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1. Zusammenfassung

Integrale Membranproteine der Claudin-Familie stellen die funktieméflauptkomponenten des
Tight Junction Komplexes in normalen epithelialen und endothelialen Gewdbe In
ontogenetisch unterschiedlichen, epithelialen Tumoren wurden jedocramatgb&ight Junction
Strukturen sowie eine dysregulierte Expression und Membranlokafisafight Junction
assoziierter Proteine nachgewiesen. Dies fuhrte zu der Hypotlasder Expressionsverlust von
Tight Junctions zu einer verbesserten parazellularen Diffusion vorstdian und Wachstums-
faktoren in soliden Tumoren beitrdgt und damit einen entscheidenden, ford&cloldtt in der
Tumorprogression darstellt.

Etwa zeitgleich mit der Beschreibung des homologen, murinen Claulliolekils wurde 1998
das humane Claudin-1 Gen mit Hilfe der Differential Displaghiegk identifiziert. Northern-Blot
Untersuchungen zeigten, daf? die Claudin-1 mRNA Expression in eiifeg & Brusttumor-
zellinien im Vergleich zu normalen Brustepithelzellen starkringert oder nicht mehr
nachweisbar war. Funktionelle Studien deuteten darauf hin, dal’3 Claudimedmalen Epithelien
eine wesentliche Komponente von Tight Junctions darstellt, die zulehbition der parazellu-
laren lonen- und Molekilpassage fuhrt. In einer in vivo Pravalenzanalysie zusatzlich nach-
gewiesen, dal3 die physiologische Claudin-1 Expression und Membranlodalisatrmaler
Brustepithelzellen in eine rein zytoplasmatische Lokalisatiodifferenzierten Brusttumorzellen
Ubergeht und sich in stark dedifferenzierten Brusttumorzellen fasitaradig verliert. Die
Sequenzanalyse des Claudin-1 Gens in Brusttumoren und Brusttumorzedingiaim keine
signifikanten Mutationen der Claudin-1 Gensequenz sowie promotornatpeer&éereiche, was
darauf hindeutet, daf epigenetische Faktoren am Expressionsverlustaudmdl in der Brust-
tumorgenese beteiligt sind.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die zellphysiologische BedeuwmongClaudin-1 in der Brusttu-
morgenese sowie magliche am Expressionsverlust von Claudin-1 ittuBnoszellen beteiligte
epigenetische Regulationsmechanismen untersucht werden. Um die ulBgddats Verlust der
Claudin-1 Expression und Membranlokalisation in der Brusttumorgenesergiehen, wurden
Claudin-1 negative und Claudin-1 retroviral transduzierte Brusttumanzglgnotypisch in
Monolayerkulturen, Spharoiden und Xenograft-Modellen analysiert. UmUdeglagerung des
Phéanotyps der Claudin-1 Reexpression mit anderen Claudinen mdglictestreiden, wurde flr
die physiologischen Studien MDA-MB 361 als Zellmodell gewahlt, in demeder Claudin-1, -2,
-3, -4 noch Occludin nachgewiesen werden konnte. Fur die Untersuchmmgepigenetischen
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Expressionskontrolle kamen zuséatzlich sieben Brusttumorzellinien umierschiedlichem
Expressions- und Lokalisationsmuster von Claudin-1, -3 und -4 zur Anwendung.

Die detaillierte Analyse des Expressionsstatus von Claudin-1 sthiedenen differenzierten
Brusttumorzellinien ergab eine hohe Expression in einer Zellime,stark reduzierte Expression
in funf und nicht detektierbare Claudin-1 mRNA und Proteinexpression invaweacht unter-
suchten Brusttumorzellmodellen. In der vorliegenden Arbeit konnte nit @etudin-1 positiven
Zellen erstmals gezeigt werden, dal3 die Claudin-1 Proteinsgntbewie der gerichtete
Membrantransport offensichtlich primar posttranskriptionell und rietmskriptionell in Abhan-
gigkeit etablierter Zell-Zellkontakte reguliert wird.

Fur die zellphysiologischen Studien wurden retroviral Claudin-1 tresisde MDA-MB 361
Zellinien mit unterschiedlicher zellularer Lokalisation verwetdlie ein dem klinischen Expres-
sionsbild ahnliches zellulares Claudin-1 Lokalisationsmuster nvigormalem Brustepithel- und
Brusttumorgewebe aufwiesen. Wahrend in Claudin-1 negativen MDA-MB 8kdnzeine Tight
Junction Strukturen gefunden wurden, fiihrte die Claudin-1 ReexpressiameziRekonstitution
kontinuierlicher Tight Junction ahnlicher Strangstrukturen an Zelkdethkten und abhangig
von der Qualitat der Claudin-1 Membranlokalisation zu einer paraaatulFluxinhibition fur
Molekile bis 0.3 bis 40 kDa. Es konnte nachgewiesen werden, daf} die Reexpression von Claudil
1 in MDA-MB 361 Zellen keinen Einflu3 auf die Proliferations- und @elfate in 2D Mono-
layerkulturen hat. In 3D Sphéaroidkulturen fand sich jedoch unabhangig v&@pHhdaroidgrof3e in
MDA-MB 361 Sphéaroiden mit membranstandiger Claudin-1 Expression gn#ilsant erhéhte
Zahl toter Zellen in zentralen Sphéaroidbereichen sowie eine erhdhte Apogasexédrgleich zu
Claudin-1 negativen und Claudin-1 positiven Spharoiden mit vorwiegend zytopkdmea
Claudin-1 Lokalisation. Tierstudien mit SCID-Mausen ergaben, daf} die Expressiotaudmel
in Verbindung mit Membranlokalisation in MDA-MB 361 Xenografttumoréerdalls zu einer
deutlich erhdhten Zelltod- und Apoptoserate, einer signifikanten Reduktiof udasrwachs-
tums um ca. 60 % sowie einer deutlich verlangerten Uberlebedszeitause verglichen mit den
Kontrollgruppen fiihrte. Diese an einem Brusttumormodellsystenelenzi Ergebnisse zeigen
erstmals, dal? dem Verlust der Expression und/oder Membranlokaligatio@laudin-1 in vivo
eine wichtige Bedeutung in der Tumorprogression zukommt.

Als Ursachen fur die Inaktivierung oder Verringerung der traps&nellen Aktivitdt von
Claudin-1 in Brusttumorzellen kamen unter anderem die Methylierun@ #idin-1 Promotors,
die fehlende Aktivitat von Transkriptionsfaktoren oder Signalkaskadereszimgé Repression der
Claudin-1 Genexpression aufgrund von Chromatinkondensation in Betracht. Disughtergen

ergaben keine Hinweise auf eine Methylierung der Claudin-1 Porssojuenz. Ebensowenig
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konnte ein Zusammenhang einer erhOohten Ras-Aktivitdt und dem RasHREKSignal-
transduktionsweg mit der Regulation von Claudin-1 sowie der Tight Juridtifusionsbarriere
in Brusttumorzellen nachgewiesen werden. Um die Bedeutung demiddRiezeptorsignalwegs
und der Chromatinkondensation fir die trankriptionelle Repression von Clauinder
Brusttumorgenese zu untersuchen, wurden acht verschieden diffaeeBziestumorzellinien mit
Retinoiden und Histondeacetylase-Inhibitoren unterschiedlicher Wirkisiiebehandelt. Dabei
zeigte sich, dal3 sowohl der Retinoid-Rezeptorsignalweg als auchhhen&tinstruktur fur die
Regulation der Claudin-1 Expression in Brusttumorzellen bedeutsaim Ba die untersuchten
Zellmodelle jedoch heterogen reagierten und die maximale Bxpnstthe nicht erreicht wurde
liegt es nahe zu vermuten, dal3 zusatzliche aul3er den unterskektenen fur den Expres-
sionsverlust von Claudin-1 verantwortlich sein missen. Die Ergebnisséktieatoren- und
Inhibitorstudien deuten desweiteren darauf hin, dal3 der Transkription umslafi@n sowie dem
Membrantransport von Claudin-1 in Brusttumorzellen komplexe und mégliciserweneinander
unabhangige Regulationsmechanismen zugrundeliegen.

Insgesamt betrachtet unterstiitzen die in dieser Arbeit durchgefiBtudien die Hypothese, dal3
der Verlust der epithelialen parazellularen Permeationskontralleizer verbesserten Stoff-
diffusion fuhrt und damit das Wachstum solider Tumore férdert. Somé di&r Induktion eines
eingeschrankten Stoffaustausches durch Rekonstitution funktioneller Tighibdano Tumoren
zusatzlich zur Blockierung der Neovaskularisierung ein neues Konzspt¥Wdahstum solider

Tumore zu hemmen und somit von hoher therapeutischer Relevanz.
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2. Einleitung
2.1 Entstehung und Progression solider Tumoren

Die Tumorgenese solider Tumoren stellt einen komplexen melgestufrozess dar, in dessen
zeitlichem Verlauf Einzelzellen durch initial transformierenBieeignisse Wachstumsvorteile
gegeniuber benachbarten Zellen des Gewebeverbandes erlangen (1digkrdten Schritten
bilden transformierte Zellen durch einen evolutiven Selektionsprozess neuechaftars aus, die
eine Invasion in das umgebende Gewebe sowie eine MetastasiefeanteiGewebe ermoglichen
(3). Die Hypothese der Mehrschritt-Karzinogenese wird sowahkrseits direkt durch
molekulargenetische Untersuchungen mit der Identifizierung mulspleatischer Mutationen in
Tumorzellen als auch andererseits indirekt durch die zunehmende Inmeéeszhlicher Tumore
mit steigendem Lebensalter belegt (4-6). Als Ursache fumdikgne Transformation kommt der
konstitutiven Aktivierung von zellularen Onkogenen (,gain of function*) soser Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen (,loss of function®) eine besondere Bedeutung zokK@ye@e sind
mutierte Proto-Oncogene, deren Genprodukte an der Kontrolle normaldnstas- und
Differenzierungsprozesse, insbesondere an der Steuerung deolfetkgtion beteiligt sind (8).
Allen Oncogenen ist gemeinsam, daf sie fir Proteine kodieren,amieSignaltrans-
duktionsprozessen beteiligt sind. Oncogene Uben eine biologische Funigiexti@zellulare
Wachstumsfaktoren (sis), membranstéandige Rezeptor-Tyrosin-Kinasd),(membrangebunde-
ne G-Proteine (ras), nukleare Hormonrezeptoren (erbA), Transkrigéktmsen (jun, fos), Nicht-
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (src, abl) oder Regulatoren des yKkeitz (CDKs) aus (9-15). Wah-
rend genetische Abberationen in Onkogenen meist dominant sind und fuktdieerAng von
Signalwegen die Mutation eines Allels ausreichend ist, mussedefiirFunktionsverlust von
Tumor-Suppressorgenen beide Allele mutiert sein, wobei in derl Regeaktiviertes Allel in
der Keimbahn vorliegt und das zweite Allel durch eine somatidtitation ausgeschaltet wird
(loss of heterozygosity) (16). Tumor-Suppressorgene kodieren dabei furoGekterwie RB und
p53, deren normale Funktion in einer negativen Kontrolle des Zellzyk&tsHi€17). Sowohl die
Aktivierung von Oncogenen als auch die Inaktivierung von Tumorsuppressorfigmen zu
einer erhdhten Proliferationsrate transformierter Zellen.

Bei der Entstehung von Karzinomen, die sich aus Epithelzellen entwickd tGber 90 % aller
menschlichen Tumore darstellen, ist der Ubergang von normalen Epitizeim Carcinoman
situ zellmorphologisch durch eine Entdifferenzierung der Zellen sowie dumeim zunehmenden
Verlust der normalen Gewebestruktur mit der Ausbildung mehrschichligmorzellverbdnde

gekennzeichnet (18). Bedingt durch die irregulare rdumliche StruldserdZellverb&nde und der
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damit verbundenen eingeschrankten Diffusion essentieller Biomolekile stolpgst
Tumorwachstum bereits ab einem Volumen von 1-2°nsufern keine Nahr- und Sauerstoff-
versorgung durch Neovaskularisierung erfolgt (19-20). Die Mangelvensgsgituation in
avaskularen Mikrotumoren wird zusatzlich durch die hohe Stoffwechsetaktproliferierender
neoplastischer Zellen verstarkt. Erst nachdem Kapillaren augsbeoehandenen Blutgefal3en in
die Tumorzellverb&nde eingesprossen sind (Tumorangiogenese), bedgnréxponentielle
Wachstumsphase des Primartumors (21). Aufgrund des irreguldren Wachstums bauen sich
weitere Diffusionsgradienten beziglich der Sauerstoff-, Metaliitabolit- und N&ahrstoff-
konzentrationen zwischen vaskularisierten und gefaf3fernen, avaskuldmsorbEreichen auf.
Diese fuhren zu einer erhdhten Proliferationsrate neoplastistdlean in gefal3proximalen
Bereichen, wahrend in gefal3peripheren Tumorarealen durch den Verlustzellidaren
Homoostase haufig eine massiv erhthte Zelltodrate beobachtet 2#rd28). Der Tumor-
progression mit der Entstehung vaskularisierter Karzinome und deigneral metastastasieren-
dem Tumorwachstum gehen weitere Abberationen voraus. Beispielsndigégeren Tumorzel-
len unter hypoxischen Bedingungen die Expression von HIRfotein Hypoxia Inducible
Factor), welches nach Dimerisierung mit HIB-&inen aktiven Transkriptionsfaktor bildet, der
pleiotrop verschiedene Genkaskaden aktiviert, deren Genprodukte zweripesserten Energie-
versorgung unter Sauerstoffmangelbedingungen beitragen (24-26)vodie HIF-1o/HIF-13
Komplex induzierten Gene kodieren unter anderem fir Enzyme desol@aeGlucose-
stoffwechsels (z.B. Lactatdehydrogenase und Aldolase), Gluaonsparter (GLUT-1, -2, -3),
endotheliale Wachstumsfaktoren (VEGF), sowie fur vasodilatoris&i¢oren (Endothelin-1)
(27-29).

Die Tumorangiogenese fordert neben dem An- und Abtransport von Bioneslehilch die
Metastasierung von Tumorzellen in entfernte Gewebe des Korpe&l{3@urch Infiltration von
Blutgefalen oder LymphabfluBwegen und Loslosung einzelner Zellen audPdmartumor-
gewebe gelangen die Tumorzellen in die Blutbahn, was den ersteitt 3ur Metastasierung
darstellt. Um in der Blutbahn Uberleben zu kdnnen, missen Apoptose-Sigaatwadharenten
Tumorzellen nach Kontaktverlust zu Substratoberflachen unterdriicktwéae In etwa 90 %
aller Karzinome bilden sich Fernmetastasen in denjenigen Kgelisaten, in die Tumorzellen
entprechend der anatomischen Lokalisation des Tumors zuerst ge(&38yeDort durchdringen
Tumorzellen das Endothel mit der endothelialen Basalmembran, invad&sesubendotheliale
bindegewebige Stroma und im weiteren Verlauf das gesamtedAgne des betreffenden Organs.
Hier bilden sich schlie3lich solide Metastasen aus (34). Dagmeal Tumorprogression liegen
extrem komplexe phanotypische Veranderungen in den Tumorzellemngzegidie Abberationen
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auf Ebene der DNA, der Transkription und Translation sowie postttanstde Veranderungen
umfassen. Anderungen der Genexpression in Tumorzellen beruhen dabei &éfufider
Deregulierung epigenetischer Mechanismen der TranskriptionskordrBlleeiner Methylierung
des Promotors oder einer verdichteten Chromatinstruktur in regutdtenisGenbereichen (36,
37). Neben weiteren Faktoren kommt in der Tumorprogression dem Eppsassiust des
CD95/Fas/APO-1-Rezeptors fur die Unterdriickung von Apoptosesignalergrigiidte oder
erniedrigte Expression von Zelladh&sionsmolekukB4Integrinen, ICAM-1, E-Cadherin) fur
ein hohes invasives Wachstumspotential sowie der Sekretion von Serin-Matrik-
Metalloproteinasen (UPA-System, Matrilysin) fur die Degradatioregazellularen Matrix eine
wichtige Bedeutung zu (37-42).

2.2 Organisation epithelialer Zellverbande

Die geordnete Struktur normaler Epithelgewebe mit der Ausbildimgy e@pikal-basolateralen
Polaritatsachse in Epithelzellen basiert auf komplexen Z&H-und Zell-Matrix-Vebindungen
sowie der Kopplung epithelialer Zellen tber das intrazellulare Kgted (43). Die Ausbildung
der Zellpolaritdt in Epithelzellen mit der korrekten Ausrichtung weembranstandigen
Rezeptoren sowie Transporterproteinen ist eine wichtige Voraussefir die Funktion von
Epithelien als selektive Permeabilitatsbarriere von Molekllenische&n physiologisch
unterschiedlichen Kompartimenten (z.B. N&hrstoffabsorption im Dé&itimation in der Niere
oder Sektretion in den Milchdrisen). Bei der Entwicklung der Polat&tEpithelzellen spielen
die Ausbildung einer Zell-Zell Adh&asion zwischen benachbarten Zstieme die Anheftung an
die extrazellulare Matrix eine wesentliche Rolle. Neben destigkturierung des Zytoskeletts
entlang der Zelladhasionsbereiche und Neupositionierung von ZellogganglB. Nukleus,
Golgi-Apparat) kommt es zur Polarisierung der ZellmembranderitBildung von apikalen und
basolateralen Plasmamembranzonen. Diese weisen distinkte deffdreteinzusammensetzun-
gen auf (44-47). Die unterschiedliche Proteinverteilung der béambrandomanen stellt eine
Vorraussetzung fir gerichtete physiologische Transportvorgande (Eranszytose) Uber
epitheliale Zellschichten dar (48).

Die apikal-basolaterale Polaritdtsachse epithelialer Zeled durch laterale Zell-Zell- und
basolaterale Zell-Matrix-Kontakte aufrechterhalten. Integrinedebil im Wesentlichen die
adhasiven Bestandteile der basolateral gelegenen Hemidesmosoméokatkntakten. Durch
Interaktion der extrazellularen Rezeptordomanen von Integrinen mit Komijeoneder
extrazellularen Matrix (z.B. Fibronectin, Proteoglykanen) dearVerankerungspunkte zwischen

Stromagewebe und Basalmembran einerseits und intrazellulari@gsozAktin- bzw. Interme-
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diarfilamenten andererseits hergestellt (49). Bei den ZdHkfmtakten unterscheidet man zwi-
schen Desmosomen (Macula adherens), Adherens Junctions (Zonula agdfeghhs)unctions
(Zonula occludens) und Gap Junctions. Desmosomen, Adherens Junctions undifiagbng
werden aufgrund ihrer strukturellen Néhe an Zellkontaktstellen zu Einbeit zusammenfasst
und als junctionaler Komplex (Verbindungskomplex) bezeichnet (50). Gapahmsind Kanéle
aus Connexin-Hexameren, die priméar eine interzellulare Kommuowkadurch ionale und
metabolische Kopppelung benachbarter Zellen ermdglichen und nur selderdatell-Zell-
Adhésion dienen (51, 52).

Die wesentlichen Adharenzverbindungen zwischen epithelialen Zelidiens die Adherens
Junctions und die Desmosomen dar. Die Adhasionsmolekile beider Struktur@&rateide der
Cadherinfamilie, deren extrazellulare Domanen nach Bindung véh i@emophile, ionische
Bindung zu Cadherinen der Nachbarzellen eingehen (53-58). Desmogleine und Diasensiodl
Mitglieder der Cadherin-Superfamilie und die wesentlichen Adhasiomspeotier Desmosomen
(59). Desmosomen bilden punktférmige Zell-Zellkontakte und weisen ezzétitlare Plaque-
Struktur bestehend aus membrangebundenen Proteinen auf, an denen Intelaneshéefi
assoziiert sind (60). Adherens Junctions, die im junctionalen Komplesclzsn Desmosomen
und Tight Junctions lokalisiert sind, bilden in Epithelzellen einen Adhgagurtel, der neben
Cadherinen (Uvomorulin, L-CAM, A-CAM) aus einer Vielzahl intrdzkélr gebundener Proteine
(a-/B-Catenine, a-Aktinin, ZO-1) sowie dem kortikal assoziierten Aktinfilamentt@skelett
aufgebaut ist (61-65). Tight Junctions bilden die am weitesten agglegenen Zell-Zellkontakte
polarisierter Epithelzellen. TransmissionselektronenmikroskopischenaAaofen zeigen Tight
Junctions als Verschmelzungspunkte (,kissing“ points) der Plasmaraeembrbenachbarter
Zellen, die den Interzellularraum Uber den gesamten Zell-Zebktbereich komplett
verschlieBen (66). In Gefrierbruch-Analysen konnte gezeigt emerddald dieser enge
ZusammenschluR durch integrale Membranpartikel gewahrleistet, wie in verzweigten
filamentbsen Stukturen in der Plasmamembran angeordnet sind (6WoRiaulare Struktur von
Tight Junctions bewirken einerseits die selektive Abdichtung deszglarldren Raumes in
epithelialen und endothelialen Zellschichten (barrier function) und aisééseeine Inhibition der
freien Diffusion von Membranproteinen und Lipiden in der Zellmemkfance function).
Letzteres ist eine Voraussetzung fur die Aufrechterhaltungeledaren Polaritdtsachse mit einer
apikalen und basolateralen Membrandomane (50).
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2.3 Struktur und Funktion Tight Junction assoziierter Proteine

Obwohl die genaue molekulare Struktur von Tight Junctions bis heute nichrinbest deuten
neuere Ergebnisse darauf hin, daf? Tight Junctions Multiproteinkomplekeasi deren Aufbau
Transmembranproteine, Adaptorproteine, regulatorische Proteine unskripiionelle oder
posttranskriptionelle Regulatoren beteiligt sind (68). Die bishentifdgerten integralen
Membranproteinbestandteile von Tight Junctions werden in Proteine daunighobulin-
Superfamilie und Proteine mit vier Transmembrandomanen einge@jlt & letztere Gruppe
umfasst Mitglieder der Claudin-Familie und Occludin, die trotakstireller Ahnlichkeiten mit
jeweils vier Transmembrandomanen und zwei extrazellularen Loopifieeg zum Teil nur
geringe Sequenzhomologien zueinander aufweisen (69). JaNtt{onal AdhesionMolecule)
und CAR ¢oxsackie- andadenovirus receptor) sind die beiden Vertreter Tight Junction
assoziierter Proteine mit Immunglobulin-Domé&nen (70, 71). Obwohl elauwe Funktion von
JAM und CAR in Tight Junction Komplexen noch unbekannt ist, konnte gezergemedal}
beide Molekile die Barrierefunktion von Tight Junctions beeinflussen7@?2 0ccludin wurde
1993 als erste integrale Membranprotein-Komponente von Tight Juncticeisibben (74). In
einer Reihe von Studien wurde gezeigt, dal3 Occludin in Tight Juncteondfiten lokalisiert ist,
allerdings konnte dessen Funktion flr die Abdichtung des Interzeluhes in Epi- und
Endothelien noch nicht sicher geklart werden (66). Eine generelleuedevon Occludin fur
Aufbau und Funktion von Tight Junctions wird jedoch durch mehrere Versuchsesgelmi
Frage gestellt. So wiesen einerseits Occludin-defiziente embey&t@ammzellen und Occludin
knock-out Mause noch gut ausgebildete Tight Junctions auf, andererseite fiilert
Uberexpression von Occludin in per se Tight Junction negativen Mdiisrablasten lediglich
zur Ausbildung kurzer, diskontinuierlicher Tight Junction Strukturen (69, 75, 76)sé&wt al.
konnten 1998 zwei weitere Komponenten des Tight Junction Komplexes in Hilenexkeakten
durch Peptidsequenzierung identifizieren, die als Claudin-1 und -2 bheetiourden (69).
Nachfolgende Analysen von Sequenzdatenbanken und cDNA-Bibliotheken ergdbers siah
bei den Claudinen um eine Proteinfamilie handelt, der bisher aufgrundeguer&homologien
24 Mitglieder zugeordnet werden konnten (50, 77). Hydrophobizitatsanalysgenzaul3erdem,
daR alle bekannten Claudine fur Proteine mit vier Transmembranesgi und zwei
unterschiedlich grol3en extrazellularen Loop-Regionen kodieren, die eiine VWn konservierten
und geladenen Aminoséure-Resten aufweisen. Der kurze intrazelidf&eeminus besitzt eine
als PDZ-Bindemotiv bezeichnete hochkonservierte Aminosaure-Sequenahesvefir die
Rekrutierung zytoplasmatischer Plaque-Proteine mit PDZ-Doméamerden Tight Junction

Komplex von Bedeutung ist (78-80).
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Mitglieder der Claudin-Familie weisen 30 bis 70 % Sequenziderdittund zeigen eine
differentielle mRNA Expression in verschiedenen Geweben. So fidet Claudin-1 in stark
abdichtenden Epithelgeweben exprimiert (z.B. Haut, distaler Nierengjb@olon, Prostata,
Leber, Pancreas, Placenta), wahrend Claudin-2 vor allem in desigdéa Epithelien detektiert
werden konnte (z.B. distaler Nierentubulus, Plexus choroidei, Lunge, Dimnd81-83).
Claudin-5 wurde ubiquitar in allen untersuchten Geweben gefunden und nachfalgend
Endothel-spezifisches Tight Junction Protein identifiziert (84). In deeisten untersuchten
Epithelien konnte eine Expression verschiedener Claudine nachgewiestmz. B. im Brust-
(Claudin-1, -4, -7, -8), Lungen- (Claudin-2, -3, -4, -7, -8, -18) oder Dickdaweige (Claudin-1,
-3, -4, -7, -8, -11) (81). Claudin-3, -4 und -11 wurden bereits vor der Beschralbui@jaudin-
Superfamilie identifiziert, weshalb alternative Name existie RVP-1 (Rat Ventrale Prostate,
Claudin-3) (85), CPE-R (Clostridium Perfringens Enterotoxin Rezeg@taudin-4) (86) und
OSP-1 (Oligodendrozyten spezifisches Protein, Claudin-11) (87) dbesei Der alternative
Name CPE-R fur Claudin-4 beruht auf der Entdeckung, dal3 Claudin-4Qlandin -3) eine
Bindungsaffinitdit zum Enterotoxin-Protein des humanpathogenen Bakseri@hostridium
Perfringens aufweisen, welche als Ursache fur die nach éufektion auftretende gastro-
intestinale Dysfunktion diskutiert wird (88).

Aufgrund von Expressions- und Funktionsanalysen geht man derzeit davon (auGladdine
durch homo- und heterophile Interaktionen das strukturelle und funktionelle Rtiglgr Tight
Junctions bilden (89). Nach Expression verschiedener MitgliederldediG-Familie in murinen
L-Fibroblasten konnte beispielsweise in EM-Untersuchungen die Bilduiggt TJunction
ahnlicher Strukturen an Zell-Zellkontakten beobachtet werden. WaltiendExpression von
Claudin-1 und -3 zur Ausbildung kontinuierlicher Strangstrukturen fuhrteewi€taudin-2 und -
5 positive Maus L-Fibroblasten lediglich diskontinuierliche, partikul&ieamente in der
Plasmamembran auf (84, 90). Die Cotransfektion verschiedener Clédiilditeeau3erdem je nach
Kombination zur Copolymerisation in Tight Junction Filamenten, wobei Bineungsfahigkeit
von Claudin-3 mit Claudin-1 und Claudin-2, nicht aber von Claudin-1 mit Clautkstgestellt
wurde (89). Weitere in vitro Studien weisen auf die Bedeutung deraktiten verschiedener
Claudine sowie deren individuelle Funktion bei der Aufrechterhaltung Tagit Junction
Diffusionsbarriere hin. So korrelierten die Proteinmengen von Claudin-4 landi@-8 in MDCK
Zellen (madine- darby canine kidney) nach artifizieller Uberexpression mit einer selektiven
Inhibition der Permeabilitat von Ndonen, wiahrend im Gegensatz dazu die Expression von
Claudin-2 im gleichen Zellmodell zu einer erhéhten Durchlassigkeitiypaosd negativ geladener

lonen sowie der Ausbildung unvollstandiger Tight Junction Strukturen fu(8193).
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Die allgemeine Bedeutung von Claudin-1 fur die Barrierefunktion epitéeligellschichten
konnte sowohl in in vitro als auch in in vivo Studien eindrucksvoll dokumentiertien.
Wahrend McCarthy et al. nach Expression von murinem Claudin-1 in MRélken mit der
Messung einer erniedrigten parazellularen lonen-Fluxrate behg&tig erhohter Diffusionsrate
ungeladener Molekule (Mannitol, 4 kD und 10 kD Dextran) widersprichliche bEigge
lieferten, konnten Inai et al. nach Transfektion von MDCK Zelleh Myc-Tag markiertem
Claudin-1 sowohl eine Flux-Inhibition von lonen als auch von ungeladenen Mol€kikénund
40 kD Dextran) messen (94, 95). Desweiteren wurde berichtet, dalRetranStaudin-1 knock-
out-Mause im Gegensatz zu Occludin-defizienten Mausen nicht Ubesfébey waren und
innerhalb eines Tages nach der Geburt verstarben. Diese Tiegeenzeghanotypische
Veranderungen der Haut mit einer abnormen Faltenbildung und ermhéhiten transepidermalen
Wasserverlust, was auf eine wichtige Rolle von Claudin-1 fur die chbaagsfunktion der
Epidermis hindeutet. Funktionelle Studien an diesem Modell konnten aul3ezdpgm, -dal’ trotz
Anwesenheit von Occludin und Claudin-4 der Expressionsverlust von Claudin-t pats
Erhohung der transepidermalen Wasserpassage zu einer Zunahnigiffdeion subkutan
injizierter Markermolekule (~600 D) fuhrt (96, 97).

Die Bedeutung von Claudinen fur die selektive lonenpermeabilitat voimdlipn wird auch
durch die Identifizierung von Mutationen in Claudin-Genen als Ursacheogenetischer
Erkrankungen belegt. Durch positionelle Klonierung wurden PunktmutationeiClaudin-
16/Paracellin-1 Gen identifiziert, die bei Patienten mit famreli Hypomagnesiamie
nachgewiesen werden koénnen. Claudin-16 wird spezifisch im aufsteigendenusT utbed
Henle'schen Schleife exprimiert, wo die Riickresorption vorf*Mmd C&*-lonen aus dem
Primérharn stattfindet. Man geht davon aus, dal3 Claudin-16 porené&hnlichéur®h im
Interzellularraum des Nephronepithels bildet, die eine selektive hissigkeit bivalenter
Kationen ermdglichen (98). Ebenso wurde eine Mutation im Claudin-14 Gedemerblichen
Taubheit in Verbindung gebracht. Claudin-14 wird in der Cochlea des Inmsnspezifisch in
der Epithelzellschicht exprimiert, die Endo- und Perilymphe voneimaaleennt und fur die
Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten zwischen beidepaKonenten sorgt.
Letzteres ist die Voraussetzung fir die Erregbarkeit derzdi@n und der Reizweiterleitung
akustischer Signale zum Gehirn (99).

Die intrazellular an Tight Junctions assoziierten Molekulsdassich in Proteine ohne und mit
PDZ-Domanen (PDZ) unterteilen. Bei letzterer Gruppe handeltsiels vorwiegend um
Adaptorproteine, die Verkntpfungspunkte zwischen transmembrandsen Tighbdufamnpo-

nenten einerseits und zytoskeletalen sowie regulatorischen Proagidererseits herstellen (68).
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Die aus 80-90 Aminosaure-Resten bestehenden PDZ-Domanen zeigenneimegBaffinitat zu
anderen PDZ-Domanen oder zu C-terminal konservierten Sequenzm®®&RB{ndemotiv),
welche unter anderem in Claudinen vorkommen (100). So konnte gezeigt werBedjeda
MAGUK-Proteine (nembraneassociatedguanylate Kinase) ZO-1, ZO-2 und ZO-3Z¢nula
occludens), die jeweils 3 PDZ-Domaéanen besitzen, eine Bindungséihigkereinander und mit
den C-terminalen PDZ-Bindemotiven von Claudin-1 und —2 aufweisen (78). AuRendei® flr
alle drei ZO-Proteine eine PDZ-unabhé&ngige Interaktion mitludot beschrieben (101-103).
Z0O-Proteine konnen direkt cytoskeletales F-Aktin binden sowie mitesg@ Faktoren wie
Cingulin und AF-6 interagieren, die ebenfalls Aktin-Bindedoménen leesiind eine indirekte
Anknupfung von Tight Junction Komplexen an das Aktomyosin-Zytoskelett d¢ichég (101,
104, 105). Neuere Untersuchungen fuhrten zur Identifizierung weiterer Tigttiah assoziierter
Proteine mit multiplen PDZ-Doménen wie z.B. die MAGI-ProteilAGUK inverted proteins),
die PAR-Proteine (partitioning-defective proteins), MUPRnrli{j- PDZ domainprotein 1), oder
PATJ (Palslassociatedight junctions protein) (80, 106-108). Bindungsstudien deuten darauf hin,
dafl diese Molekile wie die MAGUKs einerseits mit transmembeanoBight Junction
Komponenten, PDZ-Domaéanen Proteinen sowie mit Adaptoren und Bestamdiedekortikalen
Zytoskeletts interagieren kdnnen, aber andererseits auch Faktodem,bdie an der Regulation
zellularer Prozesse beteiligt sind (66). Zu dieser Gruppe Tugittidn assoziierter Proteine ohne
PDZ-Domane gehdren unter anderem heterotrimere G-Proteine, K&Rebindende Proteine
(Rab13, Rab3B), Proteinkinasen (PRCC(,), Phosphatasen (PTEN) und Transkriptionsfaktoren
(ZONAB) (109-113). Es wird diskutiert, dal’ die Assoziation dies&tdfan mit Tight Junction
Komplexen fur die Steuerung wichtiger zellularer Prozesse deie Kontaktinhibition, dem
Vesikeltransport, der Aufrecherhaltung der Zellpolaritat, dgn&transduktion sowie fir die

Regulation der Tight Junction Diffusionsbarriere von Bedeutung sind (66, 68).
2.4 Regulation der Tight Junction Barrierefunktion

In vitro Untersuchungen der Mechanismen, welche fir die RegulationTight Junction
Barrierefunktion verantwortlich sind, ergaben eine Beteiligung deve&ignalwege an der
Steuerung von Expression und Lokalisation Tight Junction assoziiertekiiel Beispielsweise
konnte nachgewiesen werden, daf} zelltypabhé&ngig verschiedene Wesfhktoren und
Molekule mit hormonartiger Wirkung (Retinoide, Cytokine, T8>5teroide), second Messenger
(C&*, cAMP) und Komponenten diverser intrazellularer Signalkaskades) BwA, Racl, PKA,
PKC, heterotrimere G-Proteine) eine Rolle fir die Expressiom bdkalisation von Tight
Junction Molekilen spielen (113-127). Retinoide sind an vielen physiologisatoaesien
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beteiligt, so z.B. auch an der Zelldifferenzierung in verschiedepginelialen Gewebeverbénden.
Natirliche Retinoide wie all-trans Retinsaure (t-RA) vetshit ihre Funktion als Liganden
nukleérer Transkriptionsfaktoren, die als Retinsaure-RezeptBegim@ic Acid Receptors, RAR)
und Retinoid X RezeptorerRétinoid X Receptors, RXR) bezeichnet werden und jeweils in drei
Unterformen @, 3, y) vorkommen (128). Einen Einfluss von t-RA auf die parazellulare Rdyme
litatsbarriere wurde von Gorodeski et al. an humanen zervikalehelEgtlen (CaSki) und von
Tobioka et al. an einer primaren Mesothel-Zellkultur gezeigt (13®). AulRerdem konnten
Kubota et al. in Genexpressionsanalysen nach t-RA-Behandlung in mu#thembryonalen
Karzinomzellen eine Aktivierung der Transkription Tight Junction agster Molekile
beobachten. So wurden Occludin, ZO-1, Claudin-2, -6 und -7 mRNA vermehrt esqpyriwéh-
rend keine Induktion der Claudin-1, -3, -4, und -5 mRNA Expression festgestetien konnte
(131). Die erhdhte Expression von Tight Junction Molektlen fihrte gleichze einer Reduk-
tion der parazellularen Molekulpermeabilitét.

Unabhangig von der Beteiligung nukleérer Retinoid-Rezeptoren deneoestrnehrere Studien
die Bedeutung des Ras-MEK-ERK Signaltransduktionswegs fur dgul&sn von Tight
Junction Molekilen. Chen et al. konnten zeigen, dal Ha-Ras transferMiB@K-Zellen ein
unphysiologisches zellulares Homing von Claudin-1, Occludin und ZO-1 yopfasma
aufweisen. Nach Inhibition des MAPK-Signalweges mit dem MEK-1bitdr PD98059 wurde
eine Relokalisation aller drei Proteine an die Zytoplasmamemimdounden mit der Ausbildung
funktioneller Tight Junctions beobachtet. Trotz Anderung der zelluldskalisation konnte nach
MEK-1 Inhibition kein Unterschied der Genexpression von Claudin-1, OccludinZ@d
detektiert werden (127). In Ubereinstimmung mit diesen Befunden wwoueli et al. nach
Expression einer onkogenen Version des Ras-Effektors Raf-1 in von Sgdiskekpithel der
Ratte abgeleiteten Pa-4 Zellen neben einer Verringerung daudiGil und Occludin
Proteinmenge und einer zytoplasmatischen Lokalisation von ZO-1 audvedust der Tight
Junction Diffusionsbarriere dokumentiert (132). Desweiteren berichtééeamoto et al., dal3
die Uberexpression von Ras in Ratl Fibroblasten zu einer Reduktion IdZeBentakte und
einer Abnahme von ZO-1 und AF-6 an der Zelloberflache fuhrt (133). 8tbhewurde im
Widerspruch zu diesen Ergebnissen auch gezeigt, daf3 die Inhibition das Slgialwegs die
Entwicklung funktioneller Tight Junctions blockieren kann, wie Kinugasd. @n Interleukin-17
behandelten humanen intestinalen T84 Epithelzellen beobachtete (134 Kaweliert ein
Verlust der epithelialen Differenzierung in Tumorzellen miteeikonstitutiven Aktivierung von
Ras oder anderen Komponenten des Ras-Signalwegs (135). Die vorliegegeenidse lassen

den Schluss zu, dal3 der Ras-MEK-ERK Signalweg neben der Fehisigwen Zellproliferation
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und Apoptose madglicherweise auch an einer Dysregulation der Tigigtiah Funktion in

Tumoren beteiligt ist.

2.5 Verlust der Tight Junction Barrierefunktion in der Tumorgenese

Eine Reihe histomorphologischer und molekulargenetischer Studien deuder loia, dal? der
Verlust der Tight Junction Barrierefunktion bei verschiedenen pathophysiolagiBcbeessen im
Kdrper eine Rolle spielt. Dazu zahlen neben Erbkrankheiten wie déiafam Hypomagnesamie
und der angeborenen Taubheit Veranderungen des GefaRsystems (z.B. |ddagmbei
Entztindungsreaktionen, diabetische Retinopathie), Erkrankungen des gastmalatesund
respiratorischen Traktes (z.B. bakterielle Darminfektionen, Golilicerosa, Mobus Crohn,
Asthma), Leberfunktionsstérungen (z.B. lkterus, Leberzirrhose) odele vinéektionen (z.B.
Adenovirus, HIV) (98, 99, 136-145). Die Auflosung funktioneller Tight Junctionk8iren fuhrt
dabei zur Offnung parazellularer Raume mit dem Ausgleich vaffgBidienten zwischen
unterschiedlichen Kompartimenten oder ermoglicht bei Infektionskeitdn das Eindringen
pathogener Keime oder Toxine in das interstitielle Gewebe (87).

Der Verlust der Tight Junction Barrierefunktion in Zellen epi- und draistien Ursprungs wird
auch mit der Entstehung von malignen Tumoren sowie der Metastasiariegbindung ge-
bracht (87, 146). In vitro Studien an LLC-PEKellen konnten beispielsweise zeigen, dald die
Behandlung epithelialer Zellschichten mit dem Mitogen TPA zuré&beach hoheren parazellu-
laren Diffusionsrate des Wachstumsfaktors EGF fihrt (147). Aufgrunseslieind anderer
Befunde wurde von James Mullin postuliert, dal3 der Verlust der platazn Diffusionsbarriere
und der Zellpolaritdt nach Einwirkung von Tumorpromotoren zu einer basgeginglichkeit
apikaler Wachstumsfaktoren an die normalerweise ausschliel3liclateaal gelegene Rezeptoren
fuhrt und somit die Entstehung von Tumoren durch eine gesteigerte Z&d@tdin beglunstigt
(148, 149). Tatsachlich konnte der Verlust normaler Tight Junction Strulgaveie eine veran-
derte Expression Tight Junction assoziierter Molektile in verschiedera@ignen Tumoren
nachgewiesen werden. Bereits vor Uber 20 Jahren wurden iRpgeraentellen Studien an
Hunden und Mausen verédnderte Tight Junction Strukturen in induzierten Blasen
Brusttumoren festgestellt (150, 151). Mit Hilfe der Gefrierbruelehinik gelang es desweiteren,
differenzierte von stark dedifferenzierten humanen Darm-, Thyramd hepatozellularen
Tumoren anhand ihrer Tight Junction Strukturen zu unterscheiden. Wahrend hoehzidige
Tumore kontinuierliche und in mehreren Reihen angeordnete Tight JundteomgsSrukturen
aufwiesen, wurden in dedifferenzierten und infiltrierenden Karzimoiediglich Anséatze von

Tight Junction Strdngen mit diskontinuierlichen Linienstrukturen iderditi (152-154).
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Schlie3lich konnte der Funktionsverlust von Tight Junctions in humanen Colonkarainome
eindrucksvoll von Soler et al. demonstriert werden, indem sie einer&@eneklektronendichter
Markermolekule in die interzellularen Raume von Karzinomzellen desn&s beobachteten
(155).

Auch eine veranderte Expression Tight Junction assoziiertegif@okorreliert mit der in-vivo
Progression maligner Tumore. So wurde in immunhistochemischen rstgie hohes
Expressionsniveau von ZO-1 in normalem Brustdriisenepithel gefunden, wéhrendabér %
untersuchten Brusttumorgewebe reduzierte ZO-1 Mengen zeigtenh NB@r genauen
histologischen Untersuchung konnte festgestellt werden, dal3 in 420¢atlldifferenzierten, 83
% aller maRig differenzierten und 93 % aller wenig differetere duktalen Karzinome eine
Reduktion der ZO-1 Expression vorlag (156). Ein &hnlicher Befund wurde bergieith von
Normalgewebe mit Tumoren des Verdauungstraktes erhalten. In gtered#ierten
Adenokarzinomzellen konnten ZO-1 und Occludin ebenso wie in normalen ZAgpithelzellen
entlang eines definierten Bereich an apikalen Zell-Zellkontaktaochgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu wurde eine reduzierte Expression beider Protelngnorzellen von wenig
differenzierten Adenokarzinomen gefunden, wobei eine signifikante ldbo des Differenzie-
rungsgrades der Tumorzellen und der Expression von ZO-1 und Occludialitesstsiar (157).
SchlieB3lich konnte ein Zusammenhang zwischen dem Expressionsvedu8Oek homologen
Protein dlg discs large) und der Tumorbildung in Imaginalscheiben bei Drosophila gefunden
werden (158).

Neuere Analysen der mRNA oder Proteinexpression verschiedelaedi@ in humanen
Tumorzellinien sowie soliden Tumoren im Vergleich zu normalen Zellassen ein
uneinheitliches Muster der Regulation in der Tumorgenese erkeSnekonnte eine Reduktion
der Expression von Claudin-1 in verschiedenen Brusttumorzellinien (159, 160))atahin7 in
Brust- und Kopftumoren (161, 162) und von Claudin-23 in Magenkarzinomen (163pstesitg
werden, wahrend eine signifikant erhohte Expression von Claudin-1 in Colmudkaen (164)
sowie von Claudin-3 und -4 in Prostata- und Ovarialkarzinomen detektiete (165, 166).
Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte jeweils eine unphysib&gigoplasma-
tische zellulare Verteilung von Claudin-1, -3 und -4 in Uberexprimierenlenorgeweben
nachgewiesen werden. Obwohl die Bedeutung der Uberexpression von CGlaindifiemoren
noch vollig unklar ist, wird ein dominant negativer Effekt auf die Bilddungktioneller Tight
Junctions diskutiert. Somit hatte sowohl die reduzierte als auchedmehrte Expression von
Claudinen einen Verlust der Tight Junction Barrierefunktion zur Fd@gese Hypothese wird

durch den Befund gestiitzt, da? die Uberexpression von Claudin-2 in MDCHK Zell@iner
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Erhéhung der parazellularen Fluxrate fuhrt (91). Gleichzeitig wurde Rangel et al.
nachgewiesen, dafd Claudin-3 und -4 positive Ovarialkarzinomzelliniea &keiktionellen Tight
Junctions aufweisen (165).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der physiologischedeB®ing und Regulation des
humanen Claudin-1 in der Brusttumorgenese. Die Gensequenz von humanem-Clhaudde
mit Hilfe der Differential Display Technik durch VergleicerdmRNA Expression exponentiell
wachsender normal diploider Brustepithelzellen und seneszentereftiisizellen gefunden,
weshalb Claudin-1 vor der Beschreibung der Claudin-Familie 2#P3HSenescence-associated
epithelial membrane protein) bezeichnet wurde (159). Hierbei wurdegeawsen, dal? die
Claudin-1 mRNA in seneszenten im Vergleich zu proliferienden tBpithelzellen deutlich
Uberexprimiert war. Nach Klonierung der differentiell exprimierten 320 dgABande wurde in
Northern Blot Analysen desweiteren gezeigt, daf3 das Transkripten Reihe dedifferenzierter
humaner Brusttumorzellen nicht mehr nachzuweisen war. Expressiorssamalyf multiplen
Northern Blots ergaben zudem eine ausschlief3lich epitheliale Gewebeltkalisvobei Claudin-
1 mRNA in absteigender Intensitat in Leber, Prostata, PankreasieQv&aloden, Plazenta,
Thymus und Lunge detektierbar war. Durch Screening einer cBB@bank seneszenter
menschlicher Brustzellen konnte die komplette kodierende Sequenz von hur@éensim-1
ermittelt werden. Der offene Leserahmen der Gensequengt ewee Grolie von 633 bp auf und
kodiert fur ein aus 211 Aminosauren aufgebautes Protein, das einen8sguelogie von 91 %
zum murinen Claudin-1 Protein besitzt. Wie bei allen Claudinen hargsitte bei Claudin-1 um
ein integrales Membranprotein mit 4-Transmembrandoménen und j@\exisazellularen (1, 3)
bzw. 2 intrazellularen Domanen (2, 4). Neben einer putativen Aspara@iykdsilierungs-stelle
an Position 72 in der Doméane 1 weist die Proteinsequenz in dereilhifaren Domane 4 ein C-
terminales PDZ-Bindemotiv (DYV), eine prolinreiche Region sowiee® Tyrosin-Rest an
Position 192 als potentielle Phosphorylierungsstelle auf. Um mogfiehetische Ursachen fir
den Expressionsverlust von Claudin-1 in Brusttumorzellen zu identdiziewwurden die
Promotorregion sowie die Intron- und Exon-Bereiche des Claudin-1 Genskigsiert und
hinsichtlich mutagener Veranderungen in 96 Patientinnen mit spontanesttuBroren, 93
Patientinnen mit Brusttumoren und familidrer Pradisposition sowiglirBrusttumorzellinien
untersucht (167). Sowohl in den vier kodierenden Exons, den drei Introns und dem. 8" bz
untranslatierten Regionen (UTR) des Claudin-1 Gens konnten keine dvetatidentifiziert
werden, die einen Verlust der Claudin-1 Expression erklaren wirdenFé&rdsn genetischer
Veranderungen spricht demnach fur eine Beteilung epigenetisaktorén am Verlust der

Claudin-1 Expression in der Brusttumorgenese. Eine Untersuchung laedinEl Promotor-
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bereiches ergab eine Vielzahl theoretischer Bindestellen fansKriptionsfaktoren, unter
anderem fur den ubiquitaren Transkriptionsfaktor SP-1, die mit 89 §aeS8zhomologie die
einzige hochkonservierte Transkriptionsfaktorbindestelle zwischen denemuund humanen
Claudin-1 Promotorsequenz darstellt. Sowohl im murinen als auch im harBatérR Bereich
des Claudin-1 Gens konnte ein kurzer GC-reicher Sequenzabschnitt (s4500ivon ATG)
identifiziert werden. Diese GC-reiche Region erflllt digtétren einer putativen CpG Insel
kénnte und an der transkriptionellen Kontrolle der Claudin-1 Expression usttBmorzellen

beteiligt sein.

2.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war es einerseits, die zeliplogische Bedeutung von Claudin-1 in
der Tumorgenese zu analysieren und andererseits mogliche epden®&msgulationsmechanis-
men zu identifizieren, die am Expressionsverlust von Claudin-1 in Brusttumarbeliligt sind.
Dazu sollte der Expressionsstatus von Claudin-1 sowie anderer releVagitt Junction Proteine
in Korrelation zur Tight Junction Diffusionsbarriere in einer Reileeschieden differenzierter
Brusttumorzellinien dargestellt werden. Um die zellphysiologisételevanz des Claudin-1
Expressionsverlust zu charakterisieren, sollte der Effekt trerdd-1 Reexpression in endogen
Claudin-1 negativen Brusttumorzellen analysiert werden. Nebernrduoteung der Struktur und
Funktion von Tight Junctions nach Claudin-1 Reexpression sollte der Eiafli&ellwachstum,
Proliferation und Zelltod von Brusttumorzellen in 2D und 3D Zellkulturen sowivivo im
Maus-Xenograft charakterisiert werden. Um Hinweise auf deguRtionsmechanismen der
Claudin-1 Expression in Brusttumorzellen zu erhalten, sollten aktisel@r oder inhibitorische
Substanzen moglicherweise beteiligter Signalkaskaden zur Anwekdumgen. So sollte die in
der Literatur beschriebene Relevanz des Ras-Signaltransduktiensmwdgnuklearer Retinoid-
Rezeptoren sowie die Rolle der Chromatinstruktur und der Promotorreating fur die
Regulation der Claudin-1 Expression und anderer Tight Junction Molekilergchiedenen

humanen Brusttumorzellmodellen Uberprift werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Gerate

Ausbettstation

BD LSR

Begasungsbrutschrank G@uto-Zero
Casy TTC Zellzahlgerat
Dampfkochtopf Multi-Gourmet
Densitometer calibrated GS-800
Diamantmesser

Einbettautomat

Eindeckautomat
Elektrophoreseapparatur

Elektrophoresekammern

ELISA Plattenlesegerat Spectra Fluor Plus

Tissue-Tek, Niederlande
Becton Dikinson, San Jose, USA
Heraeus, Hanau
Schéarfe System, Reutlingen
Braun, Kronberg
Bio-Rad Lab., Hercules, USA
Diatome, Bienne, Schweiz
Shandon, Frankfurt
Tissue-Tek, Niederlande
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tecan, Crailsheim

ELISA Plattenlesegeréat Image Spectra Rainbow  Tecan, Crailsheim

FACscan

Filmentwickler Curix HAT 330-U
Fluoreszenzmikroskop Axiophot
Gefrieratzanlage Cressington CFE 50
IKA Schuttler, MTSH

Image Spectra Rainbow
Immunfarbeautomat ,Autostainer*
Inkubator

Kleinschittler Vortex Genie 2
Knifemaker Modell 7800

Kihlbare Laborzentrifuge Hermle Z 513 K
Lichtmikroskop Axioskop

LightCycler Instrument

MagNA Pure LC

Microliter Syringe

Mikrotom

pH Meter inoLab

Becton Dikinson, San Jose, USA
Agfa, Mortsel, Belgien
Zeiss, Jena
Cressington Ltd., Watford, England
Janke & Kunkel, Staufen
Tecan, Crailsheim
DAKO, Hamburg
Heraeus, Hanau
Scientific Industries, USA
LKB, Bromma, Schweden
Hermle AG, Gosheim
Zeiss, Jena
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Leika, Bensheim
WTW, Wien
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Pyramitom Modell11800

RNA/DNA Calculator
Slow-Scan-CCD-Kamera Typ TEM1010
Sterilwerkbank

Stromversorgungseinheit PowerEase 500

Transmissionselektronenmikroskop LEO906E

TEM CM12 Philips
Tischzentrifuge Biofuge 15
Thermomixer comfort
Trimmfrase TM 60
UV-Transilluminator UVT-20M
Waage Sartorius BP 2100
Wasserbad Precitherm PFV

3.1.2 Reagenzien

ABTS Tabletten + Puffer
Ampuwa

Annexin-V Fluos

Aprotinin

Ather

BCA-200 Protein Assay Kit
Beschleuniger DMP30
Bleinitrat

Bovines Serumalbumin Fraktion V
Casyton-L6sung

ChemMate-Kit CM 5001
Collagenase D

DAPI

DAB Substrate Kit

DIG Wash and Block Buffer Set
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Ladepuffer

E-Gel Agarose 2 %

Epon 812

LKB, Bromma, Schweden
Pharmacia Biotech, Erlangen
Tietz TVIPS GmbH, Gauting
BDK, Reutlingen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Leo, Oberkochen
Fei Co., Eindhoven, Niederlande
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Reichert-Jung, Wien, Osterreich
Herolab, Wiesloch
Sartorius AG, Goéttingen

Clinicon International

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Pierce, Bonn

Fluka, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Schéarfe-System, Reutlingen

DAKO, Hamburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fluka, Taufkirchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Fluka, Taufkirchen
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Epon Harter DDSA

Epon Harter MNA

Ethanol (z.A.)

Ethanol (vergallt)

FITC-markierte Dextran 3 kD, 40 kD
Fluorescein

Fotales Kalberserum (FKS)
Formaldehyd-Lsg., 3,8 % gepuffert
Formvar 1595 E (Polyvinylformal)
Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin

H20,, 30 % (Perhydrol)
Hamatoxylin

Histomount

HPMA

Hyaluronidase

In Situ Cell Death Detection Kit
Kaliumhexacyanoferrat (l11)
L-Glutamin (200 mM)
Lumi-Light”"“® Western Blotting Kit
MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit |
Maleinsaure

Methanol

Multimark Multi-Coloured Standard
Natrium Deoxycholat

Natrium Dodecylsulfat (SDS)
NaOH

Natriumorthovanadat

Natriumzitrat

NaCl-Losung, 0,9 %

NaCl

Nonidet P40

NuPAGE Antioxidant

Fluka, Taufkirchen
Fluka, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Molecular Probes, Eugene, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Shandon, Frankfurt
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fluka, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck, Darmstadt
JT Barker & Sons Ltd.,UK
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Delta Pharma, Pfullingen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Taufkirchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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NuPAGE LDS Probenpuffer

NuPAGE MES/MOPS SDS Laufpuffer

NuPAGE Sample Reducing Agent
NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gele
Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd

PBS, 10 x

Penicillin-Streptomycin 500 x
Pferdeserum (normal)

PMSF

Poly-HEMA

Propidium lodid

Qiaquick PCR Purification Kit
RiboGreen RNA Quantification Kit
Rhodamin-Phalloidin

RIPA Puffer Set

RNA Amplification Kit SYBR Green |
RNase-free DNase Set

RNase Zap

RNeasy Mini Kit (250)

RPMI 1640 (mit NaHC®)

Sucrose

Trichloressigsaure (TCA)

Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Trypan-Blau
Trypsin-EDTA-LGsung

Tween 20

Uranylacetat

Unmasking solution pH 10.1 (10 x)

Vectastain ABC (Elite)-Avidin-Biotin Komplex

Xylol

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Vector, Burlingame, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Polysciences, Eppelheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Molecular Probes, Eugene

Molecular Probes, Eugene, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Qiagen, Hilden

Ambiorjuntingdon

Qiagen, Hilden

PAA Laboratories, Innsbruck

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Merck, Darmstadt

Biogenex, Hamburg

Vector, BurlingameSHQ
Merck, Darmstadt
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3.1.3 Standardpuffer

PBS (pH 7.4)

TBST (pH 7.4)

RIPA complete

Mounting Medium (pH 7.4)

Semi Dry Transfer Puffer(pH 8.3)

DNA-Farbepuffer (pH 7.4)

Hamalaun nach Mayer

MNP O, X 7 HO
KHP Oy
NaCl
KCI

Tris-HCI
NaCl
Tween 20

Tris-HCI
NacCl

Nonidet P40
Natrium Deoxycholat
SDS

4.3 mM
1.4 mM
137 mM
2.7 mM

10 mM
150 mM
0.05 %

50 mM

150 mM
1%
0.5%
0.1%

1 Protease-Inhibitor Tablette
pro 10 ml RIPA-Pufferldsung

Glycerol

0
PBS 10 x

Tris

Glycin
SDS
Methanol

H.O

Tris

NaCl
Cagl

MgCl,
BSA

Nonidet P40
RNase

+ Propidium lodid (PI)
oder Hoechst 33258

Zitronensaure
Hamatoxylin
Nal
KA)SAL2 HO
Chloralhydrat
ad 1000 ml Aqua dest.

65 %
25 %
10 %

11.64 g
5.86 ¢
0.8¢
400 ml
ad 2 |

100 mM
154 mM
1 mM

0.5 mM
0.2%
0.1%
10 U/ml

10 pg/mi
5 pg/ml

1g
1g
0.2¢
509
509
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Eosin-Losung (1 %)

Bleizitrat nach Reynolds

Zinklésung

3.1.4 Antikorper

Alexa 488 konjugiertes Ziege anti Maus IgG

Biotin konjugiertes Pferd anti Maus 1gG

Biotin konjugiertes Kaninchen anti Ratte IgG

CY3 konjugiertes Ziege anti Maus IgG
FITC konjugiertes Ziege anti Maus IgG
FITC konjugiertes Maus anti ZO-1 1gG
Kaninchen anti Claudin-2 1gG
Kaninchen anti Claudin-3 1gG
Kaninchen anti acetyliertes Histon H4 1gG
Maus anti human Claudin-1 IgG

Maus anti ZO-1 IgG

Maus anti Claudin-4 IgG

Maus anti Occludin IgG

Maus anti 3-Aktin 1gG

POD konjugiertes Ziege anti Kaninchen
Ratte anti Maus CD34 IgG

500¢

Eosin 10g
Eisessig

ad 1000 ml Aqua dest.

Pb(§y© 0.66 g
Ng(CsHs07) x 2H,0 0.88¢
ad 25 ml Aqua dest.
Calciumacetat 0.56 g

Zinkchlorid
Zinkacetat 500
Tris-HCI 15.8

ad 1000 ml Aqua dest.

Molecular Probes, Eugene, USA
Vector, Burlingame, USA
Vector, Burlingame, USA
Dianova, Hamburg

Zymed, San Francisco, USA
Zymed, San Francisco, USA
Zymed, San Francisco, USA
Zymed, San Francisco, USA

Upstate Biotechnology, UK
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Zymed, San Francisco, USA
Zymed, San Francisco, USA
Zymed, San Francisco, USA
Abcam, Cambridge, UK

Bio-Rad Laboratories, Held@as
Hycult Biotechnology, Niederlande

1.5 ml
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3.1.5 Oligonukleotide

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried/Muncheggdtelit.
Claudin-1 FW 5- CCC AGT GGA GGATTT ACT CCT ATG -3
Claudin-1REV 5- AAG AAA TAT CGC GCC CCC AAT G -3
Claudin-3 FW 5- AGG ACT ACG TCT AAG GGA CAG AC-3
Claudin-3 REV 5- ACA GTC CAT GCA GGT TGG-3

Claudin-4 FW 5-CAC TCT GCG AAC GTT AAG TC -3

Claudin-4 REV 5-GTA CAC CTT GCA CTG CAT CT-3’

Occludin FW 5-CTT CCT ATA AAT CCA CGC CG -3

Occludin REV 5-GGC CAG TGT CAA AATTCC TC -3

ZO-1 FW 5- CCG AGG AAATGA TGA GGC AG-3

Z0-1 REV 5-GAT TAT CAA AAG GTG GCC GAG -3

GAPDH FW 5-TTG GTATCG TGG AAG GAC TCA -3

GAPDH REV 5-TGT CAT CAT ATT TGG CAG GTT -3

3.1.6 Niedermolekulare Wirksubstanzen

PD 98059 MEK-1 Inhibitor Calbiochem, Luzern, Schweiz
Cl-994 HDAC-Inhibitor Roche Diagnostics GmbH
SAHA HDAC-Inhibitor “ “ “
MS-275 HDAC-Inhibitor “ “ “

Trichostatin (TSA)
Retinoid 1 (t-RA)
Retinoid 2 (3 -cis RA)
Retinoid 3 (Arotinoid)
Retinoid 4 (9-cis RA)
Retinoid 5

Retinoid 6

Retinoid 7

Retinoid 8

Retinoid 9

Retinoid 10 (Targretin)
Retinoid 11

HDAC-Inhibitor “ u “
RAR-Panagonist u u u
RAR-Panagonist « « u
RAR-Panagonist « u «
RAR/RXR-Panagonist “ “ «
RAR-alpha Agonist “ u u

RAR-alpha-Antagonist “ “ «

RAR-beta Agonist « u u

RAR-gamma Agonist “ u g

RAR-gamma-Agonist “ u z
RXR-alpha/gamma Agonist “ g “

RXR- alpha/gamma Antagonist “ “ “
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3.1.7 Zellinien
Zellmodelle Beschreibung Herkunft
HMEC Normales Brustepithel Clonetics
MCF-7 Adenocarcinom (Brust) ATCC HTB 22
MCF-7 ADR Adenocarcinom (Brust) Balcer-Kubiczek et al. (168)
MDA-MB-231 Adenocarcinom (Brust) ATCC HTB 26
MDA-MB-231 BAG Adenocarcinom (Brust) Holst-Hansen et al. (169)
MDA-MB-361 Adenocarcinom (Brust) ATCC HTB 27
MDA-MB-435 Ductales Adenocarcinom (Brust) ATCC HTB
SK-BR-3 Adenocarcinom (Brust) ATCC HTB 30
T47-D Ductales Adenocarcinom (Brust) ATCC HTB133

3.1.8 Zellkulturbedarf

Biocoat Culture Slides, Collagen |
Cell Culture Cluster (6, 24, 96 Well)
Cell Culture Insert 0.4 um Porengréi3e
Cell Scraper

Cryo 1°C Einfriercontainer
Einfrierréhrchen, 1.8 ml

MEBM Medium

MEGM BulletKit

RPMI 1640 (mit NaHCG)
Transwell-Clear 0,4 um Porengrol3e
Zellkulturflaschen, T25, T75, T175

3.1.9 Materialien

Criterion Size Blotting Papier
DAKO Pen

Eindeckglaser 24 x 60 mm
Einmalspritzen (1ml)
Goldtrager

Glasstreifen

Kupfer-Grids 200 mesh

BD Falcon,Heidelberg

Corning Inc. Costar, Wiesbaden
BD Falcon, Heidelberg

Corning Inc. Costar, Wiesbaden

Nalgene, NY, USA

Nalgene, NY, USA
Clonetics, San Diego, USA
Clonetics, San Diego, USA

PAA Laboratories GmbH, Innsbruck

Corning Inc. Costar, Wiesbaden
BD Falcon, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
DAKO Hamburg
Diagondiinster
Braun, Kronberg
Bal-Tec, Witten/Ruhr
Labtec, Langenfeld
Polysciencéppelheim
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Kupfertragernetzchen Typ G600HH
LightCycler Kapillaren

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film
Nagellack

Parafiim M

Pipetten und Pipettenspitzen

PVDF WesternBlotting Membran

Plano GmbH, Wetzlar

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mamnhe

Astor, Zug, Schweiz

American Nat. Can, Greenwich, USA
Eppendorf, Hamburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Qiashredder
Safe Seal Tips Premium 2.5 —-1000 pl
Tissue-Tek Kapseln

Qiagen, Hilden
Biozym, Hess Oldendorf
Tissue-Tek, Niederlande

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische und proteinchemische Methoden
3.2.1.1 RNA-Isolierung

3.2.1.1.1 Gewinnung von Gesamt-RNA

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA wurde das Qiagen Rneasy Kit verwendgedaimte RNA-

Aufreinigung wurde nach den Empfehlungen des Herstellers bei Bayratatur durchgefihrt.
Alternativ wurden hierzu 1xfObis 1x1§ Zellen mit 350 pl RLT-Puffer direkt in der
Zellkulturschale oder nach Trypsinierung und Zentrifugation (1500 rpm,nd lysiert. Das

gewonnene Zellysat wurde mit Qiashredder-Saulen durch Zentidoggt3000 rpm, 2 min)
homogenisiert und das Eluat mit 350 pl 70 %igem Ethanol vesetzthlfetsend wurde der
komplette Ansatz in eine RNA Extraktionsséaule pipettiert und nicht gebundetam@esle durch

Zentrifugation (13000 rpm, 2 min) entfernt. Nachdem die an das Saulemingibundene
Gesamt-RNA 1x mit RW1 Waschpuffer (13000 rpm, 2 min) gereinigdejuwurden auf der
Saule verbliebene Reste genomischer DNA durch Inkubation mitéddNG@GO min, RT) verdaut
und in einem weiteren Waschschritt mit 300 pl RW1 Puffer eritfdDanach wurde das
Saulenmaterial 2x mit 300 pl bzw. 500 pl RPE Puffer gewascher0@@tm, 2 min) und
schlief3lich die gereinigte RNA in 30 pl RNase freiep®Hluiert.
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3.2.1.1.2 Gewinnung von mRNA

Die Isolierung von mRNA erfolgte mit dem MagNA Pure LC Pigegtutomat unter Verwendung
des MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit | (Roche). Hierzu wurden £x191x16 Zellen in 300

ul Lysepuffer des MagNA Pure mRNA Isolation Kit aufgenommen Zeiéysate in die vorgese-
henen Probengefal3e pipettiert und das Gerat mit den notigen Reagerdiduffanggefalen
besttickt. Nach dem Start des Reinigungsprogramms wurde die mRNAtaatlatisch aus den
Zellysaten isoliert. Das Prinzip der mRNA Fraktionierung beruhtedaof der reversiblen
Wechselwirkung von Biotin marktierten Oligo (dT) Sonden mit deR@y-A Enden von mRNA

Molekilen sowie Bindung dieser Komplexe an Streptavidin-beschichtagmetische Partikel.
Mit Hilfe eines Magneten wird die an die Partikel gebundenedNARnh einer Pipettenspitze
festgehalten und dabei von anderen zellularen Bestandteilen abgeMewcht.Waschen der
gebundenen Partikel wird die mRNA durch Temperaturerh6hung eluiert sizdroverwendung

bei —80 °C in Elutionspuffer aufbewabhrt.
3.2.1.2 RNA-Quantifizierung

Die Bestimmung von RNA Konzentrationen erfolgte alternativ memi Spektralphotometer
oder unter Verwendung deRiboGreen RNA Quantification Kit. Bei der photometrischen
Messung wurde nach Abgleichen der Nullwerte das AbsorptionsmaximuriNwkiginsauren
(bei 260 nm) bestimmt und die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration nach folgamnalelr
durchgefuhrt: C[mg/ml] = (B¢Es2q) X f X ¢ (C= Konzentration der gemessenen Probe; E =
Extinktion; Beo= Absorptionsmaximum vORNA; Ezzo= Nullwert; f = Verdinnungsfaktor; ¢ =
Konzentration Standard/Extinktion Standard, fur RNA ¢ = 0.04 mg/ml)ci&eitig wurde die
Absorption des Proteinanteils in der Probe gemessgg Absorptionsmaximum von Proteinen
bei 280 nm) und der Quotientdd Ezgo als Mal} fiir die Reinheit der RNA bestimmt (Sollwert: 2.0
+/- 0.2).

Die Quantifizierung von mRNA mit dem RiboGreen RNA Quanttfma Kit basiert auf dem
Prinzip der spezifischen Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs Ribn@reBNA. Zur Bestimmung
einer Eichgerade wurde parallel zu den Proben ribosomale RNA irséhieenen Konzentra-
tionen (2.5 bis 250 ng/ul) in eine 96-well Plate pipettiert und anfehiek jeweils 75 nM
RiboGreen zugefugt. Die Zunahme der Fluoreszenz wurde am SPHDIRARIus Fluoreszenz-
reader (Tecan) vermessen sowie die RNA Konzentrationen der Rrobeétilfe der Gleichung

fur die Standard-Regressionsgerade bestimmt.
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3.2.1.3 Semiquantitative RT-PCR

Die relative Expression von Claudin-1, -3, -4, Occludin, ZO-1 und GAPDH MmRdirde mit
genspezifischen Primern (siehe 2.1.5) durch reverse Transkrip@Reund Verwendung des
LightCycler Gerats (Roche) bestimmt. Fir die RT-PCR Reaktiamg&rden pro Ansatz gleiche
Mengen Gesamt-RNA (100-500 ng) oder mRNA (10-50 ng) mit den KomponentenNdes R
Amplification Kit SYBR Green | (Roche) in eine Glaskapillarpipettiert. Fir jede Reaktion
wurden 0,4 ul Enzymmix (enthalt reverve Transkriptase und DNA Robse), 4 pul
Reaktionsmix (enthalt NTPs und SYBR Green I), 9.2 pl RNasesfidasser, 3 pl Resolution
Solution (reduziert Ausbildung von RNA-Sekundarstrukturen), 2.4 pl M@€luM), 2 ul
Primermix (je 10 pM) und 2 pl RNA-Probe (enthélt ca. 10-50 ng mRi¥#. 100-500 ng
Gesamt-RNA) eingesetzt. Nach Zentrifugation (3000 rpm, 5 waojen die Glaskapillaren in
den Rotor des LightCycler Gerat eingesetzt und das Mel3programm gestartet

Das Programm bestand aus einem RT Schritt (Synthese gersgpezifcDNA; 10 min, 50 °C)
und einem PCR Schritt (DNA-Amplifikation mit 40 PCR-Zyklen: 1. Demarung 95 °C, 2.
Primer-Annealing 54 bzw. 58 °C, 3. Elongation 72 °C). Die optimierten Amggamperaturen
betrugen 58 °C fir Claudin-1,-3,-4 und GAPDH Detektion bzw. 54 °C fur den N#&shwn
Occludin und ZO-1. Die Menge des synthetisierten PCR-Produkts wacke jedem PCR-
Zyklus durch Messung der Fluoreszenzintensitat (Einbau von SYB&nhGra doppelstrangige
DNA) bei einer Temperatur von 84 °C bestimmt und so der RT-PCR Verlauf aufyezieiReal-
time PCR). Der Abschluf3 des Programms bildete eine Schmelzpahiga des Reaktionspro-
dukts durch kontinuierliche Fluoreszenzmessung bei Temperaturerhohung von 40 °C auf 99 °C.
Aus den aufgezeichneten PCR-Kurven wurde mit Hilfe eines Amgmgsprogramms der relative
Unterschied der mRNA Expression in verschiedenen Proben ermitbkei urde fur jede PCR-
Kurve ein Schwellenwert bestimmt, der den Beginn der exponentieiase der PCR-Reaktion
festlegt. Die Zyklenzahl, bei der die PCR-Kurve in die expondatiehase tUbergeht (Crossing
Point = cp) gibt Auskunft Uber den relativen Expressionsunterschiedital in den Proben
vorhandenen spezifischen mRNA Molekile. Die Berechnung der Expressiasive %

erfolgte nach folgender Formel: relative Expression = 160¢2a
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3.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um die Spezifitat von PCR-Produkten zu Uberplfen, wurde die Grol3e amepd@i DNA-
Fragmente unter Verwendung eines DNA-GrolRenmarkers (DNA&rLBbche XIV) auf 1%igen
Agarosegelen bestimmt. Zur Herstellung der Gele wurden 100 ml ExPidfer mit 1 g Agarose
aufgekocht und mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt. Nach Abkuhlen der Losung§5aGf wurde
diese in ein abgeklebtes Geltablett mit Gelkamm gegossen uhdcEnstarren des Gels in einen
mit Laufpuffer gefillten Geltank eingelegt. Pro Geltaschedemr23 pl Probe geladen (10 ul
PCR-Produkt, 10 pl # und 3 pl Ladepuffer) und die PCR Produkte in einer
Elektrophoresekammer bei 100 mV fur 30 min dargestellt.

3.2.1.5 Aufreinigung der PCR-Produkte und Sequenzierung

Um die Produktspezifitdt amplifizierter Sequenzen zweifelsicherzustellen, wurden die PCR-
Produkte nach Anleitung des Qiaquick PCR Purification Kit Protocaemeinigt und von der
Firma Medigenomix (Martinsried, Minchen) sequenziert. Um dazu @R-Pragmente von
Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen zu befreien, wurdenPIERiProdukt mit 75 ul
PB-Puffer versetzt, in ein Qiaquick Saulchen pipettiert und zegteit (13000 rpm, 1 min).
AnschlieRend wurde die gebundene DNA 1x mit 75 pl PE-Puffer gewasaheéndurch
Zentrifugation in 30 ul EB-Puffer eluiert (beide Puffer sind Kompbae des Qiaquick PCR
Purification Kit). Fur die Sequenzierung wurden jeweils diecbkem fir die PCR eingesetzten

Primer verwendet.
3.2.1.6 Gewinnung zellularer Proteinextrakte

Fir die Herstellung von Zellysaten zum Proteinnachweis wurBé Riuffer verwendet. 5x £0
bis 5x 1§ Zellen wurden nach einmaligem Waschen mit 1x PBS von der Qtiexfider Zell-
kulturflasche abgekratzt und abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min). Déyelet wurde in 100-300
pl RIPA Puffer aufgenommen, mehrmals resuspendiert und anschlief®eden nicht solubi-
lisierte Zellbestandteile durch Zentrifugation (13000 rpm, 10 min,) 4t@etrennt. Der protein-
haltige Uberstand wurde in EppendorfgefaRe aliquotiert, in flissigeschockgefroren und bis

zur Verwendung bei -80°C aufbewabhrt.
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3.2.1.7 Proteinquantifizierung von Zellextrakten

Zur Quantifizierung von proteinhaltigen Zellextrakten wurde deAB&otein Assay Kit von
Pierce eingesetzt. Dieser Test basiert auf der kolotisubhan Detektion von Proteinen in
alkalischer Losung durch Reduktion von®tau Cu* im Komplex mit Proteinen (Tetradenat-
Cu'*-Komplex) und der Bildung eines violettten Farbkomplexes voh @it Bicinchroninin-
saure (BCA). Dazu wurden die Lysate 1:10 mit RIPA Puffer verdiindtparallel zu den Proben
BSA in einer Konzentrationsreihe von 0.1 mg/ml bis 1.5 mg/ml in ein@/8 Platte eingesetzt.
Reagenz A und B wurden im Verhaltnis 50:1 gemischt, jeweils 2M2igdhung zu 100 pl
Proteinlosung pipettiert und 15 min auf einem Schattler bei 37°C inkubertFarbumschlag
wurde mit dem ELISA Plattenlesegerat Image Spectra Rainbeea(l] bei einer Wellenlange

von 542 nm detektiert.
3.2.1.8 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen und Western-Blot Aalyse

Fur die elektrophoretische Auftrennung von zellularem Gesamtproteidewdas SDS-PAGE
System der Firma Novex verwendet. Dabei kamen 4-12 %ige NuPBiGHTris Gele mit
zugehorigem MES SDS Laufpuffersystem zum Einsatz. Die Rextegakte wurden in einer 1:4
Verdinnung in NUPAGE LDS Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 72°C dematurie
Anschliel3end wurden bis zu 50 pg Gesamtprotein pro Geltasche aGetlgeladen und die
Proteine bei einer konstanten Spannung von 200 V nach ihrer GroRereaufge Zur
Abschéatzung des Molekulargewichts analysierter Proteine wueseil$ zusétzlich in eine Spur
des Gels 10 pl eines Grol3enstandards geladen (Multi-Marker; Invitrogen).

Nach elektrophoretischer Trennung wurden die Proteine mit Hilfe Sei Dry Blot Apparatur
(Biorad) auf PVDF oder Nitrozellulose Membranen transferi®ézu wurden vier Lagen
Whatman-Papier, das Gel und die Membran (PVDF Membranen wurden karzein 100 %
Methanol benetzt) in Semi Dry Transfer Puffer inkubiert und aresddhd der Western Blot
Sandwich (2 Lagen Whatman-Papier, die Membran, das Gel und 2 Lagen \Wirspiar)
zwischen Kathode (gelseitig) und Anode (membranseitig) der WieBtet Apparatur geklemmt.
Fur den Proteintransfer wurde 1 h lang eine konstante Stromstérke vorAGangelegt.
AnschlieBend erfolgte die Detektion spezifischer Proteine mie ldiés Lumi-Light-"> Western
Blotting Kit (Roche). Dazu wurde die Membran 1 h lang in Blockien@s(5 g Blockierreagenz
des genannten Kit in 100 ml TBST) geschwenkt und tUber Nacht beiid A@Gt Antikdrper
supplementierter Blockierlésung inkubiert (Endkonzentration primare Antikdrg#d pg/ml).

Die verwendeten primaren Antikdrper gegen Claudin-1, -2, -3, -4, Occludin @Al Wurden
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dementsprechend in einer 1:1000 Verdinnung sowie Antikdrper gegen atestyiston H4 und
3-Actin in einer 1:400 bzw. 1:5000 Verdiunnung eingesetzt. Bevor die Membrariackier-
[6sung mit 1:1000 verdinnten HRP-konjugierten sekundaren Anti-Maus bzw. Amhdkan
IgGs inkubiert wurde, wurde diese fur 4x 15 min in TBST geschutteltlGnohin in Blockier-
I6sung inkubiert. Nach vier weiteren Waschschritten mit TBST wdrdeMembran 5 Sekunden
in 10 ml Lumi-Light Substrat geschwenkt, anschlieBend in eine sikkgfolie gepackt und das
bei der Substratumsetzung auf der Membran emittierte Lichginmgtn Lumineszenz-Detektions-

film in der Dunkelkammer nachgewiesen.
3.2.1.9 ELISA-Nachweis Histon H4 Acetylierung

Anderungen des Acetylierungsstatus von Histon H4 nach BehandlungDWE Inhibitoren
wurden in einem ELISA-Test gemessen. Dazu wurden 5000 Zellen/Weithén96-Well Platte
ausgesat und nach Anheftung zwischen 6 und 48 h mit HDAC Inhibitoren inkumedhlie-
Bend wurden die Zellen mit 200 pl PBS/Well gewaschen und fur 1 je 00 ul Ethanol (100
%) pro Well bei =20 °C fixiert. Nach 2 Waschschritten mit je Q0®ell Low Salt und High
Salt Natriumphosphatpuffer (je pH 7.4 und 10 mM Natriumphosphat, High 1S&itmM bzw.
Low Salt: 500 mM NacCl) wurden unspezifische Bindungsstellen mitpd®ell Blockierungs-
und Permeabilisierungspuffer unter Schutteln (1x GSDB (,Goat SBiluting Buffer”): Ziegen-
serum, 5 % Triton X-100, 120 mM Natriumphosphatpuffer, 2 M NaCl, pH @r43@ min abge-
sattigt. Dann wurden die Zellen mit primdrem Kaninchen Anti-dieetys Histon H4 Antikorper
(Verdiinnung 1:200 in 1x GSDB; 50 pl/Well) 1 h lang bei 37 °C geschiltt@tth zwei weiteren
Waschschritten mit je 50 pl/Well in Gegenwart von High SaltriNmphosphat-puffer wurde mit
POD konjugierter Ziege Anti-Kaninchen IgG (Verdinnung 1:2000 in 1x GSDB)-nals 1 h
bei 37 °C inkubiert. Schlie3lich wurde je 1x mit 200 pl/Well Hight &ald Low Salt Natrium-
phosphatpuffer gewaschen und zum Nachweis der POD Aktivitat 50 uIAB&IS Substrat-
[6sung (1 mg/ml) zugegeben. AbschlieR3end wurde die 96-Well Platifirin bei 37°C inku-
biert und Anderungen der Absorption 405 nm/690 nm im ELISA Reader ImagaaSRainbow

gemessen.
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3.2.2 Zellbiologische Methoden
3.2.2.1 Zellkultur

Die verwendeten Brusttumorzellinien wurden im Brutschrank bei 37 % G0-Gehalt und 95
% Luftfeuchtigkeit in mit 10 % FKS und 2 mM L-Glutamin supplementieren RPMI 16d@idvih
kultiviert. Von normalen Brustdrisenepithel abgeleitete HMEC #elleurden in MEBM-
Medium (Clonetics) gezichtet, welches mit den KomponentenVd&SM BulletKit versetzt
wurde. Dazu wurde pro 500 ™MMEBM-Medium mit je 2 ml bovines Hypophysen-extrakt (13
mg/ml), 0.5 ml hEGF (10 pg/ml), 0.5 ml Insulin (5 mg/ml), 0.5 ml Hyatisone (0.5 mg/ml)
und 0.5 ml Gentamicin/Amphotericin-B Mix (50 mg/ml bzw. 50 ng/ml) supplementiert.

Die adharent wachsenden Zellen wurden mit c&.ZElen pro crh Zellkulturflasche ausgesét
und 2x woéchentlich im Verhaltnis 1:10 gesplittet, um eine konstante subkoefldeitur zu
erhalten. Zur Passagierung und Ernte adharenter Zellkulturetewdars Kulturmedium entfernt,
der Zellrasen mit PBS gewaschen und anschlielBend mit TypsSidEDsung fir 5 min bei RT
inkubiert. Nachdem die abgelosten Zellen in der Flasche mehimdlsypsin-EDTA Ldsung
resuspendiert wurden, wurde die Reaktion durch Zusatz von serumhaltigdianMgestoppt.
1/10 Volumenanteil der Zellsuspension wurde in eine neue ZellkultcinBasingeséat oder die
Zellen wurden alternativ flr weitere Analysen pelletiert (15&®, 5 min), 1x PBS gewaschen
und bis zu ihrer Verwendung im -80 °C Gefrierschrank gelagert.

Zur Herstellung von MDA-MB 361 Spharoidkulturen wurden 5% Zellen in 24-Wellplatten
ausgesat, die zur Unterbindung der Adhé&renz mit Poly-HEMA besehietitden (171). Fir die
Oberflachenbeschichtung wurde eine 0.5 %ige Poly-HEMA Losung in Etf@méb) hergestellt
und 300 pl pro 1 cmWachstumsflache in die ZellkulturgefaRe eingebracht. Die Rlatteden
mit geschlossenem Deckel anschlieRend 2 Tage bei 37 °C getrocknebruBeénutzung mit
Zellkulturmedium gewaschen. Bei der Kultivierung von MDA-MB 361 Zelie Poly-HEMA
beschichteten Platten wurde das Zellkulturmedium jeden zweiten dliagh vorsichtiges

Absaugen des Kulturiiberstandes sowie Zugabe von frischem Medium erneuert.

3.2.2.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Fur die Langzeitlagerung eukaryotischer Zellen wurden die&ellie unter 3.2.2.1 beschrieben
geerntet, jeweils 2x £Zellen pro 1 ml Einfriermedium (10% FKS in Zellkulturmedium + 10 %
DMSO, 4 °C) aufgenommen und in Portionen zu je 1 ml in Kryoréhrchen abgefillt. Die
Kryoréhrchen wurden in einem Einfriercontainer tiber Nacht auf&8@bgekuhlt unénschlie-

Rendin einem Flussigstickstofftank bei -196 °C aufbewahrt.
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3.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl und Generationszeit eukaryotischer Zeh

Die Bestimmung der Zellkonzentration einer Einzelzellsuspensifoiger nach geeigneter
Verdinnung in Casyton-Lésung unter Verwendung des Casy TTC Zeb#ratdgUm das in vitro
Wachstum einer Zellinie zu bestimmen, wurde die Generationszeiér&ellpopulation mit
folgender Formel bestimmt: G = t/n wobei t der Zeitraumsehen zwei Messungen und n die
Generationszahl ist; Die Generationszahl n berechnet sich dabdolgi: n = log N(t) - log
No/log 2; N(t) = Zellzahl zum Zeitpunkt t,J% Zellzahl zu Beginn der Messung.

3.2.2.4 Transepithelialer elektrischer Widerstand (TER) konfluenterZellschichten

Fir Permeabilitatsstudien wurden Brusttumorzellen in ,Cell Calturserts” auf porbésen
Polycarbonatfiltern mit einem Porendurchmesser von 0.4 um und einésidasflache von 1.1
cn’ (12-Wellplatten) bis zur Ausbildung einer konfluenten Zellschicht \elti. Durch die

permeable Membran mit dem Zellmonolayer wird das Well in ereze, apikale Kammer (1 ml)
und eine untere, basolaterale Kammer (1.5 ml) getrennt. Die Bestigrdes transepithelialen
elektrischen Widerstandes (TER = Transepithelial ElectrRakistance) wurde mit einem
Millicel-ERS Voltohmmeter mit sog. Chopstick-Elektroden nacinh Bedienungsanleitung des
Herstellers in serumhaltigen Medium durchgefihrt. Vor der Mesawuinden die Elektroden nach
Desinfektion in 70 % Ethanol fir 1 h in Messpuffer (Zellkulturmedium @t % FKS)

aquilibriert. Bei der Messung wurde darauf geachtet, dal3 die &dektrmittig und senkrecht in
die Transwell-Schalen eingefuhrt wurden, da die Positionierung ldktrélen Einflu? auf den
Messwert hat. Der TER-Wert fur den Monolayer eines Trandwsdlrts berechnet sich wie folgt:
TER @Q/cn?) = (Messwert-Leerwert) / Wachtumsflache Membran, wobei ldssrwert den

Widerstand der Membran ohne Zellen darstellt.

3.2.2.5 Bestimmung der parazellularen Molekulfluxrate

Um die Funktionalitdt von Tight Junctions zu untersuchen, wurde derefialaze Flux von

Fluorescein sowie FITC-makierter Dextranmolekile tber konfluentiscBehten gemessen.
Dazu wurden die Zellen wie unter 3.2.2.4 beschrieben auf Membratzemdiis zur absoluten
Konfluenz in Zellkulturmedium kultiviert. Fir den Assay wurde Fluoees¢3 pg/ml), 3 oder 40
kDa FITC-Dextran (3-50 pg/ml) in die obere Kammer des Wapettiert und in regelméanigen
Zeitabstanden aus der unteren Kammer 100 pl Proben entnommen, \wetahe 96-Wellplatte
pipettiert und im Dunkeln bei RT gelagert wurden. Zwischen den Prolwer@mawurden die
Zellen im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die Zeitkinetik der Zunahme Fdeoreszenz-
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intensitat wurde mit dem ELISA Plattenlesegerat Spectra FRIms (Tecan) bei der
Anregungsmaximum von FITC bei 485 nm detektiert und beim MaximumEd@ssions-

intensitat von 535 nm gemessen.
3.2.3 Immunzytochemie adharenter Tumorzellen

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation von Proteinen wurden ‘5zellén in die
Farbekammer eines mit Kollagen-I beschichteten Biocoat TEkdes (BD Falcon) ausgesat und
fir mehrere Tage im Brutschrank inkubiert. Nach Erreichen einer lemtéo Zellkultur wurde
das Medium entfernt, 1x mit eiskaltem RPMI-1640 Medium gewaschen undZellen
anschlieRend fur 30 min mit 10 % Trichloressigséure (TCA) auffidisrt. Um temperatur-
abhangige Farbe-Artefakte zu vermeiden, wurden auch alle areitgchritte auf Eis und mit
eiskalten Losungen durchgefihrt. Nach Fixation der Zellen wurde 2RBStgewaschen und fur
30 min mit Permeations-/Blockierungspuffer inkubiert (PBS, 10KR&,F0,1 % Triton X-100).
Nachfolgend wurden die permeabilisierten Zellen 1x mit Wascap(@#BS, 10 % FKS, 0,05 %
Triton X-100) gewaschen und fir 60 min mit Primarantikorper inkubiert (End&ontrationen:
Maus Anti-Claudin-1: 10 pg/ml; Kaninchen Anti-Claudin-3: 1.25 pg/mluMa&nti-Claudin-4:
2.5 pg/ml; Maus Anti-Occludin: 1pg/ml; Kaninchen Anti-Acetylisrtdiston H4: 2.5 pg/ml ).
Fur die Farbung des Aktin-Zytoskeletts wurde Rhodamin-markietaBoRlin in einer Konzen-
tration von 10 pg/ml eingesetzt. Ungebundene primare Antikorpermolekiitken nachfolgend
in zwei Waschschritten mit Waschpuffer entfernt. AnschlieGenddevuiir 60 min mit
sekundarem Antikorper inkubiert (Endkonzentrationen: CY3 konjugiertes Ziagdaninchen
IgG: pg/ml 2.5 pg/ml; CY3 konjugiertes Ziege Anti-Maus I1gG: dddml). Fir eine Doppel-
farbung mit Zonula Occludens-1 (ZO-1) wurde nach 2 WaschschritteWwasichpuffer nochmals
fur 1 h mit FITC markiertem Maus Anti-ZO-1 Antikorper (5 pg/rmkubiert, bevor schlief3lich
die Zellkerne mit DAPI (2 pg/ml) angefarbt wurden. Nach zweiteren Waschschritten wurde
das Praparat mit einem Glasplattchen in Mounting Medium eingdtieekabei man das
Deckglaschen an den Randern mit Nagellack fixierte. Die Praetien bei -20 °C im Dunkeln
gelagert und innerhalb einer Woche mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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3.2.4 Tierversuche
3.2.4.1 Haltung und Fitterung der Mause

Die verwendeten weiblichen SCID-Méause (C.B.-17/lcr scid/scidyden im Alter von 6-8
Wochen vom Zichter (Ry Bomholtgard, Danemark) ca. 3 Wochen vor Vebaghs in
speziellen Transportkafigen angeliefert. Um den GesundheitsstatuMause zu beobachten,
wurden die Tiere bis ca. 1 Woche nach Ankunft in einer speziellesra@taneeinheit des
Versuchstierstalls gehalten, bevor sie weitere 16 Tage vonBelgs Versuchs zur Adapatation
im eigentlichen Tierstall verbrachten. Gemal der FELASA-Rmsatl waren alle Tiere frei von
mausepathogenen Mikroorganismen und konnten somit unter SPF-Bedingu@yappen zu je
5 Mausen pro Kéfig (Makrolon Typ Ill) gehalten werden. Als Futterde pelletiertes und
bestrahltes Nagerralleinfutter (Altromin diet 1434, Lage) und Wassdpiadiiangeboten. In den
Versuchstierrdumen herrschten standardisierte Umweltbedingungen von @1 °8D % Luft-
feuchtigkeit, wobei ein automatisiertes Programm flr eingelmgdRigen Tag/Nacht Rhythmus
von je 12 h Hell und Dunkel sorgte. Da es sich bei den durchgefuhrteaciiersum anzeige-
pflichtige Tierversuche gemaf? § 8 Abs.7 Nr.1 und 2 des deutschen Tiegedmires handelte,
mul3te vor Durchfihrung eine Genehmigung der Regierung von Oberbaysinwestden. Die
Versuche wurden unter dem Aktenzeichen AZ211-2531.2-32/98 ,humanes subkutanes Tumor

modell* gefuhrt.

3.2.4.2 Subkutane Injektion von Tumorzellen

Am Tag des Versuchsbeginns wurde den Tieren die Tumorzellen dubiktutane Injektion
appliziert. Fur diesen Eingriff wurden die M&ause in einer speamgkefertigten Plexiglaskammer
mit Narkosegas (4 % Isofluran/Tragergas Sauerstoff) behandelt ehdEnatritt des Toleranz-
stadiums entnommen und in linker Seitenlage auf den Operationstikgdt. g&&hrend der
Operation blieben die Méause Uber eine Silikonmaske weiterhin mikoskegas versorgt (1-3 %
Isofluran). Nachdem die rechte Seite der Tiere rasiert undorfiialtigem Desinfektionsmittel
(Braunol’) desinfiziert worden war, wurden 3x®1Bellen in 200 pl PBS mit einer 1 ml Spritze
und einer 26 G Nadel (0,45 x 23 mm) subkutan in die rechte Flanke injidgaih der Operation
wurden die Mause in den Kafig zuriickgelegt, wahrend der kurzen Aufwaehpleabachtet und

zum Ausgleich von Warmeverlusten aus geeigneter Entfernung mit Rotlicrzthbiest
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3.2.4.3 Messung von TumorgrofRe und Kérpergewicht

Bei den durchgefihrten Versuchen wurde sowohl die Tumorgrol3e als auch das éfiqierder

Mause 1x pro Woche bestimmt. Die Grof3e der unter der Hautcgseraden Tumore wurde
mittels eines elektronischen Messschiebers protokolliert. Dasmér des Tumors wurde nach
folgender Formel berechnet: Tumorvolumen (fm Tumorldnge (mm) x Tumorbreite (mm) x

Tumorbreite (mm)/2.

3.2.4.4 Abbruchkriterien und Versuchsende

Aufgrund der Richtlinien des Ausschusses fir Tierschutzbeauftragter iGV-SOLAS und des
Arbeitskreises 4 in der Tierarztlichen Vereinigung fur Sobwutz (TVT) “Kriterien zur
vorzeitigen To6tung von tumortragenden Mausen und Ratten im Versuctdemwdolgende
Abbruchkriterien festgelegt: a) exzessives Tumorwachstum (Tdurdrmessee 20 mm bzw.
Tumorgewicht > 4 g) und b) durch das Tumorwachstum bedingte Redukti¢fogesrgewichts
> 20 %. Nach Feststellung eines Abbruchkriteriums und am le¥aesuchstag wurden die Tiere
durch transzervikale Dislokation getotet. Anschlie3end wurde das Xdénmgoagewebe aus den
Méausen prépariert und mit einem Skalpell in mehrere Teilehgésen. Fir nachfolgende
Analysen wurden die Tumorstiicke sofort in 3.7%iger Formaldehydlésungirodénkfixans
konserviert (Histologie und Immunhistochemie, siehe 3.2.5) oder zur Gewinoanginzelzell-
suspensionen zerkleinert in 1%iger Formaldehydlosung fixiert c{BlufRzytometrie, siehe
3.2.6).

3.2.5 Histologische und immunhistochemische Analyse
3.2.5.1 Gewebefixierung und Paraffinschnitte

Fur nachfolgende histologische und immunhistochemische Untersuchungen wasde
Xenografttumorgewebe nach der Entnahme fur mindestens 24 h in gepudi@siger Form-
aldehydl6sung oder Zinklosung (siehe 3.1.3) fixiert, mit einem Skalp@t3d mm dicke Stiicke
geschnitten und in einem Gewebeeinbettautomaten (Shandon, FrankfuRaumatemperatur
dehydriert. Im letzten Programmschritt wurde das Gewebe vool XylParaffin Gberflhrt. Das
Programm beinhaltete dabei folgende Dehydrierungsschrif@ (lfhmersionszeit: 2 h), 3x 70 %
Ethanol (je 1.5 h), 2x 95 % Ethanol (je 1.5 h), 2x 100 % Ethanol (je 1.5 Kyl8x(je 1.5 h), 2x
Paraffin (2 h, 60 °C). Im Anschluss daran wurde das Tumorgewebe anAgiskettstation
(Tissue-Tek, Niederlande), die aus einem heiRen Paraffinbad, Ieiitéplatte, vorgeheizten

Pinzetten und Metallformchen besteht, in Paraffinblocke eingebéttn dem in Paraffin
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eingebetteten Gewebe wurden mit einem Schlittenmikrotom 2-4 um Sicheitte angefertigt
und auf Superfrost Plus-Objekttrager aufgezogen, welche tUber b&a@u °C getrocknet und bis

zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt wurden.

3.2.5.2 Immunhistochemischer Nachweis von Claudin-1

Fur immunhistochemische Farbungen war es notwendig, die in Pdtaffservierten Gewebe-
schnitte von Paraffin zu befreien und zu rehydrieren. Dazu wurden irae@inydlosung fixierte
Schnitte 2x 5 min in Xylol deparaffiniert und anschliel3end 2x in 100 %nBLi{8 min), je 1x in
90 %, 80 %, 70 % Ethanol (je 3 min)p® dest (1 min) und PBS (5 min) rehydriert. Fir die
nachfolgende Demaskierung der Epitope wurde ein mit Unmasking @op 10,1 (Biogenex)
befillter MultiGourmet Dampfkochtopf (Braun) auf 97 °C aufgeheizt. AlsBend wurden die
Gewebeschnitte in einer ebenfalls mit alkalischer Unmasi8otution befullten, offenen
Farbekammer in den Dampfkochtopf gegeben und solange inkubiert bi®rmigeratur in der
Farbekammer 97 °C betrug. Nach 20 min Inkubation bei 97 °C wurden dieb@&sehnitte aus
dem Dampfkochtopf genommen und bis zum Erreichen einer Temperatur von 60 °C |
Unmasking Solution belassen (ca. 10 min). Um die endogene Peroxidd&éakt blockieren
wurden die Objekttrager nun fir 5 min in 3 %igeOx Losung inkubiert und nachfolgend 2x mit
TBST gewaschen.

Fur die Antikorperfarbung wurde das Gewebe auf den Objekttragereimam speziellen Stift
(DAKO Pen) eingekreist, um bei den folgenden Schritten ein Al#he der aufgebrachten
Losungen (ca. 150 pl) zu vermeiden. Initial wurde fur 30 min mit Blogkgsserum (1x
Blockierungslosung DIG Wash and Block in PBS mit 10 % Pferdegeiokubiert, um
unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu vermeiden. Dabei stagasiteingesetzte Serum
von der Spezies, in der der sekundare Antikdrper hergestellt wurdehd®im das
Blockierungsserum vom Objekttrager abgekippt worden war, wurdepriteére Maus Anti-
Human Claudin-1 Antikorper in Blockierungsserum vorsichtig auf das eBewpipettiert
(Endkonzentration 20 ug/ml) und der Objekttrager in einer geschloss@uehtkammer Uber
Nacht bei 4 °C gelagert. Nach zwei Waschschritten von jeweitsn3mit TBST wurde das
Gewebe am nachsten Tag fur 45 min mit einem biotinylierterdBf Anti-Maus Sekundéar-
antikorper (1:100 in Blockierungsserum) inkubiert. Danach wurden zwieeredNVaschschritte
mit TBST durchgefuhrt und die Gewebeschnitte fir 30 min mit einem Avidin-Biampex ( je

2 Tropfen Reagenz A und B in 5 ml PBS) inkubiert. Im Anschluf3 daran v@xraheit TBST
gewaschen und die Farbreaktion durch Inkubation mit DAB (3,3-Diaminabenizetrahydro-
chlorid) entwickelt. Die Reaktion wurde nach Erreichen der opgm&arbintensitat (ca. 30
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Sekunden) mit Leitungswasser abgestoppt. AnschlieRend wurden diee&Sohinktamalaun nach
Mayer fir 10 Sekunden gegengeféarbt und fur die dauerhafte Lagerd@gin 85 %, 95 % und
100 % Ethanol je 1 min dehydriert und in Xylol (2x 5 min) Uberfuhrt. $6hkh wurden die

Objektrager mit einem Eindeckautomaten (Tissue-Tek, Niederlandepeigpt.

3.2.5.3 Immunhistochemischer Nachweis von CD34-positiven Gefalen

Die Gefal3versorgung des untersuchten Tumorgewebes wurde durch intouhd@mgsche
Farbung von CD34 Molekilen, welche zelltypspezifisch auf der Obbdl&on Endothelzellen
exprimiert werden, unter Verwendung eines Bildverarbeitungsprogsa morphometrisch
bestimmt. Dazu wurden in Zinklésung fixierte und in Paraffin eingetee@Gewebeschnitte wie in
3.2.5.2 beschrieben entparaffiniert und anschlie3end in einem Farbeautomat (Auid3fd{iay
gefarbt. Um endogene Peroxidasen zu blockieren, wurden die SchnittefaingAmit einer 3
%igen HO; - Losungbedeckt (5 min, RT). Es folgte ein Waschschritt mit TBST. AnsBehd
inkubierte man mit Blockierungsserum (Kaninchenserum 1:50 in PB®&BSA) fur 20 min bei
RT, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Die Losung wurde ohne \&fasithgom
Schnitt entfernt. Als né&chstes folgte eine Inkubation mit Pritd@r(Ratte Anti-Maus CD34,
Hycult Biotechnology) fur 1 h bei RT, wobei der Antikoérper in eines01Verdinnung in
“Antibody Diluent” (DAKO) eingesetzt wurde. Der eingesetztentiRorper erkennt ein
Neuraminidase-sensitives Epitop, welches vorrangig auf EndotheekiBlutgefal3e, neuformie-
render Kapillaren oder sich entwickelnder Gefal3strukturen vorkommt (170). M&ch eeiteren
Waschschritt mit TBST wurde ein biotinylierter Sekundar-AKalihchen Anti-Ratte IgG,
Vektor) fur 30 min bei RT aufgebracht. Die Verdinnung erfolgte jetz¥/erhaltnis 1:100 in
mauseserumhaltigen Blockierungsserum (Mauseserum 1:20 in PBS/0.BS%9. Als
Tertiarreagenz wurde HRP konjugiertes Streptavidin (aus Chentita@M 5001; Streptavidin-
Biotin HRP/DAB Kaninchen/Maus, DAKO) verwendet. Nachdem die ProbemitObei RT
inkubiert wurden, folgte ein Waschschritt mit TBST. AnschlieRend gidadie Farbreaktion mit
DAB (DAKO) uber 5 min bei RT. Die Farbreaktion mit Hamalaun nitdyer wurde manuell
durchgefluhrt, bevor als letzter Schritt die Schnitte eingedeakiden. Um die Gefal3versorgung
verschiedener Xenografttumore miteinander vergleichen zu kodnnen, wurdemgetiirbten
Paraffinschnitte mikroskopisch analysiert und von jedem Gewebes6hniiféallige Abschnitte
bei 100facher VergrbfRerung mit einer Digitalkamera fotographiegt.aDfgenommenen Bilder
wurden mit dem Bildverarbeitungsprogramm MetaMorph 4.5.0.0. (Universagjihg Corp.,
USA) morphometrisch ausgewertet. Dabei wurde die Gesamtanzahimddildausschnitt

gelegenen Pixel sowie deren Intensitdt bestimmt. Pixel migr eliber einem definierten
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Schwellenwert gelegenen Intensitat (mittlere Pixelintengigit Hintergrundfarbung) wurden
durch Objektklassifizierung zu einzelnen Bildobjekten zusammengefasstanads die Anzahl

der Gefal3e pro Bildausschnitt (Gefal3dichte) bestimmt.

3.2.5.4 HE-Farbung

Die Bestimmung der Zahl mitotischer Zellen wurde an HE- (&tamylin-Eosin) gefarbten
histologischen Schnitten des Xenograftgewebes (siehe 3.2.5.1) durchdgdiilaltr HE-Farbung
werden die Zellkerne durch den Kernfarbstoff Hamatoxylin blauachwbis violett und
Cytoplasmabereiche mit dem sauren Xanthenfarbstoff Eosirbresat angefarbt. Dazu wurden
entparaffinierte und rehydrierte Gewebeschnitte (siehe 3.2.5.2) irelgp&arbstander einsortiert
und in einer mit Hamalaun nach Mayer-Losung (pH 3) gefillten Glagielfigt20 min inkubiert.
Anschliel3end wurden die Schnitte fir 15 min unter flielRendem Leiuwasger ,geblaut’, wobei
Hamatoxylin durch Erh6hung des pH-Wertes seine charakteristische bidngeatisbildet. Bevor
und nachdem die Schnitte fur die Zellplasmafarbung in 1 %iger H£6simng (ca. 1 min) einge-
legt wurden, wurde nicht gebundener Farbstoff kurz in Aqua dest. austdemma Schliellich
wurden die Gewebeschnitte in einer Alkoholreihe steigender Ethanolkoatremtdehydriert (70
% EtOH, 5 sec zur Differenzierung; 80 % und 90 % EtOH fur jee®) 2x 100 % EtOH fur je 1
min und 2x Xylol fur je 5 min), die Objekttrager mit Eindeckmediunchehtet und zum Schluf

mit Deckglasern eingedeckt.

3.2.6 Durchflu3zytometrie

DurchfluRzytometrische Analysen wurden mit dem FACScan und dem B® JPdh Becton
Dickinson durchgefuhrt, wobei zur Anregung von Fluorochromen von Argon-lonerJwnd

Lasern emittiertes Laserlicht der Wellenlangen 488 und 325 nm verwendet wurde.
3.2.6.1 Analyse der Zellvitalitat

Fur die Bestimmung der Toxizitat verwendeter Substanzen wurdd el@nd-Tot Farbung mit
Propidium lodid (PI) durchgefiihrt, welches als geladenes Molekuinntate Zellen mit einer

permeablen Plasmamembran penetriert und dabei an doppelstrangigaséuikén bindet. Dazu
wurde der Mediumuberstand der adharenten Zellkultur (tote Zellen inmstdhd) aus einer 24-
Well Plattein ein FACS Ro6hrchen uberfihrt, die Zellemt 300 ul Typsin-EDTA Lésung

abgel6st und ebenfalls in das FACS Rohrchen pipettiert. Die Zellestewwanschliel3end durch
Zentrifugation pelletiert (1500 rpm, 5 min), 1x in warmen PBS geveas¢B7 °C) und zur Le-
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bend-Tot Differenzierung vor der Messung fur 5 min in Pl-hatigellkulturmedium (1 pg/ml)

inkubiert.

3.2.6.2 Messung der Zellzyklusverteilung

Um die Zellzyklusverteilung einer Zellpopulation zu untersuchen, wurddienZgvie unter
3.2.6.1 beschrieben trypsiniert, pelletiert und 30 min mit Pl-haltig®d Farbepuffer (siehe
3.1.3) bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die Propidium-lodid Fluoreszenz wunde=FACScan
Gerat gemessen, wobei artifizielle Zellklumpen in einprak versus area plaon der Messung

ausgeschlossen wurden.

3.2.6.3 Claudin-1 Expressionsanalyse

Fiar den Nachweis von Claudin-1 in subkonfluenten und konfluenten T47-D Zellen war@en |
10" bzw. 3x 18 Zellen in eine 6-Well Platte ausgesat und nach 24 h durch Rassagmit
eiskaltem Trypsin geerntet. Nach Zentrifugatid®00 rpm, 5 min) wurde das Zellpellet in
eiskaltem RPMI 1640 Medium gewaschen und die Zellen fir 30 min0®it Trichloressigsaure
fixiert. Alle weiteren Schritte wurden wie unter 3.2.3 beschrieth@rthgefuhrt. Dabei wurden
priméarer bzw. sekundarer Antikorper in folgenden Konzentrationen eingédatr: Anti-Human
Claudin-1 30 pg/ml bzw. Alexa 488 konjugierter Ziege Anti-Maus 1§Gud/ml). Die Claudin-1
Expression inT47-D Zellen wurdeschliel3lich in Waschpuffer ohne Triton X-100 (PBS, 10 %

FKS) mit dem FACSscan Durchflu3zytometer gemessen.

3.2.6.4 Messung der Apoptoserate in 2D und 3D Zellkulturen

Fur die in vitro Untersuchung Claudin-1 abhangiger Apoptose in Tumorzelle#de eine

Annexin-V-Fluos Markierung durchgefuhrt. Annexin-V bindet in apoptotischellen an der

Zelloberflache exponierte Phosphatidylserinreste die sich itewjtaicht-apoptotischen Zellen
ausschlie3lich der intrazellular zugewandten Seite der Zytopmasmhbran befinden. Hierzu
wurden die Zellen in der adharenten 2D oder 3D Sphéaroidkultur wie 8r&&.1 beschrieben
trypsiniert, pelletiert und 2x in PBS gewaschen. AnschlieRend wurddém1®.Zellen fir 15 min

in 2 ml Medium mit Annexin-V Fluos (1 pg/ml) inkubiert und die Apoptaseinnerhalb von 15
min nach Zugabe von Propidium lodid (1 pg/ml) am FACSscan gemessen.
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3.2.6.5 Gewinnung von Einzelzellsuspensionen aus Xenograft-Tumoren

Fur die durchflu3zytometrische Untersuchung von Tumorgewebe mul3texizZEllsispensionen
hergestellt werden. Dazu wurden die Tumorproben in mit RPMI-1640 Mediefullten
Petrischalen mit einem Skalpell in ca. 1 tgroRBe Stiicke geschnitten, in Falcon-Rohrchen
Uberfuhrt und abzentrifugiert (1500 rpm, 6 min). Das Pellet wurde in 1-@enmach Tumor-
groRe) Verdaupuffer (1x PBS, Hyaluronidase 250 pg/ml, CollageDad¢s mg/ml) aufge-
nommen und die extrazellulare Martrix fur 1 h bei 37 °C auf demgnilaiihrer verdaut.
AnschlielRend wurde die Zellsuspension in spitzkonische FACS-Ro6hrcheriihthedbermals
zentrifugiert und das Zellpellet in eiskaltem Fixierungspufter%e Paraformaldehyd in PBS)
aufgenommen. Nach einer Fixationszeit von 1 h bei 4 °C wurden 2 $§kb@gegeben und ein
weiteres Mal zentrifugiert. Schliel3lich wurde das Pefiet ml PBS aufgenommen und die Probe

bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C aufbewabhrt.

3.2.6.6 Nachweis apoptotischer Zellen in Xenograft-TumoreiTUNEL)

Durch die Aktivitat von Endonukleasen wird in apoptotischen Zellen eingradation
genomischer DNA hervorgerufen, die zu einem vermehrten AuftreterDWAR-Einzelstrang-
brichen fuhrt. In der TUNEL-Reaktion katalysiert die terminalesdgribo-nukleotid-Transfe-
rase (TdT) eine Template-unabh&ngige Polymerisation von FITC-enkiNukleotiden an das
3’-Ende von DNA-Fragmenten. Die anschlieRende Farbung von DNA mithsto&8258,
welches sich vorwiegend an A-T reiche Regionen anlagert, macht einelpatallzyklusanalyse
und damit die Unterscheidung zwischen normal diploiden (Maus-Stramdg)alyploiden Zellen
(Tumorgewebe) aufgrund ihres unterschiedlichen DNA-Gehaltsichddbie TUNEL-Reaktion
wurde gemald dem Protokoll des ,In Situ Cell Death Detection @&idche) Beipackzettels
durchgefuhrt. Dazu wurden fixierte Zellen einer Einzelzellsasipa (siehe 3.2.6.5) fur 15 min in
1 ml Permeabilisierungspuffer (0.1 % Na-Citrat/0.1 % Triton X-1@@yenommen. Im Anschlul3
daran wurde den Zellen 2 ml PBS zupipettiert und die Zellsuspenkso Raumtemperatur
abzentrifugiert. Fur die Enzym-Reaktion wurde das Zellpellet in BOUUNEL Reaktionsmix
(Enzyme Solution 1:10 in Label Solution) resuspendiert und fir 60 miB7&C inkubiert. Als
Negativkontrolle diente der Reaktionsmix ohne Enzym und als Positiv-kontrolle woedBrebe
verwendet, die man zuvor fur 5 min mit 10 pg/ml DNase inkubierteanifizielle Einzelstrang-
briche in die genomische DNA einzufiigen. Durch Zugabe von 2 ml PBS wurdRealtion
abgestoppt und nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in 500 pl DNAepdfer (5 pg/mi
Hoechst 33258) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 4 °Gywligderoben
schlief3lich am BD LSR gemessen.
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3.2.7 Transmissionslektronenmikroskopie (TEM)
3.2.7.1 Fixierung, Kontrastierung und Entwasserung der Proben

Fur die TEM-Untersuchungen wurden MDA-MB 361 Brusttumorzellen in eetrischale
gezichtet. Nach Erreichen einer konfluenten Zellkultur wurde das Meatigesaugt und 2x mit
eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieRend wurde 3x 20 min in IBsueg inkubiert (4 %
Paraformaldehyd, 0.05 % Glutaraldehyd, 2 % Sucrose in PBS, pH 7,4) unch 30 thRoiger
Glutaraldehyd-Lésung (in PBS, pH 7.4) nachfixiert. Nach einem Wastisuit PBS folgte die
Kontrastierung der Zellen (“Osmierung”) unter dem Abzug in Bri8en: a) Inkubation fur 10
min mit 3 ml einer 2 %igen Os€Losung und b) Zugabe des gleichen Volumenanteils einer 6
%igen KiFe(CN)] x 3 H,O-Ldsung fur 50 min. Anschliel3end wurden die Zellen 3x mit Aqua
dest. gewaschen und dann mit steigenden Konzentrationen eines Ej@r®B&#misches (85 %,

95 %, 100 % Ethanol, je 3x 5 min) entwassert.

3.2.7.2 Einbettung

Nach der Entwasserung wurden die Zellen in der Petrischaletweise in niederviskosem
Epoxydharz Uberfuhrt. Die einzelnen Schritte (je 15 min) sind naghidl aufgefihrt: 2x 90 %
HPMA + 10 % abs. Ethanol, 2x HPMA pur, 1x HPMA : EPON 2:1, 1x HPMAPON 1:1, 1x
HPMA : EPON 1:2, 3x EPON pur. Beim letzten InkubationsschritttHRON wurden die Zellen
mit einer ca. 3 mm dicken Schicht bedeckt und tGber Nacht bei 37 °GutacBrank belassen.
Am nachsten Tag wurde die Temperatur im Brutschrank auf 60 °C arndldas Kunstharz fur
weitere 24 h ausgehartet (Polymerisation). Fir die Herstelongl100 ml EPON-Kunstharz
wurden 52.2 ml Epon, 24.6 ml DDSA und 32.6 ml MNA gut miteinander vermisodt
anschlielend 1.5 ml Beschleuniger DMP30 eingerhrt.

3.2.7.3 Trimmen, Schneiden und Mikroskopie der Proben

Um den zu schneidenden Probenbereich im Lichtmikroskop auswéhlen zu konmeen w
zuné&chst Semidunnschnitte (Schnittdicke 1-2 pm) mit einem Pyramitom hdtgBste[Trimmen
der Proben auf eine Anschnittflache von 0.5-1 mm Kantenl&nge erfolgte rdda Hilfe des
Pyramitoms bzw. einer Trimmfrase. Die fur die Semidinnschnitiétlggen Glasmesser wurden
mit Hilfe eines sog. ,Knifemakers* aus Glasstreifen gebeog wahrend man ein Diamantmesser
fur die Herstellung von ca. 50 nm dicken Ultradiinnschnitten verwendetéJl@ag linnschnitte
wurden auf Kupfernetzchen aufgebracht, welche fur eine bessetenglates Préaparats mit

Formvarfilm (Polyvinylformvar) beschichtet wurden. Nach Gegenfégbmit einer Beizitrat-
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I6sung nach Reynolds (siehe 2.1.3) und Trocknung wurden die Ultradiinnschnitteansy T

missionselektronenmikroskop LEO906E analysiert.

3.2.7.4 Gefrierbruchatzung

Fiur die Gefrierbruch-Analysen wurden konfluente MDA-MB 361 Zelfeach Entfernen des
Kulturmediums 1x mit eiskalter Krebs-Ringerlosung (130 mM NaClmi KCI, 1 mM
NaHPQ,, 1.2 mM MgSQ, 2.7 mM CaCl, 11 mM Glucose, 20 mM HEPES pH 7.3) gewaschen,
aus der Zellkulturschale gekratzt und ohne chemische Fixierungh derdrifugation geerntet
(1500 rpm, 4 °C). Das Zellpellet wurde in ca. 10 pl der Uberstandldssugpendiert und je-
weils 1 pl Zellsuspension in einen Goldtrager Uberfuhrt. Unmittelagauf wurden die Zellen in
flussigem Stickstoff kryofixiert. Die gefrorenen Proben wurdaneine Cressington CFE50
Gefrieratzanlage eingeschleust (Druck p < 1.3 X Ha bzw. 10 mbar). Bei einer Probentem-
peratur von T =-97 °C wurden die Proben mit einem in flissigerksgii€ gekihlten Messer (T
< -185 °C) gebrochen (Gefrierbruch). Anschliel3end wurde das gedr@barflachenwasser der
Bruchflache fur 4 min absublimiert (Gefrieratzung). Durch Begfam der Oberfache mit
Platin/Kohle (Winkel: 45°, Dicke: 1 nm) und Kohle (Winkel: 90°, Dicke: t@.nm) wurden
Abdriicke der Oberflache (Replika) erhalten. Diese wurden auf 7€r Bchwefelsaure abflotiert
und Uber Nacht von den Resten der Zellen gereinigt. Nach zwei-maligaschen mit kD
bidest. wurden die Replikas auf beglimmmte (hydrophilisierte) Ktngfggrnetzchen aufgenom-
men. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden bei 120 keV an Rimigrs
CM12 Transmissionselektronenmikroskop (TEM) durchgefuhrt, welchesingt LaB-Kathode
ausgestattet ist. Die Aufnahmen wurden mit einer slow-scan-CCD-Kahggial aufgezeichnet.
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4. Ergebnisse
4.1 Expression und Funktion von Tight Junctions in Brusttumorzellen

4.1.1 Molekulare Expressionsanalyse von Claudin-1 in Brusttumorzellinien

Ausgangspunkt der Untersuchungen waren Analysen von Swisshelm etdanein eine stark
reduzierte bzw. verlorengegangene Expression von Claudin-1 mRNA in 5 Jaménen
Brusttumorzellinien im Vergleich zu einer starken Expressioran normalem Brustepithel-
gewebe abgeleiteten ,human mammary epithelial cells* (H8)E@chgewiesen wurde (159).
Um die Claudin-1 mRNA- und Proteinexpression in konfluenten Zellkultureenawgr zu
charakterisieren, wurden Zellysate aus acht Brusttumorzellinieersehtedlichen Differen-
zierungsgrades (172) sowie HMECs gewonnen und mittels semiquaeatit®ir-PCR und

Western-Blotting analysiert.
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Abb. 1: Expression von Claudin-1 in HMECs und acht veiesddnen Brustumorzellinien; A) Die relative Claudin
MRNA Expression wurde aus den crossing points éP@R Kurven berechnet und auf das Expressionsnivea
HMECs (100%) bezogen. In MDA-MB 361 und MDA-MB Z##len konnte keine Claudin-1 mRNA detektiert
werden (*); B) Western-Blot Analyse der Expressiom Claudin-1 Protein. Als interne Ladekontrollerdel die
Expression von Beta-Aktin detektiert.
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Wie in Abb.1 gezeigt, konnte fir die hochdifferenzierte T47-D Zellieine den HMECs
(entspricht 100 % mRNA Expression) vergleichbar hohe Expression von &lhutiRNA
(relativ zu HMECs 92 %) und Protein ermittelt werden. Alleiteven 7 untersuchten Brusttumo-
rzellinien zeichneten sich durch eine deutlich geringere Expresdiemden Verlust der Expres-
sion von Claudin mRNA aus, wobei die jeweils geringe Menge an datektClaudin-1 mRNA
mit einer geringen Quantitat von Claudin-1 Protein korrelierte. loze Claudin-1 Proteinmenge
unterhalb der Nachweisgrenze des Western-Blotting Verfahren8ézggen auf die Claudin-1
MRNA Expression in HMECs betrugen die Expressionsniveaus in MEBBF 6.9 %, in MDA-
MB 231 BAG 0.55 %, in SK-BR 3 0.2 % und 0.18 % in MCF-7 Zellen. In MDA-NE5 und

MDA-MB 361 Zellen konnten weder Claudin-1 mRNA noch Protein nachgewiesen werden.
4.1.2 Zellulare Expression und Lokalisation von Claudin-1

Da T47-D Brusttumorzellen eine mit normalen HMEC BrustepithielzeVergleichbare, hohe
endogene Expression von Claudin-1 aufwiesen, wurde dieses Zellmodell fanalgse der
subzellularen Lokalisation von Claudin-1 herangezogen. In der fluoresig@ogkopischen
Untersuchung der Claudin-1 Expression in T47-D Zellen zeigteesieh starke Konzentrierung
von Claudin-1 Protein entlang der Zytoplasmamembran an Zell-Zell-Kistelen mit einer
geringen vesikular zytoplasmatischen Expression, wobei es sich skdirewahrscheinlich um
den gerichteten Membrantransport von Golgi-Apparat zu den ZelKoellakten handelt (siehe
Abb.2). Zellen, die keine oder wenige Kontakte zu Nachbarzellen ausgelgtden, zeigten
zudem eine weniger intensive intrazellulare Claudin-1 Farbuaggdtfeile). Um die Expression
von Claudin-1 in Abhangigkeit der Anzahl von Zell-Zellkontakten quantitativuatersuchen,
wurden T47-D Zellen wie unter 2.2.6.3 beschrieben mit geringer und hohéicte (3x 14
bzw. 3x 18 Zellen) in eine 6-Wellplatte ausgesat. In der subkonfluentefkufielt waren 24 h
nach Einsaat immer noch ca. 30-50 % der Zellen vereinzelt, wahrehkardiaente Zellkultur
einen nahezu geschlossenen Zell-Monolayer ausbildete. T47-D Zeltlr Keinfluenzzustande

wurden hinsichtlich ihrer Claudin-1 Expression analysiert (siehe Abb.2 C-E).
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Abb.2: Claudin-1 Expression in T47-D Zellen. A, B: Fluareszmikroskopische Analyse der Claudin-1 Lokabgati
in T47-D Zellen; A) Phasenkontrast; B) Nachweis @&udin-1 Expression und Lokalisation mit einemuisl&nti-
Human Claudin-1 1gG Primar-AK und einem Alexa 488njkgiertem Ziege Anti-Maus 1gG Sekundér-AK,
Zellkernfarbung: DAPI; VergroRerung 630x; C-E: Egpsion von Claudin-1 in Abhangigkeit von der Zelitk;
Dazu wurde die Claudin-1 Expression in subkonfleentdurchgezogene Linien/Balken) und konfluenten-0r4
Zellkulturen (unterbrochene Linien/Balken) miteidar verglichen; C) RT-PCR Kurven der Claudin-1 mMRN
Expression; D) Quantitative Western-Blot Analysel @) Durchflu3zytometrische Analyse der Claudintt&in-
expression.

Aus den RT-PCR Kurven in Abb.2 C ist ersichtlich, dal3 T47-D Zellbhangig von der Zell-
dichte nahezu identische Mengen von Claudin-1 mRNA synthetisierterch Dquantitative
Western-Blot Analyse konnte jedoch gezeigt werden, dal3 die ClaudiotdinPnienge in der
konfluenten Zellkultur im Vergleich zur subkonfluenten Zellkultur signiftkam den Faktor 7.2
erhoht war (siehe Abb.2 D). In Ubereinstimmung mit diesem Ergelamde mit Hilfe der durch-
fluBzytometrischen Einzelzellanalytik ebenfalls eine hohereudital Proteinexpression in
konfluenten T47-D Zellen gemessen (siehe Abb.2 E). Dabei betrugttierenFluoreszenzinten-
sitat pro Zelle in der konfluenten Zellkultur 88.1 im Vergleich zu 34.2ler subkonfluenten
Zellkultur.
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4.1.3 Funktionelle Analyse der Tight Junction Diffusionsbarriere in Bristtumorzellinien

Die funktionelle Charakterisierung von Claudin-1 in nicht-humanen und tinidrigenen in

vitro Zellmodellen hatte ergeben, dal3 Claudin-1 eine wesentlictig¢idnelle Komponente des
Tight Junction Komplexes in Epithelien darstellt und die parazedulénen- und Molekul-

passage blockiert (69, 94). Um zu verstehen inwieweit der Vedkistendogenen Claudin-1
Expression mit einem Funktionsverlust von Tight Junctions als pardzellDIffusionsbarriere in
Brusttumorzellen einhergeht, wurde eine Untersuchung der Tightadwikeinktion durchgefthrt
(Abb.3).

2500 | —8— T47-D 80 7 T
= —A— MCF-7 -[- T T
= —\— MDA-MB 361 [P . 70 1
L5 2000 = MDA-MBZ3LBAG T T...0° + 6
o, + - MDA-MB 435 et 1 <I- _ & b

. -

c —e— MCF-7ADR T Lot 1 =lr L o
= i v - _- L 50
o 1500 * — ___/e £
- . - [y =
g T L _-= O 40
£ ¢ )3 o T
g 10007 lex B30
N 7 T
3
5 20
=
L

Zeit [min]

Abb.3: Funktionelle Analyse der Molekil- und lonendursiigkeit von konfluenten Zellmonolayern verschieden
Brusttumorzellinien; A) Parazellulare Diffusionseavon 40 kD FITC-Dextran; B) Messung der lonenpeioiigéat
durch Bestimmung der transepithelialen elektriscRasistenz (TER). Die MeBwerte wurden aus 2 unajiiim
Ansétzen in Dreifachbestimmungen ermittelt (Felakdn: SEM)

Wie in 3.2.2.4 und 3.2.2.5 beschrieben wurden fur diese Versuche Zellen mschi@eélicher
Zelldichte (5x 10 bis 3x 18 Zellen) homogen auf Membraneinsétze in Mehrfachkulturschalen
ausgesat und bis zur Ausbildung eines vollstdndig konfluenten ZellmonolaygvekulDa SK-

BR 3 und MDA-MB 231 Brusttumorzellen in vitro keine geschlossen komifureZellschichten
ausbildeten, konnten diese beiden Zellinien nicht in die Untersuchungenbezegen werden.
Am Versuchstag ca. 48 h nach Einsaat der Zellen wurden die Trdadweén lichtmikrosko-
pisch auf vollstandige Konfluenz der Monolayer Uberprift und fur die anBehlide® Messung
ausschlief3lich Kulturen mit optimaler Zelldichte verwendet. UenRkrmeabilitat der Zellmono-

layer fur groRere Molektle und lonen zu bestimmen, wurde die @iffsiate von 40 kD FITC-
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Dextran als Markermolekil sowie der transepitheliale ek#te Widerstand (TER) der
Zellmonolayer untersucht.

Wie in Abb.3 zu sehen ist, zeigten Claudin-1 negative MDA-MB 435 und MIBA361 Zellen
sowohl eine wesentlich hohere parazelluléare Diffusionsrate groRekiel (Abb.3 A) als auch
eine hohere lonendurchlassigkeit verglichen mit den anderen untersuchtgturBorzellinien.
MCF-7 ADR und MDA-MB 231 BAG Zellen mit schwacher endogeneprégsion von Claudin-
1 Protein zeigten im Vergleich dazu eine deutlich reduzierttugdmnsrate von 40 kD FITC-
Dextran und eine Abnahme der lonenpermeabilitat. Obwohl in MCF-érZelur eine sehr
geringe endogene Expression von Claudin-1 nachgewiesen werden konntediesiytéellinie
eine mit T47-D Zellen vergleichbare hohe Reduktion der paraaedtulDiffusionsrate fiir lonen
und Molekule, die verglichen mit MDA-MB 361 und 435 Zellen ca. 90 % bzw.ligbegn mit
MCF-7 ADR und MDA-MB 231 BAG Zellen ca. 50 % betrug.

4.1.4 Expression von Tight Junction assoziierten Proteinen in Brusttumoriimien

Die Ergebnisse der Untersuchung des parazellulare lonen- und Mhig&slin verschiedenen
Brusttumorzellinien deuteten darauf hin, daf3 Claudin-1 fir die Funktianab&Tight Junctions
in Brusttumorzellen zwar bedeutsam ist, dennoch aber andere Ratier®ichtigkeit von Tight
Junctions beeinflussen kénnten. Um potentielle Komponenten des Tight JunctiguleKesnin
Brusttumorzellen zu identifizieren, wurde die Expression weit&érght Junction assoziierter
Proteine analysiert (siehe Abb.4). Als Positiv-Kontrolle wur@dlygat aus MDCK Zellen ver-
wendet, welche eine hohe endogene Expression aller untersuchtedurrigtibn aufweisen. Die
Untersuchung ergab ein heterogenes Expressionsmuster von Tigidrdassoziierten Proteinen
in HMECs und acht unterschiedlichen Brusttumorzellinien. Die zyto@tasamen Tight Junction
Plaque Proteine ZO-1 und ZO-2 konnten in nahezu allen untersuchten AellasBgewiesen
werden (Abb.4 B). HMECs mit einer vergleichbar hohen Claudin-1dsgpmn wie T47-D Zellen
sind Claudin-2 und -3 negativ und weisen eine geringe Claudin-4 Expressio@laudin-1
negative MDA-MB 361 und MDA-MB 435 Zellen, die eine hohe Tight JunctiomBabilitat
zeigten (Abb.3), waren bezuglich der Expression aller untersuctdaantembrantsen Tight
Junction Proteine ebenfalls negativ (Abb.4 A). In allen anderen Zellleoduit einer reduzier-
ten parazellularen lonen- und Molekilpassage konnten unterschiedlich holesgtxmniveaus
von Claudin-4 und Occludin detektiert werden. T47-D und MCF-7 Zellen zedsbai neben
einer hohen Expression dieser beiden Molekile zusatzlich auch ems Bghessions-niveau von

Claudin-3. Zudem wurde nachgewiesen, dal} die Expression von Claudin-3 audin€l in
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einigen Brustumorzellinien gegeniber normalen BrustepithelzellstEE$) deutlich erhéht ist.
Claudin-2 konnte in keiner der untersuchten Zellinien nachgewiesen werden.

1 2 3 45 6 7 8 9 10

Claudin-2

Claudin-3

Claudin-4

Occludin

il

Z0-1

Z0-2

R-Aktin

Abb.4: Western-Blot Analyse der Expression Tight Juncéissoziierter Proteine in HMECs und acht verschieshe
Brusttumorzellinien. 1: Positiv-Kontrolle MDCK ; HMEC; 3: T47-D; 4: MDA-MB 231 BAG; 5: MDA-MB 236;
MDA-MB 435; 7: MDA-MB 361; 8: MCF-7; 9: MCF-7 ADR;0: SK-BR 3; A) Tight Junction Membranproteine

Claudin-2, -3, -4 und Occludin; B) Intrazellulareght Junction Plaque Proteine ZO-1 und ZO-2. BekairAdiente
als interne Ladekontrolle.
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4.2 Bedeutung von Claudin-1 in der Tumorgenese

Die vorliegenden Daten deuteten darauf hin, daf3 der Verlust der CGladhpression neben
anderen integralen Membranproteinen des Tight Junction Komplexes fur eehigte

parazellulare Diffusionsrate von Molekullen in Brusttumorzellen von Badguein kbnnte. Um
die physiologische Rolle von Claudin-1 im Tumorgeneseprozess besstéehen zu kénnen,
wurde Claudin-1 durch retroviralen Gentransfer in Brusttumorzellelgebracht und die
artifizielle Reexpression von Claudin-1 untersucht. Da einige demsuctgen Brusttumor-
zellinien ein komplexes Expressionsmuster anderer Tight Junctsozii@ster Proteine zeigten
und diese Faktoren mdglicherweise die Phanotypauspragung der Claudexprégsion
maskieren kénnten, wurden fur die folgenden Studien MDA-MB 361 Zellen aitBmorzell-

system verwendet. Wie in Abb.4 gezeigt konnte in diesem ZellmoaglewClaudin-1 noch
andere untersuchte transmembrandse Tight Junction Proteine wienc2au8lj -4 und Occludin

nachgewiesen werden.

4.2.1 In vitro Charakterisierung in Brusttumorzellen
4.2.1.1 Expression von Claudin-1 in Claudin-1 retroviral transduzierten Brugumorzellen

Unter Verwendung von Retroviruskonstrukten, die den offenen Leserahmen g@fkRRumanen
Claudin-1 Gens nach einem CMV Promotor enthielten, wurde aus paremMd)A-MB 361
Zellen durch retrovirale Transduktion eine Claudin-1 positive Zellpopulaeneriert (173, 174).
Mit Hilfe eines L-NGFR Oberflachenmarkers auf den transgttem Zellen konnten ohne
biochemischen Selektionsdruck Claudin-1 positive Tochterzellklone mitilestaClaudin-1
Expression isoliert werden. Zusétzlich wurde eine MDA-MB 361 ,moZktiklonpopulation
hergestellt, die das Retroviruskonstrukt ohne Claudin-1 ORF Kasssdtieelt und in den
durchgefuhrten Versuchen als negativ-Kontrolle diente. Aus denigtich Expression und
Lokalisation von Claudin-1 charakterisierten Tochterzellklonen wurdedié zellphysiologische
Untersuchungen zwei Zellklone gewahlt, die eine vergleichbar holifeziglie Claudin-1
Expression wie die endogen Claudin-1 positive T47-D Zellinie zeigte einer fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchung konnte ermittelt werden, dal3 praktischedéte der Klon 2 als
auch der Klon 6 Zellpopulation eine hohe Expression von Claudin-1 aufwieshrengédie
mock Zellkultur lediglich eine sehr schwache Hintergrundfarbungtedsiehe Abb.6, A-C). In
diesem Zusammenhang sei erwahnt, dal3 die Expression des Oberfédeeproteins L-NGFR
selbst nach Langzeitkultivierung der mock, Klon 2 und Klon 6 Zellpopulationerbioru 6

Monaten in einer durchflu@zytometrischen Analyse immer noch tber Bétfi4g. Wie in Abb.6
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B und C zu sehen ist, unterschieden sich jedoch die beiden Claudirtitepogellklonpopula-
tionen bezuglich der subzellularen Lokalisation von Claudin-1. Die Klonliaopeilation zeigte
eine netzwerkartige Lokalisation von Claudin-1 ausschliel3lich an d@apldgmamembran,
wahrend in den Zellen der Klon 2 Zellpopulation ein hohes Ausmal} zytagglasher Claudin-1

Farbung mit nur punktuell vorhandener Membranlokalisation sichtbar war.

Claudin-1 - -‘

Occludin -

70-1 [ . ' ' -
R-Aktin m“

Abb.5: Western-Blot Analyse der Expression von Claudi@décludin und ZO-1 in Claudin-1 retroviral transdu-

zierten MDA-MB 361 Zellklonpopulationen. T47-D ¥sdit wurde als Positiv-Kontrolle fur den Nachweikera3
Proteine verwendet.

Die Western-Blot Analyse der Expression von Claudin-1, OccludinZ@®d. in parentalen und
mock MDA-MB 361 Zellkulturen sowie den ausgewahlten Claudin-1 retrevirainsduzierten
Zellklonen 2 und 6 ist in Abb.5 gezeigt. Es ist ersichtlich, dal} diggRession von Claudin-1
nicht zu einer Reexpression von Occludin fuhrte. Allerdings fiel da® Klon 6 etwas grol3ere
Mengen ZO-1 im Vergleich zu Klon 2, parentalen und mock MDA-MB 361 Zellen exptanier
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A

Abb.6: A) Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse derdiali Expression und Lokalisation in Claudin-1 metr
viral transduzierten MDA-MB 361 ZellklonpopulationeA: mock Kontrolle; B: Klon 2; C: Klon 6; Balker20 pm;
B) Transmissionselektronenmikroskopie der Zellkogitakte in Claudin-1 retroviral transduzierten MEMB 361
Zellklonen D: mock Kontrolle; E: Klon 2; F: Klon @Balken: 1 um.
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4.2.1.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Claudin-1 Reexpressi

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie wurde die Ul&sir der Zell-Zellkontakte
in der mock Zellkultur und den beiden Claudin-1 positiven Zellklonpopulationensuoter
(siehe Abb.6 D-E). Die mock transduzierten Zellen zeigten leditppse ausgebildete, schwach
kontrastierte Zell-Zellkontaktstellen mit nur wenigen Berihrungsmmktier Zytoplasma-
membranen benachbarter Zellen sowie gréReren parazellularereigellBereichen. In der
Claudin-1 positiven Klon 2 Zellpopulation wurden im Vergleich zu den mocleZetarker
kontrastierte und besser ausgebildete Zell-Zellkontakte zwischehbidrzellen beobachtet, die
jedoch von luckenhaften Bereichen unterbrochen waren. Die Klon 6 Zellklonpopuaichnete
sich dadurch aus, dal3 die Zellmembranen benachbarter Zellen setme@gmgnderlagen und sich
als kontrastreiche Strukturen darstellten, was auf eine extrene Proteindichte an der
Plasmamembran von Zell-Zellkontakten hindeutete.

Furuse et al. (69) hatten in elektronenmikroskopischen Analysen unteeimg der Replika-
technik gezeigt, daR Maus L-Fibroblasten nach Uberexpression von -FagQmarkierten
murinem Claudin-1 kontinuierliche Tight Junction &hnlichen Strangstrukausbildeten, wobei
allein die homophile Interaktion einzelner Claudin-1 Molekile in desrRdanembran fur die
Formation dieser polymeren Strangstrukturen verantworlich zu seiensd¢Jm zu untersuchen,
ob die in Klon 6 MDA-MB 361 Zellen detektierte hohe ProteinkonzentrationLakdlisation
von Claudin-1 an Zell-Zellkontakten mit der Ausbildung von Tight Junction dlerliStrukturen
einhergeht, wurden konfluente Zellen mit der Gefrierbruch/Getreéhnik (Freeze Fracture)
aufgearbeitet (siehe 3.2.7.4). Bei der Freeze Fracture Methadem&chockgefrorene Zellen im
Vakuum gebrochen und die Oberflachen durch Sublimation von Eis freigelegt, vesoezugt
Lipiddoppelschichten aufbrechen und dadurch die Darstellung von Molekilkomplexen i
Zytoplasmamembranen moéglich wird. Dabei wird nicht das biologischeriaselbst, sondern
ein Metallabdruck des Oberflachenreliefs der Zellen, die sogen®amigka elektronenmikros-
kopisch analysiert. In Abb.7 sind Aufnahmen eines Replikaausschnittes von(BildcR) und
Klon 6 (Bild C) Zellen gezeigt, die eine gut erhaltene Ulttadgtr der Zellen nach Aufarbeitung

demonstrieren.



Abb.7: A) Elektronenmikroskopische Untersuchung der Zellkontakte mit Hilfe der Replikatechnik in MDAB 361 mock (Bild A/B) und Klon 6 (Bild C/D) Zellddie
Bilder A und C zeigen eine Ubersicht der unterseichiletallabdriicke. Rechtecke in beiden Bildern ieagk jeweils den Bildausschnitt mit htherer VeRgtungin

den Bildern B und D. Balken A/C: 2,5 um; Balken BZB0 nm.

assiugabig
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In beiden Gruppen wurden Plasmamembranflachen an 32 potentielleiZellatintakten
analysiert. Abb.7 B zeigt exemplarisch die freigelegte Pdasembranflache einer Kontaktstelle
zwischen 2 mock Zellen mit hoher VergrofRerung. Auf diesem Bildausssimd die innere (P-
Profil) und &uf3ere Lipidschicht (E-Profil) der Plasmamembran uniegelmaliig verteilten
punktuellen Strukturen zu erkennen, wobei es sich sehr wahrscheinlich wokumsrt verteilte
integrale Membranproteine handelt. Keine der untersuchten Plasnbaamglachen von mock
Zellen wies Tight Junction &hnliche Strukturen auf. Im Gegensatzkdemrien in Klon 6 Zellen
wie in Abb.7 D gezeigt in 8 von 32 untersuchten Membranbruchflachen Jugltion &hnliche
Strukturen dokumentiert werden. Die nachgewiesenen strangartigetuBtn setzten sich aus
perlschnurartig aneinandergereihten integralen Membranpartikelameusn, die in Tight
Junctions typischerweise fur eine ,Vernietung“ benachbarter Zellnmerabrsorgen. Dabei waren
die Tight Junction ahnlichen Strukturen in Klon 6 Zellen nicht auf eingere Membranbereich
beschrankt, sondern in mehrfach verzweigten Reihen angeordnet undemufgesamten

Membranabschnitt der untersuchten Zell-Zellkontaktstellen zu finden.

4.2.1.3 Analyse des parazellularen Molekilfluxes in Abhangigkeit vorder Claudin-1

Expression

Inai et al. hatten gezeigt, daR die Uberexpression von muringaTay markiertem Claudin-1 zu
einer Abnahme des parazellularen Fluxes von 40 kD und 4 kD FITC-Dartr&®IDCK Hunde-
Zellmodell fuhrt (94). Die Fragestellung der folgenden Untersuchusnrg ob die Reexpression
von Claudin-1 in Claudin-1 und Occludin negativen humanen MDA-MB 361 Zellen zur
Ausbildung einer funktionellen Diffusionsbarriere fur Molekile fihrt. zDawurde die
parazellulare Fluxkinetik von Markermolektlen mit einem Molekulargetwon 0.3, 3 bzw. 40
kD gemessen. Die Untersuchung wurde mit Claudin-1 transduzierten Xlame Klon 6 Zellkul-
turen sowie mit mock Zellen als Kontrolle durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abb. 7stiditge
Klon 6 Zellen, in denen eine membranstandige Expression von Claudin+Ekuoitstituierten
Tight Junction &hnlichen Strukturen gefunden wurde, zeigten nach 60 in@nverzogerte
Fluxkinetik fir Moleklle bis 300 Da im Vergleich zur mock Kontrolle, wiadie Fluxinhibition
fur 40 kD Molekule deutlich grofl3er war als fur Molekile mit einewlé@ikulargewicht 3 kD bzw.
0.3 kD Molekule. Der durchschnittliche Fluoreszenzwert der von 60 bis 27@en@ssenen
Proben war im Vergleich zur mock Kontrolle um 36 % reduziert.dbeche Trend war bei Klon
2 Zellen mit vorwiegend zytoplasmatischer Expression von Claudikehpar, jedoch war die
Fluxrate héher im Vergleich zu Klon 6 Zellen. Hier war der dwilhitliche Fluoreszenzwert

entnommener Proben verglichen mit der mock Kontrolle um etwa 17 % verringert.
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Abb.8: Analyse der parazellularen Diffusionskinetik fluérescein (0.3 kD), und Fluorescein markierten @eax-
molekulen (3 kD bzw. 40 kD) in MDA-MB 361 ZellemcikKontrolle (gestrichelte Linie), Claudin-1 pag#t Klon 2
(gepunktete Linie) und Klon 6 Zellen (durchgezogeimée). Die MeRwerte sind Mittelwerte aus 3 unabgigen
Experimenten mit Vierfachbestimmungen; FehlerbalkénSEM.

4.2.1.4 Claudin-1 abhangiger Zelltod in MDA-MB 361 Spharoid (3D) Zellkulturen

Um die Bedeutung des Tight Junction Proteins Claudin-1 im Tumorgeogeseprzu verstehen,
wurde die Zellproliferation und der Zelltod in Abhangigkeit von Claudirnxfpr&ssion in MDA-
MB 361 Zellen vergleichend in 2D Monolayerkultur und 3D Suspensionskultiysara Eine
durchfluRzytometrische Untersuchung der Zellzyklusverteilung in MIIE\ 361 mock- und
Claudin-1 transduzierten Klon 2 und Klon 6 adharenten, subkonfluenten 2ilZe#n ergab
ahnliche Proliferationsraten innerhalb der Zellpopulationen mit ca%?28ller Zellen in der
S/G2M Phase. In Abb.9 sind exemplarische Bilder von mock- und Claudamddtrizierten
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Zellen in 2D Monolayerkulturen zusammengestellt. Wie in der Bitddtes links erkennbar,
konnten keine signifikanten morphologischen Unterschiede bzw. ein kontaldiésbWachs-
tum nach Claudin-1 Expression in MDA-MB 361 Zellen festgesteltides® Durch Markierung
toter Zellen mit Propidium lodid (PI1) (Bilderspalte rechts, sgei Pseudofarbe) wurde aul3erdem
gezeigt, dal? die Reexpression von Claudin-1 sowohl in subkonfluenten alsnadatht
konfluenten Bereichen nicht zu einer erhdhten Zelltodrate in 2D Mon&ldyren flhrt.
Unabhangig von der Claudin-1 Expression wurden 5-15 Pl-positive ZsiteBild detektiert,
was einem Anteil von ca. 1-3 % der gesamten Zellpopulation entspfgsdtzlich konnte in
Zellzyklusanalysen kein erhohter SubG1 Peak Anteil, welches disfifeeine erhdhte Zelltod-
rate gilt, fur Claudin-1 exprimierende MDA-MB 361 Zellen in adiméer Zellkultur gemessen

werden.

mock transduziert

CLDN-1 transduziert

‘

- Propidium lodid + Propidium lodid

Abb.9: Analyse des Zelltodes von MDA-MB 361 mock- undudital-transduzierten Zellen (Klon 6) in 2D
Monolayerkultur. Die Bilder zeigen exemplarisctblsonfluente und konfluente Areale beider Zellklohae bzw.
mit Markierung toter Zellen mit dem DNA-Farbstoffopidium lodid (C, D). Die weissen Punkte in dechten
Bildern zeigen die gefarbten Zellkerne toter Zelan Balken: 100 pum.
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Um den Effekt der Claudin-1 Reexpression auf Zelltod und Zellpratiten in dreidimensional
wachsenden Tumoren in vitro zu simulieren, wurden multizellulare Sidkéatturen als
Tumormodelle etabliert (171, 175). Dazu wurden mock- und Claudin-1-trangdulziBxyA-MB
361 Zellen in Mehrfachkulturschalen ausgesét, die mit Poly-Hydrothaoey/lat (Poly-HEMA)
be-schichtet waren, um die Adhérenz der Zellen komplett zu unterbisddre (3.2.2.1). Es
konnte beobachtet werden, dal3 alle MDA-MB 361 Zellpopulationen bereitseiaahkurzen
Kultur-dauer von 5 h kleine Zellaggregate aus 3-4 Zellen ausbildeteerhlalb von 4-6 Tagen
entwickelten sich aus diesen kleinen Zellclustern sowohl durch Zedigaion als auch durch
Zell-proliferation multizellulare Tumorsphéaroide mit einem &umesser von ca. 20-50 Zellen.
Abb.11 zeigt exemplarisch lichtmikroskopische Aufnahmen von je dreihietssnen Sphéaroiden
aus MDA-MB 361 mock- und Claudin-1 transduzierten Klon 6 Spharoidkulturédneiaer Kul-
turdauer von 6 Tagen.

mock transduziert CLDN-1 transduziert

o

- Propidium lodid + Propidium lodid - Propidium lodid + Propidium lodid

Abb.10: Analyse des Zelltodes von MDA-MB 361 mock- undudital-transduzierten Zellen (Klon 6) in 3D
Sphéaroiden nach 6 Tagen Wachstum in SuspensiomskDie Bilder zeigen je drei exemplarische Sphdeomit
bzw. ohne Propidium lodid (Pl) Gegenfarbung zur Kerung toter Zellen. Die weisse Pseudofarbe in aaiten
Bildern zeigt dabei jeweils Spharoidbereiche mi¢toZellen an; Balken: 100 um.
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Es war zu erkennen, dal3 die Claudin-1 positiven Spharoide eine kompaktktearShit einer
dichteren Zellpackung im Vergleich zu Claudin-1 negativen Spharoidémieaan. Jedoch
konnten wahrend des Beobachtungszeitraumes von 6 Tagen keine deutlicfeeschiede
zwischen mock-transduzierten und Claudin-1 transduzierten Tumorspharoidiglidie der
SpharoidgroRe festgestellt werden. Die Zellzyklusanalysetezeigch nach bis zu 6 Tagen
Kulturdauer keine signifikanten Unterschiede in den Proliferatitersrder mock und Claudin-1
transduzierten Tumorsphéaroidzellen. Dabei betrugen die Zellfraktio® derS- und G2M Phase
jeweils 81.9, 9.0 und 9.1 % (mock-Kontrolle) bzw. 80.1, 7.9 und 11.9 % (Claudin-1 positive Ze
len). Wie in Abb.11 erkennbar ist, wiesen sowohl Claudin-1 positive alsGlaadklin-1 negativn
Spharoiden vorwiegend in zentralen Bereichen der Sphéroide Pl-posiiee &igf. der jedoch in
Claudin-1 positiven Tumorsphéaroiden drastisch erhdht war. Allerdingeere@jaudin-1 positive
Tumorsphéaroide verglichen mit der mock-transduzierten Kontrolie ggnifikant erhéhte Zahl
toter Zellen in zentralen Spharoidbereichen. Um zu verstehenwewider Volumenanteil toter
Zellen im Spharoidzentrum in Claudin-1 negativen und positiven Spharoiden wvon de
Gesamtgrol3e bzw. Volumen des Spharoids abhangt, wurden MDA-MB 361 mock-trarieduz

und Claudin-1 transduzierte Klon 6 Spharoide mit unterschiedlicher Gré3e untersucht YAbb.11

50 1

Volumen PI-pos. Spharoidzentrum [10° pm?]

0 20 40 60 80 100

Volumen Spharoid [10° pm?]

Abb.11: Volumenabhéngige Zelltodanalyse in MDA-MB 361 $phén. Die Untersuchung wurde nach 6 Tagen
Wachstum von MDA-MB 361 mock-transduzierten Zdehwarze Kreise) und Claudin-1-transduzierten Kén
Zellen (weisse Kreise) in Suspensionskultur durfihige



Ergebnisse 59

Dazu wurden Bilder verschieden grofRer Spharoide aufgenommen unds jeleei mittlere
Durchmesser d des Spharoids sowie des zugehdrigen Pl-positiven Smrdroids bestimmt
und mit der Formel fiir das Kugelvolumen V =*1§6 auf das Volumen eines idealisierten
kugelférmigen Sphéaroid/Spharoidbereiches extrapoliert. Abb.11 zeigt, éasrdie des PI-
positiven Sphéaroidzentrums fast linear mit der Sphéroidgrof3e zunahen.zu@jehorigen
Korrelationskoeffizienten der Regressionsgeraden fir Claudin-1 ymositnd mock Tumor-
sphéroide betrugen 0.97 bzw. 0.91. Die Steigung der Regressionsger@dieutlin-1 positive
MDA-MB 361 Spharoide war circa um den Faktor 3 hoher verglicherdaritmock Kontrolle
(0.46 bzw. 0.14), was eine dreifach hohere Zelltodrate in Claudin-1 positiplardien
bedeutete. Zusatzlich war die Pl-positive Zellfraktion im zestr&phéaroidbereich unabhéngig
von der Sphéaroidgrofia Claudin-1 positiven Spharoiden immer grof3er im Vergleich zur mock
Kontrolle. Diese Feststellung schliel3t explizit die Moglichleeis, dal3 es sich bei der erhdhten
Zelltodrate in Claudin-1 positiven Sphéroiden um ein sekundares Phanondgitdawelches
priméar durch unterschiedliche Sphéaroidgré3en hervorgerufen wurde.

Um zu verstehen, ob die Reexpression von Claudin-1 nekrotischen oder apogtofettod in
zentralen Spharoidbereichen ausldst, wurden die Sphéroidzellen durchiBryrg vereinzelt
und fur durchflu3zytometrische Untersuchungen mit dem ZelltodfarbBtoffidium lodid (PI)
sowie dem Apoptosemarker Annexin V-Fluos gefarbt (siehe 3.2.6.4). Mardleshnik ist es
maoglich, in den Zellen ablaufende nekrotische und apoptotische Prasdsenktion der Zeit
aufzulésen, da die bei Nekrose schnell auftretende massive Membuanegglich zur PI-
Farbung der Zellen fuhrt, wahrend beim vergleichsweise larggs#poptoseprozess zuerst eine
extrazellulare Exposition von Phosphatidylserinresten in demgetbran stattfindet, die mit
Annexin V-Fluos detektiert werden kann. Nachdem apoptotischer Zelligdtezten ist, werden
Annexin V-Fluos positive Zellen durch Membranruptur ebenfalls Pl-posAbb.12 zeigt
zweidimensionale Dotplots von MDA-MB 361 mock-transduzierten (A), Claudinrsdraierten
Klon 2 (B) und Claudin-1 transduziert&ton 6 (C) Spharoiden nach 5 Tagen Zellkultur.

In den mock-transduzierten Tumorspharoiden (A) fand sich ein reladinteil lebend-apop-
totischer Zellen von 3.7 % (Annexin positiv, Pl negativ) bzw. tot-agiigeher Zellen von 7.0 %
(Annexin positiv, Pl positiv) an der gesamten Spharoidzellpopulation. Ad¢eil apopto-
tisch/lebender und apoptotisch/toter Zellen war in Claudin-1 Klon 2dwarerten Tumorspharoi-
den (B) mit vorwiegend zytoplasmatischer Claudin-1 LokalisationOnfizw. 4.8 % in etwa mit
mock-transduzierten Spharoiden vergleichbar. Im Gegensatz dazu stiegeiebeider Zellfrak-
tionen in Claudin-1 Klon 6 transduzierten Tumorspharoiden (C) mit Claudie+fidvinlokalisa-

tion auf 8.5 bzw. 37.5 % an und war mit einem Gesamtanteil apoptotidehen von 46.0 %
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etwa 3.5x hoher verglichen mit mock- und Klon 2 transduzierten SpharoidkuliDrese Daten
sind vergleichbar mit Untersuchungen der Apoptoseinduktion bis zu kulerdauer von 24
Tagen in Claudin-1 Klon 6 transduzierten Tumorsphéaroiden und mock-traetdnzZspharoiden,
die zeigten, dal? ab Tag 10 eine Plateauphase mit 60-65 % apoptdfisitbie an der gesamten
Klon 6 Spharoidzellpopulation erreicht wird, wahrend des Zeitraums dggil Aapopto-tischer

Zellen in mock-transduzierten Spharoiden mit 12-17 % konstant blieb (174).

Propidium lodid

10° 10 107 1o° 108

Annexin V-Fluos

Abb.12: DurchfluBzytometrische Analyse des Zelltodes inAMIIB 361 Tumorsphéroiden. Quadrant links unten:
vitale Zellpopulation; Quadrant rechts unten undenbvital apoptotische und tot apoptotische Zeligagion; A)
mock-transduzierte Zellen; B) Claudin-1 transdugédflon 2 Zellen; C) Claudin-1 transduzierte KlorZéllen.
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4.2.2 In-vivo Charakterisierung im Maus-Xenograft Brusttumormodell

Die in vitro Studien hatten gezeigt, daf3 die Expression und Membranlokalisation von Claudin-1 i
MDA-MB 361 Brusttumorzellen zu einer erhdhten Zelltodrate durch Agsgphduktion in
Tumorsphéaroiden fuhrt. Ein signifikanter Unterschied von Spharoidkulturen xuwarSituation
besteht allerdings darin, dal® in diesem System keine Gefallveiganbggebildet wird. Der
Prozess der Neovakularisierung von Mikrotumoren stellt jedoch in-vivah e@néscheidenden
Faktor fur das progressive Wachstum von Tumoren dar (21). Um dekt Bée Reexpression
von Claudin-1 auf das Wachstum von vaskularisierten Tumoren zu anatysiairde ein Tier-
versuch mit SCID-Mausen als Xenograftmodell durchgefuhrt. Damdenm Claudin-1 negative
mock-transduzierte MDA-MB 361 Zellen sowie Claudin-1 positive MBB- 361 Klon 2
(Claudin-1 vorwiegend zytoplasmatisch) und Klon 6 Zellen (Claudin-1 mamtindig) als Zell-
modelle verwendet, um das Tumorwachstum in Abhangigkeit unterschedi@ualitaten der
Claudin-1 Membranlokalisation zu untersuchen (siehe Abb.6). Der Ablauf desudhs ist

schematisch in Abb. 13 dargestellt.

Messung der Tumorgrofie und
Korpergewicht (1x/Woche)

TaJQoVVVVVVVVVTa}sa

o PO

‘Versuchsbeginn‘ ‘ Versuchsende ‘

T T Autopsie und Parameteranalyse T
Zellinjektion s.c. R .
J Ab Tag 28 Tétung von Tieren Totung aller Tiere, Autopsie
wg. Abbruchkriterium und Parameteranalyse

Abb.13: Uberblick tiber den zeitlichen Ablauf des Tierverss. Der Versuch erstreckte sich tiber 8 ¥ Wocbean v
Tag 0 (subkutane Applikation der Tumorzellen) lzig 56 (Totung aller Gberlebenden Tiere und Paranagtalyse).

Zu Versuchsbeginn (Tag 0) wurden 77 weibliche SCID-M&ause in 3 Gruppé&x 2b und je 2x
26 Tieren eingeteilt. Dann wurden den Tieren unter InhalationsnatbgeMB 361 mock-
transduzierte Zellen (Gruppe 1, 26 Tiere) sowie Claudin-1 transttukiton 2 (Gruppe 2, 25
Tiere) und Klon 6 (Gruppe 3, 26 Tiere) Zellen in einer Konzentration3xoh® Zellen/200 pl
PBS subkutan in die rechte Flanke injiziert (siehe 3.2.4.2). Ded&agellinjektion wurde als

Tag O definiert, der Abbruch des Versuches erfolgte am Tag &6réNd des Versuches wurde
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das Tumor- sowie das Kdrpergewicht der Tiere 1x pro Woche bestia@iD-Mause, die das
Abbruchkriterium aufgrund von exzessivem Tumorwachstum schon vor denb@ agreicht
hatten (siehe dazu 3.2.4.4), wurden durch transzervikale Dislokation getdehwdie Tumore
aus den Mausen prapariert und analysiert wurden. Am Endpunkt des Veasudlag) 56 wurden
alle noch lebenden Mause getétet und ebenso verfahren.

Die statistische Auswertung des Tumorwachstums sowie weitknehgefihrter Analysen
erfolgte mit den Software-Programmen SigmaPlot und Sigma@tmma SPSS, Erkrath) unter
Verwendung des Student t-Test. Statistisch signifikante Untedelznwischen den Mittelwerten
zweier Messgruppen werden dabei durch den p-Wert ausgedridér [stWert kleiner als 0.05,

so gelten die Unterschiede der Mittelwerte als signifikant.

4.2.2.1 Tumorwachstum und Uberlebensrate

Alle Tieren, denen Tumorzellen subkutan appliziert wurden, entitérkesinen messbaren
Tumor, die Anwachsrate betrug dementsprechend 100 %. Die Tumorguidie dabei 4x in den
ersten 28 Tagen des Versuches gemessen (Tag 11, 16, 21 und 28), wobeiatiienAder
Versuchstiere innerhalb dieses Zeitraums mit n = 26 (Gruppe 1 upzA3)n = 25 (Gruppe 2)
konstant blieb. Eine Wachstumskinetik der Tumore bis zum Tag 28 ist in Abb.14 A gezeigt.
Aus den Wachstumskurven geht hervor, dal3 es schon ab Tag 16 zu ignigkasten
Verringerung des Tumorwachstums innerhalb der Gruppe 3 Méausekohmrtelds@en Claudin-1
positive MDA-MB 361 Klon 6 Zellen injiziert worden waren. Das netd Tumorgewicht der
Gruppe 3 Kohorte betrug zu diesem Zeitpunkt 317.3 mg im Vergleich zu Gruppeck-
tranduzierten Kohorte mit 519.7 mg und der Gruppe 2 Claudin-1 Klon 2 trartdunziohorte
mit 502.6 mg (p-Werte Gruppe 1-3 <0.001, Gruppe 2-3 0.005, Gruppe 1-2 0.812), was einel
Wachstumsreduktion gegentiber den Kontrollgruppen von ca. 39 % (Vgl. mit Gruppe. ca.
37 % (Vgl. mit Gruppe 2) entsprach. Bis zum Tag 28 setzte sichrdiesnd weiter fort, wobei
sich die Differenz im mittleren Tumorgewicht zwischen deuppe 3 Kohorte und den anderen
beiden Gruppen noch einmal deutlich vergroRerte. In der Gruppe 3 wamitthsre
Tumorgewicht zu diesem Zeitpunkt gegenuber den Kontrollgruppen um 56 % (Gruppe.l1)
ca. 58 % (Gruppe 2) reduziert und betrug 860.0 mg verglichen mit 1969u2wn 2055.8 mg
(p-Werte Gruppe 1-3 <0.001, Gruppe 2-3 <0.001, Gruppe 1-2 0.754). In einem
Wiederholungsversuch mit je 8 Tieren pro Kohorte tber einen Versuchspeivon 30 Tagen
konnte dieses Ergebnis reproduziert werden. In diesem Versuch betrug das mittlergewicht
der Gruppe 3 Versuchstiere 1043.7 mg verglichen mit 2523.1 bzw. 2487.4 mgG@rujgren 1
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und 2, was in beiden Fallen einer Wachstumsreduktion der Tumoren von eiariSprach (p-
Werte Gruppe 1-3 <0.001, Gruppe 2-3 0.003, Gruppe 1-2 0.473).
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Abb.14: Wachstumskinetik von MDA-MB 361 Xenografttumone8CID-Mausen. A) Tumorwachstum innerhalb der
ersten 28 Tage; B) Tumorwachstum innerhalb desrgesaVersuchszeitraumes von 56 Tagen; C) Normaligie
des mittleren Tumorgewichts auf die Anzahl lebemd&use. Durchgezogene Linie: MDA-MB 361 mock-Kalfer
(Claudin-1 negativ); Gepunktete Linie: MDA-MB 3610K 2 (Claudin-1 positiv, zytoplasmatisch lokalisie
Gestrichelte Linie: MDA-MB 361 Klon 6 (Claudin-1gitiv, membranlokalisiert)
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Fur eine Tumoruntersuchung zu einem frilhen Zeitpunkt des Versuches wurdeag&28 aus
allen 3 Gruppen je 5 Tiere mit unterschiedliche grofien Tumorétegefullerdem muliten ab
diesem Zeitpunkt zunehmend Tiere aus allen 3 Gruppen aufgrund des Abibeucinks getttet
werden, wobei nicht die Abnahme des Korpergewichts der Mause, sonder@rdfRe der
Tumoren der alleinige Abbruchgrund war. Aufgrund dieses Verfahrerdewdriere mit grof3en
Tumoren vor allem aus Gruppe 1 und 2 entfernt, da im Vergleich zyop@r3 in diesen beiden
Gruppen bereits viele Tiere grof3e Tumoren aufwiesen. Die auf tliksse durchgefihrte
Selektion der Versuchstiere fihrte aber dazu, dal3 sich dell AeteTiere mit kleinen Tumoren
im weiteren Versuchsverlauf erhtéhte, was zu einer vermdiatlicAbnahme des mittleren
Tumorgewichts innerhalb der Gruppen fihrte, die sich besonders stark &iugigen 1 und 2
auswirkte. In Abb.14 B ist die Messung des mitteren Tumorgewichts ddre gesamten Ver-
suchszeitraum von 56 Tagen gezeigt, wobei nach Tag 28 noch 5 weitereg@whtsbestim-
mungen am Tag 30, 35, 37, 44, 49 und Tag 56 durchgefihrt wurden. Wie aus derulV&chst
kurven zu entnehmen ist, kam es nach Tag 28 und 37 in den Gruppen 1 und 2 bzvagr2&h T
und 44 in der Gruppe 3 zu einer vermeintlichen leichten Abnahme desemiTumorgewichts,
die mit der Entfernung von Mausen mit gro3en Tumoren aus den Kohorten zu erklaren ist.
Um die Entwicklung des Tumorwachstums zu spateren Zeitpunkten dsrstelkonnen, wurde
das mittlere Tumorgewicht auf die Anzahl noch lebender Tierehafte der Kohorte normiert.
Aus Abb.14 C ist zu ersehen, dafd das Verhaltnis von mittlerem Tumohgerur Anzahl
lebender Tiere, die aufgrund ihres Tumorgewichts das Abbruchintenoch nicht erreicht
hatten, beginnend mit Tag 28 in den Gruppen 1 und 2 deutlich starker zusalhmdair Gruppe
3, was primar durch die starke Abnahme der Zahl an Versuchstiareden beiden
Kontrollgruppen begrindet war.

In Abb.15 ist die Uberlebensrate der Mause in einer Kaplan-Meystivaikurve dargestellt,
wobei als Uberleben der Zeitraum von Versuchsbeginn bis zwusicEen des Abbruchkriteriums
definiert wurde. Der Verlauf der Kurven zeigt, dal3 MauseGleppe 3 Kohorte deutlich langer
Uberlebten als die Tiere der Gruppen 1 und 2. So lebten am Tag 37 ndéudd (ca. 72 %) der
Gruppe 3 Kohorte, wahrend nur noch 6 Tiere von Gruppe 1 (ca. 29 %) bzw. $dne@uppe
2 (15 %) am Leben waren. Zu Versuchsende am Tag 56 hatten 5 Mause Yepder Gruppe 3
das Abbruchkriterium noch nicht erreicht, wahrend in Gruppe 1 nochrl(CEe5 %) bzw. in
Gruppe 2 noch 2 Tiere (10 %) lebten. Die 50 % Uberlebensrate (Zeitebrdch 50% der Tiere
leben) betrug ca. 42 Tage in der Gruppe 3 bzw. ca. 33.5 Tage in den GruppeB (puierte
mittlere Uberlebensrate Gruppe 1-3 <0.001, Gruppe 2-3 0.008, Gruppe 1-2 0.940).
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Die Messung des Korpergewichts der Tiere wahrend des gesamtsmchszeitraumes ergab
unabhangig von der Kohortenzugehorigkeit eine durch das Tumorwachstungtbeldiichte

Abnahme von durchschnittlich 20 g auf ca. 18 g pro Tier ab.
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Abb.15: Kaplan-Meyer Survivalkurve von MDA-MB 361 Xenoguaioren in SCID-Mausen. Durchgezogene Linie:
MDA-MB 361 mock-Kontrolle (Claudin-1 negativ); Gafitete Linie: MDA-MB 361 Klon 2 (Claudin-1 positiv,
zytoplasmatisch lokalisiert); Gestrichelte LinieDM-MB 361 Klon 6 (Claudin-1 positiv, membranlokgit)

4.2.2.2 Analyse der Expression von Claudin-1 in Xenografttumoren

Um das Expressions- und Lokalisationsmuster von Claudin-1 der verwend&Aa-MB 361
Zellklone in den Xenografttumoren zu untersuchen, wurden immunhistochenkiadbhengen
von Gewebeschnitten mit dem Anti-Human Claudin-1 Antikérper durchgefuhitt m
anschlieBender Hamatoxylin-Gegenfarbung durchgefuhrt (siehe 3.2.5.2). In Anid16xem-
plarisch Areale von Xenografttumoren dargestellt, die aus dapp@rl (A, mock-transduzierte
MDA-MB 361 Zellen), Gruppe 2 (B, Claudin-1 positive Klon 2 MDA-MB 3&&llen) und
Gruppe 3 (C, Claudin-1 positive Klon 6 MDA-MB 361 Zellen) Mausekohorten prapariedewur
Wie bereits in vitro durch immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchuyepsigt (Abb.6 A)
konnte auch in-vivo durch DAB-Farbung keine Expression von Claudin-1 in mockhiraegen
MDA-MB 361 Zellen nachgewiesen werden (Abb.16 A). Die in vitro @laudin-1 positiv
getesteten MDA-MB 361 Zellklone 2 und 6 wiesen hingegen auch in-vivdhehes Expression
von Claudin-1 auf (Abb.16 B und C). Unabhangig von der Schnittebene des Gehwilbes
durch den Tumor konnte in praktisch allen Tumorzellen eine Claudin-1 BEigmegefunden
werden. DarlUberhinaus zeigte sich, dal’ die in vitro detektierte unterschiedliché&#e Lokalisa-

tion von Claudin-1 in beiden Zellklonpopulationen auch in-vivo nachzuweisen war. ABb.16
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zeigt, daf3 in Gruppe 2 Tumoren eine ausgepragte zytoplasmatisch&®Bigg in den meisten
Tumorzellen vorlag, wahrend eine membranstandige Lokalisation von Claudin-an sehr
wenigen Zell-Zellkontakten zu finden war. Hingegen konnte in den Tumenzdlr Gruppe 3
Tumoren eine ausschlie3lich auf Zell-Zellkontakte konzentriertee feiembranstan-dige DAB-
Farbung nachgewiesen werden, welche mit dem in vitro Lokalisatisiesmvon Claudin-1 in
MDA-MB 361 Klon 6 Zellen tbereinstimmte (Abb 6 C).

Abb.16: Expression und Lokalisation von Claudin-1 in MDA&N61 Xenografttumoren. A) MDA-MB 361 mock-
Kontrolle (Claudin-1 negativ); B) MDA-MB 361 Klon(2laudin-1 positiv, zytoplasmatisch lokalisier®) MDA-MB
361 Klon 6 (Claudin-1 positiv, membranlokalisieB@lken: 20 um
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4.2.2.3 DurchfluRzytometrische Analyse der Xenografttumoren

Das Ergebnis der Untersuchung des in vivo Tumorwachstums war, dafn€lapodsitive
Tumore mit membranstandiger Claudin-1 Lokalisation ein deutlich nggémtes Tumorwachs-
tum im Vergleich zu Claudin-1 negativen und Claudin-1 positiven Tumoren pnmar
zytoplasmatischer Claudin-1 Lokalisation zeigten. Um zu untersuefeedie Tumorwachstums-
reduktion mit der Zelltodrate, Proliferationsrate und Vaskularisgerder Tumore korreliert,
wurden Einzelzellsuspensionen gewonnen und nach Fixation der Zellen durgiofto@zische
Analysen durchgefuhrt. Um gleichzeitig die Zellzyklusverteilung ded apoptotischen Anteil
der Tumorzellen zu bestimmen, wurde eine DNA-Farbung mit H33258 savad-ITC-Markie-
rung von DNA-Fragmenten unter Verwendung der TUNEL-Reaktion durchgdgiéine 3.2.6.5
und 3.2.6.6).
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Abb.17: DurchfluBzytometrische Analyse der Zellzyklusvlartg, des Anteils apoptotischer Zellen und des
Stromaanteils in MDA-MB 361 Xenografttumoren. A)lZ&lus- und TUNEL-Analyse (x-Achse: DNA-Farbstoff
H33258 und y-Achse: FITC-dUTP). B) DNA Histogranum Rarstellung von Tumor- und Stromazellzyklus ém d
Xenografttumoren. Tumorzellzyklus (G1T, ST und G28ffomazellen (G1S) und SubG1 Region als remtwal

fur den Anteil nekrotischer plus apoptotischenli&hfragmente.
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Wie in Abb.17 B gezeigt ist, ermoglicht die ZellzyklusverteilungeeUnterscheidung zwischen
normal diploiden Maus-Stromazellen und den aneuploiden humanen Tumorzellemadufges
unterschiedlichen DNA-Gehalts moglich. In Abb.17 A ist exemparischzeeidimensionaler
Dotplot gezeigt, der die durchgefuhrte 2-Parameteranalysexsatraulicht. Durch die DNA-
Farbung mit H33258 (x-Achse) laft sich der prozentuale Anteil dem&zellen in der G1-Phase
sowie die Anteile der Tumorzellen in G1-, S-, G2M-Phase desyXallz ermitteln. Die dabei
erhaltenen Werte ergeben sowohl den relativen Anteil von Mauszelgsn Tumoren, welcher
mit der Zahl eingewanderter Mausendothelzellen und Entziindungszellelekipra¢és auch den
relativen Anteil von S- und G2M-Zellen als Mal3 fur die Proéifemsrate der Tumorzellen. Die
SubG1 Region reprasentiert den Anteil fragmentierter Zellkemether als relatives Mal3 fr
nekrotisch plus apoptotisch aufgetretenen Zelltod in den Xenografttuierangezogen werden
kann. Speziell aus apoptotischen Prozessen hervorgegangener Zetitoaitwiilfe der TUNEL-
Technik detektiert. Dabei wird die Endonukleaseaktivitdt in apoptotisctedien durch
Polymerisation von dUTP-FITC (y-Achse) an 3-OH Enden von DNA-Bitiicken nachge-
wiesen. Nach Festlegung eines Schwellenwerts der dUTP-Hiilitikg konnte somit der Anteil

vitaler und vital apoptotischer Tumorzellen im Tumor bestimmt werden.

4.2.2.4 Claudin-1 abhangige Apoptose-/Zelltodinduktion

In Abb.18 ist jeweils der mittlere Anteil TUNEL-positiver Tureelen (A) und SubG1 Region
Tumorzellen (B) aller gemessenen MDA-MB 361 Xenografttumore der 3 Grugogestellt.

Daraus ist ersichtlich, dal3 der Anteil lebend apoptotischer undZelien in den Tumoren der
Gruppe 3 Kohorte im Vergleich zu den Tumoren der Gruppen 1 und 2 um den Faktor .6436bzw
erhoht war. Dabei betrug der prozentuale Anteil TUNEL-positiver Taatlen in den Gruppe 3
Tumoren13.8 % verglichen mit 3.0 und 2.2 % in Gruppe 1 und 2 Tumoren (p-Werte Gruppe 1-3
0.006, Gruppe 2-3 0.005, Gruppe 1-2 0.460). Der prozentuale Anteil von SubG1 Tumozellen, de
sich sowohl aus nekrotisch als auch apoptotisch toten Zellen zusammensetatgdearTumoren

der Gruppe 3 ebenfalls erhoht und betrug 14.1 % im Vergleich zu 7.7 % und 5rbdén
Tumoren der Gruppen 1 und 2 (p-Werte Gruppe 1-3 0.010, Gruppe 2-3 0.010, Gruppe 1-2 0.260

was einer Erh6hung um den Faktor 1.8 bzw. 2.7 entspricht.
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Abb.18: Analyse des Anteils apoptotischer Zellen und fiemgierter Zellkerne in MDA-MB 361 Xenografttumoren.
A) TUNEL-positive Zellfraktion; B) Zellfraktion ider SubG1 Region. Dargestellt sind Mittelwerte EM\ aller
Tumore nach Erreichen des Abbruchkriteriums bzwsMghsende.

4.2.2.5 Proliferation der Brusttumorzellen in den Xenografttumoren

Aufgrund des verringerten Tumorwachstums von Gruppe 3 Tumoren verglichéemTumoren
von Gruppe 1 und 2 war zu erwarten, dal3 in diesen Tumoren auch der réateit
proliferierender Tumorzellen verringert sein muf3te. Wie in Abb.1§e2eigt ist, war jedoch in
den Tumoren von Gruppe 3 Tieren trotz des verlangsamten Wachstums unthéteere
Zelltodrate paradoxerweise gleichzeitig eine erhdhte Prafiersrate der Tumorzellen um den
Faktor 2.9 bzw. 1.7 im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen zu beobaohbetru§ der
SG2M-Phasenanteil der Zellzyklusverteilung in Gruppe 3 Tumoren 1l%ergleich zu 10.3
und 6.0 % in Gruppe 1 und 2 Tumoren (p-Werte Gruppe 1-3, 2-3 und 1-2 je <0.001).
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Abb.19: Proliferationsrate von MDA-MB 361 Brusttumorzellan Xenografttumoren. A) Durchflu3zytometrische
Analyse des SG2M-Phaseanteil der Zellzyklusvengilder Tumorzellpopulation; B) Mikroskopische Aselyder
Mitosezahl pro Gesichtsfeld auf HE-geféarbten Gewehsitten.
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Um dieses Ergebnis zu Uberprifen, wurde die Wachstumsfraktion derrgfhogore mit einer
anderen Methode durch mikroskopische Bestimmung der Zahl mitotischien zaf HE-
gefarbten Gewebeschnitten ermittelt. Dazu wurden jeweils 2belBschnitte verschiedener
Xenografttumore aus den 3 Gruppen hergestellt (siehe 3.2.5.1 und 3.2.5.4). Reschiieirden

die Objekttrager randomisiert, d.h. eine dritte Person ordnete derkti@gern zufallige
Nummern von 1-75 und dokumentierte die zugehorigen Tiernummern. Insgegehen 40 der

75 randomisierte Gewebeschnitte bei 400-facher VergroRerungsi@nalyobei die Anzahl der
Mitosen pro Gesichtsfeld jeweils in 3 zentralen Tumorbereichemesiow3 Randbereichen des
Tumors bestimmt wurde. Dabei wurde jedes Gesichtsfeld von 2 Pemosgerahlt und die Zahl

der Mitosen nach Auflésung der Randomisierung Uber alle peripherenemtrdlen Bereiche
eines Gewebeschnittes gemittelt. In Abb.19 B ist die durchschnittiahé mitotischer Zellen

aller untersuchter Gewebeschnitte von Gruppe 1 (n = 14), Gruppe 2 (nuadl&ruppe 3 (n =

11) Tumoren gezeigt. Auch mit dieser Methode konnte eine gro3eslestMensfraktion in Grup-

pe 3 Tumoren ermittelt werden. Die durchschnittliche Zahl der Mitpse Gesichtsfeld betrug in
Gruppe 1 (mock) 7.3 und in Gruppe 2 (Claudin-1 Klon 2) 8.5, in Gruppe 3 (Claudin-1 Klon 6)
jedoch 11.1 (p-Werte Gruppe 1-3 0.005, Gruppe 2-3 0.070 und Gruppe 1-2 0.264) Die Anzah
mitotischer Zellen in peripheren Tumorbereichen war unabhangig vaardppe etwas héher als

in zentralen Tumorbereichen und betrug 8.0, 9.7 und 12.6 im Vergleich zu 6.7, 7.3 und 9.t

mitotischen Zellen pro Gesichtsfeld (jeweils Gruppe 1, 2 und 3).
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Abb.20: Korrelation von Uberlebenszeit der Mause mit dpoptotischen und proliferierenden Tumorzellfraktion
von MDA-MB 361 Zellen. A) Anteil apoptotischer TUN#gositiver Zellen; B) SG2M Phaseanteil der Zellagk
verteilung der Tumorzellpopulation. Kreise: Mocklg@lin-1 negativ); Dreiecke: Klon 2 (Claudin-1 zgtasma-
tisch); Quadrate: Klon 6 (Claudin-1 membranstandig
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Die Korrelationsplots in Abb.20 fassen das Ergebnis der Bestimmurgbeelebensrate und der
durchflul3zytrometrischen Untersuchungen von Apoptoseinduktion und Zellprotiferabch
einmal zusammenfassen. Es ist ersichtlich, daR die deutliciréamiglere Uberlebens-zeit der
Gruppe 3 Méause von etwa 9 Tagen (siehe 4.2.2.1) mit einer 4.6- bzw. 6.3-facbnhZhaél
apoptotischer Tumorzellen in den Xenografttumoren im Vergleich rpg@ 1 und 2 M&ausen
korreliert (siehe 4.2.2.4). Trotz verlangerter Lebenszeit und hohbsterberate der Tumorzellen
in Gruppe 3 Tieren wurde jedoch gleichzeitig ein 2.9- und 1.7-fach héherer Aotdénerender
Tumorzellen in den Xenografttumoren im Vergleich zu Gruppe 1 und 2 Tieren ermittelt.

4.2.2.6 Stromaanteil und Gefaldversorgung der Xenografttumore

Um zu untersuchen, ob das verringerte Tumorwachstum auf eine vermiriBletgefal3-
versorgung von Gruppe 3 Tumoren mit membranstandiger Expression von Claudiiickzu-
fuhren war, wurde die Vaskularisierung von Xenograftumoren aller 3 Versugipsgr analysiert.
Wie in 4.2.2.1 beschrieben stellt der relative Mausstromaanteil wi®oimasse, welcher sich
hauptsachlich aus eingewanderten murinen Endothel-, Blut/Immun- und Binelesgellen

zusammensetzt, ein relatives Mal3 fur die Gefaldversorgung des Tumors dar.
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Abb.21: Stromaanteil und Vaskularisierung in MDA-MB 36In¥grafttumoren. A) DurchfluR-zytometrische Analyse
des Mausstromaanteils. B) Immunhistochemische Aaalynd morphometrische Auswertung CD34-positiver
Mausendothelzellen auf Gewebeschnitten

Aus Abb.21 A wird ersichtlich, dafd sich der prozentuale Stromaateeijesamten Tumorzell-
population nur sehr geringfligig voneinander unterschieden. Er betrug churittieh 30.3 % in
Gruppe 1, 35.1 % in Gruppe 2 und 34.5 % in Gruppe 3 Tumoren, wobei diese Unterschied
statistisch nicht signifikant waren (p-Werte Gruppe 1-3 0.178, Grupp®.883, Gruppe 1-2
0.155).
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Um ein direktes Mal3 fur die Gefal3versorgung der Tumore zu haben, wimgleimmun-

histochemische Markierung von Gefal3strukturen auf GewebeschnittenViemtegndung eines
Anti-Maus CD34-Antikorpers durchgefuhrt, der spezifisch an ein safttdares CD34 Epitop auf
Endothelzellen kleiner Blutgefalie und sich neuformierender Kapillaren bindet.

Abb.22: Immunhistochemische Farbung von CD34-positiven ddadothelzellen auf Tumorgewebeschnitten. A)
MDA-MB 361 mock-Kontrolle (Claudin-1 negativ); B)DM-MB 361 Klon 2 (Claudin-1 positiv, zytoplasmalisc
lokalisiert); C) MDA-MB 361 Klon 6 (Claudin-1 poisit membranlokalisiert). Balken: 200 pm

Insgesamt wurden pro Gruppe je 10 Paraffinschnitte unterschiedlieémagkafttumore mit dem
unter 3.2.5.3 beschriebenen immunhistologischen Protokoll gefarbt und vonGesesbeschnitt
6 zuféllige Areale bei 100facher Vergrof3erung mit einer Digitaera fotographiert (siehe

Abb.22). Unter Verwendung eines Bildverarbeitungsprogramm wurde durch Oagshtkl
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fizierung die Anzahl der im Bildausschnitt gelegenen GefalZentrastiWie in Abb.21 B gezeigt
ist, lieferte die morphometrische Betrachtung der GefaRRdichtefadlse nur sehr geringe
Unterschiede bei einem Vergleich der einzelnen Versuchsgruppestatisgtisch nicht signifikant
waren. Im Mittel wurden pro untersuchtem Bildabschnitt 696 GefalReupp® 1, 627 Gefalle in
Gruppe 2 und 593 Gefal3e in Gruppe 3 Tumoren gefunden (p-Werte Gruppe 1-3 QdgRe, G
2-3 0.594, Gruppe 1-2 0.180).

4.3 Untersuchung epigenetischer Regulationsmechanismenrd&audin-1 Expression

in Brusttumorzellen

4.3.1 Ras-Signaltransduktionsweg

Die konstitutive Aktivierung des Ras-Signaltransduktionswegs fuherlzohter Zellproliferation
und Zelldedifferenzierung sowie zur Unterdriickung apoptotischer Siggalwn Tumorzellen
und spielt damit eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Karzindd®&%). Mehrere
Untersuchungen in verschiedenen nicht-humanen Zellmodellen deuteterhidarda® der Ras-
MEK-ERK Signalweg moglicherweise an der Regulation von Exmmessnd Lokalisation TJ
assoziierter Proteine sowie dem Verlust der Tight Junction Famketeiligt ist (127, 132, 134).
Um zu untersuchen, ob eine erhohte Aktivitdt des Ras-Signaltransdulggmslie Expression
und Lokalisation von Claudin-1 sowie die Tight Junction Diffusionsbarrrei@rusttumorzellen
beeinflusst, wurde der Effekt der Inhibition von MEK-1 in MCF-7 Zelleit sehr geringer
endogener Expression von Claudin-1 und in T47-D Zellen mit hoher enddgepr@ssion von

Claudin-1 (siehe 4.1.1) analysiert.
4.3.1.1 Expression von Ras in T47-D und MCF-7 Brusttumorzellen

Studien Uber den Aktivierungszustand von Ras in verschiedenen Brustummzetiurch
Bestimmung des zellularen Ras-GTP Gehalts hatten gezeligl,.4¥aD Zellen eine niedrige Ras-
Aktivitat aufweisen, wahrend sich MCF-7 Zellen durch eine erhOhteviétivon Ras im
Vergleich zu normalen Brustepithelzellen auszeichnen (176). In Abb.2&8nist quantitative
Western Blot-Analyse der Ras-Proteinexpression in T47-D und MBsttumorzellen gezeigt.
In beiden Zellinien konnten signifikante Mengen von Ras-Protein naobgeEn werden.
Desweiteren ist ersichtlich, dal’ die Expression von Ras Prot&iCH7 Zellen deutlich hoher

war im Vergleich zu konfluenten T47-D Zellkulturen. Eine quantitativetersuchung der
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Protein-bandenintensitaten ergab eine 2.4 fach hohere Ras-ProteenmeMF-7 verglichen
mit T47-D Zellen.
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Abb.23: Proteinexpression von Ras in konfluenten T47-D M@F-7 Zellkulturen. Das relative Expressionsniveau
von Ras wurde durch densitometrische Analyse detaffeBlot Banden quantifiziert. Der parallele Nagis von (-
Aktin diente als interne Ladekontrolle gleicher #iamengen.

4.3.1.2 MEK-1 Inhibition und Expression von Tight Junction assoziierten Prot@en

Um die Ras-abhéngige Aktivierung des MAPK-Signalwegs zu blockievarden parentale T47-

D und MCF-7 Zellen mit dem MEK-1 Inhibitor PD98059 behandelt, der eir&tset Hemmung

der Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 hervorruft und dgamibaktivierung
des Ras-MEK-ERK Signalweges unterhalb von MEK-1 fuhrt. Durch ydiisanalysen konnte

in einem Vorversuch ermittelt werden, dal3 eine Exposition mit bi®7uM PD98059 fir 24 h in
beiden Zellinien keine signifikante Toxizitat (SubG1l Peak Analgsge) Inhibition der Zellproli-
feration bewirkt, welche mdglicherweise eine unspezifische Andedem Epression oder oder
zellularen Lokalisation von Claudin-1 verursachen konnte. In AbhangigkeiKa®zen-tration
von PD98059 blieb die SG2M Phase Zellfraktion in MCF-7 Zellen nahezu koristantrolle:
34.7 % im Vergleich zu 33.7, 31.9 und 33.1 % bei 10, 30 und 50 uM), wahrend es in T47-D
Zellen zu einer leichten Abnahme der Wachstumsfraktion kam (Kont&8l& % im Vergleich

zu 18.1, 20.0 und 17.5 % bei 10, 30 und 50 uM). Eine Zunahme des Zelltodes wurde iddteiner
beiden Zellinien bei allen getesteten Konzentrationen gefunden. Dekt s MEK-Inhibitors
PD98059 auf die Phosphorylierung von ERK1/ERK2 wurde in beiden Zelliniemibkei-
toxischen Konzentrationen von 10 bis 50 uM untersucht. Wie aus Abb.24 A leilsjobrtgaben
sich sowohl in T47-D als auch MCF-7 Zellen keine Anderungen dern@gsseinmenge von
ERK1/2 bei PD98059 Konzentrationen bis 50 uM. Allerdings fuihrten Konzemtestivon 10



Ergebnisse 75

MM in MCF-7 und T47-D Zellen zu einer massiven Abnahme der phosphtagliEorm von
ERK1/2. Trotz vollstandiger Inhibition der ERK1/2 Phosphorylierung zeigieh jedoch bei
effektiven PD98059 Konzentrationen keine signifikanten Anderungen degirigpression von
Claudin-1, Occludin und ZO-1 in beiden Zellinien (Abb.24 B). Auch parent&€&v Zellen, die
in unbehandelter Zellkultur lediglich sehr geringe endogene MevmgerClaudin-1 exprimierten
(siehe Abb.1), zeigten nach MEK-1 Inhibition keine Reexpression ggRkengen von Claudin-

1 Protein.
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Abb.24: Anderung des Phosphorylierungs- und Expressionssteon ERK1/2 (A) sowie der Expression der Tight
Junction assoziierten Proteine Claudin-1, Occludimd ZO-1 (B) in parentalen T47-D und MCF-7 Brustbum
zellinien nach MEK-1Inhibition. Die Zellen wurdeiir 24 h mit 0 uM (Kontrolle), 10, 30 und 50 pM déEK-1
Inhibitors PD98059 behandelt. T47-D Zellysat diemtls Positivkontrolle (C) fur die Analyse der endogn
Claudin-1 Expression in MCF-7 Zellen.

Um die Nachweisgrenzen zu erhdéhen wurden Untersuchungen zur mRNAs&®pr von
Claudin-1, Occludin and ZO-1 durchgefuhrt. Tabelle 1 zeigt das relatRBA Expressions-
niveau der untersuchten Proteine in T47-D und MCF-7 Zellen nach 24getiB#handlung mit
50 uM PD98059. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle konnten ebenfalls digmkan-
ten Unterschiede der Genexpression dieser drei Tight JunctioniegenzProteine detektiert
werden. Zusammenfassend mul3te also festgestellt werden, dal3 wedeares-kriptionelle noch
eine posttranskriptionelle Regulation von Claudin-1, Occludin and ZO-Abhéngigkeit der
ERK1/ERK2 Aktivitat in beiden untersuchten Zellinien nachgewiesen werden konnte
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T47-D MCF-7
[Mittelwert +/- SEM] [Mittelwert +/- SEM]
GAPDH 1.21 +/- 0.09 1.20 +/-0.11
Claudin-1 0.88 +/-0.11 1.14 +/-0.23
Occludin 1.40 +/- 0.15 1.48 +/-0.23
Z0-1 0.90 +/- 0.09 1.01 +/- 0.23

Tabelle 1: Relative Expression von Claudin-1, Occludin and Z&RNA in T47-D and parentalen MCF-7 Zellen
nach 24-stindiger Behandlung mit 50 pM PD98059 éhaindelte Kontrollzellkultur: 1.0). Die Daten sl
Mittelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten dar.

4.3.1.3 Inhibition der MEK-1 Aktivitat und Lokalisation von Claudin-1

Chen et al. hatten beschrieben, dal3 Ras-transformierte MDCKintidzellen eine unphysio-
logische Lokalisation von Claudin-1 im Zytoplasma aufwiesen, die nadk-MEhibition durch
PD98059 primar Membranlokalisation zeigten. Um den Effekt untersathedlRas-Aktivitat auf
das zellulare Homing von Claudin-1 in Brusttumorzellen zu untersuchen, Wiladdin-1 durch
retrovirale Transduktion in MCF-7 Zellen artifiziell Gberexprinievobei sowohl eine membran-
standige als auch eine signifikante zytoplasmatische Lokalmsatn Claudin-1 erkennbar war.
Parentale Zwei dieser Claudin-1 positiven MCF-7 Tochterzellklonpopoktiund T47-D Zellen
wurden mit dem MEK-1 Inhibitor PD98059 behandelt.

Abb.25 zeigt die Zeitkinetik der Wirkung von 50 uM PD98059 auf die ExpressioiClaudin-1,
Occludin und ZO-1 Protein. Sowohl in T47-D als auch in den beiden Clayalsitiven MCF-7
Zellklonen K10 und K30 wurde die Phosphorylierung von ERK1/ERK2 nach Inkubatiterszei
von 1 h bis 24 h mit 50 uM PD98059 deutlich inhibiert, wahrend sich die Exqmessn ERK1/2
nicht anderte. Parallel konnten auch keine Anderungen der Gesamtproigénuom Claudin-1,
Occludin und ZO-1 in beiden Zellinien festgestellt werden. Abb.26 zeigt Eigebnis der
subzellularen Verteilung von Claudin-1 Protein vor und nach MEK-1 Inhibitiod h bzw. 24 h
in endogen Claudin-1 positiven T47-D und den beiden Claudin-1 tranduozigsti&lonen K10
und K30. In beiden Zellinien konnten auch keine auffalligen Anderungen elendZphologie
nach Behandlung mit PD98059 beobachtet werden, die fur eine Umordnung déirerell
Zytoskelettstruktur sprechen wirden. Wie bereits in Abschnitt 3.1.2 lpsehy weisen T47-D
mit niedriger Ras-Aktivitat ein Zell-Zellkontakt spezifischeskalisationsmuster von Claudin-1

mit schwacher intrazellularer Farbung auf, die sich auch nachzivh24 h Behandlung mit 50



Ergebnisse 77

pM PD98059 nicht sichtbar anderte. Trotz hoherer Ras-Expression und té#tkivesen die
beiden analysierten MCF-7 Tochterzellklone K10 und K30 nach artiéizielberexpression von
Claudin-1 eine Membranlokalisation des Proteins auf, wenngleich in gemmgAusmald im
Vergleich zur endogenen Claudin-1 Expression in T47-D Zellen. Albwed vom Claudin-1
Lokalisationsmuster in T47-D Zellen konnte in beiden Zellklonen auch eg@filkante
intrazellulare Farbung punktférmiger Aggregate festgesteltdare die in MCF-7 K30 Zellen
ausgepragter vorhanden war bei gleichzeitig geringerem Ausmalbrardokalisierter Expres-
sion von Claudin-1 im Vergleich zu K10 Zellen. Es konnten jedoch sowohl naeltslabch 24 h
Inhibition von MEK-1 mit 50 pM PD98059 in beiden Zellklonen keine Anderungen der
subzellularen zytoplasmatischen bzw. membranstandigen Lokalisation wadirclafestgestellt
werden (Abb.26). Dies deutete darauf hin, dal3 das zellulare Homingawdir©1 Protein durch

die Inhibition des MAPK Signalwegs nicht beeinflusst wurde.
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Abb.25: Zeitkinetik der Expression und Phosphorylierung #RK-1/2 (A) sowie der Expression von Tight Jamcti
assoziierten Proteinen (B) in parentalen T47-D @dudin-1 transduzierten MCF-7 TochterzellklonerDKihd K30
nach Inhibition von MEK-1 fur 0 h (Kontrolle), 1umd 24 h.
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Abb.26: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzellulaokalisation von Claudin-1 Protein in T47-D unéa@din-1 transduzierten MCF-Zellkloner
K10 und K30. Vor Behandlung (0 h Kontrolle) undmach bzw. 24 h Inhkubation mit 50 M PD98059. W#tgrung 400x.
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Abb.27: Untersuchung der Tight Junction Diffusionsbarrieie T47-D Zellen und Claudin-1 positiven MQFZellklonen K10 und K30. Konfluer
Zellmonolayer in Transwells wurden fir 0 h (Konked] 1 h und 24 h mit 50 puM PD98059 inkubiert. Pigrazellulare lonendurchléassigkeit wurde du
Messung der transepithelialen elektrischen Resigf€ER) bestimmt (A). Der parazellulare Molekulflexrde durch Messung einer Diffusionskinetik bis
min von 3 kD (B) und 40 kD (C) FITC-Dextran Ubedl@ienolayer untersucht. Jeder Datenpunkt entspridittelwerten (+/- SEM) aus 2 unabhéngig
Experimenten mit jeweils Dreifachbetimmungen. B @hdjeweils Kontrollkultur gestrichelte Linie; 1 RD98059 durchgezogene Linie; 24 h PD98
gepunktete Linie.
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4.3.1.4 Tight Junction Diffusionsbarriere in Brusttumorzellen nach MEK:-1 Inhibition

Um auszuschlieBRen, dal3 nach MEK-1 Inhibition submikroskopische Verédnderungen der
Lokalisation von Tight Junction Proteinen auftraten, die moéglicherwaisédilfe der Fluores-
zenzmikroskopie nicht detektiert werden konnten, wurden funktionelle duictanngen der Tight
Junction Barriere Funktion fur geladene und ungeladene Molekile in beidemeAedurchge-

fuhrt. Abb.27 zeigt die Untersuchung des transepithelialen elektnisétiderstandes (TER)
sowie der parazellularen Diffusion von 3 und 40 kD FITC-Dextranmolekulem hdn und 24 h
Inhibition von MEK-1 mit 50 uM PD98059. Sowohl in T47-D als auch in Claudin-1 ipesit
MCF-7 Zellklonen K10 und K30 konnten keine Anderungen der Diffusionsrate von lmve.

von 3 kD und 40 kD Dextranmolekilen nach MEK-1 Inhibition festgestellt werDees weist
darauf hin, daR weder submikroskopische noch physiologisch relevante AndherTiage

Junction assoziierter Proteine nach Blockierung des Ras-MEK-ERK B&gmbtattfanden.

4.3.2 Promotormethylierung des Claudin-1 Gens

Wie in Abschnitt 4.1.1 beschrieben fand sich mit Ausnahme der T47-Dni€ein allen
untersuchten Brusttumorzellinien eine stark verringerte bzw. ein kaerpléerlust der Claudin-1
Expression im Vergleich zu normalen Brustepithelzellen. Untbtswgen der Gensequenz von
Claudin-1 in 189 Brusttumorpatientinnen sowie zehn verschiedenen Brustilim@z hatten
gezeigt, dal sowohl im 5" und 3" untranslatierten Bereictualsia den kodierenden Sequenzen
des Claudin-1 Gens keine relevanten Mutationen in Tumor- verglicherNonihalzellen zu
finden waren, die auf eine genetisch bedingte Downregulierung von @audi der Brust-
tumorgenese hindeuten (167). Eine haufiger epigenetischer ,gemeirsg® Mechanismus in
Tumorzellen stellt jedoch die durch Methyltransferasen katatgsMethylierung von Cytosin-
Resten in Promotorregionen betroffener Gene dar. Die Sequenzadal/<laudin-1 Promotor-
bereichs sowie des ersten Claudin-1 Exons ergab einige CGr2aftagen vor dem Transkrip-
tionsstart zwischen —400 und 500, die allgemein als CpG Insel bezesgdmden und besonders
haufig von einer Cytosin- Methylierung betroffen sind. Um einenfétormethylie-rung des
Claudin-1 Gens fur den Verlust der Claudin-1 Genexpression auszuschlig@eien die
Claudin-1 negativen MDA-MB 361 und MDA-MB 435 Brustumorzellinien mit d&hathyl-
transferase-Inhibitor 5-Azacytidin behandelt und anschlieRend die GlauasiRNA sowie die
Proteinexpression untersucht. Die Zeitkinetik der Toxizitat von S¥ihn ergab, dal3 eine 72-
stindige Inkubation mit Konzentrationen bis zu 1 puM die Vitalitdt vamstBumorzellen nicht

signifikant beeintrachtigte, wahrend bei hoheren Konzentrationaitb@ach 24 h Behandlung
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eine Zunahme des Zelltods bei gleichzeitiger Inhibition der Zeifpration zu beobachten war.
Deshalb wurde die Expression von Claudin-1 nach Inkubationsdauer von bis zthé& Wibcl
UM 5-Azacytidin als auch nach kurzer Behandlungsdauer von 24 hswaiti 4iO0 uM 5-Azacy-
tidin untersucht.

In Abb.28 ist exemplarisch der Nachweis von Claudin-1 mRNA mitteld-Bme RT-PCR nach
Behandlung von Claudin-1 negativen MDA-MB 361 und MDA-MB 435 Zellen mitvIL 5-Aza-
cytidin fur 48 h gezeigt. Aus den RT-PCR Kurven ist ersichtlicl®, @47-D Zellen als Positiv-
kontrolle hohe Mengen an Claudin-1 mRNA exprimierten, wahrend isich-Azacytidin-
behandelten MDA-MB 361 und MDA-MB 435 Zellen keine signifikante ZunadereClaudin-1
mRNA gegeniiber dem Kontrollansatz ohne zellulare RNA zeigte. éimErgebnisse wurden
nach langerer 5-Azacytidin Inkubationszeit oder hoheren Substanzkonpewinaterhalten.
Zusammenfassend liel3 sich festhalten, dal3 unter keiner der untms@Bsdingungen eine
Aufregulierung der Claudin-1 Expression nach 5-Azacytidin Behandlungkttst werden

konnte.
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Abb. 28: RT-PCR Kurven der Claudin-1 mRNA Expression in-D4Zellen und nach Behandlung von parentalen
MDA-MB 361 und MDA-MB 435 Zellen mit 1 pM 5-Azatiptinach 48 h.

4.3.3 Bedeutung nukleérer Retinoid-Rezeptor Signalwege

Nukleére Retinoid-Rezeptoren stellen eine Gruppe von Transkriptiongaktar, die durch
Aktivierung mit Retinoid-Liganden an palindromische DNA SequenzmotiveRRAetinoic acid
responsive elements) binden und dadurch die Transkription von Genen besemfidi® an der
Steuerung von Zellproliferation und —Differenzierung in verschiedenavelie und Zelltypen
beteiligt sind. Zwei unabhangige Publikationen deuteten darauf hin, dal3 stiedbkpression

von Tight Junction assoziierten Proteinen als auch die transepéhlféusionsbarriere durch
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Stimulation von Retinoidrezeptoren mit all-trans Retinsaure inrsofiedlichen Zellmodellen
reguliert sein konnte (119, 129). Tabelle 2 zeigt eine Zusammlensgtdélekannter Literaturdaten
Uber den Expressionsstatus van (- und y-Retinsaure-Rezeptor (RAR) bzw- und [3-
Retinoid-X-Rezeptor (RXR) Unterformen in unterschiedlich differemen Brusttumorzellinien
(172).

Zellinie RAR-a RAR-B RAR-y RXR RXR-B
MCE-7 +177,178,179 _ 177,178’_'_ 181 + 178,179 + 182 + 182
T47-D +177,l78,179 _ l78,18(3+ 177 + 178,179,180 + 180,182 + 182
MDA-MB-231 _ 177’+ 178,179 + 179,18]; _ 177,178 + 178,179,180 + 183 nd
SK-BR-3 _180’+ 178 + 178,_ 180 + 178,180 + 180 nd
MDA-MB-435 _ 178 + 178,180,181 + 178,180 nd nd
MDA-MB-361 +179 _8 + 179 nd nd

Tabelle 2: Publizierte Expressionsdaten von RAR und RXR Reeepin Brustumorzellinien (Nummern beziehen
sich auf Literaturstellenzitate). Fir MCF7-ADR utMDA-MB 231-BAG Zellen sowie fur den Expressionsstat
einiger RXRa and RXRB Rezeptoren liegen bisher keine Literaturdaten (o)

Es ist ersichtlich, dal3 die meisten in Brusttumorzellen unteesuc8tibtypen von Retinoid-
Rezeptoren nachweisbar exprimiert sind, weshalb der Expressiassverdn Retinoid-
Rezeptoren fur die Downregulierung der Claudin-1 Expression wahmfichekeine Rolle
spielte. Andererseits besteht die Mdoglichkeit, dal der Expressiartveon Claudin-1 in
Brusttumorzellen durch eine fehlende oder geringe Aktivierung vomdigiRezeptoren mit
Retinoidliganden verursacht war. Um dies zu analysieren, wurdesttBmorzellen mit verschie-
denen Retinoidsubstanzen bekannter Wirkspezifitat behandelt. Tabellgt diee Selektivitat
sowie die EGy-Werte (50 % der maximalen CAT-Aktivitat) der verwendeten Suizsin, die mit
Hilfe eines zellularen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CA3says bestimmt wurden (184).
Die panagonistischen bzw. selektiv agonistischen Wirkungen der Retirasfddie Retinoid-
Rezeptoraktivitat wurde in einem Konzentrationsbereich von 3-150 nM gemesoxizitats-
analysen auf 8 Brusttumorzellinien ergaben zudem, dal3 die untersi#tirnidsubstanzen
Uber einen Zeitraum von 72 h bis zu Konzentrationen von 1 pM eingeszti#nmkonnten ohne

daf3 dies zu einer signifikanten Beeintrachtigung der Zellvitalitat fihrte
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Nummer/Substanz Selektivitat EGo [nM]
1 all-trans RA RAR-Panagonist 4.0
2 13-cis RA RAR-Panagonist 9.2
3 Arotinoid RAR-Panagonist 3.0
4 9-cis RA RAR/RXR-Panagonist 15.0
5 RARe Agonist 3.0
6 RARe Antagonist *

7 RARB Agonist 39.0

8 RARy Agonist 15.0

9 RARy Agonist 150.0
10 Targretin RXR#y Agonist 39.0
11 RXRe/y Antagonist *

Tabelle 3: Selektivitdt und E&-Werte der fir die Behandlung von Brustumorzellinieerwendeten Retinoid-
Substanzen. Die EgWerte wurden in einem CAT-Assay bestimmt. Dien8ten markieren RAR-RXR Anta-
gonisten (keine Zunahme der CAT-Aktivitat).

Als Studienmodelle fir die Analyse der Retinoidsubstanzwirkung wurdéh \a&rschiedene
Brusttumorzellinien verwendet, denen von Sommers et al. (172) aufgrinurpdologischer
Kriterien sowie der Expression verschiedener epithelialerk&tproteine ein bestimmter
Differenzierungsstatus zugeordnet wurde. Als hochdifferenaiertien die T47-D, MCF-7 und
MDA-MB 361 Zellinie eingestuft (E-Cadherin positiv), wahrend SR-B, MDA-MB 435,
MDA-MB 231 und MCF-7 ADR Zellen (E-Cadherin negativ) als niedriiguénziert eingeordnet
wurden. Zusatzlich wurde ein von MDA-MB 231 Zellen abgeleiteter hockivera Klon, die
MDA-MB 231 BAG Zellinie, in die Gruppe untersuchter Brusttumorzedimiaufgenommen
(169). Die Brusttumorzellen wurden fur 24 h mit einer Substanzkonzentratin je 300 nM
behandelt und die relative Expression von Claudin-1 mRNA durch semiqueatifi-PCR
bestimmt. In Abb.29 sind exemplarisch die Ergebnisse dieser Urttarsycin zwei
hochdifferenzierten (MCF-7 und T47-D) und zwei niedrigdifferenzregellinien (SK-BR 3 und
MDA-MB 231) gezeigt.
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Abb.29: Relative Claudin-1 mRNA Expression in hochdiffeieten MCF-7 und T47-D Brusttumorzellen und
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niedrigdifferenzierten MDA-MB 231 und SK-BR 3 Btwsiorzellen jn konfluenter Zellkultur nach Behamajumit

Retinoiden (300 nM). Die Claudin-1 mRNA Expressiamde auf die Expression von GAPDH mRNA normalisier

und das Verhéltnis der Expression beider Gene féiudbehandelte Kontrolle (C) als 1.0 gesetzt. Tadilen unter
den Balken beziehen sich auf die in Tabelle 2 dufgen Retinoidsubstanzen. Jeder Messwert wurdeoippel-
bestimmungen ermittelt und reprasentiert den Mittet aus zwei unabhéngigen Experimenten.

In MCF-7 Zellen konnte nach Retinoidbehandlung eine Erhéhung der ClaudinNAmR
detektiert werden. Unter den RAR-Panagonisten hatte all-tramss®&re (No.1) mit einer 7-
fachen Zunahme der Claudin-1 mRNA Menge den schwéchsten aufregdéa Effekt im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (C), wahrend Arotinoid (No.3) mine 47.6-fachen
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Claudin-1 mRNA Zuwachs die groRte Wirkung zeigte. Unter den selekfRA&R-Agonisten
stimulierten vor allem RAR- (No.5) und RAR- (No.7) Agonisten die Claudin-1 Expression mit
einer 58.8-fachen bzw. 10.3-fachen Erh6hung der Claudin-1 mRNA Menge. Hingeigén
RAR- und RXR-Antagonisten kaum eine Wirkung auf die Claudin-1 mRNpgré&Ssion (relative
Expression im Vergleich zur Kontrolle: 0.7 bzw. 2.4). Damit nahm da@din-1 mRNA Menge
in MCF-7 Zellen nach Behandlung mit den wirksamsten Retinoiden Réfgo®nist Arotinoid
(No.3) und RARxX-Agonist (No.5) von ca. 0.2 % auf etwa 8-11 % im Vergleich zum Exipress
niveau von Claudin-1 mRNA in T47-D bzw. HMEC Zellen zu.

In den anderen untersuchten Zellmodellen T47-D, MDA-MB 231, SK-BR 3 M@&-ADR
konnte unabhangig vom Differenzierungsstatus keine Anderungen detirtGlamRNA Menge
nach Inkubation mit Retinoiden detektiert werden. Auch MDA-MB 361 undAMMIB 435
Zellen, in denen vor Retinoidbehandlung weder Claudin-1 mRNA noch Proteigavaesen
werden konnte (siehe 4.1.1), zeigten nach Stimulation mit Retinoiden Reieression von
Claudin-1.

Um zu untersuchen, ob der Zuwachs von Claudin-1 mRNA nach Retinoidbehandlugigenit
Zunahme der Claudin-1 Proteinexpression in MCF-7 Zellen korreliartdem Western-Blot
Analysen durchgefiihrt. Abb.30 zeigt die quantitative Anderung der Claugintéinmenge nach
24-stundiger Inkubation von MCF-7 Zellen mit Retinoiden in einer Konzemrabn 300 nM
verglichen mit der endogenen Claudin-1 Expression in T47-D Zellen.

In unbehandelten MCF-7 Zellen (C) konnte nur unter Verwendung hoher Antikdrpe
konzentrationen (50 pug/ml) eine schwache Western-Blot Bande degesmeh Expression von
Claudin-1 detektiert werden, die nach densitometrischer Analyseengiéich zur T47-D Bande
(100 %) eine relative Bandenintenstitat von etwa 4 % aufwiesteldive Zuwachs an Claudin-
1 Protein nach Retinoidbehandlung war mit einer 1.4 bis 3.1-fach hohepess&on deutlich
geringer im Vergleich zur Zunahme an Claudin-1 mRNA. Die hochstemgéfean Claudin-1
Protein wurden wiederum nach Inkubation mit R&Rmd RARB Agonisten (12.3 % bzw. 10.7
%) sowie nach Behandlung mit dem RAR-Panagonist Arotinoid (8.4 %&ltezusatzlich zeigte
der RXRaly Agonist Targretin eine vergleichsweise starke Zunahme terd®-1 Proteinex-
pression (11.6 %). Vergleichbare Ergebnisse der Claudin-1 mRNA- uneirfesqiression nach
Retinoidbehandlung von MCF-7 Zellen ergaben sich sowohl nach langeren lokabaiten von
bis zu 72 h als auch bei hoheren Retinoidkonzentrationen bis zu 10 pM.
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Abb.30: Anderung der Claudin-1 Proteinexpression in kaerfiten MCF-7 Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
Retinoiden. Die Daten wurden bezogen auf die Egpyasson Claudin-1 in T47-D Zellen normalisiert QL%). Die
Zahlen unter den Balken entsprechen den in Talkekeifgefihrten Retinoid-Substanzen, C ist die uabaélte
MCF-7 Kontrollkultur. Die relative Claudin-1 Protemenge wurde durch densitometrische Messung detetlies
Blot Banden quantifiziert und der 3-Aktin Nachwaiente als interne Ladekontrolle.

4.3.4. Einfluss der Chromatinstruktur

Einen weiteren Mechanismus der epigenetischen Transkriptionskontiellein Tumorzellen
haufig dereguliert ist, stellt die Kondensation der Chromatinstruéttuch Anlagerung von
Histon-Proteinen an DNA-Bereiche dar (185). Die Chromatinverdichiuird) dabei durch das
Zusammenspiel von Histon-Acetyltransferasen (HATs) und -Dedasety (HDACs) gesteuert,
die den Acetylierungszustand von Histonen und somit die Auflockerungp(i-dsetylierung)
oder Kondensation (Histon-Deacetylierung) des Chromatins beeinflusséndadurch die
Transkriptionsaktivitat des in dem betroffenen DNA-Abschnitt gelegeGens regulieren. HATs
und HDACs kommen in verschiedenen Isoformen vor und bilden regulatoKsshplexe mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren, u.a. mit Retinoid-Rezeptoren, ays (I28die poten-
tielle Bedeutung einer veranderten Chromatinstruktur sowie embgiichen Zusammenwirkens
mit Retinoid-Rezeptoren fir die Claudin-1 Repression in Brusttumereell untersuchen, wurde
der Effekt potenter HDAC Inhibitoren alleine und in Kombination mitiftétisubstanzen

analysiert.
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4.3.4.1. ELISA-Nachweis der Histon H4 Acetylierung

Fur die Analyse der Chromatindekondensation in Brusttumorzellen wurden
Hydroxaminsaurederivate Suberoylanilide-Hydroxaminsaure (SAHAJ Trichostatin A (TSA)
sowie die Benzamide MS-275 und CI-994 (N-Acetyl-Dinaline) eiegesfir die eine effektive
Inhibition der Histon-Deacetylierung nachgewiesen werden konnte (M&8)rend SAHA, TSA
und MS-275 direkt die Aktivitat von Histon-Deacetylasen beeinflussénier Mechanismus der
Wirkung von CI-994 auf den Acetylierungsstatus von Histonen indirekt uridetail noch nicht
geklart. Um wiederum unspezifische zytotoxische Effekte diesdrst&8nzen zu vermeiden,
wurden im Vorfeld Effekte auf Zellproliferation und —vitalitat Abh&ngigkeit verschiedener
Substanzkonzentrationen analysiert. Dabei zeigte sich, dal3 in denucintens Brusttumor-
zellinien bei Konzentrationen bis 30 nM fur TSA, bis 1 uM fur MS-275 undiSAnd bis 10
UM fur CI-994 keine signifikante Anderungen des Zelltodes oder dieilamgsrate bis zu einer
Inkubationsdauer von 72 h detektiert werden konnten. Die Anderung des éeetgstatus von
Histonproteinen bei nicht-toxischen Konzentrationen wurde mit einablieten ELISA-Test in
fixierten und permeabilisierten Zellen detektiert (siehe 3.2.1.9)abelle 4 sind die Ergebnisse

in den untersuchten Brusttumorzellinien nach 24-stindiger Substanzgabe dargestellt

Zellinie MS-275 Cl-994 SAHA TSA
MDA-MB 231 BAG 1.95 1.44 1.28 0.97
MDA-MB 231 2.12 2.07 1.26 0.88
MCF-7 1.82 2.24 1.26 1.32
MCF-7 ADR 1.55 1.75 1.65 1.62
T47-D 1.88 2.16 1.8 1.97
MDA-MB 361 4.60 11.60 0.90 4.00
SK-BR 3 2.72 2.51 1.74 1.95
MDA-MB 435 2.48 2.48 2.10 1.56

Tabelle 4: Relative Zunahme der Acetylierung von Histon r8iustumorzellinien nach 24-stindiger Inkubatioih m
TSA (30 nM), MS-275 (1 pM), SAHA (1 pM) und CI-@@pM). unbehandelte Kontroll-Zellkultur: 1.0. Diaten
stellen Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimedgan
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Es zeigte sich, dal die Substanzen bei den eingesetzten Komzeetrain fast allen
Zellmodellen zu einer Zunahme der Histon H4 Acetylierung gegendéer unbehandelten
Kontrollen (1.0) fuhrten. Die durchschnittliche Zunahme des Signalsttgéiniiber alle Zellinien
betrug 2.39 fur MS-275, 3.38 fur CI-994, 1.49 fur SAHA und 1.78 flr TSA. Vergleichbare
Anderungen der Histon H4 Acetylierung konnten bereits nach 6 h Inkulagibosger auch bei
hoheren Konzentrationen (100 nM TSA, 3 uM MS-275 und SAHA, 30 uM CI-994) dmtekti

werden.
4.3.4.2. Expression von Claudin-1 nach HDAC Inhibition

Um den Effekt der erhdhten Histonacetylierung auf die Transénipties Claudin-1 Gens zu
untersuchen, wurden semiquantitative RT-PCR Analysen nach BehandluttPAWE Inhibi-
toren durchgefiihrt. In Abb.31 sind die Egebnisse von sechs untersuchtendédim nach 24-
stindiger Substanzgabe dargestellt, da in den Claudin-1 negativen M26Mund MDA-MB
435 Zellmodellen selbst nach HDAC Inhibitorbehandlung keine ReexpregsiorClaudin-1
MRNA nachgewiesen werden konnte.

Es ist ersichtlich, dal3 CI-994 und SAHA in allen sechs Brusttuniioiezel eine Erhdhung der
Claudin-1 mRNA Expression im Vergleich zu nicht-behandelten Kontralikern induzierten.
Der Zuwachs an Claudin-1 mRNA betrug im Mittel 13.9 nach CI-994 l#z8/.nach SAHA-
Behandlung. MS-275 bewirkte dagegen nur in den vier Zellinien MDA-MB 230ANMB 231
BAG, T47-D und MCF-7 ADR und TSA nur in der T47-D Zellinie eine dendi€rhdhung der
Claudin-1 mRNA Menge gegenuber den unbehandelten Kontrollkulturansatzen, diebei
Zunahme gemittelt Gber alle sechs Zellmodelle 7.3 bzw. 1.1 betrsgn8ers stark wirkte sich
die HDAC-Inhibition in MDA-MB 231 BAG Zellen aus, in denen eine rne&atErhohung der
Claudin-1 mRNA Menge um den Faktor 57.7 (CI-994) und 17.4 (SAHA) gemesgde,wuas
einem mMRNA Expressionsniveau von 31 % bzw. 9 % im Vergleich zu unbetesnddl7-D
Zellen entspricht. Selbst in T47-D Zellen mit bereits hoher endogélardin-1 Expression
konnte durchschnittlich eine 4.4-fache Zunahme der Claudin-1 mRNA ExpressibnHDAC

Inhibitorbehandlung detektiert werden.
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Abb.31: Relative mRNA Expression von Claudin-1 in konfieremBrusttumorzellinien nach 24-stindiger Behangdlun
mit HDAC Inhibitoren MS-275 (1 uM), CI-994 (10 uMHAHA (1 uM) und TSA (30 nM). Die Claudin-1 mRNA
Expression wurde bezogen auf die Expression vonDBARRNA normalisiert und das Verhaltnis der Expi@ss
beider Gene fir die unbehandelte Kontrolle (C)la gesetzt. Jeder Messwert reprasentiert den Migig aus zwei
unabhéangigen Experimenten, in denen jeweils Dogséilnmungen durchgefihrt wurden.

Um zu Uberprifen, ob der Zuwachs an Claudin-1 mRNA mit einer erhéheredsion von
Claudin-1 Protein korreliert, wurden Western-Blot Analysen mit KBAhibitor behandelten
MCF-7 ADR, MDA-MB 231 BAG und T47-D Zellen durchgefiihrt (siehe Abb.32b& zeigte
sich, daf3 die HDAC Inhibition mit CI-994 in MCF-7 ADR sowie MDA-MB1 BAG Zellen und
SAHA nur in MDA-MB 231 BAG Zellen auch zu einer sichtbaren Erhéhung Glaudin-1
Proteinexpression fuhrte. In T47-D Zellen konnte trotz Erhéhung der ClaudiRNA Menge
nach HDAC Inhibitorbehandlung keine weitere Zunahme der Claudin-1 ifmopeession

gemessen werden. AuRerdem wurde auch bei langeren InkubationszeéitéDAf-Inhibitoren
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bis 72 h in allen untersuchten Zellmodellen keine weitere Zunalem€laudin-1 mMRNA- oder

Protein-Expression detektiert.
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Abb.32: Proteinexpression von Claudin-1 und Histon H4 #éetung in konfluenten MCF-7 ADR, MDA-MB 231
BAG und T47-D Zellen vor (C) und nach 24-stiindigehandlung mit HDAC Inhibitoren MS-275 (1 pM), 994
(10 pM), SAHA (1 pM) und TSA (30 nM).Die relatiEpressionsniveaus von Claudin-1 und acetyliertéstod
H4 wurden durch densitometrische Analyse der Wedtést Banden bezogen auf die R-Aktin Expressisringrne
Ladekontrolle quantifiziert.

4.3.4.3. HDAC Inhibition und Retinoid-Rezeptor Aktivierung

Um eine mdogliche synergistische oder additive Wirkung der Inbibiion Histon-Deacetylasen
und Aktivierung von Retinoid-Rezeptoren auf die Claudin-1 Expression zu unterswalnele
der Effekt von Kombinationen beider Substanzklassen getestet. FurStiiesen wurden zwei
verschiedene Brusttumorzellmodelle mit geringer endogener @Hudixpression untersucht:
hochdifferenzierte MCF-7 Zellen, die sowohl nach Retinoid- als aucACGiIhibitorgabe mit
einer Zunahme der Claudin-1 Expression reagierten, und niedrig diffsten®IDA-MB 231
BAG Zellen, die eine Claudin-1 Expressionserhéhung nach HDAC Inhibitionkabee Expres-
sionsdnderung nach Retinoid-Rezeptor Stimulation zeigten. Die méetesn HDAC Inhibitoren
und Retinoid-Rezeptor Aktivatoren wurden in nicht-toxischen Konzentrati®&HA, all-trans
Retinsaure (t-RA) und Arotinoid je 1 pM sowie CI-994 10 uM) einges®urchflu3zytome-
trische Analysen zeigten, daf3 sich in diesem Konzentrationsbengithbei Kombinationsgabe
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keine additiven Toxizitatseffekte oder groRere Anderungen deryReiverteilung ergaben. In
Abb.33 ist Untersuchung der Histon H4 Acetylierung sowie der Glalid?roteinexpression in
MCF-7 und MDA-MB 231 BAG Zellen nach Behandlung mit CI-994, SAHA, A-Rnd

Arotinoid gezeigt.

MCF-7 MDA-MB 231 BAG

I
k=l k=i [} i=} =) 2
5] <) = 5} <} 5
£ £ S £ £ 2
s & 8 § ¢ 5% 8 &5
@ T g £ < =z 2 2 2 < ¥ < g X

o e + & + = o) o +  * %
5 3 < S T & < < o 5 3 < E ¥ 3§ < < 2
5 T <8 2 2 T T g g 2 I < 8 © 2 I T
c 2 < o 2 o = I < S c 2 < o 2 o 2 < < <
X O on L < O O v v = X O (%) L < o O 0w 0
Acetyl. H4 -H.__*-‘ - —— -

Claudin-1 [+ s o -—--'-—--0. "“‘--......---'"'#

R-Actin N e — o ——— - W — — - -

Abb.33: Western Blot Analyse der Histon H4 Acetylierunwie der Claudin-1 Expression in MCF-7 und MDA-MB
231 BAG Zellen nach Behandlung mit CI-994, SAHRirans Retinsaure (t-RA) und Arotinoid. T47-D ¥sht
wurde als Positiv-Kontrolle fir den Nachweis vora@lin-1 aufgetragen; Die Detektion von Beta-Aktiente als
interne Ladekontrolle.

Lediglich CI-994 und SAHA flhrten zu einer Zunahme der AcetylierungHiston H4, wobei
die Behandlung mit CI-994 in beiden Zellinien in Ubereinstimmungdaih ELISA-Nachweis
(siehe 4.3.4.1) zu einem starkeren Zuwachs der Histon H4 Acetyidiihrte. Retinoid-Rezeptor
Aktivatoren t-RA und Arotinoid bewirken keine Anderung des Histon H4 ylegtingsstatus.
Wahrend in MCF-7 Zellen mit HDAC-Inhibitoren und RAR Aktivatoren ewergleichbare
Zunahme der Claudin-1 Proteinexpression gemessen werden konnte, wiid®AtMB 231
BAG Zellen nur nach Behandlung mit CI-994 eine Expressionszunahme vodirClaProtein
detektiert. Kombinationen von CI-994 und SAHA mit t-RA oder Arotinoid fuhmesder in
MCF-7 noch in MDA-MB 231 BAG Zellen zu einer synergistischen bedditiven Zunahme der
Claudin-1 Expression. Vielmehr wurde bei Kombinationsgabe in MCFlérZeine in etwa
vergleichbare Zunahme der Claudin-1 Proteinexpression induziertjeweash Einzelgabe von

SAHA oder CI-994 nachgewiesen werden konnte.
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In Tabelle 5 ist die zu Abb.33 gehdrige Untersuchung der rela@lendin-1 mRNA Expression
nach Kombinationsgabe von Retinoidsubstanzen und HDAC-Inhibitoren gezeigtbahdis
analysiert fuhrte die HDAC-Inhibitorbehandlung zu einer Induktion demuddial mMRNA
Expression, wobei sich CI-994 verglichen mit SAHA in beiden Zelfinals effektiver erwies
(siehe 4.3.4.2). Die beiden RAR-Panagonisten Arotinoid und t-RA fluhrtebhexggts gezeigt nur
zu einer Zunahme der Claudin-1 mRNA Menge in MCF-7 Zellen, nidoicle in MDA-MB 231
BAG Zellen (siehe 4.3.3). Nach Kombination beider Substanzklassennwblinterschied zur
Claudin-1 Proteinexpressionsanalyse auf RNA-Ebene sogar eimengéeung der Claudin-1
MRNA im Vergleich zur Einzelbehandlung detektierbar. So sank dieline der Claudin-1
MRNA Expression in MCF-7 Zellen nach Arotinoidbehandlung um tber 80 #n waséatzlich
Cl-994 oder SAHA in Kombination eingesetzt wurden. Auch in MDA-MB 231 BZélen
verringerte sich die Claudin-1 mRNA nach Behandlung mit CI-994 in KombinationR#toder

Arotinoid um etwa 70 % im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit CI-994 ab.

Substanzen MCF-7 MDA-MB 231 BAG
Cl994 22.9 15.6

SAHA 1.3 7.2
t-RA 37.7 0.8
Arotinoid 100.0 0.5
Cl994 + t-RA 8.8 5.3
CI994 + Arotinoid 17.2 45
SAHA + t-RA 8.3 3.4
SAHA + Arotinoid 12.7 28

Tabelle 5: N-fache Zunahme der Claudin-1 mRNA Expressidl@¥-7 und MDA-MB 231 BAG Zellen nach Einzel-
und Kombinationsbehandlung mit CI-994, SAHA, t-BIAt{ans Retinsaure) und Arotinoid (Inkubationseéau24 h;
unbehandelte Kontrollkulturen: 1.0 nach Normalisieg auf GAPDH mRNA Expression). Die Daten stellen
Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten dar.

HDAC Inhibitoren und Retinoide sind pleiotrop wirksame Aktivatoren dewti@askription, die
durch Dekondensation der Chromatinstruktur bzw. Aktivierung nukledrer Retireaielpkor-
signalwege die Expression einer Vielzahl verschiedener Geneflnesen (186, 128). Um diese
regulatorischen Mechanismen fiur die Expression Tight Junction ii@ssaz Proteine in der
Brusttumorgenese umfassender zu verstehen, wurde der Effekt von CG3A4A, t-RA und
Arotinoid auf die Expression von Claudin-3 und -4, Occludin und ZO-1 in MCF-7 und-MB
231 BAG analysiert. Semiquantitative RT-PCR Analysen, in dem@skriptionelle Anderungen
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der Expression dieser Gene untersucht wurden, ergaben nach Substanabhgheeide signifi-
kanten Anderungen der entsprechenden mRNA Expressionsnivaus in beidearZéh Abb.35
ist die Untersuchung der Proteinmengen in beiden Zellinien nachlEimze Kombinationsgabe

von CI-994, SAHA, t-RA und Arotinoid dargestellt.

MCF-7 MDA-MB 231 BAG
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Abb.34: Effekt von CI-994, SAHA, all-trans Retinsdure f&fRind Arotinoid auf die Expression anderer Tight
Junction assoziierter Proteine in MCF-7 und MDA-MB1 BAG Zellen. Die aufgetragenen Proben stammen au
dem gleichen Kulturansatz zur Bestimmung der HistdnAcetylierung und Claudin-1 Expression, die inb/3

gezeigt ist.

In MCF-7 Zellen konnten in Ubereinstimmung mit den mRNA Expoesstudien keine
signifikanten Mengenénderungen der untersuchten Tight Junction assozilesteine Claudin-3,
Claudin-4, Occludin und ZO-1 detektiert werden. Obwohl in MDA-MB 231 B2€Hen keine
Expressionsanderungen auf transkriptioneller Ebene gefunden werden koriiter, die
Behandlung mit CI-994 zu einer deutlichen Zunahme der Claudin-3, -4 umtudidc
Proteinexpression. Die Retinoidbehandlung selbst fiihrte zu keiner AnddeunExpression
dieser Tight Junction Proteine, wie auch die Kombinationsbehandlung +¥884Cund SAHA
(Abb.34). In MDA-MB 231 BAG Zellen konnte mit SAHA nur ein schwachewZohs von
Claudin-4 und Occludin Protein nachgewiesen werden, der durch KombinatidRetimoiden
sich ebenfalls nicht &nderte. Weil Retinoide selbst nicht effelkdiren und die mRNA Mengen

der untersuchten Tight Junction Proteine gleich blieben deutenktigskisse darauf hin, dal3 die
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Chromatindekondensation in MDA-MB 231 BAG Zellen durch einen posttranskregiten

Mechanismus zu einer Erh6hung der Claudin-3, -4 und Occludin Expression fihrt.

4.3.4.4. Zellulare Lokalisation Tight Junction assoziierter Proteine nach HD& Inhibition

Wie die Untersuchung des Ras-MEK-1 Signalwegs in MDCHeAeangedeutet haben, kann die
Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden nicht nur die Expressmmdesn auch die zellulare
Lokalisation von Tight Junction Proteinen beeinflussen (127). Um nachamyedd die
Inhibition der Histon-Deacetylierung neben einer Expressionserhéhung a1l und
anderer Tight-Junction assoziierter Proteine auch Anderungerelldaen Lokalisation dieser
Proteine zur Folge hat, wurden fluoreszenzmikroskopische UntersuchumgeMCF-7 und
MDA-MB 231 BAG Zellen nach CI-994 Behandlung durchgefuhrt. Abb.35 zkegrnalyse der
Histon H4 Acetylierung bei gleichzeitiger Zellkernfarbung BW#PI in beiden Zellmodellen nach
24-stundiger CI-994 Inkubation. Da acetyliertes Histon H4 sich vorwiegandhromatin
mitotischer Zellen findet, konnte auch in unbehandelten, mitotischen MZd#llen eine starke
Farbung der Chromatide detektiert werden (Abb.35 A). Neben sielndeih Zellen zeigten nach
CI-994 Behandlung auch Uber 90 % der Interphase-Zellen eine dentkeisivere Farbung der
Zellkerne (Abb.35 B). In unbehandelten MDA-MB 231 BAG Zellkulturen konnte zZvesme
ausgepragte Markierung von acetyliertem Histon H4 in mitotischalerZ detekiert werden,
jedoch war eine schwache Zellkernfarbung von Interphasezellen erkewioanach CI-994
Behandlung signifikant zunahm (Abb.35 E, F).

Abb.36 und Abb.37 zeigen die fluoreszenzmikroskopischen Analysen der Kolokalisation
Claudin-1, -3, -4 und Occludin mit ZO-1 in beiden Zellmodellen vor und Battandlung mit
Cl-994. In Abb.36 A ist zu sehen, dafl’ innerhalb der unbehandelten MCF-7 Zeltfpypular
einzelne Claudin-1 positive Zellen detektierbar waren, die einelviartokalisation des Proteins
mit punktuierter zytoplasmatischer Farbung aufwiesen. Nach Cl-98dskwon nahm die Anzahl
Claudin-1 positiver MCF-7 Zellen deutlich zu. Wahrend in unbehandelten MZé#tiulturen
bei 400-facher VergréRerung pro 5 Gesichtsfelder 1-2 Claudin-1 paaélien detektiert werden
konnten, waren nach CI-994 Behandlung pro Gesichtsfeld durchschnittlichali@rE1 positive
Zellcluster bestehend aus 3-8 Zellen nachweisbar (Abb.36 E). DielrenzZellen dieser
Claudin-1 positiven Subpopulation zeigten jeweils eine membranstandige smwi intrazellu-
lare Lokalisation von Claudin-1 in gréf3eren vesikularen Strukturen. Unalghémgider CI-994
Behandlung war sowohl flr die vesikulare als auch die membranstédridigeng von Claudin-1
eine Kolokalisation mit ZO-1 erkennbar (Abb.36 A, B und E, F). Die amdentersuchten Tight
Junction assoziierten Proteine Claudin-3, Claudin-4, Occludin und ZO-teizeafle ein netz-
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werkartiges Kolokalisationsmuster in unbehandelten MCF-7 Zellen, dassch nach Inhibition
der Histon-Deacetylierung durch CI-994 nicht &nderte (Abb.36 C/D, G/H, Abb.37 A-H).

MCF-7 MDA-MB 231 BAG

-
Abb.35: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Histon Hetylierung in MCF-7 und MDA-MB 231 BAG Zellen
nach 24-stindiger Behandlung mit CI-994 (10 uM)ciNeeis der acetylierten Form von Histon H4 (orange)

(A,E) und nach Behandlung mit CI-994 (B,F); Darstety der Zellkerne mittels DAPI-Farbung (blau) jélse
darunter. Balken: 20 pm.

Im Gegensatz zu MCF-7 Zellen konnte in unbehandelten MDA-MB 231 BA@rZaur eine
zytoplasmatische Lokalisation von Claudin-1, -4, Occludin und ZO-1 nackgemiwerden.
(Abb.36 I-L; Abb.37 K, L). Claudin-3 wies eine ausgepragte nuklear-zgoyaasche Farbung
auf (Abb.37 1). Nach CI-994 Behandlung von MDA-MB 231 BAG Zellen wurde éunahme
der ZellgréRe mit einer VergroRerung zytoplasmatischer Zeittherein mehr als 50 % aller
Zellen beobachtet. Im Zuge dieser morphologischen Anderungen merRelokalisation von
Claudin-1, Occludin und ZO-1 an Zell-Zellkontaktstellen beobachtbar, edieils zu einer
Membranlokalisation mit unterbrochenen und gepunkteten Linienstrukturenagend®hembran-
farbung fuhrte (Abb.36 M-P). In CI-994 behandelten MDA-MB 231 BAG Zeftgt membran-
standiger Expression von Claudin-1 und Occludin war auf3erdem ein& kirgtytoplasmatische
Fluoreszenzfarbung auffallig, die vermutlich auf eine stimulid?teteinbiosynthese beider
Moleklle am endoplasmatischen Retikulum und deren Golgi-Transport hin@&hite86 M,O).
Die nuklear-zytoplasmatische bzw. zytoplasmatische LokalisatiorClaumdin-3 (Abb.37 1) und
Claudin-4 (Abb.37 K) wurden durch die Behandlung mit CI-994 nicht wesentigandert
(Abb.37 M-P).
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Abb.36: Expression und Lokalisation von Claudin-1, Ocatudnd ZO-1 nach Behandlung von MCF-7 und MDA-MB B3 Zellen mit CB94 (10 uM)
Claudin-1 und Occludin (jeweils orange) wurden gars@m in einer Doppelfarbung mit ZO-1 (grin) deitmkt Zusammengehdge Bilder sind untereinand:
dargestellt. A-D bzw. I-L): unbehandelte ZellenldBr rechts E-H bzw. M-P: CI-994 behandelte ZelBalken: 15 um.
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Abb.37: Expression und Lokalisation von Claudin-3 undu@la-4 nach Behandlung von MCF-7 und MDA-MB 231 B2gBen mit CI-994(10 uM). Claudi8-
und -4 (orange) wurden in einer Doppelfarbung m®-Z (grin) detektiert; Zusammengehorige Bilder sumtereinander dargestellt. A-D bzw. i-L
unbehandelte Zellkulturen; E-H bzw. M-P: CI-994 hetielte Zellen; Balken: 15 um.
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4.3.4.5. Einfluz der HDAC Inhibition auf Zellmorphologie und Zytoskelett Organisation

Untersuchungen an verschiedenen Brusttumorzellen zeigten, dafRuu@hnZe der Histon-
Acetylierung nach Behandlung mit HDAC-Inhibitoren morphologisch sicathahanotypische
Anderungen im Sinne einer Pseudo-Redifferenzierung hervorrufen kann (187-19@). U
anderem wurde von Munster et al. beobachtet, daf? eine Inkubation von MAER/NZie SAHA
bei hoheren Konzentrationen zu zellmorphologischen Verdanderungen mit dnahrie des
Volumenverhaltnisses zwischen Zellkern und Cytoplasma sowie einehifiender gesamten
ZellgrolRe fuhrte (190). Um zu analysieren, ob CI-994 die Morphologielasd\ktin-Zytoskelett
von MCF-7 und MDA-MB 231 BAG Zellen beeinflusst, wurden Phasenkontrast
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefuhrt. Die Ergebnisee Uietersuchung
sind in Abb.38 zusammengestellt.

Unbehandelte MCF-7 Zellen wiesen eine mehr runde Zellform aufNében kleinen zytoplas-
matischen Bereichen und grof3em Volumenanteil des Zellkerns konngetem Nukleus zwei
bis sechs Nukleoli beobachtet werden. Zwischen benachbarten Zeaileteiisich definierte und
geschlossene Zellkontaktstellen aus. Das an der Strukturgebung léer rdal3geblich beteiligte
intrazellulare Mikrofilament-Netzwerk bestehend aus filamemds&ktin war mit ZO-1
kolokalisiert und wies eine fur Drusenepithelzellen typische koejkslibplasmalemmale Aus-
richtung auf (Abb.38 B, C). Nach Inkubation von MCF-7 Zellen mit 10 puM®I konnten
innerhalb des Beobachtungszeitraum von 48 h keine signifikanten Untersbbe&dgich Zell-
morphologie (Abb.38 D) und Organisation des Aktin-Zytoskelett (Abb.38 E)englgich zu un-
behandelten Zellen beobachtet werden.

Dagegen zeigten MDA-MB 231 BAG Zellen nach CI-994 Behandlung dbatinorphologische
Anderungen. Unbehandelte Zellen wiesen mehrere Merkmale nietiigdifierter Tumorzellen
auf, wie beipielsweise eine grol3e Zellkern/Zytoplasma-Relatiordigndusbildung von Pseudo-
und Filopodien (Abb.38 G). Die subplasmalemmale Anreicherung der Akiirefamente war
im Vergleich zu MCF-7 Zellen weniger strukturiert und nur an wamig@ell-Zellkontakten
deutlich ausgepragt (Abb.38 H). Filamentdses Aktin lag in zahlreiSlressfasern vor, welches
ein Merkmal hoher Zellmaotilitat darstellt und das hochinvasive Palerdn MDA-MB 231 BAG
Zellen zum Ausdruck bringen (169). Zusatzlich konnte keine Kolokalisation Aldin-
Zytoskeletts mit cytosolischem ZO-1 detektiert werden (Abb.38drM\Behandlung von MDA-
MB 231 BAG Zellen mit CI-994 waren deutliche morphologische Andemisgkennbar (J). So
konnte eine deutliche Zunahme der gesamten Zellgrol3e mit einer VergrgRZgtoplasmatischer
Bereiche beobachtet werden, wobei sich die Zellkerngrof3e sowi@ndighl an Nukleoli pro
Zellkern nicht auffallig veranderte. Dabei betrug der mittleréiddechmesser unbehandelter
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Zellen etwa 19.5 um und nahm nach CI-994 Behandlung um 30 % auf etwa 27Zb.um
Desweiteren bildeten benachbarte Zellen mehr definierte 2#kehtakte aus, so dald
aneinandergrenzende Zytoplasmabereiche starker fusioniert wirkdkeichzeitig fand eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts statt: Bundel aus Aktin-MilroEnten ordneten sich
vermehrt im Zellkortex an, wahrend sich die Zahl zytoplasmatisBtrassfasern gleichzeitig
sichtbar verringerte (Abb.38 K). Schliel3lich konnte eine Kolokalisatienkdetikal ausgerich-
teten Aktin-Zytoskeletts gemeinsam mit der Relokalisation vonlZ&h die Zytoplasmamem-
bran beobachtet werden (Abb.38 L).



Aktin Phasenkontrast
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Abb.38: Zellmorphologie und des Aktin-Zytoskelett in MCRrHId MDA-MB 231 BAG Zellen nach Behandlung mit9@4- (10 uM). Phasenkontrast-
Mikroskopie der Zellen vor(A,G) und nach CI-994 ub&tion (D,J). Aktin (orange) wurde in einer Doppebung mit ZO1 (grin) detektiert
Zusammengehorige Bilder sind untereinander dardifest@behandelte Zellkulturen(A-C, G-1); Cl-994Handelte Zellkulturen (D-F, J-L). Balken: 15 pm.
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3.3.4.6. Analyse der Tight Junction Diffusionsbarriere nach HDAC-Inhibition

Um zu untersuchen, ob die CI-994 induzierten Anderungen der Expression und Liokeliggtit
Junction assoziierter Proteine zu einer veranderten parazafluldffusionsbarriere fihren,
wurde der transepitheliale elektrische Widerstand (TER) konflueAe#imonolayer nach
Inkubation mit CI-994 bestimmt. Abb.39 zeigt die Messung des TER von-Ta@i MDA-MB
231 BAG Zellmonolayern nach Substanzexposition tber einen Zeitraum vbn Ki8beiden
Zellinien konnte sowohl in den Kontrollkulturen als auch nach CI-994 Belwagain Zuwachs
des TER im zeitlichen Verlauf beobachtet werden, der in eineitergn Zunahmeder
Zellkonfluenz begrundet ist. Allerdings zeigten sich in dem Beobagktzeitraum jeweils keine
signifikanten Unterschiede des TER zwischen Kontroll- und CI-994 belamdalimonolayern.
Wie bereits in Abschnitt 4.1.3 Abb.3 gezeigt, wiesen geschlosserseldetiten aus MDA-MB
231 BAG Zellen eine deutlich héhere lonendurchlassigkeit vergliaieMCF-7 Zellen auf. Zu
jedem Zeitpunkt konnte unabhangig von der Behandlung mit CI-994 fir MCHeh £&n 2-3
mal hoherer transepithelialer Widerstand im Vergleich zu MDA-RB BAG Zellen gemessen

werden.
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Abb.39: Funktionelle Untersuchung der Tight Junction Dsfnsbarriere in MCF-7 und MDA-MB 231 BAG Zellen
nach Behandlung mit CI-994 (10 pM). Die lonendusisklgkeit der Zellmonolayer wurde durch Messung der
transepi-thelialen elektrischen Resistenz (TERY éfreen Zeitraum von 48 h bestimmt. Jeder Datenpstatlt den
Mittelwert +/- SEM aus zwei unabhangigen Experireantit je Dreifachbestimmungen dar. MCF-7: gescidog
Kreise, MDA-MB 231 BAG: offene Kreise. Durchgezeageinie unbehandelte Zellayer und gestrichelted.ial-994
behandelte Zellayer.
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5. Diskussion

Tight Junctions sind Zell-Zellkontakte, die eine Abdichtung des Intelaeaumes zwischen
benachbarten Epithelzellen bewirken und in normalen epithelialdacliehten die Funktion
einer selektiven parazellularen Diffusionsbarriere fur lonen und Wda austiben (50). Die bis
heute bekannten molekularen Komponenten von Tight Junctions sind integrateaiproteine
der Claudin-Familie und Occludin sowie intrazellular assoegiiBDZ-Doméanenproteine wie die
Zonula Occludens Proteine (66). In histologischen und molekulargenetisctiersuchungen
konnten in verschiedenen soliden Tumoren abberante Tight Junction Strukturereontofal-
lokalisation sowie eine dysregulierte Expression Tight Juncti@sozierter Proteine
nachgewiesen werden (150-166). Funktionelle Untersuchungen an in vivo Colookeai
zeigten aul3erdem, dafd der Verlust der Expression von Tight Junctiers erlust der
Diffusionsbarriere zur Folge hat (155). Diese Ergebnisse fllateder Hypothese, dafd der
Expressionsverlust von Tight Junctions zu einer verbesserten paéeellDiffusion von Nahr-
stoffen und Wachstumsfaktoren in soliden Tumoren beitrdgt und damit eitsohe&-denden,
fordernden Schritt in der Tumorprogression darstellt (148, 149).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die physiologischdeB®ing des Tight Junction
Molekils Claudin-1 sowie die am Expressionsverlust von Claudin-1 lg&teilizellularen,
regulatorischen Mechanismen in der Brusttumorgenese zu untersuchefeDsequenz des
humanen Claudin-1 wurde 1998 mit der Differential Display Technik etitgleich mit der
Isolierung des homologen murinen Claudin-1 Proteins durch Vergleich RBFAnMEXpression
seneszenter und proliferierender normaler Brustepithelzellenfidiemti(159). Die Untersuchung
der Claudin-1 mRNA Expression verschiedener Brusttumorzellinierbedg®d deren Claudin-1
Transkript im Vergleich zu normalen Brustepithelzellen stakingert exprimiert oder nicht
mehr nachweisbar war (159). Eine nachfolgend durchgefiihrte Chasetterg und Sequenz-
analyse des Claudin-1 Gens in 189 Brusttumorpatientinnen mit sporadiggireteinen oder
familiar bedingten Tumoren sowie in 11 Brusttumorzellinien ergab kingeise auf einen
Expressionsverlust aufgrund von Mutationen der Claudin-1 Gensequenz oder pnaim&tor
Sequenzbereiche (167).

Um ein moglichst umfassendes Bild potentieller epigenetisclegulRtionsmechanismen von
Claudin-1 und dessen Phanotypbedeutung in der Brusttumorgenese zu eshatten, Untersu-
chungen an acht Brusttumorzellinien unterschiedlichen Differenziertadessy durchgefihrt.

Dabei wurde die Auswahl der Zellinien nach Sommers et al. aufguam Dedifferenzie-
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rungskriterien wie in vitro Invasivitat sowie Expression von Mari@ekulen der Zelldifferen-
zierung wie ZO-1, E-Cadherin und Vimentin getroffen (172).

Ein erstes wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dia@Claudin-1 mRNA- und
Proteinexpression in Brusttumorzellinien unter Konfluenzbedingungeranmiteinander korre-
lieren (Abb.1). In Ubereinstimmung mit den Northern-Blot Analysen voisshelm et al. konnte
mittels RT-PCR ermittelt werden, dal3 sieben der acht unteesudBrusttumorzellmodelle in
konfluenter Zellkultur deutlich geringere oder nicht detektierbdaeidin-1 mRNA Mengen im
Vergleich zu normalen Brustepithelzellen HMECs aufweisenpBirallel durchgefiihrte Analyse
der Claudin-1 Proteinexpression ergab, dal} eine geringe Expressiodauwnind mRNA mit
einer stark verringerten oder unterhalb der Nachweisgrenze geteGéanadin-1 Proteinexpres-
sion korreliert, wobei nur hochdifferenzierte T47-D Brusttumorzellene emit HMECs
vergleichbar hohe Expression von Claudin-1 mRNA und Protein aufweisen.
Fluoreszenzmikroskopische Analysen der Claudin-1 Expression in nkaidi@-1 exprimie-
renden T47-D Zellen zeigten eine fur Tight Junction Proteine ploggsahe membranstandige
Lokalisation von Claudin-1 ausschliel3lich an Zell-Zellkontakten mit numger vesikulér
zytoplasmatischer Farbung (Abb.2, 160). Die vergleichende Untersuatemg@laudin-1 Ex-
pression in subkonfluenten und konfluenten T47-D Zellkulturen ergab, dal3 zwExptession
von Claudin-1 Protein, nicht jedoch die Menge vorhandener Claudin-1 mRNA vdetatsie-
rung von Zell-Zellkontakten abhéangt (Abb.2). Dieser Gberraschende und bisher nitinidiene
Befund deutet darauf hin, daR neben einer transkriptionellen Kontroll€ldadin-1 Gens ein
posttranskriptioneller Regulationsmechanismus fiir die Synthese sdete gerichteten
Membrantransport von Claudin-1 existiert, der durch die Ausbildung zwizehelarer Kontakte
gesteuert wird.

Fur die zellkontaktabhangige Expression von Claudin-1 Protein sowie desllemtaktspezi-
fisches Homing ergeben sich folgende hypothetische Regulationamgmen: 1) Steuerung des
Claudin-1 Membranlokalisation sowie der Claudin-1 Proteinstabilitéthddmbau in die Plasma-
membran mit direkten homo- oder heterophilen Interaktionen an ZélleBtdktstellen fir die
Etablierung stabiler Tight Junctions, und/oder 2) Steuerung des Claudin-1 Méatsports und
der Claudin-1 Proteinbiosynthese durch Zell-Zellkontakt vermittekavierung intrazellularer
Signalkaskaden.

Die erste Hypothese setzt eine geringe konstitutive Expression laodiic1 Protein sowie ein
Gleichgewicht des Membrantransports und einer kontinuierlichen Intenahg von membran-
standigem Claudin-1 mit anschlie3ender Degradation oder einen Recyclingmesuisin Zellen

ohne Zell-Zellkontakt voraus. Erst die interzellulare Kontaktierunged&azellularen Doménen
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eines Claudin-1 Moleklls mit einem zweiten Claudin-1 Molekul oder andkfitgliedern der
Claudin-Familie in sich bertihrenden Zellen wirde zur Stabilisgevon Claudin-1 Protein in der
Plasmamembran fihren. Dabei konnten initiale homo- oder heterophileri€énengen als
Kristallisationspunkte fir die Anlagerung weiterer Claudin-1 ékdle in der Plasmamembran
dienen und so an der Polymerisation von Claudin-1 in homo- oder heteropolymghgn T
Junction Strangstrukturen &hnlich einem Reissverschlussverfahrdigbsésn. Diese Hypothese
wird durch elektronenmikroskopische Studien von Furuse et al. gestidemen die Ausbildung
von Tight Junctions Strukturen nach Transfektion und Kokultivierung von nicht-egi¢mel
Maus L Fibroblasten mit murinem Claudin-1, -2 und -3 zu einer Mendkaldation mit der
Formation von Tight Junction Strangstrukturen in der Plasmamemlbnete {89). Die Kokulti-
vierung von Claudin-1 und Occludin positiver Maus L Fibroblasten resuladeiings nicht in
einer Kopolymerisation beider Proteine zu Tight Junction Straridgaten, sondern fiihrte zu
einer zytoplasmatischen Lokalisation beider Proteine.

Die zweite Hypothese geht von einer Aktivierung Zell-Zellkontakbhaaigiger intrazellul&arer
Signaltransduktionswege fur die Regulation der Claudin-1 Proteinekpreaad Membran-
lokalisation aus. Die Etablierung von Zell-Zellkontakten und die Aktivigr intrazellularer
Signalkaskaden konnte dabei durch homophile Wechselwirkungen von Zelladh&deisen
z.B. der Cadherinfamilie in sich berthrenden Zellen vermittelt wer@® wurde in MDCK
Hundezellen gezeigt, daR? dieGéonen vermittelte Zelladhasion durch E-Cadherin nicht nur am
Aufbau der Adherens Junction und Desmosomen beteiligt ist, sondern auch fir diblkssam
von Tight Junction Strukturen und der Regulation der Tight Junction Diffusioresiea
bedeutsam ist (191-193). Eine allgemeine Bedeutung von E-Cadherin fur dasrdi&ansport
von Claudin-1 wird jedoch durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen darsabén
von Tight Junction Molekulen in Epithelien von homozygoten E-Cadherin knock-out Méuse
Frage gestellt, in denen gezeigt werden konnte, dal3 Claudin-1 und ZO-1 auch iemi®miteson
E-Cadherin an der Zytoplasmamembran von Follikelzellen der Saimledokalisieren (194).
Ebenso ist eine durch Zonula Occludens Proteine vermittelte Sereishg der Claudin-1
Regulation unwahrscheinlich, da Furuse et al. in elektronenmikroskopisttiersuchungen an
Claudin-1 transfizierten Maus L-Fibroblasten zeigen konnten, dal3 diengilhomopolymerer
Strangstrukturen unabh&ngig von der Expression der ZO-Proteine ZO-1, W@-2ZZ0-3
stattfindet (89). Letztlich kann aber zwischen beiden Hypothesereose Synthese beider nicht
entschieden werden, da bezlglich einer mdglichen, kontaktabhangiggiiséng einer intra-
zellularen Signalkaskade zur Claudin-1 Membranlokalisation- und stabiligiarurungentigende

Daten in der Literatur vorliegen.
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In vitro Untersuchungen an MDCK Hundezellen zeigten, dal3 Claudin-1 mégleise eine
funktionelle Komponente von Tight Junctions darstellt die zu einer Inhikatorparazellularen
lonen- und Molekulpassage fihrt (94). Die Bedeutung von Claudin-1 fur die é&fegutler
Molekulpermeation in normalem Epithelgewebe konnte in in vivo Studien ardiGta knock-
out Mausen eindrucksvoll dargestellt werden (96, 97). Da jedoch die WRwileClaudin-1 in
Tumorzellen nur unzureichend bekannt ist, war es ein wesentlichedeZigbrliegenden Arbeit
zu untersuchenwelche physiologische Bedeutung dem Expressionsverlust von Claudin-1 in
Brusttumorzellen zukommt. Deshalb wurde Claudin-1 durch retroviralen Gentran€faudin-1
negative Brusttumorzellen eingebracht. Da eine Uberlagerung des Wwimsr Claudin-1
Reexpression durch andere Claudine mdglichst vermieden werden soldenwDA-MB 361
Zellen als Brusttumorzellmodell verwendet, in denen weder Claudmeth andere
transmembrantse Tight Junction Komponenten wie Claudin-2, -3, -4 noch Qachdtigewie-
sen werden konnte (Abb.4).

Aus einer Population von Claudin-1 retroviral transduzierter MDA-MB Z6llen wurde mit
Hilfe einer FACS-Klonierung Claudin-1 positive Tochterzellklonpopulationait stabiler
Claudin-1 Expression generiert. Fur die physiologischen Studien wawdeinTochterzellklone
mit jeweils hoher Claudin-1 Expression aber unterschiedlicher duldzet Lokalisation von
Claudin-1 Protein ausgewahlt (Abb.5 und Abb.6). Wéahrend Zellen des Klonlgbidhtion
primar zytoplasmatische Claudin-1 Farbung mit nur teilweise puhktagiandener Membran-
lokalisation aufwiesen, zeigten Zellen von Klon 6 eine netzwerkdrbgalisation von Claudin-1
ausschlieBlich an der Zytoplasmamembran. In einer transmisskinsemikroskopischen
Untersuchung konnten deshalb auch nur in MDA-MB 361 Klon 6 Zellen stark kiertias
Bereiche entlang der Zytoplasmamembran an Zell-Zellkontdktstelachgewiesen werden
(Abb.6). Die Untersuchung von Zell-Zellkontakten mit dem Gefrieratiatieen ergab desweite-
ren zwei wichtige Befunde: Erstens fiihrte die hohe KonzentratiorClawmin-1 Protein an der
Plasmamembran von MDA-MB 361 Klon 6 Zellen zur Ausbildung kontinuienliand mehrfach
verzweigter Tight Junction &hnlichen Strangstrukturen an Zelk&®stakten, wahrend in
Claudin-1 negativen MDA-MB 361 Zellen keine Tight Junction &hnlichhek8iren festgestellt
werden konnten (Abb.7). Zweitens waren die durch Claudin-1 Expression eygrerTight
Junctions nicht ausschlie3lich auf den apikalen Bereich der Plasnmizian an Zell-Zell-
kontakten beschrankt, sondern wiesen eine flachige Verteilung Uberedamtgn Membranab-
schnitt der untersuchten Zell-Zellkontaktstellen auf, &hnlich den in Ma&ilsroblasten beschrie-

benen Verteilungsmuster nach konstitutiver, artifiziellen Uberexpression vodiGth (89).
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Diese Ergebnisse zeigen, dal3 die Mechanismen fur den Membranttarsp@iaudin-1 sowie
die Ausbildung von Tight Junction Strukturen offensichtlich in Claudin-1 negaBvasttumor-
zellen noch intakt sind. Zusatzlich scheint aufgrund einer starkeplagmatischer Lokalisation
von Claudin-1 in Klon 2 Zellen ein dualer Regulationsmechanismusngetii@ Expression und
Homing zu existieren. Auf jeden Fall gelang es mit MDA-MB 3da&n 2 und Klon 6 Zellen
Modellsysteme zu generieren, die mit dem klinischen Expressidnsiml Brusttumorzellen in in
vivo Brusttumoren vergleichbar sind, in denen die urspringliche Membréigiilan von
Claudin-1 in normalen Brustepithelgewebe in rein zytoplasmatiddbasng in differenzierten
Brusttumorzellen Ubergeht bis sich letztlich die Claudin-1 Expressionledifferenzierten
Brusttumorzellen fast vollstandig verliert (160).

Eine vergleichende Analyse des parazellularen Molekulfluxekonfluenten MDA-MB 361
Zellkulturen ergab einerseits, dal3 die Claudin-1 Reexpressionualildung einer funktionellen
Diffusionsbarriere fuhrt und andererseits, dal3 die parazellulaselftibition fur Markermole-
kile unterschiedlichen Molekulargewichts mit der Qualitdt deuditel Membranlokalisation
korreliert (Abb.8). So war die parazellulare Diffusionsrate von 0.3, 3 Qrid4FITC-Dextranen
in MDA-MB 361 Klon 6 Zellen durchschnittlich um 36 % reduziert, wahrendwiisA-MB 361
Klon 2 Zellpopulation nur eine Abnahme um 17 % gegeniber der Konmeigge. Wahrend
McCarthy et al. nach Uberexpression von murinem Claudin-1 in MDCK Heflda mit dem
Befund einer erniedrigten parazellularen lonen-Fluxrate l@clgteitig erhéhter Diffusionsrate
ungeladener Molekule zu widerspruchlichen Ergebnissen kam (95), bastB@gen von Inai et
al. die an MDA-MB 361 Zellen gemessene Flux-Inhibition. Nach Tra&tisfevon MDCK Zellen
mit Myc-Tag markiertem Claudin-1 konnte er phanotypisch eine redeZtduxrate von lonen
sowie von ungeladenen Molekilen beobachten (94).

Da parentale Claudin-1 negative MDA-MB 361 Zellen weder Claudin-2, -34indch Occludin
exprimieren, kann ausgeschlossen werden, dal3 diese Transmembranpratdiightdéunction
Komplexes an der Formation funktioneller Tight Junctions in Claudin-liyeasiMDA-MB 361
Zellen beteiligt sind (Abb.4). Der Vergleich der parazellulasfiusionsbarriere in verschie-
denen Brusttumorzellinien zeigte, dal’ parentale MDA-MB 361 Zellemesebenfalls Claudin-1
negative MDA-MB 435 Zellen die hochsten parazellularen Diffusidesrdtr lonen und
Molekule aufwiesen (Abb.3). Zellinien mit nur schwacher ExpressionGlandin-1 wie MCF-7
ADR und MDA-MB 231 BAG zeigten hingegen eine deutlich reduziparazellulare Molekl-
und lonenpermeabiliat. Aus der Tatsache, daf3 die MCF-7 Zellinisahit geringer endogenen
Claudin-1 Expression jedoch eine vergleichbar hohe Reduktion der pakazell@iffusionsrate

wie Claudin-1 hochexprimierende T47-D Zellen aufwies, muldte abehlgesen werden, dald
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neben Claudin-1 mdglicherweise noch andere Claudine die DichtigkeitTight Junctions
beeinflussen konnen. In weitergehenden Untersuchungen konnte dann auch eigemetero
Expressionsmuster von Claudin-2 bis -4 in HMECs und den acht anagdirtisttumorzellinien
nachgewiesen werden (Abb.4).

In vitro Untersuchungen an Maus L Fibroblasten und MDCK Zellen weadseauf hin, daf’ der
Einbau von Claudin-2 in Tight Junction Strange zur Ausbildung diskontinuiarli¢ight
Junction Strukturen sowie zu einer erhdhten parazellularen Fluxratelomen fihrt (91).
Desweiteren wurde die Expression von Claudin-2 in Epithelien mit hbhechlassigkeit fur
lonen z.B. im proximalen Nierentubulus nachgewiesen (66). Da Claugidech in keiner der
untersuchten Zellmodelle nachgewiesen wurde, ist eine parazelRdéareationsbarrierekontrol-
le durch Variation der Claudin-2 Expression in Brusttumorzellen auszuschliel3en.

Die Claudin-1 negativen Zellinien MDA-MB 361 und MDA-MB 435 mit eireshen Tight
Junction Permeabilitdit waren bezuglich der Expression aller suisteen Claudin-2 bis -4
Proteine ebenfalls negativ, wahrend alle anderen Zellmodelleimeit reduzierten parazellularen
lonen- und Molekllpassage eine unterschiedlich hohe Expression von Clautliuma8, Occludin
zeigten. In T47-D und MCF-7 Zellen zeigte sich ein hohes Expressweasnvon Claudin-3 und
-4, in MDA-MB 231, MDA-MB 231 BAG und MCF-7 ADR Zellen hingegen nuneihohe
Claudin-4 Epxression. Die von normalen Brustepithelgewebe abgeleldi&C Zellen wiesen
eine &hnlich hohe Expression von Claudin-1 wie T47-D Zellen auf, nesdter eine geringere
Claudin-4 Expression und waren bezuglich der Expression von Claudin-2 unglat8 néudem
war Claudin-3 in 3 von 8 und Claudin-4 in 6 von 8 verschiedenen Brusttumoeze!fim
Vergleich zu HMECs deutlich tberexprimiert. Aufgrund der Exgmssverteilung von Clau-
dinen in verschiedenen normalen Epithelgeweben (81) sowie den ErgebstasEaruse et al.
(89), in denen eine Homo- und Heteropolymerisierung verschiedener Claudimght Junction
Strangen nachgewiesen wurde, geht man derzeit davon aus, dal’ der Einbas Mischungs-
verhaltnis unterschiedlicher Claudin-Spezies die Qualitat der Tighttion Diffusionsbarriere
unterschiedlicher Epithelien bestimmen. Aus diesem Ergebnis ldfdtssidieRen, dald neben
Claudin-1 entweder Claudin-3, Claudin-4 oder Occludin alleine, in Kombination iode
Kombination mit anderen nicht bekannten Faktoren fur die Aufrechterhatesmgarazellularen
Diffusionsbarriere in Brusttumorzellinien eine Rolle spielen kénntefers diese korekt in der
Zytoplasmamembran eingebaut sind. Wéahrend bisher keine Daten tBben#teon von Claudin-
3 als Tight Junction Komponente vorliegen und die Bedeutung von Occludinhit Jhigctions
ebenfalls noch unklar ist, wurde zumindest fir Claudin-4 gezeigt, daRUiierexpression von

Claudin-4 in MDCK Zellen zu einer selektiven Inhibition der parat&@en Permeabilitdt von
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Na'-lonen fiihrt (93). Somit kame von den in der vorliegenden Arbeit waetesn Tight Junction
assoziierten Proteinen in erster Linie Claudin-4 als funktiok&@ponente des Tight Junction
Komplexes in Brusttumorzellen in Betracht.

In immunhistochemischen in vivo Studien zur Expression und Lokalisation \eurdi@tl, -3
und -4 in soliden Tumoren finden sich jedoch weitere Hinweise fundamgsiologische Rolle
und Bedeutung in der Tumorgenese. So fand sich eine signifikant erB®ptession von
Claudin-1 in Colonkarzinomen sowie von Claudin-3 und -4 in Prostata- undatkeazinomen
(164-166). Es zeigte sich jedoch, dal3 die Claudin-1, -3 und -4 Gberexpndaeréumorgewebe
jeweils eine unphysiologische, zytoplasmatische Lokalisation esémi Zusatzlich wurde
gezeigt, dal3 es in Ovarialkarzinomzellen bezlglich der Expressnd des Homings von
Claudin-3 und -4 keine Korrelation zur parazellularen Fluxanderlig1%6). Gegenwartig ist
also noch nicht geklart, ob und welche Rolle Claudin-3 und -4 bei dereflal@zn Fluxsteue-
rung in Tumorzellen spielen. Desweiteren wurde in einer neueremsuoleng eine reduzierte
Expression von Claudin-7 in Brust- und Kopftumoren sowie von Claudin-23 ireMkagzi-
nomen festgestellt (161-163). Phanotypisch bedeutet sowohl der Verluistmtession als auch
der Membranlokalisation von Claudin-Molekilen eine potentielle Verbesgedes parazellu-
laren Fluxes. Diese Hypothese wurde jedoch bei den oben genannidméta aulRer Claudin-1,
bisher noch nicht in vitro durch parazellulare Fluxstudien belegt. Iremiedusammenhang ist
desweiteren noch bedeutsam, daR die Uberexpression einzelner Cleitlinar geringem
Membranhoming das exakte Mischungsverhaltnis der am Aufbau von Jligbtion Strukturen
beteiligter Claudine stéren und somit zu einer erhOhten parazefiulBermeabilitdt fuhren
kénnte. Damit wirde sowohl die reduzierte als auch die vermehrtedsxpm von Claudinen
einen Verlust der Tight Junction Barrierefunktion zur Folge habenseDidypothese eines
dominant negativen Effekts der Uberexpression von Claudinen wird durchediga@htungen
gestiitzt, daR einerseits die Uberexpression von Claudin-2 in MD@#&nZ&u einer reduzierten
Abdichtung des Interzellularraumes und andererseits die erhohtesEigprgon Claudin-3 und -4
in Ovarialkarzinomzellinien zumindest nicht zur Ausbildung funktion€llight Junctions flhrt
(91, 165).

Schlief3lich wurde der Expressionsstatus der intrazellularen Jigittion asssoziierten Proteine
Z0-1 und ZO-2 untersucht. Da nahezu alle untersuchten Zellinien unabkéangigr Hohe der
parazellularen Diffusionsbarriere unterschiedliche Mengen der Zoredaud2ns Proteine ZO-1
und ZO-2 exprimierten, ist auszuschlie3en, dafl} ZO-Proteine einerediigkfluf’ auf die Tight

Junction Barrierefunktion in Brusttumorzellen haben.
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In einer Reihe von Studien an soliden Tumoren wurde der Expressions- oder Funktionsverlust vo
Tight Junctions nachgewiesen (150-155). Auf der Basis dieser Befunde wam James Mullin
die Hypothese entwickelt, daR die Offnung parazellularer Raumenemehbbau von Konzen-
trationsgradienten fur Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren und Stoffwlecitgpeodukten fuhrt und
damit einen verbesserten Stoffaustausch in Tumoren ermogkémene (148, 149). Abgesehen
von histologischen Befunden und phanotypischen Molekulfluxstudien an Zellmonmolagen
bisher keine hinreichenden funktionellen Untersuchungen in mehrschichtigeargaymeben
oder Zellaggregaten vor, welche diese Hypothese experimentefiebewirden. Um das von
Mullin postulierte Konzept im Tumorgeneseprozess zu untersuchen, wurdgirdki3 von
Claudin-1 in MDA-MB 361 Zellen in vitro in Sphéaroidkulturen und in vivo im Maus
Xenograftmodell auf Zellwachstum und Zelltod analysiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die Expressionlaodir€l weder in
subkonfluenten noch in konfluenten 2D Monolayerkulturen einen signifikanten Eimfliis$ie
Zellmorphologie sowie die Proliferations- und Zelltodrate in MDA-MB 361efehat (Abb.9). In
3D Sphéaroidkulturen zeigte sich, dal3 Claudin-1 positive MDA-MB 361 Tumasipleaeine
deutlich kompaktere 3D Morphologie mit einer dichteren Zellpackungenglgich zu Claudin-1
negativen Spharoiden entwickelten (Abb.11). Diese Beobachtung deutet daraufal’ die
Ausbildung von Tight Junctions durch Polymerisierung von Claudin-1 Molekilen iZealker
membran moglicherweise auch zu einer verbesserten Zell-Zeliadlgstragen kdnnte. Studien
von Kubota et al, in denen die Reaggregationskinetik Claudin-1 transfizMaus L Fibroblas-
ten nach Vereinzelung mit Trypsin gemessen wurde, zeigterfalbenald Claudin-1 an einer
schwachen, G4-lonen unabhangigen, wenn auch schwachen Zell-Zelladhasion beteiligt st (195
Ein besonderer Befund der vorliegenden Arbeit ist, daf3 sich Claudin-tilvpasnd negative
Tumorsphéaroide weder signifikant in ihrer finalen Grof3e noch bezudéctzellproliferations-
raten unterschieden. Jedoch wurde unabhéngig von der Sphéaroidgrol3e efik@rgiggrthohte
Zahl toter Zellen in zentralen Spharoidbereichen verbunden mit eim@&nten Apoptoserate in
Claudin-1 positiven Sphéaroide detektiert (Abb.11 und Abb.12). Auffallig waveiesren, dafd
die Apoptoseinduktion in Claudin-1 positiven Tumorspharoiden nicht mit der Ekpnekthe
sondern mit der Qualitdt der Membranlokalisation von Claudin-1 korrefer entsprach der
Anteil apoptotischer Zellen in Klon 2 Sphéaroiden mit vorwiegend zytoasamer Claudin-1
Lokalisation in etwa dem Anteil in Claudin-1 negativen Spharoiden, wahrewd &KSphéroide
mit Membranlokalisation von Claudin-1 eine deutlich erhdhte Apoptosesggter. Aus diesem
Befund laf3t sich schlie3en, dafd neben einem Verlust der Claudin-1s&igpreem Verlust des

Membranhomings von Claudin-1 die entscheidende Bedeutung fur den Funktionsvenust
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Tight Junctions in Tumoren zukommt. Dieses Ergebnis untermauert gethége von Mullin
der Limitation der N&ahrstoffversorgung durch Tight Jucntion Expressidnmorgeweben (149),
und kénnte auch die scheinbar widersprichlichen Daten in Colonkarzinokheer Dort wur-
de zwar einerseits eine Uberexpression von Claudin-1 Protein ndebgayandererseits zeigten
die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von Claudin-1 eimeeied membransténdige
sowie eine diffus zytoplasmatische Claudin-1 Farbung in den Colonkarzinomzellen (164).

In Claudin-1 negativen und positiven Spharoiden unterschiedlicher Groflle giely weiterhin,
dald der Volumenanteil toter Zellen in zentralen Sphéaroidbereichen ugabhéon der
SpharoidgroRe in Claudin-1 positiven Spharoiden immer grof3er war und undtipregdanit der
SpharoidgréRe zunahm (Abb.11). Diese Beobachtung schliel3t die Moglichisitdald der
vermehrte Zelltod in Claudin-1 positiven Sphéaroiden lediglich durch die Wusiy groierer
Spharoide im Vergleich zu Claudin-1 negativen Sphéaroiden hervorgerufen. widesrhéhte
Zelltodrate in zentralen Spharoidbereichen war bereits ab SpteiroidgroRe von 1x fqun?
evident, was etwa einem Spharoiddurchmesser von 200oder ca. 15-20 x dem Zelldurch-
messer von MDA-MB 361 Zellen entsprach. Berechnungen der absoluteitleAabender und
toter Zellen in den Spharoide ergaben, dafld in Claudin-1 positiven Sphéaroréds b einer
Schichtdicke von 5 bis 6 Zelldurchmesser eine limierte Diffusion voffest Uber parazellulare
Raume stattfindet bzw. der Stoffaustausch Uber transzytotisohes8e nicht mehr ausreicht, um
eine Versorgung von Zellen im Inneren der Spharoide zu gewahmleitadien, in denen die
Bedeutung der Neovaskularisierung fur das Tumorwachstum untergwcte ergaben, dal3
Tumore in vivo nicht (iber eine GréRe von 1 finnauswachsen kénnen, sofern keine GefaR-
versorgung erfolgt (19-21). Diese Ergebnisse zusammen mit der @de¢obg einer Apoptose-
induktion in Claudin-1 positiven Sphéaroiden deuten darauf hin, dal3 die Aufreelttangheiner
Tight Junction Barrierefunktion zu einer limierten Stoffdiffusiorsich entwickeln-den avaskula-
ren Mikrotumoren fuhren und ein Tumorwachstum Uber eine kritische GroR3eshiaehindern
konnte.

In den Spharoidstudien stellt sich desweiteren die Frage nachnedigtichen Induktion von
Claudin-1 abhéngigen Apoptosesignalwegen. Da die Claudin-1 Expressioniwé&defluenten
2D Monolayerkulturen noch in peripheren Bereichen der Tumorsphéaroideneu exhdhten
Absterberate flihrte, sondern der vermehrte Zelltod ausschliefdlicklie zentralen Sphéaroid-
bereiche beschrankt war, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgesehiesrden, dal3 die Re-
expression von Claudin-1 direkt zu einer Aktivierung apoptotischer Signalwege fuhrt.

Da der Prozess der Neovaskularisierung von Mikrotumoren in vivo emscheidenden Faktor

fur das progressive Wachstum von Tumoren darstellt, ergab siclolygeid die Fragestellung,
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ob die Reexpression von Claudin-1 in MDA-MB 361 Zellen auch in vaskigeen Tumoren zu
einem verringerten Tumorwachstum aufgrund einer erhohten Zelltatkat€umorzellen flhrt.
Aus diesem Grunde wurde ein Tierversuch mit SCID-Mausen an MBA3J4l Zellen als
Xenograftmodell durchgefiihrt. Um dabei den Effekt der unterschiedliChardin-1 Membran-
lokalisation zu untersuchen, wurden bei diesem Versuch mit jeweil§i€?®n pro Gruppe
Claudin-1 negative Zellen (Gruppe 1), Claudin-1 positive Zellen Klorit Zenwiegend cytoplas-
matischer Lokalisation (Gruppe 2) sowie Claudin-1 positive Zelléon K6 mit membran-
standiger Lokalisation (Gruppe 3) untersucht. Die WachstumskinetiKe®ografttumore und
die Uberlebensrate der Mause bis zum Erreichen des Abbruchkrigeimnerhalb des Versuchs-
zeitraums von 56 Tagen zeigten tatsachlich, dal? Mause der Gruppeigrgikant reduziertes
Tumorwachstum gegenuber den beiden anderen Gruppen um ca. 60 % nachn28ulagsen
sowie deutlich langer Uberlebten als die Versuchstiere von Gruppe 1 und 2 (Abb.14 und Abb.15).
Die Analyse der verschiedenen Xenografttumore Klon 2 und Klon 6 etgaleinen, dal3 das in
vivo Wachstum von MDA-MB 361 Zellen keinen Einflud auf die Expressioniesatas
Lokalisationsmuster von Claudin-1 hatte, und zum anderen, dafl} das verringadevachstum
von Gruppe 3 Tumoren mit einer signifikant erhéhten Apoptose- und Zelltatrafeumorzellen
korrelierte (Abb.16, Abb.18 und Abb.20). Das Ergebnis, dal3 Claudin-1 posgivegrafttumore
der Gruppe 2 und Claudin-1 negative Xenografttumore der Gruppe 1 sien imeder Wachs-
tumskinetik noch in ihrem relativen Anteil toter/apoptotischer Zelieterschieden, bestatigte die
in vitro Befunde einer notwendigen Membranlokalisation von Claudin-1 furGieaidin-1
abhangige Zelltodinduktion in Tumoren.

Die Bestimmung des relativen Stromaanteils sowie der Gef#Bdargab keine signifikanten
Unterschiede in den Xenografttumoren aller 3 Gruppen (Abb.21 und Abb.22). Ergdmis
deutet darauf hin, dal3 Expression und Membranlokalisation von Claudin-1 woilwmoren
scheinbar die Sekretion von Angiogenesefaktoren sowie den AngiogeveEs=pnicht beein-
flussen. Dies kdnnte sich damit begriinden lassen, dalf3 flr die Migrain Endothelzellen ein
angiogener Stimulus durch gefdRnahe Tumorzellen offensichtlich desydicist. In der
vorliegenden Arbeit wurde somit erstmalig gezeigt, dal3 im Hinblcik das reduzierte
Tumorwachstum und die erhdhte Apoptoserate in Tumoren mit membranstédDidigein-1 Ex-
pression diese unabhangig von der Vaskularisierung des Tumors ditéasidie Diffusion zwi-
schen geféal3peripheren Tumorzellen und dem Kapillarsystem limitidrdadurch eine Mangel-
versorgungssituation der Zellen herbeiflhrt.

Trotz eines reduzierten Tumorwachstums und einer deutlich erhéhtéodzak konnte gleich-

zeitig eine geringfugige, aber signifikant erhéhte Zellpradifiensrate in den Xenografttumoren
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der Gruppe 3 nachgewiesen werden (Abb.19). Da das Nettowachstuen digsore im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen stark verlangsamt war,alswl(®ine deutliche
Uberkompensation der leicht erhohten Proliferationsrate durch eifsergr Absterberate der
Tumorzellen angenommen werden. Eine Erklarung fir diesen auf dem é@lick paradoxen
Befund konnte sein, dafl3 die durch die Abdichtung parazellularer Raume geewiene
Mangelversorgung zu einem vermehrten Absterben der Tumorzelleikioavkalen des Tumors
und damit zu einer Offnung der Interzellularaumes fiihrt. Dies wiitdefristig fur einen
besseren Stoffaustausch sorgen und nachfolgend eine hohere Rimideste in diesem
Mikrobereich des Tumors zur Folge haben. Durch das vermehrte Wachgiumen sich
wiederum neue Diffusionsgradienten aufbauen, die eine erneute Mangguagseerbunden mit

einem vermehrten Absterben der Tumorzellen bewirken kdnnte.
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Abb.40: Schematische Darstellung der Stoffgradienten imdnsphéaroiden und soliden Tumoren (nach Miuller-
Klieser 2000)

Die Ergebnisse der Tumorsphéaroide und Xenografttumore lasseriokieimdermalien veran-
schaulichen (Abb.40): In Tumorspharoiden und soliden Tumoren bestehen entgetgtadéon-
zentrationsgradienten von Sauerstoff, Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren toffieGhselend-
produkten. So finden sich in in vivo Tumoren hohe Konzentrationen von Nahrstéfehs-
tumsfaktoren und Sauerstoff sowie niedrige Konzentrationen von Stoffieethseodukten in
gefallnahen Bereichen, da kurze Diffusionsdistanzen vom Blutgefal3 ZLelllem einen guten

Stoffaustausch ermdglichen. Umgekehrt weisen multizellulare r8dled hohe N&hrstoff-,
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Wachstumsfaktor- und Sauerstoffkonzentrationen sowie niedrige Konmamgravon Stoffwech-
selendprodukten in peripheren Arealen auf, da dort ein guter Stotfacistanit dem umgebenden
Medium moglich ist. In diesen Bereichen kénnen jeweils hohe Zelgralionsraten nachge-
wiesen werden (196-198). In zentralen Sphéaroidbereichen bzw. gefalRparigitealen von in
vivo Tumoren finden sich dagegen niedrige Proliferationsraten sowiecgidbte Absterberate
der Tumorzellen durch Mangelversorgung mit Nahrstoffen, Wachstumsdaktord Sauerstoff
sowie Anhaufung saurer Stoffwechselendprodukte mit einer lokalen AbradsmeH-Werts. Die
durchgefiihrten Studien zur Claudin-1 Reexpression in Tumorspharoiden und afg#npmren
ergab in Abhangigkeit der Membranlokalisation von Claudin-1 eine extjdptoserate in zen-
tralen Spéaroidbereichen sowie eine erhthte Zelltodrate in Xenognafien, die zu einem
verringerten Tumorwachstum fuhrte. Aufgrund dieser Ergebnisse dadstzusammenfassend
schlieBen, dal3 der Verlust der Expression und/oder Membranlokalisationlaain€l einen
weiteren wichtigen Schritt in der Tumorprogression darstellt.wegsren untermauern die
vorliegenden Daten die Hypothese, daR durch die Offnung parazellularareRgine bessere
Versorgung gefal3peripherer Tumorzellen mit Nahrstoffen und Wambf&tktoren ermdoglicht
wird und dies zu einem besseren Tumorwachstum fuhrt (148, 149). Somitim&tedektion der
Reexpression und die richtige Membranlokalisation von Claudin-1 in iar@n von hoher
therapeutischer Relevanz.

Obwohl diverse Signalwege mit der Steuerung der Expression und kidokalisation von
Claudinen in Zusammenhang gebracht wurden, liegen bislang nur weniget&ddéten fur die
Regulation von Claudin-1 vor. So konnte beispielsweise gezeigt werdenjelBehandlung mit
nukledren Hormonrezeptoragonisten wie Retinoide oder Steroide (119, 123, 1293130,
Wachstumsfaktoren und Zytokine (121, 134) oder Aktivatoren bzw. Inhibitorersatischer
Proteinkinasen wie PKC oder MEK-1 (114-116, 127) in phylo- und ontogenetisetsahied-
lichen Zellmodellen zu einer erhdhten Expression von Tight Junctions urid Jigpction
assoziierter Molektle fuhrte. Da Uber die fir Claudine relewaignalkaskaden in humanen
Tumorzellmodellen so gut wie keine Informationen vorlagen, war ew@ieres wichtiges Ziel
der vorliegenden Doktorarbeit, regulatorische Mechanismen zu idesrgfizi die fur den
Expressionsverlust von Claudin-1 in der Brusttumorgenese verantwortlich sindn@isithung
der Promotorregion sowie der Intron- und Exon-Bereiche des Claudin-litc86<atientinnen
mit spontanen Brusttumoren, 93 Patientinnen mit Brusttumoren und famiRéieisposition
sowie in 11 Brusttumorzellinien ergab keine signifikanten MutationeiCtierdin-1 Gensequenz
(167). Deshalb mufte eine Beteilung epigenetischer Faktoren an deiviénaky der

transkriptionellen Aktivitdt des Claudin-1 Gens angenommen werden, woliealbiéJrsache
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unter anderem die Methylierung des Claudin-1 Promotors, die fehlendeeAkig von Trans-
kriptionsfaktoren oder eine Repression der Claudin-1 Genexpression daregudierte Chroma-
tinkondensation in Betracht kamen (3, 36, 37).

Die Methylierung von Cytosin-Resten in den Promotorbereichen ffestes Gene stellt einen
haufigen epigenetischen ,gene silencing” Mechanismus in Tumorzdden(37). So wurde
beispielsweise von Kominsky et al ein CpG reiche Region von —200sbp stromaufwarts des
Claudin-7 Gens in Brusttumorzellen identifiziert, welche z. B. iau@in-7 negativen MDA-MB
231 und MDA-MB 435 Zellen hypermethyliert war und eine mRNA Reession nach 5-
Azacytidin Behandlung zeigten (162). Bezulglich einer moglichen &xamethylierung bei der
Analyse des 5° UTR Bereiches des Claudin-1 Gens konnte ermigelen, dafld zwischen -450
bis -500 stromaufwarts des Startcodons ein kurzer GC-reicher Sahsehaitt liegt, der die
Kriterien einer moglichen CpG Insel erflllt. Die Tatsacher,atb@? die durch Hypermethylierung
des Promotors stillgelegten Gene in der Regel multiple Cp@limes™ UTR Bereich aufweisen,
macht diesen Mechanismus fir die Regulation von Claudin-1 in der Bnastienese
unwahrscheinlich (37). Desweiteren konnte in fiinf von acht untersuchtertuBrastellinien
noch eine, wenn auch geringe endogene Expression von Claudin-1 mRNA dete&tosn
(Abb.1). Um zu untersuchen, ob eine Promotormethylierung des Claudin-Ifielen Verlust
der Claudin-1 Expression verantwortlich ist, wurden die Brusttumorzsll MDA-MB 361 und
MDA-MB 435, in denen weder eine Claudin-1 mRNA noch Proteinexpressidmgeaesen
werden konnte, mit dem Methyltransferase-Inhibitor 5-Azacytidin medla Diese Studie fuhrte
zu dem Ergebnis, dald bei keiner der untersuchten Konzentrationen und Inkuk#&gander 5-
Azacytidin Exposition eine Induktion der Claudin-1 Genexpression in den rbeldiinien
nachgewiesen werden konnte (Abb.28). Zusammenfassend deuten diese Bafauntibid, dal3
eine Methylierung des Claudin-1 Promotors fur den Verlust der Glaudixpression in der
Brusttumorgenese eher unwahrscheinlich ist.

Wie bereits zu Beginn angedeutet, wurden verschiedene Sigsdlilkdionswege mit der
Regulation von Expression und Lokalisation Tight Junction assoziiertekidelen Verbindung
gebracht. Darunter fallen einerseits an extrazellulareReren gekoppelte intrazellulare Signal-
wege, an denen heterotrimere G-Proteine, kleine GTP-bindendeiner¢gRas, RhoA, Racl),
Proteinkinasen (PKA, PKC, MEK-1, Raf-1) sowie second messengeekiiflel (CA*, cAMP)
beteiligt sind und andererseits intrazellulare, nukledre Hormepte@zn wie Retinoid- und
Steroidrezeptoren (113-127). Zusatzlich deuten mehrere Studien aifedeutung des Ras-
MEK-ERK Signalweges fiur die Steuerung der Expression und des korrslaenbranhoming

von Tight Junction Molekiulen hin. So konnte gezeigt werden, dal Ha-Rasfotmierte
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MDCK-Zellen ein unphysiologisches zellulares Homing von Claudin-Llu@mn und ZO-1 im
Cytoplasma aufweisen. Nach Inhibition des MAPK-Signalweges darmh MEK-1 Inhibitor
PD98059 wurde eine Relokalisation aller drei Proteine an die Zytoplasmbran verbunden mit
der Ausbildung funktioneller Tight Junctions beobachtet (127). In Uberaimsing mit diesem
Befund wurde von Li et al. nach Expression einer onkogenen Form des Ras-Effalitris Ra-
4 Zellen neben einer Verringerung der Claudin-1 und Occludin Prcéegen und einer
zytoplasmatischen Lokalisation von ZO-1 auch ein Verlust der Tigidtibn Diffusionsbarriere
berichtet (132). Im Gegensatz hierzu zeigten jedoch Kinugasa atlatedeukin-17 behandelten
T84 Epithelzellen, dal3 die Inhibition des MAPK Signalwegs die Entwigkfunktioneller Tight
Junctions blockierte und zu einer verminderten Expression von Claudin-2,nelbérvon
Claudin-1 fuhrte (133). Diese widerspruchlichen Ergebnisse lasskmgiglicherweise damit
erklaren, dal® sich die untersuchten Zellmodelle in ihrer phylo- und omtigghen Herkunft
voneinander unterschieden oder moglicherweise eine unphysiologischJhehexpression von
Ras bzw. Raf-1 zu Artefakten fiihrte. Da die konstitutive Aktivieradgr Uberexpression von
Ras oder von Ras-Effektoren in in vivo Tumoren haufig mit dem Vedest epithelialen
Differenzierung und Tumorwachstum korreliert, war es aber regjezid anzunehmen, daf3 der
Ras-MEK-ERK Signalweg neben einer Fehlsteuerung von Zellpaiiide und Apoptose maogli-
cherweise auch an zu einer Dysregulation der Tight Junction Funktidrusttumorzellen
beteiligt ist (135).

Fur die Untersuchung der Bedeutung des Ras-Signalwegs fir didakRen von Claudin-1 in
Brusttumorzellen wurden deshalb zwei Brussttumorzellmodelle gewdi@lsich in ihrem Ras-
Aktivierungsstatus unterschieden. In MCF-7 Zellen mit einem hohem&elh Ras-GTP Gehalt
konnte auch eine hohere Expression von Ras-Gesamtprotein nachgevaedsem, wn Gegensatz
zu T47-D Zellen mit einer eher niedrigen Ras-Aktivitat (Abb.23)6). Die Behandlung beider
Zellinien mit dem selektiven MEK-1 Inhibitor PD98059 fuhrte zu einessiven Abnahme der
phosphorylierten Form von ERK1/2 (Abb.24). Die vollstadndige Inhibition der Phodmtang
von ERK1/2 bei effektiven PD98059 Konzentration resultierte jedoch in kelaerbeiden
Zellmodelle in einer quantitativen Anderung der mRNA- und Proteinesipresyon Claudin-1
sowie anderer Tight Junction assoziierter Proteine wie OccludtinZO-1 (Abb. 24, 25; Tabelle
1). Auch in MDA-MB 231 Brusttumorzellen, die ebenfalls eine erhdhtelulaetn Ras-GTP
Gehalt und eine niedrige endogene Expression von Claudin-1 aufweisen, konmée Kkei
Expressionsanderung von Claudin-1 nach MEK-1 Inhibition festgesteltteweDiese Befunde
werden durch die Daten von Chen et al. an MDCK Hundezellen unterstiderjen nach MEK-

1 Inhibtion ebenfalls keine Anderung der Expression von Claudin-1, OccludinZ@ad
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festgestellt werden konnte (127). Aufgrund der im Rahmen diesero@oBeéit erhaltenen
Ergebnisse scheint es eher unwahrscheinlich, dal3 die Claudin-1 dtomprigs Brusttumorzellen
durch den Ras-MEK-ERK Signalweg reguliert ist.

Die Untersuchungen von Chen et al. hatten gezeigt, dal3 in Ras-traagfemnMDCK Zellen
eine unphysiologische Claudin-1 Lokalisation im Cytoplasma vorlag udd Behandlung mit
dem MEK-1 Inhibitor PD98059 zwar keine Expressionséanderung, aber eloleal&ation von
Claudin-1 an die Zytoplasmamembran stattfand (127). Um den Einflul3 wtenschiedlichen
Ras-Aktivitat auf das zellulare Homing von Claudin-1 in Brustturltem zu untersuchen, wurde
Claudin-1 durch retrovirale Transduktion in MCF-7 Zellen tberexprimizgabei wurden zwei
Claudin-1 positive MCF-7 Tochterzellklone selektioniert, die beide mebeer hohen Ras-
Aktivitdt eine membranstandige Expression als auch eine sigmifikaytoplasmatische
Lokalisation von Claudin-1 aufwiesen. Im Gegensatz zu den ErgebnisaeChen et al. konnten
nach MEK-1 Inhibition mit PD98059 jedoch sowohl in T47-D Zellen als auaem Claudin-1
transduzierten MCF-7 Zellklonen keine signifikanten Anderungen der sulizeti Lokalisation
von Claudin-1 gefunden werden (Abb.26, 127). Auch die Untersuchung der parazellofée-
und Molekulpermeabilitatt nach MEK-1 Inhibition in konfluenten T47-D und Claudin-1
transduzierten MCF-7 Zellmononlayern ergab keine Anderungen der palaeel Diffusions-
barriere (Abb.27). Da in diesem funktionellen Test Anderungen alleleaBarrierefunktion von
Tight Junctions beteiligten Proteine evident werden, scheint emswoghlich weder eine
Beteiligung des Ras-MEK-ERK Signalweg an der RegulationHienings oder der Expression
von Claudin-1, Occludin und ZO-1 noch anderer potentieller Komponenten desJuigction
Komplexes in Brusttumorzellen zu geben.

In mehreren Studien wurde beschrieben, dal3 sich eine veradnderteldnghion Funktion und
Expression Tight Junction assoziierter Molekile nach artiferiellAktivierung von
Transkriptionsfaktoren findet. So konnte gezeigt werden, dal3 die Express Tight Junction
Proteinen sowie die transepitheliale Diffusionsbarriere in reariR9 embryonalen Karzinom-
zellen und humanen zervikalen Epithelzellen durch Stimulation von Retirezidgforen mit
natirlichen Retinoiden wie all-trans Retinsaure (t-RA) reguliert viig®(131). Retinoide sind an
der Zelldifferenzierung in verschiedenen epithelialen Gewebevenbdeteiligt und vermitteln
ihre Wirkung als Liganden nukledrer Transkriptionsfaktoren, die alsnd2etre-Rezeptoren
(Retinoic Acid Receptors, RAR) und Retinoid X RezeptoreRet{noid X Receptors, RXR)
bezeichnet werden und zelltypabhangig jeweils in drei Unterforimep, y) vorkommen (128).
Publizierte Expressionsdaten von Retinoid-Rezeptoren in verschiedenetiuiBauzellinien

zeigen, dal3 die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellmodellecalenemit nur geringer
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Claudin-1 Expression nahezu alle der bisher analysierten RetinogpfResubtypen exprimie-
ren, so daf3 eine fehlende Retinoid-Rezeptor Expression fur den Expsgssiust von Claudin-
1 sehr wahrscheinlich keine Rolle spielt (Tabelle 2, 177-183). Arsigterkonnte aber eine
Expressions-verringerung von Claudin-1 auch durch eine fehlende oderirzgeggktivierung
von Retinoid-Rezeptoren verursacht sein. Um die Bedeutung des BdRi@epeptorsignalwegs
fur die Regulation von Claudin-1 Expression in der Brusttumorgenefessend zu verstehen,
wurde der Effekt von Retinoidsubstanzen bekannter Wirkspezifitat in @cterschiedlich
dedifferen-zierten Brusttumorzellinien analysiert (172).

Die Analyse der Claudin-1 Genexpression nach Behandlung mit RARy®tasien und selekti-
ven RAR4@, # und y Agonisten/Antagonisten ergab, dal® von allen acht untersuchten Brust-
tumorzellinien nur MCF-7 Zellen mit einer Zunahme der Claudin-1 mi¥fAexpression
reagierten (Abb.29 und Abb.30). Allerdings fuhrte der Zuwachs der Claudirptedsion
maximal zu einem Expressionsniveau von etwa 10 % im Vergleiclertdowgenen Claudin-1
Expression in T47-D bzw. HMEC Zellen. Dabei konnte die hdchste InduktiorCldeidin-1
MRNA Expression nach Inkubation mit RAR Panagonisten und selektiveroR#v. RARf
Agonisten erreicht werden. Diese Ergebnise lassen mehreng38dgerungen zu: Erstens ergab
die Sequenz-analyse des Claudin-1 Gens kein Retinsaure-Responsivelenida} iiRpromotor-
nahen Sequenzbereichen, was darauf hindeutet, dal3 die Induktion der ClaugneskiBr nach
Retinoid-Rezeptor Stimulation wahrscheinlich indirekt durch Aktung oder aber auch durch
Inaktivierung anderer, die Claudin-1 Genaktivierung steuernder Fakbeneorgerufen werden
konnte (128). Zweitens ist es aufgrund der nur geringen Zunahme detirClaExpression in
MCF-7 Zellen wahrscheinlich, dafl3 neben der fehlenden Aktivierung von ReRezieptoren
weitere Signalwege fir die Downregulation der Claudin-1 Exmedsedeutsam sind. Letztere
Vermutung wird durch den Befund gestiitzt, dal? alle anderen Brusttdin@reohne sowie mit
geringer Expression von Claudin-1 nicht mit einer Zunahme der Claudirpfegston nach
Retinoidgabe reagierten, obwohl die RAR/RXR Rezeptoren vorhanden sind (Abb.30, Tab.?2).
Diese Mehrschritthypothese der Claudin-1 Expressionsregulation 1mn otiarakterisierten
Zellmodellen ist in Abb.41 anhand der Claudin-1 Expression und Responsieganider
Retinoiden in Form eines Stammbaum dargestellt. So konnte im Zudgrudgtumorgenese ein
erster Defekt zu einer verringerten endogenen Aktivitat desd@tRezeptor Signalwegs fihren,
die eine Abnahme der Claudin-1 Expression zur Folge hatte. In weitaohfolgenden Schritten
des Tumorgeneseprozesses kommen zusatzliche Fehlregulationen henietztich zu einer
kompletten Inaktivierung des Retinoid-Rezeptor Signalwegs und sattiefim vollstandigen

Expressionsverlust von Claudin-1 fuhren.
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MCFE-7 MCE-7 ADR MDA-MB 435
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Abb.41: Hypothetischer Stammbaum von Brusttumorzelliniemiiglich ihres Claudin-1 Expressionsstatus und
Responsivitat gegenuber Retinoid-Substanzen.

Die Untersuchungen zur Rolle des Retinoid-Rezeptor Signalwetgs iRegulation des Claudin-1
Gens in Brusttumorzellen deutete darauf hin, dald aufgrund der fehlendeon&eisét in den
meisten Tumormodlellen weitere multiple Defekte an der Downrgégolader Claudin-1
Expression in der Brusttumorgenese beteiligt sein mussen. Ein h&aufigumorzellen
deregulierter Mechanismus ist die Transkriptionskontrolle miKelsdensation des Chromatins
durch Anlagerung von Histon-Proteinen an bestimmte DNA-Bereidhel@). Die Chromatin-
konfiguration wird dabei durch Histon-Acetyltransferasen (HATS) ubelacetylasen (HDACS)
gesteuert: Histon-Acetylierung fihrt zur Chromatinauflockerung nachfolgender Genaktivie-
rung, Histon-Deacetylierung bewirkt hingegen eine Kondensation des @ifmenmit einer
Verringerung der Transkriptionsaktivitiat des in dem betroffendABbschnitt gelegenen Gens.
Sowohl von HATs als auch von HDACs existieren verschiedene Isofomiieemegulatorische
Komplexe mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren, u.a. mit Retinem®yRoren bilden. In
Tumoren konnte neben der Inaktivierung von HAT Enzymen vor allem einexfisession von
HDAC Enzymen nachgewiesen werden (199-201). So ware vorstalbifareine erhdhte HDAC
Aktivitat in Brusttumoren zu einer verringerten transkriptionellédivitat des Claudin-1 Gens
fuhren konnte.

Um eine mogliche Beteiligung dieses Mechanismus an der Rapredss Claudin-1 Gens in

Brusttumorzellen zu analysieren, wurde der alleinige Effekt pateHDAC Inhibitoren als
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pleiotrop wirksame Aktivatoren der Gentranskription auf die Expyasson Claudin-1 sowie in
Kombination mit Retinoidsubstanzen analysiert. Fur diese Studien wurden vieC Hib#boitoren
gewahlt, die sich in ihrem Wirkmechanismus unterscheiden. Wahrend SPRSA und MS-275
direkt die Aktivitat von Histondeacetylasen blockieren, beeinflugs29@ den Acetylierungs-
status des Chromatins indirekt durch einen bisher noch unbekannten Mechanismus (36, 186).
Die Untersuchung der Genexpression von Claudin-1 nach HDAC-Inhibition eirgai Zuwachs
der Claudin-1 mRNA Menge in sechs von acht untersuchten Brusttumogezel|Aibb.31). Nach
Behandlung mit SAHA und CI-994 zeigte sich durchschnittlich die héchstaliine der Clau-
din-1 mRNA Expression, die in dedifferenzierten MDA-MB 231 BAG &elinmit einem Zuwachs
von etwa 0.5 % auf 10 % bzw. 30 % im Vergleich zum Expressionsniveahamdsdter T47-D
Zellen am hochsten ausfiel. Die Analyse der Claudin-1 Proteinesipnesach HDAC Inhibition
zeigte jedoch, dalR der Zuwachs an mRNA und Protein, wie bereits rtinbi@ehandlung von
MCF-7 Zellen festgestellt (Abb.29, Abb.30), quantitativ nicht exakeimainder korrelierten und
auf Proteinebene geringer ausfiel. So war in T47-D Zellen mit hehdobgener Claudin-1
Expression eine weitere Zunahme der Claudin-1 mRNA Expression HBAC Inhibitor-
behandlung zu beobachten, die sich jedoch nicht in einer Zunahme der Cl&rdieihexpres-
sion widerspiegelte. Ebenso war die Proteinzunahme in MDA-MB 231,BAXG--7 ADR und
MCF-7 Zellen geringer (Abb.32, Abb.33). AulRerdem konnte beobachtet weatdBndie ver-
schiedenen Substanzen eine unterschiedliche Wirkung auf die Claudin-1 miRA
Proteinexpression in beiden Zellmodellen hatten. Obwohl z.B. SAHA VH89€ zu einer
Zunahme der Claudin-1 mRNA Menge in MDA-MB 231 BAG fiihrte, korintdieser Zellinie
nur nach CI-994 Behandlung auch eine deutliche Zunahme der Claudin-1 Peoigéghm
festgestellt werden (Tabelle 4, Abb.33). Diese Befunde lasséndsidurch erklaren, dald in
Brusttumorzellen offensichtlich unterschiedliche Kontrollmechanisriewieé Transkription und
die Translation von Claudin-1 existieren, die durch die verwendeten rpfeiotirksamen
Substanzen unterschiedlich aktiviert werden. In Zusammenhang nbedeachteten und zuvor
beschriebenen posttranskriptionellen Regulation der Claudin-1 Prgisaseion in Abhangigkeit
von Zell-Zellkontakten konnte sich dieses Ergebnis dadurch erklarenn,lada@ sowohl
Transkription, Translation als auch der Membrantransport des ClaudiotdinBrunterschied-
lichen Kontrollmechanismen unterliegen.

Zusammenfassend kann aufgrund der Ergebnisse mit HDAC-Inhibit@erfestgestellt werden,
dalR im Gegensatz zur Retinoidrezeptoraktivierung der dysreguli€tiesmatinkondensation
eine allgemeine Bedeutung fir die transkriptionellen RepresigenClaudin-1 Gens in Brust-

tumorzellen zukommt. Es ist jedoch weiterhin denkbar, dal3 die Chromatindekatnaiemisirch
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HDAC Inhibition eine Voraussetzung fur die bessere ZuganglichkeitTranskriptionsfaktoren
zu Promotorregionen ist. Deshalb wurde Uberprift, ob die gleichzdtek@®ndensation des
Chromatins und Aktivierung von Retinoid-Rezeptoren eine additive odergsstieche Wirkung
auf die Claudin-1 Expression ausuben. Untersucht wurden hochdifferenziéfer Mellen und
niedrigdifferenzierte MDA-MB 231 BAG Zellen mit jeweils meger endogener Claudin-1
Expression, die sowohl nach Retinoid- als auch nach HDAC Inhibitorgabe (MCFff)wdeach
HDAC Inhibitorbehandlung (MDA-MB 231 BAG) eine Zunahme der Claudin-1 Esgioa
zeigten. In beiden Zellmodellen konnte nach Kombinationsgabe kein erhdntexclzs der
Claudin-1 Proteinmenge im Vergleich zur Einzelgabe von Retinaden HDAC Inhibitoren
detektiert werden (Abb.33). Im Gegenteil fiihrte die Kombinationsbehandluhgberden
Substanzklassen jeweils sogar zu einer verringerten Zunahme aadircl mRNA Menge
verglichen mit den Einzelbehandlungen (Tabelle 5). Dies deutetfdargudal® die aktivierten
Retinoid-Rezeptoren nach Auflockerung der Chromatinstruktur offensichiliber andere
Signalwege indirekt als negative Regulatoren der Claudin-1 Expression wirken.

Die Untersuchung der Expression weiterer Tight Junction asgeziProteine wie Claudin-3, -4,
Occludin und ZO-1 nach HDAC-Inhibitorbehandlung in MCF-7 und MDA-MB 231 BAdlen
ergab, dal3 hochdifferenzierte MCF-7 Zellen weder nach Einzelgabeetorien und HDAC
Inhibitoren noch nach Kombinationsbehandlung eine Expressionséanderung von -Glawin
Occludin und ZO-1 zeigten (Abb.34). Lediglich niedrigdifferenzierte AAB 231 BAG Zellen
reagierten auf die CI-994 Behandlung mit einer signifikanten Zmeader Claudin-3, -4 und
Occludin Proteinexpression, wahrend die mRNA Expression dieser Gengnoem blieb. Da
sich einerseits nach CI-994 Behandlung von MDA-MB 231 BAG ZellenPdmteinexpression
von Claudin-1, Claudin-3, -4 und Occludin erhOhte, andererseits aber nur waénze der
Claudin-1 mRNA Expression zu finden war, scheinen auch fir dieeEgion von Claudin-3, -4
und Occludin posttranskriptionelle Kontrollmechanismen zu existieren.

Wie Untersuchungen des Ras-MEK-1 Signalwegs in MDCK-Hundezekzeigt hatten, kann
die Aktivierung der an der Regulation von Tight Junction Molekilen bdtnligignalwege
neben der Expression auch die zellulare Lokalisation von Tight danetoteinen beeinflussen
(127). In unbehandelten MCF-7 Zellen konnte ein netzwerkartiges MdsteiMembran-
lokalisation von Claudin-3, -4, Occludin und ZO-1 in allen Zellen detektiertien, wahrend nur
einzelne wenige Zellen eine membranstandige Claudin-1 Expressigounkituierter zytoplas-
matischer Farbung zeigten (Abb.36 und Abb.37). Die CI-994 Behandlung dieliareZergab
keine Anderung der bereits existierenden Membranlokalisation von @1auéé#, Occludin und
Z0O-1. Allerdings nahm die Zahl der Claudin-1 positiver Zellen dduttmi, wobei sich
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inselférmige Zellcluster aus 3-8 Claudin-1 positiven Zellen bildetie eine Membranloka-
lisation von Claudin-1 sowie eine vesikulare zytoplasmatische Farhungesen. Dabei waren
Claudin-1, Claudin-3, -4, Occludin sowie F-Aktin waren mit ZO-1 kololatis(Abb.36-38).
Diese Ergebnisse machen zum einen deutlich, dal3 die Dekondensatidwateathstruktur mit
C1-994 offensichtlich nur in einer Subpopulation von MCF-7 Zellen zu eineudi-1
Expression fuhrt und zeigen zum anderen, dal3 die am Membrantransport awhinl
beteiligten Mechanismen, wie bereits bei der artifizield@rexpression von Claudin-1 in MDA-
MB 361 und MCF-7 Zellen beobachtet (Abb.6 und Abb.26), noch intakt sein missen. Unbehan
delte MDA-MB 231 BAG Zellen wiesen hingegen eine unphysiologisgiteplasmatische
Lokalisation von Claudin-1, -4, Occludin und ZO-1 auf, wobei Claudin-3 ein prégies
nukleér-zytoplasmatisches Homing zeigte (Abb.36 und 37). Wahrend MCHen dach CI-994
Behandlung keine signifikanten Anderungen der Zellmorphologie zeigten, nhbim
dedifferenzierten MDA-MB 231 BAG Zellen nach CI-994 Gabe diegzéfle signifikant zu. Im
Zuge dieser morphologischen Anderungen fand eine ReorganisatiorktiesZytoskeletts mit
einer Abnahme zytoplasmatischer Stressfasern und einer vé&emehmordnung von Aktin-
Mikrofilamenten im Zellkortex statt (Abb.38). Gleichzeitig mitrdémlagerung des Aktin-
Zytoskeletts konnte eine signifikante Relokalisation und KolokalisationGlandin-1, Occludin
und ZO-1 vom Cytosol an Zell-Zellkontaktstellen detektiert werden, wvegils noch eine
zytoplasmatische Fluoreszenzfarbung von Claudin-1 und Occludin erkenab&Alb. 36-38).
Diese Beobachtung ist im Einklang mit einer Reihe von Studietenen eine Kolokalisation und
Bindung von ZO-1 mit F-Aktin, Claudinen und Occludin nachgewiesen werden kd@ite102,
127). Die nukleéar-zytoplasmatische bzw. zytoplasmatische Lokahsaton Claudin-3 und
Claudin-4 blieb durch Behandlung mit CI-994 allerdings unverandert (Abb.89e®Ergebnis
lankt schlielen, dal3 die Auflockerung der Chromatinstruktur mit Cl-99dedifferenzierten
MDA-MB 231 BAG Brusttumorzellen Signalwege induziert, welche Membrantransport von
Claudin-1, Occludin und ZO-1, aber nicht von Claudin-3 und Claudin-4 beteiigit a in
MCF-7 und MDA-MB 231 BAG Zellen die Expressionszunahme (Claudin-1)meiner Subpo-
pulation von Zellen bzw. die vermehrte Membranlokalisation primar punktnernicht in Form
ununterbrochener Linienstrukturen der Membranfarbung nachweisbar isadif©1l und Occlu-
din), mag erklaren, weshalb sich keine Zunahme der Tight JunctifusibDiisbarriere nach CI-
994 Behandlung ergab (Abb.39).

Zusammenfassend deuten die im Rahmen der vorliegenden Arbehgelitderten Unter-
suchungen mit HDAC-Inhibitoren und Retinoidsubstanzen darauf hin, daf3 der Tptoskr

Translation und dem Membrantransport von Claudin-1 in Brusttumorzellen kamjpied
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maoglicherweise voneinander unabhangige Regulationsmechanismen zuggemddéiabei zeigte
sich, dal3 zwar sowohl der Retinoid-Rezeptorsignalweg als auch dien&tmstruktur fir die
Regulation der Claudin-1 Expression in Brusttumorzellen von Bedeutungleshoch aber
weitere Faktoren fur den Expressionsverlust von Claudin-1 mit vevdfith sein missen. Die
Expressionsstudien mit 5-Azacytidin ergaben keine Hinweise furBeieiligung einer Me-
thylierung der Claudin-1 Promotorsequenz. Um diesen Mechanismus efiiRegjulation von
Claudin-1 in der Brusttumorgenese vollig auszuschliel3en, soltieljegeklart werden, ob die im
5'UTR des Claudin-1 Gens identifizierte GC-reiche Sequenz netieylCpG-Dinukleotide auf-
weist, wobei die Claudin-7 Promotorregion unter Verwendung der Bisatfimde (202) flr
einige der verwendeten Zellinien sowohl als Positiv- als aucNegativkontrolle dienen kdnnte
(162).

Desweiteren enthalt der Claudin-1 Promotorbereich eine Vielhabkdtischer Bindestellen fur
Transkriptionsfaktoren, unter anderem ein zwischen der murinen und humaaedin€ll
Promotorsequenz hochkonserviertes GC-Box Sequenzmotiv, an das der ubiquitéare Tiarsskript
faktor SP1 spezifisch bindet. Es bleibt zu untersuchen, welche Rdlleod#? andere Trans-
kriptionsfaktoren mit theoretischen Bindestellen im Claudin-1 Pronfétodie Regulation der
Claudin-1 Genexpression spielen. Dies sollte sich durch Uberexpredieser Faktoren in
Brusttumorzellinien sowie in Promotorstudien unter Verwendung eingmrieegensystems
klaren lassen (203).

Aufgrund vorliegender Literaturhinweise wurde die Bedeutung @ss3®ynaltransduktionswegs
fir die Expression und Lokalisation von Claudin-1 in Brusttumorzellen unteérsds konnten
keine Hinweise gefunden werden, daf} dieser Signalweg eine RolldiefiiRegulation von
Claudin-1 in Brusttumorzellen spielt. Deshalb sollte Gberprift wemtemndere Signalkaskaden
am Expressionsverlust von Claudin-1 beteiligt sind. Hier kdme ireretshie der NFkB
Signalweg in Betracht, welcher eine zentrale Rolle bei deuesung zellularer Prozesse bei
Gewebsentzindungen spielt (204). So konnte gezeigt werden, dal3 die Behamatiuhg4-
Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen (TNE-IFN-y) zu einer verringerten Expression und
zytoplasmatischer Lokalisation von Occludin und ZO-Proteinen sowigemeé/erlust der Tight
Junction Funktion fuhrt (205, 206). AuRerdem konnte in Brusttumorzellen eine Wowdtibhe
Aktivitat von NFkB nachgewiesen werden, die an einer Inaktivierung apoptotischeal\Bepe
beteiligt ist (207-209). Es ware somit naheliegend, dal3 eine vaazebkiaren Faktoren unab-
hangige, konstitutive Aktivierung der NEB Signalkaskade auch an der transkriptionellen

Repression der Claudin-1 Gens in Brusttumorzellen beteiligt istladdrch zu einer verringerten
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Absterberate von Tumorzellen aufgrund der verbesserten Stoffdiffusswliden Tumoren flhrt
(Abb.40).

In Claudin-1 positiven Brusttumorzellen konnte nachgewiesen werden, d&Xmhession von
Claudin-1 Protein sowie der gerichtete Membrantransport posttranselptin Abhangigkeit
von etablierten Zell-Zellkontakte reguliert wird (Abb.2). Es wiéeterhin zu klaren, welche
molekularen Mechanismen fiir die Steuerung dieses Prozessesveetianit sind. Dazu sollte die
Mdoglichkeit einer Beteiligung membranstandiger Zelladh&sionsmole#éle Cadherin- oder
Integrinfamilie an der Signalvermittlung des Zell-Zellkontakistersucht werden. Bei dieser
Untersuchung kénnten neutralisierende oder inhibitorische Antikorper odesldgemPeptide
gegen die extrazellularen Doméanen dieser Zelladh&sionsmolekil&msatz kommen. Ob eine
Interaktion zweier Claudin-1 Molekile in sich kontaktierenden Zelleina reicht, um einen
Einbau von Claudin-1 Molekilen in die Zellmembran nach einem Reissvesutthzsp zu
gewahrleisten, konnte ebenfalls mit vorliegenden Antikérpern gegéte bextrazellulare
Domanen von Claudin-1 oder durch kompetitive Blockierung mit Claudin-1 Pepgeestet
werden. Fur Occludin konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werdentodaiRfiaRgmente
der ersten extrazellularen Domaéane fir die Interaktion und stdbelmbranlokalisation von
Occludin an Zell-Zellkontakten notwendig sind (210).

Letztlich ergab die Analyse der Expression Tight Junctionzaes®en Proteine ein heterogenes
Expressionsmuster von Claudin-3 und -4 in den untersuchten Brusttumomelbaigiber die
Bedeutung von Claudin-3 und -4 fir die parazellulare Diffusionsbarwegeitswie keine Daten
vorliegen, sollte die Funktion dieser Molekile als potentielle Tight ttamdVolekdle in
Brusttumorzellen Uberpruft werden. Fiur die funktionelle Charaktasisger bietet sich hierbel
eine artifizielle Reexpression durch retroviralen GentransfeClaudin-3 und -4 negativen
Brusttumorzellinien (MDA-MB 361 bzw. MDA-MB 435, Abb.4) oder altemaiie Anwen-
dung der siRNA-Technik an, um den Phanotyp eines genspezifischen knock-ésemRtoteine
zu untersuchen (173, 211).

Abschlie3end sollte noch einmal hervorgehoben werden, dafl} es im RahnegnAdoest mit
Hilfe eines Brusttumormodellsystems erstmals gelang, Wienaeine zellphysiologische und
klinische Bedeutung des Verlusts der Expression und Membranlokalisksoight Junction
Molekuls Claudin-1 in der Tumorgenese aufzuklaren. Die erzieltenbEiggen lassen darauf
schlie3en, dafld der Verlust der epithelialen parazellularen Rensk@ntrolle einen wichtigen
Schritt in der Progression solider Tumore darstellt. Sonmiéwé Blockierung der Stoffdiffusion
in Tumoren durch Rekonstitution funktioneller Tight Junctions ein neuertAndas Wachstum

solider Tumore zu hemmen und deshalb potentiell von hoher therapeutisclesanzel
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7. Abklrzungsverzeichnis

ABTS
ATCC
BSA
CMV
dNTP
DMSO
EDTA
FACS
FITC
FKS
CLDN1
I-NGFR
LTR
mAK
oD
PAGE
pAK
PBS
PCR
PE

Pl

PFA
POD
PVDF
qRT-PCR
RT
RTP
SDS
TBE
Tris

2,2 Azinobis(3-ethylbenzthiazoline-sulfonic Acid)
American Tissue Culture Collection
Rinderserum Albumin

Cytomegalie Virus
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dimethylsulfoxid
Ethylendinitrilotetraessigsaure
Fluorescence activated cell sorting (Durchflul3zytometrie)
Fluorescein Isothiocyanat

fotales Kalberserum

Claudin-1

low affinity nerve growth factor receptor
long terminal repeat

monoklonaler Antikérper

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelektrophorese
polyklonaler Antikorper

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Phycoerythrin

Propidiumiodid

Paraformaldehyd

Peroxidase

Polyvinylendifluorid

guantitative RT-PCR

Reverse Transkription
Ribonukleosidtriphosphat
Sodiumdodecylsulfat

Borat-gepufferte EDTA-LOsung
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol
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