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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie maligner Tumore

In der westlichen Welt stehen die malignen Neoplasien, nach den kardiovaskularen Erkran-

kungen, an zweiter Stelle der Todesursachenstatistik (Tabelle 1).

Die Inzidenzen vieler Malignome korrelieren mit dem Erreichen immer héherer Lebensalter,
weshalb von Epidemiologen erwartet wird, dal diese in Zukunft noch weiter an Gewicht
innerhalb der Todesursachenstatistik gewinnen werden und unter Umstanden in Zukunft

sogar zur Todesursache Nummer eins werden kdnnten.

Gegenstand der Nachweisung Einheit 1996 1997 1998 1999

Héufigste Todesursachen

Krankheiten des Kreislaufsystems Anzahl 425 884 415892 411 404 406 122
darunter: HirngefédBerkrankungen Anzahl 99 266 93 647 90 194 85755
Herzinfarkt Anzahl 85206 82893 81988 76 961
Bosartige Neubildungen Anzahl 212 888 210 090 212 748 210 837
darunter: der Bronchien und der Lunge Anzahl 36 784 37248 37934 37615
Krankheiten des Atmungssystems Anzahl 53843 50434 49 084 51505
Krankheiten des Verdauungssystems Anzahl 41 940 40 814 40510 40 154
darunter: Krankheiten der Leber Anzahl 19202 18 620 18 563 18295
Unfille Anzahl 23 549 22482 19 673 19715
darunter: durch Sturz Anzahl 10 237 9384 7229 7302
Selbstbeschadigung (Suizid) Anzahl 12 225 12 265 11 644 11157
Gestorbene Siuglinge Anzahl 3962 3951 3668 3496
darunter: Syndrom des pl6tzlichen Todes im
indesalter Anzahl 692 671 602 507
Schwangerschaftsabbriiche Anzahl 130 899 130 890 131795 130471

Quelle: DeStatis - Aktualisierung 12 07.2001

Tabelle 1: Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes (DeStatis)

1.2 Tumorentstehung

Heutzutage geht die Wissenschaft davon aus, daf die Karzinogenese, die Entstehung eines
epithelialen Malignoms, ein sequentieller Vorgang ist, bei dem sich eine intakte Zelle schritt-
weise durch Akkumulation entsprechender Verdnderungen bzw. Mutationen in eine maligne

Zelle transformiert (Vogelstein et al., 1993; Hanahan et al., 2000).

Eine zentrale Rolle in diesem Prozeld nehmen hierbei zwei Gengruppen ein, die in gesunden
Zellen Schlisselpositionen in der Wachstumskontrolle der Zelle inne haben. Dies sind zum
einen die Protoonkogene, die durch Mutation in Onkogene (,gain of function mutation®)
transformiert werden, und auf der anderen Seite Tumorsuppressorgene, die durch Mutation
eine Funktionsverminderung bzw. sogar einen Funktionsverlust (,loss of function mutation®)

erfahren.
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Bei kolorektalen Karzinomen ist dies als ,Adenom-Karzinom-Sequenz®, also der Entwicklung

eines Karzinoms aus normalem Drisenepithel, schematisch beschrieben (Fearon et al.,
1990). (vgl. Abbildung 1).

J
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Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz

(Lodish et.al., 1994, Molecular Cell Biology, 4th ed)
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Der Verlust des Tumorsuppressorgens APC (Adenomatous polyposis coli) ist der initiale
Schritt der Mutationssequenz. Dies bedingt eine Hyperproliferation der betroffenen Epithel-
zelle, was morphologisch zur Ausbildung eines Adenoms flihrt (Adenome werden nach der
WHO in 3 verschiedene Klassen, entsprechend ihrem fakultativen malignen Entartungspo-
tential, eingeteilt). Als nachster Schritt entsteht durch Mutation aus dem Protoonkogen c-ras
das Onkogen k-ras, dessen Proteinprodukt einem konstitutiv aktivem Ras-Protein entspricht,
was weiteres Wachstum und Dysplasie des Adenoms zur Folge hat. Mit dem Verlust der
Tumorsuppressorgene DCC (Deleted in colorectal cancer) und p53 ist schlief3lich ein Mali-
gnom entstanden, das sich der physiologischen Wachstumskontrolle entzieht und damit

ungehemmt wachsen kann (Lodish et al., 1994; Houlston, 2001).

Eine weitere Eigenschaft, die aus Abbildung 1 hervorgeht und die Malignome therapeutisch
so schwer beherrschbar macht, ist Ihre Tendenz, ohne Riicksicht auf Gewebegrenzen infilt-
rierend und destruierend zu wachsen und dabei hamatogen und/oder lymphogen zu me-
tastasieren. Eine Vielzahl verschiedener Faktoren bilden die molekulare Grundlage fir die
Invasivitat und Metastasierung maligner Tumoren. So ermoglicht die Ausschittung von Pro-
teasen durch die Tumorzelle die Uberwindung von Barrieren der extrazelluldren Matrix. Ein
Beispiel hierfur sind die Matrix-Metalloproteinasen zu nennen, eine Familie zinkabhangiger
Endoproteinasen, deren enzymatische Aktivitat gegen die Proteine der extrazelluldren Matrix
gerichtet ist, und die eine initiale Rolle bei der Metastasierung eines Tumor spielen (Cham-
bers et al., 1997). Die Sezernierung angioproliferativer Faktoren sorgt fiir Anschluf® des Tu-
mors an das Blutgefalsystem und dessen Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen. Inte-
ressanterweise gibt es auch Onkogene, die die Metastasierung ermoglichen kénnen wie
bspw. das Onkogen H-ras (Thorgeirsson et al., 1985).

Nach der Vielzahl der Veranderungen, die eine Krebszelle durchlauft, ist es verwunderlich,
dall das Immunsystem des Betroffenen die entarteten Zellen nicht attackiert, obwohl viele
Tumorzellen durch entsprechende Tumor-Antigene quantitativ oder qualitativ identifizierbar
sind. Bei naherer Erforschung dieses Umstandes konnte beobachtet werden, dal} auf Tu-
morzellen bestimmte Oberflachenmolekile, die im Rahmen einer Erkennung durch das Im-
munsystem eine wichtige Rolle spielen, wie bspw. MHC-I-Molekiile, nicht bzw. vermindert
exprimiert werden (Bodmer et al., 1993). Eine andere Mdglichkeit, wie sich die Tumorzelle
vor dem Zugriff des Immunsystems schiitzt, ist die Sezernierung immunsuppressiver
Substanzen wie bspw. TGF- (Tada et al., 1991) und Prostaglandin E2 (Zeidler et al., 2000).

Wie bereits angesprochen, lassen sich Tumorzellen in der Tat durch eine verandertes Ex-
pressionsmuster bestimmter Molekile charakterisieren, die deshalb auch als Marker fir die

Diagnostik und Verlaufskontrolle im Rahmen einer Tumorerkrankung eingesetzt werden.
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Sie lassen sich in 2 Gruppen einteilen:

1. Tumorspezifische Antigene (TSA), d.h. Molekule, die ausschlieBlich in Tumoren zu fin-
den sind, wie bspw. punktmutierte ras-Onkogene oder mutierte p53-

Tumorsuppressorgene (Bast et al., 2000).

2. Tumorassoziierte Antigene (TAA), d.h. Moleklle, die sowohl in Tumoren als auch in
gesundem Gewebe zu finden sind, aber quantitative Unterschiede bzgl. der Expression
zeigen. Hierzu zahlen die meisten Tumormarker und Tumorantigene. Als Beispiele sind
das karzinoembryonale Antigen (CEA) (Hammarstrom, 1999), das - inzwischen gut er-
forschte - HER-2/neu-Protein (Ross et al., 1999), und das epithliale Zelladhasionsmole-
kil EpCAM (Akronym fur ,Epithelial Cell Adhesion Molecule“) zu nennen, dessen Regu-

lation zentrales Thema dieser Arbeit ist.

1.3 EpCAM
1.3.1 Das EpCAM-Gen

EpCAM wird durch das GA733-2-Gen kodiert, das zusammen mit dem GA733-1-Gen die
GA733-Genfamilie bildet (Linnenbach et al.,1993). Das Gen liegt auf dem kurzen Arm von
Chromosom 2 (Calabrese et al., 2001) und umfal}t ca. 14 kB (Linnenbach et al., 1993). Der
Vergleich von genomischer DNA und der EpCAM mRNA zeigte, da® das Gen aus 9 Exons
besteht (Linnenbach et al., 1993), die wie folgt kodieren:

e Exon1: Signalpeptidsequenz, nicht translatierter 5°-Bereich

e Exon2-6: Extrazellulardomane

e Exon7: Transmembrandoméane
e Exon 8: Zytoplasmatische Doméne
e Exon9: 13 AS zytoplasmatische Domane, Stop-Codon, nicht translatierter
3’-Bereich
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Lo A s ] ] ] P i T
GA733-2

Abbildung 2: Schematische Darstellung von GA733-2 (Linnenbach et al., 1993)

Die transkribierte mRNA umfal’t 1,5 kB und weist im nicht translatierten 5°-Bereich eine
GroRenvariation von 16 bis 160 Basen auf (Perez et al., 1989; Simon et al., 1990). Der nicht

translatierte 3’-Bereich enthalt zwei potentiell wichtige Motive (Perez et al., 1989).
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Das erste Motiv — ATTTA - wurde als Signal fir den spezifischen Abbau von mRNA, die fur

Zytokine, Lymphokine und einige Protoonkogene kodiert, beschrieben (Shaw et al., 1986).

Das zweite Motiv — TTATTTAT — wurde als Konsensussequenz im 3’-Bereich von Entziin-
dungsmediatoren (bspw. Tumornekrosefaktor, Interleukin 1, Interferone, Colony stimulation
factor) identifiziert (Caput et al., 1986).

Tatsachlich translatiert werden 942 Basen, die als offener Leserahmen abgelesen werden.
Fir diesen Bereich sind weder Variationen in der Literatur beschrieben noch Splicevarianten
bekannt (Balzar et al., 1999).

1.3.2 Das EpCAM-Protein

Das EpCAM Glykoprotein wurde 1979 mit Hilfe des monoklonalen Antikdrpers (mAk) 17-1A
auf der Oberflache von Kolon-Karzinom-Zellen identifiziert (Herlyn et al, 1979; Koprowski et
al., 1979). Das Molekil wurde seither unter mehreren Namen beschrieben, u.a. als MH99,
AUA1, 323/A3, KS1/4, HEA125, KSA, EGP, EGP40, GA733-2 oder als TACSTD1 (Mattes et
al, 1983; Durbin et al, 1990; Edwards et al., 1986; Varki et al., 1984; Momburg et al., 1987;
Simon et al., 1990; Litvinov et al., 1994; Szala et al., 1990; Calabrese et al., 2001).

1.3.2.1 Expressionsmuster des EpCAM-Proteins

EpCAM wird vor allem auf der Zelloberflache stark proliferierender Epithelien exprimiert. Es
lakt sich auf nahezu allen iso- und hochprismatischen Epithelien, u.a. der Mucosa des Ga-
strointestinaltraktes, der Mucosa des tiefen Respirationstraktes, dem Stratum basale der
Epidermis, dem Follikelepithel der Schildriise, den Gallengangsepithelien, dem Urothel, aber
auch auf den Inselzellen des Pankreas, den Oozyten, und einer Vielzahl weiterer Gewebe
nachweisen (Momburg et al., 1987; Klein et al., 1987; Tsubura et al., 1992; Zorzos et al.,
1995; Cirulli et al., 1998; Balzar et al., 1999). Auch wahrend der Embryonalentwicklung wird
es temporar exprimiert. So ist es auf hepatozytaren Vorlauferzellen nachweisbar, auf adulten
Hepatozyten jedoch nicht (De Boer et al., 1999). Wahrend der Entwicklung der Inselzellen
des Pankreas wird es ebenfalls stark exprimiert, auf adulten Inselzellen hingegen wesentlich
schwacher (Cirulli et al., 1998).

Plattenepithelien sind EpCAM-negativ, interessanterweise kommt es zu einer de novo Ex-
pression von EpCAM in Platteneptihelkarzinomen, die einhergeht mit einer erhéhten Prolife-
ration und Dedifferenzierung (Litvinov et al., 1996; Balzar et al., 1999). EpCAM ist somit ein
tumorassoziiertes Antigen, aufgrund seiner Expression auf allen Karzinomen wird es mitun-
ter auch als pan-Karzinom-Antigen bezeichnet (Roovers et al., 1998). Diese Eigenschaften
machen EpCAM sowohl als Zielmolekl fir die Differentialdiagnostik maligner epithelialer
Erkrankungen (Ryan et al., 1997; Chaubal et al., 1999; Poczatek et al., 1999) als auch fur
die Therapie derselbigen sehr attraktiv. So kommen inzwischen sowohl monospezifische, als

auch bispezifische mAk, die gegen EpCAM gerichtet sind, zum therapeutischen Einsatz



-8 - Einleitung

(Riethmdller et al., 1994; Mack et al., 1997; Braun et al., 1999; Basak et al., 2000; Schwartz-
berg, 2001) bzw. sind in der vorklinischen Erprobung (Zeidler et al.,1999; Zeidler et al.,
2000). Kirzlich konnten vielversprechende Ergebnisse beim Einsatz solch eines bispezifi-
schen mAKk bei Patienten mit malignem Aszites bei Peritonealkarzinose erreicht werden
(Heiss et al., 2005).

1.3.2.2 Morphologie des EpCAM-Proteins

EpCAM ist ein membranstandiges Oberflachenmolekul bestehend aus 314 Aminosduren
(AS). 23 AS bilden dabei das Signalpeptid, 242 AS die extrazelluldare Domane, 23 AS die
Transmembran-Domane und 26 AS die intrazellulare Domane (Balzar et al., 1999). In Ab-
hangigkeit der N-Glykosylierungen seiner Extrazellulardomane kann EpCAM ein Molekular-
gewicht von 38 kDa, 40 kDa oder 42 kDa aufweisen (Thampoe et al., 1988; Perez et al.,
1989; Litvinov et al., 1994). Bezuglich der Tertiarstruktur von EpCAM werden derzeit 3 Mo-
delle diskutiert (vgl. Abbildung 3):

A) ,Loop-like“-Modell nach Schon (Schon et al., 1993)
B) ,Tandem-EGF-like-motif‘-Modell nach Balzar (Balzar et al., 1999)

C) ,Disulfid-Bindungs“-Modell nach Chong (Chong et al. ,2001)

A) Schon—Modell B) Balzar-Modell C) Chong-Modell

Domane |
S5+ 1-40

mAKk - s -

Epitope =
Domane I
41-115
Domane Il
116-242

Abbildung 3: Konformationsmodelle des EpCAM Molekiils (Chong et al.,2001)

Die Pfeile markieren jeweils die Proteolyse-sensitive Stelle an Position Arg57/Arg58, die
alle Modelle gemeinsam haben. Die durch Hexagone skizzierten Seitenketten kennzeich-

nen die Glykosylierungsstellen. Disufidbindungen sind als Linien dargestellt.
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1.3.2.3 Funktion des EpCAM-Proteins

In Anlehnung an seine einzig direkt nachweisbare Funktion, ndmlich als homophiles Adhasi-
onsmolekil auf der basolateralen Oberflache von Epithelzellen, wurde EpCAM unter diesem

Namen erstmals 1994 beschrieben (Litvinov et al., 1994).

Da EpCAM-Molekile untereinander Bindungen eingehen, wird EpCAM als homophiles Zell-
adhasionsmolekiil bezeichnet (Litvinov et al., 1994). Die Bindung ist Ca”-unabhéngig und
kann sowohl zwischen Molekilen auf derselben Zelle als auch interzellular stattfinden (Litvi-
nov et al.,, 1994; Balzar et al., 1999). Unter Zugrundelegung des Konformationsmodelles
nach Balzar wird die interzelluldre Bindung durch das distale EGF-ahnliche Motiv, die Inter-
aktion auf derselben Zelle durch das proximale EGF-&hnliche Motiv vermittelt (Balzar et al.,
2001). In diesem Zusammenhang spielt auch die zytosolische (intrazelluldre) Domane eine
entscheidende Rolle, da sie die Bindungen, welche die Extrazellulardoméne eingeht, stabili-
siert, indem sie EpCAM am Zytoskelett verankert (Balzar et al., 1998). Verantwortlich hierfur
sind zwei Bindungsstellen am carboxyterminalen Ende EpCAMs, die an a-Actinin binden
(Balzar et al., 1998). Die durch EpCAM vermittelten Adhasionen zeichnen sich durch eine
grolRe Stabilitdt aus, verglichen mit anderen Adhasionsmolekilen wie bspw. den Cadherinen
(Litvinov et al., 1994).

Es gibt noch weitere Effekte, die in Zusammenhang mit EpCAM genannt werden mussen.
Bei diesen ist allerdings weder bekannt, ob es sich um direkte, also Uber die Induktion von
Signalkaskaden vermittelte, oder indirekte Wirkungen handelt. So scheint die Expression
von EpCAM auf Tumorzellen antimetastatisch zu wirken. Bei Larynx-Karzinomen konnte
gezeigt werden, dass der Verlust der Expression EpCAMs auf dem Primartumor mit der
Metastasierung in Lymphknoten korreliert (Takes et al., 1997). Jingst konnte gezeigt wer-
den, dass die Expression EpCAMs auf zirkulierenden Tumorzellen im Blut an Karzinomen
erkrankter Patienten deutlich schwacher ist, verglichen mit der Expression auf Zellen der
histologischen Probe des Karzinomgewebes (Rao et al., 2005). Experimentell wird dies un-
terstrichen durch die Tatsache, dass die Transfektion von EpCAM in murine Tumorzellen
eine Inhibition der Metastasierung, im Vergleich zu nicht transfizierten murinen Tumorzellen,
bewirkt (Basak et al., 1998).

Die Hyper- bzw. de novo Expression EpCAMs korreliert mit erhdhter Proliferationrate und
der Dedifferenzierung von Zellen (Zorzos et al., 1995; Litvinov et al., 1996; High et al., 1996).
EpCAM ist ebenfalls in die Embryonalentwicklung involviert. So wird EpCAM in Zusammen-
hang mit der Zelldifferenzierung wie bspw. der Zellen der Lunge (Kasper et al., 1995), der
Inselzellen des Pankreas (Cirulli et al, 1998) und der Hepatozyten (De Boer et al., 1999)

genannt, wo es jeweils temporar exprimiert wird (Balzar et al., 1999).
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Die Behandlung humaner fetaler Pankreaszellen mit einem gegen EpCAM gerichteten Anti-
korperfragment flihrte zur Transkription und Translation der Gene fir Insulin und Glukagon
(Cirulli et al, 1998), was eine Induktion entsprechender Signalkaskaden durch EpCAM wahr-

scheinlich macht.

In unserer Arbeitsgruppe konnte Dr. M. Miinz zeigen, dass EpCAM Uber die Induktion von
c-myc einen verstarkten Zellmetabolismus und eine erhdhte proliferative Aktivitat vermittelt
(Minz et al., 2004).
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1.3.3 Kontrolle der eukaryotischen Transkription

Hoéhere eukaryotische Organismen zeichnen sich durch eine Zell- bzw. Gewebsvielfalt aus,
welche durch die differentielle Expression des Genoms zustandekommt. Die Regulation der
Aktivitat einzelner Gene kann auf mehreren Ebenen stattfinden. Der Transkription des Gens,
also das Ablesen der DNA und die Synthese der mRNA durch die RNA-Polymerase |,
kommt dabei eine besonders wichtige Rolle zu. Unter physiologischen Bedingungen liegt die
genomische DNA als hochkondensierte 30 nm Fibrille vor, in enger Bindung an Histon-
Proteine. Erst die Losung dieser Bindung und die anschlieRende Dekondensation der DNA
ermoglichen die Anlagerung der allgemeinen Transkriptionsfaktoren an die DNA und damit

die Initiation der Transkription.

Die Transkriptionsfaktoren lagern sich dabei bevorzugt an bestimmte Stellen auf einer, dem
Gen vorgeschalteten DNA-Sequenz an, die als Promotor bezeichnet wird. Anhand spezifi-
scher Konsensussequenzen innerhalb des Promotors lassen sich die Promotoren in zwei

funktionelle Gruppen einteilen:
1. Promotoren fir Gene, die nur bei Bedarf transkribiert werden (regulierte Promotoren).

2. Promotoren fur Haushaltsgene, also fur Gene die konstitutiv aktiv sind (konstitutive Pro-

motoren).

Charakteristisches Merkmal fiir Erstere ist ein thymin- und adeninreicher Bereich ca. 20 Ba-
senpaare vor (5°) dem eigentlichen Transkriptionsstartpunkt. An diesen, auch als TATA-Box
bezeichneten Bereich, bindet der Transkriptionsfaktor TFIID mit einer Untereinheit, die als
»tata-binding protein®“ (TBP) bezeichnet wird. Mit dieser Bindung wird eine Kaskade weiterer
Anlagerungen von Transkriptionsfaktoren ermdéglicht, die zusammen mit der RNA Polymera-
se Il den Initiationskomplex bilden. Der Initiationskomplex ist ein Multiproteinkomplex zu dem
neben der RNA Polymerase Il noch die Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIB, TFIIH, TFIIE
und TFIIF gehoéren. Erst durch die Bildung des Intiationskomplexes startet die eigentliche
MRNA-Synthese durch die RNA-Polymerase II.

Promotoren von Haushaltsgenen hingegen fehlt die TATA-Box. Der Initiationskomplex wird
hier an einer GC-reichen Sequenz ca. 40 Basenpaare vor dem eigentlichen Transkripti-
onsstartpunkt gebildet. Diese Sequenz wird als GC-Box bezeichnet, sie 1asst sich allerdings
auch bei den regulierten Promotoren finden. An die GC-Box bindet das Specificity protein 1
(Sp1). An dieses kann sich nun der Transkriptionsfaktor TFIID direkt, oder indirekt tber ein
Protein aus der TAF-Familie (TATA-binding protein associated factor) anlagern. Nach Anla-
gerung von TFIID kommt es analog der regulierten Promotoren zur sequentiellen Anlage-

rung weiterer Transkriptionsfaktoren und damit zum Start der Transkription.

Die Ausbildung des Initiationskomplexes und der Start der Transkription sind schematisch in
Abbildung 4 dargestellt.
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Der TFIID-Komplex bindet an
die TATA-Box durch seine

( A) TFIID TBP - Untereinheit

o, T e, e L O 1*

+1
Transkriptions-
Initiations-Stelle

TFIID wird durch
TFIIA stabilisiert

(B)

TFIIB und TFIIH binden an
den Komplex an der
TATA-Box

o AR S Sl

Carboxyterminale Domiine (CTD) |

Der Komplex aus RNA
Polymerase II, TFIIE und
TFIIF wird durch TFIIB

positioniert.
(D) RNA Die carboxyterminale Domiine
Polymerase I1 TFIIB der RNA Polymerase II wird

durch TFIID gebunden

A AT Lo AR A A AW AW AT T AW

Die CTD wird durch TFIIH
CTD phosphoryliert und durch
TFIID freigesetzt;
(E) Start der Transkription

e B

Abbildung 4: Ausbildung des Initiationskomplexes

(Gilbert SF, 2000, .Developmental Biology. 6th ed.)
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Zusatzlich zur TATA-Box bzw. GC-Box kommen in Promotoren Sequenzen vor, die regulato-
risch wirken, jedoch nicht an der Bildung des Intiationskomplexes beteiligt sind. Sie befinden
sich 5° von der TATA- bzw. GC-Box. An sie kdnnen sich sogenannte URFs anlagern
(Upstream regulatory factors). Zu diesen Regulationssequenzen gehort u.a. eine Sequenz,
die als CAAT-Box bezeichnet wird und ca. 70 bp 5" des Transkriptionsstartpunktes gefunden
werden kann. Sie dient als Bindungssequenz fir Transkriptionsaktivatoren wie des ,CAAT-
Box binding protein“ (CBP).

Neben den beschriebenen Sequenzen innerhalb des Promotors gibt es noch Sequenzen,
die mehrere hundert Basenpaare vom Transkriptionsstartpunkt entfernt liegen kdnnen und
die Transkription regulieren. Diese, als cis-regulierende-Elemente bezeichneten Sequenzen

lassen sich in Enhancer (Verstarker) und Silencer (Repressor) unterteilen.

Der Vollstandigkeit halber sei noch erwahnt, dass es weitere Mechanismen, wie DNA-
Methylierung, posttranskriptionelle RNA-Modifikation, Regulation der Translation und
posttranslationale Proteinmodifikation gibt, um die Expression bzw. die Aktivitat eines Genes
zu regulieren (Alberts et al., 1995; Loffler et al., 1997; Lodish et al., 1999; Gilbert SF, 2000).

1.3.4 Der EpCAM-Promotor

Uber die Regulation EpCAMs bzw. des EpCAM-Promotors ist sehr wenig bekannt. Obwohl
440 bp des EpCAM Promotors kloniert und sequenziert wurden (Linnenbach et al., 1993), ist

Uber die Aktivierung oder Repression des Promotors bislang nichts publiziert.

Die 440-bp-Sequenz weist Konsensussequenzen fir SP-1 und AP-1 auf, eine TATA-Box
wurde nicht identifiziert (Linnenbach et al., 1993). AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der v.a.
die Transkription von Genen, die den Zellzyklus und die Zellproliferation regeln, moduliert
(Shaulian et al., 2001). Weitere wichtige Motive, wie bspw. eine CAAT-Box, sind nicht be-

schrieben (Linnenbach et al., 1993).

Der schematische Aufbau der 440-bp-Promotorsequenz ist in Abbildung 5 grafisch darge-
stellt. Eingezeichnet sind die SP-1 und AP-1-Konsensussequenzen. Der Beginn des Ep-

CAM-Genes wird durch den roten Pfeil rechts markiert.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des EpCAM-Promotorfragmentes
(generiert mit der Software Mac Vektor 6.5)

Mehr ist bislang Uber den EpCAM-Promotor nicht bekannt. Aus dem streng vom Zelltyp ab-
hangigen Expressionsmuster EpCAMs |83t sich zwar ableiten, dal’ der Promotor ebenfalls
streng reguliert wird, Beweise hierfiir stehen aber noch aus. Warum EpCAM insbesondere
bei epithelialen Malignomen (berexprimiert wird und wie es zur Transkription EpCAMs

kommt, ist ebenfalls nicht bekannt.

Aus der Entschlisselung dieses Regulationsmechanismus liefken sich mdglicherweise neue

therapeutische Strategien zur Behandlung epithelialer Malignome ableiten.

1.4  Aufgabenstellung

Da Uber die Regulation der Expression EpCAMs nahezu nichts bekannt ist, war das Ziel

meiner Arbeit die Funktionsanalyse des bisher bekannten 440-bp-Promotorfragmentes.

Dazu gehérte die Etablierung eines zellularen Systems zur Messung der transkriptionellen
Aktivitat der 440-bp-Promotorsequenz. Basis hierfir sollte der Luziferase-Assay sein, woflr
zunachst ein Luziferase-Reporterplasmid generiert werden sollte, das unter transkriptioneller
Kontrolle des EpCAM-Promotorfragmentes steht. Hierfur sollte das bekannte Promotorfrag-

ment in ein Standard-Luziferase-Reporterplasmid kloniert werden.

Mit Hilfe dieses Reporterplasmides sollte die transkriptionelle Aktivitdt des Promotorfrage-
mentes nach Transfektion in EpCAM- positive und —negative Zelllinien studiert werden. Ins-
besondere der EinfluR der kanzeromodulierenden Substanzen TNFa und TPA auf die Aktivi-

tat des Promotorfragmentes sollte untersucht werden.

Zusatzlich war, ausgehend von der bisher bekannten 440-bp-Promotorsequenz, die Isolation
und Klonierung weiterer Promotorsequenzen aus einer humanen genomischen DNA-Bank,
geplant. Mit Hilfe von Primern, die in der bisher bekannten Promotorsequenz binden, sollte

durch PCR ein grofRerer Promotorbereich identifiziert und isoliert werden.
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2 Material

2.1 Gerite

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schiittelinkubator- ,Certomat”

Beckman Coulter Inc., Fullerton Canada

Ultrazentrifuge

Becton Dickinson Biosciences, San Jose USA

DurchfluBzytometer — ,FACS Calibur*

Biometra, Gottingen

Gelelektrophorese-Apparatur, Thermocycler

Bio-Rad Lab., Richmond, Calif., USA

Elektroporationsgerat — ,Gene Pulser®

Eppendorf Geratebau, Hamburg

Thermomixer, Pipetten

Heraeus , Miinchen

Bakterieninkubator, Sterilwerkbank, Tischzentrifuge, Zellinkubator
Hettich
Kahlzentrifuge

Knick, Berlin

pH-Meter

Mettler Toledo, Greifensee

Feinwaage
Owl Scientific
Spannungsgerat

Perkin Elmer, USA

Luminometer
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Material

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Photometer

Sartorius GmbH, Gaéttingen

Waage

Zeiss, Gottingen

Fluoreszenzmikroskop

2.2 Chemikalien

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Trisma Base

Fermentas, St. Leon-Rot

Desoxyribonukleotidtriphosphate, PCR-Puffer (10x), Magnesiumchlorid (10x)

Gibco BRL, Berlin / Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Agar, Hefeextrakt, Lipofectamin, PBS-Tabletten, Trypton

E. Merck AG, Darmstadt

Butanol, Di-Kaliumhydrogenphosphat, Dimethylsulfoxid, Ethanol,
Ethylendiamintetraacetat, Glycerin, Glycylglycin, Isopropanol, Kaliumacetat,
Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat,
Manganchlorid, Natriumchlorid, Saccharose , Triton-X-100

PAA Laboratories GmbH, Linz

Trypsin/EDTA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Adenosintriphosphat, Luciferin, TriPure

Carl Roth GmbH & Co. , Karlsruhe

Natriumacetat, Phenol

Serva, Heidelberg

Calciumchlorid, Ethidiumbromid, Xylenxyanol

Sigma, Miinchen

Agarose, Dithiothreitol , N-Morpholinolpropansulfonsaure
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2.3 Oligonukleotide

ARK Scientific - Darmstadt

5’-Primer / Ep-PRO-Up: 5-CCGAGCTCGATCCCTAACGCCGCCATGGAG-3’
3’-Primer / Ep-PRO-Down: 5-CCCTCGAGTGCCCCCCAGCCCAGCCC-3°

=> Amplifikat: 570 bp grofe Sequenz, die das bekannte 440-bp-EpCAM-

Promotorfragment und einen Bereich von Exon 1/ Exon 2 enthalt.
5°-Primer / Exon1-Start 5-GCGCAGCATGGCGCCCCCGCAGGTCCT-3”
3’-Primer / Exon1-End 5-CTTCCTGAGCTGCGGCAAAAGTC-3’
=> Amplifikat: 90 bp grofRe Sequenz, die innerhalb von Exon-1 des EpCAM-Gens liegt.
5°-Primer / Intron1-Start 5-CTCTGCTCCAATCCGCGCCTCAC-3’
3’-Primer / Intron1-End 5’-TGCCCCCCAGCCCAGCCCAGCTCCACAA-3’

=> Amplifikat: 100 bp groRe Sequenz, die innerhalb von Intron-1 des EpCAM-Gens
liegt.

24 Enzyme

Fermentas, St. Leon-Rot

Restriktionsendonukleasen, Tag-DNA-Polymerase

New England Biolabs, Schwalbach

Restriktionsendonukleasen, T4 DNA-Ligase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Alkalische Phosphatase, Lysozym, RNase A

2.5 Medien

Biochrom, Berlin

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)

Gibco BRL, Berlin / Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Optimem |
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2.6  Antikorper

Antikorper Bezugsquelle

a-EpCAM (C215) Dr. H. Lindhofer (GSF, Miinchen)

a-Actin Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
a-EGF-R Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
a-MHC-| Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg

a-Maus-1IgG-FITC* | Jackson Immuno Research Laboratories Inc. West Grove (PA), USA

a-Maus-IgG-HRP** | Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

* FITC konjugierter Antikorper (AK) ,** HRP konjugierter AK; jeweils zum Einsatz als Sekun-
dar-AK.

2.7 Plasmide

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

pPEGFP-C1: GFP-Expressionsplasmid

Promega Corporation, Madison, WI

pGL3-Basic Vector: Standard-Luciferase-Reporterplasmid

Dr. B. Sugden

NF-kB-Luc: NF-kB- Reporterplasmid (Mitchell et al.,1995).

Dr. A. Kieser, (Kieser et al.,1999)
TRADD-DN: Expressionsplasmid - TRADD dominant negativ
TRAF2-DN: Expressionsplasmid - TRAF2 dominant negativ

DN-IkB: Expressionsplasmid - NF-kB-Inhibitor (IkB) dominant negativ.
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Dr. F. Kohlhuber

p300/CBP: Expressionsplasmid fir die Histon-Acetyltransferase p300/CBP.

Dr. A. Linnenbach (Linnenbach et al.,1993)

22RS Plasmid, das die 440-bp-Promotorsequenz und einen Teil des Anfangbe-
reiches des EpCAM-Gens enthalt (GesamtgréRe 570 bp).

2.8 Gen-Bibliotheken
Die Genbibliotheken wurden allesamt tiber das

~Ressourcenzentrum / Primdrdatenbank im deutschen Humangenomprojekt am Max-Planck-
Institut fiir molekulare Genetik, Berlin“ (RZPD)

bezogen.

RPCI1 (RZPD Nr. 704)

Aus humanen Blutzellen generierte genomische DNA-Bibliothek.
Vektor: pPCYPAC2 Resistenz: Kanamycin ~ Wirtsstamm: E.coli DH10B

RPCI6 (RZPD Nr. 709)

Aus humanen Blutzellen generierte genomische DNA-Bibliothek.

Vektor: pPAC4 Resistenz: Kanamycin ~ Wirtsstamm: E.coli DH10B

2.9 Bakterielle Einzelklone

Durch Onlinerecherche konnten zwei verschiedene E.coli-Klone ausfindig gemacht werden,
die in sich ein bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) tragen, in dem sowohl der An-
fangsbereich des EpCAM-Genes und mehrere Kilobasen vor dem Transkriptionsstartpunkt

enthalten sind.

Die Klone kénnen unter folgenden Katalognummern von Research Genetics, Huntsville,
USA, bezogen werden. In Klammer ist jeweils die standardisierte Klonbezeichnung des

NCBI (National Center for Biotechnology Information, Betheseda, USA) angegeben:
Cat.No. RPCI-11.C-18K13 (RP11-18K13)
Cat.No. RPCI-11.C-43303 (RP11-43303)

Vektor: pBACe3.6 Resistenz: Chloramphenicol ~ Wirtsstamm: E.coli DH5alpha
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2.10 Zelllinien

ANT-1 humane Hypopharynxkarzinom Zellinie (in unserem Labor etabliert);
EpCAM positiv

FaDu humane Hypopharynxkarzinom-Zellinie (Rangan, 1972) ;
EpCAM positiv

GHD-1 humane Hypopharynxkarzinom Zellinie (in unserem Labor etabliert);
EpCAM positiv

HEK293 humane embryonale Nierenzellinie (Graham et. al., 1977);
EpCAM negativ

2.11 Sonstiges

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Hybond N+™- Transfermembran, Hybond-C extra™-Transfermembran , Sephadex-G50-

Saule (Nick column)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalspritzen verschiedener Volumina

Becton Dickinson, San Jose USA

Kantlen - Microlance™ (21G und 25G)

Eastman Kodak Company, Rochester, N.Y., USA

Roéntgenfilme XAR5

Fermentas, St. Leon-Rot

PUC19 DNA/Msp | (Hpa Il) Marker

Genomed GmbH , Bad Oeynhausen

lonenaustauschersaulen und Puffer fir Plasmidpraparationen (JETSTAR Plasmid Purificati-
on Kit)

Gibco BRL, Berlin / Invitrogen GmbH, Karlsruhe

1 kB — DNA — Marker

Greiner GmbH, Niirtingen

Plastik-Reagenzgefalie 10 und 50 ml, verschiedene Zellkulturflaschen,

96-Well-Platten, 6-Well-Platten
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Millipore GmbH, Eschborn

Immobilon-P - Transfermembran

Nunc GmbH, Wiesbaden

CryoTubes 2 ml, Impfnadeln und -6sen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen,
Zellkulturschalen

Roche Diagnostics, Mannheim

High Pure RNA Isolation Kit
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3 Methoden

Eventuell nicht erwdhnte Methoden wurden in Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook
et al.,1989) durchgeflhrt.

3.1 Funktionelle Untersuchung der 440-bp-Promotorteilsequenz

3.1.1  Generierung eines EpCAM-Promotor-Reporterplasmides

3.1.1.1 Ampilifikation des EpCAM-Promotorfragmentes durch Polymeraseketten-

reaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR ) wird zur exponentiellen Amplifikation von definierten
DNA-Bereichen benutzt. Das Grundprinzip der PCR ist die enzymatische Amplifikation einer
DNA-Sequenz, welche an ihrem (+)-Strang und ihrem (-)-Strang jeweils von komplementar
homologen Oligonukleotiden, den sogenannten Primern, flankiert wird. Durch geeignete
Wahl der Primer, kann somit theoretisch jede beliebige DNA-Sequenz vervielfaltigt werden.

Der Ablauf der verschiedenen Reaktionsschritte sieht dabei wie folgt aus:

Reaktionsschritt Temperatur

1. Hitzedenaturierung der doppelstrangigen DNA-Matrize 94°C

( = Template-DNA) in zwei Einzelstrange

2. Anlagerung (= Annealing) der Primer an homologe Bereiche der nun
einzelstrangigen Matrize (der Temperaturbereich ist dabei abhéngig
von der Basen-sequenz der Primer) 40°C-60°C

3. Synthese: Kopie der Matrize durch Strangverlangerung vom Primer
ausgehend mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase, wie bspw. Tag-
Polymerase (die Temperatur dieses Reaktionsschrittes wird durch das

Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase bestimmt) 72°C

Durch 30- bis 40-faches Wiederholen dieses Zyklus wird die exponentielle Amplifikation der
DNA-Matrize erreicht. Zur Optimierung der PCR werden sowohl der initiale Denaturierungs-
schritt, als auch der letzte Syntheseschritt Ublicherweise Uber eine langere Dauer als inner-
halb der regularen Zyklen durchgefiihrt. Damit wird initial eine bessere Trennung der DNA-
Einzelstrange sowie eine Verminderung der beim Annealing stérenden Sekundarstrukturen
erreicht. Die Verlangerung des letzten Syntheseschrittes soll sicher stellen, da} auch alle

begonnen Amplifikate bis zur vollen Lange elongiert werden.
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In dieser Arbeit wurde die PCR nach folgendem Programm durchgefihrt:

> 30 Zyklen

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Initiale Hitzedenaturierung 94 °C 5 min.
1. Hitzedenaturierung 94 °C 1 min.
2. Anlagerung 60 °C 1 min.
3. Synthese 72 °C 1 min.
Finaler Syntheseschritt 72 °C 10 min.

Der Reaktionsansatz (Vgl. nachfolgende Tabelle) wurde auf Eis pipettiert und die DNA-

Matrize unmittelbar vor Reaktionsbeginn zugegeben. Als Matrize wurde das Plasmid 22RS,

welches die 440-bp-Promotorsequenz enthalt, verwendet.

PCR Puffer (10 x) 5,0 pl
dNTP (2 mM) 5,0 ul
MgCl, (25 mM) 3,0 pl
Taq Polymerase (1U/ul)) 1,0 pl
Ep-PRO-Up (50 pM) 1,0 ul
Ep-PRO-Down (50 pM) 1,0 ul
DMSO 2,5l
Aqua bidest 26,5 pl
Template-DNA (200 ng) 5,0 pl
Volumen pro Ansatz % =150,0 pl

Durch die benutzten Primer wurden dem Amplifikat am 5°-Ende eine Sacl — Schnittstelle und

am 3’-Ende eine Xhol — Schnittstelle angefiigt.
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3.1.1.2 Isolation des Fragmentes durch Agarose—Gelektrophorese:

DNA-Fragmente wurden je nach Grof3e in Agarose-Gelen geeigneter Konzentration aufge-
trennt. Die Migrationsgeschwindigkeit der Fragmente ist dabei dem Logarithmus ihrer GroRe
umgekehrt proportional. Die Agarosekonzentration eines Gels betrug zwischen 0,7% und
2%. Die anzulegende Spannung berechnete sich aus dem Abstand der beiden Elektroden
und sollte etwa 3V/cm betragen. Zum Nachweis der Nukleinsduren wurde das Gel nach dem
Lauf fur 15 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (40 ng/ml) inkubiert und unter UV Licht

betrachtet.
- Laufpuffer: 1xTBE (45mM Tris-Borat, TmM EDTA)

- Ethidiumbromidiésung: 40 ng/ml Ethidiumbromid in 1XTAE Puffer

3.1.1.3 Fragmentaufreinigung durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Nach der Agarose-Gelektrophorese wurden die gewinschten Fragmente unter UV-
Fluoreszenz mit einem Skalpell ausgeschnitten und anschlielend zur Homogenisierung mit
Hilfe einer Spritze durch eine Kantle (25G) gepresst. Zur Isolierung der Nukleinsauren aus
den so gewonnenen Gelfragmenten wurden diese mit einem Volumen Phenol-Chloroform
versetzt und grindlich gemischt (Vortex). Diese Mischung wurde zur besseren Freisetzung
der DNA aus den noch vorhandenen Gelstliickchen zweimalig bei — 80°C tiefgefroren und
wieder aufgetaut. Die Nukleinsauren bleiben aufgrund ihrer hydrophilen Gruppen in der obe-
ren wassrigen Phase geldst, wahrend sich die enthaltenen Proteine zwischen beiden Pha-
sen, in der sog. Interphase, anordnen. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 15.000 rpm
fur ca. 20 Minuten wurde die obere wassrige Phase vorsichtig abgenommen. Durch die er-
neute Zugabe von einem Volumen Chloroform wurde die wassrige Lésung von restlichem
Phenol befreit. Nach gruindlichem Vortexen beider Phasen und erneuter Zentrifugation wur-
de die wassrige Phase abgenommen und eine Isopropanol-Natriumacetat-Fallung durchge-
fuhrt.

3.1.1.4 Isopropanol-Natriumacetat-Féllung

Zur Fallung von Nukleinsauren aus wafirigen Lésungen mufd ihnen die Hydrathille entzogen
werden. Dazu wurde die Lésung mit 0,1 Vol. 3M Na-Acetat (pH 5,2) versetzt, mit dem 2-
fachen Volumen 96% Ethanol, oder dem 0,6-fachen Volumen Isopropanol vermischt und 20
Minuten inkubiert. Die Fallung erfolgte bei RT oder bei -20°C. Anschlieffend wurden die Nuk-
leinsduren 15 Minuten bei 15.000 rpm pelletiert und mit 1 Vol. 70% Ethanol gewaschen. Das
Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend in einem geeigneten Volu-

men TE oder Aqua bidest. aufgenommen.
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3.1.1.5 Restriktionsverdau doppelstréngiger DNA

Mit Entdeckung der Restriktionsendonukleasen (Arber, 1978), die in vielen Bakterienstam-
men vorkommen und der Abwehr von Fremd-DNA (bspw. von Phagen) dienen, ist es mdg-
lich dsDNA zu spalten. Die am haufigsten verwendeten Enzyme vom Typ I, die auch in den
Experimenten dieser Arbeit benutzt wurden, spalten sequenzspezifisch. Die Erkennungsse-
quenz - bei Typ Il — Endonukleasen identisch mit der Spaltungssequenz - ist dabei immer
ein Palindrom meist aus 4 — 8 bp, d.h. die Sequenz (5" = 3°) ist auf beiden Strangen iden-
tisch . Die durch die Spaltung erhaltenen DNA-Fragmente kénnen unter geeigneten Bedin-
gungen durch Basenpaarung wieder zu einem Doppelstrang verknipft werden. Die noch
offenen Phosphodiester-Bindungen koénnen in vitro mit Hilfe von DNA-Ligasen wieder ge-

schlossen werden (Vgl. Ligation).

Durchfiihrung: Fir die weitere Klonierung des EpCAM-Promotor-Fragmentes wurde das
EpCAM-Promotor-fragment-Amplifikat mit Sacl und Xhol geschnitten. Die Restriktionsspal-
tungen wurden entsprechend der Herstellerangaben (Fermentas) in Ansatzvolumina zwi-
schen 10 pl und 20 pl durchgeflhrt. Aufgrund unterschiedlicher Pufferoptima fanden die
Spaltungen sequentiell statt. Zwischen beiden Spaltungen wurde die DNA geféllt und nach

Lésung in einem geeigneten Volumen H,0 erneut geschnitten.

Pro Spaltung wurden 1 ug DNA und 1 U Restriktionsenzym eingesetzt. Die eigentliche Reak-
tion wurde bei 37°C fiir 60 Minuten durchgefiihrt, anschlieRend noch aktives Enzym bei 65°C

fir 20 Minuten inaktiviert.

Erkennungs- / Schnittsequenz von Sacl: Erkennungs- / Schnittsequenz von Xhol:
5-GAGCT"C-3 5-C"'TCGAG-3
3I-C"'TCGAG-5 3I-GAGCT C-5

Analog der oben beschriebenen Verfahrensweise wurde auch der Luziferase-Vektor pGL3-

Basic mit Sacl und Xhol geschnitten.

Das Ergebnis der Restriktionsschritte wurde jeweils mit einem analytischen Gel Uberpriift.

3.1.1.6 Dephosphorylierung von Vektoren

Zur Verhinderung der Spontanreligation wurde der Vektor nach der thermischen Inaktivie-
rung der Restriktionsendonuklease dephosphoryliert. Dazu wurde dem Ansatz 1 U alkalische
Phosphatase und 1/10 Volumen 10x Puffer hinzugefiigt. Nach 30 min. Inkubation bei 37°C

wurde die Uberschiissige Phosphatase fiir 10 min bei 65°C inaktiviert.
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3.1.1.7 Klonierung des 440-bp-Fragmentes in den Luciferase-Vektor pGL3-basic

Die Ligation bezeichnet die enzymatische Verknlpfung eines unterbrochenen DNA-Strangs
mit einer komplementaren DNA-Sequenz durch eine Ligase. Die Ligation wird zur Zirkulari-
sierung geschnittener Plasmide oder zur Rekombination eines Vektors mit einem DNA-
Fragment eingesetzt. Flr diesen Zweck sollten aus Kompatibilitatsgriinden (Vektor zu DNA-
Fragment), die zu verkniipfenden Enden der DNA-Stiicke komplementare Sequenzen besit-

zen.

Die Ligation wurde in einem Volumen von 10ul durchgefihrt mit 100 ng geschnittener Vek-
tor-DNA und 100 ng geschnittenem 570bp-Fragment , 1 Weiss U T4-DNA-Ligase und 1 pl
10x Ligase Puffer, bei 16°C Uber Nacht. Zur Vermehrung und Analyse wurde der gesamte

Ligationsansatz in chemisch kompetente E.Coli (DH5a) transformiert.

3.1.1.8 Transformation kompetenter Bakterien

Transformation bezeichnet bei Bakterien oder bei niederen Eukaryonten das passive Ein-
bringen von Fremd-DNA in diese Organismen. Entsprechend vorbehandelte Bakterien -
sogenannte kompetente Bakterien - sind in der Lage, Plasmide aus lhrem umgebenden

Medium aufzunehmen.

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli -Stamme erfolgte durch Inkubation einer
E. coli DH5a Kultur in TFB-Puffer auf Eis (Hanahan, 1991). Zu einem Aliquot (250ul) der so
behandelten Bakterien wurden ca. 50ng eines Ligationsansatzes bzw. 1ng Plasmid-DNA
und 7ul DMSO pipettiert. AnschlieRend folgte ein 2-minltiger Hitzeschock bei 42°C im Was-
serbad. Nach Zugabe von glukosesupplementiertem (10mM) SOB-Medium und einer 60-
minlUtigen Anzucht bei 37°C im Thermomixer wurden die Bakterien abzentrifugiert (3000
U/min), und der Uberstand bis auf 50 pl verworfen. Die so gewonnene Zellsuspension wurde
auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inku-
biert.

- TFB Puffer: 10mM K-Mes pH 6,2, 50mM CaCl,, 45mM MnCi2, 100mM RbCI
- SOB-Medium: Bacto-Trypton (20g), Bacto-Hefeextrakt (5g), NaCl (0,5g), 10mM MgCl,, add
950ml H20.
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3.1.1.9 Vermehrung des EpCAM-Promotor-Luciferase-Vektors in E.Coli

Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten kultiviert.
Bei Selektion auf Resistenz gegen Antibiotika wurde dem LB-Medium das entsprechende
Antibiotikum in geeigneter Konzentration zugegeben. Zur Lagerung von Bakterien Uber lan-
gere Zeitrdaume wurde 1ml einer Bakterienkultur mit einer optischen Dichte (OD) von 0,4-0,6
(bei 600 nm) mit 10% DMSO versetzt und bei - 80°C in einem Kryogefald aufbewahrt.

Entsprechend der Antibiotika-Resistenz des Vektors, wurden die transformierten E.Coli in
einem Gesamtansatz von 800 ml mit einer Ampicillin-Konzentration von 100 ug/ml bei 37°C

Uber Nacht im Schittelinkubator angeziichtet.

- LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 0,5% NaCl
- Bacto-Agar Platten: 15g Bacto-Agar ad 1/ LB-Medium

3.1.1.10 Isolierung von Plasmid-DNA

Die akalische Lyse stellt ein Verfahren zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien-
Zellen dar (Birnboim et al.,1979, 1983). Nach Zellwandlyse (alkalischer Puffer) werden durch
Absenkung des pH-Wertes bakterielle Proteine und genomische DNA ausgefallt, wohinge-
gen Plasmid-DNA in Lésung bleibt, welche Uber anschlieBende Reinigungsschritte isoliert,

oder direkt mit Isopropanol ausgefallt werden kann.

Die Plasmid-Praparation wurde entsprechend der Herstellerangaben des Plasmidpraparati-
onskit (Genomed) durchgefiihrt, und die Plasmide anschliel3end entweder Uber die mitgelie-
ferten Anionaustauschersdulen des Kits bzw. Gber CsCI-Gradienten-Ultrazentrifugation auf-

gereinigt.
3.1.2 System zur Messung der EpCAM-Promotorfragment-Aktivitat

3.1.2.1 Transiente Transfektion

Die Transfektionen in dieser Arbeit wurden transient, als Lipofektion (Felgner et al.,1987) mit

Hilfe des Lipofectamin-Reagenz durchgefihrt.

Bei der Lipofektion wird die zu transferierende DNA mit Hilfe von Liposomen, also artifiziellen
Lipidvesikeln, in die Zielzelle geschleust. Bei der hier benutzten kationischen Lipid-Methode
bilden die Liposomen mit der DNA einen Komplex (Mannino et al.,1988), der von den Ziel-

zellen mit relativ hoher Effizienz aufgenommen wird.

Die zu transfizierenden Zellen wurden in einer 6-Loch Platte ausgesat (5x105 pro Loch) und
Uber Nacht in DMEM (mit 10% FCS) kultiviert. Die anschlieiende Transfektion erfolgte mit-
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tels Lipofectamin in serumfreiem Medium (Optimem 1), entsprechend den Angaben des Her-
stellers. Pro Ansatz wurden je 0,5 pg der zu untersuchenden Plasmides, und 0,5 ug GFP-
Expressionsplasmid (GFP = Green Fluorescence Protein) transfiziert. Durch die Kotransfek-
tion mit dem GFP-Expressionsplasmid konnte am darauffolgenden Tag die Transfektionsef-
fizienz bequem Uber die GFP-Expression, die unter dem Fluoreszenzmikropskop dargestellt
wurde, bewertet werden. Die Transfektionseffizienz lag dabei, je nach verwendeter Zellinie,
zwischen 20 % und 40 %.

3.1.2.2 Luciferase-Assay

Zur Untersuchung der Genexpression in eukaryontischen Zellen, hat sich der Luciferase-
Assay, nicht zuletzt wegen seiner Sensitivitat (Pazzagli et al.,1992), als viel benutzte Metho-
de etabliert. Basis des Luciferase-Assays ist die Biolumineszenz, die bei folgender Reaktion
(mit Mg®* als Cofaktor) entsteht:

A= 562 nm

FireflydL uciferase

0, + Luciferin TT Oxyluciferin + CO,

ATP AMP
+

PP;

Abbildung 6: Bioluminiszenzreaktion

Das Enzym Luciferase wurde urspringlich aus verschiedenen Glihwirmchen-Species
(bspw. Photinus pyralis) und Leuchtkafern (engl. firefly; bspw. Pyrophorus plagiophthalamus)
isoliert. Es kommt in Saugerzellen nicht vor. Luciferase-Systeme, die auf diesen Enzymen
basieren, werden als Firefly-Luciferase-Systeme bezeichnet (Ibelgaufts, 1993). Auch in die-

ser Arbeit wurde dieses System benutzt.

Unter Einsatz eines Luminometers laf3t sich die Intensitat des bei oben beschriebener Reak-

tion emittierten Lichtes quantifizieren.

Durch Klonierung des Luciferase-Gens (Luc) in geeignete Vektoren ist die Erstellung eines
Reporter-Gen-Systems madglich, in welchem die Transkription von Luc (bei entsprechender
Klonierung) unter die Kontrolle einer frei wahlbaren regulatorischen Sequenz (Promotor.
Enhancer etc.) gestellt wird. Die Transkription, welche selbst ein Mal fiir die Repression
oder Aktivierung der vorangestellten regulatorischen Sequenz darstellt, Iasst sich mit Hilfe

von Luziferin als Substrat dabei indirekt tiber die Lumineszenz erfassen.



Methoden -29 -

Nach entsprechender Vorbehandlung wurden transient transfizierte Zellen jeweils nach

folgendem Schema fiir die eigentliche Messung vorbereitet:

1. Abnahme des urspriinglichen Mediums und Resuspension der adharenten Zellen mit
PBS.

2. Uberfiihrung der Suspension in ein Zentrifugationsgefal (15 ml) und Zentrifugation (10
min., 1.200 U/min., RT)

3. Dekantierung des Uberstandes und Resuspension des Pellets in 1 ml PBS.
Uberfiihrung der Suspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefal (1,5 ml) und erneute
Zentrifugation (5 — 10 min., 4.000 U/min., 4°C).

5. Absaugen des Uberstandes und anschlieRend Resuspension des Pellets in 100 pl Lysis-
Puffer. Inkubation fur 15 min. bei RT.

6. Erneute Zentrifugation (5 — 10 min., 13.000 U/min, 4°C) und Uberfiihrung des Uberstan-

des in neues Eppendorf-Reaktionsgefald.

Zur Messung wurden jeweils 10 pl des so gewonnenen Uberstandes mit 150 ul Testpuffer in
jeweils eine Vertiefung der MeRplatte des Luminometers gegeben. Nach Beschickung des
Luminometers mit der Mel3platte wurde die Lumineszenzreaktion durch Zugabe des Sub-
strates (50 pl Luciferin) gestartet und mit einer Latenz von 2 Sekunden fir 10 Sekunden die
Lumineszenz gemessen. Diese Schritte (Reaktionsstart und Messung) wurden von dem in
dieser Arbeit benutzten Luminometer vollautomatisch durchgefiihrt. Jede Probe wurde dop-

pelt angesetzt und gemessen.

- Lysis-Puffer: 1% Triton X100, 100mM K,PO, (pH 7,0), 1 mM DTT
- Testpuffer: 25 mM Glycylglycerin (pH 7,8), 5mM ATP, 15 mM MgSO,

- Luciferin: 5 mg /ml

3.1.3 Behandlung von Zellen mit TNFa- oder TPA

Fir die Luziferase-Assays, FACS-Analysen, Immuno-Blots, MTT-Assays und die Fluores-
zenzmikroskopie wurden verschiedene Zelllinien mit dem Tumornekrosefaktor o (TNFa)
oder dem Phorbolester 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Azetat (TPA) behandelt. Zu diesem
Zweck wurden zunachst 5 x 10° Zellen der jeweiligen Zelllinie Gber Nacht kultiviert, und an-
schlieRend das Medium abgenommen und durch Medium mit der entsprechenden Konzent-
ration an TNFa oder TPA ersetzt. Die eingesetzten Konzentrationen und die Dauer der Ex-

position werden detailliert im Ergebnisteil bei den entsprechenden Experimenten erlautert.
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3.1.4 EpCAM-Expression
3.1.4.1 FACS-Analyse

Mit Hilfe des Fluorescent activated cell sorting (FACS), einem durchfluBzytometrischen Ver-
fahren, lalt sich die Expression von Oberflachenmolekilen auf Zellen einer Zellsuspension
bestimmen. Nach Markierung des zu untersuchenden Molekils mit einem spezifischen mo-
noklonalen Antikérper (MAK), der entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
ist oder durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikbrper markiert wird kann die Ex-

pression Uber die im DurchfluRzytometer gemessene Fluoreszenz beurteilt werden.

Die Zellsuspension wird beim Mef3vorgang durch eine Kapillare gepumpt, so dal} ein Einzel-
zellflul entsteht, der von einem Laserstrahl erfasst wird. Die Streustrahlung des Laser-
lichtes und die Fluoreszenz des durch den Laser angeregten Fluoreszenzfarbstoffes lassen
somit Rickschlisse auf ZellgréRe und Zellgranularitat sowie auf die Expressionsrate des

markierten Moleklils zu.

Durchfiithrung: FaDu-Zellen (5 x 10° Zellen pro Ansatz) wurden bei 5.000 U/min fir 5 min.
bei RT abzentrifugiert und in FACS-Puffer resuspendiert. Im Anschlul® daran folgte die Inku-
bation mit den markierenden MAK (Konzentration 4,5 mg/ml) fir je 30 min. bei 4°C. Nach 3-
maligem Waschen in FACS-Puffer wurde die Messung mit Hilfe des DurchfluRzytometers
(FACS Calibur™- Becton Dickinson) durchgefiihrt. Bei Benutzung von Sekundar-Antikérpern
wurde mit diesen analog zu den Primarantikérpern (Konzentration 2,0 mg/ml) verfahren, und
in einem 2. Inkubationsschritt und einem 2. Waschschritt eine spezifische Bindung an den
Primarantikdrper erreicht. Zum Nachweis avitaler Zellen wurde dem MeRansatz je 7 ul Pro-

pidiumjodid hinzugeflgt.
- FACS Puffer: PBS + 5% FKS (Sambrook et. al, 1989).

- Propidiumjodid (50mg/mi)
3.1.4.2 Immunoblot

Immunoblots basieren auf der Western-Blot-Methode, mit dem Unterschied, dal3 die elektro-
phoretisch aufgetrennten Banden mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern nachgewiesen wer-

den und nicht Giber Proteinfarbung wie beim konventionellen Westernblot.

FaDu Zellen (1x106 je Ansatz) wurden abzentrifugiert, in kaltem PBS gewaschen und in 1 ml
Lysis-Puffer bei 4°C lysiert. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation fur 5 Minuten bei
13.000 U/min und 4°C abgetrennt.

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte mit Hilfe des BioRad-Proteinassays nach dem
Protokoll des Herstellers. Die Proteinmengen aller Ansatze wurden daraufhin durch entspre-

chende Verdiinnung der Lysate mit Lysis-Puffer angeglichen.

Nach Auftrennung gleicher Proteinmengen in einem 15%-igen SDS-Polyacrylamidgel (150
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V, 30 mA), wurde das Gel auf eine PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore) geblottet. Die
Detektion der Proteine wurde mit spezifischen Primarantikdrpern (1:1000 in TBS-Tween)
und HRP konjugiertem Sekundarantikérper (1:2000) mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) nachgewiesen. Als Primarantikorper dienten der EpCAM-
spezifische monoklonale Antikdrper C215 und ein gegen das Zellstrukturprotein Actin gerich-

teter monoklonaler Antikdrper (a-Actin).
- Lysis-Puffer: 20mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl; 1mM EDTA; 1mM Phenlymethyl
sulfonylfluorid; 1 ug/ml Leupeptin; 0,5mM -Glyzerophosphat; 0,5mM Natriumpyrophosphat;

0,6mM Natriumorthovanadat; 0,5mM Natriumfluorid; 0,5mM Natriummolybdat; 1% Triton X-
100

- Block Puffer: PBS/Milch (3-5%), PBS/BSA (1%) oder Roti-Block (Roth).

- TBS-Tween: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) gepufferte Lésung, 0,1% Tween 20

3.1.5 Zellvitalitatsbeurteilung durch MTT-Assay nach Mosmann (1983)

Die Konversion des gelben Salzes MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid) durch mitochondriale Dehydrogenasen ist ein MaR fir die Anzahl stoffwechselaktiver
und damit vitaler Zellen (Mosmann, 1983). Durch die enzymatische Umsetzung entstehen
blaue, wasserunldsliche Formazan-Kristalle. Nach Resuspension mit HCI angesauertem
Isopropanol folgt die Messung der optischen Dichte mit einem ELISA-Lesegerat. Die gemes-
sene optische Dichte korreliert mit der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen, die in akti-

ven proliferierenden Zellen besonders hoch ist.

Durchfiihrung: FaDu Zellen (3x10° Zellen pro Loch) wurden in einer 96-Loch-Platte ausplat-
tiert und fir 7 Tage kultiviert. Zur Messung der MTT-Konversion wurde den Zellen je
10pl/Loch MTT-Reagenz zugegeben. Nach vierstiindiger Inkubation bei 37°C wurden die
gebildeten Farbkristalle in 200ul/Loch eines 24:1 Gemischs aus Isopropanol und 1M HCI
grindlich suspendiert und anschlieflend die optische Dichte (OD) bei 550 nm (Testwellen-
ldnge) und 690nm (Referenzwellenldnge) mit einem ELISA-Lesegerat gemessen. Die Mes-

sungen fanden jeweils am 1. Tag, 3. Tag, 4. Tag und am 7.Tag nach Ausplattierung statt.

- MTT-Reagenz: Gemisch aus 990 ul einer Stammlésung aus 5mg/ml Thiazolblau
[Sigma] in PBS und 110 ul einer Stammlésung aus 1mg/ml Superoxid-Dismutase
[Sigma] in PBS
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3.1.6 Zellzahlbestimmung

Die Zellen wurden in einer Neubauer Zéhlkammer gez&hlt. Um tote von lebenden Zellen zu
unterscheiden, wurde die Zellsuspension mit 1 Volumen Trypan-Blau in PBS gemischt. Avi-
tale Zellen nehmen den Farbstoff auf, und sind somit unter dem Mikroskop durch ihre Blau-

farbung erkennbar.

3.2 Klonierung zusatzlicher Promotorsequenzen

Zur ldentifikation weiterer Promotor-Bereiche wurden zwei genomische DNA-Banken ver-
wandt (Lib. No. 704 und Lib. No. 709, RZPD - Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomfor-
schung GmbH, Berlin). Beide Banken konnen mit Hilfe der PCR als auch durch Hybridisie-

rung untersucht werden.

3.2.1 Screening einer Gen-Bibliothek mittels PCR

Nach der Generierung der genomischen Bibliothek in PACs (P1 artificial chromosomes)
wurden die Einzelklone in einer 3-dimensionalen-Matrix aufbewahrt. Diese Matrix wurde
durch vertikale Stapelung mehrerer 384-Loch-Platten (mit je 16 Reihen und 24 Spalten) kon-

struiert. Die Anzahl der Platten richtete sich dabei nach der Gesamtzahl der Einzelklone.

Damit nicht alle Klone einzeln durch PCR Uberprift werden mussten, wurden zuerst die Klo-
ne auf jeweils einer Platte, zu mehreren sogenannten ,Primary Pools* zusammengefihrt,
wobei jeder ,Primary Pool* die Klone einer Platte reprasentierte. Jedem Primary Pool sind
korrespondierende ,Secondary Pools“ zugeordnet, die durch Zusammenfihrung der Klone

der jeweiligen Reihen und Spalten einer Platte, gewonnen wurden. (Vgl. Abbildung 7)

1. Schritt
Primary Pools >

= o o + o
Ergebnis der PCR: positiver Primary Pool

8 Pools — jede Platte 16 Pools — jede Reihe 24 Pools - jede Spalte
ergibt einen Pool ergibt einen Pool ergibt einen Pool
2. Schritt UWUUUUU
- (VTR R
Secondary Pools Bl P ciblAbLbbl e bbb
Ergebnis der PCR: eindeutige Platten-Koordi des positiven Klons

Abbildung 7: DNA Pools (Quelle RZPD)
Die PCR wurde wie in 3.1.1.1 beschrieben durchgefihrt. Als Primer wurden Ep-PRO-Up und

Ep-PRO-Down verwandt, als DNA-Matrize die jeweiligen Pools. Im Anschlul® daran erfolgte

die Auswertung Uber eine analytische Gelelektrophorese.
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3.2.2 Screening einer Gen-Bibliothek mittels Southern-Blot-Hybridisierung

Zusatzlich zum oben beschriebenen PCR-Screening wurde Lib. No. 704 auf Filter geordert

und durch Hybridisierung untersucht.

Als Sonden wurden folgende PCR-Amplifikate verwendet:

Primerpaarung Matrize Produkt
Ep-PRO-Up + Ep-PRO-Down 22-RS 570-bp-EpCAM-Promotor-Sonde
Exon-1-Start + Exon-1-End Tonsillen-DNA 90-bp-EpCAM-Sonde
Intron-1-Start + Intron-1-End Tonsillen-DNA 100-bp-EpCAM-Sonde

3.2.2.1 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Oligonukleotide wurden flir den Einsatz als Sonden mit Hilfe des ,Random primed labelling
Kit* (Roche Diagnostics) radioaktiv markiert. Der Kit basiert auf der ,Random-Primer-
Methode* (Feinberg et al.,1983), bei der Hexanukleotide zufalliger Sequenz (unter Abde-
ckung aller méglichen Kombinationen) als Primer flr die Polymerasereaktion des Klenow-
Fragmentes dienen. Als Matrize fungieren dabei die durch Hitzedenaturierung (fir 5 min. bei
95 °, anschliefend auf Eis) enstandenen Einzelstrange der oben beschriebenen Sonden. Mit
Hilfe radioaktiver dNTPs , im konkreten Fall radioaktivem [a-32P]dCTP, wurde die Probe

radioaktiv markiert.

Die Markierung wurde mit ca. 200 ng DNA, enstprechend den Anweisungen des Kit-
Herstellers, durchgefiihrt. AbschlieBend wurden nicht eingebaute Nukleotide Uber eine
Sephadex-G50-Saule abgetrennt.

3.2.2.2 Hybridisierung

Hybridisierung beschreibt die Bildung eines doppelstrangigen Nukleotid-Molekiils (RNA oder
DNA) aus zwei unterschiedlichen Einzelstangen, an den jeweils zueinander homologen Se-
quenzen. Bei entsprechender Markierung (bspw. radioaktiv) eines Bindungspartners ist die

Identifikation spezifischer DNA Sequenzen maglich.

Zunachst wurde der zu untersuchende Filter fir 60 min bei 65°C in Hybridisierungspuffer
(Church et al.,1984) prahybridisiert. AnschlieRend wurde der Puffer erneuert, und die radio-
aktiv markierte Sonde (ca. 4x10” dpm/ml) hinzugegeben. Die Hybridisierung wurde (iber
Nacht bei 65°C durchgefiihrt. AbschlieRend wurde der Filter fir 2 x 20 min. bei 65°C in
Waschpuffer gewaschen (Austausch des Waschpuffers nach 20 min), dann getrocknet und

in Frischhaltefolie verpackt.

Die verwendeten Puffer wurden vor Benutzung auf jeweils 65°C erwarmt.
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- Hybridisierungspuffer nach Church: 400 mM Na2HPO4, 100 mM NaH2PO4 7% SDS,
1mM EDTA (pH 7,2)

- Waschpuffer: 0,1 x SSC, 1% SDS

3.2.2.3 Autoradiographie

Die durch die radioaktiven Sonden markierten DNA-Sequenzen auf den Filtern, wurden mit
Hilfe von Réntgenfilmen (XAR 5, Kodak) visualisiert (Expositionsdauer 48 h bei - 80°C).

3.2.3 Screening bakterieller Einzelklone
3.2.3.1 Gewinnung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

Die Plasmide wurden analog der in 3.1.1.10 beschriebenen Methode aus bakteriellen Uber-
nacht-Kulturen (800 ml) gewonnen. Aufgrund des mafigen Reinheitsgrades schlof sich eine

Aufreinigung mit Hilfe der Casiumchloridgradienten-Ultrazentrifugation an.
3.2.3.2 Plasmid-Aufreinigung durch Césiumchloridgradienten-Ultrazentrifugation

Die Ethidiumbromid-Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation ist eine Methode zum
Erhalt hochreiner Plasmid-DNA durch Trennung von Proteinen, DNA und RNA im Dichte-
gradienten. Ein Dichtegradient entsteht bei Ultrazentrifugation einer CsCl-Lésung. Aufgrund
der Zentrifugalkrafte wandern die Casium- und die Chlorid-lonen in Richtung des Zentrifu-
genrohrchenbodens. Dieser Bewegung entgegen wirken Diffusionskrafte. Nach entspre-
chender Zentrifugationszeit bildet sich somit ein Konzentrationsgefélle in Richtung der
Zentrifugalkrafte aus, mit der Folge daf3 die CsCIl-Ldsung zum Boden des Rohrchens hin

immer dichter wird.

Makromolekiile, die sich bei der Zentrifugation in der CsCI-Losung befinden, reichern sich an
spezifischen Stellen des Gradienten an und bilden Banden. Dieser Vorgang ist von der je-
weiligen Schwimmdichte der Molekiile abhangig. Fir DNA liegt die Schwimmdichte bei etwa
1,7g Icm®, entsprechend sammeln sich die DNA-Molekiile an der Stelle des Gradienten, an
der die CsCl-Lésung genau diese Dichte vorweist. Proteinmolekile haben eine wesentlich
geringere Schwimmdichte, und sammeln sich im Zentrifugenréhrchen oberhalb der DNA-

Bande. RNA, die relativ dicht ist, setzt sich am Boden ab.

Wird diese Methode mit der Anféarbung der DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff Ethidium-
Bromid (EtBr) kombiniert, kann Uberspiralisierte (supercoiled) von entspannter (relaxed)
DNA getrennt werden. Die Interkalation sorgt dabei fir partielle Entwindung der DNA-
Doppelhelix und somit fir eine Verminderung der Schwimmdichte. Bei gestreckter (ent-

spannter) DNA betragt die Minderung ca. 0,125 g/cms. Supercoiled DNA, die keine freien



Methoden -35-

Enden und somit auch weniger Spielraum fur eine solche Entwindung besitzt, verringert ihr

Schwimmgewicht nur um ca. 0,085 g/cm®.

Nach der Zentrifugation liegt die nunmehr hochreine Plasmid-DNA in der unteren Bande vor.
Die Banden lassen sich unter UV-Licht (A = 365 nm) , durch die Fluoreszenz des EtBr dar-

stellen.

Durchflihrung:

1. Ldsung eines nach der alkalischen Lyse Methode gewonnen DNA-Pellets in 5 ml TE und

Einwaage von 5,35 g CsCl.

2. Uberfiihrung der DNA-haltigen CsCl-Lésung in ein Ultrazentrifugenréhrchen (11,5 ml,
Sorvall).

3. Zugabe von 200 ul EtBr (1%) und anschlieRend komplette Fillung des Zentrifugenroh-
rechens mit CsCl-Lésung (1,07 g/ml).

4. Nach Verschlu® und Verplombung des Zentrifugenrdhrchens, Beschickung der Zentrifu-
ge (Beckman Coulter L 60, Rotor Ti 70.1). Ultrazentrifugation bei 35.000 U/min, fir ca.
48 h bei 20°C.

5. Absaugen der unteren Bande Uber einem UV-Transilluminator mit Hilfe einer Kanile

(21G) und einer Spritze unter Durchstechung des Ultrazentrifugenréhrchens.

6. EtBr-Entfernung durch Ausschutteln mit CsCl-gesattigtem Isopropanol. Dabei bilden sich
2 Phasen: In der organischen (oberen) Phase befindet sich nun das EtBr und in der un-
teren (walrigen) Phase I6st sich die DNA. Mehrmalige Wiederholung (3-5 Mal) unter je-
weiliger Abnahme der organischen Phase fuhrt dabei zu entsprechender Befreiung der
DNA von EtBr.

7. lIsopropanolfallung — analog der Isopropanol-Natriumacetat-Methode, allerdings ohne

Verwendung von Natriumacetat.

8. Lobsung des Pellets in einem geeigneten Volumen TE.

3.2.3.3 Restriktionsverdau der Plasmid-DNA

Die durch Casiumchloridgradienten-Ultrazentrifugation gewonnene Plasmid-DNA wurde mit
Hilfe von BamHI bei 37°C fur 3 h gespalten (1 U BamHI / 3 uyg DNA,) und abschliel’end
BamHI fir 30 min. bei 80°C inaktiviert.
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3.2.3.4 Southern-Blotting

150 pg BamHI-geschnittene Plasmid-DNA, wurden in einem 0,8%-igen Agarosegel e-
lektrophoretisch aufgetrennt (80 V, 3 h). Nach Farbung mit EtBr und Kontrolle unter UV-
Licht, wurde das Gel fiir 15 min. mit 0,25 M HCI behandelt. Die so induzierten Strangbriiche
fuhrten zu einer Fragmentierung der DNA, und ermdglichten so einen effizienteren Transfer.
Anschlieflend wurde die DNA fir 20 min in Denaturierungspuffer denaturiert und danach
entsprechend der Kapillar-Transfer-Methode (Southern et al.,1975) auf eine Nylon-Membran
(Hybond N+™) Ubertragen. Nach einer Transferzeit von 2 h wurde die Membran fir 30 min.

in 1XTBE gewaschen.

Denaturierungspuffer: 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl
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4 Ergebnisse

4.1 Amplifikation des EpCAM-Promotorfragmentes
Ausgangspunkt der Generierung des Luziferase-Reporterplasmides zur Messung der Aktivi-
tat des EpCAM Promotorfragmentes war die Amplifikation des Promotorfragmentes mit Hilfe
einer PCR. Als Matrize diente dabei das 22RS-Plasmid, welches die bisher bekannten 440
bp des Promotors und einen 5°-Anteil des EpCAM Gens enthalt (Linnenbach et al.,1993).
Als Primer kamen Ep-PRO-Up und Ep-PRO-down zum Einsatz, durch deren Verwendung
das Amplifikat 5° mit einer Sacl- und 3~ mit einer Xhol-Restriktionsschnittstelle versehen

wurde.

Die amplifizierte Sequenz umfaft 570 bp. Sie enthalt auller dem 440-bp-Promoterfragment
noch 130 bp des EpCAM-Genes.

Spur 1 Spur 2

1018 bp - E—

-570bp
506/517bp -  AEE—_G.G _

396 bp - e

-

Abbildung 8: Amplifikat des EpCAM-Promotorfragmentes
(Auftrennung in einem 1,2%-igen Agarosegel und Ethidiumbromidfar-
bung; inverse Darstellung)
Spur 1: 1 kb DNA-Marker Spur 2: 570-bp-Fragment

4.2 Die Aktivitat des EpCAM-Promotorfragmentes in verschiedenen Zell-
linien

Die eingeflihrten Sacl- und Xhol-Schnittstellen ermoglichten die direkte Klonierung des Pro-
motorfragmentes in den mit Sacl und Xhol linearisierten Luziferase-Vektor pGL3-basic (In-
vitrogen). Nach der Transformation kompetenter Bakterien und Anzucht auf Agarplatten
unter Selektion mit Ampicillin wurden die Plasmide isoliert. Anschlie®end wurden die jeweils
richtigen Klone durch Restriktionsanalyse identifiziert, in FlIURigkulturen vermehrt, und die
Plasmid-DNA isoliert. Zur Kontrolle wurde nochmals das Restriktionsmuster der Plasmide
Uberprift. Das so gewonnene Reporterplasmid, dessen Luziferase-Gen unter der transkritpi-
onellen Kontrolle des EpCAM-Promotorfragmentes steht, wird nachfolgend als Ep-

CAMprom-Luc bezeichnet.
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Zunachst galt es die Basalaktivitdt von EpCAMprom-Luc in EpCAM-positiven und EpCAM-
negativen Zellen zu Uberprifen. Das Reporterplasmid wurde zu diesem Zweck in die Ep-
CAM-positiven Plattenepithelkarzinom-Zellinien GHD-1 und ANT-1 sowie in die EpCAM-
negative embryonale Nierenzelllinie HEK-293 transfiziert, und die Luziferase-Aktivitat 20 h

nach der Transfektion bestimmt.

Die Lumineszenzwerte (y-Achse) zeigen die Aktiviat von EpCAMprom-Luc in den EpCAM-
positiven Zelllinien GHD-1 und ANT-1, sowie der EpCAM-negativen Zelllinie HEK-293, je-
weils verglichen mit der Aktivitat des Standard-Luziferase-Vektors pGL-3-basic (Leervektor).
In GHD-1-Zellen entwickelte EpCAMprom-Luc eine 34,1-fach héhere Aktivitdt als pGL-3-
basic, in ANT-1-Zellen eine 28,8-fach hdhere und in HEK-293 nur eine 3,5-fach héhere Akt-
vitdt. Untereinander verglichen, wiesen GHD-1-Zellen eine 9,8-fach héhere und ANT-1-
Zellen eine 6,5-fach hdhere Aktivitat als HEK-293-Zellen auf.

SCC-GHD-1 SCC-ANT-1 HEK-293
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Abbildung 9: Luziferase-Aktivitdt von EpCAMprom-Luc in den EpCAM-positiven Zellli-
nien GHD-1 und ANT-1 sowie der EpCAM-negativen Zelllinie HEK-293 (jeweils 5x1 0° Zellen
/ Ansatz), 20 h nach Transfektion mit EpCAMprom-Luc (0,5 ug / Ansatz) oder pGL3-basic
(0,5 ug / Ansatz). Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils doppelt durchgefiihrten Mes-
sungen dreier unabhéngiger Experimente. Die Standardabweichungen sind grafisch (iber
den Balken dargestellt.
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4.3 EinfluB von TNFa bzw. TPA auf die EpCAM-Promotoraktivitat

Zur Analyse des Einflusses von TNFa bzw. TPA auf die Aktivitdt des EpCAM Promotors
wurden GHD-1-Zellen mit EpCAMprom-LUC transfiziert und in An- bzw. Abwesenheit dieser

Substanzen kultiviert.

Die Promotorfragment-Aktivitdt unbehandelter GHD-1-Zellen wurde als Referenzwert auf
100 % festgelegt. Die Messwerte der behandelten Zellen sind prozentual dazu in dem fol-
genden Balkendiagramm(Abbildung 10) aufgefiihrt. Die Standardabweichung aus den

Messwerten dreier unabhangiger Experimente ist jeweils Uber den Balken angegeben.
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Abbildung 10: Aktivitdt des EpCAM-Promotorfragmentes in GHD-1-Zellen

GHD-1-Zellen (5x10°) wurden mit EpCAMprom-Luc (0,5 ug) transfiziert und die Luziferase-
Aktivitdt nach Behandlung mit TNFa bzw. TPA gemessen. TNFa wurde in steigender Kon-
zentration (0 ng/ml, 40 ng/ml, 80 ng/ml), TPA bei einer Konzentration von 400 ng/ml appli-
ziert. Die Luziferase-Aktivitdt der mit TNFa-behandelten Zellen wurde nach einer Inkubati-
onszeit von 16 h, die der mit TPA behandelten Zellen nach einer Inkubationszeit nach 20 h

gemessen.

Sowohl TNFa, als auch TPA sorgten fir eine Aktivitdtsminderung des EpCAM-
Promotorfragmentes. Der Grad der Repression war bei der Behandlung mit TNFa dosisab-
hangig. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen fiel die Aktivitdt von EpCAMprom-Luc bei
der Behandlung mit 40 ng/ml TNFa auf 49%, bei Behandlung mit 80 ng/ml TNFa auf 33%.
Die Behandlung mit TPA ergab im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine Reduktion
der Aktivitat von EpCAMprom-Luc auf 27%.
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4.4 EinfluB von TNFa auf das Wachstumsverhalten von Tumor-Zellen

Um auszuschlieRen, dass die Aktivitatsminderung des EpCAM-Promotor-Fragmentes durch
TNFa moglicherweise Uber die Induktion von Apoptose oder Zelinekrose geschieht, wurde
der Einflull von TNFa auf das Wachstumsverhalten und die Vitalitat von Tumorzellen unter-

sucht.

441 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von GHD-1-Zellen nach Be-
handlung mit TNFa

GHD-1-Zellen (5x105/ Ansatz) wurden nach Transfektion mit EpCAMprom-Luc (0,5 ug) und
dem Expresssionplasmid flr das grin fluoreszierende Protein GFP pEGFP-C1 (0,5 pg),
sowohl in Anwesenheit von TNFa (80 ng/ml) als auch ohne Behandlung mit TNFa Uber
Nacht kultiviert und am nachsten Morgen zur Darstellung von GFP unter dem Fluoreszenz-

mikroskop betrachtet

Abbildung 11: Mikroskopische Darstellung von GHD-1-Zellen

Spalte links: Unbehandelte Zellen
Spalte rechts: Behandelte Zellen (TNFa 80 ng/ml)
obere Reihe: Lichtmikroskopische Darstellung

untere Reihe: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung



Ergebnisse -41 -

Nach der Behandlung der Zellen mit TNF waren keine Unterschiede in der Dichte des Zell-
rasens, weder im Durchlicht, noch bei der GFP-Fluoreszenz, sichtbar. Fir die Transfektions-
rate, die sich aus der GFP-Fluoreszenz (Bildreihe unten) bestimmen lasst, traf dies auch zu.
Dies deutet darauf hin, dass bei den eingesetzten Konzentrationen von TNF keine Apoptose
oder Zellnekrose induziert wurde.

4.4.2 Vitalitat von FaDu-Zellen nach Behandlung mit TNFa

Zur genaueren Quantifizierung der Zellvitalitdt wurden FaDu-Karzinomzellen bei
unterschiedlichen Konzentrationen von TNFa kultiviert und die Vitalitat mit Hilfe von MTT-
Assays ermittelt. In Abbildung 12 sind die Ergebnisse aus drei voneinander unabhangigen
Experimenten grafisch dargestellt.

relative OD
3 -
] —11— FaDu
24 e O FaDu + TNFa (10ng/ml)

~~~~~ O---- FaDu + TNFa (50ng/ml)

Abbildung 12: Zellvitalitédt von FaDu-Zellen nach Behandlung mit TNFa

FaDu-Zellen (3 x 1 03/Ansatz) wurden fiir 7 Tage in Anwesenheit von 0 ng/ml TNFa, 10 ng/ml
TNFa und 50 ng/ml kultiviert. Die Messungen der MTT-Konversion als Mal3 fiir die Stoffwech-
selaktivitdt und damit der Zellvitalitdt fanden unmittelbar nach Ausplattierung (Tag 0) bzw. an
den Tagen 1, 3, 4 und 7 statt.

Als Referenzwert wurde der Mittelwert der MeBwerte vom Tag 0 festgelegt und eine relative
OD (Optische Dichte) von 1 zugeordnet. Die weiteren Messungen wurden relativ zu diesem
Wert dargestellt.
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Bis Tag 1 war die Stoffwechselaktivitat bei allen 3 Ansatzen nahezu gleich, erst anschlie-
Rend kam es zu Unterschieden. Die nicht mit TNFa behandelten FaDu-Zellen zeigten bis
Tag 7 eine lineare Zunahme der Stoffwechselaktivitat, wohingegen die mit TNFa behandel-
ten Zellen, insbesondere ab Tag 3, lediglich eine reduzierte Zunahme der Stoffwechselaktivi-
tat verzeichneten. Dabei hatte die H6he der hier eingesetzten Konzentrationen von TNFa

keinen Einfluf} auf das Mall der Hemmung der Stoffwechselaktivitat.

Wichtig ist nochmals auf den Umstand hinzuweisen, daf es bis zum Tag 1 zu keinen nen-
nenswerten Unterschieden der Zellvitalitdt unbehandelter und mit TNFa behandelter Zellen
kam, da in genau diesem Zeitbereich jeweils die Messungen zur EpCAM-Promotor-
Fragment-Aktivitat durchgefuhrt wurden.

4.5 EinfluB von TNFa auf die Luziferase-Aktivitat

Nachdem sich gezeigt hatte, dal die Repression der EpCAM-Promotoraktivitat offensichtlich
nicht durch Zelltod/Apoptose zustandekam, wurde der Einflud von TNFa auf die enzymati-
sche Aktivitdt der Luziferase untersucht. Die Fragestellung hierbei war, ob TNFa die enzy-
matische Aktivitat der Luziferase unter den Bedingungen der bisherigen Messungen hemmt.
Hierzu wurden GHD-1-Zellen mit dem Luziferase-Expressionsplasmid CMV-Luc, das eine
starke Expression der Luziferase bewirkt, transfiziert und in An- bzw. Abwesenheit von TNFa
kultiviert. Nach 16 h wurde die Luziferase-Aktivitdt mit Luziferin als Subtrat ermittelt. Die
Durchschnittswerte mit Standardabweichung dreier unabhangig durchgefiihrter Experimente
sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Einflull von TNFa auf die Luziferase-Aktivitidt in GHD-1-Zellen
GHD-1-Zellen (5 x 1 0°/ Ansatz) wurden nach Transfektion mit CMV-Luc (1 ug) in An- bzw.
Abwesenheit von TNFa (Konzentration: 80 ng/ml) fiir 16 h kultiviert. Im Anschlul83 wurde die
Enzymaktivitét der Luziferase mit Luziferin als Substrat bestimmt.
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Die Behandlung mit TNFa hatte keinen hemmenden Effekt auf die enzymatische Aktivitat
der Luziferase. Unter Behandlung mit TNFa zeigte sich sogar eine leichte Zunahme um
19%.

4.6 EinfluB von TNFa bzw. TPA auf die Oberflaichenexpression von Ep-

CAM in Tumorzellen

4.6.1 FACS-Analyse
Die Expression verschiedener Oberflachenmolekiile auf FaDu-Zellen, die mit TNFa bzw.

TPA Uber einen Zeitraum von 20 h inkubiert wurden, wurde durchfluzytometrisch bestimmt.
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Abbildung 14: Expression verschiedener Oberflichenmolekliile in An- bzw. Abwesenheit
von TNFa oder TPA

5x10° FaDu Zellen pro Ansatz wurden entweder mit TNFa (Konzentration: 20 ng/ml oder
TPA (Konzentration: 200 ng/ml) behandelt und fiir 20 h kultiviert. Im Anschlul8 daran wurde
die Expression EpCAMs , des epidermalen Wachstumfaktor-Rezeptors (EGF-R) und des
MHC Klasse | — Molekiils (MHCI) in der DurchflulBzytometrie mit spezifischen Antik6rpern

bestimmt.

Die obere Reihe zeigt die MeBwerte nach Behandlung der FaDu-Zellen mit TNFa. Die
durchgehenden Kurven stehen fiir die MelBwerte unbehandelter Zellen, die gestrichelten fiir
die MelBwerte behandelter Zellen. Die Negativkontrollen (unbehandelte Zellen) sind jeweils
links dargestellt. Die untere Reihe zeigt analog die MeBwerte der FaDu-Zellen nach Behand-
lung TPA.

Reprasentativ fur drei unabhangig durchgefiihrte Experimente sind grafisch in Abbildung 14

die Daten eines Experimentes gestellt.
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TNFa flhrte zu einer deutlichen Reduktion der Expression von EpCAM auf der Oberflache
von FaDu-Zellen. Die Expression des ,Epidermal growth factor receptor® (EGF-R) wurde
durch TNFa leicht, die des ,Major histocompatibility complex- class | molecule® (MHCI) deut-
lich erhoht.

TPA Behandlung fiihrte ebenfalls zu einer Reduktion der Expression EpCAMs auf der Ober-
flache von FaDu-Zellen. Die MHCI Expression wurde nach Behandlung mit TPA schwach
induziert. Die Expression des EGF-R wurde durch TPA nicht beeinfluf3t. Die mit Hilfe der
FACS-Analyse gewonnenen Daten aus drei voneinander unabhangig durchgefiihrten Expe-
rimenten wurden zur Ermittlung der Expressionsminderung von EpCAM durch TNFa ver-

wendet.

Der Durchschnittswert der EpCAM Expression unbehandelter FaDu-Zellen wurde auf 100 %
festgelegt, und relativ dazu der Durchschittswert mit TNFa behandelter Zellen dargestellt
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Reduktion der EpCAM Expression durch TNFa
Der linke Balken zeigt den Durchschnittswert der unbehandelten Zellen,

rechts ist der Durchschnittswert nach Behandlung mit TNFa aufgefiihrt.

Die Behandlung mit TNFa bewirkte eine Reduktion der Expression EpCAMs auf FaDu-Zellen

um 53% im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
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4.6.2 Immuno-Blot-Analyse der EpCAM Expression

Ebenfalls zur Kontrolle der Expression EpCAMs in Abhangigkeit von TNF wurden Immu-
noblot-Analysen durchgefihrt. Abbildung 16 zeigt reprasentativ einen von finf unabhangig

voneinander durchgefiihrten Immunoblots.

Erwartungsgemal zeigten die Actin-Banden behandelter und unbehandelter Zellen keinen

-TNFa +TNF a

«-EpCAM - -

a-Actin

Abbildung 16: Immunoblot von EpCAM und Actin

FaDu-Zellen (5x1 0°/ Ansatz) wurden bei einer TNFa-Konzentration von 20 ng/ml fiir 16 h
bzw. ohne TNFa kultiviert und geerntet, und die exprimierten Proteine isoliert. Nach der
Auftrennung gleicher Proteinmengen wurden die Einzelproteine durch eine SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran (ibertragen. Neben EpCAM
wurde auch Aktin durch einen-spezifischen AntikGrper markiert. Die Actinbande zeigt, dass
liberall die gleichen Proteinmengen aufgetragen wurden. Als Sekundar-Antikérper wurde a-
Maus-IgG-HRP verwandt. Die eigentliche Detektion wurde mit Hilfe des ECL-Systems (A-
mersham Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. Bei der schwachen Bande im oberen
Blot (Pfeil), die nur bei den unbehandelten Zellen auffillt, handelt es sich um eine glykosy-
lierte Variante von EpCAM (Fernsten et al., 1991).

Unterschied. Die EpCAM-Bande unbehandelter Zellen ist etwas starker.

Zur genaueren Quantifizierung der Expressionsunterschiede wurden die Blots eingescannt
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und die Dichten der Banden mit der Software NIH-Image (National Institutes of Health, Be-
theseda / Maryland, USA) ermittelt. Es wurden jeweils Dichtewerte aus 5 voneinander unab-
hangigen Immunoblots gemessen und die Mittelwerte daraus gebildet. Grafisch ist dies in
Abbildung 17 dargestellt.

Die gemessenen Dichtewerte, die als Mal} der Expression des jeweiligen Proteins zu ver-
stehen sind, zeigten, dal® TNFa auf die Expression von Actin in FaDu-Zellen keinen Effekt
hatte. Die Expression EpCAMs hingegen wurde nach Behandlung von FaDu-Zellen mit
TNFa um 41% reduziert.
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Abbildung 17: Actin- und EpCAM-Expression auf FaDu-Zellen in Abhdngigkeit von TNFa

Die ersten beiden Balken zeigen jeweils die Werte fiir Actin, links ohne, rechts mit vorheri-
ger Behandlung der FaDu-Zellen mit TNFa. Die beiden rechten Balken bilden jeweils die
Dichtewerte, die fiir EpCAM gemessen wurden. Links ohne vorherige Behandlung, rechts
nach vorheriger Behandlung der FaDu-Zellen mit TNFa. Die Standardabweichungen sind

grafisch lber den Balken dargestellt.
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4.7 Repression des EpCAM-Promotorfragmentes durch spezifische
Signaltransduktion liber den NF-kB-Signalweg

Nach den oben dargestellten Ergebnissen stellte sich nun die Frage, welcher molekulare

Mechanismus fir die Verminderung der Expression EpCAMs durch TNFa verantwortlich ist.

TNFa induziert durch Bindung an den Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNF-R1), Uber eine
spezifische Signalkaskade die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuklearer Faktor-xB

(NF-kB), welcher im Zellkern die Transkription von Genen regulieren kann.

Zur Uberpriifung, ob die Repression des EpCAM-Promotorfragmentes diesem Signalweg
folgt, wurde dieser in mehreren Experimenten auf jeweils verschiedenen Ebenen der Signal-
kaskade kinstlich unterbrochen und im Anschluf3 der EinfluR von TNFa auf das EpCAM-

Promotorfragment untersucht.

4.7.1 Aktivierung von NF-kB durch TNFa in GHD-1-Zellen
Zunachst konnte gezeigt werden, da® TNFa eine Aktivierung von NF-kB in GHD-1-Zellen
bewirkt. Hierzu wurden GHD-1-Zellen mit NF-kB-Luc, einem Luziferase-Reporterplasmid fir
NF-kB (Mitchell et al.,1995), transfiziert und bei steigenden TNFa-Konzentration kultiviert.
Nach einer Expositionsdauer von 16 h wurde die NF-kB-Aktivitdt im Luziferase-Assay be-

stimmt.
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Abbildung 18: Aktivierung von NF-kB durch TNFa in GHD-1-Zellen
GHD-1-Zellen (5 x 1 05/Ansatz) wurden mit NF-kB-Luc (100 ng) transfiziert, und bei TNFa-
Konzentrationen von 0 ng/ml, 10 ng/ml, 40 ng/ml, und 80 ng/ml) 16 h kultiviert. Im Anschlul3

wurde die NF-kB-Aktivitét durch einen Luziferase-Assay bestimmit.
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Die Behandlung der GHD-1-Zellen mit steigenden Konzentrationen an TNFa flhrte zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg der Aktivitdt von NF-kB. Im Vergleich zu unbehandelten
Zellen fihrte die Behandlung mit TNFa bei einer Konzentration von 80 ng/ml zu einer 87-
fach héheren Aktivitat von NF-kB.

4.7.2 TRADD-DN blockiert die Effekte von TNFa auf EpCAMprom-Luc

TRADD (TNF-receptor-1-associated death domain protein) ist das Adaptermolekiil zwischen
dem intrazelluldren Anteil von TNF-R1 und dem sich im weiteren Verlauf ausbildenden Sig-

nalkomplex. Dadurch spielt es bei der Aktivierung von NF-kB eine entscheidende Rolle.

Dieser Teil der Signalkaskade wurde mit Hilfe von TRADD-dominant negativ (TRADD-DN)
unterbrochen. Dominant negativ bedeutet, dass ein mutantes Gen fir ein Protein kodiert,
welches gegenliber dem Genprodukt des Wildtypallels dominant ist, und dessen Funktion
negativ beeinflusst. TRADD-DN ist ein Expressionsplamid, das fir eine TRADD-Mutante
kodiert, die zwar an TNF-R1 bindet, aber aufgrund des Fehlens der ,death domain“ die wei-

tere Signalkaskade dominant unterbricht (Kieser et al.,1999).

Da NF-kB unter anderem auch durch TNF-a aktiviert wird, wurden GHD-1-Zellen mit Ep-
CAMprom-Luc und entweder mit oder ohne TRADD-DN transfiziert. AnschlieRend wurde die
Aktivitdt von EpCAMprom-Luc in Abhangigkeit von TNFa bestimmt.

Die Werte dreier unabhangiger Experimente sind in Abbildung 19 dargestellit.
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Abbildung 19: EinfluB8 von TRADD-DN auf die Aktivitat von EpCAMprom-Luc
in Abhéngigkeit von TNFa.

Pro Ansatz wurden 5x10° GHD-1-Zellen mit EpCAMprom-Luc (0,5 ug) und mit TRADD-DN
(0,5 ug) bzw. ohne kotransfiziert und in An- bzw. Abwesenheit von TNFa (Konzentration: 40
ng/ml) kultiviert. Nach 20 h wurde die Aktivitdt des EpCAM-Promotorfragmentes mit Hilfe
eines Luziferase-Assays ermittelt.

Der Durchschnittswert der EpCAM-Promotorfragmentaktivitdt unbehandelter und nicht mit
TRADD-DN transfizierter GHD-1-Zellen wurde auf 100 % festgelegt. Die weiteren Werte
sind relativ dazu in Prozenten dargestellt. Die Standardabweichungen sind jeweils grafisch

tiber den Balken angegeben.

Die TNFa-Behandlung fiihrte erwartungsgemafl zu einer Aktivitatminderung von Ep-
CAMprom-Luc um 55% (vgl. 2. Balken). Dieser Effekt wurde durch TRADD-DN vollstandig
unterbunden. Eine Behandlung mit TNFa hatte nach der Transfektion mit TRADD-DN keine

Repression von EpCAMprom-Luc zur Folge.
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4.7.3 DN-IxB unterbindet die Aktivierung von NF-kB
Die eigentliche Aktivierung von NF-kB wird durch die Dissoziation des NF-kB-Inhibitors (IkB)
von NF-kB vermittelt. Dieser Schritt wurde mit Hilfe des Expressionsplasmid DN-IKB unter-
bunden. DN-IkB kodiert fiir eine nicht phosphorylierbare IkB-Mutante, die weder ubiquitiniert,
noch durch das Proteosom abgebaut werden kann. Fir die Ablésung des Inhibitors von NF-

KB ist dies aber unabdingbar. Dieser Effekt ist dominant.

Zunachst sollte die Funktionalitdt der dominant-negativen IkB Mutante auf die NF-kB-
Induktion durch TNFa in GHD-1-Zellen untersucht werden. Hierzu wurden GHD-1-Zellen mit
dem NF-kB-Reporter NF-kB-Luc und entweder mit oder ohne DN-IkB transfiziert. Nach Be-
handlung der GHD-1-Zellen mit unterschiedlichen Mengen an TNFa wurde die NF-kB-

Induktion mit Hilfe eines Luziferase-Assays bestimmt.
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Abbildung 20: EinfluB von DN-IkB auf NF-kB-Luc in Abhéngigkeit von TNFa

GHD-1-Zellen (5x1 0° pro Ansatz) wurden mit NF-kB-Luc (100 ng) und mit DN-IKB (1ug) bzw.
ohne DN-IKB bei steigenden Konzentrationen an TNFa kultiviert. Nach 16 h wurde die Induk-

tion von NF-kB durch einen Luziferase-Assay ermittelt.

Die Kotransfektion von DN-IkB fiihrte zu einer vollstandigen Hemmung der NF-kB Aktivie-

rung durch TNFa.
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4.7.4 DN-IkB blockiert die Effekte von TNFa auf EpCAMprom-Luc
Um zu dberprufen, ob DN-IkB auch die Repression des EpCAM-Promotorfragmentes durch
TNFa unterbindet, wurden GHD-1-Zellen mit EpCAMprom-Luc entweder mit oder ohne DN-
IkB kotransfiziert. Diese transfizierten Zellen wurden in An- bzw. Abwesenheit von TNFa
kultiviert. Nach 16 h wurde die Aktivitdt des EpCAM-Promotorfragmentes mit Hilfe eines
Luziferase-Assays bestimmt.
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Abbildung 21: Einflul3 von DN-IkB auf EpCAMprom-Luc in Abhéngigkeit von TNFa

GHD-1-Zellen (5x105 Zellen pro Ansatz) wurden mit EpCAMprom-Luc (0,5 ug) entweder mit
DN-IkB (1 ug) oder ohne DN-IkB transfiziert und sowohl in Anwesenheit von TNFa (20
ng/ml) als auch ohne TNFa, 16h kultiviert. Im Anschlull wurde die Aktivitdt von Ep-
CAMprom-Luc durch einen Luziferase-Assay bestimmt.

Als Referenzwert wurde der Mittelwert unbehandelter GHD-1-Zellen verwendet und auf 100

% festgelegt. Die anderen Werte sind relativ dazu in Prozenten dargestellt.

TNFa induzierte reproduzierbar eine Repression der Promotorfragment-Aktivitat um 50%.
Durch die Kotransfektion von DN-IkB wurde die Repression komplett unterbunden. Auf die

Aktivitat des Promotorfragmentes bei fehlendem TNFa wirkte sich DN-IkB nicht aus.
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4.7.5 p300 blockiert die Effekte von TNFa auf EpCAMprom-Luc

NF-kB wandert nach Dissoziation von seinem Inhibitor in den Zellkern, um dort die Tran-
skription NF-kB regulierter Gene zu aktivieren. Wichtiger Schritt dieser Aktivierung ist die
Rekrutierung der Transkriptionskoaktivatoren p300 und CBP, die strukturelle Homologe sind
und oft synonym verwandt werden (Sterner et al., 2000). p300 (CBP) wird zu den Histon-
Azetyltransferasen (HAT) gerechnet, die den initialen Schritt der Dissoziation der
Histonproteine von der DNA katalysieren, was, wie einleitend beschrieben, erst die
Transkription erlaubt. Reprimierende Effekte auf die Aktivitat von Promotoren durch NF-kB
konnen uber p300 (CBP) vermittelt werden, in dem die p65-Untereinheit von NF-kB um die-
se wichtigen Transkriptionskoaktivatoren kompetitiert und fiir die Transkription anderer Gene
nicht zur Verfigung stehen (Hottiger et al., 1998; Sheppard et al., 1998; llli et al., 2000; Na-
garajan et al., 2000).

Zur Uberprifung, ob diese Kompetition auch fir die Repression des EpCAM-
Promoterfragmentes verantwortlich ist, wurden GHD-1-Zellen sowohl mit EpCAMprom-Luc
als auch mit oder ohne p300/CBP transfiziert. Nach Behandlung mit oder ohne TNFa wurde

die Aktivitat des EpCAM-Promotorfragmentes durch einen Luziferase-Assay bestimmt.
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Abbildung 22: EinfluB von p300 auf EpCAMprom-Luc in Abhéngigkeit von TNFa

GHD-1-Zellen (5x1 0° Zellen pro Ansatz) wurden mit EpCAMprom-Luc (0,5 ug) mit oder ohne
p300/CBP (0,1 ug) kotransfiziert. Nach Behandlung mit TNFa (40 ng/ml) und ohne TNFa
wurde die Aktivitdt des EpCAM-Promotorfragmentes durch einen Luziferase-Assay be-

stimmit.

Als Referenzwert wurde der Durchscnittswert unbehandelter Zellen verwendet und auf
100% festgelegt. Die anderen Werte sind jeweils relativ dazu in Prozenten aufgefiihrt. Die

Standardabweichungen sind jeweils grafisch (iber den Balken dargestellt.

TNFa reprimierte die EpCAM-Promotorfragment-Aktivitadt. Der Vergleich der ersten beiden
Balken zeigt eine Repression in Hohe von 44%. Dieser Effekt wurde durch p300/CBP voll-
standig unterbrochen (rechter Balken). Auf die Promotorfragment-Aktivitat hatte p300/CBP
keinen Einfluf (3. Balken v.l.).
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5 Diskussion

Die Karzinogenese ist ein vielschichtiger und komplexer ProzeR, bei dem es zu multiplen
Zellveranderungen kommt (Hanahan et al., 2000). Diese schlagen sich auch im Expressi-
onsmuster von Oberflachenmolekilen der Zelle nieder. Das Expressionsmuster kann im
Vergleich zu gesunden Zellen entweder qualitativ, d.h. in Form von spezifischen Molekdlen,
die nur auf Tumorzellen gefunden werden, den sogenannten tumorspezifischen Antigenen,
oder quantitativ verandert sein. Oberflachenmolekiile, die in Malignomen eine quantitative
Veranderung erfahren, bezeichnet man als tumorassoziierte Antigene, zu denen auch das
Zelladhasionsmolekil EpCAM zahilt.

In den Fokus des wissenschaftlichen Interesses riickte EpCAM, als Mitte der Neunziger
Jahre erstmals ein monoklonaler Antikdrper zur Therapie des Kolonkarzinoms eine Zulas-
sung fur den klinische Einsatz erhielt. Dieser Antikérper namens Panorex® (Edrecolomab)
erkennt EpCAM als Zielantigen (Riethmdaller et al., 1998). EpCAM wird auf allen Malignomen
epithelialen Ursprungs, also auch in Kolon-Karzinomen, Uberexprimiert, in Plattenepithelkar-
zinomen kommt es sogar zu einer de novo Expression (Litvinov et al., 1996; Balzar et al.,
1999). EpCAM findet deshalb als Tumormarker (Ryan et al., 1997; Chaubal et al., 1999;
Poczatek et al., 1999) und als Zielantigen fiir therapeutische Antikérper im Rahmen maligner
Neoplasien Verwendung. (Riethmiller et al., 1994; Mack et al., 1997; Braun et al., 1999;
Zeidler et al., 1999; Zeidler et al., 2000; Basak et al., 2000; Schwartzberg, 2001; Heiss et al.
2005).

Trotz des vielfaltigen Einsatzes von EpCAM ist erstaunlich wenig Gber die molekularen Vor-
gange bekannt, die der Expression EpCAMs zugrundeliegen. Es ist bekannt, dafl® die Ex-
pression EpCAMs mit einer erhdhten Zellproliferationsrate und einem erhéhten Dyspla-
siegrad korelliert (Litvinov et al., 1996; Balzar et al., 1999). Ob EpCAM hierbei eine wesentli-

che Rolle spielt, ist noch nicht erforscht.

Uber die Kontrolle der Expression von EpCAM ist ebenfalls wenig bekannt. So ist zwar ein
440-bp grofRes Fragment des EpCAM-Promotors kloniert und sequenziert worden, iber des-

sen Regulation existieren jedoch bislang keine Daten (Linnenbach et al., 1993).

Ziel dieser Arbeit war daher die funktionelle Untersuchung des bisher bekannten Promotor-
fragmentes. Als zweiter Teil war die Identifikation weiterer Promotorsequenzen geplant, um
den kompletten EpCAM-Promotor zu klonieren und diesen ebenfalls funktionell zu untersu-

chen.
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5.1 Analyse der transkriptionellen Aktivitat des EpCAM-

Promotorfragmentes

Zunachst galt es ein System zu etablieren, das die Messung der transkriptionellen Aktivitat
des EpCAM-Promotorfragmentes in verschiedenen Zelllinien erlaubt. Als experimentelle
Methode wurde der Luziferase-Assay verwandt (Pazzagli et al., 1992). Hierfiir wurde ein
Luziferase-Reporterplasmid konstruiert, bei dem das Luziferasegen unter der transkriptionel-
len Kontrolle des EpCAM-Promotorfragmentes steht (vgl. 4.2). Die Aktivitat des Luziferase
Markergens ist proportional zur Aktivitdt des EpCAM-Promotorfragmentes, welche im Luzife-

rase-Assay durch die gemessene Lumineszenz dargestellt wird.

Die Aktivitat des EpCAM-Promotorfragmentes wurde in den EpCAM-positiven Zelllinien
ANT-1 und GHD-1 und der EpCAM-negativen Zelllinie HEK-293 untersucht. Dabei stellte
sich heraus, dal® das EpCAM-Promotorfragment in EpCAM-positiven Zelllinien eine bis zu
10-fach hdhere transkriptionelle Aktivitat besitzt, als in der EpCAM-negativen Zelllinie (vgl.
4.2). Da das Reporterplasmid sowohl in den EpCAM-positiven, als auch in der EpCAM-
negativen Zelllinie fur die basalen Transkriptionsfaktoren frei zuganglich ist, 1aBt sich aus der
deutlich héheren Aktivitat in den EpCAM-positiven Zelllinien ableiten, dal} in ihnen offenbar
Transkriptionskoaktivatoren vorhanden sind, die die erhdhte Transkription erméglichen. Auf-
grund der wesentlich niedrigeren Transkription in EpCAM-negativen Zellen ist davon auszu-
gehen, dal} diese Koaktivatoren hier fehlen bzw. deren Aktivitat/Expression deutlich vermin-
dert ist. Die Aktivierung des EpCAM-Promotorfragmentes scheint somit von der Ausdifferen-
zierung der Zelle und konsekutiv daraus von der Aktivitat bestimmter Koaktivatoren abhan-

gig zu sein.

5.2 EinfluR von Zytokinen auf die transkriptionelle Aktivitat des EpCAM-

Promotorfragmentes und die Expression von EpCAM

Nach der experimentellen Bestatigung der Promotoraktivitdit des klonierten EpCAM-
Promotorfragmentes sollte der Einflul des Tumornekrosefaktors alpha (TNFa) und des kar-
zinogenen Phorbolesters TPA auf die Aktivitat des EpCAM-Promotorfragmentes untersucht
werden. Dadurch sollten erste Einblicke in die Regulation des EpCAM-Promotors gewonnen
werden.

Sowohl TNFa als auch TPA spielen eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit malignen
Neoplasien. So kann TNFa in malignen Tumoren Zellnekrose bzw. Apoptose induzieren
(Carswell et al., 1975), indem es auf Tumorzellen spezifisch zytostatisch bzw. zytotoxisch
wirkt (Petak et al., 2001). Zudem verstarkt TNFa die Immunabwehr gegen maligne Tumore
durch die Induktion weiterer proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (lbelgaufts,
2002). Molekulare Basis fiir diese Wirkungen ist die Bindung von TNFa an den Tumornekro-
sefaktor-Rezeptor 1 (TNF-R1) und die daraus resultierende Induktion des NF-kB Signalwe-
ges (Chung et al., 2002).
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Der Phorbolester 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Azetat (TPA) weist hingegen andere Ei-
genschaften auf. TPA ist ein Verstarker der malignen Transformationsequenz, wirkt aber
nicht mutagen oder onkogen (Castagna, 1987; Yuspa et al., 1996). Dies wird durch die Akti-
vierung des Proteinkinase C—Signalweges und damit letztlich durch die Induktion des ,Acti-
vator Protein 1 (AP-1) erreicht (Bast et al., 2000). Das Protoonkogen AP-1 wirkt als Aktiva-
tor der Zellproliferation (Angel et al., 1991), woraus sich die Beglnstigung der malignen
Transformation erklaren lasst (Yuspa et al.,, 1996). Allerdings kann TPA ebenfalls NF-kB

induzieren (Bhat-Nakshatri et al., 2002) und somit die Aktivitdt des Promotors reduzieren.

Sowohl unter EinfluR von TNFa als auch unter Einflul von TPA kam es zu einer Repression
des EpCAM-Promotorfragmentes (vgl. Kapitel 4.3, Abbildung 10). Dies deutet darauf hin,

dass bei beiden Substanzen die Signaltransduktion Gber NF-kB erfolgt.

Vor der weiteren Untersuchung der Signalwege, die zur Repression des EpCAM-
Promotorfragmentes flihren, wurde untersucht, ob das zelluldre Me3-System (bzw. die Akti-
vitat von EpCAMprom-Luc) die tatsachliche Aktivitat des physiologischen EpCAM-Promotors
widerspiegelt. Die Expression von EpCAM auf der Zelloberflache ist Ausdruck der Aktivitat
des EpCAM-Promotors. Die mit Hilfe des artifiziellen MeRsystems gewonnen Luminis-
zenzwerte sollten somit im Einklang mit der Oberflachenexpression von EpCAM stehen, was
die Untersuchung mit Hilfe von Immunoblots bzw. FACS-Scans auch bestatigte (vgl. 4.6).
Sowohl die Behandlung von FaDu-Zellen mit TPA (vgl. 4.6.1) wie auch mit TNFa (vgl. 4.6.1,
4.6.2) fuhrten zu einer reduzierten EpCAM Expression auf der Zelloberflache. Mit Hilfe von
EpCAMprom-Luc war es somit mdglich die Aktivitdt und damit die Regulation des physiolo-

gischen EpCAM-Promotors zu untersuchen.

5.3 Identifikation der Mediatoren der TNFa vermittelten Inhibition des
EpCAM Promotors

Wie oben bereits erwahnt, wirken sowohl TPA als auch TNFa reprimierend auf die Expressi-
on des tumorassoziierten Antigens EpCAM. Fir TNFa konnte gezeigt werden, dal} die
Inhibition des Promotorfragmentes weder durch reduzierte Zellvitalitat ber Induktion von
Apoptose (vgl. 4.4) noch durch eine reduzierte enzymatische Aktivitat der Luziferase verur-
sacht wurde (vgl. 4.5). Dies deutet darauf hin, dafl die Behandlung EpCAM-positiver Zellen
mit TNFa eine spezifische Repression des EpCAM-Promotors aufgrund der Induktion von
NF-kB bewirkt.

Zur Beantwortung der Frage, ob die Repression des EpCAM-Promotors durch TNFa tat-
sachlich ber die Induktion des NF-kB-Signalweges durch TNF-R1 induziert wird, wurde der
NF-kB-Signalweg mit Hilfe mutanter Proteine, die im Rahmen dieser Signalkaskade eine

Rolle spielen, unterbrochen, und damit eine Aktivierung von NF-kB verhindert.

Sowohl der Einsatz einer dominant-negativen TRADD-Mutante (vgl. 4.7.2), als auch der
Einsatz eines modifizierten NF-kB-Inhibtors (vgl. 4.7.3, 4.7.4), verhinderten die Repression
des EpCAM-Promotors durch TNFa. Die Repression des EpCAM-Promotors durch TNFa
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mufd somit Uber die Induktion von NF-kB vermittelt werden. Der genaue molekulare Mecha-
nismus, der zur Repression des EpCAM Promotors fiihrt, erklart sich hieraus allerdings noch
nicht vollstandig, zumal NF-kB als Transkriptionsfaktor aktivierend auf entsprechend respon-
sible Promotoren wirkt. Fir die Repression des EpCAM-Promotors mull somit ein zusatzli-

cher Mechanismus verantwortlich sein.

NF-kB liegt in der Zelle als Heterodimer, bestehend aus einer 50 kDa groRen Untereinheit
(p50) und einer 65 kDa groRen Untereinheit (p65), vor (De Bosscher et al., 2000). p65, das
auch als RelA bezeichnet wird, initiiert nach Bindung an den Promotor des zu transkribieren-
den Gens die Ausbildung des Initiationskomplexes durch Rekrutierung von Transkription-
saktivatoren, wie den allgemeinen Transkriptionsfaktoren (vgl. 1.3.3) und wichtigen
Transkriptionskoaktivatoren, wie bspw. p300/CBP (vgl. 4.7.5) (Schmitz et al., 1995; Shep-
pard et al., 1999; De Bosscher et al., 2000). Die Histonacetyltransferase p300/CBP ist an der
Ausbildung eines sogenannten Enhanceosoms beteiligt, das die Aktivierung bzw. Verstar-
kung der Transkription entsprechender Gene vermittelt (Vo et al., 2001). Die Ausbildung
dieses Komplexes unter Beteiligung von p300/CBP ist inzwischen bei der Transkription ver-
schiedener Gene, u.a. dem Interferon-g Gen, dem Interleukin-6 Gen und dem E-Selectin-
Gen, beschrieben (Vo et al., 2001; De Bosscher et al., 2000; Vanden Berghe et al., 1999;
Gerritsen et al., 1997). Zum besseren Verstandnis ist ein Modell zu diesem Komplex bei-
spielhaft anhand der Transkription des Interleukin-6 Genes grafisch in Abbildung 23 darge-

stellt.
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Abbildung 23: Enhanceosom bei der Transkription des IL-6-Genes
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(De Bosscher et al., 2000)

= Azetylierte Histone, deren Bindung an die DNA gelockert ist, was zur

Dekondesation der DNA fiihrt, die somit transkribiert werden kann.

= Activator protein 1: Protoonkogen, das als Heterodimer aus Jun und
Fos vorliegt, und ein Koaktivator der IL-6-Transkription ist (Vanden Berghe et
al., 1999).

= Basale Transkriptionsmaschinerie, bestehend aus den allgemeinen

Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase Il.

= CAAT — Enhancer-binding protein: Transkriptionsfaktor, der an der
Transkription von Akut-Phase-Proteinen und Akut-Phase-Zytokinen, beteiligt
ist (Vanden Berghe et al., 1999).

Cyclic AMP response element binding protein.

Nuclear factor kB: Transkriptionsfaktor der v.a. die Transkription proin-
flammatorischer Gene vermittelt; liegt hauptséchlich als Heterodimer aus p50
und p65 (RelA) vor (De Bosscher et al., 2000).

= CBP-associated factor: Cofaktor der Gentranskription; Katalysiert

synergistisch zu CBP/p300 die Histonazetylierung (Yang et al.,1996)

= Steroid Receptor Coactivator — 1: Verstarker der NF-kB-vermittelten

Genaktivierung (Sheppard et al., 1998).
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Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, kommt NF-kB eine zentrale Rolle bei der Ausbildung des
Enhanceosoms zu. Die p65-Untereinheit interagiert sowohl mit der basalen Transkriptions-
maschinerie , als auch mit CBP/p300 (De Bosscher et al., 2000). Da CBP/p300 unter physio-
logischen Bedingungen der Zelle nur in begrenzter Anzahl zu Verfiigung steht und es zudem
bei der Transkription vieler Gene involviert ist, kommt es zur Kompetition um diesen wichti-

gen Transkriptionskoaktivator (Vo et al., 2001).

Auch im Rahmen der Infektion von dem Humanen Immundefizienz Virus (HIV) wurde die
Kompetition um p300/CBP beschrieben. Die Transkription des viralen Genomes von HIV-1
wird durch TNFa verstarkt. Verantwortlich ist die Induktion von NF-kB und dessen Bindung
an zwei kB-Sequenzen innerhalb des viralen Promotors LTR (Long terminal repeat). Die
Transkriptionsverstarkung kann durch Interferon a (IFN-a) , welches in der Wirtszelle den
»3ignal transducer and activator of transcription 2” (STAT2) induziert, unterbrochen werden.
Beide Transkriptionsfaktoren, NF-kB bzw. p65 (RelA) und STAT2, kompetitieren um
p300/CBP und sind jeweils in der Lage, die durch den Konkurrenten modulierte Transkription

zu reprimieren (Hottiger et al., 1998).

Die Dominanz von p65 bzgl. der Kompetition um p300/CBP und der daraus resultierenden
Repression der Promotoraktivitat wurde in jlingster Zeit bei einer Vielzahl weiterer Gene
beobachtet. Dies ist u.a. fiir den Ostrogenrezeptor der glatten Muskelzellen der Koronarien
beschrieben, dessen Transkription durch p65 (RelA), Uber die Kompetition um p300/CBP
reprimiert wird (Speir et al., 2000). Analog wird die Repression des Smad7-Promotors und
daraus resultierend die verminderte Expression von Smad7, einem Signalmolekil des TGF-
B-Signalweges, durch p65 (RelA) erklart (Nagarajan et al., 2000).

Weitere Beispiele sind cyp1al (Cytochrom P-450 1a1) (Ke et al., 2001), der Vitamin-D-
Rezeptor (VDR) und der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) (Farmer et al., 2000), die alle durch die
Aktivierung von NF-kB und der Kompetition von p65 (RelA) um p300/CBP reprimiert werden.

Auch die Repression des EpCAM-Promotors durch TNFa ist durch die Kompetition von NF-
kB um p300/CBP zu erklaren. Diese wurde experimentell mit Hilfe eines Expressionsplasmi-
des fir p300/CBP aufgehoben (vgl. 4.7.5). Die Kompetition um p300/CBP scheint fir eine
Vielzahl von Signalkaskaden verantwortlich zu sein. Neben NF-kB interagiert auch AP-1 mit
p300/CBP und kann ebenfalls durch Kompetition um diesen limitierenden Faktor die
Transkription von Genen reprimieren (Kamei et al., 1996; Horvai et al., 1997; Albanese et al.,
1999; Verrechia et al., 2000).

Der reprimierende Effekt durch Behandlung mit TPA lasst sich auch in Einklang mit den fur
TNFa gewonnenen Erkenntnisse bringen. Zu erhdhter Proliferation und damit zur malignen
Transformation von Zellen kommt es, wenn TPA Uber den Proteinkinase C Signalweg AP-1
(Lee et al., 1994: Przybyszewski et al., 2001; Zhong et al., 2001) induziert.
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Den Gegenteiligen Effekt, wie im Falle des EpCAM Promotorfragmentes hat TPA, wenn NF-
kB induziert wird (Gao et al., 2001).

5.4  Klonierung weiterer Promotorbereiche des EpCAM-Promotors

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifikation und Klonierung weiterer Promotorberei-
che mit Hilfe von Genbibliotheken, sowie bakterieller Einzelklone. Der 5°-flankierende Be-
reich des EpCAM-Genes beinhaltet den EpCAM-Promotor. Dieser weist einen hohen Gehalt
an Guanin- (G) und Cytosin- (C) auf. Diese GC-reichen Promotorbereiche kdnnen mit sich
selbst Bindungen einzugehen und Sekundarstrukturen auszubilden. Aus diesem Grund ge-
lang es bisher nicht ein gréReres Promotorfragment per PCR zu amplifizieren (vgl. 3.2).
Auch eine Isolierung uber die Southern-Blot Methode mit dem bekannten Fragment als Son-
de gelang bisher nicht.

5.5 Ausblick

Da bisher nur ein Teilbereich des EpCAM-Promotors isoliert werden konnte, ist ein Ziel
nachfolgender Experimente zusatzliche Promotorbereiche, im Idealfall den gesamten Pro-
motor, per PCR oder Uber Southern Blot-Hybridisierung zu isolieren. Diese Bereiche kdnnten
dann ebenfalls Uber einen Luziferase-Assay auf ihre transkriptionelle Aktivitat Gberpruft wer-
den. Auferdem sollte der Einflul von weiteren Zytokinen auf die isolierten Promotor-
Bereiche untersucht werden. Insbesondere die Suche nach Aktivatoren des EpCAM-
Promotors ware von Interesse, da es bisher nicht gelang, den Promotor positiv zu beeinflus-
sen. Zusatzlich kdnnten mit Hilfe von Band-shift-Assays Proteine isoliert werden, die an den
Promotor binden, und in weiteren Experimenten geklart werden, wie sie die transkriptionelle
Aktivitat beeinflussen. Mit dem besseren Verstandnis der Regulation des EpCAM Promotors
kann evtl. ein wichtiger Beitrag bei der Suche nach gezielten Therapien gegen epitheliale

Malignome geleistet werden.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Erforschung der Regulation des tumorassozierten
Antigens EpCAM. Die de novo Expression dieses Molekils geht mit der malignen Entartung
von Zellen einher. Diesem Umstand verdankt EpCAM seine besondere Attraktivitat als Ziel-
molekil moderner Therapiestrategien gegen Krebs. Uber die Regulation dieses Antigens ist
allerdings bisher nahezu nichts bekannt. Aus dem Wissen um die Regulation EpCAMs lie-

Ren sich unter Umstanden neue Ansatze bei der Therapie maligner Neoplasien ableiten.

Um tiefere Einblicke in die molekularen Mechanismen dieser Regulation zu gewinnen, wurde
ein System etabliert, das die Messung der transkriptionellen Aktivitat des bisher bekannten
Promotor-Fragmentes ermoglichte. Hierzu wurde ein Luciferase Reporterplasmid konstruiert,
in dem das Luziferase-Gen unter der transkriptionellen Kontrolle des bisher bekannten, 440

bp groRen EpCAM-Promotor-Fragmentes steht.

Zunachst wurde die transkriptionelle Aktivitat des EpCAM-Promotorfragmentes in verschie-
denen Zelllinien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal3 diese in EpCAM-positiven Zellen

wesentlich héher als in EpCAM-negativen Zellen ist.

Die weitere funktionelle Analyse des Reporterplasmides ergab, dall sich das EpCAM-
Promotor-Fragment durch TNFa und TPA reprimieren lasst. Die Repression des EpCAM-
Promotor-Fragmentes durch TNFa kam dabei weder durch Induktion von Apoptose, noch
durch Reduktion der Zellvitalitdt noch durch eine direkte Minderung der Luziferase-Aktivitat

zustande.

Sowohl TNFa als auch TPA bedienen sich des NF-kB-Signalweges zur Vermittlung ihrer
Effekte. Durch gezielte Unterbrechung dieser Signalkaskade auf verschiedenen Ebenen mit
Hilfe von dominant negativen Mutanten konnte gezeigt werden, dal® der NF-kB-Signalweg

auch fir die Repression des EpCAM-Promotorfragmentes durch TNFa verantwortlich ist.

Eine Unterbrechung der Signaltransduktion am TNF-R1 mit Hilfe einer dominant-negativen
TRADD-Mutante unterband die Repression des EpCAM-Promotorfragmentes durch TNFa
genauso wie die Hemmung von NF-kB durch eine dominant-negative Mutante des NF-kB-
Inhibitors IkB.

NF-kB kann durch eine Kompetition um die Histonazetyltransferasen p300 und CBP, welche
wichtige Transkriptionskoaktivatoren sind, eine Repression der transkriptionellen Aktivitat
von Promotoren verursachen. Wird die Limitierung durch Uberexpression von p300 und CBP
aufgehoben, so kommt es zu keiner Repression des EpCAM-Promotorfragmentes durch
TNFa.
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Zusammenfassend laf3t sich festhalten, dafl} die Expression EpCAMs durch TNFa gehemmt
wird. Molekulare Basis ist hierbei die Aktivierung des TNFa-Rezeptors 1 (TNF-R1) durch
TNFa und die nachfolgende Induktion des NF-kB-Signalweges. NF-kB kompetitiert dabei mit
den Transkriptionsfaktoren des EpCAM-Genes um die Transkriptionskoaktivatoren p300 und
CBP, die somit bei der Transkription EpCAMs nicht mehr in ausreichender Menge zur Verfu-
gung stehen, und somit fur den reprimierenden Effekt auf den EpCAM-Promotor verantwort-

lich sind, was letztlich zur verminderten Expression EpCAMs fiihrt.
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HIV e Humanes Immundefizienz Virus
HIV-L e Humanes Immundefizienz Virus Typ |
HRIP e e Horseradish peroxidase
| N o T O P PSP U P PUPP VPP Interferon a
1= T PP PP PP OPPPPRPTPPPPT NF-kB-Inhibitor
| P PP PP UTPRPO IkB-Kinase
RSP SR Interleukin 1
| T O TSP UP PP PT PP PPR Interleukin 6
ITIM e Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
o T TP RPN Kilobasen
[ - T PSRRI Kilo-Dalton
I PRSPt Long terminal repeat
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MAP K. et MAP kinase kinase kinase
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MTT e 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-bromid
N = F PSPPI Nuclear factor kB
NK-ZEIIBN. ... e Naturliche Killer-Zellen
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P AT e e CBP-associated factor
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PR . e Polymerase Ketten Reaktion
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