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1 Einleitung

1.7 Das Mammakarzinom

Als héaufigste maligne Neoplasie bei Frauen der westlichen Welt betrifft das Mammakarzi-
nom, betrachtet man das Lebenszeitrisiko, mehr als jede sechste Frau [Bocker 2001]. Mit ei-
ner Neuerkrankungsrate von 60-70 pro 100000 Frauen pro Jahr stellt es die haufigste Todes-
ursache bei Frauen zwischen 35 und 55 Jahren dar, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei
62 Jahren liegt [Bocker 2001, GEKID 2006]. Als pradisponierende Faktoren lassen sich zu-
nehmendes Alter, genetische Pridisposition, positive Familienanamnese, vermehrter Ostroge-

neinfluss, Adipositas und Umweltfaktoren nennen.

Genetische Mutationen lassen sich nur in den wenigsten Féllen, in ca. 5-10 %, nachweisen.
Im Modell der Mehrschrittkarzinogenese wird diskutiert, wie es aufgrund von molekularen
Verianderungen auf genetischer Ebene iiber die Zwischenschritte der Hyperplasie, der prima-
lignen Veridnderung und des Carcinoma in situ schlieBlich zur Ausbildung des invasiven Sta-
diums des Mammakarzinoms kommen kann [Beckmann et al. 1997]. Hierbei stehen vor allem
Mutationen von Tumorsupressorgenen, wie z.B. BRCA-1, BRCA-2 (Mamma-
Ovarialkarzinom-Syndrom) oder p53 (Li-Fraumeni-Syndrom), sowie von Onkogenen, z.B.
der Gene des EGF-Rezeptors oder des HER2/neu-Rezeptors, im Vordergrund. Ist auch der
Grofteil aller Krebserkrankungen der weiblichen Brustdriise ohne erkennbare genetische Ur-
sache, so liasst doch die Tatsache, dass sich das eigene Erkrankungsrisiko um das 1,2 bis
3fache erhoht, wenn schon ein Familienmitglied ersten Grades erkrankt ist, darauf schlieBBen,
dass weitere vererbliche Faktoren eine Rolle spielen miissen [Bocker 2001].

Ein langer oder vermehrter Ostrogeneinfluss, z.B. durch friihe Menarche bzw. spite Meno-
pause, Kinderlosigkeit oder hohes Alter bei der ersten Schwangerschaft, gehen ebenfalls mit
einem erhohten Risiko einher. Im Rahmen dessen wird auch die Einnahme von Kontrazeptiva
und eine Hormonsubstitutionstherapie, teils kontrovers, diskutiert [Diedrich 2000, Flototto et
al. 2001, Antoine et al. 2004]. Eine neuere Studie berichtet in diesem Zusammenhang iiber

eine wahrscheinliche Verbindung zwischen dem verminderten Einsatz der Hormonsubstitu-



tionstherapie und der Abnahme der Brustkrebs-Inzidenz in postmenopausalen Frauen in den
USA [Ravdin et al. 2007].

Bei den Umweltfaktoren kommt dem so genannten ,,Life-Style* eine gewisse Bedeutung zu,
da man belegen konnte, dass der industrielle Status des Landes nicht allein ma3gebend fiir die
Inzidenz des Mammakarzinoms ist. Weitere Bedeutung finden hier Faktoren wie Erndhrungs-
gewohnheiten und in diesem Sinne besonders die Aufnahme von Fetten und Alkohol, sowie
bestimmte ethnische Zugehorigkeit und allgemeine Lebensbedingungen [Gilliland 1997,
Diedrich 2000, Gerber und Mylonas 2003].

Eingeteilt werden die Mammakarzinome in die Gruppe der duktalen und der lobuldren Karzi-
nome. Diese Einteilung bezieht sich auf den Ursprungsort der entartenden Epithelzellen. Bei
den duktalen Karzinomen befindet sich dieser in den Milchgéngen, von wo aus die Karzi-
nomzellen zunichst segmental, kohdsiv in den Driisenbaum einwachsen, wohingegen die ma-
lignen Zellen bei den lobuldren Karzinomen ihren Ausgang von der terminalen duktulo-
lobuldren Einheit nehmen. Sie haben hierbei hiufig ihren Zellzusammenhang aufgrund einer
Mutation im Gen des E-Cadherin, eines Adhdsionsmolekiils, verloren [Berx et al. 1995]. Des
Weiteren werden die pridinvasiven In-situ-Karzinome mit noch nicht durchbrochener Basal-
membran von den invasiven Karzinomen unterschieden. Bei den Pridkanzerosen wird auch
hier die duktale von der lobuldren Form unterschieden: DCIS (duktales Carcinoma in situ),
welches 95 % aller In-situ-Karzinome ausmacht, und CLIS (Carcinoma lobulare in situ), wel-
ches die restlichen 5 % stellt. Ist die Basalmembran einmal durchbrochen, d.h. ist der Tumor
vom pramalignen Stadium in ein invasives Stadium iibergegangen, so finden sich ca. 40-75 %
duktale und ca. 5-15 % lobuldre Karzinome. Hierbei ist zu beachten, dass die invasiv duktalen
Tumoren keine einheitliche histologische Entitdt darstellen und daher auch unter dem Begriff
NOS-Karzinome (not otherwise specified) zusammengefasst werden. Die restlichen Prozente
entfallen auf seltenere Unterformen, z.B. auf das tubulére, das invasive kribriforme oder das

medulliare Karzinom [Diedrich 2000, Bocker 2001, Tavassoli und Devilee 2003].

Die meisten Mammakarzinome finden sich im lateralen, oberen Quadranten der Brustdriise,
da hier auch der groBte Anteil an Driisengewebe vorhanden ist. In der {iberwiegenden Zahl
der Fille wird der Tumor von der Frau selbst durch Tasten entdeckt. Die Ausbreitung erfolgt
frithzeitig tiber eine lymphogene und hamatogene Metastasierung, wobei iiber die Lymphwe-

ge bevorzugt die axilliren Lymphknotenstationen betroffen werden und die Aussaat von Tu-



morzellen liber die Blutbahn hauptsdchlich zu Metastasen in Skelett (70 %), Lunge (60 %)
und Leber (50 %) fiihrt [Bocker 2001].

Unter prognostischen Gesichtspunkten lassen sich die ,,klassischen® von den neueren Progno-
sefaktoren abgrenzen. Zu Ersteren zéhlt man neben der internationalen TNM-Klassifikation
den histologischen Subtyp, dessen Grading und Steroidhormonrezeptorstatus sowie das Alter
der Patientin.

Die Ausbreitung des Tumors im Korper, das so genannte Staging, ist prognostisch wichtigster
Parameter. In der in den 50er Jahren entwickelten pTNM-Klassifikation der UICC (Union
internationale contre le cancer) sind Grof3e des Primérherdes, Lokalisation, Grof3e und Anzahl
der befallenen Lymphknoten sowie der Fernmetastasen zusammengefasst. Zusétzlich dazu
teilt man im Grading die Malignitit unter Beriicksichtigung von Differenzierungsgrad, Kern-
polymorphismen und Anzahl der Mitosen in drei verschiedene Grade ein, wobei hohere Gra-

de mit einer weitaus ungiinstigeren Prognose einhergehen als niedrigere Grade.

Ein weiteres, vor allem therapeutisch wichtiges Kriterium zur Risikoabschétzung ist die im-
munhistochemische Bestimmung des Status der Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptoren
(PR). Bei pridmenopausalen Patientinnen weist das Mammakarzinom in 50-60 % der Fille
Ostrogenrezeptoren auf, wihrend sich die Zahl bei postmenopausalen Patientinnen sogar auf
70-80 % belduft. Bei Letzteren ist der Rezeptorgehalt mehr als um das Dreifache gegeniiber
dem der pridmenopausalen Patientinnen erhdht. Progesteronrezeptoren sind in 40 % der Félle
nachweisbar und in 30-35 % wurden sowohl Ostrogen- als auch Progesteronrezeptoren be-
schrieben [Schmidt-Matthiesen et al. 2002].

Allgemein kann man sagen, dass Ostrogene, zumindest im Endometrium, stimulierende Ef-
fekte auf Wachstum und Proliferation von Zellen haben, wihrend Gestagene die Synthese von
Steroidhormonrezeptoren hemmen und antiproliferativ differenzierend wirken. Im Brustdrii-
sengewebe erscheinen diese Verhéltnisse weniger klar.

Ostrogen- wie auch Progesteronrezeptoren gehdren zur Familie der nukledren, ligandenakti-
vierten Transkriptionsfaktoren und vermitteln ihre Wirkung mit Hilfe von Koregulatoren ent-
weder direkt iiber den ,klassischen* Weg der ,,hormone responsive elements* ihrer Zielgene
oder indirekt iiber den so genannten ,.transcriptional cross-talk®, bei dem es sich um Protein-
Protein-Interaktionen und nur sekundére Interaktion mit der DNA handelt, und in den auch
Mitglieder der AP1-Transkriptionsfaktorfamilie involviert sind [Rochefort 1995, Mangelsdorf
et al. 1995, Katzenellenbogen 1996, Goéttlicher et al. 1998, Flototto et al. 2001]. Sowohl der



Ostrogen- als auch der Progesteron-Rezeptor liegen in jeweils zwei Isoformen vor: ERo und
ERp sowie PR-A und PR-B.

Die Progesteronrezeptorsubtypen wurden erstmals von Sherman et al. im Jahre 1970 an Hiih-
nereileitern beschrieben [Sherman et al. 1970]. Beim Menschen werden beide Formen auf
dem gleichen Gen codiert, aber abhéngig von verschiedenen Promotoren exprimiert, so dass
sich PR-A durch das Fehlen von 164 AS in der N-terminalen Region von PR-B unterscheidet
[Conneely und Lydon 2000]. Fiir die meisten Zellen ldsst sich sagen, dass PR-B eher als Ak-
tivator der Transkription progesteronabhingiger Gene wirkt, PR-A hingegen die Transkrip-
tion von Steroidhormonrezeptoren, z.B. die des PR-B und des ER, hemmt [Wen et al. 1994].
Gleichzeitig stellten sich die Promotorregionen beider PR als Ostrogen-sensibel heraus [Kast-
ner et al. 1990]. In einer Studie von Bamberger et al. konnte auBerdem im Mammakarzinom
eine positive Korrelation von PR-A und PR-B mit einem hoéher differenzierten Tumorphéino-
typ einerseits sowie mit einer erhohter Expression des ER andererseits festgestellt werden

[Bamberger et al. 2000].

Die beiden Unterformen des ER vermitteln die Wirkungen von Ostrogenen und Antidstroge-
nen in Brustkrebsgewebe und anderen Ostrogenabhingigen Zielgeweben. Sie weisen trotz
ausgepréagter Homologien unterschiedliche Charakteristika bei der Bindung der Liganden auf
[Olefsky 2001, Hayashi et al. 2003], was unter anderem eine Erkldrung fiir die teils gegen-
sitzlichen, zielgewebs- und promotorspezifischen Effekte von Ostrogenen und Antidstroge-
nen sein konnte.

Hieraus entwickelte sich schon vor mehr als 50 Jahren der Ansatz fiir die endokrine Therapie
des Mammakarzinoms. Uber die Beeinflussung des hormonellen Milieus werden beispiels-
weise ablative Verfahren wie die Ovariektomie oder der medikamentdse Einsatz des Antidst-
rogens Tamoxifen, von Aromatasehemmern und LHRH-Agonisten angewandt. Unter adju-
vanter Tamoxifen-Therapie konnte die Rezidivrate in ER-positiven Tumoren in 5 Jahren um
50 %, beim ER-negativen Mammakarzinom um 6 % gesenkt werden [Early Breast Cancer

Trialists” Collaborative Group 1998, Duffy 2005].

In der Forschung der letzten Jahre wurden immer mehr Faktoren entdeckt, die in der Pathoge-
nese des Mammakarzinoms und damit auch in dessen Prognose eine Rolle spielen, und die
man daher als ,,neuere* Prognosefaktoren bezeichnet. Auf die Wichtigsten soll im Folgenden

kurz eingegangen werden.



HER2/neu-Rezeptor

Die fiir die Karzinogenese von Tumoren der Mamma wichtigsten Wachstumsfaktor-
Rezeptoren sind der EGF-Rezeptor (epidermal growth factor receptor oder auch HER1) sowie
der ihm nah verwandte HER2/neu-Rezeptor, auch unter dem Namen c-erbB2 bekannt, dessen
Ligand noch nicht bekannt ist. Bei beiden handelt es sich um transmembranére Tyrosinkina-
serezeptoren, die in 40 % bzw. 25-30 % aller Mammakarzinome iiberexprimiert werden und
negativ mit dem Ostrogenrezeptorstatus korrelieren [Coradini und Daidone 2004]. Diese ver-
mehrte Expression wirkt sich negativ auf das tumorfreie Uberleben aus [Torregrosa et al.
1997, Tsutsui et al. 2002]. An Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
HER2/neu mit erhohter Mitoserate, Zellmotilitdt und Invasionsneigung, sowie mit vermehrter
maligner Transformation und Metastasierung einhergeht [Olayioye et al. 2000]. Der aus die-
ser Erkenntnis abgeleitete therapeutische Ansatz fiihrte zur Entwicklung des monoklonalen
Antikorpers Trastuzumab, der spezifisch an die extrazelluldire Domine von HER2/neu bindet.
In der Therapie mit Trastuzumab allein werden Ansprechraten von 26 %, in der Kombination
mit Chemotherapeutika sogar von 63 % bis 79 % erzielt [Ocafia et al. 2005]. Weil eine Uber-
expression von HER2/neu fiir eine Tumorregression durch Trastuzumab Vorraussetzung ist,
und weil Trastuzumab neben anderen Wirkungsmechanismen eine zytotoxische Immunant-
wort induziert, die direkt mit der Menge an exprimiertem HER2/neu in Verbindung steht, ist
die HER2/neu-Bestimmung mittels immunhistochemischer Verfahren oder Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) von entscheidender Bedeutung.

Weitere Erfolg versprechende therapeutische Ansédtze sind die neuartigeren Tyrosinkinase-
Inhibitoren. Hierzu gehort beispielsweise das Lapatinib, welches als dualer Tyrosinkinase-
Inhibitor selektiv die EGFR- und HER2/neu-Autophosphorylisierung hemmt und dariiber die
Proliferation von Tumoren beeinflusst [Nelson und Dolder 2006]. Es erwies sich besonders in
Trastuzumab-refraktiren Mammakarzinomen als vorteilhaft [Reid et al. 2007]. Aber auch
EGFR-spezifische Inhibitoren der Tyrosinkinase wie Erlotinib, in Deutschland bereits fiir die
Therapie des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms und des Pankreaskarzinoms zugelassen,
oder Gefitinib bieten neue Mdglichkeiten der Therapie und befinden sich fiir die Anwendung

bei Brustkrebs in der Studienphase [Agrawal et al. 2005].



pS3

Der Tumorsuppressor p53 gilt als der bedeutsamste negative Regulator des Zellzyklus und ist
damit in die Inhibition des Zellzyklus und der Angiogenese, in die Induktion der Apoptose
sowie in die Kontrolle der Stabilitit des Genoms involviert [Vogelstein et al. 2000]. In 20-
40 % aller humanen Krebsleiden liegt sein Gen in mutierter Form vor [Coradini und Daidone
2004], was oftmals iiber einen Verlust der sequenzspezifischen DNA-Bindungsfihigkeit zu
Storungen der Zellzyklusregulation fiihrt. In Brustkrebs ist dies generell mit einer Verschlech-
terung der Prognose verbunden, wobei sich fiir das abnorme p53 eine positive Korrelation mit
der Zellproliferationsrate und dem Grading bei gleichzeitiger negativer Korrelation mit dem
Ostrogenrezeptorstatus zeigt [Bissler 1997]. Lisboa et al. fanden durch Untersuchungen an
malignem und benignem Tumorgewebe in 55,7 % der infiltrierenden Karzinome sowie in
31,5 % der duktalen In-situ-Karzinome (DCIS) Genabberationen des p53. Es zeigten sich
auBlerdem positive Korrelationen mit High-grade Tumoren und mit den seltenen Komedokar-
zinomen, jedoch keinerlei statistisch signifikante Zusammenhinge mit dem Alter der Patien-
tinnen, dem Menopausen- und Hormonrezeptorstatus, der Grofle des Tumors oder der lym-
phatischen Invasion. Da die pS3-Mutationen nicht nur in In-situ-Karzinomen, sondern auch in
einer atypischen duktalen Hyperplasie gefunden wurden, lief sich daraus schlieBen, dass die
Verdnderungen des p53-Gens zeitlich friih in der Kanzerogenese auftreten [Lisboa et al.
1997]. Bergh et al. beschrieben, dass adjuvante Strahlen-, Chemo- und Hormontherapien
durch Mutationen im p53-Gen in ihrer Effektivitit negativ beeinflusst werden [Bergh et al.

1995].

Ki67

Das Zellproliferations-assoziierte Antigen Ki67 wurde 1991 von Gerdes et al. als nukleéres
Protein identifiziert, welches unter Gebrauch des Antikorpers MIB1 an Paraffinschnitten im-
munhistochemisch dargestellt werden kann. Als Ausdruck der Proliferationskinetik korreliert
es gut mit anderen Markern der Zellumsatzrate wie z.B. der S-Phase-Fraktion.

Es konnte gezeigt werden, dass sich in p53-mutierten Brustdriisentumoren regelméfig erhoh-
te, durch Ki67 bestimmte Proliferationsraten finden, und dass Ki67 negativ mit dem ER-
Status und positiv mit dem Grading, der TumorgréBe und der Uberexpression von HER2/neu

korreliert. Ein hoher Wert an Ki67 geht auBBerdem mit einer besseren Ansprechrate auf Che-



motherapie einher, ist aber an sich ein Zeichen generell schlechter Prognose [Béssler 1997,

Urruticoechea et al. 2005].

Da die Auswahl der Therapieoptionen und die Erfassung und Einteilung der Patienten in ver-
schiedene Risikogruppen auf prognostischen und pradiktiven Faktoren beruht, werden in der
derzeitigen Forschung immer mehr Faktoren diesbeziiglich untersucht. Dazu zéhlen neben
den bereits Genannten eine Vielzahl von Onkogenen (z.B. c-myc), Tumorsuppressorgenen
(z.B. AT1, Rbl, BRCA1, BRCA2), Mediatoren des Zellzyklus wie z.B. die Cycline, Apopto-
se-assoziierte Proteine wie das Survivin als Inhibitor der Apoptose, Proteasen der extrazellu-
laren Matrix und der Basalmembran (uPA/PAI1-System, MMPs, Cathepsin) sowie Faktoren

der Neoangiogenese (VEGF). Auf einige hiervon wird spéter im Néheren eingegangen.

1.2 Die Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie

Transkriptionsfaktoren bilden das Endglied der zelluldren Signaltransduktionskaskade, indem
sie auf extrazelluldre Stimuli tiber die Regulation der Genexpression ihrer Zielgene mit einer
komplexen biologischen Antwort reagieren. Unter dem Begriff der AP1-Familie (activating
protein 1) fasst man dimerbildende Proteine zusammen, die entweder der Jun-Gruppe (JunB,
c-Jun, JunD) oder der Fos-Gruppe (FosB sowie dessen kleinere Spleiflvarianten FosB2 und
AFosB, c-Fos, Fral, Fra2) angehoren. Die Dimerbildung findet jeweils an der sogenannten
»leucine zipper region® statt; einer Region, in der sich an jeder siebten Stelle die Aminoséure
Leucin befindet, welche die Zusammenlagerung zweier AP1-Faktoren durch die Ausbildung
hydrophober Wechselwirkungen ermdéglicht. Unter den Jun- und Fos-Gruppen kommt es zu
Heterodimerbildung, innerhalb der Jun-Gruppe auch zur Bildung von Homodimeren [Ranso-
ne und Verma 1990, Angel und Karin 1991, Karin et al. 1997]. Grundsétzlich 14sst sich sagen,
dass Jun-Fos-Heterodimere sowohl eine grossere Stabilitédt als auch eine hohere Affinitit zur
DNA aufweisen als Jun-Jun-Homodimere [Halazonetis et al. 1988, Ryseck und Bravo 1991].
Dariiber hinaus wird die Anzahl der moglichen Dimere auch noch durch die Dimerisation mit
anderen bZip (basic leucine zipper)-Proteinen wie JDPs (Jun dimerization partners), ATFs
(activating transcription factors), Maf-Proteinen (musculoaponeurotic fibrosarcoma) oder

Maf-verwandten Proteinen erhdht [Shaulian und Karin 2001].
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Abbildung 1.1

Graphische Darstellung der bZIP-Region eines an die
AP1-Bindungsstelle der DNA gebundenen c-Jun/c-
Fos-Heterodimerkomplexes.
[http://www.biochimie.univ-

montp2.fr/licence/interact _adn/facteur trscrpt/cjun/int

rocjun.htm am 04.02.2008]

Uber die Bindung der Jun/Jun- oder Jun/Fos-Dimere an spezifische palindromische Sequen-
zen auf der DNA, die sogenannten 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA)-responsive
elements (TREs) oder auch einfach AP1-Bindungsstellen, die in der Promotorregion und En-
hancerregion von Zielgenen liegen, wird die Genaktivierung und damit die Transkription be-
stimmt [Lee et al. 1987].

Die Aktivitdt der Jun- und Fos-Proteine selbst ist hochkomplex und von vielerlei verschiede-
nen Einfliissen abhédngig. Einerseits wird ihre Exprimierung durch die Kontrolle ihrer eigenen
Transkriptionsrate bestimmt, wobei fiir einige Faktoren der AP1-Familie auch autoregulatori-
sche Mechanismen bekannt sind. c-Jun beispielsweise besitzt in seinem Promotor eine AP1-
Bindungsstelle, iiber die eine positive Steuerung seines eigenen Genproduktes mdoglich ist,
wéhrend sich bei c-Fos und FosB eine negative Autoregulation beobachten ldsst. Andererseits
kann die Aktivitidt der Transkriptionsfaktoren auch noch post-translational modifiziert wer-
den. So beeinflusst die Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen (MAPK, cdc2, PKA,
PKC) die Stabilitét der Fos-Proteine, ihre DNA-Bindungsaktivitdt und ihr Potential zur Trans-
aktivierung [Gruda et al. 1994, Rosenberger et al. 1999, Hurd et al. 2002]. Weiterhin unter-
liegt ihre Aktivitit dem Einfluss extrazelluldrer Stimuli, hier im Besonderen von Zytokinen,
z.B. IL-1 [Muegge et al. 1989] und TNFa [Brenner et al. 1989], Karzinogenen, Tumorpromo-
toren, Wachstumsfaktoren und klassischerweise dem Phorbolester TPA, sowie auch dem

umweltbedingter Stressoren, z.B. kurzwelliger UV-Strahlung. Da die Genexpression der AP1-



Faktoren hierbei teilweise sehr rasch induziert wird, werden sie auch als ,,immediate early
genes* bezeichnet [Angel und Karin 1991, Karin 1995, Ransone und Verma 1990].
Unterschiedliche Aktivitdten ergeben sich auch unabhingig von extrazelluliren Einfliissen
aus der Vielzahl unterschiedlich kombinierter Dimerisationspartner. Die Wirkung auf die ver-
schiedenen Promotoren hidngt also zielgewebsspezifisch von ithrem jeweiligen Dimerisations-
partner, dem Promotor selbst sowie von anderen auf diesen einwirkenden Transkriptionsfak-
toren oder Ko-Aktivatoren ab [van Dam und Castellazzi 2001]. Auf Proteinebene konnen
API1-Dimere dariiber hinaus mit Mitgliedern der Superfamilie nukleérer Rezeptoren wie dem
ER, PR oder GR interagieren [Pfahl 1993].

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass maligne Transformation, Induktion von
Apoptose oder Differenzierung ebenso wie verstarkte Invasivitit und Vermehrung der Prolife-
ration mit einer Verdnderung in der Zusammensetzung des AP1-Komplexes einhergehen
[Mechta et al. 1997, Pospelova et al. 1999, Darne et al. 2000, Soto et al. 2000, Finzer et al.
2000, Ng et al. 2000, Krosl und Sauvageau 2000]. In welchem Zusammenhang diese verédn-
derte Expression steht, soll im Folgenden zu jedem Faktor der AP1-Familie kurz erlautert

werden.

1.2.1 Die Jun-Gruppe

JunB

Aufgrund von verschiedenen Experimenten an Fibroblasten und granulozytiren Progenitor-
zellen transgener Méuse konnte durch die Ausschaltung von JunB diesem eine Funktion als
Negativ-Regulator des Zellzyklus zugeschrieben werden, wobei die Wirkung iiber den ex-
pressionsfordernden Einfluss von JunB auf den Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitor p16
(INK4a) bzw. iiber seinen hemmenden Effekt auf Cyclin D1 vermittelt wird [Bakiri et al.
2000, Passegué¢ und Wagner 2000, Passegué et al. 2001]. Dieser antiproliferative und zu c-jun
antagonistische Effekt konnte durch eine Studie an mesenchymal-epidermalen Hautmodellen
von Szabowski et al. aus dem Jahre 2000 belegt werden. Allerdings gibt es auch Hinweise,
dass JunB in der Abwesenheit von c-Jun einen positiven Einfluss auf die Zellproliferation hat
[Passegué et al. 2002]. Daneben spielt JunB bei der regelrechten Plazentation in Mé&use-

embryonen eine Rolle, wobei in JunB-defizienten Embryos auch MMP9 und uPA im Tro-



phoblasten dereguliert sind [Jochum et al. 2001]. In myeloiden Zellen fiihrt die Inaktivierung
von JunB zu verminderter Apoptose und damit zu einem der menschlichen chronisch myelo-
ischen Leukdmie (CML)-dhnlichen Phinotyp [Passegué et al. 2001]. Dies deckt sich mit Un-
tersuchungen an CML-Patienten, bei denen eine Down-Regulation von JunB beobachtet
werden konnte [Yang et al. 2003]. Untersuchungen an Brustkrebs-Gewebematerial und
Lymphknotenmetastasen zeigten fiir JunB in der Immunhistochemie in der Vielzahl der Félle
geringe oder gar keine Anfarbung. Im Gegensatz zu fast allen anderen im Rahmen dieser Stu-
die untersuchten AP1-Faktoren, bei denen sich keine signifikanten Unterschiede in der Ex-
pression abhingig vom Lymphknotenstatus zeigten, stellte sich die Expression von JunB in
Lymphknoten-positiven gegeniiber Lymphknoten-negativen Tumoren signifikant niedriger
dar [Langer et al. 2006]. In einer anderen Studie konnte diese Korrelation allerdings nicht
gefunden werden, sondern JunB erwies sich dort als von Steroidhormonrezeptorstatus,
HER2/neu-Expression, Histologie des Tumors, histologischem Grading, Alter der Patientin
und Menopausen-Status unabhéngig und zeigte in den 53 untersuchten Mammakarzinom-

Proben eine verhiltnisméBig gleichmiBige, mittelstarke Expression [Bamberger et al. 1999].

c-Jun

c-Jun wird als die zentrale Komponente des AP-1-Komplexes angesehen und entspricht als
menschliches Homolog dem retroviralen Onkoprotein v-Jun des ,,avian sarcoma virus 17
[Maki et al. 1987, Karin 1995]. Seine Féhigkeit zur Transformation kann durch Phosphorylie-
rung mit Hilfe von Jun N-terminalen Kinasen (JNKs) gesteigert werden. Im Bezug auf den
Zellzyklus besitzt c-Jun durch seine proliferationsférdernde Wirkung eine antagonistische
Funktion zu JunB, denn genau entgegengesetzt zu diesem fordert es Cyclin D1 und hemmt
p16, und bewirkt dadurch den Ubergang der Zelle von der G1- in die S-Phase [Bakiri et al.
2000, Passegué und Wagner 2000, Szabowski et al 2000]. Gleichzeitig wirkt c-Jun auch tiber
eine direkte AP1-Bindungsstelle im Promotor des Tumorsuppressorgens p53 negativ regula-
torisch auf Letzteres [Schreiber et al. 1999].

In Méusen ist c-Jun in die Ausbildung eines normalen kardialen Ausflusstraktes, in eine regel-
rechte Hepatogenese und hepatische Himatopoiese involviert [Hilberg et al. 1993, Eferl et al.
1999]. Im Jahre 1999 wurde in einer Studie an der menschlichen Mamma-Adenokarzinom-
Zelllinie MCF7 von Smith et al. berichtet, dass mitogene Stimulation durch Insulin oder IGF

(insulin-like growth factor) eine vermehrte Expression von c-Jun zur Folge hatte. Gleichzeitig



fiihrte die Uberexpression von c-Jun in diesem experimentellen Modell zu einem verinderten
Expressionsmuster anderer AP1-Faktoren, z.B. der drastischen Reduktion von JunB-mRNA,
zu erhohter Motilitét, iiber vermehrtes MMP9 zu erhohter Invasivitit, aber auch zu einem
verlangsamten Zellwachstum und Resistenz gegeniiber Ostrogen und Tamoxifen [Smith et al.

1999].

JunD

Ahnlich wie JunB kann auch JunD als Negativregulator der Zellproliferation agieren, und
ebenso wie JunB kann es auch den ,,switch® vom Wachstumssuppressor zum Wachstums-
promotor vollziehen, und zwar in Abhdngigkeit des Tumorsuppressorproteins Menin [Agar-
wal et al. 2003, Hess et al. 2004]. Die Funktion von JunD ist also abhédngig vom zelluldren
Kontext und moduliert iiber den Ras/p53-Weg den Zellzyklus [Jochum et al. 2001]. In Fib-
roblasten wies JunD eine anti-apoptotische Wirkung auf [Weitzman et al. 2000, Hess et al.
2004].

In einer Studie an 53 Mammakarzinom-Gewebeproben lie8 sich hinsichtlich der JunD-
Expression eine grofle Variabilitdt, aber keine signifikante Korrelation mit klinisch-
pathologischen Parametern beobachten [Bamberger et al 1999]. Langer et al. beschrieben in
einer von ihnen durchgefiihrten Studie allerdings signifikante Koexpressionen von JunD mit
JunB, Fral und c-Jun. Die Expression von JunD in Tumorgewebe der Brustdriise zeigte sich
hier als in 24 % der Félle stark und in 58 % der Fille mittelstark ausgeprédgt [Langer et al.
2006].

1.2.2 Die Fos-Gruppe

FosB

FosB wird, genauso wie c-Fos, sehr rasch nach Serumstimulation in Fibroblasten induziert,
seine Expression klingt aber im Vergleich zu den spéter induzierten Fos-Mitgliedern Fral und
Fra2 auch schnell wieder ab [Kovary und Bravo 1992]. Eine weitere Gemeinsamkeit von

FosB und c-Fos ist ihre jeweils C-teminale, fiir die Féhigkeit zur Transformation entscheiden-



de Transaktivierungsdomaine, die bei Fral und Fra2 nicht vorhanden ist [Wisdom und Verma
1993]. In vitro besitzt FosB in Fibroblasten transformierende Aktivitit [Kovary et al. 1991,
Schuermann et al. 1991]; FosB transgene Méuse neigen aber dennoch nicht zur Ausbildung
von Tumoren [Grigoriadis et al. 1993]. In Studien an klinisch-pathologischem Tumormaterial
menschlicher Mammakarzinome konnte eine positive Korrelation zwischen FosB-Expression,
einem positiven Steroidhormonrezeptor-Status, einem differenzierten Tumor-Phédnotyp und
negativer oder schwacher HER2/neu-Expression aufgezeigt werden. Auch fand sich eine star-
ke nukledre FosB-Aktivitit in den Epithelzellen der normalen Lobuli und Ductuli bei gleich-
zeitigem Verlust an FosB-Expression im Karzinomgewebe. Dies lie3 darauf schlieen, dass
FosB fiir die reguldre Proliferation und Differenzierung der mammaéren Epithelzellen notig
sein konnte [Bamberger et al. 1999, Milde-Langosch et al. 2003]. Daneben zeigte sich sowohl
in Mammakarzinom-Zelllinien als auch in Tumorgewebe eine negative Korrelation von FosB
mit Fral [Bamberger et al. 1999]. Bei der Untersuchung der Zusammenhénge von FosB mit
verschiedenen Proteinen des Zellzyklus liel sich eine inverse Korrelation zwischen FosB,
dem Zellzyklus-Inhibitor p16 und dem Proliferationsmarker Ki67 sowie ein positiver Zu-
sammenhang zwischen FosB-Expression und dem Zellzyklus-Inhibitor Rb aufweisen. In Be-
zug auf Faktoren der Invasivitit korrelierte FosB positiv mit der Expression der Kollagenase
MMP1 [Milde-Langosch et al. 2000, Milde-Langosch et al. 2003, Milde-Langosch et al.
2004].

c-Fos

Ebenso wie die Entdeckung von c-Jun durch sein virales Homolog begilinstigt wurde, wurde
auch das menschliche c-Fos durch seine ausgepriagte Homologie zum transformierenden On-
kogen v-Fos des FBJ-MSV (Finkel-Biskis-Jinkins murine osteosarcoma virus) beschrieben
[Curran et al. 1983]. Seine transformierende Wirkung liegt wie auch bei FosB in dem Vor-
kommen besonderer Strukturmotive in der Transaktivierungsdomédne am C-Terminus begriin-
det. Neben der vom Phosphorylierungsstadium abhiangigen Aktivitdt von c-Fos ist auch seine
Féhigkeit zur Down-Regulation seines eigenen Promotors, also zur negativen Autoregulation
bekannt [Lucibello et al. 1989, Tulchinsky 2000]. Versuche an c-Fos-knock-out Miusen ha-
ben gezeigt, dass diese keine Osteoklasten besitzen, damit zur Osteopetrose neigen und au-
Berdem durch Stérungen bei der Hdmatopoiese auffallen [Johnson et al. 1992, Wang et al.

1992, Grigoriadis et al. 1994].



In menschlichen Bronchialepithelzellen fiel ebenso wie in Kolontumoren im Rahmen der ma-
lignen Transformation eine gehemmte c-Fos-Transkription auf [Zhang et al. 1997, Lee et al.
1998], wihrend aus der Uberexpression von c-Fos in der Adenokarzinomzelllinie CSMLO
eine erhohte Motilitdt und morphologische Verdnderungen der Zellen resultierten [Tkach et
al. 2003]. Bindungsstellen fiir c-Fos in den Promotor- oder Enhancerregionen von Zielgenen
wie MMP1 (Kollagenase-1), MMP3 (Stromelysin) oder Cyclin D1 lassen auf seine Beteili-
gung an Invasion und Zellzyklusregulation schlieBen, jedoch kann seine Wirkung hierbei
auch von anderen Mitgliedern der AP1-Familie iibernommen werden [Tulchinsky 2000]. Ein
Zusammenhang im Sinne einer positiven Korrelation von c-Fos und Cyclin E bzw. von c-Fos
und MMP9 konnte an klinischem Mammakarzinommaterial beobachtet werden [Milde-

Langosch et al. 2000, Milde-Langosch et al. 2004].

Fral

Das Fos-related antigen 1 (Fral) und das Fos-related antigen 2 (Fra2) weisen eine wesentlich
hohere Stabilitdt auf als die anderen zwei Fos-Proteine FosB und c-Fos. Thre Induktion nach
Serumstimulation in Fibroblasten setzt, wie bereits oben erwéhnt, im Vergleich zu Letzteren
verzogert ein, ihre Expression bleibt aber dafiir fiir viele Stunden erhoht, wofiir vermutlich die
Aktivierung der Fral- und Fra2-Promotoren durch Jun/Fos-Dimere verantwortlich sein konn-
te [Kovary und Bravo 1992, Gruda et al 1994, Schreiber et al. 1997]. Auch sind Fral und
Fra2 die vorherrschenden Fos-Proteine in asynchron wachsenden Zellen, was auf eine mogli-
che Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Expression AP1-abhéngiger Genen in proliferie-
renden Zellen hinweisen konnte [Kovary und Bravo 1992, Tulchinsky 2000]. Obwohl bei
beiden C- oder N-terminale transaktivierende Domidnen fehlen und sie demgeméf auch keine
transformierende Wirkung an 208F-Fibroblasten zeigen, wurde in Lungenkarzinomen wie
auch in anderen malignen Tumoren eine Akkumulation von Fral, z.B. iiber den ras-MAPK-
Weg, wihrend der malignen Progression festgestellt [Risse-Hackl et al. 1998, Tulchinsky
2000]. Aus diesen Beobachtungen heraus wurde Fral eine Rolle bei der Aufrechterhaltung
und Progression des entarteten Zustands verschiedener Zellsysteme zugeschrieben. In Versu-
chen an stabil transfizierten CSMLO0-Zellen mit Fral-Uberexpression zeigte sich neben einer
Aktivierung der Expression dreier Faktoren des Urokinase-Systems (uPA, uPAR und PAII)
eine vermehrte Invasionsneigung, erhohte Motilitdt sowie morphologische Verdnderungen

mit Verldngerung der Zellform durch Verdnderungen am Actin-Zytoskelett [Kustikova et al.



1998, Tkach et al. 2003]. Ein Zusammenhang zwischen der Invasivitidt und einer erhdhten
Menge an exprimiertem Fral konnte ebenso von Zajchowski et al. an hochinvasiven Mam-
makarzinom-Zelllinien, und auch von Milde-Langosch et al. an MDA-MB231- bzw. MCF7-
Zelllinien, hier unter anderem iiber erhohtes PAIl, beobachtet werden [Zajchowski et al.
2001, Milde-Langosch et al. 2004]. Neben dem positiven Effekt von Fral auf Invasivitéit, Mo-
tilitdit und Wachstumsrate an transfizierten MCF7- bzw. mit siRNA behandelten MDA-
MB231-Zellen in vitro wurde von Belguise et al. auch die Hochregulation von MMP1,
MMP9 und VEGF, und etwas weniger ausgeprigt die von TIMP1 und Cyclin D1 durch Fral-
Uberexpression beschrieben [Belguise et al. 2005]. Dies betont nicht nur die Teilhabe von
Fral an Zellproliferation (iiber Cyclin D1) und Invasion (MMP1, MMP9, TIMP1), sondern
auch seine Rolle bei der Neoangiogenese (VEGF) als Vorraussetzung fiir Tumorwachstum
und Tumorinvasion und bedingt dadurch die Assoziation von Fral mit einem eher malignen
zelluldren Phinotyp. Diese Erkenntnisse kdnnten teilweise eine Erkldrung fiir die Effektivitét
einer DNA-Vakzine gegen Fral in der Verminderung von Tumorwachstum und Metastasie-
rung bei Brustkrebs in Méausen liefern [Luo et al. 2003]. Im Bezug auf den Zellzyklus lief3
sich weiterhin eine signifikante positive Korrelation zwischen Fral und dem Proliferationsin-
dikator Ki67, p16 sowie Cyclin E beobachten [Milde-Langosch et al. 2000]. Zwischen FosB
und Fral und zwischen positivem ER-Status und Fral bestand eine starke inverse Korrelation
in Tumorzelllinien und klinischem Tumorgewebe [Bamberger et al. 1999], wihrend positiver
Lymphknotenstatus mit Erhohung der phosphorylierten Form von Fral, dem p-Fral, asso-
ziiert war [Milde-Langosch et al. 2004]. Morphologisch fiihrte vermehrtes Fral in verschie-
denen Studien zur Konversion des runden, epitheloiden zu einem mehr lédnglichen, fibroblas-
to-iden Erscheinungsbild der Zellen [Kustikova et al. 1998, Belguise et al. 2005]. Immunbhis-
tochemische Analysen von primédrem Brustkrebs sowie von Lymphknotenmetastasen ergaben
jedoch im Gegensatz zu oben Genanntem in mehr als 50 % der Proben schwache oder negati-
ve Werte fiir Fral sowie dessen Tendenz, negativ mit einer Entdifferenzierung zu korrelieren,
was in diesem Fall eine dem JunB &hnliche tumorsupprimierende Wirkung vorschldgt [Lan-
ger et al. 2006].

Erhohtes Fral wurde dagegen in Tumoren der Schilddriise [Battista et al. 1998], der Ovarien
[Tchernitsa et al. 2004], des Osophagus [Hu et al. 2001] sowie in anderen maligne entarteten
Geweben beschrieben, allerdings hatte es im Gegensatz dazu in Zervixkarzinomen einen
supprimierenden Effekt auf Tumorigenitit und maligne Charakteristik [Rosl et al. 1997, Soto
et al. 1999, Soto et al. 2000].



Fra2

Fra2 wurde erstmals von Nishina et al. aufgrund seiner Homologie zu den anderen Fos-
Proteinen als fos-related antigen 2 beschrieben [Nishina et al. 1990]. Neben den oben bereits
erwihnten Gemeinsamkeiten mit Fral wurden beide Proteine reichlich in mehreren transfor-
mierten oder neoplastischen Zellen gefunden [Mechta et al. 1997, Murakami et al. 1997].
Auch korrelierten in einem Karzinogenese-Modell an Haut von Méusen Fral und Fra2 mit
einem malignen Phénotyp [Zoumpourlis et al. 2000]. In einer Studie an Tumoren der Spei-
cheldriisen wurde dariiber hinaus Fra2 als eines der Gene beschrieben, deren Uberexpression
die pleomorphen Adenome im Vergleich zu normalem Speicheldriisengewebe charakterisier-
ten [Maruya et al. 2004]. Transformierende Eigenschaften zeigte Fra2 in Fibroblasten von
Hiithnerembryonen, aber nicht in Fibroblasten von Ratten [Nishina et al. 1990, Foletta et al.
1994].

In epitheloiden CSMLO-Zellen war Fra2 im Gegensatz zu Fral und c-Fos nicht in der Lage,
Gene des Urokinase-Systems zu aktivieren oder morphologische Verdnderungen der Zellen
herbeizufiihren, oder, wie Fral, die motile Aktivitéit zu steigern [Andersen et al. 2002, Tkach
et al. 2003]. Dafiir konnte aber die Motilitdt von fibroblastoiden .929-Zellen durch Transfek-
tion mit Antisense-Fral bzw. Antisense-Fra2 gehemmt werden [Tkach et al. 2003]. In MDA-
MB231-Zellen wurde die Motilitit wiederum durch Fra2-Uberexpression gehemmt, obwohl
gleichzeitig die Invasivitit im Matrigel-Invasionsassay durch Fra2 gesteigert werden konnte,
wenngleich auch weniger stark als durch Fral und auch nicht in MCF7-Zellen. Anders als
Fral war Fra2 allerdings nicht in der Lage, morphologische Verédnderungen an der Zelllinie
MDA-MB231 hervorzurufen [Milde-Langosch et al. 2004].

Im Bezug auf verschiedene an der Invasion beteiligte Proteine fand sich in MCF7-Zellen eine
starke Korrelation zwischen iiberexprimiertem Fra2 und PAII, sowie in klinischem Tumor-
gewebe von p-Fra2 mit MMP1 und von Fra2 bzw. p-Fra2 mit MMP9 und PAIl. Ein Zusam-
menhang mit anderen AP1-Faktoren ergab sich an MCF7-Zellen mit liberexprimiertem Fra2
und erhohtem c-Jun sowie JunB [Milde-Langosch et al. 2004]. Bei der Untersuchung einiger
Faktoren des Zellzyklus im Verhéltnis zu Fra2 lieB sich in Mammakarzinomgewebeproben
eine positive Korrelation fiir Cyclin E und Cyclin D1 beobachten, was einen stimulierenden
oder sogar onkogenen Effekt von Fra2 vermuten lie} [Milde-Langosch et al. 2000]. So korre-

lierten auch erhohte Fra2-Level mit einer frithen und vermehrten Rezidivneigung.



1.3 Der Zellzyklus und seine Regulatoren

Der Zellzyklus wird in vier Phasen eingeteilt: G1- (gap 1), S- (Synthese), G2- (gap 2) und M-
(Mitose) Phase. Die G1-Phase ist dabei, zusammen mit der Ruhephase GO, die einzige Phase
nicht-replikativer Natur. Damit die Zellen von der G1-Phase in den replikativen Teil des Zell-
zyklus eintreten und diesen dann auch vollends durchlaufen kénnen, muss der sogenannte
Restriktionspunkt (R) vor dem Ubergang in die S-Phase iiberschritten werden. Dieser Uber-
gang wird durch Signale verschiedenster Art fein kontrolliert und ist in neoplastischen Zellen
haufig fehlreguliert.

Das Durchschreiten des Zellzyklus wird durch zwei Klassen von Zellzyklusproteinen regu-
liert: den in den 80er Jahren identifizierten Cyclinen und den CDKs (cyclin dependent kina-
ses), die unter Zusammenlagerung Proteinkinasen bilden. Der Name ,,Cyclin® wurde aufgrund
der charakteristischen Periodizitdt im Auftreten des Cyclin B wihrend des Zellzyklus ge-
wihlt. Aber nicht alle Cycline zeigen in ihrer Quantitét derartige Schwankungen. Cyclin D1
wird in der G1-Phase zeitlich vor dem Restriktionspunkt synthetisiert und spielt eine wichtige
Rolle bei dessen Regulation. Cyclin E kommt gehéuft in der spaten G1- und frithen S-Phase
vor und ist fiir den Ubergang aus der G1- in die S-Phase essentiell. Erhdhte Konzentrationen
dieser beiden Proteine konnen in unkontrollierter Proliferation resultieren. In der Tat werden
Cyclin D1 und Cyclin E in einigen Tumoren iiberexprimiert, weshalb sie neben anderen in
den Zellzyklus involvierten Faktoren als mogliche therapeutische Ziele niitzlich sein kdnnten
[Zafonte et al. 2000]. Die zweite Komponente des Enzymkomplexes sind die CDKs. Anders
als das Auftreten der Cycline bleibt die Menge an CDKs im Laufe des Zellzyklus relativ
konstant. Stattdessen dndert sich, je nachdem, ob das entsprechende Cyclin vorhanden ist

bzw. die Kinase selbst phosphoryliert ist oder nicht, ihre Aktivitit.
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Abbildung 1.2

Vereinfachte Darstellung des Zellzyklus.

Der Cyclin D1/CDK4,6-Komplex ist ndtig, um den Restriktionspunkt zu iiberwinden und
damit die Zellen zur Replikation freizugeben. Als wesentliches Substrat dieses Komplexes
dient hierzu das Retinoblastom-Tumorsuppressor-Protein (Rb), welches in seiner durch Cyc-
lin D1/CDK4,6 phosphorylierten Form inaktiviert wird. Diese Inaktivierung fiithrt dazu, dass
die Zelle den sonst durch das Rb blockierten Restriktionspunkt {iberschreitet. Die Bedeutung
des Rb wird hierbei durch die Beobachtung unterstrichen, dass Cyclin D1 in Zellen, denen das
Rb fehlt, nicht fiir die Progression der G1-Phase vonnéten ist [Sherr und Roberts 1999]. Cyc-
lin E/CDK2 wird etwas spiter im Zellzyklus bedeutsam, wenn die Zelle von der G1-Phase in
die Synthese-Phase iibergeht. Neben der Phosphorylierung von Rb dient dieser Komplex fer-
ner dazu, eine Reihe anderer Proteine zu phosphorylieren, die eine weniger indirekte Rolle bei
der DNA-Replikation spielen [Caldon et al. 2006]. Cyclin A/CDK2 unterhdlt die DNA-
Verdopplung und tritt daher vermehrt in der Synthesephase auf. Der Komplex aus Cyclin B
und CDK1, welches auch cdc2 genannt wird, wird von der Zelle benétigt um in die Mitose
einzutreten und diese bis zur Metaphase aufrecht zu erhalten. Am Ende der Metaphase wird

Cyclin B degradiert und CDK1 inaktiviert, so dass die mitotischen Zellen weiter in die Ana-



phase eintreten und die Zellteilung vollenden konnen. Eine Aufrechterhaltung der Aktivitat
von Cyclin B/CDK1 fiihrt zu einer Arretierung der Zellen in der Metaphase.

Wichtige Negativregulatoren der CDKs sind die ,.cyclin dependent kinase inhibitors®, die
CKlIs, die sich in die Klasse der Cip/Kip-Familie (p21/Cipl/wafl/Sdil, p27/Kipl und
p57/Kip2) und der INK4-Familie (p16/INK4a, p15/INK4b, p18/INK4c und pl19INK4d) unter-
teilen. Die Mitglieder der Cip/Kip-Familie konnen an die meisten der Cyclin/CDK-Komplexe
binden und diese somit inaktivieren. p21 als am besten beschriebener Vertreter seiner Familie
wird durch das Tumorsuppressor-Protein p53 als Antwort auf DNA-Schiadigung stimuliert
und vermag den Zellzyklus zur DNA-Reparatur zu arretieren [el-Deiry et al. 1994]. Die Pro-
teine der INK4-Familie hingegen lagern sich ausschlieBlich an CDK4,6 an, weswegen es ihre
Hauptaufgabe ist, Cyclin D1/CDK4,6 und dariiber den Phosphorylierungsstatus von Rb zu
regulieren [Pei und Xiong 2005]. p16/INK4a ist auch selbst ein Tumorsuppressor, der haufig
in Melanomen in mutierter Form zu finden ist [Liu et al. 1995].

Das Durchlaufen des Zellzyklus wird einerseits durch den Einfluss spezifischer Signale wie
z.B. Wachstumsfaktoren, Ostrogene, Progesterone und Zytokine reguliert, andererseits spie-
len auch Feedback-Mechanismen eine Rolle und kontrollieren sogenannte ,,Checkpoints* ei-
nen regelrechten Ablauf. Zu Letzteren zéhlt beispielsweise das p53, welches in menschlichen
Tumorzellen oftmals mutiert ist und diesen somit der p53-abhédngige G1-Checkpoint fehlt.
Dies hat nicht nur zur Folge, dass die Mutation in den Zellen erhalten bleibt, sondern auch,
dass sie gegeniiber durch DNA-Schidden hervorgerufener Apoptose resistenter sind als norma-
le Zellen, da p53 ebenso als Forderer der Apoptose gilt. Weil die meisten Chemotherapeutika
auf dem Prinzip der Induktion von Apoptose aufgrund von DNA-Schiadigung in den Zellen

beruhen, sind p53-mutierte Zellen diesen Therapien gegeniiber resistenter [Lowe et al. 1993].

1.4 Regulatoren der Invasivitat

Tumorzellen konnen, im Gegensatz zu den meisten gesunden Zellen, auch in Suspension
wachsen, da fiir sie die Verankerung z.B. auf einer Basalmembran nicht mehr notwendig ist.
Dieser Verlust des verankerungsabhiingigen Wachstums bedingt nicht nur den Ubergang der
benignen Form zur malignen Form eines Tumors, sondern ist auch Vorraussetzung fiir die
Metastasierung. Das Durchdringen der Basalmembran mittels Proteolyse, die Eigenschaft,

auch ohne den Kontakt zu dieser iiberleben zu konnen, sowie die Féhigkeit, in anderem als



dem Ursprungsgewebe wachsen und Kolonien bilden zu konnen ist ein gemeinsames Kenn-
zeichen von Tumorzellen [Liotta et al. 1991]. Die Metastasierung ist demnach ein schritthaf-
ter Prozess, an dessen Anfang die Trennung der Zellen vom Primértumor steht, und dem die
Penetration der Basalmembran mittels Degradierung der Extrazelluldrmatrix folgt. Diese Fa-
higkeit zur Proteolyse wird beispielsweise durch die Matrix-Metalloproteinasen oder das Uro-
kinase-System, welche die beiden am besten erforschten Enzymgruppen mit moglicher Be-
deutung fiir eine antimetastatische Therapie darstellen [Crowley et al. 1993, Sato et al. 1994],
aber auch durch Cathepsine [Castiglioni et al. 1994] bedingt.

1.4.1 Das uPA/uPAR/PAI-System

Viele Bestandteile der EZM, so z.B. Laminin, Fibronektin und Fibrin kénnen unter Einwir-
kung der Protease Plasmin gespalten werden, was ihre Degradierung zur Folge hat. Dies ge-
schieht nicht nur {iber den Weg der proteolytischen Aktivitit des Plasmins, sondern auch indi-
rekt tiber Plasmin-abhingige Aktivierung verschiedener MMPs (MMP3, MMP9, MMP12 und
MMP13) [Carmeliet et al. 1997]. Die Serinproteasen tPA (tissue-type plasminogen activator)
und uPA (urokinase-type plasminogen activator) sind in der Lage, inaktives Plasminogen in
aktives Plasmin zu spalten [Dane et al. 1985]. Bei uPA wird diese proteolytische Aktivitét
durch Bindung an seinen zelluldren Rezeptor uPAR (CD87) ermdglicht, wodurch intrazellulér
diverse Signaltransduktionsmolekiile wie die Tyrosin- oder die Serin-Proteinkinase aktiviert
werden [Blasi und Carmeliet 2002]. Daneben besitzt uPA die Moglichkeit Angiogenese, Mi-
togenese und Zellmigration zu stimulieren [Andreasen et al. 1997]. Limitiert wird die Wir-
kung des uPA/uPAR iiber den Einfluss verschiedener Inhibitoren, darunter Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren PAIl und PAI2 [Andreasen et al. 1990]. PAI1 gilt hierbei als Hauptin-
hibitor des uPA, wobei es unter Bildung eines stabilen Komplexes an Letzteres bindet. Dane-
ben kann PAII auch iiber die Anlagerung an das EZM-Protein Vitronectin unabhingig von
seinen proteolytischen Eigenschaften zelluldre Adhdsion und Migration modulieren [Losku-
toff et al. 1999]. Auch der uPAR vermag mit anderen Proteinen, darunter Mitglieder der
Mannose-Rezeptor-Familie oder bestimmte Integrine, zu interagieren und damit ebenfalls auf
Adhision und Migration Einfluss zu nehmen [Rosenberg 2001]. Uber AP-1-Bindungsstellen

in Promotoren des uPA/uPAR/PAIl-Systems ergibt sich ein Zusammenhang mit dieser



Transkriptionsfaktor-Familie, welche somit partiell an der Regulation von uPA/-uPAR/PAII
beteiligt ist [Dang et al. 1999].

Seitdem in den 80er Jahren erstmals ein Zusammenhang zwischen erhohter uPA-Aktivitét im
Brustkrebs-Primartumor und schlechterer Prognose beobachtet werden konnte [Duffy et al.
1988], wurden viele weitere Studien mit Hinblick auf uPA/uPAR/PAI1 als méglichem pro-
gnostischem Marker durchgefiihrt. Die Aussagekraft des uPA im Mammakarzinom wurde
dabei als unabhingig von anderen klassischen Prognosefaktoren wie TumorgroBe, Grading,
axillarer Lymphknotenstatus und Steroidhormonrezeptorstatus, und dies vor allem in
Lymphknoten-negativen Fillen, gesehen [Schmitt et al. 1997, Duffy et al. 1999].

Anfang der 90er Jahre konnten Jédnicke et al. feststellen, dass auch hohe Konzentrationen an
PAI1 paradoxerweise mit schlechter Prognose in Patienten mit Brustkrebs einhergingen [Jéni-
cke et al. 1991]. Ebenso wie bei uPA konnten diese Beobachtungen vielmals bestitigt werden.
So stellt auch PAIl einen unabhingigen Prognosefaktor dar und ldsst Aussagen iiber die
Prognose in nodal negativen Patienten zu [Andreasen et al. 1997, Schmitt et al. 1997]. Der
uPA- und PAII-Status bietet daher eine gute Moglichkeit zur Unterscheidung zwischen Low-
risk- und High-risk-Patienten und konnte somit bei der Therapieplanung miteinbezogen wer-

den.

1.4.2 Die Matrix-Metalloproteinasen

Hinter dem Begriff der Matrix-Metalloproteinasen, auch Metalloproteasen genannt und als
MMP1 bis MMP28 nummeriert, verbirgt sich eine gegenwértig 21 Mitglieder umfassende
Gruppe sezernierter oder membranstindiger (MT-MMPs) Endoproteinasen, die Spaltprozesse
im helikalen Abschnitt von Proteinen katalysieren und damit in der Lage sind, Extrazellular-
matrix (EZM) zu degradieren [Nagase und Woessner 1999, Vihinen und Kidhédri 2002]. Die
extrazelluldre Matrix besteht u.a. aus den Komponenten Kollagen (hauptséchlich Typ I, II, I1I,
V und XI), Laminin, Proteoglykan und Fibronektin, fiir welche jedes Mitglied der MMP-
Familie ein spezifisches Wirkungsspektrum besitzt. Gleichzeitig gehdren aber auch Nicht-
Matrixsubstanzen wie das IGFBP, das TGFp, IL-1B oder der TNFa zu den Substraten der
MMPs.

Die meisten MMPs werden in inaktiver Form, der sogenannten Zymogenform, sezerniert und

benotigen einen proteolytischen Einfluss um aktiviert zu werden. Thre Aktivitit wird aufgrund



ihres starken proteolytischen Potentials iiber ihre Genexpression, sowie posttranskriptionell
tiber Wachstumsfaktoren und Hormone streng kontrolliert. Interessant im Bezug auf die Gen-
expression ist zu erwihnen, dass mit Ausnahme von MMP2 alle MMPs AP1-Bindungsstellen
in ihren Promotoren enthalten [Westermarck und Kéhari 1999].

Das System der MMP-Aktivierung wird kaskadenformig unter Einbeziehung freier und
membranstindiger Proteasen gleicher und anderer Enzymfamilien reguliert [Sato et al. 1994,
Borkakoti 1998]. Ein weiterer Regulationsmechanismus der MMPs durch Limitierung der
proteolytischen Wirkung ist ein System unspezifischer, z.B. a;-Proteinaseinhibitor oder -
Makroglobulin, und spezifischer Inhibitoren, den ,.tissue inhibitors of matrix metalloproteina-
ses“ (TIMP).

Eine verstirkte Invasivitit bei experimenteller Uberexpression von MMPs in Zelllinien und
ein vermindertes Tumorwachstum bei MMP-knock-out-Tieren sowie ein vermehrtes Tumor-
wachstum, eine stirkere maligne Transformation und eine ausgeprigte Invasivitit bei TIMP-
knock-out-Tieren und geringeres Tumorwachstum, geringere Invasivitit und weniger maligne
Transformation in TIMP-iiberexprimierenden Tieren veranschaulichen die oben beschriebe-
nen Wirkungsweisen [Khokha und Denhardt 1989, Wilson et al. 1997].

MMPs werden typischerweise in normalen adulten Zellen nicht exprimiert, wohl aber in Tu-
morzellen und in dem diese umgebenden Stroma, und zwar folgend auf Stimuli wie Zytokine,
Wachstumsfaktoren oder Verdnderungen der Zell-Zell- oder Zell-EZM-Interaktionen. Im
Rahmen dessen konnte in vielen Tumorgeweben eine Uberexprimierung von MMPs festges-
tellt werden [Knox et al. 1996, Davidson et al. 1998, Lochter und Bissell 1999] sowie an ver-
schiedenen experimentellen Modellen, z.B. an Melanomen, Kolorektal- und Mamma-
Karzinomen die Wirksamkeit der Gabe synthetischer MMP-Inhibitoren auf Minderung der
Metastasierung gezeigt werden [Chirivi et al. 1994].

In Mamma-Adenokarzinomen und ebenso in Tumoren der Haut transgener Méuse konnte im
Gegensatz zu der jeweiligen pramalignen Vorstufe des Carcinoma in situ eine erhohte
MMP9-Aktivitit beobachtet werden [Kupferman et al. 2000]. In einer Studie an klinischem
Tumormaterial zeigten duktale Mammakarzinome erhohte MMP2-Transkriptionsaktivitét in
dem den Tumor umgebenden Stroma, und zwar dies umso mehr, je invasiver der Phinotyp
war. In den invasiven duktalen und lobuldren Karzinomen waren MMP1 und MMP2 ebenfalls
an der Invasionsfront erhoht, auch hier umso mehr, je invasiveres Verhalten sich zeigte.
Gleichzeitig waren die Transkriptionsraten von TIMP1 und TIMP2 korrelierend mit dem his-

tologischen Grading erhdht [Brummer et a. 1999]. An 43 weiteren Gewebeproben von Brust-



tumoren wurde im Vergleich zu gesundem Gewebe eine erhohte Expression von MMP2 und

MMP9Y, sowie eine erhdhte globale MMP-Expression gefunden [Garbett et al. 1999].

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Rolle der AP1-Faktoren Fral und Fra2 in der

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB231. Im Hinblick auf Morphologie, Invasitivét, Prolifera-

tion und die Regulation einiger Zielgene wurden hierzu mit Hilfe von RNA-Interferenz ver-

schiedene Experimente durchgefiihrt, die auf folgende Fragen moglichst umfassend Antwort

geben sollen:

Welche Auswirkungen hat die Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 auf die Morpho-
logie der MDA-MB231-Zellen?

Welche Auswirkungen hat die Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 auf die Expres-
sion von Zielgenen? Wie korreliert hierbei die verminderte Fral- bzw. Fra2-
Expression mit der Expression von AP1-Faktoren (JunB, c-Jun, JunD, FosB, c-Fos,
Fral, Fra2), von Regulatoren des Zellzyklus (Rb, Cyclin A, Cyclin B, Cyclin D, Cyc-
lin E, CDK2, CDK4) und von Proteinen der Invasivitiat (PAI1, MMP1)?

Welche Auswirkungen hat die Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 auf die Gesamt-

Proteinmenge und auf die Proliferation der Zellen?

Welche Auswirkungen hat die Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 auf die Invasivi-

tat der Zellen?

Welche Auswirkungen hat die Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 auf die Motilitét

der Zellen?



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinie

Die verwendete Zelllinie MDA-MB231 (ATCC HTB 26) wurde 1974 von Cailleau et al. iso-
liert und beschrieben. Die Zellen stammen aus einem humanen Adenokarzinom der Mamma
und weisen weder Ostrogen- noch Progesteronrezeptoren auf. Bezogen wurde die Zelllinie

von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA).

2.1.2 Verwendete siRNA

Die Sequenz der doppelstringigen siRNA-Oligonukleotide wurde so gewihlt, dass der Anti-
sense-Strang eine sequenz-spezifische Homologie zu der fiir Lamin, Fral oder Fra2 codieren-
den messenger-RNA aufwies. Im Falle der Negativkontrolle (NK) war keine Sequenzhomo-

logie zu jeglicher mRNA bekannt.

NK (Functional, Non-  5’-AGG UAG UGU AAU CGC CUU GUU-3' MWG Biotech,

targeting Control) Ebersberg

Lamin A/C 5’-CUG GAC UUC CAG AAG AAC ATT-3> MWG Biotech,
Ebersberg

Fral 5’-AAC ACC AUG AGU GGC AGU CAG-3’ Dharmacon, Bonn

Fra2 (x16706.1 2) 5’-GGA GAA GCU GGA GUU CAU GTT-3° MWG Biotech,
Ebersberg
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2.1.3 Verwendete Antikérper

Actin (I-19), sc-1616 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-goat IgG-HRP, sc-2020 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-mouse IgG-HRP, sc-2005 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-rabbit IgG-HRP, sc-2004 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Cdk2 (M2)-G, sc-163-G
Cdk4 (H-22), sc-601
c-Fos (4), sc-52

Cyclin A (H-432), sc-751
Cyclin B (Clone 18)

Cycin D1 (R-124), sc-6281

Cyclin E (Clone 13A3)
Fos B (102), sc-48
Fra-1 (R 20), sc-605
Fra-2 (Q 20), sc-604
Jun B (210), sc-73

Jun D (329), sc-74

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Lamins A/C (Clone 636) Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK
MMP 1 (AB-6) Oncogene, Boston, MA, USA
PAI-1 (Ab-1) Calbiochem, Merck Biosciences, Schwal-

p-c-Jun (KM-1), sc-822
Rb (554136)
Rb2/p130 (C-20), sc-317

bach/Ts.

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
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2.1.4 Verwendete Reagenzien

Aceton

Sigma Aldrich, Seelze

Acrylamid/bis-Acrylamid

Qbiogene, Heidelberg

BCA Protein Assay Kit

Pierce, Rockford, IL,USA

Blotting-Grade Blocker Non-Fat Dry Milk

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Foetal Bovine Serum

Bromphenolblau Sigma, St. Louis, MO, USA
Diff-Quick-Farbeset Dade Behring, Marburg
D-MEM Gibco, Paisley, UK

D-PBS Gibco, Paisley, UK

Eosin G Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt

Eukitt O. Kindler, Freiburg

Gibco, Paisley, UK

Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Roth, Karlsruhe
Héamalaunlosung Merck, Darmstadt
HCl Sigma-Aldrich, Seelze

High-Range Rainbow Molecular Weight
Marker

Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK

L-Glutamin
2-Mercaptoethanol
Methanol

MTT Labeling Reagent
NaCl

Nutrient Mixture F-12 HAM

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Paisley, UK

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Baker, Deventer, Holland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Gibco, Paisley, UK

Re-Blot Mild Solution

Chemicon, Temecula, CA, USA

RNAiFect Transfection Reagent

Qiagen, Hilden
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Saccharose Merck, Darmstadt

SDS Sigma-Aldrich, Steinheim
5x siRNA Buffer Dharmacon, Bonn

siRNA Suspension Buffer Quiagen, Hilden

Solubilization Solution

Roche, Mannheim

Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate

Pierce, Rockford, IL, USA

TEMED
Thimerosal
Tricine

Tris
Trypsin-EDTA
Tween 20

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Paisley, UK
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Xylol

SDS, Peypin, Frankreich

2.1.5 Héufig verwendete Lésungen und Puffer

Probenpuffer I

Probenpuffer I1

3x Gelpuffer

50 mM Tris (pH 6,8)
10 % Saccharose
1 % SDS

50 mM Tris (pH 6,8)

10 % Saccharose

10 % P-Mercaptoethanol
3 % SDS

0,01 % Bromphenolblau

3 M Tris (pH 8,45)
0,3 % SDS

Kathodenpuffer

0,1 M Tris (pH 8,25)
0,1 M Tricine
0,1 % SDS

Anodenpuffer

0,2 M Tris (pH 8.,9)
0,005 % Thimerosal
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Transferpuffer

Dry-Milk-Blockierungspuffer 5 %

Dry-Milk-Blockierungspuffer 1,5 %

TBST-Puffer

2.1.6 Geréte und Verbrauchsmaterialien

100 mM Tris
193 mM Glycin
0,005 % Thimerosal

5 % Blotting-Grade Blocker Non-Fat Dry
Milk in TBST

1,5 % Blotting-Grade Blocker Non-Fat Dry
Milk in TBST

20 mM Tris (pH 7,6)
137 mM NaCl
0,05 % Tween 20

Biocoat Control Inserts
Biocoat Matrigel Invasion Chamber
Biophotometer

Blottingkammer Hoefer TE 42 Transphor II
Tanks

Culture Slides
Densitometer GS700

Elektrophoresekammer

Becton Dickinson, Bedford, MA, USA
Becton Dickinson, Bedford, MA, USA
Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences, Freiburg

BD Biosciences, Bedford, MA, USA
BioRad, Miinchen

Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco,
CA, USA

Elektrophorese-Stromversorgungsgerit

Elisa-Reader SF Plus
Gel Blotting Papier

GelgieBapparatur Hoefer SE 600 Vertical
Slab

Hyperfilm ECL Rontgenfilme

Immobilon Transfer Membran

Inkubator

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ, USA

SLT-Labinstruments, Crailsheim
Schleicher & Schuell, Dassel

Amersham Pharmacia Biotech, San Fran-
cisco, CA, USA

Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK

Millipore, Bedford, MA, USA

Kendro, Hanau




Magnetriihrer Janke & Kunkel, Staufen

Mikroskope Hund, Wetzlar
Leitz,Wetzlar
Zeiss, Gottingen
Objekttrager Siisse, Fuldabriick-Bergshsn.
Parafilm American National Can, Greenwich, CT,
USA
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht
Biozym, Hess. Oldendorf
Rohrchen Sarstedt, Niimbrecht
Rontgenentwickler Roentoroll 25 Tenetal, Norderstedt

Rontgenfilm-Entwicklungsgerdt Optimax X- Protec, Oberstenfeld
Ray Film Processor

Rontgen-Fixierlosung Superfix 25 Tenetal, Norderstedt

Schiittler B. Braun Biotech International, Melsungen
Thermocycler Appligene Oncor, Heidelberg

Vortex Janke & Kunkel, Staufen

Waage Mettler, Giessen

Wasserbad GFL, Burgwedel

6-Well-plates Sarstedt, Newton, NC, USA
Wattestdbchen Beese, Barsbiittel

Zentrifugen Heraeus Sepatech, Osterode

Kendro, Hanau

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die verwendete Zelllinie MDA-MB231 wurde bei 37°C und 5% CO; in nachfolgend be-

schriebenem Nahrmedium kultiviert:



220 ml  Nutrient Mixture F-12 HAM
220 ml D-MEM
50 ml Foetal Bovine Serum
Sml Penicillin/Streptomycin

Sml L-Glutamin

Die Zellen wurden zweimal pro Woche bei einer Konfluenz von ca. 80-90 % gesplittet. Dazu
wurde zundchst das Medium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml D-PBS gewaschen, mit Hilfe von
1 ml Trypsin-EDTA (Inkubationszeit 1 min 30 sec bei 37°C, 5 % CO,) von der Zellkulturfla-

sche geldst und anschlieend in zwei neue Flaschen iiberfiihrt.

2.2.2 siRNA-Transfektion

2.2.2.1 Ausplattieren der Zellen

24 Stunden vor der Transfektion wurden die Zellen mit D-PBS gewaschen, mittels Trypsin-
EDTA aus der Zellkulturflasche gelost und in frischem Medium aufgenommen. In einer
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer wurden die Zellen ausgezihlt und die Zellsuspension anschlie-
Bend mit Ndhrmedium so verdiinnt, dass sich eine Konzentration von 150000 Zellen pro 2 ml
ergab. Jeweils 2 ml dieser Zellsuspension wurden nun in ein Well eines 6-well-plate gegeben

und bei 37°C und 5 % CO, fiir 24 Stunden inkubiert.

2.2.2.2 Transfektion

Die Transfektion der Zellen mit small-interfering-RNA (siRNA) hat zum Ziel, die mRNA, die
fiir ein bestimmtes Protein, in diesem Fall fiir Fral bzw. Fra2, codiert, spezifisch zu degradie-
ren. Im weiteren Sinne handelt es sich bei der Transfektion mit siRNA also um eine Form des
post-transkriptionalen gene silencing.

Die siRNA, welche aus doppelstringiger RNA von jeweils 21 Nukleotiden Lénge besteht,

wird mit Hilfe von RNAiFect Transfection Reagent durch Lipid-vermittelte Transfektion in



die Zellen eingebracht. Dort wird sie in einen Proteinkomplex, den so genannten RISC (RNA-
induced silencing complex) eingebunden. Dieser wird anschlieBend durch die Spaltung von
ATP aktiviert, was zur Entwindung des siRNA-Doppelstranges fiihrt, wodurch es der siRNA
ermoglicht wird, sich an die entsprechenden Stellen in der mRNA anzulagern und diese zu

degradieren.

In dem hier beschriebenen experimentellen Aufbau wurden die MDA-MB231-Zellen in 4
verschiedenen Ansitzen entweder mit der siRNA der Negativkontrolle (NK), der Positivkont-
rolle (Lamin A/C), der siRNA fiir Fral oder fiir Fra2 transfiziert.

Die Transfektion der Zellen mit der NK diente dabei dem Ausschluss unspezifischer silen-
cing-Effekte, die z.B. durch die Aktivierung des RISC hervorgerufen werden konnen. Als
Positivkontrolle wurde siRNA eingesetzt, welche gegen Lamin, ein Protein des Zytoskeletts,
gerichtet ist. Diese vielfach verwendete siRNA bietet eine verldssliche Reduzierung der Gen-
expression in vielen humanen Zelllinien, wobei das Uberleben der Zellen fiir die Dauer der

Transfektion nicht beeinflusst wird, da das Lamin in diesem Zeitraum nicht essentiell ist.

Die verwendeten siRNA-Oligonukleotide der NK, sowie die fiir Lamin A/C und fiir Fra2
wurden vor dem erstmaligen Gebrauch jeweils in 1 ml 5fach mit RNAse-freiem Wasser ver-
diinntem 5x siRNA Buffer gelost. Die siRNA fiir Fral wurde in 750 pl siRNA Suspension
Buffer gelost.

Am Tag der Transfektion wiesen die Zellen eine Konfluenz von ca. 60-70 % auf. Das Me-
dium vom Vortag wurde abgesaugt und 1,9 ml frisches Medium pro Well vorgelegt. An-
schlieBend wurden die Reaktionsgemische nach folgendem Schema (s. Tabelle 2.1) angesetzt,
fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und jeweils 100 pl tropfenweise auf die Zellen ge-

geben.



Geloste siRNA (entspricht 5 ug 16,8 ul 3,5ul 19 ul 13,5 ul
siRNA)

Néhrmedium 83,2 ul 96,5 ul 81 ul 86,5 ul
RNAiFect Transfection Reagent 15 pl 15 ul 15 ul 15 ul
Tabelle 2.1

Reaktionsansitze der siRNA. Die Mengen gelten jeweils fiir ein Well eines 6-well-plates.

2.2.2.3 Ernten der Zellen

Nach einer mit Hilfe von Vorversuchen optimierten Inkubationszeit von 72 Stunden wurde
das Medium aus den Wells abgesaugt, die Zellen mit D-PBS gewaschen und anschlieBend mit
400 pl Trypsin-EDTA vom Boden eines jeden Wells geldst. Darauthin wurden die Zellen in
1000 pl frisches Medium aufgenommen, in der Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer ausgezéhlt und
die jeweilige Anzahl an Zellen fiir den sich anschlieBenden Invasionsassay, den MTT-
Zellproliferationstest oder fiir das Herstellen von Objekttrigern entnommen.

Die Proteine der iibrigen Zellen wurden zur Uberpriifung der Transfektion im Western Blot
analysiert. Dazu wurden die sich noch im Medium befindlichen Zellen zentrifugiert (4 min
bei 1000 rpm), der Uberstand abgesaugt, das Zell-Pellet mit D-PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Danach wurde wiederum der Uberstand vollstindig abgesaugt und die Zellen in
Probenpuffer I (Lysepuffer) resuspendiert. Die entstandenen Zelllysate wurden bei -80°C ge-
lagert.

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Zelllysate wurden unter Verwendung des BCA Pro-
tein Assay Kits errechnet. Daraus lielen sich einerseits Aussagen iiber den Gesamtgehalt an
Protein in der jeweiligen transfizierten Zellart machen, wobei die Werte der NK jeweils als

100 % gesetzt und die Werte der Fral- und Fra2-transfizierten Zellen dazu in Verhéltnis ge-



sehen wurden. Andererseits konnten die einzelnen Proben nach Bestimmung der Proteinkon-

zentration im Western Blot weiter analysiert werden.

2.2.4 Western Blot-Analyse

2.2.4.1 Vorbereitung der Proben

Das fiir jede Probe bestimmte und jeweils 10 pg Protein entsprechende Volumen der Zelllysa-
te sowie je ein Ansatz fiir den High-Range Rainbow-Molekulargewichtsmarker und die Posi-
tivkontrolle, wurden jeweils in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, mit Probenpuffer I
auf 20 pl aufgefiillt und mit Probenpuffer II im Verhiltnis 1:1 verdiinnt, so dass sich ein End-
volumen von 40 pl ergab.

Nun wurden die Proben bei 13000 rpm fiir 1 min zentrifugiert und anschlieBend zur Denatu-
rierung der Proteine im Thermocycler 5 min lang bei 99°C inkubiert. Nachdem die Proteine

nun auf Raumtemperatur abgekiihlt worden waren, wurden sie nochmals zentrifugiert.

2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient dazu, Proteine in einem Polyacrylamidgel abhingig von ihrem
Molekulargewicht aufzutrennen. Dabei wird die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen
Feld einerseits durch den Vernetzungsgrad des Gels, andererseits durch das unterschiedliche
Molekulargewicht der einzelnen Proteine bedingt. Je nach Gréfle des zu untersuchenden Pro-
teins wurden 6 %ige bzw. 10 %ige Trenngele verwendet, die sich aus den folgenden Bestand-

teilen zusammensetzen:



| Material und Methoden ‘

Glycerin 87 % 4¢g 4g -
Aqua dest. 11,5ml 8,5 ml 7,9 ml
Gelpuffer 3x 10 ml 10 ml 3,1 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 40 % 4,5 ml 7,5 ml 1,5 ml
APS 10 % 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 15 ul 15 ul 15 ul
Tabelle 2.2

Verwendete Gele und deren Zusammensetzung.

Die Substanzen APS und TEMED wurden jeweils zum Schluss hinzugefiigt, da sie die Poly-
merisationsreaktion herbeifiihrten.

Die Gele wurden mit Hilfe der GelgieBapparatur zwischen 2 Glasplatten gegossen und ca.
30 min auspolymerisiert. AnschlieBend wurde das ebenfalls in der obigen Tabelle aufgefiihrte
Sammelgel mit Hilfe eines Spacers mit 20 Taschen zur Aufnahme der Proben gegossen und
gleichfalls ca. 30 min auspolymerisiert.

Nachdem die Gele mit frischem Kathodenpuffer iiberschichtet und die Taschen mit den Pro-
ben befiillt worden waren, wurde die gesamte Gelapparatur in die mit Anodenpuffer gefiillte

Kammer gestellt und die Elektrophorese bei 55 V fiir 18 Stunden gestartet.

2.2.4.3 Blotting

Um die Proteine mittels Primér- und Sekundir-Antikorpern detektieren zu kdnnen, mussten
sie nach der elektrophoretischen Auftrennung zunichst aus dem Gel unter Stromeinfluss auf
ein geeignetes Tragermaterial iiberfiihrt werden. Dazu wurde eine Immobilon Transfer
Membran gewdhlt, da sie neben ihrer guten Bindungsfahigkeit fiir Proteine ebenfalls eine ein-

fache Handhabbarkeit aufweist.
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Diese Membran wurde zur Hydrophilisierung zunédchst in Methanol, dann in Aqua dest. und
zum Schluss in Transferpuffer geschwenkt, bevor sie auf das Gel gebracht wurde. Nun wur-
den jeweils von oben und unten 3 Lagen Gel Blotting Papier, welches ebenfalls zuvor in
Transferpuffer geschwenkt worden war, aufgelegt. Auf beide AuBenseiten wurde ein
Schwamm gelegt, der unter der Vermeidung der Bildung von Luftblasen génzlich in Trans-
ferpuffer getrankt wurde. Dieses Paket wurde in einer speziellen Halterung in die mit Trans-
ferpuffer gefiillte Transferkammer {iberfiihrt, und fiir eine Dauer von 4 Stunden wurde ein

Strom von 400 mA angelegt.

2.2.4.4 Blockierung

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran in Methanol geschwenkt, 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet und nach erneutem Schwenken in Methanol und Aqua dest. {iber
Nacht bei 4°C in 5 %igem Dry-Milk-Blockierungspuffer inkubiert, was der Abséttigung un-

spezifischer Bindungsstellen diente.

2.2.4.5 Detektion

Alle Proteinproben wurden auf die in der Tabelle aufgefiihrten Antikérper hin untersucht.
Sowohl die Primér-Antikorper als auch die Sekundar-Antikérper wurden in 1,5 %igem Dry-
Milk-Blockierungspuffer gelost. Dazu wurde die tiber Nacht mit Dry-Milk-
Blockierungspuffer liberschichtete Membran zunichst fiir eine Stunde auf dem Schiittler mit
dem Primér-Antikorper inkubiert, anschlieBend 3x jeweils 10 min mit TBST gewaschen, da-
nach fiir eine weitere Stunde mit dem Horseradish-Peroxidase-gekoppelten Sekundér-
Antikorper inkubiert, 4x fiir je 10 min mit TBST gewaschen und zuletzt fiir 5 min mit der
frisch angesetzten Chemilumineszenz-Losung (Super Signal West Pico Chemiluminescent

Substrate) iiberschichtet.



Material und Methoden ‘

Actin 1:10 000 Anti-goat 1:8000
Lamin 1:500 Anti-mouse 1:8000
Fral 1:400 Anti-rabbit 1:8000
Fra2 1:800 Anti-rabbit 1:8000
FosB 1:200 Anti-rabbit 1:5000
c-fos 1:200 Anti-rabbit 1:8000
jun B 1:100 Anti-rabbit 1:8000
p-c-jun 1:200 Anti-mouse 1:8000
jun D 1:2000 Anti-rabbit 1:8000
Rb 1:800 Anti-mouse 1:4000
Rb2 1:1000 Anti-rabbit 1:10000
PAI-1 1:100 Anti-mouse 1:2000
MMP1 1:1000 Anti-mouse 1:2000
Cyclin A 1:5000 Anti-rabbit 1:5000
Cyclin B 1:2000 Anti-mouse 1:2000
Cyclin D1 1:400 Anti-mouse 1:4000
Cyclin E 1:400 Anti-mouse 1:2000
cdk 2 1:5000 Anti-goat 1:5000
cdk 4 1:5000 Anti-rabbit 1:5000
Tabelle 2.3

Verwendete Antikdrper mit Verdiinnungsangabe.

Die so behandelten Membranen wurden in einer Klarsichthiille in eine Rontgenkassette iiber-

fiihrt. In der Dunkelkammer wurden nun hochempfindliche Hyperfilm ECL-Rontgenfilme auf

die Membranen gelegt. Das in der Chemilumineszens-Losung enthaltene Luminol sandte

Lichtquanten aus, welche zu einer Schwirzung dieser Rontgenfilme fiihrten. Die Belichtungs-

zeiten wurden unterschiedlich gewihlt und richteten sich nach der Signalstérke.
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2.2.4.6 Densitometrische Auswertung

Der unterschiedliche Schwirzungsgrad der belichteten Rontgenfilme wurde am Densitometer
GS700 mit der dazugehdrigen Software (Quantity One Basic) vermessen. Fiir jedes Protein,
auf das hin detektiert wurde, wurden dabei jeweils die mit der NK-siRNA, mit Fral-siRNA
und mit Fra2-siRNA transfizierten Zellen aus mindestens drei verschiedenen Transfektions-
versuchen untersucht. Der Schwirzungsgrad der mit NK-siRNA transfizierten Zellen wurde
dabei fiir jede einzelne Transfektion auf 100 % festgelegt und derjenige der mit Fral- bzw.
Fra2-siRNA transfizierten Zellen dazu ins Verhéltnis gesetzt. Zusitzlich wurden diese Pro-
zentzahlen mit einem fiir jede Transfektion einzeln erhobenen Korrekturfaktor korrigiert, wel-

cher sich aus der Detektion mit dem Actin-Antikorper ergab.

2.2.4.7 Reblot-Verfahren

Durch das Reblot-Verfahren wird es ermoglicht, eine Membran, die bereits mit Antikorper
iberschichtet und auf ein bestimmtes Protein hin untersucht worden war, erneut mit einem
anderen Antikorper zu inkubieren und somit auf ein anderes Protein hin zu detektieren. Dafiir
wurde die bei -20°C gelagerte Membran zunéchst bei RT aufgetaut, 5 min in Aqua dest. ge-
spilt und anschlieBend 25 min in mit Aqua dest. verdiinnter Re-Blot Mild Solution (1:10
Verdiinnung) inkubiert. In einer neuen Schale wurde die Membran nachfolgend 2x je 5 min
mit 5 %igem Dry-Milk-Blockierungspuffer gespiilt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem

Primér-Antikorper und die weitere Detektion wie unter 2.2.5.5 beschrieben.

2.2.5 Invasionsassay

2.2.5.1 Start des Invasionsassays

Mit dem Invasionsassay ist es moglich, sowohl die Invasivitit als auch die Motilitit von Zel-

len in vitro zu beurteilen. Daflir wurden in ein zu der Invasionskammer (Biocoat Matrigel



Invasion Chamber) gehoriges 24 Well-plate zwei verschiedene Arten von Inserts eingesetzt:
zum einen die Inserts der Matrigel Invasion Chamber, im Folgenden als Matrigel-Inserts be-
zeichnet, zum anderen die Control-Inserts.

Die Control-Inserts besitzen als Boden eine PET-Membran mit Poren von 8 um GroB3e, wih-
rend die Matrigel-Inserts zusétzlich zu dieser mit einer so genannten Matrigel Basement
Membran beschichtet sind. Diese wird aus geldsten Basalmembranbestandteilen aus Sarko-
men von Maiusen hergestellt, enthédlt Laminin, Kollagen Typ IV, Heparansulfat-
Proteoglykane, Entactin sowie verschiedene Wachstumsfaktoren und ist damit einer natiirli-
chen Basalmembran nachempfunden. Sie kann aufgrund dieser Tatsache nur von invasiven
Zellen iiberwunden werden. Die Anzahl der Zellen, die durch die Membran diffundieren ist
damit ein Mal fir ihre Invasivitidt, wihrend die Anzahl der Zellen, die durch den Boden der
Control-Inserts wandern, ein Maf3} fiir ihre Motilitat darstellt.

Dieses Experiment diente dazu, die mit der NK-siRNA, die mit Fral-siRNA und die mit Fra2-

siRNA transfizierten Zellen zu vergleichen.

Fiir den Versuchsansatz wurden die bei -20°C gelagerten Matrigel-Inserts zunéchst rehydriert.
Dafiir wurden in 12 der Wells des 24-Well-plates je 500 ul 37°C warmes Basalmedium, be-
stehend aus gleichen Teilen D-MEM und Nutrient Mixture F-12 HAM, gegeben, die Matri-
gel-Inserts hineingestellt und ihrerseits mit 500 pl Basalmedium befiillt. Nun wurde die Inva-
sionskammer fiir 2 Stunden im Inkubator (37°C, 5 % CO,) gelagert. In der Zwischenzeit wur-
den die Zellen, die sich 72 Stunden nach Transfektion befanden, wie unter 2.2.2.3 beschrieben
geerntet, ausgezihlt und so in Ndhrmedium aufgenommen, dass sich jeweils 50000 Zellen in
500 pl Nahrmedium befanden, was der verwendeten Menge pro Insert entsprach.

Im Anschluss an die Rehydrierung der Matrigel-Inserts wurde das Basalmedium sowohl aus
den Matrigel-Inserts als auch aus den Wells abgesaugt. Nun wurden in jedes der 24 Wells
750 ul Nahrmedium gegeben und sowohl die Matrigel-Inserts als auch die Control-Inserts,
welche keiner Rehydrierung bedurften, in die Wells eingesetzt. Als nichstes wurden je 500 pl
der Zellsuspension in ein Insert gegeben, wobei fiir jede der drei Zellarten (NK-siRNA-
transfizierte, Fral-siRNA-transfizierte und Fra2-siRNA-transfizierte Zellen) je 4 Matrigel-
Inserts und 4 Control-Inserts verwendet wurden. AbschlieBend wurde die Invasionskammer

fir 24 Stunden im Inkubator aufbewahrt.



2.2.5.2 Farben der Matrigel- und Control-Membranen

Fiir das Férben der Matrigel- und Control-Membranen wurde nach 24 Stunden das Medium
aus den Inserts entfernt sowie unter Zuhilfenahme eines Wattestidbchens die iiberschiissigen
Zellen, welche nicht durch die PET-Membran bzw. die PET- und die Matrigel-Membran ge-
wandert waren, sich also noch oberhalb des Bodens der Inserts befanden, entfernt. Anschlie-
Bend wurden die Inserts mit Hilfe des Diff-Quick-Férbesets zunichst fixiert, danach in Eosin
und Thiazin gefarbt und zuletzt in drei Reihen Aqua dest. gespiilt. Die Inkubationszeit in jeder
einzelnen Losung betrug jeweils 22 min.

Nach einer halben Stunde Trocknung an der Luft wurden die Membranen mit einem Skalpell
von den Inserts abgetrennt und auf Objekttragern unter der Verwendung von Eukitt und

Deckgléschen fixiert.

2.2.5.3 Auswertung des Invasionsassays

Zur Beurteilung der Invasivitit und Motilitit der mit Fral-siRNA bzw. mit Fra2-siRNA trans-
fizierten Zellen im Vergleich zu den mit NK-siRNA transfizierten Zellen wurde die Menge
der durch die Matrigel-Membran oder Control-Membran invadierten Zellen mit Hilfe eines
Zéhlokulars am Mikroskop bestimmt. Es wurden dabei je sieben Gesichtsfelder pro Membran
ausgezihlt, was in etwa der Grofe der gesamten Membran (0,3 cm?) entsprach. Von diesen
jeweils sieben Gesichtsfeldern wurde dann der Mittelwert gebildet. Da pro Invasionsassay
und pro transfizierter Zellart je vier Matrigel-Membranen sowie vier Control-Membranen
vorhanden waren, wurde aus diesen jeweils vier Mittelwerten wiederum der Mittelwert er-
rechnet und tiber die folgenden Formeln zunichst die prozentuale Invasion und dariiber der
Invasionsindex errechnet. Mit Test-Zellen sind in diesem Fall die mit Fral- oder Fra2-siRNA

transfizierten Zellen gemeint.

Mittelwert der durch die Matrigel-Membran gewanderten Zellen

% Invasion = x 100

Mittelwert der durch die Control-Membran gewanderten Zellen



% Invasion der Test-Zellen

Invasionsindex =

% Invasion der NK-Zellen

Fiir die Auswertung der durch die Matrigel-Membran invadierten Zellen als Mal3 der Invasivi-
tdt und der durch die Control-Membran gewanderten Zellen als Ma3 der Motilitit wurden die
Werte der mit Fral- bzw. Fra2-siRNA transfizierten Zellen im Verhéltnis zu den mit NK-
siRNA transfizierten Zellen gesehen, deren ausgezahlter Mittelwert als 100 % gesetzt wurde.
Eine statistische Analyse der Signifikanz der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Programms
SPSS als T-Test durchgefiihrt, wobei nur Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 als signifikant

gewertet wurden.

2.2.6 Zellproliferations-Test (MTT-Test)

Der MTT-Test ermoglicht, Aussagen iiber das Mal} der Proliferation von Zellen zu treffen.
Das Prinzip beruht dabei auf der Umsetzung gelben Tetrazolium-Salzes in violettfarbene
Formazan-Kristalle durch lebende Zellen. Dazu wurden pro Ansatz jeweils 8000 Zellen
72 Stunden nach Beginn der Transfektion in 100 pl Nédhrmedium in die Wells eines 96-Well-
plates ausplattiert. 24 Stunden spdter wurden je 10 ul des MTT Labeling Reagent, welches
das Tetrazolium-Salz enthélt, hinzugefiigt. Nur lebende Zellen sind nun in der Lage, dieses in
Formazan-Kristalle umzusetzen. Nach weiteren vier Stunden wurden 100 ul der Solubiliza-
tion Solution zugegeben, um die umgesetzten Formazan-Kristalle wasserldslich zu machen.
Die quantitative Auswertung erfolgte am néchsten Morgen durch den Elisa-Reader bei einer
Wellenlénge von 592 nm.

Die Menge an lebenden Zellen korreliert dabei direkt mit der Menge an Formazan-Kristallen
und somit mit der Absorption. Zur Auswertung wurde das Mal} der Proliferation der mit der

NK-siRNA transfizierten Zellen als 100 % festgelegt, die Werte der mit Fral-siRNA bzw.



Fra2-siRNA transfizierten Zellen dazu ins Verhiltnis gesetzt und deren Signifikanz mit Hilfe

des T-Tests bestimmt.

2.2.7 Objekttrager

Um die transfizierten Zellen auch morphologisch beurteilen zu koénnen, lieB man sie auf spe-
ziellen, fiir die Kultivierung von Zellen geeigneten Glas-Objekttragern anwachsen. Diese Cul-
ture Slides waren mit einem Aufsatz von jeweils vier Kammern versehen, so dass vier unter-
schiedliche Zellansitze pro Objekttriger kultiviert werden konnten. 72 Stunden nach der
Transfektion wurden 7100 Zellen in 1 ml Ndhrmedium pro Kammer ausplattiert, davon je-
weils eine Kammer mit untransfizierten MDA-MB231-Zellen, eine mit den mit NK-siRNA
transfizierten Zellen, sowie je eine mit den mit Fral-siRNA bzw. mit Fra2-siRNA transfizier-
ten Zellen. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt, pro Kammer mit 1 ml D-PBS

gewaschen und nachfolgend auch dieses abgesaugt.

Nun konnten die Zellen auf dem Culture Slide fixiert werden, wofiir sie zundchst 10 min in
einem Methanol/Aceton-Gemisch (Verhéltnis 2:1) belassen wurden. Im Anschluss wurden sie
fiir 10 min in 76 %iges Ethanol gegeben. Darauthin konnte man die Kammer-Aufsitze von
den eigentlichen Objekttragern 16sen. Nach einer Trocknungszeit von 20 min an der Luft

wurden sie bei -80°C gelagert.

Zur Visualisierung der Zellen wurden die Objekttrager abschlieBend einer Himalaun-Eosin-
Féarbung unterzogen. Zu diesem Zwecke wurden die Objekttrager aufgetaut, 3 min in Hdma-
laun inkubiert, weitere 3 min unter flieBendem Leitungswasser gewéssert und 2-3x in Eosin
eingetaucht. Dem schloss sich ein erneutes Wéssern an, bevor sie in einer aufsteigenden Al-
koholreihe (80 %, 96 %, 100 % Ethanol) und danach in Xylol getaucht wurden. Nach ab-
schlieBendem Trocknen konnte der Objekttrager mit Eukitt und Deckgldschen abgedeckt

werden.



3 Ergebnisse

3.1 Erfolgskontrolle des Western-Blot

Der Western-Blot diente als Bestétigung der erfolgreichen siRNA-Transfektion mit den Fral-
bzw. Fra2-Oligonukleotiden einerseits, andererseits wurde er als Methode zur Untersuchung
der verdnderten Expression der von Fral oder Fra2 gegebenenfalls regulierten Zielgene einge-
setzt.

Damit eine genaue vorherige Proteinkonzentrationsbestimmung, die gleichméfige Beladung
der Taschen des Western-Blot-Gels und damit die Qualitidt des Western-Blots gewéhrleistet
war, wurde bei der spéteren Inkubation mit Antikérpern jeweils eine Membran auf Actin als
ein in allen eukaryoten Zellen vorkommendes, 46 kDa schweres Strukturprotein des Zytoske-
letts detektiert. Die Verwertbarkeit des Western-Blots war durch jeweils vergleichbar starke,
eindeutig identifizierbare Actin-Banden der mit unspezifischer siRNA transfizierten Negativ-
kontrolle sowie der mit Fral- bzw. mit Fra2-siRNA transfizierten Zellprotein-Proben gege-

ben.

3.2 Erfolgskontrolle der siRNA-Transfektion

3.2.1 Negativ- und Positivkontrolle

Die erfolgreiche Down-Regulation von Fral und Fra2 wurde im Western-Blot unter Verwen-
dung von Negativ- und Positivkontrollen iiberpriift. Uber den Einsatz der Negativkontrolle als
einer siRNA ohne bekannte Sequenzhomologie mit menschlichen Genen konnten unspezifi-
sche silencing-Effekte mit Auswirkungen auf die Fral- und Fra2-Expression ausgeschlossen
werden. Andererseits konnte durch Transfektion mit der gegen Lamin gerichteten Positiv-

kontrolle die Wirksamkeit der eigentlichen RNA-Interferenz als Methode bestétigt werden.



3.2.2 Fral

Die Proteine der transfizierten Zellen wurden nach deren Ernte und der anschlieenden Pro-
teinkonzentrationsbestimmung im Western-Blot analysiert. Die in der Transfektion mit Fral-
siRNA inkubierten Zellen zeigten dabei erwartungsgemdll durch Degradierung der Fral-
mRNA eine stark verminderte Expression von Fral. In Abbildung 3.1 ist die schwéchere
Schwirzung in den mit Fral-siRNA transfizierten Zellen im Bereich von 37-43 kDa gegenii-
ber der Schwirzung der Negativkontrolle, welche die unbeeinflusste Fral-Expression dar-

stellt, deutlich erkennbar.

NK- Fral- Fra2-
SiRNA siRNA siRNA

Abbildung 3.1

Bestétigung der Down-Regulation von Fral in den mit Fral-siRNA trans-
fizierten MDA-MB231-Zellen. Membran inkubiert mit gegen Fral gerich-
teten Antikdrpern.

Die Fral-Expression sank in dem fiinffach durchgefiihrten Experiment auf Werte von 22-
52 % (durchschnittlich 34 %) gegeniiber der Negativkontrolle, welche nach densitometrischer
Auswertung als 100 % gesetzt wurde. Auffillig ist neben der Down-Regulation von Fral in
den mit Fral-siRNA behandelten Zellen eine gleichzeitig beobachtbare Tendenz zur Up-
Regulation von Fral in den mit Fra2-siRNA transfizierten Zellen, deren Werte sich auf 69-

170 % (durchschnittlich 126 %) der Negativkontrolle beliefen.

3.2.3 Fra?

Durch Degradierung der Fra2-mRNA mittels RNA-Interferenz konnte die Fra2-Expression in
fiinf Versuchen auf 13-44 % (durchschnittlich 31 %) im Vergleich zur Negativkontrolle ge-



senkt werden. Die spezifische Bande von Fra2 befindet sich, je nach Phosphorylierungssta-
dium, im Bereich von 40-46 kDa und ist wie auf Abbildung 3.2 sichtbar in diesem Bereich bei
den mit Fra2-siRNA behandelten Zellen verringert.

NK- Fral- Fra2-
siRNA siRNA siRNA

. Abbildung 3.2
Bestitigung der Down-Regulation von Fra2 in den mit Fra2-siRNA tansfi-

zierten MDA-MB231-Zellen. Membran inkubiert mit gegen Fra2 gerichte-

ten Antikorpern.

Analog zu der Up-Regulation von Fral in den mit Fra2-siRNA transfizierten Zellen (siche
Abbildung 3.1) ist in Abbildung 3.2 die verstirkte Expression von Fra2 in den Fral-
herunterregulierten Zellen zu erkennen. Verglichen mit der Negativkontrolle zeigten sich

hierbei Werte von 79-159 % (durchschnittlich 118 %).

3.3 Morphologie

Die humanen Adenokarzinomzellen MDA-MB231 besitzen im nativen Zustand eine mesen-
chymale Morphologie. Um die Auswirkungen der durch RNA-Interferenz verminderten Ex-
pression an Fral oder Fra2 auf die Zellgestalt sichtbar zu machen, wurden die Zellen mit Ha-
malaun-Eosin angefarbt. Hierbei wurden die transfizierten Zellen einerseits im Vergleich zu
untransfizierten Zellen, andererseits zu den mit der Negativkontrolle transfizierten Zellen be-

urteilt.



Ergebnisse
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Abbildung 3.3

Vergleich der mit Himalaun-Eosin angeférbten untransfizierten Zellen mit den mit NK-, mit Fral- und mit Fra2-

siRNA transfizierten MDA-MB231-Zellen.

Es zeigten sich, wie Abbildung 3.3 entnehmbar, Unterschiede in der Morphologie bei den
jeweiligen transfizierten Zellen. So waren die mit NK transfizierten Zellen im Vergleich zu
den untransfizierten Zellen dahingehend verdndert, dass sie weniger Zellfortsdtze ausbildeten
und sowohl ein aufgelockerteres Zytoplasma als auch einen aufgelockerteren Nukleus aufwie-
sen als Letztere. Dies ist zurlickzufithren auf unspezifische zytotoxische Effekte der fiir die
Transfektion verwandten Reagenzien (siRNA-Oligonukleotid, RNAiFect Transfection Rea-
gent). Um die mit Fral- bzw. Fra2-siRNA transfizierten Zellen beurteilen zu konnen, ist es
sinnvoll, sie mit den NK-Zellen zu vergleichen, da diese ebenso dem Einfluss der Transfek-

tionsreagenzien ausgesetzt waren.
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3.3.1 Der Einfluss der Down-Regulation von Fral

Auftillig bei den mit Fral-siRNA transfizierten Zellen war die fast vollstindig fehlende Aus-
bildung der Zellfortsitze. Gleichzeitig zeigten sie groftenteils einen nur sehr schmal ausge-
bildeten Zytoplasmasaum, welcher aber dhnlich der NK einen schaumigen Charakter aufwies.

Die Zellkerne dhnelten denen der untransfizierten Zellen.

3.3.2 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra2

Die mit Fra2-siRNA transfizierten Zellen zeigten wie die NK ein aufgelockertes Zytoplasma,
wenngleich es etwas ,,ausgefranster* erschien als das der Zellen der NK. Der Nukleus war
dhnlich aufgelockert. Im Gegensatz zu den mit Fral-siRNA transfizierten Zellen waren die
Zellen mit verminderter Fra2-Expression zur Ausbildung von Zellfortsitzen in der Lage und

glichen somit stark den Zellen der NK.

3.4 Zielgene

Unter der Fragestellung, wie sich die Expression bestimmter Zielgene nach Down-Regluation
von Fral bzw. Fra2 verdndert, wurden die Zelllysate nach Transfektion im Western-Blot auf-
getrennt und mit dem jeweils entsprechenden Antikdrper inkubiert. Dabei wurde die Expres-
sion jedes zu untersuchenden Proteins aus drei verschiedenen Transfektionsversuchen analy-
siert. Die Ergebnisse sind im Folgenden in die Gruppe der Mitglieder der AP1-Familie, die
Gruppe der Regulatoren des Zellzyklus und die Gruppe der Regulatoren der Invasivitét zu-
sammengefasst. Alle angegebenen Prozentwerte sind Durchschnittswerte aus den einzelnen
Transfektionsversuchen und beziehen sich auf die Negativkontrolle, deren Werte ebenfalls fiir
jeden Versuch einzeln erfasst, gemittelt und als 100 % gesetzt wurden. Die Signifikanz der

einzelnen Werte der Zielgene wurde durch den T-Test ermittelt.



3.4.1 Mitglieder der AP1-Familie

Es wurden alle Mitglieder sowohl der Jun-Gruppe als auch der Fos-Gruppe untersucht. In
Abbildung 3.4 sind die unterschiedlichen Expressionsmuster der jeweiligen Proteine nach
Transfektion mit Fral- bzw. Fra2-siRNA graphisch dargestellt. Aufgrund der groBBen Streu-

breite der einzelnen Werte untereinander konnten diese nicht als signifikant gewertet werden.
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Abbildung 3.4
Expressionsmuster der AP1-Faktoren nach Transfektion der MDA-MB231-Zellen mit Fral-siRNA (griin) bzw.
Fra2-siRNA (blau). Die Werte der NK sind jeweils als 100 % definiert. Die Standardabweichungen sind als

schmale schwarze Balken gekennzeichnet.

3.4.1.1 Der Einfluss der Down-Regulation von Fral

Die Menge an exprimiertem Fral sank nach Transfektion mit der spezifischen, gegen Fral-
mRNA gerichteten siRNA auf durchschnittlich 34 % ab. Gleichzeitig fiel auf, dass sich im

Zuge der Down-Regulation von Fral eine Tendenz zu einer leichten Uberexpression von Fra2



auf durchschnittlich 118 % einstellte. Variable Expressionen zeigten sich fiir FosB (77-164 %,
durchschnittlich 129 %) sowie p-c-Jun (98-153 %, durchschnittlich 125 %), welches die an
Serin 63 phosphorylierte Form des c-Jun darstellt. Als ebenfalls in ihrer Expression nicht rep-
roduzierbar verdndert erwiesen sich JunB (67-119 %, durchschnittlich 100 %), c-Fos (70-
125 %, durchschnittlich 93 %) und JunD (52-100 %, durchschnittlich 76 %).

3.4.1.2 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra2

Nach siRNA-vermittelter Down-Regulation der Expression von Fra2 fiel die Menge an Fra2
im Durchschnitt auf 31 % gegeniiber der NK ab. Auch hier lieB sich, &hnlich dem Verhalten
von Fra2 bei Verminderung der Fral-Expression (s.0.), im Rahmen der reduzierten Fra2-
Expression eine Tendenz zur Up-Regulation von Fral auf 126 % beobachten. Reproduzierbar
erhoht waren auBBerdem die Werte fiir p-c-Jun (110-160 %, durchschnittlich 138 %), wéihrend
sich fiir c-Fos (27-98 %, durchschnittlich 61 %) verminderte Werte fanden. JunB (86-141 %,
durchschnittlich 117 %), JunD (62-101 %, durchschnittlich 77 %) und FosB (95-592 %,
durchschnittlich 273 %) zeigten keine reproduzierbaren Verdnderungen. Bemerkenswert ist,
dass, abgesehen von der inversen Korrelation zwischen Fral und Fra2, sich nach Down-
Regulation von Fra2 ein dhnliches AP1-Expressionmuster wie nach Down-Regulation von

Fral beobachten liel3.

3.4.2 Regulatoren des Zellzyklus

Von den an der Regulation des Zellzyklus beteiligten Faktoren wurden nach Down-
Regulation von Fral bzw. Fra2 einige im Western-Blot untersucht. Hierzu gehorten einerseits
die Cycline A, B, D1 und E, die Cyclin-abhédngigen Kinasen CDK2 und CDK4 sowie das
Retinoblastom-Tumorsuppressor-Protein Rb und das ihm nah verwandte Rb2 (p130). Die
teilweise sehr grofen Standardabweichungen der Ergebnisse bei allen untersuchten Zellzy-
klusregulatoren aus der vergleichsweise geringen Anzahl von drei Western-Blot-Analysen mit
den Proteinen drei verschiedener Transfektionen fiihren dazu, dass die Werte als nicht statis-

tisch signifikant gelten konnen.
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Abbildung 3.5

Expressionmuster einiger an der Regulation des Zellzyklus beteiligter Proteine nach Transfektion der MDA-
MB231-Zellen mit Fral-siRNA (griin) oder Fra2-siRNA (blau). Die Werte der NK wurden als 100 % definiert.

Die Standardabweichungen sind als schwarze Balken dargestellt.

3.4.2.1 Der Einfluss der Down-Regulation von Fral

Die durch die Degradierung der Fral-mRNA hervorgerufene verminderte Expression des
AP1-Faktors Fral hatte keine charakteristische Verschiebung des Expressionsmusters der hier
untersuchten Zellzyklusregulatoren zur Folge. Die Expression von Rb, des in seiner aktiven,
unphosophorylierten Form den Restriktionspunkt aufrechterhaltenden Genprodukts des Reti-
noblastom-Gens belief sich auf 83-203 % (durchschnittlich 155 %), die des aus der gleichen
Familie stammenden Rb2 auf 57-101 % (durchschnittlich 86 %).

Die den Zellzyklus unterhaltenden, hier untersuchten Cycline zeigten ebenfalls keine signifi-
kanten Verdanderungen, da die Werte fiir Cyclin A (80-312 %, durchschnittlich 190 %), Cyc-
lin B (88-219 %, durchschnittlich 148 %), Cyclin D1 (76-150 %, durchschnittlich 111 %) und
Cyclin E (40-116 %, durchschnittlich 74 %) keine reproduzierbaren Tendenzen erkennen lie-



Ben. Ahnlich verhielt es sich mit den mit Cyclin A, D1 und E Komplex-bildenden Kinasen
CDK2 (84-167 %, durchschnittlich 114 %) und CDK4 (84-134 %, durchschnittlich 102 %).

3.4.2.2 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra2

Die Verminderung von Fra2 ergab dhnlich variable Verdnderungen beziiglich der Expression
der hier untersuchten Zellzyklusregulatoren wie die Beobachtungen nach Fral-Silencing. So
zeigte sich nach Fra2-Down-Regulation die Expression von Rb auf 82-113 % (durchschnitt-
lich 95 %) verdndert, wiahrend Rb2 Werte von 72-183 % (durchschnittlich 118 %) verzeich-
nen lieB3.

Die Expression der Cycline zeigte insgesamt ebenfalls nur geringe Verdnderungen. Cyclin A
wies Werte von 62-137 % (durchschnittlich 91 %), Cyclin B von 87-140 % (durchschnittlich
111 %), Cyclin D1 von 84-135 % (durchschnittlich 103 %) und Cyclin E von 45-157 %
(durchschnittlich 93 %) auf.

Die Cyclin-abhédngigen Kinasen variierten in ihrer Expression ebenso nur unbemerkenswert.
Die Werte fiir CDK2 beliefen sich auf 73-156 % (durchschnittlich 111 %), die fiir CDK4 auf
65-107 % (durchschnittlich 90 %).

3.4.3 Regulatoren der Invasivitdt

Zu den im Western-Blot untersuchten Regulatoren der Invasivitdt gehdrten einerseits der
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAIl) als Hemmstoff des uPA, andererseits das MMP1,
auch als Kollagenase-1 bezeichnet, aus der Familie der Matrix-Metalloproteinasen. Fiir kei-
nen der sich nach Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 einstellenden Werte dieser beiden

Faktoren ergab sich dabei eine statistische Signifikanz.
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Abbildung 3.6

Expressionsmuster der an der Invasivitit beteiligten Faktoren PAI1 und MMP1 nach Transfektion der MDA-
MB231-Zellen mit Fral-siRNA (griin) oder Fra2-siRNA (blau). Die NK entspricht definitionsgemdB 100 %. Die

Standardabweichungen sind als schwarze Balken dargestellt.

3.4.3.1 Der Einfluss der Down-Regulation von Fral
Die Werte fiir PAI1 lagen nach Transfektion mit Fral-siRNA bei 41-255 % (durchschnittlich

149 %) im Vergleich zur Negativkontrolle. Fiir MMP1 ergaben sich Werte von 72-180 %
(durchschnittlich 115 %).

3.4.3.2 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra2

Die reduzierte Expression von Fra2 wirkte sich im Bezug auf die untersuchten Faktoren der

Invasivitdt dhnlich aus wie deren Expression in den mit Fral-siRNA transfizierten Zellen.



PAII lieB Werte von 50-245 % (durchschnittlich 137 %) und MMP1 von 82-152 % (durch-

schnittlich 107 %) verzeichnen.

3.5 Gesamtproteinmengen

Um zu iiberpriifen, welche Auswirkung die Down-Regulation von Fral einerseits und die von
Fra2 andererseits auf den Gesamtgehalt an Protein der MDA-MB231-Zellen 72 Stunden nach
Transfektion hatte, wurden die Proteinmengen aus fiinf verschiedenen Transfektionsversu-
chen tiber die photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung errechnet, gemittelt, und die
sich daraus ergebenden Werte in nachfolgender Grafik dargestellt. Der Wert der Negativkont-
rolle, welcher den Proteingehalt der mit NK-siRNA-transfizierten Zellen ebenfalls 72 Stunden
nach Transfektion angibt, wurde als 100 % gesetzt und die Werte der mit Fral- oder Fra2-
siRNA transfizierten Zellen dazu in Verhéltnis gesetzt. Die Standardabweichungen sind als

schwarze Balken dargestellt.
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Abbildung 3.7

Gehalt an Protein der mit Fral-siRNA (griin) oder Fra2-siRNA (blau) transfizierten MDA-MB231-Zellen. Die
NK (rot) wurde als 100 % definiert. Die Standardabweichungen sind durch die schmalen schwarzen Balken
gekennzeichnet. Man beachte, dass die x-Achse die y-Achse in dieser Grafik zwecks besserer Darstellung bei

70 % schneidet.

Zu beobachten war bei beiden herunterregulierten AP1-Faktoren ein jeweils gering vermin-
derter Gesamtproteingehalt der Zellen. Bei der Transfektion mit Fral-siRNA belief sich die-
ser Wert auf 98 % gegeniiber der NK, bei den mit Fra2-siRNA transfizierten Zellen ergab sich
eine Verminderung der Proteinmenge auf 97 %. Beide Werte erwiesen sich im T-Test als
nicht signifikant und ihre Aussagekraft ist auch durch die geringen Unterschiede zur Negativ-

kontrolle als eingeschriankt zu sehen.

3.6 Proliferation

Weiterhin stellte sich die Frage, inwieweit die AP1-Faktoren Fral und Fra2 Einfluss auf die

Proliferationstéhigkeit der MDA-MB231-Zellen nehmen. Unter Verwendung des MTT-Tests,



welcher durch die Umsetzung eines Tetrazolium-Salzes in Formazan-Kristalle durch lebende
Zellen Aussagen iiber deren Anzahl machen lésst, lassen sich Riickschliisse auf die Zellproli-
feration ziehen.

Da die Zellen 72 Stunden nach Transfektion in das 96-Well-Plate ausgesidt wurden, dort 24
Stunden bis hin zur Zugabe des Tetrazolium-Salzes anwuchsen und anschlieBend noch weite-
re 4 Stunden bis zur Zugabe der Solubilization-Losung inkubierten, ergibt sich, dass die im
Elisa-Reader gemessene Absorption in etwa der Zellmenge 100 Stunden nach Transfektion
entspricht.

Pro Versuch wurden fiir die NK, fiir die mit Fral- und fiir die mit Fra2-siRNA transfizierten
Zellen jeweils drei Absorptionswerte der in den Zellen umgesetzten Formazan-Kristalle im
Elisa-Reader gemessen und diese gemittelt. Die Werte der NK wurden als 100 % festgelegt
und die Werte der Fral- bzw. Fra2-siRNA-transfizierten Zellen dazu in Verhéltnis gesetzt. In
dieser Weise wurde mit den Zellen dreier verschiedener Transfektionsversuche verfahren und
die sich ergebenden Werte letztlich unter Angabe der Standardabweichung in der folgenden
Abbildung zusammengefasst. Als statistisch signifikant gelten nur im T-Test ermittelte p-

Werte < 0,05.
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Abbildung 3.8

Menge der mit Fral-siRNA (griin) oder Fra2-siRNA (blau) transfizierten MDA-MB231-Zellen ca. 100 Stunden
nach Transfektion als Maf fiir die Proliferation. Die NK (rot) wurde als 100 % definiert. Die Standardabwei-
chungen sind als schmale Balken dargestellt. Man beachte, dass die x-Achse die y-Achse in dieser Grafik

zwecks besserer Darstellung bei 70 % schneidet.



Wie Abbildung 3.8 zu entnehmen ergab sich eine reduzierte Proliferation fiir die mit Fral-
siRNA transfizierten Zellen auf 95 % der NK (p=0,001). Die Zellzahl der mit Fra2-siRNA
transfizierten Zellen betrug 85 % der NK (p<0,001) und war damit noch stirker vermindert.
Da die p-Werte beider transfizierter Zellsorten unter 0,05 liegen gelten diese Ergebnisse als

signifikant.

3.7 Invasivitat

Unter der Fragestellung, welche Rolle die AP1-Faktoren Fral und Fra2 bei Invasionsprozes-
sen spielen, wurde das Verhalten der transfizierten MDA-MB231-Zellen im Invasionsassay
untersucht. Hierbei beschrieb das Durchwandern der Basalmembran-dhnlichen Matrigel-
Membran das invasive Potential der Zellen. Damit kann die Anzahl der durch die Membran

diffundierten Zellen als MaB fiir die Invasivitit gesehen werden.

. "t .+ . Abbildung 3.9
= . Veranschaulichung der transfizierten, durch die Matrigel-Membran gewan-
.-n | derten, angefiarbten MDA-MB231-Zellen. Im Hintergrund sind die 8 pm
groflen Poren der PET-Membran zu erkennen, durch die es den Zellen er-
- ) moglicht wird, nach Durchdringen der Matrigel-Membran auf die Unterseite

. der Inserts zu gelangen.

Um das unterschiedliche Invasionsverhalten der mit NK-, mit Fral- oder mit Fra2-siRNA
transfizierten Zellen verlésslich beurteilen zu kdnnen, wurden pro Invasionsassay fiir jede
transfizierte Zellart vier mit der Matrigel-Membran beschichtete Inserts verwandt und die
durch diese Membran hindurch gewanderten Zellen ausgezihlt. Die Anzahl der mit der NK-
siRNA transfizierten Zellen, welche die Matrigel-Membran durchschritten hatten, wurde als
100 % definiert und galt somit als BezugsgroBe fiir die mit Fral- oder Fra2-siRNA transfizier-
ten Zellen. Insgesamt wurden drei Invasionsassays durchgefiihrt, ausgewertet und deren Sig-
nifikanz mit Hilfe des T-Tests ermittelt. Die Ergebnisse dieser drei Invasionsassays sind in

Abbildung 3.10 zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 3.10

Als MaB fiir die Invasivitit anzusehender prozentualer Anteil der mit NK- (rot), mit Fral- (griin) oder mit Fra2-
siRNA (blau) transfizierten MDA-MB231-Zellen, welche die Matrigel-Membran durchwandert haben. Der Wert
der NK wurde mit 100 % als Referenzwert festgelegt. Die Standardabweichungen sind als schmale schwarze

Balken dargestellt.

3.7.1 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra1

Eine Reduktion der Expression von Fral in den MDA-MB231-Zellen fiihrte zu einer Vermin-
derung ihrer invasiven Eigenschaften. Im Vergleich zur NK lag der prozentuale Anteil der
Zellen, die in der Lage waren, durch die Matrigel-Membran auf die Unterseite der Inserts zu
gelangen, bei 58 %. Im T-Test ergab sich dafiir ein Wert von p<0,001, was die Signifikanz

dieses Sachverhalts beweist.



3.7.2 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra2

Nach Down-Regulation von Fra2 zeigte sich, wie auch nach Down-Regulation von Fral, eine
verminderte Invasivitdt der Zellen. Auch hier war es nur 58 % der Zellen moglich, die Matri-
gel-Membran zu iiberschreiten. Dieses Verhalten ist ebenfalls als signifikant zu werten
(p<0,001). Die mit Fral- bzw. Fra2-siRNA behandelten Zellen zeigen also dhnliche Eigen-

schaften im Bezug auf ihr invasives Verhalten.

3.8 Motilitat

Die Motilitédt beschreibt das Potential der Zellen, sich zu bewegen und damit gewisse Distan-
zen zu Uberbriicken. Um zu untersuchen, wie sich dieses Verhalten nach Down-Regulation
von Fral bzw. Fra2 veridndert, wurde im Invasionsassay nicht nur die Invasivitit mit Hilfe der
Matrigel-Membran untersucht, sondern auch die Motilitdt anhand des Durchwanderungsver-
haltens der Zellen von der Oberseite durch 8 pm gro3e Poren hindurch auf die Unterseite der
PET-Membran (Control-Membran). Die Anzahl der Zellen der NK, welche diesen Weg zu-
riickgelegt hatten, wurde als 100 % definiert und die Anzahl der Zellen der mit Fral- oder
Fra2-siRNA transfizierten Zellen dazu in Verhéltnis gesetzt. Abbildung 3.11 stellt dieses
Verhiéltnis graphisch dar.
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Abbildung 3.11

Als MaB fiir die Motilitét anzusehender prozentualer Anteil der mit NK- (rot), mit Fral- (griin) oder mit Fra2-
siRNA (blau) transfizierten MDA-MB231-Zellen, welche die PET-Membran durchwandert haben. Der Wert der
NK wurde mit 100 % als Referenzwert festgelegt. Die Standardabweichungen sind als schmale schwarze Balken

dargestellt.

3.8.1 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra1

Die verringerte Expression von Fral hatte zur Folge, dass weniger Zellen durch die Poren der
PET-Membran auf die Unterseite der Control-Inserts gelangten. Das motile Potential, ausged-
riickt in Prozent, sank in den mit Fral-siRNA transfizierten Zellen auf 82 % der NK
(p=0,016). Dies beschreibt eine signifikante Minderung der Motilitit.



3.8.2 Der Einfluss der Down-Regulation von Fra2

Die Down-Regulation von Fra2 zog ebenfalls eine Reduzierung des motilen Verhaltens der
Zellen nach sich. Die Motilitit der mit Fra2-siRNA behandelten Zellen sank auf 79 % gege-
niiber der NK (p<0,001). Der im T-Test ermittelte p-Wert besagt auch hier, dass diese Ver-

ringerung der motilen Eigenschaften von statistischer Signifikanz ist.

3.9 Invasionsindex

Der Invasionsindex ergibt sich aus dem Quotienten der prozentualen Invasion der mit Fral-
oder mit Fra2-siRNA transfizierten Zellen und der prozentualen Invasion der NK-Zellen. Die-
se prozentuale Invasion wiederum wird errechnet aus dem Quotient des Mittelwerts der durch
die Matrigel-Membran gewanderten Zellen und des Mittelwerts der durch die Control-
Membran gewanderten Zellen.

Fiir Abbildung 3.12 wurden die Invasionsindices aus drei verschiedenen Invasionsassays zu-
sammengefasst dargestellt. Dazu wurden fiir jeden einzelnen Invasionsassay die Anzahl der

ausgezdhlten Zellen pro transfizierter Zellart gemittelt und der Invasionsindex berechnet.
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Abbildung 3.12
Vergleich der Invasionsindices der mit NK- (rot), Fral- (griin) oder Fra2-siRNA (blau) transfizierten MDA-
MB231-Zellen.

Fiir die NK ergab sich ein Invasionindex von 1; der Index der mit Fral-siRNA transfizierten

Zellen lag bei 0,707 und derjenige der mit Fra2-siRNA behandelten Zellen bei 0,736.



4 Diskussion

4.1 Der Einfluss von Fral und Fra2 auf die Morphologie der MDA-
MB231-Zellen

Die Morphologie von Tumorzellen bzw. die morphologischen Verdnderungen von Zellen im
Prozess der malignen Transformation sind von grofer Bedeutung beziiglich ihres invasiven
Potentials. Letzteres hingt bei Tumorzellen einerseits von der Migrationsfahigkeit, welche
beispielsweise durch Verldngerung der Zellen und die Ausbildung von Pseudopodien bedingt
wird, andererseits aber auch von der Degradation bestimmter Bestandteile der extrazelluldren

Matrix durch sezernierte Proteasen ab [Friedl und Wolf 2003].

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen zeigten die MDA-MB231-Zellen nach
Verminderung der Expression von Fral mittels siRNA-Silencing eine wesentlich reduzierte
Ausprigung ihrer im untransfizierten Zustand vorhandenen Zellfortsitze, wihrend Fra2 kei-
nen Einfluss auf die Zellausldufer zu haben schien. Dies deckt sich mit fritheren Beobach-
tungen unserer Arbeitsgruppe, in denen mittels transienter Transfektion mit Expressionsvek-
toren unter anderem fiir Fral und Fra2 eine Uberexpression dieser AP1-Faktoren in MDA-
MB231-Zellen erzielt wurde. Hier zeigte sich, dass Zellen mit iliberexprimiertem Fral eine
verlingerte Zellform mit langen Zellextensionen ausbildeten, wihrend die Fra2-
iiberexprimierenden Zellen dem Phédnotyp der untransfizierten Zellen dhnelten [Milde-
Langosch et al. 2004]. Auch Belguise et al. konnten 2005 durch siRNA-Experimente den
Wechsel der fibroblastoiden MDA-MB231-Zellen hin zu einer mehr runden und epitheloid-
dhlichen Zellmorphologie nach Down-Regulation von Fral nachweisen.

In epithelialen Adenokarzinomzellen der Maus, den CSMLO0-Zellen, fiihrte eine exogene Ex-
pression von Fral zu vermehrten mesenchymalen Charakteristika und Konversion zu einem
fibroblastoiden Phédnotyp mit Zellverlingerung [Kustikova et al 1998]. Fiir diese morphologi-
sche Verdnderung wurde in einer weiterfithrenden Studie die N-terminale Doméne des Fral-
Proteins als verantwortlich befunden. Ebenso wie Fral nahm hierbei auch c-Fos Einfluss auf
den Phinotyp, wohingegen Fra2 keine zellmorphologischen Verdnderungen hervorrief. Da c-

Fos ein wesentlich stirkeres transaktivierendes Potential besitzt als Fral oder Fra2, liefl dies



darauf schlieBen, dass die Fahigkeit zur morphologischen Transformation nicht direkt mit
dem transaktivierenden Potential der AP1-Faktoren zusammenhingt [Andersen et al. 2002].
Tkach et al. fanden, dass Fral die Anordnung des Actin-Zytoskeletts in den CSMLO-Zellen
verinderte. Und ebenso wie in Letzteren hatte eine Fral-Uberexpression auch in der aus Miu-
sen isolierten L929-Fibroblasten-Zelllinie dhnliche Effekte beziiglich der Morphologie [Tkach
et al. 2003].

In anderen Zellsystemen, so z.B. in Rat-1A-Fibroblasten, rief eine ektope Fral-
Uberexpression keinerlei morphologische Verinderungen hervor, die Zellen wiesen aber den-
noch onkogenes Potential auf [Bergers et al. 1995]. Am Beispiel von Ratten-Thyreozyten
konnten Vallone et al. einen klaren Effekt einer Fral-Inhibition auf die Morphologie der
transformierten Zellen zeigen, wihrend eine vermehrte Fral-Expression in normalen Zellen
zu keiner Verinderung des Phinotyps fiihrte. Daraus ergab sich ihre Annahme, dass die Uber-
expression von Fral zwar fiir die Etablierung des transformierten Phdnotyps notwenig sei,

dafiir alleine aber nicht ausreiche [Vallone et al. 1997].

4.2 Der Einfluss von Fral und Fra2 auf Mitglieder der AP7-Familie
als Zielgene in MDA-MB231-Zellen

Um zu verstehen, inwiefern die Expressionsmuster der verschiedenen API-Faktoren durch
Fral und Fra2 beeinflusst werden, wurde der Effekt der Down-Regulation von Fral bzw. Fra2
auf die Genexpression der iibrigen AP1-Faktoren untersucht. Dazu wurden die Proteine der
transfizierten Zellen im Western-Blot aufgetrennt, mit dem jeweiligen Antikorper inkubiert
und ihre Quantitit anschlieBend densitometrisch bestimmt. Sowohl nach verminderter Ex-
pression von Fral als auch von Fra2 ergaben sich nach Auswertung von drei Experimenten
keine als statistisch signifikant zu bewertenden Verdnderungen in der API-
Zusammensetzung. Augenfillig war jedoch eine inverse Korrelation zwischen Fral und Fra2
sowie eine reproduzierbare Tendenz zur Erhohung der Expression von p-c-Jun und zur Ver-

minderung der c-Fos-Expression nach Transfektion mit Fra2-siRNA.

Die Expression von Fral erfolgt neben anderen Mechanismen iiber die Aktivierung einer
AP1-Bindungsstelle im ersten Intron des fiir Fral codierenden Gens, d.h. seine Transkription

wird durch AP1-Aktivitét positiv reguliert [Bergers et al. 1995].



Einen Zusammenhang von Fral und anderen AP1-Faktoren beschrieben Bamberger et al. in
ithrer Studie liber die Expressionsmuster der AP1-Transkriptionsfaktoren in klinischen Gewe-
beproben aus 53 Brustkrebstumoren. Sie beobachteten eine negative Korrelation zwischen
Fral und FosB, jedoch keine weitere Korrelation zwischen Fral oder ebenso zwischen Fra2
und den iibrigen Mitgliedern der AP1-Familie [Bamberger et al. 1999]. Langer et al. fanden
ithrerseits an klinischem Mamma-Tumormaterial signifikante positive Korrelationen von Fral
mit c-Jun, c-Fos, JunD und Fra2, wihrend sich Fra2 aufler mit Fral mit keinem anderen der
AP1-Faktoren signifikant korrelieren lief3. Dies konnte also, verglichen mit den hier vorges-
tellten Ergebnissen, auf eine unterschiedliche Verhaltensweise dieser zwei Fos-Faktoren in
klinischem Tumormaterial und in MDA-MB231-Zellen hinweisen. Daneben zeigte sich bei
Langer et al. eine erhdhte Uberlebensrate in den Patienten mit stark Fral-exprimierenden Tu-
moren, so dass fiir Fral hier eine dem JunB &hnliche tumorsupprimierende Wirkung vorge-
schlagen wurde [Langer et al. 2006].

Analog zu der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Down-Regulation von Fral und
Fra2 wurde im Jahre 2004 von unserer Arbeitsgruppe die entsprechenden Verdnderungen der
Fos- und Jun-Proteine nach transienter Transfektion mit AP1-Faktoren untersucht. Hierbei
ergaben sich sowohl in MCF7-Zellen als auch in MDA-MB231-Zellen nach Uberexpression
von Fral oder Fra2 jeweils erhohte Werte fiir c-Jun, sowie erhohte Werte fiir JunB nach Fra2-
Uberexpression in MCF7-Zellen [Milde-Langosch et al. 2004]. Im Vergleich mit den hier
vorgestellten Resultaten lassen sich diese Erkenntnisse nicht in Deckung bringen.

Eine Korrelation zwischen c-Jun und Fral in MCF7-Zellen wurde auch von Smith et al. be-
schrieben. Dort erhdhte die Transfektion mit c-Jun die vorher nicht detektierbare Expression
von Fral, was, da Fral eine inhibitorische Wirkung auf die c-Jun-Aktivitit besitzt, als mogli-
cherweise kompensatorisch auftretender Effekt gedeutet wurde [Yoshioka et al. 1995, Smith
et al. 1999].

In ras-transformierten Fibroblasten zeigten Fral-beinhaltende API1-Komplexe repressive
Auswirkungen auf die Geninduktion von c-Fos [Kessler et al. 1999]. Eine reduzierte generelle
AP1-Aktivitit konnte nach Fral-Uberexpression in humanen epidermalen Keratinozyten so-
wie in der neoplatischen Zelllinie COLO-16 beobachtet werden [Serewko et al. 2002].
Insgesamt betrachtet erweisen sich die Verdnderungen in den Expressionsmustern der AP1-
Faktoren innerhalb unterschiedlicher Zellsysteme als komplexe Prozesse, deren weitere Erfor-
schung sicherlich zu einem besseren Verstdndnis dieser Regulationsmechanismen beitragen

wirde.



4.3 Der Einfluss von Fral und Fra2 auf Proliferation, Gesamtprote-
inmenge und auf Requlatoren des Zellzyklus als AP1-Zielgene in
MDA-MB2317-Zellen

Die Kontrolle der Proliferation durch AP1-Transkriptionsfaktoren scheint hauptsidchlich durch
deren Féhigkeit, die Expression und Funktion von Faktoren des Zellzyklus zu regulieren, be-
stimmt zu sein. Proliferation und Expression dieser Faktoren sind also unmittelbar miteinan-

der verkniipft und daher auch in diesem Kapitel zusammengefasst.

Der Gesamtproteingehalt der Zellen nach Down-Regulation von Fral bzw. von Fra2 zeigte in
den hier durchgefiihrten Versuchen nur duBerst dezente, nicht signifikante, jedoch reprodu-
zierbar verringerte Werte auf 98 % (transfiziert mit Fral-siRNA) bzw. 97 % (transfiziert mit
Fra2-siRNA). Diese diskreten Veranderungen konnten einerseits auf eine durch die Transfek-
tion bedingte generell verminderte Proteinproduktion in den Zellen hinweisen, andererseits
aber auch auf die ebenfalls reduzierte Proliferationsfahigkeit der Zellen zuriickzufiihren sein.
Die Proliferation wurde ihrerseits von Fral und Fra2 beeinflusst, und zwar in der Weise, dass
sie durch die Down-Regulation von Fral leicht (95 %) und durch die Down-Regulation von
Fra2 stirker (85 %) gehemmt wurde. Beide Werte erwiesen sich als signifikant.

Diese Tendenz zu einer reduzierten Proliferation in Zellen mit vermindertem Fral wird durch
deutlichere Ergebnisse von Belguise et al. unterstiitzt. Die verminderte Expression von Fral
war dort in der Lage, die Proliferation von MDA-MB231-Zellen in 10 %igem Serum um das
4,5fache und in 1 %igem Serum fast vollstindig zu hemmen. Gleichzeitig wirkte eine Fral-
Uberexpression in MCF7-Zellen in 1 %igem Serum proliferationsfordernd, wenngleich auch
in 10 %igem Serum keine signifikanten Verdnderungen zu beobachten waren [Belguise et al.
2005]. In Ovarialkarzinom-Zellen bewirkte die Transfektion mit Fral-siRNA eine Reduktion
der Proliferationsrate um 50 % [Hapke et al. 2003], wihrend in Colonkarzinom-Zellen keine
Auswirkungen von Fral auf die Zellproliferation festzustellen waren [Vial et al. 2003].

Fiir den Einfluss von Fra2 auf die Proliferation von Zellen liegen weitaus weniger Daten vor.
Die positive Korrelation von Fra2 und Proliferationsrate, die in den hier vorgestellten Ergeb-
nissen in MDA-MB231-Zellen zu beobachten war, konnte durch stabile Transfektion an

MCF7-Zellen nicht bestdtigt werden [Milde-Langosch et al. 2008].



Die in dieser Arbeit untersuchten Zellzyklus-Proteine (Rb, Rb2, Cyclin A, Cyclin B, Cyc-
lin D1, Cyclin E, CDK2, CDK4) der transfizierten Zellen lassen aufgrund der groBlen Streu-
breite der Werte keine signifikanten oder reproduzierbaren Aussagen tliber die Auswirkungen
der Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 auf die AP1-Zielgene des Zellzyklus zu.

In der oben bereits erwdhnten Studie von Belguise et al. fand sich dagegen fiir Cyclin D1 eine
reduzierte Expression in mit Fral-siRNA transfizierten Zellen, sowie erhohte Werte in
MCF7-Zellen mit Fral-Uberexpression [Belguise et al. 2005]. Der Zusammenhang zwischen
Fral, dem Zellzyklusstimulator und Fral-Zielgen Cyclin D1 und einer abnormen Proliferation
wurde auch durch Versuche an transgenen Maiusen verdeutlicht. Diese entwickelten durch
eine gesteigerte Zellproliferation nach Cyclin D1-Uberexpression Adenokarzinome der
Mamma, was die onkogene Rolle des Cyclin D1 betont [Wang et al. 1994].

Eine ausfiihrliche Studie iiber den Zusammenhang zwischen Jun- und Fos-Faktoren und eini-
gen Zellzyklus-Regulatoren (Rb, p16, p21, p27, Cyclin D1, Cyclin E und Ki67) in Brust-
krebs-Tumorgewebe bzw. in vier verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien ergab positive
Korrelationen von Fral mit pl6, Cyclin E und dem Proliferationsmarker Ki67, sowie von
Fra2 mit Cyclin E und Cyclin D1. Cyclin E fand sich dariiber hinaus auch mit JunD und c-Fos
assoziiert [Milde-Langosch et al. 2000]. Die Korrelationen mit Cyclin E {iberraschten beson-
ders, da dies im Gegensatz zu Cyclin D1 kein TRE in seinem Gen aufweist. Die Expression
des Cyclin D1 in Brustkrebszellen konnte dieser Studie zufolge zumindest teilweise durch
API1-Heterodimere mit Fra2 als ihrer Fos-Komponente reguliert werden. Die Expression von
Cyclin E hingegen wurde als Zellzyklus-abhingig, durch eine E2F-Bindungsstelle in seinem
Promotor vermittelt und als nicht durch extrazelluldre Stimuli induzierbar beschrieben [Botz
et al. 1996, Geng et al. 1996]. Die oben beschriebenen Ergebnisse unterstiitzen den stimulie-
renden oder gar onkogenen Effekt von Fral und Fra2 in Brustkrebszellen. Dies konnte aller-
dings durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche beziiglich der Expression von AP1-
Zielgenen des Zellzyklus nicht bestétigt werden. Weitere experimentelle Studien wéren hier
fiir eine eindeutige Kldrung vonndten.

Bei Milde-Langosch et al. fand sich dariiber hinaus eine starke Rb-Expression mit c-Jun und
FosB assoziiert, jedoch mit keinem weiteren der sieben untersuchten AP1-Faktoren [Milde-
Langosch et al. 2000]. Die Regulation des Rb kann durch APl mittels der API-
Bindungsstelle im Promotor seines Gens vermittelt werden [Linardopoulos et al. 1993].

In Endometrium-Karzinomen wurden Korrelationen zwischen Fral und p21 sowie zwischen
Fra2 und Cyclin B1 gefunden [Bamberger et al. 2001]. Diese im Vergleich zu Mammakarzi-

nomen verschiedenen Ergebnisse weisen offensichtlich auf unterschiedliche regulatorische



Mechanismen in verschiedene Zellarten, oder gar in verschiedenen histologischen Subtypen
der Tumoren hin, lassen aber dennoch auf eine, wenn auch indirekte, Beteiligung von Fral

und Fra2 an der Zellzyklusregulation und damit an der Zellproliferation schlieen.

4.4 Der Einfluss von Fral und Fra2 auf Regulatoren der Invasivitét

als AP1-Zielgene in MDA-MB231-Zellen

Als ein entscheidender Faktor fiir das Invasionsverhalten von Zellen gilt deren Moglichkeit,
Komponenten der Basalmembran und der extrazelluldren Matrix zu degradieren. Zu den in
diesen Prozess involvierten Proteasen zdhlen unter anderem die Matrix-Metalloproteinasen
und die Mitglieder des uPA/uPAR/PAI-Systems, welche demnach eine wichtige Rolle bei
Tumorinvasion und Metastasierung spielen.

Inwiefern Fral und Fra2 unter den hier angewandten Versuchsbedingungen Einfluss auf die
Expression von MMP1, auch als Kollagenase-1 bezeichnet, und PAIl in MDA-MB231-
Zellen nehmen, konnte durch die durchgefiihrten Experimente nicht abschlieBend geklart
werden, da die Verdnderungen der MMP1- bzw. PAIl-Expression nach Down-Regulation
von Fral oder Fra2 nicht reproduzierbar waren.

Einige Ergebnisse beziiglich der Zusammenhénge zwischen Fos-Faktoren und MMP1 bzw.
PAI1 konnten jedoch in anderen Studien bereits gefunden werden. So war Fral in der epithe-
loiden Adenokarzinomzelllinie CSMLO in der Lage, die Transkription von uPA, uPAR und
PAII zu aktivieren [Kustikova et al. 1998]. Andersen et al. konnten diese Ergebnisse bestéti-
gen und dartiber hinaus feststellen, dass sich eine Transfektion mit c-Fos in gleicher Weise
wie eine verstdrkte Fral-Expression auf die Mitglieder des uPA/uPAR/PAI1-Systems aus-
wirkte, Fra2 im Gegensatz dazu jedoch uPA und uPAR nur schwach zu induzieren vermochte
und nicht in der Lage war, die PAI1-Expression zu beeinflussen [Andersen et al. 2002]. Vie-
lerlei klinische und experimentelle Daten weisen darauf hin, dass eine Erhohung des uPA, des
uPAR und des PAIl mit Tumorprogression assoziiert sind und, besonders in Brustkrebs, mit
einer ungilinstigen Prognose einhergehen [Jinicke et al. 1991, Schmitt et al. 1997].

Eine positive Korrelation zwischen der MMP1- und der Fral-Expression fand sich in den bei-
den Brustkrebszelllinien MCF7 bzw. MDA-MB231, deren Fral-Expression mittels transienter
bzw. siRNA-Transfektion moduliert wurde [Belguise et al. 2005]. Die regulatorische Wir-

kung der Jun- und Fos-Proteine auf die meisten MMPs, darunter auch MMP1, ldsst sich iiber



eine AP1-Bindungsstelle in deren Promotorregion erkldren. Neben anderen MMPs wurde die
Expression von MMP1 in einer Vielzahl verschiedener Tumoren dokumentiert und stand da-
bei in inverser Korrelation mit dem Uberleben [Brinckerhoff et al. 2000].

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der erwéhnten Studie von Belguise et al. stehen die
Resultate einer Studie unserer Arbeitsgruppe aus dem Jahre 2004. Hierbei fanden sich in der
doppelmarkierten Fluoreszenz-Immunzytochemie nach transienter Transfektion mit Expres-
sionsvektoren fiir Fral und Fra2 in MDA-MB231-Zellen, abgesehen von einer Hochregula-
tion der PAI1-Expression in ungefdhr der Hilfte der mit Fral transfizierten Zellen, keine Ver-
anderungen beziiglich des Expressionsverhaltens von MMP1 und PAIl [Milde-Langosch et
al. 2004], was den anhand von Western-Blot-Analysen gewonnenen Ergebnissen der in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche entspricht. In der gleichen Studie von Milde-
Langosch et al. konnte auch die Transfektion mit Fral oder Fra2 in MCF7-Zellen keine Ver-
dnderungen der MMP1-Expression bewirken. Jedoch waren hier beide Expressionsvektoren
in der Lage, die PAI1-Expression stark zu erhohen. Weiterhin stellte sich in der Analyse von
75 Proben aus Mammakarzinomgeweben im Hinblick auf die Koexpressionen von Fos-
Proteinen und Faktoren der Invasivitét eine positive Korrelation zwischen Fra2 und PAII so-
wie zwischen phosphoryliertem Fra2 und MMP1 dar, wahrend zwischen Fral und PAI1 oder
MMP1 keine Zusammenhinge zu beobachten waren [Milde-Langosch et al. 2004]. In einer
weiterfilhrenden Studie konnte die in klinischem Tumorgewebe aufgezeigte Korrelation zwi-
schen Fra2 und PAIl an mit Fra2 stabil transfizierten MCF7-Zellen nicht reproduziert werden
[Milde-Langosch et al. 2008].

Insgesamt zeigt sich also, besonders bei Betrachtung der Mammakarzinom-Zellen, ein sehr
heterogenes Bild beziiglich des Zusammenhangs zwischen den Fos-Proteinen Fral und Fra2
und dem proteolytisch wirkenden MMP1 und PAI1 als dem Inhibitor des uPA, was an diskre-
panten Proteinausstattungen der verschiedenen Zellsorten einerseits, an abweichenden Ver-
suchsbedingungen andererseits, oder aber an einem noch ungeniigenden Verstindnis der regu-

latorischen Mechanismen innerhalb der Zellen liegen konnte.



4.5 Der Einfluss von Fral und Fra2 auf Invasivitdt und Motilitdt der
MDA-MB231-Zellen

Da das Invasions- und das Migrationsverhalten von Zellen ein wichtiges Kriterium im Bezug
auf ihre Malignitét darstellt, wurden diese beiden Parameter auf ihren Zusammenhang mit den
AP1-Mitgliedern Fral und Fra2 hin in der hochinvasiven, Ostrogen- und Progesteronrezeptor-
negativen Zelllinie MDA-MB231 untersucht. Dazu wurden mehrere Invasionsassays durchge-
fitlhrt, mit deren Hilfe man einerseits das invasive Potential der Zellen anhand ihres Durch-
wanderungsvermogens der Basalmembran-dhnlichen Matrigel-Membran bestimmen kann,

sich andererseits aber auch Aussagen iiber ihre Motilitdt machen lassen.

Als Ergebnis war eine signifikante Reduktion der Invasivitidt sowohl nach Down-Regulation
von Fral als auch nach Down-Regulation von Fra2, jeweils auf 58 % gegeniiber der Negativ-
kontrolle, zu beobachten. Die Motilitit wurde ebenfalls, wenn auch in etwas geringerem
Ausmal als die Invasivitit, durch Verminderung beider Faktoren signifikant gehemmt. Die
Transfektion mit Fral-siRNA bewirkte hier eine Reduktion der motilen Zellen auf 82 % im
Vergleich zur Negativkontrolle, wihrend die verminderte Fra2-Expression einen etwas stdrke-
ren Einfluss auf die Zellen auszuiiben wusste und deren Motilitdt auf 79 % senkte. Es ldsst
sich daraus also ein positiver Effekt von Fral und auch Fra2 auf Invasivitit und Motilitét erle-
sen.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch in der murinen Adenokarzinom-Zelllinie CSMLO beobach-
tet. Nach Induktion der Fral-Expression mittels stabiler Transfektion lie} sich hier eine Stei-
gerung der Anzahl der Zellen, welche die Matrigel-Membran passiert hatten, auf das Vierfa-
che beobachten. Gleichzeitig war auch die Motilitdt der Zellen gesteigert [Kustikova et al.
1998]. Tkach et al. konnten 2003 diese durch Fral hervorgerufene gesteigerte Motilitit in der
gleichen Zelllinie bestdtigen und daneben demonstrieren, dass c-Fos, wenn auch weniger
stark ausgeprigt, den gleichen Effekt wie Fral beziiglich der Motilitdt ausiibte, wihrend Fra2
hierzu nicht in der Lage war [Tkach et al. 2003]. Um die fiir das verdnderte Motilititsverhal-
ten verantwortliche Region des Fral-Proteins zu identifizieren, wurden jeweils ein Fral-
Konstrukt mit fehlender N-terminaler und eines mit fehlender C-terminaler Doméne generiert.
Dabei stellte sich heraus, dass die N-terminale Region die funktionell fiir die motilitétsstei-
gernde Wirkung Entscheidende war. In der gleichen Studie konnte jedoch auch gezeigt wer-

den, dass nicht nur Fral, sondern auch Fra2 unter bestimmten Umstdnden am Migrationsver-



halten von Zellen beteiligt sein kann. So wurden in der Fral- und Fra2-positiven Méusefib-
roblasten-Zelllinie L.929 die beiden Fos-Faktoren mittels transienter Transfektion mit Anti-
sense-Fral- bzw. Antisense-Fra2-Plasmiden inhibiert, was jeweils zu verminderter Zellmotili-
tét fithrte [Tkach et al. 2003].

Ein weiterer Hinweis fiir die Beteiligung von Fral an Motilitdt und Invasion findet sich in
Kolonkarzinom-Zellen, welche nach Fral-silencing einen Verlust an motilem und invasivem
Verhalten aufwiesen [Vial et al. 2003]. Die Autoren schlugen hierbei vor, der positive Effekt
von Fral auf die Zellmotilitét liege in der Inaktivierung von B1-Integrin und einer damit ein-
hergehenden niedrigen RhoA-Aktivitit begriindet. Auch in Ovarialkarzinom-Zellen wurde
eine verdnderte Fral-Expression mit einem abweichenden Mobilitits- und Adhésionsverhal-
ten in Verbindung gebracht [Hapke et al. 2003].

In Untersuchungen, die sich speziell auf humane Brustkrebs-Zelllinien beziehen, konnten
weitere Belege fiir den positiven Einfluss von Fral auf invasions- und migrationsbezogene
Malignitatskriterien gefunden werden. So wurden in einer Studie die genetischen Expres-
sions-Profile hochinvasiver und wenig invasiver Brustkrebs-Zelllinien mit Hilfe von cDNA
Arrays verglichen. Dabei stellte sich Fral als eines von mehreren Genen heraus, deren Ex-
pression in den hochinvasiven Zellen signifikant erhoht war [Zajchowski et al. 2001]. Der
Zusammenhang zwischen Motilitdt und Invasivitit von MCF7- bzw. MDA-MB231-Zellen
und der Expression von Fos-Faktoren wurde in einer Studie unserer Arbeitsgruppe aus dem
Jahre 2004 beschrieben. In den MCF7-Zellen zeigte sich nach transienter Transfektion mit
Fral, nicht jedoch nach Transfektion mit Fra2, eine signifikant erhohte Invasivitit. Die Moti-
litat lieB sich hier weder durch Fral noch durch Fra2 beeinflussen. In MDA-MB231-Zellen
waren sowohl Fral als auch Fra2, Letzteres allerdings etwas weniger stark, in der Lage, die
Invasivitit positiv zu beeinflussen, wihrend sich eine Uberexpression der Fos-Proteine nega-
tiv auf die Motilitit auswirkte [Milde-Langosch et al. 2004]. Dieser Sachverhalt weist darauf
hin, dass hier der Effekt von Fral und Fra2 auf die Invasivitit der MDA-MB231-Zellen
unabhéngig von ihrem migrativen Potential ist.

Verglichen mit den Ergebnissen der hier vorgestellten Arbeit, in der sich die Motilitét der
MDA-MB231-Zellen nach Down- Regulation von Fral oder Fra2 reduzierte, zeigt sich also
in der Arbeit von Milde-Langosch et al. ein anderes Bild beziiglich des Einflusses dieser bei-
den Transkriptionsfaktoren auf das Migrationsverhalten der Zellen.

Im Falle der nach Fral- bzw. Fra2-Silencing gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

konnte in der Gegeniiberstellung von Motilitidt und Invasivitit die verminderte Anzahl der



invasiven MDA-MB231-Zellen nach Down-Regulation von Fral oder Fra2 zumindest teil-
weise als Konsequenz ihrer reduzierten Motilitét zu sehen sein.

Ahnliche Experimente zur Erforschung der Auswirkung von Fral auf Motilitéit und Invasivi-
tat wurden auch von Belguise et al. durchgefiihrt. Hierbei wurde mittels stabiler Transfektion
Fral in MCF7-Zellen iiberexprimiert bzw. die Fral-Expression in MDA-MB231-Zellen durch
RNA-Interferenz reduziert. In den MCF7-Fral-Zellen stellte sich die Invasionsfahigkeit als
signifikant gesteigert heraus, und auch die Motilitdt war mehr als um das Doppelte im Ver-
gleich zu den untransfizierten Zellen erhoht. Die MDA-MB231-Zellen wiesen nach Fral-
Silencing eine etwa dreifach erniedrigte Invasivitit und eine um etwa das Zweifache vermin-
derte Motilitdt auf [Belguise et al. 2005]. Die Ergebnisse zeigten also hier, ebenso wie in den
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit, dass Fral positiv mit der Invasivitit und ebenso mit

der Motilitat korreliert.

Fral scheint nicht nur in vitro mit einem aggressiveren Verhalten in Brustkrebs-Zellen verge-
sellschaftet zu sein [Zajchowski et al. 2001, Belguise et al. 2005], sondern korreliert in Brust-
krebsgewebe auch negativ mit dem Ostrogenrezeptorstatus und einem differenzierten Phiino-
typ [Bamberger et al. 1999] sowie, in seiner phosphorylierten Form, positiv mit dem Nodals-
tatus [Milde-Langosch et al. 2004]. Diese wichtige Rolle, die Fral demnach bei der Progres-
sion von Brustkrebs spielt, konnte auch teilweise eine Erkliarung fiir den protektiven Effekt
der gegen Fral gerichteten DNA-Vakzine im Méusemodell liefern [Luo et al. 2003].
Gleichzeitig erscheint in diesem Zusammenhang wichtig zu erwéhnen, dass die Expression
von Fral in vitro und in vivo teilweise erheblich voneinander differieren kann. So zeigte sich
beispielsweise eine starke Expression von Fral in der hochinvasiven Zelllinie MDA-MB231,
wihrend sie in klinischem Tumorgewebe nur schwach ausgeprigt oder sogar negativ war
[Bamberger et al. 1999].

Daneben gibt es auch Studien, in denen die positiven Auswirkungen von Fral auf Tumorinva-
sion und -progression nicht zu beobachten waren. Einerseits handelt es sich hierbei um Ana-
lysen in Zervixkarzinom-Zellen, in denen die Up-Regulation von Fral einen Tumor-
supprimierenden Effekt zur Folge hatte [Rosl et al. 1997] bzw. die Konversion zu Tumorige-
nitdt mit einer erniedrigten Fral-Expression einherging [Soto et al. 1999]. Auf der anderen
Seite konnten Langer et al. in ihrer immunhistochemischen Studie zu den Korrelationen der
AP1-Protein-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern in Brustkrebsgewebe darle-
gen, dass eine erhohte Fral-Expression in vivo signifikant mit erhohtem Gesamtiiberleben

korrelierte [Langer et al. 2006].



Die Rolle, die Fra2 bei der Tumorprogression spielt, ist weniger gut bekannt. In Experimenten
an stabil transfizierten MCF7-Zellen konnte mit Hilfe des Invasionsassays eine positive Kor-
relation mit Invasivitit, nicht aber reproduzierbar mit der Motilitdt beobachtet werden [Milde-
Langosch et al. 2008]. In Brustkrebstumoren wurde seine Assoziation mit einer erhohten Re-
zidivrate beschrieben [Milde-Langosch et al. 2004], wihrend Langer et al. keine Korrelation
mit klinisch-pathologischen Parametern wie Tumorgrdf3e, histologischem Grading, Staging,
Entwicklung von Fernmetastasen, dem Alter und dem Gesamtiiberleben finden konnten [Lan-
ger et al. 2006]. Allerdings weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die vorange-
hender Arbeiten darauf hin, dass Fra2, dhnlich wie auch Fral, an der Regulation von Invasion
und Metastasierung und damit an der Ausbildung eines aggressiveren Phénotyps in Brust-

krebs beteiligt sein konnte.

Obwohl Fral und auch Fra2 im Gegensatz zu FosB und c-Fos keine Transaktivierungs-
Doménen besitzen und auch nicht in der Lage sind, artefizielle Promotoren mit API-
Bindungsstellen zu transaktivieren [Tulchinsky 2000], werden sie doch oft im Zusammen-
hang mit Tumorprogression beschrieben. Die hier vorgestellten Ergebnisse sprechen fiir die-
sen Sachverhalt. Um die Beteiligung dieser beiden Fos-Proteine am Malignitétsprozess und
die darin involvierten Regulationsmechanismen sowohl in vitro als auch in vivo weiterfiih-

rend zu erhellen werden zusétzliche Studien unumgénglich sein.



5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Fos-Faktoren Fral und Fra2 auf die Zellen
der Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB231 untersucht, wofiir die Expression dieser beiden
Transkriptionsfaktoren mittels Transfektion mit sequenzspezifischer siRNA herunterreguliert
wurde. Alle untersuchten Parameter wurden dabei jeweils im Vergleich mit den Werten der
mit ungezielter siRNA transfizierten Zellen (Negativkontrolle) bewertet, was eine Verzerrung
der Ergebnisse durch unspezifische Effekte der Transfektion minimieren sollte.

Beziiglich der Morphologie zeigte sich, dass die Zellen mit vermindertem Fral durch eine fast
vollstédndig fehlende Ausbildung der sie normalerweise charakterisierenden Zellausldufer ge-
kennzeichnet waren, wihrend die reduzierte Expression von Fra2 keinerlei Auswirkungen auf
die Gestalt der Zellen hatte.

Der regulatorische Einfluss von Fral und Fra2 auf die mittels Western-Blot analysierte Ex-
pression aller Jun- und Fos-Proteine (JunB, c-Jun, JunD, FosB, c-Fos, Fral, Fra2) sowie auf
die Expression von AP1-Zielgenen des Zellzyklus (Rb, Rb2, Cyclin A, Cyclin B, Cyclin D1,
Cyclin E, CDK2, CDK4) und der Invasivitdt (PAI1, MMP1) konnte nicht anhand signifikan-
ter Verdnderungen in der Quantitit der einzelnen Ziel-Proteine bestitigt werden. Allerdings
lieB3 sich eine Tendenz zu einer inversen Korrelation zwischen Fral und Fra2, sowie reprodu-
zierbar eine negative Korrelation von Fra2 mit der phosphorylierten Form des c-Jun (p-c-Jun)
und eine positive Assoziation von Fra2 mit c-Fos beobachten.

Der Gesamtproteingehalt der Zellen nach Down-Regulation von Fral bzw. Fra2 wurde durch
photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung ermittelt und zeigte jeweils eine geringfii-
gige, aber nicht signifikante Reduktion gegeniiber dem der Zellen der Negativkontrolle. Als
geringfligig, aber dennoch signifikant vermindert stellte sich die im MTT-Test ermittelte An-
zahl der lebenden Zellen als MaB fiir die Zellproliferation heraus. Die Transfektion mit Fra2-
siRNA bewirkte hierbei eine etwas stirkere Hemmung der Proliferation als die Down-
Regulation von Fral.

Um die Auswirkungen der verminderten Expression von Fral und Fra2 auf das Invasivitéts-
und Motilitdtsverhalten der Zellen zu untersuchen wurden diese beiden Parameter im Inva-
sionsassay untersucht. Es zeigte sich, dass beide Transkriptionsfaktoren etwa gleich stark und

statistisch signifikant positiv mit Invasivitit und, in etwas geringerem Ausmal, auch mit der



Motilitdt der MDA-MB231-Zellen korrelierten. Da sich aber fiir beide Fos-Faktoren abwei-
chende Auswirkungen auf die Zellmorphologie und teilweise auch auf die Expression von
AP1-Zielgenen zeigten, regulieren Fral und Fra2 die invasiven und migrativen Eigenschaften

der Zellen dabei mdglicherweise iiber unterschiedliche Mechanismen.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Verwendete Abkiirzungen

AP activating protein

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. aqua destillata

AS Aminoséure

ATF activating transcription factor
ATP Adenosintriphosphat

BCA bicinchoninic acid

BRCA breast cancer antigen

bZip basic leucine zipper

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

cdc cell division cycle

CDK cyclin dependent kinase

cDNA complementary DNA

CKI cyclin dependent kinase inhibitor
CLIS Carcinoma lobulare in situ

cm’ Quadratzentimeter

CML chronisch myeloische Leukémie
CO, Kohlendioxid

DCIS duktales Carcinoma in situ
D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA desoxyribonucleic acid

D-PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
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EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ER Ostrogenrezeptor

et al. et alter

EZM Extrazelluldrmatrix

FBJ-MSV Finkel-Biskis-Jinkins murine osteosarcoma
virus

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Fra Fos-related antigen

g Gramm

GR Glukokortikoidrezeptor

HCI Chlorwasserstoffsdure

HRP horseradish peroxidase

Ig Immunglobulin

IGF insulin-like growth factor

IGFBP insulin-like growth factor binding protein

IL Interleukin

JDP Jun dimerization partner

INK Jun N-terminale Kinase

kDa Kilodalton

LHRH luteinizing hormone-releasing hormone

M molar

mA Milliampere

Maf musculoaponeurotic fibrosarcoma

MAPK mitogen-activated protein-kinase

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM millimolar

MMP Matrix-Metalloproteinase

mRNA messenger-ribonucleic acid




ug Mikrogramm

ul Mikroliter

pum Mikrometer

NaCl Natriumchlorid

NK Negativkontrolle

nm Nanometer

NOS not otherwise specified

PAI Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
PET Polyethylenperephthalat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PR Progesteronrezeptor

Rb Retinoblastom

RISC RNA-induced silencing complex
RNA ribonucleic acid

RNAse Ribonuklease

rpm rounds per minute

s. siche

SDS sodium dodecyl sulfate

sec Sekunde

siRNA small interfering ribonucleic acid
s.0. siche oben

TBST Tris-buffered saline with Tween
TEMED Tetramethylethylendiamin

TGF transforming growth factor
TIMP tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
TNF Tumornekrosefaktor

tPA tissue-type plasminogen activator
TPA 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat
TRE TPA-responsive element

Tris Tris-Hydroxymethylaminomethan




uPA
uPAR

uv

VEGF

urokinase-type plasminogen activator

urokinase-type plasminogen activator recep-
tor

Ultraviolett
Volt
vascular endothelial growth factor

zum Beispiel
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