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1 VORWORT 
_______________________________________________________________________ 

 

Die folgende wissenschaftliche Arbeit befasst sich mit zwei in der onkologischen 

Gynäkologie häufigen Tumorentitäten, dem Ovarial- und Mammakarzinom. Insbesondere 

wird die Beeinflussung des Metastasierungspotentials durch zwei tumorrelevante Gene, dem 

Metastasen-assoziierten Gen 1 (MTA1) und dem Leucin zipper downregulated in cancer 1-

Gen (LDOC1) bei Ovarial- und Mammakarzinomen näher untersucht. 
 

In der Einleitung werden das MTA1-Gen und das LDOC1-Gen hinsichtlich ihres 

Vorkommens und ihrer Funktion beschrieben, und ihre Rolle bei der Karzinogenese und 

Tumorprogression beim Ovarial- und Mammakarzinom wird dargelegt. 
 

Im nächsten Abschnitt der Arbeit werden eigene Studienergebnisse beschrieben: An 

Vorarbeiten führten wir unter anderem molekularbiologische Untersuchungen an 

Zervixkarzinom-Zelllinien durch, die zur Etablierung der Untersuchungstechniken dienten 

und sowohl die Bedeutung von MTA1 als auch von LDOC1 als wichtige tumorrelevante 

Parameter auch für andere Tumorentitäten (wie Ovarial- und Mammakarzinome) zeigten. 
 

Anschließend wird die Fragestellung des vorliegenden Forschungsprojekts bezüglich des 

Ovarialkarzinoms anhand immunhistochemischer Untersuchungen an Gewebeproben und 

molekularbiologischer Analysen an Ovarialkarzinom-Zelllinien bearbeitet. 
 

Nachfolgend werden unsere Untersuchungen an Mammakarzinom-Zelllinien bezüglich der 

Bedeutung von MTA1 und LDOC1 beim Mammakarzinom dargelegt, die epigenetischen 

Regulationsmechanismen von LDOC1 und schließlich die induzierte Re-Expression nach 

Inaktivierung dieses Gens  mittels eines Expressionsplasmids beschrieben. 
 

In einem abschließenden Ausblick auf zukünftige Forschungsprojekte wird die Möglichkeit 

von molekularbiologischen Untersuchungen nicht nur an Mammakarzinom-Zelllinien, 

sondern auch an Mammakarzinom-Gewebeproben diskutiert, sowie weitere potentielle 

Forschungsvorhaben wie klinische Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung von 

MTA1 und LDOC1 genannt. 
 

Ausführliche Angaben zu Methodik und Diskussion finden sich in den jeweiligen 

Originalarbeiten der Habilitationsschrift. Auf alle zitierten Arbeiten (eigene und fremde) wird 

durch Ziffernhinweise in eckigen Klammern, geordnet nach der Reihenfolge im Text, 

verwiesen.  
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2 EINLEITUNG 
_______________________________________________________________________ 

 

 

Ovarialkarzinome gehören weltweit zu den Krebsarten mit den höchsten Letalitätsraten [1-4]. 

Häufig werden sie erst spät diagnostiziert, was oft mit einer ungünstigen Prognose und einer 

durchschnittlichen 5-Jahres-Überlebensrate von nur ca. 41% verbunden ist [5]. Frühe und 

mehrfache Rezidive mit zunehmend geringerem Ansprechen auf die gängigen 

Behandlungsansätze wie Chemotherapie und zielgerichtete Therapien verschlechtern die 

Prognose darüber hinaus noch weiter.  

Tumormarker wie beispielsweise CA-125 können bedingt zur Verlaufskontrolle und zum 

Monitoring für Therapieansprechen verwendet werden, sind aber weder spezifisch noch 

sensitiv genug, als dass sie sich zum Screening eignen würden. Da Ovarialkarzinome deshalb 

und wegen fehlender Frühsymptome häufig erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert 

werden, befasst sich die aktuelle Forschung intensiv mit der Tumorbiologie und Faktoren, die 

eine genauere Charakterisierung des jeweiligen Tumors und damit individuellere 

Therapieregime ermöglichen.  

Das Mammakarzinom ist mit einer deutschlandweiten Neuerkrankungsrate von ca. 70.000 

Patientinnen/Jahr der häufigste maligne Tumor der Frau, neigt zu Metastasen und 

Rezidivbildung und war 2015 die fünfthäufigste Todesursache von Frauen in Deutschland [6, 

7]. Neben den seit Jahrzehnten bekannten Prognosefaktoren wie Tumorgröße, 

Lymphknotenbefall und histologisches Grading, wurden in letzter Zeit weitere, bisher 

allerdings noch nicht etablierte, tumorbiologische Prognosefaktoren identifiziert (z.B. 

Metastasen-assoziierte Gene wie MTA1 und MTA3). Durch immer genauere 

Charakterisierung des jeweiligen Tumors erhofft man sich im Sinne einer 

„maßgeschneiderten Behandlung“ (tailored therapy) anhand der jeweils vorhandenen oder 

fehlenden tumorbiologischen Faktoren den bestmöglichen Therapieansatz und damit die 

größtmögliche Therapieeffizienz zu erreichen. 

 

2.1  Transkriptionsmodulatoren und das Metastasen-assoziierte Gen MTA1  
 

Transkriptionsmodulatoren können in Transkriptionsvorgänge von DNA zu RNA eingreifen. 

Dabei interagieren sie mit weiteren Proteinen, die entweder als Co-Aktivatoren oder als Co-

Repressoren wirken und damit die Expression des entsprechenden Gens fördern oder hemmen 

können [8]. Zu diesen Proteinen gehören die MTA-Proteine (Abb. 1), die 1994 erstmals 
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beschrieben und mit dem Metastasierungspotential von Tumorzellen in Zusammenhang 

gebracht wurden [9, 10]. Sie sind vorwiegend im Zellkern lokalisierte, DNA bindende 

Proteine und kommen in vielen Zellen unter anderem des weiblichen Genitaltrakts vor [9, 11-

13].  

Die physiologischen Aufgaben der MTA-Proteine als Co-Aktivatoren bzw. Co-Repressoren 

zur Regulation anderer Gene [14] sind unter anderem die Aufrechterhaltung des zirkadianen 

Rhythmus‘ [15], die Spermiogenese [16], der ovarielle Zyklus [17], Immunmodulation über 

Zytokine [18], und sie erfüllen bestimmte Funktionen bei der DNA-Reparatur [19].  

Sie agieren über Histondeacetylasen (HDACs) als Transkriptionsrepressoren oder auch                  

-aktivatoren [20-22]. MTA1 wurde als Bestandteil des HDAC1-Komplexes [23, 24] wie auch 

des NuRD- (nucleosome remodeling and histone deacetylation) Komplexes identifiziert [25-

28]. 

Das zugrundeliegende MTA1-Gen (metastasis-associated gene 1) wurde zunächst als ein in 

Metastasen vermehrt exprimiertes Gen an einem Mammakarzinom-Modell der Ratte 

identifiziert [9], anschließend gelang auch die Sequenzierung im menschlichen Genom [28]. 

Weitere Studien zeigten eine Assoziation zwischen MTA1-(Über)expression und einer 

erhöhten Invasionsneigung sowie verstärkten Migration bei Ovarialkarzinomen [29], oralen 

Plattenepithelkarzinomen [30] und verschiedenen weiteren Karzinomen [31] wie 

Endometriumkarzinomen [32], Mammakarzinomen [33-35]  und Kolonkarzinomen [36-38]. 

Zellbiologische Untersuchungen ergaben darüber hinaus, dass die Überexpression von MTA1 

eine wichtige Voraussetzung für das sogenannte anchorage-independent growth ist. 

Anchorage-independent growth ist von besonderer Bedeutung für das Überleben von nicht ins 

Gewebe integrierten Zellen wie beispielsweise von im Blut oder in der Lymphe 

zirkulierenden Karzinomzellen [39]. 

Mittlerweile ist bekannt, dass MTA1 eine wichtige Funktion als Transkriptionsfaktor besitzt 

und dadurch andere Tumor-assoziierte Gene reguliert. Als eines dieser potentiellen Zielgene 

wurde von unserer Arbeitsgruppe das Leucin zipper downregulated in cancer 1-Gen (LDOC1) 

identifiziert.  
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Abb. 1: Struktur des MTA1-Proteins SANT: Swi3, Ada2, N-Cor, TFIIIB, codiert die Aminosäuren    

W (Tryptophan), F (Phenylalanin), Y (Tyrosin); SH3: Src-Homologie 3; COOH: Carboxygruppe; 

GATA-Sequenz: Guanin-Adenin-Thymin-Adenin-Sequenz; modifiziert nach [40] 

 

2.2  Das Leucin zipper downregulated in cancer 1-Gen (LDOC1)  
 

Das Leucin zipper downregulated in cancer 1-Gen (LDOC1) wurde 1999 entdeckt [41], ist 

auf dem langen Arm des X-Chromosoms (Xq27.1) [42] lokalisiert (Abb. 2) und hat 

vermutlich die Funktion eines Tumorsuppressor-Gens. Daneben ist es mit anderen 

zytogenetischen Prognoseparametern assoziiert und bei chronischer lymphatischer Leukämie 

(CLL) ein Marker für eine ungünstige Prognose [43].  

Das von LDOC1 codierte Protein war in Pankreaskarzinom-Zellen im Vergleich zu normalen 

pankreatischen Zellen, in Gewebeproben von Oesophaguskarzinomen und bei verschiedenen 

Arten von Leukämie deutlich vermindert nachweisbar [43-45].  

Weiterhin ist bekannt, dass LDOC1 den nukleären Faktor Kappa B (NF-kappaB) reguliert 

[46-48]. Mittels NF-kappaB als Transkriptionsfaktor wiederum kann die Expression 

verschiedener Gene reguliert werden [49, 50], was insbesondere bei der Immunabwehr [51], 

dem programmierten Zelltod (Apoptose) [52] und auch bei der Kanzerogenese [53-55] eine 

Rolle spielt.  

Über Interaktion mit dem TNF-α Signalweg [56-58] wird die Zelle zur Apoptose veranlasst 

und das Zellwachstum durch antiproliferative Effekte gehemmt. Sowohl NF-kappa B als auch 

TNF-α stellen wichtige Faktoren dar, die im Körper ubiquitär vorkommen; damit greift 

LDOC1 an einem sehr zentralen Mechanismus der Genregulation an [44].  



 
8 

 

LDOC1 selbst scheint durch epigenetische Modulatoren reguliert zu werden [59]. Allerdings 

ist die Datenlage noch sehr dünn, insbesondere die Expressionsanalyse in Tumorgeweben 

betreffend, was unter anderem auch der erst kürzlichen Entwicklung von geeigneten 

kommerziellen Antikörpern zuzuschreiben ist. Dementsprechend scheinen weitere 

Untersuchungen von LDOC1 sehr vielversprechend, um genauere Einblicke in 

tumorrelevante molekularbiologische Regulationswege zu erhalten und neue potentielle 

therapeutische Ansätze zu eruieren. 

 

 

Abb. 2: Lokalisation des LDOC1-Gens Der blaue Strich markiert die genaue Lokalisation des Gens. 

Chr X: X-Chromosom, modifiziert nach [42] 
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3 EIGENE STUDIENERGEBINISSE 
_______________________________________________________________________ 

 

Bei unseren zuvor vorgenommenen Analysen der Zielgene des MTA1 

Transkriptionsrepressors mittels sogenannter „whole genome microarrays“ fand sich eine 

größere Anzahl in ihrer Funktion stark unterdrückter Gene (Daten noch nicht publiziert), von 

denen allerdings nur wenige selektive Gene (unter anderem LDOC1) wegen ihrer bereits 

bekannten oder vermuteten Funktionen auf eine tumorrelevante Funktion schließen ließen. 

Aufgrund dessen, d.h. der bereits beschriebenen Repression des Gens in Karzinomen, schien 

das für weitere Untersuchungen interessanteste Zielgen LDOC1 zu sein, das einen 

Transkriptionsinhibitor darstellt und damit potentiell als Tumorsuppressorgen wirkt. 

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, den Einfluss von Regulationsmechanismen des 

Metastasen-assoziierten Gens MTA1 auf das Metastasierungspotential von Ovarial- und 

Mammakarzinomen zu untersuchen, zum anderen die Frage zu klären, ob das LDOC1-Gen 

von MTA1 reguliert wird, und schließlich die selektive Expression von LDOC1 mittels eines 

Expressionsplasmids, sowie die anschließende Identifizierung potentieller Zielgene dieses 

Tumorsuppressors.  

 

3.1 Immunhistochemische und molekularbiologische Vorarbeiten: 

Untersuchungen an Zervixkarzinom-Zelllinien und Zervixkarzinom-

Gewebeproben 
 

Wir führten molekularbiologische Analysen mittels RT-PCR (Reverse Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion) an etablierten Zervixkarzinom-Zelllinien hinsichtlich der 

Expression von LDOC1 durch. Dabei zeigte sich in vier von sechs Zervixkarzinom-Zelllinien 

eine Inaktivierung dieses Gens. 

Mit Hilfe der Bisulfit-Konvertierung [60, 61], einer Methode, bei der mittels einzelner durch 

Bisulfit-Behandlung ausgetauschter Basen zwischen methylierter und unmethylierter DNA 

unterschieden werden kann, konnten in vitro epigenetische Modifikationen in Form von 

Promotor-Methylierung [62-64] als ursächlich für die Inaktivierung des Genprodukts LDOC1 

in mehreren gynäkologischen Tumor-Zelllinien [65] erkannt  werden.  
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Die Re-Expression von LDOC1 nach Behandlung mit AdC (5-Aza-2′-Desoxycytidin; 

Decitabin), einem Inhibitor von DNA-Methyltransferasen [66, 67], der zur Therapie der 

akuten myeloischen Leukämie (AML) angewendet wird, konnte die Annahme einer 

epigenetischen Regulierung ebenfalls stützen: Indem die Methylierung der Promotorregion 

durch Decitabin verhindert wird, kann LDOC1 wieder in normalem Ausmaß exprimiert 

werden.  

PCR-basierte epigenetische Untersuchungen und Re-Expressionsstudien zeigten somit einen 

signifikanten Zusammenhang zwischen der Methylierung des Promotors und einer stark 

reduzierten Expression von LDOC1, die durch DNA Methyltransferase-Inhibitoren 

aufgehoben werden konnte. Daraus konnten wir für das Zervixkarzinom schließen, dass die 

Inaktivierung von LDOC1 häufig vorkommt und möglicherweise als molekularer Marker für 

die Invasionsfähigkeit und das Metastasierungspotential dieser Tumorentität dienen kann. 

Mittels eines LDOC1-Expressionsplasmids [68] konnte außerdem der Einfluss einer 

Überexpression von LDOC1 auf die Zellen veranschaulicht werden. Der resultierende 

proapoptotische Phänotyp deutet auf die tumorsuppressiven Eigenschaften von LDOC1 hin: 

Demnach wurde bei einer vermehrten LDOC1-Expression in vielen der malignen Zellen die 

Apoptose induziert, womit die weitere Tumorausbreitung verlangsamt wurde.  

Wir führten zudem immunhistochemische Untersuchungen an Gewebeproben der Portio uteri 

durch, die im Rahmen der Primäroperation entnommen worden waren. In einzelnen Fällen 

konnte auch hier ein Verlust der LDOC1-Genexpression im Tumorgewebe, nicht aber im 

gesunden Gewebe nachgewiesen werden. 

Diese Voruntersuchungen beim Zervixkarzinom bilden die Grundlage für die vorliegende 

Arbeit, bei der weitere immunhistochemische und molekulargenetische Analysen bezüglich 

MTA1 und LDOC1 für Ovarial- und Mammakarzinome durchgeführt wurden, die im 

Folgenden beschrieben werden.   

 

3.2 Histologische Untersuchungen an Ovarialkarzinom-Gewebeproben 
 

 

An der Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU, Campus 

Innenstadt wurden 115 Ovarialkarzinomgewebe, die bezüglich des Tumorgradings (G1-G3) 

und des FIGO-Stadiums (FIGO I-IV) klassifiziert sind, mittels Immunhistochemie auf die 

Expression von MTA1, MTA3 und der Östrogenrezeptoren getestet. Dabei zeigte die 
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Auswertung der immunhistochemischen Reaktionen, dass beim Ovarialkarzinom die MTA1-

Expression bei höherem Grading (G3) im Vergleich zu G1- oder G2-Tumoren hochsignifikant 

erhöht ist (p < 0,05), was der zunehmenden Entdifferenzierung der Tumorzellen entspricht 

(Abb. 3). MTA3 scheint beim Ovarialkarzinom dagegen eine geringere Rolle zu spielen. Auch 

bei vielen anderen Tumoren, einschließlich des Mammakarzinoms, konnten derartige 

Beobachtungen gemacht werden [20, 69]. 

 

                        A         MTA1                            MTA3 

 

 

Abb. 3: Expression von MTA1 und MTA3 bei unterschiedlichem Grading und in 

unterschiedlichen FIGO Stadien A: Immunhistochemische Anfärbung von MTA1 und MTA3, B: 

Boxplot-Analyse der MTA1- und MTA3-Expression (quantifiziert mittels IRS-Score) mit steigender 

MTA1-Expression bei gering differenzierten (G3) oder fortgeschrittenen (FIGO IV) Tumoren;  aus 

[29], mit freundlicher Genehmigung durch Dr. A. Brüning 
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3.3 Molekularbiologische Untersuchungen 
 

 

Mittels spezifischer PCR Primer zur Amplifikation der cDNA von MTA1 und LDOC1 

konnten diese beiden Gene von unserer Arbeitsgruppe jeweils in den Expressionsvektor 

pcDNA3.1/V5 (Abb. 4) kloniert werden. Dieser Vektor, der in Tumorzellen eingeschleust 

wird, damit sie anschließend die gewünschten Gene MTA1 und LDOC1 exprimieren, enthält 

daneben auch ein eingebautes Stopp-Codon. Als Promotor, der die Genexpression induziert, 

dient eine Sequenz, die aus dem Genom des Cytomegalievirus‘ (CMV) stammt [70-72] und 

zu einer starken Überexpression des klonierten MTA1- bzw. LDOC1-Gens führt. Durch das 

Anheften einer zusätzlichen Peptidsequenz, (V5-Tag), kann die Expression des exogenen 

MTA1 bzw. LDOC1 mittels eines hochspezifischen V5-Antikörpers verfolgt und vom 

endogenen MTA1 bzw. LDOC1 der Zelle unterschieden werden [73, 74]. Das V5-Tag 

erleichtert auch das Screening von stabil MTA1 (bzw. LDOC1) überexprimierenden 

Zellklonen, die mit diesen Expressionsvektoren gewonnen werden können.  

 

 

Abb. 4: Der zur Klonierung von MTA1 und LDOC1 verwendete Expressionsvektor pcDNA3.1 

mit grafisch dargestellter Klonierungsstelle für das PCR-Produkt (MTA1 oder LDOC1), dem V5- und 

His-Tag, eingebautem Stopp-Codon und den Genen für die Selektionsmarker Neomycin und 

Ampicillin; ORF: open reading frame; modifiziert nach [75] 
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3.4 Untersuchungen an Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 

 

Wie bei den Zervixkarzinom-Zellen beobachtet, fiel auch bei den Untersuchungen an 

Ovarialkarzinom-Zelllinien ein häufiger Verlust der LDOC1-Expression auf.  

Insgesamt wurden bisher aus zwei Ovarialkarzinom-Zelllinien (OVCAR3 und OVMZ36) je 

zwei MTA1 überexprimierende Zellklone und zusätzlich zwei lediglich Neomycin-resistente 

Kontrollklone zum Vergleich gewonnen. Abb. 5 zeigt die Charakterisierung dieser Klone 

mittels Western Blot Analyse. 

 

 

 

Abb. 5: Charakterisierung MTA1 überexprimierender Ovarialkarzinom-Zellen Western Blot-

Analyse MTA1 überexprimierender OVCAR3, bzw. OVMZ36 Zelllinien im Vergleich mit lediglich 

Neomycin-resistenten Kontrollzelllinien bzgl. der Expression von Metastasierungs-relevanten Genen; 

aus [29], mit freundlicher Genehmigung durch Dr. A. Brüning 
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In einer zusätzlichen Microarray-Analyse fiel eine starke Minderexpression von LDOC1 in 

den MTA1 überexprimierenden Zellklonen auf. Abb. 6 zeigt die Charakterisierung dieser 

Zellklone bezüglich der LDOC1-Expression mittels RT-PCR-Analyse. 

 

 
 

Abb. 6: Expression von MTA1 und LDOC1 mittels RT-PCR Alle MTA1 überexprimierenden 

Zellklone zeigen eine geringere LDOC1-Expression. 

 

Bei Screening-Untersuchungen verschiedener Ovarialkarzinom-Zelllinien (u.a. OVMZ6, 

OVMZ30, OVMZ37) mittels RT-PCR auf die Expression von LDOC1 zeigte sich in vier der 

sieben untersuchten Ovarialkarzinom-Zelllinien ein kompletter Expressionsverlust des 

LDOC1-Gens.  

Die Inaktivierung des Gens wurde allerdings nicht durch eine Gendeleletion ausgelöst, denn 

die genomische Sequenz war noch amplifizierbar (nicht dargestellt), sondern durch die 

Methylierung und damit Inaktivierung des betreffenden Promotors, wie sich durch 

Verwendung von für die Promotor-Methylierung spezifischen Primern nachweisen ließ.  

Daneben gelang es uns, die Methylierung des Promotors zu verhindern und damit eine 

Reaktivierung des LDOC1-Gens zu erreichen: Nach Inkubation von LDOC1 negativen 

Ovarialkarzinom-Zelllinien mit AdC (Decitabin) war die Expression des LDOC1-Gens zu 

großen Teilen wieder in normalem Ausmaß vorhanden. 

Wenngleich sowohl das MTA1- als auch das LDOC1-Gen wichtige Faktoren bei der 

Kanzerogenese und der zunehmenden Entdifferenzierung der Tumoren sind, konnten wir eine 

direkte Regulation von LDOC1 durch MTA1 nicht nachweisen: Die Regulation der LDOC1-

Expression erfolgt durch Promotor-Methylierung und nicht durch MTA1. Es ist jedoch 

bekannt, dass Geninaktivierungen durch Promotor-Methylierung und Histon-Acetylierung, 
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(wodurch die Expression von MTA1 reguliert wird), teilweise gekoppelt sind. So konnte 

kürzlich eine für das Mammakarzinom wichtige Korrelation zwischen der MTA1-Expression 

und einer Methylierung des Östrogenrezeptor-Promotors nachgewiesen werden [76]. 

Durch diesen Synergismus wird vermutlich die Methylierung des LDOC1-Promotors in den 

OVCAR3- und OVMZ36-Zellen erleichtert, die durch Überaktivität von MTA1(-V5) in den 

Ovarialkarzinom-Zelllinien während des Klonierungs- und Selektionsprozesses bedingt ist. 

Somit wird in vitro ein Prozess beschleunigt, der sich in den Tumoren in vivo während der 

Kanzerogenese vollzieht. Eine direkte Inaktivierung von LDOC1 durch eine transiente 

MTA1-Überexpression konnte dagegen beispielsweise in HeLa-Zellen nicht beobachtet 

werden (nicht dargestellt). 

 

3.5 Expression und Regulation von MTA1 in Mammakarzinom-Zellen 
 

 

Die sogenannte epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) [77, 78] gilt als ein typisches 

Charakteristikum bei der De-Differenzierung von Epithelzellen und ihrer Umwandlung zu 

zellkontaktunabhängigen, invasiv-malignen Zellformen. Als tumorrelevanter 

Transkriptionsfaktor ist MTA1 ein bedeutender Parameter auch bei dieser Umwandlung. 

Dabei erfolgt seine Regulation über Histondeacetylasen, und es sind bislang keine 

genetischen Deletionen bzw. epigenetischen Inaktivierungen von diesem Gen bekannt. Die 

Expressionsanalyse von MTA1 an neun Mammakarzinom-Zelllinien zeigte keinen 

Expressionsverlust, allerdings ein sehr unterschiedliches MTA1-Expressionsmuster 

(gekennzeichnet durch unterschiedliche Helligkeit der einzelnen Banden) unter diesen 

Zelllinien (Abb. 7).  
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Abb. 7: Expression von MTA1 in Mammakarzinom-Zelllinien Die cDNAs von 9 

Mammakarzinom-Zelllinien (T-47D, MCF7, BT-474, SK-BR3, MDA-MB-453, BT-20, MDA-MB-468, 

Hs578T, MDA-MB-435S) und der HBL100 Zelllinie (s. auch Abb. 9) wurden mittels semiquantitativer 

Standard-PCR auf die Expression von MTA1 untersucht.  

 

Ein Zusammenhang zwischen einer (erhöhten) Expression des onkogenen 

Transkriptionsfaktors bzw. -repressors MTA1 und einer erniedrigten LDOC1-Expression 

konnte hierbei nicht festgestellt werden. Während sich bei Immunfluoreszenz-Analysen zum 

Nachweis von MTA1 auf Proteinebene in einigen Zelllinien eine für Transkriptionsfaktoren 

typische nukleäre Lokalisation zeigte, färbte sich das MTA1-Protein in mehreren Zelllinien 

auch im Zytoplasma an (Abb. 8, exemplarisch gezeigt für die Zelllinien MDA-MB-435 und 

MDA-MB-468). Dieses Phänomen war in mehreren, unabhängigen histologischen 

Untersuchungen vorhanden, und wurde mit unterschiedlichen Aktivitäten und 

Bindungspartnern von MTA1 im Zellkern bzw. im Zytoplasma erklärt [12, 79]. 

Je nach seiner Lokalisation in der Zelle (nukleär oder zytosolisch) übt das Protein wohl 

unterschiedliche Funktionen aus. So zeigten die Untersuchungen an der MDA-MB-435-

Zelllinie – anders als bei der diffusen nukleoplasmatischen Fluoreszenz in Zellen der MDA-

MB-468-Zelllinie – eine stark nukleäre Immunfluoreszenz, die auf eine hohe Aktivität von 

MTA1 in dieser Zelllinie hinweisen könnte. 

 Nach Behandlung mit Decitabin löste sich diese nukleäre Fluoreszenz in sich epithelial-

differenzierenden MDA-MB-435 Zellen auf, und es kam zu einer verstärkt zytoplasmatischen 

Ansammlung von MTA1 (Abb. 8). Das deutet darauf hin, dass durch Decitabin induzierte 
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Differenzierungsprozesse Einfluss auf die Lokalisation und somit spezifische Aktivität von 

MTA1 haben. Somit konnte erstmals eine pharmakologisch wirksame und klinisch 

anwendbare Substanz identifiziert werden, mit der die Expression und Aktivität des Onkogens 

MTA1 reguliert werden kann. 

 

 

 

Abb. 8: Zelluläre Lokalisation von MTA1 und durch Decitabin hervorgerufene Veränderungen 

MDA-MB-435-Zellen und MDA-MB-435-Zellen wurden teilweise mit 10 µg/ml Decitabin inkubiert 

und die Expression und Lokalisation von MTA1 mittels Immunfluoreszenz dargestellt. Unbehandelte 

MDA-MB-435-Zellen zeigen eine runde, nukleäre Immunfluoreszenz, während MDA-MB-468-Zellen 

bereits von vornherein eine zytoplasmatische Färbung aufweisen. Nach Decitabinzugabe zeigen 

MDA-MB-435-Zellen ebenfalls eine derartige zytoplasmatische Färbung. Alle Aufnahmen wurden bei 

gleicher Vergrößerung gemacht, d.h. die Zellen werden nach Decitabinzugabe auch insgesamt größer 

bzw. flacher und epithelialer. 

  



 
18 

 

3.6 Untersuchungen der LDOC1-Expression an Mammakarzinom-

Zelllinien  
 

An Mammakarzinom-Zelllinien verschiedener Malignitätsgrade und Differenzierungsstufen 

konnte in ersten Analysen nachgewiesen werden, dass die Expression des potentiellen 

Tumorsuppressor-Gens LDOC1 beim Mammakarzinom ebenfalls inhibiert werden kann 

(Abb. 9), wenngleich in weniger Fällen als beim Zervix- bzw. Ovarialkarzinom.  

Auffallend war bei den Mammakarzinom-Zelllinien jedoch, dass der LDOC1-

Expressionsverlust vor allem bei den teilweise therapieresistenten, sogenannten triple-

negativen Mammakarzinom-Zellen (keine Expression von Hormonrezeptoren, keine HER2-

Überexpression) zu beobachten war. 

Damit könnte LDOC1 insbesondere beim triple-negativen Mammakarzinom als 

diagnostischer Marker bzw. Ansatzpunkt für individualisierte Therapiekonzepte dienen. 

 

 
 

 

Abb. 9:  Expression von LDOC1 in Mammakarzinom-Zellen 9 etablierte Mammakarzinom-

Zelllinienwurden mittels semiquantitativer PCR (A) bzw. quantitativer real-time PCR (B) auf die 

Expression von LDOC1 untersucht. Zur Qualitätskontrolle der cDNA der Mammakarzinom-Zelllinien 

wurde die Expression von β-Aktin gemessen. T47D, MCF7 und BT474: Hormonrezeptor positiv 

(„luminal“); SKBR3 und MDA-MB-453: HER2 überexprimierend; BT20, MDA-MB-468, Hs578 und 

MDA-MB-435: „triple negativ“; HBL-100: Myoepithel-Zelllinie  
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3.6.1 Verlust der LDOC1-Expression bei triple-negativen Mammakarzinom-

Zellen 
 

Zu Beginn der Arbeiten wurden neun etablierte Mammakarzinom-Zelllinien mittels RT-PCR 

auf die Expression von LDOC1 untersucht (Abb. 9). Als Zelllinien wurden dabei jeweils 

typische Vertreter für die aktuell verwendeten histopathologischen Kriterien 

(Hormonrezeptorstatus, HER2-Überexpression) selektiert [80, 81].  

Die HBL100 Myoepithel-Zelllinie wurde zusätzlich als nicht-maligne Kontrollzelllinie 

verwendet, da man nach gegenwärtigem Kenntnisstand diesen Zelltypus als Ausgangszelltyp 

für sogenannte basale Mammakarzinome ansieht, die histopathologisch wiederum meistens 

als triple-negative Mammakarzinome identifiziert werden.  

Auffallend beim Screening der Mammakarzinom-Zelllinien war das Fehlen der LDOC1-

Expression bei zweien dieser neun Zelllinien (MDA-MB-468 und MDA-MB-435), die der 

Gruppe der triple-negativen bzw. basalen Mammakarzinom-Zellen angehören. Auch wenn 

der Verlust der LDOC1-Expression nicht als typisches Kriterium des Mammakarzinoms 

bezeichnet werden kann, so könnte die Häufung dieses Phänomens gerade beim aggressiveren 

triple negativen Phänotyp des Mammakarzinoms eventuell von diagnostischer oder sogar 

therapeutischer Bedeutung sein (siehe unten). 

 

3.6.2 Regulation der LDOC1-Expression durch Promotor-Methylierung 
 

Da eine Untersuchung der genomischen DNA der Zelllinien keine Deletion des LDOC1-Gens 

in den Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-435 erbrachte (nicht dargestellt), musste eine 

sogenannte epigenetische Regulation vermutet werden. Bei Ovarial- und Zervixkarzinom-

Zellen wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits die Inaktivierung der LDOC1-Expression 

durch Promotor-Methylierung beschrieben [65, 82].  

Promotor-Methylierungen können durch das epigenetisch wirkende Zytostatikum und 

Nukleosidanalogon Decitabin rückgängig gemacht werden, und die Inkubation von MDA-

MB-468 und MDA-MB-435 Zellen mit Decitabin (10 µg/ml für 2 Tage) zeigte 

dementsprechend eine Re-Expression von LDOC1 in diesen beiden Zelllinien (Abb. 10).  

Somit ist davon auszugehen, dass der LDOC1-Verlust in diesen Zelllinien nicht genetisch, 

sondern epigenetisch bedingt ist. Letzteres lässt auch die Hoffnung zu, LDOC1 als 
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Tumorsuppressor in triple-negativen Mammakarzinom-Zellen mittels Decitabin oder ähnlich 

wirkender Medikamente, die sich zur Zeit in der Entwicklung befinden, wieder re-

exprimieren zu können, um somit den benignen Phänotyp zumindest teilweise wieder 

herzustellen und damit das Tumorwachstum zu hemmen.  

 

 

Abb. 10: Re-Expression von LDOC1 durch Decitabin MDA-MB-468- und MDA-MB-435-Zellen 

wurden teilweise mit 10 µg/ml Decitabin inkubiert und anschließend mittels quantitativer real-time 

PCR auf die Expression von LDOC1 untersucht. Zur Qualitätskontrolle der cDNA der 

Mammakarzinom-Zelllinien wurde die Expression von β-Aktin gemessen. Unbehandelte Zellen 

(Kontrolle) zeigen keine LDOC1-Expression. 
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Ein weiterer Effekt dieser epigenetisch wirksamen Medikamente ist die Umkehrung einer 

Vielzahl anderer im Verlauf der Tumorprogression entstandener Gen-Inaktivierungen, von 

denen LDOC1 nur einen von mehreren epigenetisch regulierten Faktoren darstellt.  

Tatsächlich fiel bei den Versuchen in Zellkultur eine markante optische Veränderung auf, bei 

der sich unter dem Einfluss von Decitabin die Zellen von einer eher spindelförmigen 

(fibroblastoiden) oder kugeligen zu einer eher flachen (epithelialen) Zellform differenzieren 

(Abb. 11). Da epigenetische Medikamente wie Decitabin, anders als traditionelle Zytostatika, 

nicht direkt den Zelltod der Tumorzellen induzieren, werden hiermit gerade solche                                                      

(Re-)Differenzierungsprozesse zu einem epithelialen Phänotyp zu erreichen versucht. 

 

 

 

Abb. 11:  Morphologische Veränderungen durch Decitabin MDA-MB-468- und MDA-MB-435-

Zellen wurden teilweise mit 10 µg/ml Decitabin inkubiert und zur besseren Sichtbarmachung mit 

Coomassie-Farbstoff blau gefärbt.  
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3.6.3 Re-Expression von LDOC1 mittels Expressionsplasmid  
 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war eine der Fragestellungen bezüglich des LDOC1-

Gens, ob es möglich ist, dieses Gen in als LDOC1 negativ identifizierten Mammakarzinom-

Zellen mittels eines Expressionsplasmids selektiv zu re-exprimieren, um so dessen Funktion 

zu untersuchen und potentielle neue Zielgene zu identifizieren.  

Ein LDOC1 codierendes Plasmid wurde in unserem Labor generiert, allerdings konnten keine 

dauerhaft LDOC1 re-exprimierenden Zellklone entwickelt werden, da diese Zellen 

regelmäßig apoptotisch wurden. Dadurch scheinen bisherige Erkenntnisse bestätigt zu 

werden, dass es sich bei LDOC1 um ein wachstumshemmendes Tumorsuppressorgen handelt, 

das in malignen Zellen zum programmierten Zelltod führt.  

Die in den Analysen mit Decitabin gemachten Beobachtungen bestätigen diese Vermutung 

ebenfalls, denn nach Behandlung der Zellen mit diesem Nukleosidanalogon wurde nicht nur 

die Re-Expression von LDOC1 erreicht, sondern die betroffenen Zellen veränderten auch ihre 

Form in Richtung eines höher differenzierten Phänotyps, was auf die teilweise 

Wiederherstellung benigner Eigenschaften schließen lässt.  
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4 EIGENE PUBLIKATIONEN ZUM THEMA 
_______________________________________________________________________ 

 
 

4.1 Das Metastasen-assoziierte Gen MTA3 ist beim fortgeschrittenen 

endometrioiden Adenokarzinom herunterreguliert. 

 

Brüning A, Jückstock J, Blankenstein T, Makovitzky J, Kunze S, Mylonas I 

 

The metastasis-associated gene MTA3 is downregulated in advanced 

endometrioid adenocarcinomas.  
 

Histol Histopathol. 2010 Nov;25(11):1447-56 

_______________________________________________________________________ 

 

Zusammenfassung: 

Im vorliegenden Text werden Untersuchungen an Gewebeproben von 

Endometriumkarzinomen auf die MTA3-Expression und einen potentiellen Zusammenhang 

dieser Expression mit dem Östrogenrezeptor alpha und beta beschrieben. Außerdem 

untersuchten wir die prognostische Relevanz von MTA3 hinsichtlich progressionsfreiem, 

tumorbedingtem und Gesamtüberleben, die sich jedoch nicht bestätigte. 

Durch immunhistochemische Reaktionen [83-89] an 200 Gewebeproben von 

Endometriumkarzinomen [86, 90] konnten wir zeigen, dass die Expression von MTA3 in 

gering differenzierten Karzinomen (G3 nach TNM) [91] signifikant niedriger ist, als in G1- 

oder G2-Tumoren (p < 0,05). Das korreliert mit dem größeren Metastasierungspotential und 

dem verstärkt invasiven Wachstum von G3-Karzinomen [92, 93]. Allerdings ließ sich keine 

Korrelation zwischen der MTA3-Expression und dem Östrogenrezeptor nachweisen.  

Da MTA3 keinen unabhängigen prognostischen Faktor darstellt, eignet es sich nicht zur 

Identifizierung von Hochrisikopatientinnen. Trotzdem ist es, wenngleich in noch unbekannter 

Weise, in die Karzinogenese von Endometriumkarzinomen involviert. Nachdem die MTA3 

nachgeschalteten Signalwege noch nicht im Detail bekannt sind [29, 94-96], sollten 

weiterreichende Untersuchungen auf diesem Gebiet zum Ziel haben, die Rolle von MTA3 

beim Endometriumkarzinom vollständig aufzuklären. 
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4.2 Funktion und Regulierung von MTA1 und MTA3 bei Tumoren der 

weiblichen Geschlechtsorgane 

 

Brüning A, Blankenstein T, Jückstock J, Mylonas I 

 

Function and regulation of MTA1 and MTA3 in malignancies of the female 

reproductive system 

Cancer Metastasis Rev. 2014 Dec;33(4):943-51 

_______________________________________________________________________ 

 

Zusammenfassung: 

Die folgende Arbeit gibt einen Überblick über die Rolle der Metastasen-assoziierten Gene 

MTA1 und MTA3 [20, 97] beim Ovarial-, Zervix- und Endometriumkarzinom. Sie gehören 

zur Familie der nukleären Transkriptionsfaktoren [98, 99] und haben neben der Regulierung 

bestimmter Gene auch die Aufgabe, den Zellzusammenhalt in Geweben zu fördern und 

aufrechtzuerhalten [14, 100-102]. Daneben stellen sie einen wichtigen Faktor bei der 

lymphopoetischen Zelldifferenzierung dar. Dabei ist MTA3 für die Aufrechterhaltung des 

epithelialen Phänotyps verantwortlich, während MTA1 in die epithelial-mesenchymale 

Transition (EMT) involviert ist. 

Die wesentlichen Zielstrukturen von MTA1 und MTA3 sind Snail [94], E-Cadherin [103, 

104], STAT-Proteine (Signal transducers and Activators of Transcription) [105, 106] und der 

Östrogenrezeptor [107, 108], die mit Hilfe von in der Promotorregion der Gene ansetzenden 

Histon-modifizierenden Enzymen sowohl aktiviert, als auch inaktiviert werden können [109, 

110].  

Da es bislang keine Publikationen zur MTA-Expression im Epithel der Ovarien und Tuben 

gab, untersuchten wir das Vorhandensein von MTA1, MTA3, E-Cadherin, und des 

Östrogenrezeptors in diesen Zellen und konnten MTA1, MTA3 und den Östrogenrezeptor 

alpha sowohl im Ovar als auch in der Tube nachweisen, während E-Cadherin nur in der Tube 

nachweisbar war. Unsere Untersuchungen zeigten außerdem, dass die MTA1-Expression mit 

der Aggressivität des Tumors korreliert: So exprimieren fortgeschrittene und gering 

differenzierte Ovarialkarzinome mehr MTA1 als frühe und gut differenzierte Karzinome. 

Die MTA3-Expression ist dagegen beim Ovarialkarzinom im Vergleich zu gesunden 

Ovarialzellen leicht reduziert. 
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Bei Zervixkarzinomen korreliert die Expression von MTA1 ähnlich wie beim 

Ovarialkarzinom mit dem Invasions- und Metastasierungspotential des Tumors. Ist MTA1 in 

großer Anzahl in der Zelle vorhanden, ist das ein unabhängiger Prognosefaktor für sowohl das 

krankheitsfreie als auch das Gesamtüberleben [111].  

Beim Endometriumkarzinom spielt MTA1 im Vergleich zu MTA3 nur eine untergeordnete 

Rolle: Die MTA3-Expression ist in gering differenzierten Endometriumkarzinomen 

signifikant vermindert, allerdings ohne prognostische Relevanz, während bei Stromatumoren 

des Uterus eine hohe Expression von MTA3 das Überleben der Patientinnen signifikant 

verkürzt [112, 113]. 

Die klinische Bedeutung der MTA-Gene und ihrer Genprodukte liegt in der Möglichkeit, 

spezifische Medikamente zu entwickeln, die entweder die MTA-Expression minimieren, oder 

an späterer Stelle im nachgeschalteten Signalweg eingreifen. Eine vielversprechende Substanz 

hierfür ist Inositol [114], das allerdings in dieser Indikation bislang nur in vorklinischen 

Untersuchungen angewendet wurde [109].   
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4.3 Verlust der LDOC1-Expression durch Promotor-Methylierung in 

Zervixkarzinom-Zellen 

 

Buchholtz ML, Jückstock J, Weber E, Mylonas I, Dian D, Brüning A 

 

Loss of LDOC1 expression by promoter methylation in cervical cancer cells  

 

Cancer Invest. 2013 Nov;31(9):571-7 

 

_______________________________________________________________________ 

 

Zusammenfassung: 

Das Leucin zipper downregulated in cancer 1-Gen (LDOC1) kommt ubiquitär im 

menschlichen Körper und damit auch in vielen Geweben des weiblichen Genitaltrakts vor 

[41] und ist ein potentieller Tumorsuppressor [59]. In unseren Untersuchungen an 

Zervixkarzinom-Zelllinien [115] und Gewebeproben von Zervixkarzinomen zum Nachweis 

der Expression von LDOC1 war dieses Gen in vier der sechs untersuchten Zelllinien 

inaktiviert. Im Karzinomgewebe stellten wir ebenfalls ein Herunterregulieren des LDOC1-

Gens fest. Nicht-maligne Fibroblasten und mononukleäre Blutzellen dienten als Kontrolle, in 

denen die LDOC1-Expression nicht beeinträchtigt war. 

Da der Mechanismus der LDOC1-Inaktivierung in den Zervixkarzinom-Zellen nicht bekannt 

war, führten wir PCR-basierte Untersuchungen [116, 117] hinsichtlich Gen-Deletionen, 

Rearrangements und epigenetischen Veränderungen durch und konnten                                               

(Hyper-)Methylierungen in der Promotorregion [62, 63] des Gens als Ursache der fehlenden 

LDOC1-Expression feststellen. Hierbei wird die DNA des Promotors chemisch modifiziert, 

indem durch spezifische Enzyme, die DNA Methyltransferasen (DNMT), an bestimmten 

Stellen Methylgruppen angefügt werden [118]. Der Nachweis der Promotor-Methylierung 

gelang mittels Methylierungs-spezifischer Primer (MSP) [59, 119-123] in allen Zelllinien mit 

inaktivierter LDOC1-Expression. Nach Anwendung des etablierten DNMT-Inhibitors 

Decitabin (AdC) [66, 67] exprimierten die Zellen LDOC1 zum größten Teil wieder. Weitere 

Analysen zeigten, dass eine Überexpression von LDOC1 in Zervixkarzinom-Zelllinien zur 

Apoptose und damit zum Zelltod führt [124]. 

Bezüglich der LDOC1-Expression im Zervixkarzinom-Gewebe fanden wir bei drei von 

insgesamt neun Patientinnen eine verminderte, bei weiteren drei Patientinnen eine normale 
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Expression, während die restlichen drei Patientinnen sogar leicht erhöhte Expressionslevel im 

Vergleich zu gesunden Zervixgewebeproben zeigten.  

Unsere Untersuchungen lassen vermuten, dass die Überexpression von LDOC1 zu einem pro-

apoptotischen Phänotyp  der malignen Zellen führt, während das Herunterregulieren bzw. die 

Inaktivierung des Gens einen Überlebensvorteil für die Karzinomzellen darstellt und mit  

einer schlechteren Prognose für die Patientin verbunden ist. 
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4.4 Epigenetische Inaktivierung des Tumorsuppressorgens LDOC1 in 

Ovarialkarzinom-Zellen 

 

Buchholtz ML, Brüning A, Mylonas I, Jückstock J 
 

Epigenetic silencing of the LDOC1 tumor suppressor gene in ovarian cancer 

cells  
 

Arch Gynecol Obstet. 2014 Jul;290(1):149-54 

_______________________________________________________________________ 

 

Zusammenfassung: 

Ähnlich unseren Untersuchungen zur LDOC1-Expression beim Zervixkarzinom [65], führten 

wir Analysen zum Nachweis dieses potentiellen Tumorsuppressorgens an Ovarialkarzinom-

Zelllinien [125-127] durch: In vier von sieben Zelllinien war das LDOC1-Gen regelrecht 

exprimiert, während sich in den anderen Zelllinien eine komplette Inaktivierung des Gens 

zeigte, die wie bei unseren Versuchen an Zervixkarzinom-Zelllinien ebenfalls durch 

Methylierungen in der Promotorregion hervorgerufen wurde [128-131]. Die Reaktivierung 

der LDOC1-Expression und damit seiner physiologischen Funktion gelang, analog zum 

Zervixkarzinom, durch Zugabe von Decitabin [67]. Hierdurch konnte die epigenetische 

Regulation des Gens durch (Hyper-)Methylierung der Promotorregion indirekt bestätigt 

werden. Dieser Ansatz könnte in Zukunft auch zur pharmakologischen Regulation des 

LDOC1-Gens und damit zur Gentherapie bei Ovarialkarzinomen [132], insbesondere bei 

beispielsweise Platin-resistenten Rezidiven, angewendet werden: Man kann davon ausgehen, 

dass die Resistenz der Karzinomzellen gegen Chemotherapeutika unter anderem durch 

epigenetische Regulationsmechanismen im Sinne einer Inaktivierung von pro-apoptotischen 

Genen [133] wie dem LDOC1-Gen verursacht wird [134, 135]. Die Aufrechterhaltung der 

physiologischen Funktion dieses Gens als potentieller Tumorsuppressor kann mit Hilfe 

geeigneter Substanzen wie Decitabin erreicht werden, wodurch die (Re-)Sensibilisierung der 

malignen Zellen gegenüber Chemotherapeutika gewährleistet wäre.  

Sollte sich in weiteren Versuchen LDOC1 außerdem als zuverlässiger Biomarker zum 

Nachweis von malignen Ovarialzellen erweisen, wäre seine Bestimmung im peripheren Blut 

eine einfache, nicht-invasive Möglichkeit zur Früherkennung von Ovarialkarzinomen.   
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5 WEITERE GEPLANTE PROJEKTE UND AUSBLICK 
_______________________________________________________________________ 

 

Es wurden verschiedene kommerziell erhältliche Antikörper gegen LDOC1 (Sigma-Aldrich, 

Santa Cruz Biotech) ausgetestet, aber keiner dieser Antikörper führte zu einem eindeutigen 

Signal in der Immunfluoreszenz bzw. im Western Blot. Aus diesem Grund wurde ein 

Nachweis für LDOC1 auf RT-PCR Ebene etabliert und angewendet. Dieser Nachweis wäre 

grundsätzlich auch für eine Expressionsanalyse von LDOC1 an Mammakarzinom-Geweben 

möglich. Im Gegensatz zu immunhistologischen Arbeiten kann dabei aber aufgrund der 

Gewebehomogenisierung nicht zwischen verschiedenen Zelltypen unterschieden werden, was 

die Aussagen und Analysen eines derartigen Screenings erschweren würde.  

Von besonderer Bedeutung ist aber unsere Beobachtung der LDOC1-Promotor-Methylierung 

in triple-negativen Mammakarzinom-Zellen, was mittels methylierungs-spezifischer PCR 

einen sehr eindeutigen Nachweis von methylierten LDOC1-Promotorregionen erlaubt. Diese 

Methylierungsanalyse des LDOC1-Promotors wurde von uns und anderen Arbeitsgruppen 

bereits etabliert [59] und hat den Vorteil eines tumorzellspezifischen Nachweises. Dadurch 

können selbst wenige maligne Zellen bzw. auch Krebsvorstufen mit LDOC1-Promotor-

Methylierung innerhalb eines Gewebeverbands erkannt werden, was die Methode auch für 

kleinere Biopsien aus Brustdrüsengewebe oder Probeentnahmen aus dem Blut (sog. 

Flüssigkeitsbiopsien zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen) geeignet macht.  

Wenn diese vorklinischen Analysen an Mammakarzinom-Gewebeproben und zirkulierenden 

Tumorzellen aus dem Blut unsere Ergebnisse bestätigen, ist die Korrelation mit klinischen 

Daten geplant, um die Relevanz für die Klinik zu prüfen. Parallel dazu können in vivo-

Untersuchungen im Tiermodell zu Wirkung und potentiellen Nebenwirkungen in der 

Anwendung von Decitabin bei soliden Tumoren erfolgen. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

_______________________________________________________________________ 

 

Ovarialkarzinome sind weltweit eine der Krebsentitäten mit den kürzesten Überlebenszeiten.  

Da sie wegen fehlender Frühsymptome häufig erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert 

werden, befasst sich die aktuelle Forschung intensiv mit der Tumorbiologie und Faktoren, die 

eine genauere Charakterisierung des jeweiligen Tumors und damit individuellere 

Therapieregime ermöglichen. Dadurch wird versucht, die für die Patientin am besten 

geeignete Behandlung bei gleichzeitig möglichst günstigem Nebenwirkungsprofil 

auszuwählen. 

Brustkrebs ist in Deutschland die häufigste Krebsentität und die fünfthäufigste Todesursache 

von Frauen. Im Frühstadium kann durch die Entfernung des Tumors und eines oder mehrerer 

axillärer Lymphknoten, anschließender Radiatio und adjuvanter Therapien (Chemotherapie, 

endokrine Therapie und zielgerichtete Therapie) manchmal komplette Tumorfreiheit erreicht 

werden. Wenn sich aber Metastasen gebildet haben, die teilweise auch nach über 10 Jahren 

auftreten können, ist die Krankheit nur noch palliativ therapierbar.  

Auch beim Mammakarzinom befassen sich neuere Forschungsprojekte mit der Identifizierung 

tumorbiologischer Faktoren, die als Zielstrukturen für individuelle Therapiekonzepte dienen 

können.  

Die Charakterisierung vieler dieser Parameter, die unterschiedliche Typen von Ovarial- und 

Mammakarzinomen kennzeichnen, ist bereits sogar auf molekularer Ebene gelungen, indem 

die den einzelnen Faktoren zugrundeliegenden Gene identifiziert und in Gendatenbanken 

erfasst wurden. Zum großen Teil noch unklar sind jedoch die Signalwege und Zielstrukturen 

und damit die Wirkmechanismen der jeweiligen Gene und Genprodukte. 

Das Metastasen-assoziierte Gen MTA1 ist ein solcher tumorbiologischer Faktor, der im 

Vergleich zu gesunden Zellen des Ovars und der Mamma in Tumorzellen häufig 

überexprimiert ist, dadurch deren Invasionsfähigkeit fördert und das Metastasierungspotential 

erhöht. MTA1 hat die Funktion eines Transkriptionsfaktors und kann so das An- oder 

Ausschalten und damit die Expression anderer tumorrelevanter Gene regulieren.  

Eines dieser Gene ist das Leucin zipper downregulated in cancer 1-Gen (LDOC1), das eine 

gegensätzliche Funktion hat, nämlich als Tumorsuppressor das Wachstum und 

Invasionspotential maligner Zellen zu hemmen.  
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Daher haben Patientinnen, deren Tumor eine normale Expression von LDOC1 zeigt, eine 

bessere Prognose als solche, in deren Tumor LDOC1 herunterreguliert bzw. komplett 

inaktiviert ist. Andererseits ist die Prognose von Patientinnen mit MTA1 überexprimierenden 

Tumoren schlechter, als bei Tumoren mit normaler MTA1-Expression. 

Ziel dieses Projekts war die Untersuchung des Einflusses, den MTA1 und LDOC1 auf das 

Metastasierungspotential beim Ovarial- und Mammakarzinom haben, die Charakterisierung 

von LDOC1 als möglicherweise durch MTA1 reguliertes Gen, sowie die Identifizierung der 

Funktion von LDOC1 als potentieller Tumorsuppressor.  

Hierzu führten wir Untersuchungen an Ovarialkarzinom-Zelllinien und Gewebeproben von 

Ovarialkarzinomen, sowie an Mammakarzinom-Zelllinien durch. Mit Hilfe 

immunhistochemischer Reaktionen konnten wir zeigen, dass beim Ovarialkarzinom die 

MTA1-Expression bei höherem Grading (G3) signifikant erhöht ist (p < 0.05), entsprechend 

der durch die Tumorprogression entstandenen höhergradigen Entdifferenzierung der malignen 

Zellen. 

Unsere Versuche mittels RT-PCR an Zervixkarzinom- und Ovarialkarzinom-Zelllinien 

zeigten eine Unterdrückung der Expression von LDOC1 in vier der sechs untersuchten 

Zervixkarzinom-Zelllinien und in vier der sieben untersuchten Ovarialkarzinom-Zelllinien. 

Dies ist mit bekanntermaßen schnellerem Wachstum von Tumorzellen im Vergleich zu 

gesunden Zellen assoziiert und bestätigt die Funktion von LDOC1 als Tumorsuppressor: 

Nicht entartete Zellen mit normaler Expression von LDOC1 gehen bei Zellschäden bzw. 

drohender unkontrollierter Zellteilung, wie sie für die Tumorigenese essentiell ist, in einen 

pro-apoptotischen Phänotyp mit nachfolgendem programmierten Zelltod über. Bereits 

maligne entartete Zellen, in denen die LDOC1-Expression herunterreguliert oder ganz 

unterdrückt ist, sterben nicht ab, sondern teilen sich (unkontrolliert) weiter, weil die potentiell 

tumorsuppressive Wirkung von LDOC1 nicht zum Tragen kommt.     

Unsere Untersuchungen bezüglich der Inaktivierung der LDOC1-Expression zeigten als 

zugrundeliegenden Mechanismus nicht eine strukturelle Veränderung des Gens, wie 

beispielsweise Deletionen oder Insertionen, sondern eine Methylierung am Anfang des Gens 

in der Promotorregion. Hierdurch kann das Gen nicht mehr exprimiert werden, und folglich 

seine Funktion als Tumorsuppressor nicht mehr wahrnehmen.  

Durch Hemmung der Methylierungsprozesse in der Promotorregion nach Zugabe des DNA-

Methyltransferaseinhibitors Decitabin wird LDOC1 wieder normal exprimiert und bewirkt, 

dass die Zelle bei drohender maligner Entartung apoptotisch wird und damit abstirbt.  
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Mit Hilfe eines von uns entwickelten Expressionsplasmids gelang die selektive Re-Expression 

von LDOC1 in Zervixkarzinom- und Mammakarzinom-Zellen. Allerdings konnten keine 

dauerhaft LDOC1 re-exprimierenden Zellklone generiert werden. Das lässt auf den 

tumorsupprimierenden Effekt von LDOC1 schließen, denn nach Re-Expression des Gens 

waren die malignen Zellen nicht (lange) lebensfähig, sondern starben durch die apoptotische 

Wirkung von LDOC1 ab. 

Die Untersuchungen an neun Mammakarzinom-Zelllinien zeigten ebenfalls ein 

Herunterregulieren des LDOC1-Gens, wenn auch nicht in gleichem Ausmaß wie bei den 

Zervix- und Ovarialkarzinom-Zelllinien. Es war jedoch eine signifikante Korrelation des 

Expressionsverlusts mit der Aggressivität der malignen Zellen festzustellen: Gerade triple-

negative Mammakarzinom-Zellen, die mit den gängigen Therapieregimen schwerer zu 

eliminieren sind als Brustkrebszellen anderer Subtypen, zeigten einen deutlicheren Verlust 

der LDOC1-Expression. 

Als dem Expressionsverlust zugrunde liegenden Mechanismus konnten wir analog zu den 

Zervix- und Ovarialkarzinom-Zelllinien auch bei den Mammakarzinom-Zellen epigenetische 

Veränderungen im Sinne von Promotor-Methylierungen feststellen.  

Entsprechend der Beobachtungen beim Zervix- und Ovarialkarzinom ließ sich auch bei den 

Mammakarzinom-Zellen die LDOC1-Expression durch Zugabe von Decitabin 

wiederherstellen.  

Auch die im Verlauf der Tumorprogression erfolgte epitheliale-mesenchymale Transition mit 

Veränderung der Zellmorphologie hin zu einem nicht-epithelialen Phänotyp konnte durch 

Decitabin rückgängig gemacht werden, sodass die Zellen ihre epitheliale Form 

zurückgewannen.  

Die Analysen an insgesamt neun Mammakarzinom-Zelllinien hinsichtlich MTA1 zeigten in 

keiner der Zelllinien einen Expressionsverlust von MTA1. Ebenso ließ sich kein 

Zusammenhang zwischen einer erhöhten MTA1-Expression und einer erniedrigten 

Expression von LDOC1 feststellen. Daraus kann man schließen, dass diese Gene zwar 

gegensätzliche Wirkungen hinsichtlich des Invasions- und Metastasierungspotentials maligner 

Zellen haben, sich aber nicht gegenseitig beeinflussen.  

Die Expression des LDOC1-Gens wurde mittels einer bereits lange etablierten und von uns 

speziell für dieses Gen modifizierten Methode, der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), 

untersucht. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf Veränderungen im Sinne von 
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Methylierungen im Anfangsbereich des Gens (Promotorregion) gelegt, da Genregulierungen 

bekanntermaßen häufig über Promotor-Methylierungen erfolgen.  

In weiteren geplanten Forschungsprojekten sollen Zielgene identifiziert werden, die von 

LDOC1 reguliert werden und durch die das Wachstum der Tumorzellen gehemmt wird. 

Hierfür ist das Screening einer größeren Anzahl an Mammakarzinom-Gewebeproben mit 

Hilfe eines kürzlich gegen LDOC1 entwickelten kommerziellen Antikörpers geplant. 

Wenn durch diese Untersuchungen nachgewiesen werden kann, dass LDOC1 beim 

Mammakarzinom tatsächlich das Tumorwachstum und die Ausbildung von Metastasen 

hemmt, kann dieses Gen oder eines seiner Zielgene zukünftig als Angriffspunkt für 

zielgerichtete Therapien genützt werden, wodurch eine Verbesserung der Prognose erreicht 

werden kann. 

Zusammenfassend ist eine Überexpression von MTA1 mit einem erhöhten Invasions- und 

Metastasierungspotential der Tumorzellen sowohl beim Ovarial- als auch beim 

Mammakarzinom und mit einer geringeren Differenzierung des Tumorgewebes beim 

Ovarialkarzinom assoziiert.  

Der Tumorsuppressor LDOC1 hat einen gegensätzlichen Wirkmechanismus und ist in vielen 

malignen Zellen in seiner Expression teilweise oder komplett inaktiviert. Somit beeinflussen 

beide Gene sowohl das Invasions- als auch das Metastasierungspotential von Tumoren, 

allerdings in entgegengesetzter Weise, und haben keine gegenseitigen Wechselwirkungen 

untereinander. Insbesondere zeigte sich, dass LDOC1 nicht wie ursprünglich angenommen 

durch MTA1 reguliert wird. 

Unsere Untersuchungen an LDOC1 zeigten außerdem ein epigenetisches Herunterregulieren 

dieses Gens durch Promotor-Methylierung, was durch Zugabe des DNA-

Methyltransferaseninhibitors Decitabin rückgängig gemacht werden kann.   

Damit könnten neue therapeutische Ansatzpunkte und Möglichkeiten etabliert werden, wenn 

sich Decitabin und ähnliche Substanzen in weiteren Versuchen als verträglich und effektiv 

genug erweisen.  
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cDNA 

 

complementary deoxyribonucleic acid 

CLL chronische lymphatische Leukämie 

CMV Cytomegalievirus 

DNA 

 

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

DNMT  
 

DNA methyltransferases 

EMT   
 

epithelial-mesenchymale Transition 

FIGO 

 

Fédération Internationale de Gynécologie et 
d’Obstétrique 

HATs 

 

Histon Acetyltransferasen 

HBL100  

 

human breast lactating, donor 100 

HDAC 

 

Histondeacetylasen 

HeLa-Zellen 

 

Henrietta Lacks-Zellen 

HER2 

 

human epidermal growth factor receptor 2 
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kDa 

 

Kilo Dalton 

LDOC 
 

Leucin zipper downregulated in cancer  

MSP methylierungsspezifische Primer 

MTA 
 

Metastasen-assoziiert 

NF- kappaB 

 

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 
activated B-cells 

NuRD  

 

nucleosome remodeling and histone 
deacetylation 

ORF open reading frame 

OVCAR3  

 

National Institute of Health ovarian carcinoma 
cell line 3 

OVMZ36 Ovar-Mainz-36  

PCR 
 

Polymerase chain reaction (Polymerase-
Kettenreaktion) 

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RT-PCR  
 

Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion 

SANT Swi3, Ada2, N-Cor, TFIIIB 

SH3-Domäne SRC (Sarcoma) Homologie 3-Domäne 

STAT Signal transducers and Activators of 
Transcription 

TNM Tumor, Nodes, Metastases 
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