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1 Einleitung und Hintergrund

1.1 Krebs — eine Volkskrankheit in Zahlen

Nach aktuellen Zahlen der World Health Organisation (WHO) belauft sich die Anzahl der
jahrlichen Krebsneuerkrankungen weltweit auf geschitzte 14 Millionen, die Mortalitit liegt
bei ca. 8,2 Millionen. Gemal3 der aktuellen Publikation ,,Krebs in Deutschland® (Beitrage zur
Gesundheitsberichterstattung des Bundes — Krebs in Deutschland 2009/2010 2013), einer
gemeinsamen Veroffentlichung des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft der epide-
miologischen Krebsregister in Deutschland e. V., ist als Folge des demografischen Wandels
in Deutschland ein Anstieg der Inzidenz von Krebserkrankungen um ca. 20 % innerhalb der
nichsten 20 Jahre zu erwarten. Die Zahl an Neuerkrankungen soll sich weltweit in den
nichsten zwanzig Jahren mehr als verdoppeln (Stewart 2014). Von ca. 478 000 Neuerkran-
kungen im Jahr 2012 (bei Minnern ca. 252000 und bei Frauen ca. 226000, siche Tab. 1)
betreffen rund 50 % die Brustdriise, die Prostata, den Darm oder die Lunge (siche Abb. 1).
Jeder zweite Mann (51 %) und ca. jede dritte Frau (43 %) erkranken in Deutschland im Laufe
ihres Lebens an Krebs. Bei Frauen ist das Mammakarzinom dabei mit rund 70000 Neuer-

krankungen pro Jahr unbestritten die haufigste maligne Tumorerkrankung.

Tabelle 1: Tabelle 3ur Ubersicht der wichtigsten epidemiologischen Mafizablen fiir Deutschland, ICD-

10 CO0-C97 obne C44.
20m 2012 Prognose fiir 2016
Ménner Frauen Ménner Frauen Ménner | Frauen
Neuerkrankungen 259.090 . 229.720 252.060 . 225.850 266.800 . 231.900
rohe Erkrankungsrate’ 661.3 559,0 6413 5493 666,2 | 559.8
standardisierte Erkrankungsrate’2 460,0 ; 356,2 440,2 . 3489 437.8 i 345,2
mittleres Erkrankungsalter3 70, 69 70, 69 :
Sterbefille 119.368 | 101.546 119.717 A 101.206 .
rohe Sterberate? 304.6 \ 2471 1046 \ 2461 .
standardisierte Sterberate’2 202,7 . 129,7 198,6 i 127.4 y
5-Jahres-Pravalenz 813.100 | 789.100 810.300 790.500 |
nach 5 Jahren nach 10 Jahren
absolute Uberlebensrate (2011—2012) 4 52 (47-55) | 59 (55-63) | 40 (34-42) 48 (44-50)
relative Uberlebensrate (2011 -2012)4 62 (56-65) 67 (62-70) | 57 (51-61) 62 (58-65)

1 je 100.000 Personen 2 altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung 3 Median 4 in Prozent (niedrigster und hichster Wert der einbezogenen Bundeslinder)

(Beitrige zur Gesundbeitsberichterstattung des Bundes — Krebs in Dentschland 2009/ 2010 2013)
Copyright ©Robert Koch-Institut, mit freundlicher Genebmigung.



2 Einleitung und Hintergrund

Minner Frauen

Prostata AT, Brustdrise
Lunge P Carm
Darm I L .nge
Harnblase IFE Cebiarmutterkdrper
Malignes Melanom der Haut Malignes Melanom der Haut
Niere |lEX] EFEM Bauchspeicheldrise
Mundhéhle und Rachen FFEll Non-Hoedgkin-Lymphome
Magen [EXS EENM Eierstocke
MNon-Hodgkin-Lymphome FEl Magen
Bauchspeicheldriise Xl Niere
Leukidmien Pl Leukimien
Leber Gebirmutterhals
Speiserdhre 1 Schilddriise
Hoden [ [ Harnblase
zentrales Nervensystem 3 [ Mundhéhle und Rachen
Multiples Myelom [l [ zentrales Nervensystern
Kehlkopf I Il Vulva
T — 1 T T T T T T

16 30 24 13 '|i 6 o 0 & 12 18 24 30 36

ADbDb. 1:  Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefillen in Deutsch-
land 2012 (Beitrige zur Gesundheitsberichterstattung des Bundes — Krebs in Deutschland
2009/2010 2013) Copyright ©Robert Koch-Institut, mit freundlicher Genebnigung.

Die Zahl des Zervixkarzinoms ist mit rund 4700 Neuerkrankungen deutlich geringer und in
den letzten Jahren auf diesem niedrigen Niveau stabil geblieben, jedoch sind nach wie vor
20 % der Krebserkrankungen in Schichten mit mittlerem oder niedrigem Auskommen auf
virale Infektionen zutiickzufithren (z. B. HPV — Humanes Papillomavirus, HBV/HCV —
Hepatitis-B-/C-Virus). Anhand dieser Zahlen wird die hohe wissenschaftliche und klinische
Signifikanz von bésartigen Tumoren in unserer heutigen Zeit sehr deutlich. Der wissen-
schaftliche Schwerpunkt liegt dabei nicht ausschlieflich auf den therapeutischen
Moéglichkeiten, sondern vor allem auch bei den Priventions-, Friherkennungs- und

Screeningverfahren sowie bei den Ursachen der Tumorentstehung selbst.

1.2 Karzinogenese — die Entstehung von Krebs

Die Tumorgenese, auch Karzinogenese genannt, ist ein komplexer, bislang noch nicht ginz-
lich verstandener Prozess. Lange Zeit herrschte die Meinung vor, dass ein bestimmtes Kan-
zerogen in Kombination mit einem Risikofaktor zu einer Schidigung des genetischen
Materials der Zelle und somit zu einer fehlerhaften Programmierung fihre. Knudsons be-
kannte Two-Hit-Theorie basiert auf der Annahme, dass beide Allele eines Gens homologer
Chromosomen genetisch verandert sein miissen, damit ein Tumor entstehen kann (Knudson
1997). Im Laufe des letzten Jahrhunderts wurden diverse Modelle zur Pathogenese von
Karzinomen entwickelt, die jeweils ithren Schwerpunkt auf unterschiedliche Ausléser legen
(Vineis et al. 2010). Beispiele der wissenschaftlichen Geschichte, die eine genetische
Komponente belegen, sind das Lynch-Syndrom (das heutige HNPCC — hereditary non pohyposis

colorectal cancer), das Li-Fraumeni-Syndrom, sowie auch das Protoonkogen Ras (rat sarcoma),
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dessen verianderte Form vermehrt vor allem in Pankreaskarzinomen und bei malignen
Erkrankungen des myelotischen Systems vorkommt und in den 1980er Jahren von mehreren
Forschungsgruppen untersucht wurde (Lynch et al. 1966; Li und Fraumeni 1969). In den
1990er Jahren wurden weiterhin genetische Mutationen des Mammakarzinoms identifiziert,
die sog. BRCA (Breast Cancer) 1- und 2-Mutationen (Hall et al. 1990; Miki et al. 1994; Wooster
und Stratton 1995).

Letztlich entscheidend fir die Tumorentstehung ist die ibermalBige Zahl der proliferieren-
den Zellen, die diejenige der absterbenden tbersteigt. Die Auffassung der wesentlichen Ver-
inderungen der Mechanismen der Zellregulation einer Zelle, die zu deren malignen Ent-
artung beitragen, wurde in den letzten 20 Jahren vor allem durch zwei Artikel gepragt, ver-
offentlicht in den Jahren 2000 und 2011 von Hanahan und Weinberg. In ,,The hallmarks of
cancer’ (Hanahan und Weinberg 2011) werden in der urspriinglichen Fassung sechs und in
der iiberarbeiteten Version acht ,,Markenzeichen®, sog. ,,Hallmarks, beschrieben, die fiir die

Entartung einer Zelle verantwortlich gemacht werden. Hierzu gehéren:

1. eine Unabhingigkeit von Wachstumssignalen

2. ein Nichtansprechen auf inhibierende Signale

W

ein Ausbleiben der terminalen Differenzierung und der damit zusammenhingenden
Beendigung der Proliferation
4.  ein unbegrenztes Wachstumspotenzial der entdifferenzierten Zellen, ein Ausbleiben des

programmierten Zelltodes und letztlich eine Gewebeinfiltration

w1

die Invasion in umliegende Gewebe (Metastasierung)

o

die nachhaltige Bildung neuer Blutgefile (Angiogenese) zur Aufrechterhaltung und

Selbstversorgung des Zellkonglomerats.

Die spiter hinzugefiigten Hallmarks erginzen Folgendes:

7. die Uberprogrammierung des Energiestoffwechsels

8. das Umgehen von Angriffen der Immunabwehr.

Hanahan und Weinberg sehen demnach Krebs als eine Erkrankung einer einzelnen Zelle
und die Genetik als Schltssel zur Heilung (Weinberg 1999). Kritiker halten diese Sicht nach
heutigem Stand der Wissenschaft fir zu einseitig (Sonnenschein und Soto 2013). Sie glauben
an ein Zusammenspiel von Mutation, genetischer Instabilitit, hereditiren Faktoren, duleren

Karzinogenen, Epigenetik und Zellselektion (Peltomiki 2012).
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LDOCI (Leucine zipper downregulated in ovarian cancer 1) und CRIP1 (Cysteine-rich intestinal protein
7) wurden in dieser Arbeit im Hinblick auf Ihre Rolle in diesem komplexen Prozess unter-
sucht. LDOCIT ist dabei in seiner Rolle als Tumorsuppressorgen von Bedeutung in der
Karzinogenese (Lee et al. 2013). Beziiglich CRIP1 wurde eine Uberexpression des Gens in
unterschiedlichen Tumorzellen nachgewiesen (Ma et al. 2003; Liu et al. 2004; Chen et al.
2003; Wang et al. 2007; Groene et al. 20006; Terris et al. 2002). Die genaue Funktion von
CRIP1 im Zellorganismus ist noch nicht hinreichend geklirt und war darum Hauptinteresse

der vorliegenden Arbeit.

1.3 Das Mammakarzinom

Brustkrebs ist mit einer Million Neuerkrankungen pro Jahr weltweit der hiufigste maligne
Tumor der Frau und die zweithadufigste krebsbedingte Todesursache bei Frauen. Das Robert
Koch-Institut (2015) gibt rund 70000 Neuerkrankungsfille an invasivem Mammakarzinom
tir das Jahr 2012 an (sieche Tabelle 2). Nach Einfiihrung des Mammografie-Screening-
Verfahrens in Deutschland im Jahr 2005 stiegen die Zahlen zunichst sprunghaft an (siche
Abb. 2). Etwa jede achte Frau in Deutschland erkrankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs,

jede vierte ist bet Diagnosestellung unter 55 Jahre alt (vgl. Tab. 2).

Tabelle 2: Tabelle zur Ubersicht der wichtigsten epidemiologischen Mafizablen fiir Brustdyiisenkrebs fiir
Dentschland, ICD-10C50.

Neuerkrankungen Frauen Manner Sterbefille Frauen Manner
Absclute Zahl 71.640 682 Abselute Zahl 17.853 156
Mittleres Erkrankungsalter 64,3 69,9 Mittleres Sterbealter 726 74,4
Rohe Rate 174,0 1,7 Rohe Rate 43,4 0.4
Altersstandardisierte Rate 19,3 11 Altersstandardisierte Rate 236 0,2
Aktueller Trend' +1,3% Aktueller Trend 1,2%
Altersstandardisierte Rate (EU) 106,6 Altersstandardisierte Rate (EU) 22,0 0.3
Prognose fiir 2020 (absolute Zahl) 77.600° Aktueller Trend (EU)' -1,5%

Uberleben Pravalenz

Relatives 5-Jahres-Uberleben 883 77% 5-Jahres-Pravalenz 315.740 2420
Relatives 10-Jahres-Uberleben 82% 65% 10-Jahres-Privalenz 551.960 3.760
1 durchschnittliche jdhrliche Verdnderung der altersstandardisierten Rate zwischen 2003 und 2013
2 unter der Annahme ab 2013 gleichbleibender Erkrankungsraten fir Frauen zwischen 50 und 74 Jahren

(Beitrige zur Gesundbeitsberichterstattung des Bundes — Krebs in Deuntschland 2009/2010 2013)
Copyright ©Robert Koch-Institut, mit freundlicher Genebmigung.
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ADbb. 2: Neunerkrankungs- und Sterberaten fiir Brustkrebs in Deutschland.
Links: Absolute Zah! der Neuerkrankungs- und Sterbefille Brustkrebs nach Geschlecht, ICD-
10 C50, Deutschland 1999 — 2012. Rechts: Erfasste altersstandardisierte Nenerkrankungs-
und Sterberaten bzgl. Brustkrebs in den Bundeslindern, Frauen, ICD-10 C50, 2011 — 2012,
Je 100.000 (Europastandard). Copyright ©Robert  Koch-Institut, wmit  freundlicher
Genebmigung.

1.3.1  Risikofaktoren, Fritherkennung und Prognose

Eine frithe oder eine spite erste Regelblutung, Nulliparitit oder eine spite erste Schwanger-
schaft, eine Hormonersatztherapie, insbesondere mit Ostrogen/ Gestagen-Kombinations-
priparaten sowie auch Adipositas, Nikotinkonsum und Mangel an Bewegung in und nach
den Wechseljahren sind mit einem erhéhten Brustkrebsrisiko assoziiert. Weitere determinie-
rende Risikofaktoren sind u. a. Strahlenbelastung und eine familidre Pridisposition (p53,
BRCA1, BRCA2). Die Mortalitit zeigt sich seit den 1990er Jahren in Deutschland und auch
z. B. in den USA riickldufig. Besonders die Entwicklung von Methoden zur Fritherkennung
von malignen Verinderungen oder Prikanzerosen sowie die Entwicklung einer adjuvanten
systemischen Therapie haben zu einer Verbesserung des therapeutischen Ergebnisses und
der Ubetlebensrate bei Brustkrebspatienten gefithrt (National Cancer Institute 2015). Diese
Methoden der Friherkennung sind jedoch nicht fehlerfrei und kénnen sowohl falsch-posi-
tive als auch falsch-negative Ergebnisse hervorbringen. Daher wird auf diesem Gebiet wei-
terhin intensiv geforscht, wobei der Schwerpunkt nicht nur auf der Fritherkennung, sondern
auch auf der genauen Lokalisation, der Differenzierung und der Prognoseerhebung zur Be-

urteilung der weiteren Therapiemdglichkeiten liegt.
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Die klinische Einteilung der Mammakarzinome erfolgt nach der FIGO (Fédération Internatio-
nale de Gynécologie et d’Obstétrigue)- bzw. TNM (Tumor-Nodus-Metastasen)-Klassifikation (Sinn
et al. 2010). Hier spielen weitere Faktoren wie Tumorgréfle und der Befall von axilliren
Lymphknoten eine Rolle. Neben der operativen Exzision des Lokalbefundes fillt der
adjuvanten Therapie in Form einer Bestrahlung und/oder systemischen Therapie eine
entscheidende Rolle im Hinblick auf die Prognose zu. Auch kleinste lokale Befunde eines
invasiven Karzinoms konnen nach operativer Entfernung und Bestrahlung Fernmetastasen
entwickeln (Bartram et al. 2010). Da das Mammakarzinom eine Erkrankung mit einem hohen
Risiko des (spiten) Rezidivs ist, sind die sonst hiufig verwendeten 5-Jahres-Uberlebensraten
obsolet (Hiddemann 2010). Fir die prognostische Einschitzung der Erkrankung erfolgt
daher eine komplexe Beurteilung durch prognostische Faktoren, die bereits zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung festzustellen sind, und pridiktive Faktoren, die im Zusammenhang mit
dem Ansprechen des Tumors auf die Therapie stehen (z. B. Ostrogen- und Progesteron-
rezeptorgehalt des Tumors). Auf die aktuell relevanten prognostischen Faktoren wird in

Bezug auf diese Arbeit genauer in Unterabschnitt 1.3.3 eingegangen.
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1.3.2  Pathogenese
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Abb. 3 Eigene schematische Darstellung der Mammatkarzinogenese, der maglichen Ursachen und
therapentischer Interventionen verdndert nach (Kaufmann 2011). Chemoprivention bezeichnet
hierbei 2.B. selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) wie Tamoxifen. Copyright
OSpringer-Verlag GmbH, mit freundlicher Genebmigung.

Um Ideen tber mdégliche neue prognostische und therapeutische Faktoren zu entwickeln
und damit die Therapie individuell zu optimieren, ist ein genaueres Verstindnis der Patho-
genese einer Erkrankung notwendig. Der Einfluss von Ostrogen wurde schon Ende des 19.
Jahrhunderts vermutet. Man begann mit der therapeutischen Entfernung der Ovarien,
woraufhin bei den Patientinnen ein Riickgang von Metastasen beschrieben wurde. Mit der
Entdeckung der Ostrogenrezeptoren in Mammakarzinomzellen im Jahr 1971 (Cole et al.
1971) wurde diese Beobachtung auf biochemischer Ebene bestitigt. Die spontan auftreten-
den Mammakarzinome entstehen vermutlich aufgrund einer Kombination aus den oben
genannten Risikofaktoren und (epi-)genetischer Verdnderungen. Das oben dargestellte
Schema (Abb. 3) verschafft einen Uberblick iiber die bisherigen Annahmen der Tumorent-
stechung, der beeinflussenden Faktoren sowie der daraus resultierenden therapeutischen

Konsequenzen.
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Histologisch gesehen sind fast alle Mammakarzinome Adenokarzinome und finden entweder
duktal, also in den Epithelzellen der Milchdriise, oder lobulir, in den Epithelzellen der Drii-
senldppchen, ihren Ursprung. Bei Vorliegen einer atypischen Hyperplasie betrdgt das abso-
lute Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, tiber einen Zeitraum von 25 Jahren 30 % (Hartmann
et al. 2015). Liegt eine atypische lobuldre oder duktale Hyperplasie (ALH bzw. ADH) vor,
ist das Risiko einer malignen Entartung erhoht (5,1 %). Bei einer nicht invasiven Lision,
einem Carcinoma in situ, erhoht sich das Risiko sukzessive und betrigt bei einem lobuldren
Carcinoma in situ 6,5 % und bei einem duktalen Carcinoma in situ bereits 7,2 % (Hiddemann
2010). Ebenfalls ist inzwischen die Charakterisierung des Mammakarzinoms tber den
Ostrogen-, Progesteron- und Her2/neu-Rezeptorstatus von Bedeutung und findet in Unter-
abschnitt 2.3.3 genauere Erklirung. Die sogenannten Triple-negativen Mammakarzinome
sind wiederum eine sehr heterogene Gruppe. Zum einen werden sie immunhistologisch
durch ihre Rezeptornegativitit definiert. Zum anderen gehéren die sog. basal-like
Mammakarzinome zu dieser Gruppe, die molekulargenetisch ein dhnliches Genexpressions-

profil wie myoepitheliale Zellen der Mamma ausweisen (Kaufmann 2011).

1.3.3  Klinisch relevante prognostische Faktoren und ihre therapeutische
Bedeutung

Intensive Forschungen, besonders in Bezug auf die regulatorischen Mechanismen in und um

die Brustkrebszelle, brachten bis dato eine prognostische Relevanz von tber 100 unter-

schiedlichen Molekilen hervor (Kaufmann 2011). Letztlich sind davon aktuell drei von so-

wohl klinischer als auch therapeutischer Bedeutung.

Steroidhormonrezeptoren liegen als Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma vor und wan-
dern bei Aktivierung in den Zellkern (z. B. Ostrogenrezeptoren ERa, ERB). Die selektiven
Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM, z.B. Tamoxifen oder Raloxifen) und Aromata-
sehemmer (Anastrozol, Letrozol) werdem zur hormonellen Tumortherapie und zur Rezidiv-
prophylaxe angewendet. Die unterschiedlichen Wirkungsweisen der SERM erkldrt man sich
durch eine ungleiche Verteilung von ERa und ERB bzw. der Koaktivatoren bzw. -inhibitoren

in den Geweben.

Die Familie der Wachstumsfaktorrezeptoren (epidermal growth factor receptor — EGFR) besteht
aus transmembraniren Glykoproteinen mit einer intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitit. Sie
umfasst folgende Entititen: EGFR1/HER1 (EtbB-1), Her2/neu (EtbB-2), HER3 (EtbB-3)
und HER4 (ErbB-4). Der EGFR wird in 30-60 % aller invasiven Mammakarzinome ver-

mehrt exprimiert. Die Liganden Epidermal Growth Factor (EGF) und Transforming
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Growth Factor « (TGF-«) binden an den extrazelluliren Teil des Rezeptors und aktivieren
diesen. Eine Hochregulation des EGFR wird mit diversen Tumorarten assoziiert. Bestimmte
monoklonale Antikérper (z. B. Cetuximab) oder auch Tyrosinkinaseinhibitoren (z. B.
Gefitinib, Erlotinib) werden inzwischen therapeutisch angewendet. Die genaue
prognostische Bedeutung des EGFR in Bezug auf Tumorprogression oder -ausbreitung wird
jedoch weiterhin kontrovers diskutiert (Murray et al. 1993; Toi et al. 1990). Der Her2/neu-
Rezeptor ist verwandt mit dem EGFR, seine extrazellulire Bindungsregion dhnelt jener des
EGFR jedoch nur entfernt. Eine Uberexpression des Her2/neu-Rezeptors bei Brustkrebs-
patienten ist mit diversen negativen prognostischen Parametern wie z. B. einer erhéhten An-
zahl befallener Lymphknoten, einem fortgeschrittenen Tumorstadium sowie mit einer ver-
kiirzten Lebenszeit assoziiert (Hiddemann 2010). Eine Uberexpression des Gens kann bei
ca. 20-30 % der invasiven Mammakarzinome beobachtet werden, was eine Rolle bei der
Tumorentstehung und -progression impliziert (Slamon et al. 1987). Sie bewirkt eine
Produktion von bestimmten Signalmolekiilen, die wiederum tber den Ras-MAP (mzzogen-
activated protein)-Kinase-Weg einen stimulierenden Einfluss auf das Zellwachstum haben und
tiber den mTOR(mechanistic Target of Rapamycin)-Signalweg die Initialisierung der
Apoptose inhibieren (Hudis 2007; Oda et al. 2005). Eine Bestimmung des Her2/neu-
Rezeptorstatus ist sowohl von hoher prognostischer als auch von enormer therapeutischer
Bedeutung. In der votliegenden Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen Her2/neu und

CRIP1 untersucht.

Das p53-Protein ist ein Tumorsuppressorgen, das in zahlreichen Tumoren inaktiviert ist. Es
wurde 1992 erstbeschrieben und als ,,Wachter des Genoms®™ bezeichnet (Lane 1992).
Physiologisch ist es bei vorangegangenen zytotoxischen Einwirkungen mit irreparablen
DNA-Schiden fir die Apoptoseinduktion zustindig. Eine Mutation des p53-Gens und der
daraus resultierende Funktionsverlust des p53-Proteins scheinen mit einer unkontrollierten
Zellproliferation, dem Verlust der Apoptosefihigkeit und mit genetischer Instabilitit der
Zelle einherzugehen. Das verinderte p53-Protein kann aufgrund einer Akkumulation im
Zellkern immunhistochemisch nachgewiesen werden und wird mit einer unginstigen
Prognose assoziiert (Greenblatt et al. 1994). Beim Mammakarzinom wird der Funktionsver-
lust des p53-Proteins zudem iberwiegend in fortgeschrittenen Stadien beobachtet. Ein

Nachweis hat zudem Konsequenzen fir die Strahlen- und Chemotherapie.
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1.3.4  Rezeptoren und ihre Antikérper

Durch Wissen tber die genaue molekulare Struktur und die Funktionsweise der Wachstums-
faktorrezeptoren erschlossen sich neue therapeutische Mdglichkeiten bei Patienten mit
Her2/neu-positivem Rezeptorstatus. Der Ligand Heregulin, der auch in dieser Arbeit ver-
wendet wurde, wurde erstmals 1992 entdeckt (Holmes et al. 1992). Die Familie der Heregu-
line umfasst HRG-1 bis -4. Eine Dysbalance zwischen den Liganden und ihrem Rezeptor
wird in Zusammenhang mit der Entstehung verschiedener Tumoren gebracht (Breuleux
2007). Gleichzeitig korreliert eine Uberexpression von Heregulin mit einer schlechten Prog-
nose. Der Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib (Tykerb, Tyverb, GlaxoSmithKline), ebenfalls in
dieser Arbeit verwendet, bindet hingegen intrazellulir an die enzymatische Einheit des
EGFR bzw. des Her2/neu-Rezeptors und verhindert somit eine Signalweitetleitung (Nelson
und Dolder 2006). Zur Vollstindigkeit und aufgrund der wichtigen therapeutischen Bedeu-
tung sei hier weiterhin Trastuzumab erwihnt, auch bekannt unter dem Handelsnamen Her-
ceptin (Hersteller Roche). Trastuzumab ist ein rekombinanter humaner monoklonaler Anti-
korper, der extrazelluldr an den Rezeptor bindet und ithn damit inhibiert (Hiddemann 2010).
Er ist fur die Behandlung des metastasierten Her2/neu-positiven Mammakarzinoms zuge-
lassen und fihrt auch in der adjuvanten Therapie zu einer verbesserten Prognose (Jelovac

und Wolff 2012; Smith et al. 2007).

1.4 Das Zervixkarzinom

Weltweit erkrankten im Jahr 2012 mehr als 527000 Frauen am Zervixkarzinom. In Deutsch-
land erkranken jedes Jahr Giber 4000 Frauen an Gebarmutterhalskrebs (siehe Tab. 3). In
Westeuropa ist das invasive Zervixkarzinom das siebthaufigste Malignom der Frau (Beitrige
zur Gesundheitsberichterstattung des Bundes — Krebs in Deutschland 2009/2010 2013).
Nach der International Agency for Research into Cancer (IARC), die im Auftrag der WHO
statistische Daten weltweit erfasst, steht das Zervixkarzinom an dritter Stelle und stellt die
vierthdufigste krebsbedingte Todesursache dar. Beim Vergleich der weltweiten Zahlen fallt
auf, dass die Inzidenz in Entwicklungslindern deutlich zunimmt. Rund 85 % der Erkran-
kungen betreffen Linder mit mittlerem und niedrigem Bruttoinlandsprodukt, wie z. B.
Lander in Ost-, Mittel- und Stidafrika (http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/cet-
vix-new.asp). Hier ist das Zervixkarzinom die haufigste Form der Krebserkrankungen bei
Frauen. Es gilt inzwischen als bewiesen, dass eine sexuell tbertragene Infektion mit dem
Humanen Papillomavirus (HPV) als kausaler Faktor bei der Entstechung eines

Zervixkarzinoms beteiligt ist (Walboomers et al. 1999); in fast 100 % aller Zervixkarzinome
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ist das HPV nachweisbar (Saslow et al. 2012). Seitdem es moglich ist, eine HPV-Infektion
mithilfe eines zervikalen Abstrichs (Traut und Papanicolaou 1943) sowie eines Screenings
auf Dysplasien bereits im frithen Erwachsenenalter nachzuweisen, ist die Inzidenz des
Zervixkarzinoms in den westeuropiischen Lindern deutlich zuriickgegangen (Bartram et al.
2010). Variierende Zahlen beztiglich der Inzidenz und Mortalitit im Vergleich mit anderen
Lindern oder sogar Ethnizititen lassen sich demnach vor allem auf die Anwendung von
Screeningverfahren in héher entwickelten Industrienationen, aber auch auf eine erhéhte Ri-
sikoexposition und unterschiedliche Lebensart in weniger gut entwickelten und medizinisch
schlechter versorgten Lindern zuriickfithren. Die HPV-Infektionsrate ist zwischen dem 20.
und 24. Lebensjahr am héchsten (Bartram et al. 2010), das durchschnittliche Alter bei Erst-
diagnose Zervixkarzinom betragt jedoch 49 Jahre (National Cancer Institute 2015). Frauen
mit Zervixkarzinom, die unter 40 Jahren diagnostiziert werden, haben eine fast 90%ige Uber-
lebensrate (Cancer Research UK 2014). Entscheidend hierbeti ist, dass sich der Tumor auf
die Zervix beschrinkt. Die Zeitspanne der Entwicklung einer Dysplasie bis hin zum invasi-
ven Karzinom kann danach bis zu Jahrzehnten betragen (Lowy et al. 2008). Ist der Tumor

fortgeschritten, reduziert sich die 5-Jahres-Uberlebensate auf 50-70 % (Matsuo et al. 2014).

Tabelle 3: Ubersicht iiber die wichtigsten epidemiologischen Mafizablen fiir Gebdrmutterhalskrebs fiir
Deutschland, ICD-10C53

20m 2012 Prognose fiir 2016

Frauen Frauen Frauen

Neuerkrankungen 4.720 4.640 4.300

rohe Erkrankungsrate' 11,5 11,3 10,4

standardisierte Erkrankungsrate’2 9,4 9,3 8,5
mittleres Erkrankungsalter3 54 53
Sterbefille 1.626 1.617
rohe Sterberate’ 4,0 3,9
standardisierte Sterberate’:2 2,6 2,6
5-Jahres-Privalenz 18.200 17.900
nach 5 Jahren nach 10 jahren
absolute Uberlebensrate (2011-2012)4 65 (60—71) 58 (55—65)
relative Uberlebensrate (2011 —2012)4 68 (62—74) 65 (60—71)

1 je 100.000 Personen 2 altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung 3 Median 4 in Prozent (niedrigster und héchster Wert der einbezogenen Bundeslinder)

(Beitrige zur Gesundheitsberichterstattung des Bundes — Krebs in Deuntschland 2009/ 2010 2013) Copy-
right ©Robert Koch-Institut, mit freundlicher Genehnrigung.
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Die HPV-Familie umfasst mehr als 100 Subtypen. Vor allem die Subtypen der Hochrisiko-
gruppen HPV 16 und HPV 18 kénnen im Falle einer persistierenden Infektion die Entste-
hung eines Zervixkarzinoms bewirken. Weitere Risikofaktoren sind u. a. Rauchen, eine frithe
sexuelle Aktivitit, ein schwaches Immunsystem und anderweitige Infektionen mit sexuell
tbertragbaren Krankheiten. Die wichtigsten priventiven Malnahmen beziiglich des
Zervixkarzinoms sind daher die Erkennung von frithen Dysplasien mit den bisher etablierten
Screeningverfahren wie dem Pap-Abstrich, die Testung auf HPV und die Kolposkopie mit
Biopsie und gegebenenfalls Exzision des betreffenden Schleimhautareals (Loop electrical
excision procedure — LEEP). Jedoch soll hier auch auf die Méglichkeit des Screenings mit
Biomarkern hingewiesen werden, worauf in Unterabschnitt 1.4.3 genauer eingegangen wird.
Weiterhin besteht seit 2005 die Moglichkeit einer Impfung gegen HPV. Die deutsche
Stindige Impfkommission (STIKO) empfiehlt die HPV-Impfung zurzeit fir Madchen zwi-
schen 9 und 14 Jahren. Nicht jede HPV-Infektion fihrt zu einer Dysplasie (Zhang et al.
2014). Nahezu jede Frau kommt im Laufe ihres Lebens mit dem HPV in Kontakt. Die
Infektion verlduft meist symptomfrei, kann jedoch auch — im Falle einer Infektion mit Low-
risk-HP-Viren — mit der Manifestation von Genitalwarzen oder dem Auftreten von Schleim-
hautlasionen einhergehen, die z. B. mit Essigsdure darstellbar sind. Die meisten Infektionen
heilen folgenlos aus. Die Verwendung von Kondomen kann die Infektionsrate reduzieren
(Moscicki et al. 2012). Die Unterteilung der Dysplasien erfolgt meist histologischer Art in
zervikale intraepitheliale Neoplasien (CIN I-III). Die eher im angloamerikanischen Sprach-
raum verwendete Bethesda-Klassifikation unterteilt in low-grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL) und high-grade intraepithelial lesions (HSIL). Dabei umfassen die LSIL die
CIN-I-Lasionen und HPV-Verinderungen, die HSIL wiederum die CIN-II- und -III-Lasio-
nen. Der histologische Nachweis, vor allem der CIN-I-Lision, ist schlecht zu reproduzieren.
Hilfreich ist daher z. B. die Bestimmung des Biomarkers p16, eines zyklinabhingigen Kina-
sefaktors, der auf eine Storung des Retinoblastomprotein-Signalwegs durch die HPV-
Infektion hinweist (Moscicki et al. 2012).

1.4.1 Anatomie der Cervix uteri und Pathogenese des Zervixkarzinoms

Um die Entstehung des Zervixkarzinoms zu verstehen, ist die Kenntnis der Anatomie der
Cervix uteri Voraussetzung. Als Cervix uteri wird der distale Teil des Uterus bezeichnet, der
durch den Corpus uteri (kranial) und durch die Vagina (kaudal) begrenzt wird. Es handelt

sich hierbei um einen Bereich von lediglich 3 cm Linge und ca. 2,5 cm Durchmesser. Die
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Ektozervix, auch Portio uteri genannt, besteht aus unverhorntem geschichteten Plat-
tenepithel, die Endozervix wiederum aus einreithigem, hochprismatischem Zylinderepithel.

An der sogenannten Junctionszone treffen die beiden Epithelien aufeinander.

n=80 Regression
n=100 /
+ mmmms) HPV Infektion

n=20 Zervikale intraepitheliale Neoplasie

n=2 1

Carcinomaiin situ

| | ] ] ] .

15. Lebensjahr 20.U 22. 1) 40. 1) 55.U

Alter

Abb. 4:  Flussdiagramm ur Entwicklung der HPV -Infektion in der Cervix uteri erstellt nach Bartram
et al. 2010. Copyright © Axel Springer GmbH, mit freundlicher Genebmigung.

Hervorzuheben ist die Transformationszone, die die hdufigste Lokalisation der Entstehung
von intraepithelialen Neoplasien darstellt. Diese Zone entsteht dadurch, dass sich die
Junctionszone im Laufe des Lebens (Pubertit, Schwangerschaft, Menopause) verschiebt,
und ist charakterisiert dutch eine unreife Plattenepithelmetaplasie (http://www.eurocyto-
logy.eu). Der hiufigste histologische Typ des Zervixkarzinoms ist demnach das
Plattenepithelkarzinom. Der gingigen Lehrmeinung nach entsteht ein Zervixkarzinom in
vier Stufen (siche hierzu Abb. 4). Am Anfang steht der Kontakt mit dem Virus, die initiale
Infektion. Darauf folgen die persistierende Infektion, die sog. Viruspersistenz, die Progres-
sion der infizierten Zellen zur Krebsvorstufe und letztlich die Entwicklung zu Zellen eines
invasiven Karzinoms (Bartram et al. 2010). Entscheidend dabei ist, dass das HPV sein

Genom in die infizierte Wirtszelle integriert.

1.4.2 Molekularer Mechanismus der Zelltransformation beim Zervixkarzinom

Das HPV besitzt eine ringférmige, doppelstringige DNA, die fir 8-9 Proteine kodiert
(E1-7,L.1-2). Es wird davon ausgegangen, dass bestimmte virale Onkoproteine (E6 und E7)
die Tumorsuppressorproteine p53 und pRB (Retinoblastom-Protein) inaktivieren. Die

Expression und Funktion des pRB wird im Wesentlichen durch die Interaktion mit der sog.
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E2F-Transkriptionsfaktorfamilie, insbesondere E2Fs 1-3, gesteuert (Schaal et al. 2014).
Diese Transkriptionsfaktoren werden jedoch durch die Bindung des viralen E7-Proteins an
das pRB inhibiert. Zudem bewirkt eine Bindung von E7 an Zyklinkinaseinhibitoren einen
Ubergang der Zelle in die Synthesephase des Zellzyklus (durch Entstehung eines inaktiven
pRB-Proteins). Das E6-Onkoprotein tragt u. a. zu einer verringerten Apoptoserate bei und
bewirkt eine Herabsetzung der Halbwertszeit von p53 (Stanley et al. 2007). Die viralen Pro-
teine verhindern damit den programmierten Zelltod und ermdglichen eine ungehinderte
Proliferation der Zelle. Diese sensiblen Mechanismen tragen zu einer Verinderung des
Zellequilibriums bei und bewirken letztlich die Entstehung einer Dysplasie. Von einer zu-
siatzlichen genetischen Pridisposition bei der Entstehung des Zervixkarzinoms ist auszuge-
hen (Ghaderi et al. 2002). Welcher Polymorphismus ausschlaggebend ist, wird jedoch

kontrovers diskutiert (Ressing et al. 2010).

1.4.3  Screeningverfahren und Biomarker

Das zytologische Screeningverfahren wird durch unterschiedliche Faktoren limitiert. Zum
Beispiel ist es hdufig mit wiederholter Testung und kostenaufwendiger kolposkopischer
Probenentnahme verbunden, weshalb es in Entwicklungslindern nach wie vor problema-
tisch ist, flichendeckende Screeningverfahren zu etablieren. Weiterhin hat z.B. der Pap-Test
eine niedrige Sensitivitit (60-70 %) und, bedingt durch die subjektive Beurteilung des
Untersuchers, eine hohe Gefahr eines falsch-negativen Ergebnisses (Sahasrabuddhe et al.
2011). Der Nachweis der Virus-DNA erfolgt durch PCR (Polymerase Kettenreaktion). Er
hat zwar eine hohe Sensitivitit, aber einem niedrigen pradiktiven Wert (Sahasrabuddhe et al.
2011). Die Spezifitit ist eingeschrinkt, da ein Grof3teil der HPV-Infektionen letztlich ausheilt
und nicht in einer CIN resultiert. Laut des Gemeinsamen Bundesausschusses (G-BA), der
2013 das ,,Gesetz zur Entwicklung der Krebsfriherkennung und zur Qualititssicherung
durch klinische Krebsregister (KFRG) verabschiedete soll aktuell ab einem Alter von 35
Jahren eine Kombinationsuntersuchung (Pap-Test und HPV-Test) in Abstand von 3 Jahren
erfolgen. Bisher wurde eine jahrliche zytologische Untersuchung empfohlen und nur bei
einem auffilligen Pap-Test eine weitere Testung auf HPV durchgefithrt. Die Wahrschein-
lichkeit einer HPV-Infektion ist in jungen Jahren signifikant hoher. Sie verlauft meist un-
kompliziert und selbstlimitierend. Die alleinige Testung auf HPV wire daher obsolet,
insbesondere weil eine Infektion mit dem Virus kein Vorhandensein einer CIN voraussetzt.
Der G-BA sicht ab dem Jahr 2018 ein flichendeckendes Screeningprogramm mit der Kom-
bination aus Pap- und HPV-Test fir alle Frauen vom 20.-60. Lebensjahr in Abstand von 5

Jahren vor.



LDOCT1 - Struktur, Funktion, Regulation und Vorkommen 15

Es gibt zahlreiche Studien, die den Zusammenhang des Zervixkarzinoms mit bestimmten
prognostischen Markern beschreiben. Untersucht wurden u. a. der Nachweis der HP-Viren
selbst, aber auch immunologische Faktoren, Antigene, Onkogene, Wachstumsrezeptoren
und Wachstumsfaktoren. Das tumorassoziierte Antigen TA-4 ist spezifisch fiir das
Plattenepithelkarzinom der Cervix uteti (squamons cell carcinoma — SCC) und gibt Aufschluss
Uber die Tumorausbreitung, das Rezidivrisiko und iiber die Moglichkeit von Lymphknoten-
metastasen (Molina et al. 2005; Hiddemann 2010). Beim Adenokarzinom wiederum ermég-
lichen sowohl das karzinoembryonale Antigen (CEA) als auch das CA 125 eine Aussage tiber
die Ubetlebensrate, vor allem im Zusammenhang mit dem pri- und dem postoperativen
Serumspiegel (Niloff et al. 1984; Leminen 1990). Ein erhohter EGFR-Gewebespiegel geht
mit einem erhéhtem Rezidivrisiko einher (Pfeiffer et al. 1989). Zum Screening eignen sich
die genannten Marker jedoch nicht. Neuere Verfahren, wie z. B. die Bestimmung der E6-
JE7-mRNA (messenger ribonucleic acid) und des zyklinabhingigen Kinasefaktors p16, sind
bereits kommerziell erhiltlich (Sahasrabuddhe et al. 2011). Dies sind nur einige Beispiele;
eine vollstindige Zusammenfassung aller bekannten prognostischen Faktoren ist fir diese
Arbeit nicht relevant. Hervorzuheben ist jedoch, dass es bisher keine einfache und kosten-

ginstige Testung mit adidquat hoher Sensitivitat gibt.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war u. a. die Klonierung von LDOC1 zur weiteren
Expressionsanalyse in  Zervixkarzinomzellen. Die DNA-Methylierung bzw. das
Methylierungsmuster ist aktuell im Fokus zahlreicher Forschungsprojekte, die auf der Suche
nach einem klinisch anwendbaren Biomarker sind (Sahasrabuddhe et al. 2011). Unsere
Arbeitsgruppe fihrte im Anschluss an diese Arbeit u. a. eine Methylierungsanalyse des
LDOC1-Promotors in Zervix- und Ovarialkarzinomzelllinien durch (Buchholtz et al. 2013).
Spezifische Methylierungsmuster konnten in Zukunft eine Moéglichkeit zur Detektion von

Tumoren bzw. Tumorvorstufen darstellen.

1.5 LDOCI1 - Struktur, Funktion, Regulation und Vorkommen

LDOCI, bestehend aus nur 146 Aminosduren (17 kDa) und auf der Xq27-Bande des
X-Chromosoms lokalisiert, verfiigt tiber die namensgebende bZIP-Domaine (basic leucine
zipper domain) und eine Prolin-reiche Region (Nagasaki et al. 1999). LDOC1 wurde erstmalig
1999 in Zellen des Pankreas- und Magenkarzinoms beschrieben (Nagasaki et al. 1999). Im
Vergleich zu normalem Gewebe, in dem das Protein ubiquitdr vorkommt, konnte man im
maligne verinderten Gewebe eine verminderte Expression von LDOC1 beobachten. Diese

verminderte Expression wurde weiterhin auch in Zellen des Osophaguskarzinoms und
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mehrerer Leukdmieformen festgestellt (Ogawa et al. 2008; Duzkale et al. 2011). LDOCI
konnte demnach eine Rolle als Tumorsuppressorgen in der Entstehung bzw. Entwicklung

maligner Entartungen spielen.

1.5.1 LDOCI1 im Zusammenhang mit Onkogenese und als moglicher
prognostischer Faktor

Der Bereich, auf dem LDOCT lokalisiert ist, wurde als eine Region mit segmentalen Dupli-
kationen identifiziert (Sharp et al. 2005), die anfillig fir genetische Verdnderungen sind
(Kouprina et al. 2005). Erst kiirzlich wurde zudem entdeckt, dass die Expression von
LDOC1 durch DNA-Methylierung beeinflusst wird (Lee et al. 2013a). Die DNA-
Methylierung ist wie oben beschrieben ein epigenetischer Prozess, bei dem Methylgruppen
an bestimmte DNA-Regionen gebunden werden und damit die Transkription bestimmter
Gene verindern. Lee et al. beschreiben den Zusammenhang der Hypermethylierung der
Promotorregion des LDOC1-Gens mit der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des
Oropharynx. LDOC1 wird in diesen Tumoren als epigenetisch verindertes, stumm
geschaltetes Tumorsuppressorgen auf dem X-Chromosom identifiziert. In vivo und in vitro
konnte in Verbindung mit ektopischer LDOC1-Genexpression eine wachstumshemmende
Wirkung auf die Tumorzellen beobachtet werden. Durch Promotormethylierung erfolgte
eine verminderte Expression von LDOCI. Eine wiederhergestellte Expression des Gens
resultierte laut Lee et al. in einer Suppression des NF-kappa-B(nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer’ of activated B-cells)-Signalwegs, der meist in den Tumorzellen hyperaktiviert ist. Diese
Beobachtung wurde an Pankreaskrebszelllinien bestitigt (Nagasaki et al. 2003). Somit
betrachten die Forscher den Prozess der Promotormethylierung als kritisches Moment in der
Tumorentstehung. LDOCT1 koénnte in Zukunft als Biomarker bzw. pradiktiver Marker von
Bedeutung sein. Im Rahmen dieser Arbeitsgruppe wurde die Wirkung einer LDOC1-Ubet-

expression in transfizierten Zervixkarzinomzelllinien untersucht.
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1.6 CRIP1 - Struktur, Funktion, Regulation und Vorkommen
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Abb. 5: Aminosiuresequenz, des cysteine-rich intestinal protein in Mdusen
(Pérez=-Alvarado et al. 1996). Copyright ©Elsevier 1 erlag, mit freundlicher Genebmigung.

Die ¢cDNA des gysteine-rich intestinal protein wurde zum ersten Mal in Dinndarmzellen von
Maiusen identifiziert (Birkenmeier und Gordon 1986). Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
unterschiedlich hohe Konzentration von CRIP wihrend der Neonatalperiode festgestellt.
Zudem variierte die Expression in erwachsenen Miusen abhingig vom Gewebe, wobei die
hoéchsten Konzentrationen im Dunndarm und im Colon gemessen wurden. Aullerdem
konnte durch einen Vergleich der Struktur mit der Struktur anderer bekannter Proteine an-

genommen werden, dass CRIP ubiquitir in Wirbeltieren vorkommt.

Weitere Forschungen implizierten eine Rolle von CRIP im intrazelluliren Zinktransport
(Hempe und Cousins 1991; 1992) und in der zelluliren Immunabwehr (Cousins und
Lanningham-Foster 2000a; Lanningham-Foster et al. 2002). Im Jahr 1997 wurde erstmals die
cDNA des humanen CRIP (CRIP1, hCRIP) isoliert (Khoo et al.). Dieses unterscheidet sich
von dem in Mdusen und Ratten isolierten CRIP durch zwei Aminosiuresequenzen und ist
ein kleines Protein mit einer Masse von 8390 Da. Das Gen CRIP1 befindet sich auf einer

subzentromer gelegenen Region des g-Arms von Chromosom 7 (Garcia-Barcelo et al. 1998).

Das Entschliisseln der molekularen Struktur macht es moglich, weitere Annahmen tber die
Funktion von CRIP1 im Zellorganismus zu stellen. CRIP1 ist Mitglied der Zinkfinger-
proteinfamilie (Hao et al. 2008). Diese Proteine beinhalten mindestens eine Zinkfinger-
domine mit einem gebundenen Zinkion und besitzen dadurch eine schleifenartige Struktur
(vel. Abb. 6). CRIP1 im Speziellen gehort zur sogenannten LIM/double-zinc-finger-Familie.
LIM-Dominen sind nach den Proteinen benannt, in denen sie zum ersten Mal entdeckt wur-

den: Lin11, Isl-1 und Mec-3.
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Abb. 6:  Strukturmodell von CRIPT mit zwei LIM-Domdnen und einem C-terminalen Loop
(Hao et al. 2008).

Es handelt sich dabei um Strukturdominen mit zwei benachbarten Zinkfingern, im Falle von
CRIP1 mit Wiederholungen von Histidin- und Cystein-Sequenzen (Dawid et al. 1998;
Cousins und Lanningham-Foster 2000). Die molekularbiologische Stabilitit der Zinkfinger-
domine erlaubt es diesem Proteinabschnitt, mit Nucleinsiduren zu interagieren, und macht
diese Sorte von Proteinen haufig zu Transkriptionsfaktoren (Jurata et al. 1996). Sie scheinen
aber auch eine Rolle in der Zelladhision, der Zellmotilitit und in der Signaltransduktion zu
spielen. Aullerdem sollen sie an der Kommunikation zwischen Zytosol und Nukleus beteiligt
sein (Kadrmas und Beckerle 2004) und das Wachstum sowie die Differenzierung einer Zelle
beeinflussen (Lanningham-Foster et al. 2002). Unsere Immunfluoreszenzstudien zeigten,
dass CRIP1 bevorzugt am Golgi-Apparat und nicht im Zellkern lokalisiert ist, was eher auf

eine Rolle bei der auto- oder parakrinen Signaltransduktion hinweist.

1.6.1  CRIP1im Zusammenhang mit Onkogenese und als méglicher
prognostischer Faktor

Aktuelle Untersuchungen zeigen eine Uberexpression von CRIP1 in mehreren Krebszell-
arten, u. a. in Brustkrebs- und Zervixkarzinomzellen sowie in Prostata-, Pankreas- und Ko-
lorektalkarzinomzellen (Ma et al. 2003; Liu et al. 2004; Chen et al. 2003; Wang et al. 2007,
Groene et al. 2006; Terris et al. 2002). Eine Untersuchung der CRIP1-Expression in
Tumorgewebe im Vergleich mit gesundem Brustgewebe zeigte eine 8—10-fache Uberexpres-
sion der mRNA in ca. 90 % der invasiven und duktalen Mammakarzinome (Ma et al. 2003).
Beim Zervixkarzinom konnte eine bis zu 100-fache Uberexpression verglichen mit normalen

Zervixzellen beobachtet werden (Santin et al. 2005). Somit wird die Moglichkeit diskutiert,
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CRIP1 als Biomarker in der Krebsfritherkennung und in der Prognoseerfassung zu verwen-
den. Bisher ist jedoch nach wie vor wenig bekannt tiber die genaue Funktion des Proteins
oder seine mogliche Rolle als prognostischer Faktor. In Bezug auf Brustkrebs wurde CRIP1
mit dem brustkrebsassoziierten Wachtumsfaktorrezeptor Her2/neu in Verbindung gebracht.
In Brustkrebszellen, die Her2/neu Uberexptrimieren, ist auch eine Hochregulation der
CRIP1-Expression zu beobachten (Mackay et al. 2003b). Die Korrelation von CRIP1 und
Her2/neu wurde weiterhin mithilfe von Massenspektrometrie, dem sog. MALDI (Matrix-
assisted laser desorption Imaging) untersucht (Rauser et al. 2010; Ludyga et al. 2013). Hierbei
wurde ein positiver Zusammenhang zwischen einer erhéhten CRIP1-Expression und einer
besseren Prognose im Krankheitsverlauf nahegelegt. Eine bessere Prognose im Zusammen-
hang mit einer erhéhten CRIP1-Expression wurde auch in Bezug auf Osteosarkome beo-
bachtet (Baumhoer et al. 2011). Beim Magenkarzinom wiederum wird CRIP1 als unabhin-

giger prognostischer Faktor fiir ein verkiirztes Uberleben beschrieben (Balluff et al. 2011).

In dieser Arbeit wurde u. a. versucht, auf molekularbiologischer Ebene eine Korrelation von
CRIP1 und Her2/neu in Brustkrebszelllinien nachzuweisen sowie — unabhingig davon —

weitere Einsichten in die Funktion von CRIP1 bei gynikologischen Tumoren zu gewinnen.
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2

2.1

Materialien und Methoden

Gerite

Brutschrank, HERAcell 1501 CO; Incubator (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA)

Elektrophoresespannungsstromquelle, E-Gel Power Base (Invitrogen Corporation,
Karlsruhe, Deutschland)

FACS-Gerit, FACScan Fluorescence Activated Cell Analyze (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany).

Kihlschrank (Liebherr-International Deutschland GmbH, Biberach an der Rif3,
Deutschland)

MicroPulser Electroporator (BioRad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)
Mikroskop, Zeiss-Axiophot-Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland) mit Anregungsfilter/Excitation Filter, Wellenlinge 460 nm
Molecular Imager Gel Doc XR System (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Prizisionswaage, Mettler Delta Range (Mettler-Toledo, Gie3en, Deutschland)
Programm ,,Quantity One* fiir qualitative DNA-Auswertungen

Schittler, Vibrax Serono Shaker (EMD Serono Inc., Rockland, USA)
Standard-PCR-Gerit, Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

Sterilbank, Laminar-Air-Flow-Sterilbank HERA Safe (Heracus Instruments, Hanau,
Deutschland)

Stickstofftank (Linde AG, Pullach, Deutschland)

Tischzentrifuge (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge, Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Dreieich, Deutschland)

2.2 Verbrauchsmaterialien

BlueJuice Gel Loading Buffer (10x) (Invitrogen Corporation, Katlsruhe, Deutschland)
96-Well-Platten (VWR, Ismaning, Deutschland)
Deckgliser fir Mikroskopie, 24 X 24 mm (Gerhard Menzel B.V. & Co. KG

b

Braunschweig, Deutschland)
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DNA-Marker, pBR 328 Mix I (Carl Roth GmbH und Co. KG, Katrlsruhe, Deutschland)
DNA-Leiter, DNA-Ladder (NewEngland Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland)

E-Gel 2 % with SYBR Safe (Invitrogen Corporation, Karlsruhe, Deutschland)
Falcon-Réhrchen, 15ml und 50ml (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

Gefriercontainer, Mr. Frosty Freezing Container, Nalgene (Thermo Fisher Scientific
Inc., Dreieich, Deutschland)

Kryoréhrchen (1,5 ml) (Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich, Deutschland)
Kulturflaschen, 25 cm? (IWAKI & Co., LTD., Tokyo, Japan)

Objekttriger 76 X 26 X 1 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland)

Objekttriger, Lab-Tek II Chamber Slide™ System 4 Well Glass Slide (Thermo Fisher
Scientific Inc., Dreieich, Deutschland)

Petrischalen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

Pipetten (1000 ul, 200 pl, 10 ul) (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen, SafeSeal-Tips Premium (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland)

Safe-Lock-Gefil3 (1,5 ml) (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Serologische Pipetten (5ml, 10ml) (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

Spritze (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Zellkulturgefil3, quadriPERM (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

2.3 Chemikalien und Biochemikalien

Adenosin-5'"-triphosphat, ATP (Promega, Mannheim, Deutschland)

Agar, Select Agar Powder (Invitrogen Corporation, Karlsruhe, Deutschland)

BME, 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Chloroform (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

DAPI, 4',6-Diamidin-2-phenylindol (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Desoxyribonukleosidtriphosphate, PCR Nucleotide Mix, bestehend aus jeweils 10 mM
dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Promega, Mannheim, Deutschland)

Destilliertes Wasser (Noll, Minchen, Deutschland)

DEPC, Diethylpyrocarbonat (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
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Dexamethason-Losung, 1,0 mg/ml Methanol (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
DMSO, Dimethylsulfoxid (Carl Roth GmbH und Co. KG, Katlsruhe, Deutschland)
Einfriermedium (ibidi GmbH, Miinchen, Deutschland)

Ethanol 75 % (Catl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) mit Ca®* und Mg”* (Invitrogen Corporation,
Karlsruhe, Deutschland)

Isopropylalkohol ROTISOLV = 99,95 % LC-MS-Grade (Carl Roth GmbH und Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland)

Kilberserum (PAA, Pasching, Osterreich)

LB-Medium, Lennox (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Lipofectamin 2000 transfection reagent (Invitrogen Corporation, Karlsruhe,
Deutschland)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, =2 99 % Zellkulturqualitit (Carl Roth GmbH und Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland)

Methanol, = 99,98 % Rotisolv Ultra LC-MS Methylalkohol (Carl Roth GmbH und Co.
KG, Katlsruhe, Deutschland)

M-MLV RT(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Promega,
Mannheim, Deutschland)

M-MLV RT(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase)-Reaktionspuffer
(Promega, Mannheim, Deutschland)

Nucleasefreies Wasser (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland)

PBS (Phosphate Buffered Saline ), Dulbecco’s PBS (1x) w/o Ca* & Mg*" (PAA, Pasching,
Osterreich)

pcDNA 3.1/V5-His-TOPO-Vektor (Invitrogen Cotporation, Katlsruhe, Deutschland)
PCR Master Mix, bestehend aus Taq-Polymerase, dNTPs, MgCl,, Puffer (Promega,
Mannheim, Deutschland)

Pferdeserum (PAA, Pasching, Osterreich)

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, Mannheim, Deutschland)
RIPA-Putffer (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Serumfreies Medium (PAA, Pasching, Osterreich)

SYBR Green PCR Master Mix, eine Kombination aus SYBR Green I dye, AmpliTaq
Gold DNA Polymerase, ANTPs mit dUTP und Puffer (Applied Biosystems, Waltham,
USA)

TRIzol Reagent (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Trypsin-EDTA (1x) (PAA, Pasching, Osterreich)
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Tumorzellmedium, Quantum Tumor 263 for Tumor cells with L-Glutamine (PAA,
Pasching, Osterreich)
Tween 20, Polysorbat 20 (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

2.4 Medikamente

Ampicillin (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Heregulin (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Lapatinib  (Tyketb/Tyverb, GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG, Miunchen,
Deutschland)

Geneticin/G418 (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin (100x) (PAA, Pasching, Osterreich)

Zebularin (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

2.5 Antikorper

Alexa Fluor 488-konjugiertes Ziegen-anti-Kaninchen Antikérper (Dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland)

Cy(Cyanin)3-konjugierter-Ziegen-anti-Maus/anti-Kaninchen ~ Antikérper  (Dianova
GmbH, Hamburg, Deutschland)

Her2/neu-Antikorper (Invitrogen Corporation, Katlsruhe, Deutschland)
Maus-anti-V5-tag-Antikorper (AbD Serotec, Puchheim, Deutschland)

Monoklonaler Histon-H1-Antikérper (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland)

Polyklonaler Kaninchenantikorper anti-CRIP1 (Prof. Axel Walch, Helmholtzzentrum
Neuherberg, TU Miinchen)
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2.6 Oligonukleotide und Primer

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Primer

Bezeichnung

Sequenz 5' zu 3'

B-Actin forward

GGAGAAGCTGTGCTACGTCG

B-Actin reverse

CGCTCAGGAGGAGCAATGAT

B-Actin qPCR Probe

FAM-TCCTTCCTGGGCATGGAGTC-TAMRA

CRIP1 forward

CTGCACCGGACCCGGAGC

CRIP1 reverse

CTTGAAAGTGTGGCTCTCGG

CRIP1 Full-Length-Primer
mit Stoppcodon

TTACTTGAAAGTGTGGCTCTCGG

CRIP1 qPCR Probe

FAM-GGAGGTGTACTTCGCCGAGAGGG-TAMRA

Her2/neu forward

CCCAGCCTGAATATGTGAACC

Het2 reverse

GACACATCAGGGCTTCTGCG

L.DOC1 forward

CGCAATGGTGGATGAGTTGG

LDOCI1 reverse

ATAATCATCCTCCTCTTCTTCGTCG

BGH reverse

TAGAAGGCACAGTCGAGG

T7

TAATACGACTCACTATAGGG

Obige Primer, als auch synthetische Oligo(dT)-Nukleotid-Primer wurden von der Firma

Biomers (biomers.net, Ulm, Deutschland) bezogen.
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2.7 Gensequenzen LDOC1 und CRIP1

Sequenz LDOCT obne Introns

CGAACCGAGCCGAGTCCTGTCCTTCCAGGCCGTTCGCAATGGTGGATGAGTTGGT
GCTGCTGCTGCACGCGCTCCTGATGCGGCACCGCGCCCTGAGCATCGAGAACAGC
CAGCTCATGGAACAGCTGCGGCTGCTGGTGTGCGAGAGGGCCAGCCTGCTGCGCC
AGGTACGTCCGCCGAGCTGCCCGGTGCCCTTCCCCGAAACGTTTAATGGCGAGAG
CTCCCGGCTCCCCGAGTTTATCGTGCAGACGGCGTCTTACATGCTCGTGAACGAGA
ACCGATTCTGCAACGACGCCATGAAGGTGGCATTCCTAATCAGCCTCCTCACCGGG
GAAGCCGAGGAGTGGGTGGTGCCCTACATCGAGATGGATAGCCCCATCCTAGGTG
ATTACCGGGCCTTCCTCGATGAGATGAAACAGTGCTTTGGCTGGGATGACGACGAA
GACGACGACGACGAAGAAGAGGAGGATGATTATTAG

Sequenz CRIPT obne Introns

GCCCGTGCCGCCCCAGCCGCTGCCGCLCTGCACCGGACCCGGAGCCGTCATGCCCAA
GTGTCCCAAGTGCAACAAGGAGGTGTACTTCGCCGAGAGGGTGACCTCTCTGGGC
AAGGACTGGCATCGGCCCTGCCTGAAGTGCGAGAAATGTGGGAAGACGCTGACCT
CTGGGGGCCACGCTGAGCACGAAGGCAAACCCTACTGCAACCACCCCTGCTACGCA
GCCATGTTTGGGCCTAAAGGCTTTGGGCGGGGCGGAGCCGAGAGCCACACTTTCA
AGTAAACCAG

Rot £ Start- und Stopcodon
Unterstrichen 2 full length CRIP1/LDOCT Primer, Kloniersequenz

Fettdruck £ kodierender Bereich

Bei der entsprechenden Klonierungssequenz ist hervorzuheben, dass diese kurz vor dem

Startcodon beginnt und das Stopcodon nicht enthalt.
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2.8 Komplettsysteme

NucleoSpin RNA Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)

pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit (Invitrogen Corporation, Karlsruhe,
Deutschland)

Zytokin Array, RayBio C-Series Human Cytokine Antibody Array 6 Kit (Ray Biotech,
Norcross, USA)

2.9 Epithelzelllinien

MCF 10A (ATCC CRL-10317): nicht tumorése humane Epithelzelllinie der Michigan
Cancer Foundation aus der Brustdrise, Expression von brustspezifischen Antigenen,
sensibel auf EGF (Soule et al. 1990)

MCF7 (ATCC HTB-22): erstmals 1973 etablierte Mammakarzinomzelllinie der
Michigan Cancer Foundation (Soule et al. 1973), abgeleitet aus einem malignen Pleura-
erguss eines Adenokarzinoms der Mamma

T47D (ATCC HTB-133): humane Tumorzelllinie eines duktalen Mammakarzinoms
(Keydar et al. 1979)

MDA-MB-453 (ATCC HTB-131): humane Mammakarzinomzelllinie

MDA-MB-231 (ATCC HTB-26): humane Mammakarzinomzelllinie, Adenokarzinom
MDA-MB-435 (ATCC HTB-131): humane Mammakarzinomzelllinie

HBL-100 (ATCC HTB-124): humane Epithelzelllinie der Brustdriise (Gaffney 1982)
HelLa (ATCC CCL-2): erste permanent etablierte Zervixkarzinomzelllinie der Patientin
Henrietta Lacks, Afroamerikanerin (Scherer et al. 1953)

SiHa (ATCC HTB-35): humane Zervixkarzinomzelllinie, Plattenepithelkarzinom
SW756 (ATCC CRL-10302): Humane Zervixkarzinomzelllinie, Plattenepithelkarzinom
Me180 (ATCC HTB-33): humane Zervixkarzinomzelllinie, Epidermoidkarzinom

C-33 A (ATCC HTB-31): humane Zervixkarzinomzelllinie

CaSki (ATCC CRL-1550): humane Zervixkarzinomzelllinie, Epidermoidkarzinom
Caco-2/TC7 (ATCC HTB-37): Zelllinie des kolorektalen Adenokarzinoms
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2.10 Bakterien

Kompetente Escherichia-coli-Bakterien (Strata Clone Solo Pack competent cells, Agilent)

2.11 Zellkultivierung und Anlegen von Gefrierkulturen

Die Kultivierung der etablierten Zelllinien erfolgte nach standardisierten Bedingungen. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C und einem CO,-Gehalt von 5 %. Als Wachstumsmedium

wurde Quantum 263 mit L-Glutamin verwendet.

Um adhirente Zellen fiir weitere Versuche abzulosen, Zellpopulationen zu verringern oder
einzufrieren, wurden sie zunachst grindlich mit PBS(Phosphate Buffered Saline) gewaschen, um
das Nahrmedium zu entfernen. Anschlieend wurde Trypsin hinzugefiigt und je nach Zell-
linie fiir 3—10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch zusitzliches Abschlagen und Abspiilen
des Bodens mit einer Pipette wurde der Abloseprozess unterstitzt. Um die Wirkung des
Trypsins aufzuheben, wurde erneut Medium in ca. 5-10-facher Menge zu den Zellen gege-
ben. Im Anschluss wurden die Zellkulturflaschen zur weiteren Kultivierung zuriick in den
Brutschrank gelegt. Um die Zellklone zu archivieren und zu einem spiteren Zeitpunkt bear-

beiten zu kénnen, wurden Gefrierkulturen angelegt.

2.11.1 Materialien

PBS
Tumorzellmedium
Trypsin
Einfriermedium

Kryoréhrchen

2.11.2  Protokoll zur Anlegung von Gefrierkulturen

Zur Herstellung von Gefrierkulturen wurden die in einer Zellkulturflasche dicht gewachse-
nen Zellen zuniachst mit PBS gewaschen, anschlieBend trypsiniert und erneut in Medium
homogenisiert. Nach Zentrifugation fur 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1000 rpm
wurde das entstandene Sediment in 800 pl Medium resuspendiert und in Kryoréhrchen tiber-
fuhrt. Die Langzeitlagerung erfolgte nach voriibergehender Lagerung bei —80 °C in

flissigem Stickstoff.
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Eingefrorene Zellkulturen wurden in den Kryoréhrchen aufgetaut und in kaltem Medium
zentrifugiert. Das Sediment konnte im Anschluss erneut in Medium gegeben und fir die

Zellkultur genutzt werden.

2.12 RNA Isolation aus den Zellen der Zellkultur

Die mRNA einer Zelle stellt eine Momentaufnahme der Gene dar, die aktuell transkribiert
werden. Die RNA-Isolation ermdglicht daher eine genauere Analyse der Genexpression ei-
ner Zelle. Wichtig hierbei ist eine rechtzeitige Denaturierung der RNasen, um einem Abbau
der empfindlichen RNA entgegenzusteuern. In dieser Arbeit wurden das NucleoSpin RNA
Clean-up Kit von Macherey-Nagel sowie das TRIzol Reagent verwendet, wobei nach den
Herstellerangaben gearbeitet wurde. Die Basis dieser beiden Methoden ist die von
Chomczynski und Sacchi beschriebene und weiterentwickelte Single-Step-Methode (siche

Priparation mit dem TRIzol Reagent) (Chomczynski und Sacchi 1987).

2.12.1 Priparationen mit dem TRIzol Reagent

Bei der RNA-Gewinnung durch das TRIzol Reagent werden durch das in dem Reagenz ent-
haltene Guanidiniumthiocyanat in einem Schritt die Zellen lysiert und gleichzeitig die
RNasen denaturiert (sog. Single-Step-Methode). In dem zusitzlich enthaltenen Phenol 16st
sich die RNA. Diese Methode wird besonders zur RNA-Isolation aus Zellen oder Geweben

angewendet.

2.12.2 Materialien

TRIzol Reagent

Chloroform

Isopropylalkohol

75%iges Ethanol, gelost in DEPC(Diethylpyrocarbonat)-behandeltem Wasser

Nucleasefreies Wasser

2.12.3 Das TRIzol Protokoll

Je nach Art der Zellkultivierung wurden 500—1000 ul TRIzol Reagent entweder direkt auf
die adhirente Zellschicht oder nach vorheriger Zentrifugation der Zellsuspension (z. B.

1200 tpm, 5 min, 4 °C) auf das Zellsediment gegeben. Durch Auf- und Abpipettieren wurde
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die Lyse der Zellen unterstiitzt. Die Zelllysate wurden anschlieBend fir 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert und waren danach zur weiteren Bearbeitung bereit oder bei einer Auf-

bewahrung bei —60 bis =70 °C mindestens einen Monat haltbar.

Zur weiteren Bearbeitung wurden 0,2 ml Chloroform pro ml des zuvor hinzugefiigten
TRIzol Reagent addiert und das geschlossene Gefal3 fiir 15 Sekunden mit der Hand geschiit-
telt. Nach erneuter Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2-3 Minuten wurde das Zelllysat
zentrifugiert (12000 g, 15 min, 4 °C). Die darauthin entstandene Phaseneinteilung lie3 sich
wie folgt interpretieren: Die obere wissrige Phase enthielt die gewollte RNA, die Phasen
darunter enthielten DNA, denaturierte Proteine und andere Zellbestandteile. Die wissrige
Phase wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfithrt und mit 500 ul 100%igem
Isopropylalkohol pro Milliliter TRIzol Reagent prizipitiert. Es erfolgte eine erneute Inkuba-
tion bei Raumtemperatur tiber 10 Minuten und eine erneute Zentrifugation (12000 g, 10 min,
4 °C). Die RNA befand sich im Anschluss in Form eines Pellets auf dem Grund oder an der
Seite des ReaktionsgefiBles. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml
75%igem Ethanol pro ml des zuvor verwendeten TRIzol Reagent gewaschen, nochmals
zentrifugiert (7500 g, 5 min, 4 °C) und nach Entfernung des Uberstands getrocknet. Die so
entstandenen Sedimente wurden in 20 pl DEPC-Wasser (60 °C, 10 min) resuspendiert und

bei —20 °C gelagert oder weiterverwendet.

2.13 Priparation mit dem NucleoSpin RNA Clean-up Kit

Es werden im Wesentlichen folgende Schritte durchlaufen: (1) Lyse der Zellen und Trennung
der RNA von den restlichen Zellbestandteilen durch die spezifische Bindung der RNA an
die Siulen, (2) Prizipitation und Waschen der RNA, (3) Auflosen der RNA in RNase-freiem

Wasser.

2.13.1 Materialien

NucleoSpin RNA Clean-up Kit mit folgenden Bestandteilen:

Lysepuffer RA1

Waschpuffer RA2

Waschpuffer RA3 (25 ml, es wurden 100 ml Ethanol hinzugegeben)
Nucleasefreies Wasser

NucleoSpin-Siulen mit RNA-Bindekapazititen

2-ml und 1,5 ml-Mikroreaktionsgefal3e
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Weitere Reagenzien und Materialien:
Ethanol (= 99,5 %)

BME (2-Mercaptoethanol)

PBS

Tischzentrifuge

2.13.2 NucleoSpin-RNA-Clean-up-Kit-Protokoll

Nach Entfernung des flissigen Nihrmediums wurden die Zellen der Zellkultur mit 300 pl
Lysepuffer von der Kulturschale gelost. Durch Auf- und Abpipettieren wurde der Lésungs-
prozess unterstiitzt. Durch das Hinzuftigen von 300 pl 96—100%em Ethanol wurde das Lysat
fir die folgende RNA-Extraktion optimiert und homogenisiert. Fir jede Zellreihe wurde
jeweils eine NucleoSpin-Siule mit RNA-Bindekapazitit verwendet. Zum Auffangen des ab-

zentrifugierten Durchflusses wurden 2-ml-Mikroreaktionsgefil3e verwendet.

Das Lysat wurde auf die Membran aufgetragen und zentrifugiert (8000 g, 30 sek.). Das Sam-

melgefil3 wurde danach verworfen und durch ein neues Rohrchen ersetzt.

Das Waschen entfernt z. B. organische Substanzen wie Metabolite und zellulire Komponen-
ten. Dies geschah zunichst mit 250 pl RA2-Puffer und erneuter Zentrifugation (8000 g,
30 sek.). AnschlieBend wurden 700 pl RA3-Puffer hinzugefiigt und erneut zentrifugiert
(8000 g, 30 sek.). Zum Schluss des Waschvorgangs wurden 350 pul RA3-Puffer die Membran

aufgeladen und fiir 2 Minuten bei 8000 g zentrifugiert.

Nach Uberfiihrung der NucleoSpin-Siule in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefi und Trocknung
fur 3 Minuten bei offenem Deckel konnte die RNA im letzten Schritt eluiert werden. Mit
60 ul RNase-freiem Wasser wurde bei 8000 g fiir eine Minute zentrifugiert. Somit entstanden

jeweils 60 pl RNA-L6sung, die zur weiteren Bearbeitung zur Verfiigung standen.

2.14 Reverse-Transkriptase-Reaktion zur cDNA-Synthese

Das Enzym Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Sie ist der
Katalysator fiir die umgekehrte, also reverse Transkription von RNA zu DNA. Dieser
Prozess kommt weder in Eukaryoten noch in Prokaryoten vor und wurde im Jahr 1970 zum
ersten Mal von Howard Temin im Rous-Sarkom-Virus entdeckt und zur gleichen Zeit von
David Baltimore aus RNA-Viren isoliert und beschrieben (Temin und Mizutani 1970; Bal-

timore 1970). Eine Sensation war die Entdeckung der Telomerase im Jahr 1985 (Greider und



32 Materialien und Methoden

Blackburn 1985) in Eukaryoten — ebenfalls eine RNA-abhingige DNA-Polymerase. Sie be-
findet sich im Zellkern und kommt vor allem in rasch proliferierenden Zellen (z. B. Stamm-

zellen, Knochenmarkszellen) vor.

Die im Labor durchgefithrte Reverse-Transkriptase(RT)-Reaktion erfordert, neben dem En-
zym, das Beisein von mRNA-spezifischen Primern, den sogenannten Oligo(dT)-Nukleotid-
Primern. Diese sind in der Lage, an den Poly-A-Schwanz der mRNA zu binden und die
reverse Transkription zu initiieren. Die entstehende DNA besteht nur noch aus Exons. Sie
wird als komplementire DNA (cDNA) bezeichnet. Wird die cDNA im Anschluss mittels
PCR amplifiziert, ermoglicht sie die genauere Untersuchung der Genexpression verschiede-

ner Gewebe.

2.14.1 Materialien

Insgesamt 25 pl Reaktionsansatz, verwendet fiir die Reverse-Transkriptase-Reaktion und die

anschlieBende PCR:

17,25 ul mRINA-Losung:

16,5 pl mRNA
0,75 pl Oligo(dT)-Primer, 1 pl Oligo(dT)-Primer pro 20 pl Reaktionsvolumen (Herstel-
lerempfehlung)

7,75-ul-Reaktionsansaty

5 ul M-MLV RT 5x Reaktionspuffer
1,25 pl PCR Nucleotide Mix

0,5 pl Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor
1 pl M-MLV RT

2.14.2  Protokoll der Reverse-Transkriptase-Reaktion

Bei der RT-Reaktion wird die mRNA zunichst durch Erhitzung des Gemischs denaturiert
(70 °C). Durch anschlieSendes Abkthlen auf 42 °C wird die Anlagerung der (zum Poly-A-
Schwanz komplementiren) Oligo(dT)-Primer initiiert und die mRNA dient der DNA-Poly-

merase Reverse Transkriptase als Matrize zur Synthese der cDNA.

Zur Durchfilhrung der RT-Reaktion fanden folgende Arbeitsschritte statt: Zuerst wurde ein

Gemisch aus 0,75 ul 100 uM Oligo(dT)-Nukleotiden und 16,5yl mRNA in einem
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Eppendorf-Reaktionsgefdl inkubiert (5 min, 70 °C) und anschlieBend auf Eis gelegt.
Dadurch erfolgte zunichst die Denaturierung der mRNA und die erneute Bildung einer
Sekundirstruktur wurde verhindert. 5 pl M-MLV RT 5x Reaktionspuffer, 1,25 ul ANTP-Mi-
schung, 0,5 ul Recombinant RNasin Ribonuklease-Inhibitor und 1 pl M-MLV RT wurden
unter Kihlung hinzugegeben und vermengt. Verwendet wurde hier die M-MLV-Reverse-
Transkriptase, da sie sich als Enzym der Wahl bei lingeren mRNA-Stringen erwiesen hat.
Bei anschlieBender Inkubation (60 min, 42 °C) erfolgte die cDNA-Synthese. Die cDNAs der

Zelllinien wurden bis zur weiteren Verwendung bei —18 °C auftbewahrt.

2.15 Polymerase Kettenreaktion

Die PCR dient der gezielten exponentiellen Vervielfiltigung bestimmter Genabschnitte und

ermoglicht deren Nachweis und weitere Untersuchung (Mullis 1990).

Bei der Reaktion wird zunichst durch erhéhte Temperatur (95 °C) eine Denaturierung der
Ausgangs-DNA (sog. Template, in dieser Arbeit handelte es sich im cDNA) erreicht. Die so
entstehende Einzelstrang-DNA dient als Matrize fiir die neu synthetisierten DNA-Doppel-
stringe. Hine Herabsenkung der Temperatur (55-63 °C) bewirkt eine Hybridisierung der
vorhandenen Oligonukleotidprimer an den komplementiren Abschnitt der Template-DNA
(sog. Annealing). Nun wird erneut erhitzt auf das Temperaturoptimum der hitzestabilen Taq-
Polymerase (72 °C), die mit den Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTP) den neuen

Strang synthetisiert (sog. Elongation).

2.15.1 Materialien

Thermocycler

25-ul-Reaktionsansatz:

23 pl PCR-Master-Mix-Losung (12,5 pl PCR Master Mix und 10,5 ul nukleasefreies
Wasser)
1 pl Primer-Losung (Vorwirts- und Riickwirtsprimer)

1 pl der zu amplifizierenden cDNA (sieche Unterabschnitt 2.15)

Gemil} Herstelleranweisung wurde zu den Primer-Losungen eine definierte Menge an nuk-
leasefreiem Wasser gegeben, um das lyophilisierte Pellet zu 16sen und eine standardisierte

Konzentration von 100 pM in allen Primer-Stammlésungen zu erreichen. Aus diesen



34 Materialien und Methoden

Stammlosungen wurde die Primer-PCR-Losung aus 5 ul Vorwirtsprimer-Losung, 5 pl Riick-

wirtsprimer Losung und 90 pl nukleasefreiem Wasser hergestellt.

2.15.2  Protokoll der Polymerase-Kettenreaktion

Zunichst wurden 12,5 ul des PCR Master Mix in 10,5 pl nukleasefreiem Wasser gelost. Zu
dieser PCR-Master-Mix-Losung wurden 1 ul der zu amplifizierenden DNA und 1 pl der Pri-
mer-Losung hinzugefiigt. Die Reaktion mit den sich wiederholenden Temperaturzyklen fand
in einem Thermocycler statt. Es wurde je nach Produktmenge ein Programm mit 25, 29 oder

32 Zyklen verwendet.

2.16 Auswertung der Polymerase-Kettenreaktion (Agarose-
Gelelektrophorese)

Die Agarose-Gelelektrophorese ist die einfachste und am haufigsten angewendete Methode,
um DNA-Fragmente von 0,5 bis 25 kb Linge ihrer Grof3e nach aufzutrennen. Die DNA hat
durch ihre vielen Phosphatgruppen eine tberwiegend negative Ladung und wandert nach
Anschluss an eine elektrische Quelle (50—150 V) durch die Gelmatrix zum positiven Pol. Die
DNA-Stringe teilen sich ihrer Linge nach auf.

2.16.1 Materialien

Spannungsquelle

E-Gel 2 % mit SYBR Safe

BlueJuice Gel Loading Buffer

Nukleasefreies Wasser

cDNA

Molecular Imager Gel Doc XR System und Programm ,,Quantity One* fiir qualitative
DNA-Auswertungen

DNA-Marker (DNA-Marker pBR 328 Mix I) und DNA-Leiter

PCR-Produkt

2.16.2 Protokoll der Agarose-Gelelektrophorese und Auswertung

Zur Auswertung wurden 2%ige Agarosegele (E-Gel 2% mit SYBR von Invitrogen) mit je
zwOlf separaten Kammern zum Auftragen der DNA-Proben verwendet. 10 ul des PCR-

Produktes wurden mit Pufferl6sung, bestehend aus 1 pl Blue-Juice Gel Loading Buffer und
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10 pl nukleasefreiem Wasser, vermengt und auf das Agarosegel aufgetragen. Der Elektro-
phoresepuffer und der SYBR-Green-Farbstoff waren bereits im Gel enthalten. Die DNA-
Banden wurden auf einem Durchlichtschirm mit UV-Licht (Molecular Imager Gel Doc XR
System) sichtbar gemacht. Zur Dokumentation und Auswertung wurden Aufnahmen mit

dem Programm ,,Quantity One* erstellt.

2.17 PCR-Klonierung

Zur niheren Untersuchung der Funktion und Regulation eines Gens, in dieser Arbeit von
CRIP1 und LDOCI, wurden Zellklone hergestellt, die das Zielgen tberexprimieren. Im
Laufe der Arbeit wurden unterschiedliche Zelllinien fir die Herstellung dieser Klone ver-
wendet. Im Falle von CRIP1 wurden zur transienten Transfektion Hel.a-Zellen verwendet,
fir stabile Klone im Anschluss die Zelllinie MCF7. Far LDOC1 wurden ebenfalls HelLa-

Zellen verwendet.

Bei der PCR-Klonierung werden grob folgende Schritte durchlaufen: Die DNA-Sequenz
wird zunichst mittels PCR amplifiziert und in einen Vektor kloniert. AnschlieBend erfolgt
die Transformation in kompetente Bakterien (z. B. E. /i), in denen der neu entstandene
Vektor amplifiziert wird. Durch gleichzeitiges Vorhandensein eines Resistenzgens im Vektor
wachsen nun nur diejenigen Bakterien auf antibiotikahaltigen Agarplatten, die tiber den ent-
sprechenden Vektor verfiigen. Die Bakterienkolonie wird gepickt und in ein separates
Wachstumsmedium Uberfihrt, in dem sich die Bakterien monoklonal vermehren. Somit ist
es moglich, eine gentigend groB3e Anzahl an Vektoren zu erhalten, um diese nach anschlie-
Bender Isolierung und Reinigung in Sdugetierzellen zu transferieren. Hier kommt es nun zu
einer voriibergehenden Uberexpression der entsprechenden Gensequenz. Im Gegensatz zur
klassischen Klonierung werden bei der PCR-Klonierung weder Restriktionsenzyme noch

eine Ligase benotigt. Dies wird durch die Verwendung eines spezifischen Vektors erreicht.
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2171 Herstellung des pcDNA 3.1/V5-His-TOPO-Vektors

Topoisomerase
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Abb. 7:  Schematische Darstellung der Aufnabme des PCR-Produktes in den 1 ektor.
Copyright ©Life Technologies Corporation 2009, mit freundlicher Genebmigung.

Zur PCR-Klonierung wurde das pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit verwendet.
Das zuvor amplifizierte PCR-Produkt hat aufgrund der Transferaseaktivitit der Tag-Poly-
merase ein zusitzliches Adeninnukleotid am 3'-Ende. Der pcDNA 3.1/V5-His-TOPO-Vek-
tor besitzt einen 3'-Thyminnukleotid-Uberhang (sog. Sticky End, TA-Klonierung) (Marchulk
et al. 1991). So kann das PCR-Produkt in den Vektor eingefiigt werden, ohne dass eine
vorherige Restriktion der DNA stattgefunden haben muss. Weiterhin ist die namensgebende
kovalent an den Vektor gebundene Topoisomerase vorhanden, die eine Entspiralisierung der

DNA bewirkt und somit die Insertion des PCR-Produktes ermdéglicht.

Pme |

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Abb. 8:  Darstellung der wichtigsten Gene des peDNA 3.1/ 175-His-TOPO-1"ektors.
Copyright ©Life Technologies Corporation 2009, mit freundlicher Genebmigung.



PCR-Klonierung 37

Der pcDNA 3.1/V5-His-TOPO-Vektor enthilt u.a. das Gen fiir die Resistenz gegen
Ampicillin (Basen 4527-5387), das V5-Epitop (Basen 1020-1061), einen Promotor (I7,
Basen 863—882) sowie das BGH (bovine growth hormone)-Polyadenylierungssignal (Basen 1110—
1324). Die TOPO-Klonierungsstelle befindet sich zwischen den Basen 953 und 954.

2.17.2 Materialien

Kompetente E.-co/i-Bakterien

MicroPulser Electroporator

Fir die TOPO-Klonierungsreaktion wurden folgende Materialien verwendet:

1 pl PCR-Produkt-Lésung (23 ul PCR-Master-Mix-Losung, siehe Unterabschnitt
2.15.1), 1 pl Losung des CRIP1- oder LDOC1-Full-Length-Primers (siche Abschnitt
2.6) und 1 pl cDNA der Zelllinie T7; fiir die PCR der PCR-Produkt-Losung wurden 32
Zyklen durchgefiihrt)

2 ypl nukleasefreies Wasser

1 ul Salzlésung aus dem pcDNA 3.1/V5-His-TOPO TA Expression Kit

1 ul pcDNA 3.1/V5-His-TOPO-Vektor

2.17.3 TOPO-Klonierungsprotokoll — Transformation der DNA in kompetente
E.-coli-Bakterien

Fir den Transformationsansatz wurden das PCR-Produkt, die Salzlésung, der TOPO-Vek-

tor und nukleasefreies Wasser gemill den Herstellrangaben vermengt, fiir 5 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend auf Eis gekuhlt.

2.17.4 Transformation mittels Elektroporation

Die Methode der Wahl fir die Herstellung kompetenter Bakterien war in dieser Arbeit die
Elektroporation (Neumann et al. 1982). Hierbei wird die Bakterienmembran mithilfe eines
elektrischen Impulses (ca. 2000 mV) voriibergehend durchlissig gemacht, was die Aufnahme
der DNA ins Bakterium ermdéglicht. Mit der Elektroporation lassen sich Kompetenzen von

bis zu 10'-10" pro ug DNA erreichen, auch bei schlechteren Bakterienpriparationen.

Es wurden 2 pl des Reaktionsansatzes und 50 ul Bakteriensuspension in eine Elektroporati-
onskiivette gegeben. Direkt nach dem Impuls wurden 250 pl SOC(Super Optimal Broth mit
20 mM Glucose)-Medium zu den geschockten Bakterien hinzugefiigt. Nach anschlieBender



38 Materialien und Methoden

Inkubation fiir 60 Minuten bei 37 °C konnten die Bakterien auf selektivem LB-Agar ausplat-

tiert werden.

2.18 Das Herstellen von fliissigem Wachstumsmedium und LB-Agar

LB(lysogeny broth)-Medium ist das am héufigsten verwendete Nihrmedium fir E. /.
Damit sich nur die Bakterien mit dem enthaltenen Resistenzplasmid vermehren konnten,
wurde ein selektives Nidhrmedium bzw. ein selektiver Nahrboden mit enthaltenem

Ampicillin hergestellt.

2.18.1 Materialien

Herstellung von 1 Liter LB-Medium (Ampicillinkonzentration: 50 pg/ml) und LB-Agar:

500 ml destilliertes Wasser

5 g Trocken-LB-Medium

12,5 mg Ampicillin

2,5 g Agar-Puder
Prizisionswaage Mattler PM460

2.18.2  Protokoll zur Herstellung des Ampicillin-versetzten LB-Agar

Es wurde jeweils die Hilfte des angesetzten LB-Mediums fiir das flissige Wachstumsme-

dium und fir den LB-Agar verwendet.

Flussiges Wachstumsmedium: In einem sterilen Glaskolben wurden 5 g Trockenmedium mit
250 ml destilliertem Wasser vermengt und fir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Nach

Abkuhlen des LB-Mediums wurden 12,5 mg Ampicillin hinzugegeben.

LB-Agar: In einem sterilen Glaskolben wurden 250 ml destilliertes Wasser mit 5 g Trocken-
medium und 2,5 g Agar vermengt (1 % Agar). Im Anschluss wurde fir 20 Minuten bei
121 °C autoklaviert. Nach kurzem Abkiihlen wurden 12,5 mg Ampicillin hinzugefigt und
der LB-Agar auf Petrischalen verteilt. Sobald der LB-Agar vollstindig erkaltet war, konnte

er als Nahrmedium fiir Bakterien fungieren.
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2.19 Ausplattieren und Selektionieren der Bakterien

Die fertigen Transformationsansitze wurden auf den LB-Agarplatten gleichmilig verteilt
und fiir 12 Stunden bei 37 °C inkubiert. Es wuchsen nur diejenigen Zellen, die ein Resistenz-
plasmid aufgenommen hatten. Unklar blieb jedoch, ob die Kolonien auch das PCR-Produkt
PCR-Produkt aufgenommen hatten oder ob der PCR-Abschnitt korrekt inseriert war. Es
wurden daher per Zufallsprinzip acht Kolonien gepickt und diese jeweils in Eppendorf-
Reaktionsgefillen zusammen mit flissigem Wachstumsmedium fir 12 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Mittels PCR konnten sie im Anschluss auf Vorliegen des (korrekten) Inserts kon-

trolliert werden (siche Unterabschnitt 3.5.1).

2.20 Plasmidpriparation

Nach Abschluss der Vorselektion der Kolonien wurde die Plasmid-Priparation durchge-
tithrt. Hierzu wurden die Bakterien zunachst lysiert, um die anschlieBende Bindung der DNA

an die spezifische Membran einer Reinigungskartusche zu ermoglichen.

2.20.1 Materialien

Es wurde das NucleoSpin Plasmid Kit mit folgenden Bestandteilen verwendet:

Resuspensionspuffer Al (15 ml, wurde erst nach Zugabe von 6 mg der RNase A
eingesetzt)

Lysepuffer A2 (15 ml)

Neutralisierender Puffer A3 (20 ml)

Waschpuffer A4 (2 X 6 ml Konzentrat, jeweils Zugabe von 24 ml = 99,5%igem Ethanol
notwendig)

Elutionspuffer AE (15 ml 5 mM Tris/HCI, pH 8,5)

6 mg RNase A (lyophilisiert)

NucleoSpin-Plasmid-Kappe (50 Stiick)

2-ml-Sammelgefille (50 Stiick)

Zusatzlich verwendet wurde:

= 99,5 % Ethanol



40 Materialien und Methoden

2.20.2 Plasmidpriparationsprotokoll

Zur Plasmidpriparation wurden gemal3 den Herstellerangaben folgende Schritte durchge-

fuhrt:

1. Pelletierung: Zuerst wurden 1-5 ml der Bakterienkultur transformierter E.-co/-Zellen in
ein Reaktionsgefill gegeben und zentrifugiert (11 000 g, 30 sek.), um diese zu pelletieren.
Der Uberstand wurde verworfen.

2. Lyse: Im Anschluss wurde das Pellet mit 250 pl A1-Puffer durch Auf- und Abpipettieren
resuspendiert. Der Suspension wurden 250 ul A2-Puffer hinzugefigt. Es folgte ein vor-
sichtiges Schiitteln und Umkehren des Reaktionsgefil3es und eine Inkubation der Sus-
pension fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden der Suspension
300 pl A3-Puffer beigefiigt und durch das oben beschriebene vorsichtige Schiitteln (6—
8-mal) vermengt. Durch erneute Zentrifugation (11000 g, 5 min) wurde das Lysat klar.

3. Bindung der DNA: Eine NucleoSpin-Plasmid-Kappe wurde auf ein 2-ml-Sammelgefil3
platziert und maximal 750 ul des Lysats abpipettiert und aufgetragen. Danach wurde fiir
1 Minute bei 11000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Nucleo-
Spin-Plasmid-Kappe wieder auf das Sammelgefal3 platziert.

4. Waschen: Von dem zuvor in Ethanol gel6sten A4-Puffer wurden 600 pl aufgetragen
und fiir 1 Minute bei 11000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
NucleoSpin-Plasmid-Kappe wieder auf das Sammelgefal3 platziert.

5. Trocknen: Durch wiederholte Zentrifugation (11000 g, 2 Min.) wurde die selektive
Membran getrocknet. Im Anschluss wurde das Sammelgefi3 zusammen mit dem Uber-
stand verworfen und die NucleoSpin-Plasmid-Kappe auf ein 1,5-ml-Eppendorf-
Reaktionsgefil platziert.

6. Elution: 50 pl AE-Puffer wurden aufgetragen und fiir eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert und danach zentrifugiert (11 000 g, 1 min). Der nun im Reaktionsgefal3 gesam-

melte Durchfluss (50 pl) enthielt die Plasmide.

2.21 Transfektion

Der Begrift Transfektion beschreibt das Einbringen rekombinanter DNA in eukaryotische
Zellen, um dort eine voriibergehende Uberexpression der zu untersuchenden Proteine zu
bewirken. In dieser Arbeit wurde mit der Lipofektion gearbeitet, wobei sich durch elektro-
statische Wechselwirkungen der negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA mit der hyd-
rophilen, positiv geladenen Kopfgruppe der Lipide Lipoplexe bilden. Somit ist eine
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endozytotische Aufnahme der DNA moglich. Vermutet werden auch direkte Transportme-
chanismen in den Zellkern. Im Zytoplasma wird die DNA aus dem Endosom freigegeben

und gelangt mit der nichsten mitotischen Zellteilung letztendlich in den Zellkern.

2.21.1 Materialien

50 pl serumfreies Medium pro pl Plasmidlosung
1 pl Lipofektamin pro pl Plasmidlosung
Plasmidlésungen

Hel.a- bzw. MCF7-Zelllinie

2.21.2 Tansfektionsprotokoll

Es wurde 1 pl des Transfektionsreagenzes mit 50 pl serumfreiem Medium verdiinnt und das
Gemisch fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Auch 1 pl der Plasmid-DNA wurde
mit 50 pl verdiinnt. Die beiden Verdiinnungen wurden im Anschluss vermischt und fir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transformationsansatz mit den entstandenen
Lipoplexen konnte nun zu den jeweiligen Zellen hinzugegeben werden. Nach Inkubation fiir
24 Stunden bei 37 °C, wobei nach ca. der Hilfte der Zeit das Medium gewechselt wurde,

konnten die Zellen weiterbearbeitet werden.

Neben der Herstellung transienter Zellklone (HelLa), wurden im Rahmen dieser Arbeit
stabile CRIP1-tiberexprimierende Zellklone mit MCF7-Zellen generiert. Hierzu wird sich das
in dem Plamid enthaltene Resistenzgen gegen das Antibiotikum Neomycin zu Nutze ge-
macht. Die transfizierten MCEF7-Zellen wurden iiber drei Wochen in Geneticin-haltigem Me-
dium (40 mg/ml) kultiviert. Geneticin, auch G418 genannt, ist ein Breitspektrumantibioti-

kum und Neomycin-Analogon.

2.22 Zellfixierung

Damit die Zellen bei der spiteren Anfirbung und den mehrfachen Spiilvorgingen auf dem
Objekttriger bleiben, bedient man sich der Zellfixierung. In dieser Arbeit wurde dazu Me-
thanol verwendet. Die mit dem Methanol einhergehende Denaturierung bedingt eine erhéhte

Permeabilitit der Zellmembran und erméglicht das spitere Anfirben durch Antikorper.

2.22.1 Materialien

Methanol = 99,98 %
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2.22.2 Protokoll der Zellfixierung

Nach 24 Stunden Inkubationszeit im Brutschrank wurden die transfizierten Zellen entnom-
men, der Transformationsansatz mit dem Wachstumsmedium abgegossen und der Objekt-
triger mit PBS gewaschen. Zur Fixierung wurden die Zellen fiir 5 Minuten mit auf —20 °C
gekiihltem Methanol inkubiert. Nach anschlieBender Entfernung des Methanols konnte der
Objekttriger direkt mit Immunfluoreszenz bearbeitet oder bis zum nichsten Gebrauch ein-

gefroren werden.

2.23 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenz beruht auf der Bildung eines Antikérper-Antigen-Komplexes und

ermoglicht die Detektion eines bestimmten Proteins in einem Gewebe oder einer Zelle.

Bei der direkten Immunfluoreszenzmikroskopie bedient man sich eines Antikorpers, der an
ein Fluorochrom gebunden ist. Bindet der Antikérper spezifisch an das Antigen, so ist es
moglich, dieses durch das Fluorochrom mittels Fluoreszenzmikroskopie zu lokalisieren. Im
Gegensatz zur direkten werden bei der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie zwei An-
tikorper bendtigt: ein primirer Epitop-spezifischer Antikorper, der an das gesuchte Protein
bindet, und ein mit Fluorochrom gekoppelter sekundirer Antikorper, der wiederum spezi-
fisch an den primiren Antikérper bindet. Der sekundire Antikérper kann letztlich durch
seinen gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff unter dem Immunfluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht werden. Um eine unspezifische Bindung des sekundiren Antikérpers auszuschlie-

Ben, kann dieser im Rahmen einer Negativprobe auch alleine zu den Proben gegeben werden.

2.23.1 Materialien

Erstantikorper (Maus-anti-V5-Tag monoklonaler Antikorper)

Zweitantikorper, Indocarbocyanin-gekoppelt (Cy3-konjugiertes-Ziegen-Anti-Maus IgG)
Einbettmedium und PBS

Mikroskop Axiophot und Programm AxioVision

Anregungsfilter/ Excitation-Filter (Wellenlinge 460 nm)

2.23.2 Protokoll zur Priparation der Zellen und Mikroskopie

Zu Beginn wurden die in der Kultur geziichteten Zellen auf einen Objekttriger mit mehreren
Kulturkammern tbertragen. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert (siche Unterabschnitt

2.23) und fir 90 Minuten mit dem Erstantikérper inkubiert. Nach griindlichem Waschen mit
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PBS wurde der Zweitantikorper zu den Zellen hinzugegeben und mit diesem fir 45 Minuten
inkubiert. Um eine gute Beurteilung unter dem Mikroskop zu ermdoglichen, wurde der
Objekttriger erneut mit PBS gewaschen und anschlieBend zur Vermeidung von Salzkristal-
len mit destilliertem Wasser abgespiilt. Zur Fixierung der Zellen wurde nach dem Abnehmen

des Kammersystems ein Einbettmedium verwendet.

Unter dem Mikroskop (20x-Objektiv) leuchteten die CRIP1-tiberexprimierenden Zellen mit
Immunfluoreszenz (Filter fir die Wellenlinge 460 nm, grines Licht) rot auf. Die Aufnahmen
und die Belichtungszeiten wurden mithilfe des Programms AxioVision (Carl Zeiss

Microscopy GmbH) eingestellt.

2.24 Humaner Zytokin-Antikérper-Array

Miniarrays und Microarrays eignen sich zur Expressionsanalyse von Genen, deren Funktion
bislang nicht geklart ist. Zytokine wiederum sind Proteine, die das Wachstum und die
Differenzierung der Zelle beeinflussen. Ihre Hoch- und Runterregulierung wird beeinflusst
durch biochemische Prozesse innerhalb der Zelle und unterscheidet sich z. B. in Krebszellen
oder entziindeten Geweben von dem Zytokinprofil einer physiologischen Zelle. Um
Hinweise auf die Funktion von CRIP1 zu erlangen wurde mithilfe der zuvor hergestellten
CRIP1-tuberexprimierenden Zellen (MCF7 bzw. Hel.a) ein Antikérperarray durchgefithrt
(Zytokin Array, RayBio C-Series Human Cytokine Antibody Array 6 Kit, Ray Biotech). Die
Probe (Zelllysate) wird dazu auf die auf dem Array fixierten Antikorper aufgetragen. Es ent-
steht eine Antigen-Antikorper-Bindung, die im Anschluss durch einen weiteren
Antikoérper detektiert und dann mit einem markierten ZweitantikOrper darstellbar gemacht

wird.

2.24.1 Materialien

Antikérper-Array

Blockpuffer

Biotin-konjugierter Antikorper (in 2 ml Blockpuffer lysiert)

HRP (borseradish peroxidase)-Streptavidin-Konzentrat (1000-fach verdiinnt mit Block-
puffer)

Waschpuffer I und II (je 20-fach verdinnt mit destilliertem Wasser)

Detektionspuffer C und D

Inkubationstablett
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2.24.2  Protokoll des Zytokinarrays

Zur Herstellung der Zelllysate wurde das Medium abpipettiert und 500 pl RIPA-Puffer hin-
zugegeben. Der so vollstindig bedeckte Zellrasen wurde im Anschluss zur Lyse der Zellen
fir 15 Minuten eingefroren. Nach dem Auftauen wurde der Zellrasen mehrfach auf- und
abpipettiert und die somit vom Boden der Kulturschale gelosten Zellen in ein Probegefil3
tberfithrt. Das Lysat konnte im Anschluss fiir 2 Minuten mit der Tischzentrifuge zentrifu-
giert werden. Der Uberstand mit den darin enthaltenen Proteinen wurde abpipettiert und in
ein separates Probengefil3 tberfihrt. Zur Durchfiihrung des Zytokinarrays wurden gemil3
den Herstellerangaben folgende Schritte durchgefthrt (alle Schritte wihrend der Inkubation

erfolgten unter kontinuierlichem Schwenken auf dem Schiittler):

1. Blocking: Die Array-Membran wurde zunichst auf dem Inkubationstablett arrangiert
und mit 2 ml Blockpuffer fiir 30 Minuten bet Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde der Puffer mit einer Pipette entfernt.

2. Inkubation: Der Ansatz mit dem zu untersuchenden Protein wurde im Verhiltnis 1 : 1
mit dem Blockpuffer verdinnt und 1 ml der Losung auf den Array aufgetragen und iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde das Lysat erneut mittels einer Pipette
entfernt.

3. Waschen mit Waschpuffer I: Der Waschpuffer I wurde wie oben angegeben verdiinnt.
Waschen der Membran mit 2 ml des Waschpuffer I fiir insgesamt dreimal. Es wurde
jeweils 5 Minuten inkubiert und die Waschlésung vor dem erneuten Auftragen vollstin-
dig entfernt.

4. Waschen mit Waschpuffer II: Es wurden 2 ml des Waschpuffers II hinzugefiigt und fiir
5 Minuten inkubiert. Danach wurde erneut abpipettiert und der Vorgang weitere zwei
Male wiederholt.

5. Inkubation mit dem Biotin-konjugierten Antikorper: Der Biotin-konjugierte Antikorper
wurde wie oben angegeben mit dem Blockpuffer verdinnt und 1 ml der Losung auf die
Membran gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 1-2 Stunden bei Raumtemperatur.
Nach Aspiration der Losung wurden die Waschschritte 3 und 4 wiederholt.

6. HRP-Streptavidin-Inkubation: 2 ml der 1000-fach verdiinnten Streptavidin-Losung
wurden zu der Membran hinzugegeben und die Membran fiir 2 Stunden inkubiert. An-
schlieBend wurde die Losung abpipettiert und die Membran gemil3 den Schritten 3 und
4 erneut gewaschen.

7. Detektion: Aufgrund der Biotin-Streptavidin-Interaktion ist eine Detektion des

Antigen-Antikérper-Komplexes mittels Chemolumineszenz moglich. Die Membran
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wird hierzu auf Chromatografiepapier gelegt. Verbliebener Waschpuffer wurde mit
Papiertiichern entfernt, woraufthin die Membranen auf eine vom Hersteller zur Verfi-
gung gestellte Plastikunterlage tibertragen werden konnten. Im ndchsten Schritt wurden
die Detektionspuffer C und D in gleichen Mengen (je 250 pl, insgesamt 500 ul pro
Membran) gemischt und fiir 2 Minuten auf die Membran gegeben. Die Detektionspuffer
wurden abgegossen, die Membran durch eine weitere Plastikunterlage fixiert und die
Chemolumineszenzsignale in der abgedunkelten Kammer des Geldokumentationsgerits
mittels der eingebauten LCD Kamera aufgezeichnet (Molecular Imager Gel Doc XR
System, BioRad Laboratories GmbH). Zur Dokumentation und Auswertung wurden

Aufnahmen mit dem Programm ,,Quantity One* erstellt.

2.25 Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)

Das Verfahren der Durchflusszytometrie dient der Zellanalyse und Zellquantifizierung auf
Einzelzellebene. Hierzu wird eine heterogene Zellsuspension durch hydrodynamische
Fokussierung durch einen Laserstrahl einer bestimmten Wellenlinge geleitet, wobei Licht-
beugung und -streuung der Zellen Riickschluss auf bestimmte Eigenschaften zulassen. Das
sogenannte Vorwartsstreulicht (FSC = forward scatter) in Richtung des Laserstrahls ist propor-
tional zur ZellgroB3e. Das Seitwirtsstreulicht (SSC = side scatter) wird in einem Winkel von
90 ° relativ zum Laserstrahl gemessen und steht im Zusammenhang mit der Granularitit des
Zytoplasmas und der Oberflichenbeschaffenheit der Zellen. Die fluoreszenzaktivierte Zell-
sortierung (Fluorescence-activated Cell Sorting — FACS) ist eine spezielle Form der Durchflusszy-
tometrie, die mit fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikérpern arbeitet. Ahnlich wie beim be-
schriebenen Immunfluoreszenzverfahren wurden die Zellen mit dem Erstantikorper (Anti-
CRIP1- bzw. Anti-Her2/neu-Antikérper) inkubiert und anschlieBend mit einem FITC(Flu-
oresceinisothiocyanat)-markierten Zweitantikorper (Ziege-anti-Maus bzw. -anti-Hase) zur
Detektion des Erstantikérpers inkubiert. Dazu wurden die Zellen allerdings nicht auf Glas-
plittchen inkubiert, sondern fir die FACS-Analyse als Suspensionszellen mit den Antikor-
pern inkubiert. Die anschlieBenden Messungen am FACS-Gerit wurden freundlicherweise
von der Technischen Assistentin Martina Rahmeh durchgefihrt, da zur Bedienung des Ge-

rits technische Erfahrung nétig ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Darstellung von Her2/neu und CRIP1 in
MDA-MB-453 Zellen

Der initiale Anstof3 dieser Arbeit war die mogliche Korrelation zwischen der CRIP1- und
der Her2/neu-Expression. Im Rahmen einer MALDI-Analyse unterschiedlicher Brustkrebs-
gewebeproben zeigte sich in Her2/neu-tberexprimierenden Tumoren ebenfalls eine erhhte
Expression von CRIP1 (Rauser et al. 2010). Ziel war es daher, diese Korrelation auf zellbio-
logischer Ebene nachzuweisen und gegebenenfalls im Anschluss einen molekularbiologi-

schen Zusammenhang der beiden Proteine zu untersuchen.

Hierzu wurden CRIP1 und Her2/neu mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie in
der Her2/neu-iiberexprimierenden Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 untersucht. Der
CRIP1-Antikérper, ein polyklonaler Kaninchenantikérper, wurde uns freundlicherweise von
Professor Axel Walch des Helmholtzzentrums der Technischen Universitit Miinchen
(Neuherberg) zur Verfiigung gestellt. Die Arbeitsgruppe von Professor Walch war es auch,
die erstmals eine mogliche Beziehung zwischen der Her2/neu- und der CRIP1-Expression

identifizierte (Ludyga et al. 2013).

A B

Her2/neu CRIP1

Abb. 9:  Her2/neu- und CRIP1-Expression in MDA-NMB-453-Zellen.
(A) Darstellung von Her2/nen. (B) Die Her2/ neu-iiberexcprimierende Brustkrebszelllinie
MDA-MB-453 zeigt in der Immunfluoreszenz, eine Anreicherung von CRIP1. Die jeweiligen
Erstantikirper wurden dazn mit einem Cy3-gekoppelten Ziegen-Anti-Kaninchenantikirper
sichthar gemacht.
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In den Zellen zeigte sich wie erwartet eine immunhistochemische Anreicherung von
Her2/neu an den Zellmembranen. Ebenfalls lieB sich in diesen Zellen eine verstirkte, vor-
wiegend intrazellulire Anreicherung von CRIP1 nachweisen. Dies bestirkte die Annahme
einer gleichzeitig hohen Expression der beiden Proteine auf zellbiologischer Ebene. Bei
CRIP1 fiel zudem noch eine charakteristische perinukleire Anreicherung in der Immunflu-
oreszenz auf, die typisch fir entweder residente oder transiente Proteine des Golgi-Appara-
tes ist. Darum wurden an dieser Stelle weitere Untersuchungen zu dieser auffilligen Lokali-

sation von CRIP1 unternommen.

3.2 Die Lokalisation von CRIP1 in der Zelle — eine
Immunfluoreszenzanalyse

3.21 CRIP1 in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-453

In der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-453 zeigte sich eine zellkernnahe Anreicherung
von CRIP1. Verwendet wurden neben dem CRIP1-Antikérper der blau fluoreszierende
DNA-Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) sowie der monoklonale Histon-H1-

Primarantik6rper und ein mit Alexa Fluor 488 gekoppelter Sekundarantikérper (grin).

DAPI Histon H1 CRIP1 Phase

Abb. 10:  Immunfluoresgens mit perinuklearer Lokalisation von CRIPT in der Mammakarinom-
zelllinie MD.A-NMB-453.
Unten: 1 ergriferung. Der CRIPT-Antikirper wurde ernent mit dem Cy3-gekoppelten Ziegen-
Anti-Kaninchenantikorper sichtbar gemacht.
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3.2.2 CRIP1 in der Kolonkarzinomzelllinie TC7

DAPI CRIP1 Merge

ADbDb. 11:  Tmmunfluoresgenzanalyse mit zellkernnaber Lokalisation von CRIPT in der Kolonkarginon:-
zelllinie TCT.
Unten: VergrofSerung.

Da CRIP1 als ein stark im Darmepithel exprimiertes Protein beschrieben wurde (Birken-
meier und Gordon 1986), untersuchten wir zusatzlich die Lokalisation von CRIP1 in der
TC7-Darmepithelzelllinie. Diese Zelllinie eignete sich aulerdem besonders gut fur die Im-
munfluoreszenz, da die einzelnen Zellen grof3 und sehr flach ausgebreitet sind und eine

CRIP1-Expression in Kolonkarzinomzellen bereits vorbeschrieben war (Groene et al. 20006).

3.3 Quantifizierung und Regulation der CRIP1 Expression

3.31  FACS-Analyse der Her2/neu und CRIP1 Expression in
Brustkrebszelllinien

In den Untersuchungen der FACS-Analyse (Abb. 12) konnte in den Brustkrebszelllinien

T47D, MCF7, MDA-MB-453, -231 und -435 keine Assoziation zwischen der Expression

von Her2/neu und CRIP1 nachgewiesen werden. Auch in den nicht tumordsen Zelllinien

MCF10A und HBL-100 ist keine Korrelation der Expression der beiden Gene festzustellen.

Dennoch fiel auf, dass hoch entdifferenzierte Brustkrebszelllinien wie MDA-MB-231 und
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MDA-MB-435 eine héhere Expression von CRIP1 aufwiesen als Zelllinien mit einem gerin-
geren Potenzial fiir Metastasierung (T47D, MCF7). Diese Annahme wird zusitzlich unter-
stitzt durch den Nachweis eines ebenfalls niedrigeren Levels der Expression von CRIP1 in
der nicht tumordsen Epithelzelllinie der Brustdriise MCF10A. Die nicht tumorése HBL-
100-Myoepithelzelllinie wies dagegen ein recht hohes Expressionsniveau von CRIP1 auf.
Diese Zelllinie wurde u. a. deswegen verwendet, da vermutet wird, dass sog. Triple-negative
Mammakarzinomzellen (wie MDA-MB-231, MDA-MB-435) aus diesem Zelltyp entstehen,
wihrend die sog. ,,basal-type“-Mammakarzinomzellen (wie T47D, MCF7) aus MCF10A-

ahnlichen Zellen entstehen.
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Abb. 12:  Expression von Her2/nen und CRIP1 in Brustkrebszelllinien, FACS-Analyse.
Die Mammatkarinomzelllinien sowie die nicht tumordsen Zelllinien MCF10A und HBI -
100 wurden durch FACS-Analyse anf die Expression von CRIPT und Her2/ neu hin unter-
sucht. Die Untersuchungen wurden an fixierten und permeabilisierten Zellen vorgenommen, um
auch die intrazelluldre CRIP1-Expression nachzmweisen.
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3.3.2  FACS-Analyse der CRIP1 Expression mit Heregulin, Epidermal Growth
Factor, Lapatinib und Sorafenib
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Abb. 13: Relative Fluoreszenzanreicherung in der Her2/ neu-iiberexprimierenden Brustkrebszelllinie
MDA-MB-453 (A) und in der Brustkrebszelllinie T47D (B) unter medikamentoser
Her2/ neu-Inhibiernng sowie unter Stimmlation mit Heregulin und EGF, FACS-Analyse.
Con=Kontrolle. Weder Heregulin (HER) noch Lapatinib (LLAP) beeinflussten die CRIPT-
Expression merklich. Untersucht wurden die Her2 [ nen-itherexprimierende Brustkrebszelllinie
MDA-MB-453 sowie die Tumorzelllinie T47D des duktalen Mammakarzinoms. Als modu-
latorische Substanzen wurden Heregulin (10 ng/ ml), EGF (10 ng/ ml), Lapatinib (10 pg/ nl)
und Sorafenib (10 g/ nl) verwendet.

Heregulin und der EGF gehoren zu der Familie der Wachstumsfaktoren und wurden bereits
in Unterunterabschnitt 1.3.4 genauer beschrieben. Heregulin ist als Ligand der humanen
EGF-Rezeptoren Gegenstand aktueller Forschungen beziiglich seines Nutzens z. B. als Bi-
omarker im Rahmen einer Krebstherapie (Kawakami und Yonesaka 2016). Der EGF ist Lig-
and der ErbB-Rezeptor-Familie. Eine Uberaktivierung dieser Rezeptoren wird mit einer
schlechten Prognose und der Entstehung von Tumoren in Verbindung gebracht, z. B. bei

Triple-negativen Brustkrebsarten und beim inflammatorischen Brustkrebs (Masuda et al.
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2012). Die ausgeloste Signalkaskade wird seit mehreren Jahrzehnten untersucht. Die Hoff-
nung ist, durch eine Inaktivierung bzw. eine Inhibierung der Rezeptoren gezielt in die Tu-
morgenese und -progression einzugreifen. Lapatinib (Tykerb, Tyverb, GlaxoSmithKline) ist
ein dualer Tyrosinkinaseinhibitor, der die intrazellulire Tyorsinkinase-Einheit des Her2/neu-
Rezeptors blockiert und in der Therapie von Her2/neu-positiven Mammakarzinomen vet-
wendet wird. Er bewirkt eine erhohte Apoptoserate in Tumorzellen. Sorafenib (Nexavar,
Bayer AG) ist ein Proteinkinaseinhibitor und reduziert die Zellteilung und Angiogenese von
Tumorzellen. Anders als Lapatinib ist Sorafenib nicht fiir die Therapie von Brustkrebs zuge-
lassen und wird als Zweit- und Drittlinientherapeutikum bei z. B. Nierenzellkarzinomen ver-
wendet. Letztlich konnte auch hier kein signifikanter Einfluss der genannten Substanzen auf

die CRIP1-Expression in dieser Tumorzelllinie festgestellt werden (siche Abb. 13).

3.3.3  RT-PCR mit Lapatinib und Sorafenib

In der Annahme, dass CRIP1 iiber Her2/neu bzw. andere Tyrosinkinasen reguliert werden
kann, untersuchten wir die CRIP1-mRNA-Expression in Gegenwart von spezifischen und
unspezifischen Tyrosinkinaseinhibitoren mittels RT-PCR. In der Versuchsreihe wurde die
Her2/neu-tberexprimierende Brustkrebszelllinie MB-MDA-453 und die Brustkrebszelllinie
MCF7 mit 10 pl/ml der jeweiligen Substanz tiber Nacht inkubiert. Hier lieBen sich die oben
dargestellten Beobachtungen bestitigen. Sowohl Lapatinib als auch Sorafenib schienen

keinen hemmenden Einfluss auf die CRIP1-Expression zu haben.

Sorafenib
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Abb. 14: CRIP1-Expression in der Her2/ nen-iiberexcprimierenden Brustkrebszelllinie MDA-MB-453
mit Lapatinib (10 pg/ ml) und Sorafenib (10 pg/ i) nach 12 Stunden Inkubation.
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Abb. 15: CRIP1-Expression in den Brustkrebszelllinien MDA-MB-453 und MCFEF7 versetzt mit
Lapatinib und Sorafenib (10 pg/ ml) nach 12 Stunden Inkubation.
Kon = Kontrolle.

3.34 Dexamethason

CRIP1 wurde funktional mit einer Immunmodulation in Verbindung gebracht (Lanningham-
Foster et al. 2002; Cousins und Lanningham-Foster 2000). Weiterhin wurde eine Modulation
der CRIP1-Expression durch Glukokortikoide in Dunndarmepithelzellen der Maus be-
schrieben (Levenson et al. 1993). Dexamethason ist ein Glukokortikoid und wirkt immun-
supprimierend und antiinflammatorisch. Wir fihrten eine RT-PCR-Analyse mit
Dexamethason und unterschiedlichen Brustkrebszelllinien (MDA-MB-453, MCF7, T47D)
durch. Die Inkubation erfolgte tber 12 Stunden. Wie in Abb. 16 dargestellt, scheint Dexa-
methason keinen Effekt auf die CRIP1-mRNA-Expression in diesen Tumorzelllinien zu ha-
ben. In der Mammakarzinomzelllinie HBL-100 scheint die CRIP1-mRNA-Expression durch
das Hinzuftigen von Dexamathason dagegen hochreguliert zu werden (Abb. 17). In vielen
Tumorzellen wird ein Verlust der Glukokortikoidrezeptoraktivitat beschrieben (Vilasco et al.
2013). Gleichzeitig wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des Glukokor-
tikoidrezeptors und einer verhinderten Apoptose in Brustkrebszellen beschrieben (Aziz et
al. 2012; Wu et al. 2005). Die genauen Mechanismen hierzu sind bislang unklar. Unsere Be-
obachtung legt nahe, dass die Zelllinie HBL-100 weiterhin tber einen funktionierenden
Glukokortikoidrezeptor verfiigt. Dies wiirde vorhergehende Studien stlitzen, die eine ver-
mehrte Expression von CRIP1 z. B. in intestinalen Zellen nach Inkubation mit
Dexamethason beschrieben (Levenson et al. 1993), und ebenso unsere Vermutung, dass

CRIP1 eine Rolle in der Tumorprogression spielt.



54 Ergebnisse

MCF7 DEX
T47D Dex

>

(W E
., O
Il
N §
ad} aa]
= 2

MCF7

CRIP1

B Actin

Abb. 16: CRIP1-Expression in den Brustkrebszelllinien MDA-MB-453, MCE7 und T47D mit und
ohne Dexamethason (100 nlM).

HBL 100
HBL 100 + Dex

Abb. 17: CRIP1-Expression in der Mammakarzinomzelllinie HBI-100 nzit und ohne Dexamethason
(100 nM).
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3.3.5 Zebularin

MCF7 + Zebularin
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Abb. 18: Zebularin-Effekt (50 mg/ ml) nach 48 Stunden Inkubation in der CRIP1-iiberexcprinierenden
Brustkrebszelllinie MCFE7.

Zebularin ist ein DNA-Methyltransferaseinhibitor und supprimiert Tumorwachstum.
Gleichzeitig fungiert es als Analogon fiir die Aminosiure Cytidin und hemmt mit seiner Bin-
dung an die aktive Bindungsstelle die Cytidin-Deamylase. Die Brustkrebszelllinie MCF7
wurde mit 50 mg/ml Zebulatin fiir zwei Tage inkubiert. Die Ergebnisse weisen auf eine
Hochregulation von CRIP1 durch Zebularin hin. Denkbar ist daher eine epigenetische Re-
gulation von CRIP1. Dieser Aspekt sollte in kiinftigen Studien der Arbeitsgruppe auch in

Zusammenhang mit der epigenetischen Regulation von LDOC1 weiter verfolgt werden.

3.3.6  Transforming Growth Factor 3 (TGF )

Der TGF-f ist ein Zytokin aus der Familie der Wachstumsfaktoren, welches unterschiedliche
Rollen in Bezug auf Zellwachstum und -proliferation einnehmen kann. Die Zelllinien T47D,
MCF7 und HBL-100 wutden uber Nacht mit TGF-8 (10 ng/ml) inkubiert. Eine

Verinderung der Expression von CRIP1 in den genannten Zelllinien war nicht zu erkennen.
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Abb. 19: TGE-f-Effekt (10 ng/ ml) nach 12 Stunden Inkubation anf die CRIP1-iiberexcprimierenden
Brustkrebszelllinien 147D und MCF7.

3.4 CRIPI1-Expressionsanalyse mittels PCR in
Zervixkarzinomzelllinien

Wir fihrten explorativ mittels quantitativer PCR eine Analyse der Expression von CRIP1 in
den Zervixkarzinomzelllinien CaSki, HelLa, SW756, Me180, C-33 A und SiHa durch. In die-
sen Zervixkarzinomzelllinien lieB sich eine stark variierende Expression beobachten. So
scheint die CRIP1 Expression in CaSki, C33 A und SW756 im Gegensatz zu Hel.a und SiHa
erhoht. Die Plattenepithelkarzinomzelllinie SW756 zeigt die starkste Bande. Weiterfithrende

Untersuchungen im Hinblick auf den Ursprung dieser Unterschiede in diesen Krebszelllinien

waren daher von Interesse.
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Abb. 20: PCR-Analyse der CRIPT-Expression in den Zervixkarzinomzelllinien CaSki, Hel a,
SW756, Me180, C-33 A und SiHa.
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3.5 Klonierung/Reexpression von CRIP1

In den oben beschriebenen Untersuchungen der Brustkrebszelllinien mittels semiquantitativer
PCR und FACS-Analyse ging die Hypothese hervor, dass in entdifferenzierten Tumorzellen
eine erhohte Expression von CRIP1 stattfindet. Ein Zusammenhang zwischen der Her2/neu
Expression und der Expression von CRIP1 war nicht erkennbar. Die genaue Rolle von CRIP1
in der Zelle bleibt unklar und ist somit auch in Brustkrebszellen nicht weiter erforscht. Mit der
Absicht, ein erstes Modell fiir die Untersuchung von CRIP1 im Hinblick auf Brustkrebszellen
und auf die Auswirkungen einer Uberexpression des Gens in diesen Zellen zu etablieren,
wurde eine CRIP1-tberexprimierende Zelllinie geschaffen. Hierzu wurde die cDNA einer
Zelllinie extrahiert, von der eine hohe CRIP1-Expression bekannt ist (MDA-MB-453), und in
eine Zelllinie eingesetzt, die keine hohe basale CRIP1-Expression aufweist (MCEF7). Die
Methodik der Klonierung wurde in Unterabschnitt 2.17 ausfiihrlich geschildert. Hervorzuhe-
ben ist, dass die CRIP1-cDNA in ihrer gesamten Linge amplifiziert werden sollte und hierzu
zunichst eine PCR mit bestimmten CRIP1-Primern, dem sog. Full-Length-Primer-Paar
(Unterabschnitt 2.6, Tabelle 3), und der cDNA der entsprechenden Zelllinie durchgefiihrt
wurde. Das somit entstandene PCR-Produkt wurde daraufhin in einen Plasmidvektor integriert
und in kompetente E.-co/i-Bakterien transferiert. Durch das in dem Plasmidvektor enthaltene
Resistenzgen gegen Ampicillin konnten auf dem ampicillinhaltigen LB-Agar nur die Bakterien
wachsen, die den Vektor aufgenommen hatten. Unklar hierbei war jedoch ob die gewtinschte
CRIP1-cDNA korrekt in den Vektor integriert worden war. Deswegen war es notwendig, die
Plasmide durch weitere PCR-Analysen zu screenen und zu selektieren. Es wurden darum

mehrere der wachsenden Kolonien gepickt und in Ndhrmedium angeziichtet.

3.5.1  Selektion der CRIP1 iiberexprimierenden Bakterienkolonien

Das blof3e Wachstum auf dem antibiotikahaltigem Nahrmedium setzt wie oben erwahnt noch
keine (korrekte) Insertion des CRIP1 Fragments in den Plasmid voraus. Hat eine Insertion des
gewtnschten PCR Produktes in richtiger Richtung (3" zu 5°) stattgefunden ist ein addquates
Ablesen und eine Expression des Gens moglich. Wird die cDNA in 5°- 3° Richtung eingefiigt,
so ist ein Ablesen der Sequenz nicht méglich und die fehlende Expression des Zielgens die
Folge. Dies ist ebenfalls der Fall, wenn nur Teile des Fragments im Plasmid integriert werden
oder sich ein Plasmid spontan wieder verschlief3t ohne das Fragment aufgenommen zu haben.
Eine Selektion der entsprechenden Bakterienkolonien erfolgte tiber die Durchfiihrung einer
PCR mit Aliquots von kurz aufgekochten Bakteriensuspensionen und den im Kit enthaltenen

T7- und BGH-reverse-Primer (vgl. Tabelle 3, Unterabschnitt 2.6 und Abb. 21).
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|——— CMV promoter CAAT
r T T

721 AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG
CMV forward priming site TATA 3’ end of CMV promoter putative transcriptional start
—— | — >

v
781 GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA

T7 promoter/priming site Nbhe |

|
KCCCAA GCTGGCTAGC

I 1

841 CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGA

AspHet+—ieomrt—m——————

| |
901 GTTTAAACTT AAGCTCGCCCT AG GGC GAG CTT GGT ACC GAG CTC
TTCGAGCGGGA BV INTTC CCG CTC

Lys Gly Glu Leu Gly Thr Glu Leu
BamHT V5 epitope
! I
947 GGA TCC GAA GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT
Gly Ser Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser
Agel Polyhistidine (6xHis) region Pme |
- 1 I r 1 |
995 ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTT TAAACCCGCT
Thr Arg Thr Hi is His His His His ***

BGH reverse priming site
CTC GACTGTGCCT TCTAS

1041 GATCa TGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC TCCCCCGTGC

T7BGH reverse

T7CRIP1 reverse

ADbb. 21:  Ausschnitt aus der Nukleotidsequens, des TOPO-1 ektors.
Farblich markiert zur besseren 1 eranschaunlichung sind die mit den Primern detektierbaren
Abschnitte. Copyright ©Life Technologies Corporation 2009, mit freundlicher Genebmignng.

Die so ausgewihlten Bakterienkolonien (1,2,3,4,5) verfigten iiber den Plasmid mit dem PCR
Produkt (Abb. 22 A). Bei der Bakterienkolonie 9 kénnte es sich um eine doppelte Insertion
des Plasmids handeln, die somit zu einer lingeren DNA-Sequenz und einem hoheren Mole-
kulargewicht fithrt. Im Anschluss erfolgte die weitere Differenzierung, bei welchem Klon die
Insertion in korrekter Richtung eingefithrt worden war. Dies geschah durch die Verwendung
des spezifischen CRIP1-Ruckwirtsprimers (3'-zu-5"-Richtung) und des T7-Vorwirtsprimers
(vgl. Abb. 21). So wurden die Kolonien mit dem korrekt inserierten cDNA-Abschnitt detek-
tiert (Abb. 22 B). Die im Anschluss tber das NucleoSpin Plasmid Kit gereinigten Plasmide
(siche Unterabschnitt 2.20) wurden zur Kontrolle nochmals aufgetragen. Aufgrund des
hohen Molekulargewichts liefen sie wie abgebildet sehr hoch im Gel (Einlauf ins Gel nur
kurz nach der Ladestelle). In Abb. 22 siecht man, dass die Klone 3, 4 und 5 das Plasmid mit
dem korrekt inserierten Abschnitt trugen. Die Vektoren konnten nun gezielt aus diesen
Klonen isoliert werden. Letztlich wurde Klon 5 fiir die weitere Arbeit verwendet, da dieser

nach Durchfiihrung der Plasmidpriparation in entsprechend hoher Konzentration vorlag.
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A 1 . 3 4 2 6 7 8 9

455 —» T7-BGH
Basenpaare

Klone
B 1 2 3 4 5
313 ——» T7-CRIP1-reverse
Basenpaare

Plasmide

Abb. 22: Auswahl der Kolonien, die ein Plasnid anfgenonmen haben.
A: PCR mit T7- und BGH-Primer. B: PCR mit dem T7- und CRIP1-reverse-Primer zur
Auswahl der Plasmide mit den Inserts in richtiger Orientierung. C: Gereinigte Plasmide.
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3.6 CRIP1in dem CRIP1-V5-iiberexprimierenden, stabilen Zellklon
der Zelllinie MCF7

Phase CRIP1-V5 Merge

Abb. 23: Der mit dem CRIP1-V5-Expressionsplasmid transfizierte stabile Zellklon der Zelllinie
MCEF7.
Unten: VergrifSerung. Primdrer Antikorper: Maus-anti-1"5-tag-Antikorper. Sekunddirer An-
tikorper: Cy3-konjugiertes Ziegen-anti-Maus IgG.

Die transiente Transfektion von Zielgenen in Form eines Plasmids ermdglicht die weitere
Untersuchung der Auswirkungen einer entsprechenden Uberexpression des Gens in der
Zelle. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine transiente Transfektion problemlos mit HelLa-
Zellen. Die transiente Transfektion mit MCEF7-Zellen hingegen war nur schlecht moglich
(geringe Transfizierbarkeit). Im Laufe dieser Arbeit stellten wir daher einen stabilen Zellklon
mit MCF7-Zellen her. Das CRIP1-V5-Expressionsplasmid wurde wie in Unterabschnitt
2.17. beschrieben erstellt. Es verfiigt Uber eine spezielle Aminosduresequenz, das sog.
Epitop V5. Das Epitop V5 des in Unterabschnitt 2.17.1 dargestellten Plasmids machte eine
indirekte Fluoreszenzmarkierung durch entsprechende Antikérper moglich (primarer
monoklonaler Antikérper Anti-V5, sekundirer Cy3-konjugierter Antikérper). Um die
Funktionalitit des Plasmids zu testen, fihrten wir eine indirekte Immunfluoreszenz durch.
Hierbei war es ebenfalls méglich, von der zellulidren Lokalisation von CRIP1 Riickschlisse
auf die mogliche Funktion von CRIP1 in der Zelle zu zichen. In den generierten CRIP1-V5-
tberexprimierenden Zellklonen der Tumorzelllinie MCF7 lie3 sich eine verstirkte Firbung
im Bereich des Golgi-Apparates nachweisen und bestitigte die zuvor erwihnte Beobachtung

von einer perinukledren Lokalisation von CRIP1.
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3.7 Zytokin-Antikorper-Array
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Abb. 24: Zytokinarray.
(A) Kontrolle mit kultivierter MCE7-Zelllinze. (B) CRIP1-1"5-diberexcprinierende Zelllinie
MCF7. (C) Tabelle zur Aunswertung. Zur 1 erfiigung gestellt von ©RayBiotech. Es liefs sich
eine verstarkte Excpression von TINF-g in der CRIP-1"5-iberexprimierenden Zelllinie MCE7
nachweisen.

Die von uns generierten MCEF7-CRIP1-V5-Klone zeigten gegeniiber der Ausgangszelllinie
MCF7 keinerlei Auffilligkeiten in der Morphologie oder im Wachstumsverhalten. Es wurde
jedoch beobachtet, dass eine Uberexpression von CRIP1 mit einer Verinderung des
Zytokinexpressionsmusters einhergehen kann (Lanningham-Foster et al. 2002). Um
Hinweise auf die Funktion von CRIP1 im Hinblick auf immunologische Prozesse zu
erlangen, wurde mithilfe der zuvor hergestellten CRIP1-V5-iiberexprimierenden Zelllinie
MCF7 ein Antikorperarray durchgefithrt. Die Kontrolle fand mit der reguliren kultivierten
Zelllinie MCF7 statt. Im Array war im Vergleich zu anderen Feldern (und den entsprechen-
den Zytokinen) eine verstirkte Firbung im Feld des Tumornekrosefaktors-8 (TNF-8) zu

erkennen. TNF-3, auch Lymphotoxin-a (LT-«) genannt, ist ein Zytokin, das vorwiegend von
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Leukozyten und aktivierten Lymphozyten, aber auch von Tumorzellen sezerniert wird. Er
bindet an die gleichen Rezeptoren wie der Tumornekrosefaktor-a und setzt proinflammato-
rische Signalkaskaden in Gang. Ob ein direkter Zusammenhang zwischen TNF-3 und CRIP1
besteht, muss Gegenstand zukunftiger Versuchsreihen sein und sollte durch zusitzliche
Techniken wie ELISAs bestitigt werden. Eine vermehrte Expression von TNF-8 in einer
CRIP1-tberexprimierenden Zelllinie unterstiitzt jedoch die Vermutung, dass CRIP1 eine

Rolle in immunmodulatorischen Prozessen spielt.

3.8 LDOC1

Im Rahmen der Arbeitsgruppe des Labors in der Maistral3e, in der vor allem Onkogene und
Tumorsuppressorgene im Hinblick auf Karzinome der weiblichen Organe von Interesse wa-
ren, beteiligte ich mich nach erfolgreichem Abschluss der CRIP1-Klonierung an einer wei-

teren Klonierung — der von LDOCIT.

3.8.1 Klonierung und Expression von LDOC1

Eine Uberexpression von LDOCT1 wurde bereits mit einer erhéhten Apoptoserate assoziiert
(Inoue et al. 2005). Um die Auswirkungen einer LDOC1-Uberexpression in gynikologischen
Tumorzellen untersuchen zu kénnen, wurde ein LDOC1-V5-Expressionsplasmid generiert,
dessen V5-Tag es moglich machte, die LDOC1-Expression in den transfizierten Zellen mit-

tels Immunfluoreszenz darzustellen (Abb. 25 A).

Wie bereits fiir die Klonierung von CRIP1 beschrieben, wurde auch fiir LDOCT die entspre-
chende Sequenz aus einer cDNA-Bank amplifiziert. Hierzu verwendet wurden die in Ab-
schnitt 2.6 aufgefiihrten Primer und eine cDNA-Bank von Hela-Zellen, die von der Ar-
beitsgruppe im Labor bereits fiir andere Experimente benutzt worden war. Das PCR-Pro-
dukt wurde in den pcDNA 3.1/V5-His-TOPO-Vektor eingefiigt und in Zervixkarzinomzel-
len transferiert. Die im Anschluss fixierten Zellen konnten mittels Immunfluoreszenz weiter
untersucht werden (Abb. 25 A). Wihrend die Klonierung als Teil dieser Arbeit betrachtet
werden kann, so waren die weiterfithrenden Untersuchungen eine Gemeinschaftsarbeit des
Forschungslabors und unter Buchholtz et al. veroffentlicht worden (Buchholtz et al. 2013).
Zum Vergleich wurden von mir zunidchst kommerziell erhaltliche Antikérper (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland; Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland; Abcam,
Cambridge, UK) an Zellen diverser Zelllinien getestet. Einige Publikationen beschrieben ne-

gative Erfahrungen mit kommerziell erhaltlichen Antikérpern (Mizutani et al. 2005; Duzkale
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etal. 2011). Auch im Rahmen dieser Arbeit zeigten die genannten Antikorper keine entspre-
chende Fluoreszenz, auch nicht in den LDOC1-V5-tberexprimierenden Zellen. Die Reak-
tion auf das V5-Epitop wies jedoch eine deutliche Reaktion nach (Abb. 25 A).

3.8.2  Uberexpression von LDOCI induziert Zelltod in Zervixkarzinomzelllinien

Es wurden stabile Zellklone mit den Zelllinien Hel.a, Me180 und C-33 A erstellt. Bei den
genannten Zellklonen, einschlief3lich der Hela-Zellen, fielen morphologische Verinderungen
auf. Die Klone — im Gegensatz zu den Erfahrungen mit CRIP1 — stellten jedoch nach meh-
reren Passagen das Wachstum ein. Wurde das Expressionsplasmid nur transient in HelLa-
Zellen tbertragen, so zeigten diese unter dem Fluoreszenzmikroskop eine veranderte Mor-
phologie und eine vermehrte Apoptoserate (Abb. 25 A). Ebenfalls lie3 sich LDOC1 in diesen
Zellen sowohl innerhalb des Zellkerns als auch im Zytoplasma nachweisen. HelLa-Zellen
sind bekannt fir eine hohe Transfektionsrate, das LDOC1-V5-Expressionsplasmid zeigte
jedoch eine erschwerte Transfektion in nur wenige Zellen. Mogliche Erklirungen hierfiir
sind ein zu rasches Absterben der transfizierten Zellen oder eine Interferenz von anderen
zelluliren Mechanismen, die auf die Expression von LDOCI einwirken. Es wurde eine
Kontrolltransfektion mit dem Transfektionsfaktor MTA1 (metastasis-associated protein 1)
durchgefiihrt, in der sich die Zellen im Gegensatz dazu morphologisch unverindert und die
Transfektionsrate wesentlich hoher zeigten. Diese Unterschiede zeigten sich sowohl in der
Immunfluoreszenz als auch in den durchgefithrten Western Blot Analysen (Abb. 25 B). Die
genannten Beobachtungen weisen darauf hin, dass LDOCI einen wachstumshemmenden
Einfluss ausiibt und eine Uberexpression zu einer erhéhten Apoptoserate fiihrt. Die in Abb.
25 gezeigten Ergebnisse sind als Produkt der Gemeinschaftsexperimente unter Buchholtz et

al. (2013) veroffentlicht und fir die anschlieSende Diskussion von Bedeutung.



64

Ergebnisse
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Abb. 25: Ektopische Uberexpression von LDOCT induziert Apoptose in Hel a-Zellen.

(A) Indirekte Immunfluoreszenz. Transient mit dem LLDOCT-175- oder dem MTAT-175-
Expressionsplasmid transfizierte Hel a-Zellen nach Inkubation fiir 48 Stunden. Apoptotische
Zellen sind mit einem Pfeil markiert. (B) Western Blot Analyse mit transfizierten Hel a-Zel-
len. Die Transfektion mit einem LDOCT-V5- oder einem MTAT-1"5-Expressionsplasmid
erfolgte siber unterschiedliche Zeitspannen. Marker: prestained marker 1V (Peglab, Erlangen,
Deutschland). LDOCT = 17 kDa (146 AA); MTAT = 81 kDa (715 AA); V'5-His-
Tag = 45 usatzliche AA (AA = Aminosinre; kDa = relatives Moleknlargewich?).
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4 Diskussion

Diese Arbeit wurde durchgefiihrt, um einen moglichen Zusammenhang des brustkrebs-
assoziierten Her2/neu-Proteins mit CRIP1 zu untersuchen. Im Hinblick auf die durchge-
tithrten Experimente war ein solcher direkter Zusammenhang nicht erkennbar. Es folgte
daher eine Expressionsanalyse von CRIP1 mittels PCR und FACS-Analyse in unterschiedli-
chen Brustkrebszelllinien, in der sich eine Uberexpression von CRIP1 in héhermalignen,

undifferenzierten Zelllinien feststellen liel3.

4.1 CRIP1und Her2/neu — ein Zusammenhang?

CRIP1 wurde ursprunglich in Dinndarmzellen der Maus identifiziert (Birkenmeier und Gor-
don 1986). In Bezug auf Krebszellen wurde eine Uberexpression in Brustkrebs- und Zervix-
karzinomzellen (Ma et al. 2003; Liu et al. 2004; Santin et al. 2005), Prostata- und Pankreas-
karzinomzellen (Wang et al. 2007; Terris et al. 2002) sowie in Kolorektalkarzinomzellen
(Groene et al. 2006) nachgewiesen. Die Arbeitsgruppe um Rauser et al. (2010) und Ludyga
et al. (2013) legte via MALDI-Imaging eine Korrelation zwischen Her2/neu-tiberexprimie-
renden Zellen und der Hochregulation von CRIP1 in diesen Zellen nahe. Dies war bereits
zuvor in Form von cDNA-Microarrays von Mackay et al. (2003) und Wilson et al. (2002)
beschrieben worden. Het2/neu ist ein Wachstumsfaktorrezeptor und in ca. 25 % der
Mammakarzinome Uberexprimiert (Hiddemann 2010). Unter anderem trigt Her2/neu zur
Metastasierung eines Tumors bei und ist ein negativer Prognosefaktor (Li et al. 2004). Mit
der Entwicklung des monoklonalen Antikorpers Trastuzumab ergaben sich grofe Fort-
schritte beztglich der Therapie eines Her2/neu-positiven Tumors (Piccart-Gebhart et al.
2005). Die Entwicklung dieser neuen, auf den genetischen Defekt ausgerichteten
Therapeutika ist Gegenstand vieler aktueller Forschungsgruppen. Her2/neu-positive
Tumoren sprechen jedoch nicht immer auf die spezifische Therapie an (Gajria und Chand-
arlapaty 2011). Es existiert daher der Bedarf, andere Marker und interagierende Proteine zu
identifizieren, damit alternative zielgerichtete Medikamente entwickelt werden kénnen. In 14
von insgesamt 116 untersuchten Tumorarten fand sich eine hohe Expression von CRIP1
(Ludyga et al. 2013). In Brustkrebsgewebe korrelierte das Vorhandensein einer Her2/neu-
Uberexpression mit einer CRIP1-Uberexpression. Ein Zusammenhang zwischen einer
CRIP1-Uberexpression mit der TumorgrdBe, der Anzahl der befallenen Lymphknoten oder
dem Progesteron-Rezeptor-Status ergab sich laut Ludyga et al. (2013) nicht. Es lie3 sich
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jedoch eine signifikante Korrelation einer CRIP1-Uberexpression und einem besseren klini-
schen Verlauf feststellen. In der genannten Arbeit wurden weiterhin drei Tumorzelllinien
identifiziert, die eine dhnlich hohe Expression von Her2/neu und CRIP1 aufweisen: T47D,
BT474 und MDA-MB-361.

In unseren Untersuchungen an der Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 mittels indirekter Im-
munfluoreszenzmikroskopie zeigten die beiden Proteine Het2/neu und CRIP1 eine starke
Anreicherung. MDA-MB-453 ist vorbeschrieben als eine Mammakarzinomzelllinie mit
Her2/neu-Uberexpression (Subik et al. 2010; Mackay et al. 2009; Arriola et al. 2008). Wir
sahen daher die oben genannte Hypothese auf zellbiologischer Ebene zunichst bestatigt. Wir
bedienten uns zur weiteren Expressionsanalyse der FACS-Analyse und verglichen die Ex-
pressionsmuster von CRIP1 und Her2/neu in unterschiedlichen Brustkrebszelllinien (T47D,
MCF7, MDA-MB-453, -231 und -435). Eine dhnlich hohe Expression von CRIP1 und
Her2/neu konnten wir, wie beschrieben, in der Zelllinie T47D finden. Eine Uberexpression
beider Proteine in der Zelllinie MDA-MB-453 lief3 sich bestitigen. Insgesamt zeigte sich in
fast allen untersuchten Krebszelllinien unserer Studie eine hohe CRIP1-Expression. Eine
entsprechende Korrelation der CRIP1 Expression mit der Her2/neu-Expression in diesen

Zelllinien konnten wir jedoch nicht nachweisen.

Es wurde ein positiver Zusammenhang von CRIP1 im Hinblick auf die Prognose bei
Brustkrebs (Ludyga et al. 2013) und Osteosarkomen (Baumhoer et al. 2011) beschrieben.
Balluff et al. (2011) wiederum erwihnen CRIP1 als negativen prognostischen Faktor beim
Magenkarzinom. Die Méglichkeit der Verwendung von CRIP1 als Biomarker fir Screening-
verfahren und Prognosestellungen wurde in diesen Arbeiten diskutiert. Im Vergleich der
CRIP1 Expression in gesunden und tumordsen Geweben fiel in unseren Untersuchungen
wie bereits oben erwihnt eine Uberexpression in den stirker malignen Zellen auf. In unserer
FACS-Analyse von unterschiedlichen Brustkrebszelllinien und der nicht tumorésen Zelllinie
MCF10A lieB} sich beobachten, dass die als hochmaligne eingestuften entdifferenzierten
Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435 eine h6here Expression von CRIP1 aufweisen
als die anderen getesteten Zelllinien. CRIP1 konnte also eine Rolle in der Entdifferenzierung
von Tumorzellen, demnach in der Tumorprogression spielen und ist als prognostischer
Marker denkbar. Dementsprechend war die Expression von CRIP1 in der Epithelzelllinie
der Brustdrise MCF10A am niedrigsten. Die ebenfalls erhéhte Expression in der
mesenchymalen Zelllinie HBL-100 ldsst wiederum eine Rolle von CRIP1 in der sogenannten
epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) vermuten, welche die Umwandlung einer

Epithelzelle in eine Zelle vom mesenchymalen Phinotyp beschreibt (Kaufmann 2011).
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Mesenchymzellen sind pluripotent (Kalluri und Neilson 2003). Physiologisch ist dieser Vor-
gang z. B. bei der Wundheilung und im Rahmen der Embryogenese zu finden. Im Hinblick
auf die Karzinogenese wurde die EMT in unterschiedlichen Untersuchungen als entschei-
dender Mechanismus fiir die Entstehung eines malignen Prozesses in Epithelgeweben
diskutiert (Kalluri und Weinberg 2009). Die genauen Interaktionen, die hierbei eine Rolle
spielen sind bislang jedoch unklar. Der Fokus neuerer Untersuchungen liegt daher auf Bio-
markern der EMT. Es wurde gezeigt, dass diese Biomarker (wie z. B. die Expression des
filamentosen Proteins Vimentin oder der Glykoproteine Osteonectin und N-Cadherin) eine
hohere Expression in invasiven Karzinomen vorweisen als im duktalen Carcinoma in situ
(Chot et al.). Weitere Studien legen nahe, dass Triple-negative Mammakarzinome aus dem
mesenchymalen Zelltyp entstehen, und beschreiben eine Assoziation zwischen der EMT und
einem hoheren Grading, demnach histologisch ent- oder undifferenzierten Tumorzellen
(Jeong et al. 2012). Da unsere Versuche eine Rolle von CRIP1 in der Tumorprogression und
in der EMT nahelegen (hohe Expression in triple negativen Zelllinien und der HBL-100
Myoepithelzelllinie), wiren nihere Untersuchungen in diesem Zusammenhang von Interesse

und konnten CRIP1 als weiteren Marker identifizieren.

Mittels RT-PCR und FACS-Analyse untersuchten wir neben Mammakarzinomzelllinien
auch Zervixkarzinomzelllinien (SiHa, Caski, Hela, Me180 und C-33 A) und ebenfalls leuka-
mische Zellen (Jurkat, IM9, HL.60; Ergebnisse nicht dargestellt). In allen genannten Zelllinien
fand sich eine nachweisbare, teilweise sehr hohe CRIP1 Expression. Im Hinblick auf die
Zervixkarzinomzelllinien lie3 sich unsere oben erwihnte Beobachtung von einer erhéhten
Expression in entdifferenzierten Tumorzellen bestitigen. In den Tumorzelllinien CaSki, C33
A und SW756 zeigte sich die CRIP1-mRNA-Expression erhéht. Diese Beobachtung unter-
scheidet sich von der relativ einheitlich erh6hten CRIP1-Expression in den untersuchten
Brustkrebszelllinien. Die weiterfithrende Untersuchung dieser Zelllinien und ihrer Unter-
schiede ist ein Ansatz um an weitere Hinweise auf die Funktion von CRIP1 in Tumorzellen
zu gelangen. Die semiquantitative RT-PCR vereinfachte nach ihrer Entdeckung die
Transkriptionsanalyse wesentlich (Mullis 1990). Jedoch hat diese Methode den Nachteil, dass
die Bandenintensitit keine sehr exakte Quantifizierung des Zielgens erméglicht. In der von
uns mittels RT-PCR durchgefiihrten Expressionsanalyse von CRIP1 und Hetr2/neu in
unterschiedlichen Brustkrebszelllinien lieBen sich keine gut quantifizierbaren Daten erheben,
sodass wir die oben beschriebene FACS-Analyse durchfiihrten. Hier war im Gegensatz zur
RT-PCR eine genauere Quantifizierung moglich, da Zellzahl und Menge des Zielgens ins
Verhiltnis zu setzen waren. Mittels eines fiir die Real-time PCR geeigneten Sonden-Primers

(siche Tabelle 3) konnte zum Schluss der Doktorarbeit in Zusammenhang mit einem
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seinerzeit im Labor neu bereitstehenden Real-time PCR Gerits (Applied Biosystems) eine
besser quantifizierbare PCR Methode aufgebaut werden. Die Methode konnte routinemifig
jedoch erst von nachfolgenden Doktoranden genutzt werden. In Bezug auf die Regulation
von CRIP1 verblieben wir mit der RT-PCR und bestitigten die daraus resultierenden Ergeb-
nisse im Verlauf mittels FACS-Analyse, welche die letztlich deutlich wichtigere Proteinebene
zeigte. Problematisch erwies sich der Nachweis unserer Beobachtungen auf Proteinebene
mittels Western Blot Analyse. Die Versuche einer Western Blot Analyse mit den vorhande-
nen CRIP1 Antikérpern scheiterten. Ahnliche Erfahrungen wurden uns zuvor von der
Arbeitsgruppe von Prof. Axel Walch berichtet. Als Ursache wurde ein mégliches Durch-
blotten des sehr kleinen CRIP1-Proteins vermutet und wahrscheinlich auch eine Epitopauf-
l6sung wihrend der Denaturierung im Rahmen des Western Blot Verfahrens. Diese fallt bei
der FACS-Analyse und bei der indirekten Immunfluoreszenz deutlich geringer aus. Im
Gegensatz zum Western Blot Verfahren bleibt dabei die Proteinsekundarstruktur meist

erhalten.

4.2 CRIP1 Regulation

Zur weiteren Analyse der CRIP1-Expression in Mammakarzinomzelllinien bedienten wir
uns unterschiedlicher Modulatoren. Heregulin ist ein Wachstumsfaktor, der an die ErbB-
Rezeptorfamilie bindet (EtbB3/4). Er setzt damit Signalkaskaden in Gang, die auf unter-
schiedlichste Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Invasion Einfluss haben. Er
wird mit der Entstehung verschiedener Tumoren und einer schlechten Prognose assoziiert
(Breuleux 2007). Eine Expression ist in ca. 30 % aller Mammakarzinome zu finden (Khurana
et al. 2014). Neuere Theorien besagen, dass Heregulin auch au3erhalb seiner Wirkung auf
die ErbB-Rezeptorfamilie eine Rolle in der Kanzerogenese spielen konnte (Khurana et al.
2014). Der Epidermal Growth Factor (EGF) ist ebenfalls ein Wachstumsfaktor und bindet
an den sog. EGF-Rezeptor. Die Aktivierung des Rezeptors und die dadurch ausgel6ste
Signalkaskade scheint im Zusammenhang mit der EMT, mit Zellmigration und Tumorinva-
sion zu stehen und eine Sensibilisierung gegeniiber Chemotherapeutika zu bewirken (Masuda
et al. 2012). Beztglich der Signaltransduktion zwischen Zelloberfliche und Nukleus ist im
Hinblick auf die EMT bislang wenig bekannt. Ein genaueres Verstindnis wire fir die
Behandlung mit EGFR-Inhibitoren von Vorteil, da es Untersuchungen gibt, die eine Uber-
expression des Rezeptors in triple negativen und inflaimmatorischen Mammakarzinomen
belegen (Davis et al. 2014; Jeong et al. 2012). Diesbeztiglich fehlen jedoch die entsprechen-

den Biomarker fir eine individuelle Therapieeinschitzung. Der Tyrosinkinaseinhibitor
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Lapatinib (Tykerb, Tyverb, GlaxoSmithKline) wird zur sog. ,targeted therapy®, also zur
gezielten Therapie beim Her2/neu-positiven Mammakarzinom angewendet. Neuere Studien
beobachteten einen synergistischen Effekt von Lapatinib und dem Zytostatikum Capecitabin
bei metastasierten Tumoren, die auf eine Therapie mit Trastuzumab nicht ansprachen (Cetin
et al. 2014). Weitere Studien zeigen ebenfalls einen therapeutischen Effekt bei bestimmten
Formen des Endometriumkarzinoms (Konecny et al. 2008). Lapatinib bindet als Ligand an
den Her2/neu und an den EGF Rezeptor und verhindert eine Signalweiterleitung (Nelson
und Dolder 20006). Sorafenib (Nexavar, Bayer AG) ist ein Proteinkinaseinhibitor, dessen
grofiter Effekt die Inhibierung des Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma), zu sein scheint
(Murphy et al. 2006). Das Raf-Protein gehért zu einer Familie von Proteinkinasen und ist
Teil des MAP-Kinase-Signalwegs und des Ras-Raf-Signalwegs. Diese Signalwege sind essen-
tiell fiir das Wachstum und die Differenzierung einer Zelle (Kolch 2000). In der klinischen
Anwendung hemmt Sorafenib vor allem die Angiogenese und ist fur die Behandlung des
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms, des Hepatozelluliren Karzinoms und des
Schilddriisenkarzinoms zugelassen (Zafrakas et al. 2016). Beziiglich des therapeutischen
Effekts im Hinblick auf das Mammakarzinom wurden bereits mehre Studien durchgefiihrt,
die gegen eine Monotherapie mit Sorafenib sprechen (Zafrakas et al. 2016). In Kombination
mit Gemcitabin oder Capacitabin scheint Sorafenib wiederum einen therapeutischen Effekt

zu haben (Schwartzberg et al. 2013).

In unseren Untersuchungen der CRIP1 Expression in der Her2/neu-tiberexprimierenden
Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 und in den Brustkrebszelllinien MCF7 und T47D ergaben
sich keine Hinweise einer medikamentsen Regulation durch die Inhibierung des Her2/neu-
bzw. EGF-Rezeptors (Lapatinib) noch durch die Stimulation mit Heregulin und EGF. Dies
stellt einen weiteren Hinweis dar, dass CRIP1 und Her2/neu keinen funktionellen
Zusammenhang zu haben scheinen. Zu bedenken ist, dass unterschiedliche Tumorzelllinien
Uber eine unterschiedliche hohe Expression der Zielrezeptoren verfiigen (Konecny et al.
20006). Die Arbeitsgruppe vom Konecny stellte fest, dass Lapatinib auf alle 31 untersuchten
Brustkrebszelllinien einen antiproliferativen Effekt hatte, dieser jedoch stark von der
verwendeten Konzentration abhingig war. Dies wiederum sei auf die variierende Expression
der Her2/neu- und EGF-Rezeptoren zuriickzufithren. Um unsere Ergebnisse zu bestitigen,

wire daher eine Studie mit unterschiedlichen Konzentrationen von Lapatinib vonnéten.

In friheren Arbeiten wurde ein Einfluss von Dexamethason auf die mRNA-Synthese von
CRIP1 in Gewebeproben und in kultivierten intestinalen Epithelzellen der Ratte beschrieben

(Levenson et al. 1993). Glukokortikoide wirken antiinflammatorisch und immunsuppressiv
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und sind gleichzeitig fiir eine Vielzahl immunmodulatorischer Prozesse innerhalb der Zelle
verantwortlich (Franchimont 2004). In unseren Versuchsreihen lie sich ein solcher Zusam-
menhang von Dexamethason und der CRIP1-Expression in den Zelllinien MDA-MB-453,
MCF7 und T47D bei einer Konzentration von 100 nM Dexamethason nicht replizieren.
Allerdings wurden die Untersuchungen von Levenson et al. vornehmlich mit
Dexamethasonapplikation in vivo durchgefiihrt, teils auch in vitro an Epithelzelllinien des
Diinndarms, nicht jedoch an Tumorzelllinien. Eine fehlende Hochregulation von CRIP1 in
den oben genannten Brustkrebszelllinien koénnte die Folge eines deaktivierten
Glukokortikoidrezeptors sein. Ein Verlust des Glukokortikoidrezeptors in einigen Tumor-
arten ist beschrieben, u. a. auch in Mammakarzinomzellen (Vilasco et al. 2013). Gleichzeitig
wird eine Aktivierung des Glukokortikoidrezeptors mit einem Verlust der Apoptosefihigkeit
in Brustkrebszelllinien beschrieben (Wu et al. 2005; Aziz et al. 2012). Von Interesse ist daher
unsere Beobachtung, dass die CRIPI-Expression in der Zelllinie HBL-100 durch
Dexamethason hochreguliert werden. Im Hinblick auf die oben genannten Untersuchungen
deutet dies auf einen funktionierenden Glukokortikoidrezeptor in HBL-100-Zellen hin, was
die Hypothese unterstiitzen wiirde, dass CRIP1 eine Funktion in der Immunmodulation und
Tumorprogression einnimmt. Levenson et al. erkliren ihre Ergebnisse damit, dass
Glukokortikoide die Entwicklung der Enterozyten stimulieren, vor allem in der Neonatalpe-
riode der Ratte. CRIP1 sei bei dieser Entwicklung beteiligt. Unklar blieb, ob die Zellen durch
Dexamethason direkt zur gesteigerten Synthese von CRIP1 stimuliert wurden oder ob eine
vermehrte Bildung von unreifen intestinalen Zellen und eine damit einhergehende erhéhte
CRIP1-Syntheserate verantwortlich waren. Levenson et al. beobachteten einen Anstieg von
00 % nach einer Dosissteigerung auf insgesamt 5 uM und hilt daher einen direkten Zusam-
menhang zwischen Dexamethason und der CRIP1-Expression fiir wahrscheinlich. Eine
weitere Moglichkeit, unsere Ergebnisse zu erkliren, ist, dass die Beobachtungen von
Levenson et al. auf einen multifaktoriell bedingten Anstieg von CRIP1 durch Reifungspro-
zesse der Enterozyten zuriickzufiihren sind und nicht auf einen direkte Interaktion zwischen
CRIP1 und Dexamethason. In Gewebeproben von erwachsenen Maiusen, die mit
Dexamethason behandelt worden waren, konnte kein Anstieg der CRIP1-Expression fest-

gestellt werden.

Unsere Untersuchungen mit Zebularin suggerieren eine Hochregulation von CRIP1 in der
mit der Substanz behandelten Brustkrebszelllinie MCF7. Zebularin ist ein DNA-
Methyltransferaseinhibitor und induziert epigenetische Verinderungen (Cheng et al. 2003).

Weitere DNA-Methyltransferaseinhibitoren wie z.B. 5-Aza-2"-deoxycytidin und 5-Azacytidin
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werden in der Klinik als Zytostatika eingesetzt, haben jedoch eine hohe Anzahl an Neben-
wirkungen und missen intravends appliziert werden. Zebularin hat eine hohe orale Biover-
tiigarkeit, ist eine stabilere Substanz und zeigt in Studien eine geringere Toxizitit (Billam et
al. 2010). Die DNA-Methylierung spielt zusammen mit anderen epigenetischen Prozessen,
wie z.B. der Deacetylierug von Histonen eine wichtige Rolle in der Transkription von Genen
(Rountree et al. 2001). Meist erfolgen DNA-Methylierungen im Bereich der Promotorregion
an der Cytosin-Phosphat-Guanin(CpG)-Einheit. Eine Hypo- oder Hypermethylierung hat
eine verinderten Genexpression zur Folge und kann, insbesondere im Hinblick auf
Onkogene und Tumorsuppressorgene, die Tumorentstehung férdern (Baylin und Ohm
20006; Gaudet et al. 2003). Es wird davon ausgegangen, dass unter anderem diese epigeneti-
schen Prozesse fiir die Resistenz gegentiber Chemotherapeutika verantwortlich zu machen
sind (Perez-Plasencia und Duenas-Gonzalez 20006). Im Gegensatz zur Genetik sind epigene-
tische Verinderungen potentiell reversibel. Zebularin wird daher als Substanz der
Chemoprivention gehandelt (Huang et al. 2011). Vergleichbare Studien zur Behandlung von
Brustkrebszelllinien mit Zebularin zeigten eine Inhibierung der Expression von Proteinen,
die die Epigenetik in MCF7 Zellen beeinflussen (Billam et al. 2010). Ebenso verindert es
zellregulatorische Prozesse und induziert die Apoptose in Brustkrebszellen. Diese Veridnde-
rungen scheinen abhingig von der Konzentration zu sein (Billam et al. 2010). Billam et al.
vermutet, dass der epigenetische Einfluss und die Apoptoseinduktion separat voneinander
zu sehen sind. In unseren Untersuchungen starben die Brustkrebszellen, die mit einer hohe-
ren Konzentration inkubiert wurden ab. Eine Hochregulation von CRIP1 in mit Zebularin
vorbehandelten Zellen kénnte darauf hinweisen, dass die CRIP1 Expression durch epigene-
tische Prozesse reguliert wird oder ein Teil der epigenetischen Regulation darstellt. Die epi-
genetische Regulation von CRIP1 und von LDOC1 wird Gegenstand kiinftiger Untersu-

chungen sein.

TGF-B ist ein Peptidhormon und ein endogener Inhibitor der Zellproliferation (Gold 1998).
Studien zeigen, dass in vielen Tumorarten (u.a. Pankreas-, Colonkarzinom, Mammakarzi-
nom) eine Uberexpression des Zytokins zu finden ist. Héhergradig maligne Tumorzellen
scheinen die Sensibilitit fiir TGF-$ zu verlieren. Die Mechanismen der Hochregulation sind
heutzutage weitestgehend verstanden und werden unter dem sog. Smad-signaling-pathway
beschrieben. Aktuelle Studien berichten tber eine ambivalente Funktion von TGF-8 in
Brustkrebszelllinien (Buck und Knabbe 2006). So fihrt eine Therapie mit dem selektiven
Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen zu einer Hochregulation von TGF-8, dieses verfiigt

aber in Abhingigkeit von Tumorstadium und Estrogenrezeptorstatus iiber tumorsuppressive
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oder tumorprogressive Eigenschaften. Nach unseren Beobachtungen scheint eine Stimula-
tion der CRIP1 Expression durch TGF-8 in den Brustkrebszelllinien MCEF7 und T47D un-

wahrscheinlich.

4.3 CRIP1 als immunmodulatorisches Protein

Der an dem CRIP1-tberexprimierenden Zellklon MCF7 durchgefiihrte Zytokinarray ergab
den Hinweis auf eine erhohte Expression von TNF-8 (auch Lymphotoxin-a, LT-a, genannt)
in dieser Zelllinie. TNF-$ ist ein immunmodulatorisches Zytokin, das von aktivierten
Lymphozyten sezerniert wird. Er bindet, wie auch TNF-o, an Tumornekrosefaktor-Rezeptor

1 und 2 (TNFR1/2) und setzt proinflammatorische Signalkaskaden in Gang (Ruddle 2014).

Neuere Studien zeigen, dass Zytokine in Abhangigkeit von unterschiedlichsten Faktoren eine
kanzerogene Wirkung haben kénnen — sei es direkt in der Funktion eines Onkogens oder
tber die Bahnung eines prokanzerogenen zelluliren Umfeldes (Bauer et al. 2012). Um die
Unterschiede von TNF-« und LT-« zu erforschen, wurden Studien an Knock-out-Mausen
durchgefiihrt. Die Miduse, in denen LT-« deaktiviert wurde, zeigten signifikante Defekte der
sekundaren lymphatischen Organe, wie fehlende Lymphknoten, fehlende Peyer-Plaques und
eine dysfunktionale Milz (Togni et al. 1994; Liepinsh et al. 2000). In vorherigen Arbeiten
ergaben sich Hinweise daftir, dass CRIP1 die Produktion von Zytokinen induziert (Cousins
und Lanningham-Foster 2000). Weiterhin wurde CRIP1 eine Rolle in der zelluliren Immun-
abwehr zugesagt. Es fand sich eine erhéhte Expression in lymphatischen Strukturen, wie
z. B. peritonealen Makrophagen, mononukleiren Zellen des peripheren Blutes (Lymphozy-
ten und Monozyten), Milz und Thymus (Levenson et al. 1993; Hallquist et al. 1996). Diese
Untersuchungen lassen zusammen mit unserer Beobachtung eine Verbindung von CRIP1
und TNF-8 vermuten. Diese sollte allerdings mithilfe weiterer Methoden, z.B. anhand von
ELISA an einer gro3eren Bandbreite an Tumorzelllinien bestitigt werden. Erst dann wiren
Versuchsrethen mit den Lymphotoxin-a-Inhibitoren LT8R-Ig und Anti-LT-a-Antikérper
(Fava et al. 2003; Chiang et al. 2009) ein Weg, um die Verbindung und die Funktion von
CRIP1 weiter zu definieren. Auch eine Untersuchung des Einflusses des Medikaments
Etanercept, welches die beiden proinflaimmatorischen Zytokine TNF-a und TNF-$ bindet
und damit inaktiviert, wire von Interesse. Trotz einer scheinbar fehlenden Regulation von
CRIP1 durch Dexamethason in Brustkrebszellen gemil3 den Ergebnissen unserer Studie sind
die Hinweise, die die Funktion von CRIP1 als immunmodulatorisches Protein stiitzen, nicht

von der Hand zu weisen.
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4.4 CRIP1 Lokalisation

In unserer Immunfluoreszenzanalyse von Tumorzelllinien zeigte sich CRIP1 stets
perinukledr im Bereich des Golgi-Apparates. Wir untersuchten diesbeziiglich die Krebszell-
linien MDA-MB-453 und TC7, aber auch die Brustkrebszelllinien T47D und MCF7 (Ergeb-
nisse nicht dargestellt) sowie den von uns generierten stabilen CRIP1-tberexprimierenden
Zellklon von MCF7-Zellen. Untere Beobachtungen weisen auf eine massive Sekretion von
CRIP1 in diesen Zellen hin. Als Protein mit einer Zinkfingerdomane ist es stabil genug, um
mit Nukleinsauren zu interagieren (Cousins und Lanningham-Foster 2000). Neben der oben
diskutierten Funktion eines immunmodulatorischen Proteins gab es auch die Vermutung,
CRIP1 koénne an der Kommunikation zwischen Zytosol und Nukleus beteiligt sein. Unsere
Beobachtung der Lokalisation am Golgi-Apparat bestitigt jedoch eher die Hypothese, dass
CRIP1 ein sekretorisches Protein und an der auto- und parakrinen Signaltransduktion betei-
ligt ist. Letztlich ist eine pleiotrope Funktion als sekretorisches Protein wahrscheinlich, was

durch weitergehende Untersuchungen bestitigt werden muss.

4.5 LDOC1

Im Hinblick aut LDOCT konnte anhand der Generation eines LDOC1-Expressionsplasmids
die Untersuchung von LDOC-iiberexprimierenden Zellen erfolgen. Eine Uberexpression
fihrte zu einem proapoptotischen Phinotyp (Buchholtz et al. 2013; Buchholtz et al. 2014)
Inoue et al. (2005) erklirten dies durch den Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials
und die Aktivierung des Caspase-3-abhingigen- und -unabhingigen Apoptosewegs. In dieser
Arbeit diskutierten Inoue et al. ebenfalls die Beobachtung, dass ein durch LDOCT1 erhohtes
Vorhandensein von p53 nicht auch mit einer gleichzeitig erhohten Transkription des Protein
p53 einherging. Mizutani et al. (2005) hielten dies fir einen Hinweis dafiir, dass LDOC1 die
Degradation von p53 verhindert. In der unter Buchholtz et al. (2013) veréffentlichten Ge-
meinschaftsarbeit zeigte die transfizierte Hel.a-Zelllinie keinen apoptotischen Phanotyp
nach kurzzeitiger Expression; lingere Inkubationszeiten jedoch fithrten zu einer Apoptose.
Im Vergleich hierzu beschrieben Mizutani et al., dass die HelLa-Zelllinie die einzige von den
untersuchten LDOCI1-iberexprimierenden Zervixkarzinomzelllinien blieb, die nach 16
Stunden Inkubationszeit nicht in die Apoptose eintrat. Unseres Erachtens kénnten unsere
Beobachtungen damit zu erkliren sein, dass LDOC1 die Apoptose nicht direkt induziert,
sondern zu zellphysiologischen Verinderungen fithrt, die die Apoptose einleiten bzw.

begiinstigen (Buchholtz et al. 2013).
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Die erhohte Apoptoserate der LDOCI1-tberexprimierenden Zellen kénnte auf die tumor-
suppressive Eigenschaft von LDOC1 hinweisen, was wiederum den Schluss zuliel3e, dass
eine Inhibierung der LDOCI1-Expression — wie durch die in Buchholtz et al. (2014) beschrie-
bene Promotormethylierung — zu einem Selektionsvorteil der Tumorzellen fihrt. Die
LDOCI1-Expression kénnte somit ein priadiktiver Marker fiir den Progress eines Karzinoms
bzw. fir das Ansprechen auf eine entsprechende Therapie darstellen, ebenso wie eine Mog-
lichkeit der initialen Detektion von Tumorzellen. Entsprechende Arbeiten hierzu gab es z. B.
bereits zum Ovarialkarzinom (Fang et al. 2014; Balch et al. 2009). Eine Inhibierung des Ge-
nabschnitts konnte damit mit einer Sensibilisierung der Tumorzellen fir eine Chemotherapie

einhergehen und in Zukunft therapeutische Schemata beeinflussen.

In kinftigen Studien wire eine weitere Untersuchung der LDOC1-Expression auf Protein-
ebene von Interesse. Da LDOCT ein Protein darstellt, das in Zelllinien wie z. B. CaSki und
Hel.a bereits endogen exprimiert wird, wire ebenfalls die Evaluation eines bestimmten
Schwellenwertes zur Apoptoseinduktion durch LDOC1 von Nutzen. Bis zum Abschluss
dieser Arbeit war kein kommerziell erhiltlicher Antikérper fiir LDOCT1 vorhanden. Es war
daher notwendig, einen entsprechenden Expressionsvektor zur AntikGrpermarkierung auf-
wendig zu generieren (wie z. B. in dieser Arbeit mit dem TOPO-Expressionsvektor gesche-
hen). In aktuelleren Publikationen wird ein funktionierender kommerziell erhaltlicher
LDOCI1-Antikorper beschrieben (Lee et al. 2015). Dies vereinfacht die Durchftihrung

kinftiger Untersuchungen und eréffnet neue Perspektiven.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte folgende Punkte:

die Expression von CRIP1 in unterschiedlichen Krebszelllinien mit Schwerpunkt auf
Brustkrebszelllinien

die subzellulire Lokalisation von CRIP1

eine vermutete Korrelation zwischen Her2/neu und CRIP1

die Expression von LDOCI in Zervixkarzinomzelllinien

Die anfingliche Arbeitshypothese dieser Arbeit stiitzte sich auf Untersuchungen, die eine
vermehrte Expression von CRIP1 in Brustkrebsgewebeproben zeigten, bei denen zugleich
auch eine Her2/neu-Uberexpression vorlag. Eine Korrelation der beiden Proteine und ein
moglicher regulatorischer Zusammenhang wurden vermutet. Ziel dieser Studie war diesen
Zusammenhang auf molekularbiologischer Ebene zu untersuchen und anhand etablierter
Brustkrebszelllinien genauere Erkenntnisse in Bezug auf die zellulire Expression, Lokalisa-

tion und die Regulationsmechanismen von CRIP1 zu erlangen.

In einer Immunfluoreszenzanalyse der Her2/neu-tberexprimierenden Zelllinie MDA-MB-
453 stellte sich eine starke CRIP1-Farbung dar, was die Hypothese einer vermehrten Expres-
sion von CRIP1 in Her2/neu-tberexprimierenden Zelllinien unterstitzte. Der Versuch einer
Beeinflussung der Her2/neu-Aktivitit mit dem Her2/neu-Liganden Heregulin oder mit
inhibitorischen Medikamenten (Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib und Proteinkinaseinhibitor
Sorafenib) konnte keine verinderte CRIP1-Expression bewirken. Eine direkte Regulation
von CRIP1 durch Her2-(Uber-)Aktivitit konnte somit nicht nachgewiesen werden. Mittels
der Methodik der FACS-Analyse wurde eine grolere Anzahl von Krebszelllinien auf die
jeweilige Expression von Her2/neu und CRIP1 untersucht und quantifiziert. Hierbei zeigte
sich, dass unter Einschluss einer gro3eren Anzahl von Zelllinien eine signifikante Korrelation
der beiden Gene weitestgehend ausgeschlossen werden kann. Die CRIP1-Expression betref-
fend konnte jedoch ein auffallender Unterschied zwischen der nicht tumordsen Zelllinie
MCF10A, den hochditferenzierten Tumorzelllinien T47D und MCF7 und den niedrig bzw.
undifferenzierten Tumorzelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435 beobachtet werden.
Letztere zeigten eine deutlich erhohte Expression, wihrend die nicht tumordse Zelllinie die
niedrigste CRIP1-Expression aufwies. Eine Uberexpression des Proteins in entdifferenzier-
ten Zellen kann auf eine Relation von CRIP1 mit eventuell hohergradiger Malignitit des

Tumors und/oder mit einer Tumorprogtression hinweisen.
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Zur weiteren Untersuchung wurde darum humanes CRIP1 in einen rekombinanten Vektor
kloniert und stabile CRIP1-tuiberexprimierende Zelllinien generiert. Mithilfe eines Zytokin-
Antikérper-Arrays konnte in diesen Klonen eine vermehrte Expression proangiogener und
somit auch tumorfordender Zytokine festgestellt werden. FEine Rolle von CRIP1 in der Im-
munabwehr wurde in Darmepithelien beschrieben und scheint von Tumorzellen wahrend
der Tumorprogression ausgenutzt zu werden. Anhand der Immunfluoreszenzmikroskopie
konnte eine auffallende Lokalisation von CRIP1 an der Stelle des Golgi-Apparates dargestellt

werden, was auf eine massive Sekretion von CRIP1 durch Tumorzellen hinweist.

Ferner wurde mit der Generation eines LDOC1-Expressionsplasmids die Moglichkeit ge-
schaffen den Einfluss einer LDOC1-Uberexpression in Zervixkarzinomzelllinien zu unter-
suchen. Studien, die im Anschluss an diese Arbeit durchgefiihrt wurden, wiesen durch den
entstandenen priaapoptotischen Phinotyp auf eine tumorsuppressive Eigenschaft von

LDOCI1 in diesen Zelllinien hin.

Fir kinftige Forschung gilt es die Rolle der CRIP1-Expression in der Zelle zu beleuchten
und den Unterschied in héhergradigen Tumorzellen genauer zu definieren. Damit kann her-
ausgefunden werden ob CRIP1 als prognostischer und diagnostischer Marker in der
Tumortherapie verwendbar ist und klinisch angewendet werden kann. Selbiges gilt fiir
LDOCI1 in Bezug auf Zervix- und Ovarialkarzinome. Unsere Arbeitsgruppe (Buchholtz et
al. 2014) identifizierte die Promotormethylierung als verantwortlichen Mechanismus fur die
Ausschaltung des Gens in unterschiedlichen gynikologischen Tumorzelllinien. Das Erstellen
von Methylierungsmustern in Tumorzellen scheint in Zukunft eine Moglichkeit der
spezifischen Charakterisierung eines Tumors und kénnte fiir Diagnose und Prognose von

Bedeutung sein.
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