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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Tumorbiologie

Nach Herz-Kreislauferkrankungen ist Krebs die zweithdufigste Todesursache in westlichen
Industrielandern. Dabei geht die Bezeichnung Krebs auf den griechischen Arzt Hippokrates
zuriick, der unheilbare Knoten und Geschwiire mit diesem Begriff beschrieb. Man kann zwei
Tumorarten voneinander unterscheiden, so wachsen benigne (gutartige) Tumore im Gegensatz zu
malignen (bosartigen) Tumoren lokal begrenzt und koénnen nicht in das benachbarte Gewebe
einwachsen. Die genaue Anzahl molekulargenetischer Verdnderungen, die zur Ausbildung eines
malignen Tumors benotigt werden, ist bislang noch ungeklirt. Jedoch konnte gezeigt werden,
dass Krebsentstehung ein mehrstufiger Prozess ist, der sich aus Initiation, Promotion und
Progression zusammen setzt (129). Alle Tumore haben den Verlust von bestimmten
Kontrollmechanismen gemeinsam, wodurch eine unkontrollierte und unbegrenzte
Zellproliferation ermoglicht wird. Die Ursache hierfiir ist meist eine Verdnderung von Genen
(Mutation), welche in die physiologische Regulation verschiedener Zellprozesse wie der
Proliferation, Differenzierung und Apoptose eingebunden sind. In diesem Zusammenhang spielt
vor allem die unkontrollierte Aktivierung von Onkogenen und / oder der Verlust bzw. die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen eine entscheidende Rolle (128). Zu den Proto-
Onkogenen gehoren im wesentlichen Gene, die die Funktion besitzen, Zellproliferation zu
stimulieren bzw. zu induzieren. Durch eine Mutation wird aus einem Proto-Onkogen ein
Onkogen, wodurch die Tumorentstehung und Progression gefordert wird (132). Dem gegeniiber
stehen die Tumorsuppressorgene, welche als Gegenspieler der Onkogene fungieren und eine eher
hemmende Funktion ausiiben. Die Inaktivierung der Tumorsuppressorgene erfolgt in zwei
Schritten (133). Zunichst wird eine Genkopie des Tumorsuppressorgens entweder durch eine
Keimbahnmutation oder durch eine sporadische Mutation inaktiviert. Da sie rezessiv sind, reicht
dies jedoch allein nicht aus, um das Tumorsuppressorgen vollstindig zu inaktivieren. Erst der
zusdtzliche Verlust des zweiten Allels (loss of heterozygosity) fithrt dann zur vollstindigen

Inaktivierung des Tumorsuppressorgens.
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1.2 Invasion und Metastasierung

Maligne Tumoren besitzen die Fahigkeit, Metastasen auszubilden. Dabei ist die Metastasierung
ein komplexer und dynamischer Prozess, bei dem die Tumorzellen in der Lage sein miissen, eine
Reihe von Interaktionen sowohl untereinander als auch mit dem Wirtsgewebe einzugehen. Der
Vorgang der Metastasierung lisst sich in verschiedene aufeinander folgende Schritte unterteilen,
wobei die zugrunde liegenden Regulationsmechanismen bislang nur teilweise bekannt sind

(77,78). In der Abbildung 1.1.1 ist der Prozess der Metastasierung zur Veranschaulichung am

Beispiel von malignen Brustkrebszellen dargestellt.
Extracallular Momal
mﬂt’i" breast cells

Malignant
braast calls

Abbildung 1.1.1: Ablauf der Metastasierung am Beispiel maligner Brustkarzinomzellen.
Maligne Brustkarzinomzellen invadieren zunéchst die extrazelluldre Matrix und anschlieend
das Blut- und Lymphsystem. Diese Zellen exprimieren bestimmte Oberflichenrezeptoren viel
starker als normale Brustzellen. Auf ihrem Weg im Blut- und Lymphsystem passieren die
Brustkarzinomzellen Organe, welche Chemokine an der Oberfliche exprimieren, die die
Oberflachenrezeptoren der Brustkarzinomzellen erkennen. Das wiederum bewirkt, dass die
Karzinomzellen das Blut- und Lymphsystem verlassen und das entsprechende Organ invadieren
(182).
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Im ersten Schritt der Metastasierung l6sen sich einzelne Tumorzellen aktiv aus dem Primértumor,
was als Tumorzelldissoziation bezeichnet wird. Anschlieend folgt die Invasion der Tumorzellen
in das benachbarte Wirtsgewebe und schlielich auch in das Blut- und Lymphsystem
(Intravasation). Mit Hilfe der Blut- und Lymphwege gelangen die Tumorzellen dann in andere
Zielorgane wo sie zunidchst arretieren. Im Anschluss folgen die Extravasation und schlieBlich die
Sekundérinvasion des Zielorgans (78). Nicht immer bildet sich nach diesem Verlauf erfolgreich
eine Metastase aus. Die meisten extravadierten Tumorzellen sterben ab. Nur ein sehr geringer
Teil der extravadierten Tumorzellen (0,01%) ist auch tatséchlich in der Lage, sich erfolgreich zu
vermehren und Metastasen auszubilden (81,82). Dariiber hinaus kénnen Tumorzellen tiber viele
Jahre hinweg im Zielorgan inaktiv bleiben, und kénnen so einen Ausgangspunkt fiir so genannte
Spédtmetastasen schaffen.

Ein Schliisselereignis in der Entstehung einer Metastase ist der Prozess der Tumorinvasion:
Tumorzellen dringen aktiv in das benachbarte Wirtsgewebe ein (79,80). Dabei sind zwei
Mechanismen der Tumorzellinvasion bekannt. Man unterscheidet zwischen der
Einzelzellinvasion, bei der sich einzelne Zellen aus dem Tumorzellverband 16sen und der
kollektiven Invasion, bei der Tumorzellen zusammengeschlossen in einem soliden Verband ins
umgebende Gewebe einwachsen (183). Der Prozess der Einzelzellinvasion ist recht komplex und
lasst sich in verschiedene zellbiologische Schritte gliedern. Dazu gehoren die Auflosung der
Zelladhédsion zwischen Tumorzellen, eine aktive Zelllokomotion, die Etablierung temporérer
Zell-Matrixkontakte und ein regulierter proteolytischer Abbau der extrazelluliren Matrix (EZM)
(78).

Molekularbiologisch sind am Prozess der Tumorzell-Dissoziation (Auflosung der Zelladhésion
zwischen Tumorzellen) - dem initialen Prozess der Einzelzellinvasion - zwei Hauptgruppen an
Zelladhdsionsmolekiilen beteiligt. Zum einen gibt es die Gruppe der Kalzium-unabhéngigen
Familie der Immunglobulin-Proteine, zum anderen die Kalzium-abhingige Familie der
Cadherine. Dem Zelladhésionsprotein E-Cadherin wird in diesem Zusammenhang eine
entscheidende Rolle zugeschrieben, da dessen Expression oder Funktion in invasiven
Karzinomen oft reduziert ist und dieser Expressionsverlust z. B. auch beim Ubergang
kolorektaler Adenome in invasive Adenokarzinome eine wichtige Rolle spielt (77,78). E-
Cadherin ist ein transmembranes Glycoprotein, das mit einer Grole von 120 kDa auf
Zelloberflichen epithelialer Zellen exprimiert wird. Der extrazellulire Teil von E-Cadherin

bindet an E-Cadherine anderer Zellen und verbindet so die Zellen miteinander. Der intrazelluldre
6
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Teil von E-Cadherin bindet an Catenine, die E-Cadherin so mit dem Aktinzytoskelett verbinden.

In Abbildung 1.1.2 ist der Autbau von E-Cadherin schematisch dargestellt.

E-Cadherin

extrazellulirer Cytoplasma

Raum

Zellmembran
Zytoskelett

Abbildung 1.1.2: Schematische Darstellung der E-Cadherin-Struktur.

Der zytoplasmatische Teil von E-Cadherinen interagiert mit Cateninen, die

ihrerseits an das Aktinzytoskelett binden. Der extrazelluldre Teil von E-

Cadherin bindet an E-Cadherin-Molekiile anderer Zellen.
Neben der Auflosung der Zelladhdsion miissen Tumorzellen die Fahigkeit besitzen, sich aktiv zu
bewegen (aktive Zelllokomotion), um das neue Wirtsgewebe zu invadieren. Die Fortbewegung
der Tumorzellen wird durch Ausbildung von Pseudopodien, resultierend aus einer Aktin-
Polymerisation am vorderen Zellpol, eingeleitet. Durch anschlieBende Kontraktion der Zelle und
gleichzeitige Auflosung der Adhdsion am hinteren Zellpol kann sich die Zelle schlieBlich
bewegen (100).
Um im weiteren Verlauf der Invasion durch die extrazelluldre Matrix migrieren zu konnen,
miissen die Tumorzellen die Fihigkeit besitzen, temporédre Zell-Matrixkontakte auszubilden.
Diese Zell-Kontakte mit der EZM werden durch Substrat-spezifische Oberflichenrezeptoren
vermittelt. Hierbei spielt vor allem die Familie der Integrine eine wichtige Rolle. Integrine sind
transmembrandre Heterodimire, die alle aus einer a- und einer B-Untereinheit bestehen und
spezifisch an die verschiedenen Komponenten der extrazelluldren Matrix (Laminin, Fibronectin,
Kollagen und Vitronectin) binden (78).
Ein weiterer und letzter Schritt der Invasion ist der proteolytische Abbau der extrazelluldren

Matrix (EZM). Hierbei spielen die Sekretion und Aktivierung verschiedener Proteasen,

7
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insbesondere der Gruppe der Matrix-Metalloproteinasen (MMP), eine wichtige Rolle. Innerhalb
der Familie der MMPs wird vor allem MMP-2 (72kDa) und MMP-9 (92kDa) bei der
proteolytischen Degradation der EZM eine besondere Bedeutung zugeschrieben (101). Die
meisten Matrix-Metalloproteinasen werden als latente Proenzyme sekretiert und extrazellulér
durch proteolytische Spaltung aktiviert, wobei ihre Aktivitit vom Vorhandensein von Kalzium
und Zink abhéngt (102,103). Matrix-Metalloproteinasen kénnen spezifisch durch so genannte
,»tissue inhibitors of metalloproteinases™ (TIMP) gehemmt werden. Bisher konnten 4 Isoformen
der TIMP-Proteine identifiziert werden (104). TIMPs konnen die Aktivitit von MMP-2 und
MMP-9 inhibieren, indem sie Komplexe im Verhiltnis 1:1 mit den jeweiligen aktiven Formen
der MMPs bilden. Dariiber hinaus konnen die TIMPs aber auch Komplexe mit den Pro-MMPs
(inaktive Form der MMPs) bilden, wodurch die nachfolgende Aktivierung dieser MMPs
verhindert wird. Allerdings ist die Komplexbildung mit den Pro-MMPs wesentlich spezifischer,
als die Komplexbildung mit den aktiven MMPs. Dabei bindet TIMP-1 spezifisch an Pro-MMP-
9, wihrend TIMP-2 und TIMP-4 spezifisch an Pro-MMP-2 binden. TIMP-3 hingegen ist in der
Lage mit beiden Propeptiden dieser MMPs zu interagieren (104-106). Aufgrund ihrer Wirkung
werden die TIMPs auch als Suppressorproteine der Invasion und Metastasierung bezeichnet.
Untersuchungen zeigen, dass Ungleichheiten in der Expression von Pro-MMPs / MMPs und
TIMPs einen invasiven Phénotyp der Zellen induzieren konnen (107,108).

Wihrend der Prozess der Einzelzellinvasion relativ gut verstanden ist (184), sind die Grundlagen
der kollektiven Invasion hingegen noch relativ wenig bekannt (186). Kollektive Invasion findet
man vorwiegend in hoch differenzierten epithelialen Tumoren (185). Diese Invasion ist
gekennzeichnet durch die gemeinsame, kollektive Bewegung der Zellen, die wiéhrend des
Invasionsprozesses iiber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden bleiben (siche Abbildung
1.1.3) (183).

Sind Tumorzellen einmal auf ein Invasionsmuster festgelegt, miissen sie dieses nicht
zwangsldaufig beibehalten, denn es gibt auch Hinweise darauf, dass Tumorzellen das
Invasionsmuster adaptiv wechseln konnen (183). Ein etabliertes Verfahren, das kollektive
Tumorverhalten in vitro zu untersuchen, ist es, dreidimensionale Tumorzellsphiroide in eine

dreidimensionale Matrix aus Kollagen, Fibrin oder Matrigel einzubringen (184).
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<«4— carcinoma cells
<4— Basement membrane

Thick matrix bundles

Carcinoma Associated Fibroblast

Abbildung 1.1.3: Darstellung der kollektiven Invasion von
Tumorzellen. A) Schematische Darstellung eines normalen Epithels.
Epithelzellen und Fibroblasten sind hier durch eine Basalmembran
voneinander getrennt. Ein Signal-Austausch zwischen beiden Zellarten
erfolgt z.B. durch Chemokine. B) Schematische Darstellung der
kollektiven Invasion von Tumorzellen. Nachdem die Basalmembran
aufgetrennt wurde, bewegen sich die Tumorzellen im Verband. Es
existiert keine Trennung mehr zwischen den einzelnen Zelltypen (187).
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1.3 Tiam1

Tiaml wurde als ein Gen entdeckt, das nach N-terminaler Trunkierung in einer murinen T-
Lymphomzelllinie Invasion und Metastasierung induziert (1). Strukturell ist das Tiam1-Protein
aus 1591 Aminosduren aufgebaut, woraus sich ein errechnetes Molekulargewicht von 177 kDa
ergibt (75). Tiam1 weist mehrere funktionelle Doménen auf (siche Abbildung 1.3.1), wobei der
N-Terminus eine Myristolierungstelle und zwei PEST-Doménen enthélt (75). Es wird vermutet,
dass PEST-Doménen funktionell fiir die Degradation von Proteinen verantwortlich sind (75).
Dariiber hinaus ist davon auszugehen, dass am N-Terminus des Tiaml-Proteins Inhibitoren
binden, da die N-Terminale Trunkierung von Tiaml zur konstitutiven Aktivierung und
Stabilisierung des Proteins fiithrt (76). Dies macht man sich insofern zu Nutze, als dass die
meisten Untersuchungen mit einer N-terminal trunkierten, also konstitutiv aktiven Form —
bestehend aus den C-terminalen 1199 Aminosduren — von Tiaml (C1199-Tiam1) durchgefiihrt
werden. Auch in der vorliegen Arbeit wurden daher die Untersuchungen mit C1199-Tiaml
durchgefiihrt.

Weiter 3" von den PEST-Dominen liegt die N-terminale PH-Doméne (PHn), die zusammen mit
der flankierenden coiled-coil (CC) —Region und der so genannten Extended (Ex) Region fiir die
Translokation des Proteins an die Plasmamembran verantwortlich ist (75). Die Translokation
wird durch die Bindung von Phosphatidylinositol-Lipiden an die PHn-Domine vermittelt (75).
Angrenzend an die PHn-CC-Ex-Domine findet sich eine Ras-bindende Doméne (RBD), welche
die spezifische Bindung von Tiaml an aktiviertes Ras ermdglicht (75). Daneben folgt eine
95/DIgA/Z0O-1 (PDZ) - Domine, die sich charakteristischerweise in verschiedenen Zytoskelett-
Proteinen findet, welche an der Etablierung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt sind (75,76).
SchlieBlich ist am C-Terminus noch die katalytische Dbl homologe Doméne (DH-Doméne) von
Tiam1 lokalisiert, welche gemeinsam mit der angrenzenden C-terminalen PH-Doméne (PHc) fiir
den Nukleotidaustausch verantwortlich ist und Mitglieder der Familie Rho-dhnlicher GTPasen

charakterisiert (75,76).
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Abbildung 1.3.1: Schematische Darstellung der Tiaml-Struktur. Das Protein enthélt
verschiedene funktionelle Doménen: myr = Myristoylierungsstelle, P = PEST-Doméne, PHn =
N-Terminale PH-Doméne, CC = Coiled-Coil-Region, Ex = zusitzliche flankierende Region,
RBD = Ras bindende Doméne, PDZ = PSD-95/DIgA/Z0O-1 Doméne, DH = Dbl homologe
Domine, PHc = C-Terminale PH-Doméne.

Biochemisch gehort Tiaml zur Gruppe der GDP-Dissoziationsstimulatoren (GDS) fiir Rho-
dhnliche GTPasen und aktiviert spezifisch die kleine GTPase Rac (2). Von Rac existieren in
Saugerzellen bislang drei hochgradig homologe Isoformen, die auf der Proteinebene eine
Sequenziibereinstimmung von etwa 90% aufweisen: das ubiquitir exprimierte Racl, das
spezifisch in hdmatopoetischen Zellen exprimierte Rac2 und das bislang am wenigsten gut
charakterisierte Rac3 (3).

Tiaml ist zwar ein Aktivator aller drei Isoformen von Rac (4), doch Untersuchungen zur
funktionellen Relevanz des Tiam1/Rac-Signalwegs beziehen sich fast alle auf Racl. Racl ist ein
Hauptregulator des Aktinzytoskeletts (5) und dariiber hinaus maflgeblich eingebunden in die
Regulation der Zell-Zyklus-Progression (6), der Zelladhésion (7,8), der Migration (9-11), der
Invasion (7,10-12) und der Metastasierung (13). Die Tiaml-induzierte Racl-Aktivierung fiihrt

zur Ausbildung von "membrane ruffles", zur Aktivierung der "c-Jun NHz—terminal Kinase" (JNK)

und zur Induktion eines invasiven Phinotyps in einer murinen T-Lymphomzelllinie (2,14,15). Im

Gegensatz zu dieser invasionsinduzierenden Funktion fithren Tiaml und Racl in epithelialen

Zellen zu einer Aktivierung der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zelladhésion und folglich zu einer

Invasionshemmung (7,16-18). In anderen Untersuchungen mit epithelialen Zellen fiihrte die

Aktivierung von Racl jedoch zu einer Steigerung der Migration und Invasion (9,10,19,20). Diese
widerspriichlichen Ergebnisse zur Bedeutung von Tiam1/Racl fiir die Migration und Invasion
epithelialer Zellen konnten zumindest teilweise dadurch erkldrt werden, dass die Effekte von
Tiam1/Racl vom Zelltyp, vom verwendeten Zellsubstrat und von der Frage abhidngen, ob die
Etablierung  E-Cadherin-abhiangiger  Zell-Zellkontakte im  Rahmen der jeweiligen
Versuchsbedingungen moglich ist oder nicht (9,21). So fiihrte z.B. die Tiam1-vermittelte Rac-

Aktivierung in epithelialen MDCK-Zellen zu einer Migrationshemmung, wihrend auf Kollagen I
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eine Migrationssteigerung resultierte (9). AuBerdem wurde in humanen Keratinozyten gezeigt,

dass die Aktivierung von Racl zeit- und konzentrationsabhéngig zu einer Destabilisierung E-
Cadherin-abhingiger Zell-Zellkontakte fiihren kann, obwohl Racl fiir die Etablierung dieser
Kontakte bendtigt wird (22). Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass insbesondere die
intrazelluldre Lokalisation der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Aktivitdit und die
Expression von Komponenten des sogenannten ,,Par polarity complex* dariiber entscheiden, ob
Tiam1 und Racl nach ihrer Aktivierung in den Bereich der Lamellipodien transloziert werden
und so die Migration stimulieren, oder aber in den Bereich von Zell-Zellkontakten wandern, wo
sie deren Etablierung fordern und konsekutiv die Migration von Zellen hemmen (23).

In Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Tiaml und Racl die
Matrigelinvasion humaner Nieren- und Kolonkarzinomzellen inhibieren (11). AuBBerdem konnte
mit der selektiven Hochregulation der "tissue inhibitors of metalloproteinases" (TIMP)-1 und
TIMP-2 ein neuer molekularer Mechanismus der Tiaml/Racl-induzierten Invasionshemmung
identifiziert werden (11), dessen funktionelle Relevanz belegt und die involvierten Signalwege
"downstream" von Racl sowie die relevanten TIMP-1-Promotorregionen aufgeklédrt werden (12).
So erfolgt die Tiaml-induzierte Hochregulation von TIMP-1 auf transkriptioneller, die
Hochregulation von TIMP-2 auf posttranskriptioneller Ebene. Die transkriptionelle
Hochregulation von TIMP-1 wird dabei iiber folgende Signalkaskade vermittelt: Tiaml —

Aktivierung von Rac — vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), speziell H202 —

Aktivierung von MEK1,2 — Aktivierung von ERK1,2 — Aktivierung von AP-1 — Bindung von
AP-1 an die AP-1-Bindungsstelle (-92/-86) im humanen TIMP-1-Promotor — Aktivierung der
TIMP-1 Transkription (12). Da die beschriebenen Effekte von Tiaml und Racl sowohl in
humanen Nieren- als auch in humanen Kolonkarzinomzellen nachweisbar waren, handelt es sich
nicht um Zelllinien-spezifische Effekte, sondern vielmehr um Effekte bzw. Mechanismen, die
offenbar fiir mehrere Tumorentititen Giltigkeit besitzen und damit von iibergeordneter
Bedeutung sein diirften. Hierfiir spricht auch die Beobachtung, dass der entdeckte Signalweg
auch in Keratinozyten Giiltigkeit besitzt und dort zur Hemmung der Apoptose fiihrt (24).

Wie oben ausgefiihrt, konnen die Effekte von Tiam1/Racl auf die Zellmigration und Invasion in
Abhéngigkeit von den Versuchsbedingungen bzw. den verwendeten Komponenten der
extrazelluldren Matrix innerhalb des selben Zellsystems vollig entgegengesetzt - ndmlich

inhibierend oder stimulierend ausfallen. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen anderer
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Gruppen konnte die Arbeitsgruppe inzwischen zeigen, dass die Aktivierung des Tiaml/Racl-
Signalwegs unter entsprechenden Versuchsbedingungen (z.B. Verwendung von Kollagen I statt
Laminin oder Matrigel) auch in eigenen Tumormodellen zu einer Steigerung der Migration und
Invasion und somit zur Forderung der Tumorprogression fithren kann (Engers et al.,
unverdffentlichte Beobachtung). Neben dieser wichtigen Funktion von Tiam1 und Racl fiir die
Regulation der Tumorinvasion und Metastasierung spielen Tiaml und Racl aber auch eine
wesentliche Rolle im Rahmen der Onkogenese. So ist schon seit ldingerem bekannt, dass Racl in
die Vermittlung der onkogenen Potenz von Ras entscheidend involviert ist (25). Spiter wurde
gezeigt, dass auch Tiaml in diesen Prozess eingebunden ist. So wird Tiam1 zum einen fiir die
Entstehung (Initiation und Promotion) Ras-induzierter benigner Hauttumoren (Papillome)
benatigt (26), zum anderen konnte gezeigt werden, dass Tiam1 ein wichtiges Target des WNT-
Signalwegs ist und als solches fiir die Entstehung intestinaler bzw. kolorektaler Tumoren bendtigt
wird (27). Neuere Untersuchungen an MMTV-c-neu Méusen zeigen, dass Tiaml auch in die
Entstehung von Mammakarzinomen eingebunden ist (28).

Auflerdem deuten erste Hinweise darauf, dass Tiaml auch fiir die Entstehung humaner
Prostatakarzinome relevant sein konnte. So konnte mittels semiquantitativer Immunhistochemie
gezeigt werden, dass mehr als 95% aller Prostatakarzinome eine signifikant (p<0,001) hohere
Tiam1-Expression aufweisen als das korrespondierende Normalgewebe, und eine starke (d.h.
>3, 5-fache) Uberexpression von Tiam1 auch in einer multivariaten Analyse mit einem signifikant
(p=0,04) verkiirzten rezidivfreien Uberleben einhergeht (29). Interessanterweise war diese
signifikante Uberexpression von Tiaml aber nicht nur im malignen Tumor, dem
Prostatakarzinom, sondern in mehr als 95% der Fille auch bereits auf der Stufe der
prianeoplastischen "high grade" prostatischen intraepithelialen Neoplasie (HG-PIN) nachweisbar
(p<0,001) (29). Dies deutet darauf hin, dass die Uberexpression von Tiaml als konstantes
Phinomen schon frith im Rahmen der Prostatakarzinomentstehung auftritt und somit eine
wichtige kausale Rolle in diesem Zusammenhang spielen konnte. Dariiber hinaus konnte die
Arbeitsgruppe am Beispiel humaner Nierenzellkarzinome erstmals Tiaml-Mutationen in
humanen Tumoren detektieren und fiir eine dieser Mutationen auch eine onkogene Funktion
nachweisen (30).

Im Gegensatz zu Racl und Rac3 wird Rac2 spezifisch in hdmatopoetischen Zellen exprimiert
(3,31), und "knock out" Méuse fiir Rac2 sind durch Defekte in verschiedenen hiamatopoetischen

Zellen charakterisiert (32-36).
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Rac3 wird am stirksten im Gehirn exprimiert, konnte aber auch in anderen Organen wie
Plazenta, Niere, Pankreas und Herz nachgewiesen werden (37). Im Rahmen eigener
Untersuchungen konnte die Arbeitsgruppe erstmals zeigen, dass Rac3 auch in der Prostata und im
Prostatakarzinom exprimiert wird. Uber die spezifischen Funktionen von Rac3 ist bislang noch
wenig bekannt. Die bisher vorliegenden Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass Rac3 nur
teilweise dhnliche Funktionen besitzt wie Racl. So wurde am Beispiel von Ganglioblastomen
und Mammakarzinomen gezeigt, dass die Aktivierung von Racl und Rac3 jeweils zur
Stimulation, die Inaktivierung von Racl und Rac3 jeweils zur Hemmung der Invasion fiihrt
(38,39). Aullerdem besitzt konstitutiv aktives V12-Rac3 - dhnlich wie konstitutiv aktives V12-
Racl - ein onkogenes Potenzial und ist in der Lage, NIH 3T3 Zellen in vitro zu transformieren
(40). Hierzu passt auch, dass Rac3 in Mammakarzinomen hyperaktiv ist, und die Inhibition von
Rac3 in diesem Tumortyp zur Proliferationshemmung fithrt (41). Im Gegensatz zu diesen
funktionellen Ubereinstimmungen zwischen Racl und Rac3 gibt es aber auch Hinweise auf
funktionelle Unterschiede zwischen beiden Isoformen. So wurde unldngst gezeigt, dass lediglich
Racl, nicht aber Rac3 durch Phosphatidylserin stimuliert und an die Zellmembran transloziert
wird (42), was auf unterschiedliche Regulationssmechanismen der Isoenzyme hindeutet. Dartiber
hinaus sind Rac3 "knock out" Tiere {iiberlebensfihig und weisen keine offensichtlichen
Entwicklungsdefekte auf (43), wédhrend Racl "knock out" Tiere die Embryogenese nicht
iiberleben (44). AuBBerdem fiihrte die Depletion von Racl in Glioblastomzellen zu einer starken
Hemmung der Lamellipodienbildung und Migration, wihrend die Depletion von Rac3 in diesen
Zellen die Lamellipodienbildung nicht beeinflusste und die Zellmigration nur geringfligig
inhibierte (39). SchlieBlich wurde unlédngst am Beispiel neuronaler Zellen gezeigt, dass Racl und
Rac3 bei der Regulation von Zelladhdsion und Differenzierung entgegengesetzte Effekte
aufweisen (45).

Soweit bislang bekannt, sind alle drei Isoformen von Rac in der Lage, die Aktivitdt verschiedener
Signalwege zu beeinflussen. Insbesondere fiir Racl wurde gezeigt, dass es so eine Vielzahl ganz
unterschiedlicher zellbiologischer Funktionen regulieren kann. Insgesamt existieren bislang
mindestens sechs voneinander unabhidngige Signalwege, die sich auf der Ebene von Rac
verzweigen (Abbildung 1.3.2) und die durch die Interaktion unterschiedlicher Proteinabschnitte
bzw. Aminosduren (AS) von Rac mit diversen (n>15) Effektormolekiilen reguliert werden
(12,46-51). Diese Signalwege sind bekanntermaBen alle in der Lage, eine Vielzahl von

Transkriptionsfaktoren zu aktivieren und so die Transkription verschiedener Gene zu
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beeinflussen. Somit wére denkbar, dass Racl, Rac2 und Rac3 iiber Isoform-spezifische
Effektorproteine, Signalwege und Targetgene teils iiberschneidende, teils divergierende
zellbiologische Effekte induzieren. Dies wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass Rac3 im
Gegensatz zu Racl nur sehr schwach an die bekannten Rac1-Effektoren "mixed lineage kinases"
(MLK)-2 und -3 bindet, wihrend im Vergleich zu Racl keine Unterschiede in der Bindung an
Pak1, Par6 und Phospholipase C-B, nachweisbar waren (52).

Abbildung 1.3.2: Schematische Darstellung der Signalwege "downstream' von Tiam1/Rac.
Insgesamt scheinen mindestens 6 voneinander unabhingige Signalwege "downstream" von Rac
zu existieren, die zur Aktivierung des ERK-Pathways, JNK-Pathways, des p38-Pathways, der
cytosolischen Phospholipase A  (PLA ) bzw. der Phospholipase C-B, (PLC-,) mit nachfolgender

Aktivierung des "serum response factors" (SRF) und zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) fithren. AuBBerdem existiert ein weiterer Signalweg, iiber den Rac den Cyclin D1-Promotor
aktiviert.

Trotz dieser vielfdltigen grundsitzlichen Moglichkeiten von Tiaml und Rac, die Transkription
von Genen zu beeinflussen, ist bislang noch sehr wenig dariiber bekannt, welche Gene konkret
durch Tiam1 bzw. Rac transkriptionell reguliert werden und welche funktionellen Konsequenzen
sich daraus fiir Tumorzellen ergeben. Um weitere molekulare Mechanismen der verschiedenen
Tiaml-induzierten zellbiologischen Funktionen zu identifizieren, wurden im Rahmen von
Voruntersuchungen die Genexpressionsprofile mock- und Tiaml-transfizierter humaner
Karzinomzellen mittels cDNA-Microarray verglichen. Im Rahmen dieses Screeningverfahrens
und nachgeschalteter weiterer Untersuchungen konnte ein bislang nicht bekanntes ,, Targetgen*

von Tiam1 identifiziert werden, dessen Expression durch Tiam1 deutlich inhibiert wird und somit
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funktionell moglicherweise als Gegenspieler von Tiam1 fungiert. Bei diesem Gen handelt es sich
um breast-cancer-associated gene-2 (BRCA2). Das Ergebnis der Microarray-Untersuchung
konnte anschlieend sowohl auf RNA- also auch auf Proteinebene bestitigt werden. Da erste
Voruntersuchungen zeigten, dass die Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 funktionell
relevant ist, sollte auch eine mogliche BRCA1-Tiam1-Korrelation der Expression untersucht
werden. Diese Untersuchung war sinnvoll, da BRCA2 und BRCA1 funktionell sehr eng verwandt
sind und man davon ausgeht, dass die Regulation der Expression beider Proteine moglicherweise

iiber denselben Signalweg verlauft (84).
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1.4 BRCA2

BRCA2 (breast cancer 2) wurde — neben BRCAI - 1995 im Zusammenhang mit der erblich
bedingten Entstehung von Brust- und Eierstockkrebs entdeckt und konnte auf Chromosom 13
lokalisiert werden (117). Es gehort zur Klasse der Tumorsuppressorgene, besteht aus 3418
Aminosduren und gehort somit zu den grofiten menschlichen Proteinen (53,54). Am C-Terminus
befinden sich insgesamt drei fiir die Kernlokalisation von BRCA2 verantwortlichen NLS-
Sequenzen (55). Dariiber hinaus enthdlt BRCA2 acht so genannte BRC-Motive (kurze
Sequenzwiederholungen) die als Bindestelle fiir Rad51 dienen (siche Abbildung 1.4.1) (56). Am
N-Terminus von BRCA2 befindet sich eine Bindestelle fiir p300/CBP-associated factor (P/CAF).
Aufgrund der Fahigkeit von BRCA2 mit P/CAF zu interagieren, wird BRCA2 die Funktion eines
transkriptionellen Regulators zugeschrieben. P/CAF selbst weist eine Histon-Acetylase-Aktivitét
auf und kann durch Histon-Acetylierung die Transkription verschiedener Gene beeinflussen
(118). Zusitzlich zu dieser indirekten Beeinflussung der Transkription tiber P/CAF besitzt die N-
Terminale Region von BRCA2 auch selbst die Fahigkeit direkt die Transkription zu aktivieren,
wenn sie an DNA-Bindedoméinen gebunden ist.

Transkriptionelle
Aktivierungsdomine 3x NLS

‘ BRC ‘

Bindung an Biﬂnd est E]lFen
P/CAF fiir RADS]

Abbildung 1.4.1: Struktur von BRCA2: C-terminal befindet sich die Kern-
Lokalisations-Sequenz (NLS). Dariiber hinaus enthdlt BRCA2 acht BRC-Motive, die als
Bindestelle fiir Rad51 dienen. N-terminal liegt die transkriptionelle Aktivierungsdoméne
von BRCAZ2, da hier auch die Bindestelle fiir die Histon-Acetylase P/CAF (p300/CBP-
associated factor) liegt.

Quelle: http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/fig001mgb.gif ; verdffentlicht in Expert
Reviews in Molecular Medicine von Cambridge Universitdt (2001)
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Die Expression von BRCA2 erfolgt zellzyklusspezifisch mit einem Expressionsmaximum in der
S-, G2- und M-Phase (53,57). Es gibt zahlreiche Untersuchungen zu Mutationen im BRCA2-
Gen, dabei wurde zum Beispiel gezeigt, dass es sich bei BRCA2-assoziierten Brustkarzinomen
um iiberwiegend mittel- oder geringgeradig differenzierte duktale Mamakarzinome handelt (58).
Mutationen sind insbesondere im Zusammenhang von erblich bedingten Krebsarten von
Bedeutung, diesbeziiglich lassen sich auch zahlreiche Untersuchungen hierzu finden (53). Neure
Untersuchungen zeigen aber auch, dass Mutationen in sporadischen Karzinomen nicht zu
vernachldssigen sind, da diese etwa ein drittel der BRCA1/2 Mutationen in Ovarialkarzinomen
ausmachen (172). Untersuchungen zur Funktion von BRCA2 konnten zeigen, dass BRCA2,
teilweise tiberlappend mit BRCAI, eine wichtige Rolle im DNA-Reparatursystem erfiillt. Die
korrekte Reparatur beschiadigter DNA ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der genomischen
Integritdt. Dabei unterscheidet man zwei Arten von DNA-Schédden: Einzelstrangbriiche und
Doppellstrangbriiche. Insgesamt ist die Reparatur von Doppelstrangbriichen kritischer als die von
Einzelstrangbriichen, da hierbei kein komplementdrer Strang als Vorlage fiir die Reparatur zur
Verfiigung steht (110). Es gibt drei Moglichkeiten, wie solche Doppelstrangbriiche repariert
werden konnen (sieche Abbildung 1.4.2). Zum einen konnen Doppelstrangbriiche mittels
,honhomologous end joining* (NHEJ) repariert werden, wobei die freien Enden der DNA-
Doppelstringe durch einfache Ligation zusammen gefiigt werden. Hierbei besteht immer die
Gefahr, dass nach zwei Strangbriichen die DNA-Stringe moglicherweise falsch zusammen ligiert
werden. Zum zweiten konnen Doppelstrange durch das sogenannte ,single-strand annealing®
(SSA) repariert werden. Hierbei werden homologe Sequenzen miteinander gepaart und die
Licken werden anschlieBend durch DNA-Synthese geschlossen, wobei es auch hier zu
Sequenzverlusten kommen kann. Drittens gibt es schlielich die Moglichkeit der ,,homologous
recombination® (HR), hier dient der homologe Schwesternstrang als Reparaturvorlage fiir den
defekten DNA-Strang. Diese Methode der Doppelstrangbruchreparatur dominiert wiahrend der
S/G2-Phase des Zellzyklus, wenn Schwesterchromatiden als Reparaturvorlage zugénglich sind,
und ist von allen drei Reparaturvarianten am wenigsten fehlerbehaftet (111-113). BRCA2 ist vor
allem in den Reparaturweg der homologen Rekombination eingebunden. Die Hauptaufgabe, die
BRCA2 in diesem Reparatursystem tibernimmt, liegt in der Kontrolle der Rad51-Rekombinase.
Rad51 bindet an die BRC-Motive von BRCA2 und infolge dessen bringt BRCA2 Rad51 an den
Ort des Doppelstrangbruchs (114,115). Rad51 bildet anschliefend lange helikale Filamente aus,

die homologe DNA-Doppelstringe miteinander paaren, der Strangaustausch wird eingeleitet und
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der Doppelstrangbruch repariert (116). Zellen, bei denen BRCA2 fehlt, oder fehlerhaft ist, sind
nicht mehr in der Lage, Doppelstrangbriiche mittels homologer Rekombination zu reparieren. Bei
diesen Zellen wird deshalb auf die anderen Doppelstrangbruch-Reparatursysteme
zuriickgegriffen Dabei erhoht sich aber insgesamt die Fehlerquote, was schlielich zu einer

erhohten genomischen Instabilitdt fithrt (110).

NHEJ SSA
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Abbildung 1.4.2: Darstellung der drei Moglichkeiten, Doppelstrangbriiche (DSB) zu
reparieren. NHEJ (nonhomologous end joining): die freien Bruch-Enden werden einfach
zusammengefiigt. SSA (single-strand annealing): hierbei findet eine homologe Paarung statt,
allerdings zwischen homologen Sequenzen (gelb markiert) einzelner DNA-Strénge, d. h. ein
Strang bildet seine eigene Reparaturvorlage. HR (DNA-Reparatur mittels homologer
Reparatur): hier wird der homologe DNA-Doppelstrang als Reparaturvorlage verwendet.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass BRCA2 auch in andere wichtige zellbiologische
Funktionen involviert ist. So wurde gezeigt, dass BRCA2 die Proliferation von Tumorzellen in
vitro inhibiert und dariiber hinaus auch das Tumorwachstum in vivo inhibieren kann (59,60). Hier
konnte sich ein Zusammenhang zum Tiam1/Rac-Signalweg ergeben, denn die Uberexpression
von Tiaml fiihrt nicht nur zu einer Hemmung der BRCA2-Expression, sondern auch zu einer
Proliferationssteigerung von Tumorzellen (Engers et al unverdffentlichte Beobachtung).

Interessanterweise konnte in einer neueren Untersuchung ein Zusammenhang zwischen BRCA2
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und der Tumorinvasion und Migration gezeigt werden. Hiernach hat BRCA2 einen negativen
Effekt sowohl auf die Tumorzellinvasion als auch auf die Migration von Tumorzellen (61).

AuBerdem konnte in der Studie von Moro et al gezeigt werden, dass ca. 80% der benignen
Prostatahyperplasien BRCA2 exprimieren (61). Im Gegensatz dazu konnte in 77% der Prostata-
Adenokarzinome entweder eine verminderte oder gar keine BRCA2-Expression detektiert

werden (61).
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1.5 BRCA1

BRCAL (breast cancer 1) gehort zur Klasse der Tumorsuppressorgene und besteht aus insgesamt
24 Exons, davon sind zwei nicht kodierend. Zusidtzlich zum Voll-Langen-BRCA1 gibt es
zahlreiche Spleillvarianten von BRCA1, die gewebespezifisch exprimiert werden (84). Aufgebaut
ist BRCAT aus verschiedenen Doménen (sieche Abbildung 1.5.1). So enthélt der N-Terminus eine
Ringfingerdomine, welche fir die Vermittlung der BRCA1-BARDI-Proteininteraktionen
verantwortlich ist und zudem iiber eine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitit verfiigt (62,191). Dariiber
hinaus enthdlt BRCA1 zwei transkriptionelle Aktivierungsdomédnen, wovon sich eine am C-
Terminus (TAD) und die andere zentral (ADI1) befindet (sieche Abbildung 1.5.1.). Beide
Aktivierungsdoménen konnen entweder einzeln oder auch zusammen die Transkription anderer
Proteine regulieren (83). Da BRCA1 ein im Kern lokalisiertes Protein ist, enthdlt es auch zwei fiir

die Kernlokalisation verantwortliche Sequenzen (NLS).

RING NES LXCXE NLS TAD
N K v ¥
N | = Tl

Abbildung 1.5.1: Struktur von BRCA1: Am N-Terminus befindet sich eine RING-Doméne
(RING). Dariiber hinaus enthdlt BRCA1 zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS) und zwei
transkriptionelle Aktivierungsdominen (AD1, TAD). Die transkriptionelle Aktivierungsdoméne
TAD enthdlt Tandem-Sequenzen (BRCT), kurze Sequenzwiederholungen von ca. 95
Aminosduren. AuBBerdem enthdlt BRCA1 am N-Terminus eine Bindesequenz fiir Proteine der
RBI1-Proteinfamilie (LXCXE) ( 83).

Die Expression von BRCA1 variiert wihrend der Zellzyklusprogression und erreicht ihr
Maximum in der S-, G2- und M-Phase (63-65). Auflerdem konnte auch eine
zellzyklusspezifische Phosphorylierung von BRCA1 beobachtet werden, was die Bindung an
verschiedene Zyklin-abhingige Kinasen fordert (84). Die Funktion von BRCA1 ergibt sich
hauptséchlich aus der Bindung an verschiedene Interaktionspartner, so ist BRCA1 an der Bildung
von verschieden Superkomplexen beteiligt (66,67,191). Bisher konzentrieren sich die
Untersuchungen zu BRCA1 auf dessen Funktion im DNA-Reparatursystem und somit auf die
Rolle als ,,genomischer Caretaker. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
BRCAL essentiell fiir die DNA-Reparatur ist, ein Target von verschiedenen DNA-Damage-

Signalwegen ist, fiir einen Arrest an den Zellzykluskontrollpunkten benétigt wird und fiir eine
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einwandfreie Replikation und funktionierende Centromere essentiell ist (68,69,84). Wie schon
oben erwihnt, tibernimmt BRCA1 dartiber hinaus auch die Funktion eines transkriptionellen
Regulators, der eine Reihe verschiedener Signalwege reguliert (84). AuBlerdem konnte gezeigt
werden, dass BRCA1 das Wachstum von Tumorzellen beeinflussen kann. So fiihrte eine
Uberexpression von BRCA1 in Mamma- und Ovarialkarzinomzellen zu einer Hemmung der
Proliferation, wéhrend ein ,,knockdown* von BRCAT1 zu einer Steigerung der Proliferation fiihrte
(89,120). Dariiber hinaus konnte nach Uberexpression von BRCA1 in Mama- und
Ovarialkarzinomen eine Hemmung der ,,colony formation* beobachtet werden (89). Wie BRCA1
selbst reguliert wird, ist noch nicht sehr weit erforscht. Zum einen konnte 1d4 als ein potentieller
Inhibitor von BRCA1 identifiziert werden (85). Zum anderen kann das aktivierte
Tumorsuppressorprotein p53 die Expression von BRCAI1 inhibieren, wobei diese Regulation
vermutlich tiber einen negativen ,,Feedback loop* verlauft (86,87).

Des Weiteren gibt es zahlreiche Studien zur Bedeutung von Mutationen im BRCA1-Gen. So
wurde gezeigt, dass Tragerinnen von BRCA1-Mutationen ein 50-80%iges Risiko haben, bis zum
70sten Lebensjahr an Brustkrebs zu erkranken (70-72). Mutationen im BRCAI1-Gen spielen
daher wie auch bei BRCA2 hauptsdchlich bei hereditirem Brust- und Eierstockkrebs eine
wichtige Rolle, Mutationen in sporadischen Karzinomen sind hingegen eher selten (53). Neure
Untersuchungen zeigen jedoch, dass auch sporadische Mutationen nicht zu vernachldssigen sind
(172). Wie der Mutationsstatus, so scheint auch die Expressionsstitke von BRCAI in
sporadischen Mamakarzinomen eine gro3e Bedeutung zuzukommen. So konnte gezeigt werden,
dass BRCAI in 30-40% der sporadischen Mamakarzinome eine reduzierte Expression im
Vergleich zum Normalgewebe aufweist (88,89). Hier konnte sich ein Zusammenhang zu Tiaml
ergeben, denn erst kiirzlich konnte auch eine Signifikanz der Tiaml Expression in

Mammakarzinomen nachgewiesen werden (170).
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1.6 Eigene Vorarbeiten / Zielsetzung

Um die molekularen Mechanismen des Tiaml-Rac-Signalwegs aufzuschliisseln, welcher eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Zelladhdsion, Migration, Invasion und Metastasierung
spielt, wurden als Vorarbeiten zu der vorliegenden Arbeit Expressionsanalysen mithilfe
vergleichender cDNA-Microarrays durchgefiihrt. Bei diesen Expressionsanalysen fanden sich
erstmals Hinweise darauf, dass das Tumorsuppressorgen BRCA2 ein Targetgen von Tiaml ist,
dessen Expression durch Tiaml herab reguliert wird. Das Ergebnis der Microarray-Analyse
konnte schlieBlich am Beispiel der humanen Kolonkarzinomzelllinie DusCol-1B sowohl auf
RNA- als auch auf Proteinebene bestitigt werden. Dariiber hinaus ist es gelungen, die C1199-
Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 durch retrovirale Co-Transfektion der C1199-
Tiam1-exprimierenden DusCol-1B-Zellen mit BRCA2 zu revertieren (siche Abbildung 1.6.1).
Als Kontrolle wurden C1199-Tiaml-transfizierten DusCol-1B-Zellen mit dem leeren pCL1-
Vektor (C1199-mock) transfiziert.

Abbildung 1.6.1: -Expression in verschieden transfizierten DusCol-1B
Zellen.. DusCol-1B-Zellen wurden entweder mit dem leeren Vektor
pLZRS (mock), C1199-Tiaml im pLZRS Vektor (C1199), C1199-Tiaml
im pLZRS Vektor und dem leeren Vektor pCL1 (C1199-mock) oder mit
C1199-Tiam1 im pLZRS Vektor und BRCA2 im pCL1 Vektor (C1199-
BRCAZ2-Pool) transfiziert. Die BRCA2-Expression wurde mittels Western
Blot untersucht. Eine gleichméBige Proteinbeladung der Gele wurde durch
Reinkubation der Membran mit a-Tubulin sichergestellt.

Erste Untersuchungen mit diesen stabil transfizierten Zelllinien zeigten, dass die Tiaml-

induzierte Herabregulation von BRCA2 auch tatséchlich von funktioneller Relevanz sein konnte.
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Die in den Voruntersuchungen erzielten Ergebnisse lieBen darauf schlieen, dass die Bedeutung
der Herabregulation von BRCA2 fiir die Tiam1-induzierten Effekte von grofer Bedeutung sein
konnte. Diese Untersuchungen sollten deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit weiter vertieft
und erweitert werden. AuBerdem sollte der molekulare Mechanismus der C1199-Tiaml-
induzierten Herabregulation von BRCA?2 charakterisiert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher folgende Fragestellungen zu beantworten:

» Lisst sich die inverse Korrelation der Expression von BRCA2 und Tiam1 auch
durch einen ,,knockdown* von Tiam1 bestétigen?

» Lisst sich die am Beispiel humaner Kolonkarzinomzellen nachgewiesene Tiaml -
induzierte Herabregulation der BRCA2-Expression auch in anderen humanen
epithelialen Zellen nachweisen?

» Welche funktionelle Relevanz hat die Tiaml-induzierte Herabregulation von
BRCA2?

» Durch welche Signalwege wird die Tiaml-induzierte Herabregulation von
BRCA2 vermittelt?

» Lisst sich die in der Zellkultur nachgewiesene inverse Beziehung zwischen der
Expression von Tiam1 und BRCA2 in vivo iiberpriifen?

» Hat Tiam1 auch einen Einfluss auf die Expression von BRCA1?

» Welche funktionelle Relevanz hat die Tiam1-BRCA?2 Signaltransduktion fiir die
DNA-Doppelstrangbruchreparatur?
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2. Material
2.1 Laborgerite

Analysenwaage
Autoklav
Brutschrank
Elektrophoresekammer
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Inkubationsroller RM5
Inkubationsschiittler 3033
Laser Scanning Immunfluoreszenz
LightCycler
Magnetrithrer MR 3001
Microplate Reader Model 680
Mikroskop Labovert FS

Wild M3Z
Mikrowelle Micromat
Odyssey Infrared Imaging System
PCR-Gerit, GeneAmp PCR System 2400
pH-Meter
Photometer
Pipetten
Spektralphotometer
Sterilbank Typ DLF/BSS6

BSB4
Thermomixer 5436
Tischautoklav Typ 26
Ultraschallgerit Sonifier
Video Copy Prozessor
Vortex Genie 2

Sartorius AG (Gottingen)

Systec (Wettenberg)

Forma scientific (USA)

Roth (Karlsruhe)

Sartorius AG (Gottingen)

Leitz/Leica (Wetzlar)

CAT Zipperer GmbH (Staufen)

GFL (Burgwedel)

Mikroskop Axiover 200M Zeiss (Jena)

Roche (Mannheim)

Heidolph (Schwabach)

Biorad (Miinchen)

Leitz/Leica (Wetzlar)

Leitz/Leica (Wetzlar)

AEG (Niirnberg)

LICOR Biosciences (Bad Homburg)

PerkinElmer® (Rodgau-Jiigesheim)

HANNA instruments (Padova, Italien)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

J. H. Schrader (Géttingen)

Gelaire Flow Laboratories (Opera, Italien)

Eppendorf (Hamburg)

Melag (Berlin)

Bandelin electronics (Berlin)

Mitsubishi (Ratingen)

Scientific Industries (Bohemia N.Y., USA)
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Wasserbad

Western Blot Anlage

Zentrifugen Megafuge 1,0R
Universal 16R
Biofuge 13R
Mikro 20

2.2 Verbrauchsmaterialen

Amicon Ultra 10000
Deckglédser
Reaktionsgefile (0,5-2ml)
Falcon Tubes

Glaspipetten
Halbmikrokiivetten UVette
Hyperfilm ECL
LightCycler Kapillaren
Nitrozellulosemembran
Objekttrager

Parafilm
PCR-Reaktionsgefilie (0,2ml)
Pipettenspitzen
Plastikkiivetten
Plastikpipetten

Sterilfilter
Transwellmembranen
Whatman Papier
Zellkulturflaschen
Zellkultur Schalen
Zellsiebe

Fisher & Rintelen GmbH (Essen)
Hoefer (San Franzisco)

Heraeus Sepatech (Osterode)
Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
Hereaus Instruments (Hanau)

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)

Milipore (Bedford, USA)

Engelbrecht (Edermiinde)

Sarstedt (Niirmbrecht)

Greiner (Frickenhausen)

Roth (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg)

Amersham Bioscience (Freiburg)
Biobudget (Krefeld)

Whatman GmbH (Dassel)

Metzel Gléser (Braunschweig)
American National Can TM (Chicago)
Biozym (Oldendorf)

Sarstedt (Niirmbrecht)

Sarstedt (Niirmbrecht)

Corning (New York)

Sartorius /vivascience AG (Hannover)
Greiner (Frickenhausen)

Whatman GmbH (Dassel)

Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen)
TPP (Schweiz)

Falcon (Heidelberg)
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2.3 Chemikalien

Soweit nicht in den Methodenbeschreibungen vermerkt, wurden Chemikalien der Firmen
Amersham Biosciences (Freiburg), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco BRL (Eggenstein), Merck
(Darmstadt), Roche Molecular Diagnostics (Mannheim), Serva Heidelberg und Sigma

(Deisenhofen) verwendet.

2.4 Software

2.4.1 Programme
e SPSS15.0

e [eica application suite

2.4.2 Datenbanken
e http://www.ncbi.nlm.nih.gov
e http://www.ensembl.org

e http://www.genecards.org

2.5 Oligonukleotidprimer

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MW G-Biotech bezogen.

BRCAL1 gPCR fwd 5’-AGGCAACTTATTGCAGTGTGG-3’
BRCALI qPCR rev 5’-GCAGAATCCAAACTGATTTCATC-3’
BRCA2 qPCR fwd 5’-TAGGACTGCTCCCACCAGTT-3’
BRCA2 qPCR rev 5’-GCCTGGGAACTCTCCTGTTC-3’
GAPDH ¢qPCR fwd 5’-AGGTGAAGGTCGGAGTCA-3’
GAPDH gPCR rev 5’-GGTCATTGATGGCAACAA-3’
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2.6 Vektoren

> pLZRS
» pRS
> pCL1

2.7 Konstrukte

» pLZRS C1199-Tiaml
» pRS sh Tiaml
» pCL1 BRCA2

2.8 Bakterienstamme

e Escherichia coli DH5aF ":F’end AlhsdR17rk-mk+supE44thi-l1recAlgyrA relA (lacZYA-
argF) U 169 (@80 _(lacZ)M15) (Gibco BRL, Gaithersburg MD, USA)

2.9 Ndhrmedien fiir Bakterienkultur

» LB-Flissigmedium 10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Bacto-Trypton auf 1000 ml H20, pH 7,4
nach Bedarf 50 pg/ml Ampicillin

» LB-Amp-Agar-Platten 10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Bacto-Trypton
10 g Bacto-Agar auf 1000 ml H20
50 pg/ml Ampicillin

28



Material

2.10 Antikérper

>

YV V. V V V VYV ¥V V V V V V VYV V V V VY

anti-o-Tubulin
anti-B-Catenin
anti-BRCAL1
anti-BRCA2
anti-H2AX
anti-Slug
anti-SKP2
anti-Parp
anti-Rad51

anti-Tiam1 (C16)

anti-TIMP-1
anti-TIMP-2
anti-Maus-HRP

anti-Kaninchen-HRP
anti-Maus-IRDye
anti-Kaninchen-IRDye

Fitc-anti-Maus

Fitc-anti-Kaninchen

Maus
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Schaf
Ziege
Ziege
Ziege
Ziege
Ziege

2.11 Reagenziensets “Kits”

» Qiagen RNeasy Mini Kit
» Omniscript RT-Kit

» QIAprep Spin Maxiprep Kit

» Nucleotide Removal Kit

Sigma

Sigma
Calbiochem
Calbiochem
Cell signaling
Cell signaling
Cell signaling
Cell signaling
Calbiochem

Santa Cruz Biotechnology

Acris
Acris
Sigma
Sigma
Licor
Licor
Zymed
Zymed

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

1:3000
1:1000
1:50
1:50
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:500
1:500
1:500
1:3000
1:3000
1:1000
1:1000
1:60
1:60

0
0
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2.12 Proteinstandards

High Range Marker: BioRad (Miinchen)
(Proteine zu 200; 116,25; 97,4; 66,2; 45 kDa)

Low Range Marker BioRad (Miinchen)
(Proteine zu 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4 kDa)

Kaleidoscope Prestained Standards BioRad (Miinchen)
(Proteine zu 204,2; 130,8; 92,7; 38,4; 31,5; 17,9; 7,3 kDa)

Prestained Protein Ladder Plus Fermentas (St. Leon-Rot)
(Proteine zu 250; 130; 95; 70; 55; 35; 27; 15; 10 kDa)

HiMark™ Pre-Stained Protein Standard Invitrogen (Paisley)
(Proteine zu 460; 268; 238; 171;117; 71;71; 55; 41,31 kDa)

2.13 Ndhrmedien, Antibiotika und Zusétze fiir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco BRL (Paisley)
OptiMEM Gibco BRL (Paisley)
RPMI Gibco BRL (Paisley)
Fotales Kélberserum (FCS) Gibco BRL (Paisley)
Geneticin (G418) Gibco BRL (Paisley)
L-Glutamin Gibco BRL (Paisley)
Penicillin/Streptomycin-Losung Gibco BRL (Paisley)
nicht essentielle Aminosiduren Gibco BRL (Paisley)
Pyruvat Gibco BRL (Paisley)
Trypsin Gibco BRL (Paisley)
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2.14 Zelllinien
Zelllinie Organ | Kulturmedium | Antibiotika
BPH-1 Prostata RPMI Pen/Strep
DusCol-1B Colon DMEM Pen/Strep
LNCaP Prostata RPMI Pen/Strep
MCEF7 Brust RPMI Pen/Strep

Tabelle 2.14.1: Verwendete Zelllinien. Ubersicht iiber die
verwendeten  Zelllinien
Kulturmedium und dem Organ aus dem sie etabliert

wurden.

2.15 Gewebeproben

mit  Informationen zum

Die fiir die Isolation von RNA verwendeten Proben der Prostatakarzinome sowie die

Normalgewebe wurden aus dem Archivmaterial des Instituts fiir Pathologie bereit gestellt.

2.16 Puffer und Lésungen fiir

2.14.1 Western Blot Analysen

» Lysispuffer :

> 2 x SDS Gel-Lade-Puffer:

1 % (w/v) SDS

10 mM Tris-HCI pH 7,5
2 mM EDTA

0,1 % (w/v) NP40

0,1 M Tris-HCI pH 6,8
0,2 M DTT

4 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

eine Spatelspitze Bomphenolblau
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» 6 x SDS Ladepuffer: 60 % (v/v) Glycerol

300 mM Tris pH6,8

12 mM EDTA

12 % (w/v) SDS

864 mM B-Mercaptoethanol

0,05 % Bromphenolblau (eine Spatelspitze)

» Trenngel:

4% 5% 6% 8% 10% 12%
Wasser 5,9 ml 5,7ml 5,3ml 4,6 ml 4 ml 3,3ml

30 % Acrylamid 1,3 ml 1,6 ml 2 ml 2,7 ml 3,3ml 4 ml
1,5M Tris-HCI pH 8,8 | 2,5 ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 ul 100 ul 100 ul
TEMED 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul

Tabelle 2.16.1: Komponenten der jeweiligen SDS-Polyacrylamid-Trenngele. Ein Ansatz
reicht fiir ein Gel 49,5 cm x 9,5 cm

» Sammelgel:

5% 5ml
Wasser 3,4 ml
30% Acrylamid 830 ul
IM Tris-HCI pH 6,8 630 pl
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50
TEMED 5ul

Tabelle 2.16.2: Komponenten des
Sammelgels fiir SDS-
Polyacrylamid-Gele. Der Ansatz
reicht aus fir ein Gel der Gréfie 9,5
cmx 9,5 cm

» 10 x Elektrophorese-puffer: 0,25 M Tris
2 M Glycerin

10 % (w/v) SDS
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» Transferpuffer:

» Waschpuffer:

» Blockierungs-Losung A:

» Blockierungs-Losung B:

» ECL-Losung A:

» ECL-Losung B:

» ECL-Losung C:

2.16.2 Zellkultur

» EDTA/Trypsin-Losung

2.16.3 Adhasionsassays

> 3% (w/v) BSA in PBS

» Laminin 10pg/ml in PBS

2.16.4 MTT-Assays

» 20 ug MTT in PBS

25 mM Tris

0,2 M Glycin

20 % (v/v) Methanol

10 mM Tris-HCI pH 7,5
0,2 % (v/v) Tween 20
0,15 M NaCl

3 % (w/v) Milchpulver
1 % (w/v) BSA in Waschpuffer

5 % BSA in Waschpuffer

0,1 M Tris pH 8,6
2,5 mM Luminol in DMSO

6,7 mM p-Coumarinsdure in DMSO

3 % H,O,

10 % (v/v) Trypsin (10x Stock)
5% EDTA in PBS
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2.16.5 Gelatin Zymographie

» Farbelosung:

» Entfirbelosung:

» Waschlosung:

» Reaktionspuffer:

» 2x Probenpuffer :

2.16.6 DNA-Gelelektrophorese

» 50x TAE-Puffer

» 6 x Auftragspuffer

30 % Methanol
10 % Eisessig

0,25 % Coomassie Blau

30 % Methanol
10 % Eisessig

2,5 % Triton X100 in Wasser

0,05 M Tris-HCL pH 7,5
0,02 M NaCl

5 mM CaCl,

0,02 % Brij-35

0,5 M Tris-HCL pH 6,8
10 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerol

Bromphenolblau

2 M Tris
5,7 % (v/v) Eisessig
10 % 0,5 M EDTA pH 8,0

30 % Glycerol
0,4 % Orange G
10 mM Tris-HCL pH 7,5
25 mM EDTA
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem ,,RNeasy Mini Kit“ von Qiagen nach Angaben des
Herstellers. Die Zellen wurden zunichst mit dem Lysispuffer homogenisiert, anschlieBend auf
eine RNeasy-Sdule pipettiert und zentrifugiert. Nach einem DNAse-Verdau und mehreren

Waschschritten wurde die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert und bei —80°C gelagert.

3.1.2 Kultivierung von E-Coli-Zellen

Die Anzucht der Bakterienstimme erfolgte in LB-Medium bei 37°C auf einem Schiittelinkubator
fiir 16-18 Stunden. Die Selektion transformierter Bakterien erfolgte durch Zugabe von Ampicillin
(50 pg/ml) zum Medium. Zum Anlegen von Gefrierkulturen wurden sogenannte Glycerolstocks
angefertigt. Hierfiir wurden E-Coli-Zellen, die auf einer LB-Agar (Ampicilin)-Platte
ausgestrichen ~worden waren, mit Iml LB-Medium resuspendiert. Von dieser
Bakteriensuspension wurden 500 pl mit 500 pl sterilem Glycerol versetzt und bei —80°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

3.1.3 Plasmid-Isolation (Maxiprep)

Die Plasmidisolierung erfolgte mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Maxiprep Kit“ von Qiagen nach
Angaben des Herstellers. Hierfiir wurden 200ml LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml) versetzt
und mit dem E. Coli-Glycerolstock angeimpft. Dann folgte eine Inkubation der Bakterien tiber
Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator. Nach dieser Inkubation erfolgten eine alkalische Lyse der
Bakterien und Bindung der Plasmid-DNA an die Sdule unter geeigneten Salz- und pH-
Konzentrationen. Stérende Faktoren wie RNA, Proteine oder andere Verunreinigungen wurden

durch Waschen mit Puffern mittlerer Salzkonzentrationen entfernt. Nach der Eluierung der DNA
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durch einen Puffer mit hoher Salzkonzentration folgte die Prézipitation mit Insopropanol. Durch
Waschen mit 70%igem Ethanol wurde anschlieend entsalzt. Zum Schluss wurde die DNA in

200ul dH,O resuspendiert und bei —20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.1.4 Quantitats- und Qualititskontrolle von Nukleinsiduren

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Plasmid-DNA, genomischer DNA und
RNA erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm im Photometer. Fiir
die Analysen wurde eine Halbmikrokiivette der Firma Eppendorf verwendet. Die Messung
erfolgte bei einer Wellenldnge von 260 nm im Photometer der Firma Eppendorf. Dabei gibt der
Quotient aus Eye0/Ezs0 Aufschluss iiber die Reinheit der Nukleinsduren und kann auf moégliche
Kontaminationen der Nukleinsduren hindeuten. Idealerweise sollte der Quotient aus E,g0/Exgo
zwischen 1,8 und 2 liegen, allerdings kann dieser Quotient auch vom pH-Wert und dem

Salzgehalt der RNA-Losung beeinflusst werden (109).

3.1.5 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Reversen Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) kann RNA in
komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Durch Auswahl von Oligo-dT-Primern
wird nur mRNA (messanger RNA) in ¢cDNA umgeschrieben, da Oligo-dT-Primer mehrere
Thymidin-Basen enthalten, die komplementidr zum Poly(A)Schwanz am 3°’Ende der mRNA sind.
Daher wird nur fertig gespleiite und modifizierte mRNA in cDNA umgeschrieben. Fiir die RT-

PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

Reagenzien Volumen [pl]
10x RT-Puffer 2
dNTPs (10mM) 2
Oligo-dT-Primer 10pmol 2
RNase Inhibitor (10 U/ul) 0,25

Reverse Transkriptase (4 U/ul) 1

RNA 1,5ug

Wasser auf 20

Tabelle 3.1.5.1: Pipettierschema
Mastermix Reverse Transkription
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Der RT-PCR-Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37°C nach Herstellerangaben der Firma Qiagen
inkubiert. AnschlieBend wurde die hergestellte cDNA bei —20°C gelagert.

3.1.6 Quantitative PCR

Eine PCR (polymerase chain reaction) ermoglicht es, kurze bekannte DNA-Fragmente zu
vervielfiltigen. Dabei wird eine DNA-Polymerase verwendet, die eine DNA-Vorlage in
mehreren Zyklen mehrfach kopiert. Zwei Oligonukleotidprimer, die komplementir zum
gewiinschten DNA-Fragment sind, setzen den Start- und Endpunkt der DNA-Synthese fest,
indem sie die DNA-Polymerase zum Startpunkt der DNA-Replikation fithren. Fiir die DNA-
Synthese bendtigt die DNA-Polymerase Nukleotide, die als Bausteine dienen und geeignete
Pufferbedingungen, die eine optimale chemische Umgebung fiir die Polymerase schaffen. Die
PCR beginnt mit einem Denaturierungsprozess, bei dem die DNA-Doppelstrdnge voneinander
getrennt werden. AnschlieBend folgen 25 bis 50 Zyklen, die jeweils aus den Schritten
Denaturierung, Primerhybridisierung (= Annealing) und Elongation bestehen. Die Denaturierung
bei 96°C bewirkt die Aufspaltung der Wasserstoftbriicken, die die DNA-Doppelstringe
aneinander halten. Im nichsten Schritt (Annealing) lagern sich die Primer an die komplementéren
DNA-Fragmente an, hierfiir wird die Temperatur unter die Schmelztemperatur der verwendeten
Primer gesenkt. Im Elongationsschritt synthetisiert die DNA-Polymerase die fehlenden Stringe
unter Verwendung der beigefiigten Nukleotide. Die Temperatur, bei der dieser Schritt stattfindet,
héngt von der optimalen Temperatur der verwendeten Polymerase ab.

Wiéhrend die qualitative PCR lediglich eine Endpunktbetrachtung des Produkts erlaubt,
ermoglicht die real time PCR mittels LightCycler eine genauere kinetische Quantifizierung, da
hierbei Mengenunterschiede wéhrend der logarithmisch-linearen Phase der PCR bestimmt
werden. Die entstandene Produktmenge wird wéhrend jedes PCR-Zyklus gemessen. Zudem ldsst
sich die Kinetik der Reaktion verfolgen. Grundsitzlich gibt es zwei Moglichkeiten, die
entstethenden DNA-Amplikate zu verfolgen: Zum einen {iber ein nicht spezifisches
Detektionssystem, welches auf der Markierung der DNA durch interkalierende Farbstoffe beruht,
zum anderen iiber den Einsatz spezifischer fluoreszenzmarkierter Sonden. Beide Moglichkeiten
beruhen auf dem Anstieg der Fluoreszenz proportional zum Anstieg der amplifizierten DNA.

Diese Proportionalitdit ermoglicht eine Quantifizierung des Ausgangsmaterials. Als
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fluoreszierender Farbstoff wurde in dieser Arbeit SYBR Green™ der Firma Invitrogen
verwendet. SYBR Green besitzt eine Anregungswellenlinge von 597nm und eine
Emissionswellenldnge von 520nm.

Am Ende jeder LightCycler PCR wird eine Schmelzpunktanalyse durchgefiihrt, indem die
Temperatur schrittweise bis 95°C angehoben und die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen wird.
Die Temperatur, bei der das Produkt schmilzt und der Farbstoff dissoziiert, ist durch einen Abfall
der Fluoreszenz gekennzeichnet und wird in der Grafik mit Temperatur auf der X-Achse und
Fluoreszenzintensitdt auf der Y-Achse als Peak dargestellt. Die Temperatur, bei der sich DNA-
Doppelstringe trennen, héngt sehr stark von der Sequenz, der Linge und dem GC-Gehalt der
untersuchten DNA ab. Sogar Unterschiede in einzelnen Basenpaaren koénnen eine andere
Schmelztemperatur verursachen, daher haben verschiedene Produkte unterschiedliche Peaks und
konnen so voneinander unterschieden werden.

Die Fluoreszenz wird in der Elongationszeit gemessen und der gemessene Wert wird in einer
Amplifikationsgrafik auf der Y-Achse gegen die Zyklenzahl auf der X-Achse dargestellt. Am
Anfang jeder quantitativen PCR ist eine gewisse Grundfluoreszenz zu beobachten, die durch die
eingesetzten Materialien sowie durch den Fluoreszenzfarbstoff verursacht wird. Erst nach einer
gewissen Amplifikationszeit steigt die Fluoreszenz iiber den Schwellenwert der
Grundfluoreszenz an und kann dann gemessen werden, was zwischen 3-15 PCR-Zyklen dauern
kann. Der Schnittpunkt zwischen zunehmender Fluoreszenz und Schwellenwert wird als Cycle-
Treshold (Crt) bezeichnet und wird automatisch fiir jede Probe durch das Computerprogramm
berechnet. Der Cr-Wert erlaubt die Quantifizierung einer Reaktion und verhélt sich umgekehrt
proportional zum Logarithmus der Ausgangsmenge.

Die Quantifizierung kann entweder absolut, beruhend auf einer Verdiinnungsreihe von RT-PCR-
Produkten bekannter Konzentrationen, oder relativ, bezogen auf die Genexpression eines
Haushaltsgens, erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene cDNAs von Geweben oder Zelllinien mittels
LightCycler quantifiziert. Die cDNAs wurden in einer Verdiinnung von 1:5 eingesetzt.
Grundsitzlich erfolgte die Quantifizierung immer als Doppelbestimmung, bei fragwiirdigen
Proben erfolgte aber auch eine Mehrfachbestimmung.

In dieser Arbeit wurde fiir die Untersuchung der Genexpression ein auf SYBR Green der Firma
Invitrogen basierender Enzymmix und unmarkierte, selbst generierte Primer verwendet. Der

Enzymmix wurde nach Herstellerangaben vermischt und setzte sich wie folgt zusammen:
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Reagenzien Volumen [pl]
SYBR Green 10
Primer fwd 10 uM 1
Primer rev 10 uM 1
BSA 1
Wasser 5
2

Probe 10 ng/ul

Tabelle 3.1.6.1 Pipettierschema Mastermix fiir
LightCycler Quantifizierung

Die Zielsequenzen folgender Gene wurden unter Verwendung des Mastermix amplifiziert:
GAPDH, BRCA2 und BRCALI. Da fiir die Untersuchungen die Primer so ausgewihlt wurden,
dass moglichst alle PCR-Produkte ca. 100bp betrugen, konnte fiir alle Zielsequenzen folgendes

PCR-Programm mit anschlieBender Schmelzpunktanalyse verwendet werden:

120 s 95 °C Denaturierung

5s 94 °C Denaturierung

10s Annealing 50x
10s 72 °C Elongation

Lediglich die Annealing-Temperaturen variierten in Abhéngigkeit von den jeweils verwendeten

Primern:

Gen Annealingtemperatur
BRCALl 55°C
BRCA2 57 °C
GAPDH 54 °C
Tabelle 3.1.6.2: genabhiingige

Variationen in der Annealingtemperatur

Die Quantifizierung der RNA-Expressionslevel von BRCA1 und BRCA2 erfolgte immer relativ
und wurde auf die Genexpression von GAPDH normalisiert. Die Auswertung der Ergebnisse

erfolgte mit dem Softwareprogramm Microsoft Excel.
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3.1.7 Aufreinigung der LightCycler PCR-Produkte

Diese Methode dient dazu, die amplifizierten PCR-Produkte von Primern (bis zu einer Grof3e von
17 Nukleotiden), Enzymen und {iiberschiissigen Nukleotiden zu trennen. Die Aufreinigung
erfolgte mittels ,,Nucleotide Removal Kit*“ der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers.
Nachdem die PCR-Produkte aus den LightCycler-Kapillaren extrahiert worden waren, wurden
200pl PN-Puffer dazugegeben und der gesamte Ansatz auf die Sdule pipettiert. Nach einer
Zentrifugation bei 6000rpm fiir eine Minute, wurde die Séule gewaschen und das PCR-Produkt
mit 50ul EB-Puffer aus der Saule eluiert.

3.1.8 Sequenzierung

Die zu sequenzierenden Proben wurden als Auftragsarbeit an die Firma GATC gegeben. Dort
wird die Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger unter Verwendung von
,Dye Terminatoren* durchgefiihrt (121). Die Sequenzier-Reaktion beruht auf einer gezielten,
aber statistisch verteilten Unterbrechung der Komplementirstrangsynthese durch den Einbau
eines  Didesoxynukleotidtriphosphats.  Die  2°,3’-Didesoxynukleotidtriphosphate ~ sind
fluoreszenzmarkiert und bewirken einen Kettenabbruch nach ihrem Einbau, weil sie keine 3’-
OH-Gruppe besitzen und dadurch auch keine weiteren 5°-3’-Phosphodieseterbindungen gekniipft
werden konnen. So wird mittels der Sequenzier-PCR eine Reihe basenspezifischer terminierter
DNA-Fragmente amplifiziert, die sich in ihrer Lange um jeweils eine Base unterscheiden und mit
einer fluoreszierenden Base enden. Die einzelnen DNA-Fragmente werden ihrer Grofle nach im
Anschluss an die PCR im Sequenzer durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend

wird dann die Basensequenz anhand der Fluoreszenzmarkierung ermittelt.

3.1.9 DNA-Gelelektrophorese

Eine DNA-Gelelektrophorese wurde durchgefiihrt, um zu {iberpriifen, ob die Produkte aus der
LightCycler-PCR die jeweils erwartete Grofe aufwiesen. Bei der DNA-Gelelektrophorese
wandert negativ geladene DNA unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes durch das

Agarosegel, wobei grolere DNA-Fragmente langsamer wandern als kleinere DNA-Fragmente.
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Die Grofe der DNA-Fragmente kann mithilfe eines zusétzlich aufgetragenen Léngenstandards
bestimmt werden. Zur Herstellung der Gele wurde Agarose in TAE-Puffer durch aufkochen
gelost und der Ansatz in eine dafiir vorgesehen Kammer gegossen. Die DNA-Proben wurden vor
Beladen des Gels mit einem 6 x Auftragungspuffer gemischt. Die Elektrophorese erfolgte dann
bei einer angelegten Spannung von 100V. AnschlieBend wurde die DNA in einem mit
Ethidiumbromid versetzten Wasserbad angefirbt. So konnte die DNA aufgrund des interkalierten
Ethidiumbromids durch eine UV-Beleuchtung sichtbar gemacht und zur Dokumentation

fotografiert werden.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der DusCol-1B-Zellen erfolgte in Dulbecco’s Modifiziertem Eagle Medium
(DMEM), das mit fetalem Kaélberserum (Endkonzentration 10 %), 100 U/ml Penicillin/
Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 67 mM Asparagin, 67 mM Arginin und 10 mM Hepes ergénzt
wurde. Fir die Aufrechterhaltung der stabilen Expression transfizierter Zellen wurde
entsprechend der jeweiligen Resistenzen Neomycin (1 mg/ml) oder Blasticidin (5 pg/ml) in das
Medium gegeben.

Die Kultivierung der BPH-1-Zellen erfolgte in RPMI-Medium, das mit 5 % fetalem Kélberserum
(FCS), 100 U/ml Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin versetzt wurde. Auch hier
wurde durch Zugabe von Blasticidin (5 pg/ml) die Aufrechterhaltung der stabilen Expression
nach Transfektion sichergestellt. Die Kultivierung von LNCaP und MCF-7 Zellen erfolgte im
RPMI-Medium mit den selben Zusdtzen wie bei BPH-1 Zellen, jedoch unter Zugabe von 10 %
FCS.

Die Kultivierung der verschiedenen Zellen erfolgte im CO;-Inkubator (5 %) bei einer Temperatur
von 37 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %. Passagiert wurden die Zellen einmal
pro Woche mit einer Trypsin-EDTA-Losung. Die Reaktion wurde mit Zellkulturmedium

gestoppt und ein Zehntel der Zellsuspension wurde in neue Zellkulturflaschen tiberfiihrt.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Um einen ausreichenden Bestand der verschieden Zelllinien zu gewihrleisten, wurden die
Zelllinien eingefroren und in fliissigem Stickstoff gelagert. Hierfiir wurden die Zellen in
Suspension mit 10% DMSO versetzt und in mehreren aufeinander folgenden Gefrierstufen
eingefroren. Zum Schluss wurden die Zellen in einem mit fliissigem Stickstoff gefiillten
Kryotank bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Um die eingefrorenen Zellen wieder zu rekultivieren, wurden diese bei 37°C aufgetaut und mit

frischem Medium versetzt. Nach einer Zentrifugation bei 1200 rpm fiir 5 min, wurde der
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Uberstand abgenommen, die Zellen mit frischem Medium resuspendiert und diese Suspension in

eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt.

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in der Neubauer-Zahlkammer. Hierfiir wurde die
Zellsuspension im Verhiéltnis 1:1 oder 1:4 mit einer Trypanblau-Losung gemischt und in die
Zihlkammer pipettiert. Die Zellzahl pro ml kann berechnet werden, wenn der Mittelwert der
Zellzahlen aus den vier groBen Quadraten gebildet und mit 10* sowie dem Verdiinnungsfaktor
(Zellsuspension / Trypanblau) multipliziert wird. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wird die

Zellzahl pro ml mit dem Volumen der Zellsuspension multipliziert.

3.2.4 Transfektion von humanen Zellen mit FuGENE 6

Mithilfe dieser Methode wird Fremd-DNA in eukaryotische Zellen eingebracht. Hierfiir wurden
die zu transfizierenden Zellen 24 Stunden vor der Transfektion in 6 Well-Platten in einer
Konfluenz von 50-80% ausgesit. Die Transfektion wurde entsprechend der Herstellerangaben
nach der Lipsomen-Methode mit dem FuGENE-6-Transfektionsreagenz der Firma Roche
durchgefiihrt. Dabei wurden FuGENE (ul) und DNA (pg) immer im Verhéltnis von 3:1 bzw. 6:1
eingesetzt. Aus den negativ geladenen Nukleinsduren und den positiv geladenen Liposomen
bildet sich ein Komplex, der auf die Zellen gebracht wird und mit der Zellmembran fusioniert.
Der Komplexinhalt gelangt schlieBlich durch Endocytose in das Zellinnere. Drei Tage nach der
Transfektion wurde entsprechend der transfizierten DNA Selektionsmedium auf die Zellen

gegeben, um nicht erfolgreich transfizierte Zellen zu eliminieren.

3.2.5 Zellsynchronisation durch Serumentzug

Da die Expression von BRCA1 und BRCA2 bekanntermallen zellzyklusabhidngig erfolgt, muss
bei der Untersuchung der Expression dieser Proteine sichergestellt sein, dass sich die zu
vergleichenden Zelllinien in dhnlichen Zellzyklusphasen befinden. Hierzu wurde 24 Stunden
nach Aussaat das Medium der Zellen durch serumarmes Medium (mit 0,5% FCS) ersetzt. Nach

weiteren 24 Stunden wurde das serumarme Medium gegen Medium mit normalem FCS-Gehalt
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ausgetauscht. Diese Methode hat zur Folge, dass die Zellen aufgrund des fehlenden Serums in der
G1- bzw. GO-Phase arretieren und erst nach Zugabe von Serum-haltigem Medium wieder in den

Zellzyklus einsteigen.

3.2.6 Adhidsionsassay

Um die Adhésivitit der verschieden transfizierten Zellen an Laminin (Komponente der EZM) zu
untersuchen, wurde der Adhésionsassay wie frither beschrieben durchgefiihrt (11). Hierfiir
wurden Zellkulturschalen mit jeweils 4 Lochverstarkungsringen als Z#hlfelder versehen. Die
Zellkulturschalen wurden zunidchst {iber Nacht bei 4°C mit Laminin (10 pg/ml) inkubiert.
Anschlielend folgte eine Inkubation mit einer 3%igen BSA-Losung bei 4°C iiber Nacht, um die
unspezifischen Bindestellen zu blockieren. Die Zellen wurden abgelost, mit Hilfe von Zellsieben
vereinzelt und eine Zellsuspension mit 5000 Zellen pro ml wurde eingestellt. 2ml der
Zellsuspension wurden dann auf je drei vorbereiteten Zellkulturschalen ausgesédt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min im Brutschrank wurden die nicht adhédrent gewordenen Zellen
abgesaugt und zweimal mit PBS abgewaschen. AnschlieBend wurden die adhdrenten Zellen in
den vormarkierten Zahlfeldern mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops ausgezdhlt. Die so
gewonnen Werte wurden mittels Mann-Whiteny-Test mithilfe des SPSS-Programms statistisch

ausgewertet.

3.2.7 Herstellung von konditioniertem Medium

Konditioniertes Medium wurde fiir verschiedene zellbiologische Untersuchungen als sogenanntes
Chemoattractant verwendet. Die Herstellung des konditionierten Mediums erfolgte, indem ca.
80% konfluente COS-7 Zellen in je 25ml Optimem-Medium fiir 24 Stunden kultiviert wurden.
Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen und abzentrifugiert, um die im Medium
befindlichen Zellen zu entfernen. Das Medium wurde aliquotiert und bei —20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.
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3.2.8 Matrigel-Invasions-Assay

Die Effekte auf das Invasionsverhalten von Tumorzellen wurden mithilfe des Matrigel-Invasions-
Assays untersucht. Die Durchfithrung erfolgte wie von Engers et al beschrieben (11). Im
Matrigel-Invasions-Assay miissen Tumorzellen eine rekonstruierte Basalmembran (Matrigel)
durch aktive Invasion tiberwinden (122). Hierzu wurden die Transwellmembranen mit je 25 pl
einer Matrigellosung (250 pg/ml) beschichtet. Die Beschichtung erfolgte in zwei Schritten, wobei
die Transwells nach jeder Beschichtung fiir 30 min im Brutschrank zur Aushértung inkubiert
wurden. Die Zellen wurden abgelost, mit Hilfe von Zellsieben vereinzelt und gezihlt. Eine
Zellzahl von 1000 Zellen / 1ul Optimem-Medium wurde eingestellt und 50 ul der Zellsuspension
(= 50000 Zellen) wurden auf je eine beschichtete Transwellmembran pipettiert. Die unteren
Kammern der Transwellmembranen wurden jeweils mit 500 pl konditioniertem Medium befiillt

(siche Abbildung 3.2.8.1).

Das Transwellmembransystem

/ Transwelleinsatz

[ Matn'gel

|_|uu|_||_|u|_r1 Membran mit Poren

~

Abbildung 3.2.8.1: Das Transwellsystem. Die Membran der Transwelleinséitze
weist Poren mit einem Durchmesser von 8um auf. Die Membran wird mit der
Matrigellosung beschichtet. Auf die ausgehdrtete Matrigellosung wird die
Zellsuspension pipettiert. Zellen miissen das Matrigel aktiv durchdringen, um zur
unteren Flidche der porosen Membran zu gelangen. Als Chemoattractant dient dabei
das konditionierte Medium in der unteren Kammer des Transwellsystems.

Konditioniertes Medium

Nach einer Inkubation von 24 Stunden im Brutschrank folgte die Fixierung und Férbung der
invadierten Zellen auf der Unterseite der Transwellmembranen. Hierfiir wurden zunichst nicht
invadierte Zellen auf der Membranoberseite der Transwellmembraneinsédtze durch vorsichtiges
wischen mit einem Wattestdbchen eliminiert. AnschlieBend wurden die invadierten Zellen auf
den Membranunterseiten mit Methanol fixiert und mit H&malaun und Eosin gefdrbt. Im

Anschluss daran wurden die Membranen kurz in Wasser gespiilt und nacheinander in eine
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aufsteigende Alkoholreihe, bestehend aus 50%, 70%, 70%. 96%, 96%, 100% und 100% Ethanol,
gesetzt. Zuletzt wurde die Membran der Transwelleinsdtze mit Hilfe eines Skalpells
herausgeschnitten, in Xylol getaucht und auf einen Objekttriger mit dem Zellrasen nach oben
eigedeckelt. Die invadierten Zellen wurden im Anschluss mithilfe eines Lichtmikroskops gezéhlt

und die Ergebnisse mittels Mann-Whiteny-Test des SPSS-Programms statistisch ausgewertet.

3.2.9 Migrationsassay

Um die Effekte der Einzelzellmigration zu untersuchen, wurde ein Migrationsassay mit
Fibronectin-beschichteten Transwell-Membranen durchgefiihrt. Die Durchfithrung dieses Assay
erfolgte  analog zur  Durchfilhrung des  Matrigel-Invasions-Assays, wobei  die
Transwellmembranen nicht mit Matrigel sondern mit Fibronectin beschichtet wurden. Hierfiir
wurden die Einsédtze der Transwellmembranen mit einer Fibronectinlosung (IOug/cmz) fiir eine
Stunde bei RT inkubiert und anschlieend die Zellen darauf ausgesit. Dieser Ansatz wurde nach
der Aussaat fiir 6 Stunden im Brutschrank inkubiert, bevor die Fixierung und Farbung der Zellen
analog zum Invasionsassay folgte. Auch in diesem Assay wurde konditioniertes Medium als
Chemoattractant verwendet. Zum Schluss wurden die migrierten Zellen mithilfe eines
Lichtmikroskops ausgezéhlt und die Ergebnisse mittels Mann-Whiteny-Test des SPSS-

Programms statistisch ausgewertet.

3.2.10 Soft-Agar-Assay

Im Soft-Agar-Assay werden die Zellen nach Vereinzelung in einem Agargel ausgesit, wodurch
der Kontakt zu benachbarten Zellen und auch die Anheftung an den Boden der Zellkulturflaschen
verhindert werden. Hierfiir wurde zundchst ein 0,5%iger ,,Base-Agar hergestellt, indem
1,25%iger Agar in ddH,O in der Mikrowelle verflissigt und dann mit vorgewdrmten 2 x
Vollmedium zu 0,5%igem Agar verdiinnt wurde. Im Anschluss wurden je 3ml des Base-Agars in
ein Well einer 6-Well-Platte pipettiert und zur Aushértung in den Kiihlschrank gestellt. Pro
Zelllinie wurde die Untersuchung dabei im Dreifachansatz durchgefiihrt. Nachdem der Base-
Agar ausgehirtet war, wurden 3000 Zellen in entsprechend hergestelltem 0,4%igem Top-Agar

resuspendiert und anschlieBend auf den Base-Agar gegossen. Nach der Aushértung des Top-
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Agars wurden die Zellen fiir drei bis vier Wochen im Brutschrank inkubiert, wobei der Top-Agar
regelmédfBig mit Medium {iiberschichtet wurde, um eine Austrocknung des Top-Agars zu

verhindern. Zuletzt wurde die Kolonienbildung zur Dokumentation fotografiert.

3.2.11 Colony formation assay

Um die zelluldre Transformation der verschieden transfizierten Zellen zu untersuchen, wurde der
colony formation assay, wie frither beschrieben, durchgefiihrt (30). Die verschieden transfizierten
DusCol-1B Zellen wurden konfluent in Zellkulturschalen ausgesit, regelmiBig gefiittert und nach

ca. 10 Tagen wurde das Wachstum fotodokumentiert.

3.2.11 Invasionsassay im 3D Kollagengel

Dieser Assay dient der Bestimmung der kollektiven Invasion von Tumorzellen im
dreidimensionalen Raum. Die Untersuchung wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. P. Friedel (Nijmegen, Niederlande; frither: Wiirzburg), wie von ihm und seinen
Mitarbeitern  beschrieben, durchgefiihrt (125,126). Hierfir wurden dreidimensionale
Zellsphidroide in eine 3D-Kollagenmatrix (Kollagen I) eingebracht und das Invasionsverhalten

wurde mittels ,,time-lapse videomicroscopy* iiber einen mehrtigigen Verlauf fotodokumentiert.

3.2.12 MTT-Assay

Im MTT-Assay wird die Lebensféhigkeit und das Wachstum von Zellen gemessen. Hierbei wird
die Aktivitdit der mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen gemessen und zwar
unabhingig davon, ob die Zellen gerade DNA synthetisieren oder nicht. Das 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl-)2,5-diphenyl-tetrszolium-Bromid ~(MTT) gehort zur Klasse der
Tetrazoliumsalze und dringt aktiv in die Zellen ein. In den Zellen bewirken aktive Mitochondrien
ein Aufbrechen des Tetrazoliumrings, wodurch das alkohollosliche dunkelblaue Formazan
entsteht. Dieses wird nach der Lyse der Zellen durch einen SDS-haltigen Puffer freigegeben. Die
Intensitit der alkoholischen Formazanlosung wird anschlieBend photometrisch mittels eines

Biorad Microplate Readers bestimmt (Testwellenldnge 570nm, Referenzwellenldnge 655nm). Fiir
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den Assay wurden 5000 Zellen pro Well einer 96-Wellplatte im zwolffach Ansatz ausgesit. Die
Untersuchung wurde an sechs aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt, so dass pro Zelllinie
und Tag eine 96-Well-Platte ausgesidt wurde. Nach Zugabe von 50ul der MTT-Losung und
Inkubation fiir zwei Stunden im Brutschrank wurde der Uberstand abgenommen. 200ul DMSO
pro Well wurden auf die Zellen pipettiert und alles wurde fiir 15min auf dem Schiittler inkubiert.

Zuletzt folgte die photometrische Auswertung mittels eines Biorad Microplate Readers.

3.2.13 Behandlung der Zellen mit Inhibitoren

Um herauszufinden, tiber welche Signalwege die Beeinflussung der Expression von BRCA1 und
BRCA2 erfolgt, sollten mehrere Signalwege ,,downstream‘ von Rac selektiv blockiert werden.
Hierfiir wurden stabil transfizierte DusCol-1B und BPH-1 Zellen in 6¢cm Zellkulturschalen
ausgesdt. Nach 24 Stunden wurde das Medium entfernt, gegen Optimem ausgetauscht und die
Inhibitoren wurden zugegeben. Hierfir wurden die stabil mit C1199-Tiaml transfizierten
DusCol-1B und BPH-1-Zelllinien mit selektiven Inhibitoren des ERK-Signalwegs (PD98059 und
U0126) (93,94), des p38-Signalwegs (SB 203580) (96), des ROS-Signalwegs (Catalase) (97), des
JNK-Signalwegs (SP600125) (95) und des Phosphatidylinositol-3Kinase-Signalweg (LY294002,
Wortmannin) (98,99) fiir 24 Stunden inkubiert. Zusétzlich wurden C1199-Tiaml-transfizierte
DusCol-1B und BPH-1 Zellen zur Kontrolle mit DMSO, hitzeinaktivierter Catalase und oder
ohne Inhibitor inkubiert. Auch unbehandelte mock-transfizierte DusCol-1B und BPH-1 Zellen
dienten als zusidtzliche Kontrollen. Nach der Inhibitor-Inkubation fiir 24 Stunden wurden die

behandelten Zellen fiir die entsprechenden Expressionsanalysen lysiert.

3.2.14 Asservierung und Aufbereitung von Zellkulturiiberstanden

Um die Expression sezernierter Proteine im Western Blot bestimmen zu konnen, mussten die
Proteine aus dem Zellkulturiiberstand aufkonzentriert werden. Hierfiir wurden die Zellen in 10
cm Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Dann wurde das
Kultivierungsmedium durch Optimem-Medium ersetzt. Nach 24-stiindiger Kultivierung der
Zellen in Optimem-Medium wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen, abzentrifugiert und

mittels Amicon Ultra-Zentrifugationsrohrchen nach Angaben des Herstellers aufkonzentriert. Die
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aufkonzentrierten Mediumiberstdnde wurden im fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei —80

°C aufbewahrt.

3.2.15 Gelatin-Zymographie

Die Gelatin-Zymographie ermoglicht es, die Expression und Aktivitdt der invasionsrelevanten
MMPs (2 und 9) semiquantitativ zu bestimmen. Die Durchfithrung dieser Versuche erfolgte wie
bei Engers et al beschrieben (11). Hierfiir wurden die Zellkulturiiberstande, wie unter 3.2.14
beschrieben, aufkonzentriert, die Proteinkonzentration wurde bestimmt und die Proben wurden
mit nicht reduzierendem Probenpuffer versetzt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 30 min bei
37 °C inkubiert und auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Polyacrylamidgel bestand aus
einem 8 %igem Agarose-Trenngel, welches 0,2 % Gelatine enthielt und dem iiblichen
Sammelgel. Nach der elektrophoretischen Auftrennung bei 18 mAmp, wurde das Gel fiir 60 min
mit einer 2,5 %igen Triton-X-100-Losung auf dem Schiittelinkubator bei 37°C inkubiert. Die
Losung wurde dabei nach 30min ausgewechselt. AnschlieBend folgte eine 36-stiindige Inkubation
des Gels mit dem Reaktionspuffer, wobei auch hier der Puffer nach einer Stunde ausgetauscht
wurde. Danach erfolgte eine 4-stiindige Férbung des Gels mit einer Comassie-haltigen
Féarbelosung. Zum Schluss wurde das Gel durch mehrmalige Inkubation in der Entférbelosung

entfarbt und das Ergebnis wurde fotodokumentiert.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten

Zur Bestimmung der Proteinexpression mittels Western Blot ist es erforderlich, die Zellen
zunichst zu lysieren. Hierfiir wurden die Zellen in Zellkulturschalen ausgesét. Nach Erreichen
der gewliinschten Zelldichte wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit der entsprechenden
Menge (abhédngig von der Zelldichte) Lysispuffer versehen. Nach einer Inkubation von 20 min
auf Eis wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers abgekratzt und sonifiziert. Zuletzt wurden
die gewonnenen Lysate fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Sofern die gewonnenen Lysate nicht direkt im Anschluss an die Lyse bendtigt wurden, wurden

sie schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Proteinlysate wurde mit dem Bradford-Reagenz der Firma BioRad
bestimmt. Die Bestimmung beruht auf einer Farbreaktion der Proteinlosung mit dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blau G250 in Phosphorsédure (123). Ohne Interaktion mit Proteinen liegt das
Absorbtionsmaximum des Farbstoffs bei einer Wellenldnge von 465 nm. Durch Interaktion mit
den Aminosdureseitenketten der Proteine, insbesondere mit den Seitenketten von Arginin, aber
auch von Histidin, Lysin, Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin kommt es zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums nach 595 nm (124). Die Proteinkonzentration wurde
anhand einer Kalibriergeraden bestimmt, die mit einer BSA- (Rinderserumalbumin) Losung
bekannter Konzentration erstellt wurde. Zu 200 pl der Bradford-Losung wurden 1 bis 10 ul der
Proteinlosung gegeben und auf ein Gesamtvolumen von 1 ml mit Wasser aufgefiillt. Nach 5 min
wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von 595 nm gegen einen Leerwert ohne Protein
gemessen. Extinktionswerte zwischen 0,2 und 0,8 liegen im linearen Bereich und wurden anhand

der Kalibrierung ausgewertet.
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3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit einem diskontinuierlichen Puffersystem (130,131).
Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele und fiir die Elektrophorese wurde ein Minigel-
System der Firma Hoefer eingesetzt. Die Polyacrylamidkonzentration im Trenngel richtete sich
nach dem Molekulargewicht der zu trennenden Proteine, um eine optimale Auftrennung dieser zu
erreichen. Das Trenn- und Sammelgel wurde entsprechend der Angaben in den Tabellen 2.16.1
und 2.16.2 hergestellt. Die mit SDS-Ladepuffer versehenen Proteinproben wurden vor dem
Auftragen auf das Gel 5 min bei 95°C denaturiert. Zusitzlich zu den Proteinproben wurde ein

Grofenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte mit 1xSDS-Laufpuffer bei 200 V.

3.3.4 Western Blot

Der Western Blot dient dem Transfer der zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine
spezifische Membran (127). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Nitrozellulose-Membran der
Firma Whatman GmbH verwendet. Der Transfer erfolgte entweder mittels Wet-Blot- oder
Semidry-Blot-Verfahren. Wobei der Aufbau bei beiden Methoden im Sandwichverfahren
erfolgte. Der Transfer im Wet-Blot erfolgte bei 90V, wobei die Zeit des Transfers in
Abhéngigkeit von der jeweiligen ProteingroBe variierte. Der Transfer im Semidry-Blot erfolgte
bei 400mA, wobei auch hier die Transferzeit in Abhédngigkeit von den zu untersuchenden

Proteingroflen variierte.

3.3.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Im Anschluss an den Western Blot folgte die Detektion und Visualisierung der Zielproteine unter
Verwendung von Antikérpern. Nach dem Blot wurde zunidchst der Transfererfolg durch eine
Ponceau-S-Farbung der Firma Sigma iiberpriift. Im Anschluss wurden zunichst unspezifische
Bindestellen durch Inkubation der Membran mit Blockierungslgsung fiir 30min bei RT, blockiert.
Dann folgte die Inkubation der Membran mit dem Primérantikorper, der spezifisch gegen das zu

untersuchende Protein gerichtet war. Die Inkubationszeit und die Verdiinnung des eingesetzten
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Antikorpers richteten sich nach den Angaben der Hersteller der jeweiligen Antikorper.
Anschlieend wurden {iberschiissige Antikorper-Molekiile in mehreren aufeinander folgenden
Waschschritten entfernt. Danach folgte die einstiindige Inkubation mit dem Sekundirantikorper
bei Raumtemperatur. Die Auswahl des Sekunddrantikorpers richtete sich danach, aus welchem
Organismus der Primérantikdrper gewonnen wurde und danach, welches Detektionssystem
ausgewdhlt wurde. Grundsitzlich standen zwei Detektionssysteme zur Verfligung. Zum einen
Immundetektion tiber Chemolumineszenz, unter Verwendung von Meerrettich-Peroxidase
gekoppelter Antikorper mit anschlieBender Inkubation in einer Peroxidase-Nachweislosung und
Detektion auf geeigneten Chemolumineszenzfilmen. Zum anderen iiber Immundetektion tiber
Fluoreszenz unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter Sekundérantikorper mit anschlieBender
Detektion iiber das Odyssey-System von Licor. Dieses Gerét kann Fluoreszenzen bei 680nm und

800nm erkennen und darstellen.

3.3.6 Immuncytochemische Analyse von Proteinexpressionen

Mit Hilfe der Immuncytochemie kann die intrazelluldre Lokalisation von Proteinen untersucht
werden. Fiir die Farbungen wurden Zellen verschiedener Zelllinien in 6 Well-Platten auf
autoklavierten Deckgldschen ausgesédt. Nachdem die Zellen adhdrent geworden waren und in der
gewlinschten Dichte vorlagen, wurden sie mit 3,7%igem Formaldehyd fiir 30min bei RT fixiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, zur Permeabilisierung fiir 3min mit einer
0,5%igen Triton X-100-Losung inkubiert und erneut gewaschen. Zum Blocken wurden die
Deckgldschen fiir 30min in eine 1%ige BSA-Losung in PBS gelegt. Nach dem Blocken wurden
die Deckgldschen in die Antikorperlosung gelegt und fiir eine Stunde im Feuchtinkubator
inkubiert. Die Antikérper wurden in der 1%igen BSA-Losung verdiinnt, wobei sich die
Verdiinnung nach den Angaben der Hersteller richtete. Die Zellen wurden erneut gewaschen und
in die Sekundérantikorperlosung gelegt. Zur Gegenfarbung des Zytoskeletts der Zellen enthielt
die Sekundirantikorperlosung 0,1% Tritc-Phalloidin. Da die Sekunddrantikdrper mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, wurden die Zellen fiir eine Stunde im Dunkeln im
Feuchtinkubator inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen erneut gewaschen und fiir 10 min mit

einer 0,1%igen DAPI-Losung zur Férbung der Kerne inkubiert. Nach weiteren Waschgéngen
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wurden die Deckgldschen eingedeckelt und fixiert. Die Auswertung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop.

33



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Effekt eines ,,knockdown* von Tiam1 auf die BRCA2-Expression

Da die stabile Uberexpression von C1199-Tiaml zu einer Herabregulation von BRCA2 in
humanen Kolonkarzinomzellen (DusCol-1B) fiihrt, wurde tberpriift, ob dieser inverse Tiaml-
BRCA2-Zusammenhang auch umgekehrt durch einen ,.knockdown* von Tiam1 nachweisbar ist.
Hierzu wurden zunéchst DusCol-1B-Zellen jeweils mit leerem Vektor (mock) oder einem Tiam1-
spezifischen sh-RNA-Konstrukt (sh-Tiam1) stabil transfiziert. Dieses sh-Tiam1-Konstrukt wurde
freundlicherweise von Dr. J. Collard (Amsterdam) zur Verfiigung gestellt. Der
Transfektionserfolg wurde mittels Western Blot tiberpriift und ist in Abbildung 4.1.1A
abgebildet. Nachdem die erfolgreiche Herabregulation von Tiam1 durch das sh-RNA-Konstrukt
sicher gestellt war, wurde im néchsten Schritt die BRCA2-Expression in diesen stabil
transfizierten DusCol-1B-Zellen untersucht (Abbildung 4.1.1B). Dabei zeigte sich, dass der

,knockdown* von Tiam1 zu einer Expressionssteigerung von BRCA2 fiihrt.
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Abbildung 4.1.1: Nachweis der Hochregulation von BRCA2 nach ,, knockdown* von
Tiaml durch shRNA. A Verminderte Tiaml-Expression in DusCol-1B-Zellen nach
stabiler Transfektion mit sh-RNA fiir Tiam1 (sh-Tiam1) im Vergleich zum leeren Vektor
(mock). B BRCA2-Expression in diesen Zellen. Der Nachweis der jeweiligen Proteine
erfolgte im Western Blot. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Die Ergebnisse sind
repriasentativ  fiir mindestens drei  voneinander unabhingig  durchgefiihrte
Untersuchungen.
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4.2 Uberpriifung der am Beispiel humaner Kolonkarzinomzellen
nachgewiesenen Tiam1-induzierten Herabregulation der BRCA2-
Expression in anderen humanen epithelialen Zellen

Um auszuschlieBen, dass es sich bei der Herabregulation von BRCA2 durch C1199-Tiaml1 in
humanen Kolonkarzinomzellen um einen zelllinienspezifischen Effekt handelt, wurde untersucht,
ob dieser Effekt auch in anderen epithelialen Zellen nachweisbar ist. Aufgrund der Ergebnisse
zur Untersuchung der prognostischen Relevanz von Tiaml1 im Prostatakarzinom, in der gezeigt
wurde, dass Tiaml in 95 % der Prostatakarzinome signifikant hoher exprimiert wird (29), sollte
dieser Effekt auch in Prostatazelllinien untersucht werden. Hierfir wurden die benigne
Prostataepithelzellinie BPH-1 und die Prostatakarzinomzelllinie LNCaP ausgewdihlt. AuBBerdem
wurde dieser Effekt in der Brustkrebszelllinie MCF-7 untersucht, da Tiaml auch in die
Entstehung von Mammakarzinomen eingebunden ist und BRCA2 selbst im Brustkarzinom
entdeckt wurde (28). So wurden die ausgewihlten epithelialen Zellen (BPH-1, LNCaP und MCF-
7) jeweils stabil mit leerem pLZRS Vektor (mock) und C1199-Tiaml mittels FuGene
Transfektionsreagenz (Roche) transfiziert und der Transfektionserfolg im Western Blot tiberpriift
(Abbildung 4.2.1.A). Nach erfolgreicher Transfektion der Zellen mit C1199-Tiam1 wurden die
Effekte auf die BRCA2-Expression untersucht (Abbildung 4.2.1.B). Dabei zeigte sich, dass
C1199-Tiaml in allen drei Zelllinien jeweils zu einer deutlichen Hemmung der BRCA2-
Expression fiihrt, so dass es sich bei diesem Effekt nicht um einen zelllinienspezifischen Effekt,
sondern vielmehr um einen {iibergeordneten molekularen Mechanismus handeln diirfte, der

zumindest in mehreren epithelialen Zellsystemen Giiltigkeit besitzt.
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Abbildung 4.2.1: Effekt von C1199-Tiam1 auf die BRCA2-Expression in BPH-1, LNCaP
und MCF-7 Zellen. A) Transfektionsnachweis von C1199-Tiam1 in BPH-1, LNCaP und MCF-
7 Zellen im Western Blot. Als Ladekontrolle diente c-Tubulin. B) Expressionsuntersuchung von
BRCAZ2 in den erfolgreich transfizierten Zellen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir mindestens
drei voneinander unabhingig durchgefiihrte Versuche.
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4.3 Funktionelle Relevanz der Tiam1-induzierten Herabregulation
von BRCA2

Um die funktionelle Relevanz der Tiaml-induzierten BRCA2-Herabregulation zu untersuchen,
wurden in vitro verschiedene zellbiologische Assays durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Assays
konnte in der Vergangenheit bereits die funktionelle Relevanz von Tiam1 fiir die Regulation von
Invasion und Migration nachgewiesen werden (11). Alle funktionellen Untersuchungen wurden
mit den stabil transfizierten Zelllinien DusCol-1B-mock, DusCol-1B-C1199, DusCol-1B-C1199-
mock und DusCol-1B-C1199-BRCA2-Pool durchgefiihrt (vgl. Abbildung 1.6.1). Diese Zelllinien

wurden bereits im Rahmen der Vorarbeiten etabliert.

4.3.1 Effekt auf die Proliferation

Um die Proliferation der verschieden transfizierten DusCol-1B-Zellen zu messen und die
Beeinflussung des Zellwachstums durch C1199-Tiam1 und BRCA2 zu iiberpriifen, wurde ein
MTT-Assay durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass Tiaml in Analogie zu Beobachtungen in
anderen Zellsystemen (135), auch in DusCol-1B Zellen zu einer gesteigerten Proliferation im
Vergleich zum Leervektor (mock) fiihrt. Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-
transfizierten Zellen hat scheinbar keinen FEinfluss auf die C1199-Tiaml-induzierte
Proliferationssteigerung. C1199-Tiam1l und BRCAZ2-transfizierte DusCol-1B Zellen zeigten
nahezu dieselbe Proliferationsaktivitit (siche Abbildung 4.3.1.1).
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Abbildung 4.3.1.1: Vergleich der Proliferationsaktivitit von mock-, C1199-, C1199-mock-
und C1199-BRCAZ2-Pool transfizierten DusCol-1B Zellen mittels MTT Assay. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 12 Messwerten der jeweiligen Zelllinie. Das
Ergebnis ist reprédsentativ fiir zwei voneinander unabhéngig durchgefiihrte Untersuchungen.
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4.3.2 Effekt auf die Zell-Substratadhasion

Im Rahmen der Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass Tiaml zu einer gesteigerten
Adhision an Laminin und Kollagen fiihrt (11). Daher wurde untersucht, welchen Einfluss die
Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiam]1-transfizierten Zellen auf die C1199-Tiam1-induzierte
Adhésionssteigerung auf Laminin, als Komponente der extrazelluldren Matrix, hat. Dabei zeigte
sich, dass die Uberexpression von C1199-Tiaml zu einer signifikanten (p < 0,001)
Adhisionssteigerung auf Laminin fiihrt (Abbildung 4.3.2.1). Durch Reexpression von BRCA2 in
den C1199-Tiaml-transfizierten Zellen wird diese Adhédsionssteigerung nahezu vollstidndig

antagonisiert (p = 0,002).
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Abbildung 4.3.2.1: Zelladhiision an Laminin. DusCol-1B Zellen, die entweder mit
dem leeren pLZRS Vektor (mock), C1199-Tiaml (C1199), C1199-Tiaml und dem
leeren pCL1 Vektor (C1199-mock) oder C1199-Tiam1 und BRCA2 (C1199-BRCA2-
Pool) transfiziert worden waren, wurden 15 Minuten auf Laminin-beschichteten
Zellkulturschalen inkubiert. Nach Entfernen aller nicht adhirenter Zellen, wurde die
Anzahl der adhédrenten Zellen bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen 10 verschiedener Messwerte eines Adhésionsassays. Diese
Ergebnisse sind reprasentativ fiir mindestens 3 voneinander unabhéngig durchgefiihrte
Untersuchungen.
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4.3.3 Effekt auf die Zell-Migration

In fritheren Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass Tiaml die Migration humaner
Karzinomzellen beeinflusst. Die dabei beobachteten Effekte waren teils stimulierend, teils
inhibierend und hingen teils vom Zelltyp, teils vom verwendeten Substrat und teils von der Frage
ab, ob die Ausbildung E-Cadherin vermittelter Zell-Zell-Kontakte unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen moglich war oder nicht (7,90). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
die Einzelzell-Migration der verschieden transfizierten DusCol-1B-Zellen untersucht werden.
Hierzu wurden die Zellen auf Fibronectin-beschichteten Transwellmembranen ausgesdt, 5
Stunden inkubiert und anschlielend die durch die Membran transmigrierten Zellen gezéhlt. Dabei
zeigte sich, dass C1199-Tiaml zu einer signifikanten (p = 0,003) Hemmung der Migration durch
Fibronectin beschichtete Transwellmembranen fithrt (Abbildung 4.3.3.1) und dieser Effekt durch
Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen signifikant (p = 0,05) revertiert

wird.
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Abbildung 4.3.3.1: Zell-Migration durch Fibronectin beschichtete Transwells. Hierfiir
wurden die entweder mit dem leeren pLZRS Vektor (mock), C1199-Tiaml (C1199), C1199-
Tiam1 und dem leeren pCL1 Vektor (C1199-mock) oder C1199-Tiam1 und BRCA2 (C1199-
BRCAZ2-Pool) transfizierten DusCol-1B Zellen auf Fibronectin-beschichtete
Transwellmembranen ausgesdt und die Anzahl der transmigrierten Zellen nach 5 Stunden
bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 5
Messwerten innerhalb eines Versuchsansatzes. Dieses Ergebnis ist repridsentativ fiir drei
voneinander unabhéngig durchgefiihrte Experimente.
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4.3.4 Effekt auf die Matrigelinvasion

Im Matrigelinvasionsassay kann die Féhigkeit von Zellen untersucht werden, eine rekonstruierte

Basalmembran in Form des Matrigels durch aktive Invasion zu tiberwinden.
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Abbildung 4.3.4.1: Invasion auf Matrigel beschichteten Transwellmembranen.
DusCol-1B-Zellen, die entweder mit dem pLZRS-Vektor (mock), C1199-Tiaml
(C1199), C1199-Tiaml und dem leeren pCL1-Vektor (C1199-mock) oder C1199-Tiam1
und BRCA2 (C1199-BRCA2-Pool) transfiziert worden waren, wurden auf
matrigelbeschichteten Transwellmembranen ausgesit, die invadierten Zellen wurden
nach 24h angefirbt und ausgezédhlt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte und
Standardabweichungen von jeweils 6 Messwerten einer Untersuchung. Das Ergebnis ist
reprasentativ fiir drei voneinander unabhéngig durchgefiihrte Untersuchungen.

Die Untersuchung der Matrigelinvasion ergab, dass C1199-Tiam1 die Invasion von DusCol-1B-
Zellen signifikant (p = 0,01) hemmt im Vergleich zum leeren pLZRS Vektor (siche Abbildung
4.3.4.1). Gleichzeitig fiithrt die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiam1-transfizierten DusCol-
IB Zellen zur signifikanten (p = 0,025) Antagonisierung dieses Effekts. Das dieser Effekt
tatsdchlich auf die Expression von BRCA2 zuriickzufiihren ist und nicht auf den transfizierten
Vektor, wird dadurch gezeigt, dass der leere pCL1 Vektor (C1199-mock) dieselbe Hemmung der
Invasion in DusCol-1B-Zellen hervorruft, wie C1199-Tiaml allein im Vergleich zum leeren

pLZRS Vektor.
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4.3.5 Effekte im Soft-Agar-Assay

Der Soft-Agar-Assay dient eigentlich dazu, die die transformierenden Eigenschaften der Zellen in
vitro zu untersuchen. Da es sich bei dem untersuchten Zellsystem (DusCol-1B Zellen) allerdings
um maligne Zellen handelt, kann man hier nicht von transformierenden Effekten sprechen,
vielmehr kann man mit diesem Assay auf die Aggressivitit der Zellen schlieBen. So wurde die
Koloniebildung in den verscheiden transfizierten DusCol-1B-Zellen im Soft-Agar-Assay
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Leervektor-transfizierten DusCol-1B-Zellen selbst iiber
einen Zeitraum von vier Wochen keine Kolonien ausgebildet haben. Diese Zellen konnten nur
sehr schlecht im Soft-Agar wachsen (vgl. Abbildung 4.3.5.1). DusCol-1B Zellen, die stabil mit
C1199-Tiaml transfiziert wurden, bildeten deutliche Kolonien im Soft-Agar, die man zum Teil
sogar schon mit dem bloen Auge erkennen konnte. Die Reexpression von BRCA2 in C1199-
Tiam1-transfizierten DusCol-1B-Zellen hatte keine nennenswerte Auswirkung auf die C1199-
Tiam1-induzierte Kolonienbildung, sodass man davon ausgehen kann, dass die C1199-Tiam]-

induzierte Kolonienbildung nicht iiber die Herabregulation von BRCA2 vermittelt wird.

Abbildung 4.3.5.1: Kontaktabhingiges Wachstum und Kolonienbildung der mit
verschiedenen cDNA transfizierten DusCol-1B-Zellen im Soft-Agar-Assay. Die
verschieden  transfizierten = DusCol-1B-Zellen  wurden in  Form  einer
Einzelzellsuspension in einem Agargel eingegossen, wodurch sowohl die Anheftung an
das Substrat als auch an andere Zellen verhindert wurde. AnschieBend wurde das
Wachstum der Zellen im Agargel beobachtet. (Originalvergrof3erung x 100)
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4.3.6 Effekte im colony formation assay

Analog zum Soft-Agar-Assay kann auch mit Hilfe des ,colony formation assays® die
Aggressivitit von Zellen untersucht werden. Hierbei zeigte sich, dass Leervektor-transfizierte
DusCol-1B Zellen das Wachstum einstellen, wenn sie zu 100% konfluent sind (siche Abbildung
4.3.6.1). C1199-Tiam]l-transfizierte DusCol-1B Zellen hingegen wachsen nach Erreichen der
Konfluenz weiter und bilden dreidimensionale Kolonien, dhnlich wie sie im Soft-Agar-Assay
beobachtet werden konnten. Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten
DusCol-1B-Zellen konnte diesen Effekt jedoch nicht revertieren (vgl. Abbildung 4.3.6.1 D).
C1199
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Abbildung 4.3.6.1: Colony formation assay der verschieden transfizierten DusCol-
1B-Zellen. Hierfiir wurden die verschieden transfizierten DusCol-1B Zelllinien in
Zellkulturschalen ausgesdt und eine regelméfBiger Mediumwechsel vorgenommen.
Nach ca. 14 Tagen wurde das Wachstum der Zellen fotodokumentiert.
(OriginalvergroBerung x100)
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4.3.7 Effekte auf die Zellmorphologie und das Wachstumsmuster

Im Rahmen der Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass C1199-Tiam1 ein Wachstum in soliden
Zellverbanden und einen epitheloiden Phénotyp in DusCol-1B-Zellen hervorruft, wenn diese
Zellen auf unbeschichteten Zellkulturschalen ausgesit werden (siehe Abbildung 4.3.7.1). Sowohl
C1199-BRCA2-transfizierte als auch C1199-Tiaml transfizierte DusCol-1B Zellen weisen den
selben Phinotyp auf und wachsen in soliden Zellverbédnden (siche Abbildung 4.3.7.1). Die
Herabregulation von BRCA2 hat demnach fiir die Ausbildung des Tiam1-induzierten Phanotyps
keine Bedeutung, da die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B
Zellen keine Auswirkung auf den Phinotyp der C1199-Tiaml-transfizierten Zellen hat. Da aus
der Literatur bekannt ist, dass die Effekte von Tiaml zum Teil substratspezifisch sind (9,21),
wurde der Phanotyp der verschieden transfizierten DusCol-1B-Zellen auch auf Kollagen I und
Laminin, beides Komponenten der extrazelluldren Matrix, untersucht. Dabei zeigte sich, dass im
Vergleich zum epitheloiden Phénotyp und soliden Wachstum auf unbeschichteten
Zellkulturschalen, C1199-Tiaml-transfizierte DusCol-1B Zellen auf Kollagen I und Laminin
einen spindeligeren Phédnotyp aufweisen (siche Abbildungen 4.3.7.2/3). Dies ldsst sich auch bei
der Leervektortransfizierten DusCol-1B Zelllinie beobachten, die auf Kollagen I noch spindeliger
aussiecht. BRCA2-C1199-Tiam1 kotransfizierte Zellen hingegen behalten auf Kollagen I den
epitheloiden Phinotyp bei.

Auf Laminin-beschichteten Zellkulturschalen konnten die Leervektor-transfizierten Zellen nur
kaum adhérent werden im Vergleich zu C1199-Tiam1-transfizierten DusCol-1B Zellen. Dies ist
an den vielen kugelférmigen Zellen in Abbildung 4.3.7.3 B zu erkennen. Dabei erfolgte die
Dokumentation des Wachstums bei allen Zelllinien am selben Tag nach der Aussaat. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Adhisionsassays konnten C1199-Tiam]1 transfizierte
DusCol-1B-Zellen besser auf Laminin adhdrent werden und gut proliferieren. Diese Zellen
breiteten sich nach und nach iiber die gesamte Zellkulturschale aus und bildeten schlieBlich einen
geschlossen Monolayer (nicht abgebildet). BRCA2- und C1199-Tiaml-kotransfizierten Zellen
konnten auf Laminin kaum adhdrent werden, es konnten viele abgeloste Zellen im Medium
beobachtet werden (nicht abgebildet). Die Zellen, die adhérent wurden, proliferierten
dreidimensional in die Hohe. Diese Zellen bildeten also anstatt eines Monolayers auf den
Zellkulturschalen dreidimensionale Tumorzellsphdroide mit wenig Kontakt zur Laminin-

beschichteten Oberfliche der Zellkulturschalen (sieche Abbildung 4.3.7.3). Die C1199-Tiaml-
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induzierte Steigerung der Adhision an Laminin wird demzufolge in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen des Adhisionsassays durch die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-
transfizierten Zellen unterbunden. Unverdndert durch die Reexpression von BRCA2 bleibt
allerdings die C1199-Tiaml-induzierte Proliferationssteigerung, die BRCA2 und C1199-Tiam1-
transfizierten Zellen proliferieren deutlich besser als die Leervektor-transfizierte Kontrolle.

Dieses Ergebnis bestitigt also das Ergebnis unter 4.3.1.
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Abbildung 4.3.7.1: Morphologie und Wachstumsmuster von DusCol-1B-Zellen
auf unbeschichteten Zellkulturschalen. Abgebildet ist das Wachstumsmuster von
DusCol-1B Zellen, die entweder mit dem leeren pLZRS Vektor (mock), C1199-
Tiaml (C1199), C1199-Tiaml und dem leeren pCL1 Vektor (C1199-mock) oder
C1199-Tiam1 und BRCA2 (C1199-Tiam1-BRCA2-Pool) transfiziert wurden, auf
unbeschichteten Zellkulturschalen. (OriginalvergréBerung: A,C,E,G: x 100;
B,D,F,H x 400)
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Abbildung 4.3.7.2: Morphologie und Wachstumsmuster der unterschiedlich
transfizierten DusCol-1B Zellen auf Kollagen 1. Die verschieden transfizierten
DusCol-1B Zellen wurden auf Kollagen I, einer Komponente der EZM ausgesét
und inkubiert. Die Pfeile zeigen auf die spindelférmigen C1199 und C1199-mock
transfizierten DusCol-1B Zellen. (Originalvergroferung: A,C,E,G: x 100;
B,D,F,H x 400)
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WS b

Abbildung 4.3.7.3: Morphologie und Wachstumsmuster der unterschiedlich
transfizierten DusCol-1B Zellen auf Laminin. Verschieden transfizierte
DusCol-1B Zellen wurden auf Laminin-beschichtenden Zellkulturschalen
ausgesdt und inkubiert. Das Wachstumsmuster wurde mittels einer Leica-Kamera
fotografiert. (Originalvergroerung: A,C,E,G: x 100; B,D,F,H x 400)
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4.3.8 Effekte auf die Expression von p-Catenin

Aufgrund der signifikanten Effekte von C1199-Tiam1 und BRCA?2 auf die Zellmigration, stellte
sich die Frage nach den zugrunde liegenden molekularen Mechanismen. Da C1199-Tiaml
bekanntermallen zu einer Aktivierung der E-Cadherin-vermittelten Zelladhdsion fiihrt (7),
wurden bereits in den Voruntersuchungen zu dieser Arbeit die Effekte von C1199-Tiam1 und
BRCA2 auf die Proteinexpression von E-Cadherin und B-Catenin im Western Blot untersucht.
Dabei hatten weder C1199-Tiam1 noch BRCA?2 einen Einfluss auf die Proteinexpression von E-
Cadherin und p-Catenin (unveroffentlichte FErgebnisse). Da B-Catenin sowohl an der
Zellmembran als auch im Zytosol oder Kern lokalisiert sein kann, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zusdtzlich die intrazellulire Lokalisation dieser Proteine mittels
Immuncytochemischen Férbungen untersucht. Dabei zeigte sich, dass P-Catenin in mock-
transfizierten DusCol-1B Zellen in der gesamten Zelle exprimiert wird, ohne besondere
Schwerpunkte in bestimmten zelluliren Kompartimenten (siche Abbildung 4.3.8.1A). Die Kerne
der mock transfizierten DusCol-1B Zellen enthalten auch B-Catenin. Bei C1199-Tiaml-
transfizierten DusCol-1B Zellen konnte eine stirkere Konzentration von [B-Catenin an der
Zellmembran beobachtet werden, was durch einen Pfeil in Abbildung 4.3.8.1B angedeutet ist.
Dies hat zur Folge, dass die -Catenin-Farbung in C1199-Tiam1 transfizierten DusCol-1B Zellen
in der Ubersicht mit einer geringeren VergroBerung, wie ein Wabenmuster aussieht (nicht
abgebildet). C1199-Tiaml transfizierte Zellen enthalten B-Catenin in den Kernen, die
intrazelluldre Lokalisation von B-Catenin im Kern wird also nicht durch C1199-Tiaml
beeinflusst. Diese intrazelluldre Konzentration von B-Catenin an der Zellmembran und im Kern
konnte auch bei C1199-Tiaml und leerem Vektor transfizierten DusCol-1B Zellen beobachtet
werden (nicht abgebildet). Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten DusCol-
1B Zellen hatte keinen Einfluss auf die C1199-Tiam1-induzierte intrazelluldre Verschiebung von
B-Catenin an die Zellmembran (siche Abbildung 4.3.8.1C). Im Gegensatz hierzu scheint
allerdings die Kernlokalisation von B-Catenin in diesen Zellen veréndert zu sein. Es kann keine
klare Kernlokalisation von B-Catenin in BRCA2 und C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B
Zellen beobachtet werden. B-Catenin ist in diesen Zellen vielmehr diffus im ganzen Zytosol

verteilt, jedoch mit der oben erwidhnten Konzentration an der Zellmembran.
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Abbildung 4.3.8.1: Immunfluoreszenzfirbungen gegen Catenin (griin) Phalloidin (orange)
und Kerne (blau) in verschieden transfizierten DusCol-1B Zellen. Konfokale Aufnahmen der
-Catenin-Expression in verschieden transfizierten DusCol-1B Zellen, A pLZRS Leervektor-
transfizierte Kontrolle (mock), B C1199-Tiam1 transfizierte Zelllinie (C1199), C C1199-Tiam1
und BRCA?2 kotransfizierte Zelllinie (C1199-BRCA?2). Grundsétzliche Darstellung pro Quartett:
oben links DAPI; oben rechts: B-Catenin (griin); unten links Phalloidin (orange); unten rechts
Uberlagerung.
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4.3.9 Effekte auf das ,membrane ruffling”

C1199-Tiaml fiihrt bekanntermaB3en zur Ausbildung der sogenannten ,,membrane ruffels* (2).
Daher sollte untersucht werden, ob dieser Effekt durch die Reexpression von BRCA2 in C1199-
Tiaml-transfizierten Zellen antagonisiert werden kann. Hierfiir wurden die verschieden
transfizierten DusCol-1B Zellen mit Tritc-Phalloidin angefirbt und mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie fotodokumentiert. Dies fiihrt zu einer Anfarbung des Zytoskeletts, da
das Phalloidin spezifisch an F-Aktin bindet (181).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von
Michiels et al (2) eine morphologische Transformation der DusCol-1B Zellen nach Transfektion
mit C1199-Tiaml. So sind mock-transfizierte DusCol-1B Zellen spindelig und zeigen eine
geringgradige Zell-Zelladhdsion, wéihrend C1199-Tiaml1 transfizierte DusCol-1B Zellen einen
epitheloiden ,,pfannkuchenartigen Phdnotyp und ein Wachstum in soliden Zellverbdnden
aufweisen (Abbildung 4.3.9.1). Dieser C1199-Tiaml-induzierte Phénotyp wird durch Co-
Transfektion von BRCA2 nicht verindert (siche Abbildung 4.3.9.1). Ahnliches fand sich auch fiir
das C1199-Tiam! induzierte membrane ruffling, bei dem es sich um faltenartige Auswerfungen
der Zellen handelt, die auf Verdanderungen des Aktinzytoskeletts beruhen. C1199-Tiam1 fiihrt zu
einer deutlichen Induktion des membrane rufflings. Dieser Effekt ldsst sich durch die
Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten Zellen nicht beeinflussen.
Oberflichenaufnahmen der angefdrbten Zellen verstiarken diese Beobachtungen zusétzlich. Die
Oberfliche der C1199- Tiaml und C1199-BRCA?2 transfizierten Zellen ist nicht glatt, sondern
weist eine deutlich gesteigerte Ausbildung dieser Aktinruffels auf (nicht abgebildet).
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Abbildung 4.3.9.1: Tritc-Phalloidin Firbungen der verschieden transfizierten DusCol-1B-
Zellen am konfokalen Mikroskop. A DusCol-1B-mock, B DusCol-1B-C1199, C DusCol-1B-
C1199-BRCA2-Pool.
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4.3.10 Effekte auf die Invasion im 3D Kollagenassay

Um die kollektive Invasion in den verschieden transfizierten DusCol-1B Zellen zu untersuchen,
wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. P. Friedel (Nijmegen, Niederlande; friiher:
Wiirzburg) ein 3D Kollagen-Invasionsassay wie beschrieben durchgefiihrt (125,126). Dabei
zeigte sich, dass die pLZRS Leervektor-transfizierten DusCol-1B-Zellen (mock) innerhalb von
acht Tagen nicht in der Lage waren, im dreidimensionalen Kollagengel zu proliferieren.
AuBerdem zeigten diese Zellen keine nennenswerte Invasivitit (Abbildung 4.3.10.1 A+B). Im
Gegensatz dazu proliferierten C1199-Tiam1-transtizierte DusCol-1B Zellen sehr gut, was an
einer deutlichen GroBenzunahme der Sphéroide nach acht Tagen zu erkennen ist. Weiterhin
wiesen die  Sphéroide der C1199-Tiaml-transfizierten DusCol-1B Zellen nach 8 Tagen
zahlreiche Verzweigungen und Verdstelungen auf, was einer kollektiven Invasion der
Tumorzellen in die umgebende Matrix hinein entspricht. Dieser Effekt von C1199-Tiam1 konnte
durch die Reexpression von BRCA2 in den C1199-Tiaml transfizierten Zellen vollstindig
antagonisiert werden (Abbildung 4.3.10.1G+H). So zeigten die Sphéroide der C1199-Tiam1- und
BRCA2-kotransfizierten DusCol-1B Zelleverbinde zwar eine Groflenzunahme, aber keine
invasiven Verdstelungen, wie man sie bei CI1199-Tiaml-transfizierten DusCol-1B Zellen
beobachten konnte. Dass dieser Effekt tatsdchlich auf BRCA2 zuriickzufiihren ist und nicht auf
den transfizierten Vektor, zeigt die entsprechende Kontrolle DusCol-1B-C1199-mock. Die
Sphiroide dieser Zelllinie zeigten das selbe Invasionsverhalten im 3D-Kollagengel wie die
Sphiroide der DusCol-1B-C1199 Zellen.

Um heraus zu finden, ob die C1199-Tiaml-induzierte Invasion durch MMPs induziert wird,
wurde im Folgenden dieser Assay fiir DusCol-1B-C1199 Zellen wiederholt, jedoch mit und ohne
Einsatz des MMP-Inhibitors GM 6001. Dabei zeigte sich, dass in Gegenwart des MMP-Inhibitors
die kollektive Invasion der C1199-Tiaml-transfizierten DusCol-1B-Zellen im 3D-Kollagengel
vollstindig inhibiert wird. AuBlerdem konnte man beobachten, dass die 2D-Migration in der
Grenzzone zwischen den zwei Kollagenlayern, in der auch die Tumorzellsphiroide eingebracht

wurden, nicht gchemmt wurde (vgl. Abbildung 4.3.10.2).
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DusCol-1B-mock Tag 1 DusCol-1B-mock Tag 8

DusCol-1B-C1199 Tag 1

DusCol-1B-C1199-mock Tag 1'| DusCol-1B:C11 99-mock Tag 8

DusCol-1B-C1199-BRCA2- DusCol-1B-C1199-BRCA2-
Pool Tag 1 Pool Tag 8

Abbildung  4.3.10.1:  Proliferation = und  kollektive  Invasion
dreidimensionaler  Zellsphiiroide in einer 3D-Kollagenmatrix.
Dreidimensionale Zellsphédroide der verschieden transfizierten DusCol-1B-
Zellen wurden in eine 3D-Kollagenmatrix eingebracht und das
Invasionsverhalten und die Proliferation dieser Sphédroide iiber einen Verlauf
von 8 Tagen dokumentiert, wobei hier nur der erste und letzte Tag (Tag 8)
nach Aussaht der Sphdroide abgebildet sind. Die Dokumentation des
Invasionsverhaltens erfolgte mittels ,,time-lapse videomicroscopy*.
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17.12.08 12:15:46

10.12.08 10:22:47 17.12.08 12:25:54

10.12.08 10:11:56

Abbildung 4.3.10.2: Proliferation und kollektive Invasion C1199-Tiaml-transfizierter
DusCol-1B-Zellen mit und ohne MMP-Inhibitor. Dreidimensionale Zellsphédroide C1199-
Tiam1-transfizierter DusCol-1B-Zellen wurden in eine 3D-Kollagenmatrix eingebracht und
das Invasionsverhalten und die Proliferation wurden mittels ,.time-lapse videomicroskopy*
iiber einen mehrtdgigen Verlauf dokumentiert. Das Invasionsverhalten wurde mit und ohne
den MMP-Inhibitor GM6001 untersucht. Abgebildet sind der erste und letzte Tag nach
Aussaht der Sphéroide (Tag 1 und Tag 8).
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4.3.11 Effekte auf die Sekretion invasionsrelevanter Proteine

Aufgrund der Ergebnisse des 3D-Kollageninvasions-Assays wurde im Folgenden untersucht, ob
und wenn ja welche Auswirkungen C1199-Tiam1 und BRCA2 auf die Sekretion der MMPs -2
und -9 haben. In Ubereinstimmung mit den erzielten Ergebnissen in Voruntersuchungen zeigte
die Untersuchung, dass weder C1199-Tiaml noch die Reexpression von BRCA2 in Tiaml-
transfizierten Zellen einen Einfluss auf die MMP-Sekretion ausiiben, wenn die Zellen auf
unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert wurden (Abbildung 4.3.11.1). Daher wurden in
Analogie zum 3D-Kollageninvasionsassay die verschieden transfizierten DusCol-1B-Zellen auf
Kollagenl-beschichteten Zellkulturschalen ausgesét, der Zellkulturiiberstand aufkonzentriert und
die MMP-Sekretion mittels Zymographie untersucht. Dabei zeigte sich, dass C1199-Tiaml1 auf
Kollagen I zu einer gesteigerten Sekretion der Matrixmetalloproteinasen 9 und Pro-MMP-2
fithrt (siche Abbildung 4.3.11.2) und dieser Effekt durch die Reexpression von BRCA2 in

C1199-Tiam1-transfizierten Zellen fast vollstindig antagonisiert wird.

Pro-MMP-9
MMP-9S
Pro-MMP-2

MMP-2

Abbildung 4.3.11.1: Effekt von C1199-Tiam1 (C1199) und BRCA2
auf die Sekretion von MMP-2 und MMP-9. Die Sekretionslevel der
MMPs 2 und 9 wurden in aufkonzentrierten serumfreien
Kulturiiberstdnden mithilfe der Gelatin-Zymographie bestimmt. Hierfiir
wurden die Zellen in unbeschichteten Zellkulturschalen ausgesét. Das
abgebildete Ergebnis ist reprisentativ fiir mindestens vier unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Untersuchungen.
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95kDa

TOKkDa

Abbildung 4.3.11.2: Effekt von C1199-Tiam1 (C1199) und BRCA2

auf die Sekretion von MMP-2 und MMP-9 auf Kollagen I. Die

Zellen wurden in Kollagen I-beschichteten Zellkulturschalen ausgesiit.

Anschliefend wurde die Sekretion von MMP-2 und MMP-9 mittels

Gelatin-Zymographie bestimmt. Das abgebildete Ergebnis ist

reprasentativ fiir mindestens vier unabhédngig voneinander durchgefiihrte

Untersuchungen.
Im nédchsten Schritt wurde dann die Sekretion der spezifischen Inhibitoren der
Matrixmetalloproteinasen (TIMP-1 und TIMP-2) in diesen Zelllinien untersucht. Denn nur die
Betrachtung der Expression beider Proteinfamilien ermdglicht es, auf einen invasiven Phénotyp
der Zellen zu schlieBen. Hierbei konnte in Ubereinstimmung mit bereits frither durchgefiihrten
Untersuchungen gezeigt werden, dass Tiaml auf unbeschichteten Zellkulturschalen zu einer
Hochregulation von TIMP-1 und TIMP-2 fiihrt (11). Die Reexpression von BRCA2 in diesen
C1199-Tiaml-transfizierten Zelllininen fithrte zu einer Antagonisierung dieses Tiaml-
induzierten Effekts (Abbildung 4.3.11.3).
Bei der Untersuchung der Sekretion der TIMPs auf Kollagen I zeigte sich hingegen, dass TIMP-
1 durch C1199-Tiaml stark herabreguliert wird und dieser Effekt durch die Reexpression von
BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B-Zellen nahezu vollstindig revertiert wird
(Abbildung 4.3.11.4). Auch die TIMP-2 Sekretion wurde durch C1199-Tiam1 auf Kollagen |

reduziert, allerdings nur geringgradig (siche Abbildung 4.3.11.4). Auch hier fiihrte die
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Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen zu einer Antagonisierung des

C1199-Tiam1-induzierten Effekts.
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Abbildung 4.3.11.3: Effekte von C1199-Tiam1 (C1199) und BRCA2 auf die Sekretion von
TIMP-1 und TIMP2. Die Sekretion der TIMPs in den verschieden transfizierten DusCol-1B
Zelllininen wurde mithilfe aufkonzentrierter serumfreier Kulturiiberstinden im Western Blot
untersucht. Hierfiir wurden die Zellen auf unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert. Das
abgebildete Ergebnis ist reprisentativ fiir mindestens drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte
Versuche.
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Abbildung 4.3.11.4: Effekte von C1199-Tiam1 (C1199) und BRCA2 auf die Sekretion von
TIMP-1 und TIMP2 auf Kollagen 1. Die verschieden transfizierten DusCol-1B Zelllininen
wurden auf Kollagen I beschichteten Zellkulturschalen kultiviert. AnschlieBend wurde die
TIMP-1 und TIMP-2 Sekretion mithilfe aufkonzentrierter serumfreier Kulturiiberstinde im
Western Blot untersucht. Das abgebildete Ergebnis ist reprédsentativ fiir mindestens drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche.
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4.4 Wie wird die Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2
vermittelt

Um herauszufinden, durch welchen Signalweg die Tiaml-induzierte Herabregulation der

BRCA2-Expression vermittelt wird, wurden die folgenden Fragestellungen untersucht:

1. Uber welche Signalwege ,,downstream* von Rac erfolgt die Beeinflussung der
Expression von BRCA2?

2. Ist die Tiaml-induzierte BRCA2-Herabregulation abhidngig von der Tiaml-
induzierten E-Cadherin-vermittelten Zellzelladhdsion?

3. Sind aus der Literatur bekannte BRCA2-Repressoren in die C1199-Tiaml-

induzierte Expressionshemmung von BRCA2 involviert?

4.4.1: Uber welche Signalwege ,,downstream“ von Rac erfolgt die Beeinflussung der
Expression von BRCA2?

Wie oben ausgefiihrt existieren mehrere Signalwege ,,downstream® von Rac, die bekanntermal3en
alle in der Lage sind, die Transkription von Genen zu beeinflussen. Um herauszufinden, tiber
welche dieser Signalwege die Beeinflussung der Expression von BRCA2 durch Tiam1 erfolgt,
wurden die stabil mit C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B und BPH-1-Zelllinien mit
selektiven Inhibitoren des ERK-Signalwegs (PD98059 und U0126) (93,94), des p38-Signalwegs
(SB203580) (96), des ROS-Signalwegs (Catalase) (97), des JINK-Signalwegs (SP600125) (95)
und des Phosphatidylinositol-3Kinase-Signalwegs (LY294002, Wortmannin) (98,99) inkubiert.
Als Kontrollen dienten das fiir die Losung der Substanzen verwendete Losungsmittel DMSO,
hitzeinaktivierte Catalase sowie die nicht behandelten mock- bzw. C1199-Tiam]1-transfizierten
DusCol-1B und BPH-1-Zellen. Die Effekte der verschiedenen Inhibitoren auf die C1199-Tiam1-
induzierte Expressionshemmung von BRCA2 wurden dann auf RNA-Ebene mittels LightCycler
untersucht. Die Bestimmung der BRCA2 Expression erfolgte relativ zur Expression des
Haushaltsgens GAPDH.

Dabei zeigte sich zundchst, dass C1199-Tiaml zu einer ca. 40%igen Reduktion der BRCA2-
Expression im Vergleich zum Leervektor (mock) fiihrt (sieche Abbildung 4.4.1.1). DMSO hatte
keinen Einfluss auf die C1199-induzierte Herabregulation von BRCA2. Ebenso waren die beiden

ERK-Inhibitoren PD98059 und U0126 nicht in der Lage, die C1199-Tiaml-vermittelte
79



Ergebnisse

Herabregulation von BRCA2 zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu bewirkte der Einsatz der
Inhibitoren SB203580, Wortmannin, LY294002 und SP600125 eine Revertierung der C1199-
induzierten Herabregulation von BRCA2 in DusCol-1B-Zellen (Abbildung 4.4.1.1). Zum
Einfluss der Catalase auf die C1199-Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 kann keine
abschliefende Stellung genommen werden, da auch bei mehrfacher Wiederholung des Versuchs,
die hitzeinaktivierte Catalase, die durch 30 miniitige Inkubation in einem 100°C warmen

Wasserbad inaktiviert wurde, wie die Catalase ebenfalls einen Effekt zeigte.

200,00
. 180,00 -
"-E- 160,00 -
2 140,00 -
@ 120,00 -
[« %
x 100,00 -
L
) 80,00
0 _
o 60,00
m 40,00
2 20,00 -
0,00 L T T T T T T T T T
N P O L D P Q ~ & 2 &
é‘ﬁ & & @ & R RSN 5 5
& & d \'\0)0) o c?o © - © © X © @0
(¢ dbo Ooc? oS C.P& CPG CP& ooc:b 'quv 0"\
O " &2
odb <
[§)

Abbildung 4.4.1.1: Effekte verschiedener Inhibitoren auf die BRCA2-Expression in C1199-
Tiam1 transfizierten DusCol-1B Zellen. Stabil mit C1199-Tiaml-transfizierte DusCol-1B-
Zellen wurden mit verschiedenen Inhibitoren fiir 24 Stunden behandelt. Folgende Inhibitoren
wurden eingesetzt: PD98059 (PD) 25uM, U0126 (U) 10uM, SB203580 (SB) 10uM, Catalase
(Img/ml), SP600125 (SP) 10uM, LY294002 (LY) 10uM und Wortmannin (W) 20nM. Die
angegeben Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten LightCycler Untersuchungen.

Bei der selektiven Blockierung der verschiedenen Signalwege in BPH-1 Zellen zeigte sich, dass
die Expression von BRCA2 auf RNA-Ebene auch in BPH-Zellen durch C1199-Tiam1 um ca.
40% reduziert wird. Auch hier wurde der C1199-Tiam1-Effekt durch selektive Inhibition des
JNK-Signalwegs antagonisiert (Abbildung 4.4.1.2). Ebenso fiihrte die Inhibition des ROS-

Signalwegs zur Revertierung des Effekts von C1199-Tiaml. Im Gegensatz zu den
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Beobachtungen in DusCol-1B-Zellen waren jedoch die Inhibitoren der ERK-, p38- und PI3K-
Signalwege nicht in der Lage, die C1199-Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCA2 zu
beeinflussen. Dass dieser Effekt tatsdchlich auf die beiden Inhibitoren allein zuriickzufiihren ist,
zeigen die jeweiligen Kontrollen. Der JNK-Inhibitor ist in DMSO gelost, DMSO allein wiederum
hatte keinen Einfluss auf die BRCA2-Expression in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen im
Vergleich zur unbehandelten C1199-Tiaml Kontrolle. Ebenso hatte auch die hitzeinaktivierte
Catalase (hia Catalase) keinen Einfluss auf die BRCAZ2-Expression verglichen mit der

unbehandelten Kontrolle C1199-Tiam1 (Abbildung 4.4.1.2).
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BRCA2-Expression [%]

Abbildung 4.4.1.2: Effekte verschiedener Inhibitoren auf die BRCA2-Expression in C1199-
Tiam1 transfizierten benignen Prostataepithelzellen BPH-1. Hier wurden die stabil mit
C1199-Tiaml transfizierten BPH-1 Zellen mit selektiven Inhibitoren PD98059 (PD (25uM)),
U0126 (U) 10uM, SB203580 (SB) 10uM, Catalase 1mg/ml, SP600125 (SP) 10uM, LY294002
(LY) 10uM und Wortmannin (W) 20nM fiir 24 Stunden inkubiert. Als Kontrollen diente das
Losemittel DMSO, hitzeinaktivierte Catalase (hia Catalase) Img/ml und nicht behandelte mock-
bzw. C1199-Tiam]1-transfizierten BPH-1 Zellen. Die Untersuchung erfolgte mittels LightCycler.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens 3 voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Untersuchungen. Die BRCA2-Expression wurde normalisiert gegen
GAPDH.
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Im nédchsten Schritt wurde die Dosisabhéngigkeit der Effekte der Inhibitoren des JNK-
Signalwegs (SP600125) und des ROS Signalwegs (Catalase) auf die C1199-Tiaml-vermittelte
BRCA2-Expressionshemmung in BPH-1-Zellen mittels LightCycler untersucht. Dabei zeigte
sich, dass sowohl der JNK-Inhibitor in einem Spektrum von 0,1-10uM als auch die Catalase in
einem Spektrum von 0,1-lmg/ml zu einer vollstindigen Revertierung der C1199-Tiaml-

vermittelten BRCA2-Herabregulation fiihrt (Abbildung 4.4.1.3), was die Spezifitit dieser Effekte

unterstreicht.
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Abbildung 4.4.1.3: Dosis-abhiingige Effekte des JNK-Inhibitors und des ROS-Inhibitors
Catalase auf die BRCA2-Expression in C1199-Tiam1-transfizierten BPH-1 Zellen. Stabil
mit C1199-Tiaml transfizierte BPH-1-Zellen, wurden mit verschieden Konzentrationen der
selektiven Inhibitoren des JNK-Signalwegs (SP) und des ROS-Signalwegs (Catalase) fiir 24
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die relative BRCA2-Expression mittels LightCycler
bestimmt und gegen GAPDH normalisiert. Abgebildet ist das Ergebnis eines Versuchsansatzes,
dessen Messung in einer Doppelbestimmung erfolgte. Das Ergebnis ist reprasentativ fiir zwei
voneinander unabhingig durchgefiihrte Versuchsansitze.
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4.4.2 Ist die Tiaml-induzierte BRCA2-Herabregulation abhiingig von der Tiaml-
induzierten E-Cadherin-vermittelten Zellzelladhiision?

Hier wurde untersucht, ob die C1199-Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 abhingig
von der Tiam1-induzierten E-Cadherin-vermittelten Zellzelladhésion ist. Tiam1 fiihrt bekanntlich
zu einer Aktivierung der E-Cadherin-vermittelten Zellzelladhédsion, wobei diese Kalzium
abhingig ist (16). Deshalb wurden DusCol-1B- und BPH-Zellen, die entweder mit dem leeren
Vektor (mock) oder C1199-Tiaml (C1199) transfiziert worden waren, im Kalzium-armen
Medium (0,02mM CacCl,) kultiviert. Nach einer Synchronisation durch Serumentzug wurde die

BRCAZ2-Expression in diesen Zellen untersucht (Abbildung 4.4.2.1).

A

[— BRCA2 ™ BRCA2
S S Tubulin S — Tubulin

Abbildung 4.4.2.1: BRCA2-Expression in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen unter
Kalzium-armen Zellkulturbedingungen. A) humane Kolonkarzinomzellen DusCol-1B B)
benigne Prostataepithelzelllinie BPH-1. Die BRCA2-Expressionsuntersuchung erfolgte im
Western Blot. Als Ladekontrolle diente c-Tubulin. Das Ergebnis ist repréasentativ fiir mindestens
zwel voneinander unabhingig durchgefiihrte Untersuchungen.

Die Expressionsuntersuchung im Western Blot ergab, dass BRCA2 auch unter Kalzium-Mangel
durch C1199-Tiam1 herabreguliert wird. Somit diirfte die C1199-Tiaml-vermittelte BRCA2-
Herabregulation unabhingig von der Ausbildung E-Cadherin-vermittelter Zell-Zell-Kontakte

erfolgen.

4.4.3: Sind aus der Literatur bekannte BRCA2-Repressoren in die C1199-Tiam1-induzierte
Expressionshemmung von BRCA2 involviert?

Aus der Literatur sind 3 verschieden Repressoren von BRCA2 bekannt: Slug, Skp2 und Parp
(91,92,136). Daher wurde mittels Western Blot untersucht, ob C1199-Tiam1 die Expression
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dieser Proteine beeinflusst. Dabei haben sich jedoch keine nennenswerten Effekte von C1199-

Tiam1 auf die Expression dieser Proteine nachweisen lassen (Abbildung 4.4.3.1).

PARP 116 kDa

Tubulin 55kDa

Slug

Tubulin 55kDa

— —
- e

DusCol-1B BPH-1 MCF7

SKP2

Tubulin 55kDa

Abbildung 4.4.3.1: Effekte von C1199-Tiam1 auf die Expression von PARP, Slug und
SKP2. Die Expressionsuntersuchung der verschiedenen Proteine erfolgte im Western Blot in
mock und C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B Zellen, BPH-1 Zellen und MCF-7 Zellen. Als
Ladekontrolle diente o-Tubulin. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist reprdsentativ fiir
mindestens drei unabhingig voneinander durchgefiihrte Untersuchungen.

Da aufgrund dieser Ergebnisse aber nicht auszuschlieen war, dass die C1199-Tiam1 induzierte
BRCA2-Herabregulation auf einer C1199-Tiam1-induzierten intrazelluldren Translokation eines
oder mehrerer dieser Proteine vom Zytoplasma in den Kern basiert, ohne das das
Expressionslevel beeinflusst wird, wurden zur Kldrung dieses Aspekts
immunfluoreszenzmikroskopische =~ Untersuchungen  durchgefiihrt.  Eine  intrazelluldre
Verschiebung von Slug und Skp2 wurde in der Literatur bereits beschrieben (140-142), fur Parp
ist dies nicht bekannt, daher wurde diese Untersuchung auf Skp2 und Slug beschrinkt. Dabei
zeigte sich sowohl fiir Slug (Abbildung 4.4.3.2) als auch fiir Skp2 (Abbildung 4.4.3.3), dass die

Proteine in mock-transfizierten DusCol-1B-Zellen im Kern lokalisiert sind und die Expression
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von C1199-Tiaml die intrazelluldre Lokalisation von Slug und Skp2 nicht beeinflusst. Diese

Befunde waren nicht nur in DusCol-1B-Zellen, sondern auch in BPH-1 Zellen zu erkennen.

A DusCol-1B-mock B DusCol-1B-C1199

C BPH-1-mock

Abbildung 4.4.3.2: Immunfluoreszenzfirbungen zur Darstellung von Slug (griin), des
Aktinzytoskeletts (orange) und Kerne (blau) mit entsprechenden Antikérpern (Slug), Tritc-
markiertem Phalloidin (Aktinzytoskelett) und DAPI (Kerne) in transfizierten DusCol-1B
und BPH-1 Zellen. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefiarbt. Grundsitzliche Darstellung pro
Quartett: oben links DAPI; oben rechts: Slug (griin); unten links Phalloidin (orange); unten rechts
Uberlagerung.

85



Ergebnisse

A DusCol-1B-mock B DusCol-1B-C1199

" CBPH-1-mock

D BPH-1-C1199

Abbildung 4.4.3.3: Immunfluoreszenzfirbungen zur Darstellung von Skp2 (griin), des
Aktinzytoskeletts (orange) und Kerne (blau) mit entsprechenden Antikérpern (Skp2),
Tritc-markiertem Phalloidin (Aktinzytoskelett) und DAPI (Kerne) in transfizierten
DusCol-1B und BPH-1. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefiarbt. Grundsétzliche Darstellung
pro Quartett: oben links DAPI; oben rechts: Skp2 (griin); unten links Phalloidin (orange); unten
rechts Uberlagerung.
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4.5 Lasst sich die in der Zellkultur nachgewiesene inverse Beziehung
zwischen der Expression von Tiam1 und der Expression von BRCA2
in vivo liberpriifen?

Um zu {berpriifen, ob die beobachtete inverse Beziehung zwischen der Tiaml- und BRCA2-
Expression auch in vivo ein Korrelat findet, wurde die BRCA2-Expression in
Prostatatumorproben unseres Kollektivs untersucht. In fritheren Untersuchungen an diesem
Kollektiv konnte die Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass Tiaml in mehr als 90% aller
Prostatakarzinome gegeniiber dem Normalgewebe, signifikant stirker auf Proteinebene
exprimiert wird (29). Hierzu wurde zunichst exemplarisch aus 6 Tumorproben und den
entsprechenden Normalgeweben RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschliefend die
BRCAZ2-Expression mittels LightCycler untersucht (Abbildung 4.5.1). Die Genexpression wurde
zundchst gegen GAPDH und APRT! bestimmt, da bekannt ist, dass manche
geschlechtsspezifische Gewebe chromosomale Verdnderungen von Chromosom 12 aufweisen
konnen, welche auch den GAPDH locus betreffen konnen (138). Da aber beide
Genexpressionsuntersuchungen dasselbe Ergebnis erbrachten (nicht abgebildet), wurde im

Folgenden nur mit GAPDH gearbeitet.
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Abbildung 4.5.1: Untersuchung der BRCAZ2-Expression in verschiedenen
Prostatakarzinomen und den jeweils korrespondierenden Normalgeweben. BRCA2-
Expression wurde gegen die GAPDH-Expression normalisiert, die Untersuchung erfolgte in
einer Doppelbestimmung. T = Tumorgewebe; N = Normalgewebe

Die Untersuchung ergab, dass BRCA2 in allen der 6 untersuchten Tumorproben eine deutliche
Reduktion (sogar bis zu 80%) der Expression aufweist im Vergleich zum Normalgewebe (vgl.
Abbildung 4.5.1. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der von uns beobachtete Effekt der
BRCA2- und Tiaml- Korrelation auch in vivo relevant ist, hierzu sind jedoch noch

weiterfithrende Untersuchungen so z.B. mittels semiquantitativer Immunhistochemie nétig.
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4.6 Hat Tiam1 auch ein Einfluss auf die Expression von BRCA1?

Da BRCA2 und BRCA1 zum Teil iiberlappende Funktionen haben und vermutet wird, dass beide
Proteine moglicherweise sogar tiiber denselben Signalweg reguliert werden, wurde in
verschiedenen Zelllinien untersucht, ob auch die BRCAI1-Expression durch C1199-Tiaml
beeinflusst wird. Dabei zeigte sich, dass C1199-Tiam1 sowohl in DusCol-1B-Zellen als auch in
BPH-1, MCF-7 und LNCaP-Zellen zu einer deutlichen Expressionshemmung von BRCA1 fiihrt
(Abbildung 4.6.1). Dies deutet darauf hin, dass es sich nicht um einen zelllinienspezifischen
Effekt handelt, sondern um einen {ibergeordneten Mechanismus, der in verschiedenen

Zellsystemen Giiltigkeit zu haben scheint.
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Abbildung 4.6.1: C1199-Tiaml-induzierte Expressionshemmung von BRCA1l in
verschiedenen stabil transfizierten humanen epithelialen Zelllinien.

A) Kolonkarzinomzelllinie DusCol-1B, B) benigne Prostataepithelzelllinie BPH-1, C)
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und D) Prostatakarzinomzelllinie LNCaP. Der Nachweis von
BRCA1 erfolgte im Western Blot. Die Expression von a-Tubulin diente als Ladekontrolle. Die
Ergebnisse sind reprisentativ fiir mindestens drei unabhéngige Experimente.

Nachdem in verschiedenen Zellsystemen gezeigt werden konnte, dass die Uberexpression von
C1199-Tiam1 zu einer Herabregulation von BRCAI fiihrt, sollte im nachsten Schritt tiberpriift
werden, ob umgekehrt der Knockdown von Tiam1 mittels Tiam1-spezifischer sh-RNA zu einer
Hochregulation von BRCAL fiihrt. Hierzu wurde die BRCA1 Expression in stabil mit sh-Tiam]1-
transfizierten DusCol-1B-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass das BRCA1-Expressionslevel

steigt, wenn die Tiam1-Expression mittels sh-RNA reduziert wird (Abbildung 4.6.2).
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e @ Tubulin

Abbildung 4.6.2: Effekt des Tiam1-Knockdowns auf die Expression von BRCA1 in DusCol-
1B-Zellen. A Verminderte Tiam1-Expression in DusCol-1B Zellen nach stabiler Transfektion
mit sh-RNA fiir Tiaml (sh-Tiaml) im Vergleich zum leeren Vektor (mock). B BRCAI
Expression in diesen Zellen. Der Nachweis der Proteine erfolgte im Western Blot. Als
Ladekontrolle diente c-Tubulin. Das Ergebnis ist repriasentativ fiir mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Untersuchungen.

|SSets

Um zu kléren, iiber welchen Signalweg die C1199-Tiam1-vermittelte Herabregulation von BRCA1
verlduft, wurde als erstes untersucht, ob dieser Effekt abhéngig von der C1199-Tiam1-induzierten
Ausbildung E-Cadherin-vermittelter Zell-Zellkontakte ist. Hierzu wurden in Analogie zu den
Untersuchungen zu BRCA2, mock- und C1199-Tiam1-transfizierte DusCol-1B- und BPH-1-Zellen
in Kalziumfreiem Medium (0,02mM) kultiviert und die BRCA1 Expression nach Synchronisation
untersucht (Abbildung 4.6.3).
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C199-Tiam1
mock
C199-Tiam1
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——— BRCA1
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Abbildung 4.6.3: BRCA1-Expression in C1199-Tiam1 transfizierten Zellen unter Kalzium-
Entzug. A) humane Kolonkarzinomzellen DusCol-1B B) benigne Prostataepithelzelllinie BPH-1.
Die BRCAI1-Expressionsuntersuchung erfolgte im Western Blot. Als Ladekontrolle diente o-
Tubulin. Das Ergebnis ist repridsentativ fiir mindestens drei voneinander unabhingig
durchgefiihrte Untersuchungen.
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Dabei zeigte sich, dass BRCA1 auch unter Kalzium-Mangel durch C1199-Tiam1 herabreguliert
wird und somit die C1199-Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCA1 unabhéngig von der
C1199-Tiaml-induzierten Etablierung E-Cadherin-vermittelter Zell-Zell-Kontakte verlaufen
diirfte.

Um die Rolle von ERK, ROS, JNK, p38 und PI3K in der C1199-Tiaml-induzierten
Herabregulation von BRCA1 zu untersuchen, wurden diese Signalwege wie unter 4.4.3
beschrieben selektiv blockiert. Hierfiir wurden stabil mit C1199-Tiam1-transfizierte DusCol-1B-
und BPH-1-Zellen mit verschiedenen Inhibitoren der oben genannten Signalwege fiir 24 Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurde der Effekt der eingesetzten Inhibitoren auf die BRCAI-
Expression untersucht. Die Untersuchung erfolgte mittels LightCycler, wobei die BRCAI-

Expression immer gegen die GAPDH-Expression normalisiert wurde.
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Abbildung 4.6.4: Effekte verschiedener Inhibitoren auf die BRCA1-Expression in C1199-
Tiam1-transfizierten DusCol-1B-Zellen. C1199-Tiam1-transfizierte DusCol-1B-Zellen wurden
fiir 24 Stunden mit folgenden Inhibitoren behandelt: PD98059 (PD) 25uM, U0126 (U) 10uM,
SB203580 (SB) 10uM, Catalase (Img/ml), SP600125 (SP) 10uM, LY294002 (LY) 10uM und
Wortmannin (W) 20nM. Als Kontrolle dienten die unbehandelten mock- und C1199-Tiam]l-
transfizierten DusCol-1B-Zellen, sowie das Losungsmittel fiir die Inhibitoren (DMSO) und die
hitzeinaktivierte = Catalase (hia Catalase). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens drei voneinander unabhingig durchgefiihrten
Untersuchungen.
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Bei der Untersuchung in DusCol-1B-Zellen zeigte sich, dass C1199-Tiam1 im Vergleich zu der
mit dem leeren pLZRS Vektor transfizierten Kontrolle zu einer ca. 40%igen Herabregulation von
BRCA1 auf RNA-Ebene fiihrt (Abbildung 4.6.4). Dieser Effekt konnte durch die beiden ERK-
Inhibitoren PD98059 und U0126 nicht antagonisiert werden. Im Gegensatz dazu waren jedoch
die spezifischen Inhibitoren des p38-, PI3K und JNK-Signalweges in der Lage, die C1199-
Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCAIl zu revertieren, zum Teil sogar iiber das
Anfangsniveau der mock-transfizierten Kontrolle hinaus (Abbildung 4.6.4). Uber die Bedeutung
des ROS-Signalweges fiir die C1199-Tiam1-vermittelte Herabregulation von BRCA1 kann keine
Aussage getroffen werden, da nicht nur die Catalase sondern auch die als Negativ-Kontrolle
eingesetzte hitzeinaktivierte Catalase in mehreren Versuchsansétzen mit Hitzeinaktivierungen bis
zu 30 Minuten zu einer Antagonisierung des Tiam1-Effektes fiihrten.

Die Untersuchung in BPH-1-Zellen ergab dhnliche Ergebnisse wie die Untersuchung in DusCol-
1B-Zellen (Abbildung 4.6.5). Auch hier fithrte C1199-Tiam1 zu einer ca. 40%igen Verminderung
der BRCAI1-Expression. Auflerdem hatten auch in diesem Zellsystem die ERK-Inhibitoren
PD98059 und U0126 keinen Einfluss auf die BRCA1-Expression, wihrend die selektiven
Inhibitoren des p38- (SB203580), PI3K- (LY294002 und Wortmannin) und JNK-Signalweges
(SP600125) die CI1199-Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCA1l vollstindig
antagonisierten (sieche Abbildung 4.6.5). Auch in diesen Untersuchungen konnte keine
abschlieBende Aussage iiber den FEinfluss der Catalase getroffen werden, da auch hier die
hitzeinaktivierte Catalase als Negativ-Kontrolle den C1199-Tiaml-Effekt revertierte (siche
Abbildung 4.6.5).

Zusammenfassend kann man also schlussfolgern, dass sowohl der JNK-Signalweg als auch der
p38- und PI3K-Signalweg in die C1199-Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCAI
involviert sind. Die Tatsache, dass in DusCol-1B- und BPH-1-Zellen jeweils ganz dhnliche
Ergebnisse erzielt wurden, ldsst auf einen iibergeordneten Mechanismus schlieBen, der in

verschiedenen Zellsystemen Giiltigkeit zu besitzen scheint.
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Abbildung 4.6.5: Effekte verschiedener Inhibitoren auf die BRCA1-Expression in C1199-
Tiam1-transfizierten BPH-1-Zellen. Hier wurden C1199-Tiaml-transfizierte DusCol-1B-
Zellen mit verschiedenen Inhibitoren fiir 24 Stunden inkubiert. Folgende Inhibitoren wurden
eingesetzt: PD98059 (PD) 25uM, U0126 (U) 10uM, SB203580 (SB) 10uM, Catalase (1mg/ml),
SP600125 (SP) 10uM, LY294002 (LY) 10uM und Wortmannin (W) 20nM. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei unabhidngig voneinander
durchgefiihrten Untersuchungen.

Um zu iberpriifen, ob auch die beobachtete inverse Beziehung zwischen der Tiaml- und
BRCA2-Expression in vivo ein Korrelat findet, wurde in Analogie zu den Untersuchungen zu
BRCA2 die BRCAIl-Expression in 6 verschiedenen Prostatakarzinomen und den jeweils
korrespondierenden Normalgeweben untersucht. Die Ergebnisse von zwei Tumorproben und den
korrespondierenden Normalgeweben waren in diesem Versuch nicht auswertbar, daher sind nur
die Ergebnisse von 4 Probenpaaren dargestellt. Im Gegensatz zu BRCA2 war fiir BRCAL1 keine
eindeutige Expressionsverdnderung im Prostatakarzinom gegeniiber dem Normalgewebe
nachzuweisen. So fand sich lediglich in einer der 4 auswertbaren Tumorproben eine niedrigere

BRCA1-Expression als im entsprechenden Normalgewebe, wéhrend in den 3 iibrigen

Tumorproben keine nennenswerten Effekte zu beobachten waren.
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Abbildung 4.6.6: Untersuchung der BRCAI1-Expression in verschiedenen
Prostatakarzinomen und den jeweils korrespondierenden Normalgeweben. Die
BRCA1-Expression wurde normalisiert gegen die GAPDH-Expression. Die Untersuchung
erfolgte in einer Doppelbestimmung, abgebildet sind der Mittelwert und die entsprechende
Standardabweichung einer Doppelbestimmung. N = Normalgewebe, T = Tumorgewebe
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4.7 Welche funktionelle Relevanz hat die Tiam1-BRCA2
Signaltransduktion fiir die DNA-Doppelstrangbruchreparatur?

Aufgrund der Ergebnisse, dass C1199-Tiaml zur Herabregulation gleich zweier in die DNA-
Reparatur involvierten Proteine fithrt, liegt die Vermutung nahe, dass Tiam1-transfizierte Zellen
moglicherweise eine groflere genomische Instabilitdt aufweisen, da DNA-Schidden schlechter
repariert werden konnen. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden in den transfizierten
DusCol-1B Zellen phosphoryliertes H2AX mittels Western Blot untersucht. H2AX ist eine
Variante des Histons H2A, als Antwort auf DNA-Briiche wird es an einem Serin-Rest
phosphoryliert (176,177). Die Menge an phosphorylierten H2AX gibt also Aufschluss dariiber,
wie viele DNA-Briiche in den Zellen vorliegen. Bei der Untersuchung von phosphoryliertem
H2AX in den verschieden transfizierten DusCol-1B Zellen zeigte sich, dass C1199-Tiaml in
DusCol-1B Zellen zu einer Anreicherung an phosphoryliertem H2AX fiihrt im Vergleich zum
leeren pLZRS Vektor (sieche Abbildung 4.7.1). Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml
transfizierten Zellen hat keinen Einfluss auf die verstidrkte Menge an phosphoryliertem H2AX
(vgl. Abbildung 4.7.1).
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Abbildung 4.7.1: Expressionsuntersuchung von phosphoryliertem
H2AX in verschieden transfizierten DusCol-1B Zellen. Der
Nachweis erfolgte im Western Blot, als Ladekontrolle diente Tubulin.
Das Ergebnis ist reprdsentativ fiir mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Untersuchungen.
Da die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiam1 transfizierten DusCol-1B Zellen nicht
ausreichend war, um die gesteigerte pH2AX Expression in C1199-Tiam1-transfizierten

Zellen zu revertieren, stellte sich die Fragen nach der Ursache hierfiir. Eine mogliche
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Erklarung konnte sein, dass C1199-Tiaml nicht nur die Expression von BRCA2
vermindert, sondern zusitzlich auch Einfluss auf die Expression eines Bindungspartners
von BRCA?2 ausiibt, welcher auch an der Doppelstrangbruchreparatur beteiligt ist. Daher
wurde im nédchsten Schritt die Expression von Rad51 untersucht, welcher zusammen mit
BRCA2 in den Prozess der Doppelstrangbruchreparatur involviert ist (114-116). Die
Untersuchung der Rad51 Expression im Western Blot zeigte, dass C1199-Tiam1 keinen
Einfluss auf die Rad51-Expression hat (Abbildung 4.7.2).
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Abbildung 4.7.2: Untersuchung der RadS51-Expression in
C1199-Tiam1 transfizierten DusCol-1B-Zellen. Der Nachweis
erfolgte im Western Blot, als Ladekontrolle diente Tubulin. Das
abgebildete Ergebnis ist reprdsentativ fiir zwei voneinander
unabhingig durchgefiihrte Untersuchungen.
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5. Diskussion

Der Tiaml-Rac-Signalweg spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulation von Zelladhésion,
Migration, Invasion und Metastasierung. Uber die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen ist bislang nur wenig bekannt. Um diese weiter aufzuschliisseln, wurde im Vorfeld
dieser Arbeit nach Targetgenen von Tiaml gesucht, die in die Vermittlung der oben erwihnten
zellbiologischen Funktionen involviert sind. Dabei konnte gezeigt werden, dass BRCA2 in
humanen Kolonkarzinomzellen ein Targetgen von Tiaml ist, dessen Expression durch Tiaml
deutlich vermindert wird (Miller et al, unverotffentlichte Ergebnisse). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte die funktionelle Relevanz sowie der zugrunde liegende
Signalmechanismus geklart werden. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob ein dhnlicher

Zusammenhang auch zwischen Tiam1 und BRCAT1 existiert.

BRCAZ2-Expression in verschieden transfizierten humanen epithelialen
Zellen

Die Expressionsuntersuchung von BRCA2 in verschiedenen mock- und C1199-Tiaml-
transfizierten humanen epithelialen Zellen zeigte, dass BRCA2 in allen diesen Zellsystemen
durch C1199-Tiam1 herab reguliert wird. Umgekehrt konnte in humanen Kolonkarzinomzellen
gezeigt werden, dass die Herabregulation von Tiaml zu einer gesteigerten Expression von
BRCAZ2 fiihrt. Dies deutet darauf hin, dass es sich hierbei um einen spezifischen Effekt handelt.
Die Expression von BRCA?2 ist bekanntermallen abhéngig vom Zellzyklus und von der Zelldichte
(57,134). Um auszuschlieBen, dass BRCA2-Expressionsunterschiede in der vorliegenden Arbeit
durch solche Variationen nur vorgetiduscht werden, wurden die zu vergleichenden Zellen wie bei
Wang et al beschrieben durch Serumdepletion synchronisiert (57). Zusétzlich wurden die zu
vergleichenden Zellen so ausgesit, dass die Zelldichte nach der Synchronisation ca. 50% bis 60%
betrug.

Die C1199-Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 konnte in verschiedenen Zellsystemen
nachgewiesen werden, was darauf hin deutet, dass es sich bei diesem Effekt nicht um einen
zelllinienspezifischen Effekt handelt, sondern vielmehr um einen iibergeordneten molekularen
Mechanismus, der zumindest in mehreren epithelialen Zellsystemen Giiltigkeit besitzt. Mittels

Light Cycler konnte am Beispiel humaner Kolonkarzinomzellen und benigner
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Prostataepithelzellen gezeigt werden, dass C1199-Tiaml zu einer Verminderung der BRCA2-
Expression auf mRNA-Ebene um ca. 40% fiihrt, so dass die Tiaml-induzierte Herabregulation
zunéchst teilweise auf transkriptioneller Ebene erfolgt. Dieser scheinbar so geringe Effekt auf
transkriptioneller Ebene ist aber dennoch funktionell relevant und ausreichend, da verschiedene
C1199-Tiam! induzierte Effekte durch Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiam]1 transfizierten

DusCol-1B Zellen vollstindig antagonisiert werden konnten.

Funktionelle Relevanz der Tiam1-induzierten Herabregulation von
BRCA2

Da die ersten durchgefiihrten Untersuchungen eine funktionelle Relevanz der Tiam1-vermittelten
Herabregulation von BRCA2 vermuten lieBen, sollten diese Untersuchungen im Rahmen dieser
Arbeit weiter vertieft werden. Fiir die funktionellen Untersuchungen standen verschieden
transfizierte DusCol-1B-Zellen, die entweder mit leerem pLZRS Vektor (mock), C1199-Tiaml
(C1199), C1199-Tiaml und leerer pCL1 Vektor (C1199-mock) oder C1199-Tiam1 und BRCA2
(C1199-BRCA2-Pool) transfiziert waren, zur Verfiigung. Diese Zelllinien wurden im Rahmen
der Vorarbeiten bereits etabliert.

Es ist bekannt, dass Tiaml in der Lage ist, die Proliferation von Kolonkarzinomzellen zu
stimulieren (135). Gleichzeitig konnte fiir BRCA2 gezeigt werden, dass es in den Prozess der
Proliferationshemmung involviert ist (59,60). Daher wire denkbar, dass die Tiam1 induzierte
Proliferationssteigerung durch die Herabregulation von BRCA2 vermittelt wird. In der
vorliegenden Arbeit konnte dies jedoch nicht bestitigt werden. BRCA2 und C1199-Tiaml ko-
transfizierte Zellen zeigten nahezu dasselbe Proliferationsverhalten wie C1199-Tiaml-
transfizierte Zellen. Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten Zellen hatte
keinen Einfluss auf die C1199-Tiam1 induzierte Proliferationssteigerung.

Fiir C1199-Tiam1 wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass es in humanen Kolonkarzinomzellen
und anderen Zellsystemen zu einer gesteigerten Zell-Zell- und Zell-Substratadhésion fiihrt
(11,137,171,189). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte auch in der vorliegenden
Arbeit eine gesteigerte Zell-Substratadhdsion nach C1199-Tiaml-Transfektion an bzw. auf
Laminin bestitigt werden. Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml1 transfizierten Zellen
fithrte zu einer signifikanten (p = 0,002) Abnahme der Adhédsion im Vergleich zu C1199-Tiaml

transfizierten Zellen. Ahnliche Ergebnisse konnten bei Adhisionsuntersuchungen —auf
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unbeschichteten Zellkulturschalen, die im Vorfeld durchgefiihrt wurden, beobachtet werden
(Miiller et al, unveroffentlichte Ergebnisse). Daher kann man davon ausgehen, dass der
adhédsionssteigernde Effekt von Tiam1 offenbar durch die Herabregulation von BRCA2 vermittelt
wird.

Weiterhin konnte in der Vergangenheit fiir C1199-Tiam1 eine Hemmung der Zellmigration und
Matrigelinvasion durch unsere und andere Arbeitsgruppen beobachtet werden (11). Fiir BRCA2
ist in dieser Hinsicht wenig bekannt. Lediglich in der Studie von Moro et al konnte ein negativer
Effekt von BRCA2 auf die Tumorinvasion und Migration beobachtet werden (61). Aufgrund
dieser Arbeit konnte man erwarten, dass die Herabregulation von BRCA2 durch C1199-Tiaml
nicht fiir die migrations- und invasionshemmenden Effekte von C1199-Tiam1 verantwortlich ist.
Im Gegensatz hierzu fiihrte jedoch die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiam1 transfizierten
Zellen zu einer signifikanten Revertierung der Tiaml induzierten Migrations- und
Matrigelinvasionshemmung. Dies bedeutet, dass die Tiaml-induzierte Herabregulation von
BRCA2 offenbar entscheidend fiir die Vermittlung der invasions- und migrationshemmenden
Effekte von Tiaml ist. Obwohl in beiden Arbeiten gleiche Methoden fiir die Untersuchung der
Migration und Invasion verwendet wurden, ldsst sich dieses unerwartete Ergebnis hinterher
dadurch erklédren, dass bei der Studie von Moro et al ein anderes Zellsystem (Prostata) verwendet
wurde als in der vorliegenden Arbeit (Kolonkarzinomzellen) (61). Denn auch fiir Tiam1 konnte
in der Vergangenheit gezeigt werden, dass die induzierten Effekte, in Abhéngigkeit vom Zelltyp
und von den Versuchs- und Zellkulturbedingungen variieren konnen (1,7,90). Dies zeigen auch
die Ergebnisse der Untersuchungen auf bzw. im 3D-Kollagengel. Wiahrend bei C1199-Tiaml
transfizierten DusCol-1B Zellen die Invasion im Matrigelinvasionsassay gehemmt war, konnte
im 3D-Kollagengel eine Steigerung der Invasion durch C1199-Tiaml beobachtet werden.
Interessanterweise fithrte aber auch unter diesen Bedingungen die Reexpression von BRCA2 in
C1199-Tiam1 transfizierten DusCol-1B Zellen zu einer Antagonisierung der C1199-Tiaml
induzierten Invasionssteigerung. Dies deutet darauf hin, dass die Herabregulation von BRCA2
die Tiam1-induzierten Effekte auf die Tumorinvasion vermittelt, und zwar unabhingig davon, ob
sie hemmend oder stimulierend sind. Dies bedeutet aber auch, dass die Entscheidung, ob Tiaml
hemmend oder stimulierend auf die Invasion wirkt, auf anderer Ebene getroffen wird.

Aufgrund der vollig entgegengesetzten Effekte von C1199-Tiaml in den verschiedenen
Invasionsuntersuchungen, stellte sich die Frage, wie dies erkldrt werden konnte. Die C1199-

Tiam1-induzierte Invasionshemmung im Matrigelassay konnte dadurch erklart werden, dass die
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Uberexpression von C1199-Tiam1 das Gleichgewicht zwischen invasionsférdernden MMPs und
invasionshemmenden TIMPs durch selektive Hochregulation von TIMP-1 und TIMP-2
zugunsten der TIMPS verschiebt und so die Invasion im Matrigelassay hemmt (11,12). Die
Expression bzw. Sekretion von MMP-2 und MMP-9 wurde jedoch nicht beeinflusst (11). In den
Vorversuchen konnte bereits gezeigt werden, dass die Reexpression von BRCA2 in C1199-
Tiaml-transfizierten Zellen zu einer Antagonisierung der C1199-Tiaml-induzierten
Hochregulation von TIMP-1 und TIMP-2 fiihrt und gleichzeitig keinen Einfluss auf die Sekretion
von MMP-2 und MMP-9 hat (Miiller et al, unveréffentlichte Ergebnisse). Um zu tiberpriifen, ob
diese Effekte auch abhéngig von der extrazelluliren Matrix sind, wurde im néchsten Schritt die
MMP- und die TIMP-Sekretion auf Kollagen I untersucht. Die Uberexpression von C1199-
Tiam1 in DusCol-1B Zellen fiihrte auf Kollagen I zu einer gesteigerten Sekretion von MMP-9
und proMMP-2. Gleichzeitig wurde in diesen Zellen auf Kollagen I die Sekretion von TIMP-1
stark und von TIMP-2 geringgradig reduziert. Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml
transfizierten Zellen fiihrte auf Kollagen I zu einer Revertierung der C1199-Tiaml1-induzierten
Effekte. Auf Kollagen I wird demnach in C1199-Tiaml transfizierten Zellen das Gleichgewicht
zugunsten der invasionsfordernden MMPs verschoben, was die gesteigerte Invasion dieser Zellen
im 3D-Kollagengel erklart. Dies bestdtigen auch die weiterfithrenden Untersuchungen im 3D-
Kollagengel mit C1199-Tiam1 transfizierten Zellen, in welchen die C1199-Tiaml induzierte
Proliferationssteigerung durch Einsatz eines MMP-Inhibitors inhibiert wurde. Durch
Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B Zellen wird das
Ungleichgewicht wieder aufgehoben, so dass auch keine gesteigerte Invasion dieser Zellen im
3D-Kollagengel beobachtet werden konnte. Dies deutet sehr stark darauf hin, dass die
Herabregulation von BRCA2 mafigeblich in die C1199-Tiaml vermittelte Regulation der
Sekretion der TIMP-Proteine und damit auch in die Regulation der Invasion involviert ist.
AulBlerdem zeigen die Ergebnisse, dass Tiam1 die TIMP-Sekretion nicht nur wie aus der Literatur
bekannt hoch sondern auch herab regulieren kann (11).

Die Versuche zur Invasion im 3D-Kollagengel wurden auf bzw. in Kollagen 1 durchgefiihrt,
wéhrend die Versuche zur Invasion im Matrigel vor allem auf Laminin durchgefiihrt wurden.
Matrigel besteht neben Laminin als Hauptkomponente auch aus Kollagen IV. Sander et al
konnten zeigen, dass C1199-Tiam1 in Abhéngigkeit vom Substrat unterschiedliche Effekte in den
Zellen induzieren kann (9). Dabei induzierte Tiam1 in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit unterschiedliche Effekte auf Laminin, Kollagen I und Kollagen IV (9).
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Diese uns die gegensitzlichen Ergebnisse zum Invasionsverhalten von Tiaml zeigen gleichzeitig,
dass die C1199-Tiam1 induzierte Hochregulation der TIMP-Proteine und somit auch die Invasion
offenbar von den Komponenten der extrazelluldren Matrix abhéngig sind. Da die Interaktion von
Zellen mit der extrazelluliren Matrix hauptsidchlich Integrinrezeptoren an der Zelloberfliche
vermittelt wird (78), wire es denkbar, dass Integrine eine entscheidende Rolle in diesem Prozess
einnehmen. Integrine sind sehr Liganden-spezifisch, wobei die Spezifitit durch die
Zusammensetzung mit der Untereinheit bestimmt wird (159). So konnte man sich vorstellen, dass
je nachdem, welche Komponente der Extrazelluldren Matrix (z.B. Kollagen I), als Ligand dient,
unterschiedliche Integrinrezeptoren und integrinabhidngige Signalwege aktiviert werden, wodurch
unterschiedliche Effekte in den Zellen induziert werden. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch
eine Untersuchung, in der eine Tiam1-Lokalisation an der Membran beschrieben ist (15). Diese
Membranassoziation ist wichtig fiir verschiedene Rac-abhingige Effekte (15). Durch diese
nachgewiesene Membranlokalisation, wire Tiaml auch in rdumlicher Ndhe zu den Integrinen,
was eine direkte Regulation noch wahrscheinlicher macht. Dartiber hinaus wurde fiir Integrin
avPp3 gezeigt, dass es die Transkription von TIMP-1 beeinflussen kann (158). Mdoglicherweise
wird ja sogar diese TIMP-Regulation iiber Tiam1 vermittelt. Die genaue Rolle der Integrine in
diesem Zusammenhang wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, bietet aber
Ansatzpunkte fiir vertiefende Untersuchungen.

Offenbar spielt die Matrix an der die Zellen haften (vor allem die Beschichtung der
Zellkulturflaschen) eine entscheidende Rolle und kann von aufen die intrazelluldren Vorginge /
Signalwege beeinflussen. Auch die Untersuchungen zur Zellmorphologie unterstreichen die
Relevanz der Matrix. In diesen Untersuchungen induzierte C1199-Tiaml einen deutlich
spindeligeren Phénotyp der DusCol-1B-Zellen auf Laminin und Kollagen I im Vergleich zu
C1199-Tiam]1-transfizierten Zellen, die auf unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert wurden.
Aullerdem induzierte C199-Tiaml in DusCol-1B Zellen einen ,switch® vom dissoziierten
Wachstumsmuster, wie es bei den mock-transfizierten Zellen beobachtet werden konnte, zum
Wachstum in geschlossenen Zellverbianden. Bereits Junker et al konnte beobachten, dass die
untersuchten Zellen einen anderen Phinotyp und andere zellbiologische Eigenschaften
aufweisen, wenn sie auf unterschiedlichen Komponenten der EZM kultiviert werden (160). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte auch fiir C199-Tiam1
eine Verdnderung des Phéanotyps bei Wachstum auf Laminin und Kollagen I beobachtet werden

(9). Die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen hatte keinen Einfluss
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auf den Phinotyp der Zellen, wenn diese auf unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert wurden.
Auf Kollagen I fiihrte die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen zur
Ausbildung eines epitheloiden Phéanotyps, dhnlich dem Phénotyp der C1199-Tiaml transfizierten
Zellen, die auf unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert wurden. Auf Laminin wiederum
fithrte die Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten Zellen zur Ausbildung von
dreidimensionalen Tumorzellsphiroiden, bei denen die Zellen wenig Kontakt mit der Laminin-
beschichteten Oberfliche ausbildeten. Auch wenn diese Ergebnisse belegen, dass die
Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml transfizierten Zellen offenbar den Phinotyp der
Zellen beeinflusst hatte, so scheint die Herabregulation von BRCA2 keinen Einfluss auf die
C1199-Tiam! induzierte Anderung des Phiinotyps zu haben. Denn der Effekt, der durch die
Reexpression von BRCA2 in diesen Zellen induziert wurde, entspricht nicht der Leervektor
transfizierten Kontrolle und somit nicht der Antagonisierung des C1199-Tiam1-Effekts.

Der in Ubereinstimmung mit der Literatur beobachtete ,,switch® zum Wachstum in geschlossenen
Zellverbdanden (11), der bei C1199-Tiaml transfizierten Zellen in der Untersuchung der
Zellmorphologie beobachtet wurde, deutet auf eine stirkere Ausbildung von Zell-Zellkontakten
hin. Fiir die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten sind verschiedene junctionale Komplexe wie
thight junctions, adherens junctions und Desmosomen verantwortlich. Adherens junctions
bestehen hauptsidchlich aus Cadherinen, deren extrazellulire Doménen in Abhéngigkeit vom
Vorhandensein von Kalzium interagieren. Der zytoplasmatische Teil von E-Cadherinen bindet an
Catenine, die so die Cadherine mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbinden (174). Malliri
et al konnten zeigen, dass Tiam1 essentiell fiir die Ausbildung und Aufrechterhaltung von E-
Cadherin-vermittelten Zell-Zellkontakten ist (175). Es ist bekannt, dass darauf auch der oben
beschriebene ,,switch® vom dissoziierten Wachstum zum Wachstum in geschlossenen
Zellverbanden in C1199-Tiaml1 transfizierten Zellen zuriickzufiihren ist (11). Daher sollte die
Relevanz der Herabregulation von BRCA?2 fiir die Tiam1-induzierte Ausbindung von E-Cadherin
vermittelten Zell-Zellkontakten genauer untersucht werden. Hierbei erwies sich der E-Cadherin-
Antikorper jedoch als ungeeignet, so dass Untersuchungen nur mit dem Bindungspartner B-
Catenin durchgefiihrt werden konnten. Die Untersuchungen ergaben, dass C1199-Tiam1 zu einer
intrazelluldren Verschiebung von B-Catenin aus dem Zytoplasma an die Zellmembran fiihrt,
dhnlich, wie es fiir den Bindungspartner E-Cadherin beschrieben wurde (7). Die Reexpression
von BRCA?2 in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen hatte jedoch keinen Einfluss auf die C1199-

Tiam1 induzierte intrazelluldre Verschiebung von B-Catenin. Somit kann man davon ausgehen,
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dass die Herabregulation von BRCA2 auch keine Relevanz fiir die Tiam1 abhédngige Ausbildung
von E-Cadherin vermittelten Zell-Zellkontakten hat. Hierzu passen auch die Untersuchungen am
Phasenkontrastmikroskop, die belegen, dass C1199-Tiam1 und BRCA2 kotransfizierte DusCol-
IB Zellen in geschlossenen soliden Zellverbdnden wachsen, dhnlich wie C1199-Tiaml
transfizierte ~ DusCol-1B  Zellen. Dariiber hinaus zeigen die  Aufnahmen der
Phasenkontrastmikroskopie, dass die Reexpression von BRCA2 keine Auswirkung auf das
C1199-Tiaml induzierte membrane ruffling hatte. Membrane ruffling wird durch eine
Umorganisation des Aktinzytoskeletts verursacht, was zur Anhdufung von polymerisierten
Aktinruffels an der Plasmamembran fiithrt (5). Daher kann man davon ausgehen, dass die
Herabregulation von BRCA2 nicht in die Vermittlung der C1199-Tiaml-induzierten

Umorganisation des Aktinzytoskeletts involviert ist.

Schon frither wurden Tiaml und Rac in Zusammenhang mit der onkogenen Transformation von
Zellen in Verbindung gebracht (14). Auch Servitja et al konnte zeigen, dass Tiaml in die src-
induzierte Transformation involviert ist (156). Liu et al wiederum konnte zeigen, dass ein
knockdown von Tiaml in Kolonkarzinomzellen zu einer Hemmung der Transformation im
colony formation assay fiihrte (157).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurden Transformationsassays durchgefiihrt. Da es sich bei den
untersuchten Zellen aber um maligne Zellen handelt, kann man nicht auf transformierende
Effekte der Zellen schlieBen, sondern vielmehr auf die Aggressivitdt der Zellen. C1199-Tiam1
induzierte im Soft-Agar-Assay die Ausbildung von Kolonien, dieser Effekt wurde nicht durch die
Reexpression von BRCA2 revertiert. Im colony formation Assay zeigten C1199-Tiaml-
transfizierte Zellen keinen Proliferationsstop nach erreichen einer 100%igen Konfluenz. Auch
dieser C1199-Tiaml-induzierte Effekt wurde durch die Reexpression von BRCA2 nicht
antagonisiert. Die von C1199-Tiaml-induzierte ,,Aggressivitit“ wird demnach nicht durch die
Herabregulation von BRCA2 vermittelt. In keiner dieser Untersuchungen konnte eine
Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml-transfizierten Zellen eine Antagonisierung der
C1199-Tiaml induzierten Effekte bewirken.

Zusammenfassend betrachtet ist die Herabregulation von BRCA2 fiir viele aber nicht alle
metastasierungs- bzw. invasionsrelevanten zellbiologischen Funktionen von Tiaml von
entscheidender Bedeutung. Dass diese Effekte tatsdchlich auf die Herabregulation von BRCA2

zuriick zu fithren sind, zeigt die Antagonisierung dieser Effekte nach Reexpression von BRCA2,
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wihrend gleichzeitig die entsprechenden Kontrolle keinen Unterschied zu C1199-Tiaml
transfizierten Zellen zeigte. AuBlerdem belegt das Ergebnis der Proliferationsuntersuchung, dass
Unterschiede in den funktionellen Analysen zwischen C1199-mock und C1199-BRCA2-Pool
transfizierten DusCol-1B Zellen nicht durch Proliferationsunterschiede verursacht wurden, da bei
diesen Zellen ein anndhernd gleiches Proliferationsverhalten beobachtet werden konnte. Daher
kann man davon ausgehen, dass die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen spezifisch sind

und tatsichlich auf die Herabregulation von BRCA2 zuriick gefiihrt werden konnen.

Molekulare Grundlagen der Herabregulation von BRCA2

Wie oben erwédhnt wird, kann Tiaml die Aktivitit von E-Cadherin beeinflussen, gleichzeitig
hingen die Effekte von Tiaml entscheidend davon ab, ob die Etablierung E-Cadherin-
vermittelter Zell-Zellkontakte unter den jeweiligen Versuchsbedingungen moglich ist oder nicht
(7,9). Die Herabregulation von BRCA2 durch C1199-Tiaml1 scheint fiir die Ausbildung E-
Cadherin-vermittelter Zell-Zellkontakte nicht relevant zu sein. Andererseits wire aber auch
denkbar, dass genau dieser Mechanismus und die dadurch aktivierten Signalwege die
Herabregulation von BRCA2 vermitteln. Dies kann jedoch auch ausgeschlossen werden, da
BRCA2 auch dann durch C1199-Tiaml herab reguliert wurde, wenn die Etablierung von E-
Cadherin vermittelten Zell-Zellkontakten durch Kalziumentzug verhindert wurde.

Aus der Literatur ist bekannt, dass BRCA2 tiber Skp2, Parp-1 oder Slug herab reguliert werden
kann. So wird die Degradation von BRCA2 bei Moro et al durch die Aktivierung des PI3-
Kinase/Akt-Signalwegs vermittelt, an dessen Ende Skp2 steht (92). Wang et al beschreibt eine
Herabregulation von BRCA2, die durch eine Bindung von Parp-1 an eine silencer-region des
BRCA2-Promoters induziert wird (136). Tripathi et al konnte eine Regulation der BRCA2-
Expression durch Bindung des Slug-Repressor-Proteins an die E2-Box des BRCA2-Promoters
nachweisen (91). Um =zu {berpriifen, ob auch die C1199-Tiaml-induzierte BRCA2-
Herabregulation iiber einen dieser bekannten BRCA2-Repressoren vermittelt wird und C1199-
Tiam1 die Expression einer dieser Repressoren selbst beeinflusst, wurde die Expression dieser
Proteine zunédchst mittels Western Blot in verschiedenen pLZRS mock- und C1199-Tiaml
transfizierten Zellen miteinander verglichen. Die Untersuchung zeigte, das C1199-Tiam1 keinen

Einfluss auf die Expression der verschiedenen BRCA2-Repressoren Slug, Skp2 und Parp-1 hat.
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Dieses Ergebnis allein schlie3t aber nicht aus, dass die Regulation der C1199-Tiam1-induzierten
Herabregulation von BRCA2 dennoch iiber einen dieser Repressoren vermittelt werden konnte,
da deren Wirkung nicht nur vom Expressionslevel des Proteins, sondern auch von dessen
intrazelluldrer Lokalisation entscheidend abhingt (139). So ist z.B. fiir Slug und fiir Skp2
bekannt, dass sie sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisiert sein kénnen und zwischen
diesen Kompartimenten ein ,,Shutteln statt finden kann (140-143). Um zu tiberpriifen, ob Tiam1
die intrazellulire Lokalisation von Skp2 und Slug beeinflusst, wurde die intrazelluldre
Lokalisation beider Proteine in mock- und C1199-Tiam]-transfizierten DusCol-1B und BPH-1
Zellen mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Die Untersuchung zeigte, dass Slug und Skp2
in allen untersuchten Zelllinien im Kern lokalisiert sind und Tiaml keinen Einfluss auf die
intrazelluldre Lokalisation dieser Proteine hatte. Dieses Ergebnis schlie3t allerdings immer noch
nicht ganz eine Beteiligung einer dieser Regulatoren in der Tiaml-induzierten Herabregulation
von BRCA?2 aus. Vorstellbar wére z.B. auch eine mogliche Aktivierung durch Phosphorylierung
einer dieser Proteine durch einen Tiaml-induzierten Signalweg wodurch dann die
Herabregulation von BRCA2 eingeleitet wird. Denkbar wiére dariiber hinaus auch, dass es noch
andere zurzeit vielleicht noch unbekannte BRCA2 Repressoren gibt, die durch Tiam1 aktiviert
werden, oder dass Tiam1 einen Aktivator der BRCA2 Expression hemmt.

Da Tiaml Rac aktiviert, konnte die C1199-Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 durch
einen Signalweg ,,downstream* von Rac vermittelt werden, denn fiir Rac konnte gezeigt werden,
dass es eine Reihe verschiedener Signalwege induzieren kann (12,46-51). JNK, p38, ROS, ERK
und PI3K koénnen bekanntermaflen die Transkription anderer Gene beeinflussen. Moro et al
konnte zeigen, dass die Aktivierung von ERK zu einer Hochregulation von BRCA2 und die
Aktivierung von PI3K/Akt zu einer Herabregulation von BRCA2 fiihrt (154,155). So wire
denkbar, dass die Rac-abhidngige Aktivierung der PI3K die C1199-Tiaml-induzierte
Herabregulation von BRCA2 vermitteln konnte. Daher wurden die Rac-abhédngigen Signalwege
selektiv in C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B Zellen blockiert und anschlieBend die
BRCA2-Expression untersucht. Die Untersuchung zeigte in Ubereinstimmung mit der
Untersuchung von Moro et al (155), dass PI3K zumindest in den Kolonkarzinomzellen in die
C1199-Tiam1-abhéngige Herabregulation von BRCA?2 involviert zu sein scheint. So konnte die
C1199-Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 antagonisiert werden, wenn der PI3K/Akt-
Signalweg durch LY294002 und Wortmannin blockiert wurde. Darliber hinaus konnte die

C1199-Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 in DusCol-1B Zellen auch antagonisiert
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werden, wenn die JNK- und p38- Signalwege selektiv blockiert wurden. Die selektive
Blockierung des ERK-Signalwegs hatte keinen Einfluss auf die C1199-Tiaml abhingige
Herabregulation von BRCA2. Die Rac abhingige Aktivierung von ERK scheint demnach nicht in
die C1199-Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCA2 in DusCol-1B Zellen involviert zu
sein.

Die Untersuchung in BPH-1 Zellen zeigte, dass C1199-Tiaml nicht in der Lage ist die
Expression von BRCA2 zu hemmen, wenn selektiv der JNK-Signalweg oder der ROS-Signalweg
gehemmt werden. In beiden Zellsystemen gibt es demnach eine Ubereinstimmung, so scheint
JNK mafgeblich in diesen Prozess involviert zu sein, wihrend ERK offenbar keinen Einfluss auf
die C1199-Tiaml-induzierte Herabregulation von BRCA2 hat. In BPH-1 Zellen konnte jedoch
im Gegensatz zu den Kolonkarzinomzellen kein Einfluss von p38 und PI3K auf die C1199-Tiam-
induzierte Herabregulation von BRCA2 belegt werden. Die C1199-Tiaml-abhingige
Herabregulation von BRCA2 konnte nicht durch selektive Blockierung von p38 und PI3K
antagonisiert werden.

In der Vergangenheit konnte von der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die transkriptionelle
Hochregulation von TIMP-1 durch die vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS),
speziell H,O,, vermittelt wird (12). Interessanterweise gibt es mehrere Studien, in denen eine
vermehrte H,O,-Bildung zu einer Aktivierung von JNK fiihrt (144,145). Dartiber hinaus konnte
eine mogliche Bindestelle fiir JNK im dritten Exon von BRCA?2 identifiziert werden, wobei die
funktionelle Relevanz dieser Bindestelle noch unklar ist (146,147). Denkbar wire aber, dass
C1199-Tiaml tber die Aktivierung von Rac zunichst zu einer vermehrten Bildung von H,0,
fithrt. AnschlieBend fiihrt die H,O,-Bildung zur Aktivierung von JNK, was wiederum die
Transkription von BRCA2 regulieren konnte (siche Abbildung 5.1).
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BRCA2

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Signalwegs, der moglicherweise in BPH-1-
Zellen zur Herabregulation von BRCA2 fiihrt. Tiam! fiihrt tiber die Aktivierung von Rac zur
vermehrten Bildung von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), insbesondere zur Bildung von H,0,.
H,0; wiederum aktiviert INK, welches die Transkription von BRCA2 hemmt.

Dass die Regulation der C1199-Tiaml-induzierten Herabregulation in DusCol-1B und BPH-1
Zellen nicht tibereinstimmt, konnte damit erkldrt werden, dass unterschiedliche Zellsysteme
miteinander  verglichen wurden. So fanden die Untersuchungen in  malignen
Kolonkarzinomzellen und benignen Prostatazellen statt. AuBerdem wére vorstellbar, dass p38
und PI3K nicht unbedingt fiir C1199-Tiam1 induzierte Herabregulation von BRCA2 benétigt
werden und nur zusdtzlich zu JNK durch nebengeschaltete Signalwege die BRCA2
Herabregulation beeinflussen. So ist z.B. bekannt, dass PI3K selbst BRCA2 herab regulieren
kann (154,155). AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass PI3K iiber Racl die Aktivitdt von JNK
regulieren kann (173,190). Dariiber hinaus kann PI3K auch p38 regulieren, welches selbst auch
JNK Aktivitédt beeinflussen kann (173,188).
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In vivo Korrelation von Tiam1 und BRCA2

Da die Expression von BRCA2 und Tiaml in mehreren Zellsystemen in vitro korreliert, sollte
auch die in vivo Situation untersucht werden. Moro et al konnte in seiner Studie zeigen, dass die
BRCA2-Expression in der Mehrzahl der sporadischen Prostatakarzinome, verglichen mit dem
normalen Prostatagewebe, entweder deutlich herab reguliert ist, oder sogar vollig fehlt (61).
Diese Ergebnisse stimmen mit einer anderen immunhistochemischen Untersuchung am Noble-
Ratten Model tiberein, bei der eine verminderte BRCA2-Expression in dysplatischen und
neoplastischen Prostatalesionen beobachtet werden konnte (149). Interessanterweise hat unsere
Arbeitsgruppe in eigenen Untersuchungen zeigen konnen, dass Tiaml in 95% aller
Prostatakarzinome und deren Vorlduferldsionen signifikant stirker exprimiert wird als im
korrespondierenden Normalgewebe der Prostata (29). Daher wurden aus der untersuchten
Prostataserie zufillig 6 Tumorproben und das korrespondierende Normalgewebe ausgewihlt und
die BRCA?2 Expression in diesen Proben untersucht. In Ubereinstimmung mit Moro et al konnte
in allen der untersuchten Tumorproben jeweils eine reduzierte BRCA2-Expression im
Tumorgewebe verglichen mit dem zugehorigen Normalgewebe beobachtet werden, sodass auch

in vivo die Tiam1 und BRCA2 Expressionen negativ miteinander korreliert sind.

Einfluss von Tiam1 auf die Expression von BRCA1

BRCA1 ist wie BRCA2 ein Tumorsuppressorgen, das funktionell in die Regulation des
Zellzyklus und die Reparatur von DNA-Schidden eingebunden ist (150,151). Die bisher aus der
Literatur bekannten zellbiologischen Funktionen von BRCAI lassen auf eine mogliche
funktionelle Relevanz fiir die Tiaml-induzierten Effekte schlieBen. So konnte gezeigt werden,
dass BRCAL1 einen Einfluss auf die Proliferation hat und eine verminderte BRCA1-Expression in
NIH 3T3 Zellen eine Transformation in diesen Zellen induziert (89,120,152,153). Aullerdem
wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von BRCA1 in Mamma- und Ovarialkarzinomen zu
einer Hemmung der ,,colony formation* fiihrte (89).

Daher wurde untersucht, ob Tiaml auch die Expression von BRCA1 beeinflusst und dies
moglicherweise Tiam1-Effekte auf die Proliferation und Transformation vermittelt. Hierzu wurde

die Expression von BRCAT1 in verschiedenen stabil mit mock- bzw. C1199-Tiaml transfizierten
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humanen epithelialen Zellen verglichen. Dabei zeigte sich, dass C1199-Tiam1 in der Tat in allen
untersuchten humanen epithelialen Zellen zu einer Hemmung der Expression von BRCA1 auf
Proteinebene fiihrt. Da diese Hemmung auch auf mRNA-Ebene nachweisbar war, handelt es sich
offenbar um einen transkriptionellen Regulationsprozess, wenngleich ein Mechanismus, der die
RNA-Stabilitdt beeinflusst, nicht ausgeschlossen werden kann. Um aus zu schlielen, dass die
beobachteten Effekte auf Unterschieden im Zellzyklus beruhen (63-65), wurden alle
Untersuchungen erst nach Synchronisation der Zellen durchgefiihrt. Wie auch bei BRCA?2 konnte
die Korrelation der Expression von Tiam1 und BRCA1 auch umgekehrt, bei einem knock-down
von Tiam1 nachgewiesen werden. So konnte eine verstérkte Expression von BRCA1 beobachtet
werden, wenn gleichzeitig die Expression von Tiam1 herab reguliert war. Dies deutet darauf hin,
dass es sich bei der Herabregulation von BRCA1 durch Tiaml, um einen spezifischen Effekt
handelt. Somit ist C1199-Tiaml in der Lage, die Expression gleich zwei wichtiger
Tumorsuppressorgene herab zu regulieren, was auf eine wichtige Rolle von Tiaml fiir die
Tumorentstehung hinweist.

Dariiber hinaus wurde auch die funktionelle Relevanz der C1199-Tiaml-induzierten
Herabregulation von BRCA1 fiir die verschiedenen Effekte von Tiaml untersucht. Die
Untersuchung erfolgte analog zu der vorliegenden Arbeit im Rahmen einer Diplomarbeit. Dabei
konnte auch eine funktionelle Relevanz der Herabregulation von BRCA1 nachgewiesen werden
(Engers et al, unverdffentlichte Ergebnisse). Hiernach scheinen BRCA1 und BRCA2 teils
iiberlappende, teils aber auch divergierende Eigenschaften hinsichtlich der Vermittlung Tiam1-
induzierter Funktionen zu besitzen. So hatte die Reexpression von BRCA1 und BRCA2 in
DusCol-1B Zellen jeweils die gleichen antagonisierenden Effekte auf die Zell-Substrat-Adhésion,
Migration und Invasion von Zellen, die Effekte auf den morphologischen Phidnotyp waren
allerdings unterschiedlich (unveréffentlichte Ergebnisse). DusCol-1B-Zellen, die sowohl mit
C1199-Tiaml1 als auch mit BRCA1 kotransfiziert waren, zeigten einen eher spindelférmigen
Phénotyp, dhnlich wie man ihn bei pLZRS Leervektor-transfizierten Zellen beobachten konnte.
Im Gegensatz hierzu zeigten BRCA2 und C1199-Tiam1 kotransfizierten DusCol-1B Zellen einen
epitheloiden Phénotyp, den man auch bei C1199-Tiam1 transfizierten Zellen beobachten konnte.
Wihrend die Reexpression von BRCA2 die Morphologie C1199-Tiam!-transfizierter Zellen
nicht beeinflusst hatte, fiihrte die Reexpression von BRCA1 in C1199-Tiam]l-transfizierten

Zellen zu einer Revertierung des C1199-Tiam1-induzierten epitheloiden Phénotyps.
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Anschlielend stellte sich die Frage nach dem molekularen Mechanismus der C1199-Tiaml-
induzierten Herabregulation von BRCAI1. Analog zu den Untersuchungen der molekularen
Mechanismen der Herabregulation von BRCA2 wurden fiir diese Untersuchung verschiedene
Signalwege ,,downstream* von Rac selektiv blockiert. Dabei zeigte sich, dass die C1199-Tiam1-
abhingige Herabregulation von BRCA1 antagonisiert werden konnte, wenn selektiv p38, PI3K
und JNK blockiert wurden. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zur Untersuchung des
Mechanismus  der  C1199-Tiaml-induzierten = Herabregulation @ von  BRCA2 in
Kolonkarzinomzellen scheinen also p38, PI3K und JNK in diesen Prozess involviert zu sein,
wiéhrend ERK hingegen offenbar nicht an der Herabregulation von BRCAI1 beteiligt ist. Dieses
Ergebnis konnte sowohl in BPH-1 als auch in DusCol-1B Zellen reproduziert werden, daher
scheint es sich hierbei um einen {ibergeordneten Mechanismus zu handeln, der zumindest in
mehrereren Zellsystemen Giiltigkeit hat. Der genaue Signalmechanismus muss allerdings noch
weiter aufgeschliisselt werden, denn die Ergebnisse zeigen nur, dass alle drei Proteine offenbar in
die C1199-Tiam-induzierte Herabregulation von BRCA1 involviert sind, jedoch bleibt z.B. offen,
ob sie parallel oder nacheinander geschaltet in diesem Signalweg agieren. Bisher ist aus der
Literatur nichts bekannt, was auf den genauen Regulationsmechanismus der Expression von
BRCAT1 durch p38, PI3K und JNK schlie3en ldsst. Es gibt verschiedene Studien die alle zeigen,
dass BRCALI eine regulatorische Funktion iiber p38, JNK und PI3K ausiiben kann, nicht aber
umgekehrt (161-165). Die beobachtete Hemmung der Tiaml-induzierten Herabregulation von
BRCAT1 durch selektive Blockierung von p38, JNK, und PI3K scheint aber spezifisch zu gewesen
zu sein, denn DMSO, was als Losungsmittel fiir die einzelnen Inhibitoren diente, hatte genau wie
die beiden ERK-Inhibitoren keinen Effekt auf die C1199-Tiam1 induzierte Herabregulation von
BRCAL. Genauso konnen zellzyklusspezifische Effekte ausgeschlossen werden, da die Zellen fiir
die Behandlung mit den Inhibitoren mit festgelegter Zellzahl pro Zellkulturschale ausgesit
wurden. Alle Zellen wurden gleich behandelt und zum gleichen Zeitpunkt lysiert. Dass aber
zumindest in den Kolonkarzinomzellen die selben Proteine in die Tiaml-vermittelte
Herabregulation der beiden Tumorsuppressorgene involviert zu sein scheinen, unterstiitzt die
unlidngst aufgestellte Vermutung, dass die Regulation der Expression von BRCA1 und BRCA2
tiber den selben Mechanismus verlaufen konnte (84).

Nachdem es so viele Anzeichen fiir Gemeinsamkeiten zwischen der Expression und Funktion
von BRCA2 und BRCAT1 gab, sollte auch eine BRCA1 und Tiam1 in vivo Korrelation untersucht

werden. In verschieden Studien konnte gezeigt werden, dass die BRCA1 Expression im
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Mamakarzinom deutlich reduziert ist (88,89,149). Auch die Relevanz von BRCAIl im
Prostatakarzinom wurde in verschiedenen Studien debattiert. So konnte in fritheren Studien
gezeigt werden, dass BRCA1 als Koregulator des Androgenrezeptors fungiert und eine positive
Rolle im Androgen-induzierten Zelltod spielt (166,167). Dariiber hinaus zeigten DU145 Zellen,
die mit BRCAI transfiziert wurden, eine gehemmte Proliferation und Abweichungen in den
Expressionsprofilen wichtiger Schliisselregulatorproteine (168). Kiirzlich konnte Schayek et al
mittels tissue microarray zeigen, dass BRCA1 im Prostatakarzinom hoéher exprimiert als im
normalen Prostataepithel (169). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte man vermuten, dass die in
vitro beobachtete BRCA1-Tiam1-Korrelation der Expression in vivo nicht giiltig ist. Daher wurde
auch in einigen unserer Prostatatumorproben die Expression von BRCA1 mittels LightCycler
untersucht. Dabei konnten zumindest auf RNA-Ebene keine eindeutigen Expressionsunterschiede
zwischen Tumor- und Normalproben beobachtet werden. Dieses schlieBt aber
Expressionsunterschiede auf Proteinebene nicht aus, so dass hierzu kiinftig noch weiterfithrende

Untersuchungen notwendig sind.

Funktionelle Relevanz der Tiam1-BRCA2 (-BRCA1) Signaltransduktion
fiir die DNA-Doppelstrangbruchreparatur

Da sowohl BRCA1 als auch BRCA2 in die DNA-Reparatur eingebunden sind und Tiaml die
Herabregulation beider Proteine induziert, liegt die Vermutung nahe, dass Tiaml-transfizierte
Zellen moglicherweise mehr DNA-Briiche akkumulieren, da diese schlechter repariert werden
konnen. Daher stellte sich die Frage nach der funktionellen Relevanz der Herabregulation der
beiden Tumorsuppressorgene fiir die DNA-Doppelstrangbruchreparatur in C1199-Tiaml-
transfizierten Zellen. Bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen sammeln sich
verschiedene DNA-Damage-Reparatur-Proteine in sogenannten Foci am Ort der DNA-Lasion.
Dabei werden Doppelstrangbriiche durch einen MRN-Komplex erkannt, der aus MRE11, Rad50
und NBS1 besteht (180). Dieser Komplex rekrutiert und aktiviert die ATM-Kinase, welche
H2AX am Serin 139 phosphoryliert (178,180). Die Phosphorylierung von H2AX dient als Signal
fir die Ansammlung der verschiedenen DNA-Damage-Reparatur-Proteinen (179). Um einen
Eindruck tiber die Menge an DNA-Doppelstrangbriichen zu bekommen, wurde daher die Menge
an phosphoryliertem H2AX mittels Western Blot in den verschieden transfizierten DusCol-1B

Zellen untersucht.
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Die Untersuchung zeigte, dass C1199-Tiaml-transfizierte Zellen mehr phosphoryliertes H2AX
exprimieren, was darauf hindeutet, dass in diesen Zellen deutlich mehr DNA-Doppelstrangbriiche
vorhanden waren als in der Leervektor-transfizierten Kontrolle. Das Expressionslevel von
pH2AX in BRCA2 und C1199-Tiam1 kotransfizierten Zellen entsprach dem Level in C1199-
Tiaml-transfizierten Zellen. Die Reexpression von BRCA2 in diesen Zellen hatte demnach
keinen Einfluss auf die Menge von pH2AX. Die Herabregulation von BRCA2 scheint daher
allein nicht fiir die gesteigerte Menge an DNA-Briichen verantwortlich zu sein.

Dieses Ergebnis konnte damit erklart werden, dass Tiaml die Expression weiterer DNA-
Doppelstrangbruch Reparaturproteine beeinflussen kann und so die gesteigerte pH2AX-
Expression durch Reexpression von BRCA2 allein nicht revertiert werden konnte. Daher wurde
im Folgenden die Expression des BRCA2 Bindungspartners Rad51 in C1199-Tiaml
transfizierten Zellen untersucht. Wie schon oben erwéhnt ist Rad51 essentiell fiir die DNA-
Doppelstrangbruchreparatur indem es den Strangaustausch einleitet (114-116). Die Untersuchung
der Rad51 Expression zeigte jedoch, dass C1199-Tiaml keinen Einfluss auf die Rad51
Expression ausiibt. Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die unveridnderte pH2AX Expression
nach BRCA2 Reexpression in C1199-Tiaml transfizierten DusCol-1B Zellen konnte daher
moglicherweise die verminderte Expression von BRCATI in diesen Zellen liefern. Denn obwohl
BRCA2 in diesen Zellen erfolgreich reexprimiert wurde, ist die Menge an BRCA1 immer noch
reduziert. BRCA1 gehort ebenfalls zu den DNA-Damage-Reparatur Proteinen, die als Folge der
H2AX Phosphorylierung durch den MRN-Komplex an den DNA-Bruch rekrutiert werden
(179,180). Bei DNA-Doppelstrangbriichen arbeitet BRCA1 mit BRCA2, Rad51 und dem RMN-
Komplex zusammen, um diese Doppelstrangbriiche mittels homologer Rekombination zu
reparieren (siche Abbildung 5.2) (83). Somit konnte die verminderte BRCA1-Expression die
unverinderte pH2AX Expression nach Reexpression von BRCA2 in C1199-Tiaml1 transfizierten
DusCol-1B Zellen erkldren.
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Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen.
Der MRN-Komplex, bestehend aus Mrel 1, Rad50 und NBS1 erkennt DNA-Doppelstrangbriiche
und bewirkt die Phosphorylierung von H2AX. Das dient wiederum als Signal zur Rekrutierung
verschiedener DNA-Damage-Reparatur-Proteine an den Ort der DNA-Lision. Abbildung aus 83.
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6. Zusammenfassung

Der Tiaml/Rac—Signalweg spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Zelladhision,
Migration, Invasion und Metastasierung. Allerdings ist bislang nur wenig {iber die molekularen
Mechanismen bekannt, tiber die diese wichtigen biologischen Funktionen vermittelt werden. Bei
einer vergleichenden Expressionsanalyse von mock- und C1199-Tiaml transfizierten
Karzinomzellen mithilfe von cDNA-Microarrays, konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
das Tumorsuppressorgen BRCA2 ein potentielles Targetgen von Tiaml ist, dessen Expression
durch Tiam1 herab reguliert wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die funktionelle Relevanz und den Regulationsmechanismus
der C1199-Tiaml abhidngigen Herabregulation von BRCA2 zu untersuchen. Dariiber hinaus
wurde auch die BRCA1 und Tiam1 Korrelation der Expression untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zundchst das Ergebnis der cDNA-Microarray-
Untersuchung in verschiedenen humanen epithelialen Zellen bestétigt werden, so dass man davon
ausgehen kann, dass es sich bei der C1199-Tiam1-abhéngigen Herabregulation von BRCA2 um
einen neuen Mechanismus handelt, der von iibergeordneter Bedeutung zu sein scheint. In
humanen Kolonkarzinomzellen konnte aulerdem gezeigt werden, dass die Expression von Tiam1
und BRCA2 auch umgekehrt, bei einer verminderten Expression von Tiaml, korreliert. Daher
kann man hier von einem spezifischen Effekt ausgehen. Ein initialer Versuch mit 6
Prostatatumorproben und korrespondierenden Normalgeweben bestétigte aullerdem, dass die
Herabregulation von BRCA2 auch in vivo relevant ist.

Mit Hilfe von funktionellen Untersuchungen mit stabil transfizierten Zellen konnte gezeigt
werden, dass die Herabregulation von BRCA2 fiir die Tiaml-induzierten Effekte tatsdchlich
funktionell relevant ist. So scheint die Herabregulation von BRCA2 in DusCol-1B Zellen die
Tiaml-induzierten Effekte auf die Zell-Substrat-Adhédsion und Zellmigration zu vermitteln.
AuBerdem revertierte die Reexpression von BRCA2 in DusCol-1B Zellen die Effekte von Tiam1
auf die Tumorinvasion und zwar unabhéngig davon, ob diese hemmend oder stimulierend sind.
Im Gegensatz hierzu wurden allerdings die C1199-Tiaml-induzierten Effekte auf die
Proliferation, die intrazellulire Lokalisation von B-Catenin, das membrane ruffling und auf

verschiedene Transformationsassays durch Reexpression von BRCA2 nicht beeinflusst. Diese
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Tiaml- induzierten Effekte werden offenbar durch andere Mechanismen und nicht durch die
Herabregulation von BRCA?2 vermittelt.

Somit wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt, dass mehrere wichtige aber nicht alle
zellbiologischen Funktionen von Tiam1 ganz wesentlich durch die Herabregulation von BRCA2
vermittelt werden.

Die Untersuchung des Regulationsmechanismus ergab, dass vor allem JNK in die C1199-Tiaml
abhingige Herabregulation von BRCA2 eingebunden ist. Wahrend in BPH-1 Zellen die C1199-
Tiam1-induzierte Herabregulation von BRCA2 vermutlich aus einer vermehrten Bildung von
ROS und einer Aktivierung des JNK-Signalwegs resultiert, sind in DusCol-1B Zellen neben JNK
scheinbar auch p38 und PI3K in diesen Mechanismus involviert.

Die Untersuchungen ergaben weiterhin, dass Tiam1 neben der Regulation von BRCA2 auch in
der Lage ist, ein weiteres Tumorsuppressorgen -BRCAI1- herabzuregulieren. Auch dieser
Mechanismus konnte in mehreren Zellsystemen nachgewiesen werden und scheint daher von
tibergeordneter Bedeutung zu sein. Die Untersuchung zum Signalmechanismus zeigte, dass in die
Regulation der C1199-Tiaml-induzierten Herabregulation von BRCA1 p38, PI3K und JNK
involviert sind.

Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Tiaml die Expression von gleich zwei
wichtigen Tumorsuppressorgenen in verschiedenen Zellsystemen herab regulieren kann und
dieser Mechanismus ganz wesentlich fiir die Vermittlung der verschiedenen zellbiologischen
Tiam1-Effekte ist. Diese wichtige Erkenntnis unterstreicht die Bedeutung von Tiaml fiir die

Tumorentstehung.
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7. Abstract

The Tiaml-Rac signaling plays an important role in regulation of adhesion, migration, invasion
and metastasis. Despite the established role of Tiam1-Rac-signaling just a little is known about
the molecular mechanisms regulating these important functions. Therefore the expression profiles
of mock- and C1199-Tiam1 transfected carcinoma cells were compared in a cDNA Microarray.
This analysis revealed that the tumor suppressor gene BRCA?2 is a target of Tiaml and BRCA2
expression is down regulated by Tiaml1.

In this study the functional relevance and molecular mechanisms of Tiaml induced
downregulation of BRCA2 were investigated. Further on a BRCA1 and Tiam1 correlation was
analyzed.

In the first part of the work the C1199-Tiaml1 induced downregulation of BRCA2 could be
confirmed in different human epithelial cells. These results provide evidence that downregulation
of BRCA2 is a general mechanism, which seems to be of higher importance. Furthermore,
expression analysis with DusCol-1B cells showed increased BRCA2 expression after Tiaml
knock-down, showing a reverse correlation of Tiaml and BRCA2 expression, indicating a
specific effect. Further investigations revealed a decreased BRCA2 expression in prostate
carcinomas compared to the benign secretory epithelium, indicating this mechanism is valid also
in vivo.

Moreover, the functional analyses with BRCA2 and C1199-Tiam1 transfected DusCol-1B cells
revealed a functional relevance of downregulation of BRCA2 for the Tiam1-dependend effects.
The reexpression of BRCA2 in C1199-Tiaml transfected DusCol-1B cells has reverted the
C1199-Tiam! induced effects on adhesion and migration. In addition, Reexpression of BRCA2
has inverted the Tiam1 induced effects on invasion, independent of the Tiam1-induced effects on
invasion were inhibitive or stimulating.

In contrast, the C1199-Tiaml induced effects on proliferation, localization of B-catenin,
membrane ruffling and transformation assays were not affected by reexpression of BRCA2.
These Tiam1 induced effects seem to be mediated by other mechanisms than the downregulation
of BRCA2.

Taken together, the results hint at an important role of the downregulation of BRCA2 for some

but not all of Tiam! affected biological functions. Above all, this work also reveals an important
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role for BRCA2 in invasion and metastasis relevant signaling beside its important role in DNA-
damage repair.

The analyses of the molecular mechanisms demonstrated that JNK is involved in the signaling of
the C1199-TiamI-induced downregulation of BRCA2. While the downregulation of BRCA2 in
BPH-1 cells seems to be mediated by generation of reactive oxygen species and activation of
JNK-pathway, in DusCol-1B cells p38 and PI3K seem to be involved in this mechanism in
addition to JNK.

Investigation of BRCA1 expression in different transfected human epithelial cells demonstrated a
decreased BRCA1 expression in C1199-Tiaml1 transfected cells, indicating a general mechanism
of higher importance. Further anylyses could show that downregulation of BRCA1 seems to be
mediated by activation of p38, PI3K and JNK whereas activation of E-cadherin dependent cell-
cell contacts plays no important role in this context.

In conclusion, the downregulation of BRCAl and BRCA2 is a completely new functional
relevant mechanism in Tiam1-signaling. Given the well established roles of BRCA1 and BRCA2
as tumor suppressor genes, this newly identified mechanism might play a major role in Tiaml

dependent tumor development and progression.
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9. Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

AP-1 Aktivatorprotein 1

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosdure

bp basenpaar

BRCA1/2 Breastcancer susceptibility gene

BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
bzw. beziehungsweise

ca circa

CamKII Ca®*/Calmodulin-abhingige Proteinkinasell
CcC Coiled-Coil-Region

cDNA complementary DNA

DBS Doppelstrangbruch

d. h. das heif3t

DH Dbl homologe Doméne

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECL enhanced chemiluminiscence

EDTA Etylendiamintetraacetic acid

ERK 1,2 Extracellular-signal Regulated Kinasen 1,2
EZM extrazelluldre Matrix

FCS Fotales Kélberserum

fwd forward

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

h hour

HR homologe Reparatur

JNK c-Jun NH,-terminale Kinase

kb Kilobasenpaar
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kDa

mA
MDCK
MEK1,2
MLK
MMP
MMTV
mRNA
Myr

NHEJ
NLS
nm
PBS
P/CAF
PCR
PH-Doméne
PI3
PKC
Ras
RBD
rev

ROS

RT
RT-PCR
SDS
Skp2
SRF
SSA

TAD

Kilodalton (Molekularmasse)

milli Ampere

Madin-Darby canine kidney
MAPK- und ERK-Kinase

mixed lineage kinases
Matrix-Metalloproteinasen
Maus-Mammatumorvirus
messenger-RNA
Myristoylierungsstelle
Normalgewebe

nonhomologous end joining
Kernlokalisierungssequenz
Nanometer

Phosphate Buffered Saline
p300/CBP-associated factor
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Pleckstrin homologe Domine
Phosphatidyl-Inositol-3
Proteinkinase C

Rat sarcoma

Ras bindende Doméne

reverse

reaktive Sauerstoffspezies
Rotation pro Minute (Einheit der Rotationsgeschwindigkeit)
Raumtemperatur

reverse transcriptase Polymerasekettenreaktion
Sodiumdodecylsulfate

S-phase kinase-associated protein 2
serum response factor
single-strand annealing
Tumorgewebe

transkriptionelle Aktivierungsdoméne
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TEMED
Tiam1
TIMP
Tris

uv

vgl
z. B.

Tetramethylethylendiamin

T-lymphoma invasion and metastasis genel
tissue inhibitors of metalloproteinases
Trishydroxymethylaminomethan
Ultraviolett

Volt

vergleiche

zum Beispiel
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