (siehe 2.2.9). Durch FACS-Analyse
(Fluorescence Assisted Cell Sorting) konnen Oberflachenmolekiile der Zelle, die durch einen
Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper markiert wurden, quantitativ im Verhéaltnis zu der
Kontrollprobe (Isotyp-Kontrolle) bestimmt werden kénnen.

Hierfir wurden die Fra-2 Uberexprimierenden MDA MB231 bzw. MCF-7 Zellen im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle auf die Anwesenheit einiger ausgewahlter
Adhasionsmolekiile wie CEACAMS6, L1CAM, ICAM-1, CD44 und CD15 analysiert. In den
Abbildungen 3.25 und 3.26 sind fur die jeweiligen untersuchten Molekiile die Fluoreszenz-
Intensitdten im Histogramm dargestellt. Anhand der FACS-Methode wird flr jede einzelne
Zelle ihre jeweilige Fluoreszenzintensitat bestimmt, d.h. es ist fir jede einzelne
durchgelaufende Zelle ersichtlich, ob jeweils viel oder wenig des untersuchten Molekils auf
der Oberflache vorhanden ist. Pro Messung wurden mindestens 10000 Ereignisse (Events),

d.h. 10000 Zellen gezahlt, aufgenommen und verarbeitet.
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Fur die MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen konnte fir CEACAM6, L1CAM, ICAM-1 und CD15
(Lewis*-Antigen) wesentlich mehr dieser Molekdile auf der Oberflache dieser Zellen detektiert
werden als im Vergleich zur Kontrolle (MCF-7-pIRES) (Abb. 3.25). Fir das
Oberflachenmolekiil CD44 war zwischen der Kontrolle und den Fra-2 tranzfizierten Zellen
nur ein geringfugiger Shift zu verzeichnen (7,8 zu 8,2), so dass davon ausgegangen werden
kann, das nicht wesentlich mehr CD44 auf der Oberflache der MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen
gebildet wird.

CEACAM 6 L1CAM ICAM-1 CD44 CD15
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Abbildung  3.25: FACS-Analyse der MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen mit verschiedenen
Oberflachenmolekiilen.

Dargestellt ist ein Histogramm, in dem die Fluoreszenzintensitat (FL(1-4)-Height) gegen die Anzahl der
Ereignisse (Events) aufgetragen ist. Das weille Integral (Peak) stellt die Isotyp- Kontrolle dar. Die farbig
unterlegte Flache reprasentiert das Bindungsmuster des jeweiligen untersuchten Molekils. Angegeben ist
das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitat von der Kontrolle zur transfizierten Fra-2 Zelllinie.

Fur die MDA MB231-pIRES Fra-2 Zellen wurden im Vergleich zur Kontrolle (MDA
MB231-pIRES) eine groRere Anzahl positiver Zellen fir L1CAM, ICAM-1 und CD44
gezahlt, was darauf schlieBen lasst, das die mit Fra-2 transfizierten Zellen diese Molekile
verstarkt auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Hinsichtlich des Lewis*-Antigens CD15
konnte keine erhohte Anwesenheit auf der Oberflache der MDA MB231-pIRES Fra-2 Zellen
im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26: FACS-Analyse der MDA MB231-pIRES Fra-2 Zellen mit verschiedenen
Oberflachenmolekiilen.

Dargestellt ist ein Histogramm, in dem die Fluoreszenzintensitat (FL(1-4)-Height) gegen die Anzahl der
Ereignisse (Events) aufgetragen ist. Das weiRBe Integral (Peak) stellt die Isotyp- Kontrolle dar. Die farbig
unterlegte Flache représentiert das Bindungsmuster des jeweiligen untersuchten Molekdils. Angegeben ist
das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitat von der Kontrolle zur transfizierten Fra-2 Zelllinie.

3.4 Einfluss von Fra-2 auf die Adhasion an Molekulen der extrazellularen

Matrix

Die Ergebnisse der cONA Microarray-Analyse gaben einen Hinweis darauf, dass viele der
durch Fra-2 und Fra-1 differentiell exprimierten Gene in der Zell-zu-Matrix-Adhasion eine
Rolle spielen.

Potentiell metastastatische Tumorzellen missen zundchst einmal die Basalmembran
durchbrechen, die sie von dem umgebenden Bindegewebe trennt, um zu den Blut- und
Lymphgefalen zu gelangen, in denen die Tumorzellen abtransportiert werden. Unterhalb der
Basalmembran liegt die extrazellulare Matrix des Bindegewebes, die im Wesentlichen von
Fibroblasten synthetisiert wird. In der extrazellularen Matrix wird zwischen Fasern und
ungeformter Grundsubstanz unterschieden. Die Fasern, die im Bereich der Brustdrise
hauptsachlich Kollagene sind, bilden ein Grundgerist, in das die ungeformte Grundsubstanz
eingelagert ist. In der Grundsubstanz befinden sich zwei wesentliche Molekulklassen, die
Glykosaminoglykane und die Glykoproteine. Zu den Glykosaminoglykanen z&hlen
Hyaluronsdure und Heparansulfatproteoglykan, wéhrend Fibronektin und Laminin zu den

Glykoproteinen zéhlen.
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Um das Adhésionsverhalten der Fra-2 und Fra-1 Uberexprimierenden Zellen néher zu
untersuchen, wurden die Zellen mit Proteinen der ECM in Interaktion gebracht.

Dieses wurde in einem Adhésionsassay in vitro durchgefihrt (siehe 2.2.7). Hierflir wurde eine
Zellkulturplatte (96 well) verwendet, die mit vier Bestandteilen der extrazelluldaren Matrix
beschichtet war. Die Zellen wurden auf die beschichtete Oberflache der Zellkulturplatte
ausgesat, anschlieBend wurden die nicht adharenten Zellen entfernt und die adhdrenten Zellen
fixiert und angefarbt. Zur Quantifizierung der Adhadsion wurde in einem Elisagerat die
optische Dichte (OD 540 nm) ermittelt.

Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur Negativkontrolle bei den MCF-7-pIRES
Fra-2 Klonen eine verstarkte Adh&sion an Collagen 1V, Collagen I, Vitronectin und
Fibronectin zu verzeichnen war (Abb. 3.27), wobei die Anheftung der Fra-2 Klone an
Collagen 1V und Vitronectin statistisch signifikant erhoht ist.

Adhasion an Bestandteilen der extrazelluldren Matrix ® MCF-7 pIRES Fra-2 Klon T6
B MCF-7 pIRES (Negativkontrolle)
Collagen IV I p=001
Collagen |
Vitronectin I p=0,027

Fibronectin

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 03 0,35 04
Bindungsaktivitat (OD 540 nm)

Abbildung 3.27: Adhésion von MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen an Bestandteile der
extrazellularen Matrix. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus
jeweils drei unabhangigen Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Weniger eindeutig war das Ergebnis bei den MDA MB231-pIRES Fra-2 Klonen, im
Vergleich zur Negativkontrolle MDA MB231-pIRES war nur eine leicht erhdhte Adhédsion an
Collagen | und Fibronectin zu beobachten, wobei die Steigerung der Anheftung an Collagen |
statistisch signifikant war. (Abb. 3.28).
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Adhéasion an Bestandteilen der extrazellularen Matrix B MDA pIRES Fra-2 Klon 2
B MDA pIRES (Negativkontrolle)

Collagen IV

Collagen |

Vitronectin

Fibronectin

0 0,05 01 0,15 02 0,25 03 0,35 04
Bindungsaktivitat (OD 540 nm)

Abbildung 3.28: Adhasion von MDA MB231-pIRES Fra-2 Zellen an Bestandteile der
extrazelluldren Matrix. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus
jeweils drei unabhéngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Die Microarray-Analysen der MCF-7-pIRES Fra-1 Klone zeigten, dass auch durch Fra-1 viele
Adhasionsmolekiile differentiell exprimiert werden. Daher wurde das Adhésionsverhalten von
Zellen dieser Klone ebenfalls in dem Adhéasionsassay analysiert. Es konnte im Vergleich zur
Negativkontrolle MCF-7-pIRES wie bei den MCF-7-pIRES Fra-2 Klonen an Collagen IV und
| sowie an Vitronectin und Fibronectin eine erhbhte Adhasion festgestellt werden. Aufgrund
der hohen Standardabweichungen konnte eine statistische Signifikanz allerdings nicht
ermittelt werden (Abb. 3.29).

. . " . B MCF-7 pIRES Fra-1 Klon 4
Adhésion an Bestandteilen der extrazelluldren Matrix
0O MCF-7 pIRES (Negativkontrolle)
Collagen IV
Collagen |
Vitronectin
Fibronectin
0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 04
Bindungsaktivitat (OD 540 nm)

Abbildung 3.29: Adhé&sion von MCF-7-pIRES Fra-1 Zellen an Bestandteile der
extrazelluldren Matrix. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus
jeweils drei unabhéngigen Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.
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3.5 Untersuchung der Interaktion zwischen Fra-2 und E-Selektin

Im Anschluss an die erzielten Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die durch Fra-2 regulierten
Adhasionsmolekiile einen Einfluss auf die Interaktion mit dem Endothelmarker E-Selektin
haben.

Beim Vorgang der Metastasierung ist ein wichtiger Schritt die Extravasation, nachdem die
Zellen eines metastasierenden Primadrtumors den Weg zum potentiellen Bildungsort der
Metastase unbeschadet passiert haben. Es wird angenommen, dass Tumorzellen zur Evasion
aus dem Blutstrom die gleichen Molekile nutzen wie aus dem Blutstrom auswandernde
Leukozyten. Die Leukozytenemigration ist bereits gut beschrieben und ist geprégt von einem
koordinierten Zusammenspiel verschiedener Adhasionsmolekiile. So wird zunédchst ein
Zellrollen als erste Interaktion zwischen Leukozyt und Gefallendothel beschrieben
(CoHNHEIM, 1889). Dieser Rollvorgang als erste Kontaktaufnahme wird durch Selektine
eingeleitet und der n&chste Schritt der Adh&sion am Endothel durch interzellulére
Adhasionsmolekiile  (ICAM-Familie) und Plattchen-Endothel-Zell-Adhé&sionsmolekiile
(PECAM-1).

Dieser Hypothese folgend, sollte mit Hilfe von Zellflussexperimenten, in denen der
physiologische Zustand in postkapillaren Venolen simuliert werden kann, die Interaktion von
E-Selektin als Endothelmarker und den Fra-2 Uberexprimierenden Zellen analysiert werden.
Da Selektine nach bisherigen Erkenntnissen ihre volle Funktion nur bei Vorherrschen einer
Strémung und damit unter dynamischen Bedingungen entfalten, ist es wenig sinnvoll, sie
unter statischen zu untersuchen. Es wurde daher mit dem Zellflussexperiment eine Methode
verwendet, die zum einen dem physiologischen Zustand entspricht und zum anderen eine
genaue Beobachtung dieser Interaktion und damit letztendlich eine quantitative Auswertung
ermdglicht.

Die Auswertung diente zum einen als qualitative Beschreibung des Verhaltens der
Tumorzellen unter Flussbedingungen in Gegenwart von E-Selektin (wie z. B. Zellrollen oder
feste Adhdsion) und zum anderen wurden die Zellen, die ein verdndertes Verhalten

aufzeigten, quantitativ analysiert.
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Als spezifisches Selektin- und nicht stromungsvermitteltes Zellrollen wurde eine
Rollgeschwindigkeit von v = 0,001 — 0,015 mm/s definiert. Durch Variation der angelegten
Scherkrafte  tber die  Perfuserpumpe kann  zwischen dem  unspezifischen
stromungsvermittelten Rollen und dem spezifischen E-Selektin-vermittelten Zellrollen
unterschieden werden. Als feste Adhé&sion wurde ein bewegungsloses Verharren einer Zelle
am Kapillarboden (v = 0,0 mm/s) vom Zellrollen abgegrenzt. Ein dritter Bewegungszustand,
in der Literatur als Tethering beschrieben, der sich als ein wiederholtes ruckartiges
Adhérieren und Abldsen der Zellen darstellt, konnte bei den in dieser Arbeit untersuchten
Zellen nicht beobachtet werden.

Um in dem Versuchsansatz eine physiologische Situation zu simulieren, wurden die Fra-2
uberexprimierenden MDA MB231 und MCF-7 Zellen jeweils in einer Konzentration von
100.000 Zellen/ml mit einer Scherkraft von 5 dyn/cm? iiber E-Selektin-beschichtete Kapillare
(50 pg/ml) gespilt. Als Versuchskontrolle diente zuvor eine mit normalen FCS beschichtete
Kapillare, an denen kein auffélliges verandertes Verhalten der Zellen zu sehen war. In der
Abbildung 3.30 ist die Videobild-Darstellung am Beispiel der MCF-7 Zellen zu sehen.

Abbildung 3.30: Videodarstellung des Zellflussexperiment am Beispiel der MCF-7- Zellen.
A: MCF-7-pIRES Zellen (Kontrolle) B: MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen

Hinsichtlich der MDA MB231-pIRES Fra-2 Zellen konnte an den mit E-Selektin-
beschichteten Kapillaren folgendes beobachtet werden: Die als Negativkontrolle mitgefiihrte
Zelllinie MDA MB231-pIRES zeigte wie schon an der Kontroll-Kapillare keine verlangsamte
Geschwindigkeit oder das beschriebene Zellrollen. Bei der mit Fra-2 transfizierten MDA
MB231 Zelllinie konnte jedoch bei beiden analysierten Klonen (Klon 2: 48 Zellen; Klon 8: 54
Zellen im Mittel) ein deutliches Zellrollen festgestellt werden. Nach Auswertung dreier
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unabh&ngiger Versuche wurden die Mittelwerte der gerollten Zellen im Diagramm (Abb.
3.31) dargestelt.

Bezlglich der MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen konnte ein &hnliches Verhalten festgestellt werden.
Hier zeigte auch ein geringer Anteil (im Mittel 15 Zellen) der Kontrollzellen (MCF-7-pIRES)
eine verlangsamte Geschwindigkeit, die als Zellrollen definiert wurde. Dennoch war bei den
untersuchten Fra-2 Klonen eine wesentlich gréRere Anzahl von Zellen (Pool: 55 Zellen; Klon
T6: 45 Zellen im Mittel) zu detektieren, die das Zellrollen aufwiesen (Abb. 3.31).

Zellrollversuch
MCF-7 und MDA MB231 pIRES Fra-2 Klone

90
S 80 A
= p = 0,0004 p = 0,047
S o 70 —e —
c5 o p=0,002
== ~— —
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Lo
2.5 40
< O
8 30 |
<
20 A T
10
0
MCF-7 pIRES ~ MCF-7 pIRES MDA MB231 MDA pIRES MDA pIRES
MCF-7 pIRES Fra-2 pool Fra-2 Klon T6 pIRES Fra-2 Klon 2 Fra-2 Klon 8

Abbildung 3.31: Darstellung der Ergebnisse des Zellflussexperiment in MCF-7- und
MDA MB231- pIRES Fra-2 Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei unabhangigen
Einzelexperimenten mit jeweils einer Doppelbestimmung.

Dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass aufgrund der durch Fra-2 regulierten
Adhésionsmolekiile eine Interaktion mit E-Selektin stattfindet und die transfizierten Zellen im
Vergleich zur mitgefuhrten Negativkontrolle ein verandertes Adhésionsverhalten in vitro

aufweisen.

Die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen weisen daraufhin, dass der
Transkriptionsfaktor Fra-2 das invasive Verhalten von Mammakarzinomzellen deutlich
steigert.

Durch die Untersuchung zweier durch Fra-2 regulierter Adhésionsmolekile (LLCAM und
ICAM-1), sollte deren potentielle klinische Relevanz an klinischem Tumormaterial

charakterisiert werden.
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3.6 Untersuchungen von Fra-2 regulierten Adhasionsmolekutlen an

klinischem Tumormaterial

Es wurden Expressionsstudien der Adhasionsmolekile L1ICAM und ICAM-1 auf Protein- und

RNA-Ebene durchgefiihrt. Die Eck-Daten, der in dieser Kohorten-Studie untersuchten

Tumore sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 3.5).

Tabelle 3.5: Studie der LLCAM Protein- und mRNA-Expression.

Protein-Analyse mRNA-Analyse
Parameter

(Western Blot) (Affymetrix)

Falle (n=) Prozent (%) Falle (n =) Prozent (%)

Alter der Patientinnen
Mittelwert (Median) 56,9y (57,0y) 55,5y (56,2y)
Spannweite 25-90 y 29-85y
Histologischer Typ
duktal 90 86 117 70
lobulér 11 10 26 16
andere / nicht bekannt 5 4 24 14
Tumorstadium
pT1 24 23 38 23
pT2 63 59 112 67
pT3 3 3 5 3
pT4 8 8 8 5
nicht bekannt 8 8 4 2
Grading
Gl 6 6 12 7
G2 56 53 65 39
G3 44 42 84 50
nicht bekannt 0 0 6 4
Nodal-Status
positiv 25 24 47 28
negativ 75 71 118 71
nicht bekannt 6 6 2 2
Ostrogen-Rezeptor-Status (ER)
positiv 76 72 117 70
negativ 30 28 41 25
nicht bekannt 0 0 9 5
Progesteron-Rezeptor-Status (PR)
positiv 83 78 99 59
negativ 23 22 59 35
nicht bekannt 0 0 9 5
Therapie
Adjuvante Chemotherapie 36 34 104 62
Hormon-Behandlung 62 58 91 54
nicht bekannt 11 10 6 4
Follow-up Daten
Information vorhanden 93 88 165 99
Rezidiv 32 30 54 32
Verstorben (Died of disease) 25 24 41 25
Gesamtzahl 106 167
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3.6.1 Das Adhasionsmolekil L1ICAM

Etliche Studien haben gezeigt, dass das Adh&sionsmolekul L1CAM in verschiedenen
Karzinomen mit einer schlechten Prognose einhergeht (THIES ET AL., 2001; FOGEL ET AL.,
2003 A UND B; ALLORY ET AL., 2005; SHTUTMAN ET AL., 2006, BOO ET AL., 2007). Bisher ist
wenig bekannt, ob auch Mammakarzinome eine Expression von L1CAM aufweisen.
Aufgrund der Ergebnisse der cDNA Microarray-Analyse sowie der starken Expression von
L1CAM in den Fra-2 transfizierten MDA MB231 Zellen stellte sich die Frage, ob LICAM im
klinischen Material exprimiert wird und ob diese Expression mit klinischen Parametern oder

der Prognose assoziiert ist.

3.6.1.1 Western Blot-Analyse von LICAM an humanen Mammakarzinomen

Fir die Western Blot-Analyse wurde ein Kollektiv von 106 Patientinnen (n = 106)
herangezogen, die im Zeitraum von 1991 bis 2002 in der Frauenklinik am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf behandelt worden sind. Fir alle behandelten Falle
lagen Follow-up Daten vor, der mittlere Beobachtungszeitraum betrug 84 Monate (8 — 169
Monate).

Es wurden 20 pg Protein-Lysat der entnommenen Tumore und als Positivkontrolle Zelllysat
von L1CAM-positiven Zelllinien FEMX-1 und Hela (THIES ET AL., 2001) eingesetzt.

L1CAM st ein ca. 200 — 220 kDa schweres Glycoprotein (Typ 1) und wird durch die
Metalloproteinase ADAM10 (MECHTERSHEIMER ET AL., 2001) in kleinere Fragmente
abgebaut, daher varieren die in der Western Blot-Analyse auftretenden Proteinbanden von
140 — 220 kDa. Die Quantifizierung erfolgte durch eine densitometrische Auswertung mittels
der verwendeten Positivkontrolle FEMX-1, die aufgrund der extrem starken L1CAM-
Expression 1:10 verdiinnt eingesetzt wurde.

Wie der Abbildung 3.32 zu entnehmen ist, differierte die L1CAM-Expression in den
untersuchten Mammakarzinomen stark, so konnte eine Signalstarke von 0 — 252 % relativ zur
Kontrolle detektiert werden, wobei der Mittelwert bei 16,2 % und der Median bei 1,7 % lag.

Im Ergebnis exprimierte die Mehrzahl der analysierten Falle nur sehr gering LLCAM.
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FMEX-1 Hela T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

; “ : - “ anti-L1CAM
: anti-Actin
Abbildung 3.32: Western Blot-Analyse von Mammakarzinomen (T1-T9).

Dargestellt ist eine Auswahl von untersuchten Tumoren mit LLCAM-Expression. Es wurden jeweils 20 pg
Protein aus dem Zelllysat der Tumore aufgetragen. Konzentrationskontrolle: Actin.

Orientierend an der ungleichméaRigen Verteilung der LLCAM-Expression in dem untersuchten
klinischem Material wurde fiir die statistische Analyse nicht der Medianwert, sondern sog.
cut-off von 20 % Expression in Relation zur Kontrolle gewahlt und zwei Gruppen gebildet.
Die Verteilung der Expressionswerte fir LLCAM ist im folgenden Histogramm dargestellt
(Abb. 3.33).
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Abbildung 3.33: Histogramm nach densitometrischer Auswertung der
L1CAM Expression.

Die erste Gruppe mit sehr geringer oder keiner detektierbaren LICAM-Expression umfasste
90 Patientinnen (n = 90), 16 Patientinnen, an deren Tumormaterial eine starke L1CAM-
Expression zu beobachten war, bildeten die zweite Gruppe (n = 16).

Die folgenden pathologischen und klinischen Parameter wurden flr die statische Analyse
herangezogen: Nodal-Status (NO versus N1), Stadium (T1 versus T2 versus T3/4), Grading
(G1 versus G2/3), Ostrogen-Rezeptor-Status (ER 0 versus ER 1), Progesteron-Rezeptor-
Status (PR 0 versus PR 1), histologischer Typ (lobuldr versus duktal) und das Alter (<57

Jahre, > 57 Jahre). Anhand des Chi-Quadrat-Tests nach Mantel Cox konnten hinsichtlich der
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L1CAM-Expression auf Proteinebene fir den Nodalstatus, hohes Grading, fortgeschrittenes
Stadium und einem negativen Ostrogen-Rezeptor-Status signifikante Korrelationen gefunden
werden (Tab.3.6; Abb. 3.34 A-D). Demzufolge waren Tumore mit hoher L1CAM-
Expression signifikant haufiger mit einem positiven Lymphknotenbefall, einem niedrigen
Differenzierungsgrad (hohes Grading), einem fortgeschrittenen Stadium und einem negativen
Ostrogenrezeptor-Status assoziiert. Fir den histologischen Typ, den Progesteron-Rezeptor-

Status sowie fur das Alter der Patientinnen konnten keine signifikanten Zusammenhange

erkannt werden.

Tabelle 3.6: Korrelationen der LLCAM-1 Protein-Expression mit verschiedenen pathologischen Parametern.

Parameter Signifikanz (p=)"
Nodalstatus <0,001
Grading < 0,001
Stadium 0,011
Ostrogen-Rezeptor-Status 0,037
Progesteron-Rezeptor-Status >0,5
Histologischer Typ >05

Alter >05

- Signifikante Korrelationen sind fett gekennzeichnet.
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p<0,001

Nodalstatus

p < 0,001

Grading

p=0,037
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ER

. L1CAM Expression < 20 %

p=0,011

1 2 3-4
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. L1CAM Expression > 20 %

Kontrolle) dar.

Abbildung 3.34: Korrelationen der LLCAM-Expression zu Prognosemarkern, abgebildet in
Balkendiagrammen. Die blauen Balken stellen die Tumore mit einer Expressionsstérke
unter 20 % und die griinen Balken die Tumore mit einer Expression tber 20 % (relativ zur
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3.6.1.2 Immunhistochemische Untersuchung von L1ICAM an klinischem Material

Um das Ergebnis der Western Blot-Analyse zu verifizieren und die Verteilung der LICAM
positiven Zellen in den Tumoren zu untersuchen, wurde L1CAM immunhistochemisch an
Paraffinschnitten von acht Mammakarzinomen analysiert. Von diesen acht Tumoren waren
wiederum insgesamt finf Falle darunter, die in der Western Blot-Analyse eine starke
L1CAM-Expression erkennen lieRen.

Unter diesen Féllen konnten vier Tumore identifiziert werden, die eine membrangse und
schwach zytoplasmatische LLCAM spezifische Farbung vorwiesen. Die Abbildung 3.35 zeigt
reprasentativ die LLCAM-Expression an einem schlecht differenzierten duktalen, nodal-
negativen Mammakarzinom (pT2) und die L1CAM-Expression an einem maRig
differenzierten duktalen, nodal-positiven Mammakarzinom (pT4) (Abb. 3.35 B). Die
Mehrheit der angefarbten Tumorzellen war an der Grenze zum Stroma an der Invasionsfront
lokalisiert (Abb. 3.35 A und B).
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Abbildung 3.35: Immunhistochemische LICAM-Féarbung an zwei Mammakarzinomen.
A: Schlecht differenziertes duktales Karzinom (pT2/N0); B: maRig differenziertes duktales
Karzinom (pT4/N1).

3.6.1.3 Genexpressionsstudien von LLCAM an RNA-Daten von klinischem Material

In Anbetracht der Ergebnisse der Western Blot-Analyse wurde zusétzlich die Gen-Expression
von L1CAM auf RNA-Ebene untersucht. Zur Verfiigung stand ein Kollektiv von 167
Patientinnen (n = 167). Die Genexpressionsanalyse wurde von Dr. Ralph Wirtz von der Firma
Siemens Healthcare Diagnostic, KéIn durchgefiihrt. Fir die Microarray-Analyse wurde der
cDNA Array Humane Genome Gene Chip U133 der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA)
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verwendet. Auf diesem Array befanden sich zwei Probesets fir LICAM (204584 und
204585 ). Zu Beginn der statistischen Analyse wurden die Expressionsdaten flr beide
Probesets mit Hilfe des Pearson-Tests untersucht und es ergab sich, dass beide verwendeten
Probesets eng miteinander korrelierten (p < 0,001). Da aber das erste Probeset (204584 )
einen hoheren Expressionslevel (Mittelwert 123 bzw. 25) aufwies, wurde dieses fur die
statistische Auswertung herangezogen. Die Expressionswerte dieses Probesets (204584 )
variierten von 5 — 833,5 (Mittelwert 122,6; Median 96,5). Ubereinstimmend mit den Werten
der Western Blot-Analyse zeigten auch die Expressionsdaten der Microarray-Analyse eine
ungleiche Verteilung.

Fir die statistische Auswertung wurde das verwendete Patienten-Kollektiv (n = 167) in zwei
Gruppen geteilt, wobei nicht der Median, sondern ein cut-off von 200 gewé&hlt wurde (siehe
Histogramm Abb. 3.36). Daraus resultierten zwei Gruppen, wobei die erste Gruppe 24 Falle
mit starker LLCAM-Expression (n = 24; 14,5 %) und die zweite Gruppe 143 Félle mit
niedriger Expression von LICAM umfasste (n = 143; 85,5 %).
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Abbildung 3.36: Histogramm nach Auswertung der LICAM RNA-
Expression.

Anhand des Chi-Quadrat-Tests nach Mantel Cox wurden die Daten der Expressionsanalyse
mit den vorhandenen Klinischen Daten des Mammakarzinom-Kollektivs korreliert und auf
statistisch signifikante Zusammenhange untersucht.

Fur folgende Parameter konnten signifikante Zusammenhdnge zur L1CAM-Expression
erkannt werden: Nodalstatus, Grading, negativer Ostrogen-Rezeptor-Status und Progesteron-

Rezeptor-Status. Ubereinstimmend zu den Western Blot Ergebnissen waren Tumore mit
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hoher LLCAM- Expression signifikant haufiger mit einem positiven Lymphknotenbefall,

einem niedrigen Differenzierungsgrad

(hohes Grading) und einem negativen

Ostrogenrezeptor-Status assoziiert. Keine signifikanten Korrelationen wurden zum Alter und

zum Stadium gefunden (Tab. 3.7; Abb. 3.37).

Tabelle 3.7: Korrelationen der LLCAM-1 mRNA-Expression zu verschiedenen pathologischen Parametern.

Pathologischer Parameter Signifikanz (p=)"
Nodalstatus 0,003
Grading 0,003
Ostrogen-Rezeptor-Status <0,001
Progesteron-Rezeptor-Status 0,040
Stadium 0,926

Alter 0,054

” Signifikante Korrelationen sind fett gekennzeichnet.
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Abbildung 3.37: Korrelationen der L1CAM-Expression zu Prognosemarkern, abgebildet in
Balkendiagrammen. Die blauen Balken stellen die Tumore mit einer Expressionsstérke unter 200
und die griinen Balken die Tumore mit einer Expression tber 200 dar.
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Die Gesamt-Uberlebenszeit sowie das rezidivfreie Intervall, beginnend vom Zeitpunkt der
Operation, wurde unter Anwendung der Kaplan-Meier Methode geschatzt. Die
Uberlebenskurven wurden mit dem Log-Rank-Mantel-Cox-Test verglichen. Im Ergebnis
zeigten im Hinblick auf das Gesamt-Uberleben Patientinnen mit hoher Expression von
L1CAM (> 200) eine signifikant (p = 0,005) kiirzere Uberlebenszeit als Patientinnen mit
niedriger LICAM-Expression (Abb. 3.38).

Ein &hnliches Ergebnis wurde im Bezug auf das rezidivfreie Intervall beobachtet. Der
Zeitraum zur Rezidiv-Entwicklung ist bei Patientinnen mit hoher L1CAM-Expression

wesentlich kirzer.
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Abbildung 3.38: Kaplan-Meier Uberlebenskurven der untersuchten Mammakarzinome anhand von
L1CAM mRNA-Daten.

3.6.1.3.1 Multivariate Analyse: Cox-Modell

Um die L1CAM-Expression im Tumormaterial auf die unabhdngige prognostische
Aussagekraft zu untersuchen, wurde eine multivariate Uberlebensanalyse mit dem Cox-
Regressionsmodell durchgefiuhrt. Mit der Cox-Hazard-Funktion werden ein 95 %
Konfidenzintervall (CI), der p-Wert und das relative Risiko (HR) errechnet. Die zur
Kategorisierung eingesetzten Parameter waren die L1CAM-Expression, Nodalstatus,
Stadium, Grading und Ostrogen-Rezeptor-Status. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in der
folgenden Tabelle (Tab. 3.8) dargestellt.
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Tabelle 3.8 A: Cox-Regressionsanalyse unter Einbeziehung der LLCAM mRNA Expression und weiterer
prognostische Marker wie Nodal-Status, Stadium, Grading und Ostrogen-Rezeptor-Status in Hinblick auf das
Gesamt-Uberleben A).

A) Gesamt-Uberleben HR 95 % ClI Signifikanz (p =)
L1CAM mRNA
<200 1
>/ =200 2,29 099 - 5,29 0,053
Nodalstatus
negativ 1
positiv 1,30 0,63 —2,66 0,481
Stadium
1-2 1
3-4 2,47 1,20 -5,08 0,014
Ostrogen-Rezeptor-Status
negativ 1
positiv 0,68 0,32-1,43 0,306
Grading
G1-2 1
G3 0,96 0,48-1,94 0,911

Fortsetzung Tabelle 3.8 B: Cox-Regressionsanalyse unter Einbeziehung der LLCAM mRNA Expression und
weiterer prognostische Marker wie Nodal-Status, Stadium, Grading und Ostrogen-Rezeptor-Status in Hinblick
auf das rezidivfreie Intervall B).

B) Rezidivfreies-Intervall HR 95 % CI Signifikanz (p =)
L1CAM mRNA
<200 1
>/ =200 1,67 0,81 3,47 0,168
Nodalstatus
negativ 1
positiv 1,73 0,95 - 3,16 0,073
Stadium
1-2 1
3-4 1,29 0,70- 2,38 0,421
Ostrogen-Rezeptor-Status
negativ 1
positiv 0,77 0,40-1,49 0,434
Grading
G1-2 1
G3 1,70 0,88 - 3,26 0,114

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in Bezug auf das Gesamtiiberleben die L1CAM-
Expression (p = 0,053) grenzwertig signifikant sowie das Grading (p = 0,014) signifikant als
unabhéngige Prognosefaktoren angesehen werden kdnnten. Im rezidivfreien Intervall ist nur
dem Nodalstatus (p = 0,073) eine grenzwertige unabhangige Relevanz zuzuordnen und die

L1CAM-Expression (p = 0,168) verliert die prognostische Bedeutung.
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3.6.1.3.2 Korrelationen der LLCAM mRNA-Expression mit biologisch-relevanten
Markern

Anhand der Pearson-Analyse wurden die Daten der mMRNA L1CAM-Expression mit mMRNA-
Daten von klinischen und biologisch-relevanten Markern, die in Zusammenhang mit Tumor-
Invasion (UPA, PAI-1 und uPAR) oder Angiogenese (VEGF A-C) stehen, sowie mit den
Hormon-Rezeptoren und dem Wachstumsrezeptoren EGFR und Her2/ErbB2 in Beziehung
gebracht (Tab.3.9).

Tabelle 3.9: Pearson-Analyse; Korrelationen der LICAM mRNA Expression mit Klinischen bzw. biologisch-
relevanten Markern.

Prognostischer Marker n= r=" Signifikanz (p=)"
Ostrogen-Rezeptor-Status 114 - 0,383 <0,001
Progesteron-Rezeptor-Status 114 - 0,244 0,009
Her2/ErbB2 114 0,481 < 0,001
EGFR 114 0,182 0,053
UPAR 114 0,178 0,101
PAI-1 114 0,299 0,005
UPAR 114 0,178 0,058
VEGF-A 114 0,230 0,014
VEGF-B 114 0,199 0,033
VEGF-C 114 0,245 0,009

Inverse Assoziationen sind durch negative r-Werte gekennzeichnet und signifikante Korrelationen mit einem p- Wert < 0,050 sind fett
markiert.

Es konnte eine signifikant inverse Korrelation der L1CAM-Expression zum Ostrogen-
Rezeptor-Status (p < 0,001) und Progesteron-Rezeptor-Status (p = 0,009) wie schon auf
Proteinebene gezeigt, erhalten werden sowie ein signifikanter Zusammenhang von L1CAM
zu Her2/ErbB2 (p < 0,001), PAI-I (p = 0,005) und Mitgliedern der VEGF-Familie VEGF-A
(p = 0,014); VEGF-B (p = 0,033) und VEGF-C (p = 0,009) gefunden werden. Die
Korrelationen zu anderen erhobenen Parametern erwiesen sich als grenzwertig signifikant
(EGFR und PAI-1) oder als nicht signifikant (UPAR). Dies weist daraufhin, dass Tumore mit
hoher L1CAM-Expression sich durch relativ hohe Invasivitat (Korrelation zu PAI-1 und
UPAR), Angiogenese (Korrelation zu VEGF) und mdglicherweise aktivierte Signalketten

(Korrelation zu Her2, EGFR), jedoch einen Verlust der hormonellen Regulation auszeichnen.

In der Literatur wird LLCAM in erster Linie in neuronalen Zellen exprimiert, darlber hinaus
beschreibt HuzAR ET AL., dass in Colorektal-Karzinomen eine positive LICAM-Férbung der
Tumorzellen mit der Expression des neuroendokrinen Markers Chromogranin A korreliert
(Huzar ET AL., 2006). Demzufolge wurde die L1CAM-Expression mit einigen
neuroendokrinen Markern wie Synaptophysin, Chromogranin A, Chromogranin B und der
Neuron-spezifischen Enolase anhand des Pearson-Tests analysiert. Jedoch konnten keine

statistischen Zusammenhange beobachtet werden (Tab.3.10).
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Tabelle 3.10: Pearson-Analyse; Korrelationen der LLCAM mRNA Expression mit neuroendokrinen Markern.

Prognostischer Marker n= r=" Signifikanz (p=)"
Chromogranin A 158 - 0,012 0,880
Chromogranin B 158 0,016 0,840
Synaptophysin 158 0,096 0,231
Neuron-spezifische Enolase 158 -0,015 0,855

Inverse Assoziationen sind durch negative r-Werte gekennzeichnet.

3.6.2 Das Adhasionsmolekil ICAM-1

In Anbetracht der Ergebnisse der cDNA-Microarray-Analyse, in denen gezeigt werden
konnte, dass auch die Regulation des interzellularen Adhasionsmolekiils ICAM-1 im engen
Bezug zu Fra-2 steht, sollte der Frage nachgegangen werden, ob ICAM-1 auch in klinischem
Tumormaterial exprimiert wird. Hierflr wurde zum einen die Protein-Expression mittels einer
Western Blot-Analyse an einem Kollektiv von 106 Patientinnen durchgeftihrt und zum
anderen wurden die Expressionsdaten von 167 Patientinnen anhand von cDNA-Microarrays

analysiert.

3.6.2.1 Western Blot-Analyse von ICAM-1 an humanen Mammakarzinomen

Fir die Western Blot-Analyse wurden 20 pg Protein-Lysat der entnommenen Tumore
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf ICAM-1 detektiert (Abb. 3.39) und densitometrisch
ausgewertet. Als Kontrolle wurde Zelllysat von ICAM-1 positiven Zelllinien FEMX-1 und
Hela verwendet.

Es konnte in den untersuchten Tumoren eine Signalstarke fur ICAM-1 von 23 — 629 % in
Relation zur Kontrolle detektiert werden, wobei der Mittelwert bei 172,97 % und der Median
bei 156,9 % lag.
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Abbildung 3.39: Western Blot-Analyse von Mammakarzinomen (T1-T9).
Dargestellt ist eine Auswahl von untersuchten Tumoren mit ICAM-1 Expression. Es wurden jeweils 20 g
Protein aus dem Zelllysat der Tumore aufgetragen. Konzentrationskontrolle: Actin.
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Fur die statistische Analyse der ICAM-1 Expression in dem Kollektiv (n = 106) wurden zwei
gleiche Gruppen gebildet, wobei in der ersten Gruppe die Patientinnen zusammengefasst
wurden, in deren Tumormaterial die ICAM-1 Expression unter dem Median (< 156,9 %) war
und die zweite Gruppe umfasste die Patientinnen, deren Tumormaterial eine ICAM-1
Expression Uber dem Median aufwies (siehe Histogramm Abb.3.40).
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Abbildung 3.40: Histogramm nach densitometrischer Auswertung der
ICAM-1 Expression.

Es konnten zu den Klinisch-pathologischen Parametern Nodalstatus, Grading und dem
Stadium signifikante Korrelationen gefunden werden (Tab. 3.11; Abb. 3.41). Des Weiteren
konnte eine Tendenz zu einer inversen Korrelation mit dem Ostrogen-Rezeptor-Status
festgestellt werden, dagegen flr den Progesteron-Rezeptor-Status und den histologischen Typ

keine signifikanten Zusammenhange (Tab.3.11).

Tabelle 3.11: Korrelationen der ICAM-1 Protein-Expression zu verschiedenen pathologischen Parametern.

Pathologischer Parameter Signifikanz (p=)”
Nodalstatus 0,003
Grading 0,002
Stadium 0,002
Ostrogen-Rezeptor-Status 0,085
Progesteron-Rezeptor-Status 0,480
Histologischer Typ 0,750
Alter 0,560

“ Signifikante Korrelationen sind fett gekennzeichnet.

Demnach waren Tumore mit hoher ICAM-1 Expression mit einem positiven Nodalstatus,

einem niedrigen Differenzierungsgrad und fortgeschrittenem Stadium assoziert.
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Abbildung 3.41: Korrelationen der ICAM-1 Expression zu Prognosemarkern, abgebildet in
Balkendiagrammen. Die blauen Balken stellen die Tumore mit einer Expressionsstérke unter dem Median
und die griinen Balken die Tumore mit einer ICAM-1 Expression tber dem Median dar.

Ob die ICAM-1 Expression einen Einfluss auf die Gesamt-Uberlebenszeit sowie das
rezidivfreie Intervall hat und als prognostischer Marker herangezogen werden kdnnte, wurde
unter Anwendung der Kaplan-Meier Methode untersucht. Die Uberlebenskurven wurden mit
dem Log-Rank-Mantel-Cox-Test verglichen (Abb. 3.42).

Im Hinblick auf das rezidivfreie Intervall konnte gezeigt werden, das Patientinnen mit hoher
Expression von ICAM-1 (> Median) eine kirzere Zeitspanne zum Auftreten eines Rezidivs
aufweisen als Patientinnen mit niedriger ICAM-1 Expression (p = 0,049). Fur das Gesamt-
Uberleben ist nur die Tendenz zu beobachten, dass die Wahrscheinlichkeit langer zu leben bei
Patientinnen mit hoherer ICAM-1 Expression niedriger ist. Dies war aber nicht statistisch
signifikant (p = 0,140).
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Abbildung 3.42: Kaplan-Meier Uberlebenskurven der untersuchten Mammakarzinome anhand der Daten
der Protein-Expression.
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3.6.2.2 Genexpressionsstudien von ICAM-1 an RNA-Daten von klinischem Material

Die Genexpressionsanalyse von 167 Patientinnen (n = 167) mit dem cDNA-Microchip U133
wurde von Dr. Ralph Wirtz von der Firma Siemens Healthcare Diagnostic, Koln
durchgefuhrt. Auf diesem Array befanden sich drei Probesets fir ICAM-1 (215484 , 202638 _
und 202637_). Zu Beginn der statistischen Analyse wurden die Expressionsdaten fir die drei
Probesets mit Hilfe des Pearson-Tests verglichen. Die Analyse ergab, dass die verwendeten
Sets signifikant miteinander korrelierten, aber das Probeset 202637 _ den hdochsten
Expressionslevel (Mittelwert 658,61 und Median 498,1) aufwies und daher fir die weiteren
Analysen zugrunde gelegt wurde.

Fir die statistische Auswertung wurde das verwendete Patienten-Kollektiv (n = 167) in zwei
gleiche Gruppen geteilt, wobei die erste Gruppe eine ICAM-1mRNA Expression unter dem
Median (< 498,1) und die zweite Gruppe eine ICAM-1 mRNA Expression uber dem Median
(> 498,1) aufwiesen (siehe Histogramm Abb. 3.43).

60—

40|

i} _

0 1000 2000 3000 4000 000
ICAM-1, Probeset 202637

Abbildung 3.43: Histogramm nach Auswertung der ICAM-1 RNA
Expression.

Es konnten zu den klinisch-pathologischen Parametern Nodalstatus, Grading dem Ostrogen-
Rezeptor-Status und dem Alter signifikante Korrelationen gefunden werden (Tab. 3.12; Abb.
3.44), aber keine signifikanten Korrelationen zum Progesteron-Rezeptor-Status, Stadium und

histologischen Typ.
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Tabelle 3.12: Korrelationen der ICAM-1 mRNA-Expression zu verschiedenen klinisch-pathologischen

Parametern.
Pathologischer Parameter Signifikanz (p=)”
Nodalstatus 0,017
Grading 0,009
Ostrogen-Rezeptor-Status 0,002
Alter 0,011
Progesteron-Rezeptor-Status 0,111
Histologischer Typ 0,714
Stadium 0,140

” Signifikante Korrelationen sind fett gekennzeichnet.

p=0,017

Nodalstatus Grading

60
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Abbildung 3.44: Korrelationen der ICAM-1-Expression zu Prognosemarkern, abgebildet in
Balkendiagrammen. Die blauen Balken stellen die Tumore mit einer Expressionsstarke unter
dem Median und die griinen Balken die Tumore mit einer ICAM-1-Expression tber dem Median
dar.

Die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier zeigten keine signifikanten Unterschiede (Gesamt-
Uberleben: p = 0,645 und rezidivfreies Intervall: p = 0,978) und auf eine Abbildung der

Diagramme wurde verzichtet.
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4 Diskussion

Das maligne Mammakarzinom ist in den westlichen Industrienationen die hdaufigste
Krebserkrankung der Frau. Die hohe Mortalitdt begrindet sich daher, dass beim
Mammakarzinom auch im Falle einer Diagnose eines lokal begrenzten Primértumors eine
Metastasierung des Tumors nicht ausgeschlossen werden kann. Im Laufe der Jahre sind viele
Aspekte der Metastasierung beleuchtet worden, aber dennoch sind die Faktoren, die in diesem
komplexen VVorgang essentiell sind, noch nicht hinreichend aufgeklart (FIDLER, 2003).

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Frage, welche Rolle der Transkriptionsfaktor

Fra-2 bei der Metastasierung des Mammakarzinoms einnimmt.

4.1 Expression von Fra-2 im klinischen Material

Die Expression des Transkriptionsfaktors Fra-2 wurde anhand eines Kollektivs von 56
Mammakarzinom-Patientinnen auf proteinbiochemischer Ebene analysiert. Dabei zeigte es
sich, dass eine verstarkte Expression von Fra-2 im Hinblick auf die Rezidivhaufigkeit oder
auch im Bezug auf die Gesamt-Uberlebenszeit der Patientinnen unglinstig assoziiert ist. Erste
Untersuchungen an klinischem Tumormaterial in unserer Arbeitsgruppe gaben bereits einen
Hinweis darauf, dass ein Zusammenhang zwischen der erhdhten Fra-2 Expression und dem
Auftreten eines Rezidivs bei Patientinnen mit einem priméren Mammakarzinom besteht
(BAMBERGER ET AL., 1999). Fra-2 ist ein Mitglied des AP-1 Komplexes, welcher sich aus
nukledaren Transkriptionsfaktoren der Fos-, Jun- und ATF-Familie zusammensetzt. Diese
Proteine zeichnen sich dadurch aus, dass sie angeregt durch externe Stimuli nach Formation
von Dimeren verschiedene regulatorische Prozesse in der Zelle aktivieren (ANGEL ET AL.,
1987b; LEE ET AL., 1987a; ANGEL UND KARIN ET AL., 1991; KARIN ET AL., 1997). Sie
beeinflussen u.a. die Expression von Genen, die in Prozessen der Tumorprogression involviert
sind. Aufgrund der Tatsache, dass die AP-1 Mitglieder einen wesentlichen Beitrag in der
Onkogenese leisten und die Ergebnisse der Western Blot-Analyse am klinischen
Tumormaterial darauf hinweisen, dass eine erhdhte Fra-2 Expression mit einer unginstigen

Prognose korreliert ist, sollte die Funktion von Fra-2 in vitro néher charakterisiert werden.
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4.2 Funktionelle Untersuchungen zur Rolle von Fra-2

Transfektion der Zelllinien mit Expressionssystemen fiur Fra-2

Um die biologische Wirkung von Fra-2 naher zu charakterisieren, wurden zwei humane
Mammakarzinom-Zelllinien, die sich hinsichtlich ihres Hormonrezeptor-Status und ihres
Wachstumsverhaltens unterschieden, mit Expressionsvektoren fur Fra-2 transfiziert. Zunéchst
wurde ein Tetrazyklin-reguliertes Expressionssystem verwendet, welches erstmals von
GosseN und BUJARD (1992) beschrieben wurde. In dem verwendeten TetON®-System der
Firma Clontech (Palo Alto, USA) bindet ein reverser Transaktivator (rtTA) an einem
minimalen CMV-Promotor (Pmincmyv) Mit spezifischen Tet-Operatorsequenzen (tetO) und
initiiert die Transkription, wenn ein Induktor (Tetracyclin) an rtTA gebunden ist. Bei
Abwesenheit von Doxycyclin ist ein reverser Tet-Repressor (tetR) an das Operon gebunden
und das zu untersuchende Gen kann nicht abgelesen werden (GOSSEN ET AL., 1995). Neben
Tetrazyklin konnen auch dessen Derivate, darunter das in dieser Arbeit verwendete
Doxycyclin als Induktor fungieren, das in den bendtigten Konzentrationen (2 pg/ml) keinen
letalen Einfluss auf die Zellen hat (GOSSEN ET AL., 1995; BARON & BUJARD, 2000). Nach
MILLS ET AL. (2001) solite ein solches System beim Einsatz in eukaryotischen Zellen folgende

Bedingungen erfillen:

= eine prazise Regulation ohne Hintergrund-Expression des inserierten Gens

= ein hohes Expressionsniveau des inserierten Gens nach Induktion, um die
beabsichtigte physiologische Antwort in den Zellen zu erreichen

= Regulation des Gens nur durch den Induktor (Doxycyclin)
= keine Beeinflussung der Expression endogener Proteine

= reversible Expression des inserierten Gens.

Die Expression von Transgenen tber das Tet-System wurde erfolgreich sowohl fiir in vitro als
auch fir in vivo Anwendungen beschrieben (RESNITZKY ET AL., 1994; GONZALES ET AL., 2006;
POLITI ET AL., 2006) und schien somit fur die Untersuchung mit regulierter Fra-2 Expression
in den Mammakarzinom-Zelllinien geeignet. Doch im Verlauf der Arbeit zeigte dieses
System immer wieder Anfalligkeiten. Zunéchst verlief die Transfektion des Regulatorplasmid
Teton, welches den Tetracyclin-Repressor (rtetR) und den Tetracyclin-abhangigen
Transaktivator (rtetR) unter der Kontrolle des CMV-Promotors (Pcmyv) sowie das Neomycin-
Resistenz-Gen beinhaltet, in MCF-7 und MDA MB231 Zellen erfolgreich. Um zu tberpriifen,
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ob eine Integration in das Genom der Zellen sowie die Induzierbarkeit des Tetracyclin-
Repressors gewahrleistet war, wurden die selektionierten Teton-Klone transient mit dem
Vektor pTRE2pur Luc transfiziert. Die nach Zugabe von Doxycyclin detektierte erhohte
Expression des Luciferase-Gens konnte die erfolgreiche Integration des Teton-Vektors in
beiden Zelllinien bestétigen. Doch im Gegensatz zu den MCF-7 Zellen konnte bei den MDA
MB231 Zellen nur ein Klon mit einer 6,5 fachen Erhéhung der Luciferase-Expression
identifiziert werden, wahrend in 46 von 48 selektionierten Klonen die Expressionsrate auch
nach Induktion mit Doxycyclin eher niedrig war und diese auch ohne Induktion eine so
genannte Basalaktivitat des Luciferase-Gens aufwiesen. Die basale Aktivitat des Promotors
(,,Leaky Systems®) konnte auch in anderen Studien flir andere Transgene gemessen werden
(RENDAHL ET AL., 1998, BOHL ET AL., 1998; MANO ET AL., 2000). Dennoch wurden fur die
zweite Transfektion je ein ,,Masterklon® ausgesucht und mit dem Vektor pTRE2pur, der
neben dem CMV-Minimalpromotor mit den Tetracyclin-responsiven Elementen (TRE) auch
die komplette cDNA des Transkriptionsfaktors Fra-2 enthélt, transfiziert. Nach einer Western
Blot-Analyse wurden pro Zelllinie je zwei Klone mit der hdchsten Induzierbarkeit und
niedrigsten Basalaktivitdt ausgewahlt, wobei sich fur die transfizierten MCF-7 Zellen eine
kaum quantitativ erfassbare Basalaktivitét in den nicht-induzierten Klonen zeigte. Da sich das
Tetracyclin-regulierte System gerade in Bezug auf die Fra-2 Transfektion in den MDA
MB231 Zellen nicht als effizient erwies, wurde zusétzlich ein alternatives, nicht-induzierbares
Expressionssystem fur die Untersuchungen von Fra-2 verwendet.

Die Zelllinien MCF-7 und MDA MB231 wurden hierzu mit dem Vektor pIRES-Fra-2
transfiziert und parallel dazu als Vergleich zu den Untersuchungen zu Fra-2 mit dem
Transkriptionsfaktor pIRES-Fra-1. Die stabile Transfektion mit Fra-2 Expressionsvektoren in
den MCF-7 Zellen wurde von Stanislava Janke im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt

und die stabil transfizierten Zellen wurden fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Untersuchungen zur Bindungsaktivitat an die AP-1 Consensussequenz

Als Voraussetzung fiir die folgenden Untersuchungen wurden die stabil transfizierten Klone
zunéchst auf ihre Fra-2-Bindungsfahigkeit an die AP-1 Consensus-Sequenz Uberprift. Mit
Hilfe des TransAM-Assays konnte nachgewiesen werden, dass in den Klonen mit erhdhter
Fra-2 Expression eine verstarkte Bindung dieses Transkriptionsfaktors an die AP-1
Consensus-Sequenz erfolgt. Damit konnten diese Klone fir die weiteren Experimente

eingesetzt werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass in diesen Zelllinien eine
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erniedrigte DNA-Bindung von Fra-1 stattfindet, wahrend die Bindung von c-Fos und FosB
auf niedrigem Niveau blieb.

Promotorassay zur Analyse eines reprimierenden Effekts von Fra-2 auf Fra-1

Die erniedrigte Bindung von Fra-1 in den Fra-2 Uberexprimierenden Klonen gab einen
Hinweis auf einen mdglichen reprimierenden Effekt von Fra-2 auf Fra-1. In einer
vorangegangenen Studie von MILDE-LANGOSCH ET AL. konnte nach Fra-2 RNA-Interferenz in
einer Western Blot-Analyse eine erhohte Fra-1 Proteinmenge und bei Fra-1 RNA-Interferenz
eine erhdhte Fra-2 Proteinmenge (MILDE-LANGOSCH ET AL., 2008) detektiert werden. Um
dieses Indiz weiterzuverfolgen, wurden Reporteranalysen durchgefiihrt, wobei uns dank einer
Kooperation mit Dr. S.P. Reddy (Johns Hopkins University, Baltimore) drei verschiedene
Promotorkonstrukte zur Verfiigung standen (ADISESHAIAH ET AL., 2003). Die Arbeitsgruppe
zeigte in Promotor-Analysen an HBE-Zellen (humane Bronchialepithelial-Zellen), dass
vorrangig drei cis-aktive Elemente wie EBS (,,Ets-like binding site”), GC-Box und TRE, die
in der Region -379/-283 des Fra-1 Promotors liegen, essentiell fiir die TPA-induzierte
Expression von Fra-1 sind. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass fur die Aktivierung der
Transkription kooperierende Interaktionen zwischen den Transkriptionsfaktoren des AP-1
Komplexes obligatorisch sind. So fiihrte eine Coexpression von Fra-2 (neben c-Jun und Jun
D) zu einer verstarkten Transkription des Fra-1 Gens, was vermuten lasst, dass Fra-1 unter der
Kontrolle von Fra-2 steht.

In einer Untersuchung an murinen embryonalen Fibroblasten wurde beobachtet, dass ein
Verlust von c-Fos die serum-stimulierte Fra-1 Transkription verzdgert, aber nicht vollstandig
verhindert, was vermuten lasst, dass andere Transkriptionsfaktoren wie z. B. Fra-2 in der Lage
sind, das fehlende c-Fos bei der Regulation der Fra-1 Transkription zu kompensieren
(BRUSSELBACH ET AL., 1995; SCHREIBER ET AL., 1997).

TULCHINSKY ET AL. postulierten im Jahre 2000, dass Fra-1 und Fra-2 im Gegensatz zu c-Fos
und FosB keine Transaktivierungsdomanen besitzen und daher nicht in der Lage sind,
artifizielle Promotoren mit AP-1 Bindungsstellen zu transaktivieren (TULCHINSKY ET AL.,
2000), dennoch scheinen Fra-1 und Fra-2 einen bisher ungeklarten Mechanismus zu besitzen,
der eine differentielle Regulation ohne diese Domanen ermdglicht.

Das in dieser Arbeit erzielte Ergebnis des Reporterassays mit den Fra-1 Promotorkonstrukten
ergab fir die MCF-7 Zellen, dass die Aktivitdt des 283-luc Fragmentes durch Fra-2

signifikant erniedrigt, jedoch durch c-Fos erhoht wurde. Ein ebenfalls reprimierender Effekt
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durch Fra-2 konnte auch beim 379-luc Fragmentes detektiert werden. Dieses Ergebnis stimmt
mit den Ergebnissen von ADISESHAIAH ET AL. nicht (berein, sie haben in ihrer Studie
dargelegt, dass eine Coexpression von Fra-2 zu einer verstarkten Transkription des Fra-1
Gens fuhrt.

ADISESHAIAH ET AL. konnten nachweisen, dass die Region zwischen -283 und -105 flr die
basale Expression von Fra-1 verantwortlich ist. Ebenso erwies sich die Region um -379 bis -
283 als essentiell fur eine verstarkte TPA-induzierbare Fra-1 Transkription, da sich in diesem
Bereich wichtige cis-aktive Elemente, die fiur die Minimal-, Basal- und TPA-induzierte
Expression von Fra-1 notwendig sind, befinden. Durch die Coexpression mit Fra-2 kdnnte es
in den Mammakarzinomzellen zu einer verdnderten Regulation der AP-1 Untereinheiten
kommen, da Fra-1 nicht wie in den HBE-Zellen verstarkt transkribiert wird, sondern durch
Fra-2 reprimiert wird. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass in unterschiedlichen
Zellsystemen die Regulation der AP-1 Untereinheiten divergent ablauft.

Analyse zur Proliferation

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte die biologische Wirkung von Fra-2 in
Mammakarzinomzellen weiter aufgeklart werden. Die Mitglieder der AP-1 Familie sind in
Prozessen wie dem Zell-Zyklus involviert. Der Einfluss auf die Proliferation kann durch ihre
Fahigkeit, die Expression von Faktoren des Zellzyklus zu regulieren, bestimmt sein. Eine
ausfiihrliche Studie tber einen méglichen Zusammenhang zwischen der Fos- und Jun-Familie
und einigen Zellzyklus-Regulatoren (wie z. B. Rb, p16, p21, p27, Cyclin D1, Cyclin E und
Ki67) in Mammakarzinomgeweben sowie in vier verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien
ergab positive Korrelationen von Fra-1 mit p16, Cyclin E und dem Proliferationsmarker Ki67
und positive Korrelationen von Fra-2 mit Cyclin E und Cyclin D (MILDE-LANGOSCH ET AL.,
2000). Der Zusammenhang zwischen Fra-1 und Fra-2 mit Cyclin E war nicht erwartet, da
Cyclin E im Gegensatz zu Cyclin D1 keine TRE-Bindungsdoméne in der Promotorregion
aufweist. Eine Uberexpression der Zellzyklus-Regulatoren Cyclin E und D1 ist fir
Patientinnen mit Mamma-, Osophagus-, Kolon- und Pancreaskarzinomen mit einer schlechten
Prognose assoziiert (NAITOH ET AL., 1995; HALL & PETERS, 1996; MCINTOSH ET AL., 1995;
MAEDA ET AL., 1998; GANSAUGE ET AL., 1997; KORNMANN ET AL., 1998b). Wahrend nach
verminderter Expression von Fra-1 in MCF-7 und MDA MB231 Zellen eine reduzierte
Proliferation zu beobachten war (BELGUISE ET AL., 2005), liegen fir Fra-2 diesbeziglich noch

wenige Daten vor.
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Es stellte sich daher die Frage, inwieweit Fra-2 einen Effekt auf das Proliferationsverhalten
von Mammakarzinom-Zellen ausibt. In den durchgefuhrten Untersuchungen konnte in allen
stabil mit Fra-2 oder Fra-1 transfizierten Klonen keine Verdnderung der Proliferation
festgestellt werden. BELGUISE ET AL. (2005) publizierten, dass eine Uberexpression von Fra-1
in MCF-7 Zellen zu einer erhdhten Zell-Proliferation und Zell-Motilitat fihrt, und durch RNA
Interferenz von Fra-1 wurden diese beiden Parameter in MDA MB231 Zellen erniedrigt. Dass
in unseren Experimenten flr Fra-1 kein proliferationsfordernder Effekt beobachtet wurde, wie
von BELGUISE ET AL. gezeigt, konnte daran liegen, dass serumsupplementiertes Medium
verwendet wurde und nicht wie von BELGUISE ET AL. serumfreies Medium, da das eher ein
artifizielles System darstellt. In Colonkarzinom-Zellen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
Fra-1 keine Auswirkung auf die Zell-Proliferation hat (V1AL ET AL., 2003).

Analysen zur Invasivitat und Motilitat

Zusatzlich zur Proliferation wurden die transfizierten Zelllinien auf ihr invasives Verhalten
untersucht. Ein wesentlicher Faktor bei der Metastasierung ist die Fahigkeit der Tumorzellen,
Uber Gewebegrenzen hinweg invasiv in den Blutkreislauf und in die umliegenden Organe
einzuwandern. Fur diesen Prozess missen die Zellen in der Lage sein, Komponenten der
Basalmembran und der extrazellularen Matrix zu degradieren. Durch die Verwendung eines
Invasionsassay mit einem Basalmembran-&hnlichen Matrigel wurden die mit Fra-2 und Fra-1
transfizierten MCF-7 und MDA MB231 Zellen auf ihr invasives Potential sowie ihre Motilitat
analysiert. Zunachst wurden die induzierbaren Teton-Fra-2 Zellen untersucht. Es konnte
sowohl flr die MCF-7-Teton als auch fiir die MDA MB231-Teton Zellen nach Zugabe von
Doxycyclin eine erhdhte Transmigration durch die Matrigel-Matrix nachgewiesen werden.
Aber aufgrund der hohen Schwankungsbreite zwischen den Wiederholungsexperimenten bei
den MDA MB231-Teton Zellen, waren die Ergebnisse nicht statistisch signifikant. Hier zeigte
sich aulRerdem schon nach Induktion der Kontroll-Klone, dass eine erhéhte Anzahl von Zellen
durch das Matrigel gewandert ist. Vor diesem Hintergrund ist das Ergebnis bezlglich der
MDA MB231-Teton Fra-2 Zellen eher auf einen durch das Doxycyclin hervorgerufenen
Effekt zurickzufiihren, wahrend solche methodischen Probleme bei den MCF-7-Teton
Klonen nicht auftraten.

Die mit den nicht-induzierbaren Expressionsvektoren pIRES-Fra-2 bzw. pIRES-Fra-1
transfizierten Zellen wiesen eine eindeutige Steigerung der Invasivitat der Zellen auf. Diese

Resultate deckten sich mit Daten aus anderen Studien. So konnte BELGUISE ET AL. (2005) in
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Fra-1 transfizierten MCF-7 Zellen ebenfalls eine Zunahme der Invasivitét feststellen. In einer
Arbeit von MILDE-LANGOSCH ET AL. (2008) konnte dargelegt werden, dass sowohl Fra-2 als
auch Fra-1 einen maRgeblichen Einfluss auf das invasive Potential in MDA MB231 und
MCF-7 Zellen ausibt. Es konnte durch Verwendung von siRNA fir die beiden
Transkriptionsfaktoren in MDA MB231 Zellen eine deutliche Verminderung des invasiven

Verhaltens demonstriert werden.

Eine erh6hte Motilitat zeigten in dieser Arbeit nur die MCF-7-pIRES Fra-1 Zellen, die
anderen untersuchten Zelllinien wiesen keine gesteigerte Motilitdt auf. Die durch Fra-1
hervorgerufene Motilitatssteigerung in MCF-7 Zellen wurde ebenfalls von BELGUISE ET AL.
(2005) und auch in murinen Adenokarzinomzellen (CSMLO) von KUSTIKOVA ET AL. (1998)
beobachtet. Um die fur die verdnderte Motilitat verantwortliche Region des Fra-1 Proteins zu
identifizieren, wurden Fra-1 Konstrukte generiert, die zum einen eine fehlende N-terminale
Doméne und zum anderen eine fehlende C-terminale Doméne beinhalteten. Dabei konnten
TKACH ET AL. (2003) darlegen, dass die N-terminale Domane einen entscheidenden Einfluss
auf die erhohte Motilitat austibt. Des Weiteren konnte in dieser Studie dokumentiert werden,
dass nicht nur Fra-1, sondern auch Fra-2 am veranderten Migrationsverhalten von Zellen
beteiligt sein kann. Dieses wurde aber nur in der Fra-1 und Fra-2 positiven murinen
Fibroblasten Zelllinie L929 mittels transienter Inhibition beider Faktoren jeweils durch
Antisense-Konstrukte demonstriert, was in beiden Fallen zu reduzierter Motilitat der Zellen
fuhrte (TKACH ET AL., 2003). In einem weiteren Experiment dieser Studie konnte nur fur Fra-1
ein motilitatsfordernder Effekt beobachtet werden, denn in der Fra-1 sowie Fra-2 negativen
Zelllinie CSMLO, wiesen nur die mit Fra-1 und nicht die mit Fra-2 transfizierten Zellen eine
erhohte Motilitat auf.

Die Tatsache, dass Fra-1 und auch Fra-2 in verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Effekte
auf die Zell-Motilitat austben, konnte daran liegen, dass diese Proteine mit verschiedenen
Mitgliedern der AP-1 Familie dimerisieren und an die Enhancer verschiedener Zielgene

binden (TKACH ET AL., 2003).

4.3 Analyse Fra-2 regulierter Zielgene

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Resultate sowie die vorangegangenen Studien
weisen darauf hin, dass Fra-2, &hnlich wie schon fur Fra-1 beschrieben (BELGUISE ET AL.,

2005), in der Regulation von Invasion und damit auch Metastasierung beteiligt ist und zur
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Ausbildung eines aggressiven Phanotyps beim Mammakarzinom beitrdgt. Um diese
Hypothese mit weiteren Daten zu untermauern, wurden die mit Fra-2 transfizierten Zellen
einer Microarray-basierten Gen-Expressionsanalyse unterzogen, die einen genaueren
Aufschluss Uber die durch Fra-2 regulierten Gene liefern sollte. Der Prozess der
Tumorprogression impliziert die Verdnderung der Expression vieler beteiligter Gene und
daher bietet die Verwendung eines cDNA Array Chip (Human Genome U133 Plus 2.0;
Affymetrix) mit ca. 47000 Transkripten von 39500 Genen ein breites Spektrum, um die
Expressionsdaten entsprechend involvierter Gene zu erfassen.

Anhand des im Ergebnisteil beschriebenen Auswertungsschemas konnte flr die untersuchten
Zelllinien eine Vielzahl von Genen identifiziert werden, die einer differentiellen Regulation
durch Fra-2 bzw. Fra-1 unterliegen. Um einen Uberblick zu erhalten, erfolgte eine
Einordnung der Gene in Funktionsklassen. Es zeigte sich, dass die Transkriptionsfaktoren
Fra-2 und Fra-1 in verschiedenen Prozessen beteiligt sind. Da in dieser Arbeit vorrangig die
Rolle von Fra-2 hinsichtlich des Metastasierungsvorganges von Interesse war und in den
funktionellen Untersuchungen demonstriert wurde, dass Fra-2 einen Einfluss auf das invasive
Verhalten von Zellen hat, wurde ein spezielles Augenmerk auf die Gruppe von Genen gelegt,
die in diese Prozesse involviert sind. Hauptmerkmal invasiver Tumorzellen ist es, dass diese
Zellen spezielle Eigenschaften aufweisen, um sich aus dem Primartumorverband zu l6sen.
Daher miissen sie in der Lage sein, eigene oder fremde Adhdsionsmolekile zu modifizieren.
Adhasionsmolekiile sind fur die notwendigen Interaktionen zwischen Tumorzellen
untereinander, zwischen Tumorzellen und Stromazellen, Endothelzellen, dem intestinalen
Stroma und der Basalmembran verantwortlich. Des Weiteren missen Tumorzellen zur
Proteolyse fahig sein, um die Basalmembran abzubauen. Fir die Proteolyse produzieren
Tumorzellen entweder selbst Proteasen, stimulieren umgebende Zellen dazu oder sie erzeugen
Faktoren, welche lokal vorhandene Proteasen aktivieren (PRICE ET AL., 1997). Die wichtigsten
Proteasen, die mit einer verstarkten proteolytischen Aktivitdt bei der Tumorprogression in
Zusammenhang gebracht werden und daher als tumorassoziiert werden, sind die Matrix-
Metalloproteasen (MMPs), das Plasminogen-Aktivator-System (uPA-System) und
Cysteinproteasen (SATO ET AL., 2002). Im Focus der Microanalysen lag daher, Gene zu
ermitteln, die in dem Prozess der Zell-Adhéasion oder der Proteolyse involviert sind.

Die Gruppe der Proteasen, die einer Regulation durch Fra-2 unterliegen, war entgegen den
Erwartungen verhaltnisméal3ig klein und es ergab sich nur ein kleiner Anteil an Vertretern der
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und der Cysteinproteasen (u.a. Cathepsine) (siehe Tab.
3.1).
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Es wurden sowohl in den MDA MB231-pIRES Fra-2 als auch in den MCF-7-Teton Fra-2
Zellen einige Mitglieder der ADAM-Metallopeptidasen-Familie (ADAM9 und ADAMTS12)
sowie der Cathepsine (Cathepsin D) gefunden, die durch Fra-2 hochreguliert wurden.
Cathepsin D ist eine ubigiutére, lysosomale Aspartat-Endoproteinase (BARRETT, 1970) und
wird als Mitogen fur Tumorzellen, Stimulator der Metastasierung und als Angiogenese-
Forderer beschrieben (GARCIA ET AL., 2008; LIAUDET-COOPMANN ET AL., 2006; BERCHEM ET
AL., 2002).

Die Protein-Familie der ADAMs zéhlt zu den Metalloproteasen und besitzt bei tber der
Hélfte der Mitglieder das auf fur MMPs typische katalytische Zink-Bindungsmotiv (JIA ET
AL., 1996). Die Bezeichnung ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) spiegelt die
Schlusselposition dieser Proteinfamilie wieder. Sie bildet eine Gruppe von membranstandigen
Glycoproteinen, deren charakteristische Domanenstruktur u.a. eine Metalloprotease-Doméne
und eine Disintegrin-Domane umfasst. Die Metalloprotease-Domane erfillt proteolytische
Aufgaben, wohingegen die Disintegrin-Doméane Adhésionseigenschaften vermittelt
(WOLFSBERG ET AL., 1995).

Einen wesentlich gréfReren Anteil nach Auswertung der Microarray-Daten stellte die Gruppe
der Adhasionsmolekiile dar (siehe Tab. 3.2). Ihnen kommt im Metastasierungsprozess eine
ganz zentrale Bedeutung zu, da im initialen Schritt der Invasion eine Ablésung der
Tumorzellen vom Primartumorverband und somit eine Verminderung der Zell-Zell-Adhésion
essentiell ist. Auch bei der Extravasation ist eine Beteiligung von Adhédsionsmolekilen
Voraussetzung fir eine erfolgreiche Anheftung der Tumorzellen an die extrazellulare Matrix
und das Endothel. Einige dieser durch Fra-2 und auch Fra-1 regulierten Gene wurden mit
besonderem Interesse betrachtet und ihre Expression auf proteinbiochemischer Ebene
validiert, wobei aber der Schwerpunkt auf den durch Fra-2 regulierten Molekilen lag. Im
folgenden Absatz wird auf zwei Zelladhésionsmolekiile, die anhand der Mikroarray-Analysen

identifiziert und auf proteinbiochemischer Ebene validiert worden sind naher eingegangen.

L1CAM

Anhand Microarray-Analyse der Zellen wurde als potentielles Target von Fra-2 das
Zelladhasionsmolekil L1CAM identifiziert. L1CAM ist das namensgebende
Grindungsmitglied der vier Mitglieder umfassenden L1-Unterfamilie der Immunglobulin-
Superfamilie. Allen L1-Mitgliedern gemeinsam ist die Beteiligung an der Entwicklung des

Nervensystems und ihre Funktion besteht allgemein gefasst in der Vermittlung von Zell-
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Zellkontakten,  Zellmigration, axonalem Wachstum und axonaler Wegfindung
(BRUMMENDORF, 1998; BRUMMENDORF & RATHIEN, 1996).

Die L1-Mitglieder werden aber auch von einigen nicht-neuronalen Zelltypen exprimiert, so
wurde fur L1CAM und NrCAM eine Expression in metastasierten Karzinomzellen
nachgewiesen (PRIMIANO ET AL., 2003; CONACCI-SORRELL ET AL., 2002). Daneben konnten
weitere Studien belegen, dass L1CAM auch auf unterschiedlichen Tumorentitaten wie
Melanomen, Neuroblastomen, Gliomen, Bronchial-, Nierenzell- und Pankreaskarzinomen
sowie gastrointestinalen und kolorektalen Tumoren exprimiert wird und mit einer schlechten
Prognose einhergeht (THIES ET AL., 2002; ALLORY ET AL., 2005; BOO ET AL., 2007; FOGEL ET
AL., 2003b; GAVERT ET AL., 2005; KAIFI ET AL., 2006b, 2007; MELI ET AL., 1999; SENNER ET
AL., 2002).

L1CAM weist wie einige weitere Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie neben
homophilen auch heterophile Bindungseigenschaften auf (LEMMON ET AL., 1989; FELDING-
HABERMANN ET AL., 1997; RUPPERT ET AL., 1995). Einige Liganden, die (iber eine heterophile
Bindung mit LICAM interagieren, sind z. B. das F3/F11/Contactin (BRUMMENDORF ET AL.,
1993), TAG-1/Axonin-1 (KUHN ET AL., 1991; KuNz ET AL., 1996 UND 2002), die
Proteoglycane Neurocan und Phosphacan (MILEV ET AL. 1994; FRIEDLANDER ET AL., 1994)
NCAM (HORSTKOTTE ET AL., 1993), CD24 (KADMON ET AL., 1995) und Laminin (GRUMET ET
AL., 1993). AuBerdem befindet sich in der 6.1g Domane eine RGD-(Arg-Gly-Asp-) Sequenz,
die mit einigen Integrinen wie z. B. dem Fibronektin-Rezeptor (aspB1) und dem Vitronektin-
Rezeptor (ayB3) Bindungen eingeht (RUPPERT ET AL., 1995; EBELING ET AL., 1996;
MONTGOMERY ET AL., 1996; FELDING-HABERMANN ET AL., 1997).

Die Bedeutung von L1CAM in Mammakarzinomen ist bisher noch unklar, in einer
immunhistochemischen Studie von 25 duktalen Mammakarzinomen konnte HUSZAR ET AL.
(2006) fur LLCAM keine Expression zeigen.

ICAM-1

Als ein weiteres bemerkenswertes durch Fra-2 reguliertes Zielgen, konnte das interzellulére
Adhasionsmolekiil ICAM-1 anhand der Mikroarray-Analyse identifiziert sowie auf
proteinbiochemischer Ebene durch Western Blot-Analysen und FACS bestétigt werden.
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) ist ein Mitglied der Immunglobulin-
Superfamilie. Viele verschiedene zellassoziierte und loésliche Liganden binden an diesen
Zelladhdsionsrezeptor, wobei die meist beschriebenen Liganden die membrangebundenen [3,-

Integrine LFA-1 (CD11a/CD18 oder oL f2) und MAC-1 (CD11b/CD18 oder aM fy) sind.
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LFA-1 (leukocyte function associated molecule-1) wird vornehmlich auf Leukozyten
exprimiert, wohingegen MAC-1 (membrane attach complex-1) hauptsachlich auf
Makrophagen, Monozyten und Granulozyten gefunden wird (HAMACHER & SCHABERG,
1994). Weitere bekannte Liganden fir ICAM-1 sind Sialophorin (CD43), das auf Leukozyten
und Thrombozyten vorkommt, das losliche Molekil Fibrinogen sowie vermutlich
Hyaluronsdure (VAN DE STOLPE & VAN DER SAAG, 1996). Ob Hyaluronséure als Ligand fur
ICAM-1 fungiert, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. MCCOURT & GUSTAFSON (1997)
postulierten, dass sowohl ICAM-1 als auch Hyaluronsdure unspezifisch an
Hexamethylengruppen binden, die Bindungsgrundlage der Affinitdtschromatographie fir den
Nachweis von ICAM-1 als Hyaluronsdure-Rezeptor waren. Im Gegenzug beschrieben
HIRAMITSU ET AL. (2006) ICAM-1 als funktionalen Rezeptor fur Hyaluronséure in RS-
Fibroblasten (rheumatoid synovial fibroblasts). Hyaluronsédure ist ein ubiquitéres
Glycosaminoglykan der extrazellularen Matrix und beeinflusst die Zell-Zelladhasion, die
raumliche Orientierung und Wanderung von Zellen sowie deren Proliferation und
Differenzierung (LAURENT & FRASER, 1992). Dementsprechend ist die Hyaluronséure an
zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt wie der Angiogenese oder der Migration von
Tumorzellen (WEST ET AL., 1985; TURLEY ET AL., 1993; MASELLIS-SMITH ET AL., 1996). In
Tumoren wie z. B. Mammakarzinomen wird oftmals eine verstarkte Hyaluronsdure-
Syntheserate bzw. ein erhéhter Gehalt an Hyaluronséure gefunden und dieses korreliert haufig
mit einer erhéhten Invasivitat (DE LA TORRE ET AL., 1993; TOOLE ET AL., 1979). Es wird
vermutet, dass die Funktion von Hyaluronsdure maligeblich durch die Interaktion mit
extrazellularen Hyaluronsdure-bindenden Proteinen oder Hyaluronsdure-Rezeptoren auf der
Zelloberflache wie z. B. ICAM-1 vermittelt wird (LAURENT & FRASER, 1992).

Analyse zur Expression der Adhasionsmolekile LICAM und ICAM-1 in klinischem Material

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der Expressionsanalysen mittels cDNA-Mikroarrays
sowie der Validierung anhand der FACS-Analyse weisen darauf hin, dass die
Adhasionsmolekiile LICAM und ICAM-1 einen Einfluss auf Mammakarzinom-Zellen haben.
Diese Hypothese konnte im Rahmen dieser Arbeit noch weiter bestétigt werden, indem die
L1CAM und ICAM-1 Expression an Kklinischem Tumormaterial auf proteinbiochemischer

Ebene sowie anhand von cDNA-Arrays analysiert wurde.
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L1CAM Expression in klinischem Tumormaterial

Durch die Western Blot-Analyse von 106 Mammakarzinomen konnte festgestellt werden,
dass nur ca. 15 % der untersuchten Tumore eine hohe LICAM-Expression aufwiesen. Diese
zeigten jedoch nach statistischer Auswertung, dass sie signifikant hdufiger mit einem
positiven Lymphknotenbefall, einem hohen Grading (schlecht differenzierte Tumore), einem
fortgeschrittenen Stadium sowie einem negativen Ostrogen-Rezeptorstatus assoziiert sind.
Daraus resultierte, dass eine hohe L1CAM Expression in Mammakarzinomen fir die
betroffenen Patientinnen eher mit einer ungunstigen Prognose einhergeht. Eine
Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier konnte anhand der Protein-Expressionsdaten konnte
jedoch nicht erstellt werden. Diese konnte aber anhand der Gen-Expressionsanalyse, in der
die RNA-Daten von 167 Patientinnen bezogen auf die LLCAM Expression analysiert wurde,
erstellt werden. Nachdem auch hier signifikante Korrelationen zum positiven Nodalstatus,
Grading und einem negativen Ostrogen-Rezeptor-Status gefunden wurden, wurde in Hinblick
darauf, ob die L1CAM mRNA-Expression in den Tumoren als préadiktiver Marker
herangezogen werden kann, die Uberlebenskurven erstellt.

Es zeigte sich fiir das rezidivfreie Intervall sowie das Gesamt-Uberleben, dass bei hoher
L1CAM Expression die Zeitspanne bis zum Auftreten eines Rezidivs bzw. bis zum
Versterben der Patientinnen signifikant kiirzer ist, als bei niedriger LLCAM Expression in den
Tumoren.

Eine anschlieBende Cox-Regressionsanalyse, die L1CAM als prognostisch unabhangigen
Marker identifizieren sollte, war jedoch nur im Bezug auf das Gesamt-Uberleben fiir die
L1CAM Expression eine grenzwertig (p = 0,053) und flr das Stadium (p = 0,014) signifikant.
Auf RNA-Basis konnte das Ergebnis der vorangegangenen Protein-Analyse fir L1CAM
bestatigt werden, es kann von einer schlechten Prognose fiir die Patientinnen ausgegangen
werden, deren Tumore eine hohe L1CAM Expression aufweisen. In einer weiteren Analyse
wurden die RNA-Daten herangezogen, um die LLCAM Expression mit biologisch-relevanten
Prognosemarkern zu korrelieren. Die Pearson-Analyse bestatigte die inverse Korrelation zum
Ostrogen-Rezeptorstatus und ergab signifikante Assoziationen von LICAM zu Her2/ErbB2,
PAI-I und Mitgliedern der VEGF-Familie (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C). Diese Korrelation
zu dem tumorassozierten Urokinaserezeptor uPAR und dem Inhibitor PAI-I deutet darauf hin,
dass sich Tumore mit hoher LLCAM-Expression durch einen invasiven Phanotyp durch die
auszeichnen. Diese beiden Faktoren tragen zur Invasions- und Metastasierungsfahigkeit von
Tumorzellen bei. Verschiedene Studien belegten, dass hohe Konzentrationen von uPA und

PAI-1 im Primdrtumor mit einem erhéhtem Metastasierungsrisiko und einem kirzerem
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Gesamtlberleben einhergehen (HAYES ET AL., 1996; LAKHANI ET AL., 2002; JANICKE, 1993).
Auch sprechen die Korrelationen zur VEGF-Familie fur eine Tendenz zur Angiogenese. Die
Korrelation zu Her2/ErbB2 und der Verlust der hormonellen Regulation gekennzeichnet
durch einen negativen Ostrogen-Rezeptorstatus ist assoziiert mit einer schlechten Prognose.
Das Onkogen Her2/ErbB2 fungiert als Mediator fiir Proliferation und Differenzierung. Eine
Uberexpression dieses Onkogens tritt bei ca. 20-30 % aller Mammakarzinom-Patientinnen auf
und ist mit einem aggressiven Verlauf der Erkrankung assoziiert (CUMMINGS ET AL., 1999).
Retrospektive Analysen deuten darauf hin, dass eine erhéhte Expression von Her2/ErbB2 mit
einer Resistenz des Chemotherapeutikums Tamoxifen einhergeht.

In der Literatur wird LICAM in erster Linie in neuronalen Zellen exprimiert (FUSHIKI &
SCHACHNER, 1986; SAAD ET AL., 1991), demzufolge wurde die L1CAM-Expression mit
Synaptophysin, Chromogranin A, Chromogranin B und der Neuron-spezifischen Enolase, die
als neuroendokrinen Marker fungieren, anhand des Pearson-Tests verglichen. Jedoch konnten
keine statistischen Zusammenhange beobachtet werden, was somit die These von HUSZAR ET
AL. widerlegt, dass LLCAM positive Tumore von neuronaler Herkunft sind (HUSZAR ET AL.,
2006). AuBerdem konnte in dieser Arbeit im Gegensatz zu HUSZAR ET AL. eine positive
Farbung von L1CAM in duktalen Mammakarzinomen detektiert werden. Die L1CAM
Expression war hauptsédchlich am Rand des Stromas, also an der Invasionsfront der Zellen
lokalisiert.

Zusammenfassend l&sst sich somit sagen, dass das Zelladh&sionsmolekiil LLCAM, wie schon
in vorangegangen Studien an verschiedenen Karzinomen gezeigt, eine Bedeutung in der
Tumorprogression des Mammakarzinoms hat und mit einem aggressiven Phénotyp

einhergeht.

ICAM-1 Expression in klinischem Tumormaterial

Die Vermutung, dass das Adhadsionsmolekil ICAM-1 eine Rolle in der Progression des
Mammakarzinom spielt, wurde im Rahmen dieser Arbeit noch weiter gefestigt, indem die
ICAM-1 Expression an klinischem Tumormaterial auf proteinbiochemischer Ebene sowie
anhand von cDNA-Arrays analysiert wurde.

Die Western Blot-Studie von 106 Mammakarzinom-Patientinnen ergab nach statistischer
Auswertung signifikante Korrelationen von hoher ICAM-1 Expression mit einem positiven
Nodalstatus, niedrigem Differenzierungsgrad und fortgeschrittenem Stadium, also

prognostisch ungtnstigen Parametern. Daraus resultierte die Frage, ob auch die ICAM-1
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Expression in Bezug auf das Gesamt-Uberleben sowie das rezidivfreie Intervall als
prognostischer Marker herangezogen werden kann. Die anhand der Kaplan-Meier-Methode
erstellten Uberlebenskurven konnten darlegen, das hinsichtlich des rezidivfreien Intervalls
Patientinnen mit Tumoren mit hoher ICAM-1 Expression eine kirzere Zeitspanne bis zum
Auftreten eines Rezidivs aufwiesen, als Patientinnen mit niedriger ICAM-1 Expression. Fir
das Gesamt-Uberleben konnte nur die Tendenz beobachtet werden, dass die
Wahrscheinlichkeit einen langeren Zeitraum zu uberleben bei Patientinnen mit Tumoren mit
hoher ICAM-1 Expression niedriger ist. Dieses Ergebnis war nicht statistisch signifikant.

Auch die Ergebnisse der Gen-Expressionsanalyse auf RNA-Basis und der nachfolgenden
Korrelation mit Klinisch-pathologischen Prognosemarkern zeigten, dass bei einer hohen
ICAM-1 Expression in den Tumoren bei den betroffenen Patientinnen von einer schlechten
Prognose ausgegangen werden kann. Denn eine Prognose ist als eher unglnstig
einzuschéatzen, je mehr Lymphknoten befallen sind, je grofRer der Tumor ist, je schlechter der
Differenzierungsgrad und je jinger die Patientin ist. Zusammenfassend l&sst sich somit sagen,
dass zwischen dem Zelladhdsionsmolekil ICAM-1 und der Tumorprogression beim

Mammakarzinom ein Zusammenhang besteht und weiterfihrende Studien angebracht sind.

4.4 Untersuchungen des Adhasionsverhalten der Fra-2

Uberexprimierenden Zellen

Adhasion an Komponenten der extrazellularen Matrix

Es stellte sich die Frage, inwieweit die durch Fra-2 regulierten Adhéasionsmolekiile einen
Einfluss auf das Verhalten der Tumorzellen haben und ob eine Interaktion mit dem Endothel
von Blutgefalen oder den Komponenten der extrazellularen Matrix stattfindet. Hierfir
wurden zwei artifizielle Systeme verwendet, die einen Einblick gewéhren sollten. Zum einen
wurde ein Adhasionsassay durchgefiihrt, anhand dessen die Interaktion zwischen den Fra-2
uberexprimierenden Zellen und funf Komponenten der extrazellularen Matrix analysiert
wurde. Es konnte eine verstarkte Adhasion der Zellen an die Kollagene (Collagen I und 1V)
sowie an Fibronektin und Vitronektin beobachtet werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit der
Beobachtung, dass durch Fra-2 viele Adhdsionsmolekiile in ihrer Regulation beeinflusst
werden. Gerade Integrine, die ebenfalls einer Regulation durch Fra-2 unterliegen (siehe Tab.

3.2) fungieren als zellulére Rezeptoren fur Komponenten der ECM
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Zellflussexperimente

In einem weiteren Experiment wurde die Interaktion der Fra-2 Gberexprimierenden MCF-7
und MDA MB231 Zellen mit dem Endothelmarker E-Selektin mit Hilfe eines
Zellflussversuches untersucht. Grundlage dieses Versuches ist die Annahme, dass
Tumorzellen zur Evasion aus dem Blutstrom die gleichen Molekile nutzen, wie aus dem
Blutstrom auswandernde Leukozyten bei der Leukozytenemigration.

Anhand der Zellflussexperimente sollte der physiologische Zustand von postkapillaren
Venolen und der mdgliche erste Schritt der Extravasation simuliert werden. E-Selektin ist auf
der Oberflache aktivierter Endothelzellen exprimiert und vermittelt die Wechselwirkung mit
der Gefalwand.

Die als ,,Zellrollen® bezeichnete Interaktion zwischen Leukozyt und Endothel stellt eine
Sonderform der Zelladhasion dar und wird seit vielen Jahren phdnomenologisch untersucht.
Wéhrend eines Entziindungsvorganges ist das Zellrollen eine abbremsende Bewegung von
Leukozyten aus dem Blut, wahrend sie getrieben vom Scherstrom am Gefallendothel entlang
rollen. Dieses Selektin-vermitteltes Zellrollen steht immer am Anfang der Adhésionskaskade
einer Leukozyten-Emigration, die sich in weiteren Schritten wie feste Adhésion und

Extravasation weiter fortsetzt (siehe Abb. 4.1.).

Initialer Kontakt Aktivierung Adhasion Extravasation
Tethering/Rollen

Scherstrom

v

Integrin inaktiv

\ 4

Integrin aktiviert

A\

E- oder P-
Selektin-Liganden

z.B. Lexis X =——__Chemokin

E- oder P-
Selektine

/)

Chemokine Proteoglykan Integrin-Ligand

Abbildung 4.1.: Die Adhdsions-und Transmigrationskaskade der Leukozyten. Verandert nach LUSTER &
MACLEAN, 2000.
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Neben der zentralen Funktion bei der Leukozytenadhdsion wahrend inflammatorischer
Prozesse konnte flr E-Selektin auch eine Rolle bei der Bindung von Tumorzellen an
vaskulares Endothel und somit auch eine Rolle bei der Metastasierung nachgewiesen werden
(DEJANA ET AL., 1992; MANNORI ET AL., 1997; BIANCONI ET AL., 1996; BRODT ET AL., 1997;
KRAUSE & TURNER, 1999). Auch zeigten verschiedene Studien, dass in Mammakarzinomen
eine erhohte Expression von E-Selektin auf Tumor-Endothelzellen vorliegt (MATSUURA ET
AL., 1997; FOX ET AL., 1995).

Die Ergebnisse des Zellflussexperimentes zeigten, dass bei einer physiologischen Scherkraft
von 5 dyn/cm? das in der Literatur vielfach beschriebene Zellrollen bei den Fra-2
uberexprimierenden MCF-7 und MDA MB231 Zellen gegenuber der Kontrolle deutlich
erhéht war. Im Falle der MCF-7-pIRES Fra-2 Zellen konnte in der FACS-Analyse gezeigt
werden, dass auf der Oberflache dieser Zellen vermehrt CD15 vorkommt. CD15 ist ein
adhasives Polysaccharidantigen, das als Lewis*-Antigen bezeichnet wird. Es reagiert durch
schwache Adhésionsinteraktionen mit E-Selektin an der Oberflache von GeféaRendothelien,
was die Basis fur das Rollen der Leukozyten entlang des Endothels im Rahmen einer
entziindlichen Reaktion ist (NELSON ET AL., 1993, LAWRENCE ET AL., 1991). Diese
Adhasionsinteraktion zwischen E-Selektin und CD15 auf der Oberflache der MCF-7-pIRES
Fra-2 Zellen kénnte méglicherweise flr das beobachtete Zellrollen verantwortlich sein.

Eine weitere Erklarung fur das beobachtete Zellrollen der Fra-2 Uberexprimierenden Zellen
waére auch eine Interaktion mit anderen von Fra-2 regulierten Zelladhdsionsmolekulen mit E-
Selektin auf dem Endothel (experimentell auf den beschichteten Kapillaren).

Ein  moglicher Interaktionspartner ware zum einen das zuvor beschriebene
Zelladhasionsmolekul ICAM-1. Eine zentrale Aufgabe von ICAM-1 ist im Rahmen der
Leukozyten-Kaskade die Vermittlung der Adhdsion der Leukozyten an das Gefaliendothel
(Abb. 4.1). Eine Bindung von ICAM-1 an E-Selektin ist zwar bisher noch nicht beschrieben
worden, aber durch Glycosylierungsvorgange an den Bindungstellen von ICAM-1 durchaus
denkbar (personliche Mitteilung Prof. U. Schumacher).

Es liegt die Vermutung somit nahe, dass ICAM-1 ebenso wie bei der Leukozyten-Emigration
auch eine besondere Bedeutung bei dem komplexen Vorgang der Metastasierung
beigemessen werden konnte, da die molekularen Ablaufe sehr ahnlich verlaufen.

Des Weiteren konnte das Zelloberflachenmolekiil CD44, welches anhand der Microarray-
Analyse als mogliches Zielgen von Fra-2 identifiziert wurde, verantwortlich fur das

beobachtete Zellrollen sein.
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CD44 bezeichnet eine Gruppe von heterogenen Glycoproteinen, die in unterschiedlichen
Formen in den verschiedensten Zellen und Geweben gebildet werden. Strukturell und
funktionell gehdrt CD44 zur Familie der Hyaluronsdure-bindenden Hyaladherine (ARUFFO ET
AL., 1990) und fordert Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasion sowie die Migration (WAGENER,
1999). Die Rolle von CD44 in der Metastasierungskaskade ist noch nicht vollstandig gekléart,
dennoch ist die Beteiligung von CD44 an der Fahigkeit der Lymphozyten, den Blutfluss zu
verlassen, durch GefaBwénde zu transmigrieren, sich festzusetzen und dort zu vermehren,
durch viele Befunde bestéatigt. Welche Stellung CD44 jedoch im metastasierenden
Mammakarzinom einnimmt, wird von vielen Arbeitsgruppen diskutiert. Es wird ein kausaler
Zusammenhang von CD44 mit metastatischen Verhalten von Mammakarzinomen gesehen,
aber keine Aussagen Uber Korrelationen mit den klassischen Parametern getroffen. Hinweise,
dass CD44 in Mammakarzinomen ein unabhangiger Prognosefaktor ist, ergaben sich bisher
nicht (IIDA ET AL., 1995).

Wie schon erwahnt, ist CD44 sehr heterogen und durch alternatives Splicen entstehen
verschiedene CD44-Isoformen, von denen die so genannte Standardform CD44s und die
varianten CD44-1soformen (CD44v) die in der Literatur am haufigsten beschriebenen Formen
sind (GUNTHERT ET AL., 1993, LESLEY ET AL., 1993; SCREATON ET AL., 1993). Gerade die
varianten Isoformen CD44v werden hoch exprimiert in verschiedenen invasiv wachsenden
Mammakarzinom-Zelllinien wie MDA MB231 und MDA MB468 (WANG ET AL., 2005; DIAZ
ET AL., 2005; LIU ET AL., 2007) und implizieren damit eine mdgliche Rolle von CD44v in der
Tumorprogression. Des Weiteren konnte von ZEN ET AL. (2008) gezeigt werden, dass CD44v4
als Ligand fur E-Selektin in metastasierenden Mammakarzinom-Zelllinien agiert und somit
eine entscheidende Funktion in der transendothelialen Invasion von Tumorzellen ausiibt.
Dieser sehr interessante Aspekt deutet darauf hin, dass das beobachtete Zellrollen der Fra-2
Uberexprimierenden Zellen auch auf einer Interaktion von E-Selektin auf den Kapillaren mit
CD44 beruhen konnte. Eine Erklarung dafiir, dass die Zellen nicht fest an die mit E-Selektin
beschichtete Kapillare adhérieren, sondern mit verlangsamter Geschwindigkeit dartber
hinweg rollen, ist, dass moglicherweise nicht die von ZEN ET AL. (2008) beschriebene Isoform
CD44v4 auf der Oberflache der Fra-2 Uberexprimierenden Zellen exprimiert wird, sondern
eine weitere Isoform, die jedoch nur eine lose Interaktion mit E-Selektin und keine feste
Bindung vermittelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die verschiedenen Isoformen von CD44 nicht né&her
charakterisiert und somit kann keine Aussage getroffen werden, welche SpleiBvariante von

CD44 in den Fra-2 tberexprimierenden Zellen vorliegt.
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Die Zellflussversuche stellen eine Methode dar, die sich fir weitere Untersuchungen als sehr
vielversprechend erweist. So ware es sinnvoll, die Kapillare mit weiteren Komponenten des
Endothels zu beschichten, um mdgliche Interaktionspartner fir die durch Fra-2 regulierten
Adhasionsmolekile zu identifizieren. Auch konnte man, eine Beschichtung mit
Hyaluronsdure verwenden, da sowohl CD44 als auch ICAM-1 als HA-Rezeptoren
beschrieben werden (ARUFFO ET AL., 1990; HIRAMITSU ET AL. 2006).

Ein sinnvoller Ansatz wére es, die Kapillare mit einem Endothelmonolayer zu beschichten,
um eine in vivo Situation besser darzustellen und im Zuge dessen weitere Molekiile der
Metastasierungskaskade im Mammakarzinom zu charakterisieren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die durch Fra-2 verstarkt exprimierten
Zelladhésionsmolekiile eine vielversprechende Bedeutung bei der Metastasierung von

Mammakarzinomen haben kdnnten.
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5 Zusammenfassung

In der vorgelegten Arbeit sollte die pathophysiologische Bedeutung des Transkriptionsfaktors
Fra-2 beim Mammakarzinom analysiert werden.

Durch Untersuchungen am klinischen Tumormaterial konnte ein erster Hinweis erhalten
werden, dass eine erhdhte Fra-2 Expression in Mammakarzinomen mit einem ungunstigen
Verlauf der Krankheit fur die Patientinnen korreliert ist.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurden zwei humane Mammakarzinom-Zelllinien
(MDA MB231 und MCF-7) mit Expressionsvektoren fir Fra-2 transfiziert. Zum einen fand
das Tetrazyklin-gesteuerte und induzierbare TetON®-System Anwendung und zum anderen
wurden die Zellen mit dem nicht-induzierbaren Expressionsvektor pIRES-Fra-2 transfiziert.
Zum Vergleich mit Fra-2 wurden die Zelllinien auch mit Vektoren flr Fra-1, einem weiteren
Mitglied der AP-1 Familie, transfiziert.

Nach erfolgreicher Etablierung und Charakterisierung der stabil transfizierten, Fra-2 bzw.
Fra-1 Uberexprimierenden Zellklone konnte gezeigt werden, dass sowohl Fra-2 als auch Fra-1
keinen Einfluss auf die Proliferation, aber einen signifikanten verstarkenden Effekt auf das
invasive Wachstumsverhalten der Zellen hat.

Mit Hilfe von cDNA Mikroarrays wurden anschlielend Gen-Expressionsanalysen mit diesen
Zellen durchgefihrt, die eine Vielzahl von Genen aufdeckten, die in ihrer Expression einer
Regulation durch die Transkriptionsfaktoren Fra-2 bzw. Fra-1 unterliegen. Nach Auswertung
der Daten wurde die Expression potentieller Zielgene wie z. B. ICAM-1, LICAM und Cx43
auf proteinbiochemischer Ebene mittels Western Blot- und FACS-Analyse bestétigt.

Die Ergebnisse des Zellfluss-Experimentes verdeutlichten, dass die durch Fra-2 regulierten
Adhasionsmolekiile, ahnlich wie bei der Leukozytenemigration beschrieben, fir den initialen
Schritt dieser Kaskade, das Zellrollen, verantwortlich sind, welches &hnlich auch bei der
Extravasation von Tumorzellen wéhrend der Metastasierung stattfindet.

Da aufgrunddessen den Adhésionsmolekilen eine zentrale Bedeutung in der Metastasierung
beigemessen wird, wurden die durch Fra-2 regulierten Zelladhasionsmolekile ICAM-1 und
L1CAM in einer Studie an Kklinischem Tumormaterial ndher charakterisiert. Sowohl auf
Protein- als auch auf RNA-Ebene konnten fir ICAM-1 und L1CAM signifikante
Korrelationen zum positiven Nodalstatus, niedrigen Differenzierungsgrad und negativen
Ostrogen-Rezeptorstatus beobachtet werden. Des Weiteren steht eine hohe Expression beider
Molekile in den Tumoren im Zusammenhang mit einer kirzeren Zeitspanne bis zum

Auftreten eines Rezidivs sowie eine hohe Expression von L1CAM mit einer kirzeren
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Uberlebenszeit fiir die betroffenen Patientinnen. Daraus schlussfolgernd ist eine erhdhte
Expression beider Adhéasionsmolekile in den Tumoren mit einer ungiinstigen Prognose fur
die Patientinnen assoziiert.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass dem
Transkriptionsfaktor Fra-2 eine Rolle in der Tumorprogression zugeschrieben werden kann.
Durch die Identifikation zweier durch Fra-2 regulierter Adh&sionsmolekule (ICAM-1 und
L1CAM), deren potentielle klinische Relevanz hier eingehend diskutiert wurde, konnte
bestatigt werden, dass Fra-2 in der Regulation der Invasivitat und damit an der Metastasierung

im Mammakarzinom involviert ist.
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