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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Krebs ist einer der fuhrenden Todesursachen inlialest Industrielandern und fur
circa 25% aller Todesfalle verantwortlich. Jeddw Jeird bei 0,5% der Bevdlkerung
eine Krebsneuerkrankung diagnostiziert. Bei erwacbs Mannern ist dies vor allem
Prostatakrebs, gefolgt von Lungen- und Darmkrebsei BXindern sind
Krebserkrankungen hingegen selten, treten aberogénauf. Am haufigsten ist hier
die Leukamie vertreten. Es gibt jedoch eine Krabsias Rhabdomyosarkom, das aus
dem Muskel abstammt und beinahe ausschlief3lich Ketlern auftritt. Dieses
Sarkom ist jedoch sehr selten und betrifft hauptiséitc Kinder bis ungefahr zum
14. Lebensjahr

Die haufigsten Krebserkrankungen bei erwachsenauefrsind Brust-, Lungen- und
Darmkrebs, wobei Lungenkrebs in beiden Geschleghippen die héchste
Mortalitét besitzt

Brustkrebs ist mit 47.000 Neuerkrankungen pro Jalas am héaufigsten
diagnostizierte Malignom in der westlichen Welt wgidichzeitig die haufigste, durch
Krebs verursachte Todesursache bei Frauen zwisiéen30. und 60. Lebensjdhr
Im Jahr 2005 war Brustkrebs fur 502.000 Sterbefakdtweit verantwortlich. Dies
sind 7% aller Krebstoten und 1% aller Todesfal2a das Brustgewebe bei Mannern
und Frauen identisch aufgebaut ist, kann auch b@&nrdrn Brustkrebs auftreten,
allerdings mit einer 100-fach geringeren Wahrsdigikeit. Die statistische
Uberlebensrate ist aber mit der bei Frauen vergjbeit.

Man unterscheidet verschiedene Formen des Mamma&earg. Die haufigste
Karzinomart ist mit 60-70% aller Falle das invasigektale Karzinom. Seltener
hingegen sind das lobulare (10-15%), medullare (5% das tubulare (2%)
Mammakarzinom. Das invasive duktale Karzinom btesieh in der Regel in den
Milchgangen aus und bleibt anfangs auf die Brustbeinkt. Eine weitere, allerdings
pramaligne Form ist daBuctal Carzinoma in sit¢(DCIS). Hierbei handelt es sich um
eine nicht invasive Form des Mammakarzinoms, wealchaft schon im
Anfangsstadium erkannt wird und somit schnell beletrwerden kann.

Die Brustkrebsentwicklung wird in mehrere Stadiemteuteilt. Beim Stadium O
handelt es sich um das bereits erwahnte DCIS, welselbst noch keinen Krebs
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EINLEITUNG

darstellt. Bei einem Auftreten des Karzinoms i desteht allerdings ein um 25%
erhohtes Risiko in den nachsten 25 Jahren an Belstkzu erkranken. Wenn ein
Tumor Kleiner als 2 cm und noch nicht metastasgrtspricht man vom Stadium I.
Im Stadium Il ist der Tumor entweder bis zu 5 crefgmund kann bereits in die
axillaren Lymphknoten metastasiert sein, bzw. igfileer 5 cm grol3, aber noch nicht
metastasiert. Beim Stadium Il werden nochmals Sigbkategorien A und B
unterschieden. Im Stadium IlIA ist der Tumor begeit die Lymphknoten unter den
Achseln metastasiert, im Stadium IIIB ist dieserelis in das umliegende Gewebe
eingewandert. Hiervon betroffen kdnnen Haut undsBaarb, einschliel3lich der
Rippen und Muskeln sein. Wenn sich der Krebs UeeBdust hinaus verbreitet und
andere Organe befallen hat, spricht man vom StadiunbDabei bilden sich in der
Regel Metastasen in der Lunge, den Knochen, deerLebd Gehirn. Diese kdnnen
sich aber auch lokal in der Haut, in den Lymphknales Nackens und in der N&he
des Schlusselbeins ansiedeln. Natirlich spielen dei Klassifizierung des
Mammakarzinoms noch andere Faktoren neben der Tuéise, der Anzahl der
befallenen Lymphknoten und der Invasivitat eine IKRolEs werden auch die
Differenzierung des Hormonstatus (Ostrogen und &stegon), des Status des
Human Epidermal growth factor Receptol(l2er2/neu) und das Alter des Patienten
beriicksichtidt

Die Entstehung von Brustkrebs kann von verschieddraktoren, wie hormonelle
Veranderungen, Umwelteinflissen oder karzinogendrstanzen, geférdert werden.
Aber auch die genetische Pradisposition spielt eghtige Rolle, vor allem bei
Tumorerkrankungen vor dem 35. Lebensjahr. Dabenestens eine Mutation in den
TumorsuppressorgeneBreast Cancer 1, early onseind Breast Cancer Type 2
susceptibility proteifBRCAL und BRCA2) oder p53 zu findeh

1.2Molekulare Grundlagen der Brustkrebsentstehung

Eine der Hauptursachen des Wechsels vom normalennzalignen Zellwachstum
stellt die direkte oder indirekte Stérung der Zdllmsregulation dar. Dessen
Deregulation fuhrt zu einer ungehinderten Zell@ju da bestimmte
Kontrollmechanismen, welche Proliferation, Zellwsithm und Apoptose steuern,
nicht mehr korrekt funktionierénDadurch kénnen sich benigne Tumore bilden, die

zwar nicht mehr der normalen Wachstumskontrolleetiegen, von denen aber in

-9-



EINLEITUNG

der Regel keine gesundheitliche Gefahr ausgehtighalTumore dagegen besitzen,
neben dem Verlust der Wachstumskontrolle, zudenEdienschaft in benachbartes
Gewebe einzudringen und zu metastasieren. Daben IGsich Zellen vom
Haupttumor, wandern in die Blutgefa3e oder Lymplmeahein und bilden sekundére
Tumore in anderen Bereichen des Kdrpers aus. Dieantrollierte Wachstum sowie
die Invasivitat konnen zum Funktionsausfall derddé&nen Organe und letztendlich

zum Tod des Patienten fuhren.

Bei 30% der metastasierten Mammakarzinome ist difl#erexpression des
Brustkrebsmarkers Her2/neu, auch ErbB-2 genanstdau Familie der epidermalen
Wachstumsfaktoren (EGF)-Rezeptoren feststellbar. gehort zu denorphan
receptors die nicht die Ublichen Wachstumssignale, wie de@FEoder den
transformierende Wachstumsfaktor (TGF), benétigenZur Aktivierung der
Her2/neu-abhéangigen Signalkaskade dimerisiert digseeinem anderen Rezeptor
aus der ErbB-Familie, was letztendlich zur Expmssproliferationsférdernder
Zielgene fuhrt®

Bei 5% der Frauen sind erblich bedingte Ursachen di¢ Krebserkrankung
mitverantwortlich. Dabei spielen die vier Tumorstggsorgene BRCA1, BRCAZ2,
p53 und dasAtaxia telangiectasia mutatddTM)*? eine besondere Rolle. Bei einer
Mutation des Tumorsuppressorgens p53 steigt die r¥ehhinlichkeit einer
Tumorerkrankung um 10%, bei einer Mutation im BRCéder BRCA2 Gen steigt
diese sogar auf 85%

Die Mutation im BRCA1-Gen kann auf zwei verschieglenWegen zu einer
Tumorerkrankung fuhren. BRCA1 kann als Koaktivatmn p53 fungieren oder
durch direkte bzw. indirekte Induktion der pl4ARKkpEession eine Akkumulation
von p53 verursachen. In beiden Fallen zeigt BRCiabibsiertes p53 eine erhdhte
sequenzspezifische DNA-Bindung und damit transimatle Aktivitat auf. Wenn
aber BRCA1 oder p53 mutiert bzw. inaktiviert ist,jrdv der p53-abhangige

Signaltransduktionsweg inhibiért

Letztendlich fuhren alle in der Onkogenese invobee Schritte zu einer
Deregulation der Zellzykluskontrolle. Der Zellzyklikann in die zwei Hauptphasen,

Mitose-Phase (M-Phase) und Interphase, eingetesitden. Die Interphase wird

-10 -



EINLEITUNG

weiter in G1-, S- und G2-Phase unterteilt. Wenrh silie Zelle im Ruhezustand
befindet, z.B. wegen eines Mangels an Wachstunwikt oder unzureichender
Nahrstoffversorgung, tritt sie in die GO-Phase eiBei Zugabe von
Wachstumsfaktoren geht die Zelle in die G1-Phagsk siartet die Proteinsynthese.
Nach der S-Phase, in der die DNA-Replikation stattt, folgt die G2-Phase, in der
die Zelle auf die Mitose vorbereitet wird (Abbildyab)*,

Um eine fehlerfreie Zellteilung zu garantieren,tgb zwischen den einzelnen Phasen
Kontrollpunkte. In diesen kann der Zellzyklus angledn werden kann, solange nicht
alle erforderlichen Schritte fur die nachste Phabgeschlossen sind. Wird zum
Beispiel die DNA vor oder wahrend der G2-Phase ltédigt, so wird der Zellzyklus
erst nach der Reparatur des Defekts fortgesetits. dia DNA so beschadigt ist, dass
sich eine Reparatur als unmaoglich erweist, geht Zide in den programmierten
Zelltod (Apoptose). Dadurch wird sichergestellt,sslakeine geschadigten Zellen
proliferieren und letztendlich entarten kénfren

Bei der Krebsentstehung ist unter anderem die Régual der Kontrollpunkte Uber
die Cycline und CDKs sowie deren abhangige Proteme p21 oder p53, defekt.
Dies fiihrt zu einem vorzeitigen Ubergang in diel$e oder Mitose, obwohl noch
nicht alle notwendigen Schritte abgeschlossen sibal.alle Tumorzellen solche
Kontrollpunktdefekte gemein haben, ist die Untehsung und gegebenenfalls
Wiederherstellung des Kontrollpunktiibergangs eitreressanter Angriffspunkt fur
therapeutische MaRnahntan

Cycline spielen, zusammen mit den Cyclin-Depen#@nases (CDKs), eine zentrale
Rolle bei der Steuerung des Zellzyklus. Die Famiié Cycline umfasst Cyclin D,
Cyclin E, Cyclin A und Cyclin B, die zu verschied#n Zeitpunkten der
Zellzyklusprogression exprimiert werden und somg #ontrollpunkte regulieren

(Abbildung 1a).

Ein wichtiger Gegenspieler der Cycline ist der @h®déngige Zellzyklusinhibitor
p21CIP/WAF (nachfolgend p21 genannt). Es inhibi€yclin-Cyclin-dependent

Kinase(CDK) Komplexe und somit die Zellzyklussteuerubgher fiihrt ein Ausfall

von p53 zu einer reduzierten Expression von p2ldunch die Cyclin-CDK

Komplexe permanent aktiv sind und den Zellzyklusawtreiber.
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EINLEITUNG

Das Zusammenspiel zwischen p53 und p21 spielt zw@eenessentielle Rolle bei der
Regulierung von DNA-Schadigungen. Durch Chemothawika oder Strahlung
verursachte DNA-Schaden fuhren zu einem Zellzykhesa Dieser gibt der Zelle die
Madglichkeit, Defekte zu reparieren oder, wenn dehdtlen zu grol3 ist, in den
programmierten Zelltod (Apoptose) zu gehen. Eirar ldauptagonisten, der fur die
Steuerung dieser Prozesse nach einer DNA-Schéadigeraptwortlich ist, ist das
Tumorsuppressorprotein p83Dieses aktiviert tiber verschiedene Proteine,auia

Beispiel die pro-apoptotischen Mitglieder der BclRamilie, den intrinsischen

Apoptose-Signaltransduktionswég

|:::‘!II'|:: lin E Clﬁrc | I n .'g‘.

Konzentration

B T s T -

N

G,-Phase S-Phase G-Phase Mitose

G2/M Kontrollpunkt G1/S Kontrollpunkt

Abbildung 1: Zellzyklustibersicht. (A) Verteilung der Cyclinexpression in den verschiedelRbasen
des Zellzyklus(B) Schematischer Ablauf des Zellzyklus.
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Obwohl p53 in 50% aller Karzinome nicht funktiomstl und diese somit eine erhdhte
Apoptoseresistenz gegeniiber DNA-schadigenden Agermigef?, gibt es immer
mehr Hinweise darauf, dass einige Tumore trotz thicktionellem p53 sensitiver
gegenuber der Apoptose werden. Dies deutet aufagiti@poptotische Rolle flir p53
hin?®#2 Der Mechanismus, welcher dem protektiven Effak p53 zugrunde liegt,
ist bisher allerdings nicht bekannt. Wahrscheinlidpielen verschiedene
p53-gesteuerte Proteine dabei eine Rolle, unteerand 14-3-3, Slud* und vor
allem der CDK Inhibitor p2%* ¢

p21 ist in der Lage, CDK§ und somit deren aktivierende Cycline, sowie d@f E
Transkriptionsfaktor, der essentiell fir den Eibtdier Zelle in ihre replikative Phase
ist?® zu inhibieren. Dies fiihrt dazu, dass eine Ubemsgion von p21 die Zelle vor
strahlungsinduzierter Apoptose schiitzen k&nn

Obwohl p53 im allgemeinen als klassischer p21 Ragulgilt, sind inzwischen
weitere p53-unabhangige Regulatoren fir p21 bekaum Beispiel SP1/3, Smads,
BRCAL, E2F-1/E2F-3 und Ap2 Dies zeigt, dass Tumorzellen trotz inaktivem p53

Uber alternative Signaltransduktionswege p21 regeri konnen.

1.3Die Familie der LIM-Proteine

Die Signalweiterleitung in der Zelle wird Uber RaotProtein-Wechselwirkung
gewahrleistet.Um solche Interaktionen zu vermiiteirenotigt ein Protein eine
spezifische Erkennungssequenz bzw. Interaktionsdeman die andere Proteine
binden kénnen. Eine typische Protein-Protein Ikiosasdomane stellt dabei die aus
zwei Zinkfingern bestehende LIM-Domane dar.

Die LIM-Domane ist ein Acronym aus Lin-11, Isl-1diMec-3. Lin-11 und Mec-3
stammen au€aenorhabditis elegansnd Isl-1 aus der Ratte. Sie ist cysteinreich, hat
eine ungefahre GroBe von 50 Aminosauren und wirdchdudie folgende

Konsensussequenz definiert:

[CI-X] 24 [CI-[X] 1316 [WI-[H-[X] 2.4 [CIHFIHLVI-CI-[X] 2.4 [C]-[X] 1320C-[X] 2.4[C]

C = Cystein, F = Phenylalanin, H = Histidin, L =ugn,
V = Valin, W = Tryptophan, X = beliebige Aminosaure

-13 -
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Eine LIM-Doméne besteht aus zwei, sich tandemartigederholenden
Zinkfingermotiven (Abbildung 2a). NMR Studien der ytaplasmatischen
LIM-Proteine CRP1 und CRIP haben gezeigt, dass Feirgermotiv Uber vier
Cysteinreste ein Zinkatom koordiniert und strukilereVerwandtschaft zum
GATA-ghnlichen Zinkfinger aufweidl Der zweite Zinkfinger koordiniert dagegen
uber ein Histidin und drei Cysteinreste ein Zinkatdesitzt aber keine Ahnlichkeit
mit dem GATA Zinkfinger. Ein Zinkfinger besteht algypischerweise aus zwei
B-Faltblattstrukturen mit jeweils einem Cysteinrestd einera-Helix mit jeweils
einem Cystein- oder Histidinrest. Diese vier Amié@aen binden mit ihren
Seitenketten (SH bei Cystein un@gNzH, bei Histidin) an das zentrale Zinkatom.
Zwischen den zinkbindenden Motiven befindet sich Bereich von ca. 16 — 24
Aminosauren, der in seinem Aufbau variabel ist uhe Bindungsspezifitdt der
LIM-Domé&ne bestimmt.

LIM-Proteine gehoéren zu einer funktionell heterogierProteinfamilie, bei der man

vier Klassen unterscheidet:

1. LIM-Proteine mit einer Homodomane (LIM-hd-Proteine)

2. LIM-Doménen assoziiert mit einer Kinasedoméne (LHhasen)

3. Proteine mit einer C-terminalen LIM-Domé&ne

4. Proteine, die ausschlieR3lich aus LIM-Domanen Ihest€LIM-only-Proteine)

B 1 161 279

Abbildung 2: Schematischer Aufbau von FHL2. (A)Kristallstruktur der LIM-Doméane 3 von FHL2.
Die Zinkatome sind grau dargeste{B) FHL2 Proteine bestehen aus 4 % LIM-Domanen, wdleels
LIM-Doméane am N-Terminus zu finden ist.
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LIM-hd-Proteine spielen in der Zelldetermination,erd Morphogenese und
Organogenese vor allem in der Entwicklung des N@ystems eine wichtige Rolle.
Ein Beispiel fur ein LIM-hd-Protein ist Lhx1, welek die Entwicklung der anterioren
Kopfstrukturen in Mausen steu®rt LIM-Kinasen sind in der Lage, die
Aktinpolymerisierung durch die Phosphorylierung veofilin zu regulieref? 3
Beispiele dieser Kinasen sind Lmk1 und Lmk2. Sistéleen aus zwei N-terminalen
LIM-Domanen, kombiniert mit einer C-terminalen Kaealomang™>'.

Viele weitere LIM-Proteine sind mit dem Aktin-Cytadett assoziiert, wo sie
vorwiegend strukturelle Aufgaben erfullen. Dazu @&m zum Beispiel Ril, Zyxin,
Prickle und Paxillin. Ril besitzt nur eine LIM-Domé, wogegen Prickle und Zyxin
drei und Paxillin vier LIM-Doménen an ihrem C-temmalen Ende aufweis&h®
LIM-only Proteine bestehen strukturell ausschligfdius LIM-Doméanen und kénnen
verschiedene Aufgaben in der Zelle Gibernehmenfusigieren als transkriptionelle
Kofaktoren, wobei sie unter anderem auch wichtigédgAben in der Onkogenese
tibernehmef!. Eine Subklasse der LIM-only Proteine sind die FPiloteine (Four
and a Half LIM). Sie bestehen aus viereinhalb LIMA&nen und besitzen somit
neun Zinkfinger-Motive (Abbildung 2b). Aus der FHiamilie sind bisher funf
Mitglieder bekannt: FHL1, FHL2, FHL3, FHL4 und AC(hctivator of CREM in
testis), wobei FHL2 das bisher am griindlichsterersoichte ist (Tabelle 1). Obwohl
die LIM-Doméane der LIM-only Proteine Ahnlichkeit tnder DNA Bindedoméne
DNA-bindender Proteinen aufwei$t konnte bisher keine direkte Interaktion von
LIM-only Proteinen mit der DNA nachgewiesen wert&ii LIM-only-Proteine
spielen, neben ihrer Rolle als Adapterproteine, &lbem als Kofaktoren bei der
Transkriptionsregulation eine Rolle und sind aualr m bestimmten Geweben

anzutreffefi® *
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Protein Synonym Lokalisation

FHL1 SLIM1 Skelettmuské? (Loughnaet al. 2000)

FHL2 SLIM 3, DRAL | Herzmuskel, Niere, TumdfgGeniniet al. 1997)
FHL3 SLIM2 Skelettmuskéf (Morgan und Madgwick 1999)
FHL4 Testi® (Morgan und Madgwick 1999)

ACT Testi§” (Morgan und Whawell 2000)

Tabelle 1: Synonyme und hauptsachliche Lokalisation der LINlyd?roteine mit viereinhalb Doméanen

1.4FHL2 im Tumor

Das Proteinexpressionsprofil in bisher untersucfAtemoren unterscheidet sich von
dem im gesunden Gewebe. Dies gilt auch fir FHLZid¢ten Organen gibt es einen
signifikanten Unterschied im FHL2-Status zwischeesyndem Gewebe und
Tumorgewebe. Urspringlich wurde FHL2 in einem Swb$ionsansatz von
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen identifizlettn normalen Muskelgewebe
fand sich dabei eine hohe FHL2-ExpressionsrateRimbdomyosarkom hingegen
nicht. Dies fuhrte zum urspringlichen Namen DRAL oyh-Regulated in
Rhabdomyosarkoma LIM-Protein) und zur anfanglich&tassifizierung als
potentieller Tumorsuppressor. Inzwischen konnter @jgzeigt werden, dass FHL2
nicht nur im Herz- und Skelettmuskel exprimiert dyisondern in einer Vielzahl
verschiedener Gewebe vorkonifnt> Dabei unterscheidet sich das Expressionsprofil
von FHL2 bei gesundem Gewebe und Tumorgewebenigesi gesunden Geweben,
z.B. im Muskel” oder in der Prostata wird FHL2 exprimiert. Wenn diese Gewebe
aber entarten, kann kein FHL2 mehr detektiert werdgas Gegenteil ist in einer
Vielzahl von Tumoren zu beobachten, zum BeispieMammaZ°, Kolon->* > oder
Bronchialkarzinorr®. Hier findet sich im gesunden Gewebe kein FHL2hvaber im
Karzinom. Eine Ubersicht der FHL2 Expression ingawgihlten Organen findet sich
in Tabelle 2.
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Gewebe Normal Entartet
Brust”’ - +
Darnt™ >? - +
Lunge” - +
Muskef™ *’ + -
Gebarmuttef - +
Prostata’ + -
Haut® ? +
Tabelle 2: Expressionsprofil von FHL2 im Tumor und gesundemvEtse

1.5Interaktionspartner von FHL2 die bei der Brustkrebsentstehung eine Rolle
spielen
Das Expressionsprofil von FHL2 lasst keine klaresgage dartber zu, ob es sich bei
diesem Protein um ein Onkoprotein oder ein Tumareegsorprotein handelt. Wie
bereits erwahnt, ist FHL2 in einigen Tumoren, inrileich zum gesunden Gewebe,
Uberexprimiert, wogegen in anderen Tumoren die FHk@ression bei der
Onkogenese aufgehoben wird. Diese duale Funktionwehrscheinlich darauf
zurtckzufiihren, dass es sich bei FHL2 um einerskrgotionellen Kofaktor handelt,
welcher in der Lage ist, mit vielen Proteinen zieiagieren und dessen Funktion zu
modulieren. Inzwischen sind eine Vielzahl von krebssanten Interaktionspartnern
von FHL2 bekannt, unter anderem das Onkogen BRCA3ACatenirt* *% p53° und
c-jur® °° Eine weitere Auswahl verschiedener Interaktiontsiga findet sich in
Tabelle 3.
Eine Besonderheit von FHL2 ist, dass es eine dbatetion als transkriptioneller
Aktivator oder Repressor, abhangig vom Gewebe indde Protein exprimiert wird,
einnehmen kann. Im Muskel wurde FHL2 als Interalgmartner vonp-Catenin
identifiziert, wo es als Ko-Repressor fungfrtin Leberzellen hingegen filhrt die
Interaktion von FHL2 mitp-Catenin zu einer transkriptionellen AktivierdAg
Aufgrund dieser dualen Funktion, die FHL2 mit véliedenen Partnern einnehmen

kann, ist die Auswirkung einer Interaktion nichrkerzusagen.
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Interaktionspartner

Funktion

Referenz

Androgen Receptdf

Ko-Aktivator

Muller et al. 2000

AP-1 (c-junj”®

Ko-Aktivator

Morlon and Sassone-Corsi 2003

BRCAT’ unbekannt Yaet al.2003
CBP/p306* Ko-Aktivator Labaletteet al. 2004
CDCA47* unbekannt Chast al. 2000
E4F 1> Ko-Repressor Paet al.2006
ERK2* Ko-Repressor Purcedit al. 2004

Estrogen Receptor alpha

unbekannt

Kobayaskt al. 2004

FOXO1%®

Ko-Repressor

Yangt al. 2005

HIPK2*® Ko-Aktivator Leeet al. 2006
Ppl25FAK? unbekannt Gabriadt al. 2004
SKI*° Ko-Aktivator Cheret al 2003
p1-Integrirt’ unbekannt Wixleet al.2000

B-Catenif® 2

Ko-Repressor
Ko-Aktivator

Martin et al. 2002
Wei et al. 2003

Tabelle 3: Funktion von FHL2 bei der Interaktion mit ausgevt@hlPartnern

1.6 FHL2 in der Zellzyklusregulation

Ein erstes Anzeichen fir eine Rolle von FHL2 imlZgtlus ist die Interaktion mit
CDC472 CDCA47 gehort zu der Familie der MCM-Proteine (M@hromosome
Maintenance), die in der frihen Phase der chromakmDNA-Replikation eine
Rolle spielen. Dabei wird CDC47 wahrend der Mitaseden Kern importiert und
interagiert dort mit FHL2, bis es zum Beginn dePlsase wieder aus dem Kern
exportiert wird? ° Welche Rolle FHL2 als Interaktionspartner von GDGpielt, ist
bisher nicht bekannt.

FHL2 beeinflusst den Zellzyklus nicht ausschligflidber die Interaktion mit
zellzyklusregulierenden Proteinen. verschiedenen
FHL2

Signaltransduktionswege modulieren. Uber die Ikiigwa mit f-Catenin moduliert

Durch Zusammiehspnit

Transkriptionsfaktoren  kann zudem die Aktivitaverschiedener

FHL2 zum Beispiel den WNT-Signaltransduktionswegl utie nachfolgende, Uber
die Regulation der TCF/CRE Promotorregion gesteu@yclin D1-Expressidi *
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Ein weiterfuhrender Einfluss von FHL2 auf den Zgllms zeigt sich in der
Einbindung in den Mitogen activated protein kinase
(MAPK)-Signaltransduktionswé&f ®* und damit auf den Transkriptionsfaktor cjun
Der MAPK-Signaltransduktionsweg und der darin iwelte
AP-1-Transkriptionsfaktor, der, unter anderem, amem fos/jun Heterodimer bzw.
einem jun/jun Homodimer besteht, ist an vielen laguischen Prozessen des
Zellzyklus beteiligf® " Dies wird vor allem durch die Expressionssteugrun
verschiedener Zielproteine, wie zum Beispiel pB3,fCyclin D1 und p21, erreicht

73

FHL2 ist nicht nur potentiell in der Lage, Cyclin1lDiber zwei unabhangige
Signalwege zu regulieréh " es (bt auch einen Einfluss auf weitere

zellzyklusspezifische Proteine aus.
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1.7 Ziel der Arbeit

Es konnte bereits gezeigt werden, dass FHL2 beiEfgartung von gesundem
Gewebe eine Rolle spiélt Wie bereits erwahnt, ist es im Rhabdomyosarkam, i
Gegensatz zu normalen Muskelzellen, redu?ieiim Mammakarzinom jedoch
iiberexprimier®. Durch die Beteiligung von FHL2 in verschiedenen
Signaltransduktionswegen ist bekannt, dass FHLZsselmit dem gleichen
Interaktionspartner sowohl aktivierend, als auchitierend wirken karifi® ™
Aufgrund der Fahigkeit, die Aktivitat von Signaltsduktionswegen und
Transkriptionsfaktoren zu modulieren, beeinflusstHLE die Expression
verschiedener krebsrelevanter Prot&inmd agiert dabei sowohl als Onkoprotein als
auch als Tumorsuppressor. Da FHL2 nicht nur dier&sgion zellzyklusspezifischer
Proteine reguliert sondern auch mit solchen inierggtragt FHL2 wahrscheinlich
zur Onkogenese B8i®°

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Rolle von FHL2 Mammakarzinom genauer
beleuchtet werden. Hierfir soll das Expressionsglprofon FHL2 im
Mammakarzinom, im gesunden Brustephithel und in khakarzinomzelllinien
bestimmt werden. In welchem Mal3e FHL2 eine Rollden Onkogenese spielt, soll
vor allem unter der Berlcksichtigung verschiedenéwrebsrelevanter
Signaltransduktionswege untersucht werden. Dabeibssonderes Augenmerk auf
der Steuerung des Zellzyklus liegen. In weiterendien steht der Effekt der
FHL-abhangigen Expression verschiedener Regulatonehderer nachgeschalteten
Faktoren im Vordergrund.

Mittels Western-Blot Analysen und Reportergenaredysoll der Einfluss von FHL2
im MAPK-Signaltransduktionsweg im allgemeinen unguie im speziellen, sowie
die Regulationsmechanismen der c-jun- und FHL2-abig&n Zellzyklusregulation
auf Promotorebene untersucht werden. Des Weiteddin das FHL2-abhangige
phanotypische Verhalten von Krebszellen sowohl lddlie stabile Integration eines
FHL2-Expressionsplasmids in FHL2-negativen Zellais auch durch die stabile
Integration einer shRNA-Kassette gegen FHL2 in Fhib2rexprimierenden Zellen

bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien und Gerate

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht egiermerkt, von den Firmen
Applichem (Darmstadt), Fluka (Buchs; CH), Merck (MDatadt), Roth (Karlsruhe)
und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in der Qualitatdstp.a. bezogen.

2.1.2 Enzyme
Fur die Reaktionen mit folgenden Enzymen wurden da den jeweiligen
Herstellern  mitgelieferten  Puffer verwendet und  dieangegebenen

Reaktionsbedingungen beriicksichtigt.

Enzym Charakterisierung Bezugsquelle

BamHlI Restriktionsendonuklease NEB (Schwalbach)
Benzonase Restriktionsendonuklease Merck (Darmstadt
CIP Phosphatase NEB (Schwalbach)
Dpni Restriktionsendonukleagse NEB (Schwalbach)
EcoRl Restriktionsendonuklease NEB (Schwalbach)
Lysozym Hydrolase Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Not | Restriktionsendonuklease NEB (Schwalbach)
Pfx-Polymerase DNA-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)
Reverse Transkriptase Reverse Transkriptase Straggda Jolla)
T4-Ligase DNA-Ligase NEB (Schwalbach)
TagPolymerase DNA-Polymerase NaTuTec (Frankfurt)
Xhol Restriktionsendonukleagse NEB (Schwalbach)

2.1.3 Antikorper
Folgende primare und sekundare Meerrettichperogidakoppelten Antikdrper, die
gegen Maus IgG und Kaninchen IgG gerichtet sindgdem eingesetzt:
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Antigen Charakteristik | Spezies Bezeich- | Bezugsquelle/
nung Referenz

Aktin Monoklonal Maus AS441 Sigma-Aldrich
CDC25A Monoklonal Maus Sc-7389 Santa Cruz
CDC25C Monoklonal Maus Sc-13138 Santa Cruz
c-jun Polyklonal Kaninchen Sc-1694 Santa Cruz
c-jun Monoklonal Kaninchen #1965 Cell Signaling
Cyclin D1 Monoklonal Maus Sc-450 Santa Cruz
Cyclin D2 Polyklonal Kaninchen Sc-754 Santa Cruz
Cyclin E Monoklonal Maus Sc-248 Santa Cruz
FHL2 Monoklonal Maus F4B2-B11 Dr. Victor Wixle
FHL2 Polyklonal Kaninchen Dr. Bernd Martin
MEKK1 Polyklonal Kaninchen Sc-252 Santa Cruz
p21 Monoklonal Maus #2946 Cell Signaling
p21 Monoklonal Maus Sc-817 Santa Cruz
p53 Monoklonal Maus Sc-126 Santa Cruz
p-JNK Monoklonal Maus Sc-6254 Santa Cruz
Plk1 Monoklonal Maus Sc-17783  Santa Cruz
p-p44/42 MAP Monoklonal Maus #9102 Cell Signaling
p-P53 (Serlb) Monoklonal Maus #9286S Cell Signaling
RB-Protein Monoklonal Maus Sc-102 Santa Cruz
Sekundarantikérper| Meerrettich- | Anti Sc-2030 Santa Cruz

peroxidase Kaninchen

gekoppelt lgG
Sekundarantikorper| Meerrettich- | Anti Maus| Sc-2031 Santa Cruz

peroxidase lgG

gekoppelt
Tubulin Monoklonal Maus CLT9002| Cedarlane
X-press Monoklonal Maus R91025 | Invitrogen

2.1.4 Konstrukte

Folgende Plasmide und siRNA wurden

in den Versucleamgesetzt.

Alle

verwendeten Konstrukte wurden in Wasser oder TEePwufgenommen und bei

-20 °C gelagert.
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2.1.4.1 Expressionsplasmide

Name Plasmid Referenz/Bezugsquelle

c-jun pRSV Dr. Victor Wixler, Universitat Munster
ERK2 Dr. Aria Baniahmad, Universitat Gie3en
FHL2 161-279 pcDNA/His3.1| Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
FHL2 3-161 pcDNA/His3.1| Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
FHL2 Xpress pcDNA/His3.1| Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
GST-FHL2 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
GST-FHL2 113-279 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
GST-FHL2 161-279 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
GST-FHL2 20-161 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
GST-FHL2 20-279 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
GST-FHL2 3-161 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
hFHL2 Dr. Victor Wixler, Universitat Minster
MEKS5 Dr. Aria Baniahmad, Universitat Giel3en
MKK7 Dr. Aria Baniahmad, Universitat Gie3en
p21 pcDNA/His3.1

p38 Dr. Aria Baniahmad, Universitat Giel3en
p53 pFC Stratagene (Ja Jolla)

pAP-1-1L2-Luc Dr. Monika Raab, Universitat Frankfurt
pAP-1-Luc Stratagene (Ja Jolla)

pcDNA3.1/His A Invitrogen

pFC-MEKK1 pFC Stratagene (Ja Jolla)

plkLuc pGL2 Dr. Bernd Martin, Universitat Frankfurt
pP21Luc 2,5 kb pGL4.1 Anna Saramaki, University of Birminghat
pP21Luc 5,0 kb pGL4.1 Anna Saramaki, University of Birminghat

pP53-Luc

Stratagene (Ja Jolla)
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2.1.4.2 shRNA Plasmide
Die shRNA Plasmide wurden bei Biomol entworfen urebtellt. Die Konstrukte

basieren auf dem sureSilence Plasmid von Promega.

Name Sequenz Beschreibung
shFHL2-1 CCCTGCTATGAGAAACAACAT | shRNA gegen hFHL2
shFHL2-2 GGAATGCAAGAAGACCATCAT | shRNA gegen hFHL?2
shFHL2-3 TTCACAGCTCGCCATGACTTT | sShRNA gegen hFHL?
shFHL2-4 GCACTGGCATGAAGCCTGTTT | shRNA gegen hFHL?
shSCR GGAATCTCATTCGATGCATAC | shRNA Kontrolle
2.1.4.3 siRNA

Die siRNA gegen p21 und p53 wurden bei Santa Cestelit, die sSiRNA gegen

FHL2 sowie die Kontrollsequenzen wurde von Invigndonstruiert und generiert.

Name | Sequenz/Produktnummer Beschreibung | Firma
SiP21 | sc-29427 SiRNA p21 Santa Cruz
siP53 | sc-29435 SiRNA p53 Santa Cruz
siFHL2 | ACUGAGCGCUUUGACUGCCACCASIRNA FHL2 Invitrogen
SiISCR | unbekannt Kontrolle Invitrogen
2.1.4.4 Primer

Alle Primer wurden bei Qiagen, Hilden bestellt.

Name Sequenz

p21-Primer | 5-CAC CAC TGA GCC TTC CTC AC-3
5-CTG ACT CCC AGC ACA CAC TC-3

GAP-DH 5'-TAA AGG GCATCC TGG GCT ACA CT-3
5-TTA CTC CTT GGA GGC CAT GTA GG-3’

IL-6 5-ATG AAC TCC TTC TCC ACA AGC GCC-3
5-CTA CAT TTG CCG AAG AGC CCT CAG-3
IL-8 5-ATG ACT TCC AAG CTG GCC GTG GC-3'

S-TTATGA ATT CTC AGC CCT CTT-3

2.1.5 Bakterienstamme
Folgende Bakterienstamme wurden fur Transformatiobenutzt. Sie wurden in

Glycerin schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Stamm Genotyp

Dh5a. endAl, hsdR17 (1K, mK) supE44, thi, X', recAl, gyrA96,
relAl, 80dlacfzD M15

BL21 F, ompr, hsd3g, (rs- "s-) dcm gal, lambda (DE3), pLysS (Cin

(DE3)pLysS

2.1.6 Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden eingesetzt. Alle wurdgmmal3d Datenblatt bei 37 °C und
5 % CQ sowie mit den angegebenen, spezifischen Nahrmeeisorgt.

Zelllinie Zellart Bezugsquelle
BT474 Mammakarzinom ATCC
BT594 Mammakarzinom ATCC
C2C12 Muskelvorlauferzellen ATCC
DU4475 Mammakarzinom ATCC
EFM-192A Mammakarzinom ATCC
EFM-192B Mammakarzinom ATCC
HelLa Ovarialkarzinom ATCC

MCF7 Mammakarzinom ATCC
MDA-MB 231 Mammakarzinom ATCC
MTSV1-7 Gesundes Brustepithel Dr. Jiri Bartek
SKBR3 Mammakarzinom ATCC
T47D Mammakarzinom ATCC

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

2.1.7.1 Trockenmaterialien

Autoklavierband (Roth, Karlsruhe)

Blot-Papier (Schleicher und Schuell, Dassel)

Combitips plus 5 ml; 10 ml; 50 ml (Eppendorf, Kdln)

Costar Stripette 1 ml; 5 ml; 10 ml; 25 ml; 50 mb§@ing Incorporated, USA)
Disposable Scalpel No. 10 (Produkte fiir die Med#&®, Kdln)
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Falcorf: 15 ml, 50 ml (Becton-Dickinson, Heidelberg)

Filterpapier (Merck, Darmstadt)

Gewebekulturschalen: 10 cm; 15 cm; 96well; 48wadhvell; 12well; 6well (Greiner,
Solingen)

Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Immobilon™-P Transfer (PVDF-) Membranes (Millipore, Schwalac
Kanilen (Microlance; Becton-Dickinson, Heidelberg)

Kivetten (Brand, Wertheim)

Lysis Puffer (Promega, Mannheim)

Multipette® plus (Eppendorf, Miinchen)

Non-Sterile Latex Examination Gloves (Ansell, MUaoh

Parafilm (American National Ca¥, Menasha, USA)

Safe-Lock Tubes 1,5 ml; 2,0 ml (Eppendorf, Hamburg)

Spritzen: Omnifix-F 1 ml (Braun, Melsungen)

Sterilfilter: Stericup 50 ml; 500 ml; 1000 ml (Mjdlore, Eschborn)
Super Sensitive Detection Kit (Bio Genex, USA)

2.1.7.2 Flussigkeiten und Agenzen

Aquatex (Merck, Deutschland)

BIO-Rad Protein Assay-Ldsung (BIO-Rad, Minchen)

DMEM High Glucose (Cambrex)

DMSO (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Doxorubicin (Merck Biosciences, Darmstadt)

FCS (Fetal Calf Serum) (BD Biosciences, Heidelberg)

FUGENE Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim)

Glutamin (Gibco, Karlsruhe)

Hygromycin (BD Biosciences, Palo Alto)

Lipofectamin 2000 (Invitrogen, Karlsruhe)
Molekulargewichtsmarker fir DNA-Fragmente 1 kb (NEBhwalbach)
Molekulargewichtsmarker fir DNA-Fragmente 100 bfeBNSchwalbach)
Molekulargewichtsmarker fur Proteine (Santa Crueiddlberg)
Molekulargewichtsmarker fur Proteine, M-Marker (BRad, Minchen)
PD98059 (Merck Biosciences, Darmstadt)
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Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe)
Proteaseinhibitor-Cocktail Compléte(Roche, Mannheim)
Protein A Agarose (Santa Cruz)

Protein A/G Agarose (Santa Cruz)

Roti-Load 1 ml 4x konz. (Roth, Karlsruhe)

SP600125 (Merck Biosciences, Darmstadt)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrat¢®j Bonn)

2.1.7.3Kits

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferatidssay (ProMega, Mannheim)
DNA Gel Extraktion Kit (Millipore, Eschborn)

GenEluté™ High Performance (HP) Plasmid Midiprep Kit (Sigrkirich)
Luciferase Assay Substrate (Promega, Mannheim)

PureYield Plasmid Midprep (Promega, Mannheim)

QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)

QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden)

QIAfilter Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)

2.1.8 Laborgerate

12-Kanal Pipette 5-200 ul (Eppendorf, Hamburg)
Bakterienschittler Certomat BS-1 (B. Braun, Melsanjg
Blotting-Apparatur Mini Transfer-Blot Transfer C€BIO-Rad, Minchen)
Brutschrank 37 °C Kelvitron (Heraeus, Hanau)

Brutschrank BBD 6060 (Heraeus, Hanau)

Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau)

CELLQuest (BD Biosciences, Heidelberg)
Elektrophoreseapparatur Mini-Protein 11l (BIO-Rad{inchen)
Elektrophoreseapparatur Mini-Sub Cell GT (BIO-REldinchen)
Entwicklermaschine Optimax Typ TF (MS Laborgerdt&esloch)
Filmkassette X-Omatft(Kodak, Stuttgart)

Gefrierschrank -20 °C (Liebherr, Ochsenhausen)

Gefrierschrank -80 °C (Revco Scintific, Veenendaerlande)
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Geltrockner Model 583 Gel Dryer (BIO-Rad, Minchen)
Gummikratzer (Sigma, Taufkirchen)

Kihlschrank +4 °C (Liebherr, Ochsenhausen)

Magnetrtihrer lkamak RTC (IKA Labortechnik, Staufen)
Mikro-Dismembrator Il (B. Braun, Melsungen)

Mikrowellengerat (Bosch, Stuttgart)

Multipette (Eppendorf, Hamburg)

Netzgerat Power PAC 300 (BIO-Rad, Miinchen)

pH-Meter Mikroprozessor pH-Meter HI9321 (Hanna tastents, Kehl am Rhein)
Pipetten 0,1-2,5 ul; 0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100 |20-200 ul; 100-1000 pl
(Eppendorf, Hamburg)

Pipettierhilfe Automatic Sarpetta (Gesaga, Wiesjoch

QIA Vac 24 Vacuum Manifold (Qiagen, Hilden)

QIArack (Qiagen, Hilden)

Rotator (Fischer-Scientific, Nidderau)

Schittler (Fischer-Scientific, Nidderau)

SpeedVac SVC100 Vacuumpumpe (Fischer-Laborbedamkifurt/M.)
Spektrophotometer Ultrospec 3100 pro (AmershamrRaeaia Biotech, Freiburg)
Sterilbank HB2448 (Heraeus, Hanau)

Sterilbank HERAsafe (Heraeus, Hanau)

Stickstoffbehalter (AirLiquide, Wiesbaden)

Thermoblock DRI-Block BB-3A (Techne, Burkhardtsdorf
Thermo-Cycler (Eppendorf, Hamburg)

Thermo-Cycler (Perkin EImer Cetus, Koln)

Transilluminator (Vilber Lourmat, Frankreich)

Trockenschrank 6200 (Heraeus, Hanau)

VacConnector (Qiagen, Hilden)

Vakuumpumpe Membranpumpe (Vacuumbrand GmbH + Certigim)
Vakuumzentrifuge RT100 (Fischer-Laborbedarf, Frankii.)

Vortex Janke & Kunkel (Ika Labortechnik, Staufen)

Waage Mettler PM 2000 (Mettler Instruments GmbHg[€&in)
Wasserbad grof3 (Memmert, Schwalbach)

Wasserbad klein (Memmert, Schwalbach)
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XCell SureLock Mini-Cell Blottingapparatur (Invitgen, Karlsruhe)
Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)

Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg)

Zentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)

Zentrifuge Rotanta/RPC (Hettich, Tuttlingen)

2.1.9 Software

Adobe lllustrator CS2, Adobe
Corel Paint Shop Pro, Corel
Endnote X1, Thomson

ImageJ, Wayne Rasband
Microsoft Office 2003, Microsoft
ModFIT LT, Verity Software House
OpenOffice 2.4.1

2.2 Verwendete Lésungen und Puffer
2.2.1 Bakterien und DNA

11x DNA-Probenpuffer

10 mM EDTA (v/v)

75% Glycerol (v/v)

0,1% Bromphenolblau (w/v)
ad 2 ml HO bidest.

50x TAE Puffer
2 M Tris

0,05 M EDTA
1 M Eisessig

Agaroseldsung fur ein (x) %iges Gel (100 ml)
(x)g Agarosegel in 100 ml 1% TAE aufkochen und aheBend Gel giel3en

Ampicillin Stammlésung

1 g Ampicillin

add 10 ml HO bidest

sterilfiltrieren, 1 ml Aliquots bei -20 °C lagern
einsetzen im Verhaltnis 1:1000
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Ethidiumbromid-Farbelésung (1 1)
100 pl Ethidiumbromid-Stammldsung (10 mg/ml)
ad 111x TAE

Ethidiumbromid-Stammlésung
10 mg/ml Ethidiumbromid (EtBr) in 1x TAE

Kanamycin Stammlésung 50 mg/ml

500 mg Kanamycin

add 10 ml HO bidest

sterilfiltrieren, 1 ml Aliquots bei -20 °C lagern
einsetzen im Verhaltnis 1:1000

LB-Agarplatten
LB-Medium mit 1,5 % Bacto Agarosegel
autoklavieren

LB-Medium

1 % Casein-Hydrolysat (Peptone) (w/v)
0,5 % Cacto-Hefe-Extrakt (w/v)

1 % NaCl (w/v)

pH 7,0, mit NaOH einstellen
autoklavieren

Na-Acetat

3 M NaAc

in H,O bidest. l16sen

mit Essigséaure (96%) auf pH 5,2 einstellen

SOB Medium (1 1)

2 % Casein-Hydrolysat (Peptone) (w/v)

0,5 % Bacto-Hefe-Extrakt (w/v)

0,05 % NaCl (w/v)

add 950 ml HO bidest

pH mit HCI oder NaOH auf 7,0 einstellen
2,5 mM KCI

add 1 | HO bidest

autoklavieren

5 ml (2 M) MgCl) (steril, frisch hinzugeben)

TE Puffer
10 mM Tris pH 7,5
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TFB | Puffer

100 mM RbCI

50 mM MnCp

30 mM CHCOOH

10 mM CaC}

15 % Glycerin (v/v)

sterilfiltrieren und bei +4 °C lagern

TFB Il Puffer

10 mM MOPS pH 7,5

10 mM RbCI

75 mM CaC}

15 % Glycerin (v/v)

Einstellen auf pH 6,8
sterilfiltrieren und bei +4 °C lagern

2.2.2 Zellkultur

Colony Forming Assay, Bottom Agar

2% low melting Agarose in ¥ bidest

Autoklavieren und im Wasserbad auf 37 °C abkuhlen

Zugabe von 37 °C warmem Medium zu einer Endkonagatr von 1,6% Agarose
Giel3en in eine Zellkulturschale

Colony Forming Assay, Top Agar

3% low melting Agarose in Wasser

Autoklavieren und im Wasserbad auf 37 °C abkuhlen

Zugabe von 37 °C warmem Medium mit abtrypsinieZelien zu einer
Endkonzentration von 0,3% Agarose

GielRen auf daBottom Agar

Inhibitoren und Agenzen

PD98059 (ERK-Inhibitor) in DMSO (eingesetzt zu eiimdkonzentration von 50
HM)

SP600125 (JNJ-Inhibitor) in DMSO (eingesetzt zieeidndkonzentration von 20
HM)

Doxorubicin in Wasser (eingesetzt zu einer Endkotraéon von 3,4 uM)

Zellkulturmedium

DMEM High Glucose

1 % Penicillin/Streptomycin
1 % Glutamin

10 % FCS
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Zellkulturmedium fur stabile MDA-MB 231 siFHL2 undVICF7-FHL2 Klone
DMEM High Glucose

1 % Penicillin/Streptomycin

2 % Glutamin

10 % FCS

800 pg/ml Hygromycin

2.2.3 Proteinisolation, Proteinexpression, Immunhischemie und Western Blot

10 % SDS

100 g SDS (Gelelektrophoresequalitét)
in 900 ml BO (67 °C)

abkuhlen auf RT

pH mit HCI auf ~7,2 einstellen

ad 11 HO

10x Running Buffer (RB) Stammldsung
288 g Glycin

60 g Tris

ad 2|1 HO

1x Running Buffer
100 ml 10x RB

20 ml 10 %SDS
ad 11 HO

20% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
2 g (NH;)S0s

ad 10 ml HO

vortexen

sterilfiltrieren

Aliquots a 1 ml bei —20 °C lagern

4x SDS-Probenpuffer

240 mM Tris-HCI pH 6,8
0,6% Bromphenolblau (w/v)
40% Glycerol (v/v)

5% [3-Mercaptoethanol (v/v)
6% SDS (W/v)

Bakterien-Lyse-Puffer
250 mM NacCl

50 mM Tris-HCI pH 8,0
10% Glycerol

1% Triton-X-100
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Blocking Buffer |

5 % Magermilchpulver in 1x PBS
mit Magnetruhrer dispergieren
lagern bei +4 °C

Blocking Buffer Il

2 % BSA in 1x PBST

mit Magnetruhrer dispergieren
lagern bei +4 °C

Blot-Puffer fir Western Blots
100 ml 10x RB

200 ml MeOH

ad 11 HO

ChlIP 1X Dialysis buffer

2 mM EDTA

50 mM Tris-HCI pH 8.0

0,1% Sarkosyl (bei monoklonalen Antikérpern wegtags

ChIP 5X PK buffer

50 mM Tris-HCI pH 7.5
25 mM EDTA

1,25% SDS

ChIP Elution buffer
50 mM NaHCO3
1% SDS

ChIP IP Dilution Buffer
0,01% SDS

1,1% Trition X 100

1,2 mM EDTA

16,7 mM Tris-HCI pH 8.1
167 mM NacCl

ChIP IP Waschpuffer

100 mM Tris-HCI pH 9.0 (8.0 fir monoklonale Antilgir)
500 mM LiCl

1% NP40

1% Deoxycholic acid
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ChIP Kernlysepuffer

50 mM Tris-Cl pH 8.1

10 mM EDTA

1% SDS

Proteaseinhibitoren (50x Complete)

ChIP Zelllysepuffer
5 mM PIPES pH 8.0
85 mM KCL

0.5% NP40
Proteaseinhibitoren

Coomassie Farbeldsung

2,59 CoomassfEBrilliant Blue G250
454 ml MeOH

454 ml KO

92 ml Essigsaure

30 min auf Magnetrihrer

Uber Faltenfilter filtrieren

DTT-Stammlésung

I1MDTT

in H,O bidest. 16sen und mit 10 mM NaAc auf pH 5,2 alten
bei -20 °C lagern

Elutionspuffer pH 8,5

45 mM Tris-HCI pH 8,0
0,19 M NacCl

21 mg Glutathion

pH mit 1 M NaOH einstellen

Entfarber

Ethanol (v/v) 7,5 %

Essigsaure (v/v) 5 %

NagVO,4-Stammlésung 100 mM pH 9,5

100 mM NaVvO, (w/v)

in H,O bidest. I16sen und mit 0,1 M NaOH auf pH 9,5 alsh
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Kinase-Puffer

20 mM HEPES pH 7,4
150 mM KCI

10 mM MgCb

1 mM EGTA

0,5mM DTT

5 mM NaF

0,1 mM NaVO,

NETN-Puffer
0,5% NP40

0,1m M EDTA

20 mM Tris, ph 7,4
300 mM NaCl

PBS

137 mM NacCl

2,6 mM KCI

8,1 mM NHPO, x 2H,0 bidest
1,5 mM KH,PO,

mit 1 N HCI auf pH 7,4 einstellen

PBST
0,2% Tween-20 in 1x PBS

PMSF
0,2 M PMSF in DMSO lésen

Ponceau-Rot-Ldsung

0,01% Essigsaure (v/v)
0,15% TCA (w/v)

0,15% Sulfosalicylsaure (w/v)
0,2% Ponceau-Rot (w/v)

Proteasen- und Phosphataseninhibitor (50x)
1 Tablette Proteaseinhibitor Compléte

in 1 ml KO lésen
bei -20 °C lagern

Pull-Down Lysepuffer

250 mM NacCl

50 mM Tris pH 8.0

1% Triton X-100, 10% Glycerol
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Puffer A

20 mM Tris-HCI pH 7,5
20% (w/v) Sucrose

1 mMEDTA

RIPA Puffer

20 mM Tris-HCI pH 7,4

1 % (v/v) NP-40

0,28 % (v/v) Na-Deoxycholat
150 mM NacCl

1 mM EDTA

0,1 % SDS

50 mM NaF

lagern bei +4 °C

Stripping-Puffer fir Western-Blot Membranen
0,2 M Glycin

1% SDS

pH 2,5 mit HCI einstellen

TIF Puffer

150 mM NacCl

20 mM Tris pH 8.0
1 mM MgChk

0.1% NP-40

10% Glycerol

Tris-gepufferten Salzldsung

0,05 M Tris

0,15 M NacCl

Mit HCI und NaOH einstellen auf pH 7,4

Tris-Glycin-Gele fir SDS-PAGE

x%iges Trenngel 4,5%iges Sammelgel

X% Acrylamid/Bis aus 30%iger 557 pl Acrylamid/Bis aus 30%iger
Stammldsung (v/v) Stammldsung

3,35 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8 417 pul 1 M Tris-HCI pH 6,8

90 ul 10% SDS-L6sung 33 ul 10% SDS

ad HO auf 9 ml Gesamtvolumen ad 3,4 ml HO

30 ul 20% APS-LAsung 33 ul 20% APS-LOsung

6 ul TEMED 3,3 ul TEMED

mischen und umgehend das Gel gieRenmischen und umgehend das Gel giel3en
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Generierung kompetenter Zellen

E. coli Bakterien sind in der Lage, durch Behandlung mitbiwmchlorid,
Manganchlorid und Calciumchlorid bei niedriger Teargiur freie DNA aus dem sie
umgebenden Medium aufzunehmen. Das Erlangen digisemokompetenz erfolgt
nach dem Protokoll von HanaHan

Dazu werden kompetente. coli Bakterien aus einem Glycerinstock in 5 ml SOB
Medium Uberimpft und Uber Nacht bei 37 °C untendigem Schutteln inkubiert.
Diese Vorkultur wird in 200 ml MgGISOB Medium tberfuhrt und abermals fir 2-3
Stunden bei 37 °C inkubiert, bis eine §§0,4-0,6 erreicht ist. Nach dem Abkuhlen
fur 10 min auf Eis unter gelegentlichem Schwenkenden die Zellen fir 5 min bei
5000 g und 4 °C pelletiert und der Uberstand vefsvorDas Pellet wird in 30 ml
kaltem TFB | Puffer resuspendiert und abermals 30 awf Eis inkubiert. Danach
erfolgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 0§ und 4 °C. Der Uberstand wird
verworfen, das Pellet in 4 ml kaltem TFB Il Puffesuspendiert und in vorgekihlte
1,5 ml Reaktionsgefal3e zu je 200 pl aliquotiertciNalem Schockgefrieren im
flissigem Stickstoff werden die Zellen bei -80 “@agert.

Um die Transformationseffizienz der kompetentenlefelzu ermitteln, wird eine
Transformation gemald Protokoll durchgefuhrt. Didizifnz berechnet sich wie

folgt:

KoloniezalhxVerdinnung<1000x 10
eingesetd#Plasmid- DNA in ng

Transformaionseffizenz=

2.3.2 Transformation von Plasmid-DNA in kompetentdBakterienzellen

Durch Transformation ist es moglich, chemokompetentZellen fremde
Plasmid-DNA zuzufiihréi. Als Selektionsmarker dient hierbei ein auf der
Plasmid-DNA vorhandenes Antibiotikaresistenzgen.

Um Plasmid-DNA in kompetente Zellen zu transforrarer werden 200 pl
kompetente Zellen fur 15 min auf Eis aufgetaut, lait00 ng Plasmid-DNA versetzt
und 30 min auf Eis inkubiert. Damit die Zellen diemde DNA aufnehmen, folgt
anschlieend eine Hitzeinkubation bei 37 °C fur i5 wder bei 42 °C fur 2 min.

Nach erneutem Abkiihlen der Bakterien fur 2 min Bif werden diese in 1 ml
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LB-Medium aufgenommen, fur 45 min bei 37 °C, inkarbi bei 5000 g pelletiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 100LBMedium resuspendiert und
auf einer LB-Agarplatte mit geeignetem Selektionikaotikum ausplattiert. Diese
wird Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und nachfolgemtle gewachsenen

Bakterienkolonien analysiert.

2.3.3 Isolation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wird eine Ubernacitikuvon 50 ml mit Hilfe
eines Midipraparationskits (ProMega, Mannheim od@ragen, Hilden) nach
Herstelleranleitung aufgearbeitet. Die gewonneneADlWrd in H,O oder TE-Puffer

resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

2.3.4 Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen
Zur Gewinnung der RNA aus eukaryotischen Zellendwdias RNeasy Mini-Kit

(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben verwendet.

2.3.5 Anlegen einer Gefrierkultur mit Bakterien
Fir einen Glycerinstock werden 800 pl einer Ubentiadtur mit 200 pl Glycerin in
einem 1,5 ml Reaktionsgefal® versetzt, gut durchmisad in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Gefrierkultur wird bei -80 °€lagert.

2.3.6 Quantitative Bestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentration einer Nukleinsaurelésung wird foineetrisch bei einer Absorption
von 260 nm bestimmt. Die Reinheit liegt bei Q§¥0D,55>1,8.

2.3.7 Enzymatischer Verdau von DNA mit Restriktionendonukleasen
Restriktionsendonukleasen gehdren zu der Grupp®ldideinsaure-modifizierenden
Enzyme. Sie sind in der Lage, DNA an spezifischegqu&nzen zu hydrolysieren.
Dadurch entstehen stumpfe oder tUberhangende Eddenpe nach Schnittsequenz
komplementar oder nicht komplementéar sind.

Die enzymatische Spaltung der DNA wird in einem lReasvolumen von 20 pl
durchgefuhrt und erfolgt jeweils nach der Empfeplaes Enzymherstellers (NEB,
Schwalbach). Die Inkubationszeit betragt dabei ziaes 30-60 min.
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2.3.8 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung voDNA Fragmenten

Far die GroRRenbestimmung von DNA-Fragmenten wird e di
Agarosegelelektrophorese angewendet. Dabei wird DiNtAeinem Ladepuffer auf
ein Agarosegel geladen und eine Spannung angel@gtch die negativen
Phosphatgruppen wandert die DNA durch das Gel zwvd& und wird dabei der
GroRRe nach aufgetrennt.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA Fragite erfolgt auf 0,5-1 %igem
Agarosegel in TAE Puffer bei einer konstanten Spagnvon 1,5 V/cm. Als
Ladepuffer fur die Nukleinsaurelésung wird 6x DNAoBenpuffer verwendet. Die
100 bp-Leiter und die 1 kb-Leiter (NEB, Schwalbadl®@nen als Grél3enstandard.
Nach dem Auftrennen werden die Gele fir mindestenmsin in eine ca. 1 %ige
Ethidiumbromidlésung gelegt. Dabei interkaliert das EtBr mit dem Dopgpaing
der DNA und wird durch die Bestrahlung mit UV Lidbgi 300nm angeregt. Dadurch
strahlen DNA-haltige Gelbereiche starker als Béreichne DNA.

2.3.9 Isolation von DNA Fragmenten aus Agarosegelen
Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelefolgt mit Hilfe des
Gelextraktionskits der Firma Millipore nach Hertgehngaben.

2.3.10 Ligation

Doppelstrangige DNA-Fragmente werden unter EindatzLigase zusammengefugt.
Diese katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildunmee Phosphodiesterbriicke
zwischen einer 5-Phosphatgruppe eines Nukleopidosphates und einer frei
vorliegenden 3’-OH-Gruppe. Dabei wird das zu ligmte DNA-Fragment im

5-fachen molaren Uberschuss zu einem mittels Erdeasen gedffnetem Plasmid
gegeben und mit 0,5 pl T4-DNA-Ligase (NEB, Schwadl) fir 30 min bei

Raumtemperatur in 20 pl Volumen inkubiert. Es widedt vom Hersteller empfohlene
Puffer verwendet. Der Ligationsansatz kann naclkefudgin kompetente Bakterien

transformiert werden.
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2.3.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR st einein vitro Methode zur enzymatischen Vervielfaltigung von
DNA-Sequenzen, wie Plasmid-DNA oder genomischer DR die Durchfiihrung
einer PCR wird eine Vorlage, z.B. Plasmid-DNA odgenomische DNA,
sequenzspezifische OligonukleotidpadPeirfier), eine hitzestabile DNA-Polymerase
(Tag-Polymerase ausThermus aquaticusoder Platinum Pfx-Polymerase aus
Thermococcus sp. dNTPs (Desoxyribonukleotid-Triphosphate;  Invijem,
Karlsruhe) und der Polymerase entsprechende Samétigt. Dabei besitzt die
PfxPolymerase eine 3-5-Exonuklease-Aktivitat und hsdmit eine geringere
Fehlerquote als di€agPolymerase.

Eine PCR ist in mehrere Schritte unterteilt. Alstes findet die initiale Denaturierung
der doppelstrangigen DNA bei 95 °C fur eine Minagtatt, anschlieend kommen
mehrere Amplifikationszyklen bestehend aus Denetung, Primer-Hybridisierung
und Elongation (DNA-Synthese) und letztendlichteieninale Elongation.

Durch die Denaturierung der DNA entstehen DNA-Elsizénge, an di®rimer, die
das zu amplifizierende DNA-Fragment definieren, ridibieren kdnnen. Mittels
einer thermostabilen DNA-Polymerase werden die j@yen komplementaren
DNA-Strange synthetisiert, dabei fihren die Amphftionszyklen zu einer
exponentiellen Mengenzunahme des DNA-Fragments. tfprscher PCR-Ansatz
sieht wie folgt aus:

Tag-Polymerase Pfx-Polymerase
5 ul 10x Puffer 5 ul 10x Puffer
1,5 pul dNTPs (10 mM) 1 ul MgSQ (50 mM)
1,5 plsense Prime(10 uM) 1,5 ul dNTPs (10 mM)
1,5 plantisense Primef10 pM) 1,5 plsense Prime(10 pM)
0,5 ul DNA-Polymerase 1,5 plantisense Primef10 uM)
X 1l DNA 0,5 pul DNA-Polymerase
ad 50 pl HO X 1l DNA
ad 50 pl HO
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Folgende PCR-Programme wurden, sofern nicht arahgysgeben, verwendet:

Tag-Polymerase Pfx-Polymerase
Denaturierung 95 °C 1 min 95 °C 3 min
Amplifikation (35x) 95 °C 20 sec 95 °C 30 sec
(56 °C) (180 sec) (56 °C) (90 sec)
72 °C 20 sec 68 °C 40 sec
Elongation 72 °C 5 min 68 °C 40 sec

Die verwendete Schmelztemperatur Beimer wurde dem mitgelieferten Datenblatt

entnommen.

2.3.12 Semiquantitative PCR

Bei einer semiquantitativen PCR ist es mdglich, &MA-Gehalt von Zellen zu
bestimmen. Dazu wird RNA isoliert und mittels einBeversen Transkriptase
(Stratagene, Ja Jolla) und dNTPs bei 50 °C fur BOund entsprechendem Puffer in
DNA umgeschrieben. Die gewonnenen DNA-Fragmentedemurdanach als Vorlage

fur eine PCR mit entsprechend@rimer und folgendem Programm eingesetzt:

Tag-Polymerase
Denaturierung 95 °C 15 min
Amplifikation (35x) 95 °C 30 sec
59 °C 45 sec
72 °C 60 sec
Elongation 72 °C 10 min

2.4 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten werden unter sterilen Beglimgen (Sterilbank HERAsafe
und Sterilbank Lamin Air, Heraeus, Hanau) durchbefiDer Transport der Zellen
aul3erhalb der Werkbank erfolgt in geschlossenetkulrschalen. Alle Medien,
Puffer und Losungen, die mit Zellen in Beruhrungnkeen, werden ebenfalls nur
unter sterilen Bedingungen gedéffnet und angesbietverwendeten Werkbanke und
Handschuhe werden vor jeder Verwendung mit 70 %ig#hanol oder Aerodesin
2000 (Lysoform, Berlin) gereinigt. Alle verwendeteZellen werden in
10 cm-Zellkulturschalen kultiviert und bei 37 °C¥%%CQ, im Brutschrank gehalten.
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2.4.1 Passagieren von Zellkulturlinien

Nach dem Entfernen des alten Wachstumsmediums welideZellen mit ca. 10 ml
PBS gewaschen und in 2 ml Trypsin (Gibco) fur caib inkubiert. Dadurch werden
die Integrinbindungen zum Zellkulturschalenbodeldsteund die Zellen dissoziieren
ab. Die Trypsinierung wird mit 8 ml frischem Wadlstsmedium gestoppt und die
Zellen im Medium verteilt.

Zur Vermehrung der Zellen wird die Zellsuspensiom iverschiedenen
Konzentrationen in neue Zellkulturschalen (Gberfiihiblich sind hierbei
Verdunnungen zwischen 1:2 und 1:20, abhangig votechstumsgeschwindigkeit

der Zelllinie.

2.4.2 Transfektion von Zelllinien
Um Nukleotidsequenzen (Plasmid-DNA oder siRNA) iell&n einzuschleusen,
werden diese transfiziert. Dazu werden zunachsajel,5-2,5¢ 10° Zellen pro well

auf 6-well Platten oder 1-1)610° Zellen pro 10 cm-Zellkulturschale ausgesat.

2.4.2.1 Transfektion von Plasmid-DNA

Zur Transfektion von Zelllinien mit Plasmid-DNA wimach dem Herstellerprotokoll
(FUGENEM, Roche) verfahren. Das Transfektionsreagenz witdVierhaltnis 1:3
(Plasmid-DNA in pg : FUGENE' in pl) verwendet. Ca. 24-48 Stunden nach der

Transfektion kénnen Proteinextrakte aus den ZeJwmonnen werden.

2.4.2.2 Transfektion von siRNA
Zur Transfektion von Zelllinien mit siRNA wird nacbdem Herstellerprotokoll
(Lipofectamin 2000, Invitrogen) verfahren. Ca. 48r8len nach Transfektion kbnnen

Proteinextrakte aus den Zellen gewonnen werden.

2.4.3 Anlegen einer Gefrierkultur mit Mammaliazellen

Die abtrypsinierten und somit geldsten Zellen werfig 10 min bei 5000 g pelletiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 80D Zellkulturmedium
resuspendiert, mit 60 pl DMSO versetzt und in enydfbhrchen Uberfiihrt. Die
Zellen werden bei -80 °C gelagert.
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2.4.4 Herstellung einer induzierbaren stabil FHL2-&primierenden Zelllinie
Zunachst werden Zellen mit dem stabil zu integride: Plasmid transfiziert. Zwei
Tage nach Transfektion wird ein dem Plasmid entsmedem
Selektionsantibiotikum zum Zellmedium gegeben ubdrimehrere Wochen hinweg
in gleichbleibender Konzentration erneuert. Duran étandigen Selektionsdruck
werden die Zellen abgetttet, die die Plasmid-DNA aer entsprechenden Resistenz
gegen den Selektionsmarker nicht in ihr Genom nieeighaben.

Um den Mischklon zu vereinzeln, wird eine Zellsusgien so weit verdiinnt, dass
sich in 100 pl Medium rechnerisch héchstens einke Zeefindet. Diese wird in 96
well Platten aliquotiert und die wachsenden Klone beddf auf immer groRere

Zellkulturschalen bis 10 cm Durchmesser tberfihrt.

2.5 Reportergenanalysen

Durch die Luciferase-Reportergenanalysen ist ediolijglie Aktivitat eines Proteins
auf einen bestimmten Promotan vivo zu ermitteln. Dazu werden bei der
Transfektion gemal Protokoll ein Reporterplasmid bai Bedarf weitere Plasmide,
die zum Beispiel fur Proteine kodieren, in die dHansfiziert. Als Kontrolle dient
dabei eine Transfektion mit einem Reporterplasmid @inem Leervektor.

Die Reportergenanalyse basiert darauf, dass hemem spezifischen Promotor das
Luciferasegen der Feuerfliegg@hotinus pyralis liegt. Durch die Aktivitat
verschiedener Transkriptions- und Kofaktoren wirgr dPromotor und somit die
Luciferaseexpression induziert oder reprimiert. ratl lasst sich ermitteln, wie
bestimmte Proteine auf spezifische Promotoren wirké/enn ein Protein eine
inhibierende Wirkung auf einen Promotor hat, wirceniger, wenn es eine
aktivierende Wirkung hat, mehr Luciferase gebildet.

Die Firefly Luciferase (Photinus-luciferin:oxygen 4-oxiredwsep ist ein 61 kD
grof3es Protein, welches die Oxidation des Subddrdtaciferin katalysiert. Um die
Luciferaseaktivitdt zu messen, werden ca. 24 — #Bden nach Transfektion die
Zellen mit dem Luciferase Lysepuffer (Promega, Maim) flr mindestens 10 min
lysiert, abgeschabt, und bei 4 °C, 13.700 g furnii@ pelletiert. Eine identische
Menge Protein, Ublicherweise in 20 ul Volumen, veerdnit 50 pl D-Luciferin in

eine undurchsichtige 96-well Schale versetzt.
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Zur Standardisierung werden je drei identische 3Jfeliionen angesetzt. Die
Messung erfolgt fir je 10 Sekunden pro Ansatz meel Luminometer. Die dabei
gemessene Lichtemmission wird in RLU (Relative Ltighits) angegeben und fur
die Auswertung ein Mittelwert aus den Tripletterbidpet. Die Standardabweichung
ergibt sich aus der Differenz der drei Einzelwentel wird rechnerisch in Microsoft
Exce™ oder OpenOffice Calt! ermittelt.

2.6 Immunoblot

Beim Immunoblot, auch Western-Blot genannt, werddiroteine durch
Gelelektrophorese ihrer Grél3e nach aufgetrenntamsdhliel3end auf eine Membran
Ubertragen. Auf dieser kdnnen mittels Antikdrpeezfische Proteine detektiert

werden.

2.6.1 Gewinnung von Proteinextrakten aus Zellkultulinien

Das Zellmedium in der Zellkulturschale wird verwemfund die adharenten Zellen
werden zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Nach detfiereen des PBS, werden
die Zellen fur 10 min bei 4 °C in RIPA, welcher mPRroteasen- und

Phosphataseninhibitor versetzt ist, lysiert. Aufeeil0 cm Zellkulturschale werden
dabei 300 pl RIPA eingesetzt, auf 6-Well Schalevejis 100 pl RIPA pro Well.

Nach der Lyse werden die Zellen durch den EinsateseGummikratzers von der
Zellkulturschale gel6st und in ein 1,5 ml Reaktgef&l3 Gberfihrt. Um die nicht
bendétigten Zelltrimmer zu pelletieren, wird das gemene Proteinextrakt fur 10 min
bei 4 °C und 13.700 g pelletiert. Der Uberstanddiviiei Bedarf in ein neues 1,5 ml

Reaktionsgefald Gberfihrt.

2.6.2 Gewinnung von Proteinextrakten aus Tumorprobe

Tumorproben werden in ca. 50 mg grol3e Stiicke zeitseh, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und mittels eines Mikro-Dismembraiordem eine Wolframkugel

das Gewebe pulverisiert, zerkleinert und in 50R|RA Lysepuffer aufgenommen.
Die Zelltrimmer werden flr 10 min bei 13.700 g uhéiC pelletiert und verworfen.

Die Proteinkonzentration des Uberstands wird bestiomd anschlieBend bei -20 °C

gelagert.
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2.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Brafbrd

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtmder Methode von Bradfofd
Hierzu wird BIO-Rad Protein Assay-Losung im Verhit1:5 mit Wasser verdinnt,
1 ml in einer Messkuvette vorgelegt und zwischgunl Lind 5 ul des Proteinextrakts
hinzugegeben. Nach einer ca. 5-minttigen InkubatenRaumtemperatur wird die
optische Dichte bei 595 nm im Photometer bestindg. Nullwert wird die 1:5
Verdinnung ohne Proteinextrakt verwendet. NachEiehgeraden entspricht eine
Absorption von Olys=1 einer Proteinkonzentration von 19,89 pg/ul.

Die Proteinkonzentration des Proteinextrakts ergjitdt aus folgender Formel:

Optische Dichte bei 595 nmx1989
eingesetze Proteinextr&t in pl

Proteinkonzatration =

2.6.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Bei der denaturierenden SDS-Gelelektrophdfeseerden Polypeptide in einem
Proteinextrakt nach ihrem Molekulargewicht aufgetite Durch das Detergenz SDS
und B-Mercaptoethanol werden die Sekundéar- und Tertifkgiren der Proteine

zerstort, so dass eine entfaltete Polypeptidkattéegt. Das negativ geladene SDS
lagert sich durch hydrophobe Wechselwirkung anRiypeptidkette an, wodurch
ein Uberschuss negativer Ladung entsteht und stimEigenladung der Polypeptide
Uberlagert. Durch das Anlegen einer elektrischean8png ist es nun moglich, die
Polypeptide in einem Polyacrylamidgel ausschlid3hach ihrem Molekulargewicht

aufzutrennen, ohne dass die Eigenladung der PeoEimfluss auf das Laufverhalten
hat.

Es werden Gele mit einer Dicke von 0,75 mm in eiftd®@-Rad Gieldstand gegossen,
wobei das Sammelgel maximal 2 cm hoch ist. Abhangig der Grol3e der

aufzutrennenden Proteine, werden Trenngele verdehes Konzentrationen

verwendet. Sofern nicht anders erwahnt, sind 12%igle verwendet worden.

Die Proben werden mit 5x Rotiload (Roth) versetad €iir mindestens funf Minuten

bei 95 °C denaturiert. Das Polyacrylamidgel wirdeimer Elektrophoresekammer
(BIO-Rad) gespannt und mit Laufpuffer gefillt (RurgnBuffer, RB). Der Einlauf in

das Sammelgel erfolgt bei 80 V. Bei der spaterefiréonung im Trenngel wird eine

-45 -



MATERIAL UND METHODEN

Spannung von 150 V angelegt. Der Gellauf wird begndwenn die
Bromphenolblaufront am unteren Rand angekommenAils. Standard wird der
sichtbare M-Standard (BIO-Rad) und der erst duriclere Sekundarantikérper auf

einem Rontgenfilm sichtbare Santa-Cruz Marker veokest.

2.6.5 Western Blot

Der Western Blot dient dazu, die Proteine aus eir®tyacrylamidgel auf eine
PVDF-Membran zu uiberfiihréh

Die Membran wird fur eine Minute in Methanol inketi, um diese zu aktivieren.
Danach wird sie fur fiunf Minuten in Wasser gewaschad bis zur Verwendung in
Transferpuffer (Blotting Buffer) equilibriert. DeAufbau der Blotting Apparatur

erfolgt wie nachstehend beschrieben (von der Kahseite zur Anodenseite): Ein
Schwamm, zwei dinne Whatmanpaper, ein Polyacryigehideine aktivierte

PVDF-Membran, zwei Whatmanpapiere und ein Schwaben.Transfer erfolgt fir

90 min bei 80 V in der Mini-Sub Cell GT der Firm&®BRad oder fir 60 min bei 30
V in der Invitrogen XCell SureLock Mini-Cell.

2.6.6 Coomassie-Farbung

Nach dem Western Transfer des Polyacrylamidgels ki@ses flr eine Stunde bis
Uber Nacht in einer Coomassie Farbeldsung inkubigerden. Durch den

Coomassiefarbstoff werden die Proteine, die in d8el verblieben sind, blau

angefarbt. Der Rest des Farbstoffs wird mit einentféEber weggewaschen. Um ein
gefarbtes Gel aufzubewahren, wird dieses gewéaaseértauf einem Whatmanpaper

im Geltrockner fiir eine Stunde bei 80 °C getrocknet

2.6.7 Ponceau Farbung

Der Erfolg des Proteintransfers kann mittels eiff@mceau Farbung Uberpruft
werden. Hierbei wird die PVDF-Membran fir ca. 5 nmim Ponceau-Rot-Lésung
gelegt. Dabei werden die Ubertragenen Proteineingefarbt. AnschlieRend wird die

Membran mit PBS und PBST wieder vollstandig enttéarb
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2.6.8 Immunodetektion

Auf der Membran aus dem Western Transfer werdetefP® mit Hilfe spezifischer
Antikorper detektiert. Um unspezifische Bindestelleu blockieren, wird die
Membran fur mindestens 30 min in Milchpuffer abdgegé Danach wird der
Primarantikorper in Milchpuffer fur mindestens 4%nnauf der Membran inkubiert.
Nichtgebundene Antikérper werden in drei 10-min@itig®waschschritten, zweimal
mit PBST und einmal mit PBS, entfernt. Der Sekuadtkorper, der mit einer
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und in der Lade den Primarantikdrpern zu
detektieren, wird in Milchpuffer fur mindestens 80n auf die Membran gegeben.
Nach drei erneuten 10-minttigen Waschschritten dieniberschissigen Antikérper
von der Membran zu entfernen, erfolgt die chemihometrische Detektion mit ECL
(,enhanced chemiluminescent solution“, Pierce, Bole 2 ml der beiden ECL
Komponenten werden auf eine Membran gegeben undmiindestens 1 min
inkubiert. Die Uberschissige Flussigkeit wird auf Bapiertuch abgetropft und die
Membran zusammen mit einem Rontgenfilm (Kodak odemersham) in eine
Filmkassette gelegt. Die Peroxidase des zweiteikémters wandelt das ECL unter
Emission von Licht um. Dadurch wird der Réntgenfiéim der entsprechenden Stelle
belichtet, was nach dem Entwickeln durch einen schen Punkt auf dem Film zu
sehen ist. Die Expositionszeit kann, abhangig vem 8ignalstarke, zwischen

wenigen Sekunden und einer halben Stunde liegen.

2.6.9 ,Strippen® einer Polyvinyldifluoridmembran (P VDF-Membran)

Membranen, die bereits fur eine Immuninkubatiorwesrdet worden sind, kdnnen
fur weitere Immuninkubationen mit anderen Primdkimpern verwendet werden.
Dazu wird die Membran fur 30 min bei 55 °C in Spiipg Puffer inkubiert, wodurch
die Antikdrperkomplexe entfernt werden. Danach wiiel Membran fur 2x 10 min in
PBST und 1x 10 min in PBS gewaschen. Fir eine &naatikdrperbehandlung

wird nach dem Protokoll der Immundetektion verfahre

2.7 Interaktionsstudien
2.7.1Pull-Down Assay
Beim Pull-Down Assay kanrin Vitro die Interaktion zwischen aus Zelllinien

isolierten Proteinen mit bakteriell exprimierten Ts§ekoppelten Protein
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nachgewiesen werden. Dazu wird ein Plasmid, welétiesin GST-Fusionsprotein
kodiert, inE. coli (BL21, DE3, codon+ transformiert. Die transformierten Bakterien
werden in einer 50 ml Kultur angeimpft, am néchsfeag in 1l LB-Medium
Uberfihrt und bis zu einer Qg von 0,6 — 1,0 inkubiert.

Zur Induzierung der Proteinexpression wird IPTG einer Endkonzentration von
0,5 mM fir 90 min zum Medium gegeben. Danach werdienBakterien bei 4 °C
pelletiert, in Puffer A resuspendiert und 10 mirf &is inkubiert. Anschliel3end
werden die Zellen nochmals zweimal bei 4 °C palletiin eiskaltem Wasser
aufgenommen und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nadem zweiten
Resuspensionsschritt werden die Zellen durch digae von Benzonase und
dreimaligem Schockgefrieren in flissigem Stickstefiwie Auftauen im 36 °C
Wasserbad lysiert. Nachdem die Zelltrimmer peltetieirden, kann der Uberstand
mit den isolierten Proteinen aliquotiert und bél & gelagert werden.

Nach der Lyse werden die Proteine mittels Glutmepharose 4BBeads
(Amersham Bioscience, Freiburg) nach Herstellerbaga aufgereinigt. Im
Pull-Down Assay werden diBeadgekoppelten Proteine dreimal mit Pull-Down
Lysepuffer und zweimal mit TIF-Puffer gewaschensgéiiel3end werden diese mit
Proteinextrakten aus einer Zelllinie fir mindestdns bei 4 °C inkubiert, mehrmals
mit NETN-Puffer gewaschen, mit SDS-Ladepuffer veaseind in Western-Blot

Analysen eingesetzt.

2.7.2 Co-Immunoprazipitation (Co-IP)

Bei der Co-IP kann die Interaktion von Proteinen Vivo direkt in der Zelle
nachgewiesen werden. Dazu wird Proteinextrakt allkudturlinien gewonnen, mit
spezifischen Antikérpern des zu féllenden Protemsetzt und tGber Nacht bei 4 °C
auf einem Rotator inkubiert. Anschliel3end werdentdin A/G Agarose-Beads (20 pl
eines 50% Slurryg zu den Zellen gegeben und fir 1 h inkubiert. Das
Immunoprazipitdt wird danach 3x in Lysepuffer geefan, anschlieRend mit

SDS-Ladepuffer versetzt und in Western-Blot Anatysegesetzt.

2.7.3 Chromatin-Immunoprézipitation (ChliP)
Bei der ChIP kann die Interaktion zwischen DNA uPcbtein, zum Beispiel das

Binden eines Transkriptionsfaktors auf einem Prameément, nachgewiesen
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werden. Dazu werden Zellen in Zellkulturschalersgsat und bis zu einer
Konfluenz von ca. 80% bei zellspezifischen Bedirggmgehalten. Danach wird zum
Crosslinkender Protein-DNA Interaktion Formaldehyd zu einardkonzentration
von 1% zum Medium gegeben und fur 10 — 30 min miremperatur inkubiert.
Die Crosslinkingreaktion wird mit einer Endkonzeion von 0,125 M Glycin
abgestoppt.

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit kaltem RiSden diese mit 20 %
Trypsin in PBS fir 10 min bei 37 °C inkubiert. Digypsinreaktion wird mit
gleichem Volumen FCS abgestoppt, die Zellen inR&aktionsgefald tberfuhrt und
zweimal mit komplementiertem PBS gewaschen. AneBlind werden die Zellen
mit einer ausreichenden Menge ChIP Zelllysepufter f0 min auf Eis lysiert, die
Kerne pelletiert (5.000 upm, 5 min, 4 °C) und natjpénd das Pellet in
Kernlysepuffer fir 10 min auf Eis lysiert. Die are dProteine gekoppelte DNA wird
daraufhin mittels eines Sonicaters, 5 x 1 min, 68#rke (je 5 min Pause zwischen
den Behandlungen) in ~ 300 — 1000 bp grof3e Fragmmarstiickelt. Die isolierten
Chromatin-Protein Komplexe kénnen mehrere Monate88e°C gelagert werden.
Der Chromatin-Protein Komplex wird abgefugt und tierstand zunPreclearing
fur 15 min bei 4 °C mit 100 pl Protein A Agaros8dlmon Sperm&lurry inkubiert.
Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR fiibr und mit 1 pg eines
entsprechenden Antikorpers versetzt. Bei Bedarhlke Probe auf 200 — 500 pl mit
ChIP IP Dilution Buffer aufgefillt werden. Die Inkubation erfolgt fur 3-hlber
Nacht bei 4 °C.

Danach werden 25 pl Protein A Agarose / Salmon i8a&lurry zu den Proben
gegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur odebdi B °C inkubiert. Das Protein
A Agarose / Salmon Sperma Slurry wird pelletiertd @x mit 1 x ChIP Dialysepuffer
und 4 x mit ChlP Waschpuffer gewaschen.

Zum Eluieren des Antikdrper-Protein-DNA Komplexegrdv 150 ul ChIP IP
Elutionspuffer zugegeben, fir 15 min gemischt ualligtiert. Der Uberstand wird in
ein neues Reaktionsgefal Uberfuhrt. Dies wird zwkidurchgefihrt, so dass man
letztendlich 300 pl Volumen erhalt. Nach der Zugabe 2 pl RNAse A (10 mg / ml)
und NacCl zu einer Endkonzentration von 0,3 M wirel Erobe fiir 4 — 6 h bei 67 °C
inkubiert. Danach werden 25 pl 5x PK Buffer und ft|3Proteinkinase K (je 100 pul
Probenvolumen) hinzugegeben und fir 1 — 2 h beiCGHnkubiert. Die DNA wird
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daraufhin mittels Phenol-Chloroform-Fallung isdlieund in einer PCR mit

entsprechenden Primern eingesetzt.

2.8 Zellfarbungen

2.8.1 Immunfluoreszenz

Durch die Immunfluoreszenzfarbung ist es moégliah,ldbkalisation nativer Proteine
in Zellen nachzuweisen. Dazu werden Zellen auf Kibygggern ausgesat und bei
Bedarf transfiziert. 24 h nach Aussaat bzw. nadn3iektion werden diese mit 4%
PFA in PBS fur mindestens 15 min fixiert und didl@embranen nach dreimaligem
Waschen flr jeweils 5 min mit PBS mit 0,2% Tritonf 15 min permeabilisiert.
Nach abermaligem dreifachen Waschen wird der efstékorper, geldst im
Verhéltnis 1:100 in 1%igem BSA in PBS fiur eine Sterauf den Zellen inkubiert.
Nach erneutem dreifachen Waschen wird ein Fluochyekoppelter
Zweitantikorper, der gegen den Erstantikbrper dpeicist, fir 45 min auf die Zellen
gegeben. Bei einem der letzten drei Waschschriiteé BVAPI im Verhéaltnis 1:2000
im PBS gel6st und fur 5 min auf den Zellen inkubiB&YAPI farbt die DNA und somit
die Zellkerne an, was spater zur besseren Oriemntgedient.

Um die mit dem Erst- und Zweitantikorper gefarbtnmoteine zu erkennen, kommt
ein Immunfluoreszenzmikroskop zum Einsatz. Diesegtiert Licht in einer dem
Fluorchrom des Zweitantikdrpers entsprechenden éNklhge, so dass dieser
fluoresziert und dadurch im Mikroskop betrachterdesm kann. Die Bilder werden

mit einer EOS 300D (Canon) aufgenommen.

2.8.2 Immunhistochemie

Um Tumorproben auf die Expression bestimmter Pmet&u untersuchen, werden
Gefrierschnitte angefertigt und mittels Immunhistemie mit einem spezifischen
Antikorper inkubiert. Dazu werden Tumorproben irsstieTek" eingefroren, im
Kryostaten 5 um dicke Schnitte angefertigt und @inem Objekttrager fir 10 min
bei 4 °C in Aceton fixiert. Darauf folgt ein Waschsitt mit einer Tris-gepufferten
Salzlésung. Zum Nachweis von FHL2 in Gewebeproberd wier monoklonale
Primarantikorper FHL2 1:50 verdinnt und fur 30 rbmi Raumtemperatur auf den
Schnitten inkubiert. Die Detektion erfolgt durchsd8uper Sensitive Detection Kit

(Bio Genex, USA) mit “Fast Red” als Substrat flie dn den Antikorper gekoppelte
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alkalische Phosphatase. Als letztes wurden diek&ele auf den Schnitten mit
Hematoxylin gegengefarbt und die Schnitte mit Agua{Merck, Deutschland)

versiegelt.

2.9 Proliferationsbestimmung von Zellen

Fur die Bestimmung der Zellproliferationsrate wudides CellTiter-96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay von Promega verdet. Dieses beruht auf einer
colorimetrischen Methode zur Bestimmung lebendelledeund ist daher flr
Proliferationsbestimmungen geeignet. Dazu werdetieZein 96well Platten
ausgesat und unter zellspezifischen Bedingungeubiek. Fur die Bestimmung der
Zellzahl werden an verschiedenen Zeitpunkten diee@enit dem CellTiter-Reagenz
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxygmyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium] (MTS) und Phenatinethosulfat (PESyse&t und fur eine Stunde
inkubiert. In dieser Zeit wird das Reagenz in danbBtoff Formazan umgewandelt,
welcher in einem Luminometer bei 490 nm Absorpti@thgewiesen werden kann.
Die Menge an Formazan korreliert dabei mit der Awhzder Zellen in der
Zellkulturschale.

Alle Ansatze werden in Tripletts ausgefuhrt, diarfslardabweichung ergibt sich aus
der Differenz der drei Einzelwerte und wird rechisen in Microsoft Excél oder
OpenOffice Calt™ ermittelt.

2.10 Colony-Forming Assay

Die meisten Zellen benétigen eine Zellmatrix, dasmt wachsen kénnen. Geht diese
Matrix verloren, stellen sie in der Regel das Waatmsein. Daher ist die Fahigkeit
des zellmatrixunabhangigen Wachstums ein Indikfiodie Entartung einer Zelle
und somit fur ihre tumorgene Eigenschaft. Eine Higpse fir die Entstehung von
Zellmatrixabh&angigkeit basiert darauf, dass Rezeptdur Wachstumsfaktoren auf
der Zellmembran exponiert liegen, wenn diese auéreZellmatrix wachsen. Wenn
sich die Zelle allerdings in Suspension befindeldeb sie hunderte von Falten,
wodurch die Membran nur noch beschrankt zugangstlhund Wachstumsfaktoren
nicht mehr an die Rezeptoren binden kdnnen.

Um die Fahigkeit der Zellen fur zellmatrixunabhaes Wachstum zu testen, werden

diese in einenColony-Forming Assayeingesetzt. Dazu wird 2%ige und 3%ige

-51 -



MATERIAL UND METHODEN

Low-MeltingAgarose in Wasser autoklaviert und im Wasserb&a@adC abgekunhlt.
Die 2%ige Agarose wird mit Zellmedium zu einer Eadkentration von 1,6%
verdinnt und als untere Agaroseschicht in Zellkatthalen gegeben. Fir die obere
Agaroseschicht werden Zellen abtrypsiniert und @llrdedium aufgenommen. Mit
diesem wird die 3%ige Agarose zu einer Endkonzeatraszon 0,3% verdinnt und
Uber die erstarrte untere Agaroseschicht gegebesmitDdie Agarose nicht
austrocknet wird diese stéandig mit Zellmedium Ubichtet. Die Zellen wurden vor
der Auswertung fur 14 Tage bei 37 °C und 5%, @@®ubiert.

2.11 Zellzyklusbestimmung

2.11.1 Synchronisation von Zellen

Um den Zeitpunkt zu bestimmen, wann Zellen einestitventen Punkt im Zellzyklus
erreicht haben und um das Expressionsprofil auch wgering exprimierten,
zellzyklusregulierten Proteinen zu bestimmen, werdellen mittels eines doppelten
Thymidinblocks in der G1/S-Phase synchronisiertyrifidin ist ein Nukleosid,
welches in erhdhter Konzentration die DNA-Replikatreversibel blockiert.

Zur Synchronisation werden 2 mM Thymidin fir 16unzMedium gegeben. Danach
wird der Zellblock durch einen Mediumwechsel fiin @ufgehoben und anschliel3end
mit Thymidin ein zweiter Block fur 16 h gesetzt. dta dem folgenden
Mediumwechsel werden die Zellen nach bestimmtertpdekten geerntet. Dazu
werden diese abtrypsiniert, zweimal mit PBS gewasamd anschliel3end in 200 pl
PBS resuspendiert. Die Fixierung der Zellen erfélgt30 min bei 4 °C mit 1 ml
70%igem Ethanol.

2.11.2 Durchflusszytometrie mittels FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches MeRRgystdas einzelne, in Suspension
vorliegende Zellen erfassen kann. Dabei passielesedn einem Flussigkeitsstrom
einen Laserstrahl, wobei die Zellen den Strahl rdtda. Es wird zwischen
Vorwartsstreulicht forward scattey und Seitwartsstreulicht sideward scattgr
unterschieden, wodurch die relative Grof3e und Gaaitét der Zellen ermittelt
werden kann. Dadurch kann mit Hilfe von DNA- und Rihterkalierenden Stoffen
wie Propidiumiodid (PI), der DNA/RNA-Gehalt der ZXel und somit die

Zellzyklusphasen der Zelle bestimmt werden.
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Der Zellzyklus wird mit Hilfe des FACScan-Gerat&3D( Biosciences, Heidelberg)
ermittelt. Alle Zentrifugenschritte (Zentrifuge Minge GL) erfolgen 10 min lang bei
1.400 upm und 4 °C.

Fur die Bestimmung der Zellzyklusphase werden dieEthanol fixierten Zellen
pelletiert und mit 100 pl RNAse A (10 pg/ml) veem PBS sowie Propidiumiodid
fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Dabei wird die RNA den Zellen hydrolysiert und
die DNA angefarbt. In der Messung im Durchflussaytter werden 5.000 Zellen
eingesetzt und deren Zellzyklusverteilung (GO/G1,0&r G2/M) mittels der
MODFIT LT 2.0 Software (Verity Software House, Thpsn) in prozentualen

Anteilen ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von FHL2 im Brustgewebe

FHL2 wird in vielen, jedoch nicht allen Krebsartéherexprimie* %" 8 Es ist
zudem in der Lage, mit vielen krebsrelevanten Rwete zu interagieren, zum
Beispiel mit Mitgliedern aus dem MAP-Kinase Sigratisduktionsweg
(Mitogen-activated Proteir} ** #oder aber auch mit p83

Zu Beginn der Arbeit war die Rolle von FHL2 im Marakarzinom weitgehend
unbekannt. Es gab allerdings Hinweise, dass diesg®in durchaus einen Einfluss
auf die Brustkrebsentwicklung hat. Yaet. al konnte schon 2003 in einem
Hefe-Zwei-Hybrid-System eine Interaktion zwischerend C-Terminus des
prominenten brustkrebsrelevanten Proteins BRCA1 BE und FHL2

nachweiset. Wie sich diese Interaktion allerdings auswirkt,bisher nicht bekannt.

3.1.1 Expression von FHL2 im primdrem Mammakarzinom

Zur Ermittlung des FHL2-Expressionsstatus im Mamanakhom, wurden
kryokonservierte Tumorproben, DCIS und Normalgewdisrangezogen. Daflr
wurden aus jeweils 57 Tumorproben, vier DCIS undtadlormalgeweben
Proteinextrakte generiert und in Western-Blot Asaly eingesetzt. Als
Primérantikdrper wurde der monoklonale FHL2 Anti@r (F4B2-B11) verwendet,
der in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Dr. MfiXMinster) hergestellt wurde
und spezifisch die erste LIM-Domane von FHL2 dewrkt Als Ladekontrolle kam
ein monoklonaler Aktin-Antikérper zum Einsatz.

In Abbildung 3a ist das FHL2-Expressionsprofil gen ausgesuchter Tumorproben
dargestellt. Die meisten Tumorproben exprimierenLEFHT1-T5), wogegen im
Normalgewebe keine FHL2-Expression festgestelloerrkann (N1-N2). Interessant
ist das Expressionsprofil der DCIS Proben (D1-Dvgr ist eindeutig eine geringere
FHL2-Expression als im malignen Tumor detektierb&ies weist auf eine
Korrelation zwischen der FHL2-Expression und degwegsivitat des Tumors hin. In
Abbildung 3b ist das FHL2-Expressionsprofil allerntersuchten Proben
zusammengefasst. Dabei konnten in 90% der Fallev@b61) hohe Mengen an
FHL2 detektiert werden. Wie bereits in der WestBlot Analyse zu sehen,

exprimiert das Normalgewebe kein FHL2.
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3.1.2 Expression von FHL2 in Zellkulturlinien

Das Expressionsprofil verschiedener Proteine kamn Rrimargewebe und
Zellkulturlinien voneinander abweichen. Daher wuathschlie3end der FHL2 Status
verschiedener Brustkrebszelllinien getestet (Akbilgi 3c). Dazu wurden
Proteinextrakte aus zehn verschiedenen ZelllinlreiMestern-Blot Analysen auf
FHL2-Expression getestet.

Es zeigt sich ein sehr differenziertes Bild. Didlldeen T47D (Spur 7), SKBR3
(Spur 8) und MDA-MB 231 (Spur 10) weisen eine sebine FHL2-Expression auf,
wogegen in den Zelllinien EFM-192A (Spur 4) und EABRB (Spur 6), sowie den
BT549 (Spur 2) nur geringe Mengen an FHL2 zu sedireth In den Zelllinien MCF7
(Spur 1), DU 4475 (Spur 3), MDA-MB 435 (Spur 5) uBd474 (Spur 9) konnte
hingegen kein FHL2 detektiert werden.

FHL2 > - -

T R iy M v

Expr.>»| - - + + o+ + ot R

B Brustgewebe Signalstirke
- + ++ +++
Normal 8 - -
DCIS - 4 - -
Tumor 6 10 14 27
C
vy o X oo
\i
0T IS £ TS
oL S A NS
§§3§ 8§68 5§80
FHL2 > G e — .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 3: FHL2-Expression im Normalen- und Brustkrebsgewebe sowie in verschiedenen
Brustkrebszelllinien. (A) Proteinextrakte aus kryokonservierten Gewebeprobemden durch
Western-Blot Analyse mittels des F4B2 FHL2 Antikérp untersucht. Der Blot zeigt eine
representatives Ergebnis von zwei Normalgeweben, (N2), vier DCIS (D1-D4) und finf
Brustkrebsproben (T1-T5). Die Signalstarke wurdémepativ (-), schwach (+), mittel (++) und stark
(+++) indiziert.(B) Zusammenfassung der Western-Blot Analyse von ldohtnalen-, vier DCIS ung
57 Tumorgewebe-Extrakten. Die Signalstarke wurde wi A bestimmt.(C) Der FHL2-Statug
verschiedener Brustkrebszelllinien wurde mittels st#en-Blot Analyse ermittelt. Die C2C12
Mausmyoblasten Zelllinie (11) wurde als Positivkotie verwendet.
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Es ist somit nur unter Vorbehalt mdglich, von deallklturexperimenten auf
Mammakarzinomen vivo zu schlie3en. Es konnte gezeigt werden, dassafkest
untersuchten Mammakarzinome, aber nicht alle Manamzakomzelllinien, FHL2
exprimieren. Es stellt sich nun die Frage, welchakfion FHL2 in der Tumorzelle
ausubt. Daher wurden fur weitere Experimente die.FHegative Zelllinie MCF7
und die hochinvasive, FHL2-positive Zelllinie MDAB/MR231 verwendet.

3.2 Lokalisation von FHL2 im Brustgewebe

3.2.1 Primares Mammakarzinom

FHL2 kann in der Membran, im Cytosol und im Zellkdokalisiert sein. Um die
Lokalisation im primaren Mammakarzinomgewebe zu tibesen, wurden
immunhistochemische Farbungen auf FHL2 durchgefltatu wurden Kryoschnitte
von normalem und malignem Gewebe angefertigt. FMiLZden mit dem F4B2
Antikorpers und,Fast Red" rot gefarbt. Die Zellkerne wurden mit Hamatoxililau
eingefarbt.

Die immunhistologische Farbung bestétigt die Bebhaty aus den Western-Blot
Analysen. Wie in Abbildung 4a zu sehen, sind in tieéd-fachen Vergrol3erung im
normalen Gewebe, durch die Hamatoxilin-Kernfarbimtgkte Strukturen, wie zum
Beispiel ein Drusenlappchen, klar erkennbar. EiHeEZ=Expression ist aber selbst in
der 400-fachen VergroRerung nicht zu erkennen i{dibbg 4c). Im Tumorgewebe
hingegen ist selbst in der 100-fachen VergroRering klare FHL2-Farbung (rot) zu
sehen (Abbildung 4b). In der 400-fachen Vergrof3grkann man erkennen, dass
FHL2 nicht nur im Cytosol (Pfeilkdpfe), sondern hum Zellkern (Pfeile) lokalisiert
ist (Abbildung 4d).

Anhand der immunhistochemischen Untersuchung demncfproben konnte zudem
der Tumoranteil in den verschiedenen Proteinex@éraktlentifiziert werden. Dabei
stellte sich heraus, dass einige Proben nicht hlisBtch aus Tumor, sondern auch
aus Normalgewebe bestanden. Es besteht daher diesdlainlichkeit, dass die in
den Western-Blot Analysen FHL2-negativen Tumorprobaen hdheren Anteil an
normalem Gewebe besalRen und somit das Ergebni ledalschten. Dies wirde
mit den Daten von 85 untersuchten Brusttumoren vGabriel et al

Uibereinstimme?!. Da es sich bei der Immunhistologie allerdings um
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zweidimensionale Schnitte aus einem dreidimensandlumor handelt, kann dies

nicht mit letzter Sicherheit gesagt werden.
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Abbildung 4: Farbungen von Tumorproben und Normalgevebe auf FHL2. Es wurden
kryostatische Schnitte von Normalgewebe und Tumeeppe angefertigt und mit dem FHL2
Antikorper gefarbt (rot). Zur Orientierung wurdeneiZellkernfarbung mit Hamatoxilin durchgefihrt
(blau). (A) Im Normalgewebe ist keine FHL2-Expression festséel Durch die Hamatoxilinfarbung

ist gut ein Drisenlappchen zu erkenn@). In der 400-fachen VergréRerung des Normalgewehes is
kein FHL2 zu detektieren. Bei den rot gefarbtendidren handelt es sich um eine unspezifische

Farbung der Milchgang€C) Im Tumorgewebe ist ein hohes FHL2-Expressionsldegtktierbar(D)
In der 400-fachen VergroRerung ist die Lokalisatimm FHL2 im Zellkern (Pfeile) und im Cytoso

(Pfeilkbpfe) zu erkennen.

3.2.2 Zellkulturlinien
Die Lokalisation von FHL2

in  Mammakarzinomzelllinie wurden mittels

Immunfluoreszenzfarbungen von FHL2-negativen WpdCF7 (MCF7-WT) und
FHL2-positiven Wildtyp MDA-MB 231 (MDA-MB 231 WT) Ellen bestimmt. Dazu

wurden beide Zelllinien auf Objekttrager ausgeaat, nachsten Tag fixiert und die

Zellmembran permeabilisiert. Die FHL2-Farbung egfeldem monoklonalen FHL2

Antikorper und einem Fluochrom-konjugierten Zwettladrper (Abbildung 5).

Die Immunofluoreszenzfarbung spiegelt das Protgressionsmuster aus den
Western-Blot Analysen wieder. Wie in den FHL2-négat MCF7-WT-Zellen, ist
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auch hier sehr wenig bis kein FHL2 zu sehen (Ahinfg5a). In den MDA-MB 231
wird dagegen ein hohes Mal3 an FHL2 exprimiert (fKhlig 5b). Auch die bereits in
den immunhistologischen Farbungen beobachtete isidsalng von FHL2 lasst sich
hier nochmals nachvollziehen. FHL2 ist in der Z&inbran, genauer gesagt in den

Fokalkontakten, im Cytosol und im Kern lokalisiert

MCF7-WT MDA-MB 231 WT

Abbildung 5: Farbungen von MCF7 und MDA-MB 231 Zellinien auf FHL2. MCF7-WT- und
MDA-MB 231 WT-Zellen wurden auf Objekttrager aus@ieand mit dem FHL2 Antikérper gefarbt
(rot). (A) In MCF7-WT-Zellen kann nur eine sehr geringe FHEZsression detektiert werdef) In
MDA-MB 231 WT-Zellen ist eine sehr hohe FHL2-Exmesm zu sehen. FHL2 ist in der
Zellmembran, im Cytosol und im Kern lokalisiert.

3.3. Integration einer Expressionskassette in versedene Zelllinien

Wie bereits erwéhnt, unterscheidet sich die FHLP+fEgsion im Tumor und
Normalgewebe. Daher wurde, um die Rolle von FHL#en Brustkrebsentwicklung
genauer zu beleuchten, in verschiedene Zellliniea Expressionskassette fir FHL2
sowie eine Expressionskassette fur ahert-hairpinFHL2 (shFHL?2) integriert. Die
FHL2-negative MCF7 Zelllinie diente als Grundlagér fdie Integration eines
FHL2-Expressionsplasmids. Die FHL2-positiven MDA-N2B1 hingegen dienten als
Grundlage flr eine durch RNA-Interferenz vermittel FHL2-Reduktion
(MDA-MB 231 shFHL2).

Zur Integrierung des FHL2-Expressionsplasmids in AV&Zellen kam ein
Expressionsplasmid mit murinem FHL2 zum Einsatz.r Fdie stabile
FHL2-Reduktion in MDA-MB 231-Zellen wurden vier \sshiedene Plasmide mit
einer shRNA-Sequenz gegen FHL2 (shFHL2), sowiekantrollplasmid mit einer
nichtcodierenden shRNA-Sequenz (shSCR), verwendet.

FUr Integration der Plasmide in den jeweiligen [He#n wurden die Zellen
transfiziert und uUber mehrere Wochen mit dem Setalkdmarker Hygromyzin
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weitergezogen. Nach acht Wochen wurde der entstaktilechklone mit dem stabil
integrierten Plasmid vereinzelt und durch Westelot-B\nalysen der FHL2-Status
Uberpraft.

Wie in Abbildung 6 zu sehen, konnte das FHL2-Exgimssplasmid erfolgreich in
die eigentlich FHL2-negative MCF7 Zelllinie (MCF7-N) integriert werden. Diese
Zelllinie wird nachfolgend MCF7-FHL2 genannt. Imer Auftrennung in Membran,
Cytosol und Zellkern (Abbildung 6a), sowie in Imnfluoreszenzfarbungen
(Abbildung 6b), ist eine Lokalisation von FHL2 iflean drei Zellkompartimenten
feststellbar, wogegen im Wildtyp kein FHL2 detektiserden kann.

In MDA-MB 231-Zellen konnte ebenfalls erfolgreichneshRNA-Plasmid gegen
FHL2 integriert werden (nachfolgend MDA-MB 231 shEHgenannt), wobei das
shFHL2-3 Plasmid die effektivste Reduktion des geten FHL2-Status aufweist.
In Abbildung 6c¢ sind verschiedene, mit dem shFHERI8smid generierte
Einzelklone zu sehen. Dabei zeigt Klon 3 (Spur B)eerobuste Reduktion der
FHL2-Expression auf. Als Kontrolle wurde nach deneicdhen Muster ein
shRNA-Plasmid mit einer Kontrollsequerfgleiche Basen wie die shRNA-FHL2
Sequenz, aber in einer anderen Reihenfolge) stabiMDA-MB 231-Zellen
integriert. Diese Zellen wurden als Kontrollzeliéngenutzt (MDA-MB 231 shSCR)
und exprimieren noch immer endogen FHL2 (Abbildédg Spur 1).

Diese vier Zelllinien, MCF7-WT, MCF7-FHL2, MDA-MB 2. shSCR und
MDA-MB 231 shFHL2, wurden fiir weitere Untersuchungéber die Rolle von
FHL2 im Mammakarzinom sowie in krebsrelevanten S8igansduktionswegen

verwendet (Tabelle 4).

Zelllinie FHL2-Status
MCF7-WT -
MCF7-FHL2 +
MDA-MB 231 shSCR +
MDA-MB 231 shFHL2 -

Tabelle 4 FHL2-Status von MCF7 und MDA-MB 231-Zellen na
der Integration verschiedener Expressionskassetten

(%)
>
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Abbildung 6: FHL2 Status der stabil transfizierten MCF7 und MDA-MB 231 Zelllinien. In die
FHL2-negative MCF7 Zelllinie wurde ein FHL2-Expressplasmid, und in die FHL2-positiv
MDA-MB 231 Zelllinie ein Plasmid codierend fiir eiseRNA gegen FHL2 stabil integriefd) Um

den FHL2-Status der stabil FHL2-exprimierenden M&gflinie (MCF7-FHL2) zu Uberprifen
wurde diese in Membran (Spur 1 und 2), Cytosol (Spund 4) und Zellkern (Spur 5 und 6) aufget
und der FHL2-Status Uberprift. Die MCF7-WT und Bimisat aus der gesamten Zelle (Spur 7

8) dienten als Kontrolle. FHL2 ist sowohl in der iMigran (Spur 2), im Cytosol (Spur 3) und

Zellkern (Spur 6) der MCF7-FHL2 Zelllinie lokaliste In MCF7-WT-Zellen ist kein FHLZ
detektierbar (Spur 1, 4, 5 und 7). Bei dem Uber @&éth2 liegenden Bande handelt es sich um
unspezifisches SignalB) In Immunfluoreszenzversuchen ist die Lokalisation FHL2 in der
Membran, im Cytosol und im Kern zu erkennen (links) MCF7-WT-Zellen kann kein FHL3
detektiert werden (rechtsC) Der FHL2-Status in den stabil FHL2-reduzierten M 231
(MDA-MB 231 shFHL2) wurde durch Western-Blot Anagn ermittelt. In den Klone 1 und 3 (Spu
und 3) ist die FHL2-Reduktion am starkstenD) Die FHL2-Expression des Klon 3 aus (
(MDA-MB 231 shSCR) und einer Kontrollzelllinie (MDMB 231 shSCR), wurde in Western-Bl
Analysen miteinander verglichen. In der Kontrollinele wird FHL2 stark exprimiert (Spur 1), in de

D
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m
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D
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stabil FHL2-reduzierten Zellen nur eine sehr geziftfL2-Expression zu sehen (Spur 2).
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3.4 FHL2 im MAPK-Signaltransduktionsweg

FHL2 interagiert mit verschiedenen krebsrelevani@anskriptionsfaktoren und
moduliert deren Funktidfi Ein prominenter Transkriptionsfaktor ist das Omiagein
c-jun, ein Bestandteil des AP-1 Transkriptionsfagtdn Affennierenzellen fungiert
FHL2 dabei als Ko-Aktivator der c-jun-abhangigen-MExpressiort.

FHL2 kann als gewebeabhangiger Ko-Aktivator und Repressor des gleichen
Transkriptionsfaktors auftreten. Welche Rolle FHIix2 Mammakarzinomzellen
einnimmt, sollte daher in Reportergenanalysen mjitncuntersucht werden. Dazu
wurden Zellen ausgesat und am nachsten Tag michiedenen Mengen eines
FHL2-Expressionsplasmids, mit 0,5 pg c-jun-Exprassplasmid sowie 0,5 pg eines
AP-1-abhéngigen Reporterplasmids mit einem naclhgéeten Luciferasegen
(pAP-1), welches Bindestellen fiur den AP-1 Transionsfaktor besitzt,
ko-transfiziert.

48 h nach Transfektion wurde aus den Zellen Prex#éiakt gewonnen und mit
D-Luciferin (ProMega, Mannheim) versetzt. Die eatg&tene Lumineszenz wurde in
einem Luminometer ermittelt und in RLU (Relativeght Units) angegeben. Alle
Versuche wurden in Tripletten durchgefihrt und dttelwert sowie eine

Standardabweichung ermittelt.

Wie in Abbildung 7 zu sehen, tritt FHL2 in MCF7 alko-Repressor der
c-jun-abhangigen Aktivierung des AP-1-sensitivenorRotors auf. In einer
Konzentrationsreihne mit 0 pg bis 1,5 pg FHL2-Expr@ssplasmid sowie einer
konstanten Menge von 0,5 pg des c-jun-Expressiaasptls zeigt sich, dass das
Mali der Repression von der Menge an exprimierten2Fhkbhangig ist. (Abbildung
7a). In der Positivkontrolle, also der Transfektiamn c-jun ohne FHL2, ist zu sehen,
dass c-jun das pAP-1-Reporterplasmids um das t&fgegentber dem Basallevel
induziert. Bei der Zugabe von 0,5 pg FHL2 ist zwarcch immer eine robuste
Aktivierung des pAP-1-Reporterplasmids zu beobaghteer betragt die Induzierung
aber nur noch das 39-fache des Basalwerts. Beid @eht diese Induzierung auf das
20-fache zurick, bei 1,5 pg sogar auf das 10-fache.

c-jun wird durch verschiedene Mitglieder des MAPKy&ltransduktionswegs
aktiviert, z.B. durch die N-terminale Phosphorylieg durch ERK1/2 (Extracellular
signal-regulated Kinase 1/2) oder JNKs (c-jun Nwieal Kinases¥. Zudem weild
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man, dass FHL2 in Kardiomyozyten die ERK2-abhangiivierung durch die
Interaktion mit ERK2 im Cytosol inhibiert und dasngchleusen in den Kern
verhindert®. Daher wurde eine im MAPK-Signaltransduktionsweghédrliegende
Kinase, eine konstitutiv aktive MEKK1 (pFC-MEKK1)zur Aktivierung des
AP-1-abhéngigen Promotors mit FHL2 ko-transfizi&ie in Abbildung 7b gezeigt,
Ubt FHL2 auch bei der Aktivierung von endogenenurcglurch eine andere Kinase
einen reprimierenden Effekt auf die pAP-1-Repottamidaktivitat aus. Da das
pAP-1-Reporterplasmid einen idealisierten AP-1-Rotimbesitzt der in dieser Form
nicht natdrlich vorkommt, war das Verhalten eineaturlich vorkommenden
AP-1-Promotors interessant. Daher wurden FHL2 ungunc mit einem
Reporterplasmid, welches den AP-1-abhangigen, liditrorkommenden Promotor
des Interleukin-2 Gens besitzt (pAP-1-IL2), ko-sfriert (Abbildung 7c). Dabei
konnten die Beobachtungen aus Abbildung 7a undrifizrert werden. Auf diesem
naturlich vorkommenden Promotor konnte die c-juhaatgige Aktivierung ebenfalls
durch FHL2 reprimiert werden.

Die Interaktion zwischen FHL2 und anderen Proteikkann durch verschiedene
LIM-Doménen vermittelt werden. Daher sollte in vee#tn Reportergenanalysen
festgestellt werden, Uber welchen Teil von FHL2 deobachtete Effekt vermittelt
wird. Dazu wurden zwei FHL2-Deletionskonstrukte eHun ko-transfiziert. Einmal
der N-Terminus mit den LIM Doméanen %-2 (FHL2 3-16ahd einmal der
C-Terminus mit den LIM-Domanen 3-4 (FHL2 161-278). Abbildung 7c ist zu
sehen, dass der N-Terminus, ebenso wie das valg&nFHL2 mit den
LIM-Doménen  %-4  (FHL2), die c-jun-abhangige Aktiieg des
AP-1-IL2-Promotors induziert, nicht aber der N-Témos. Die Modulation der
c-jun-Aktivitdat wird anscheinend ausschlieBlich fibelie ersten beiden
LIM-Domé&nen vermittelt.

Es stellte sich nun die Frage, ob endogenes FHLR gleichen Effekt auf die
c-jun-abhéngige Expression des AP-1l-abhangigen &wsihat. Daher wurde das
pAP-1-Repoterplasmid mit c-jun in die endogen FHL&xprimierenden
MDA-MB 231 shSCR und in die FHL2-reduzierten MDA-ME31 shFHL2-Zellen
transfiziert. Hier ergab sich aber, verglichen migén Beobachtungen in den

MCF7-WT-Zellen, Uberraschenderweise ein vollig aedeBild. Bei der Transfektion
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der shSCR-Zellen mit c-jun gab es, wie erwartete eiobuste Aktivierung des
pAP-1-Reporterplasmids.

A 120,000, — -
MCF7-WT | [J(-) c-jun

100,0004 pAP-1-Luc | [(+) c-jun
80,000

3
Z 60,000

40,000
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pcDNA 0,5 pg FHL2 1,0 ug FHL2 1,5 ug FHL2

B 250000 -
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Abbildung 7: Effekt von FHL2 und c-jun auf einen AP-1 induzierbaren Promotor in
MCF7-Zellen. In MCF7-Zellen wurden, sofern nicht anders angegeb®,5 ug der
Expressionsplasmide c-jun, MEKK1 und FHL2 sowie ddehsmutanten in verschiedenen
Kombinationen mit einem AP-1l-abhéngigen Reporterpid transfiziert.(A) Zwischen 0,5 pg und
1,5 pg des FHL2-Expressionsplasmids wurden mit defun-Expressionsplasmid und dem
pAP-1-Reporterplasmid  transfiziert. Dabei reprirhierFHL2  konzentrationsabhangig dje
c-jun-induzierte AP-1-abhdngige PromotoraktivitéB) FHL2 wurde mit einer konstitutiv aktive
MEKK1-Kinase (pFC-MEKK1) und dem pAP-1-Reporterptad ko-transfiziert. Analog zu (A) wird
die durch pFC-MEKK1 vermittelte AP-1-Aktivitat durc FHL2 reprimiert. (C) Ein c-jun
Expressionsplasmid wurde mit vollstandigem FHL2 isoginer N-terminalen (FHL2 3-161) und einer
C-terminalen (FHL2 161-279) Deletionsmutante unandAP-1l-abhangigen Reporterplasmid mit
einem Promotor vom Interleukin-2 (pAP-1-I1L2-Luc)-kansfiziert. Das vollstandige FHL2 und die
N-terminale Deletionsmutante reprimieren die APbhéngige Expression, nicht aber die C-terminale
Mutante.

>
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Aufgrund der Beobachtungen in MCF7-WT-Zellen wamdétazu rechnen, dass in
shFHL2-Zellen die AP-1-Promotoraktivitdit nochmalsduziert wird, da die
beobachtete FHL2-abhéngige Repression der c-juivifdt wegfallen sollte.
Stattdessen ist c-jun nicht in der Lage, in Abwésén von FHL2, den
AP-1-Promotor zu aktivieren (Abbildung 8a). Die Wartung lag nahe, dass die
beobachtete Diskrepanz der FHL2-abh&ngigen AP-ivité&t darauf beruht, dass
FHL2 in MCF7-WT uberexprimiert, in MDA-MB 231 abezduziert wurde. Um dies
zu testen, wurde abermals der Aktivator der c-jhagphorylierenden Kinasen
ERK1/2 und JNK, die konstitutiv aktive MEKK1, in MBMB 231 transfiziert. Die
shFHL2-Zellen zeigen, verglichen mit den shSCReelldabei eine deutlich
geringere Aktivierung des AP-1-Promotors auf (Abilg 8b). Auch wurde der

Versuch mit c-jun wiederholt. Dabei zeigte sichraties identische Bild.

A 10000 B MDA-MB 231 [J(-) MEKK1
- 400000
MDA-MB 231 [(-) c-jun pAP-1-Luc [ (+) MEKK1
pAP-1-Luc O (+) cjun
8000 {
300000 |
>
2 6000 ‘ z
200000
4000
2000 } 100000 I
0 0
shSCR shFHL2 shSCR shFHL2

Abbildung 8: Effekt von FHL2 und c-jun auf einen AP-1 induzierbaren Promotor in
MDA-MB 231-Zellen. MDA-MB 231 shSCR und shFHL2-Zellen wurden mit \aigdenen
Konstrukten transfiziert (A) Es wurden 0,5 ug pAP-1-Reporterplasmid und 0,5 | ug
c-jun-Expressionsplasmid ko-transfiziert. Dabeiia&tt c-jun in den shSCR Kontrollzellen den
AP-1-Promotor, nicht aber in den FHL2-defizientehFidL2-Zellen. (B) Es wurden 0,5 g
pAP-1-Reporterplasmid und 0,5 pg MEKK1-Expressitexsmid transfiziert. Analog zu (A) fuhrt di
Aktivierung der c-jun-phoshorylierender Kinasen den shSCR-Kontrollzellen zu einer robusten
Aktivierung des pAP-1-Reporterplasmids. In den FHiefizienten shFHL2-Zellen fallt dies
Aktivierung deutlich geringer aus.

oe

D

Durch die Integration der shRNA-Plasmide in das ésemer MDA-MB 231-Zellen
bestand die Moglichkeit, dass wichtige Gene inaéttv wurden. Um also
auszuschlieBen, dass es sich bei den Beobachtumgeein Artefakt oder einem
off-target Effekt handelt, wurde der Versuch durch eine siRMAMiIttelten
transienten FHL2-Reprimierung und anschlieliendgpoRergenanalyse mit dem
pAP-1-Promotorplasmid in MTSV1-7 wiederholt.
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MTSV1-7-Zellen (freundliche Gabe von Dr. Jiri Batestammen urspringlich aus
normalen epithelialen Brustzellen, die mittels d&y/40 Large T-Antigen
immortalisiert wurden. Obwohl es sich hierbei unmeeiaus normalem Gewebe
stammenden Zelllinie handelt, exprimiert sie, waheinlich durch die induzierte
Zellteilung, hohe Mengen an FHL2.

Mit diesen Zellen wurde der Versuch aus den MDA-REL wiederholt. Sie wurden
ausgesat und nach 24 h mit 05 pg c-jun-Expregsiasisid und
FHL2-Expressionsplasmid in verschiedenen Kombimano transfiziert. Dabei
konnten die urspriunglichen Beobachtungen bestatwgerden. Auch in
MTSV1-7-Zellen induziert c-jun das AP-l-abhangigepBrterplasmid. Bei einer
Ko-Transfektion von c-jun und FHL2 wird diese Akéwng aber nochmals
amplifiziert (Abbildung 9a).

Das gleiche Bild ergibt sich bei einer transient®eduktion der endogenen
FHL2-Expression mittels siRNA. Dazu wurden MTSV12Z h nach Aussaat mit
siRNA gegen FHL2 (siFHL2), mit einer nicht wirksam&ontrolle (siSCR), sowie
nach 48 h mit 0,5 pg des pAP-1-Reporterplasmidsfiaert. Dabei ist in den mit
SiSCR transfizierten Zellen abermals eine robudtgvierung des pAP-1-Reporters
durch endogenes c-jun zu beobachten. In den diRMAsFHL2-reduzierten Zellen
kann c-jun den Promotor nur noch schwach aktivi¢Adabildung 9b).

Obwohl die Daten aus den MDA-MB 231 den Beobachtungus den MCF7-Zellen
widersprechen, korrelieren sie mit den Beobachturvgae Morlonet al. Hier konnte
eine Aktivierung von c-jun durch FHL2 gezeigt wertfe Vermutlich ist die
FHL2-abhangige AP-1-Repression in MCF7 ein Artefakid FHL2 ist, wie in
MDA-MB 231 und MTSV1-7 zu sehen, tatsachlich ein-Kktivator von c-jun. Wie
allerdings der in den Reportergenanalysen beobachipressive Effekt in den

MCF7-Zellen zustande kommt, ist unklar.
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Abbildung 9: Effekt von FHL2 und c-jun auf einen AP-1 induzierbaren Promotor in
MTSV1-7-Zellen. MTSV1-7-Zellen wurden mit 0,5 pug pAP-1-Reporterphics und verschiedenen
Konstrukten transfizierfA) Das pAP-1-Reporterplasmid wurde mit jeweils 0,5RH1-2- und 0,5 ug
c-jun-Expressionsplasmid in verschiedenen Kombom&tn transfiziert. Dabei kann c-jun den
AP-1-Promotor aktivieren(B) Nach der Transfektion von siRNA gegen FHL2 (siFfkBwie eine
Kontrolle (siSCR) wurde das pAP-1-Reporterplasméahsfiziert und der Effekt von endogenem FHL2
auf endogenes c-jun untersucht. Analog zu (A) tragth endogenes FHL2 signifikant Zur
c-jun-abhéngige Aktivierung des AP-1-Promotors bei.

3.5 Die FHL2-abhangige AP-1-Regulierung

In vielen Karzinomarten ist c-jun in der Onkogenes@lviert. Die bisherigen Daten
zeigen, dass FHL2 zusammen mit c-jun die AP-1-Ptoraktivitdt moduliert. Daher
war von Interesse, ob FHL2 einen Einfluss auf diprEssion von c-jun-abh&ngigen
Zielgenen austibt.

Ein c-jun-Zielgen, das in Uber 50% aller Mammakaomnen UGberexprimiert wird, ist
das  Zellzyklusprotein  Cyclin D% Cyclin D1 wird durch den
AP-1-Transkriptionsfaktor (iber PK€und PKCe reguliert*,
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Um die FHL2-abhéngige Cyclin D1-Expression zu lesten, wurde zwischen
0,05 pg und 1,0 pg FHL2 in FHL2-negative MCF7-WTl&e transfiziert und das
Proteinexpressionsprofil von Cyclin D1 in WesternoetBAnalysen untersucht.

In Abbildung 10a ist zu sehen, dass die Cyclin DptEssion mit der Menge an
transfizierten FHL2 korreliert. Bei 0,05 pg FHL24irssionsplasmid ist nur eine
sehr geringe Menge an Cyclin D1 in der Zelle zuesetspur 1), wogegen bei 1,0 ug
eine starke Expression zu beobachten ist (SpurES).war allerdings nicht
auszuschliel3en, dass es sich bei der beobachtetealdtion zwischen der Cyclin
D1- und FHL2-Expression um einen durch den Cyclib-Anhtikérper verursachte
Kreuzreaktion mit anderen Cyclinen handelt oder ldk2 die Expression weiterer
Cycline moduliert. Daher wurde der Versuch mit Memgwischen 0 und 2,0 ug
FHL2-Expressionsplasmid wiederholt und in WestelokB Analysen das
Expressionsprofil der Cyclin D1-verwandten Cyclib2 und E untersucht. Wie in
Abbildung 10b zu sehen, hat die Expression von FHée Auswirkung auf die
Cyclin D2- und Cyclin E-Expression. FHL2 reguliegomit spezifisch die
Cyclin D1-Expression, nicht aber deren nahe Verwand

Cyclin D1 kann im Zellzyklus mehrere Aufgaben Ukdrmmen, unter anderem die
Regulation der Retinoblastom-Protein (RB-Proteikjiitat. Das RB-Protein wird
durch Cyclin D1 im Zusammenspiel mit den CDKs 4 @ndnd durch Cyclin E mit
CDK2 phosphoryliert. Es spielt nicht nur in der Btrebsentwicklung eine Roffe
sondern war das erste identifizierte Tumorsuppresstirf®.

Daher sollte in weiteren Versuchen ein Zusammenhangischen der
FHL2-vermittelten Cyclin D1-Expression und der RBxein-Aktivitdt hergestellt
werden. Dazu wurde eine Auswahl der Extrakte ausildbbng 10b nochmals auf ihre
RB-Protein-Expression untersucht (Abbildung 10aQbBbi ist in der FHL2-negativen
Probe (Spur 1) eine RB Protein-Doppelbande zu sdbienuntere Bande entspricht
nicht phosphoryliertem RB Protein und die obere gphoryliertem. Bei einer
steigenden Konzentration von FHL2 (Spur 2-4) nimrdite Menge an
phosphoryliertem RB Protein ebenfalls zu. Diesell3ebtung bestétigt die Daten aus
Abbildung 10a. Durch die FHL2-abhangige Regulieruieg Cyclin D1-Expression
wird  wahrscheinlich, im Zusammenspiel mit CDK4 und, der

Phosphorylierungsstatus und letztendlich die Afdivides RB Proteins Komplex
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gesteuert. Dabei scheint die Regulation tber deditC¥-CDK2-Komplex keine
Rolle zu spielen.

A ng FHL2
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Abbildung 10: Effekt von FHL2 auf die Cyclin D1 Expression in MCF7. MCF7-WT-Zellen
wurden mit verschiedenen Mengen FHL2-Expressiossplh transfiziert und die Expression
verschiedener Zielproteine untersuchA) Es wurden zwischen 0,05 und 1,0 pg FHL2
Expressionsplasmid in MCF7-Zellen transfiziert. Pabeigt sich, dass die Cyclin D1 Expression mit
steigender FHL2-Konzentration zunimn(®) Die steigende FHL2-Expression hat keine Auswirkiing
auf die Cyclin D2 und Cyclin E Expressiqi€) Bei einer Auswahl an Proteinextrakten aus (B) wurd

das Expressionsprofil des RB-Proteins untersuchtddr oberen Bande zeigt sich, dass FHL2 |die
Phosphorylierung des RB Protein reguliert.
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Diese Beobachtung konnte zwischenzeitlich von Lethett al bestatigt werden. In
embryonalen Mausefibroblasten (MEF) gibt es ebé&nfainen Zusammenhang
zwischen der FHL2-Expression, der Cyclin D1-Exp@ss und dem
Phosphorylierungsstatus des RB Prot&ins

Die Induzierung der Cyclin D1-Expression ist ein iteres Indiz fur die
FHL2-abhangige Induzierung der AP-1-abhangigen Jkaption. Allerdings konnte
bei Reportergenanalysen in  den MCF7-Zellen eine présion der
FHL2-vermittelten c-jun-Aktivitdt gezeigt werden.bCFHL2 also doch endogene
AP-1-abhéngige Promotoren induzieren kann, solitettere Versuche zeigen.

Daher wurde der mRNA-Status der bekannten AP-1 rappéan Proteine
Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) zwisen den FHL2-negativen
MCF7-WT und den Kkonstitutiv FHL2-exprimierenden MGFHL2-Zellen
verglichen. IL-8 spielt ebenfalls in der Onkogenesee Rolle. Es ist bekannt, dass
die IL-8-Expression mit einer erhohten Invasivis@id dem metastatischen Potential
des Tumors in Zusammenhang steht und daher zutkBebsentstehung beitragen
kann®" 88

Dazu wurde die Gesamt-RNA beider Zelllinien isdliend in einer semiquantitativen
RT-PCR mit genspezifischen IL-6 und IL-8 Primerngasetzt. Wie in Abbildung 11
zu sehen, fuhrt die konstitutive Expression von BHih den MCF-FHL2 Zellen zu
einer Induzierung von IL-6 (Spur 7 und 8) und IL(Spur 5 und 6), wogegen die
GAPDH-Kontrolle davon unbeeinflusst bleibt (Spuurdd 4). Die Quantifizierung in
Relation zur GAPDH-Kontrolle zeigt in den MCF7-FH{Z2llen eine 1,9-fache
Aktivierung von IL-8 und eine 3,2-fache Aktivierungon IL-6 gegenuber der
FHL2-negativen MCF7-WT auf (Abbildung 11b).

Diese Daten widersprechen abermals den Reportergysan aus den
MCF7-Zellen. Allerdings korrelieren sie mit den Reggrgenanalysen aus MDA-MB
231 und MTSV1-7. Auch die Western-Blot Analysen @grclin D1 Expression und
der nachfolgenden RB Protein-Phosphorylierungenetenicht auf FHL2 als einen
Ko-Repressor der c-jun-abhangigen AP-1-Aktivitat. hi

Aufgrund dieser Daten lasst sich sagen, dass kdseid-HL2 um einen Ko-Aktivator
von c-jun handelt, es aber einen weiteren, bisimaekannten Mechanismus gibt,
durch den FHL2 zumindest in Reportergenanalysen MECF7-Zellen als

Ko-Repressor fungiert.
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Abbildung 11: Analyse der mRNA-Mengen der AP-1 Zigjene Interleukin 6 (IL-6) und
Interleukin 8 (IL-8) in MCF7-Zellen. Aus MCF7-WT und MCF7-FHL2-Zellen wurde dje
Gesamt-RNA isoliert und die Expressionsmenge dei6 (Spur 7 und 8) und IL-8 (Spur 5 und B)
mMRNA mittels semiquantitativer RT-PCR untersu¢ij. Die IL-6 und IL-8 mRNA Menge ist in den
FHL2-positiven MCF7-FHL2-Zellen gegeniber den FHiggativen MCF7-WT-Zellen erhdht. Das
AP-1-unabhangige GAPDH dient als Negativkontropr 3 und 4)(B) Quantifizierung der IL-6
und IL-8-Expression in Relation mit der GAPDH Kanite.
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3.6 Die Interaktion zwischen FHL2 und c-jun

Es konnte bisher gezeigt werden, dass FHL2 die n&ahhangige
AP-1-Promotoraktivitdt reguliert. Zudem ist bekanuiass c-jun und FHL2 in
Affennierenzellen und Mausfibroblasten miteinandieeragiere®. Ob dies aber
auch im Mammakarzinom der Fall ist und ob die bebtete Regulation indirekt
oder durch direkte Interaktion vermittelt wird, wacht bekannt.

In Immunfluoreszenzanalysen sollte zunachst ertitterden, ob c-jun und FHL2

Uberhaupt in den gleichen Zellkompartimenten |ahkeait sind. Daher wurden
MCF7-Zellen auf Objekttrdger ausgesadt und nach 24mih 0,5 pg eines

FHL2-Expressionsplasmids sowie 0,5 pg eines c-jurpréssionsplasmids
ko-transfiziert.

In anschlieBenden Immunfluoreszenzanalysen konné Lobkalisation beider

Proteine festgestellt werden. Wie in Abbildung 1Rk®obachten, ist FHL (rot) im
Kern lokalisiert. Aber auch im Cytosol ist eine FHEarbung zu erkennen. Das
transfizierte c-jun (grin) ist hingegen ausschi@f3im Kern zu finden, was die
DAPI-Kernfarbung (blau) bestatigt. Ein Uberlagerer dilder bestatigt nochmals,
dass FHL2 und c-jun im Kern lokalisiert sind.

o FHL2 . DAPI

MCF7-WT

Abbildung 12: Lokalisation von FHL2 und c-jun in MCF7-WT-Zellen. In MCF7-WT-Zellen
wurden 0,5 pg FHL2-Expressionsplasmid sowie c-juprEssionsplasmid ko-transfiziert und |in
Immunofluoreszenanalysen FHL2 rot und c-jun grugedérbt. Die Kerne wurden mittels DAPI blau
eingefarbt. FHL2 ist im Kern und im Cytosol zu ferd wogegen c-jun ausschlielich im Kern
lokalisiert ist. Beim Ubereinanderlegen der erstinei Felder im Feld vier ist deutlich eine
Ko-Lokalisation von FHL2 und c-jun im Kern zu erkem.

Ob es sich dabei allerdings lediglich um eine Kddlsation oder eine direkte
Interaktion zwischen FHL2 und c-jun handelt, waiaags nicht bekannt. Um dies zu

klaren, wurdenin Vitro Pull-Down Interaktionsstudien mit bakteriell exprimierten
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und GST-markiertem FHL2-Protein (GST-FHL2), sowerschiedenen GST-FHL2
Deletionsmutanten durchgefihrt.

Zu diesem Zweck wurde ein c-jun-Expressionsplasmi@KBR3-Zellen (Abbildung
3c, Spur 8) transfiziert und daraus nach 24 h Rret¢rakt gewonnen. Die
anschlieRende Fallung erfolgte mit bakteriell expertem GST-FHL2-Protein und
den entsprechenden FHL2-Deletionsmutanten. Als t#dtat diente bakteriell
exprimiertes GST.

Anschlieliende Western-Blot Analysen zeigen, dass wdistandige FHL2, nicht
aber die GST-Negativkontrolle, c-jun prazipitieAbpildung 13 Spur 2 und 3).
Durch die verschiedenen FHL2-Deletionsmutanten teorthe Interaktionsdomane
auf den N-Terminus beschrankt werden (Spur 4).dige sich auch, dass die erste
halbe LIM-Domane ebenfalls nicht fir eine Interaktbendtigt wird (Spur 5 und 6).
Die FHL2-Deletionsmutanten, die nur den C-Termibasitzen, sind hingegen nicht
in der Lage, c-jun zu prazipitieren (Spur 7 und &pie FHL2-c-jun
Interaktionsdomane muss daher auf einem Bereich dem ersten beiden
LIM-Domaénen, genauer zwischen Aminosaure 20 und l&gen.

Eine anschlieRende Ponceau-Farbung auf der PVDFb¥émstellte sicher, dass das
beobachtete Interaktionsmuster nicht auf unterdgdibleen Mengen eingesetzten
Fusionsproteins zuriickzufuhren ist (Abbildung 13b).

Die Uber die LIM-Domanen 1 und 2 vermittelte Intdran von FHL2 mit c-jun
korreliert abermals mit den Daten aus den Repatengalysen in MCF7-Zellen. Nur
das komplette FHL2 sowie die Deletionsmutanten, mbeh diese ersten beiden
LIM-Doméanen besitzen, konnen die c-jun-abhangige tivideung des
pAP-1-Promotors modulieren (Abbildung 7c).
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Abbildung 13: In Vitro Pull-Down Interaktionsstudien zwischen FHL2 und c-jun.SKBR3-Zellen
wurden mit einem c-jun-Expressionsplasmid transftzind nach 24 h Proteinextrakte generiert. Diese
wurden  mit  bakteriell — exprimierten  GST-FHL2  Fusipriteinen  sowie  einigen
GST-Deletionsmutanten inkubiert mit GST-Sepharogeku gefallt und in Western-Blot Analysen
einzusetzen(A) Das vollstandige FHL2 (Spur 3) sowie die Deletiootanten mit den ersten beiden
LIM-Domanen (Spur 4, 5 und 6) interagieren mit n-jDie Deletionsmutanten ohne die ersten beiden
LIM-Domanen (Spur 7 und 8) sowie die GST-Negativkolte weisen keine c-jun-Interaktion a(B)
Als Kontrolle fur die Beladung mit den GST-Fusiorseinen sowie der GST-Negativkontrolle wurde
eine Ponceau-Farbung der Membran durchgefihrt.

In anschlieBenden Ko-Imunopréazipitationsversuché&o-1P) sollte untersucht
werden, ob FHL2 auchin vivo mit c-jun interagiert. Dazu wurden stabil
FHL2-exprimierende MCF7-FHL2 ausgesadt und nach 24 niit einem

c-jun-Expressionsplasmid transfiziert. Da c-jun saidiel3lich im Kern exprimiert

wird (Abbildung 12), wurden die Zellen in ihre cgtbischen und nukledren
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Komponenten geteilt, aus diesen Proteinextrakteogeen und anschlie3end in der
Immunpréazipitation (IP) eingesetzt.

Dabei wurden die Extrakte jeweils mit dem FHL2, detqun und dem
Weel-Antikdrper prazipitiert und in Western-Blot @#ysen untersucht. Als
Ladekontrolle kam ungeféllter Proteinextrakt (INpsbwie als Negativkontrolle der
Weel-Antikdrper zum Einsatz. Die préazipitierten fakte sowie der Input wurden in
zwei Western-Blot Analysen eingesetzt und die Membn jeweils mit FHL2
Antikoérper (Abbildung 14a) und mit c-jun Antikdrpéhkbbildung 14b) inkubiert.

In Abbildung 14a ist zu sehen, dass sowohl im jtoals auch im Kern FHL2
vorhanden ist und somit prazipitiert werden konf8pur 2 und 6). Bei der IP mit
c-jun ist allerdings im Cytosol keine InteraktiontiHL2, wohl aber im Kern (Spur
3 und 7), zu beobachten. Der Immunoblot mit demncAntikdrper (Abbildung 14b)
bestatigt die Daten aus Abbildung 14a. FHL2 intendgiicht mit c-jun im Cytosol,
wohl aber im Kern (Spur 2 und 6).

Die Daten aus der Immunfluoreszenz, deall-Down und der Co-IP zeigen, dass
FHL2 und c-jun im Kern ko-lokalisiert sind und sdwan vitro als auchin vivo
direkt miteinander interagieren konnen. Diese hlkBon wird Uber die LIM-
Doménen 1 und 2 vermittelt, wahrend die LIM-Domargmnd 4 hierfir nicht

benétigt werden.
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Abbildung 14: In vivo Co-IP Interaktionsstudien mit FHL2 und c-jun. MCF7-FHL2-Zellen
wurden mit c-jun transfiziert und nach 24 h geetrrdei der Gewinnung der Proteinextrakte wurde|die
cytosolische und nukledre Phase voneinander gétreotiert und in die Co-IP eingesetzt. Die
Proteinextrakte wurden mit den angegebenen Antédrpmmunoprazipitiert. Als Kontrolle wurde
ungeféllter Proteinextrakt geladef®) FHL2 interagiert im Kern mit c-jun (Spur 7), nichber im
Cytosol (Spur 3). Dabei dienten FHL2 als PositinduWeel als NegativkontrollgB) In der
Immunoblotbehandlung mit einem c-jun Antikdrperti&gen sich die Beobachtungen aus (A). FHL2
interagiert im Kern mit c-jun (Spur 6, nicht abar Cytosol (Spur 2). Dabei dienten c-jun als Positiv
und Weel als Negativkontrolle.

3.7 Die Rolle von FHL2 in der Zellzyklusregulation

Das Ausfallen der Zellzykluskontrolle ist eines dénnzeichen der Onkogenese.
Dabei kommt es in der Regel zu einer Stérung demttdtipunktregulation. Diese
kann zum Beispiel durch die Mutation verschiedemeanskriptionsfaktoren wie
p53° verursacht werden. Aber auch die Deregulation Zelizyklusregulatoren wie
Cycline und Zellzyklusinhibitoren wie pPispielen eine Rolle.

Es konnte bisher gezeigt werden, dass FHL2 in fie¥denen Karzinomen, unter
anderem im Mammakarzinom, uberexprimierf‘isDes Weiteren kann FHL2 die
Aktivitat cyclinabhangiger Proteinen und verschieele Mitglieder des
MAPK-Signaltransduktionswegs modulieren.

Einen weiteren Hinweis auf eine Rolle von FHL2 irellZyklus ist die Modulation
der Zellproliferation auf transkriptioneller Eben®abei vermittelt FHL2 die
Repression des Transkriptionsfaktors E4F1 im Kemas die Inhibierung der
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Zellzyklusprogression zur Folge AAt Welche Rolle FHL2 genau in der
Zellzyklusprogression spielt, sollte im Folgendéher untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe der Durchflusszy&ine die Zellzyklusverteilung
FHL2-negativer/reduzierter und FHL2-positiver Zelkn miteinander verglichen.
Zum Einsatz kamen dabei die beiden FHL2-negativerCFFAWT und
FHL2-reduzierte MDA-MB 231 shFHL2 sowie die beideRHL2-positiven
MCF7-FHL2 und MDA-MB 231 shSCR Zelllinien (AbbildgrL5). Dazu wurden alle
Zelllinien ausgesét, durch einen Doppelthymidinkloauf den G1/S-Ubergang
synchronisiert und anschlie3end durch Mediumweduselder Arretierung entlassen.
Danach wurden die Zellen an verschiedenen Zeitgmnkiach der Entlassung
geerntet, fixiert und die DNA mit Propidiumiodidngefarbt. Fir jede Messung
wurden im FACScan 5.000 Zellen bertcksichtigt.

Obwohl in Western-Blot Analysen eine klare Regolatides Zellzyklusproteins
Cyclin D1 sowie eine Modulation der RB Protein-Adtiit gezeigt werden konnte
(Abbildung 10), spiegelt sich dies bei einem Veigie der MCF7-WT und
MCF7-FHL2 in der Zellzyklusverteilung nicht widerAl§bildung 15a). Die
beobachteten Daten liegen fast alle in einem Toyareich von ca. 5%. Trotzdem
lassen sich aus den Beobachtungen Tendenzen émmides O h ist zu sehen, dass
der GO/G1 Block mit 70,5% (WT) bzw. mit 65,5% (FHL@rfolgreich war. Nach
dem Entlassen ist zu sehen, dass die MCF7-WT-Zellen Zellzyklus etwas
schneller durchlaufen als die MCF7-FHL2-Zellen.

Nach 3 h haben 44% (WT) bzw. 47% (FHL2) die S-Praseicht. Nach 6 h sind
bereits 34% der MCF7-WT-Zellen in der G2/M Phasgekommen, jedoch nur 30%
der MCF7-FHL2-Zellen. Nach 8 h haben mit 40% diestem MCF7-WT-Zellen die
G2/M Phase erreicht. Danach sinkt ihr Anteil b8/5%6 nach 12 h und 32% nach
14 h auf 25,5% nach 18 h ab. Da die Werte zwiséénund 12 h relativ dicht
aneinander liegen, ist das eigentliche Maximum weheinlich zwischen diesen
beiden Zeitpunkten. In MCF7-FHL2-Zellen ist das Maxm mit 47,5% der Zellen
in der G2/M Phase erst nach 12 h erreicht und slakaich tber 38,5% nach 14 h auf
29,5% nach 18 h ab. Die MCF7-FHL2-Zellen durchlaufden Zellzyklus

anscheinend langsamer als die MCF7-WT-Zellen. Diereits bekannte
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FHL2-vermittelte proliferationsinhibierende Funkid konnte also auch in
MCF7-Zellen nachvollzogen werden.

Um ein differenzierteres Bild Uber die Rolle von [EHIim Zellzyklus zu erhalten,
wurde ebenfalls die Zellzyklusverteilung von MDA-MB31 shSCR und
shFHL2-Zellen miteinander verglichen (Abbildung J)5bAllerdings war der
Doppelthymidinblock weniger effizient als bei dernCH7-Zellen. Es befinden sich
jeweils nur 55% (shSCR) bzw. 56,5% (shFHL2) detefein der GO/G1 Phase. Nach
Aufhebung des Blocks ist der Verlauf der Zellen bish stark vergleichbar. Hier
hielten sich 45,5% (shSCR) bzw. 43,5% (shFHL2)Z#dlen in der G2/M-Phase auf.
Nach 12 h befanden sich noch 42% der shSCR-Zetlesher G2/M Phase. In den
shFHL2 finden sich nur noch 33,5% der Zellen in @&2/M-Phase. 46% der
shFHL2-Zellen, gegenliber 36% der shSCR-Zellen, bereits in die GO/G1-Phase
eingetreten. Die shSCR-Zellen verlassen erst nddhdie G2/M-Phase und treten in
die GO/G1-Phase ein. Aber wahrend sich in den sh3€lRn noch 34% der Zellen
in der G2/M-Phase befanden, waren es in den shRElI2n nur noch 19%. Diese
Beobachtungen belegen, dass MDA-MB 231-Zellen enAbwesenheit von FHL2

die Mitose schneller durchlaufen kénnen.
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Abbildung 15: Zellzyklusprogression von MCF7-WT-, MCF7-FHL2-, MDA-MB 231 shSCR-
und MDA-MB 231 shFHL2-Zellen. MCF7-WT-, MCF7-FHL2-, MDA-MB 231 shSCR- und
shFHL2-Zellen wurden durch einen DoppelthymidinBlaam G1/S-Ubergang arretiert und an den
angegebenen Zeitpunkten nach Entlassung geerntigt. Z@lizyklusverteilung wurde mittels
Durchflusszytometrie gemesser(A) Die FHL2-exprimierenden MCF7-FHL2-Zellen weisén,
gegeniber den MCF7-WT-Zellen, ein leicht verzogeit®achstum auf(B) Die shFHL2-Zellen
weisen einen, verglichen mit den shSCR-Zellen, llesaigten G2/M Ubergang auf.

Um die FHL2-abhangigen Unterschiede im Wachstunmalean der Zellen zu
verdeutlichen, wurde die MCF7-WT, MCF7-FHL2, MDA-MR31 shSCR und
MDA-MB 231 shFHL2-Zellen in einem MTT-Proliferatisassay eingesetzt
(Abbildung 16). Dazu wurde eine identische Anzaldlleh in 96well Platten

ausgesat, an entsp

rechenden Zeitpunkten mit MT Gd&tea(ProMega) versetzt und

fur eine Stunde inkubiert. Mit einem Luminometerrdel die Farbveranderung des
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zugegebenen Substrats, die mit der Menge an lebefelen korreliert, bei 550 nm

bestimmt.

Wie bereits aus der Zellzyklusmessung zu erwartan, wachsen die konstitutiv

FHL2 exprimierenden MCF7-FHL2-Zellen langsamer alg&e FHL2-negativen

MCF-WT-Zellen (Abbildung 16a). Bei den MDA-MB 23Xgibt sich ein dhnliches

Bild. Wenn in den Zellen FHL2 konstitutiv reprimievird (MDA-MB 231 shFHL2),
beschleunigt sich das Wachstum gegentber der FldakRneen Kontrollzelllinie
(MDA-MB 231 shSCR).

A 1,800 T
1,600 + — MCF7-WT
MCF7-FHL2
1,400 -
£
S 1200 A
D
©e
2 1,000
<
0,800 -
0,600 T
0,400 f f {
24h 48h 72h 96h
B 1,000
m—— MDA-MB 231 shFHL2 T
0,800 - MDA-MB 231 shSCR
E 0600 =
8 /
8 T,
»
g 0,400 /; [
— f
0200 £
0,000 | 1 } |
Oh 24h 48h 72h 96h

Abbildung 16: Proliferationsassay mit FHL2-exprimierenden und FHL2-reduzierten und
FHL2-negativen Zelllinien. MCF7-WT, MCF7-FHL2, MDA-MB 231 shSCR und MDA-MB 23
shFHL2-Zellen wurden in 96ell Platten ausgesat, an den angegebenen Zeitpunlkteh fi mit
MTT-Substrat versetzt und die Absorption bei 550 inmLuminometer gemessen. Die Absorpti
steht in Relation mit der Anzahl der Zellen im ustehtenwell. Alle Versuche wurden in Triplikate
durchgefiihrt.(A) Die konstitutiv FHL2-exprimierenden MCF7-FHL2-Zellavachsen langsamer 4
die FHL2-negativen MCF7-WT-Zelle(B) Ein &hnliches Bild zeigt sich in den MDA-MB 231il&n.
Die FHL2-reduzierten shFHL2 wachsen schneller @srHL2-exprimierenden shSCR-Zellen. FH

scheint einen proliferationsinhibierenden Effekt die Zellen zu haben.
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Die Zellzyklusmessung und der Proliferationsassagisen beide auf einen
proliferationssinhibitorischen Effekt durch die Mddtion der Zellzyklusprogression
hin. Wahrend in den MCF7-FHL2-Zellen die Zellzykhusgression allgemein
verzogert stattfindet (Abbildung 15a), unterschegleh der Zellzyklusverlauf bis zur
Mitose in den MDA-MB 231-Zellen nicht wesentlich.rsSE nach 10 h ist ein
FHL2-abhangiger Effekt im Ubergang zur Mitose zuwlischten. Wenn FHL2
vorhanden ist, verbleiben die Zellen langer im GXbhtrollpunkt, wogegen sie bei
FHL2-Reduktion diesen schneller verlassen (Abitdd5b). Die Daten aus den
MDA-MB  231-Zellen weisen auf eine Rolle von FHL2 ibeder
G2/M-Kontrollpunkregulation hin.

Um dies genauer zu beleuchten, wurden MDA-MB 233CGIR und shFHL2-Zellen
ausgesat und genauso wie fur die Zellzyklusmess@hgandelt. Das anschliel3end
gewonnene Proteinextrakt wurde in Western-Blot ps@h eingesetzt (Abbildung
17). Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass den
MDA-MB 231 shSCR-Zellen FHL2 anscheinend zellzyklblsangig exprimiert wird
(Abbildung 17a). Wie man erkennen kann, steigt [EitL.2-Konzentration in der
Zelle im Laufe des Zellzyklus an. In der Quant#izing (Abbildung 17a, unten)
wurde die FHL2-Expression relativ zur Tubulinexgies ermittelt. Hier zeigt sich
nochmals, dass die FHL2-Expression (weil3e Balken).aufe des Zellzyklus zuerst
ansteigt, und zum Ende hin wieder abfallt.

Es stellte sich nun die Frage, warum die FHL2-negat
MDA-MB 231 shFHL2-Zelllinie die Mitose schneller dinlduft als die endogen
FHL2-exprimierenden shSCR-Zellen.

Zellen brauchen einen aktivierten G2/M-Kontrollpyinkm eine eventuell nétige
DNA-Reparatur oder die Apoptose einzuleiten. Die MMB 231 shFHL2-Zellen
scheinen diesen Kontrollpunkt aber, im Vergleichdem shSCR-Zellen, schneller zu
passieren. Daher wurde im folgendem das Verhaksrizellzyklusinhibitors p21, der
in der Aktivierung des G1/S und G2/M-Kontrollpunkiie wichtige Rolle spielt
naher untersucht.

Dazu wurde die Membran mit den aufgetragenen MDA-A8& shSCR-Extrakten

mit einem p21 Antikorper inkubiert. Dabei zeigt Isicdass p21, wie erwartet,

- 80 -



ERGEBNISSE

zellzyklusabhangig reguliert wird (Abbildung 17&hepes Panel), was sich auch in
der Quantifizierung widerspiegelt (Abbildung 17ateres Panel, graue Balken).

Um zu sehen, ob es einen Zusammenhang zwischgm2derund FHL2-Expression
gibt, wurden MDA-MB 231 shFHL2-Zellen ebenfalls em Zellzyklusblock
ausgesetzt und in Western-Blot Analysen unters(&bbildung 17b). Wie erwartet
kann hier keine FHL2-Expression detektiert werddrerraschenderweise aber auch
keine p21-Expression. Es scheint, als benétigeMdé-MB 231-Zellen FHL2, um
die p21-Expression zu induzieren. Wenn demnach Kelin2 vorhanden ist, wird der
Zellzyklusinhibitor p21 nicht exprimiert und die [EBe kann, wie in der
Zellzyklusmessung zu sehen ist (Abbildung 15), @2iM-Kontrollpunkt schneller
durchlaufen und frither in die Mitose eintreten. Deschleunigte G2/M-Ubergang
erklart gleichzeitig die erhohte Proliferationsratier FHL2-reduzierten Zellen
(Abbildung 16).
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Abbildung 17: FHL2 und p21 Expression wahrend der 2llzyklusprogression in MDA-MB 231

shSCR und shFHL2-Zellen. MDA-MB 231 shSCR und shFHL2-Zellen wurden mitte

S

Doppelthymidinblock in der G1/S-Phase arretiert uad den angegebenen Zeitpunkten nach

Aufhebung des Blocks geerntdf\) Western-Blot Analysen zeigen eine erhdhte Expoassion

FHL2 und p21 in der Zellzyklusprogression. In dera@tifizierung in Relation zur Tubulinexpressipn

wird dies nochmals bestatigt. (B) Die MDA-MB 231F$tiL2-Zellen exprimieren nur sehr gerin
Mengen an FHL2. Auch ist die p21-Expression untariMiachweisgrenze des Antikdrpers
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Die Expression von p21 wird bei DNA-Schéadigung iméu. Dies fihrt zu einem
G2-Arrest, wodurch die Zelle die Méglichkeit zur gaeatur bekomnif. Um zu
klaren, ob FHL2 fir die Induktion der p2l-Expressim MDA-MB 231-Zellen
verantwortlich ist, wurden shSCR und shFHL2 mit ¥ Doxorubicin, einem
Zytostatikum, das mit der DNA interkaliert und ddeschadigt, inkubiert. Nach 16 h
wurden Proteinextrakte aus den Zellen gewonnen diadp21-Expression mittels
Western-Blot Analyse ermittelt. In  Abbildung 18st zu sehen, dass p21 in den
FHL2-positiven MDA-MB 231 shSCR-Zellen exprimierirdl (Spur 1), nicht aber in
den FHL2-reduzierten shFHL2-Zellen (Spur 2). DieBeobachtung bestatigt
nochmals die Daten aus den Zellzyklus-Western-Blalysen (Abbildung 17). Ein
ahnliches Bild zeigt sich in den Doxorubicin-behelteh Zellen. Wie zu erwarten
exprimierten die shSCR-Zellen nach der Doxorubinghizierten DNA-Schadigung
eine grol3e Menge an p2l (Spur 3), in den shFHLRZeist hingegen keine
p21l-Expression zu erkennen. Um auszuschliel3en, diEasbeobachtete Effekt auf
eine Integration der shRNA in den p2l-Lokus zurintdhren ist, wurde die
endogene FHL2-Expression in MTSV1-7-Zellen transient siRNA gegen FHL2
(siFHL2) reduziert und die p2l-Expression Uberpr(#bbildung 18b). Dabei
bestatigten sich die Beobachtungen aus den MDA-BIBZellen. Bei der
Transfektion einer Kontroll-siRNA (siSCR) ist sowosine FHL2- als auch eine
p2l-Expression feststellbar (Spur 1), wogegen béiere Reduktion der
FHL2-Expression auch keine p21-Expression mehr ehers ist (Spur 2). FHL2
scheint somit essentiell fur die p21-ExpressioMDA-MB 231-Zellen zu sein.
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Abbildung 18: Expression von p21 in endogen FHL2-gtimierenden und FHL2-reduzierten
Zellen. (A) MDA-MB 231 shSCR und shFHL2-Zellen wurden fir 16éntit 3,4 uM Doxorubicin
behandelt und die p21-Expression untersucht. Alsitidlle dienten unbehandelte Zellen. In den
unbehandelten FHL2-reduzierten shFHL2-Zellen ishdg21-Expression feststellbar (Spur 2), in den
FHL2-positiven shSCR Zelllinie hingegen schon (SpurDie Doxorubicinbehandlung fuhrt in den
shSCR-Zellen zu einer stark erhdhten p2l-Expressiwwogegen in den shFHL2-Zellen keine
p21-Expression feststellbar i¢B) Bei der siRNA-vermittelten transienten Reduktices &endogenen
FHL2 in MTSV1-7 konnten die Daten aus (A) bestatigirden., Die FHL2-reduzierten Zellen (Spgur
2) zeigen eine geringere p21-Expression als dieKuittroll-siRNA (siSCR) transfizierten Zellen
(Spur 1).

3.8 Die FHL2-abh&ngige p21-Regulation

Der klassische Regulator von p2l1 ist der Tumorsggmr p53, welcher
normalerweise als Antwort auf Strahlungs- oder Ageruzierte DNA-Schaden in
der Zelle aktiviert wird® ° Eine durch Mutation herbeigefiihrte Inaktivierwmn
p53 kann dazu fuhren, dass p21 ebenfalls nicht regprimiert wird. Dies fuhrt
dazu, dass die Zelle, auch bei defekter DNA, nmbhr am Kontrollpunkt anhalten
kann. Allerdings sind inzwischen viele Signaltramgibnswege sowie viele
alternative Transkriptionsfaktoren bekannt, die nébiks in der Lage sind, p21

p53-unabhangig zu regulierén

Bisher konnte gezeigt werden, dass die p21-ExmessiMDA-MB 231-Zellen von
FHL2 abhéangig ist, wahrscheinlich Uber die Modwaati von c-jun im
MAPK-Signaltransduktionsweg. Um die FHL2-abhangi@d-Regulation genauer zu
untersuchen, wurden Proteinextrakte von FHL2-pasitiMDA-MB 231 shSCR und
FHL2-negativen shFHL2-Zellen generiert und in Waestelot Analysen die
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p53-Expression beleuchtet (Abbildung 19a). Wie iteigezeigt werden konnte, wird
in den shSCR-Kontrollzellen FHL2 exprimiert, nicaber in den shFHL2-Zellen.
Dies bestatigt sich nochmals im p21-Expressiondpriof shSCR-Zellen wird es
exprimiert, in shFHL2-Zellen nicht. Beim klassisohg21-Regulator p53 ergibt sich
hingegen ein anderes Bild. In den MDA-MB 231 shS@Rl shFHL2-Zellen ist
sowohl eine hohe p53-Expression als auch am Sériphbsphoryliertes und somit
aktiviertes p53 (p-p53) zu finden. Allerdings haked keinen Einfluss auf die
p21-Expression. Wahrscheinlich liegt dies dararssddDA-MB 231 kein aktives,
sondern nur mutiertes und damit inaktives p53 bESit Dies filhrt zu der
Schlussfolgerung, dass die p21-Expression in MDA-BL ausschlief3lich Uber
FHL2 reguliert wird.

p53 scheint keine Rolle in der FHL2-abhéangigen BRfiression zu spielen, daher
wurde die Rolle des MAPK-Signaltransduktionswegsageer untersucht. Dazu
wurden FHL2- und p21-positive MDA-MB 231 shSCR-2ellfir 16 h entweder mit
50 uM des ERK1/2-Inhibitors PD98059 oder mit 20 pods JNK1/2-Inhibitors
SP600125 inkubiert. Wie in Abbildung 19b zu selmigt die Western-Blot Analyse
mit einem phosphospezifischen Antikdrper gegernvaedttes ERK1/2 (p-p44/42) und
JNK1/2 (p-JNK1/2) ein durch die Inhibitoren vermante Phosphoproteinmenge an.
Obwohl die Inhibitoren keinen Einfluss auf die FHERpression haben, ist die
p21-Expression vermindert (Spur 2 und 3). Durchldigbierung der aufwarts von
c-jun liegenden Kinasen wird also die p2l-ExprasdtdiL2-unabhangig inhibiert.
Dies bestétigt die bereits in Western-Blot Analysend Zellzyklusmessungen
gemachten Beobachtungen, dass FHL2 dber die Maalulaton c-jun die
p21-Expression p53-unabhangig steuert.
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Abbildung 19: p21-Regulation in MDA-MB 231-Zellen.(A) Die Expression verschiedener Protejne
in MDA-MB 231 shSCR unashFHL2-Zellen. Es ist zu sehen, dass die p21-Ezmesiber FHL2
reguliert wird. Dabei hat die Expression von p58 aktiviertem p53 (p-p53) keinen Einfluss auf die
p21-Expression(B) MDA-MB 231 shSCR-Zellen wurden fur 16 h mit 50 pdés ERK-Inhibitors
PD98059 oder mit 20 pM des JNK-Inhibitors SP600b2handelt. Eine DMSO-Behandlung der
Zellen diente als Negativkontrolle. Die Inhibierumgn ERK1/2 und JNK1/2 fihrt zu einer Reduktipn
von p-ERK1/2 und p-JNK1/2 und letztendlich zu einahibierung der p21-Expression. Dje
FHL2-Expression bleibt davon unberihrt.

Bisher konnte gezeigt werden, dass FHL2 die p21rdsgion p53-unabhangig tber
die Modulation von Mitgliedern des MAPK-Signaltralugtionswegs reguliert. Des
Weiteren induziert die Doxorubicin-abhangige DNA1&digung die p21-Expression
in FHL2-positiven MDA-MB 231 shSCR, nicht aber ihF#HL2-Zellen (Abbildung
18a).

Es stellte sich nun die Frage, wie die FHL2-abhge@21-Expression gesteuert wird.
Um dies néher zu beleuchten, wurden Reportergeyseralvon FHL2 auf einem
2,5kb (p21Luc 2,5 kb) und einem 5,0 kb (p21Luc &) grofen p2l-abhéngigen
Promotor durchgefihrt.

Als erstes wurden MDA-MB 231 shSCR und shFHL2-Zellenit 0,5 pg
p21lLuc 5,0 kb Reporterplasmid transfiziert und aheBend fir 16 h mit 3,4 uM
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Doxorubicin behandelt. In der anschlieRenden Magssinzu sehen, dass die durch
Doxorubicin verursachte DNA-Schadigung in den sh&eRen zu einer
Induzierung des p21-abhéngigen Promotors fuhrt {ldbbg 20a, links).

In den FHL2-reduzierten shFHL2-Zellen kann Doxocii den p21-Promotors
jedoch nicht aktivieren (Abbildung 20a, rechts).e®ientspricht den bereits in
Abbildung 18 beobachteten Western-Blot Daten ungjtzelass die beobachtete
FHL2-abhangige p2l-Expression nicht auf eine S&éilng des Proteins
zurtckzufihren ist, sondern die  Expressionsregnati bereits  auf
Transkriptionsebene stattfindet.

Es bestand die Mdglichkeit, dass es sich bei deobdmhteten Effekt um ein, durch
die stabile Integration der shRNA verursachtesefaikt handelt. Daher wurden zur
Kontrolle ein FHL2-Expressionsplasmid zusammeneinem p21-Promotorplasmid
in MDA-MB 231 shSCR-Zellen transfiziert. Wie in Alidung 20b zu sehen, fuhrt
nicht nur eine stabile Reduktion von FHL2 zu eimerminderten Aktivitat des
p21-abhangigen Promotors. Dieser kann auch dureh @berexpression von FHL2

aktiviert werden.
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Abbildung 20: Doxorubicin-vermittelte Aktivierung d es p21-Promotors in MDA-MB 231-Zellen.
(A) MDA-MB 231 shSCR und shFHL2 werden mit einem 5 kiof@n p2l-Promotorfragme
(p21Luc 5,0 kb) transfiziert und nach 24 h fur 16mit 3,4 uM Doxorubicin inkubiert. In de
shSCR-Zellen wird der p21-abhangige Promotor dubokorubicin aktiviert. In shFHL2-Zellen ig
hingegen keine Doxorubicin-abhéngige Aktivierungs gg1-Reporterplasmids zu beobachtés)).
MDA-MB 231 shSCR-Zellen werden mit einem 2,5 kbfgga p21-Promotorfragment (p21Luc 2,5 |
und einem FHL2-Expressionsplasmid transfiziert. aldg zu (A) fihrt auch eine transien

—

b)
te

Uberexpression von FHL2 zu einer erhbhten Aktivigrdes p21-Reporterplasmids.

Da FHL2 nicht nur mit Transkriptionsfaktoren wienzuBeispiel c-ju’, sondern

auch mit anderen Mitgliedern des MAPK-Signaltrardidunswegs, wie zum Beispiel
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ERK2*, interagiert, stellte sich die Frage, wo genau EHih die Modulation der
p21-Expression eingreift. Um dies zZu ermitteln, @eurr eine
Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP) mit FHL2 unednd endogenen p21-Promotor
durchgefuhrt. Dazu wurden MCF7-WT-Zellen ausgesabhd umit einem
FHL2-Expressionsplasmid transfiziert. Nach der &iung der Protein-DNA Bindung
wurden die Zellen geerntet, die Zellkerne isoliend lysiert. Anschlie3end wurden
die in Losung vorliegenden Chromatin-Proteinkompl@urch Ultraschall in 300 —
1000 bp grolRe Fragmente zerteilt. Nach der Inkabater verschiedenen Antikdrper
mit dem isolierten Protein-DNA Komplex wurden diggefallt, die DNA eluiert und
anschliel3end aufgereinigt.

Die Interaktion zwischen FHL2, verschiedenen Adaptdeinen und der DNA
wurde durch die Fallung von FHL2 mittels eines préshenden Antikdrpers aus
dem Protein-DNA-Mix Uberprift. Als Ladekontrolle edite ungefallter
Gesamtextrakt, als Negativkontrolle die Fallung miiaus IgG. Da p53 an den
p21-Promotor bind&t und MCF7-Zellen funktionales Wildtyp-p53 besitzewyrde
ein p53-Antikdrper als Positivkontrolle eingesetzt.

Die gefallte und aufgereinigte DNA sowie die Ladekolle wurde anschlie3end als
Vorlage fur eine PCR, mit einem spezifischen Prpaar fir den p21-Promotor,
eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde anschlie3endname Agarosegel aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid angefarbt.

In Abbildung 21 ist zu sehen, dass die Kontroll-P&#Rvohl mit dem p21-Promotor
(p21Luc 5,0 kb, Spur 7), als auch mit dem isolier@esamt-Chromatin (Spur 2)
erfolgreich war. Auch die Féallung mit dem p53-Aritiker war erfolgreich, p53
bindet direkt an die Promotorregion von p21 (Spurld Spur 5 ist zu sehen, dass
FHL2 ebenfalls mit der p21-Promotorregion interdagieDies zeigt, dass die
Regulation der p21-Expression auf transkriptiomedleene stattfindet. Da bisher aber
nicht gezeigt werden konnte, dass FHL2 direkt neit BNA interagiert, liegt die
Vermutung nahe, dass FHL2 mit einem Transkriptiakisr, der an den

p21-Promotor bindet, interagiert, und somit degsidivitat moduliert.
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Abbildung 21: Interaktionsstudie zwischen FHL2 und dem p21-Promotor mittels ChIP.
MCF7-WT-Zellen wurden mit einem FHL2-Expressionspiéd transfiziert und die Protein-DNA
Bindung nach 24 h mit Methanol fixiert. Anschlie@emnurden die Zellen abtrypsiniert, die Zellkerne
isoliert und das Chromatin durch Ultraschall in 3001000 bp grof3e Fragmente zerkleinert. Die
Inkubation des Chromatins erfolgte mit den angegebé\ntikérpern. Nach der Fallung mit Protein A
Agarose wird die DNA von den Proteinen eluiert umeéine PCR mit einem spezifischen Primerpaar
fur ein 449 bp groRes Fragment aus dem p21-Prommitmesetzt. Als Kontrolle wird ungefalltes
Chromatin (Spur 2) und das p21Luc 5,0 kb Reporésmid (Spur 7) verwendet. Negativkontrollen
sind eine Fallung mit Maus IgG (Spur 3) und eindRRGit Wasser als Vorlage (Spur 6). Als weitere
Positivkontrolle kam eine Fallung mit einem p53-kiitper zum Einsatz (Spur 4). Mit dem
FHL2-Antikorper konnte der p21-Promotor gefallt eeen (Spur 5).

Ein Kandidat fir den durch FHL2 modulierten Tramskonsfaktor bei der

p21l-Expressionsregulation ist c-jun. Bisher konggzeigt werden, dass FHL2 mit
c-jun interagiert und dessen Aktivitat moduliera Bjun ebenfalls ein Modulator der
p21-Expression ist, wurde in weiteren Reportergelysen der Einfluss von FHL2
und c-jun auf dem p21-abhangigen Promotor untetsuch

Dazu wurden HelLa-Zellen mit den c-jun, FHL2 und MEKEXxpressionsplasmiden
in verschiedenen Kombinationen ko-transfiziert useren Auswirkung auf das
p21Luc 5,0 kb Reporterplasmid getestet (Abbilduy 2

Im Gegensatz zu MDA-MB 231-Zellen, hat FHL2 in HeZellen keinen sehr grol3en
Einfluss auf die p21-Promotoraktivitat. MEKK1 ungun hingegen aktivieren den

p21-abhangigen Promotor, wobei die Aktivierung Ubgun starker als die tber
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MEKKZ1 ausfallt. Wahrscheinlich gibt es im Signaftsaluktionsweg in HelLa-Zellen
zwischen MEKK1 und c-jun Faktoren, die letztendlidie Aktivierung von c-jun

abschwéachen.

Bei einer Ko-Transfektion von FHL2 und MEKK1 steidie Promotoraktivitat an.
Dieser Effekt wird bei einer Ko-Transfektion von EH und c-jun nochmals
verstarkt, c-jun kann den p2l-abhangigen Promotmo aaktivieren. Diese
Aktivierung wird durch FHL2 nochmals verstarkt. Biekorreliert mit den
Beobachtungen auf dem AP-1l-abhangigen ReporterDA®B 231 (Abbildung 8

und Abbildung 9) FHL2 ist ein Aktivator des Tranghkionsfaktors c-jun, diesmal auf
dem p2l-abhangigen Reporter. Zusammen mit den Bhtobsmen aus dem
Pull-Down Assay (Abbildung 13), der Co-IP (Abbildung 14) und demIE

(Abbildung 21) lasst sich sagen, dass die Regulatier p53-unabhangigen
p2l-Expression durch das Zusammenspiel von FHL2 uogun auf

p21-Promotorebene stattfindet.

12000000 ~
10000000 - Hela O pcDNA T
p21Luc 5,0 kb O hFHL2 l

8000000 -

6000000

4000000 +

£ T
2000000 +
A I ]
pcDNA MEKKA1 c-jun

Abbildung 22: Aktivierung des p21-Promotors durch MAP-Kinasen. HelLa-Zellen wurden mi
dem p21Luc 5,0 kb Reporterplasmid sowie mit eind#hZ Expressionsplasmid, einem MEKK1 und
c-jun Expressionsplasmid in verschiedenen Komlonath transfiziert und in Reportergenanalysen
eingesetzt. Der p2l-abhangige Promotor wird durtthd zusammen mit der konstitutiv aktiven
MEKK1, aktiviert. Eine ko-transfektion von FHL2 unchun, fiihrt zu einer nochmals starkeren
Aktivierung des p21-abhangige Promotors.
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3.9 Effekt der FHL2-abh&ngigen p21-Regulation auf OE/CHR-regulierte
Proteine

Die Induktion von p21 inhibiert die Expression eiein der Zellteilung involvierter
Gene, unter anderem dass &efo-like kinasel (Plk1y® Die Expression von Plk1
ist, wie p21, zellzyklusspezifisch. Dabei werdender G1- nur geringe Mengen, in
der G2/M-Phase die hchste Menge exprimiief’ Plk1 reguliert die Formation von
Centrosomen, die Aktivierung deBnaphase-Promoting CompletAPC), den
Eingang in die Mitose und die Cytokind%e Die Regulation der Plk1-Expression
wird durch das inhibierende CDE/CHR-Element in Besmotorregion bestimrff.
Diese Sequenz findet sich in vielen Promotoren G@fezifischer Gene wieder, z.B.
auch in Survivin®® cDC2, cDC25¢™ Cyclin A'® und Cyclin B2%. Ein méglicher
Repressor fur das CDE/CHR-Element ist CDF-1, dexr &lisher nicht aufgereinigt
und genauer charakterisiert werden kofffte

Da FHL2 die p2l-Expression induziert, stellte sidle Frage, ob dies auch
Auswirkungen auf nachgeschaltete Proteine im Zkliwy hat. Daher wurde ein
Reporterplasmid mit einem Plk1-Promotor und der @IHR-Sequenz in
Reportergenanalysen zusammen mit verschiedenen eg&sipnsplasmiden in
MDA-MB 231 shSCR-Zellen eingesetzt (Abbildung 23a)s Kontrolle diente ein
p53-Expressionsplasmid, da p53 bereits als Represi®y Plkl-Expression
beschrieben wurd&

In Reportergenanalysen zeigt sich, dass p53, ebetes@21, den Plkl1-Promotor
erwartungsgemal inhibiert. Aber auch FHL2 weisteestarke Repression des
Plk-Promotors auf. Die Vermutung liegt nahe, dagd mlie FHL2-abhangige
Plk1-Repression vermittelt. Dabei spielt es keiraldR ob die p21-Expression Uber
p53 oder FHL2 induziert wird.

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob der FHeénittelte inhibitorische Effekt
auf die Plk1-Promotoraktivitat tber p21 induziertdv Daher wurden FHL2-positive
MDA-MB 231 shSCR und FHL2-negative shFHL2-ZellenVifestern-Blot Analysen
eingesetzt und das Expressionsprofil verschied@meteine bestimmt (Abbildung
23b). Wie bereits bekannt, ist die p21-Expressiomden shFHL2-Zellen (Spur 2),
verglichen mit den shSCR-Zellen (Spur 1), starkuesert. Die PIk1-Expression
hingegen ist, analog zu den ReportergenanalysedemFHL2-reduzierten Zellen
erhoht. Da die p2l-abhangige PIk-Inhibition Gbes €&DE/CHR-Element gesteuert
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wird und p21 dadurch in der Lage ist, die Exprassieiterer CDE/CHR-abhangiger
Proteine zu inhibieren, wurde die Expression de€/CPIR-abhangigen Proteins
CDC25C genauer untersucht. Hier ergibt sich daglgeBild wie bei Plkl. Die

CDC25C-Expression ist in den FHL2-reduzierten Zelgynifikant hoher als in den
FHL2-exprimierenden Zellen. Als Kontrolle wurde d&xpressionsprofil von

CDC25A untersucht, einem nahen Verwandten von CIC2ter allerdings nicht
Uber ein CDE/CHR-Element reguliert wird. Hier kameine FHL2-abhangige

Expressionsregulierung beobachtet werden.

A 60000 A B
i v
&N
O &
50000 - L <) 3
s 0§
PLK1 > -
40000 A plkLuc
MDA-MB 231 shSCR P21 | —
30000 1 CDC25A D" S
e -
20000 - CDC25C >
FHL2 D> -
10000 1 T Tubulin Y| S ssm—
_ = 1 2
MDA-MB 231
pcDNA p21 FHL2 p53

Abbildung 23: PIk-Regulation durch p21, FHL2 und p33. (A) Ein Reporterplasmid mit einem
Plk1-Promotor (plkLuc) wird mit den p21-, FHL2- und53-Expressionsplasmiden |n
MDA-MB 231 shSCR-Zellen ko-transfiziert. In der Koolltransfektion mit einem Leerplasmid
(pcDNA) ist eine Aktivierung des Reporterplasmids beobachten. Bei der Transfektion des
PIk1-Inhibitors p53 lasst diese Aktivierung stadch. Dies ist auch bei der Ko-Transfektion von pp1-
und FHL2 der Fall(B) Expression verschiedener CDE/CHR-abhangiger Pmtiei FHL2-positiven
MDA-MB 231 shSCR und FHL2-negativen shFHL2-Zell&ine verminderte p21-Expression ist|in
den shFHL2-Zellen zu sehen (Spur 2), wogegen diE/CBIR-abhangige Proteine Plk1l und CDC25C
starker exprimiert werden. Die Expression des CIHReInabhdngige CDEC25A ist unabhangig vom
FHL2-Status der Zelle.

FHL2 steuert somit nicht nur die p53-unabhangigel-RRpression. Diese
Regulierung wirkt sich auch inhibitorisch auf namlgende CDE/CHR-abhangige
Zellzyklusregulatoren aus. Dies fuhrt dazu, dasscldueine Reduktion der

FHL2-Expression und der daraus resultierendenjngarten p21-Expression, viele
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weitere  zellzyklusspezifische  Regulatoren  moduliesverden und der
G2/M-Kontrollpunkt ausgehebelt wird. Dadurch scteedie Zelle schneller in die
Mitose (Abbildung 15b) und die Zellproliferationsgavird beschleunigt (Abbildung
16).

3.10 Effekt der FHL2-Expression auf zellmatrixunabléngiges Wachstum

Die Induktion der p21-Expression in Krebszellenstsowohl auf Tumorsuppression
als auch auf das Uberleben von TumorenHinviele normale Zellen gehen bei
Verlust des Zellkontaktes in Apoptose, daher isttgpisches Charakteristikum eines
Tumors die Fahigkeit, zellmatrixunabhangig zu wachsDabei korreliert die
Zellmatrixunabhangigkeit mit der Invasivitat und demorentwicklung der Zelfé®.
Zudem ist bekannt, dass MAPK-vermittelte p21l-Motala beim
zellmatrixunabhangigen Wachstum von Krebszellere éolle spieft’. Da FHL2
tber den MAPK-Signaltransduktionsweg zu einer Inglumng der p21-Expression
beitragt, stellte sich die Frage, wie sich dies dig Fahigkeit der Zellen zum
zellmatrixunabhangigen Wachstum auswirkt.

Um dies zu untersuchen, wurden die Zelllinien MGKT; MCF7-FHL2,
MDA-MB 231 shSCR und shFHL2 in einer@olony-Forming Assajeingesetzt.
Dabei werden Zellen in Agarose ausgeséat, wodurehden Kontakt zur Zellmatrix
verlieren.

Hierflr wurden die verschiedenen Zelllinien in Agse fir 14 Tage im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde die Anzahl der Kolonien mehr als zehn Zellen bestimmt
und jeweils die FHL2-reduzierte (MCF7-WT und MDA-MB31 shFHL2) sowie
FHL2-positive (MCF7-FHL2 und MDA-MB 231 shSCR) Jalie miteinander
verglichen.

Wie in Abbildung 24a (linkes Panel) zu sehen, k@nn&HL2-positive
shSCR-Kontrollzellen zellmatrixunabhangig Koloni@m Softagar bilden. Wenn
allerdings die FHL2-Menge reduziert wird, verliereiie Zellen diese Fahigkeit
(Abbildung 24a, rechtes Panel). Ein ahnliches Biigibt sich bei den MCF7-Zellen.
Zwar sind diese grundsétzlich in der Lage, KolonianSoftagar zu bildeh?
Allerdings werden durch die Uberexpression von FHhéhr und groRere Kolonien
gebildet (MCF7-FHL2, Abbildung 24b, linkes Panddjes spiegelt sich auch in der

Auswertung der Kolonienanzahl mit mehr als zehnlefiehach 14 Tagen wider
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(Abbildung 24c). In den FHL2-reduzierten shFHL2{2rlfand sich nur eine groRere
Kolonie, in den FHL2-exprimierenden shSCR-Zellengaigen 37. In den MCF7-WT
fanden sich schon 16, in den MCF7-FHL2-Zellen dilegs 87 Kolonien.

MDA-MB 231 shSCR MDA-MB 231 shFHL2

MCF7-FHL2 MCF7-WT

C 100 -

90 FHL2

80

70 A

60

50

40 A shSCR

30 A

20 1 WT

10 A
shFHL2
MDA-MB 231 MCF7
shFHL2 1 WT 16
shSCR 37 FHL2 87

Abbildung 24: Zellmatrixunabhéngiges Wachstum in  FH.2-exprimierender und
FHL2-reduzierter Zellen. MCF7-WT und MCF7-FHL2-Zellen bzw. MDA-MB 231 shSCé&nd
shFHL2-Zellen wurden in 0,3%w-melting Agarose Uber einer Schicht 1,6%iger Agarose adésges
und fur 14 Tage bei 37 °C inkubiefA) Die FHL2-exprimierenden MDA-MB 231 shSCR-Zellgn
kénnen zellmatrixunabhangig wachsen (linkes Pamaipgegen die FHL2-reduzierten shFHL2-Zellen
diese Fahigkeit verloren haben (rechtes Pandlp) Die stabil FHL2-exprimierenden
MCF7-FHL2-Zellen kénnen grof3e, zellmatrixunabhaediplonien bilden, wogegen die MCF7-WT-
Zellen dazu nicht in der Lage sin@C) Zusammenfassung der Kolonienanzahl mit mehr algell@n
nach 14 Tagen.
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Die FHL2-Expression tragt also durch die Forderwes zellmatrixunabhéngigen
Wachstums einen Teil zur onkogenischen Transfoomaton Brustkrebszellen bei,

wahrscheinlich Gber die Regulation der c-jun-abiigemy p2l-Expression im

MAPK-Signaltransduktionsweg.
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4. Diskussion

Der FHL2-Expressionsstatus in vielen Tumoren ucte®let sich von dem im
Normalgeweb®. So ist es im Ovarialkarzinom zum Beispiel Uberanjert?,
wogegen im Rhabdomyosarkom keine FHL2-Expressioststiellbar ist. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dd&® i viele krebsrelevanten
Signaltransduktionswegen, wie zum Beispiel demgiine®” 2 WNT-** 2 oder
MAPK-Signaltransduktionswég °* involviert ist. Zudem interagiert es direkt mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren und modutladurch deren Aktivitat (Tabelle
3)44, 45

Ein prominenter Interaktionspartner ist c-jun, eiffeil des AP-1
Transkriptionsfaktors. In Affennierenzellen konmgezeigt werden, dass FHL2 nicht
nur mit c-jun interagiert, sondern auch dessen \Atiti in Reportergenanalysen
induzierf® ®  AP-1 wird im Mammakarzinom unter anderem (ber den
MAPK-Signaltransduktionswéd® oder den Brustkrebsmarker Her2/neu moduliert.
Eine Hemmung von Her2/neu fiithrt dabei zu einer ziedten AP-1-Aktivitat'. Dies
hat die Inhibition vieler relevanter Zellzykluspeate zur Folge, wie zum Beispiel die
Aktivitat der CDKs*® und der Expression von Cyclin D1, p53 und 521

Obwohl FHL2 einen Einfluss auf viele in der Brustisentwicklung wichtige
Faktoren ausiben kann, war bisher wenig tUber deRsda im Mammakarzinom

bekannt.

4.1 FHL2 wird im Brustkrebs exprimiert

Zu Beginn dieser Arbeit war nichts Uber den FHLat® im Mammakarzinom
bekannt. Erste Hinweise, dass FHL2 tatsachlichreliafluss auf die Entwicklung
des Mammakarzinoms austbt, lieferten Interaktiamssh im Hefe-Zwei-Hybrid
System. Dort konnte es Uber die C-terminale Domé@itedem Brustkrebsmarker
BRCAL interagiert’.

Um erstmals den FHL2-Status im Brustgewebe zu pestn, wurden 57 Tumore,
vier DCIS und acht Normalgewebe in Western-Blot likse@n (Abbildung 3a, b) und
immunbhistologischen Farbungen (Abbildung 4) untelnsulm Mammakarzinom ist
dabei eine sehr starke Expression von FHL2 zu kéa, wogegen es im normalen

Brustgewebe nicht detektiert werden konnte. Diesged korrelieren mit vielen
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bereits bekannten FHL2-Expressionsmustern in and@remorarten, wie dem
Ovarial®*, Kolon®* *2oder Bronchialkarzinori (Tabelle 2).

Interessanterweise unterscheidet sich das FHL2dsgmnsmuster in allen bisher
untersuchten gesunden und entarteten Geweben. iZimMar den meisten entarteten
Geweben FHL2 zu finden und in den gesunden Geweldmn, allerdings gibt es
einige Ausnahmen, wie zum Beispiel im Prostatakamr> ' oder im
Rhabdomyosarkofit *”. Warum sich der FHL2-Status zwischen gesundem und
entartetem Gewebe Organabhangig unterscheidetnidaru Eventuell spielt die
Sensitivitat der entsprechenden Gewebe auf AndregenRolle. Androgen induziert
die Expression von FHL2 in der Prostafaind ist dort gleichzeitig ein Ko-Aktivator
des Androgenrezeptdfs Zudem spielen Androgene auch bei der Muskeleftuiigy
eine entscheidende Rd& zumal das Rhabdomyosarkom hauptséchlich bei
Kindern, die weniger Androgen bilden, auftritt Ob aber tatsachlich Androgen oder
ein anderer Faktor den FHL2-Status in gesundeneuntattetem Gewebe beeinflusst,

ist im Moment nicht bekannt und muss noch im Detatersucht werden.

Zwischenzeitlich konnte Gabriedt. al in immunhistologischen Untersuchungen
ebenfalls zeigen, dass FHL2 im Mammakarzinom exprinwird. Dabei geht die
Menge an FHL2 mit einer schlechten Uberlebensprsgrenher. Eine Behandlung
mit dem Anti-B)17-Ostrogen Tamoxifen konnte jedoch teilweise, digch eine
hohe FHL2-Expression vermittelte, negative Prognaeeidiereni’. Dabei ist
bemerkenswert, dass FHL2 ebenfalls mit dem Ostregeptor interagieren kafth
Welche Auswirkungen diese Interaktion hat, ist brslaber noch nicht weiter
untersucht worden.

Der FHL2-Status in den DCIS untermauert nochmasgitzlich die Rolle von FHL2
im Mammakarzinom. In diesen gutartigen, pramaligie@moren konnte zwar eine
FHL2-Expression festgestellt werden, diese war d@eeleutend geringer als in den
invasiven Tumoren.

Die Entartung der Zelle vom normalen Gewebe biszum Mammakarzinom wird
also von einer Induzierung der FHL2-Expression &iégfl. Dabei korreliert diese mit
der Aggressivitat und der Mortalitdt des Mammaksoms.
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4.2 Das FHL2-Expressionsprofil verschiedener Brustiebszelllinien

Fur die Untersuchung von FHL2 in verschiedenen &tgmsduktionswegen im
Mammakarzinom ist priméres Gewebe nicht geeignethed wurde zunachst der
FHL2-Status in verschiedenen Brustkrebszellliniemitelt. Obwohl in fast allen
untersuchten Mammakarzinomen eine hohe FHL2-Exjmeskestgestellt werden
konnte, war das FHL2-Expressionsprofil in den Zdtlrlinien sehr divers. In
einigen wurde FHL2 exprimiert, in anderen wiedemicht (Abbildung 3c).

Wieso das FHL2-Expressionsprofil in den Zellkulimien so stark von dem im
primaren Gewebe abweicht, ist schwer zu erklareninbentarteten Primargewebe in
der Regel FHL2 exprimiert wird, kann davon ausggganwerden, dass auch im
Originalgewebe FHL2 exprimiert wurde. Aufgrund ddransformation und
Immortalisierung der Zellen auf dem Weg vom Prinesivgbe zu Zellkulturgewebe
kann es zu vielen Veranderungen kommen. Dabei lawh eine Anderungen im
Proteinprofil auftretetf’

Aufgrund dieser Daten besteht die Wahrscheinlidhkigiss die Zellen auf dem Weg
vom Primargewebe zur Zellkulturzelllinie ihre Fakag zur FHL2-Expression
verloren haben. Das sich das Protein-Expressiofispon Zellkulturzellen im Laufe
der Zeit &ndert, konnte bereits gezeigt werden.uddd kdnnen sich namentlich
gleichen Zelllinien in verschiedenen Laboren urtieesdeni?.

Warum sich der FHL2-Status in den verschiedenehirdeh so signifikant von dem
im untersuchten primaren Gewebe unterscheidet, kdatmer in jeder Zelllinie
individuell unterschiedliche Ursachen haben. Eingpdihese ist, dass durch das
vielfache passagieren der Zellkulturzellen schpsdliferierende Zellen ausselektiert
werden. Da die Expression von FHL2 zu einem vedangen Zellwachstum fihrt,
ist vorstellbar, dass die schnelleren FHL2-reddeieder FHL2-negative Zellen die

langsamen FHL2-positiven Zellen im Laufe der Zeitdrangen.

Die Verfugbarkeit sowohl FHL2-negativer als auch LRHpositiver
Mammakarzinomzelllinien hat es erméglicht, die Ralbn FHL2 in der Onkogenese
naher zu beleuchten. FiUr weitere Versuche wurdeei zerschiedene Zelllinien
ausgewahlt. Zum einen die FHL2-negative Brustkrelisgie MCF7 (Abbildung 3c,
Spur 1), zum anderen die hochinvasiven, FHL2-exeremden MDA-MB 231
(Abbildung 3c, Spur 10).

-99 -



DISKUSSION

Zur Untersuchung FHL2-abhéangige Unterschiede iddyeiZelllinien, wurde aus den
MCF7-Zellen durch die Integration eines FHL2-Exgiessplasmids eine konstitutiv
FHL2-exprimierende Zelllinie mit der Bezeichnung MIGFHL2 generiert. Aus den
FHL2-positiven MDA-MB 231-Zellen wurde durch dietégration eines gegen FHL2
gerichteten shRNA-Plasmids eine FHL2-reduziertellided mit der Bezeichnung
MDA-MB 231 shFHL2 erzeugt. Als Kontrolle dienterwjeils der MCF7-Wildtyp
(MCF-WT) sowie eine stabile Integration einer nichinktionellen shRNA in
MDA-MB 231 (MDA-MB 231 shSCR) (Tabelle 4).

Mit Hilfe dieser vier Zelllinien konnte die Funktiovon FHL2 im Mammakarzinom

genauer beleuchtet werden.

4.3 Die Lokalisation von FHL2 in der Krebszelle

FHL2 kann sowohl in der Zellmembran, im Cytosol und Nukleus lokalisiert
seif®. In der Zellmembran interagiert es mit Integrinend moduliert dadurch
Integrin-abhangige Signaltransduktionsw¥g&" 2 Durch diese Intaraktion spielt
FHL2 zudem bei der Kontraktion und BeweglichkeitnvMyofibroblasten eine
wichtige Rolle. InKnock-outMause (FHLZ) fihrt der Verlust von FHL2 zu einer
Verzdogerung der Wundheilung. Dieser Effekt kannralarch die Expression
exogenem FHL2 aufgehoben werdfén

Im Cytosol ist FHL2 in verschiedene Signaltranschrigwege, wie zum Beispiel
dem WNT#®* °2 und MAPK-Signaltransduktionsw&y involviert. Von dort kann
FHL2, z.B. durch die Aktivierung der RhoA GTPase dunuber
Sphingosine-1-Phosphat (S1P), in den Nukleus tmatisg werden und
RhoA-abhangige Signale weiterleifén*?® Im Nukleus kann FHL2 die Aktivitat
verschiedener Transkriptionsfaktoren modulieren uthadurch die Expression
verschiedener krebsrelevanter Proteine stétiérrr?

Aufgrund der Lokalisation kann FHL2 in jedem Zeltkpartiment mit anderen
Partnern interagieren und dabei, selbst im gleicBigmaltransduktionsweg, sowohl
inhibitorisch, als auch aktivierend wirken. Im MAFKgnaltransduktionsweg kann
FHL2 zum Beispiel im Cytosol mit ERK2 interagierddadurch kann dieses nicht
mehr in den Kern einwandern und wird in seiner Fonkals aktivierende Kinase
von c-jun inhibiet*. Im Kern hingegen interagiert FHL2 mit dem MAPKsRgin

c-jun und induziert dessen Aktivitat
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Im  WNT-Signaltransduktionsweg agiert FHL2 sogar atgewebeabhangier
Ko-Aktivator und Ko-Repressor des gleichen Zielpnog, dem B-Catenin. In
Muskelzellen reprimiert FHL2 dig-Catenin-abhangige Transkription, wogegen es in
Leberzellen aktivierend wirfc >2

Es stellte sich daher die Frage, wo FHL2 im Mammakam lokalisiert ist und auf
welche weise es die Onkogenese eingreifen kann.

Schon in den immunhistologischen Farbungen von gnem Gewebe gab es erste
Hinweise auf die Lokalisation von FHL2. Dort ist &swohl im Cytosol, als auch im
Nukleus zu erkennen (Abbildung 4d). In Immunfluafésbungen der endogen
FHL2-exprimierenden MDA-MB 231 konnte dies nochmbéstatigt werden. Dort
ist FHL2, neben dem Nukleus und dem Cytosol, amckder Membran lokalisiert
(Abbildung 5b). Aber auch in den konstitutiv FHL2 xpeimierenden
MCF7-FHL2-Zellen konnte sowohl in Western-Blot Aysgn (Abbildung 6a) als
auch in Immunfluoreszenzanalysen (Abbildung 6b) EHih allen Kompartimenten
nachgewiesen werden. FHL2 kann somit potentietlan Membran, im Cytosol und
im Nukleus Uber die Modulation verschiedener Sigaatduktionswegen zur

Onkogenese beitragen.

4.4 FHL2 moduliert die c-jun-abhangige Transkription

Einer der Hauptursachen der Onkogenese stellt di&ru®y der
Kontrollpunktregulation im Zellzyklus und die damverbundene unkontrollierte
Zellteilung dar. Fur die normale Proliferationskatie spielen Steroidhormone,
Wachstumsfaktoren sowie deren Rezeptoren und heliztd die CDKs, Cycline und
Zellzyklusinhibitoren wie p21 und Tumorsuppressovéa p53 eine Rolfé* Viele
dieser Mitspieler konnen mit FHL2 interagieren, zurBeispiel der
Steroidhormon-Rezeptdstrogen Receptor alphER-1)® oder p5&. Einige dieser
Mitspieler werden zudem vom AP-1 Transkriptionstakteguliert. Dazu gehoren
unter anderem Cyclin D1, p53 und p21, die zudere &uolle bei der Aggressivitat
und Invasivitdt von Karzinomen spielén Im Brustkrebs konnte der gleiche
Zusammenhang mit der FHL2-Expression gezeigt wéfdeDaher riickte der
Interaktionspartner c-jun, der einen Teil des APrdnskriptionsfaktors bildet, in den
Mittelpunkt®.
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Neben zellzyklusspezifischen Proteiffereguliert AP-1 viele Zielgene, die fir die
Invasivitait des Mammakarzinoms verantwortlich $fAd ' wie FHL2 die
AP-1-abhangige Expression reguliert, konnte durch erschiedene
Reportergenanalysen auf einem AP-1-abhéngigen Roomermittelt werden.
Allerdings ergab sich dabei zunachst ein sehr wekl®ild dartber, welche Rolle
FHL2 bei der Interaktion mit c-jun einnimmt.

In den ersten Versuchen agierte FHL2 in MCF7-Zedlenkonzentrationsabhangiger
Ko-Repressor von c-jun auf einem idealisierten, JABbhangigen Promotor
(Abbildung 7a). Dabei spielte es keine Rolle, ojurg- oder der konstitutiv aktive
c-jun-Aktivator MEKK1 mit FHL2 ko-transfiziert wuel FHL2 konnte sowohl das
transient transfizierte, als auch das endogenechdiWEKK1 aktivierte c-jun
reprimieren (Abbildung 7b). Dieser FHL2-vermittetepressive Effekt konnte zudem
auf dem endogenen AP-1-IL2-Promotor beobachtet everEs war sogar maoglich,
die Doméane von FHL2 die fur diesen Effekt veranthah ist, zu identifizieren. Die
Repression wurde nur tber die am N-terminus be@hdh LIM-Doménen 1 und 2,
nicht aber Gber die Domanen 3 und 4 vermittelt (Aking 7c¢).

Das verschiedene LIM-Doménen fir die Interaktiort amderen Proteinen relevant
sind konnte bereits gezeigt werden. Bei der Intevakvon FHL2 mit BRCA1
(LIM-Domanen 2-4Y" und dem DNA-bindenden nukledren NP220 (LIM-Doménen
3-4)"?" ist zum Beispiel ausschlieBlich der C-Terminussabkggebend, wogegen
bei der Interaktion mit FOXO1 (LIM-Domé&nen ¥22)ind CDC47 (LIM-Domé&nen
15-3f% ebenso wie bei c-jun, der N-Terminus ausschlagelist. Bei3-Catenin ist
sogar das komplette Protein fiir eine Interaktiotighd Durch die Interaktion tiber
verschiedene LIM-Doméanen kann FHL2 somit spezifiath Adapterproteine mit
verschiedenen Partnern agieren.

Im Gegensatz zu den MCF7-Zellen konnte in den MDB-BB1-Zellen jedoch keine
Repression der c-jun-abhangigen Reporteraktivigdbbchtet werden. Hier agiert
FHL2 als Ko-Aktivator von c-jun. Dabei wurde flurediReportergenanalyse die
FHL2-reduzierte shFHL2 und die endogen FHL2-expnmemde shSCR Zelllinien
verwendet und jeweils mit c-jun und dem AP-l-abhgery Reporterplasmid
transfiziert (Abbildung 8a). In den shSCR-Zellemdmiler AP-1-abhéangigen Reporter
durch c-jun robust induziert, diese Aktivierung gaih den shFHL2-Zellen jedoch

komplett verloren. Auch bei einer Ko-TransfektioasdReporterplasmids mit dem
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c-jun-Aktivator MEKK1 ergibt sich ein ahnliches Bil In den FHL2-reduzierten
Zellen fallt die Aktivierung des AP-l-abhangigen pRgers, verglichen mit den
FHL2-exprimierenden Zellen, deutlich schwécher @ixhildung 8 b).

Selbst in einer weiteren Zelllinie, den MTSV1-7jgtesich das gleiche Bild. Eine
siRNA-vermittelte transiente Reduktion der FHL2-Men fihrt zu einer
verminderten Aktivitdt des AP-1l-abhéangigen Repsrtgkbbildung 9a), wogegen
eine Ko-Transfektion von FHL2 und c-jun zu einebusten Induktion fahrt
(Abbildung 9b).

Das Verhalten von FHL2 auf die c-jun-abhéangige Ragan schien sich also zu
widersprechen. Es agierte sowohl als Ko-Aktivatisr auch als Ko-Repressor von
c-jun auf dem AP-1 Promotor, abhangig davon, obineslen MCF7- oder den
MDA-MB 231- bzw. den MTSV1-7-Zellen exprimiert wwgdAllerdings ist bekannt,
dass FHL2 mit dem gleichen Interaktionspartner $owats Ko-Aktivator als auch als
Ko-Repressor agieren kann. In Muskelzellen repmmiEHL2 B-Catenin im
WNT-Signaltransduktionswéy wogegen es in Leberzellen als Aktivator fungfert
Allerdings konnte diese duale Funktion von FHL2 zwei vollig verschiedenen
Geweben gezeigt werden. Da aber die Reportergeysamalalle in Brustzelllinien
durchgefuhrt wurden, stellte sich zu diesem Zeikpuhe Frage, wieso FHL2 hier
sowohl als Ko-Aktivator als auch als Ko-Repressuitrdt. Erst die Untersuchung
der FHL2- und c-jun-abhangigen Expression konmeiee Antwort auf diese Frage

geben.

4.5 FHL2 induziert die Expression von Cyclin D1, 11-:6 und IL-8

Die Expression des Zellzyklusregulators Cyclin B1 unter anderem von c-j(fn
aber auch von anderen Mitgliedern des MAPK-Sigaaftduktionswegs, wie zum
Beispiel ERK1/2?® 22 abhangig. Zudem wird Cyclin D1 in 50% aller
Mammakarzinome Uberexprimiert. Es dient daher aath ein prominenter
prognostischer Mark&t

In der G1-Phase regelt der Cyclin E/CDK2-Kompf@sowie Cyclin D1 zusammen
mit den CDKs 4 und 8" die zellzyklusinhibitorische Funktion des RB-Pinge
Dieses blockiert im unphosphorylierten ZustandTdi@nskription S-Phase-relevanter
Gene. Cyclin D1/CDK4/6 und Cyclin E/CDK2 phosphaeyen das RB-Protein an
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den Serinen 780, 795 und 807/811 und heben dadienhG1/S Zellzyklusblock
auf*®,

In den Reportergenanalysen konnte festgestellt emerddass FHL2 die
AP-1-abhéngige Promotoraktivitdt moduliert. Ob sidires auf die Expression
verschiedener AP-1-abhangiger Proteine, insbesendef den Zellzyklusregulator
Cyclin D1, hat, war daher von besonderem Interesse.

Daher wurden MCF7, analog zu den Reportergenamglysit einer steigenden
Konzentration an c-jun-Expressionsplasmid transfizund die Auswirkungen auf
die Cyclin D1-Expression untersucht. Dabei zeigest®®-Blot Analysen, dass die
Cyclin D1-Expression mit der Menge an transfizierteHL2 korreliert (Abbildung
10a). Die Expression des nahen Verwandten Cyclimb® Cyclin E ist davon aber
nicht betroffen (Abbildung 10b).

Die Daten aus den Reportergenanalysen in MCF7di¢g€&#och vermuten, dass die
Cyclin D1-Expression aufgrund der Inhibition dejuc-abhangigen AP-1-Aktivitat
mit  steigender FHL2-Konzentration abnimmt. Die Ustehung des
Phosphorylierungsstatus des RB-Proteins zeigt Jeddass FHL2 tatsachlich die
Cyclin D1-Expression induziert. Mit steigender FHKBnzentration nimmt die
Menge an phosphoryliertem RB-Protein zu (Abbildd0g).

Aufgrund der gegenlaufigen Daten der Reportergdgs@aund der Western-Blot
Analyse war nicht auszuschliel3en, dass die beodtacBtyclin D1-Expression zwar
von FHL2 abhéangt, diese aber nicht Gber c-jun gestevird. Daher wurde in einer
semi-quantitativen PCR die Expression der mRNA Vo und IL-8 untersucht.
Beide Proteine werden nicht nur Uber einen AP-laaglgen Promotor gesteuert. Sie
spielen auch bei der Invasivitat und Metastasiennmy Tumorzellen eine wichtige
Rolle’” #8 Dazu wurde die mRNA aus den MCF7-WT und den MEFI-2 isoliert
und als Vorlage fir die PCR eingesetzt. Aber aueh keigt sich, dass FHL2 die
Expression der IL-6 und IL-8 mRNA induziert (Abhuiidg 11).

Vieles deutet also darauf hin, dass die beobachkidie?2-abhangige Repression des
AP-1-abhéngigen Reporters in den MCF7  artifiziell st. i Die
Cyclin D1-Expressionsdaten sowie die Daten auseéerquantitativen PCR mit IL-6
und IL-8 weisen FHL2 als einen Ko-Aktivator von APn MCF7 auf. Dies wird
zudem durch die Reportergenanalysen in MDA-MB 284 MTSV1-7 unterstitzt.
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Wie  der FHL2-vermittelte  repressive Effekt in  APRalth&ngigen
Reportergenanalysen in MCF7 zustande kommt, istewwen unklar. Eventuell wird
dieser durch ein anderes FHL2-Zielprotein, der Een&RK2, vermittelt. FHL2
interagiert mit ERK2 im Cytosol, verhindert dadurdessen Einwanderung in den
Kern und letztendlich die Phosphorylierung von ©&fu Durch einen bisher nicht
bekannten Mechanismus konnte die FHL2-ERK2 veritettRepression auf dem
Reporterplasmid in Konkurrenz FHL2-c-jun vermitéeltAktivierung auf den
Reporterplasmiden stehen. Allerdings scheint dietnek Auswirkung auf die
Regulation endogener AP-1-abhangier Promotorenahern Warum dieser Effekt
aber nur in MCF7, nicht aber in den anderen Zédhnauftritt, bleibt weiterhin
unklar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohlydim ©1-Expression mitsamt
der nachgeschalteten RB-Protein-Phosphorylierutg), aach die IL-6 und IL-8
MRNA Menge, sowie die Reportergenanalysen in MDA-MB31- und
MTSV1-7-Zellen, FHL2 als einen Aktivator von c-jum Mammakarzinom

ausweisen.

4.6 FHL2 interagiert mit c-jun im Nukleus

Wie in Immunfluoreszenzfarbung zu sehen, ko-lokalen c-jun und FHL2 im

Nukleus (Abbildung 12). Aus den Reportergenanalyiserzudem ersichtlich, dass
FHL2 die c-jun-abhangige Aktivitdt des AP-1-Pronrstoinduziert und die

Expression verschiedener Zielgene reguliert. Zwannken andere Studien eine
Interaktion zwischens c-jun und FHL2 zeigénob diese Interaktion aber
ausschlaggebend fur die in Brustzellen beobaclktkti®ierung ist, konnte zunachst
nicht mit letzter Sicherheit gesagt werden. SchiteRwar es denkbar, dass FHL2
hier mit einem bisher unbekannten Interaktionsgarto-jun indirekt, z.B. Uber

Phosphorylierungskaskaden, aktiviert.

Ob die FHL2-abhangige Aktivierung der AP-1-Aktivitddurch eine direkte

Interaktion zwischen FHL2 und c-jun vermittelt wimter ob es sich um einen
indirekten Effekt handelt, vergleichbar mit derdraktion von FHL2 und ERKZ2,

konnte allerdigns durch verschiedene InteraktiatBsh geklart werden.

In-vitro Pull-DownVersuche gaben einen ersten Hinweis auf eine teineiteraktion

zwischen FHL2 und c-jun. Durch die Verwendung vaidiilonsmutanten konnte die
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Interaktionsdoméane zudem auf die ersten beiden Divikdnen, genauer gesagt auf
die Aminosauren 20 bis 113, eingeschrankt werddmbildung 13). Die gleichen
Doméanen waren in den Reportergenanalysen fur didulMton der c-jun-Aktivitat
verantwortlich (Abbildung 7c). Iin-vivo Co-IPs konnten die Beobachtungen aus den
Pull-Down Versuchen nochmals bestéatigen. Sowohl bei eindurgilmit c-jun, als
auch mit FHL2 konnte der jeweilige Interaktionspart nachgewiesen werden
(Abbildung 14). Es ist bezeichnend, dass die FHij@relnteraktion ausschlief3lich
im Kern stattfindet und nicht im Cytosol. Dies waufgrund der Lokalisation der
beiden Proteine jedoch zu erwarten.

Diese Interaktionsstudien, zusammen mit den Rem@tanalysen sowie den
Expressionsanalysen, zeigen FHL2 als direkten dktemspartner von c-jun. Diese
Interaktion fuhrt nicht nur zu einer Induzierungr de-6- und IL-8-Transkription,
sondern auch zu einer Expression von Cyclin D1 wled darauf folgenden
Phosphorylierung des RB-Proteins.

4.7 FHL2 ist in die Zellzyklusregulation involviert

Die bisherigen Daten zeigen, dass FHL2 Uber c-ji;n @yclin D1-Expression
induziert. Dies fuhrt zu einer Phosphorylierung deB-Proteins, was auf eine
Aufhebung der G1/S-Kontrollpunktblockade hinwelss. lag daher nahe, dass FHL2
eine Rolle in der Zellzyklusregulation spielt. Eueiteres Indiz, neben der Induktion
der Cyclin D1-Expression, war die bereits nachgsene Interaktion von FHL2 mit
CDC47, einem weiteren Zellzyklusregul&for

In weiteren Versuchen sollte daher die Auswirkunteg veranderten FHL2-Status
auf die Zellzyklusregulation untersucht werden. Di&HL2-vermittelte
Cyclin D1-Induktion lie3 ein Aufheben der G1/S-Btade und damit einen
beschleunigten Zellzyklusdurchlauf erwarten. Olsdler Fall ist, wurde durch einen
Vergleich der Zellzyklusverteilung der Zelllinien®F7-WT und MCF7-FHL2 sowie
MDA-MB 231 shSCR und shFHL2 im Durchflusszytomeganittelt.
Uberraschenderweise unterscheidet sich die Zelizyldrteilung von MCF7-WT und
MCF7-FHL2 nur marginal. Trotzdem ist eine Tendenm erkennen. Die
MCF7-WT-Zellen erreichen den G2/M-Kontrollpunkt ha@ bis 10 h, wogegen dies
bei MCF7-FHL2-Zellen erst nach 12 h der Fall ishsdesamt betrachtet

durchschreiten die MCF7-FHL2-Zellen von Beginn &m &ellzyklus langsamer als
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die MCF7-Zellen (Abbildung 15a). Trotz FHL2-indudier Cyclin D1-Expression
proliferieren die FHL2-exprimierenden Zellen langea.

Ein ahnliches Bild ergibt sich in den MDA-MB 231uéh hier durchschreiten die
FHL2-positiven shSCR-Zellen den Zellzyklus langsaraks die FHL2-reduzierten
shFHL2-Zellen. Allerdings gibt es einen signifikantUnterschied. Die shSCR- und
die shFHL2-Zellen durchlaufen bis zehn Stunden na8&ifhebung des
Zellzyklusblocks den Zellzyklus nahezu parallel ungtht, wie in den MCF7,
verzogert. Erst nach 12 Stunden ist ein ersterrdciéed sichtbar. Hier befinden sich
bei den MDA-MB 231 shSCR noch signifikant mehr 2alin der G2/M-Phase als in
den shFHL2 (41,9% shSCR zu 33,5% shFHL2). Die si=RAgllen schreiten also
deutlich schneller durch die Mitose als die shSGiea (Abbildung 15b).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die€sxpn von FHL2 nicht, wie
erwartet, zu einem beschleunigten G1/S-Ubergangt,filbondern zu einem
verlangsamten Durchgang durch die Mitose. Dies ggfie sich auch im
Proliferationsassay mit den vier Zelllinien wiedéeNenn FHL2 in der Zelle
exprimiert wird, fhrt dies zu einem verzdgertendhgtum (Abbildung 16).
Aufgrund der vorherigen Daten war aber anzunehmedass durch die
FHL2-vermittelte Induktion von Cyclin D1 der G1/SKtrollpunkt schneller
durchschrittet?*, und die Zellproliferation beschleunigt wird. Dellzyklusmessung
und der Proliferationsassay weisen jedoch eindeanify einen FHL2-vermittelten
inhibitorischen Effekt der Zellzyklusprogression nhi Wieso eine reduzierte
FHL2-Expression zu einem beschleunigtem G2/M-Ubmggand somit zu einer
schnelleren Zellproliferation fuhrt, sollte nactgehd untersucht werden.

4.8 FHL2 reguliert p21 unabhangig von p53

Der in den MDA-MB 231 beobachtete, beschleunigtéMsPbergang weist darauf
hin, dass FHL2 in die Regulation dieses Kontrolkgannvolviert sein konnte. Ein
wichtiger Regulator des G1/S- und G2/M-Ubergangsdisr Zellzyklusinhibitor
p21°%. p21 blockiert den G1/S-Ubergang durch die Infobitvon Cyclin D1 und
Cyclin E* und den G2/M-Ubergang durch die Inhibition von CDGnd Cyclin
81134.

Daher wurden in Western-Blot Analysen synchronisielDA-MB 231 shSCR
sowie shFHL2 auf ihr FHL2- und p2l-Expressionspraintersucht. In den
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FHL2-exprimierenden shSCR-Zellen wird p21, wie eateia zellzyklusspezifisch
exprimiert mit einem Hohepunkt in der G2/M-Phaggelessanterweise wird aber
FHL2 ebenfalls zum G2/M-Kontrollpunkt hin induziefAbbildung 17a). In den
shFHL2-Zellen hingegen fuhrt eine Reduktion von RHtu einer Aufhebung der
p21-Expression (Abbildung 17b).

Diese Daten zeigen zum ersten Mal eine zellzyklemfische Expression von FHL2,
mit einem Maximum beim G2/M-Ubergang. Interessaméise ist die
FHL2-Expression beim G1/S-Ubergang nicht erhohtLEkst zwar grundsatzlich in
der Lage die Cyclin D1-Expression zu induzieren. [@s aber beim
G1/S-Kontrollpunkt nicht verstarkt exprimiert wirkiynnte dies erklaren, warum kein
beschleunigter G1/S-Ubergang beobachtet werdent&onn

Darlber hinaus gibt es einen Zusammenhang zwiscden FHL2- und
p21l-Expression, da, in den FHL2-negativen shFHL2, pR21-Expressiert stark
reduziert ist.

Dieser Zusammenhang zwischen der FHL2- und p2ldsspn konnte durch die
Induzierung von DNA-Schéaden mittels DoxorubicinsifSCR und shFHL2 genauer
beleuchtet werden. In shSCR-Zellen wird p21 klaluziert, wogegen in den shFHL2
auch nach der Doxorubicin-Behandlung kein p21 detddar war (Abbildung 18a).
Das gleiche Bild ergab sich bei der transientenuRi&on des FHL2-Gehalts in
MTSV1-7-Zellen. Auch hier konnte keine p2l-Expressifestgestellt werden
(Abbildung 18b).

Der klassische Induktor der p21-Expression ist [iher war der p53-Status in den
MDA-MB 231 shSCR und shFHL2 ebenfalls von Interesse Western-Blot
Analysen konnte in beiden Zelllinien sowohl ein aolp53-Proteingehalt, als auch
eine identische Menge aktiviertes p53 (phospho-phachgewiesen werden.
Trotzdem gab es Unterschiede im p2l-Expressiongpife wahrscheinlichste
Ursache hierfur liegt demnach bei der Funktion pd8. Wie in vielen Karzinomen
ist p53 in den MDA-MB 231 inaktl. Dadurch hat es die Fahigkeit zur Modulation
der p21-Expression verloren. (Abbildung 19a).

Die Induktion von FHL2 zur G2/M-Phase in den MDA-MEB1 fiihrt zu einer
Induktion von p21 und somit zum Kontrollpunktarrestivogegen die
FHL2-reduzierten Zellen diesen einfach Ubergeheas Rann auch das grundsatzlich
verzogerte  Wachstum in den FHL2-postiven MCF7-FHL2und
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MDA-MB 231 shSCR-Zellen erklaren. In den shFHL2 rtiider Verlust von p21 zu
einem beschleunigten G2/M-Ubergang, wodurch didefeletztendlich schneller
proliferieren. In den MCF7-FHL2 wird FHL2 hingegercht zellzyklusspezifisch,
sondern konstitutiv exprimiert. Zudem besitzt MCEallen aktives p53. Dadurch
wird die FHL2-abhangige p21-Expression wahrschemliberlagert. Allerdings ist
denkbar, dass die Uberexpression von FHL2 trotzdem einer erhdhten
p21-Expression und zu einer langsameren Proliteratier Zellen fihff. Dieser

Effekt ist immer noch so stark, dass die durch Fkk26hte Cyclin D1-Expression
keine direkten Auswirkungen auf die Proliferaticatsrhat.

Reportergenanalysen mit einem p2l-abhangigen Pooni@nnten nochmals die
Western-Blot Analysen bestatigen. Bei einer durcloxd@ubicin-vermittelten

DNA-Schadigung wird die p21-Expression nur in Anemseit von FHL2 induziert.
In den FHL2-negativen MDA-MB 231 shFHL2 kann das lbhangige
Reporterplasmid dagegen nicht induziert werden {8labg 20).

4.9p21 wird Gber FHL2 und den MAPK-Signaltransduktionsweg reguliert

Die Expression von p21 kann iiber mehrere Wege gesteverdef?” "> %> Es stellte
sich daher die Frage, wie FHL2 die p21-Expressioluziert.

Die bisherigen Daten haben gezeigt, dass FHL2 sbwidd c-jun-abhangige
Transkription, als auch die p21-Expression ind@rigtann. Hinzu kommt, dass p21
bereits als c-jun-Zielgen beschrieben wifd&inen Zusammenhang zwischen der
FHL2-vermittelten c-jun-Aktivierung und der der pBiduktion herzustellen lag
daher nahe. Ob FHL2 aber tatsachlich tber c-jurp8ie Expression induziert, sollte
im Folgenden geklart werden.

Zunachst wurde FHL2 zusammen mit dem c-jun-AktivatdEKK1, sowie c-jun
selbst zusammen mit einem p2l-abhangigen PrometoReportergenanalysen
eingesetzt. Dabei konnte der p21-abhangigen Prondoich c-jun aktiviert werden.
Bei einer Ko-Transfektion mit FHL2 wird diese Akiwung aber nochmals verstarkt.
Ahnlich sieht es bei einer Ko-Transfektion mit FHuRd MEKK1 aus, auch hier
wird die MEKK1-abhangige Aktivierung durch FHL2 rionals verstarkt (Abbildung
22).

Ob die FHL2-vermittelte Aktivierung der c-jun-ablyiigen p21-Expression indirekt

oder auf Promotorebene erfolgt, konnte in nachfudga Interaktionsstudien mit der
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p21l-Promotorregion geklart werden. Chromatin-Imnpréaipitationsversuche
haben gezeigt, dass FHL2 direkt auf dem p21-Pronasoziiert ist. Da FHL2 trotz
seiner LIM-Doméanen nicht direkt mit der DNA interaggn kann, wird die
beobachtete Interaktion wahrscheinlich indirektritgun vermittelt. Dabei kdnnte
der c-jun-Transkriptionsfaktor direkt auf der ARSgquenz des p21-Promotors
binden und so als Adapterprotein zwischen der DMA EHL2 dienen (Abbildung
21).

4.10 FHL2 reprimiert Uber p21 CDE/CHR-abhangige Prdeine

Die p21-vermittelte Inhibierung des Zellzyklus wirgich auf viele nachgeschaltete
Zellzyklusregulatoren aus. Einer dieser Regulatoossen Expression durch p53
und dem nachgeschalteten p21 inhibiert wird, i%1¥}. PIk1 reguliert, unter
anderem (ber cdc2 und Cyclin B1, den G2/M-Ubergang spielt daher eine
wichtige Rolle in der Zellzyklusprogressign %

Die bisherigen Daten zeigen, dass FHL2 zusammencuih die p21l-Expression
induziert. Daher wurde als n&chstes untersucht, smih diese Induktion auf
nachgeschaltete Proteine, wie zum Beispiel Plkdwalt.

In Reportergenanalysen mit einem Plk1-Reporterplhs(plkLuc) konnte, wie
erwartet, eine durch p53 und p21 induzierte Repesder Plk1-Promotoraktivitat
beobachtet werden. Aber auch eine UberexpressionFkL2 zeigt den gleichen
Effekt. Die FHL2-vermittelte Expression von p2l fildemnach ebenfalls zur
Regulation p21-abhangiger Proteine, wie zum Belispie Repression von Plkl
(Abbildung 23a).

Dies spiegelt sich ebenfalls in den Western-Blotalkgen wieder. In den
FHL2-positiven MDA-MB 231 shSCR wird die p2l-Expsem durch FHL2
induziert. Dies hat die Repression der PIk1l-Expoeszur Folge. Analog dazu
werden in den MDA-MB 231 shFHL2 nur reduzierte Mengan FHL2 und
dementsprechend wenig p21 exprimiert. Das Fehlanp2d hebt die Repression auf,
es wird mehr Plk1 exprimiert.

Weitere Studien zeigen zudem, dass auch anderzyklaBregulatorische Proteine
durch die p21-Induktion betroffen sind. Auch diepEession von CDC25C wurde
reprimiert, interessanterweise aber nicht die v&C@5A. Dies ist wahrscheinlich

auf das CDE/CHR-Repressorelement zurtckzufihres, stavohl Plk1l als auch
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CDC25C besitzen, welches aber CDC25A fehlt (Abmigi23b). FHL2 kann daher
Uber die Induzierung von p21 die Expression weit&@alzyklusregulatoren, deren
Expression CDE/CHR-abhangig ist, inhibieren.

4.11 FHL2 fordert zellmatrixunabh&ngiges Wachstum

Ein wichtiges Merkmal in der Tumorentwicklung istedFahigkeit der Zellen,
zellmatrixunabhangig zu wachséh Bei dem Verlust von Zellkontakten gehen
normale Zellen in die Apoptose, nicht so entartetéellen. Die
Zellmatrixunabhangigkeit korreliert gleichzeitig tmider Invasivitat und der
Tumorentwicklung der Zelfé®

Sowohl der MAPK-Signaltransduktionsweg als auch pgdten einen essentiellen
Beitrag zum zellmatrixunabhéngigen WachsttfmAufgrund der Fahigkeit von
FHL2 sowohl den MAPK-Signaltransduktionsweg als hadlie p21-Expression zu
modulieren, lag ein Vergleich FHL2-positiver und IEHreduzierter Zellen bezuglich
des zellmatrixunabhangigen Wachstums nahe.

Im Vergleich der MCF7-WT- und MCF7-FHL2- sowie ddDA-MB 231 shSCR-
und shFHL2-Zellen inColony-Forming Assagrgab sich ein interessantes Bild. Die
hochinvasiven MDA-MB 231 shSCR koénnen ohne Problé&tmnien im Softagar
bilden, also zellmatrixunabhéngig wachsen. WirdldL2-Gehalt jedoch wie in den
shFHL2 reduziert, verlieren die Zellen diese FabigkAbbildung 24a).

Das gleiche ist in den MCF7 zu beobachten. Zwarnkindiese grundsatzlich
Kolonien im Softagar bildér?, die Uberexpression von FHL2 fiihrt allerdings zu
einem starken ansteigen der Kolonienanzahl (Abhtd24b).

Die FHL2-vermittelte Fahigkeit der Zellen zellmatrhabhangig zu wachsen,
korreliert mit den FHL2-Expressionsprofilen im Mamkarzinom sowie den
Beobachtungen von Gabried al.in immunhistologischen Schnit®hDie Menge an
exprimierten FHL2 geht mit einer gestiegenen Aggikasit des Tumors und einer
schlechten Uberlebensprognose einher. Bemerkensvegrt dass durch eine
Reduktion der FHL2-Expression die Zellen die Fahigkes zellmatrixunabhangigen
Wachstums verlieren.

Diese Daten zeigen, wie feinreguliert die p53-urgige p21-Expression ist. Uber
den MAPK-Signaltransduktionswegs wird die c-jun-@bgige Expression und damit
die Menge an p21 reguliert. Trotzdem bleibt FHL2tztlendlich fur eine
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p21l-Expression notwendig und bildet im Zusammehsmé c-jun das letzte,
regulative Element (Abbildung 25)

MAP3K

MAP2K

MAPK

Transkriptions-

AP1-abhingiger Promotor

AP1-abhingiger Promotor

Cyclin D1

= b

GIRIG

CDE/CHR-abhangiger Promotor PLK1/CDC25C ] @ @

Genexpression, Zellproliferation, Apoptose

Abbildung 25: Schematische Ubersicht liber die FHLA,ermittelte Regulation AP-1-abhangier
Zielproteine. Im oberen Teil ist der MAPK-Signaltransduktionsweabgebildet, reduziert auf die
untersuchten Aktivatoren der c-jun-induzierten @y@1- und p21-Expression. Im unteren Teil auf
der rechten Seite ist die FHL2- und c-jun-abhandiggulation der Cyclin D1-Expression sowie der
nachgeschalteten RB-Protein-Phosphorylierung deefifesAuf der linken Seite ist die Regulierung
der p21-Expression Uber FHL2 und c-jun sowie defl&ss auf den CDE/CHR-abhangigen Promator
zu sehen.
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5. Zusammenfassung

Die Onkogenese geht mit einer Deregulation dezydlis einher. Dabei spielt unter
anderem die Regulation verschiedener krebsrelevamtnskriptionsfaktoren eine
wichtige Rolle.

Ein Interaktionspartner und Regulator vieler didsaktoren ist das LIM-only Protein
FHL2. Es ist bereits bekannt, dass sich der FHIa2uStzwischen normalen und
entarteten Zellen in allen bisher untersuchten ®eweunterscheidet. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, desssauch im Brustgewebe der Fall
ist. FHL2 wird in fast allen aggressiven Mammakaomen tberexprimiert, nicht
aber im Normalgewebe und nur schwach in nicht-iivems ,DCIS". Dies weist
darauf hin, dass die FHL2-Menge mit der Aggresaivdes Tumors korreliert.
Weiterhin konnte hier zum ersten Mal nachgewiesanden, dass FHL2 in die
Zellzyklusregulation involviert ist. Am G1/S-Ubemg kann FHL2 die
Cyclin D1-Expression induzieren, was letztendliah ener Phosphorylierung des
RB-Proteins und zum Eintreten der Zelle in dietade fuhrt. Wichtiger aber ist die
hier gezeigte FHL2-abhangige Induktion von P21AF, ein Zellzyklusinhibitor, der
unter anderem auch in der G2/M-Kontrollpunkregolatiinvolviert ist und
normalerweise uber p53 reguliert wird.

Diese Induktion resultiert dort in einem verlangsam Kontrollpunktbergang,
wogegen eine Reduktion des FHL2-Gehalts einen bmsuigten G2/M-Ubergang
zur Folge hat. Zusatzlich zeigten Expressionsaealysnit synchronisierten
Brustkrebszellextrakten dass FHL2 zellzyklusabhgireyprimiert wird, mit einem
Maximum am G2/M-Kontrollpunkt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, desp21-Expression in den hier
verwendeten Brustkrebszelllinien p53-unabhéngiquisdl ausschliel3lich von FHL2
abhangt. Hierbei wird die FHL2-abhangige p21 Exgies wahrscheinlich tber die
Aktivierung des c-jun-Transkriptionsfaktors im MAPBignaltransduktionsweg
induziert. In vivo und in vitro Interaktionsstudiéraben eine Interaktion von FHL2
mit c-jun gezeigt, wobei die Interaktion Uber diesten beiden LIM-Doménen
vermittelt wird. Der FHL2-c-jun-Komplex bindet amedAP-1-Sequenz innerhalb des
p21-Promotors und induziert dadurch p2l1l. Dies fulkrt einer Inhibition
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verschiedener CDE/CHR-regulierter Proteine wie CBC2der Plkl und zu einer
verzogerten Zellzyklusprogression.

In diesem Zusammenhang konnte im Rahmen dieselitAybeeigt werden, dass die
FHL2-Expression nicht nur zu einer verlangsamtesiifeération fiihrt, sondern auch

zur Fahigkeit der Zelle zum zellmatrixunabhangiyéachstum beisteuert.

Es scheint auf den ersten Blick widersprichlichssd&HL2 fir einen intakten

G2/M-Kontrollpunkt und eine geringere Proliferatsoate sorgt, gleichzeitig aber zur
Tumorentwicklung beitragt. Es ist allerdings bekardass Tumore ihr Wachstum
verlangsamen bevor sie metastasieren. Auch fimemiohter p21-Gehalt im Cytosol
zu einer Inhibition der Apoptose, einer weiteregdfischaft von Tumoren.

FHL2 ist daher ein signifikanter Faktor in der Ogkoese des Mammakarzinoms

und aufgrund der differentiellen Expression in @relTumoren ein interessantes Ziel
fur Krebstherapien.
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7. Abklrzungsverzeichnis
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SIRNA small interference RNA
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TE Tris-EDTA
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TGF Transforming growth-factor
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Upm Umdrehungen pro Minute

USW. und so weiter

uv Ultraviolett(-Strahlung)

viv ,volume/ volume*

Vol. Volumen

w Tryptophan
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z.B. zum Beispiel
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