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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die onkogenen Eigenschaften des Zellpolaritatsgens
Crumbs3 (CRB3) und dessen Rolle bei der Entstehung und Progression des

humanen Mammakarzinoms zu untersuchen.

Untersuchungen zum transformierenden Potenzial der beiden in dieser Arbeit
identifizierten CRB3-Isoformen (CRB3A und CRB3B) ergaben, dass nur CRB3A
onkogene Eigenschaften besitzt. Die Uberexpression des CRB3A-Proteins
induzierte in NIH3T3-Fibroblasten deutliche morphologische Veranderungen, eine
Steigerung der Zellproliferationsrate, ein Verankerungs-unabhangiges Wachstum
in vitro und die Tumorbildung in Nacktmausen. Die Expression von CRB3B
vermittelte zwar einen starken proliferationsférdernden Effekt, aber keine maligne

Transformation der Zellen.

Im Zuge weiterfihrender funktioneller Studien konnten molekulare Zusammen-
hange der CRB3A-Signalkaskade in NIH3T3-Zellen aufgedeckt werden. Durch
Mutationsstudien, Gentransfer-Experimente und biochemische Analysen wurde
gezeigt, dass intrazellulares CRB3A Uber eine C-terminale PDZ-Bindedomane das
Gerustprotein Par6 bindet, das wiederum die kleinen RhoGTPasen Cdc42 und
Racl1/2/3 rekrutiert. Die dadurch induzierten multiplen Signalwege, die sich in
drastischen Verdnderungen des Genexpressionsmusters widerspiegelten, sind als

Ausloser der malignen Entartung der NIH3T3-Zellen zu betrachten.

Durch die Generierung isoformspezifischer CRB3-Antikérper konnten erstmals
Untersuchungen zur Expression und Lokalisation der CRB3-Proteine in kulti-
vierten Tumorzellen, sowie in nicht-neoplastischen und neoplastischen Geweben
durchgefuhrt werden. Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse dieser Studien
eher fur eine Translozierung als fur einen Expressionsverlust des CRB3A-Proteins
in Mammakarzinom-Zellen. Mit Hilfe eines generierten Modellsystems konnten
ebenfalls Hinweise fur CRB3A-Par6-induzierte onkogene Signalwege gefunden
werden. Auf einen Zusammenhang zwischen der zytoplasmatischen CRB3A-
Lokalisation und der onkogenen Transformation deuteten immunzytochemische
Analysen an CRB3A-exprimierenden Mammakarzinom-Zellen hin. Die physiolo-
gische Relevanz dieser Beobachtungen wurde durch immunhistologische Studien
bestétigt. Insbesondere fur das Mammakarzinom konnte eindrucksvoll dargestellt
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werden, dass die in gesunden Epithelzellen detektierte apikale CRB3A-Expression
wahrend der Karzinogenese verloren geht und es zur intrazellularen Akkumulation
oder zum Verlust des Proteins in Tumorzellen kommt. Interessanterweise wurde
eine intrazellulare CRB3A-Expression auch in verschiedenen nicht-neoplastischen
Geweben beobachtet, was auf eine noch unbekannte Funktion des Proteins hin-
deutet.

Zur Funktion der CRB3B-Isoform konnten ebenfalls neue und interessante
Erkenntnisse gesammelt werden. Beispielsweise wurde erstmals eine CRB3B-
vermittelte Steigerung der Proliferationsrate in NIH3T3-Zellen beschrieben. Zu-
satzlich lieferten verschiedene Expressionsanalysen und auch Mutationsstudien
ernstzunehmende Hinweise fur eine sehr kurze Halbwertszeit und eine Ubiquitin-
vermittelte Degradation des CRB3B-Proteins, was wiederum im Zusammenhang

mit einer regulatorischen Funktion im Ablauf des Zellzyklus stehen konnte.

Abschliel3end l&sst sich festhalten, dass es im Rahmen dieser Arbeit gelungen ist,
das Zellpolaritaitsgen CRB3 als neues Brustkrebs-assoziiertes Proto-Onkogen zu
klassifizieren. Die hier erhobenen Daten weisen eindeutig auf eine Beteiligung des
CRB3A-Proteins in der Progression des humanen Mammakarzinoms hin. Auf
Basis dieser Ergebnisse konnten die hergestellten Modellsysteme der weiteren

Erforschung des CRB3-Gens in der Karzinogenese dienen.
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2 Einleitung

Das humane Mammakarzinom stellt die am haufigsten diagnostizierte Krebs-
erkrankung in der weiblichen Bevolkerung der westlichen Industrielander dar. In
Europa werden jahrlich etwa 430 000 Neuerkrankungen und 130 000 Todesféalle
registriert [1]. Durch keine andere Krebsart sterben mehr Frauen. Diese alarmie-
renden Zahlen fuhrten weltweit zu erhéhten Anstrengungen bei der Entwicklung
von Therapien und der Erforschung von genetischen und molekularen Verande-
rungen, die dieser Krankheit zu Grunde liegen. In den vergangenen 30 Jahren
wurde eine Reihe von Onkogenen, Tumorsuppressor-Genen und anderen
Brustkrebs-assoziierten Genen identifiziert, wodurch einerseits das Wissen uber
die molekularen Zusammenhdnge der Krebsentstehung sprunghaft anstieg,
andererseits aber auch die Komplexitat der Erkrankung deutlich wurde. Nach wie
vor sind viele Prozesse, die beispielsweise zur Invasion oder Metastasierung von
Tumoren beitragen, nur unvollstandig verstanden. Im Rahmen der hier vorliegen-
den Arbeit wurden molekulare Mechanismen untersucht, die zur malignen Ent-
artung von Epithelzellen beitragen und somit entscheidend fir die Entstehung und

Progression des humanen Mammakarzinoms sein kdonnten.

2.1 Das humane Mammakarzinom

Die weibliche Brust besteht im Wesentlichen aus Drisengewebe und Fett und ist
von zahlreichen BlutgefaRen, Nerven und Lymphgefal3en durchsetzt. Die Driisen-
l&ppchen (Lobuli) produzieren die Muttermilch, die durch die Milchgange (Ductuli)
zur Brustwarze flie3t. In den als duktulo-lobulare Einheiten (Abb. 2.1) bezeich-
neten terminalen Gangsegmenten und den dazugehérigen Lobuli entstehen die
meisten Mammakarzinome. Breiten sich die Tumorzellen nur innerhalb der Milch-
gange (duktales Karzinom) oder Lappchen (lobulédres Karzinom) aus und wachsen
nicht in umliegendes Gewebe ein, bezeichnet man sie als in situ Karzinom. Bei
invasiven Karzinomen handelt es sich um Tumore, die das umliegende Stroma
und Nachbargewebe infiltrieren und spater in die Blut- und Lymphgefalie
einwandern. Das duktale Karzinom in situ (DCIS) geht haufiger in die invasive
Form Uber als das lobuldre Karzinom in situ (LCIS). Insgesamt wird zwischen
12 Typen des Mammakarzinoms unterschieden, von denen das duktale Karzinom

mit Uber 85% am haufigsten auftritt, gefolgt vom lobularen Karzinom mit 10%. Sel-

3
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Muskel
Fettgewebe
Drusen

normale duktale Zellen

$00 00 duktales Karzinom
¥ in situ (DCIS)

duktulo-lobuléare Einheit

invasives Karzinom

Abb. 2.1: Anatomie der gesunden Mamma (links) und h istologische Veranderungen.
VergroRert dargestellt ist die duktulo-lobuléare Ein heit (Mitte) und normale duktale Zellen, ein
duktales Karzinom in situ , sowie ein invasives Karzinom im Vergleich (rechts ), modifiziert
nach [2].

tenere Formen des invasiven Karzinoms mit vergleichsweise guinstigen Prognosen
sind das muzindse, medullare, papillare und tubulare Karzinom [3, 4]. Innerhalb
eines Tumors kdnnen verschiedene Typen kombiniert vorliegen, was zu einer

grof3en morphologischen Variabilitat des Mammakarzinoms fuhrt.

2.1.1 Die Klassifizierung invasiver Mammakarzinome

Nach Vorgaben der Internationalen Union gegen Krebs (UICC) gibt die TNM-
Klassifizierung die Tumorgréf3e (T), den Status der regionalen Lymphknoten (N)
und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) zum Zeitpunkt der Diagnose an.
Die postoperative (p) pTNM-Klassifizierung orientiert sich als histopathologische
Einteilung an der Auswertung des Operationspraparats (Tab. 2.1). Die Stadien-
einteilung des Mammakarzinoms (Tab. 2.3) erfolgt nach der pTNM-Klassifizierung
(Staging), kombiniert mit der Bestimmung des histologischen Differenzierungs-
grades (Grading). Das Grading invasiver Karzinome zur Beurteilung der Malignitat
und der Gewebedifferenzierung bertcksichtigt das Ausmafd der Tubulusbildung,
der Kernpleomorphologie, sowie die Mitoserate, und wird in drei Stufen (G1-3) an-
gegeben (Tab 2.2). G1 stellt dabei ein gut differenziertes, G2 ein mafiig differen-
ziertes und G3 ein schlecht differenziertes Karzinom dar [5]. Ein weiteres Kriterium
zur Charakterisierung von Tumoren ist deren Status fur die Expression von
Rezeptoren fur Ostrogen und Progesteron. Beide Hormone regulieren das Zell-

wachstum im gesunden Brustgewebe und férdern auch das Wachstum von
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Tumoren, sofern sie die entsprechenden Rezeptoren exprimieren. Der Nachweis

dieser Hormonrezeptoren im Tumorgewebe erfolgt immunhistochemisch [6].

Tab. 2.1: pTNM-Klassifizierung geman UICC Tab. 2 .2: Tumordifferenzierung
pT Primartumor Grading Histologische Bewertung
pT1l  Tumor < 2 cm in der groRten Ausdehnung 1 Gut differenzierter Tumor
pT2  Tumor > 2 cm, aber <5 cm in der gréf3ten Ausdehnung 2 MaRig differenzierter Tumor
pT3  Tumor > 5 cm in der groRten Ausdehnung 3 Schlecht differenzierter Tumor

pT4  Jeder Tumor mit Infiltration der Haut oder Brustwarze

PN Regionale Lymphknoten Tab. 2.3: Tumorstadien

pNO  Kein Hinweis auf Befall der regionalen Lymphknoten Stadium  pTNM-Klassifizierung

pN+  Metastasen in axillaren Lymphknoten I T1, NO, MO

pM Fernmetastasen 1] T1, N1, MO; T2, NO-1, MO

pMO  Kein Hinweis auf Fernmetastasen 11l ?ﬂ?;II’eNI\ZI:i}IOI\/Io; T3, alle N, MO;
pM1  Fernmetastasen vorhanden v Alle T, alle N, M1

2.1.2 Tumorprogression und Metastasierung

Die meisten Todesfalle unter Mammakarzinom-Patientinnen sind auf die Ausbil-
dung von Metastasen zurtick zu fuhren. Der Metastasierungsprozess ist auf3erst
komplex und setzt schon in sehr friihen Stadien der Tumorprogression ein. Die
Disseminierung einzelner Tumorzellen oder Zellnester kann prinzipiell Gber das
Lymphgefa3system (lymphogen) in die regionalen Lymphknoten oder Uber das
Blutgefal3system (hdmatogen) in das Knochenmark oder entfernte Organe erfol-
gen [7, 8]. Die zellularen Veranderungen die zum Ubergang von gesunden
Epithelzellen zur Dysplasie, weiter zum in situ Karzinom und schliel3lich zum
invasiven und metastasierenden Karzinom fuhren, sind nur liickenhaft verstanden.
Die in frihen Stadien der Progression hochdifferenzierten, epithelialen Tumor-
zellen entwickeln einen dedifferenzierten, migrierenden und invasiven Phanotyp.
Metastatische Zellen durchbrechen die Basalmembran ihres Ursprunggewebes,
wandern in umliegendes Stroma und benachbartes Gewebe ein und erhalten
schlie3lich Zugang zum Lymph- und Blutgefal3system [9]. Im Laufe dieses Prozes-
ses verlieren die Tumorzellen ihre epithelspezifischen Zell-Zell-Kontakte, begleitet
vom Zusammenbruch der apikobasalen Zellpolaritat [10-12]. Gleichzeitig werden
vermehrt mesenchymale Molekiile exprimiert, wodurch es zu einer gesteigerten

Zellmotilitat kommt. Das im Zusammenhang mit der Metastasierung am besten
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charakterisierte Molekdl ist das Zelladhasionsprotein E-Cadherin. Es ist als essen-
tieller Bestandteil der adherens junctions (Zonula adhaerens) entscheidend an der
Ausbildung homotypischer Zell-Zell-Kontakte beteiligt und wird als wichtiger
Metastasierungs-Suppressor bei verschiedensten malignen Erkrankungen ange-
sehen. Zahlreiche Studien belegen den E-Cadherin-Verlust in unterschiedlichen
Tumorarten [13]. Im Gegensatz zu den adherens junctions sind andere homo-
typische Zell-Zell-Kontaktstrukturen, wie gap junctions (Nexus) oder tight junctions
(Zonula occludens), und ihre mégliche Rolle bei der Invasion und Metastasierung
deutlich weniger gut untersucht [9-11], was zum Teil auf die unzureichende
Kenntnis der molekularen Zusammensetzungen zuriick zu fiuhren ist. Im Falle der
tight junctions gelang es in den letzten Jahren wichtige Proteine zu identifizieren,
die an Aufbau und Funktion dieser Strukturen beteiligt sind [14].

Der mit der Tumorprogression einhergehende Abbau von Zell-Zell-Kontakten und
die damit verbundene Dedifferenzierung von Tumorzellen stellen bemerkenswerte
Parallelen zu einem entwicklungsbiologischen Prozess dar, der als Epithelial-
Mesenchymale-Transition (EMT) bezeichnet wird. Eine zunehmend akzeptierte
Theorie besagt, dass es in Tumorzellen epithelialen Ursprungs zumindest teil-

weise zur Rekapitulation dieses morphogenetischen Programms kommit.

2.1.3 Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT) ind  er Tumorprogression

Als EMT wird allgemein die Abfolge von Ereignissen bezeichnet, die zur Umwand-
lung von epithelialen zu mesenchymalen Zellen fuhrt. Der Prozess wurde erstmals
1982 von Greenburg und Hay beschrieben [15]. Hauptmerkmale einer EMT sind
die derangierte epitheliale Zellpolaritat, der Abbau von Zell-Zell-Kontakten, eine
reduzierte Anheftung der Zellen an der Basallamina und eine geanderte Zell-
morphologie, was zur Aufhebung der urspringlichen Gewebsarchitektur und
Gewebsfunktion fuhrt [16]. Einzelne Stadien der EMT sind in Abb. 2.2 dargestellt.
EMT-Ausloser sind Verdnderungen in der Expression, der intrazellularen Vertei-
lung und Funktion von Wachstumsfaktoren (TGF-B, transforming growth factor
beta), Transkriptionsfaktoren (Snail, nukleares 3-Catenin), Zell-Zell-Adh&sionsmo-
lektlen (Cadherine, Claudine, Occludine), Zell-Matrix-Adhasionsmolekilen (Inte-
grine), Modulatoren des Zytoskeletts (Rho GTPasen) und extrazellularen Protea-

sen (Matrixmetalloproteinasen) [17].
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Abb. 2.2: Schematischer Ablauf der Epithelial-Mesen  chymalen-Transition und des reversen
Prozesses, der Mesenchymal-Epithelialen-Transition. Unterschiedliche Stadien des Kreis-
laufs sind durch die Expression spezifischer Marker gekennzeichnet. Antagonistisch
wirkende Effektoren regulieren die Ubergéange zwisch  en den epithelialen und mesenchy-
malen Phanotypen. Modifiziert nach [18].

Ein sehr friihes Schlisselereignis stellt die Dissoziation der tight junctions dar,
gefolgt vom Verlust der adherens junctions, bedingt durch die initiale Repression
von E-Cadherin. Mit fortschreitender Transition werden die am Aufbau der Inter-
mediarfilamente beteiligten Cytokeratine héufig gegen Vimentin ausgetauscht und
vermehrt Molekile exprimiert, die den Zellen migratorische Fahigkeiten verleihen,
wie Fibronektin und Vitronektin [19-21]. Durch den reversen Prozess, die Mesen-
chymal-Epitheliale-Transition (MET), kann es zur Wiederherstellung des epithelia-

len Phanotyps kommen [18].

Partielle oder vollstdndige epithelial-mesenchymale Zellumwandlungen laufen
wéahrend der Embryogenese von fast allen mehrzelligen Organsimen ab, beispiels-
weise bei der Gastrulation, der Etablierung von Ekto-, Meso- und Endoderm oder
der Bildung der Neuralrohre [22]. Die Regulierung der EMT ist von den Frucht-
fliegen (Drosophila) bis zu den Saugetieren hochkonserviert. Mutationsstudien an
Drosophila zeigten, dass die Transkriptionsfaktoren Snail und Twist essenziell sind

fur die Entwicklung des Mesoderms und den korrekten Ablauf der Gastrulation.
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Snail reprimiert die Expression von Shotgun, dem Orthologen des E-Cadherin-
Gens bei Vertebraten [23]. Die Gastrulation bei Mausen (Mus musculus) wird
durch den FGFRL1 (fibroblast growth factor receptor-1) kontrolliert, der die Expres-
sion des SNAI1-Faktors reguliert, der wiederum E-Cadherin inhibiert [23].

Zahlreiche Studien belegen, dass EMT-Signalwege wéahrend der Progression
verschiedener Tumorarten aktiviert sind. Entwickeln Tumorzellen ein invasives
und metastatisches Potenzial, ibernehmen sie Genexpressionsmuster und Eigen-
schaften, die fir den mesenchymalen Phanotyp charakteristisch sind. Es werden
vermehrt Vimentin, FSP-1, SNAI1 und SNAI2 oder nukle&res [3-Catenin exprimiert,
wahrend die Expression von E-Cadherin oder den Cytokeratinen 8, 9 und 18
reduziert wird oder ganz verloren geht (Abb. 2.2). Eine verringerte Zelladhasion,
sowie die gesteigerte Proteolyse und Beweglichkeit der Zellen fordern zudem die
Metastasierung von Tumoren [24]. Blasenkarzinomzellen konvertierten in wan-
dernde Fibroblasten nach Aktivierung der FGFRIIB-Tyrosinkinase und nach-
geschalteter Src- und Ras-Signalwege [25]. Fir kolorektale Karzinomzellen wurde
ebenfalls eine SNAI1-abhéngige Regulation vieler EMT-assoziierter Gene gezeigt
[26]. Moody et al. entwickelten ein Maus-Modellsystem, um die Rolle der EMT in
der Progression des Mammakarzinoms zu untersuchen. Sie zeigten, dass das
Wachstum regressiver Tumore durch die Expression von Snail erneut stimuliert
wurde und es zur Ausbildung von Metastasen kam. Die isolierten Tumore
bestanden aus mesenchymalen Zellen [27]. Fur einen weiteren EMT-Transkrip-
tionsfaktor, FOXC2, wurde eine Uberexpression in aggressiv-invasiven duktalen
Mammakarzinomen nachgewiesen [28]. In kultivierten H-Ras-transformierten
Brustepithelzellen konnte ein NF-kB-abhangiger Zusammenhang zwischen der
TGF-B-induzierten EMT und dem metastatischen Potenzial der Zellen hergestellt
werden [29].

Die EMT-Transkriptionsfaktoren Snail und ZEB-1/-2 regulieren neben E-Cadherin
auch epithelzellspezifische Gene herab, die Komponenten der tight junctions sind.
Eine direkte Regulation fur Occludin und Claudin-1 und -7 wurde beschrieben [26,
30-33]. Durch Genexpressionsstudien an Karzinomzellen konnte eine verringerte
Expression von Claudin-4 und JAM-1 (junctional adhesion molecule-1) nachge-
wiesen werden. Die gleichen Gene werden auch in MDCK-Zellen (Hundenieren-
zellen) reprimiert, die eine EMT durchlaufen [26, 34, 35]. Da der Aufbau und die

Funktion von tight junctions direkt mit der Organisation der zellularen Polaritat
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assoziiert ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch Mitglieder der sogenannten
Zellpolaritatskomplexe in die Regulation der EMT involviert sind. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass direkte Wechselwirkungen zwischen Occludin, dem TGF-[3-
Rezeptor 1 und dem Zellpolaritats-Protein Par6 [36, 37] zur Dissoziation von tight
junctions und zum Verlust der Zellpolaritat beitragen [38]. Erste Hinweise deuten
darauf hin, dass Snail und ZEB1 ebenfalls die Expression des in dieser Arbeit
untersuchten Crumbs3 (CRB3)-Gens regulieren [39, 40]. Bei CRB3 und Par6
handelt es sich um Komponenten der sogenannten epithelialen Zellpolaritats-

komplexe, deren Aufbau und Funktion im folgenden Kapitel erlautert werden.

2.2 Die epitheliale Zellpolariat

Die epitheliale Zellpolaritat entsteht durch asymmetrische Verteilung von Lipiden,
Proteinen und anderen Molekilen in der Zellmembran und dem Zytoplasma.
Epithelzellen bilden apikale, laterale und basale Membrandomanen aus. Die
apikale Seite ist dabei stets dem Lumen eines Organs zugewandt. Die Etablierung
der Zellpolaritat ist direkt abhangig von der Ausbildung lateraler Zell-Zell- und
basaler Zell-Matrix-Kontakte und deren Interaktion mit Molekllen des Zytoskeletts.
Am Ubergang vom apikalen Pol zur lateralen Doméne bilden die undurchlassigen
tight junctions eine Diffusionsbarriere innerhalb der Zellmembran, aber auch
zwischen dem Epithel und der Umgebung aus. Weiter lateral befinden sich
adherens junctions, Punkt- oder Streifendesmosomen (Punctum adhaerens,
Fasica adhaerens) und gap junctions, letztere sind kommunizierende Zell-Zell-
Verbindungen. Haftverbindungen zur Basallamina und Extrazellularen-Matrix
werden durch Hemidesmosomen und Integrine hergestellt [41-44]. Obwohl die
intrazellularen Sortierungsmechanismen von neusynthetisierten Lipiden und
Proteinen bereits gut verstanden sind, ist noch relativ wenig bekannt Uber die
initiale Etablierung der Zellpolaritat [45, 46]. Durch Studien an Drosophila melano-
gaster und Saugetierzellen, hauptsachlich MDCK-Zellen, wurde eine Vielzahl von
Molekulen identifiziert, die ein auf3erst komplexes und dynamisches Protein-
netzwerk ausbilden, deren detaillierte Zusammensetzung darzustellen die
Grenzen dieser Arbeit bei weitem Uberschreiten wirde. Der Fokus wird an dieser
Stelle auf drei Proteinkomplexe gerichtet, die als Hauptregulatoren der Zellpolaritat
gelten (Drosophila Orthologe in Klammern): Crumbs-PALS1(Stardust)-PATJ
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(Discs Lost) und Par3(Bazooka)-Par6-aPKC an der apikalen und Scribble/DLG/
LGL an der lateralen Membrandoméne (Abb. 2.3).

2.2.1 Die apikobasalen Zellpolaritats-Komplexe

Fur die im Rahmen dieser Studie durchgefuihrten Analysen sind ausschlie3lich die
Interaktionen zwischen den Crumbs- und Par-Komplexen relevant. Um dennoch
den Uberblick Uiber das Zusammenspiel der Zellpolarititskomplexe zu wahren,
wird neben den Crumbs- und Par-Komplexen auch die Komposition des Scribble-

Proteinkomplexes ausfihrlicher erlautert.

CDC42

PAR3 aPKC

S Bazooka

TIAM P

RAC

GDP GTP

Extraceliular malrix

Abb. 2.3: Ein komplexes Netzwerk von Proteinen regu liert die Entstehung und Aufrecht-
erhaltung der apikalen, lateralen und basalen Membr anstrukturen in Epithelzellen. Die
gepunktete Linie zeigt die Grenze zwischen apikalen und basolateralen Membrandoménen
an. VergroRert dargestellt sind die direkt interagi erenden und apikal lokalisierten Protein-
komplexe Crumbs/PALS1/PATJ (dunkelgrin) und PAR6/PA  R3/aPKC (hellgriin), aus [47].

Der Crumbs-Komplex

Das urspringlich in Drosophila melanogaster identifizierte Transmembran-Protein
Crumbs ist in der apikalen Membran verankert und bindet Uber seinen C-Terminus
an eine PDZ-Domane in PALS1 (Stardust) [48, 49]. Uber ein weiteres intrazellu-

lares Bindemotiv interagiert Crumbs mit einem Mitglied der Ezrin-Radixin-Moesin
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(ERM)-Proteinfamilie, wobei die Rolle dieser Bindung fur die Zellpolaritat bisher
unklar ist [50]. Vermutlich kommt dieser Interaktion eher eine stabilisierende und
weniger eine essenzielle Funktion zu. Bei PALS1 handelt es sich um ein Gerist-
protein mit verschiedenen Protein-Protein-Wechselwirkungsdomanen. Es zahlt zur
Familie der Membranassoziierten Guanylat-Kinasen (MAGUK). Uber eine L27-
Doméane bindet PALS1 das kleine PDZ-Protein Lin-7 (PALS1, protein associated
with Lin-seven) und Uber eine zweite L27-Domane bindet es PATJ (Discs Lost).
PATJ ist ebenfalls ein zytoplasmatisches GerUstprotein und eng verwandt mit
MUPP1. Es enthalt neben einer L27-Doméane zahlreiche PDZ-Bindedomanen,
uber die wiederum direkte Assoziationen zu den ZO-Proteinen und Claudinen der
tight junctions (PATJ, protein associated with tight junctions) hergestellt werden.
Ein RNAi-vermittelter knock down von PALS1 fihrte zum Verlust der PATJ-
Expression in MDCKII-Zellen, was zu einer fehlerhaften Ausbildung der apiko-
basalen Membranpolaritat und der tight junctions-Strukturen fuhrte [51]. Deswei-
teren war der exozytotische Transport und der Einbau von E-Cadherin in die
adherens junctions verlangsamt. Wichtige Erkenntnisse Uber die Funktion von
PATJ ergaben sich aus Studien mit Caco2-Zellen (humane Intestinalzellen). Eine
reduzierte Expression von PATJ verhinderte die Rekrutierung von PALS1 an den
apikalen Pol. Das Crumbs-Protein akkumulierte in Endosomen-ahnlichen Kompar-
timenten nahe der apikalen Membran. Desweiteren zeigte sich eine Fehlloka-
lisierung der tight junctions-Proteine ZO-3 und Occludin an der lateralen Membran,
was die Funktion von PATJ fur den Aufbau der Haftverbindungen deutlich machte
[52, 53].

Der Par-Komplex

Die Bedeutung des Par-Komplexes fir die Zellpolaritdt wurde zuerst am Modell
der C. elegans Zygote beschrieben und mittlerweile auch an anderen Zell-
systemen bestétigt [54, 55]. In Vertebraten ist der Par-Komplex beispielsweise
auch an Prozessen der gerichteten Zellmigration [56] und des Axon-Wachstums in
Nervenzellen [57] beteiligt. Par3 und Par6 sind Zellgerust-Proteine, die tber ihre
PDZ-Bindedomanen in zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen involviert sind.
Par6 bindet Uber das PB1-Motiv die atypische Proteinkinase C (aPKC; Abb. 2.3).
Die aPKC-vermittelte Phosphorylierung einiger Proteine (Par6, Parl, LGL, etc.)

beeinflusst deren Lokalisierung entlang des apikolbasalen Gradienten, was ein
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Schliusselmechanismus fur die Formierung der Proteinkomplexe zu sein scheint.
Die Phosphorylierung von LGL (lethal giant larvae) fuhrt zum Zerfall des apikalen
LGL-Par6-aPKC-Komplexes und zur lateralen Sortierung des Proteins, wo es in
Wechselwirkung mit Scribble und DLG (Discs Large) tritt [58-60]. Weitere wichtige
Effektoren des Par-Komplexes sind die kleinen Rho-GTPasen Cdc42 und
Rac1/2/3, wobei insbesondere die Funktion von Cdc42 evolutionér hochkonser-
viert ist. Cdc42 bindet an Par6 und erhoht die Aktivitat von aPKC innerhalb des
Par3-Par6-aPKC-Komplexes [61-63]. Eine zusatzliche Wechselwirkung zwischen
Rac und Tiaml, das seinerseits von Par3 rekrutiert wird, scheint ebenfalls wichtig

zu sein fur die Bildung der tight junctions [64].

Der Scribble-Komplex

Die basolateral lokalisierten Proteine Scribble, DLG und LGL agieren als Antago-
nisten der apikalen Crumbs- und Par-Komplexe. In Drosophila fiihrt eine gestoérte
Aktivitdt dieser Proteine zur Fehlsortierung apikaler Marker, gefolgt von einer
Expansion der lateralen Membrandoméne und epithelialen Wucherungen [65]. Die
molekularen Grundlagen dieses Defekts sind allerdings noch ungeklart, denn
bisher konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, dass Scribble, DLG und LGL
tatsachlich einen Komplex bilden. Die Proteine kdnnten auch in andere Signal-
wege involviert sein, deren Inbalance zur Tumorbildung bei Drosophila fiihren [66].
In Saugetier-Epithelien sind Scribble, DLG und LGL hauptsachlich als Effektoren
des Proteintransports und der subzellularen Lokalisation beschrieben. LGL inter-
agiert mit Syntaxin 4, einer Komponente der basolateralen Exozytose-Maschinerie
[67], wahrend Scribble mit Regulatoren der kleinen GTPasen Cdc42 und Racl1/2/3

wechselwirkt [68].

Funktionelle Interaktionen zwischen den Polaritatsk omplexen

Eine direkte Interaktion zwischen den apikalen Crumbs- und Par-Komplexen
wurde unter anderem an MDCKII-Zellen nachgewiesen. Par6 bindet amino-
terminal an eine PDZ-Domane in PALS1, wobei Cdc42 einen regulatorischen Ein-
fluss auf diese Wechselwirkung hat. Gleichzeitig bindet Crumbs an die PDZ-
Doméane von Par6, wodurch es zur Bildung eines terndren Proteinkomplexes
kommt [69-71]. Aufgrund seiner ubiquitdaren Expression wird dem Par-Komplex

dabei eher die Rolle eines universellen Effektors der Zellpolaritat zugeschrieben.
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Der Crumbs-Komplex wird epithelspezifisch exprimiert und erfullt die Funktion
eines Adapters, der den Par-Komplex zur apikalen Membran rekrutiert.

Die Crumbs-Proteine stellen als einzige membranstandige Proteine innerhalb der
Polaritatskomplexe einen ,Kristallisationspunkt” fir die Etablierung der epithelialen
Zellarchitektur dar. In Anbetracht der Tatsache, dass die meisten Tumore beim
Menschen durch die Entartung von Epithelzellen entstehen, drangt sich die Frage
nach einer Verwicklung dieser Proteine in Prozesse, die zu epithelialen Wucherun-
gen fihren kdnnten, auf. In der hier vorliegenden Arbeit wird erstmals untersucht,
ob ein Vertreter der humanen Crumbs-Proteine, das CRB3, in die Progression des

Mammakarzinoms involviert ist.

2.3 Die Familie der Crumbs (Crb) Proteine

Der Zusammenhang zwischen epithelialer Zellpolaritat und Crumbs (Crb) wurde
erstmals 1990 von Tepass et al. beschrieben [72]. Urspringlich identifiziert wurde
das Gen zuvor im Rahmen von Mutationsstudien an Drosophila von Nusslein-
Volhard et al. [73]. Crumbs (Crb) ist ein aus 2139 Aminosauren aufgebautes trans-
membranares Glykoprotein, das aus einer extrazellularen Doméne mit 30 ,EGF-
like repeats” und weiteren 4 ,Laminin A G-domain-like repeats®, einer hydro-
phoben Transmembrandoméne und einer kurzen zytoplasmatischen Doméne (37
Aminosauren) besteht. Durch die Akkumulation des Proteins in der Marginalzone
embryonaler Epithelzellen wird deren apikale Membran determiniert. In der
Marginalzone werden interzellulare Haftverbindungen (septate junctions) ausge-
bildet, die den tight junctions in Epithelzellen von Saugetieren entsprechen [41, 48,
49, 74, 75]. Die Expression des Proteins spielt eine wichtige Rolle in verschie-
denen Stadien der Organogenese in Drosophila-Embryonen. Bei adulten Fliegen
wird das Protein in der subapikalen Region (SAR) der Photorezeptorzellen
exprimiert. Loss-of-function Mutationen im Crb-Gen fihren zur Auspragung einer
defekten, krimeligen (crumbs, engl. Krimel) Kuticula und degenerierten Photo-
rezeptorzellen. Bis heute konnten mit Hilfe der Ensembl- und UCSC Genome
Browser-Datenbanken verschiedene Varianten des Crb-Proteins bei insgesamt 18
Spezies detektiert werden [76, 77]. Bei allen bekannten Crb-Homologen ist die C-
terminale PDZ-Bindedoméne zur Ausbildung des beschriebenen Proteinnetzwerks

(Abb. 2.3) hochkonserviert. Im Fadenwurm (C. elegans) gibt es 2 Crb-Gene und
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das Zebrafisch-Genom (Danio rerio) enthadlt 5 homologe Gene, was teilweise auf
die Duplikation des Gesamtgenoms bei Echten Knochenfischen (Teleostei)
zuruckgefuhrt wird. Das Genom von Maus (Mus musculus) und Mensch (Homo

sapiens) kodiert jeweils fur 3 Crb-Gene [78].

2.3.1 Die humanen Crumbs (CRB) Homologe

Die humanen Crumbs Homologe - CRB1, CRB2 und CRB3 - weisen ein gewebs-
spezifisches Expressionsmuster auf. Wahrend die Expression von CRB1 und
CRB2 auf Retina, Gehirn und Niere beschrankt ist, wird CRB3 in einem breiteren
Spektrum von Geweben epithelialen Ursprungs exprimiert [79-83]. Fur CRB1 sind
zwei alternative Spleil3varianten beschrieben, die sich in den 3‘-Enden ihrer Tran-
skripte unterscheiden. Die langere Variante kodiert fur ein aus 1406 Aminosauren
aufgebautes Transmembranprotein mit zahlreichen EGF-like und Laminin A-like
repeats in der extrazellularen Proteindomane (Abb 2.4). Die kiirzere Transkript-
variante kodiert fir eine sekretierte Form des Proteins, dem die Transmembran-
und zytoplasmatische Domane fehlen. Mutationen im CRB1-Gen kdnnen retinale
Dystrophien, wie die autosomale rezessive Retinitis Pigmentosa (arRP) oder

Lebersche Kongenitale Amaurose (arLCA), verursachen [78].

cret [ IR N | 400 AS
crez [ I I W |25 As
cres [ ] 120As

. Signalpeptid . cbEGF-like Domane . Laminin A-like Domane J zytoplasmatische Domane

. EGF-like Domane I:I partial EGF-like Doméane . Transmembran-Doméne

Abb. 2.4: Proteinstruktur der drei humanen Crumbs H omologe. Im Gegensatz zu CRB1 und
CRB2 besitzt CRB3 eine sehr kurze extrazellulare Do maéane. Die Transmembran- und zyto-
plasmatischen Doménen sind bei allen 3 CRB-Proteine  n hochkonserviert.

Zur Charakterisierung von CRB2 gibt es bisher nur wenige Arbeiten. Das CRB2-
Protein ist aus 1285 Aminosauren aufgebaut (Abb 2.4) und enthalt, &hnlich wie
CRB1, eine grolRe extrazellulare Domane mit EGF-like und Laminin A-like Doméa-

nen. Ein Zusammenhang zwischen Mutationen im CRB2-Gen und den CRB1-
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assoziierten Augenkrankheiten konnte nicht gefunden werden. Welche Funktionen
die grol3en extrazellularen Domanen von CRB1 und CRB2 im Einzelnen erflllen,
ist noch ungeklart. Potenzielle Liganden der EGF-like und Laminin-A-like repeats
konnten bisher nicht identifiziert werden. Im Gegensatz zu CRB1 und CRB2
kodiert das CRB3-Gen fir ein relativ kleines Protein mit einer sehr kurzen extra-
zellularen Doméane (Abb 2.4). Hohe Sequenzhomologien zwischen allen 3 CRB-
Proteinen zeigen sich in den Transmembran- und zytoplasmatischen Domanen,

die als ,Anker* und Adapter fir andere Polaritatsproteine agieren [83].

2.3.2 Crumbs3 (CRB3)

Das auf Chromosom 19p13.3 lokalisierte Crumbs3 (CRB3)-Gen kodiert fur 2
unterschiedliche Isoformen des CRB3-Proteins. Das CRB3-Primartranskript ent-
halt 4 Exons und 3 Introns, wobei die kodierenden Sequenzen in den Exonen 2, 3
und 4 liegen. Durch alternatives Spleil3en kommt es zur Deletion eines Sequenz-
abschnittes in Exon 4, wodurch ein zusatzliches 5. Exon kreiert wird. Die resul-
tierenden mRNA-Transkripte unterscheiden sich somit in ihren 3‘-kodierenden

Sequenzbereichen [84].

. Crumbs3 (CRB3) |

5 1 3
NM_139161.3 [l—T [ I P 631900.1 - CRB3A
nM_174881.2 [— B B B NP 777377.1-CRB3B
El E2 E3 E4 E5

. - nicht-kodierende Region l - kodierende Region E = Exon

Abb. 2.5: Durch alternatives SpleiRen des CRB3-Prim  artranskripts entstehen 2 unterschied-
liche CRB3-Transkriptvarianten, die fir 2 Isoformen des CRB3-Proteins kodieren. Links und
rechts neben den Transkripten sind jeweils Referenz  -Nummern der NCBI-Datenbank fur die
Transkriptsequenzen (NM) und die Peptidsequenzen (N P) angegeben [84].

Die langere Transkript-Variante (1439 bp) kodiert fir ein Protein mit 120 Amino-
sauren, die CRB3 Isoform A (CRB3A). Das kurzere Transkript wird in ein aus 123
Aminosauren aufgebautes Protein translatiert, die CRB3 Isoform B (CRB3B). Fir
beide Isoformen ist die extrazellulare Domé&ne mit einer N-Glykosylierungsstelle,
die Transmembrandoméne und Teile der zytoplasmatischen Domane, inklusive
einer FERM-Bindestelle, bis zur Aminosaure-Position 100 identisch. Die aus 20

beziehungsweise 23 Aminosduren bestehenden C-terminalen Proteindomanen
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sind jeweils isoformspezifisch. Nur CRB3A tragt am C-Terminus das konservierte
ERLI-Motiv zur Bindung von PDZ-Proteinen. Erstmals charakterisiert wurde CRB3
von Makarova et al. [85]. Als Matrize fur die Klonierung der vollstandigen CRB3-
cDNA diente eine aus der humanen Retina generierte cDNA-Bibliothek. Die
Expression der CRB3-mRNA konnte auch in anderen humanen Geweben nach-
gewiesen werden, z. B. in Lunge, Kolon, Leber, Milz, Pankreas, Plazenta und
Prostata [85]. Durch in vitro-Studien an MDCK-Zellen konnten PALS1 und PARG6
als direkte Interaktionspartner von CRB3A identifiziert werden. In weiteren Arbei-
ten an MDCK- und humanen MCF10A- Brustepithelzellen wurde gezeigt, dass
sowohl der Verlust als auch die Uberexpression des CRB3A-Proteins nachteilige
Effekte auf die Ausbildung der epithelialen Zellpolaritdt und der tight junctions-
Strukturen hat. Deletionen der ERLI-Sequenz fuhrten dabei stets zum Funktions-
verlust, wahrend Mutationen der FERM-Bindedomane und der putativen aPKC-
Phosphorylierungsstelle schwache oder keine Effekte zeigten [71, 86, 87]. Uber
die CRB3 Isoform B ist aktuell nur wenig publiziert. Kirzlich wurde eine Funktion
des Proteins in der Regulation des Zellzyklus an MDCK-Zellen beschrieben [88].
CRB3B ist demnach in der Membran von Cilien lokalisiert und assoziiert wahrend
der Zellteilung mit Membranstrukturen in der Nahe des Spindelapparates, wo es
mit einem Kerntransport-Protein (Importin-B) interagiert. Der knock down von
CRB3B fiihrte zum Verlust der Cilien und zu multinuklearen Zellen mit abnormal

aufgebauten Centrosomen und Spindelapparaten.

Abschliel3end lasst sich festhalten, dass es sich bei CRB3 um ein epithelzell-
spezifisches, membranstandiges Zellpolaritatsprotein handelt, Gber dessen mdg-

liche Bedeutung in der Karzinogenese bisher noch nichts bekannt ist.
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2.4 Fragestellung

Die Grundlage fur die hier vorliegende Studie wurde innerhalb der eigenen
Arbeitsgruppe durch die Entwicklung einer retroviralen Expressionsbibliothek zur
Identifizierung Brustkrebs-assoziierter Proto-Onkogene geschaffen. Im Rahmen
dieser Arbeiten wurde unter anderem CRB3 als potenzieller Vermittler der

zelluldren Transformation identifiziert.

Im ersten Teil der Arbeit war das primare Ziel die im Vorfeld gemachten Beo-
bachtungen durch entsprechende experimentelle Ansdtze am Modellsystem der
murinen NIH3T3-Fibroblasten zu validieren und verifizieren, um zu klaren ob
CRB3 als ein neues Proto-Onkogen klassifiziert werden kann. Darauf aufbauend
galt das Interesse der Entschlisselung molekularer Signalwege, die an der Ver-

mittlung einer CRB3-induzierten Transformation beteiligt sind.

Im Mittelpunkt eines anderen Arbeitsabschnitts stand die Frage nach der physio-
logischen Relevanz und der Rolle von CRB3 bei der Progression des humanen
Mammakarzinoms. Fir die Durchfihrung umfangreicher Expressionsstudien an
kultivierten Zelllinien und Gewebeschnitten sollten zuné&chst isoformspezifische
CRB3-Antikorper hergestellt und charakterisiert werden. Die Etablierung eines
geeigneten Modellsystems sollte anschliel3end die Grundlage fir weiterfiihrende
funktionelle Studien und die Untersuchung der CRB3-Signalwege in Mamma-

karzinom-Zellen bilden.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist aufzuklaren, ob CRB3 an der malignen Entartung
von Zellen, insbesondere von Brustepithelzellen, beteiligt ist. Damit sollen neue
Einsichten in zellulare Vorgange und die Progression des humanen Mamma-
karzinoms gewonnen werden, was ferner der Entwicklung innovativer Therapie-

ansatze zur Bekampfung dieser Erkrankung dienen konnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Die Auflistung aller verwendeten Gerate, Plasmide und Oligonukleotid-Primer,

sowie Antikorper ist dem Anhang der Arbeit zu entnehmen.

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den
Firmen Sigma-Aldrich (Minchen), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karls-

ruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

3.1.2 Haufig verwendete Puffer und Losungen

PBS T1BS

137 mM NacCl 50 mM Tris-HCI
2,7 mM KCI 2,7 mM KCI

4,3 mM Na;HPO4%x2H,0 138 mM NacCl
1,4 mM KH,PO,4 pH 8,0

pH 7,3

3.2 Zellkulturmethoden

3.2.1 Kulturmedien und -zuséatze

Kulturmedium 1 — DMEM-Medium

90 % (v/v) DMEM (4,5 g/L D-Glucose, 110 mg/L Pyruvat; Gibco, Eggenstein)
10 % (v/v) FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)

2 mM Glutamin (Gibco)

Kulturmedium 2 — RPMI-Medium

90 % (v/v) RPMI 1640 Medium (Gibco)

10 % (v/v) FCS (PAA Laboratories GmbH)
2 mM Glutamin (Gibco)
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Trypsin/EDTA-LOsung (1x)

0,25 % (w/v) Trypsin (Gibco)

1mM

EDTA (Gibco)
in PBS ohne Mg?* und Ca?* (Gibco)

3.2.2 Herkunft der Zelllinien

Tab. 3.1: Bezeichnung und Herkunft der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Ursprung Tumorart Kulturmedium
BT-20" Primé&rtumor duktales Mammakarzinom 1
BT-474" Primé&rtumor duktales Mammakarzinom 2
Gl-101% lokales Rezidiv duktales Mammakarzinom 1
MCF-7? Pleuraeffusion duktales Mammakarzinom 1
MDA-MB-231" Pleuraeffusion duktales Mammakarzinom 1
MDA-MB-4355? Pleuraeffusion duktales Mammakarzinom 1
MDA-MB-468? Pleuraeffusion Adenokarzinom der Brust 1
SK-BR-3? Pleuraeffusion duktales Mammakarzinom 2
T-47D? Pleuraeffusion duktales Mammakarzinom 2
ZR-75-1? Aszites duktales Mammakarzinom 1
Hela? Primartumor Xervix-Adenokarzinom 1
MDCK? Nierenzellen (Canis) - 1
NIH3T3? murine embryonale ] 1

Fibroblasten
WNX-eco? humane embryonale _ 1

Nierenzellen

Uerhalten von American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA

Jerhalten aus der Zellkulturbank des ICRF Laboratory, St Thomas’ Hospital, London, UK
9erhalten von Dr. J. Hurst, Goodwin Institut for Cancer Research, Plantation, Florida, USA
“erhalten von Prof. Dr. Thomas Braulke, Institut fur Biochemie/Kinderklinik, UKE Hamburg

3.2.3 Kulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in sterilen Kulturflaschen/-schalen der Firmen BD Falcon
(Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden) kultiviert. Eine Ubersicht tber die verwende-

ten KulturgefalRe gibt Tab 3.2. Die Kultivierung erfolgte in Heral50-Brutschranken
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(Kendro, Langenselbold) bei 37T in wassergesattigt er Atmo-sphare mit 5% CO,
fur Zellen in RPMI-Medium bzw. 10% CO, fur Zellen in DMEM-Medium. Die Zell-
linien wurden zwei- bis dreimal wochentlich unter sterilen Bedingungen passagiert.
Hierzu wurden die adharent wachsenden Zellen mit PBS (Gibco) bei 37T
gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA-L6sung von der Kulturschale
abgelost. Der Vorgang wurde durch Zugabe von vorgewarmtem Vollimedium und
anschlielBender Zentrifugation fur 3 min bei 1200 g abgestoppt, die Zellen in 5-

10 ml Kulturmedium resuspendiert und in einer Dichte von 10-20% ausgesat.

Tab. 3.2: Verwendete Zellkulturgefalle

1

Kulturschalen Oberflache pro well Mediumvolumen Hersteller
96-well-Platte 0,2 cm® 0,15 ml BD Falcon
24-well-Platte 1,9 cm? 1ml BD Falcon
6-well-Platte 9,4 cm® 2,5ml BD Falcon
6cm-Schale 22 cm? 5 ml BD Falcon
10cm-Schale 78 cm? 15 ml BD Falcon
T25-Zellkulturflasche 25 cm? 5ml Nunc
T75-Zellkulturflasche 75 cm? 15 ml Nunc
T175-Zellkulturschale 175 cm® 50 ml Nunc

YIn dieser Arbeit wird an Stelle des deutschen Begriffes ,Vertiefung" das flr Laborarbeiten
gebrauchliche englische Wort ,well“ benutzt.

3.2.4 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen kénnen durch Einfrieren in flussigem Stickstoff (-196<C) flr
lange Zeit gelagert und wieder in Kultur genommen werden. Um die Bildung von
Eiskristallen zu verhindern, wird den Zellen durch Zugabe des stark hygrosko-
pischen Dimethylsulfoxids (DMSO) langsam das Wasser entzogen. Mindestens
2x10° Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium (90% (v/v) Vollmedium, 10% (v/v)
DMSO) resuspendiert, in 1,5 ml-Kryoréhrchen (Nunc) udberfihrt und auf -80C
gekdhlt. Nach 24 h wurden die Kryor6hrchen zur Langzeitlagerung in flissigen
Stickstoff Uberfihrt.
Das Auftauen kryokonservierter Zellen erfolgte fir 1-2min bei 37C im
Wasserbad. Die Zellsuspension wurde mit 5 ml Vollmedium versetzt und pelletiert
um das toxische DMSO zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen in 12 ml
Vollmedium resuspendiert und in geeigneter Dichte wieder ausgesat.
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3.2.5 Mycoplasmen-Test

Alle kultivierten Zellen wurden in regelméRigen Abstanden einem Mycoplasmen-
Test unterzogen, um eine mogliche Kontamination der Zellkulturen zu detektieren.
Hierfur wurde der Venor® GeM Kit (Minerva Biolabs, Berlin) verwendet. Der Test

wurde mit halbiertem Reaktionsvolumen nach Herstellerangaben durchgefihrt.

3.2.6 Transfektion eukaryontischer Zellen mit katio  nischen Lipiden

Fur die Transfektion eukaryontischer Zelllinien wurden unterschiedliche Transfek-
tionsreagenzien verwendet, die alle der Gruppe der kationischen Liposom-
Reagenzien angehdren. Liposom-Reagenzien binden im Komplex mit Plasmid-
DNA an negativ geladene Oberflachenstrukturen der Zellen und werden durch

Fusion mit der Plasmamembran endosomal von den Zellen aufgenommen.

Transient transfizierte Zellen wurden 48 h nach der Transfektion lysiert und die
Expression des Transgens durch eine Western Blot Analyse (siehe 3.4.3) lber-
pruft.

Fur die Herstellung stabil transfizierter Zelllinien wurden die Zellen 24 h nach der
Transfektion trypsiniert und je nach Konfluenz in einem Verhaltnis von 1:15 oder
1:30 in 10 cm-Kulturschalen umgesetzt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit
0,5 mg/ml Geneticin (G-418, Calbiochem, Darmstadt) selektioniert. Um klonale,
stabile Zelllinien zu generieren wurden etwa zehn Tage nach Beginn der Selektion
einzelne Zellklone isoliert. Mit Hilfe von kleinen Trypsin-getrankten Filterpapieren
wurden die Zellklone vom Boden der Kulturschale abgelost und in 96-well-Platten
transferiert. Die Klone wurden expandiert, kryokonserviert und hinsichtlich der
stabilen Expression des Transgens mittels Western Blot (siehe 3.4.3) analysiert.

In Abhangigkeit von der Zelllinie wurden verschiedene Reagenzien flr die Durch-

fuhrung der Transfektion verwendet.

3.2.6.1 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Lip  ofectamine 2000TM

Fur eine Transfektion mit Lipofectamine 2000™

(Invitrogen, Karlsruhe) wurden
einen Tag zuvor Zellen in einer T25-Zellkulturflasche ausgesét, so dass am Tag
der Transfektion eine Zelldichte von 80-90% erreicht war. Zur Durchfihrung der

Transfektion wurden 8 pg Plasmid-DNA mit 500 pl OptiMEM (Gibco) gemischt. In
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einem zweiten Ansatz wurden 20 pl Lipofectamine 2000™

mit 500 pl OptiMEM (Gibco) gemischt. Die beiden Ansatze wurden 5 min bei RT

-Transfektionsreagenz

inkubiert und dann vereinigt. Dieser Transfektions-Cocktail wurde weitere 20 min
bei RT inkubiert und zu den Zellen gegeben. Nach 6 h erfolgte ein Medium-

wechsel.

3.2.6.2 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Eff  ectene ™

Bei einer Transfektion mit Effectene™ (Qiagen, Hilden) wurden die Zellen so
ausgesat, dass sie am Tag der Transfektion in einer T25-Flasche eine Konfluenz
von 50-80% erreicht hatten. Fur die Transfektion wurden zunachst die Trans-
fektionskomplexe hergestellt. Hierfir wurden 4 pg Plasmid-DNA in 150 ul EC-
Puffer vorgelegt. 32 ul Enhancer wurden hinzugefiigt und vermischt. Nach einer 5-
minutigen Inkubation bei RT wurden 40 ul Effectene zugesetzt. Der Transfektions-
Cocktail wurde gut gemischt und inkubierte weitere 10 min bei RT. Zwischen-
zeitlich wurden die zu transfizierenden Zellen mit PBS gewaschen und 4 ml Kultur-
medium zugegeben. AbschlieBend wurde das Transfektions-Gemisch mit 1 ml
Medium versetzt und vorsichtig auf die Zellen getropft. Das Medium wurde nach

6 h Inkubation gewechselt.

3.2.6.3 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Fug  ene®HD

Fur eine Transfektion mit Fugene®HD (Roche, Mannheim) wurden Zellen einen
Tag zuvor mit geeigneter Zellzahl in T25-Kulturflaschen ausgesét, so dass am Tag
der Transfektion eine Konfluenz von 60-80% erreicht war. 2 ug Plasmid-DNA
wurden in 100 pl serumfreiem OptiMEM (Gibco) vorgelegt und mit 10 pl
Fugene®HD gemischt. Der Transfektions-Cocktail inkubierte fiir 15 min bei RT und
wurde dann tropfenweise zu den Zellen gegeben, die zuvor mit PBS gewaschen

und 4 ml Medium versehen wurden. Nach 6-8 h erfolgte ein Mediumwechsel.

3.2.7 Retroviraler Gentransfer

Fur die Durchfihrung eines retroviralen Gentransfers in die Zielzellen NIH3T3
wurden zunéchst yNX-eco-Verpackungszellen unter Verwendung von Effectene™
(Qiagen) transient transfiziert (siehe 3.2.6.2.) Von den wNX-eco-Zellen produzierte

und in den Zellkulturiberstand abgegebene retrovirale Partikel enthalten das
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Transgen. Der Uberstand wurde 48 h nach der Transfektion abgenommen und fir
5 min bei 500 g zentrifugiert, um stérende Zellen und Zelltrimmer zu pelletieren.
Unter Verwendung eines Nitrozellulosefilters mit 0,45 um Porengrof3e wurde der
geklarte retrovirale Uberstand anschlieBend sterilfiltriert und entweder direkt fir
die Infektion der Zielzellen verwendet oder bei -80C gelagert.

Einen Tag vor der Infektion wurden 2x10° NIH3T3-Zellen in einer T25-Zellkultur-
flasche oder einer 6-cm-Zellkulturschale ausgeséat. Der Infektionscocktail wurde
aus 1 ml retroviralem Uberstand, 1 ml DMEM und 2 pl Polybrene (1000x Stamm-
l6sung) zusammengesetzt. Dieser Cocktail wurde tropfenweise auf die zuvor mit
PBS gewaschenen Zellen gegeben. Die Inkubation der Zellen mit dem Cocktail
erfolgte fir 6-8 h oder U.N., danach wurde der Cocktail durch Medium ersetzt. Die

stabile Expression des Transgens wurde nach 48 h untersucht.

3.2.8 Tet-On Genexpressions-System

Als Modellsystem fir eine induzierbare Genexpression wurde die MCF-7 Tet-On
Zelllinie von Clontech (Mountain View, USA) verwendet. Diese Zellen wurden vom
Anbieter bereits stabil mit dem pUHD17-neo-Plasmid transfiziert und exprimieren
den reversen Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator (rtTA). Die MCF-7 Tet-On
Zellen wurden in DMEM mit 10% Tetrazyklin-freiem FCS (Clontech), 2 mM
Glutamin (Gibco) und 0,25 mg/ml Geneticin (Calbiochem) kultiviert.

3.2.8.1 Stabile Transfektion der MCF-7 Tet-On Zelle n

Durch eine zweite stabile Transfektion der MCF-7 Tet-On Zellen mit Fugene®HD
(Roche) wurde das pTRE-Tight-Plasmid (Clontech) in die Zellen eingebracht,
welches das Epitop-markierte Gen von Interesse unter Kontrolle des Tet
Response Elements (TRE) exprimiert. Die Selektion der doppelt-transfizierten
Zellen erfolgte mit 0,25 pg/ml Puromycin (Calbiochem) im Medium. Die isolierten
Klone wurden mit 0,25 mg/ml Geneticin und 0,1 pg/ml Puromycin im Medium auf
mehrere T25-Kulturflaschen expandiert, kryokonserviert und hinsichtlich der

induzierbaren Expression des Transgens untersucht.
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3.2.8.2 Induktion der Genexpression durch Doxyzykili n

Die Zellen wurden einen Tag vor der Induktion je nach Fragestellung in T25 oder
T75-Zellkulturschalen ausgesét. Hatten die Zellen eine Konfluenz von mindestens
50% erreicht, wurde das Medium mit 0.05-1ug/ml Doxyzyklin (Sigma) supple-
mentiert. Doxyzyklin ist ein Tetrazyklin-Derivat und vermittelt im Komplex mit dem
reversen Tetrazyklin-abhangigen Transaktivator die Bindung an das Tet-Response
Element, wodurch die Expression des Transgens induziert wird. Nach 48 h wurden
die Zellen geerntet und Proteinlysate hergestellt, um die Expression des Trans-
gens mittels Western Blot Analyse zu untersuchen oder Gesamt-RNA isoliert, um

eine PCR Analyse durchzufihren.

3.2.9 Bestimmung der Zellproliferationsrate

Zur Bestimmung der Proliferationszeit bzw. Generationszeit von Zellen wurde ihr
Teilungsverhalten Uber einen Zeitraum von insgesamt 6 Tagen analysiert. Am Tag
0 wurden fir jeden weiteren Zeitwert jeweils 1x10° Zellen im Triplikat in 6-cm-
Schalen ausgesetzt und die Zellzahlen nach 2, 4 und 6 Tagen bestimmt. Dazu
wurden die Zellen zu einer Einzelzellsuspension trypsiniert, im entsprechenden
Volumen resuspendiert und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Anhand
der erhobenen Daten wurde eine Wachstumskurve erstellt, und aus deren Verlauf

wiederum die Generationszeit der Zellen ermittelt.

3.2.10 Fokus-Assay

Fir die Durchfilhrung des Fokus-Assays wurden 5x10° NIH3T3-Zellen in einer 10-
cm-Kulturschale ausgesat und einen Tag spater mit retroviralem Uberstand
infiziert (siehe 3.2.7). Nachdem die infizierten Zellen 100%-ige Konfluenz erreicht
hatten, wurden sie fir weitere 14 Tage kultiviert. Wéahrend dieser Zeit wurde
zweimal wochentlich das Zellkulturmedium gewechselt. Zur Beurteilung einer
veranderten Morphologie wurden die transformierten NIH3T3-Zellen bei 40-facher
Vergrol3erung im Lichtmikroskop begutachtet und mit der parentalen Zelllinie

verglichen.
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3.2.11 Soft-Agar Assay

Zum Nachweis des Verankerungs-unabhangigen Wachstums transformierter
NIH3T3-Zellen wurden Soft-Agar-Assays durchgefuhrt. Zunachst wurde unter
semisterilen Bedingungen eine 5%-ige Agar-Stammlésung aus Agar Noble (BD
Biosciences, Heidelberg) in H,O hergestellt. Zur Homogenisierung des Agars
wurde die Lésung fur 30 min bei 95T im Wasserbad inkubiert. Anschliel3end
wurde die Agarlésung auf 45T abgekihlt und zur Ver arbeitung auf dieser Tempe-
ratur im Wasserbad gehalten. Fir die Herstellung der Agar-Béden wurde eine
0.5%-ige L6sung aus der 5%e-igen Agar-Stammlosung und 45C warmen H 0
hergestellt und grindlich vermischt. Jeweils 7 ml der noch warmen Losung wurden
in 6-cm-Kulturschalen geflllt. Die restliche Losung wurde zur spateren Verwen-
dung weiter bei 45T im Wasserbad aufbewahrt. Bis z ur Polymerisierung wurden
die Agar-Bdden fir ca. 1 h bei RT inkubiert. Die zu untersuchenden Zellen wurden
trypsiniert und gezahlt. Jeweils 4x10* Zellen wurden in 2 ml DMEM aufgenommen
und mit 4 ml der 0,5%-igen Agarlésung vermischt. Jeweils 1,5 ml dieser Zellsu-
spension wurden auf einen Agar-Boden gegeben. Zur Polymerisierung der oberen
Agar-Schicht wurden die Kulturschalen fur 30 min bei RT inkubiert. Ein- bis zwei-
mal wochentlich wurde 1 ml Medium auf die Zellen gegeben. Die Auswertung und
Dokumentation der Ergebnisse erfolgte 21 Tage nach Versuchsbeginn am Durch-

lichtmikroskop mit Kamera (Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar).

3.2.12 Implantation von Zellen in immundefiziente M &use

Die Tierversuche wurden unter der Nummer 29/07 vom Hamburger Amt flr
Gesundheit und Verbraucherschutz genehmigt und in Kooperation mit dem Institut
fur Anatomie Il des Universitatsklinikums Eppendorf durchgefihrt. Die zu implan-
tierenden Zellen wurden wie unter 3.2.4 beschrieben in Kultur genommen und
zweimal vor der Implantation passagiert. Am Tag der Implantation wurde aus den
kultivierten Zellen eine Einzelzellsuspension in serumfreiem Medium hergestellt.
Die Zellsuspension wurde auf 5x10° Zellen proml eingestellt und bis zur
Implantation auf Eis gehalten. Die Implantation von 200 ul der Zellsuspension, was
1x10° Zellen entsprach, erfolgte subkutan zwischen die Schulterblatter der Méuse.
Fur den Versuch wurden weibliche Nacktmause (Stamm: NMRI) verwendet, die

bei Versuchsbeginn sieben Wochen alt waren. Die Begutachtung der Mause
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erfolgte dreimal wochentlich. Als Tag des beginnenden Tumorwachstums wurde
der Tag definiert, an dem die Tumoren erstmals auferlich sichtbar waren. Die
Terminierung der Ma&use erfolgte bei einer TumorgréBe von 1cm?® durch
Betaubung in CO,-haltiger Atmosphare und Genickbruch. Nach 19 Tagen wurde
der Versuch eingestellt. Alle noch verbliebenen tumorfreien Tiere wurden nach
70 Tagen terminiert.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von E.coli

3.3.1.1 Bakterienstamme

Fur Transformationsexperimente und zur Vermehrung von Plasmiden wurden die
E.coli Bakterienstamme DH5a und TOP10F von Invitrogen verwendet. Eine
ausfuhrliche Beschreibung der relevanten Geno- und Phanotypen dieser Organis-
men ist dem jeweiligen Handbuch des Herstellers zu entnehmen. Zur IPTG-
induzierten Genexpression wurde der Stamm BL21-CodonPlus® (DE3)-RIPL von
Stratagene (Heidelberg) eingesetzt. Angaben zum Geno- und Phanotyp sind dem

Handbuch ,BL21-CodonPlus® Competent Cells* des Herstellers zu entnehmen.

3.3.1.2 Vermehrung von E.coli

LB-Medium (pH 7,5):

1% (w/v) Bacto-Trypton (BD Biosciences)
0,5% (w/v) Hefeextrakt (BD Biosciences)
1% (w/v) NacCl

Zusatz fur feste Nahrboden:
1,5% (w/v) Bacto-Agar (BD Biosciences)

Ampicillin (Sigma): Kanamycin (Roth):
Stammldsung: 50 mg/ml in H,O Stammldésung: 100 mg/ml
Endkonzentration: 100 pg/ml Endkonzentration: 25 pg/ml
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Fur die Herstellung von festen Nahrboden wurde dem autoklavierten LB-Medium
nach Abkihlen auf ca. 55T je nach Selektionsanford erung des Plasmids das
entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Antibiotikahaltige Platten wurden bis zu 4

Wochen bei 4C gelagert.

Zur Vermehrung von E.coli wurde eine 5 ml Vorkultur (LB-Medium) mit einer
Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft. Die Anzucht der Bakterien erfolgte in

einem Inkubationsschdttler bei 37<C und 220 U/min 0 .N.

3.3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

L6sung 1 LOsung 2

30 mM Kaliumacetat 10 mM Na-MOPS
50 mM MnCl, 75 mM CacCl;
100 mM KCI 10 mM KCI

10 mM CacCl, 15% (w/v) Glycerol
15% (w/v) Glycerol pH 7,0

pH 5,8

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden 5 ml LB-Medium mit E.coli DH5a
inokuliert und Gber Nacht im Inkubationsschuttler bei 37C kultiviert. Am nachsten
Tag wurden mit diesem Ansatz 100 ml LB-Medium fir eine erneute Ubernacht-
kultur angeimpft. Die Bakterien wurden bis zu einer ODss5p von 0,6 bis 0,8 kultiviert
und dann sedimentiert (6000 g; 10 min; 4C). Der Ub erstand wurde verworfen und
das Pellet in 40 ml eiskalter L6sung 1 resuspendiert. Nach 10-mintiger Inkubation
auf Eis wurde erneut sedimentiert (6000 g; 10 min; 4C) und das Pellet in 4 ml
Losung 2 resuspendiert. Die kompetenten Bakterien wurden aliquotiert (& 50 pl)

und bei -80C gelagert.

3.3.3 Transformation von E.coli

50 ul transformationskompetente Bakterien (3.3.2) wurden auf Eis aufgetaut und
mit <0,1 ug Plasmid-DNA in TE-Puffer versetzt. Die Zellsuspension inkubierte
30 min auf Eis. Anschlie3end wurde der Ansatz im Wasserbad fir 30-60 sec auf
42C erwarmt und nach 2 min auf Eis mit 450 pl LB-M edium (3.3.1.2) aufgefullt.
Nach einer Inkubation von 60 min bei 37 und 220 U /min im Inkubationsschittler
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wurden die transformierten Bakterien in unterschiedlichen Verdinnungen auf
antibiotikahaltige LB-Agarplatten ausgestrichen und 0.N. bei 37T im Brutschrank
inkubiert. Um nachfolgend das Zellwachstum zu verlangsamen und die Plasmid-
stabilitdit zu gewahrleisten, wurden die Kulturplatten bis zum Animpfen von

Flissigkulturen bei 4C gelagert

3.3.4 Plasmidisolierung im analytischen Mal3stab (Mi  niprep)

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

gelagert.

3.3.5 Plasmidisolierung im préaparativen Mal3stab (Ma  xiprep)

100 ml LB-Medium plus Antibiotikum wurden mit 10 pl einer Vorkultur beimpft und
Uber Nacht bei 37 im Schdttler inkubiert. Die Iso lierung der Plasmid-DNA wurde
mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Die gewonnene DNA
wurde in 200 pl TE (pH 8,0) aufgenommen und bei -20C gelagert. Die Ausbeute
an Plasmid-DNA betrug im Allgemeinen 300-800 ug.

3.3.6 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Konzentration und Reinheitsgrad von DNA-Praparationen wurden durch Messung
der ODygp bzw. OD40/OD2gp bestimmt. Hierbei gilt, dass eine ODygo VON 1 einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA entspricht. Der Reinheitsgrad
der untersuchten Proben lasst sich durch die Ermittlung des Quotienten
OD60/OD3go beurteilen. Fur nachfolgende Arbeiten wurden nur Plasmidprapara-

tionen verwendet, deren Quotient mindestens 1,8 betrug.

3.3.7 Restriktionsverdau

Alle Restriktionsenzyme und dazugehérige Reaktionspuffer wurden von der Firma

New England BioLabs (Frankfurt/Main) bezogen. Restriktionsspaltungen wurden

28



Material und Methoden

bei 37T fur 2-6 h durchgefuhrt. Die DNA-Konzentration im Ansatz betrug maximal
0,5 pg/ul. Das Enzym wurde im Uberschuss (3-5 U/ug DNA) eingesetzt, wobei

eine Glycerolkonzentration von 5% nicht Giberschritten wurde.

3.3.8 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Die Behandlung mit alkalischer Phosphatase verhindert die Eigenligation von
gespaltener Plasmid-DNA durch die Entfernung der terminalen 5’-Phosphat-
gruppen. Nach dem Restriktionsverdau von 2 pug Vektor-DNA in einem 60 pl Reak-
tionsansatz wurden 1,5 ul Antarctic Phosphatase (5 U/ul; New England BioLabs)
und 7 pl 10x Antarctic Phosphatase-Reaktionspuffer zugesetzt. Nach 30 min
Inkubation bei 37C wurden erneut 1,5 ul Phosphatase zugegeben und die
Inkubation fur weitere 30 min fortgesetzt. Die geschnittene und dephosphorylierte
Vektor-DNA wurde mit DNA-Probenpuffer (siehe 3.3.9) versetzt und elektropho-
retisch in Agarosegelen aufgetrennt (siehe 3.3.9). Die DNA wurde aus dem Gel
extrahiert (siehe 3.3.10) und direkt im Anschluss fur eine Ligationsreaktion
eingesetzt (siehe 3.3.11) oder bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.
Bei einer gerichteten Klonierung mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen

konnte auf die Dephosphorylierung der Plasmid-DNA verzichtet werden.

3.3.9 Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsdur  en

TAE-Puffer TBE-Puffer

40 mM Tris-Acetat 89 mM Borsaure

1mM EDTA 89 mM Tris-HCI

1% (v/v) Essigsaure 2 mM NaEDTA x 2H,0
pH 8,3 pH 8,0

DNA-Probenpuffer

50% (v/v) Glycerol

1 mM EDTA

0,4% (w/v) Bromphenolblau

0,4% (w/v) Xylencyanol
pH 8,0
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Die Agarose-Gelelektrophorese von DNA flr analytische und préaparative Zwecke
erfolgte in horizontalen Elektrophorese-Apparaturen (ComPor L Mini; Bioplastics
RV, Landgraaf, NL). Fur analytische Gele wurden TBE-Gele und flr praparative
Zwecke TAE-Gele verwendet. Die Auftrennung erfolgte je nach Grol3e der DNA-
Fragmente in 1-2%-igen Agarose-Gelen (Lonza; Basel, Schweiz), denen vor der
Polymerisierung 2% (v/v) Ethidiumbromid zur spateren Visualisierung der DNA
zugesetzt wurde. Die polymerisierten Gele wurden mit Laufpuffer Gberschichtet
und mit Proben beladen, die zuvor mit */1o Volumen DNA-Probenpuffer gemischt
wurden. Die Elektrophorese erfolgte bei 70-100 V. Die Auswertung und Dokumen-
tation der Gele erfolgte mit der ,Gene Genius 2 Geldokumentationsanlage

(Syngene, Cambridge, UK) und zugehdriger Software.

3.3.10 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Zu klonierende cDNA-Fragmente wurden nach Restriktionsverdau (siehe 3.3.7) im
Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen)
isoliert. Dazu wurde unter UV-Licht (UV Transilluminator, Syngene) die ent-
sprechende Bande aus dem Gel geschnitten, in ein Reaktionsgefald tberfihrt und
entsprechend den Herstellerangaben aufgearbeitet. Alle Zentrifugationsschritte
wurden bei maximaler Drehzahl in der Eppendorf Zentrifuge 5417R durchgefihrt.
Die DNA wurde mit 30 ul EB-Puffer (10 mM Tris, pH 8,5) eluiert und direkt fir die
Ligation (siehe 3.3.11) verwendet oder bis zur weiteren Verwendung bei -20C

gelagert.

3.3.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA erfolgte mit Hilfe der T4-DNA Ligase
(New England BioLabs). Das Verhaltnis von Vektor- zu Insert-DNA betrug unge-
fahr 1:3. Zur Begunstigung der intermolekularen Ligationen wurden hohe DNA-
Konzentrationen (100 ng/pl) eingesetzt. Insert- und Vektor-DNA wurden mit 1 pl
T4-DNA Ligase (400 U/ul) und 1 pl des entsprechenden 10x Reaktionspuffers
versetzt und mit H,O auf 10 pl Endvolumen aufgefillt. Der Ansatz inkubierte flr
16 h bei 16C. Die Vermehrung des rekombinanten Plasmids erfolgte durch

Transformation von Bakterien mit dem Ligationsansatz (siehe 3.3.3).
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3.3.12 Isolierung von genomischer DNA aus Zellkultu  ren

Die Isolierung genomischer DNA aus Zellkulturen wurde mit Hilfe des DNeasy®
Tissue Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Hierfir wurden
subkonfluente Zellen aus einer T25-Zellkulturflasche verwendet. Um die Gesamt-
ausbeute zu steigern, wurde die Elution der DNA in einem Volumen von 100 pl
zweimal durchgefihrt. Der DNA-Gehalt und die DNA-Reinheit wurden durch
Messung der ODygp bzw. OD250/OD2go bestimmt. Die durchschnittliche Ausbeute
betrug hierbei rund 1 ug DNA.

3.3.13 Isolierung von Gesamt-RNA

Ausgehend von einem Zellmaterial einer subkonfluenten T75-Zellkulturflasche
erfolgte die Isolierung von Gesamt-RNA mit dem TRIZOL®-Reagenz (Invitrogen).
Die Zellen wurden pelletiert, in 2 ml TRIZOL® aufgenommen, homogenisiert und
gleichmafig auf zwei 1,5 ml-ReaktionsgefalRe verteilt. Die Proben inkubierten ca.
5 min bei RT und wurden dann mit jeweils 200 ul Chloroform versetzt. Nach einer
Inkubation von 2-3 min bei RT folgte eine Zentrifugation fir 15 min bei 12000 g.
Hierbei kam es zur Phasentrennung von organischem Zellmaterial und wasser-
|6slichen Substanzen. Die obere wassrige Phase wurde abgenommen, in ein
neues Reaktionsgefal’ tberfuhrt und mit 1 ml kaltem Isopropanol gemischt, um die
RNA zu prazipitieren. Nach 15 min Inkubation bei RT folgte eine Zentrifugation bei
12000 g, 4<C fur 10 Minuten um die RNA zu sedimenti eren. Das erhaltene RNA-
Pellet wurde fur 30 min mit 1 ml 75% Ethanol inkubiert, was dem Herauslésen von
verunreinigenden Salzen diente. Anschliel3end wurde das Pellet getrocknet und in
einem geeigneten Volumen H,O aufgenommen. RNA-Konzentration und -Reinheit

wurden am Photometer bestimmt und die Proben bei -80C gelagert.

3.3.14 Erststrang-cDNA-Synthese

Zur Synthese von cDNA aus mRNA wurden die Reagenzien des SuperScript®
First-Strand Synthesis Systems (Invitrogen) verwendet. Die hier eingesetzten
Oligo(dT)12.18-Primer hybridisieren mit poly(A)-Uberhangen der mRNA-Molekiile,
die somit als Matrize fiur die reverse Transkriptionsreaktion dienen. 1-3 ug
Gesamt-RNA (siehe 3.3.13) in 8 ul RNase-freiem H,O wurden mit 1 pl dNTP-Mix
(10 mM) und 1 pl Oligo(dT)12-18-Primern (0,5 ug) gemischt, fir 5 min bei 65C
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denaturiert und anschlielend sofort fur 1 min auf Eis abgekuhlt. Dem RNA-
Nukleotid-Gemisch wurden 9 ul Reaktionslésung bestehend aus 2 pl 10x Reak-
tionspuffer, 4 ul MgCl,-Lésung (25 mM), 2 ul DTT-L6ésung (0,1 M) und 1 ul RNase
Inhibitor (4 U/ul), zugesetzt. Nach Inkubation fur 2 min bei 42C wurde dem Ansatz
1 pl (200 U) SuperScript Il RT hinzugeflgt. Die Synthese-Reaktion erfolgte bei
42C fiur 50 min und wurde durch Erhitzen auf 70C f Ur 15 min abgestoppt. Die
cDNA wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und

bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.

3.3.15 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreak  tion (PCR)

Je nach Fragestellung wurden fur die Amplifikation von DNA zwei unterschiedliche
DNA-Polymerasen gewahlt. Bei nachfolgender Klonierung der PCR-Fragmente in
Expressionsplasmide wurde die PfuTurbo® Hotstart DNA Polymerase (Stratagene)
verwendet. Diese Polymerase verfligt Uber eine sogenannte ,proof-reading”-
Aktivitat, wodurch es zu einer deutlich verringerten Fehlerrate beim Einbau von
Nukleotiden wahrend der Synthese von DNA-Strangen kommt. Fir ausschliel3lich
analytische Zwecke wurde die Tag DNA Polymerase (Qiagen) verwendet. Diese
Polymerase ist im Vergleich zur PfuTurbo® Polymerase weniger empfindlich
gegenuber Verunreinigungen, verfugt aber kaum Uber eine ,proofreading“-
Aktivitat.

3.3.15.1 Amplifikation mit PfuTurbo ® Hotstart DNA Polymerase

Als Matrize fiir die Amplifikationsreaktion mit der PfuTurbo® Hotstart DNA
Polymerase (Stratagene) wurde cDNA (siehe 3.3.14) oder 3-5 ng Plasmid-DNA
eingesetzt. Die 50 pl-Reaktionsansatze wurden auf Eis angesetzt und enthielten:
5ul DNA, 5pul 10x PfuTurbo-Reaktionspuffer, 1 ul dNTPs (10 mM; Promega,
Mannheim), je 2 ul Primer (100 ng/ul), 2,5 pul DMSO, 31,5ul H,O und 1yl
PfuTurbo® Hotstart DNA-Polymerase (2,5 U/ul). Die Reaktion wurde im Flexigene-
Thermocycler von Techne (Staffordshire, UK) durchgefuhrt und lief bei folgendem

Programm ab:
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Inititale Denaturierung 5 min 95C
Denaturierung 1 min 95C
Primer-Annealing 1 min 58-65T 30 Zyklen
Primer-Extension 2min/kb 72T
Auffullreaktion 10 min 72T

Die Temperatur fir das Primer-Annealing lag je nach Nukleotidsequenz der
beiden Primer zwischen 58T und 65<C. Die Dauer der Primer-Extension-Reaktion
war abhéngig von der Grol3e des Amplifikationsproduktes und betrug 2 min/1 kb.
Nach insgesamt 30 durchlaufenen Programmzyklen schloss sich eine Auffull-
reaktion der unfertigen Synthese-Produkte von 10 min bei 72T an. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Proben bei 4T gelag ert.

3.3.15.2 Amplifikation mit Taq DNA Polymerase

Als Matrize fir eine PCR-Analyse mit der Taqg DNA Polymerase (Qiagen) wurden
5 pl cDNA, 3-5 ng Plasmid-DNA oder 100 ng genomische DNA eingesetzt. Die
50 pl-Reaktionsansatze wurden auf Eis pipettiert und enthielten neben der DNA
noch 5 pl 10x Qiagen PCR Reaktionspuffer, 0,5 pl dNTPs (10 mM), je 2 pl Primer
(100 ng/ul), 35 pl HO und 0,5 pul Tag DNA Polymerase (5 U/ul). Die Amplifika-
tionsreaktion lief mit dem unter 3.3.15.1 beschriebenen Programm ab. Die Exten-
sionszeit betrug hier 1 min/1 kb. Ublicherweise umfasste das PCR-Programm 30
Zyklen, bei der Verwendung von genomischer DNA wurden 35 PCR-Zyklen

durchlaufen.

3.3.16 Klonierung von PCR-Produkten

Sollten PCR-Produkte in Plasmidvektoren kloniert werden, wurden entsprechend
synthetisierte Oligonukleotid-Primer (MWG, KoéIln) fur die PCR-Amplifikation
verwendet. Die Primer tragen an ihren 5-Enden eine Guanidin (G)- und
Cytosin (C)-reiche Schutzgruppe (z.B. GCGCATGGC). Dieser Sequenz folgt eine
spezifische Erkennungssequenz fur das zur Klonierung verwendete Restriktions-
enzym. Am 3’-Ende der Oligonukleotid-Primer befindet sich die zur Zielsequenz
komplementare genspezifische DNA-Sequenz. Die GC-reichen Schutzgruppen
des PCR-Amplikons verhindern ein Aufschmelzen der DNA wahrend des

folgenden Restriktionsverdaus, so dass dieser mit hoher Effizienz erfolgen kann.
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Die PCR-Reaktion erfolgte mit der PfuTurbo® Hotstart DNA Polymerase (siehe
3.3.15.1). Die PCR-Produkte wurden nach erfolgreicher Amplifikation mit dem
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufge-
reinigt und anschlieRend mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut
(siehe 3.3.7). Anschlieliend wurden die DNA-Fragmente im Agarose-Gel aufge-
trennt, aus dem Gel isoliert und in den linearisierten Plasmidvektor ligiert (siehe
3.3.9 bis 3.3.11).

3.3.17 Zielgerichtete Mutagenese

Die Methode der zielgerichteten Mutagenese ermoglicht es, durch eine PCR-
Reaktion Mutationen in Plasmide einzuflgen. Fur die Amplifikation des gesamten
Plasmids werden zwei komplementéare Primer eingesetzt, welche die gewlnschte
Mutation tragen, so dass jeder neu synthetisierte DNA-Strang mutiert ist. Um
unmutierte Plasmid-DNA aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, erfolgt eine
Inkubation mit dem Restriktionsenzym Dpnl. Dieses Enzym spaltet ausschlie3lich
die in den Bakterien methylierte Template-DNA. Die so gewonnenen Plasmide mit
eingefuhrter Mutation liegen noch linearisiert vor. Sie werden im Zuge der

Transformation in E.coli durch bakterielle Ligase ligiert.

3.3.17.1 Einbau der zielgerichteten Mutation durch PCR

FUr eine Mutagenese-PCR enthielten die 50 pl-Reaktionsansatze neben 50 ng
Template-DNA, 5ul 10x Reaktionspuffer (Stratagene), 5yl dNTPs (2 mM,
Promega), je 1,25 pl Primer (100 ng/ul), das entsprechende Volumen H,O und
1 pl PfuTurbo® Hotstart DNA Polymerase (Stratagene; 2,5 U/ul). Die Mutagenese-

PCR lief mit folgendem Amplifikationsprogramm ab:

Initiale Denaturierung 5 min 95C
Denaturierung 30 sec 95C
Primer-Annealing 1 min 55¢C 12 Zyklen
Primer-Extension 1 min/kb 68T

Nach 12 Durchgangen des Amplifikationsprogramms wurde der Reaktionsansatz
fur 2 min auf Eis inkubiert. Der Verdau der Template-DNA erfolgte durch Zugabe
von 1 ul Dpnl (New England Biolabs) und Inkubation fir 1 h bei 37<C. Zur Vermeh-
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rung der so gewonnenen Plasmid-DNA wurde 1 ul des Dpnl-verdauten Reaktions-
ansatzes fur die Transformation des Bakterienstammes E.coli TOP10F' einge-
setzt. Der korrekte Einbau der zielgerichteten Mutation wurde durch eine DNA-

Sequenzanalyse Uberprift (siehe 3.3.18).

3.3.18 Automatische DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methode mit dem BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosystem (Darmstadt)
durchgefuihrt. Der vom Hersteller gelieferte BigDye-Mix enthielt ,FF“-Tag-Poly-
merase, Tag-Reaktionspuffer, dNTPs und die vier unterschiedlich fluoreszenz-
markierten Didesoxy-NTPs.

Fur einen 20 pl-Sequenzieransatz wurden 0,5 -1 pg DNA in maximal 11 ul H,O,
1l Primer (3,2 pmol/ul) und 8 ul BigDye-Mix eingesetzt. Im Thermocycler

(Techne) wurden 25 Zyklen des folgenden Programms durchlaufen:

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

Der Sequenzieransatz wurde anschlieRend mit 16 pul H,O versetzt und die DNA
durch Zugabe von 64 pl 100% Ethanol fir 30 min bei RT gefallt. Die DNA wurde
abzentrifugiert (13000 rpm, 30 min, 4C) und das Pe llet mit 250 pl 70% Ethanol
gewaschen. Danach wurde die DNA fur 5-10 min bei RT getrocknet. Die Auftren-
nung der DNA auf einem Polyacrylamid-Gel und die weitere Detektion und
Analyse der Sequenzierung erfolgte am Institut fur Pathologie (UKE, Hamburg) mit
dem Applied Biosystem DNA-Sequencer ABI PRISM (Modell 3100).

3.3.19 Qualitative mRNA-Analyse durch Northern-Blot  -Hybridisierung

Mit Hilfe der Northern Blot Analyse kénnen Gro3e und Menge einer spezifischen
MRNA in einem heterogenen RNA-Gemisch ermittelt werden. Ein Vorteil gegen-
Uber der quantitativen RT-PCR-Analyse besteht darin, dass unter Umstanden
auch verschiedene Splei3varianten eines Primartranskripts identifiziert werden

kdnnen.
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Die RNA wird zunachst gelelektrophoretisch nach ihrer Grél3e aufgetrennt und
anschlieBend auf Nylonmembran immobilisiert. Der spezifische Nachweis der

MRNA erfolgt mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde.

3.3.19.1 Agarose-Gelelektrophorese unter denaturier  enden Bedingungen

FA Gelpuffer FA Laufpuffer
20 mM MOPS 1x FA-Gelpuffer
5 mM Natrium Acetat 2,5M Formaldehyd

1 mM EDTA (pH 7,0)

RNA Ladepuffer :
0.25% Bromphenolblau
4 mM EDTA

0,9 M Formaldehyd
20% Glycerol

30,1% Formamid

4x FA Gelpuffer

In der denaturierenden Gelelektrophorese wurden Gesamt-RNA-Proben (siehe
3.3.13) aufgetrennt. Zur Herstellung des Gels wurde 1 g Agarose in 10 ml 10x FA
Gelpuffer und 100 ml Wasser durch Erhitzen in der Mikrowelle vollstandig gelost.
Die Agarose-LOosung kuhlte 10 min bei RT ab, wurde dann mit 1 pl Ethidium-
Bromid-L6sung und 1,8 ml 37%-iger Formaldehyd-LAdsung versetzt und anschlies-
send in eine zuvor exakt austarierte Gelapparatur gegossen. Zur Herstellung der
Taschen wurde ein 1 mm breiter Kamm benutzt. Das Gel polymerisierte fir 45 min
bei RT. Vor Beginn der Elektrophorese wurde das Gel 30 min mit kaltem
Laufpuffer im Kihlraum bei 4T aquilibriert. Parallel wurden die RNA-Proben
vorbereitet. Jeweils 20 ug Gesamt-RNA wurden in einem Gesamtvolumen von
10 yl aufgenommen. Die Proben wurden fur 10 min bei 68C im Heizblock
denaturiert und anschlieend fir mindestens 5 min auf Eis inkubiert. Nun wurde
der Kamm aus dem Gel gezogen und das Gel beladen. In ungenutzte Taschen
wurde 1x Ladepuffer aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei 80 V im Kuhlraum.
Nach 4 h wurde die Elektrophorese beendet, und es erfolgte die Dokumentation
der RNA-Auftrennung.
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3.3.19.2 RNA-Transfer auf Nylonmembran

Transferpuffer (20x SSC):
3M NaCl
0,3 M Natrium Citrat

Sofort nach der Dokumentation der RNA-Auftrennung wurde das Gel fur den
folgenden Transfer zugeschnitten. Unbeladene Bahnen, sowie die Bereiche ober-
halb der Probentaschen und unterhalb der Lauffront wurden abgetrennt und das
Gel anschlie3end fir 10 min bei RT in 200 ml Wasser geschwenkt. Zur partiellen
Hydrolyse der RNA folgte eine Inkubation von 15 min in 200 ml 0,05 M NaOH.
AnschlieBend wurde mit 200 ml 10x SSC-Puffer fur 10 min neutralisiert. Der
Transfer der RNA auf die Nylonmembran erfolgte im Kapillarblotverfahren.
Zunachst wurden die Hybond N+-Nylonmembran (GE-Healthcare) und zwei
Whatman-Filterpapiere auf die Grol3e des Gels zugeschnitten und in Transfer-
puffer aquilibriert. Eine 20 cm x 30 cm grofRe Plastikwanne, beflllt mit Transfer-
puffer, diente als Pufferreservoir. Auf diese Wanne wurde eine Glasplatte gelegt,
auf welcher eine in Transferpuffer getrdnkte Bahn Whatman-Filterpapier
positioniert wurde, so dass die Enden des Papiers in das Pufferreservoir
hineinragten (siehe Abb. 3.1) . Das behandelte Gel wurde nun mit der Unterseite
nach oben, zentral auf das Filterpapier gelegt. Das Gel wurde an den Seiten
sorgfaltig mit Frischhaltefolie umgeben, so dass der Strom des Transferpuffers
ausschlief3lich durch das Gel geleitet wird.

Gewicht —

Zellstoff «——— Glasplatte
Nylonmembran Filterpapier
Plastikfolie / Gel
Transferpuffer \ / Filterpapier
AR \

Abb. 3.1: Schematischer Aufbau eines RNA-Transfer-Blots
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Auf das Gel wurden zuerst die Membran und darauf folgend die zugeschnittenen
und aquilibierten Filterpapiere gelegt. Um eine Sogwirkung zu erzeugen, wurde
auf die gestapelten Elemente ein 15 cm hoher Stapel Zellstoff gelegt. Auf den
Zellstoff wurde eine weitere Glasplatte positioniert und mit einem Gewicht von
etwa 1 kg beschwert. Der Transfer erfolgte G.N. bei RT. Am nachsten Tag wurde
die RNA mittels UV-Bestrahlung kovalent auf der Nylonmembran fixiert. Hierzu
wurde das Auto-Crosslink-Programm des UV-Ofens (Techne) benutzt. Der
Transfer der RNA wurde am Geldokumentationsgerat (Syngene) Uberprift und
dokumentiert. Zudem wurde die Lauffront der 18S- und 28S- RNA auf der
Membran markiert. Zur weiteren Lagerung wurde die Membran mit H,;O

gewaschen und zwischen 2 Filterpapieren an einem dunklen Ort aufbewahrt.

3.3.19.3 Herstellung einer [ a-*?P]-markierten DNA-Sonde

Zur spezifischen Detektion der RNA wurde eine radioaktiv markierte DNA-Sonde
hergestellt. Diese Form des Nachweises bietet die hochstmogliche Sensitivitat und
ist aufgrund der direkten Markierung gut reproduzierbar.

Zur Herstellung der DNA-Sonden wurde das Rediprime II™

-Markierungssystem
(GE-Healthcare) verwendet. Als DNA-Template dienten aufgereinigte cDNA-
Inserts eines Expressionsplasmids. 25 ng DNA wurden in einem Volumen von
45 ul TE-Puffer aufgenommen. Vor Beginn der Markierungsreaktion wurde die
DNA 5 min bei 95C im Heizblock denaturiert und ans chlieBend 5 min auf Eis
gestellt. Die Losung wurde kurz abzentrifugiert und zum Rediprime™-Reaktions-
gemisch gegeben ohne dieses dabei zu durchmischen. Es folgte die Zugabe von
5 pl des radioaktiv markierten [**P]JdCTPs (50 puCi, GE-Healthcare). Nun wurde die
Losung durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grindlich durchmischt. Die
Synthese der Sonden erfolgte fir 30 min bei 37°C. Nach beendeter Synthese
wurden nicht-inkorporierte Nukleotide mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers abgetrennt. Markierte DNA wurde
zweimal sukzessiv mit je 50 pl Elutionspuffer eluiert und die Cerenkow-Counts mit
dem ,easy-count“-Programm im Szintillations-Zahler (Beckman Coulter GmbH,

Krefeld) bestimmt.
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3.3.19.4 Hybridisierung einer DNA-Sonde mit immobil isierter RNA

Hoch-Stringenz-Waschpuffer Niedrig-Stringenz-Waschpuffer
0,1x SSC 2X SSC
0,1% SDS 0,1% SDS

Hochsalz-Waschpuffer
5x SSC
0,5% SDS

Vor Beginn der Hybridisierung wurde die verwendete ULTRAhyb®-Hybridisie-
rungslésung (Ambion, Darmstadt) im Brutschrank auf 68<C erwarmt, um vorhan-
dene Prazipitate in Lésung zu bringen. Durchgefuhrt wurde die Hybridisierung in
einem Hybridisierungsofen der Firma Techne. Die getrocknete Membran (siehe
3.3.19.2) wurde mit wenig Wasser befeuchtet und in eine Hybridisierungsflasche
Uberfahrt, in die ebenfalls 10 ml der vorgewarmten Hybridisierungslosung gegeben
wurden. Die Membran wurde fir 60 min bei 42 im Of en prahybridisiert. Fur die
Hybridisierung wurde pro Blot eine Radioaktivitat von 10’ cpm eingesetzt. Dies
entsprach ca. 20 pl der markierten und aufgereinigten DNA-Sonde. Membran und
Sonde inkubierten Gber Nacht bei 42C im Hybridisie rungsofen. Am nachsten Tag
wurde die Hybridisierungslosung abgekippt, zweimal fur 5 min bei 42T mit
niedrig-stringentem Waschpuffer und anschlie3end zweimal fur 15 min bei 42T
mit hoch-stringentem Waschpuffer gewaschen. Nun erfolgte die erste Exposition
eines Rontgenfilms fir 2 h. Die Expositionszeiten wurden in Abhangigkeit vom
erhaltenen Signal-Rausch-Verhaltnis optimiert und die Membran gegebenenfalls
weiteren Waschschritten unterzogen. Die zusatzlichen Waschschritte wurden bei
einer erhodhten Inkubationstemperatur von 60C fir jeweils 30 min mit Hochsalz-
waschpuffer durchgefuhrt.

3.3.20 Erstellung und Auswertung von EXxpressionspro filen mittels

Mikroarray-Technologie

Unter Anwendung der Mikroarray-Technologie sollten Genexpressionsprofile von
parentalen und CRB3A-Uberexprimierenden NIH3T3-Zellen erstellt und beztiglich
ihrer Unterschiede analysiert werden. Als Plattform hierfir wurden Whole Mouse
Genome 4x44k Mikroarrays von Agilent (St. Clara, Californien, USA) eingesetzt.
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Ein solcher Array enthalt mehr als 44 000 Oligonukleotide, die wiederum mehr als
41 000 bekannte Gene und Transkripte reprasentieren. Mit der technischen
Durchfihrung der Mikroarray-Analyse und der anschlieRenden Auswertung der

Rohdaten wurde die Firma Indivicon Diagnostics (Ochtrup) beauftragt.

3.3.20.1 Isolierung von Gesamt-RNA fur Mikroarray-A  nalysen

Zur Durchfuihrung der Mikroarray-Analysen wurde aus beiden Zelllinien Gesamt-
RNA von jeweils drei aufeinander folgenden Zellkultur-Passagen unter Verwen-
dung des RNeasy® Kits (Qiagen) isoliert. Pro Array wurden 200 ng RNA einge-

setzt.

3.3.20.2 Auswertung der Mikroarray-Rohdaten

Die Rohdaten wurden zunachst mit der Agilent Feature Extraction Software
hinsichtlich grober Unterschiede in der Signalverteilung untersucht. Die Normali-
sierung der Rohdaten erfolgte im Verfahren des ,Median Scalings”. Die Werte flr
Gene, welche in mehreren Replikaten auf dem Array vertreten sind, wurden fir
weitere Analysen gemittelt. Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede in den Gen-
expressionsprofilen der parentalen und CRB3A-Uberexprimierenden Zellen wurde
der sog. SAM-Algorithmus (Significance Analysis of Microarrays) mit einer FDR
(False Discovery Rate; Fehlerquote) von 5% angewendet. Gene, fur die
mindestens eine zweifache Deregulierung ermittelt wurde, gelten als signifikant
dereguliert. Lag ihr Expressionsniveau unterhalb eines definierten Schwellen-
wertes, wurden die Gene als nicht-exprimiert eingestuft und von der Auswertung
ausgeschlossen. Die Validierung der Daten wurde exemplarisch fir einige Gene

durch eine quantitative Realtime-PCR vorgenommen.

3.3.21 Quantitative Realtime -PCR

Das Prinzip der Realtime-PCR beruht auf dem Einsatz von fluoreszierenden
Reporterfarbstoffen, die eine Verfolgung der Reaktion in Echtzeit (engl. realtime)
und eine Quantifizierung der eingesetzten DNA ermoéglichen. Die Farbstoff-
molekile (SYBR-Green) werden unspezifisch in Doppelstrang-DNA eingebaut,
was mit fortschreitender PCR-Reaktion zu einem Fluoreszenzanstieg fuhrt, der

sich proportional zur PCR-Produktmenge verhalt.

40



Material und Methoden

Als Ausgangsmaterial fir diese Analyse wurde Gesamt-RNA isoliert und mit dem
RNeasy Kit (Qiagen) aufgereinigt. Fir die cDNA-Synthese (3.3.14) wurde 1 pg der
Gesamt-RNA eingesetzt. Statt Oligo(dT)-Primer wurden Random-Primer verwen-
det. Nach Abschluss der Synthesereaktion wurde die gewonnene cDNA im
Verhéltnis 1:20 mit H,O verdinnt.

Die Reaktionsansatze einer Realtime-PCR hatten ein Endvolumen von 20 pl und
wurden stets im Triplett angefertigt. Pro Ansatz wurden 10 pl Quantitect®-SYBR-
Green-Mastermix (Qiagen), jeweils 0,5 pl Primer (10 pm/ul) und 9 ul der verdinn-
ten cDNA verwendet. Die Ansatze wurden zunachst in 0,5 ml-Reaktionsgefal3en
angesetzt und dann auf die twin.tec PCR-Platte (Eppendorf) Uubertragen.
Durchgefiihrt wurde die PCR-Analyse mit dem realplex*-PCR-Gerat (Eppendorf).
Das PCR-Programm startete mit 2 min bei 55C, gefolgt von der initialen
Denaturierung far 10 min bei 95C. Dann wurden 40 Zyklen im Thermocycler
durchlaufen:

Denaturierung 15 sec 95C
Primer-Annealing 30 sec 58C
Primer-Extension 30 sec 68T

Es folgte ein Denaturierungsschritt von 15 sec bei 95C. Danach wurden die
Proben noch jeweils fir 30 sec bei 60C inkubiert. Das Programm endete mit
einem Uber 20 min laufenden Anstieg der Temperatur auf 95C. Mit Hilfe der
realplex’-PCR-Software erfolgte die Auswertung der Rohdaten. Weitere

Berechnungen wurden mit dem Microsoft-Excel-Programm vorgenommen.

3.3.21.1 Relative mRNA-Quantifizierung

Zur Berechnung der relativen Genexpressionen auf Grundlage der aus der
quantitativen PCR gewonnenen Daten wurde die AACP-Methode verwendet,
wobei der CP-Wert (CP; Crossing Point) den PCR-Zyklus beschreibt, bei dem die
Fluoreszenz der neusynthetisierten DNA erstmalig signifikant Gber die
Hintergrund-Fluoreszenz steigt.

Die Expression des Zielgens wird zunachst auf die Expression eines homogen
exprimierten Referenzgens bezogen. Wichtig hierbei ist die gleiche Effizienz der
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PCR-Reaktionen fir Ziel- und Referenzgen. Als Referenzgen wurde Glyceralde-
hyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) oder (RPL32) gewahlt.

ACP = CPZielgen - CPReferenzgen

Nach dieser Normierung wird vom ACP-Wert der Proben (CRB3A) der ACP-Wert

der Kontrolle (parental) abgezogen:

AACP = ACPcRrp3a — ACI:)parental

Der relative Expressionsunterschied (Ratio) zwischen verschiedenen Proben

normalisiert auf ein Referenzgen, ergibt sich aus der Formel

Ratio = 244CP

Liegt der relative Expressionsunterschied unter 1, so ist das analysierte Gen in der
Probe im Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert, liegt er Gber 1, so ist das Gen
heraufreguliert. Die Daten wurden als Mittelwerte * Standardabweichung darge-

stellt und basieren auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Herstellung polyklonaler Antiseren

Die Herstellung polyklonaler Antikdrper erfolgte durch Peptid-Immunisierung von
Kaninchen. Die Synthese der Peptide sowie die Immunisierung der Kaninchen
erfolgte in Zusammenarbeit mit der Firma SIGMA Genosys Ltd (Havervill, UK).
Den Peptiden wurde jeweils am N-Terminus ein zusétzlicher Cystein-Rest
angefugt. Da die Peptide selbst nur schwach immunogen wirken, wurden sie tber
die Sulfhydrygruppe des angehangten Cysteins kovalent an ein grol3eres Protein
gekoppelt. Ferner erlaubt das angefligte Cystein eine spatere Kopplung des
Peptids an eine Festphase, mit Hilfe derer die Peptid-spezifischen Antikorper
aufgereinigt werden koénnen. Vor der Immunisierung wurde den Kaninchen
Primérserum abgenommen. Im Verlauf der Immunisierung wurden in regelma-
Bigen Abstanden insgesamt 4 Testseren enthommen, anhand derer die Induktion

und Zunahme der Immunantwort Uberprift werden konnte. Nach beendeter
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Herstellung der Antikérper im Kaninchen wurden Primarserum, Test-Seren und
finales Serum hinsichtlich einer veranderten Reaktivitat im Western Blot (siehe
3.4.3) verglichen. Wurde dabei eine spezifische Reaktivitdt des Serums fest-

gestellt, erfolgte eine Affinitatsreinigung des polyklonalen Antikorpers.

3.4.2 Affinitatschromatographische Aufreinigung von Antiseren

Bei einer affinitatschromatographischen Aufreinigung von Antiseren werden aus
der Gesamtheit der in einem Antiserum vorhandenen Antikdrper alle flr ein
bestimmtes Epitop spezifischen Antikorper aufgereinigt. Durch die Bindung der
spezifischen, polyklonalen Antikérperpopulation an immobilisierte Peptide wird
eine Abtrennung von allen anderen Bestandteilen des Antiserums erzielt. Uber-
schissiges und ungebundenes Material wird durch mehrfaches Waschen entfernt

und die spezifischen Antikdrper eluiert.

Die Durchfuhrung der Antikorper-Aufreinigung erfolgte unter Verwendung des
SulfoLink® Kits von Pierce Biotechnology (Rockford, USA) nach Angaben des

Herstellers.

3.4.2.1 Immobilisierung von Peptiden

Kopplungspuffer Waschpuffer
50 mM Tris/HCI (pH 8,5) 1M NacCl
5mM Na-EDTA 0,05% Natriumazid

Fur die Peptid-Kopplung an die Matrix wurden zundchst 2 mg Peptid in 2 ml
Kopplungspuffer geldst und fur 15 min bei 4T drehe nd inkubiert. Wahrenddessen
wurde die mit Sulfo-Link®-Matrix befiillte Séaule auf RT erwarmt, senkrecht in
einem Stativ positioniert und die Lagerungslésung abgelassen. Die Matrix wurde
zunachst mit 8 ml Kopplungspuffer aquilibriert und anschlieRend mit dem geldsten
Peptid fir 15 min bei RT unter Drehen inkubiert. Fir weitere 30 min inkubierte die
Saule in senkrechter Position. Samtlicher Puffer wurde abgelassen und die Matrix
mit 6 ml Kopplungspuffer gewaschen. Zur Blockierung ungenutzter Bindungs-
stellen an der Matrix wurde diese mit 15,8 mg L-Cystein, gelost in 2 ml Kopplungs-
puffer, versetzt. Matrix und Cystein-Losung wurden 15 min unter Drehen inkubiert.
AnschlieBend wurde die Saule fiir 30 min aufrecht positioniert. Uberschiissiges L-
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Cystein wurde mit 12 ml Waschpuffer von der Matrix entfernt. Ein anschlie3ender
Waschschritt mit 12 ml Elutionspuffer diente dem Abtrennen von ungebundenem
Peptid. Abschlieend erfolgte ein Waschschritt mit 6 ml PBS. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die Matrix mit 2 ml PBS lberschichtet, die Saule abgedichtet

und bei 4C gelagert.

3.4.2.2 Immunaffinitatschromatographie

Elutionspuffer Neutralisationspuffer
0,1 M Glycin 1M  Natriumphosphat
1M HCI (pH 2,5) 1M Tris/HCI (pH 8,5)

Die Inkubation des Serums mit der Matrix erfolgte im Batch-Verfahren. Hierfur
wurde die Peptid-gekoppelte Matrix (siehe 3.4.2.1.) in 10 ml PBS resuspendiert, in
ein 15 ml-Reaktionsgefal? Uberfihrt und in einer kurzen Zentrifugation sedimen-
tiert. Das PBS wurde abgenommen und 10 ml des Immunserums zur Matrix
gegeben. Serum und Matrix wurden U.N. bei 4C unter stadndigem Mischen
inkubiert. Fur weitere Arbeitsschritte wurde die Suspension mdglichst vollstandig
in eine Polyprep®-Saule uberfiihrt. Die Matrix wurde mit insgesamt 24 ml PBS
gewaschen. Nun wurde jeweils 1 ml des Elutionspuffers auf die Matrix gegeben.
Um eine Schadigung der eluierten Antikdrper durch den sauren pH-Wert des
Elutionspuffers zu vermeiden, wurden die eluierten Fraktionen in 1,5 ml-
Reaktionsgefalien gesammelt, in denen bereits 100 pl Neutralisationspuffer vorge-
legt worden war. Die eluierte Antikdrperlosung wurde sofort auf Eis gestellt. Es
wurden insgesamt 10 Fraktionen gesammelt. Um die Fraktionen mit dem héchsten
Antikdrpergehalt zu ermitteln, wurden jeweils 10 pl der Eluate zu 100 pl Bradford-
Reagenz (BioRad) gegeben, welches 1:5 mit H,O verdinnt war. Jeweils die
beiden Eluate mit der hochsten Antikorperkonzentration wurden fur die
anschlieBende Dialyse vereint. Die Dialyse erfolgte unter Verwendung von Slide-
A-Lizer®-Dialysekassetten (Perbio, Bonn) zweimal gegen 2 | PBS fiir 12-16 h bei
4C. Der Antikorperlosung wurde Natriumazid zu einer Endkonzentration von

0,02% zugesetzt und bei 4T gelagert.
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3.4.3 Western Blot Analyse von Proteinen

Mit Hilfe der Western Blot Analyse konnen Proteine durch einen spezifischen
Antikdrper in einem komplexen Proteingemisch nachgewiesen werden. Hierflr
werden die Proteine zunéchst nach ihrer relativen Gréf3e aufgetrennt und danach
auf einer Tragermembran immobilisiert. Der spezifische Nachweis erfolgt an-
schlie3end mit einem Immunoblot. Je nach Fragestellung wurden die verwendeten

Proteinlysate nach unterschiedlichen Extraktionsmethoden hergestellt.

3.4.3.1 Herstellung von NP40-Gesamtzellextrakten

NP-40 Lysispuffer:

1% (w/v) Nonidet P-40 (Roche)

150 mM  NaCl

50 mM  Tris-HCI (pH 7,4)

vor Gebrauch frisch zugesetzt : 1x Protease-Inhibitor (Roche)

2X 4x Probenpuffer (nicht-reduzierend)
2% (wiv) 4% (w/v) SDS

20% (wiv) 40% (w/v) Glycerol

120 mM 240 mM Tris-HCI (pH 6,8)

0,01% (w/v) | 0,02% (w/v) Bromphenolblau

Fur den Aufschluss der Zellen wurden diese im Zellkulturgefal3 zweimal mit PBS
gewaschen, mit einem Zellschaber vom Boden abgel6st und in max. 1 ml PBS
aufgenommen. Nach Uberfiihrung der Zellen in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR erfolgte
eine Zentrifugation bei 5000 U/min fur 3 min. Uberschiissiges PBS wurde entfernt,
das Zellpellet in einem angemessenen Volumen NP40-Lysispuffer resuspendiert
und fur 20-30 min auf Eis inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei 13.200 U/min fur
10 min wurden Zellkerne und unlésliche Bestandteile abgetrennt. Der Uberstand
wurde in ein frisches Reaktionsgefal uberfihrt. Die Bestimmung des Protein-
gehalts erfolgte nach Bradford (3.4.3.3). Abschliel3end wurde das Lysat mit ent-
sprechendem Volumen 2x- oder 4x-Probenpuffer versetzt und fur 5 min bei 95C

denaturiert. Die Proben lagerten bis zur weiteren Verwendung bei -20<C.
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3.4.3.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten mit SDS  -Lysispuffer

SDS-Lysispuffer:

2% (w/v) SDS

62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8)

10% (v/v) Glycerin

vor Gebrauch frisch zugesetzt: 1x Protease-Inhibitor (Roche)

Nach zweimaligem Waschen des Zellrasens mit PBS wurden die Zellen in einem
Volumen von 1 ml PBS mit einem Zellschaber vom Boden des Zellkulturgefal3es
geldst. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal Gberfuhrt und far
3 min bei 5000 U/min zentrifugiert. Nach Entfernung des uUberschissigen PBS
wurden die Zellen mit einem geeigneten Volumen SDS-Lysispuffer aufgeschlos-
sen. Die Degradierung der DNA erfolgte durch Ultraschall-Behandlung. Hierzu
wurde das Lysat in 2 Zyklen mit je 15 Impulsen bei einer Amplitude von 60%
beschallt (Ultraschallprozessor, Fa. Dr. Hirschler, Bonn). Fir die Proteinbestim-
mung nach der BCA-Methode (3.4.3.4) wurden 2 pl des Rohlysats eingesetzt.
Dem Lysat wurden anschlieRend 0,5 pl einer mit Bromphenolblau gesattigten,
ethanolischen Losung zugesetzt. Die Probe wurden abschlielend 5 min bei 95C
denaturiert, auf Eis abgekuhlt und bis zur weiteren Verwendung bei -20C
gelagert.

3.4.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmung wurde das kommerziell erhéltliche Bradford-Reagenz der
Firma BioRad (Munchen) benutzt. Die zu messende Probe wurde mit 0,1 N NaOH
zu einem Endvolumen von 800 pl aufgefillt, mit 200 ul Farbreagenz versetzt, gut
durchmischt und fur 15 min bei RT inkubiert. Als Leerwert diente ein Ansatz
bestehend aus 800 ul 0,1 NaOH und 200 ul Farbreagenz. Die Auswertung erfolgte
durch Messung der Extinktion bei 595 nm gegen den Leerwert im Photometer. Es

wurden jeweils Dreifachbestimmungen vorgenommen.

Fur die Erstellung einer Eichkurve, die den Bereich von 1-32 ug Protein abdeckte,
wurde eine BSA-Stammlosung (1 mg/ml in 0,1 N NaOH) verwendet. Definierte
Volumina der Stammlésung wurden mit entsprechenden Volumina 0,1 N NaOH

und 200 ul Farbreagenz versetzt, 15 min bei RT inkubiert und im Photometer
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gegen den Leerwert vermessen.

3.4.3.4 Proteinbestimmung nach der BCA-Methode

Zur Proteinbestimmung von SDS-Ganzzelllysaten (siehe 3.4.3.2) wurde das
Pierce® BCA Protein Assay Kit (Perbio) benutzt. Hierzu wurde zunachst die
Detektionslosung nach Angaben des Herstellers hergestellt. Fir jede zu
messende Probe wurden 200 pl Detektionsreagenz in einem 96-well vorgelegt.

Anschliel3end wurden 2 pl des Proteinlysates hinzugefigt.

Fur die Erstellung einer Eichgrade wurden im Duplikat je 2 pl einer BSA-L6sung
mit definiertem Proteingehalt von 1 g, 2 ug, 5pug und 10 ug mit 200 pl der
Detektionslésung vermischt. Die Proben wurden fir 1 h bei RT inkubiert. Die

Extinktionsmessung erfolgte bei 562 nm im Photometer (Eppendorf).

3.4.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sammelgel (2 ml)

H,O 1,4 mi
30% Acrylamid 0,33 mi
1,5 M Tris (pH 8,8) 0,25 mi
10% (v/v) SDS 0,02 ml
10% (w/v) APS 0,02 ml
TEMED 0,004 ml

Trenngel (5 ml)

% Acrylamid 6% 12% 15%
H,O 2,6 ml 1,6 ml 2,0ml
30% Acrylamid 1,0 mi 2,0ml 1,6 mi
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 mi 1,3 ml 1,3 mi
10% (v/v) SDS 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
10% (w/v) APS 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
TEMED 0,004 ml 0,004 ml 0,004 ml
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Laufpuffer (Laemmli):
192 mM  Glycin
0,1 % (w/v) SDS

25 mM Tris-HCI

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer GroRRe erfolgte durch eine denatu-
rierende SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [89].
Hierfur wurden zunéchst die Polyacrylamidgele in Hoefer Dual Gel Caster Giel3-
standen (Amersham Biosciences, Freiburg) angefertigt. Je nach Grol3e der zu
analysierenden Proteine wurde ein Trenngel mit 6-15% Acrylamid-Gehalt herge-
stellt. Nach vollstandiger Polymerisierung wurde das Trenngel mit dem Sammelgel
Uberschichtet, in welches vor Einsetzen der Polymerisierung ein Probentaschen-
Kamm eingelassen wurde. Zur Durchfiihrung der Elektrophorese wurde das Gel in
eine Hoefer Minigelkammer Model SE250 (Amersham Biosciences) eingespannt
und die Pufferreservoirs mit Laemmli-Laufpuffer beflllt. Die zu untersuchenden
Proteinproben wurden fur 5 min bei 95T denaturiert und auf Eis abgekuhlt. Dabei
werden die Proteine durch das im Probenpuffer enthaltene SDS mit einer zu ihrer
GroRRe proportionalen Ladung versehen, was die Auftrennung der Proteine nach
ihrem Molekulargewicht im Gel ermdglicht. Als Referenz fur die Proteingrof3e wur-
de der Molekulargewichts-Standard "Full Range Rainbow RPN800" (Amersham
Biosciences) mitgefiihrt. Die Gelelektrophorese lief bei 25 mA pro Gel fir ca. 1 h.
Der Nachweis gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine erfolgte entweder
unspezifisch durch eine Coomassie-Farbung des Gels (siehe 3.4.3.6) oder

spezifisch durch einen Immunoblot (siehe 3.4.3.9)

3.4.3.6 Coomassie-Brilliant-Blue Farbung von Polyac  rylamid-Gelen

Farbelésung Entfarbelésung
50% (v/v) Methanol 20% (viv) Methanol
10% (v/v) Essigsaure 7,5% (v/v) Essigsaure

0,25% (w/v) Coomassie-Brilliant Blue R-250

Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine kdnnen in ihrer Gesamtheit durch eine
irreversible Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blue im Polyacrylamid-Gel nach-

gewiesen werden. Nach beendeter Elektrophorese wurde das Sammelgel vom

48



Material und Methoden

Trenngel abgelost und verworfen. Das Trenngel wurde in ausreichend Farbe-
|I6sung Uberfuhrt und hierin unter leichtem Schwenken fur 1 h bei RT inkubiert. Die
Farbelésung wurde durch das gleiche Volumen Entfarbelésung ersetzt, und das
Gel Uber mehrere Stunden vollstdndig entfarbt. Fotografisch dokumentiert wurde

das Gel mittels Scanner (Expression 1680 Pro, Epson).

3.4.3.7 Semidry-Transfer auf Nitrozellulose-und PVD F-Membranen

Transferpuffer
48 mM Tris-HCI
39 mM Glycin

20% (v/v) Methanol
0,038% (v/iv) SDS

Fur einen nachfolgenden Immunoblot wurden gelelektrophoretisch aufgetrennte
Proteine durch einen Elektrotransfer aus dem SDS-Gel auf eine Tragermembran
zuganglich gemacht. Mittels der Trans-Blot SD Semidry-Blotapparatur (Bio-Rad)
wurden die Proteine entweder auf eine Hybond ECL Nitrozellulose-Membran
(Amersham Biosciences) oder auf eine Immobilon PVDF-Membran (Millipore,
Schwalbach) transferiert. PVDF-Membranen zeichnen sich im Vergleich zu
Nitrozellulose-Membranen durch eine grofRere Proteinbindungskapazitat aus.
Aufgrund ihrer hydrophoben Oberflachenbeschaffenheit missen sie allerdings vor
dem Transfer aktiviert werden. Dazu wurden die Membranen fur 1 min in 100%
Methanol inkubiert, dann fir 3-5 min in H,O gewaschen und anschlieB3end fur 5-
10 min in Transferpuffer aquilibriert. PVDF-Membranen wurden verwendet, wenn
das zu untersuchende Protein in sehr geringer Konzentration im Lysat vorlag.

Fur den Transfer wurden jeweils eine Membran und vier 3SMM-Whatmann-Filter
(VWR, Darmstadt) auf Gelgro3e zugeschnitten und in Transferpuffer inkubiert. Auf
der Anodenseite der Blotapparatur wurde folgender Aufbau vorgenommen: auf
zwei 3MM-Whatmann-Filter folgte die Nitrozellulose- oder PVDF-Membran, das
Gel wurde aufgelegt und mit zwei 3MM-Whatmann-Filtern bedeckt. Nach Auf-
setzen der Kathode erfolgte der Transfer mit 0,8 mA/cm? je nach GroRe der zu

transferierenden Proteine fiir 1-2 h.
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3.4.3.8 Ponceau-S-Farbung von Proteinen

Durch reversibles Anfarben der Proteine auf einer Nitrozellulose-Membran wurde
der Elektrotransfer (siehe 3.4.3.7) anschlielend Uberprift. Dazu wurde die
Membran 1 min in Ponceau-S-Ldsung (Sigma) inkubiert, durch Waschen in H,O

teilweise entfarbt und schliefllich fur den Immunoblot weiterverwendet.

3.4.3.9 Immunoblot-Analyse

PBS-Blotto
4% (w/v) Trockenmilchpulver, fettfrei

PBS-Tween
0,05% (v/v) Tween-20

ECL-LOsung 1 ECL-LGsung 2
0,1M Tris-HCI pH 8,5 0,1 M  Tris-HCI pH 8,5
25 mM Luminol (Sigma) 0,018% H,0,

9mM p-Cumarinsaure (Sigma)

vor Gebrauch: Lésungen 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 mischen.

Um unspezifische Bindungsstellen auf einer proteinbeladenen Membran zu
blockieren, wurde diese fur 30-60 min bei RT in PBS-Blotto geschwenkt. Der Filter
wurde dann bei standiger Rotation fir 1-15h mit dem Priméarantikérper in
geeigneter Verdinnung in PBS-Blotto inkubiert. Durch anschlielendes mehr-
maliges Waschen mit PBS-Tween wurden ungebundene, Uberschissige Anti-
korper entfernt. Der entsprechende Meerrettichperoxidase-konjugierte Zweitanti-
korper wurde, wenn nicht anders angegeben, im Verhéltnis 1:2000 in PBS-Blotto
verdunnt und fir 1-2 h bei RT auf die Membran gegeben. Anschliel3end wurde der
Filter achtmal 5 min mit PBS-Tween gewaschen. Die Peroxidase-Substrat-
Reaktion zur Visualisierung der Protein-Antikdrper-Komplexe erfolgte durch eine
5-mindtige Behandlung der Membran in der frisch praparierten ECL-L6sung (ECL,
Enhanced Chemiluminescence). AnschlielBend erfolgte die Detektion durch
Auflegen eines Rontgenfilms (Fuji) fur 10 sec bis 15 min und Entwicklung des

Films im automatischen Filmentwickler (Hyperprocessor, Amersham Biosciences).
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3.4.3.10 Entfernung der Antikdrper von Nitrozellulo  semembranen

LStripping“-Puffer

100 mM  2-Mercaptoethanol
2% (viv) SDS
62,5 mM Tris-HCI; pH 6,7

Um gebundene Primar- und Sekundar-Antikérper von einer Nitrozellulose-
Membran zu entfernen, wurde diese zunachst fir 15 min in PBS-Tween
gewaschen und anschlie3end fir 30 min bei 50C in 10 ml ,Stripping“-Puffer
inkubiert. Vor einem erneuten Blockierungsschritt wurde die Membran zweimal fur

15 min in PBS-Tween gewaschen.

3.4.4 Immunprazipitation von FLAG-Fusionsproteinen

IP-Lysis-Puffer IP-Waschpuffer
150 mM NacCl 15M NaCl
50 mM Tris-HCI (pH 7,4) 0,5mM  Tris-HCI (pH 7,4)

1mM EDTA
1% (v/v)  Triton-X-100
frisch vor Gebrauch: 1x Protease-Inhibitoren (Roche)

Die Aufreinigung von FLAG-Fusionsproteinen aus dem Gesamt-Zelllysat erfolgte
mit Hilfe des ANTI-FLAG® M2 Affinitatsgels von Sigma. Hierbei handelt es sich um
eine Agarose-Matrix, an die der murine, monoklonale Anti-FLAG-M2-Antikdrper
kovalent gekoppelt ist.

Zunachst wurden aus Zellen, welche FLAG-Fusionsproteine exprimierten, unter
Verwendung des IP-Lysis-Puffers Gesamt-Zelllysate, wie unter 3.4.3.1 beschrie-
ben, hergestellt. Die Proteinkonzentration der Lysate wurde nach der Bradford-
Methode (3.4.3.3) bestimmt. Fur die Immunprazipitation (IP) wurden 1-2 mg
Gesamtprotein eingesetzt. Jeweils 50 pl der entsprechend eingestellten Protein-
l6sungen wurden als Ladekontrolle entnommen, mit 2x Probenpuffer versetzt und
fur 5 min bei 95T denaturiert. Die verbliebenen 950 ul der Probe wurden fur die
IP verwendet. Hierfiir wurden zunéchst 100 pl des ANTI-FLAG® M2 Affinitatsgels
durch 5 repetitive Waschschritte mit 1 ml Lysis-Puffer vorsichtig resuspendiert und

far 1 min bei 2000 U/min, 4C sedimentiert. Da das Gel als 50% ,slurry” vorlag,
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resultierte daraus ein 50 ul Gelbett pro Ansatz, auf welches das Proteinlysat
gegeben wurde. Die IP erfolgte U.N. bei 4C. Um ung ebundene Proteine auszu-
waschen wurde die Matrix anschliel3end in 5 Wiederholungen nach dem Verfahren
der Aquilibrierung mit IP-Waschpuffer behandelt, wobei der Waschpuffer stets
vollstdndig abgenommen wurde. Die Elution der Proteine erfolgte durch Zugabe
eines gleichen Volumens 2x Probenpuffer und Erhitzen fir 10 min bei 95C. Nach
5-mindtiger Inkubation auf Eis wurde die Matrix fur 1 min bei 10000 U/min
sedimentiert, das Uberstehende Proteinlysat komplett abgenommen und fir eine

Western Blot Analyse (siehe 3.4.3) verwendet oder bei -20C gelagert.

3.4.5 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionspr oteinen

Zur Expression von GST-Fusionsproteinen wurden zunachst Sequenzen des
Gens von Interesse durch eine passende Klonierungsstrategie in den pGEX-2T-
Vektor eingebracht, wodurch die N-terminale Fusion der Gluthation-S Transferase
an das klonierte Genprodukt erzielt wurde. Da der pGEX-2T-Vektor einen Lac-
Promotor tragt, kann die Expression der GST-Fusionsproteine durch Zugabe des
Galactose-Derivats IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid, Sigma) induziert

werden.

3.4.5.1 IPTG-induzierte Expression von GST-Fusionsp roteinen in E.coli

Jeweils 50ul E.coli BL2-CodonPlus®(DE3)-RIPL von Stratagene wurden mit
Plasmid-DNA transformiert (siehe 3.3.3), auf LB-Amp*-Platten ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37 im Brutschrank inkubiert. Die mit Kolonien bewachsenen
Platten wurden bis zum Animpfen von 5 ml-Vorkulturen (LB-Medium mit Zusatz
von 100 pg/ml Ampicillin) bei 4C gelagert. Nach 16 h Inkubation bei 37T, 225
U/min wurden die 5 ml-Vorkulturen mit LB-Medium auf ein Gesamtvolumen von
50 ml aufgeflillt. Es folgte eine Inkubation zunéchst fir 1 h bei 37C, 225 U/min
und fur weitere 1,5 h bei 37, 110 U/min. Von der Bakterienkultur wurden 500 pl
als Kontrolle entnommen, pelletiert, in 100 pl 1x Probenpuffer resuspendiert und
nach Denaturierung bei -20C gelagert. Die Induktion durch Zugabe von IPTG
(1 mM Endkonzentration) erfolgte fur 4,5 h bei 37C, 225 U/min. Erneut wurden
500 pl der Bakterienkultur zur spateren Kontrolle der induzierten Expression von
GST-Fusionsproteinen entnommen. Die 50 ml-Bakterienkultur wurde fir 30 min
bei 5850 U/min, 4C zentrifugiert. Das resultierend e Pellet wurde zweimal mit
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10 ml PBS/1% Tx-100 gewaschen und anschlieBend bis zur weiteren Verarbei-

tung bei -20C gelagert.

3.4.5.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine erfolgte unter Verwendung der
Glutathion-Sepharose 4B von GE Healthcare und wurde nach Angaben des
Herstellers im Batch-Verfahren durchgefihrt. Jeweils 2 ml 50%-,slurry* Glutathion-
Sepharose wurden in 15 ml-Falcon-GeféalRe Uberfihrt und dreimal durch Resus-
pendieren in je 10 ml PBS mit anschlieRendem Sedimentieren fir 3 min bei
2000 U/min gewaschen. In PBS &aquilibrierte Affinitatsmatrix wurde bis zur Inkuba-
tion mit Proteinlysat bei 4C aufbewabhrt.

Auf Eis lagernd aufgetaute Bakterienpellets wurden in 18 ml PBS/1% Tx-100 re-
suspendiert und in drei Portionen a 6 ml auf 15 ml-GefalRe verteilt. Die Bakterien-
suspension wurde zum Zellaufschluss einer Ultraschall-Behandlung (3 Zyklen, je
10 Impulse, max. Amplitude) unterzogen, wobei die Proben auf Eis lagerten. An-
schlieBend wurden die Lysate auf 2 ml-Reaktionsgefal3e verteilt und Zelltrimmer
durch Zentrifugation fir 30 min, 13200 U/min, 4 pelletiert. Die Uberstande
wurden zum Rohlysat vereinigt. Als Kontrolle wurden 100 pl Rohlysat enthommen
und wie unter 3.4.7.2 beschrieben aufgearbeitet. Jeweils 12 ml Rohlysat wurden
fur die Kopplung der GST-Proteine an die Sepharose-Matrix eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte U.N., 4C auf dem Rollmischer. Vom Lysat-Matrix-Gemisch
wurden 100 pl als Kontrolle entnommen. Durch Zentrifugation fir 2 min bei 2000
U/min wurde die Matrix mit gebundenen GST-Fusionsproteinen pelletiert. Um
ungebundene Proteine von der Matrix zu entfernen, folgten finf repetitive Wasch-
schritte mit je 10 ml PBS/1% Tx-100 und Zentrifugation fir 2 min bei 2000 U/min.
Anschliel3end wurde die Matrix in ein 2 ml-Reaktionsgefafd tberfthrt, um die GST-
Fusionsproteine mit jeweils 500 pl 5 mM Glutathion/ 50mM Tris-HCI zu eluieren.
Der Elutionsschritt wurde fiinfmal wiederholt und die sechs Fraktionen a 500 pl
zum Gesamt-Eluat (3 ml) vereinigt. Die finale Proteinkonzentration wurde nach
Bradford (siehe 3.4.3.3) bestimmt. Um die Abtrennung der Proteine von der Matrix
zu Uberprifen, wurden 100 pl Sepharose nach der Elution enthommen. Expres-
sion und Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden durch SDS-PAGE mit den
entnommenen Kontrollen und jeweils einem 5 pl-Aliquot des Gesamt-Eluats und

anschlieBender Coomassie-Farbung des Gels Gberpruft.
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3.4.6 Cdc42/Racl/2/3-Aktivierungsassay

Basierend auf der Tatsache, dass viele Rho-GTPase Effektorproteine spezifisch
die aktivierte, GTP-gebundene, aber nicht die inaktive, GDP-gebundene Form von
Cdc42 und Racl1/2/3 erkennen und komplexieren, kann mit einem Bindungsassay
der Aktivierungsstatus der beiden GTPasen untersucht werden. Die als GST-
Fusionsprotein exprimierte CRIB-Doméane (Cdc42/Rac Interactive Binding Region)
des PAK1-Proteins (p21 activated kinase 1) wird als Bindungspartner fur Cdc42
und Rac1/2/3 eingesetzt, um deren Aktivierungsstatus in verschiedenen Zelllinien
zu analysieren. Das CRIB-Motiv bindet mit sehr hoher Affinitdt und spezifisch nur
die GTP-gebundene Form der beiden Rho-GTPasen. Die Bindung resultiert
zudem in einer verminderten Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP. Somit ist
eine Aufreinigung bzw. ein ,Pulldown” von GTP-Cdc42 und GTP-Racl1/2/3 aus
den Zelllysaten moglich. Anhand einer nachfolgenden Western Blot Analyse
konnen die prazipitierten Cdc42- und Racl/2/3-Mengen verglichen werden.

3.4.6.1 Pulldown von GTP-Cdc42 und Racl1/2/3 mit GST -PAK1(CRIB)*

*. Das pGEX-2T-PAK1(CRIB)-Expressionsplasmid wurde freundlicherweise von Prof. Apfelbacher
(Institut fir Mikrobiologie, UKE Hamburg) zur Verfligung gestellit.

PD-Lysis-Puffer PD-Waschpuffer

150 mM  NacCl 150 mM  NacCl

50 mM Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM  Tris-HCI (pH 7,4)
5 mM MgCl, 5 mM MgCl,

0,1 mM Natriumdeoxycholat 1% (v/v)  Triton X-100

0,1% (v/v) SDS
1% (v/v)  Triton X-100
frisch vor Gebrauch: 1x Protease-Inhibitoren (Roche)

Zur Durchfihrung des Cdc42/Racl/2/3-Aktivierungsassays wurden pro Ansatz je
20 ug GST-PAK1-CRIB bzw. GST-Protein an Glutathion-Sepharose 4B (GE
Healthcare) gekoppelt. Hierfir wurden jeweils 100 pl der als 50% “slurry” vorlie-
genden Matrix in PBS aquilibriert und mit GST-Proteinen in 200 pl PBS fir 2 h bei
4T inkubiert. Um ungebundene GST-Proteine zu entfe rnen, wurde dreimal mit
jeweils 1 ml PBS gewaschen und 1 min bei 2000 U/min zentrifugiert. Wahrend der
Herstellung der Proteinlysate lagerte die Matrix bei 4C.
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Zu analysierende Zellen wurden geerntet und mit 1 ml PD-Lysis-Puffer pro
konfluenter T75-Zellkulturflasche aufgeschlossen. Die Zelllyse erfolgte fir 10 min
auf Eis, es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min, 4C bei 13.200 U/min. Der Uber-
stand wurde in frische 1,5 ml-Reaktionsgefa3e Uberfihrt. Die Konzentration des
Proteinlysats wurde nach Bradford (siehe 3.4.3.3) ermittelt und durch Zugabe von
PD-Lysis-Puffer auf 1 ug/pl eingestellt. Pro Ansatz wurden 0,5-1 mg Gesamt-
protein mit 100 uM GDP oder dem nicht-hydrolysierbaren GTP-Derivat GMP-PNP
(Sigma) versetzt und zum ,Pulldown® mit Sepharose-gekoppeltem GST-PAK1-
CRIB oder GST-Protein 0.N. bei 4C inkubiert. Die M atrix wurde dreimal vorsichtig
mit je 1 ml PD-Waschpuffer resuspendiert und 1 min bei 2000 U/min zentrifugiert.
Die Elution gebundener Proteine erfolgte durch Erhitzen der Matrix in 50 pl 2x
Probenpuffer fir 10 min bei 95T mit anschlieBender Inkubation auf Eis. Die
Sepharose wurde durch Zentrifugation bei 5000 U/min sedimentiert, der Uber-
stand quantitativ abgenommen und fir eine nachfolgende Western Blot Analyse

verwendet.

3.4.7 Tunikamycin-induzierte Inhibition der N-Glyko  sylierung

Tunikamycin ist ein Gemisch aus mehreren Nukleosid-Antibiotika und fungiert als
Inhibitor von bakteriellen und eukaryontischen N-Acetylglucosamin-Transferasen.
Der erste Schritt in der N-Glykosylierung, die Anheftung von N-Acetylglucosamin
an Dolicholphosphat, wird hierdurch unterbunden. Aufgrund dieser Wirkung wird
Tunikamycin zur Analyse der N-Glykosylierung von neusynthetisierten Proteinen
eingesetzt.

Die Tunikamycin-Stocklésung enthielt 1 mg/ml Tunikamycin (Sigma) in DMSO. Die
zu untersuchenden Zellen wurden in 6-well-Kulturschalen bis zu einer Konfluenz
von 50%-60% im entsprechenden Medium kultiviert. Fir die Tunikamycin-
Behandlung wurde das Kulturmedium gegen Medium ausgetauscht, welches 0,1-
10 pg/ml Tunikamycin enthielt. Die Zellen wurden fur weitere 24 h im Brutschrank
kultiviert. Als Kontrolle wurden parallel Zellen mit der entsprechenden Menge
DMSO (0,1-10 pl DMSO/mI Medium) kultiviert. Eine veranderte Glykosylierung des
Zielproteins wurde mittels Westen Blot analysiert.
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3.4.8 Inhibition der Ubiquitin-vermittelten Protein degradation

Der proteasomale Abbau von Ubiquitin-konjugierten Proteinen kann durch das
Reagenz MG-132 (Calbiochem) gezielt inhibiert werden, was zur Akkumulation
der entsprechenden Proteine innerhalb der Zellen flhrt. Auf diese Weise kdnnen

Ruckschlisse auf die Stabilitat von Proteinen gezogen werden.

Fur die Behandlung mit MG-132 Uber einen Zeitraum von 2 h bis 16 h wurden pro
Zeitwert jeweils 2x10° Zellen in T25-Kulturflaschen ausgesat. Nach Erreichen
einer 80-90% Konfluenz wurde eine Flasche unbehandelter Zellen als Kontrolle
geerntet, und somit der Zeitpunkt To markiert. Bei den verbliebenen Zellkultur-
flaschen wurden das Medium gegen ein mit 10 uM MG-132 (10 mM Stock in
DMSO) versetztes Medium ausgetauscht. Nach jeweils 2 h, 4 h, 8 h, 12 h und
16 h Inkubation wurden die Zellen geerntet. Parallel zu jedem Zeitwert wurden
Zellen als Kontrollen geerntet, deren Medium mit 0,5% (v/v) DMSO versetzt war.
Die inhibierte Degradation des Zielproteins wurde anschlielend in einer Western

Blot Analyse untersucht.

3.4.9 Indirekte Immunfluoreszenz-Farbungen

Zellen wurden auf Vierkammer-Objekttragern (Nunc) ausgesat. Bei geeigneter
Zelldichte wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit jeweils
750 ul PBS gewaschen und anschlie3end mit 100% Methanol (-20C) auf Eis fur
10 min fixiert und permeabilisiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit jeweils
750 pul PBS gewaschen. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden
die Zellen mit 1% (w/v) BSA/PBS fur 30 min bei RT inkubiert. Der primare Anti-
korper wurde in geeigneter Verdinnung in 1% (w/v) BSA/PBS verdinnt und fir
90 min bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen viermal mit
750 pl PBS gewaschen. Die Inkubation mit sekundarem Antikorper (Alexa Fluor®
488 donkey anti-rabbit IgG) erfolgte bei einer Verdiinnung von 1:200 in 1% (w/v)
BSA/PBS fur 90 min im Dunkeln. Die Zellen wurden nun dreimal mit 750 pul PBS
gewaschen. Zur unspezifischen Farbung der Zellkerne wurden jeweils 500 ul einer
1:5000 in PBS verdunnten DAPI-Farbelosung auf die Zellen gegeben und 1 min
bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen dreimal mit 750 ul PBS
gewaschen. Zur Entfernung der Plastikkammern von dem Objekttrager wurden
500 pl 70% Ethanol in die Kammern gefllt und 10 min inkubiert. Dies fuhrte zur
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Auflésung des Klebstoffes, so dass die Plastikkammern entfernt werden konnten.
Die Zellen wurden abschliel3end in jeweils 30 ul Mowiol eingebettet und bis zur
Auswertung an einem dunklen Ort gelagert. Die Farbung der Zellen wurde im
Fluoreszenzmikroskop (Leica, Type DM LB) begutachtet und mit Hilfe einer an das
Mikroskop gekoppelten Kamera dokumentiert. Mit dem digitalen Bildverarbeitungs-
system KAPPA (KAPPA opto-electronics GmbH, Gleichen) wurden die Aufnah-

men verwaltet und bearbeitet.

3.4.9.1 Herstellung von Mowiol

Zur Herstellung von Mowiol Mounting Medium wurden 2,4 g Mowiol Typ 4-88
(Calbiochem) mit 6 ml Glycerol in einem 50 mI-R6hrchen verrihrt, mit 6 ml H,O
versetzt und 2 h auf einem Drehschuttler vermischt. Nach Zugabe von 12 ml
200 mM Tris-HCI (pH 8,5) wurde die Losung fur 10 min auf 50C erwarmt und
nach Abkuhlung auf RT 15 min bei 5000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde ver-
worfen. Vom Uberstand wurden Mowiol-Aliquots & 500 pl angefertigt und bei -20C

gelagert.

3.4.10 Immunhistochemische Farbung von Paraffin-Sch  nitten und TMAs

Anhand von immunhistochemischen Farbungen wurden Untersuchungen zu
Proteinexpressionen im Gewebe angestellt. Als Material fir diese Analysen
dienten Gewebeschnitte von operativ entfernten Mammakarzinomen (n=42), ange-
fertigt am Institut fur Pathologie (UKE, Hamburg) und freundlicherweise zur Verfi-
gung gestellt von Prof. Dr. Léning. Desweiteren wurden verschiedene AccuMax™
Tissue Micro Arrays (TMASs) der Firma ISU ABXIS Co., Ltd (Tab. 3.3) verwendet.

Tab. 3.3: Zusammenfassung der verwendeten TMAs

. Anzahl Spots Spots
TMA Bezeichnung der Falle pro Fall Gesamt
Normalgewebe A103 (VI) 45 2 90
verschiedene Tumoren 30 2
+ korrespondiere Normalgewebe A301 (V) 30 1 90
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Die Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden
zunachst deparaffiniert und anschlieRend im Dampfdruckinkubator (BioGenex,
San Ramon, USA) fur 5 min bei 125 in Zitrat-Puffe r (BioGenex) inkubiert und
danach dreimal fir 3 min mit TBS, 0.05% Tween-20 gewaschen. Die endogene
Peroxidase-Aktivitat wurde durch eine Behandlung mit jeweils 100 ul DAKO
REAL™ (DAKO, Glostrupp) nach Angaben des Herstellers blockiert. AnschlieRend
wurden die Schnitte dreimal 3 min mit TBS-Tween gewaschen. Die Inkubation mit
dem 1:500-verdiinnten priméren Antikdrper erfolgte Uber Nacht bei 4T. Im
Anschluss daran wurden die Schnitte dreimal 3 min mit TBS-T gewaschen. Es
folgten eine Inkubation mit jeweils 150 pl DAKO REAL™ Envision™/HRP (DAKO)
fur 15 min bei RT und erneut drei Waschschritte. Zum Ablauf der Detektions-
reaktion wurden die Schnitte fir 10 min mit DAB (3,3’-Diaminobenzidine) inkubiert.
Zur Gegenfarbung wurde fir 2 sec eine Behandlung mit Mayers-Hemalaun-
Losung (Merck) vorgenommen. Danach wurden die Praparate fur 2 min mit H,O

gewaschen und eingedeckelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Transformierende Eigenschaften von CRB3

Die Grundlage fur die hier vorliegende Arbeit wurde durch die Entwicklung einer
neuen Methode zur Identifizierung Brustkrebs-assoziierter Gene innerhalb der
Arbeitsgruppe von Dr. Volker Assmann geschaffen. Aus dem Transkriptom der
humanen Mammakarzinom-Zelllinie GI-101 wurde eine retrovirale cDNA-
Expressionsbibliothek generiert und NIH3T3-Zielzellen damit transduziert. Durch
ein aufwendiges Selektionsverfahren wurden anschlie3end die cDNAs identifiziert,
deren stabile genomische Integration zur Transformation der NIH3T3-Zellen
fuhrte. Im Zuge dieser Analysen wurde unter anderem CRB3 als potenzielles
Proto-Onkogen identifiziert. Ein Ziel dieses Promotionsvorhabens war es deshalb,
die mdglichen onkogenen Eigenschaften des CRB3-Gens genauer zu charakteri-
sieren und die molekularen Signalwege der CRB3-vermittelten malignen Entartung
von Zellen aufzuklaren. Des Weiteren sollte die Bedeutung der CRB3-vermittelten

Transformation von Zellen fiir das humane Mammakarzinom untersucht werden.

4.1.1 Identifizierung von zwei CRB3-Transkriptvaria  nten

Fur erste Untersuchungen standen murine, embryonale NIH3T3-Fibroblasten, die
mit einem fur das CRB3-Protein kodierenden retroviralen Expressionsplasmid
(PMXs-CRB3) transduziert wurden, zur Verfigung. Bioinformatische Analysen
deuteten darauf hin, dass sich von der als Provirus in das Wirtsgenom integrierten
CRB3A-cDNA moglicherweise unterschiedliche Gentranskripte ableiten kdnnten.
Wie bereits beschrieben (siehe 2.3.2), entstehen durch alternatives Splei3en des
vom CRB3-Gen abgeleiteten Primartranskripts zwei mRNA-Transkriptvarianten,
die jeweils fur unterschiedliche Isoformen des CRB3-Proteins kodieren. Dass die
alternativen CRB3-Transkriptvarianten auch von der proviral integrierten CRB3-
cDNA abgeleitet werden konnen, ist in Abb. 4.2 dargestellt. Sowohl die Donor- als
auch die Akzeptorsequenz der alternativen Splei3stelle sind in Exon 4 der CRB3-
cDNA enthalten, was die Expression beider Transkriptvarianten zur Folge haben
konnte. Um diese Maoglichkeit genauer zu untersuchen, wurde aus den
NIH3T3/CRB3-Zellen genomische DNA und Gesamt-RNA isoliert und einer PCR-
Analyse unterworfen.
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Die Amplifikation der proviralen CRB3-cDNA erfolgte mit vektorspezifischen
Primern, die die CRB3-cDNA flankierten. CRB3-Gentranskripte wurden mittels RT-
PCR-Analyse mit den CRB3-spezifischen Primern MP25-4/MP25-12 (siehe Tab.

7.3, Anhang) dargestellt. Als Kontrollen fur die PCR-Analysen wurden jeweils

Ansétze mit genomischer DNA bzw. cDNA der parentalen, d.h. nicht transdu-

zierten NIH3T3-Fibroblasten mitgefuhrt.
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Abb. 4.1: PCR-Analysen mit parentalen und stabil tr

integrierten CRB3-cDNA entspricht. (B) Die PCR mit
ergab zwei PCR-Fragmente, bei denen es sich um alte
Primértranskripts handelt.
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Eine PCR-Analyse mit genomischer DNA ergab ein Frag

ment, welches der proviral
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rnativ gespleildte Varianten des CRB3-

Von genomischer DNA der stabil transfizierten NIH3T3/CRB3-Zellen wurde ein ca.

1400 Bp-Fragment amplifiziert (Abb. 4.1, A). Eine nachfolgende Sequenzanalyse

bestétigte, dass es sich hierbei um die stabil in das Wirtsgenom integrierte CRB3-
cDNA handelte. Bei der RT-PCR Amplifikation von CRB3-Gentranskripten wurden

Uberraschenderweise zwei PCR-Produkte mit FragmentgroRen von ca. 500 Bp
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und 850 Bp gebildet (Abb. 4.1, B). Die DNA-Sequenzierung dieser PCR-Produkte
ergab, dass die Amplifikationsprodukte zwei unterschiedliche CRB3-Gentran-
skripte darstellten, die ihrerseits fuir zwei unterschiedliche Isoformen des CRB3-
Proteins kodieren. Das 800 Bp-Fragment entspricht dabei der Transkript-
variante (Genebank accession number: NM_139161.3), welche fir die CRB3A-
Isoform kodiert. Das kurzere 500 Bp-Fragment entspricht der Transkriptvariante
(Genebank accession number: NM_174881.2), die fur die CRB3B-Isoform kodiert
(siehe 2.3.2; Abb. 2.5) Auf die Verwendung der offiziellen Bezeichnung als
Transkriptvariante Il (CRB3A) bzw. Ill (CRB3B) wurde in dieser Arbeit aus Uber-
sichtsgriinden verzichtet.

Die Erkenntnis, dass die NIH3T3/CRB3-Zelllinie beide SpleiRvarianten des CRB3-
Transkripts und demzufolge beide CRB3-Isoformen exprimiert, warf die Frage auf,
welches der beiden Genprodukte die beobachteten transformierenden Eigen-
schaften vermittelt.

4.1.2 Herstellung von CRB3A- und CRB3B-Expressionsp  lasmiden

Um eindeutig zu klaren, welche der beiden CRB3-Isoformen die onkogene
Transformation der Zellen vermittelt, wurden Expressionsplasmide generiert, die
ausschliellich fur CRB3A oder CRB3B, nicht aber fiur CRB3A und CRB3B
kodierten. Da zu Beginn dieser Studien keine CRB3-spezifischen Antikdrper zur
Verfligung standen, sollten Expressionsplasmide generiert werden, die fir Epitop-
getaggte CRB3-Proteine kodierten. Weil im C-terminalen Bereich wichtige Binde-
domanen lokalisiert sind, deren Funktion durch das Anhé&ngen eines FLAG-Tags
beeintrachtigt sein kénnte, kam ausschliel3lich eine N-terminale Markierung der
Proteine in Frage. Hierbei musste wiederum beachtet werden, dass die ersten 20
Aminosauren der CRB3-Proteine als Signalpeptid fungieren, dessen Abspaltung
zum Verlust eines N-terminalen FLAG-Tags fuhren wirde. Um das zu vermeiden,
wurden CRB3-cDNAs in die Plasmide eingebracht, denen die fur das Signalpeptid
kodierende DNA-Sequenz fehlte. Ersetzt wurde das CRBS3-Signalpeptid durch
eine dem FLAG-Tag vorgeschaltete Preprotrypsin-Sequenz. Die CRB3A- und
CRB3B-cDNAs wurden unter Verwendung der Primerpaare CRB3-1/CRB3-lla-6
bzw. CRB3-1/CRB3-2 (siehe Tab. 7.3, Anhang) amplifiziert und in den pFLAG-
CMV-3-Vektor (Sigma) kloniert. Die Funktionalitit der Konstrukte wurde in
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transienten Transfektionen mit ynx-eco-Zellen und anschlielenden Western Blot
Analysen sichergestellt. Im Anschluss daran, wurden die FLAG-CRB3A- und
FLAG-CRB3B-kodierenden Sequenzen unter Verwendung der Oligonukleotid-
Paare FLAG-CRB3-Xhol/Crb3-lla-9-Xhol und FLAG-CRB3-Xhol/Crb3-111b-10-Xhol
aus den pFLAG-CMV-3-Konstrukten amplifiziert und in den bicistronischen pIRES-
N1-Vektor einkloniert. Der Aufbau der pIRES-N1-Konstrukte ist in Abb. 4.2

schematisch dargestellt.

FLAG

pIRES—Nl—FLAG—CRBBB| Met | Preprotrypsin | FLAG -:-
|
I

PIRES-N-FLAG-CRB3A | Met | Preprotrypsin

Signalpeptid N-terminales CRB3-kodierende Sequenzen
Tag

Abb. 4.3: Schematischer Aufbau der FLAG-CRB3A und F LAG-CRB3B-exprimierenden
pIRES-N1-Konstrukte. Eine Preprotrypsin-Sequenz vor dem FLAG-Tag fungiert als
Signalpeptid. Die fur unterschiedliche Proteindoman en kodierenden CRB3-Sequenzen sind
folgendermalRen dargestellt: braun - extrazellulare Domaéne; schwarz - Transmembran-
Domane; gelb - zytoplasmatische Doméne; rot/grin - isoformspezifische C-Termini.

4.1.3 Stabile Transfektion von NIH3T3-Zellen mit is oformspezifischen

FLAG-CRB3-Expressionsplasmiden

Um zu klaren, welche der beiden CRB3-Isoformen transformierende Eigen-
schaften besitzt, wurden NIH3T3-Fibroblasten stabil mit den FLAG-CRB3A bzw.
FLAG-CRB3B-kodierenden pIRES-N1-Konstrukten transfiziert und Zellklone durch
Zugabe von Geneticin in das Kulturmedium selektioniert. Anhand von Western
Blot Analysen wurden mittels FLAG-M2-Antikorper (Sigma) Zellklone mit einer
starken CRB3A- bzw. CRB3B-Proteinexpression identifiziert.

Abbildung 4.4 zeigt exemplarisch die Western Blot Analyse von jeweils 6 CRB3A-
und CRB3B-exprimierenden Zellklonen. Bemerkenswert ist, dass alle CRB3A-
exprimierenden Zellklone eine starke Uberexpression des Proteins aufweisen,
wahrend die im Western Blot detektierten Signale fir das CRB3B-Protein in allen
Zellklonen fragwtirdig und schwer zu deuten waren. Die Expression des CRB3B-
Transgens konnte zwar auf transkriptioneller, nicht aber auf Proteinebene belegt
werden. Diese Befunde gaben Anlass zur Durchfiihrung weiterer Untersuchungen
zur Stabilitdt des CRB3B-Proteins (siehe 4.6).
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Abb. 4.4: Western Blot Analyse von NIH3T3-Zellklone n mit stabiler FLAG-CRB3A- (links)
oder FLAG-CRB3B-Expression (rechts). Die Detektion der Proteine bei ~25kD (CRB3A) und
~30kD (CRB3B) erfolgte mittels FLAG-M2-Antikorper. Als Ladekontrolle diente HSC-70. Die
mit Sternchen markierten Zellklone K-a2 und K-b7 wu rden zur Durchfihrung der
Transformations-Assay verwendet.

Zur Durchfiihrung der Transformations-Assays ausgewahlte NIH3T3/CRB3A und
NIH3T3/CRB3B-Zelllinien (K-a2 bzw. K-b7, siehe Abb. 4.4) sollten anschlie3end
hinsichtlich ihrer Zellmorphologie, der Zellteilungsaktivitéat, des Potenzials zum
Substrat-unabhangigen Wachstum und der Fahigkeit zur Tumorbildung in vivo
untersucht werden. Bei allen durchgeftihrten Assays wurden parentale NIH3T3-
Zellen als Negativkontrolle und NIH3T3/RAF1-Zellen, welche das gut charakteri-

sierte Onkogen RAF1 stabil Giberexprimieren als Positivkontrolle mitgefuhrt.

4.1.4 CRB3A induziert die morphologische Transforma  tion von NIH3T3
Zellen

Verédnderungen der Zellmorphologie sind ein wichtiges Indiz fir die Transforma-
tion von NIH3T3-Fibroblasten. Um die Morphologie von parentalen, CRB3A-,
CRB3B-, sowie RAF1-Uberexprimierenden NIH3T3-Zellen vergleichend auszu-
werten, wurden die Zelllinien bei annahernd gleicher Konfluenz (~70%) licht-
mikroskopisch begutachtet und bei 40-facher VergrofRerung fotografisch doku-

mentiert.

Parentale NIH3T3-Zellen besitzen flache Zellkérper, relativ kurze Zellfortsatze und
weisen ein regelmafliges Wachstum auf. Wie in Abb. 4.5 zu sehen ist, weichen
RAF1- und CRB3A-Uberexprimierenden Zellen in ihrer Morphologie sehr stark von
der parentalen Zelllinie ab.
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NIH3T3 CRB3B

Abb. 4.5: Die Morphologie von parentalen, RAF1-, CR B3A-, und CRB3B-Uberexprimierenden
NIH3T3-Zellen im Vergleich. Die Auswertung erfolgte bei 40-facher VergréRerung im Licht-
mikroskop.

Die Zellkorper der RAF1l-exprimierenden Fibroblasten sind kleiner, stark licht-
brechend und wachsen im Vergleich zu parentalen Zellen deutlich ungeordneter.
CRB3A-exprimierende Zellen sind auffallend spindelférmig, ebenfalls stark licht-
brechend und bilden lange Zellfortséatze aus. Bei zunehmender Konfluenz fallt die
.verwirbelte* Anordnung der Zellen auf. CRB3B-Uberexprimierenden Fibroblasten
weisen keine erkennbaren morphologischen Veranderungen auf. Sie unter-
scheiden sich in Form und Anordnung nicht von den parentalen NIH3T3-Zellen
(siehe Abb. 4.5)

4.1.5 CRB3A und CRB3B vermitteln eine Steigerung de r Teilungsaktivitat in
NIH3T3-Fibroblasten

Ein weiteres Kriterium zur Verifizierung der transformierenden Eigenschaften
eines Gens, ist dessen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Zellen. Um
mdogliche CRB3A- bzw. CRB3B-vermittelte Effekte festzustellen, wurde die
Teilungsaktivitat von parentalen, RAF1-, CRB3A- und CRB3B-lberexprimierenden

NIH3T3-Zellen Uber einen Zeitraum von 6 Tagen analysiert und verglichen.

Die in Abb. 4.6 dargestellten Proliferationskurven zeigen, dass die Expression von
CRB3A im gleichen Mal3 zu einer erhohten Teilungsaktivitdt von NIH3T3-Zellen
fuhrt wie die Expression des Onkogens RAF1. Interessanterweise wird ein noch

starkerer proliferationsférdernder Effekt durch die CRB3B-Expression erzielt.
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Abb. 4.6: Die Analyse des Proliferationsverhaltens von parentalen, RAF1-, CRB3A und

CRB3B-exprimierenden NIH3T3-Zellen Uber einen Zeitr aum von 6 Tagen. Die Expression
von CRB3A und CRB3B flihrt zur Steigerung der Teilun  gsaktivitat in NIH3T3 Zellen.

Die aus dem Verlauf der Proliferationskurven berechneten Verdopplungszeiten
(Tp) spiegeln einen Anstieg in der Teilungsaktivitdt durch die Expression von
CRB3A und CRB3B in NIH3T3-Fibroblasten ebenfalls wieder (siehe Tab.4.1).

Tab. 4.1: Verdopplungszeiten (T p) der analysierten Zelllinien

Zelllinie NIH3T3 RAF1 CRB3A CRB3B

Tp [N] 20,8 19,3 19,4 18,1

4.1.6 CRBS3A exprimierende NIH3T3-Zellen wachsen Sub strat-unabhangig

Transformierte Zellen besitzen das Potenzial verankerungsunabhangig, d.h. ohne
Anheftung an ein festes Substrat, zu proliferieren. Um zu untersuchen, ob CRB3A-
bzw. CRB3B-exprimierende Zellen entsprechende Fahigkeiten in vitro entwickeln,
wurden Soft-Agar Assays durchgefiihrt. Die zu untersuchenden Zellen wurden in

Agar-haltiges Medium eingebettet und ohne Anheften an ein festes Substrat

kultiviert.

Parentale NIH3T3-Fibroblasten waren unter den im Soft-Agar Assay gegebenen
Kulturbedingungen nicht teilungsfahig. Sie bildeten keine Zellkolonien aus, nur

vereinzelt wurden Zellcluster im 2-4-Zellstadien beobachtet.
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Abb. 4.7: Substrat-unabhéngiges Wachstum von parent  alen, RAF1-, CRB3A- und CRB3B-
exprimierenden NIH3T3-Zellen im Soft-Agar-Assay. Ge zeigt sind reprasentative Zell-
kolonien der untersuchten Zelllinien, aufgenommen b ei 40-facher VergroRRerung im Licht-
mikroskop (A) und die Quantifizierung der gebildete n Kolonien im Diagramm (B).

Fir RAF1- und CRB3A-exprimierende Fibroblasten konnte das Wachstum von
Zellkolonien im Soft-Agar festgestellt werden. Bemerkenswert ist dabei der
Unterschied in Gro3e und Anzahl der ausgebildeten Kolonien. CRB3A induzierte
im Vergleich zum Onkogen RAF1 das Wachstum von deutlich gré3eren (Abb. 4.7,
A) und annéhernd doppelt sovielen Kolonien (Abb. 4.7, B). Im Gegensatz hierzu
bildeten CRB3B-exprimierende Zellen nur sehr wenige und kleine Kolonien aus,
die sich aus maximal 4-8 Zellen zusammensetzten. Zusammenfassend ist
festzuhalten, dass NIH3T3-Zellen durch die CRB3A-Expression, nicht aber durch
die CRB3B-Expression, die Fahigkeit zum Substrat-unabhangigen Wachstum

entwickeln.

4.1.7 NIH3T3/CRB3A-Zellen bilden Tumoren in immunde fizienten Mausen

Die in vivo Tumorigenitat von CRB3A- und CRB3B-exprimierenden NIH3T3-
Fibroblasten wurde durch Implantation der Zellen in immundefiziente Nacktmé&use
(Stamm: NMRI) ermittelt. Parallel dazu wurden die parentalen und RAF1-
exprimierenden Zelllinien als Kontrollen mitgefiihrt. Die Injektion von jeweils 1x10°
Zellen erfolgte subkutan zwischen die Schulterblatter der Tiere, wobei pro Zelllinie
funf Tiere injiziert wurden. Die Tiere wurden anschliel3end alle drei Tage begut-

achtet und hinsichtlich der Bildung von Tumoren untersucht. Die Terminierung der
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Tiere wurde bei einer TumorgréRe von 1 cm® vorgenommen. Alle verbliebenen

tumorfreien Versuchstiere wurden nach insgesamt 70 Tagen terminiert.

NIH3T3

Abb. 4.8: Die Untersuchung der in vivo Tumorigenitdt von parentalen, RAF1-, CRB3A und
CRB3B-exprimierenden NIH3T3-Fibroblasten. Gezeigt i st jeweils ein reprasentatives Tier
aus jeder Versuchsgruppe. RAF1 und CRB3A induzierte n ein starkes Tumorwachstum.
Parentale und CRB3B-exprimerende Zellen bildeten na  ch 70 Tagen keine Tumoren aus.

Jeweils ein reprasentatives Tier pro Versuchsgruppe ist in Abb. 4.8 dargestellt.
Eine starke Tumorigenitat konnte fir CRB3A-exprimierende NIH3T3-Zellen fest-
gestellt werden. Erwartungsgemalf’ induzierte auch RAF1 Tumorwachstum in allen
funf Versuchstieren. Tab. 4.2 ist zu entnehmen, dass die mittlere Latenz der
CRB3A-induzierten Tumore mit 11,5 Tagen im Vergleich zur RAF1-Positiv-
kontrolle mit 15 Tagen sogar verkurzt war. Fur parentale NIH3T3 und NIH3T3/
CRB3B-Zellen konnte kein Tumorwachstum festgestellt werden.

Tab. 4.2: Anzahl und Latenz der Tumorbildung versch  iedener NIH3T3-Zelllinien

Zelllinie NIH3T3 RAF1 CRB3A CRB3B
Tumoren pro Injektion (tastbar) 0/5 5/5 5/5 0/5
Latenz (Tage) -- 13-19 10-13 --
Median (Tage) -- 15 11,5 --

Anhand der durchgefiuihrten Transformations-Assays konnte erstmals gezeigt
werden, dass ein CRB3-Genprodukt onkogene Eigenschaften besitzt. Die stabile
Expression von CRB3A in NIH3T3-Zellen fuhrte zu Veranderungen der

Morphologie, steigerte die Zellteilungsaktivitat, vermittelte die Fahigkeit zum

67



Ergebnisse

Verankerungs-unabhéangigen Wachstum in vitro und die Bildung von Tumoren in
vivo. Abgesehen von einem aktivierenden Einfluss auf das Proliferationsverhalten
der NIH3T3-Zellen wurden fir CRB3B keine transformierenden Fahigkeiten
nachgewiesen. Zusammenfassend kann das CRB3-Gen eindeutig als neues

Proto-Onkogen klassfiziert werden.

4.2 Die Signalkaskade der CRB3A-induzierten Transfo  rmation

In weiterfihrenden Studien galt es, die molekularen Zusammenhange der CRB3A-
induzierten Transformation in NIH3T3-Zellen aufzuklaren. Die Analyse der sub-
zellularen Lokalisation, sowie verschiedene Mutationsstudien und Bindungs-
assays sollten der genaueren Charakterisierung des CRB3A-Proteins und der
Identifizierung direkter Interaktionspartner und weiterer ,downstream®-Effektoren

dienen.

4.2.1 CRB3A st intrazellular lokalisiert in NIH3T3 -Zellen

Sowohl immunhistochemische Studien zur Analyse der CRB3A-Expression in
verschiedenen humanen Geweben (siehe 4.7 bis 4.9), als auch Arbeiten zur
subzellularen Sortierung des Crumbs-Proteins in Drosophila-Embryonen [90],
lieferten ernstzunehmende Hinweise darauf, dass eine geénderte subzelluléare
Sortierung des CRB3A-Proteins mit der Entwicklung transformierender Eigen-
schaften einhergehen koénnte. Um diesen Sachverhalt zu tGberprifen, wurde die
subzellulare Lokalisation von CRB3A durch eine immunzytochemische Fluores-
zenzfarbung von kultivierten NIH3T3/CRB3A-Zellen bestimmt. Als Primé&ranti-
korper wurde ein CRB3A-spezifischer Antikdrper verwendet, dessen Herstellung in
Kapitel 4.4.1 erlautert wird. Der entsprechende Sekundarantikbrper war mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Alexa-488 konjugiert.
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Abb. 4.9: Die Detektion der subzellularen Lokalisat ion des CRB3A-Proteins in NIH3T3-
Zellen, durchgefiihrt mit CRB3A-spezifischen Primara  ntikérpern. Das CRB3A-Protein ist
eindeutig im Zytoplasma der Zellen lokalisiert. Als Negativkontrolle dienten untransfizierte
NIH3T3-Zellen. Zellkerne wurden mittels DAPI-Farbun g visualisiert.

Durch die immunzytochemischen Farbungen konnte ausschlie3lich eine zyto-
plasmatische Lokalisation des CRB3A-Proteins in NIH3T3-Zellen nachgewiesen
werden (siehe Abb. 4.9). Bisher beschriebene Funktionen von CRB3 in Epithel-
zellen sind eng mit der membranstéandigen Lokalisation des Proteins verbunden.
Diese Ergebnisse zeigen jedoch, dass die transformierenden Eigenschaften von

CRB3A mit einer zytoplasmatischen Lokalisierung assoziiert sind.

4.2.2 Das C-terminale ERLI-Motiv ist essenziell fir die CRB3A-induzierte

Transformation von NIH3T3-Zellen

Durch Studien mit MDCK-Zellen wurde gezeigt, dass die C-terminale ERLI-
Doméane des CRB3A-Proteins essenziell ist fur die Ausbildung der epithelialen
Zellpolaritat und die Bildung von tight junctions. Dem ebenfalls in der zytoplas-
matischen Doméne gelegenen FERM-Bindemotiv wird eine stabilisierende
Funktion bei der Interaktion mit CRB3A-Komplexpartnern zugeschrieben (siehe
2.2.1). Um zu klaren, welche der CRB3-Proteindoménen fiur die Entwicklung des
transformierenden Potenzials essenziell sind, wurden die ,Wildtyp* CRB3-
Isoformen und verschiedene CRB3-Mutanten durch einen retroviralen Gentransfer

in NIH3T3-Zellen eingebracht und anschlieRend im Fokus Assay hinsichtlich ihrer
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transformierenden Eigenschaften untersucht. Hierfir wurden retrovirale pMXs-
Expressionplasmide hergestellt, welche fiur CRB3A oder B, CRB3A und B,
CRB3aal-100 und CRB3A-AERLI kodierten (Abb. 4.8, A). Die CRB3aal-100-
Mutante kodiert fur ein trunkiertes CRB3-Protein, welches die fir beide Isoformen
identische Aminosauresequenz (1-100) enthalt. Bei CRB3A-AERLI handelt es sich
um eine verkurzte Variante von CRB3A. Durch Deletion der C-terminalen Amino-
sauren -ERLI fehlt dieser Mutante die PDZ-Protein-Bindedoméne. Der schema-
tische Aufbau der Konstrukte ist in Abb. 4.10 dargestellt. Als Template fur die
Amplifikation der entsprechenden DNA-Fragmente dienten die unter 4.1.2
beschriebenen pIRES-Konstrukte, die verwendeten Oligonukleotide sind Tab. 7.3
im Anhang zu entnehmen.

(A)

Kontrolle

CRB3A CRB3B

extrazellular

zytoplasmatisch

CRB3-aa1-100

CRB3A-AERLI

1743
1472

(C)

Expression Transformation

CRB3A +

CRB3B -

CRB3A/B +

CRB-aa1-100 -

CRB3A-AERLI -

Abb. 4.10: Analyse der transformierenden Eigenschaf ten von CRB3-Isoformen und
Mutanten im Fokus-Assays. Zellkulturschalen, in den en keine Fokus-Bildung zu beobachten
war, sind bei 20-facher und Schalen mit ausgepragte n Foci bei 5-facher Vergrol3erung
abgebildet. Mit CRB3A transduzierte NIH3T3-Zellen b ildeten zahlreiche Foci aus. CRB3B
und die beiden Mutanten induzierten keine morpholog ischen Veranderungen.

Zur Durchfihrung des retroviralen Gentransfers wurden ynx-eco-Zellen mit pMXs-

Expressionsvektoren transfiziert (siehe 3.2.7). Nach 48 h wurden die in den Zell-
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kulturiberstand abgegebenen retroviralen Partikel geerntet und NIH3T3-Zielzellen
damit transduziert. Da NIH3T3-Zellen zur spontanen Transformation neigen,
wurden jeweils zwei Kulturschalen mit unbehandelten Zellen parallel mitgefihrt. 14
Tage nach Transduktion wurden die Zellkulturschalen hinsichtlich morphologischer
Veréanderungen und Focus-Bildung begutachtet. Zur Ausbildung von Foci kam es
bei Zellen, die CRB3A oder CRB3A in Kombination mit CRB3B exprimierten (Abb.
4.9, B). Die mit CRB3B, CRB3aal-100 und CRB3A-AERLI transduzierten Zellen
bildeten keine Foci aus und zeigten im Vergleich mit unbehandelten NIH3T3-
Zellen auch keine morphologischen Veranderungen. Aus diesen Beobachtungen
kann geschlussfolgert werden, dass die C-terminale PDZ-Protein-Bindedoméane
essenziell fur die Vermittlung der CRB3A-induzierten Transformation von NIH3T3-

Zellen ist.

Ob die ERLI-Sequenz auch fur die Steigerung der Zellteilungsaktivitat essenziell
ist, wurde an NIH3T3-Zellen untersucht, die CRB3A und CRB3A-AERLI nach
retroviraler Transduktion stabil Uberexprimierten. Analog zu den in 4.1.5 durch-
gefuhrten Studien wurde das Teilungsverhalten der Zelllinien Gber einen Zeitraum

von 6 Tagen analysiert und mit dem der parentalen Zellen verglichen.
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Abb. 4.11: Analyse der Teilungsaktivitat von CRB3A- und CRB3A-deltaERLI exprimierenden
NIH3T3-Zellen. Die Deletion des ERLI-Motivs fiihrt z um Verlust des proliferationsférdenden
Effekts von CRB3A in NIH3T3-Fibroblasten.

Die Deletion der ERLI-Domane fuhrt zum Verlust der proliferationsférdenden
Funktion von CRB3A. Anhand der erstellten Proliferationskurven (Abb. 4.11) ist zu
erkennen, dass die CRB3A-AERLI exprimierende Zelllinie ein nahezu identisches

Teilungsverhalten wie die parentale NIH3T3-Zelllinie aufweist.
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4.2.3 Identifizierung von CRB3A-Bindungspartnern in NIH3T3-Zellen

In Studien mit Zellen epithelialen Ursprungs konnten die PDZ-Proteine PALS1 und
Par6 als direkte Interaktionspartner von CRB3A identifiziert werden [69-71]. Das
ERLI-Motiv in CRB3A ist dabei essenziell fur die Bindung der beiden Proteine. Ob
es auch in NIH3T3-Fibroblasten zu derartigen Wechselwirkungen kommt, sollte
durch Bindungsstudien mit CRB3A und der ERLI-Deletionsmutante geklart wer-
den. Zur Durchfihrung von Co-Immunprazipitationen (,Co-IP“) wurden Lysate aus
NIH3T3-Zellen, die N-terminal FLAG-markiertes CRB3A bzw. CRB3A-AERLI stabil
Uberexprimierten, verwendet. Als Kontrolle dienten parentale NIH3T3-Zellen. Die
Immunprazipitation der FLAG-Fusionsproteine und daran gebundener Proteine
erfolgte mit Hilfe des ANTI-FLAG® M2 Affinitatsgels von Sigma. Der Nachweis der

(co-)prazipitieren Proteine erfolgte durch Western Blot Analysen.
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Abb. 4.12: |dentifizierung eines CRB3A-Interaktions partners in NIH3T3-Zellen durch Co-
Immunpréazipitation (Co-1P) mit FLAG-CRB3A und FLAG- CRB3-AERLI. Fir die Durchfiihrung
der Co-IP wurden Sepharose-gekoppelte FLAG-Antikbrp  er verwendet. Das PDZ-Protein Par6
konnte mit FLAG-CRB3A, aber nicht mit FLAG-CRB3- AERLI co-prézipitiert und im Western
Blot nachgewiesen werden. Parentale NIH3T3-Zellen d ienten als Kontrollen.

Wie die Western Blot Analysen (Abb. 4.12) belegen, wurden gleiche Mengen
FLAG-CRB3A- und FLAG-CRB3-ERLI-Protein fur die Co-Immunprazipitationen
eingesetzt. Der Immunoblot mit Par6-spezifischen Antikbrpern (Abcam) ergab ein
Signal fur die Co-IP mit FLAG-CRB3A, aber nicht fur die Co-IP mit der ERLI-
Mutante. Durch die mitgefihrten Lysat-Kontrollen konnte ausgeschlossen werden,

dass dieses Signal als Folge einer gesteigerten Par6-Expression in den CRB3A-
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exprimierenden Zellen zustande kam. Der Nachweis von PALS1 blieb fir alle Co-
IP-Ansétze ohne Befund.

4.2.4 Der CRB3A-Par6-Komplex rekrutiert die Rho-GTP asen Cdc42 und
Rac1/2/3

Basierend auf dem Nachweis der CRB3A-Par6-Interaktion in NIH3T3-Zellen
wurde eine Arbeitshypothese zur Entschlisselung der weiteren Signalkaskade
aufgestellt. In Studien zum transformierenden Potenzial der neuronalen Proteine
Rin und Rit wurde gezeigt, dass deren Bindung an die PDZ-Domane von Par6 zur
GTP-abhangigen Rekrutierung der kleinen RhoGTPasen Cdc42 und Racl/2/3 an
die CRIB-Doméane des Par6-Proteins fuhrt (Abb. 4.13) [91]. Die Aktivierung von
Cdc42 und Racl/2/3 tragt wiederum zur onkogenen Transformation in NIH3T3-

Fibroblasten bei.

‘ Plasmamembran

Zytoplasma

onkogene Transformation ?

Abb. 4.13: Arbeitshypothese zur CRB3A-Signalkaskad e. Die intrazellulare Expression von
CRB3A und die nachgewiesene Wechselwirkung mit Par6 kénnte zur Rekrutierung von
aktiviertem Cdc42/Rac fuhren, die ihrerseits als Ef  fektoren zahlreicher zellularer Prozesse
zur onkogenen Transformation der NIH3T3-Zellen beit  ragen kdnnten.

Des Weiteren belegen Studien an MDCKII-Zellen, dass die Interaktion zwischen
Par6 und Cdc42 die Ausbildung der tight junctions und somit die Differenzierung
der epithelialen Zellen negativ reguliert [92]. Eine ahnliche Signalkaskade kdnnte
auch fur die CRB3A-induzierte Transformation verantwortlich sein. Um zu Uber-
prufen, ob es in Folge der Komplexbildung zwischen CRB3A und Par6 tatsachlich
zur Rekrutierung der Rho-GTPasen Cdc42 und Racl1/2/3 kommt, wurden GTPase-
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Aktivierungsassays mit parentalen, CRB3A- und CRB3A-AERLI-exprimierenden
NIH3T3-Zelllinien durchgefuhrt. Das Prinzip des angewendeten Assays beruht auf
dem fur Rho-GTPasen charakteristischen zyklischen Wechsel zwischen unter-
schiedlichen Aktivierungszustanden und der damit assoziierten Bindungsaffinitat

gegenuber spezifischen Effektorproteinen (vereinfacht dargestellt in Abb. 4.15).

GTP

Cdc42 Cdc42
| Rac1/2 Rac1/2/;
‘ GEF q|||| o

GDP
inaktiv GDP aktiv

GAP

GDP + P; GTP

Abb. 4.14: Die kleinen Rho-GTPasen Cdc42 und Racl/2 /3 wechseln zyklisch zwischen
verschiedenen Aktivierungszustanden. Spezifische Gu anosin-Austausch-Faktoren (GEFs,
guanosine exchange factors ) katalysieren die Auswechslung von gebundenem GDP durch
GTP, was zu einer Aktivierung der GTPasen fiihrt. Ei ne intrinsische Hydrolyse des
gebundenen GTP zu GDP, die durch GTPase-aktivierend e Proteine (GAPSs) verstarkt wird,
hat wiederum die Inaktivierung der GTPasen zur Folg e.

Die als GST-Fusionsprotein exprimierte CRIB-Doméane des PAK1-Proteins wurde
im ,Pulldown-Assay" als Bindungspartner fir Cdc42 und Racl1/2/3 eingesetzt. Das
CRIB-Motiv bindet spezifisch die GTP-gebundene Form der Rho-GTPasen und
inhibiert intrinsisch die Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP. Im Pulldown mit
GST-PAK1-CRIB und GDP wird die ,Grundaktivitat* der RhoGTPasen erfasst, d.h.
es werden Cdc42- und Racl/2/3-Molekiile detektiert, die zum Zeitpunkt der
Préazipitation im GTP-gebundenen Zustand vorliegen. Die Akkumulation von akti-
vierten Cdc42- bzw. Racl/2/3-Molekilen sollte durch Zugabe des nicht-hydro-
lysierbaren GTP-Analogons GMP-PNP erzielt werden. Als Kontrollansatze wurden
entsprechende Kombinationen mit GST-Protein mitgefuhrt (Abb. 4.14). Die aus
den untersuchten Zelllinien prazipitierten Cdc42- und Racl/2/3-Mengen wurden

durch Western Blot Analysen detektiert.
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NIH3T3 CRB3A CRB3A-AERLI Lysat
+ + + + + + GST
+ + + + + + GST-PAK1
+ + *: o + & GDP
* ¥ + o+ + +  GMP-PNP
= B Cdc42
- r— B Rac1/2/3

Abb. 4.15: GTPase Aktivierungs-Assay zum Nachweis v on GTP-gebundenem Cdc42 und
Racl/2/3 in parentalen, CRB3A- und CRB3A- AERLI-exprimierenden NIH3T3-Zellen.
Tabellarisch dargestellt ist die jeweilige Zusammen  setzung des Pulldown-Ansatzes. GST-
Proteine dienten als Kontrollen. Fir die Western Bl ot Analysen wurden Cdc42- und
Racl/2/3-spezifische Antikérper verwendet. Die CRB3  A-Expression fiihrt zu einer gesteiger-
ten Cdc42- und Racl/2/3-Grundaktivitdt (GST-PAK1/GD P) und zu einer gesteigerten Akku-
mulation der aktivierten GTPasen nach Zugabe des ni  cht-hydrolysierbarem GTP-Derivats
(GST-PAK1/GMP-PNP).

Verglichen mit parentalen und NIH3T3/CRB3A-AERLI-Zellen wurde fur NIH3T3/-
CRB3A-Zellen eine erhbhte Cdc42- und Racl/2/3-Grundaktivitat (Abb. 4.15, GST-
PAK1+GDP) nachgewiesen. Eine Verstarkung dieses Signals wurde durch Zu-
gabe von GMP-PNP erzielt. In CRB3A-exprimierenden Zellen kommt es zu einer
deutlich gesteigerten Akkumulation von aktivierten Cdc42- und Racl/2/3-Mole-
kulen. FUr NIH3T3/CRB3A-ERLI-Zellen detektierte Signale fallen im Vergleich zur
parentalen Kontrolle nur geringfligig starker aus. Zusammenfassend konnte
festgestellt werden, dass die Expression von CRB3A zur Aktivierung der
RhoGTPasen Cdc42 und Racl/2/3 in NIH3T3-Zellen fuhrt. Die CRB3A-AERLI-
Mutante ist nicht in der Lage diesen Effekt zu vermitteln. Dies lasst die Vermutung
zu, dass es zur Bildung eines ternaren Komplexes bestehend aus CRB3A, Par6
und aktivierten Cdc42- und Rac1/2/3-Molekiilen kommit.

4.3 CRB3A fluhrt zu Veranderungen im Genexpressionsm  uster
von NIH3T3-Zellen

Um festzustellen, ob die CRB3A-Expression Unterschiede im Genexpressions-

profil von NIH3T3-Zellen hervorruft, wurde eine vergleichende Mikroarray Analyse
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mit NIH3T3- und NIH3T3/CRB3A-Zelllinien (siehe 4.1.3) durchgefiihrt. Unter Ver-
wendung von Agilent Whole Mouse Genome 4x44 K Mikroarrays wurden die

Expressionsprofile der beiden Zelllinien im Triplikat bestimmit.

Im Zuge der bioinformatischen Auswertung der Mikro Array-Analyse (siehe 3.3.20)
konnten 2020 Transkripte in den beiden Zelllinien als signifikant differenziell
reguliert identifiziert werden. Von diesen Genen sind in der NIH3T3/CRB3A-

Zelllinie im Vergleich zur parentalen Zelllinie 1009 hoch- und 1011 herabreguliert.

Tab. 4.4: Auswahl der durch die CRB3A-Expressiond  eregulierten Gene

Gen-Name Gen-Symbol Genebank-Nr. FC*

Hochregulierte Gene**

Matrix metallopeptidase 3 Mmp3 NM_010809 +271,19
Dickkopf homolog 2 (Xenopus laevis) Dkk2 NM_020265 +236,85
Interleukin 33 9230117N10Rik NM_133775 +202,42
1110018MO3Rik 1110018MO3Rik NM_026271 +135,31
Cholecystokinin Cck NM_031161 +126,34
Matrix metallopeptidase 10 Mmp10 NM_019471 +112,21
Killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 15 Klral5 NM_013793 +81,68
Killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 22 Klra22 NM_053152 +81,53
Killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 7 Klra7 NM_014194 +74,07
Matrix metallopeptidase 13 Mmp13 NM_008607 +66,37

Herunterregulierte Gene**

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3G Serpina3g NM_009251 -3333,33
Chitinase 3-like 1 Chi3l1 NM_007695 -1666,66
Sulfatase 2 Sulf2 NM_028072 -434,78
Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat Islr NM_012043 -333,33
Serum amyloid A 3 Saa3 NM_011315 -322,58
Iliiﬁlfgyotic translation initiation factor 2, subunit 3, structural gene Y- Eif2s3y NM_012011 -204,08
CD302 antigen Cd302 NM_025422 -196,09
RNA imprinted and accumulated in nucleus Rian AK017440 -185,19
Insulin-like growth factor 2 Igf2 NM_010514 -175,44
Ring finger protein 113A2 Rnfl13a2 NM_025525 -151,51

* FC, , Fold Change ”; relativer Expressionsunterschied zur parentalen Z elllinie

**: Exemplarisch sind die zehn am starksten hoch- un  d herunterregulierten Gene aufgelistet

Auf die vollstandige Auflistung der deregulierten Gene wird in dieser Arbeit
verzichtet. In Tab. 4.4 sind jeweils zehn Gene benannt, deren Expression in der
NIH3T3/CRB3A-Zelllinie im Vergleich zur parentalen Zelllinie am starksten hoch-

bzw. herunterreguliert ist.
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Validierung der Mikroarray-Daten durch quantitative RT-PCR

Um die Resultate der Mikroarray-Analyse zu validieren, wurden die relativen
Expressionsunterschiede von zehn zufallig ausgewahlten Genen mit Hilfe einer
quantitativen PCR-Analyse (gqRT-PCR) bestimmt. Ein Vergleich der relativen
Expressionsunterschiede, die mit Hilfe der beiden Methoden ermittelt wurden, ist
in Abb. 4.16 dargestellt.

30
H Mikro-Array

1 RT-PCR

]
o

relativer Expressionsunterschied [%]

40 -

¢ & & N2 _{903 &9 > dgg,x <® Q &P

Abb. 4.16: Vergleich der relativen Expressionsunter  schiede von zehn deregulierten Genen
in parentalen und CRB3A-exprimierenden NIH3T3-Zelle n. Die Expressionsunterschiede

wurden durch quantitative RT-PCR ermittelt und mit den Daten der Mikro-Array-Analyse
verglichen. Die offiziellen Bezeichnungen der analy sierten Gene sind in Klammern
aufgefiihrt: Fas (TNF receptor superfamily member 6) , Notch (Notch gene homolog 1),

Pdela (phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent), Hoxb5 (Homeo box B5), Arhgap29
(Rho GTPase activating protein 29), Gnb4 (guanine n  ucleotide binding protein (G protein),

beta 4), Cflar (CASP8 and FADD-like apoptosis regul ator), Tnc (tenascin), Adcy7 (Adenylate
cyclase 7), Itgh3 (Integrin beta 3)

Die Ergebnisse beider Methoden zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung, so dass
die mit der Mikroarray-Analyse ermittelten Expressionsunterschiede bestatigt
werden konnten.
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4.4 Studien zur Expression von CRB3 an humanen Mamm a-

karzinom-Zelllinien

4.4.1 Herstellung von polyklonalen CRB3-Antikorpern

Fur umfassende Analysen auf Ebene der Proteinexpression ist die Verfugbarkeit
eines geeigneten Antikdrpers Grundvoraussetzung. Um Expressionsstudien
durchfiihren zu konnen, sollten im Rahmen dieser Arbeit polyklonale spezifische
Antikdrper gegen beide CRB3-Isoformen in Kaninchen hergestellt werden.
Zunachst erfolgte die Auswahl mdglicher Peptide fir das Immunisierungs-
verfahren. Durch die Auswahl der Peptidsequenzen VGARVPPTPNLKLPPEERL
fur CRB3A und FSHAAEARAPQDSKETVQG fir CRB3B aus den isoform-
spezifischen Bereichen am C-Terminus der Proteine sollte eine Kreuzreaktivitat
der generierten Antikorper mit der jeweils anderen CRB3-Isoform vermieden
werden (Abb. 4.17).

Peptid: VGARVPPTPNLKLPPEERL

CRB3A | — | |

Transmembran- | zytoplasmatische | Isoformspezifische |
Domane Doméne Sequenzen

cres | — | |

Peptid: FSHAAEARAPQDSKETVQG

I Extrazelluldre Doméne |

Abb. 4.17: Schematische Darstellung der Lage der zu  r Immunisierung eingesetzten CRB3A-
und CRB3B-Peptide innerhalb der isoformspezifischen Sequenzbereiche.

Homologien der ausgewahlten Peptide mit anderen bekannten Proteinsequenzen
wurden durch eine BLAST-Analyse (www.nchi.nlm.gov/BLAST) ausgeschlossen.
Im Zuge dieser Analyse konnten keine Sequenzhomologien mit Eintrdgen der
Datenbank festgestellt werden. Die chemische Kopplung der Peptide an das KLH-
Protein (keyhole limpet hemocyanin) wurde durch das Anflgen eines zusatzlichen
Cystein-Rests an den N-Terminus der Peptide angefugt. Die KLH-gekoppelten
Peptide wurden dann zur Immunisierung von Kaninchen verwendet (siehe 3.4.1).
Um zu Uberprifen, ob die Immunisierungen erfolgreich verlaufen sind, wurden die

aus den Versuchstieren gewonnenen Antiseren zundchst im Western Blot
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getestet. Im Anschluss daran erfolgte die affinitAitschromatographische
Aufreinigung der Immunseren (siehe 3.4.2). Fur die Western Blot Analysen
wurden Zelllysate von ynx-eco-Zellen verwendet, die transient mit einem FLAG-
CRB3A- bzw. FLAG-CRB3B-Expressionskonstrukt transfiziert waren. Als Kontrolle
erfolgte parallel ein Nachweis der Proteine mit FLAG-Antikorpern.

finale
Immunseren

anti-FLAG
aufgereinigte -

Antik&rper

anti-CRB3A anti-CRB3B

4.18: Die Reaktivitdt der hergestellten Antiseren ( obere Reihe) und der affinitats-
chromatographisch aufgereinigten Antikdrper (untere Reihe) gegen CRB3A und CRB3B
wurde im Western Blot an transient exprimierten FLA  G-Fusionsproteinen getestet. Die
Detektion mit FLAG-Antikdrpern diente als Kontrolle

Sowohl das anti-CRB3A-Serum als auch die daraus aufgereinigten Antikorper
zeigten eine starke und spezifische Reaktivitdtt mit dem CRB3A-Protein im
Western Blot (Abb. 4.18). Fir das anti-CRB3B-Serum wurde zunachst eine
Reaktivitat mit beiden CRB3-lIsoformen nachgewiesen. Aufgereinigte CRB3B-
Antikdrper zeigten dann aber eine spezifische Reaktivitat mit dem CRB3B-Protein.
Kreuzreagierende Antikdrper wurden durch die Aufreinigung des Anti-CRB3B-

Serums erfolgreich eliminiert.

4.4.2 CRB3-Expression in humanen Mammakarzinom-Zell  linien

Um die CRB3-Expression in zehn humanen Mammakarzinom-Zelllinien auf
MRNA- und Protein-Ebene zu bestimmen, wurden eine Northern Blot Analyse,
eine RT-PCR-Analyse und Western Blot Analysen durchgefthrt. Fir die Northern
Blot Analyse wurde die elektrophoretisch aufgetrennte und immobilisierte Gesamt-

RNA der Mammakarzinom-Zelllinien mit einer radioaktiv-markierten, CRB3-
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spezifischen cDNA-Sonde hybridisiert. Fir die RT-PCR-Analyse wurde zunachst
die Gesamt-RNA der untersuchten Zelllinien in cDNA konvertiert. Zur Analyse der
beiden CRB3-Transkripte erfolgte dann eine PCR mit Oligonukleotiden, die
Amplicons mit ca. 800 Bp (CRB3A) und ca. 500 Bp (CRB3B) erzeugen. Fur die
Western Blot Analysen wurden NP-40-Zelllysate zum Nachweis von CRB3A bzw.
Ganzzellextrakte zum Nachweis von CRB3B und die hergestellten Antikorper
gegen CRB3A und CRB3B eingesetzt.
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, ~ 28SRNA
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Northern Blot - 185 RNA
- ~1.4 kB - CRB3A

- ~1.1 kB - CRB3B

- 285 RNA

EtBr-
Ladekontrolle

= 185 RNA
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- CRB3B

‘..‘ . . ; | ant-CRB3A
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' . - ¥ anti-CRB3B
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Western Blot

Abb. 4.19: Untersuchung der CRB3-Expression in zehn humanen Mammakarzinom-
Zelllinien. Die Expression der beiden CRB3-Transkri  ptvarianten wurde anhand von Northern
Blot (A) und RT-PCR-Analysen (B) nachgewiesen. Als Ladekontrolle fur die Northern Blot
Analyse wurde ein RNA-Gel mit Ethidiumbromid gefarb t. Der Nachweis der CRB3-Proteine
(C) erfolgte mit CRB3A- bzw. CRB3B-Antikdrper im We  stern Blot.

Aus den in Abb. 4.19 gezeigten Ergebnissen der Northern Blot Analyse ist er-
sichtlich, dass beide CRB3-Transkriptvarianten in allen untersuchten Zelllinien, mit
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Ausnahme von MDA-MB-435s und MDA-MB-231, exprimiert werden. Dabei wurde
fur das CRB3A-Transkript eine gleichmaliige, fur das CRB3B-Transkript hingegen
eine differenzielle Expression in den Zelllinien nachgewiesen. Das ~4,4 kb grof3e
Transkript ist nicht CRB3-spezifisch. Wahrscheinlich reprasentiert dieses Tran-
skript ein benachbartes Gen, das in entgegengesetzte Richtung transkribiert wird
und dessen Sequenz sich mit dem CRB3-Gen Uberlappt [71]. Erstaunlicherweise
korreliert die Expression der CRB3A- und CRB3B-Proteine nicht mit der Menge
der CRB3A- und CRB3B-Transkripte. Beispielsweise zeigen T47D-Zellen eine
starke, SK-BR-3 eine moderate, MCF-7 und GI-101 sogar eine relativ schwache
Expression des CRB3A-Proteins, was nicht mit dem Expressionsmuster des
CRB3A-Transkripts zur Deckung zu bringen ist. Noch gravierender fallt diese
Diskrepanz fur CRB3B aus, denn das CRB3B-Protein wurde mit Ausnahme von
ZR-75-1 in keiner der untersuchten Zelllinien nachgewiesen. Weitere Unter-
suchungen zur Problematik der CRB3B-Proteinexpression werden in Kapitel 4.6

Zusam mengefasst.

Wie in Abb. 4.19 auch zu erkennen ist, exprimieren die verschiedenen Zelllinien
das CRB3A-Protein mit variierendem Molekulargewicht (MW). Diese Grol3enunter-
schiede sind mdglicherweise auf eine Zelltyp-spezifische N-Glykosylierung des
Proteins zurtickzufihren. Um das zu Uberprufen, wurden die Zelllinien T47D, BT-
20 und SK-BR-3 einer Tunikamycin-Behandlung unterworfen, was eine Inhibition
der N-Glykosylierung neusynthetisierter Proteine bewirkt. Effekte auf die CRB3A-
Proteinexpression wurden anschliessend im Western Blot analysiert. In Abb. 4.20

ist stellvertretend das Resultat fir T47D-Zellen dargestellt.

0 0,5 1 2.5 5 10 pg/ml Tunikamycin

Glykoprotein
(=30kD) | CRB3A

unglykosyliertes Protein e g
(~12kD)

-
|

i . . .
A p—— e

Abb. 4.20: Nachweis der CRB3A-Glykosylierung durch Behandlung mit Tunikamycin,
stellvertretend dargestellt fur T47D-Zellen. Mit st  eigender Tunikamycin-Konzentration wird
die Glykosylierung des CRB3A-Proteins zunehmend inh ibiert. Das Glykoprotein besitzt ein
Molekulargewicht von ca. 30kD, das unglykosylierte Protein von ca. 12kD.
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In Abhangigkeit von der Tunikamycin-Konzentration wurde ein ,Shift* des CRB3A-
spezifischen Signals von ca. 30kD zu 12 kD erzielt, was der GrolRe des
unmodifizierten Proteins entspricht. Fir SK-BR-3 und BT-20-Zellen wurden &hn-
liche Ergebnisse erzielt. Ein Vergleich der Western Blot Analysen ergab, dass die
GrofRe des unglykosylierten CRB3A-Proteins in den untersuchten Zelllinien mit
jeweils 12 kD tatsé&chlich identisch ist. Die beobachteten Unterschiede im CRB3A-
Molekulargewicht sind demnach auf eine variable N-Glykosylierung des CRB3A-

Proteins in den Zelllinien zuriickzufihren.

4.4.3 Die Expression von Zellpolaritdts- und Zellad hé&sionsproteinen in

Mammakarzinom-Zelllinien

Im Hinblick auf weiterfihrende funktionelle Studien wurden zunachst umfang-
reiche Western Blot Analysen zur genaueren Charakterisierung der Mamma-
karzinom-Zelllinien durchgefiihrt. Im Zuge dieser Untersuchungen wurde die
Expression der CRB3A-Interaktionspartner PALS1 und Par6, der beiden Zell-
adhasionsproteine E-Cadherin und ZO-1, sowie des Transkriptionsfaktors ZEB-1
untersucht. Es galt zu klaren, ob mdglicherweise eine deregulierte Expression von
PALS1 und Par6 in den Karzinomzellen vorliegt, was mit dem Verlust der CRB3A-
Funktion assoziiert sein kdnnte. Des Weiteren dréngte sich die Frage nach einer
Korrelation zwischen den Expressionsprofilen von CRB3A und ZEB-1 auf, denn an
MDA-MB-231 durchgefuhrte Promotorstudien ergaben, dass ZEB-1 als Suppres-
sor epithelialer Zelladhasions- und Zellpolaritatsgene, darunter E-Cadherin,
CRB3A und PALS1, fungiert [39].

Zur Durchfuhrung der Western Blot Analysen wurden Ganzzellextrakte der
Mammakarzinom-Zelllinien eingesetzt und Antikérper gegen PALS1, Par6 (St.
Cruz), E-Cadherin, ZO-1 und ZEB-1 zum Nachweis der Proteine verwendet. Die
Ergebnisse der Expressionsanalysen sind zusammen mit dem CRB3A-
Immunoblot (siehe 4.4.2, Abb. 4.19) in Abb. 4.21 dargestellt.
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Abb. 4.21: Western Blot Analysen zum Nachweis der Z  ellpolaritatsproteine CRB3A, PALS1
und Par6, sowie der Zelladh&sionsproteine E-Cadheri  n und ZO-1 und des Transkriptions-
faktors ZEB-1 in humanen Mammakarzinom-Zelllinien.

Mit Ausnahme von BT-474 und MDA-MB-231 exprimieren alle untersuchten
Zelllinien sowohl PALS1 als auch Par6. Die vom Par6-Antikorper detektierten
Doppelbanden sind auf die Expression zweier fast identischer Par6-lsoformen
zurtckzufiihren, deren GrofRenunterschiede nur marginal sind. Die fir E-Cadherin
und ZO-1 ermittelten Expressionsprofile entsprechen bisher publizierten Daten
[93, 94]. Das ZEB-1 Protein konnte in den Zelllinien BT-20, MDA-MB-468 und
MDA-MB-231 nachgewiesen werden.

4.5 Untersuchung der CRB3A-Signalwege in MCF-7 Zell en

In weiterfihrenden Untersuchungen galt das Interesse den CRB3A-assoziierten
Signalwegen die an der malignen Entartung von Mammakarzinom-Zellen beteiligt
sind. In Anlehnung an die zuvor gewonnenen Erkenntnisse der CRBS3A-
induzierten Transformation von NIH3T3-Fibroblasten, sollte untersucht werden, ob
die CRB3A-Par6-Signalkaskade auch in Mammakarzinom-Zellen aktiviert ist. Wie
in mehreren Publikationen bereits beschrieben wurde, ist die Funktion von CRB3A
bei starker Uberexpression in Zellen epithelialen Ursprungs beeintrachtigt oder
geht verloren [71, 86, 87]. Unter Bericksichtigung der in 4.4.3 erstellten

Expressionsprofile wurde die Zelllinie MCF-7 als Modellsystem fur weiterfihrende
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Studien ausgewahlt. MCF-7-Zellen besitzen eine schwache endogene CRB3A-
Expression, was eine Grundvoraussetzung fur Untersuchungen CRB3A-
vermittelter Effekte in Abhangigkeit von dessen Expressionsstarke ist. Eine
elegante Methode zur regulierbaren Expression eines Gens stellt das TetOn-
Genexpressionssystem dar. Das Prinzip basiert auf der sequenziellen Expression
zweier Plasmide, die stabil in das Genom der Zielzellen integriert sind. Das erste
Regulator-Plasmid exprimiert konstitutiv einen Transaktivator (tTA), der wiederum
in Anwesenheit von Doxyzyklin (Dox; Tetrazyklin-Derivat) an ein responsives
Element (TRE) in der inaktiven Promotorregion des zweiten Effektor-Plasmids
bindet, welches fir das Gen von Interesse kodiert (siehe auch Abb. 4.22, A).
Durch die so erzielte Aktivierung des Promotors wird die Expression des Zielgens
initiiert. Die Starke der induzierten Genexpression wird dabei tber die verabreichte
Doxyzyklin-Konzentration reguliert. Die Etablierung dieses Modellsystems sollte
die Untersuchung CRB3A-assoziierter Effekte bei unterschiedlich starker

Expression des Gens in MCF-7 Zellen ermdglichen.

45.1 Stabile Transfektion von MCF-7 Tet-On Zellen zur induzierbaren
CRB3A-Expression

MCF-7 TetOn Zellen wurden von der Firma Clontech bezogen. Diese Zelllinie
wurde vom Hersteller bereits stabil mit dem Regulator-Plasmid (pTet-On)
transfiziert. Im Zuge einer zweiten stabilen Transfektion wurde das Effektor-
Plasmid (pTRE-Tight, Clontech), welches fur N-terminal getaggtes FLAG-CRB3A
kodiert, in die Zellen eingebracht. Zellklone wurden durch Zugabe von Geneticin
(pTet-On) und Puromycin (pTRE-Tight) doppelt selektioniert, expandiert und
hinsichtlich der induzierbaren Expression des Transgens analysiert (siehe 3.2.8).
Hierfur erfolgte eine 48-stiindige Inkubation der Zellklone mit 1 pg/ml Doxyzyklin
im Kulturmedium. Parallel dazu wurden jeweils unbehandelte Zellen als Kontrollen
mitgefuhrt. AnschlieRend hergestellte NP-40 Zellextrakte wurden fur Western Blot
Analysen zum spezifischen Nachweis der FLAG-CRB3A-Expression mittels

FLAG-AnNtikorper (Sigma) eingesetzt.
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Abb. 4.22: (A) Das Prinzip des TetOn-Genexpressions systems schematisch dargestellt. Bei
Anwesenheit von Doxyzyklin (Dox) bindet der Transak tivator (tTA) an das responsive
Element (TRE) im Promotor des Effektor-Plasmids und induziert die Transkription des
Zielgens. (B) Reprasentative Western Blot Analysen zur ldentifizierung responsiver MCF-7
TetOn/CRBA Zellklone. Zellklon K-al2 zeigte eine Do  x-induzierte FLAG-CRB3A-Expression,
Zellklon K-a19 exprimierte das Transgen hingegen D ox-unabhéangig.

Anhand der Westen Blot Analysen, die exemplarisch fir jeweils funf der
untersuchten Zellklone in Abb. 4.22, B dargestellt sind, konnten insgesamt drei
Zellklone identifiziert werden, die eine Doxyzyklin-induzierte Expression von
FLAG-CRB3A aufwiesen. Ein weiterer Zellklon (K-al9; Abb.4.22, B) exprimierte
das Protein auch ohne Zusatz von Doxyzyklin.

Um die Sensibilitét und Regulierbarkeit des Expressionssystems zu Uberprifen
wurde anschlieBend ein responsiver Zellklon (K-a36) zur Erstellung einer
.Induktionskurve* ausgewahlt. Hierfir wurde das Kulturmedium der Zellen fir 48 h
mit jeweils 0/0,05/0,1/0,2/0,3/0,4/0,5/ 1 pg/ml Doxyzyklin supplementiert.
Die FLAG-CRB3A-Expression wurde anschlieend im Western Blot mittels FLAG-
M2-Anitkdrper analysiert.
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Abb. 4.23: Induktionskurve zur Uberpriifung der regu lierbaren FLAG-CRB3A-Expression in
MCF-7 TetOn/CRB3A-Zellen (Ka36). Der Proteinnachwei s erfolgte mittels FLAG-Antikorper,
HSC-70 diente als Ladekontrolle. Das Niveau der FLA G-CRB3A-Expression nimmt mit
steigender Doxyzyklin-Konzentration zu. MCF-7 TetO n-Zellen, die nicht mit dem CRB3A-
Expressionsplasmid transfiziert waren, dienten als Kontrollen.

Wie Abbildung 4.23 zeigt, erfolgte die Induktion der CRB3A-Expression in der
MCF-7 TetOn/CRB3A-Zelllinie in Abhangigkeit von der eingesetzten Doxyzyklin-
Konzentration. Die Zellen weisen ohne Doxyzyklin eine leichte Expression des
Transgens auf, was auf die Grundaktivitat des induzierbaren Promotors im pTRE-
Tight-Expressionsplasmid zuriickzuftuhren ist. Mit 0,05 bis 0,5 pg/ml Doxyzyklin
wird eine kontinuierlich ansteigende Expression erzielt. Bei einer Konzentration

von 1 pg/ml Doxyzyklin wird eine starke CRB3A-Uberexpression induziert.

45.2 CRB3A st intrazellular lokalisiert in Mammak  arzinom-Zelllinien

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass ein intrazellulares CRB3A-Protein
fur die maligne Transformation von NIH3T3-Zellen verantwortlich ist, sollte die
subzellulare Lokalisation des Proteins in Mammakarzinom-Zellen analysiert
werden. Immunzytochemische Fluoreszenzfarbungen wurden an den Zelllinien
MCF-7 TetOn/CRB3A, T47D und MDA-MB-231-Zellen unter Verwendung des
CRB3A-spezifischen Primarantikbrpers und eines Alexa-488-gekoppelten
Sekundarantikdrpers vorgenommen. Dabei wurde in MCF-7 TetOn/CRB3A Zellen
transient Uberexprimiertes und in T47D-Zellen endogen exprimiertes CRB3A-
Protein detektiert. CRB3-negative MDA-MB-231-Zellen dienten als Kontrollen.
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Abb. 4.24: Die immunzytochemische Detektion der sub  zellularen CRB3A-Lokalisation in
humanen Mammakarzinom-Zelllinien, durchgefiihrt mit CRB3A-spezifischen Antikérpern.
Sowohl flir transient Gberexprimiertes CRB3A-Protein in MCF-7 Zellen, als auch fiir endogen
exprimiertes CRB3A-Protein in T47D-Zellen wurde ein e zytoplasmatische Lokalisierung
nachgewiesen. MDA-MB-231 Zellen dienten als Negativ  kontrolle. Zellkerne wurden mittels
DAPI-Farbung visualisiert.

Sowohl fur MCF-7 als auch fir T47D-Zellen wurde ausschlie3lich eine zyto-
plasmatische Lokalisierung des CRB3A-Proteins nachgewiesen (siehe Abb. 4.24).
Die Farbung der MDA-MB-231-Zellen zeigt erwartungsgemal keine Signale. Dass
eine zytoplasmatische Sortierung des CRB3A-Proteins in MCF-7 durch die tran-
siente Uberexpression des Transgens verursacht wird, kann dabei ausgeschlos-
sen werden. Das fur T47D-Zellen erzielte Resultat belegt, dass auch endogen
exprimiertes CRB3A in Mammakarzinom-Zellen zytoplasmatisch lokalisiert ist.
Diese Befunde bestatigen, dass die intrazellulare Sortierung des CRB3A-Proteins
eine Rolle bei der malignen Entartung von Zellen spielt und die durch intrazellu-
lares CRB3A induzierten Signalwege der onkogenen Transformation auch in

Mammakarzinom-Zellen eine wichtige Rolle spielen kdnnten.

4.5.3 Identifizierung von CRB3A-Bindungspartnern in MCEF-7 Zellen

Zur Aufdeckung der CRB3A-Signalwege in Mammakarzinom-Zellen wurden
Bindungsstudien am Modell der MCF-7 TetOn/CRB3A-Zellen durchgefiihrt. Dabei

sollte untersucht werden, ob eine Varianz der CRB3A-Expression Auswirkungen

87



Ergebnisse

auf die Interaktion mit anderen Proteinen und die Aktivierung potenzieller

y,downstream*“-Effektoren hat.

Mit Hilfe von Co-Immunprazipitationen sollte zunachst untersucht werden, ob fur
MCF-7 Zellen eine direkte Interaktion zwischen CRB3A und PALS1 bzw. Par6
nachgewiesen werden kann. Es wurden Zellextrakte aus MCF-7 TetOn/CRB3A
angefertigt, in denen die Expression des Transgens mit jeweils 0,5 und 1 pg/ml
Doxyzyklin induziert wurde. Die Immunpréazipitation der FLAG-CRB3A-Fusions-
proteine und daran gebundener Proteine erfolgte unter Verwendung des ANTI-
FLAG®M2 Affinitatsgels von Sigma. Der Nachweis (co-)prazipitierter Proteine er-
folgte in Western Blot Analysen mittels PALS1- und Par6-spezifischer Antikorper.

0 0,5 1,0 0 0,5 1.0 Hg/ml Doxycyclin

e — Sl - ccresn
- - -

— —— PALS1

2% Lysat IP:FLAG

Abb. 4.25: Identifizierung von direkten Bindungspar tner bei unterschiedlich starker CRB3A-
Expression mittels Western Blot Analysen von Co-IPs mit MCF-7 TetOn/CRB3A-Zellen. Die
FLAG-CRB3A-Expression wurde durch 0,5 und 1 pg/ml D oxyzyklin in DMEM induziert. Die
Co-Préazipitation von Par6 korreliert mit dem Anstie g der FLAG-CRB3A-Expression. Das
PALS1-Protein wurde nicht co-prazipitiert.

Als direkter CRB3A-Bindungspartner in MCF-7 Zellen wurde Par6 identifiziert.
Aus Abb. 4.25 ist ersichtlich, dass eine Korrelation zwischen dem Anstieg der
CRB3A-Expression und der Menge des co-prazipitierten Par6-Proteins besteht.
Anhand der Western Blots ist zu erkennen, dass die Gesamtexpression des Par6-
Proteins dabei nicht von einer starkeren CRB3A-Expression beeinflusst wird. Eine
Interaktion zwischen CRB3A und PALS1 konnte mit Hilfe der durchgefiihrten Co-

IPs nicht nachgewiesen werden.

4.5.4 Untersuchung der CRB3A-vermittelten Aktivieru ng von Cdc42 und
Racl1/2/3 in MCF-7 Zellen

Um zu Uberprufen ob die Bindung von Par6 an CRB3A auch in MCF-7 Zellen zur
dosisabhangigen Aktivierung von Cdc42 und Racl/2/3 fuhrt, wurden GTPase-
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Aktivierungsassays durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde die Expression von
CRB3A in MCF-7 TetOn/CRB3A-Zellen mit 0,5 bzw. 1 pg/ml Doxyzyklin im Kultur-
medium induziert und anschlieBend hergestellte Zellextrakte zur Durchfiihrung der
GTPase-Aktivierungsassays verwendet. In Analogie zu den unter 4.2.4 ausfuhrlich
beschriebenen ,Pulldown®-Assays, wurde GST-PAK1 als Bindungspartner fur
aktiviertes, d.h. GTP-gebundenes Cdc42 und Racl/2/3 eingesetzt. Die Grund-
aktivitdat der GTPasen sollte in Anwesenheit von GDP ermittelt und eine
Akkumulation der aktivierten Cdc42- und Rac-Proteine durch Zusatz von GMP-
PNP erzielt werden. Auf die Anfertigung von Kontrollansédtzen mit GST-Protein
wurde an dieser Stelle verzichtet (Abb. 4.26). Die aus den untersuchten Zelllinien
prazipitierten Proteine wurden durch Western Blot Analysen mittels Cdc42- und

Rac1/2/3-spezifischer Antikdrper detektiert.

0 0.5 1,0 0 2:5 1,0 Hg/ml Doxycyclin
+ + + + + +  GST-PAK1
+ + + GDP

+ + +  GMP-PNP

‘ e 8 cocs2

e R R Rac1/2/3

f -.I .. FLAG

Abb. 4.26: Ermittlung der Cdc42- und Racl1/2/3-Aktiv  ierungszustande in Abhangigkeit von
der CRB3A-Expressionsmenge in MCF-7 Zellen. Dargest ellt ist die Zusammensetzung der
~Pulldown“-Anséatze und Western Blot Analysen zum Na chweis der prazipitierten Cdc42-
und Racl/2/3-Proteinmengen. In Abhangigkeit von der CRB3A-Expression kam es zur
vermehrten Akkumulation aktiver Cdc42- und Racl/2/3  -Proteine (GST-PAK1/GMP-PNP). Fir
Racl/2/3 war zudem eine leicht gesteigerte Grundakt ivitat (GST-PAK1/GDP) zu beobachten.

Die Expression von CRB3A fuhrt zur dosisabhangigen Aktivierung der kleinen
RhoGTPasen Cdc42 und Racl/2/3 in MCF-7 Zellen. Wahrend eine Zunahme der
Grundaktivitat nur fir Rac1/2/3 zu nachzuweisen war, konnte sowohl fir Cdc42 als
auch fir Racl1/2/3 eine mit der gesteigerten CRB3A-Expression einhergehende
Akkumulation der aktivierten Proteine erzielt werden. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass die Signalkaskade der CRB3A-vermittelten Transformation von
NIH3T3-Zellen auch in Mammakarzinom-Zellen aktiviert ist und zur malignen
Entartung der Zellen beitragt.
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4.6 Untersuchungen zur Expression des CRB3B-Protein s

Sowohl die Studien an NIH3T3-Zellen als auch die Expressionsanalysen an
humanen Mammakarzinom-Zelllinien warfen Fragen beziglich der Expression des
CRB3B-Proteins auf. Fur NIH3T3-Zellen, die stabil mit einem CRB3B-kodierenden
Expressionsplasmid transfiziert waren, konnte ein Nachweis der CRB3B-Expres-
sion auf transkriptioneller, nicht aber auf Proteinebene erbracht werden. Mit
humanen Mammakarzinom-Zelllinien angestellte Expressionsanalysen ergaben
ahnliche Befunde. Das CRB3B-Protein konnte lediglich in einer Zelllinie nachge-
wiesen werden, obwohl acht der zehn untersuchten Zelllinien die CRB3B-
Transkriptvariante eindeutig exprimierten. Diese Beobachtungen lieBen die
Schlussfolgerung zu, dass eine Regulation der CRB3B-Expression auf Ebene des
Proteins erfolgen muss. Eine Rolle konnte dabei die isoformspezifische C-termi-
nale Proteindomane spielen. Ein innerhalb dieser Aminosduresequenz gelegenes
Lysin kbénnte mdoglicherweise als Substrat flr die Ubiquitinylierung des Proteins
dienen und somit die proteasomale Degradation des Proteins vermitteln. Diese
Moglichkeit sollte zundchst am Expressionsverhalten einer NIH3T3/CRB3B-Zell-

linie nach Einsatz eines spezifischen Proteasomen-Inhibitors untersucht werden.

4.6.1 Untersuchungen zur Stabilitdt des CRB3B-Prote ins

Mit Hilfe des Proteasomen-Inhibitors MG-132 kann die Ubiquitin-vermittelte
Proteindegradation blockiert werden, was die Akkumulation zahlreicher Proteine in
den Zellen zur Folge hat. NIH3T3/CRBB-Zellen (siehe 4.1.3) wurden fiur jeweils 0,
2,4,8,12 und 16 h mit 10 pM MG-132 im Kulturmedium inkubiert und Zelllysate
zur Durchfuihrung von Western Blot Analysen hergestellt. Nach 16-stindiger MG-
132-Behandlung wurde zusatzlich eine Immunprazipitation unter Verwendung des
ANTI-FLAG®M2 Affinitatsgels (Sigma) durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten hierbei
DMSO-behandelte NIH3T3/CRB3B-Zellen. Der Nachweis des FLAG-CRB3B-
Proteins erfolgte anschlieBend in Western Blot Analysen mittels FLAG- und

CRB3B-spezifischer-Antikorper.

Die Uber die Dauer der MG-132-Behandlung steigenden Signale im Western Blot
(Abb. 4.27, A) zeigen, dass es durch eine blockierte Proteindegradation zur Akku-
mulation des FLAG-CRB3B-Proteins in den Zellen kommt.
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Abb. 4.27: Nachweis der FLAG-CRB3B-Expression nach MG-132-Behandlung stabil
transfizierter NIH3T3/CRB3B-Zellen. (A) In Abhangig keit von der Behandlungsdauer kommt

es nachweisbar zur Steigerung der FLAG-CRB3B-Protei nmenge, als Ladekontrolle diente
HSC-70. (B) Das akkumulierte FLAG-CRB3B-Protein wur de nach der MG-132-Behandlung
immunprazipitiert und im Western Blot nachgewiesen

Wie in Abb. 4.27, B zu sehen ist, konnte das CRB3B-Protein ausschlief3lich aus
MG-132-behandelten und nicht aus unbehandelten NIH3T3/CRB3B-Zellen prézi-
pitiert werden. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass die CRB3B-
Expression Uber die proteasomale Degradation des Proteins reguliert wird. Ob die
beobachteten Effekte tatsachlich auf die Ubiquitinylierung des C-terminalen Lysin-
Restes zurickzufuhren sind, sollte anschlielBend mit Hilfe von Mutationsstudien
geklart werden.

4.6.2 Mutationsstudien zur Untersuchung einer Ubiqu itin-vermittelten
Degradation des CRB3B-Proteins

Der Einbau einer zielgerichteten Punktmutation in die CRB3B-kodierende
Sequenz erfolgte mittels PCR. Hierfir wurde die FLAG-CRB3-cDNA zunéchst in
den pBlueskript-SKIl-Vektor einkloniert, und dieses Konstrukt als Template fur die
Mutagenese-PCR (siehe 3.3.17) verwendet. Fir die vollstandige Amplifikation des
Plasmids wurden zwei komplementare Primer eingesetzt, welche die gewlnschte
Mutation trugen (siehe Tab. 7.6). In Folge der eingefiihrten Punktmutation kommt
es zum Austausch der Aminoséaure Lysin gegen Arginin an Position 114 im
CRB3B-Protein. Der erfolgreiche Einbau der Mutation wurde durch eine DNA-
Sequenzsanalyse Uberprift und die mutierte FLAG-CRB3-cDNA (siehe Abb. 4.26,
A) anschliel3end zur Durchfihrung weiterer Analysen in das pIRES-Expressions-
BK114R

plasmid umkloniert. Die CRB3B-Mutante wird im Folgenden als CRB3

bezeichnet.
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Um mogliche Auswirkungen auf die Expression des CRB3B-Proteins aufzu-
decken, wurden wnx eco-Zellen transient mit Expressionplasmiden, die fir N-
terminal FLAG-getaggte CRB3A-, CRB3B-bzw. CRB3B"'*R-Fusionsproteine
kodierten, transfiziert und die Expression der Proteine anschlielend im Western

Blot durch Verwendung FLAG-spezifischer Antikorper analysiert.
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Abb. 4.28: Die Einfihrung einer Punktmutation fuhrt zum Austausch von Lysin durch
Arginin an Position 114 (A). Fir die mutierte CRB3B  -Variante wurde im Western Blot nach
transienter Expression in  ynx-eco-Zellen ein starkeres Signal detektiert als f  Gr Wildtyp-
CRB3B (B).

Verglichen mit Wildtyp-CRB3B konnte fiir die CRB3B*"***-Mutante eine stérkere
Expression nachgewiesen werden (siehe Abb.4.28). Die Eliminierung des Lysin-
Rests hatte somit durchaus einen stabilisierenden Effekt, doch trotz Einflihrung
dieser Mutation weist das CRB3B-Protein bei identischen Transfektions-
bedingungen nach wie vor eine schwachere Expression auf als das CRB3A-
Protein. Die hier gezeigten preliminaren Ergebnisse deuten auf eine Ubiquitin-

vermittelte Regulation der CRB3B-Expression hin.

4.7 CRB3A-Expression in Mammakarzinomen und Normal-

geweben

Die CRB3A-Proteinexpression in humanen Mammakarzinomen wurde mit Hilfe
der Immunhistochemie an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Geweben von
42 Patientinnen (siehe 3.4.10) unter Verwendung des aufgereinigten CRB3A-
spezifischen Antikorpers untersucht. Beispiele fir mikroskopische Aufnahmen der
Immunfarbungen sind in Abb. 4.29 dargestellt.

Im Einklang mit seiner Funktion als apikal sortiertes Zellpolaritatsprotein wird das
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CRB3A-Protein im Normalgewebe der Mamma ausschlie3lich an der apikalen

Membran epithelialer, luminaler Zellen exprimiert. Wie die Ergebnisse der Immun-

farbungen eindrucksvoll belegen, geht dieses CRB3A-Expressionsmuster in

Mammakarzinomen verloren. Eine residuale apikale Lokalisation des CRB3A-

Proteins konnte in in situ-Karzinomen und invasiven Tumoren nur noch in Arealen

mit primitiver drusiger Differenzierung nachgewiesen werden. Stattdessen zeigten

einige Tumorzellen eine diffuse zytoplasmatische Farbung oder eine Akkumulation

des CRB3A-Proteins in Vakuolen.
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Abb. 4.29: Immunhistologischer Nachweis der CRB3A-

Expression in normalen und

malignen Geweben der Mamma. Dargestellt sind lichtm  ikroskopische Aufnahmen bei 250-
und 400-facher VergroRerung. Die Pfeile indizieren  eine CRB3A-Expression. CLIS: lobulares
Karzinoma in situ; a: apikale, v: vakuolare, z: zyt  oplasmatische CRB3A-Farbung.

93



Ergebnisse

Immunreaktionen im Zytoplasma und in Vakuolen wurden bei in situ Karzinomen

seltener beobachtet.

Generell zeigten duktale Karzinome haufiger eine residuale apikale Expression
des CRB3A-Proteins als lobulare Karzinome. Zytoplasmatische Immunreaktionen
traten hingegen in beiden Karzinom-Typen mit annahernd gleicher Haufigkeit auf.
In Tab. 4.5 ist die Auswertung der CRB3A-Immunfarbungen in Abhangigkeit von
klinisch-pathologischen Parametern und die verschiedenen Lokalisationen des
CRB3A-Proteins in Zellen dargestellt.

Tab. 4.5: CRB3-Expression in Mammakarzinomen

Tumor Falle apikale Membran Zytoplasma Vakuolen
K|aSSiﬁZie|’Ung n= 0 + ++ +++ 0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Histol. Typ

Duktal 20 8 5 3 4 13 5 1 1 17 0 2
Lobular 14 11 1 1 1 7 4 2 1 10

anderer 6 2 1 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Grading

1 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 28 14 4 5 5 17 7 3 1 22

3 9 6 2 1 0 5 3 0 1 8 0 0 1
Tumorstadium

1 15 5 3 5 2 10 5 0 0 14 0 1 0
2 17 10 4 0 3 10 2 3 2 13 1 1 2
3 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0
4 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Lymphknotenstatus

positiv 17 7 4 5 1 13 2 2 0 94 0 0 1
negativ 19 11 2 2 4 10 6 1 2 14 1 3 1
ER

positiv 34 18 6 6 4 22 9 2 1 28 1 3 2
negativ 3 2 0 1 0 2 0 0 1 2

PR

positiv 36 20 6 6 4 23 9 2 2 29

negativ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HER2

0 14 7 1 4 2 11 3 0 0 11 1 1 1
1+ 11 4 3 3 1 2 1 1 0 1 1
2+ 5 2 2 0 1 4 1 0 0 0 1 0
3+ 7 0 0 0 0 3 1 1 0 0 1

*: zellulare Lokalisation der Immunfarbung; O: kein e, +: schwache, ++: maRige, +++: starke CRB3A-
Expression
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In mehr als der Halfte aller untersuchten Mammakarzinome wurde eine intra-
zellulare Lokalisation des CRB3A-Proteins in den Tumorzellen beobachtet. Dabei
deutete sich ein Zusammenhang zwischen dem CRB3A-Expressionsmuster und
dem Differenzierungsgrad der Tumoren an. Wahrend gut und magig differenzierte
Tumore haufiger, teilweise relativ starke, CRB3A-Immunfarbungen zeigten, nahm
die Haufigkeit und Intensitat der CRB3A-Immunfarbung in schlecht differenzierten
Tumoren ab oder ging ganz verloren. Auffallig war, dass in mafiig und schlecht
differenzierten Tumoren vermehrt Farbungen des Zytoplasmas und/oder der
Vakuolen beobachtet wurden. Signifikante Korrelationen zu pathologischen
Parametern konnten allerdings nicht festgestellt werden. Zusammenfassend
belegen die gezeigten Ergebnisse, dass es wahrend der Tumorprogression zu
einer Relokalisation des CRB3A-Proteins von der Zelloberflache in das Zytosol der

Zellen kommen kann.

4.8 CRB3A-Expression in verschiedenen humanen Norma |-

geweben

Zur Ermittlung der CRB3A-Expression in humanen Normalgeweben wurde der
AccuMax™ A103VI Gewebe-Array (ISU ABXIS, siehe 3.4.10), auf dem 45
Gewebetypen mit jeweils 2 Stanzen (1 mm Durchmesser) lokalisiert sind, mit dem
aufgereinigten CRB3A-Antikdrper immungefarbt. Tab. 4.6 zeigt die Ergebnisse mit

Angabe der Intensitat und zellularen Lokalisation der Immunreaktionen.

Bei den CRB3A-exprimierenden Geweben handelt es sich fast ausschlief3lich um
Epithelien, wobei die CRB3A-Immunreaktion am haufigsten an der apikalen
Membran, seltener dagegen im Zytoplasma von Epithelzellen zu beobachten war.
Die starkste membranstandige CRB3A-Expression wurde in Driusenzellen der
Prostata, des Dunndarms und des Kolons detektiert. Eine starke zytoplasmatische
Expression wurde beispielsweise auch in Langerhans’schen Inseln im Pankreas
nachgewiesen. Endothelzellen zeigten keine oder nur in seltenen Fallen eine
schwache zytoplasmatische CRB3A-Expression. In Makrophagen und Monozyten

wurde hingegen eine starke zytoplasmatische CRB3A-Immunreaktion beobachtet.
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se

Tab. 4.6: CRB3A-Expression in verschiedenen Normalg

Gewebe Zelltyp Int.* Lokal.**
Zunge Plattenepithelzellen 0 -
Lunge Alveoli + a
Osophagus Plattenepithelzellen 0 -
Parotis Azini ++ a
+
Magen Zylinderepithel- & schleimsekretierende Zellen, + a
Saumepithelzellen +
Dinndarm, Duodenum, absorptive, Becher- und Kryptzellen, + [++/+++ a
lleum, Kolon, Rektum am starksten Zellen des Blinddarms
Gallenblase Zylinderepithelzellen +
Leber Hepatozyten +
Kupferzellen ++/+++
Pankreas Azini ++ a,z
Zentroazinéare Zellen ++ a,z
Zylinderepithelzellen, duktale Zellen ++ a,z
Langerhans’sche Inseln +++
Mamma, Driisen Luminale Zellen a
Niere, Kortex Tubulére Zellen, proximal z
Tubulare Zellen, distal a
Glomeruli +++ z
Niere, Medulla Tubulare Zellen, distal ++ z
Uterus, Ektoxervix Basale and parabasale Zellen 0 -
Uterus, Endometrium
- proliferativ Driisenzellen ++ a
- sekretorisch Driisenzellen + a
Eileiter Ziliare und sekretorische Zellen +++ a
Ovar Stromazellen 0 -
Plazenta Amnion und Chorionvilli -
Chorionepithel z
Prostata Zylinderepithel-, sekretorische Zellen +++ a,z
Testis Spermatogonium, prim., sek. Spermatozyten 0 -
Haut, oberste Schicht Basalzellen 0/+ z
parabasale, intermediare, superfiziale Zellen 0 -
Schilddriise Follikuléare Epithelzellen + a,z
Nebenniere Kortikale Zellen + [+H+++ z
Lymphknoten, Thymus Lymphoblasten, -zyten 0 -
Mastzellen, Monozyten +++ z
Zerebraler Kortex Astrozyten, Neurone, Endothelzellen + z
Oligodendrozyten 0 -
Zerebellum Purkinje Zellen 0 -
Endothelzellen + z
Hippocampus Astrozyten + z
Oligodendrozyten, Neurone 0 -
Herz Myozyten + z
Skelettmuskulatur k.A. 0 -

*. Intensitat und **: zellulare
CRB3A-Expression

Lokalisation der Im

munfarbung; +: schwache, ++: maRige, +++: starke
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Die bisherigen Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass das CRB3A-
Protein in einer Vielzahl adulter, vorwiegend epithelialer, Gewebe exprimiert wird.
Die Tatsache, dass das Protein in einigen Epithelzellen intrazellular lokalisiert ist,
deutet darauf hin, dass die CRB3A-Funktion mit der Lokalisation des Proteins
assoziiert ist. Aufgrund der geringen Grole der Gewebeproben sowie der
limitierten Anzahl an Stanzen lassen sich jedoch keine weiteren allgemeingiiltigen

Aussagen zum jeweiligen Gewebetyp treffen.

4.9 CRB3A-Expression in verschiedenen humanen Tumor  en

Zur Untersuchung der CRB3A-Proteinexpression in verschiedenen Tumortypen
wurde der AccuMax™ A301 V Gewebearray (ISU ABXIS; siehe 3.4.10) verwen-
det. Auf diesem TMA waren jeweils 2 Stanzen (1 mm Durchmesser) von 30
verschiedenen Tumorgeweben und zusatzlich jeweils 1 Stanze des korrespondie-
renden Normalgewebes, das angrenzend an den Tumor resektiert wurde,
lokalisiert. Die Immunfarbung wurde mit dem aufgereinigten CRB3A-spezifischen

Antikdrper vorgenommen.

Aus den in Tab. 4.7 zusammengefassten Ergebnissen ist ersichtlich, dass die
Expression des CRB3A-Proteins in vielen verschiedenen und vorwiegend
epithelialen Tumoren im Vergleich zum jeweiligen Normalgewebe schwécher ist
oder vollstandig verloren ging. Zum Beispiel weisen Nierenzellen zytoplasmatisch
lokalisiertes CRB3A-Protein auf, wahrend CRB3A im Tumor nicht nachzuweisen
Ist. Interessanterweise stellt das Prostata-Gewebe eine Ausnahme dar, da sowohl
im Normal- als auch im Tumorgewebe eine starke membranstandige und
zytoplasmatische CRB3A-Expression zu beobachten war. Folgende Gewebe
exprimierten das CRB3A-Protein weder im Tumor- noch im Normalgewebe:
Gehirn, Osophagus, Hypopharynx, Weichteile, Haut, Zunge, Lunge, Ovar, Zervix,

Testis und Thymus.
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Tab. 4.7: CRB3A-Expression in Tumor- und Normalgewe  ben
Normalgewebe Tumorgewebe
Organ Zelltyp Int.*  Lokal.** | Tumortyp Int.* Lokal.**
Gehirn Astrozyten 0 - Glioblastom 0 -
Osophagus Plattenepithelzellen 0 - Plattenepithelkarzinom 0 -
Larynx k.A. - - Plattenepithelkarzinom + z
Hypopharynx | Plattenepithelzellen 0 Plattenepithelkarzinom 0 -
Leber Hepatozyten ++ z Hepatozellulares + z
Karzinom
Schilddrise Strumazellen ++ a Papilliares Karzinom 0 -
Weichteile Muskelzellen 0 - Grol3zelliges Lymphom 0 -
Haut Plattenepithelzellen 0 - Plattenepithelkarzinom 0 -
Zunge Plattenepithelzellen 0 - Plattenepithelkarzinom 0 -
Lunge k.A. 0 - Plattenepithelkarzinom 0 -
Lunge k.A. 0 - Adenokarzinom 0 -
Pankreas Azini +++ a Adenokarzinom + a
Pankreas Azini +++ a Adenokarzinom ++ a
+ z
Kolon Kryptzellen + a Adenokarzinom ++ a
+ z
Magen Driisenzellen + a Adenokarzinom + a
Magen Driisenzellen ++ z Siegelringzellkarzinom 0 -
Niere Tubulére Zellen ++ z Nierenzellkarzinom 0 -
Glomerulére Zellen ++ z
Niere Tubulére Zellen ++ z Nierenzellkarzinom 0 -
Glomerulare Zellen ++ z
Parotis Azini + a Plattenepithelkarzinom 0 -
Intermediéarzellen ++ z
Ovar k.A. - Dottersacktumor -
Ovar k.A. - Endodermaler -
Sinustumor
Uterus Plattenepithelzellen - Adenokarzinom ++ a
Zervix Plattenepithelzellen - Plattenepithelkarzinom 0 -
Brust Lobuloalveolére + a duktales + z
Einheiten, Adenokarzinom
luminale Zellen
Brust Lobuloalveoli, + a duktales 0 -
luminale Zellen Adenokarzinom
Prostata Driisenzellen +++ a Adenokarzinom +++ a
(Hyperplasie) +++ z + z
Prostata k.A. - - Adenokarzinom A+ +++ z
++ a
Testis Seminiferése Tubuli, 0 - Seminom 0 -
Spermatogonien, prim.,
sek. Spermazozyten
Thymus k.A. - - Thymom 0 -

*: Intensitat der Farbung; +: schwache, ++: maRige,

**: zellulare Lokalisation der Farbung

+++: starke Farbeintensitat
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In Abb. 4.30 sind exemplarisch mikroskopische Aufnahmen der CRB3-Immun-
farbungen an Normal- und Tumorgeweben aus Kolon, Niere, Pankreas, Leber und
Prostata dargestellt. Am Beispiel des Kolonkarzinoms (Abb. 4.30) ist besonders
gut zu erkennen, dass die apikale Expression des CRB3A-Proteins in Abhangig-
keit vom Differenzierungsgrad der Tumorzellen verloren geht und das Protein im
Zytoplasma der Zellen akkumuliert. Um jedoch allgemeingultigere Aussagen uUber
die Rolle des CRB3A-Proteins in der Karzinogenese treffen zu kénnen, sind

umfangreichere Untersuchungen zu den einzelnen Tumorentitdten unabdingbar.

Normalgewebe Tumorgewebe

13 Y N 2 ok

. -/;' ‘_ /z‘ TR | Kolon

e 8 /4, 3 _ BT Niere

Pankreas
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\’ .
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Abb. 4.30: Immunhistologische Farbungen zur Analyse der CRB3A-Expression in Normal-

und Tumorgeweben aus Kolon, Niere, Pankreas und Pro stata. Gezeigt sind lichtmikro-
skopische Aufnahmen bei 400-facher VergréRerung. Pf  eile indizieren eine positive CRB3A-
Immunreaktion; a: apikale, z: zytoplasmatische CRB3  A-Expression.
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5 Diskussion

Ergebnisse einer neu entwickelten Methode =zur Identifizierung Brustkrebs-
assoziierter Gene lieferten die Grundlage fur die vorliegende Arbeit. Ausgehend
vom Transkriptom der humanen Mammakarzinom-Zelllinie GI-101 wurde eine
retrovirale cDNA-Expressionsbibliothek generiert und NIH3T3-Zielzellen damit
transduziert. Ein aufwendiges Selektionsverfahren diente der Identifizierung von
cDNAs, deren stabile genomische Integration und Expression zur Transformation
der NIH3T3-Zellen fuhrte. Im Zuge dieser Analysen wurde unter anderem CRB3
als potenzielles Proto-Onkogen identifiziert. Ein Ziel der hier vorliegenden Studien
war es deshalb, die moglichen onkogenen Eigenschaften des CRB3-Gens
genauer zu charakterisieren und molekulare Zusammenhange der CRB3-
vermittelten malignen Entartung von Zellen aufzukléaren. Des Weiteren sollte die
Bedeutung der CRB3-vermittelten Transformation von Zellen fir das humane

Mammakarzinom untersucht werden.

5.1 Transformierende Eigenschaften des CRB3-Gens

Die Identifizierung von CRB3 als potentielles Proto-Onkogen basiert auf einer
phanotypischen Selektion von cDNAs mit transformierenden Eigenschaften, deren
Integration in das Genom von NIH3T3-Zellen zur Aufhebung des kontaktinhibier-
ten Wachstums fiihrten. Ob CRB3 tatsachlich als neues Proto-Onkogen klassifi-
ziert werden kann, sollte mit Hilfe weiterer Transformationsassays geklart werden.
Uberraschenderweise stellte sich im Zuge erster Untersuchungen heraus, dass
von der in das NIH3T3-Genom integrierten CRB3 cDNA zwei Transkriptvarianten
gebildet werden, wodurch es zur Expression von zwei unterschiedlichen Isoformen
des CRB3-Proteins in den Zellen kommt. Um aufzuklaren, welches der beiden
Genprodukte ein onkogenes Potential besitzt, wurden NIH3T3-Zellen stabil mit
Expressionsplasmiden transfiziert, die jeweils fir CRB3A oder CRB3B, nicht aber
fur CRB3A und CRB3B kodierten. Die Ergebnisse der durchgefuhrten Trans-
formationsassays belegen eindeutig, dass nur ein CRB3-Genprodukt, und zwar
CRB3A, onkogene Eigenschaften besitzt. Die stabile Uberexpression von CRB3A
in NIH3T3-Zellen induzierte Veranderungen der Zellmorphologie, steigerte die
Zellteilungsaktivitat, bewirkte ein Substrat-unabhangiges Wachstum und die Aus-

bildung von Tumoren in Nacktmausen. Dabei fielen die von CRB3A induzierten
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Effekte im Vergleich zu dem als Positivkontrolle mitgefihrten Onkogen RAF1 in
allen Transformationsassays auffallend stark aus. Die beobachtete CRB3B-
induzierte Steigerung der Zellteilungsaktivitat ist eventuell auf eine kirzlich be-
schriebene Funktion des Proteins in Zellteilungsprozesse zurtckzufihren [88]. Ein
onkogenes Potential konnte fir die CRB3B-Isoform nicht festgestellt werden. An
dieser Stelle sei erwahnt, dass weitere Fragen und Aspekte beziiglich der CRB3B-
Expression in Kapitel 5.5 ausfihrlich diskutiert werden. Zusammenfassend konnte
CRB3A eindeutig als neues Proto-Onkogen klassifiziert werden. Um die Mecha-
nismen der CRB3A-vermittelten Transformation von Zellen zu verstehen, wurden

umfangreiche funktionelle Studien angestellt.

5.2 Mechanismen der CRB3A-induzierten Transformatio n in
NIH3T3-Zellen

Die intrazellulare Lokalisation des CRB3A-Proteins

Die Untersuchung der subzellularen Lokalisation des CRB3A-Proteins ergab, dass
die maligne Transformation von NIH3T3-Zellen durch intrazellular exprimiertes
CRB3A vermittelt wird. Prinzipiell lasst sich nicht auszuschlieRen, dass dies eine
Folge der Uberexpression ist, die zur Uberlastung des zellularen Sortierungs-
apparates und somit zur Akkumulation des CRB3A-Proteins im Zytoplasma der
NIH3T3-Zellen fihrt. Immunhistochemische Analysen an humanen Geweben
lieferten jedoch zusatzliche Hinweise darauf, dass eine geénderte subzellulare
Sortierung des Proteins auch in Mammakarzinom-Zellen stattfindet. Wodurch die
intrazellulare Lokalisation des Proteins determiniert wird, ist allerdings noch unklar.
An humanen Intestinalzellen konnte gezeigt werden, dass ein knockdown von
PATJ die Interaktion von PALS1 und CRB3 verhinderte, was zur Akkumulation
des CRB3-Proteins in Endosomen-édhnlichen Kompartimenten fuhrte [53]. Des
Weiteren berichten zwei Studien an Drosophila Follikelzellen tber eine Dynein-
vermittelte apikale Lokalisierung der Stardust (Sdt) und Crumbs-mRNA-
Transkripte und Proteine [95, 96]. Defekte in der Dynein-Funktion verursachten
hauptsachlich Stérungen in der apikalen Sortierung des Crb-Proteins, gleichzeitig
wurde eine zytoplasmatische Expression der Sdt- und Patj/Dlt-Proteine beobach-
tet. Auswirkungen auf die Sortierung des Par-Komplexes und anderer Polaritats-
marker wurden hingegen nicht festgestellt. Im 3'UTR des Crumbs-Transkripts
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konnte ein Sequenzbereich identifziert werden, der essenziell ist fir die Wechsel-
wirkung mit dem Sdt-Protein und dem Dynein-getriebenen Proteintransport [96].
Ebenfalls an Drosophila-Embryonen wurde ein Phosphorylierungs-abhéangiger
Sortierungsmechanismus untersucht [90]. Hierbei wurde gezeigt, dass die aPKC-
vermittelte Phosphorylierung einen regulatorischen Einfluss auf die apikale
Lokalisation des Crumbs-Proteins hat. Embryonen, die eine nicht-phosphorylier-
bare Crumbs-Mutante exprimierten, zeigten statt der membranstandigen eine
diffus zytoplasmatische Lokalisation des Proteins in Epithelzellen. Auch die aPKC-
und PATJ-Proteine waren diffus zytoplasmatisch statt apikal sortiert, der baso-
laterale Marker Scribble wurde hingegen an der apikalen Membran detektiert.
Zusatzlich traten nach Expression des nicht-phosphorylierbaren Crumbs-Proteins
in den Imaginalscheiben der Embryonen Defekte im Aufbau des Flugelepitheliums
auf. Weder Expressionsanalysen an NIH3T3-Fibroblasten noch an Mamma-
karzinom-Zellen gaben Aufschluss Uber den Phosphorylierungszustand des
CRB3A-Proteins. So wurde beispielsweise die Mdglichkeit einer Relokalisation
von CRB3A durch eine Co-Expression mit verschiedenen aPKC-Isoformen und
konstitutiv-aktiven aPKC-Mutanten an der MCF-7 TetOn/CRB3A-Zelllinie genauer
untersucht. Eindeutige Effekte auf die zytoplasmatische CRB3A-Expression
konnten mittels immunzytochemischer Analysen allerdings nicht festgestellt
werden (nicht gezeigte Daten). Es bedarf weiterer Untersuchungen um aufzu-
decken, welche Sortierungs- und Transportmechanismen die subzellulare CRB3A-

Lokalisation determinieren.

Das ERLI-Motiv in CRB3A ist essenziell fir die Indu  ktion der Transformation

Weitere Erkenntnisse lber die molekularen Zusammenhange der CRB3A-indu-
zierten Transformation sollten Mutationsstudien und Bindungsassays liefern. Die
Mutationsstudien dienten dabei in erster Linie der Identifizierung von CRB3A-
Proteindomé&nen, welche fur die Vermittlung der onkogenen Eigenschaften essen-
ziell sind. Das transformierende Potential verschiedener CRB3-Mutanten wurde im
Fokus-Assay analysiert. Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass die CRB3A-
induzierte Transformation von NIH3T3-Fibroblasten abhangig ist von der PDZ-
Protein-Bindungsdoméane am C-Terminus des Proteins. Allein die Deletion des
hochkonservierten ERLI-Motivs verhinderte schon eine Transformation der Zellen.

In Epithelzellen wird der ERLI-Sequenz eine wichtige Rolle fur die Funktion des
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CRB3A-Proteins zugeschrieben, da sie als Bindungsdoméne fir die beiden PDZ-
Proteine PALS1 und Par6 fungiert [71, 86, 87], was wiederum fur die Ausbildung

der apikalen Zellpolaritatskomplexe von Bedeutung ist.

Die Identifikation von Par6 als CRB3A-Interaktionsp  artner

Eine ERLI-abhangige Interaktion zwischen CRB3A und dem Par6-Protein in
NIH3T3-Zellen konnte mit Hilfe von Co-Immunpréazipitationen nachgewiesen
werden. Anhand der Western Blot Analysen konnte allerdings nicht eindeutig
geklart werden, um welchen Vertreter der Par6-Proteine es sich hierbei handelt,
da der verwendete Antikérper sowohl das Par6a-, Par6b- als auch das Par6g-
Protein erkennt. Einzig Par6g konnte aufgrund eines abweichenden Molekular-
gewichts ausgeschlossen werden. Sowohl Genexpressionsanalysen als auch
PCR-Analysen (nicht gezeigte Daten) an NIH3T3-Zellen deuten jedoch darauf hin,
dass es sich bei dem hier identifizierten Bindungspartner um Par6b handelt.
Uberraschenderweise konnte keine Interaktion zwischen CRB3A und dem PALS1-
Protein in NIH3T3/CRB3A-Zellen nachgewiesen werden. Sowohl Arbeiten an
Drosophila, als auch an MDCK-Zellen beschreiben Stérungen beim Aufbau der
epithelialen Zellpolaritdt und Zell-Zell-Kontakte nach Verlust der PALS1-CRB3-
Wechselwirkung [48, 49, 51, 86]. CRB3A, PALS1 und Par6 bilden in Epithelzellen
einen terndren Proteinkomplex aus [70, 71, 86]. Dabei konkurrieren PALS1 und
Par6 um eine PDZ-Bindedoméane in CRB3A, gleichzeitig konkurrieren CRB3A und
PALS1 um eine Bindestelle in Par6 [97]. Moglichweise wird das Bindungsgleich-
gewicht in Folge der CRB3A-Uberexpression zugunsten der CRB3A-Par6-
Interaktion verschoben, sodass es zur Verdrdngung des PALS1-Proteins aus
diesem Komplex kommt. Dies kdnnte auch im Zusammenhang mit der zyto-
plasmatischen Lokalisation des CRB3-Proteins stehen, denn Studien an D.
melanogaster und humanen Epithelzellen belegten, dass die Bindung von CRB3
(Crumbs) an PALS1 (Stardust) wichtig ist fur die korrekte Sortierung des Proteins
[49, 51]. Dieser Sachverhalt lieRe sich beispielsweise durch eine Uberexpression
des PALS1-Proteins in NIH3T3/CRB3A-Zellen Uberprifen.

Die Aktivierung der kleinen RhoGTPasen Cdc42 und Ra  ¢1/2/3

Der Nachweis der CRB3A-Par6-Interaktion war von grofR3er Bedeutung fur nach-

folgende Arbeiten. Auf Basis mehrerer Studien zum transformierenden Potenzial
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des Par6-Proteins wurde eine Arbeitshypothese zur CRB3A-induzierten Signal-
kaskade entwickelt. Es ist bekannt, dass die Par6-vermittelte Transformation von
NIH3T3-Zellen abhangig ist von der Bindung GTP-beladener, also aktiver Cdc42-
und Rac1/2/3-Molekile an das Par6-Protein [98]. Dass eine Expression von Par6
mit konstitutiv aktiven Cdc42- und Racl/2/3-Mutanten eine synergistische Wirkung
hat, wurde von Noda et al. gezeigt [63]. In einer weiteren Studie wurde nach-
gewiesen, dass die Bindung der neuronalen Proteine Rin und Rit an die PDZ-
Domane in Par6 zur Rekrutierung GTP-gebundener Cdc42- und Racl/2/3-Mole-
kile an die CRIB-Doméane des Par6-Proteins fuhrt, was wiederum zur zellularen
Transformation beitragt [91]. Damit stellte sich die Frage, ob eine Aktivierung
dieses Signalwegs auch durch die Bindung anderer Proteine, wie z.B. CRB3A, an
die PDZ-Doméane von Par6 erfolgen kénnte. Um zu Uberprifen ob es in Folge der
CRB3A-Par6-Interaktion zur Rekrutierung aktivierter Cdc42 und Rac1/2/3-Proteine
kommt, wurden GTPase Aktivierungsassays durchgefuhrt. In der Tat konnte eine
gesteigerte Cdc42- und Racl/2/3-Aktivierung in CRB3A-exprimierenden NIH3T3-
Zellen, nicht aber in Zellen, die eine CRB3A-AERLI-Deletionsmutante exprimier-
ten, nachgewiesen werden. Die kleinen Rho-GTPasen fungieren als molekulare
Schalter, die eine Vielzahl von Prozessen, z.B. die Modellierung des Aktin-
Zytoskeletts oder die Ausbildung der Zellteilungsfurche, regulieren und somit zur

zellularen Transformation beitragen [99].

Die Aktivierung der CRB3A-Signalkaskade induziert s  tarke Veradnderungen

im Genexpressionsprofil

Da die Transformation von Zellen eine drastische Veranderung darstellt, wurde
erwartungsgemal eine hohe Anzahl deregulierter Gene in CRB3A-exprimierenden
NIH3T3-Zellen identifiziert. Ganz offensichtlich kommt es in Folge der CRB3A-
Par6-Interaktion zur (De-)Regulation zahlreicher Signalkaskaden, was im Einklang
mit den von Qiu et al. beschriebenen Effekten der Par6-induzierten Transformation
steht [98]. Vom Par6-Protein rekrutierte Cdc42 und Racl/2/3-Molekile induzieren
unter anderem die Transkription von Cyclin D1, was letztendlich zur Inaktivierung
des Tumorsuppressor-Proteins Rb fuhrt [100]. Zusatzlich sind die kleinen
GTPasen in der Lage den Transkriptionsfaktor NF-kB zu aktivieren, der seinerseits
eine Steigerung der Zellteilungsrate vermittelt und gleichzeitig die Apoptose

inhibiert, was zur zellularen Transformation von Zellen beitragt [101].
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Eine ausfuhrliche Analyse der Genexpressions-Daten konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht vorgenommen werden, aber bereits die ersten Auswertungen lieferten
interessante Hinweise. So sind beispielsweise unter den 10 am stérksten hoch-
regulierten Genen drei Vertreter der Matrixmetalloproteasen zu finden (siehe 4.3,
Tab. 4.4). Diesen Proteinen wird bei der Progression von Tumoren eine metasta-
sierungsférdernde Funktion zugeschrieben, da sie am Abbau der Extrazellularen
Matrix beteiligt sind und somit die Migration und Invasion von Tumorzellen in das
umliegende Stroma beginstigen [102]. Die Analyse gemeinsam regulierter
Gengruppen (Gen-Ontologien, GO) ergab, dass unter anderem Gene, die eine
Rolle im Lipidstoffwechsel von Zellen spielen, dereguliert sind. Dies lasst
Spekulationen Uber eine Verwicklung des urspringlich membranstandigen
CRB3A-Proteins in intrazellulare Sortierungsprozesse zu, denkbar wére auch eine
Funktion bei Exozytose- oder Endozytose-Prozessen. Fiur das in den Drosophila-
Rhabdomeren exprimierte Crumbs-Protein und auch fir das humane CRB1-
Protein wird im Zusammenhang mit einer lichtinduzierten Degeneration der Photo-
rezeptoren Uber eine Beteiligung der Proteine an Transportprozessen von und zur
Zellmembran spekuliert (personliche Mitteilung Prof. Dr. Elisabeth Knust). Auch fir
andere Zellpolaritatsproteine, wie beispielsweise DLG und LGL, wurde eine
Funktion im Proteintransport und eine Verknipfung mit der Exozytose-Maschinerie
in MDCK-Zellen bereits beschrieben [67].

Mit Hilfe der durchgefihrten Mutationsanalysen und Bindungsassays war es
maoglich die ersten Stufen der CRB3A-Signalkaskade der zellularen Transforma-
tion von NIH3T3-Fibroblasten aufzuschlisseln. Zytoplasmatisch exprimiertes
CRB3A bildet einen ternaren Proteinkomplex mit Par6 und Cdc42/Racl/2/3 aus,
wodurch es zur Aktivierung multipler Signalwege in den Zellen kommt. Zusam-
mengefasst sind die hier gezeigten Resultate mit Bezug auf bisher publizierte
Arbeiten Uber die Funktion und das Zusammenwirken von CRB3, Par6 und

Cdc42/Rac durchaus schlussig.

5.3 Expressionsstudien an humanen Mammakarzinom-Zel llinien

5.3.1 Die CRB3-Expression in Mammakarzinom-Zellen

Mit der Herstellung spezifischer, polyklonaler Antikérpern gegen die CRB3A- und
CRB3B-Isoformen wurden essenzielle Werkzeuge fir Analysen zur CRB3-
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Expression generiert. Erkenntnisse Uber die Rolle des CRB3-Gens in der
Karzinogenese sollten durch Expressionsstudien an humanen Mammakarzinom-
Zelllinien, aber auch an normalen und malignen Geweben gewonnen werden.
Zunachst wurde die Expression der CRB3-Isoformen auf Transkript- und Protein-
ebene an zehn Mammakarzinom-Zelllinien untersucht. Dabei wurde fur das
CRB3A-Transkript eine relativ gleichmaRige und fur das CRB3B-Transkript eine
differentielle Expression in acht der zehn untersuchten Zelllinien festgestellt. Uber-
raschenderweise korrelierten die Expressionsmuster beider CRB3-Proteine aber
nicht mit denen der Transkripte, was auf eine posttranslationale Regulation der
Proteinexpression hindeutet. Das CRB3A-Protein wird in den Zelllinien unter-
schiedlich stark exprimiert, das CRB3B-Protein konnte sogar nur in einer Zelllinie
(ZR-75-1) nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist, dass fur den Nachweis des
CRB3B-Proteins die Methode der Proteinextraktion (SDS-Lysispuffer) eine
entscheidende Rolle spielte. Bei den zwei Zelllinien, die keine Expression der
beiden CRB3-Transkriptvarianten aufweisen, handelt es sich um MDA-MB-231
und MDA-MB-453s-Zellen. Diese Zelllinien besitzen einen ausgepragten mesen-
chymalen Phanotyp, der mit einer geringen Differenzierung und einer hohen
Tumorigenitat der Zellen assoziiert ist [103]. In diesem Zusammenhang wird in der
Literatur durchaus kontrovers diskutiert, ob diese Zelllinien tatsachlich als
Modellsysteme flr reprasentative Studien zur Progression des humanen Mamma-

karzinoms geeignet sind [104].

Uber die Regulation der CRB3-Expression ist zum gegenwartigen Zeitpunkt nur
sehr wenig bekannt. Die EMT-Transkriptionsfaktoren Snail und ZEB-1 wurden als
Repressoren der CRB3-Expression in MDCK- bzw. MDA-MB-231-Zellen identi-
fiziert [39, 40]. Dass diese von Aigner et al. beschriebene Funktion von ZEB-1
nicht fur alle Mammakarzinom-Zelllinien zutrifft, belegen die hier durchgefiihrten
Expressionsstudien allerdings eindeutig. Eine inverse Korrelation im Expres-
sionsmuster von ZEB-1 und CRB3 konnte zwar fir MDA-MB-231-Zellen bestatigt
werden, die in anderen Zelllinien nachgewiesene Co-Expression beider Proteine
steht jedoch im Widerspruch zur Funktion von ZEB-1 als Repressor der CRB3-
Expression. Und die Tatsache, dass die meisten Mammakarzinom-Zelllinien eine
relativ stabile Expression des CRB3A-Transkripts und -Proteins aufweisen, deute-
te eher darauf hin, dass es zu einer Relokalisation und weniger zu einer transkrip-

tionellen Herunterregulation von CRB3 in Mammakarzinom-Zellen kommit.
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5.3.2 Untersuchung CRB3A-induzierter Signalwege in Mammakarzinom-

Zellen

Dass die Funktionen des CRBA-Proteins in Epithelzellen eng mit einer membran-
standigen Expression assoziiert sind, wurde eingehend beschrieben. Im Zusam-
menhang mit einer Fehllokaliserung des Crb-Proteins beobachtete Missbildungen
in embryonalen Drosophila-Epithelien [65, 90] aber auch die Ergebnisse eigener
immunbhistologische Studien lieferten ernstzunehmende Hinweise darauf, dass
eine geanderte subzellulare CRB3A-Expression in Tumorzellen vorliegen kdnnte.
Die Ergebnisse der immunzytochemischen Detektion des CRB3A-Proteins in
T47D-Zellen bestatigten, dass es zu einer Translozierung des Proteins in das

Zytoplasma von Mammakarzinom-Zellen kommt.

Die Etablierung eines Modellsystems fur funktionell e Studien

Fur die Durchfihrung funktioneller Studien zur Aufdeckung des CRB3A-Signal-
wegs in Mammakarzinom-Zellen war die Etablierung eines Modellsystems ndtig.
Zur Entwicklung einer geeigneten Strategie wurden mehrere Optionen gegen-
einander abgewogen. Dabei stellte sich heraus, dass ein siRNA-vermittelter
knockdown der CRB3A-Isoform aufgrund der eingeschrankten Auswahl transkript-
spezifischer Zielsequenzen praktisch unmoglich ist. Durch eine starke Uber-
expression des Proteins lauft man wiederum Gefahr Zellkultur-Artefakte zu
generieren. Als Lésungsansatz fir Gendosis-abhéngige Analysen bot sich die
Etablierung eines Tetrazyklin-induzierbaren (TetOn)-Expressionssystems an. Auf-
grund der schwachen endogenen CRB3A-Proteinexpression war die MCF-7-Zell-
linie fur Studien CRB3A-induzierter Effekte besonders gut geeignet. Zur Herstel-
lung des Modellsystems wurde die MCF-7 TetOn-Zelllinie (Clontech) verwendet
und stabil mit einem Doxyzyklin-induzierbaren Expressionsplasmid, das fur FLAG-
getaggtes CRB3A-Protein kodierte, transfiziert. Die erfolgreiche Etablierung dieses
MCF-7 TetOn/CRB3A-Expressionssystems ermdglichte die Durchfihrung weiterer

Studien zur Funktion des CRB3A-Proteins in Mammakarzinom-Zellen.

In Anlehnung an zuvor durchgefiihrte Analysen an NIH3T3/CRB3A- und T47D-
Zellen wurde zunéchst die subzellulare Lokalisation des transient tiberexprimierten
CRB3A-Proteins in MCF-7 TetOn/CRB3A-Zellen untersucht. In dieser Zelllinie

wurde ebenfalls ausschliel3lich eine zytoplasmatische Expression des CRB3A-
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Proteins nachgewiesen. Diese Beobachtung liel3 vermuten, dass die CRB3A-
induzierten Signalwege der onkogenen Transformation auch in humanen Mamma-

karzinom-Zelllinien wirksam sein konnten.

Der CRB3A-Par6-Signalweg

Mit Hilfe von Bindungsstudien konnte nachgewiesen werden, dass die in
NIH3T3/CRB3A-Zellen identifizierte CRB3A-Signalkaskade auch in MCF-7-Zellen
induziert wird. Durch Co-Immunprazipitationen wurde das Par6-Protein, aber nicht
PALS1 als CRB3A-Interaktionspartner in MCF-7 TetOn/CRB3A-Zellen identifiziert.
Interessanterweise wurde fur das Par6-Protein neben seiner Funktion in der
Etablierung der Zellpolaritat kurzlich auch eine Funktion als Aktivator der
Proliferation in Brustepithelzellen beschrieben [105]. Die Tatsache, dass die Co-
Préazipitation des Par6-Proteins in Abhangigkeit von der CRB3A-Expression
erfolgte, lieR wiederum die Vermutung zu, dass es in Folge dieser Protein-
Wechselwirkung zur Rekrutierung von aktivierten Cdc42- und Rac1/2/3-Molekilen
kommt. Die Ergebnisse der anschlieRend durchgefihrten GTPase Aktivierungs-
assays bestatigten diese Annahme. Dabei wurden leichte Unterschiede im Akti-
vierungsmuster von Cdc42 und Racl/2/3 festgestellt. Fir Cdc42 konnte eindeutig
eine dosis-abhangige CRB3A-induzierte Aktivierung nachgewiesen werden. Auch
fur Rac1/2/3 war eine Aktivitatssteigerung zu verzeichnen, allerdings war die Kor-
relation mit der CRB3A-Expressionsstarke schwacher ausgepragt als bei Cdc42.
Mdglicherweise ist die Menge an aktivierbaren Rac1/2/3-Molekllen im Vergleich
zur Cdc42 insgesamt kleiner und eine maximale Aktivierung dadurch schneller
erreicht. Zudem erfillen die beiden GTPasen in Mammakarzinom-Zellen verschie-
dene Funktionen, Unterschiede im Aktivierungsmuster konnten durchaus die
physiologischen Gegebenheiten in den Zellen widerspiegeln. Die Bedeutung der
RhoGTPase-Signalwege fur die Progression des humanen Mammakarzinoms
aber auch anderer Tumorentitaten, z.B. des Hepatozellularen Karzinoms, wird in
zahlreichen Veroffentlichungen beschrieben. [106]. Speziell fur MCF-7 Zellen
wurden auch schon E-Cadherin oder IQGAP1 als Aktivatoren von Cdc42 und
Racl1/2/3 beschrieben [107, 108]. Dabei wurden Hinweise flr eine bidirektionale
Interaktion zwischen der E-Cadherin-induzierten Zell-Zell-Adh&sion und den
RhoGTPase-Signalwegen gefunden [29]. Die IQGAP1-vermittelte Aktivierung von

Cdc42 und Racl/2/3 fuhrte beispielsweise zu einer gesteigerten Proliferation und
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Tumorigenitat der Zellen [30].

Zusammengefasst lieferten die Untersuchungen zur CRB3A-Expression und
Funktion Hinweise darauf, dass die NIH3T3-Signalwege auch in Mammakarzinom-
Zelllinien eine Rolle spielen. Zytoplasmatisch exprimiertes CRB3A-Protein tragt im
Zusammenspiel mit Par6 und Cdc42/Rac1/2/3 zur onkogenen Transformation von
Tumorzellen bei und kdnnte somit eine wichtige Rolle in der Progression des

humanen Mammakarzinoms spielen.

5.4 Die Expression des CRB3A-Proteins in normalen u nd

malignen Geweben

Um Informationen Uber die physiologische Relevanz des CRB3A-Proteins im
humanen Mammakarzinom zu erhalten, wurde die Expression des Proteins in
Gewebeschnitten, die nach operativer Entfernung von Primartumoren angefertigt
wurden, untersucht. Im Normalgewebe der Mamma wird das CRB3A-Protein
ausschlie8lich an der apikalen Membran epithelialer luminaler Zellen exprimiert,
was mit seiner Funktion als apikal sortiertes Zellpolaritatsprotein einhergeht. Die
Ergebnisse der Immunfarbungen deuten an, dass dieses Expressionsmuster in
Mammakarzinomen moglicherweise in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad der
Tumorzellen verloren geht. Bemerkenswert ist, dass neoplastische Zellen eine
diffuse zytoplasmatische Farbung oder eine Akkumulation des CRB3A-Proteins in
Vakuolen-ahnlichen Kompartimenten aufwiesen. Diese Beobachtungen unter-
streichen die physiologische Relevanz der intrazellularen Lokalisation des Proteins

in kultivierten Mammakarzinom-Zellen.

Ausgehend von diesen hochinteressanten Ergebnissen wurden die CRB3A-
Expressionsanalysen auf andere normale und maligne Gewebe ausgeweitet.
Hierfir wurden verschiedene Gewebearrays, auf denen Gewebestanzen mit 1 mm
Durchmesser aufgebracht waren, verwendet. Aufgrund der geringen GrofR3e der
Gewebeproben kdnnen sicher Tendenzen erkannt, aber keine allgemeingultigen
Aussagen zum jeweiligen Gewebetyp gemacht werden. Eine CRB3A-Expression
wurde Uberwiegend in epithelialen Geweben nachgewiesen. Interessanterweise
zeigten die immunhistochemischen Farbungen, dass das CRB3A-Protein nicht nur
in Tumoren sondern auch in einigen Normalgeweben zytoplasmatisch exprimiert

wird, als Beispiele seien hier Leber (Kupferzellen), Pankreas (Langerhans’sche

109



Diskussion

Inseln) und Prostata (Zylinder-epithelzellen) genannt. Diese Befunde deuten auf
eine bisher unbeschriebene Funktion des CRB3A-Proteins in der Wachstums-
kontrolle von Epithelzellen hin. Diesbeziglich waren Untersuchungen im normalen
und malignen Prostatagewebe besonders reizvoll, da hier die mit Abstand starkste
CRB3A-Expression nachgewiesen wurde. AuRerst bemerkenswert ist zudem,
dass ein verdndertes CRB3A-Expressionsmuster auch in anderen Tumorentitaten
festzustellen war. So zeigten Tumorzellen in Schilddriise und Pankreas im Ver-
gleich zum Normalgewebe eine schwachere apikale Expression und in Nieren-
zellen ging das zytoplasmatisch exprimierte Protein wahrend der Karzinogenese
vollstandig verloren. Zusammengefasst deuten die Ergebnisse der durchgefihrten
immunbhistologischen Studien sehr stark auf eine Beteiligung des CRB3A-Proteins

in Schliisselmechanismen der Karzinogenese hin.

5.5 Untersuchungen zur Expression und Funktion des CRB3B-

Proteins

Die Generierung von stabilen CRB3B-exprimierenden NIH3T3- bzw. MCF-7
TetOn-Zelllinien, aber auch Expressionsanalysen an Mammakarzinom-Zelllinien
machten auf eine Diskrepanz bei der CRB3B-Transkript- und Proteinexpression
aufmerksam. Wahrend die Expression des Transgens in stabil transfizierten
NIH3T3-Zellen durch die Inhibition der Proteindegradation eindeutig nachzuweisen
war, blieben ahnliche Versuche mit stabil transfizierten MCF-7 TetOn/CRB3B-Zell-
klonen ohne Befund. Untersuchungen zur Stabilitdit des CRB3B-Proteins deuten
auf eine Ubiquitin-vermittelte Proteindegradation hin. Transiente Transfektions-
experimente sprechen fur eine Stabilisierung des CRB3B-Proteins durch die Muta-
tion einer putativen Ubiquitinylierungsstelle in der zytoplasmatischen Doméne des
Proteins. Dass es sich hierbei um einen indirekten Effekt handelt, kann allerdings
nicht restlos ausgeschlossen werden. Fir eine Ubiquitin-vermittelte Degradation
von CRB3B wiurde auch die kirzlich beschriebene Funktion des Proteins in der
Regulation des Zellzyklus in MDCK-Zellen sprechen [109]. Fan et al. fanden
heraus, dass CRB3B wahrend der Zellteilung am Spindelapparat lokalisiert ist und
hier mit dem Kerntransport-Faktor Importin-f interagiert [88]. Eine Beteiligung von
CRB3B an Prozessen der Zellteilung kdonnte den beobachteten proliferations-
forderden Effekt in NIH3T3-Zellen erklaren. Interessanterweise beschreiben die
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Autoren auch eine zellzyklusabhéangige Expression der CRB3B-Isoform. Nach-
weislich exprimiert wird das Protein demnach wéhrend der Mitose in der Pro-,
Meta- und Anaphase, nicht aber in der Telo- und Interphase. Wenn man bedenkt,
dass sich ein Grof3teil der kultivierten Zellen in der Interphase befindet, ist es nicht
verwunderlich, dass ein Nachweis der CRB3B-Proteinexpression in NIH3T3/
CRB3B-Zellen und in verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien, mit Ausnahme
von ZR-75-1, nicht méglich war. Insgesamt stehen die hier gemachten Befunde
bezlglich der CRB3B-Expression im Einklang mit den publizierten Daten. Warum
ausgerechnet ZR-75-1 Zellen eine CRB3B-Expression aufweisen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Denkbar ware aber beispielsweise,
dass eine Mutation vorliegt, die zur Stabilisierung des CRB3B-Proteins beitragt

oder aber die Abbaumechanismen in dieser Zelllinie grundsétzlich gestort sind.

5.6 Allgemeine Schlussfolgerungen

Aktuell ist relativ wenig dariiber bekannt, welchen Beitrag die epithelialen Zell-
polariatsproteine zur Invasion und Migration von Tumoren leisten. Es gibt jedoch
zunehmend Hinweise darauf, dass die Polaritatsproteine sowohl als positive aber
auch als negative Regulatoren an der Entwicklung invasiver Tumore beteiligt sind
(zusammengefasst in [110]). Beispielsweise beschreiben einige Studien die ver-
ringerte Expression oder den kompletten Verlust von Scribble, DLG oder Lgl in
Primartumoren von Xervix-Karzinom-Patientinnen. [111, 112]. Interessanterweise
wurde das E6-Onkoprotein der HPV16- und HPV18-Papilloma-Viren, die fir die
Entstehung von Xervix-Karzinomen verantwortlich sein kdnnen, als Vermittler der
Scribble- und DLG-Degradation identifiziert [113]. Fir aPKC-Proteine wurde eine
deregulierte Expression in Lungenkarzinomen [114, 115] und auch in Mamma-
karzinom-Zellen nachgewiesen [116]. Darlber, dass nicht nur eine verdnderte
Expressionsstarke, sondern auch eine veranderte Lokalisation von Zellpolaritats-
proteinen zur Tumorprogression beitragen konnte, wurde bisher nur spekuliert. Im
Rahmen dieser Arbeit ist es nun erstmals gelungen, die Translozierung des
Transmembranproteins CRB3A in das Zytoplasma von Zellen mit der Entwicklung
onkogener Eigenschaften in Verbindung zu setzen, was nachweislich eine Rolle

bei der Transformation von Mammakarzinom-Zellen spielt.

Moglicherweise liefern die hier gemachten Beobachtungen auch Erklarungs-
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ansatze fur CRB3-vermittelte Effekte, die schon vor langerer Zeit beobachtet aber
bisher nicht zufriedenstellend erklart werden konnten. In Folge einer CRB3-Uber-
expression kommt es zur Aufweitung der apikalen Zellmembran und Stérungen im
Aufbau der tight junctions in MDCK-Zellen [86]. Es ist denkbar, dass das CRB3A-
Protein in Folge der Uberexpression auch in diesem Zelltyp nicht nur membran-
standig sondern zusatzlich zytoplasmatisch exprimiert wird und die damit einher-
gehenden transformierenden Eigenschaften antagonistisch auf die Entfaltung der
membranassoziierten CRB3A-Funktion einwirken. Die induzierten Veranderungen
der MDCK-Morphologie kodnnten ruckblickend als Anzeichen einer CRB3A-

vermittelten onkogenen Transformation der Epithelzellen gewertet werden.

Prinzipiell stellt die Translozierung von Oberflachenproteinen in das Zytoplasma
oder den Zellkern einen weitverbreiteten Mechanismus zur Aktivierung zellularer
Signalkaskaden dar [117]. Im tumorrelevanten Kontext wurden &hnliche Phanome
beispielsweise auch fir den Fas-Rezeptor in Ovarialkarzinom-Zellen [118] und
den Hepatocyte growth factor receptor im Kolonkarzinom [119] beobachtet. In
beiden Fallen ist davon auszugehen, dass die verénderte Lokalisation mit dem
Verlust der wurspringlichen und maoglicherweise mit dem Gewinn anderer
Proteinfunktionen einher geht. Dass, wie hier fir CRB3A demonstriert wurde, ein
zytoplasmatisch exprimiertes Transmembranprotein ein onkogenes Potenzial
besitzt, stellt (hach bestem Wissen) eine bisher unbeschriebene Ausnahme in der

Progression des humanen Mammakarzinoms dar.

5.7 Ausblick

Um weiteren Aufschluss tber die Funktion des Zellpolaritatsgens CRB3 in der
malignen Transformation von Zellen, insbesondere im humanen Mammakarzinom,

zu erhalten, sind vielfaltige molekularbiologische Untersuchungen notig.

Zur genaueren Charakterisierung der CRB3A-Par6-Signalkaskade bietet sich das
generierte NIH3T3/CRB3A-Modellsystem an. Es ware interessant zu untersuchen,
ob die CRB3A-induzierte Transformation der Zellen beispielsweise durch domi-
nant-negative Mutanten des Par6-Interaktionspartners blockiert werden kann.
Zudem konnten Endpunkte und Zielgene der CRB3A-Signalkaskade durch eine
intensivere Auswertung der bereits vorgenommenen Mikroarray-Analyse von
NIH3T3/CRB3A-Zellen ermittelt werden.
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Eine wichtige Grundlage fur weitere Untersuchungen der CRB3A-Funktion in
Mammakarzinom-Zellen wurde durch die Generierung des MCF-7 TetOn-Modell-
systems geschaffen. Es wirde sich anbieten, mégliche dosisabhangige Einfliisse
der CRB3A-Expression auf das Migrations-, Invasions- oder Adhasionsverhalten
dieser Zellen zu analysieren. Weiterfihrend konnten die Tumorigenitat und das

metastatische Potenzial der Zellen in Tierexperimenten untersucht werden.

Nachdem ein Zusammenhang zwischen den onkogenen Eigenschaften und der
zytoplasmatischen Lokalisation des CRB3A-Proteins entdeckt wurde, drangen
sich Fragen zur Regulierung des intrazellularen Proteintransports auf. Der zu
Grunde liegende Sortierungsmechanismus kénnte durch den Einsatz spezifischer
Organell-Marker aufgedeckt werden. Des Weiteren ist zu klaren, ob die Funktion
und Zusammensetzung der CRB3A-Signalkomplexe durch eine Phosphorylierung
des Proteins reguliert wird. Und auch worauf die differentielle Expression des
CRB3A-Proteins in Mammakarzinom-Zelllinien zurtickzufiihren ist, bleibt an dieser

Stelle offen und ist untersuchenswert.

Die angestellten immunhistologischen Studien unterstrichen die physiologische
Relevanz CRB3A-induzierter Signalwege im humanen Mammakarzinom, aber
auch in anderen Tumorentitdten. Ausgehend von den hochinteressanten Er-
gebnissen der CRB3A-Expressionsanalysen in verschiedenen gesunden und
maligen Geweben, ware es besonders reizvoll die Funktion des CRB3A-Proteins
in anderen Gewebetypen, wie z.B. Kolon, Pankreas oder Prostata zu untersuchen.
Dies konnte weitere Erkenntnisse Uber die Beteiligung des CRB3A-Proteins bei

zellularen Veranderungen wahrend der Karzinogenese liefern.

Nicht zuletzt weil das CRB3B-Protein im Rahmen dieser Arbeit nur peripher
untersucht wurde, sollte die Funktion dieses Proteins in humanen Mamma-
karzinom-Zellen weiter erforscht werden. Da einige aggressive Zelllinien eine
starke Expression des CRB3B-Transkripts aufweisen, drangen sich durchaus
Fragen zur Rolle dieses CRB3-Proteins in der Tumorprogression auf. Fir ent-
sprechende Analysen konnte eine Zellzyklus-Synchronisation der kultivierten
Zelllinien, z.B. mit Nocodazol, hilfreich sein. Untersuchenswert ist auch inwiefern
die Regulation der CRB3B-Proteinexpression in ZR-75-1 Zellen gestort ist. Hin-
weise zur physiologischen Relevanz von CRB3B in normalen und malignen

Geweben kénnten eventuell immunhistologische Studien liefern.
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7 Anhang

Tab. 7.1: Haufig verwendete Laborgerate und deren H

ersteller

Geratebezeichnung

Hersteller / Vertreiber

Firmensit z

Analysenwaage Satorius BP6100
Analysenwaage Satorius CP2245
Biofuge pico Heraeus

DAKO Féarbeautomat
Dampfsterilisator

Digitale Bildverarbeitung KAPPA
DNA Engine PTC-200

Durchlichtmikroskop mit Kamera

Durchlichtmikroskop Wilovert S
Filmentwickler Hyperprocessor

Geldokumentations-System
GeneGenius 2

Gelkammer ComPor L Mini
Geltrockner 583

GieR3stand Hoefer

Heizblock DRI-BLOCK® DB-2A
Heral50-Brutschrank Heraeus
Kihlzentrifuge 5415R
Mikrowelle

Minigelkammern Hoefer SE 250
Netzteil E143

Netzteil E835

pH-Meter inoLab

Photometer 6131

Pipettierhilfe pipetus®

Reagenzglas-Mischer

Realplex4 Mastercycler epgradient S

Rollmischer Stuart SRT1
Scanner Epson 1680
Schiittler

Semidry-Blotapparatur

MS Laborgeréate

MS Laborgerate

Kendro

DAKO Diagnostika GmbH

H+P

KAPPA opto-electronics GmbH
MJ Research

Leica Mikroskopie und Systeme GmbH

Helmut Hund GmbH
Amersham Biosciences

Syngene

Bioplastics RV

Bio-Rad

Amersham Biosciences
Techne

Kendro

Eppendorf AG

Promicro

Amersham Biosciences
Consort

Consort

WTW

Eppendorf AG
Hirschmann Laborgerate
neoLab

Eppendorf AG

Bibby Sterilin

LaserSoft Imaging AG
Heidolph Instruments GmbH

Bio-Rad

Heidelberg
Heidelberg
Langenselbold
Hamburg
OberschleiRheim
Gleichen
Waltham, USA

Wetzlar

Wetzlar
Buckinghamshire, UK

Cambridge, UK

Landgraaf, NL
Miinchen
Buckinghamshire, UK
Staffordshire, UK
Langenselbold
Hamburg

Miinchen
Buckinghamshire, UK
Turnhout, BE
Turnhout, BE
Heidelberg

Hamburg

Eberstadt

Heidelberg

Hamburg
Staffordshire, UK

Kiel

Schwabach

Miinchen
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Thermocycler Flexigene Techne Staffordshire, UK
Trockenschrank Heraeus B12 Kendro Langselbold
Vortex-Genie 2 Scientific Industries New York, USA
Wasserbad GFL-1003 GmbH fir Labortechnik Burgwedel

Zentrifuge Heraeus 3S-R Kendro Langenselbold
Zentrifuge Rotofix 32 Hettich Villingen-Schweningen

Tab. 7.2: Vektoren und Expressionsplasmide

Bezeichnung Experiment  GroRRe Referenz

pBluescript Il SK(+) 4.6.2 2961 bp Stratagene; La Jolla, USA

pFLAG-CMV™-3 41.2 6271 bp Sigma-Aldrich; Miinchen

pGEX-2T 4.2.4 ~4900 bp Amersham Biosciences; Buckinghamshire, UK
pMXs 4111422 5871 bp Kitamura et.al

pIRES-N1 4.1.2 5284 bp Dr. Hobbs, ICR; London, UK

pTRE-Tight 45.1 2600 bp Clontech; Mountain View, USA

Tab. 7.3: Fur PCR-Analysen und Klonierungen verwend  ete Oligonukleotide

Name Art Experiment Ziel Nukleotidsequenz
, GCGCCCGGGAATTCTGAATAGCCCCATCCT
MP25-12 5 4.1.1 CRB3 COTTGACC
, GCGCCCGGGAATTCCTCGGCGCTGCCAACC
MP25-4 3 4.1.1 CRB3 CGCCACC
Crb3-1 5 4.12/4.42 CRB3 ggGCCGGAATTCGCAAATACAGACCACTTCT
Crb3-2 3 4.12/4.42 CRB3 gCGCCGGGATCCATCCTCTCTTGACCTCAG
Crb3-4 5 4.2 CRB3 GCGCATAGGATCCGTGCGGAAGCTTCGGGA
GAAG
Crb3-5 3 4.2 CRB3 GCGCATAGAATTCCCATCCTCTCTTGATCTC
AGG
, GCGCATGAGGATCCCTACTGCTCCTCGCTA
Crb3-as1-100 3 4.2.2 CRB3 CTGGGCCGGTAGG
, GCGCATGAGGATCCCTATTCCGGCGGCAAC
Crb3-ERLI 3 422 CRB3A TTGAGGTTGGG
Crb3-1a-6 3 4.1.2 CRB3A GCGCATGAGGATCCTGGGCAGTGTTGGTGG
CTGC
Crb3-lla-7 3 4.2 CRB3A GCGCATGGCAATGCGGCCGCTCCTGGGCAG

TGTTGGTGGCTGC
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Crb3-lla-9-
Xhol

Crb3-111b-8

Crb3-1llb-10-
Xhol

FLAG-Crb3-
Xhol

pMX-1

pMX-2

4.1.2

4.2.2

4.1.2

4.1.2

41.1

41.1

CRB3A

CRB3B

CRB3B

pFLAG-CMV-
3-Vektor

pMXs-Vektor

pMXs-Vektor

GCGCATGACTCGAGTGGGCAGTGTTGGTGG
CTGC

GCGCATGGCAATGCGGCCGCCCATCCTCTC
TTGATCTCAGG

GCGCATGACTCGAGCCATCCTCTCTTGACCT
CAGG

GCGCATGACTCGAGATCGATCTACCATGTCT
GCAG

GGGTGGACCATCCTCTAGACTGC

AACCTACAGGTGGGGTCTTTCATTCC

Tab. 7.4 Fur quantitative Realtime-PCR eingesetzte

Oligonukleotide

Name Art Experiment Zielgen Sequenz

Cflar 5 431 Cflar CAGGCTTCGCTCCCAAAATTG
Cflar 3 431 Cflar CTGGTACTCCATACACTGGCT
Fas 5 4.3.1 Fas TGCAAGTGCAAACCAGACTTC
Fas 3 4.3.1 Fas GTCAACAACCATAGGCGATTTCT
Hoxb5 5 431 Hoxb5 GGGCCAGACGGAAAAAGGG
Hoxb5 3 431 Hoxb5 GGGCGATCTCGATACGTCG
Itgh3 5 431 Itgh3 CCCCGATGTAACCTGAAGGAG
Itgh3 3 4.3.1 Itgb3 ATCTGGCCGTAGTCGAAGGA
Notchl 5 4.3.1 Notchl GCCGCAAGAGGCTTGAGAT
Notchl 3 431 Notchl GGAGTCCTGGCATCGTTGG
Adcy7 5 43.1 Adcy7 AAGGGGCGCTACTTCCTAAAT
Adcy7 3 4.3.1 Adcy7 GTGTCTGCGGAGATCCTCA
Arhgap29 5 4.3.1 Arhgap29 AGCAAACGAACACTACAAAGTCT
Arhgap29 3 4.3.1 Arhgap29 GGGACTGTAAACTGTTGGCAA
Gnb4 5’ 431 Gnb4 CAGGAGGCTGAACAGCTTCG
Gnb4 3 431 Gnb4 GGCCCACGGAGTCCATATTA
Pdela 5 4.3.1 Pdela ATGTGTGGATTGCTCCCGTG
Pdela 3 4.3.1 Pdela GGCGTTTTCCAATTCTTCGATGT
Tnc 5 431 Tnc GCTACCGACGGGATCTTCG

Tnc 3 43.1 Tnc TAGCCGTGGTACTGATGGTTT
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Tab. 7.5: Fir DNA-Sequenzierungsanalysen verwendete  Primer

Name Art Experiment  Ziel Nukleotidsequenz

pFLAG-CMV-3-S 5’ 41.2 pFLAG-CMV-3- ATGTCTGCACTTCTGATCCTAGC
Vektor

pTRE-Tight-S1 5 451 pTRE-Tight-Vektor CGTTTAGTGAACCGTCAGATCG

pTRE-Tight-S2 3 4.6.2 pTRE-Tight-Vektor CGTCGACAAGCTTATCGATGCG

pIRES-S1 5 4.1.2 pIRES-N1-Vektor GTCCACTCCCAGTTCAATTACAGC

pIRES-S2 3 4.1.2 pIRES-N1-Vektor CTTCCAGAGGAACTGCTTCCTTCACG

M13 5 4.6.2 pBlueskriptlISK+ GTAAAACGACGGCCAGT

pMX-1 5 422 pMXs-Vektor GGTGGACCATCCTCTAGACTGC

pMX-2 3 422 pMXs-Vektor AACCTACAGGTGGGGTCTTTCATTCC

Tab. 7.6: Zur Einfuhrung zielgerichteter Mutationen verwendete Primer

Name Art  Experiment  Ziel Nukleotidsequenz
CRB3B-M1 5 4.6.2 CRB3B GCCCCTCAGGACTCCAGGGAGACGGTGCAGGGC
CRB3B-M2 3’ 4.6.2 CRB3B GCCCTGCACCGTCTCCCTGAGTCCTGAGGGGC

Tab. 7.7: Fur immunchemische Analysen verwendete Er  stantikérper

Antigen m*, p* Spezies Herkunft

CRB3A P Kaninchen eigene Herstellung (SIGMA Genosys)
CRB3B P Kaninchen eigene Herstellung (SIGMA Genosys)
Cdc-42 P Kaninchen Cell Signaling Technologies; Danvers, USA
E-Cadherin M Maus BD Biosciences; Heidelberg

FLAG (M2) M Maus Sigma-Aldrich; Minchen

HSC-70 M Maus Invitrogen; Karlsruhe

PALS-1 P Kaninchen Upstate; Billerica, USA

PARGA (H-90) P Kaninchen St. Cruz Biotechnology; St. Cruz, USA
Par6 P Kaninchen Abcam; Cambridge, UK

Rac1/2/3 P Kaninchen Cell Signaling Technologies; Danvers, USA
ZEB-1 M Ziege St.Cruz Biotechnology; St. Cruz, USA
Z0-1 M Maus BD Biosciences; Heidelberg

*. m = monoklonal; p = polyklonal
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Tab. 7.8: Verwendete konjugierte Sekundarantikdrper

Antigen Spezies Konjugat Herkunft

Kaninchen Schwein Peroxidase DakoCytomation; Glostrup, Danemark
Maus Kaninchen Peroxidase DakoCytomation; Glostrup, Danemark
Maus k.A*, Peroxidase eBiosciences; San Diego, USA

Ziege Kaninchen Peroxidase DakoCytomation; Glostrup, Danemark
Kaninchen Affe Alexa Fluor® 488 Molecular Probes; Karlsruhe

Maus Kaninchen Alexa Fluor® 546 Molecular Probes; Karlsruhe

*. k.A.= keine Angabe
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8 Abkirzungsverzeichnis

a

A

Abb.
aPKC
Bp
BSA

C. elegans
cDNA
CMV
Crb/CRB
D. melanogaster
DAPI
DCIS
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
Dox

E. coli
ECL
EDTA
EMT
FCS
FLAG
G-418
H
HEPES
HRP
HSC-70
IHRES
kD
LCIS
MCS

apikal

Ampere

Abbildung

atypische Protein Kinase C

Basenpaar

Rinderserumalbumin

Caenorhabditis elegans

complementary DNA

Cytomegalovirus

Crumbs

Drosophila melanogaster
4,6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid
Ductal carcinoma in situ

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid
Desoxynukleosidtriphosphat

Doxyzyklin

Escherichia coli

Enhanced Chemoluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Epitheliale-mesenchymale Transformation
Fetale Calf Serum; fotales Rinderseum
Peptid bestehend aus den Aminosauren: DYDDDDK
Geneticin-418

Stunde
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonséaure
Horseradish Peroxidase

Heat Shock Protein Cognate 70

Internal Ribosomal Entry Site

kilo Dalton

Lobular carcinoma in situ

Multiple Cloning Site
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Abkurzungsverzeichnis

min
MRNA
NP-40
PALS-1
PAR; Par
PATJ
PBS
PCR
PVDF
RNA
RT
SDS
SDS-PAGE
Sek
SiRNA
Tab.
TAE
TEMED
Tet
TMA

U

U/min
U.N.

\%

v/v

wiv

Minute

messenger Ribonucleic acid
Nonidet P-40

protein associated with Lin-7 1
partitioning defective protein
protein associated with tight junctions
Phosphate buffered saline
Polymerase Chain Reaction
Polyvinylidenfluorid
Ribonucleic acid
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Sekunde

small interfering RNA

Tabelle

Tris buffered acetic acid EDTA
Tetramethylethylendiamin
Tetrazyklin

Tissue Microarray

Unit

Umdrehungen per Minute
Uber Nacht

vakuolar

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
zytoplasmatisch
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