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1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

Kopf- und Halstumore gelten als vierthdufigste Todesursache bei Mannern in der
Européaischen Union mit mehr als 600 000 neuen Féllen jahrlich weltweit (Jakse et al
2003). Bezuglich der Bundesrepublik Deutschland ist nach Schatzung der Deutschen
Krebsgesellschaft/Robert-Koch Institut im Jahre 2005 festzustellen, dass Tumore der
Mundhohle und des Rachens (ICD-9 140-149) mit 3-4% bei Mannern und 1% bei
Frauen die siebthaufigste Krebsneuerkrankung bei Mannern, mit einem stetigen
Anstieg der Inzidenz bei beiden Geschlechtern, darstellen (Frohlich 1991,
Bundesministerium fur Gesundheit 1993; Becker 1999). Manner sind haufiger
betroffen als Frauen (Verhéltnis 2,9:1) (Robert Koch-Institut 1999) und der
Altersgipfel liegt im 3-6 Lebensjahrzehnt. Die Ausbildung eines Platten-
epithelkarzinoms (ICD-0 8070/3 und 8071/3) gilt als die am h&ufigsten diagnostizierte
Tumorentitat in der Gruppe maligner Neoplasien des Kopf-Hals-Bereiches (World
Health Organization 1990).

Plattenepithelkarzinome (PECA) entstehen zu gleichen Anteilen im Mundboden (ICD
144), an der Zunge (ICD 141) sowie im Bereich des Rachenrings (ICD 146) und des
Hypopharynx (ICD 148). Sie stellen sich in tiber 90% der Falle als in die Umgebung
einstrahlend dar (Abb. 1). Eine rasche Infiltration in umliegendes Gewebe und frihe
Metasta-sierung in die regionédren Lymphknoten, spater auch in tiefergelegene
Lymphknoten, ist zu beobachten. Haufig liegt eine langjahrige Tabak- und
Alkoholanamnese der betroffenen Patienten vor. Diese pradisponierenden Faktoren
steigern das Malignomrisiko im Vergleich zum Nichtraucher oder Nichttrinker um das
20-fache, wobei der kombinierte Genuss ein multiplizierendes Risiko in sich birgt
(Becker 1999; Jakse, Auberger et al. 2003).
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Abb. 1.1 Ausgepragtes Plattenepithelkarzinom im Bereich des anterioren Mundboden,
mit exophytischen Anteilen und ulzerierter Oberflache.

Llewellyn et al. (LIewellyn, Johnson et al. 2001) beschreiben, dass besonders in den
letzten Jahren eine deutliche Neuerkrankungszunahme bei alten (>80 Jahre) und
jungen (<40 Jahre) Menschen beobachtet werden konnte. Ein Grof3teil der unter
40jahrigen gab an, nie geraucht oder Alkohol in tberméafRigem Ausmald konsumiert
zu haben. Im Vergleich zu alteren Patienten wére die Lebenszeitdauer fur eine
maligne Zelltransformation viel zu kurz. Es besteht bisher keine Einigkeit, ob die
Karzinogenese der oralen Karzinome junger Menschen der von &lteren Patienten
gleicht. Weiterhin wird bei den neu diagnostizierten Manifestationen von PECA ein
vermehrter Anteil von Frauen beobachtet, bei denen ebenfalls keine offensichtlichen,
atiologischen Faktoren ausgemacht werden kénnen (Sturgis, Moore et al. 2005
Chitapanarux et al. 2006; Gilroy, Morris et al. 2005; Verschuur 1999).

Trotz weiterentwickelter diagnostischer und therapeutischer Moglichkeiten bei
Patienten mit PECA, besteht weiterhin eine 3-7%ige jahrliche Rezidivrate, ebenso
konnte die Uberlebensrate der davon betroffenen Patienten bisher nicht
entscheidend verlangert werden (Bier 1991).
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1.2 Adhé&sionsmolekile und Karzinogenese epithelialer Tumore

Eine zentrale Bedeutung in der Pathogenese der epithelialen Tumore kommt der
Integritat des Epithelzellverbandes zu. Diese wird im Wesentlichen durch integrale
Membranproteine sog. Zelladhasionsmolekile auf der Oberflache der Epithelzellen
gewahrleistet (Johnson, Rowe et al. 1992). Sie vermitteln nicht nur den
Zusammenhalt der Epithelzellen im Zellverband (Zell-Zell-Adhasion) und deren
Bindung an die Extrazellularmatrix (Zell-Matrix-Adhasion), sondern sind auch an der
Steuerung und Koordination der Proliferation, der Differenzierung sowie der
Wanderung der Epithelzellen innerhalb der Mukosa beteiligt (Kohn, Liotta 1995;
Wong, Todd et al. 1996). Erste Untersuchungen weisen darauf hin, dass Stérungen
der Expression oder der Funktion von Adhasionsmolekilen mit einer veranderten
Gewebsarchitektur und mit Funktionsdefekten des Epithelzellverbandes mit der
Karzinogenese assoziiert sind (Akiyama 1996; Vermeulen, Van Marck et al. 1996).
Bei Karzinomen scheint der Verlust von funktioneller Zellpolaritat und Zelladhasion
als Voraussetzung fur das invasive und metastasierende Wachstum entscheidend zu
sein (Akiyama, Olden et al. 1995; Shiozaki, Oka et al. 1996; Woodhouse, Chuaqui et
al. 1997). Die normale Epithelfunktion wird durch die regelrechte Expression und
Funktion einzelner Adhasionsmolekile gewahrleistet; wird dieses koordinierte
Zusammenwirken gestort, resultieren Defekte des zellularen Adhé&sionsapparates. Zu
den Adh&asionsmolekilen werden die Cadherine, die Integrine, die Selektine und
Mitglieder der Superfamilie der Immunglobulingene gezahlt. Regular bestehen diese
Molekile aus einer intrazellularen, einer transmembranaren und einer extrazellularen
Domane. Die eigentliche Adhasion wird dabei durch die extrazellulare Domane
vermittelt. Der Signaltransduktion ins Innere dient die intrazellulare Domane.
Humane epitheliale Tumore zeichnen sich haufig durch ein verandertes Expressions-
und Funktionsmuster der genannten Zelladhdsionsmolekiile aus. Insbesondere
wirken sich Veranderungen von E-Cadherin und spezifischen Integrinen auf die
Invasivitat der Tumorzellen und die Metastasierung aus (Shimoyama, Hirohashi
1991; Behrens 1994; Liotta, Kohn 2001; Jin, Varner 2004; Janes, Watt 2006).
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Therapeutika, welche eine modulierende Funktion auf Integrine und E-Cadherin
aufweisen, konnten hoffentlich zukiinftig als potentielle Tumorwachstumsinhibitoren
bzw. -modulatoren zum Einsatz kommen (Jin, Varner 2004). Hierzu z&hlen
Substanzen wie Tamoxifen (TAM) und Estradiol, die in der Therapie von
Brustkarzinomen und Gliomen sowie Lungenkarzinomen zunehmend an Bedeutung
gewonnen haben (Saintier 2004). Bereits vertffentlichte Untersuchungen lieferten
Hinweise dafur, dass Steroide zu einer Verdnderung der Expression von E-Cadherin
in bestimmten Arten von Geweben im Tiermodell fihren (MacCalman, Brodt et al.
1994; MacCalman, Farookhi et al. 1994; Saintier, Burde et al. 2004). Die Bedeutung
von Steroidhormonen bei der Entwicklung von epithelialen Tumoren ist seit einigen
Jahren Gegenstand der Forschung (MacCalman, Brodt et al. 1994; MacCalman,
Farookhi et al. 1994; Hopert, Beyer et al. 1997). Untersuchungen an humanen
epithelialen Tumoren im Bereich der Brust haben ergeben, dass das Wachstum von
einem Drittel der Tumore durch Ostrogene stimuliert wird, und somit diese Tumore
einer Therapie mit Antidstrogenen zuganglich sind (El Khissiin, Cleeren et al. 1997;
Tonetti, Jordan 1997). Damit Gibereinstimmend zeigten Arbeiten bereits ein signifikant
verandertes  Wachstumsverhalten  von  Plattenepithelkarzinomzelllinien  in
Abh&ngigkeit von Tamoxifen (Shapira, Virolainen 1986; Hoffmann, Bojar et al. 2002;
Tavassoli, Soltaninia et al. 2002; Kim, Lee et al. 2007, Nelson, Helmstaedter et al.
2006).
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1.3. Zelladhasionsmolekiile

1.3.1 E-Cadherin

E-Cadherin wird als ein transmembranéres Protein der Gruppe der klassischen

Cadherine (Typ 1) bezeichnet, welche sich in neun Untergruppen unterteilt.

Tab. 1.1 Klassifikation der Cadherine

Cadherin-Typ Bezeichnung Representative
Mitglieder
Klassisches E-Cadherin
Cadherin P-Cadherin
N-Cadherin
Il Atypisches M-Cadherin
Cadherin Cadherin-5
Cadherin-8
Cadherin-12
1 Peptid LI-Cadherin
Transporter (intestinaler protonen-
abhéngiger Peptid-
transporter)
v Trunkierte T-Cadherin
Cadherine
\Y Protocadherine | Protocadherin 43
VI Desmocollin Desmocollin 1
Vi Desmoglein Desmoglein 1
Vil Rezeptor c-ret
Tyrosin Kinase
IX Andere Fat protein

Die Cadherine sind essentiell an der embryonalen Morphogenese beteiligt (Takeichi
1991). Das Ca?"-abhangige Zell-Zelladhasionsmolekiil E-Cadherin ist tiberwiegend in
epithelialen Geweben vorhanden, in welchem es fir die Zellpolaritat innerhalb des
Epithelzellverbandes sowie flr die Stabilisierung der Zell-Zellkontakte von grol3er

Bedeutung ist.
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E-Cadherin stellt sich als ein membranéres Glykoprotein mit einer Molekilmasse von
120 kD mit funf extrazellularen Doméanen (EC), einer transmembranaren und zwei

intrazellulare Regionen (Abb. 1.2).

B-CTN, p120,

lakoglobi
Type | / Type Il RRSas

cadherin

Abb. 1.2 Die extrazellulare Doméne (EC) besteht aus funf repetitiven Einheiten von 110 Aminoséuren,
deren N-Terminale ein gemeinsames Bindungsmotiv fiir alle klassischen Cadherine aufweist. Eine
laterale Dimerisierung zweier Cadherinmolekile erfolgt nur unter Bindung von Ca”*-lonen. Die
zytoplasmatische Doméne (CB) kann R-Catenin, p120 Catenin und plakoglobin binden, welches tber
die Bindung an o-Catenin eine Verbindung zum Aktin-Zytoskelett herstellt. Das kodierende Gen
CDH1/E-Cadherin befindet sich auf Chromosom 16 (16g22.1).

Bindungen an die Nachbarzelle erfolgen nach Bildung von parallelen cis-Dimeren in
einer Zelle durch eine folgende trans-Dimerisierung mit einem identischen Cadherin-
Dimer der Nachbarzelle und sind somit homophil (Shapiro, Fannon et al. 1995). Die
Bindung an zytoplasmatische Proteine erfolgt tber den C-Terminus mit seiner sog.
scatenin-binding domain® der intrazellularen Doméane. Hier erfolgt die Verknipfung
mit 3-Catenin und Plakoglobin, welche mit a-Catenin interagieren, und hierdurch die
notwendige Verbindung mit dem Aktin-Zytoskelett herstellen, die fir eine effiziente
Zell-Zellverbindung notwendig ist (Wheelock, Johnson 2003; Nelson, Nusse 2004).
Eine direkte Interaktion der intrazellularen Domane mit einem weiteren Molekdl, das

p120°", erfolgt Uiber die juxtamembrandre Domane der Cadherine,
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hierbei kommt es zu keiner Verbindung mit a-Catenin und somit auch nicht mit dem
Aktin-Zytoskelett (Hatzfeld 2005). Die Kernfunktionen dieser Bindung stellen die
Regulierung des Cadherin-turnovers und die Transduktion von Signalen, die die
Zellmotilitat beeinflussend in das Zellinnere weitergeleitet werden, dar (Davis, Ireton
et al. 2003; Reynolds, Aberdeen et al. 2004; Yanagisawa, Anastasiadis 2006).

Ein intakter E-Cadherin/Catenin-Komplex bildet die Grundvoraussetzung fur einen
regelrechten Epithelzellverband bzw. einer funktionierenden Zonula adhaerens und
kann somit als Tumorsuppressor fungieren (Behrens 1999; Behrens 2000;
Vermeulen 1995). Der Verlust dieser Funktion durch Stérungen des E-Cadherin/R3-
Catenin-Komplexes, z.B. aufgrund von Alterationen von [3-Catenin, korreliert mit

einem Erwerb von invasiven Eigenschaften (Barker 2000; Behrens, 1999).

1.3.2 RR-Catenin

3-Catenin mit einer Molekilmasse von 88kD bindet direkt an E-Cadherin (Trent,
Wiltshire et al. 1995) und ist ein wichtiges Element des Wingless/Wnt-Signalweges,
welcher die zellulare Differenzierung und Zell-Zell-Adhasion malf3geblich steuert
(Nelson and Nusse 2004). In nicht maligne transformierten Zellen wird die Menge an
freiem ungebundenem zytosolischem (3-Catenin streng durch sofortige Degradation
mit Proteosomen reguliert (Barker 2000; Behrens 1999). Durch Phosporylierung mit
einer Serin/Threonin-Kinase der sog. Glykogen-Synthase-Kinase (GSK)-3[3 nach
Bindung an den APC Multi-Protein-Komplex wird 3-Catenin der Degradation durch
Ubiquitination im Ubiquitin-Proteasome-Pathway zugefihrt (Kimelman, Xu 2006).
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Abb. 1.3 3-Catenin ist ein 90kD-Protein, welches die Bindung von E-Cadherin an das Aktinzytoskelett
vermittelt (1). Es erfolgt die sofortige Degradation des R-Catenin, sobald dieses aus dem E-
Cadherin/3-Catenin Komplex frei wird. Die Degradation beinhaltet die Bindung von R-Catenin an den
GSK-3- Komplex, in welchem die Phosphorylierung von Serin und Threonin am N-terminalen Ende
stattfindet; anschlieRend wird 3-Catenin der Ubiquitination und Proteolyse zugefihrt (2). Wird freies 3-
Catenin nicht der Degradation zugefiihrt, so kann es durch Bindung an den LEF/TCF-Komplex im
Nukleus seine Signalwirkung entfalten (3).

Liegt eine gestorte Degradation vor, so kumuliert freies 3-Catenin im Zytosol oder im
Nukleus. Ebenso konnte eine Mutation oder Deletion des [3-Catenin Gens eine
mdogliche Ursache darstellen (Wijnhoven, Dinjens et al. 2000). Eine Akkumulation
von freiem [3-Catenin wurde in Zellen des Plattenepithelkarzinoms beschrieben, eine
Genmutation bzw. -deletion konnte jedoch nicht bei Plattenepithelkarzinomen
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nachgewiesen werden, somit kann von einer post-translationalen Modifikation oder
einem defekten Degradationsmechanismus ausgegangen werden (Wijnhoven,
Dinjens et al. 2000; Diniz-Freitas, Garcia-Caballero et al. 2006; Ueda, Sunakawa et
al. 2006). Diese Modifikationen umfassen in der Regel Tyrosinphosphorylierungen
des 3-Catenin-Molekuls, welche eine Bindung an E-Cadherin oder eine Degradation
unmaoglich machen (Bracke, Vyncke et al. 1993; Osborne, Zhao et al. 2000). Freies
zytosolisches 3-Catenin vermindert nicht nur die Zell-Zell-Adhasion, sondern bindet
auch bestimmte Transkriptionsfaktoren, welche proliferations- und migrations-
spezifische Gene aktivieren (Nelson, Nusse 2004).

Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass eine geringere
Uberlebensrate von Patienten mit PECA mit einer verminderten Expression von
einem intakten E-Cadherin/3-Catenin-Komplex assoziiert ist (Hui, Zhang et al. 2004;
Atallah, Flaherty 2005).

1.3.3 Integrine

Die Adhéasion der Epithelzellen an Proteine der extrazellularen Matrix (ECM) erfolgt
Uber heterodimere Proteine, sog. Integrine. Sie bestehen aus zwei nicht-kovalent
gebundenen a- (120-180kD) und B- (90-110kD) Untereinheiten, die in ihrer Struktur
Glykoproteine darstellen und jeweils eine transmembranare, eine extra- und eine
intrazellulare Doméne besitzen. Wahrend erstere in der Zellmembran verankert ist,
bilden die extrazellularen Domanen gemeinsam eine Ligandenbindungstasche, tber
welche sie spezifisch mit Proteinen der extrazellularen Matrix oder Rezeptoren
anderer Zellen interagieren. Uber die intrazellularen Integrinabschnitte erfolgt die
Verankerung am Zytoskelett (Mizejewski 1999). 18 a- und 8 B- Untereinheiten
heterodimerisieren zu 24 Integrin-Rezeptoren, wobei ein Rezeptor mehr als ein
Protein binden kann und die Transduktion von Signalen aus der ECM und vice versa
ermdglicht (Abb. 1.4) (Gilcrease 2006).
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Abb. 1.4 Integrine sind Heterodimere, bestehend aus nicht kovalent gebundenen a- und RB-
Untereinheiten. Die spezifische Bindung von Liganden erfolgt in den Kopfregionen, welche durch
lange Aminosaureketten (transmembrandre Region) in geblhrendem Abstand zur Zellmembran
positioniert werden. Der kurze zytoplasmatische Anteil (ca. 1000 AS-Sequenzen in o und 750 AS-
Sequenzen) bindet mit seiner C-terminalen Doméane an zytoskelettale Bestandteile oder aktiviert
intrazellulare Signaltransduktion in Abhéngigkeit der gebundenen Liganden.

Die Expression bestimmter Integrine und ihrer Bindung an Liganden ist zell- und
gewebespezifisch, ebenso ist die Bindung bestimmter Liganden ausschlaggebend fur
die Funktion der Integrine in normalen und kanzerogenen Zellen. Es wird vermutet,
dass ein verandertes ECM-Bindungsverhalten und eine alterierte o/p-
Zusammensetzung wesentlich zum Wachstumsverhalten sowie der erhéhten
Invasivitat von Tumorzellen beitragen (Janes, Watt 2006).

Integrine sind in der Lage, bidirektional Information vom Extrazellularraum in die
Zelle zu Ubertragen. Die Bindung von Integrinen an spezifische Liganden und eine
dadurch induzierte lokale Konzentrierung von Integrinrezeptoren auf der
Zelloberflache (sog. Clustering) vermittelt dabei (ber den zytoplasmatischen
Rezeptoranteil der Untereinheit die Aktivierung intrazellularer Signaltrans-
duktionskaskaden (Dogic, Rousselle et al. 1998; Gilcrease 2006). Ein friher Schritt,
der durch Ligandenbindung an den Integrin-Rezeptor induziert wird, ist die
Rekrutierung, Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von Kinasen (z.B. Focal
Adhesion-Kinase (FAK), MAP-Kinasen (MAPK), Phosphatidylinositol-Kinasen (PIK)
und Proteinkinase C (PKC)), welche essentielle Bestandteile der Signalkaskaden von
Proliferation, Migration und Kanzerogenese darstellen (Lipscomb, Mercurio 2005;
Larsson 2006; Wu 2006).



Einfluss von Estradiol und Antagonisten auf PECA in vitro 15

Obwohl erhebliche Fortschritte im Verstandnis der Integrine zu verzeichnen sind, ist
jedoch noch nicht vollstandig geklart, wie und welche integrin-mediierten Signale an
der Pathogenese von invasiven Karzinomen beteiligt sind. Einige Integrine, die an
der Genese und Progression von Plattenepithelkarzinomen beteiligt sind, wurden
bereits identifiziert; hierbei handelt es sich um die Integrine a3p1 und a6p4 (Owens,
Watt 2001; Giannelli, Astigiano et al. 2002; Kramer, Shen et al. 2005; Ghosh,
Johnson et al. 2006).

1.3.3.1 a3p1l-Integrin

Das a3p1l-Integrin kann mit einer Vielzahl von Membranproteinen wie Laminin,
Kollagen IV und Fibronectin interagieren. Eine Interaktion mit Laminin-5, welches
einen wichtigen Bestandteil der epithelialen Basalmembran darstellt, ist nur o381 und
a6p4 moglich. Das Vorhandensein von a3pl in Fokalkontakten spricht fur seine
Beteiligung an schneller Adhasion sowie Migration von Zellen innerhalb des
Epithelzellverbandes. In “quiescent” Keratinozyten ist eine vermehrte polarisierte
Expression von a6p4 in den Hemidesmosomen zu verzeichnen, wohingegen die
Expression von a3p1 an den Zell-Zell-Kontakten zu finden ist (Giannelli, Astigiano et
al. 2002). Bei migratorischem Ph&notyp ist das Expressionsmuster vollig verandert,
sodass an den basalen Flachen eine Expression von a3p1 und Disassemblierung
der Hemidesmosomen zu erkennen ist. Die Mechanismen dieses Phanomens sind
bislang ungeklart, zeigen aber deutlich einen cross-talk zwischen den beiden
Integrinen.

Diese beschriebene Alteration der Polaritat des o3p1l-Integrins ist auch in
verschiedenen Karzinomen sichtbar. So ist eine vermehrte Expression des Integrins
an den terminalen Enden der invadierenden Karzinomen und Melanomen zu
verzeichnen, welches auf seine mogliche Rolle bei der Zellmatilitat hinweist. (Mueller,
Ghersi et al. 1999; Plopper, Domanico et al. 1998). Untersuchungen an Gliom-,
Melanom- und Kolonkarzinomzelllinien zeigten nach Inhibition von a3p1 eine
verminderte Invasivitat und Motilitdt der Zellen durch Matrigel und auf Laminin-5
(Melchiori, Mortarini et al. 1995; Stallmach, von Lampe et al. 1992; Fukushima,

Ohnishi et al. 1998). Im Gegensatz hierzu zeigen Untersuchungen an



Einfluss von Estradiol und Antagonisten auf PECA in vitro 16

Adenokarzinomen der Lunge eine Korrelation erhohter Invasivitat bei verminderter
a3p1-Expression (Adachi, Taki et al. 1998).

Als Besonderheit von a3p1 gilt seine Beteiligung an der Signaltransduktion und
Regulation verschiedenster Zellfunktionen auch ohne ECM-Ligation (Giannelli,
Astigiano et al. 2002).

In der Formation und Progression von Plattenepithelkarzinomen ist die Rolle des
a3p1-Integrins noch ungeklart; es existieren jedoch Hinweise fur einen Einfluss auf
Zellformation und -motilitdt auch in dieser Tumorentitat (Mercurio, Rabinovitz et al.
2001; Owens, Watt 2001).

1.3.3.2 a6p4-Integrin

Das a6p4-Integrin stellt einen essentiellen Bestandteil epithelialer Hemidesmosomen
dar und scheint eine Schlisselrolle in der Ausbreitung invasiver Karzinome zu
spielen, da es vorzugsweise an der Spitze invadierender Anteile zu finden ist
(Giannelli, Astigiano et al. 2002; Jin, Varner 2004). Zur Ausbildung von
funktionierenden Hemidesmosomen bzw. zur Gewahrleistung der Signaltibertragung
ist ein Clustering der Integrine notwendig (Litiens, de Pereda et al. 2006; Dogic,
Rousselle et al. 1998; Gilcrease 2006).

Laminin ist ein bevorzugter Ligand von o6p4, sodass das Aktinzytoskelett mit der
Basalmembran verknupft wird. Somit wird ein entscheidender Beitrag zur
Stabilisierung und Organisierung der epithelialen Architektur geleistet (Mercurio
2001). Verdeutlicht wird diese Eigenschaft durch die Beobachtung, dass Defekte der
B4-Untereinheit sowohl in B4-defizienten knock-out-M&usen als auch beim Menschen
zu epidermaler Blasenbildung bis zu vollstdndiger Ablosung der Epidermis fuhren
(Vidal, Aberdam et al. 1995; Dowling, Yu et al. 1996; Ryan, Christiano et al. 1996).
Weiterhin kann a6B34 durch Polymerisation des Zytoskeletts Zellformveranderungen
und die Ausbildung von Lamelli- und Filopodia induzieren (Lipscomb, Mercurio
2005). Gleichzeitig konnen intrazellulare Signalmolekiile aktiviert werden, welche die
chemotaktische Zellmigration und die Ausbildung und Stabilisierung der erwdhnten
Zellauslaufer fordern (Rabinovitz, Mercurio 1997; O'Connor 2001; Horwitz, Parsons
1999; Rabinovitz 2001). Ebenso wird ein cross-talk zwischen
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a6B4 und a3p1 vermutet, da bei Dislokation von a6p4 aus den Hemidesmosomen
eine Hochregulierung von a3p1 mit Stimulation der Zellmigration auf Laminin zu
verzeichnen ist (Litjens 2006; Santoro 2003; Russell, Fincher et al. 2003).

Eine verstarkte Expression des Integrins a6B34 konnte vielfach fur eine Tumor-
progression verantwortlich gemacht werden, wie Studien Uber Plattenepithel- und
Ovarialkarzinome zeigen (Kimmel, Carey 1986; Maschler 2005). In einer
prospektiven Studie mit 119 Frauen, die an einem invasiven Mammakarzinom
erkrankt waren, wurde die Expression der Integrinuntereinheit a6 mit verminderter
Uberlebenszeit korreliert. Es wurde beobachtet, dass Patientinnen, deren Tumor
keine a6-Expression (24 %) aufwiesen, nicht an der Erkrankung verstarben
(Friedrichs, Ruiz et al. 1995). Es lasst sich annehmen, dass durch Modulation der
Integrinexpression eine Alteration der Tumormalignitat im Sinne einer Progression
oder Regression zu erreichen ist. Die Invasivitat von Prostatakarzinomzellen wurde
durch a6B4-supprimierende Androgenrezeptorexpression vermindert (Bonaccorsi,
Carloni et al. 2000). In Mammakarzinomzellen konnte eine starke Hemmung von
Migration und Invasion erreicht werden, indem die a6- und (B4-Integrinuntereinheiten
durch spezifische siRNA ausgeschaltet wurden (Lipscomb, Dugan et al. 2003). Diese
Beobachtungen verdeutlichen, dass eine Veranderung der Integrinexpression einen
zukunftweisenden Schritt in der Therapie von Tumorerkrankungen darstellt.

1.4 Modulierende Agenzien

Im Hinblick auf den entscheidenden Einfluss der Zelladhasionsmolekile auf
Tumorwachstum und Metastasierung erscheint es sinnvoll, hier nach modulierenden
Agenzien zu suchen (Jin, Varner 2004). Langjadhrige Erfahrung und exzellente
Studien mit adjuvanten Therapeutika, wie z.B. Tamoxifen und ICI 182,780, liegen flr
hormonsensitive Tumoren wie z.B. Mammakarzinom vor (Russo, Hasan Lareef et al.
2003; Robertson, Semiglazov et al. 2006; Perey, Paridaens et al. 2006; Howell
2006). Hier zeigt sich u.a. ein Einfluss der Therapeutika auf Zelladhdsionsmolekiile
und das Tumorwachstum (Hoffmann 2002; Yang, Cheng et al. 1999). Grundlage fur
das Verstandnis der Wirkweisen dieser adjuvanten Agenzien ist die Kenntnis der
Wirkung von Ostrogen auf die Zielzelle abhangig von deren zell- und
gewebetypischem Aufbau. Weitgehend unerforscht sind bislang die
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Wirkmechanismen von Estradiol, Tamoxifen (TAM) und ICI 182,780 (ICI) auf nicht
primar hormonsensitive Zellen wie z.B. die Plattenepithelzellen des Mundes. Die
Verwendung des Begriffes SERM (selektive Ostrogenrezeptor-modulierende
Therapeutika) fir Substanzen wie Tamoxifen und ICI 182,780 kann im folgenden

Text auftreten.

1.4.1 Estradiol und Ostrogenrezeptoren

Das Geschlechtshormon Estradiol (Abb. 1.5) ist eines der wichtigsten natirlichen
Ostrogene, dessen Synthese aus Cholesterol im Ovar und der Plazenta, und in
geringen Mengen auch in der Nebenniere und im Hoden, erfolgt. Estradiol reguliert
Zellwachstum, Differenzierung und die Funktion reproduktiver Gewebe (Neumann,
Schenck 1990; Nelson, Bulun 2001; Giguere, Yang et al. 1988).

Estradiol OH

Molmasse: 272,39
Summenformel: C,gH,,0,

HO

Abb. 1.5 Die Darstellung von 17- Estradiol, welches zu der Gruppe der Steroidhormonen zahlt.

Seine Wirkung entfaltet Ostrogen klassischerweise tiber nukledre Rezeptoren mit
Aktivierung der Transkription spezifischer Zielgene. Hierzu muss Estradiol in die
Zielzelle gelangen und an den Ostrogen-Rezeptor (ER) binden (Matthews,
Gustafsson 2003; Gronemeyer, Gustafsson et al. 2004). Bis zum Jahr 1995 war
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lediglich ein nukledrer ER bekannt, nach Entdeckung eines zweiten Rezeptors (ERR)
erfolgte die Umbenennung des ersten Rezeptors in ERa (Greene, Gilna et al. 1986;
Webb, Lopez et al. 1995). Beide Rezeptoren zeigen unterschiedliche
Transkriptionseigenschaften und unterschiedliche Ligandenspezifitat (Paech, Webb
et al. 1997; Harrington, Sheng et al. 2003)(Abb. 1.6).

AF-1 DBD LBD AF-2

Ea - § coor

1 180 263 302 553  595aa

ERR COOH

1 149 214 248 530aa

Abb. 1.6 Funktionelle Doménen des ERa und ERR. Die ER besitzen 6 distinkte funktionelle Domé&nen
A-F, gezeigt vom Amino- bis Carboxyterminus. Die A/B-Doméne stellt die hormonunabhangige
Transkriptions-Aktivierungsfunktion 1 (AF1) dar. Die C-Doméne korrespondiert mit der hoch
konservierten DNA-Bindungsdoméane (DBD), welche fir die Bindung des Rezeptors an die ERE im
Promoter der Zielgene verantwortlich ist. D ist eine ,hinge region“. Die Kodierung der die Liganden-
bindungsdoméne erfolgt im carboxyterminalen Bereich des Rezeptors durch hydrophobe Taschen, in
denen E2 oder SERM binden kénnen. Im Bereich der E-Doméne befindet sich auch eine zweite
Transkriptions-Aktivierungsfunktion 2 (AF2), welche durch E2 oder synthetische Agonisten die
Transkription von spezifischen Zielgenen aktivieren kann. ERo und ERR zeigen eine 96%ige
Homologie im Bereich der DBD, wohingegen im N-terminalen Bereich (AF-1) ein grofl3er funktioneller
Unterschied zwischen den Rezeptoren besteht.

Der mit dem Hormon besetzte ER bindet an eine spezifische Gensequenz: das sog.
Estrogen Response Element (ERE), bestehend aus zwei invertierten Hexanukleotid-
Repeats wodurch die Transkription ER-regulierter Gene aktiviert wird. Ebenso kann
durch Bindung des ER an den Aktivator-Protein-1-Transkriptions-Faktor-Komplex
(AP-1) eine Aktivierung der Zielgene erfolgen (Paech, Webb et al. 1997). Einige der
Wirkungen von Estradiol entfalten sich schneller, als es durch RNA- und
Proteinsynthese mdoglich ist. Diese werden als nicht-genomische Wirkweisen
bezeichnet und resultieren vermutlich aus einer Aktivierung unterschiedlicher
Proteinkinasen uber Bindung des Estradiol an membranare Rezeptoren (Abb. 1.6)
(Losel and Wehling 2003; Wehling, Schultz et al. 2006) (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7 A. Schematische Darstellung des Ostrogenrezeptors und die Wirkweise von Estradiol. 1.
Klassische Wirkweise von E2 (Estradiol), es bindet an ER im Nukleus und bindet an spezifische
.Response-Elemente* in den Promoterregionen von Zielgenen, den sog. ERE (Ostrogen-Response-
Element). 2. ERE-unabhéangige genomische Wirkweise durch Bindung des E2-ER-Komplexes an
einen Transkriptionsfaktorkomplex (TF), welcher Promoterregionen im Zielgen aktiviert. 3. Liganden-
unabhéangige genomische Aktivierung durch Phosphorylierung des ER und anschlieBender Bindung
an ERE. Dieser Weg wird meist durch Wachstumsfaktoren aktiviert. B. 4. Non-genomische
Aktivierung durch nicht nukleére klassische Rezeptoren. Dies kann durch Phosphorylierung eines TF
in Zielgenen erfolgen, hierzu bindet E2 an membranéare ER’s. 5. Non-genomische und genomische
Aktivierung durch nicht-klassische Rezeptoren, die ihre Wirkung tber Proteinkinasen entfalten.
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Generell kann Steroidhormonen eine entscheidende Bedeutung bei der Entwicklung
von epithelialen Tumoren beigemessen werden (MacCalman, Brodt et al. 1994,
MacCalman, Farookhi et al. 1994; Hopert, Beyer et al. 1997). Untersuchungen an
humanen epithelialen Tumoren im Bereich der Brust haben ergeben, dass das
Wachstum von einem Drittel der Tumore durch Ostrogene stimuliert wird, und somit
diese Tumore einer Therapie mit Antiéstrogenen zuganglich sind (ElI Khissiin,
Cleeren et al. 1997; Tonetti, Jordan 1997). Ein Einfluss von Ostrogenen auf die
Zellen der Mundschleimhaut ist durch Beobachtungen von mukosalen
Verdnderungen wie Hyperplasien und Auftreten von pyogenen Granulomen bei
schwangeren Frauen bekannt (Felgentreff, Ittrich et al. 1980; Reynolds, Aberdeen et
al. 2004). Ostrogene modulieren die epitheliale Maturation in klassischen
Zielorganen. Ahnliches scheint auch fiir die orale Schleimhaut zuzutreffen, da bei
einem Abfall des Ostrogenspiegels, wie z.B. in der Menopause, haufig die
Ausbildung eines atrophischen, diinnen Epitheliums resultiert (Forabosco, Criscuolo
et al. 1992). Ebenso wird vermutet, dass Ostrogene einen Einfluss auf die
Speichelbildung besitzen (Leimola-Virtanen, Salo et al. 2000; Valimaa, Savolainen et
al. 2004). Es gibt einige wenige Studien, die einen Nachweis Uber das
Vorhandensein von Ostrogen-Rezeptoren in der Mundschleimhaut erbringen; in
diesen wird das vermehrte Vorhandensein von ERR aufgezeigt (Leimola-Virtanen,
Salo et al. 2000; Valimaa, Savolainen et al. 2004). Bislang konnte in limitierten
Studien gezeigt werden, dass beide Rezeptortypen auch in Plattenepithelkarzinomen
vorkommen (Kim, Lee et al. 2007; Nelson, Helmstaedter et al. 2006). Der
Wirkmechanismus der Hormone auf die Zellen der Mundschleimhaut ist bis heute

ungeklart.
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1.4.2 Tamoxifen

Chemisch handelt es sich bei Tamoxifen um ein nicht-steroidales Therapeutikum, ein
Triphenylethylen mit antiéstrogener Wirkung durch kompetitive Hemmung der
Bindung von Ostrogenen am Rezeptor (Abb. 1.8). Tamoxifen ist ein sog. ,selektiver
Ostrogen Rezeptor Modulator* (SERM), d.h. es stellt keinen reinen Ostrogen-
Antagonisten dar, sondern zeigt zelll und gewebeabhangig agonistische
Eigenschaften (Katzenellenbogen, Katzenellenbogen 2002). Die Selektivitat der
Wirkung ist vermutlich von dem Vorhandensein von spezifischen Co-Repressoren
bzw. Co-Aktivatoren am ligierten ER-Komplex der zu regulierenden Gensequenz der
Zielzelle abhéngig (Katzenellenbogen, Frasor 2004; Lewis 2005).

Tamoxifen OCH,CH,N(CHs),

H5C H,C

Abb. 1.8 Strukturformel von Tamoxifen, dessen chem. Bezeichnung (2)-2-[4-(1,2 Diphenyl-1-
butenyl)phenoxy]-N,N-dimethylethylamin lautet.

Es handelt sich bei Tamoxifen um ein anerkanntes adjuvantes Therapeutikum bei
der Behandlung von Mammakarzinomen (Osborne, Zhao et al. 2000). In jangerer
Zeit findet es auch Eingang in die adjuvante Behandlung von Melanomen (Atallah,
Flaherty 2005). Sein mdglicher anti-tumoraler Effekt auf Zellen des Colon, der
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Lunge und Gliome wird derzeit untersucht (Hui, Zhang et al. 2004; Yang, Cheng et
al. 1999). Untersuchungen zum Einfluss von Tamoxifen auf orale maligne
Plattenepithelzellen beschréankten sich bislang auf den Nachweis einer
Wachstumsinhibition und Induktion von TGF 31 (Hoffmann, Bojar et al. 2002; Kim,
Lee et al. 2007; Shapira, Virolainen et al. 1986; Tavassoli, Soltaninia et al. 2002).

Es ist bekannt, dass Tamoxifen modulierende Einflisse auf die Zell-Zell-Adh&sion
und die Integrine ausubt (Saintier, Burde et al. 2004; Yang, Cheng et al. 1999).

1.4.3 1CI 182,780

ICI 182,780 (ICl) steht fur Imperial Chemical Industries 182,780 und ist auch unter
dem Handelsnamen Faslodex® bekannt; es handelt sich um ein Estradiolderivat mit
einer langen hydrophoben Seitenkette an der 7-alpha-Kette (Abb. 1.9). Es besitzt ein
rein antiostrogenes Profil mit einem im Vergleich zu anderen SERMs
unterschiedlichen Wirkmechanismus. ICI blockiert den Ostrogenrezeptor an AF-1
und AF-2 und verhindert dessen Dimerisierung, hierdurch erfolgt die Degradation des
ER mit resultierender Reduktion des zytosolischen ER-Gehalts. Dies stellt einen der
wichtigsten auf ICI zuriickzufihrenden Mechanismen dar. (Chang, Osborne 2002;
Osborne, Wakeling et al. 2004; Ohmichi, Tasaka et al. 2005). ICI galt bislang als
reiner Ostrogenrezeptorantagonist, in jingster Zeit konnte jedoch eine agonistische
Wirkung von ICI Uber nicht-klassische Rezeptoren nachgewiesen werden (Filardo,
Thomas 2005; Wehling, Schultz et al. 2006).

Bis dato existieren keinerlei Untersuchungen Uber die Wirkweise von ICI auf Zellen
des oralen Epithels.
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Faslodex® OH

Estradiolderivat

K

HO CH,)oSO(CH,);CF,CF3

Abb. 1.9 Graphische Darstellung der Strukturformel des selektiven Ostrogenrezeptorantagonisten ICI
182,780.
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1.5 Fragestellung

1. Bislang existierten in der Literatur lediglich Informationen tber den Einfluss von
Tamoxifen auf das Wachstumsverhalten von PECA-Zellen in vitro. Der Einfluss von
Agenzien aus der Wirkstoffgruppe der Steroidhormone (Estradiol) und deren
selektiven Antagonisten (IClI 182,780) auf das Wachstum der Zellen von
Plattenepithelkarzinomen wurde bislang nicht untersucht.

Das Proliferationsverhalten von PECA-Zellen in vitro nach Administration von
Estradiol und ICI182,780 sollte in der vorliegenden Arbeit dargestellt werden.

Hierzu wurden Proliferationsassays mit verschiedenen PECA-Zelllinien und einer
Mammakarzinomzelllinie als Kontrolle unter Administration der Wirkstoffe
durchgefuhrt.

2. Es ist bekannt, dass das Proliferationsverhalten von epithelialen Tumorzellen von
der Fahigkeit zur Zelladh&sion und dem Bindungsvermogen der Zellen an Proteine
der extrazellularen Matrix abhangig ist; hieran sind spezifische Proteine, deren
Modulation durch die oben erwahnten Therapeutika bislang ungeklart ist, beteiligt. Zu
Beginn der Untersuchung lagen keine Erkenntnisse tber die Wirkung von Estradiol,
Tamoxifen und dem Ostrogenrezeptorantagonisten 1C1182,780 auf das Zell-Zell-
Adhasionsverhalten und das Zell-ECM-Verhalten von PECA-Zellen in vitro vor.

Die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasion sowie Veranderungen der assoziierten
Proteine von PECA-Zellen in vitro wurden unter Gabe von Estradiol, Tamoxifen und
1C1182,780 untersucht .

Die adhasiven Eigenschaften wurden durch entsprechende Assays dargestellt.
Ebenso erfolgte die Untersuchung der Expression und Translation der an diesen
Vorgéangen beteiligten Proteine sowie deren Beteiligung an der Bildung funktionaler

Proteinkomplexe.

3. Der Einfluss von Steroidhormonen auf zellulare Vorgange ist gegenwartig
Gegenstand der wissenschaftlichen Untersuchungen und fuar Zellen des
Mammakarzinoms bereits gut dokumentiert. Hierbei waren auch Wirkstoffe, welche
eine selektiv antagonistische Wirkung haben, Gegenstand der Untersuchungen.
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Das Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren in PECA-Zellen war bislang nicht
untersucht, ebenso wenig lagen Erkenntnisse lUber deren mogliche Beteiligung an
den vorgenannten zellularen Vorgangen vor.

In der vorliegenden Arbeit soll die Abhéngigkeit des Ostrogenrezeptorstatus und
dessen mogliche Einwirkung auf das Zell-Adhasionsverhalten der betreffenden
Zellen dargestellt werden.

Die Expression moglicher Ostrogenrezeptoren in den Zellen der PECA-Zelllinien
wurde auf RNA-Ebene durchgefihrt und deren mdgliche Rolle anhand der unter
Punkt 1 und 2 gefundenen Veradnderung durch Administration der Wirkstoffe

diskutiert.
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2. Material und Methode

2.1  Zelllinien

2.1.1 Plattenepithelkarzinomzellen

Die verwendeten Zellen waren humane Plattenepithelkarzinomzellen (PECA),
etabliert von einer weiblichen Patientin und deren Rezidivtumoren, sie stellen somit
die Progression eines Tumors dar. Die genauen Charakteristika sind in der folgenden
Tabelle zusammengefasst. Bislang war der ER-Status der Zelllinien unbekannt.

Tabelle 2.1 Charakterisierung der verwendeten Zelllinien; S: chirurgische Resektion; RT: Radiatio; CX:
Chemotherapie; * die CX erfolgte mit 5-Fluorouracil, Velbam und Methotrexat ohne Erreichen einer
Rezidivregression {Carey, 1994 #159; Sutherland, 1999 #163}

Zelllinie Alter Differenzierungsgrad Charakterisierung Zelllinie

Mafig bis schlecht | Mundbodenrezidiv/ bisherige

UM-SCC-14A |58 Jahre differenziert Therapie: S

Mundbodenrezidiv/ bisherige

UM-SCC-14B |59 Jahre Schlecht differenziert Therapie: S, RT und S

Mundbodenrezidiv/ bisherige

UM-SCC-14C |59 Jahre Schlecht differenziert Therapie: S, RT, S und CX*

Die Zelllinien wurden von Prof. T. E. Carey, Michigan Universitat, USA zur Verfligung

gestellt.

2.1.2 Mammakarzinomzellen

Zwei humane Tumorzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden als Kontrolle
verwendet. Bei der Wahl der Zelllinien wurde darauf geachtet, dass das
Wachstumsverhalten und der Ostrogenrezeptor-Status bekannt sind. MCF-7
exprimiert in hohem Maf3e ERa und nur zu einem geringen Teil ERf, wohingegen

MDA-MB-231 keinen ER aufweist. Ebenso zeigt die Zelllinie MDA-MB-231 keine
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E-Cadherin-Expression und dient somit zur Negativkontrolle. Die Zelllinien wurden
von ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) bezogen und
deren Eigenschaften sind in Tabelle 2.2 aufgefinhrt.

Tabelle 2.2 Charakterisierung der verwendeten Zelllinien (ER=Ostrogenrezeptor) {Carey, 1994 #159;
Sutherland, 1999 #163}

Zelllinie Alter ER Status Charakterisierung Zelllinie
Infiltrierendes duktales
MCF-7 69 Jahre ERa Mammakarzinom aus einem
Priméartumor
Infiltrierendes duktales
MDA-MB-231 |51 Jahre ER nicht vorhanden Mammakarzinom aus einem
Priméartumor

2.1.3 Bakterienstamm

Bei dem in dieser Arbeit zur Durchfihrung des Northern Blots verwendeten,
chemisch kompetenten Bakterienstamm Escherichia coli TOP10 (Invitrogen,
Carlsbad, USA) handelt es sich nach den Angaben des Herstellers um folgenden
Genotyp: F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl
araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG.

2.2 Zellkultur- und Versuchsmedien

Zur Kultivierung der Zelllinien MCF-7, UM-SCC 14A, UM-SCC 14B und UM-SCC
14C wurden die in Tabelle 2.3 genannten Medien eingesetzt. Zur Vermeidung einer
maoglichen Wirkung der im FKS befindlichen Hormone wurde 22 Stunden (Medium
22STD) und 2 Stunden (Medium 2STD) vor den Versuchen die Zusammensetzung
der Medien verandert. Aufgrund der bekannten o6strogenen Eigenschaften von
Phenolrot wurde zu Versuchsbeginn phenolrotfreies Medium eingesetzt. Die
Kohlebehandlung des fetalen Kalberserums erfolgte zur Extraktion der im Serum
befindlichen Hormone, sodass eine Hormoneinwirkung aul3er der der applizierten

Hormone auszuschlielRen war.
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Tabelle 2.3 Zusammensetzung der Medien zur Zellziichtung fir die Zelllinien MCF-7, UM-SCC 14A,
14B und 14C; Strep: Streptomycin; kohlebeh.: kohlebehandelt

Medium zur | Medium 22 Stunden vor|Medium 2 Stunden vor

Zellziichtung Versuchsbeginn (22STD) Versuchsbeginn (2STD)

DMEM/ F12 (500 ml) DMEM/ F12 (500 ml) DMEM/ F12 (500 ml)

» mit L-Glutamin » mit L-Glutamin * mit L-Glutamin

* mit 15 mM Hepes Buffer |« mit 15 mM Hepes Buffer * mit 15 mM Hepes Buffer

» mit Phenolrot » ohne Phenolrot » ohne Phenolrot

+ 10% FKS (50 ml) + 10% FKS kohlebeh. (50 ml) 0 -

+ 1% Penicillin (50U/ml)/ | + 1% Penicillin (50U/ml)/Strep | (156’ P‘/errr‘:lc)"('g”rﬁ)ow mi)/Strep
Strep (50ug/ml) (5 ml) (50ug/ml) (5 ml) H9

MDA-MB-231 wurde wie oben benannte Zellkulturen behandelt, jedoch wurde als
Medium RPMI anstatt DMEM eingesetzt.

Den Versuchsmedien Medium 22STD und Medium 2STD wurden auf3erdem die
jeweilige Menge 17-B-Estradiol, ICI 182,780 oder Tamoxifen zugesetzt (Tab. 2.4).
Die Losung der Wirksubstanzen erfolgte in Ethanol in einer 5mM Konzentration.
Anschlieend wurden sie als Stocklosung bei -20° gelagert. Ein Einfluss der
Tragersubstanz Ethanol auf die Versuche wurde in Kontrollversuchen

ausgeschlossen.

Tab. 2.4 Hormonkonzentrationen in den Medien 22STD bzw. 2STD.

Zusatz zu 10 ml|Endkonzentrat
Hormon/ Konzentration der Stocklésun Medium 22STD|ion in Medium
Antihormon 9 bzw. Medium | 22STD bzw.
2STD Medium 2STD
_ 2yl 1uM
17-B-Estradiol ?05mg'\//l3,67 ml AQUasigest
=om 10 pl 5 uM
0 2 ul 1uM
ICI 182,780 }OSmg'\//l3,29 ml 100% Ethanol
=om 10 pl 5 uM
. 100 mg/ 35,48 ml 100 % Ethanol |2 H! 1M
Tamoxifen Z 5 mM
=om 10 pl 5 uM
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2.3 Zellkultur

Die  humanen  Tumorzellinien  wurden als subkonfluente  adhéarente
Monolayerkulturen in  Medium zur Zellzichtung kultiviert und in einem
Zellkulturschrank bei 37°C und 95% O, in Gegenwart von 5 % CO, inkubiert. Ein
Mediumwechsel erfolgte in 2-3tdgigem Rhythmus, wobei eine mikroskopische
Beurteilung der in den Zellkulturschalen (& 10cm) befindlichen Zellen beziiglich der
Zelldichte oder sonstiger Auffalligkeiten durchgefiuhrt wurde. Eine Passagierung der
Zellen erfolgte bei 70-90%iger Konfluenz, die enzymatische Ablosung der Zellen
erfolgte mit 0,05% Trypsin (w/v) und 0,02% EDTA (w/v) (Biochrom). Zur
Passagierung und zum Ansatz der Zellen fir ein Experiment wurde die Zellzahl
mittels einer Zahlkammer nach Neubauer unter einem Durchlichtmikroskop von
Olympus ermittelt und in der gewiinschten Zahl kultiviert.

Die Arbeiten fanden unter einer sterilen Zellkulturbank mit sterilen Lésungen statt.
Die  verwendeten Kulturen  wurden mittels PCR regelmafig auf
Mykoplasmenkontamination getestet (VenorGem, Minerva Biolabs, Germany).

2.4 Methoden zur phanotypischen Charakterisierung

2.4.1 Proliferationsanalyse

Um das Wachstumsverhalten der Zellen zu bestimmen, wurden diese in einer
Konzentration von 1x10° Zellen in 10 ml ausgesét. Die Zellschalen wurden in sieben
Behandlungsgruppen unterteilt, die sich wie folgt zusammensetzen: eine
unbehandelte Kontrolle und E2, TAM und ICI in den Konzentrationen 1 und 5uM.
Jeweils 9 Zellschalen wurden je Gruppe eingesetzt, dies resultierte in insgesamt 49
Kulturschalen je Versuch, wovon an den Tagen 2, 4 und 6 jeweils drei Zellschalen
der Gruppe zur Auswertung herangezogen wurden. Ab Versuchsbeginn wurde
Medium 22STD ohne/mit Zusatz von E2, TAM oder ICI in den Konzentrationen 1 und
5uM eingesetzt, zu den gleichen Bedingungen erfolgte auch der 2-tdgige
Mediumwechsel bis zum Tag 6. Zu den Messzeitpunkten 2, 4, 6 (Tage) erfolgte die
Quantifizierung der Zellzahl mit dem Zellzdhler CASY® Schaerfe System, Germany,
hierfir wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgel6st und in eine isotonische Lésung

(Casyton®) Uberfiihrt. Die Experimente wurden drei Mal wiederholt.
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Das zur Zahlung der Zellzahl verwendete Messgeréat basiert auf der Verbindung
eines Verfahrens der Partikelmesstechnik, dem sog. ,Widerstandsmessprinzip®, mit
einer Methode der Signalauswertung, der sog. ,Pulsflachenanalyse”. Die zu
zéhlenden Zellen werden in einer elektrolytischen Losung durch eine Kapillare mit
definierter Geometrie angesaugt. Wahrend der Messung wird eine Spannung
zwischen zwei Platinelektroden angelegt, die elektrolytgefillte Kapillare stellt einen
elektrischen Widerstand dar, welcher bei Durchtritt einer Zelle entsprechend
verandert wird.

Diese Widerstandsanderung ist ein Mal3 fur das Volumen der Zellen. Aus den
Einzelmessungen wird das Integral des Messsignals berechnet und die ermittelten
Signalflachen werden in einem Vielkanalanalysator akkumuliert. Aus der
volumenlinearen Originalverteilung wird eine durchmesserlineare Grél3enverteilung
mit einer Auflésung von 200 Kanélen berechnet. Alle weiteren Messparameter

werden auf der Basis dieser Verteilung ermittelt.

2.4.2 Zell-Zell-Adhasion

Zur Bestimmung der Zell-Zell-Adhasionsfahigkeit wurde ein sog. ,Fast Aggregation
Assay” nach Boterberg (Boterberg, Bracke et al. 2001) durchgefihrt.

Zur numerischen Evaluation der Zell-Zell-Adhasion wird es behandelten und
unbehandelten in einem 5ml Polystyrene Rundbodenréhrchen (Falcon) “vereinzelten”
Zellen in einer Konzentration von 1x10°, in einem Thermomixer bei 30°C, erlaubt, fiir
30 min zu aggregieren. Die Anzahl der Partikel, d.h. der gebildeten Zell-Zell-
Aggregate wurde mit einem CASY® Zellmessgerat in oben beschriebener Weise

gemessen. Die Experimente wurden drei Mal wiederholt.
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2.4.3 Adhé&sion der Zellen an Laminin-1

Die Haftfahigkeit der Zellen an das extrazellulare Matrix (ECM)-Protein wurde mittels
sogenanntem Adhasionsassay bestimmt.

Hierzu wurden 100 ul Laminin-1 (Sigma) auf eine 96-well Platte in einer
Konzentration von 20ug/ml gelést in PBS aufgetragen. Nach Trocknung der
Matrixproteine Uber Nacht wurden, um unspezifische Bindungen der Zellen zu
vermeiden, die Platten mit 1% BSA belegt, dass nach 1 Stunde durch Ausschlagen
wieder entfernt wurde. 4 x 10° Zellen wurden in jede Vertiefung eingebracht und fiir
90 min. bei 37,5% CO, inkubiert. Nicht-adharente Zellen wurden durch Spulung mit
PBS entfernt und die verbleibenden adharenten Zellen mit 0.5% Kristalviolett 30 min.
gefarbt und anschliessend mit Aquapidest gespult. Die Permeabilisation der Zellen
erfolgte mit 0,1% Triton X100 mit einer Einwirkzeit von 12 Std.

Die optische Dichte der adharenten Zellen wurde mit einem Dynatech Reader bei
570 nm gemessen. Die angegebenen Werte sind als mean £SD von vier
unabhéngigen Experimenten dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Student’s t Test.

2.5 Ermittlung der Expressionsmuster von Adh&sionsmolektlen und

zellularen Rezeptoren

Unter Anwendung molekularbiologischer und zellbiologischer Methoden wurden
sowohl Proteinexpression als auch messenger RNA-Level der Adhé&sions- und
Rezeptormolekile der verschiedenen Zelllinien quantifiziert.

2.5.1 Immunfluoreszenz-Farbung

Die Veradnderung der Expression der Zelladh&sionsmolekile wurde durch
Immunfluoreszenz-Farbungen dargestellt. Die Zellen wurden auf in den
Zellkulturschalen liegenden Deckglaschen gezlchtet. Es erfolgte eine Spilung der
Deckglaschen mit gekiihltem Phosphate Buffered Saline (PBS) zur Entfernung

nicht-adharenter Zellen und Unreinheiten, danach wurden die Zellen mit einer
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Losung bestehend aus 1% Paraformaldehyd gepuffert in Hanks’ Balanced Salt
Solution (HBSS) (Gibco) und 10mM Hepes (Pufferlosung) fir 30 min. bei
Raumtemperatur (RT) fixiert. Die Permeabilisation wurde mit 0,3% Triton X-100/PBS
durchgefuhrt. Zur Sattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde eine Inkubation
der Zellen mit einem 10%igen Blockpuffer (10% Ziegenserum (DAKO®), 0,1M Glycin
in PBS) fur 30 min bei RT durchgefihrt. Nach dreimaliger Spilung der Praparate mit
PBS wurden die Zellen fur 60 min. bei RT in der Losung mit dem Primarantikérper
belassen. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem
sekundarem FITC-konjugierten Ziege anti-Maus/anti-Ratte 1gG-Antikorper in einer
feuchten abgedunkelten Kammer. Die abschliessende Einbettung erfolgte in
ProLong™ Antifade Kit (Molecular Probes, Eugene, OR). Die Betrachtung und
Erfassung morphologischer Verdnderungen wurden an einem Zeiss Axiophot 2
Mikroskop durchgefihrt.

2.5.2 Durchflusszytometrie

Zur Quantifizierung der Oberflachenexpression wurden die Zellen im
Durchflusszytometer untersucht. Hierfir wurden die vorbehandelten Zellen bei
beschriebener Konfluenz mit 0,05% Trypsin (w/v) und 0,02% EDTA (w/v) (Biochrom)
von den Zellkulturschalen abgeldst, und in einem 15ml Falconréhrchen in PBS incl.
0,5% BSA gesammelt und mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen in 5ml Polystyrene
Rundbodenréhrchen aliquotiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper (E-
Cadherin und Integrin) erfolgte fur 45 min bei 4°C. Nach dreimaliger Spulung der
Zellen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem geeigneten FITC-konjugierten
Antikorper fur weitere 30 min bei 4°C. Direkt vor der Messung wurde Propidium
lodide (5ug/ml) zur Uberpriifung der Vitalitit zugegeben. Die Zellen wurden mit
FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA) analysiert.
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2.5.3 Western Blot und Immunoprazipitation

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurden subkonfluente Lagen von Zellen mit
kaltem PBS gewaschen und mit einem Disposable Cell Scraper vom Grund der
Platte abgeltst. Die abgelosten Zellen wurden in einem 1,5ml Eppendorf-Hutchen mit
Lysepuffer (50 mM Tris-HCL, 2mM CacCl,, 1 % NP-40, 0,5 % Na-Desoxycholat,

0,1 % SDS mit Complete™ protease inhibitor cocktail (Roche, Mannheim, Germany))
bei 4°C fur 20 min. in einem Thermomixer lysiert. Der Uberstand wurde gesammelt
und bei 14000 rpm fur 10 min. bei 4°C zentrifugiert und anschlielend mit dem
primaren Anitkorper (z.B. anti E-Cadherin MoAb oder R3-Catenin (Transduction
Laboratories, Lexington, KY) (2ug/ml)) bei 4°C fur 12 Std. inkubiert.

2.5.3.1 Messung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde eine
Proteinstandardlosung (Albumin Standard, Pierce) mit einer Konzentration von
2mg/ml verwendet. Die Proteinstandardldsung wurde mit Aquapigest Verdinnt, um
eine Standardkurve von 0-1,4mg/ml zu erhalten. Die Verdinnungsreihe und die zu
bestimmenden Proben wurden auf Mikrotiterplatten aufgetragen und mit BCA
(Protein Assay Reagent A and B von Pierce) in einer 1:50 Verdinnung 30 min bei
37°C inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte bei 570nm mit einem Dynatech

reader.

2.5.3.2 Vorbereitung der Gele und Proben

Ein 7,5% SDS-Polyacrylamid Gel (15 ml Rothi 30, 12 ml Tris 1,875 M, 40ul 10%SDS
32ml Aquapigest, 75 wl APS 10% und TEMED), das sog. Trenngel, wurde in einem
,Gel Caster” (Amersham Pharmacia Biotech) gegossen und mit 0,1% SDS, zum
Erhalt einer glatten vollstadndig polymerisierten Oberflache, Uberschichtet. Nach 1
Std. bei 4°C war eine vollstandige Polymerisation des Gels erreicht, das SDS wurde
entfernt und die Oberflache mit Aquapidest VON den SDS-Resten gereinigt. Es erfolgte
das Aufgiel3en des sog. Sammelgels, einem 4,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel (9 ml
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Rothi 30, 6 ml Tris 1,25 M, 600ul 10%SDS, 44 ml Aqua dest.,25 ul APS 10% und
TEMED) mit durch einen 10-zinkigen Kamm geformten Taschen zur Vorbereitung
der Proben: Lysepuffer, Lysat und Probenpuffer (25ul Laemmli-Puffer, 3% Mercapto-
ethanol (v/v)) wurden in ein 1,5ml Eppendorf Rohrchen pipettiert und fir 5 min. im
Wasserbad erhitzt. Die Proben (30ug Protein) und der Molekulargewichtsmarker
wurden gemalf tblichem Schema mit einer Hamilton-Spritze in die Taschen eingefillt
und der Elektrophorese zugefihrt.

Die Immunoprazpitation ist eine molekularbiologische Methode zum Nachweis von
Protein-Protein-Wechselwirkungen. Der Nachweis der Protein-Interaktion erfolgt bei
einer IP in vitro, indem mit Hilfe eines Antikdrpers ein bestimmtes Protein samt
Interaktionspartner aus einem Proteingemisch heraus préazipitiert wird. In
Abwandlung zum Western Blot wurde bei der Immunoprazipitation die mit primarem
Antikdrper inkubierte 50ug Protein beinhaltende L6sung mit Protein A-Sepharose CL-
4B (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) bei 4°C fur 1Std. prazipitiert. Die
Prazipitate wurden in Lysepuffer gewaschen, pelletiert und in Probenpuffer
resuspendiert und bei 100° fur 5 min. erhitzt. Aus dem durch Zentrifugation
gewonnen Uberstand wurden 20ul/Tasche verwendet und dann mit Hilfe der

Elektrophorese aufgetrennt.

2.5.3.3 Gelelektrophorese und Proteintransfer

Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120V und 4mA in einem Laufpuffer aus 114,29
Glycin, 30,39 Tris, 10g SDS ad 1,01 Aqua dest.

In einer Transferkammer (Mini Protean Il Cell) wurden die Proteine unter
Verwendung des Transferpuffers (58,4 g Glycin, 12,169 Tris, 400ml Ethanol ad 4,01
Aqua dest.) auf eine Nitrozellulose-Membran bei 220mA in ca. 50-60 min.

transferiert.
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2.5.3.4 Antikdrperapplikation und Detektion der Proteinbande

Nach erfolgreichem Proteintransfer wurde die Membran fur 5 min bei RT in 5%
Trockenmilchpulver in PBS oder 3% Bovinem Serum Albumin (BSA) blockiert.
Anschliel3end erfolgte die einstundige Inkubation mit dem zugehorigen Primar- bzw.
bei Immunoprazipitation Sekundarantikorper (E-Cadherin, R-Catenin, R1-Integrin,
Phosphotyrosin).

Die Detektion der Proteinbande erfolgte mit Hilfe der ECL-Methode (Amersham
Corp, Arlington Heights, IL) auf einem Kodak X-OMAT AR Film. Eine quantitive
Auswertung der Banden erfolgte nicht, es wurde lediglich der Nachweis des
Vorhandenseins eines Proteins bzw. einer Protein-Protein-Interaktion angestrebt.

2.6 Darstellung der Proteinsynthese

Der Northern Blot ist eine molekularbiologische Methode zur Ubertragung (Blotten)
der in der Gelelektrophorese aufgetrennten RNA auf eine Membran (Nitrocellulose).
Auf der Membran ist die spezifische Markierung von RNA-Sequenzen durch die
Hybridisierung mit komplementaren Gensonden mdoglich. Hierdurch koénnen
Veranderungen der Synthese spezifischer Proteine dargestellt werden. Die
quantitative Real Time Polymerase-Kettenreaktion basiert auf dem Prinzip der
herkdbmmlichen PCR und erlaubt zusatzlich eine Quantifizierung der PCR-Produkte.
Beide Methoden erlauben, Veranderungen der Transkriptionsrate eines Proteins

darzustellen.

2.6.1 Isolation und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Isolierung der zellularen Gesamt-RNA erfolgte bei 80%iger Konfluenz nach
Spllung der Zellen mit PBS. Pro Petrischale wurden jeweils 2 ml TRIzol® Reagenz
zugegeben und anschlieBend wurde gemall den Anweisungen des Herstellers
verfahren. Nach abschlieliender Resuspension des RNA-Pellets in 50 pyl HyOpgpc
erfolgte die Lagerung bei -80°C. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem

Spektrophotometer Gene Quant Il. Dieses Gerat misst die Absorption der
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Nukleinsaurelosung bei 260 nm (OD2gp) und berechnet die Konzentration unter der
Bedingung, dass eine ODy von 1,0 einer Konzentration von 40 ug RNA oder
einzelstrangiger DNA bzw. 50 ug doppelstrangiger DNA je yl Messlosung entspricht.

Zur Qualitatssicherung wurde RNA oder DNA in einem ethidiumbromidhaltigen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Klare Banden unter UV-Licht wiesen auf

intakte Nukleinsauren hin.

2.6.2 Reverse Transkription von RNA und Elektrophorese

Die Synthese von cDNA aus RNA erfolgte mit dem SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-PCR, wobei dem Herstellerprotokoll gefolgt wurde. Die
Lagerung der cDNA erfolgte bei —20°C. Die Auftrennung von RNA erfolgte in einem
1%-igen Agarosegel. Mittels Aufkochen wurde 1 g Agarose in 78,2 ml H2Opjgest. und 4
ml 25xMOPS (5M MOPS, 12,5M Natrium-Acetat, 0,25M EDTA) gelost. Nach kurzer
Abkuhlung wurden 17,8 ml 37 %iges Formaldehyd zugegeben. Nach Polymerisation
in einem horizontalen Geltrager bei Zimmertemperatur erfolgte die Uberschichtung
mit 1xMOPS in einer Gelelektrophoresekammer. Die gewulnschte Menge
vakuumgetrockneter Gesamt-RNA wurde in RNA-Ladepuffer (57 ul H2Opigest, 8 ul
25xMOPS, 100 ul Formamid, 35 ul 37 %iges Formaldehyd, 1 ul Ethidium-bromid)
gelost, bei 70 °C denaturiert (10 min) und auf Eis inkubiert (2 min). Nach
abschlieRender Zugabe von 1 yl RNA-Auftragepuffer (0,4% Bromphenolblau (w/v),
50% Glycerin (v/v), 10mM Natrium-Phosphat) erfolgte die Auftrennung der Proben
bei 90 V. Die Sichtbarmachung der fluoreszierenden Gesamt-RNA erfolgte unter UV-
Licht.

Bei geplanter Northern Blot-Analyse erfolgte die Uberschichtung mit 24 ml 25xMOPS
und 106,8 ml 37 %igem Formaldehyd ad 600 ml HOpjgest- Ethidiumbromid wurde
ausschlieBlich dem Ladepuffer des RNA-GroRenstandards zugesetzt.
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2.6.3 Northern Blot

Nach elektrophoretischer RNA-Auftrennung (10-25 pg/ Probe) wurde das Gel mit
20xSSC (3M NaCl, 0,4M Nas-Citrat ad Aquapigesy) unter leichtem Schitteln
aquilibriert; zuvor wurde die Wegstrecke des RNA-GrofRenstandards unter UV-Licht
bestimmt. Der RNA-Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte durch
Aufwartsdiffusion von 20xSSC uber Nacht. Dabei wurde das Gel auf
Chromatographiepapier gelagert, die dem Gel aufliegende Nitrozellulosemembran
mit weiterem Chromatographiepapier und Zellstoff Utberschichtet und einem
Wasserkolben beschwert. Nach Vakuumtrocknung (80 °C, 2 h) erfolgte die Lagerung
der Membran bei Raumtemperatur.

Zunachst erfolgte eine Prahybridisierung der Nitrozellulosemembran in
ExpressHyb™ Hybridization Solution in einem Hybridisierungsofen (58 °C, 30 min).
Nach Zugabe von radioaktiv markierter, denaturierter DNA-Sonde erfolgte die
Hybridisierung bei 58 °C liber Nacht. Waschgange a 30 Minuten schlossen sich an:
zweimalig nichtstringent mit 2xSSC, 0,1 % SDS bei Raumtemperatur und dreimalig
stringent mit 0,1xSSC, 0,1 % SDS bei 55 °C. Die so erhaltenen Membranen wurden
in Klarsichtfolie eingewickelt, einem Rontgenfiim (Kodak BioMax MS Film) aufliegend
in einer Fotokassette bei -80 °C gelagert. Zur Sichtbarmachung der
autoradiographischen Signale wurden die Filme nach ausreichender Zeit (Minuten
bis Tage) entwickelt. Mittels des simultan aufgetrennten RNA-Langenstandards
konnte die GroRRe der detektierten RNA abgeschatzt werden. Zur Enthybridisierung
wurden die Membranen zweimalig in 0,1xSSC/ 0,1 % SDS auf 100 °C in einer
Mikrowelle erhitzt. Nach Ausschluss radioaktiver Restspuren mittels eines
Szintillations-Messgerates konnte die Membran einer erneuten Hybridisierung

zugefihrt werden.
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2.6.3.1 DNA-Agarosegelelektrophorese und Elution

Fur ein 2 %iges Gel wurden 2 g Agarose in 100 ml 1XTAE in einer Mikrowelle
aufgekocht. Nach Zugabe von 2,5 ul Ethidiumbromid wurde das Gel in einen
horizontalen Geltrager gegossen. Nach Abkuhlung und Polymerisation wurde das
Gel in einer Elektrophoresekammer mit 1XTAE uberschichtet. Pro 3 ul DNA-Probe
erfolgte die Zugabe von 1 ul DNA-Auftragepuffer. Die Proben wurden in die
Geltaschen eingebracht und bei 70 bis 80 V (ca. 90 min) aufgetrennt. Anschliel3end
konnten die DNA-Banden auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und
dokumentiert werden. Als GroRenstandards wurden DNA-Leitern gleichzeitig
aufgetrennt. Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit, wobei nach den Angaben des Herstellers gearbeitet wurde.
AbschlieBend wurde die DNA in 30ul Puffer EB geldst und bei -20 °C gelagert.

2.6.3.2 Die klassische Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde eingesetzt um einen kurzen, genau definierten Teil des DNA-Strangs
der bekannten Ostrogenrezeptoren und Integrine zu vervielfaltigen. Fir den
Reaktionsansatz wurden ad 25 ul Aquaypigest, 2,5 ul 10xPCR Puffer, 2,5 ul dNTPs (10
mM), 1 ul forward-Primer (5 pmol/ ul), 1 ul reverse-Primer (5 pmol/ ul), 100 ng cDNA-
Matrix und 0,2 wl AmpliTagGold™-DNA-Polymerase (5 U/ ul) zusammengegeben
und mit 20 ul Ol (iberschichtet. Im PCR-Gerat TRIO-Thermoblock™ schlossen sich

Zyklen folgenden Profils an:

94 °C/ 12 min (thermische Aktivierung)

94 °C/ 90 s (Denaturierung)

Tann/ 90 s (Annealing) Durchlauf 36-40 Zyklen
72 °C/ 90 s (Elongation)

72 °C/ 5 min (Extension).

o 0=

Die Reaktionsbedingungen der jeweiligen Primer sind in Tabelle 2.5 wiedergegeben.
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Tabelle 2.5 PCR-Bedingungen fur die Oligonukleotidprimerpaare; ESR: Ostrogenrezeptor; ITG:
Integrinuntereinheit; Ald: Aldolase; bp: base pair/ Basenpaar; fw: forward; rev: reverse; *unter Zusatz
von Betain und DMSO. Die gleichen Bedingungen wurden auch bei hormonbehandelten Zellen
verwendet.

Gen und PCR Lange mRNA-
Primerkombination Tann Zyklenanzahl |Amplifikatlange Original-
Sequenz
ESR a - fwl/ revl 54 °C 40* 416 bp 6450 bp
ESR B - fwl/revl 62 °C 40* 469 bp 2011 b
p
ESR B - fw2/ rev2 54 °C 36 321 bp
ITG a6 - fwl/ revl 60 °C 36 440 bp 5611 bp
ITG B1 -fwl/revl 54 °C 36 470 bp 3614 b
p
ITG B1 - fw2/ rev2 58 °C 36 540 bp
ITG B4 - fwl/revl 54 °C 36 374 bp
ITG B4 - fw2/ rev2 52 °C 36 200 bp
5645 bp
ITG B4 - fwl/ rev2 54 °C 36* 1792 bp
ITG B4 - fw3/ rev3 60 °C 40* 760 bp
PO - fwl/ revl 54 °C 36 336 bp 1116 bp
Ald - fwl/ revl 58 °C 36 249 bp 1594 bp

2.6.3.3 Klonierung spezifischer PCR-Produkte und Vermehrung von

Bakterienklonen

Zur Anwendung kamen das TOPO TA Cloning®Kit, der linearisierte pCR®2.1-TOPO-
Vektor und chemisch kompetente TOP10 Escherichia coli-Bakterien. Zuvor wurden
LB-Platten (ca. 25 ml in Petrischalen, @ 10 cm) hergestellt, fur welche 1000 ml LB-
Agar (< 60 °C), 2 ml Ampicillin (50 mg/ ml) und 1 ml X-Gal (40 mg/ ml)
zusammengegeben wurden. Deren Lagerung erfolgte mit Parafilm abgedichtet bei 37
°C. Nach Klonierung gemal den Angaben des Herstellers wurden etwa 100 ul der
Bakteriensuspension ausplattiert und bei 37 °C inkubiert (12 - 24 h). Zur weiteren
Vermehrung eines sich weil3 darstellenden transformierten Bakterienklons wurde
dieser mit einer Pipettenspitze steril aufgenommen und in ca. 50 ml LB-Medium,
welchem 6 ml Carbenicillin (50 pg/ ml) zugesetzt waren, tUberfuhrt. Es erfolgte eine
Inkubation bei 37 °C Uber Nacht und eine abschlieBende Zentrifugation (4 °C, 3500
rpm, 13 min). Zuvor wurde zur Anlage einer Stocklésung 800 ul Bakterienkultur mit

200 ul Glycerol bei -80°C tiefgefroren.
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2.6.3.4 Praparation von Plasmid-DNA und Sequenzierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien erfolgte bei einer Menge von
bis zu 20ug mit dem QuiaPrep Spin Plasmid Kit (MiniPrep); bei einer Menge von bis
zu 500 pg mit dem Quiagen Plasmid Maxi Kit (MaxiPrep). Es wurde gemal} den
Angaben des Herstellers verfahren. Die abschlieRende Aufnahme der Plasmid-DNA
erfolgte in 30 pl Puffer EB (MiniPrep) bzw. in 100 pl TE-Puffer (MaxiPrep). Die
Lagerung erfolgte jeweils bei -20 °C.

Die Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte erfolgte durch Herrn Dr. Martin
Meixner am Institut fir Genetik der Humboldt-Universitat zu Berlin. Es wurden der
ABI-373 DNA Sequenzierungsautomat und das ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit verwendet. Fir den pCR®2.1-TOPO-Vektor
spezifische Primer kamen M13-forward und -reverse zum Einsatz. Die Ergebnisse

der Sequenzierung wurden auf Homologien zu bekannten Sequenzen untersucht.

2.6.3.5 Radioaktive Markierung und enzymatische Restriktion von DNA

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit [a**P] dCTP. Dabei
wurde das Megaprime™ DNA Labelling System analog den Herstellerangaben
verwendet.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Restriktionsendonukleasen und deren
Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 2.6 dargestellt. Fir den Reaktionsansatz
wurden jeweils ad 20 ul H2Opigest. 2 ul 10xReaktionspuffer, 0,5 ul Plasmid-DNA und 1

ul Enzym zusammengegeben.

Tabelle 2.6 Die in dieser Arbeit eingesetzten Restriktionsenzyme; |: Schnittstelle

Restriktionsenzym Schnittsequenz Reaktionsbedingungen
BstEll G|GTNACC Puffer React 2/ 60 °C/ 1 h
EcoRI GJAATTC Puffer React 3/ 37 °C/ 1 h
Sty | CIC(A,T)(AT)GG Puffer H/ 37 °C/ 1 h
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2.7 Quantitative Real Time PCR

Die quantitative Real Time PCR wurde zur Validierung des Northern Blots eingesetzt
und erlaubte eine Quantifizierung der gefundenen Veranderungen.

Zur Durchfuhrung der quantitativen real time PCR kamen die LightCycler-
Technologie der Firma Roche und das FastStart DNA Master SYBR Green |-Kit zum
Einsatz. Zunachst wurde Plasmid-DNA in EB-Puffer aufgenommen und die
Konzentration [g/ pl] spektrophotometrisch bestimmt. Die Einheit [g/ul] wurde in
[Moleklle/pl] umgerechnet. AnschlieBend wurde in H2Opigest. €ine Faktor-10-
Standardverdiinnungsreihe (103-10" Molekiile/ul) angefertigt.

Anschlielend wurden die zu vermessenden Proben unbekannter cDNA-
Konzentrationen im Verhaltnis 1:5 mit HyOpigest verdunnt. Der Oligonukleotid-
primermix, bestehend aus forward- und reverse-Primern, wurde in einer Verdinnung
1:20 mit H2Opiqest. hergestellt. Analog den Angaben des Herstellers wurden ad 18 i
Reaktionsmix 12,4 pl H2Opigest., 2 I Oligonukleotidprimermix (1:20), 2 yl SYBR Green
und 1,6 yl 25 mM MgCl; fur eine 3 mM MgCl,-Konzentration, entsprechend 2,4 l fur
einen 4 mM und 3,2 pl 25 mM MgCl, fur einen 5 mM Reaktionsmix pipettiert und in
eine LC-Kapillare Uberfuhrt. 2yl Proben-cDNA bzw. 2 uyl der
Standardverdunnungsreihne wurden den LC-Kapillaren hinzugefugt und nach
Zentrifugation (2000 rpm, 1 min) im LightCycler platziert und das Programm
gestartet. Die Auswertung der Laufe erfolgte mit der Option Second Derivative
Maximum der LightCycler Software, wobei Laufe mit einem Fehler >0,3 bezogen auf
die Standardverdunnungsreihe verworfen wurden. Von drei Laufen einer Probe
wurde der Mittelwert der erhaltenen Zahlenwerte ermittelt und anschlie3end die
Quotienten Mittelwertpope/ Mittelwertpo gebildet.

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten der Prolifertionsanalyse erfolgte mit dem
Students” t Test und der Varianzanalyse ANOVA. Die statistische Evaluation der
ermittelten Daten in den Adhasionsassays und der quantitativen real time PCR
wurden mittels Student’s t test durchgefuhrt. Die Werte waren statistisch signifikant
bei p<0,05 und hoch signifikant bei p<0,001. Es wurde die Software SPSS Version
11.0 (SPSS, Chicago, USA) verwandt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von E2, Tam und ICl auf das Wachtumsverhalten

Ein Einfluss der verwendeten Therapeutika war bei der Proliferationsanalyse der
Zelllinien zu verzeichnen. Die verwendeten Plattenepithelkarzinomzelllinien UM-
SCC-14A, 14B und 14C zeigten eine Inhibition ihres Wachstums unter Einfluss der

selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren TAM und ICI.

UM-SCC-14A
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Abb. 3.1 Das Wachstumsverhalten der unbehandelten (control) oder
mit 17-8 Estradiol (E2), Tamoxifen (TAM) und ICI 182,780 (ICI),

in den Konzentrationen 1 und 5 uM, behandelten PECA-Zelllinie
UM-SCC-14A. (Ordinate: mean optische Dichte)

Das Wachstum der Zelllinie UM-SCC-14A wurde durch E2-Gabe nicht beeinflusst
(Abb. 3.1). Eine signifikante Auswirkung auf das Wachstum der Zellen der Zelllinie
UM-SCC-14A war in hoheren Konzentrationen von 5 uM ICI (p=0,00146) und 5 uM
TAM (p=0,00146) zu verzeichnen. Niedrigere Konzentrationen (1 uM) von TAM und
ICI konnten die Proliferation der Zellen der Zelllinie UM-SCC-14A mindern, jedoch

war diese Minderung nicht statistisch signifikant.
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Abb. 3.2 Das Wachstumsverhalten der unbehandelten (control)

oder mit 17-1 Estradiol (E2), Tamoxifen (TAM) und ICI 182,780 (ICl),
in den Konzentrationen 1 und 5 uM, behandelten PECA-Zelllinie
UM-SCC-14B. (Ordinate: mean optische Dichte)

UM-SCC-14B war durch Gabe von 5 uM ICI (p=0,00015) und 5 uM TAM (p=0,0000)
und nach prolongierter Gabe von 1 uM E2 (p=0,0186) und 5 uM E2 (p=0,00270)
signifikant im Wachstum gehemmt (Abb. 3.2). E2 zeigte eine anfangliche
Wachstumsinduktion in UM-SCC-14B und UM-SCC-14C, die aber nach
fortdauernder Administration des Hormons in eine signifikante Inhibition tberging.
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Abb. 3.3 Das Wachstumsverhalten der unbehandelten (control)

oder mit 17-1 Estradiol (E2), Tamoxifen (TAM) und ICI 182,780 (ICl),
in den Konzentrationen 1 und 5uM, behandelten PECA-Zelllinie
UM-SCC-14C. (Ordinate: mean optische Dichte)

Ebenso zeigte UM-SCC-14C (Abb. 3.3) eine Inhibition ihres Wachstums unter 5 uM
ICI (p=0,0000), 1 uM TAM (p=0,0027) und 5 uM TAM (p=0,0000); 1 uM E2
(p=0,0146) wirkte ebenfalls nach anfanglicher Wachstumssteigerung und
prolongierter Gabe, nach 4 Tagen signifikant inhibierend. 5 uM E2 fihrte ebenfalls zu
einer anfanglichen Steigerung der Proliferation der Zellen, die nach weiterer Gabe
von E2 zu einer deutlichen Minderung des Wachstums fihrte, diese war jedoch
statistisch nicht signifikant.

MCF-7 zeigte als Kontrolle fir den Versuchsaufbau ein in der Literatur entsprechend
beschriebenes Proliferationsmuster nach Gabe von TAM und E2, sodass eine
korrekte Versuchsdurchfiihrung angenommen werden kann (Daten nicht dargestellt).
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3.2  Fahigkeit zur Zell-Zell-Adhasion

Die Tendenz der Formation von Zellaggregaten wurde als Quotient aus 1-N3o/No
dargestellt, wobei No die initiale Anzahl der Zellaggregate und N3, die Anzahl der
Aggregate nach 30 min. in einem konstanten Volumen zeigte. Unbehandelte Zellen
der drei Plattenepithelkarzinomzelllinien zeigten eine geringe Tendenz zur Zell-Zell-
Adhasion, welche sich aber durch Administration von E2, TAM und ICI beeinflussen
lieBen. In UM-SCC-14A konnte eine hoch signifikante Induktion der Fahigkeit zur
Zellaggregation durch die Gabe von 5 uM TAM (p=0,0000) gezeigt werden. Eine
signifikante Steigerung der zelladhasiven Fahigkeiten in UM-SCC-14A konnte durch
Administration aller Therapeutika in Konzentrationen von 1 und 5 uM gesehen
werden. UM-SCC-14B hingegen zeigte eine gesteigerte Zellaggregatbildung nur
unter Gabe von 5 yM E2 und durch ICI in den Konzentrationen 1 yM und 5 pM. TAM
zeigte mit 5 yM eine Erh6hung der zelladhasiven Eigenschaften von UM-SCC-14B,
diese waren jedoch statistisch nicht signifikant. Die Zelllinie UM-SCC-14C wies in
allen Fallen eine signifikante Induktion der Fahigkeit zur Zelladhasion bei
Administration der Agenzien in beiden in diesem Experiment verwandten
Konzentrationen (1 yM und 5 pM) auf.

Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 diente zur Kontrolle und zeigte entsprechend
der bestehenden Kenntnisse vergleichbare Resultate. In Abbildung 3.4 sind die
Veranderungen der zelladhasiven Fahigkeiten der oben beschriebenen Zelllinien

zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 3.4 Aggregationsverhalten der unbehandelten (control) Zelllinien MCF-7, UM-SCC-14A (14A),
UM-SCC-14B (14B) und UM-SCC-14C (14C) und nach Administration von E2 (E1=1pyM, E5=5uM),
TAM (T1=1pM, T5=5uM) und ICI (I1=1uM, I5=5uM). Die Abszisse (y-Achse) zeigt die optische Dichte.
Die Daten zeigen die Mittelwerte aus drei Messungen = SEM (System error of mean).

3.3 Adhasionsverhalten der Zellen an das extrazellulare Matrixprotein

Laminin-1

Die Fahigkeit der Plattenepithelkarzinomzellen an Laminin-1 zu adhéarieren war
ausgepragt und durch die Gabe von E2, TAM und ICI beeinflussbar. Mit Progredienz
der Entdifferenzierung der Zellen wuchs die Fahigkeit der Adhasion an Laminin-1,
hierbei zeigte UM-SCC-14C die hochste Adharenz an das extrazellulare
Matrixprotein. Die unbehandelten Zellen der Zelllinie UM-SCC-14B hingegen zeigten
die niedrigste Adhasion an Laminin-1 und bestatigten die bereits bei der
Untersuchung der Zellproliferation und Zell-Zell-Adhasion gefundene geminderte
Reaktivitat dieser Zelllinie. Die Zellen von UM-SCC-14A zeigten eine signifikante
Reduktion ihrer adhasiven Fahigkeit unter Behandlung mit 1 uM ICI (p=0,0029) und 5
MM ICI (p=0,0018). Estradiol und sein selektiver Antagonist TAM zeigten jeweils nur
bei einer Konzentration von 5 yM TAM (p=0,0443) und 1 uM E2 (p=0,03)
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inhibierende Wirkung auf die Laminin-Bindung der untersuchten Zellen von UM-SCC-
14A. Die Zelllinie (UM-SCC-14B) mit der niedrigsten Bindungsaffinitat zu dem
untersuchten Matrix-Protein zeigte auch die geringste Reaktivitat auf die
Administration der Therapeutika. Eine signifikante Beeinflussung der Zelladhasion
von 14B-Zellen an das Protein Laminin-1 war durch IClI 1 yM (p=0,038) und 5 uM
(p=0,042), ebenso durch 1 yM TAM (p=0,038) und 5 uM TAM (p=0,042). E2 zeigte
bei dieser Zelllinie (UM-SCC-14B) keine Einflussmdglichkeit auf des Zell-ECM
Bindungsverhalten an Laminin-1. TAM und ICI mit den Konzentrationen 1 yM (TAM:
p=0.0155 und ICI: p=0.023) und 5 yM (TAM: p=0.008 und ICI: p=0.03) bewirkten
auch bei UM-SCC-14C einen signifikanten Abfall der Adhasion. E2 entfaltete eine
reduzierende Wirkung bei Administration einer hohen Konzentration von 5 yM
(p=0,043) in UM-SCC-14C. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren TAM und ICI bei allen untersuchten PECA-
Zelllinien zu einer Minderung der adh&siven Fahigkeit an das Protein Laminin-1
gefuhrt haben. Estradiol hingegen zeigte nur eine die Adhasion mindernde Wirkung
bei UM-SCC-14A und UM-SCC-14C. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse ist
in Abbildung 3.5 zusammengefasst.
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Abb. 3.5 Darstellung der Adh&sionsfahigkeit der unbehandelten und behandelten Zellen an Laminin-1
(14A=UM-SCC-14A, 14B= UM-SCC-14B, 14C= UM-SCC-14C). Die Abszisse (y-Achse) zeigt die
optische Dichte. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus drei Messungen = SEM (System error of mean).

3.4 Darstellung der Morphologie der Zellen und des Expressionsmuster von

Adhasionsmolekilen mittels Immunfluoreszensmikroskopie

Eine Quantifizierung der Expression der untersuchten Adhasionsmolektle ist nur in
geringem Mal3e durch die Nutzung der Immunfluoreszenz-Technik moglich (Janes,
Watt 2006). Dieses methodische Instrument diente eher der beschreibenden Analyse
und dem Erfassen der unter Wirkstoffgabe aufgetretenen Veranderungen der
Morphologie bzw. der Expressionsmuster der untersuchten Proteine.

Die untersuchten PECA-Zelllinien wiesen ein deutlich unterschiedliches
Erscheinungsbild der Zellen auf. UM-SCC-14A zeigt epitheloide, polygonale Zellen,

die sich durch eine relativ homogene Anordnung mit einheilticher Grof3e und Kern-
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Zytoplasma-Verhaltnis auszeichneten. Die Zelllinie UM-SCC-14B wies hingegen
schon ein deutlich heterogeneres Erscheinungsbild mit langlichen und fibroblastoiden
Zellen auf. Die ZellgroRe und Zellformen variierten, und es zeigten sich vermehrt
Ausbildungen von sog. Filopodien, langen Zytoplasmafortséatze zwischen den Zellen,
wohingegen UM-SCC-14C wiederum eine mehr epitheloidférmige Struktur
ausbildete. Allerdings war auch hier eine grol3e Variation der Zellgréf3e und auch des
Kern-Zytoplasma-Verhaltnisses zu sehen. Die hohe Anzahl mitotischer Zellen war in
dieser Zelllinie bemerkenswert. Zellauslaufer wie bei der vorher beschriebenen
Zelllinie waren nur in geringem Mal3e vorhanden. Eine bildliche Darstellung der

beschriebenen Eigenschaften erfolgt in dem folgenden Abschnitt.

3.4.1 Darstellung der Expression von E-Cadherin und 3-Catenin durch

immunfluoreszierende Farbungen

3.4.1.1 E-Cadherin

Die Expression von E-Cadherin der unbehandelten Zellen zeigte sich in kleinen
dunnen, vereinzelten Inseln an der Zellmembran, sie war in keiner der untersuchten
PECA-Zelllinie kontinuierlich verteilt. Dieser Umstand stellte sich in UM-SCC-14C
deutlich dar (Abb. 3.6 a,c,e). Eine Veranderung des Expressionsmusters der Zellen
von UM-SCC-14A, 14B und 14C durch Gabe von E2, TAM und ICI konnte durch die
histomorphometrische Analyse nicht erfasst werden; weder war eine verénderte
Distribution des Proteins zu sehen noch eine quantitative Alteration zu erfassen. In
der folgenden Abbildung ist exemplarisch die Einwirkung von TAM auf die E-
Cadherin-Expression der Zelllinien UM-SCC-14A, 14B und 14C dargestellt (Abb. 3.6
b,d,e).
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Fig. 3.6 Die Expression von E-Cadherin war
gering in den unbehandelten Zellen von UM-
SCC-14A (a), UM-SCC-14B (c) (Vergro-
Rerung 40x) und UM-SCC-14C (e) (Vergro-
Rerung 20x). UM-SCC-14A behandelt mit
TAM 1uM (b) und UM-SCC-14B (d) zeigten
keine Veradnderung der in Inseln isolierten
Membranféarbung. Die geringe Reduktion der
durch TAM 5uM in UM-SCC-14C (f) Vergro-
Rerung 100x) festgestellten Oberflachen-
expression konnte durch die immunfluo-
reszenzmikroskopische Untersuchung nicht
quantifiziert werden.
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3.4.1.2 3-Catenin

Das Protein 3-Catenin zeigte ebenfalls eine Farbung in isolierten Inseln im Bereich
der gesamten Zellmembran der drei unbehandelten PECA-Zelllinien (UM-SCC-14A,
14B und 14C), ebenso war 3-Catenin auch im Nukleus und Zytoplasma der Zellen
nachweisbar. Eine Anderung des Expressionsmusters von R-Catenin wurde durch
die Gabe der Wirkstoffe nicht sichtbar; eine exemplarische Darstellung hierfir ist in
Abbildung 3.7 a-f unter der Einwirkung von TAM auf die Zelllinien zu finden. Wie bei
der Analyse von E-Cadherin zeigte sich auch bei R-Catenin keine verédnderte
Distribution des Proteins innerhalb der Zellkompartimente nach Administration der
Therapeutika. Auffallig erschien UM-SCC-14C, da hier eine Expression von [3-
Catenin in der Zellmembran gefunden wurde, es galt jedoch nach Co-
Immunopraziptations-Versuchen als erwiesen (siehe Abb. 3.15), dass dieses keinen
intakten Komplex mit E-Cadherin bildete.

Fig. 3.7 Fluoreszenz-Farbung von [-Catenin in unbehandelten Zellen UM-SCC-14A (a), 14B (c)
(VergréRerung 40x) und 14C (e) (VergroRerung 100x) zeigte vereinzelte Expression in der
Zellmembran, dem Zytoplasma und dem Nukleus, dieses wurde auch durch Gabe von TAM 1uM nicht

beeinflusst (UM-SCC-14A=b, UM-SCC-14B=d (VergrolRerung 40x) and UM-SCC-14C=f
(VergréRerung 100x)).
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3.4.2 Betrachtung der a3, a6, 1 und B4-Integrinuntereinheit durch

immunfluoreszierende Farbungen

3.4.2.1 a.3-Integrin

Die Integrinunterheit a3 zeigte sich streckenweise bandférmig mit unklarer
Begrenzung in den Bereichen der Zell-Zell-Kontakte bei den unbehandelten Zelllinien
UM-SCC-14A, 14B und 14C. Ebenso konnte eine basale Expression der
Integrinuntereinheit bei allen PECA-Zelllinien vermerkt werden, die ebenso fir eine
Beteiligung von a3 an der Zell-Matrix-Adhasion spricht. In der Zelllinie UM-SCC-14A
zeigten sich keine Anderungen in der Verteilung des Integrins innerhalb der Zelle, es
erfolgte auch keine sichtbare quantitative Veranderung der Menge des Proteins. Bei
UM-SCC-14B sah man o3 auch in den Spitzen der Zellauslaufer, welche
Zellkontakte zu benachbarten Zellen suchten; die Expression des Proteins erschien
insgesamt vermehrt punktformig und nur vereinzelt bandférmig. Eine deutliche
Veranderung des Farbemusters von a3 war nur bei UM-SCC-14B unter ICl und 5 uM
TAM zu finden; die Farbungen der Zellmembran benachbarter Zellen gestalteten sich
dann eher bandférmig und es war eine geringere Anfarbung der Pseudopodien
sichtbar, deren Ausbildung insgesamt auch deutlich reduziert erschien. Ebenso war
ein homogeneres Erscheinungsbild der Zellen sichtbar (Abb. 3.8). UM-SCC-14C
wies wie UM-SCC-14A keine erkennbaren Anderungen nach Administration von E2,
TAM und ICI auf.
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Abb. 3.8 Die unbehandelte Zellinie UM-SCC-14B (a=20 x Vergroerung, b=100 x Vergréerung)
zeigte eine deutliche Expression von a3 an den Pseudopodien und erschien punktférmig an der
Zellmembran sowie basal. Unter Gabe von TAM 5uM war eine Reduktion der Zellfortsétze und deren
Gehalt an a3 zu verzeichnen (c=20 x VergréRerung). Ebenso war eine vermehrt bandférmige
Expression der Integrinuntereinheit an den Zell-Zell-Grenzen sichtbar und die basale Expression
bestand weiterhin (d=100 x VergréRerung).

3.4.2.2 R1-Integrin

Das Farbemuster von 1 ahnelte dem von a3, d.h. man sah eine Expression an den
Zell-Zell-Kontakten in bandférmiger Form bei UM-SCC-14A und 14C und vermehrt
punktférmig bei UM-SCC-14B. Freie Zellrdnder waren nicht angefarbt (Abb.3.9).
Auch R1 zeigte eine basale Expression, die auf die Beteiligung an der Zell-Matrix-
Adhasion hinweist. In der Zelllinie UM-SCC-14A zeigten sich keine Anderungen in
der Verteilung des Integrins innerhalb der Zelle, es erfolgte auch keine sichtbare
guantitative Verdnderung der Menge des Proteins. UM-SCC-14B exprimierte 1
vermehrt in den Pseudopodien, welches, ahnlich wie bei a3, war die Expression von

31 unter ICI (1 wuM und 5 uM) und TAM (5 uM) vermindert. Ebenso erschienen die
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Zellstrukturen nach Behandlung mit TAM und IClI geordneter mit vereinzelt
bandférmigen Anfarbungen von g1 an den Zell-Zell-Kontakten (Abb. 3.9). Eine
deutliche Minderung der Expression bzw. Veranderung des Expressionsmusters von
B1 in den Zelllinien UM-SCC-14A und 14C war nach Zusatz der Agenzien nicht

erkennbar.

Abb. 3.9 Darstellung des Expressionsmusters von 31-Integrin nach 5 uM
TAM-Behandlung der Zelllinie UM-SCC-14B (VergroRerung 40x). Eine
Beteiligung von R1 an der Bildung von Fokalkontakten und Zell-Zell-
Kontakten ist sichtbar. Das Expressionsmuster von R1-Integrin der
unbehandelten Zelllinie UM-SCC-14B entspricht dem des a3-Integrins
(siehe Abb. 3.8).

3.4.2.3 a.6-Integrin

Die Lokalisation der o6-Integrinuntereinheit befand sich hauptsachlich an den
basalen Flachen der Zellen in allen unbehandelten PECA-Zelllinien, welches auf eine
Teilnahme an der Zell-Matrix-Adhasion hinweist. In UM-SCC14A sah man eine
kornige Expression von o6 an der Unterseite der Zelle, es fanden sich keine
Hinweise auf Formationen von geordneten Strukturen. Hingegen auffallig erschien

bei UM-SCC-14B die typische Streifung, die fur eine Polarisierung und ,Clustering*®
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der hierfur verantwortlichen Proteine der Zellen spricht. Allerdings konnte eine
Streifung aller Zellen der benannten Zelllinie nicht festgestellt werden. UM-SCC-14C
zeigte das typische Bild eines nicht differenzierten Karzinoms, bei dem eine diffuse
und auch periphere Lokalisation der a6-Integrinuntereinheit zu finden war, d.h. hier
fand, wie in UM-SCC-14A, keine Ausbildung von gerichteten hemidesmosomalen
Strukturen statt. In Abbildung 3.10 sind die Expressionsmuster von a6-Integrin der
unbehandelten Zellen von UM-SCC-14A (a), UM-SCC-14B (b) und UM-SCC-14C (c¢)
dargestellt.

Abb. 3.10 Darstellung des Expressions-
musters von o6-Integrin an der basalen
Flache der unbehandelten Zellen von UM-
SCC-14A (a), UM-SCC-14B (b) und UM-
SCC-14C (c) (VergroRRerung 40x).
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In allen untersuchten PECA-Zelllinien sah man eine Anreicherung von a6 in den
Zellauslaufern, wohingegen bereits gebildete Interzellularbriicken eine schwache o6-
Expression zeigten. Das Muster der Expression &nderte sich nach Applikation von
E2, TAM und ICI (Daten nicht dargestellt) in den Zelllinien UM-SCC-14A und UM-
SCC-14B nicht. Jedoch zeigte sich ein veranderte Verteilung von a6 auf den Zellen
von UM-SCC-14C nach Applikation von ICI 5 uM, und in weniger ausgepragtem
Mal3e auch bei ICI 1 uM. Hierbei fanden sich vereinzelt Ausbildungen von streifigen

Strukturen, die auf eine vermehrte Polarisierung der Zellen hindeuteten (Abb. 3.11).

Abb. 3.11 Darstellung des Expressionsmusters von a6-Integrin an der basalen Flache der
unbehandelten Zellen von UM-SCC-14C (a) (VergroRerung 40x). Nach Gabe von 5uM ICI sah man
die Ausbildung von geordneten Strukturen, der sog. Streifung, die fir Hemidesmosomen typisch ist (b)
(VergréRerung 40x). Die Anreicherung von a6 ist in den Lamellipodien jedoch nicht in Filopodien zu
sehen.
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3.4.2.4 34-Integrin

Die Integrinuntereinheit (34 zeigte ein dem o6 &hnliches Expressionsmuster, d.h in
UM-SCC-14A und 14C war ein kérnig erscheinendes Muster an den basalen Flachen
der Zellen zu verzeichnen. Eine Beteiligung an der Zell-Zell-Adh&sion von 34 ist
auszuschlie3en, da R4-Farbungen im Bereich der Zellmembran bei benachbarten
Zellen nicht sichtbar waren. Jedoch ist eine typische Beteiligung an der Zell-Matrix-
Interaktion aufgrund der basalen Expression des Proteins in allen Zelllinien zu
vermuten. UM-SCC-14B wies eine leicht streifige Anordnung auf, wobei diese
wiederum nicht auf allen Zellen und dort auch nicht durchgangig vorhanden war. Bei
UM-SCC-14B waren Fokalkontakte sichtbar (Abb. 3.12). Eine Anderung des
Expressions-musters war bei keiner Wirkstoffapplikation zu verzeichnen (Abb. 3.13).

Abb. 3.12 Darstellung des Expressionsmusters von R4-Integrin an der basalen Flache der
unbehandelten Zellen von UM-SCC-14B (a,c) (VergroRerung 20x,100x). Auf einigen Zellen ist die
Ausbildung von hemidesmosomalen Strukturen sichtbar. Eine Anderung durch Applikation von 5uM
TAM zeigte keine Anderung (b,d) (VergréRerung 20x,100x). Die Anreicherung von a6 ist in den
Lamellipodien zu sehen.
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Abb. 3.13 Darstellung des kdrnigen und ungerichteten Expressionsmusters von 34-Integrin an der
basalen Flache der unbehandelten Zellen von UM-SCC-14C (a) (VergrolRerung 100x). Eine
Veranderung der Expression war durch Applikation von 5uM TAM nicht zu verzeichnen (b)
(VergréRBerung 100x). Eine 34 Anreicherung war in den Lamellipodien zu sehen.

Zusammenfassend war festzustellen, dass sich a6 und R4 nicht an Zell-Zell-
Kontakten beteiligten; es war lediglich eine basale Expression der Proteine sichtbar,
die fur die Zell-Matrix-Adhasion spricht. Im Gegensatz hierzu wurden a3 und 31
jedoch in den Kontaktbereichen der Zellen vermehrt exprimiert, sodass eine
Beteiligung an interzellularen Kontakten anzunehmen war. Weiterhin waren a3 und
1 auch an der Zell-Matrix-Interaktion beteiligt, da eine basale Expression der
Proteine sichtbar war. a6 und 34 schienen an der Protrusion der Zellen beteiligt, da
sie in den Lamellen und Filopodien zu finden waren, wohingegen die Integrine a3
und B1 vermehrt in den Pseudopodien zwischen benachbarten Zellen exprimiert

wurden.
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3.5 Darstellung der Veranderungen der Expression der Zelladhé&sions-
molekule mittels Durchflusszytometrie, Immunoblot und molekular-
biologischer Methoden

3.5.1 E-Cadherin und 3-Catenin Proteinexpression

Die Expression der Proteine E-Cadherin und 3-Catenin wurde in allen Zellen der
Zelllinien UM-SCC-14A, 14B und 14C durch Darstellung mittels Western Blot
bestatigt, ebenso wurden keine Verdnderungen der Proteinmenge durch
Administration von E2, TAM oder ICI in jeglicher Konzentration festgestellt (Abb.
3.14).

UM-SCC-14A UM-SCC-14B UM-SCC-14C
C T1 T5 C T T5

v | C T T5
o o | o
- . =

Abb. 3.14 Die Western-Analyse der Zelllysate bestétigte das Vorhandensein von E-Cadherin und -
Catenin und zeigte keine Beeinflussung durch Administration von Tamoxifen (c=unbehandelt, T1=1yM
Tamoxifen, T5=5uM Tamoxifen).

Die flowzytometrische Messung der Expression von E-Cadherin auf der
Zelloberflache verifizierte das Fehlen einer Veranderung bei der Darstellung der
Gesamtproteinmenge, allerdings zeigte sich eine leichte Reduktion von E-Cadherin
auf der Zellmembran unter 5 yM TAM-Administration, welche aber statistisch nicht
signifikant war (Tab. 3.1).

Tab. 3.1 Durchflusszytometrische Analyse der E-Cadherin-Oberflachenexpression (mean % der
.gegateten” Zellen aus drei Messungen) (C=Kontrolle, T1=Tamoxifen 1uM, T5=Tamoxifen 5uM).

lgGControl C T1 T5
UM-SCC-14A 0.42 8.82 8.75 8.72
UM-SCC-14B 0.42 6.55 6.42 6.53
UM-SCC-14C 0.42 6.62 6.27 5.59
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Die Untersuchung des E-Cadherin/3-Catenin-Komplexes wurde mittels Co-Immuno-
prazipitation durchgefiihrt. Diese zeigte eine intakte Formation des Komplexes in
UM-SCC-14A und 14B; jedoch war in UM-SCC-14C keine Bindung von 3-Catenin an
E-Cadherin nachzuweisen. Eine Reformation des Komplexes durch TAM konnte in
dieser Zelllinie nicht dargestellt werden (Abb 3.15).

C T1 T5
a
anti-E-cadherin —
anti-R-catenin —
b
anti-E-cadherin —
anti-R-catenin — - E

c

anti-E-cadherin —

anti-B-catenin — . . ’ b -

Abb. 3.15 Zelllysate wurden mit anti-E-Cadherin préazipitiert und mit anti-R-Catenin
geblottet. In UM-SCC-14A (a) und UM-SCC-14B (b) sah man die intakte Formation
des E-Cadherin/3-Catenin-Komplexes. In UM-SCC-14C (c) hingegen sah man
keine Bindung zwischen E-Cadherin und 3-Catenin.

Somit liegt hier eine Storung der Fahigkeit von [3-Catenin an E-Cadherin, und vice
versa, zu binden vor. Eine Verhinderung dieser Bindungsmaoglichkeit kann durch
Phosphorylierung einer bzw. beider Bindungspartner bedingt sein. Eine
Phosphorylierung der Proteine E-Cadherin und R-Catenin konnte in der Co-

Immunoprazipitation jedoch nicht nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt).
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3.5.2 Regulation der Transkription von E-Cadherin

Die in der Durchflusszytometrie beobachtete Reduktion von E-Cadherin in UM-SCC-
14C nach Tamoxifen-Gabe basierte nicht auf einer verminderten Transkription von E-
Cadherin-mRNA. Die Transkriptionsrate wurde mittels Northern Blot untersucht (Abb.
3.16). Die Analyse des mRNA-Gehalts von E-Cadherin wurde fur die anderen PECA-
Zelllinien nicht durchgefuhrt, da in den vorhergehenden Versuchen kein Hinweis auf
einen Einfluss der Expression des Proteins bestand.

c T TS

4,4 DP e

1,35 DP amm —

Abb 3.16 Die Reduktion der E-Cadherin Expression UM-SCC-14C ist nicht
auf eine Veranderung der Transkriptionsrate zuriickzufihren. PO
(Phosphoprotein) wurde als Standard benutzt (untere Bande=1,35bp), da
es keine Regulation durch TAM oder E2 zeigt. (C=unbehandelte Zellen; T1,
T5=Zellen mit 1 oder 5uM Tamoxifen behandelte Zellen)
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3.5.3 Oberflachenexpression von a3-, a6-, R1- und 34-Integrin

Die flowzytometrische Untersuchung zeigte, dass die untersuchten Integrine in allen
PECA-Zelllinien exprimiert wurden (Daten nicht dargestellt). In UM-SCC-14A und
UM-SCC-14B war keine Anderung der Oberflachenexpression fir a6, R1 und R34
unter der Behandlung mit E2, TAM und ICI nachweisbar; ebenso in der Zelllinie UM-
SCC-14C. Eine statistisch signifikante Minderung der Oberflachenexpression war fur
a3 in UM-SCC-14B unter 1 und 5 yM TAM Administration zu verzeichnen (Abb. 3.17)
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Abb. 3.17 Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine signifikante Reduktion der
Oberflachenexpression von a3 unter TAM A. gelber Graph =Tamoxifen 1uM und B. griner Graph =
Tamoxifen 5uM (blauer Graph = unbehandelte Kontrolle). Die x-Achse zeigt die logarithmische
Fluoreszensintensitét.

Eine Reduktion des Proteins a3 auf der Zelloberflache war durch ICI-Behandlung (1
MM und 5 pM) bei allen PECA-Zelllinien zu verzeichnen, dieses war jedoch ohne
statistische Signifikanz (Tab. 3.2).
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Tab. 3.2 FACS-Analyse von a3-Integrin-Zelloberflichenexpression (+SEM des Quotient von
behandelten Zellen zu unbehandelten Zellen aus drei Messungen) (C=unbehandelte Zellen,
ICI1=ICI 182,780 1uM, ICI5=ICI 182,780 5uM; *p<0.05)

ICI1 ICI5
UM-SCC-14A 0.78* 0.83
UM-SCC-14B 0.86 0.82
UM-SCC-14C 0.84 0.82

3.5.4 Regulation der Transkription von a3-, a6-, 31- und 34-Integrin

Die Transkription der Integrinuntereinheiten a3, a6 und 34 war durch Administration
von E2, TAM und ICI in keiner der untersuchten PECA-Zelllinien (UM-SCC-14A, 14B
und 14C) veréndert. Eine Verdnderung der Transkriptionsrate war jedoch fur die
Zelllinie UM-SCC-14B fur das Protein 31 nachweisbar. Die Transkription von 31-
Integrin war nach Administration von 1 und 5 uM E2 (p=0.00007) und TAM (p=0.005;
p=0.002) in der Zelllinie UM-SCC-14B vermindert. In Abbildung 3.18 sind die
untersuchten Zelllinien und deren Transkriptionsraten vollstandig dargestellt.
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A

UM-SCC-14A
B1-integrin

UM-SCC-14B
B1-integrin

UM-SCC-14C
B1-integrin

PO

15

UM-SCC-148 1 1 *
R1-integrin 1l T

Abb. 3.18 A. Die Transkription von 31 war laut Northern Blot in UM-SCC-14B bei Administration von
TAM und E2 vermindert. Eine Regulation von UM-SCC14A und 14C war nicht erkennbar. PO
(Phosphoprotein) wurde als Standard benutzt. B. Die RT-PCR bestatigte die Reduktion der R1-
integrin-Transkription (%=p<0.05). (Control=unbehandelt, E= E2, I=ICI, T=TAM, 1=1pM, 5=5uM)
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Die veranderte Transkription spiegelte sich jedoch nicht in einer reduzierten
Oberflachenexpression wider. Eine Veradnderung der Transkription von o3
manifestierte sich bei der Gabe von ICI nicht. Ebenso zeigte die verénderte
Transkription von 31-Integrin keine Auswirkung auf dessen Expressionsmuster bzw.

-menge.

3.6 Ostrogenrezeptor-Status von UM-SCC-14A, UM-SCC-14B
und UM-SCC-14C

Der bislang unbekannte Gehalt an Ostrogenrezeptoren in den in dieser
Untersuchung verwendeten PECA-Zelllinien wurde mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) bestimmt. Hierzu wurde aus den Tumorzellen
Gesamt-RNA isoliert, und nach Reaktionsoptimierung erfolgte anschlielend die
Amplifikation spezifischer Ostrogenrezeptor-DNA-Abschnitte.

Langenstandard
Positivkontrolle
(zelllinie MCF-7)
Negativkontrolle
(H2Obigest.)
UM-SCC-14A
UM-SCC-14B
UM-SCC-14C
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o
o
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500 bp —
«— ERa (416 bp)

300 bp —
500 bp —

300 bp — — ERB (321 bp)

400 bp —

— Ald (249 bp)
200 bp —

Abb. 3.19 Nachweis der Ostrogenrezeptoren a und B in den unbehandelten Zelllinien UM-SCC 14A,
14B und 14C mittels PCR. Zur endogenen Kontrolle der Reaktionsbedingungen und der
aufgetragenen cDNA-Mengen wurde Aldolase verwendet (Ald=house keeping-Gen Aldolase).
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In Abbildung 3.19 wurden die in einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel
aufgetragenen PCR-Produkte unter UV-Beleuchtung sichtbar gemacht. Es zeigten
sich deutliche Banden in allen untersuchten Zelllinien, weshalb ein positiver Status
der Ostrogenrezeptoren a und B in den Zelllinien UM-SCC-14A, 14B und 14C auf
RNA-Ebene nachgewiesen wurde. Als Positivkontrolle wurde die fir ihren postitiven
Ostrogenrezeptorstatus anerkannte Mammakarzinomzelllinie MCF-7 verwendet. Die
Zelllinie UM-SCC-14A zeigt eine deutlich vermehrte Expression von ERM3, wobei UM-
SCC-14B uberwiegend ERa exprimiert und zu einem vernachlassigbar geringen
Anteil ER3. UM-SCC-14C verzeichnete eine grof3ere Anzahl an ERa-positiven Zellen
und auch mehr ERRB-positive Zellen. Somit stellen die untersuchten PECA-Zelllinien
eine Diversifikation der Distribution von ER-Expression dar.
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4. Diskussion

4.1 Steroidhormone und Tumorwachstum

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass Ostrogene nicht nur das Tumorwachstum,
insbesondere des Mamma- und Endometriumkarzinoms, férdern, sondern auch in
nicht primar hormonassoziierten Zellen wie z.B. Gliomen einen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten aufweisen (Koehler, Helguero et al. 2005; Hecht, Mutter 2006;
Tang, Roldan et al. 2006). Der Einsatz selektiv antagonistischer Therapeutika (z.B.
Tamoxifen), die das durch Ostrogene stimulierte Tumorwachstum beeinflussen,
erscheint daher sinnvoll und ist fur die Verwendung bei der Therapie von
Mammakarzinomen bereits gut dokumentiert. Der Erfolg dieser Therapeutika bei
Behandlung des Mammakarzinoms zeigt eine Abhangigkeit vom Status des
Ostrogenrezeptors, wohingegen sich die Therapie von Gliomen rezeptorunabhangig
darstellt (Kim, Lee et al. 2005; Andre, Pusztai 2006).

Erste In-vitro-Untersuchungen an Zellen von PECA beschrankten sich auf das
Proliferationsverhalten nach Gabe von Tamoxifen (Grenman, Virolainen et al. 1987;
Lage 2003; Shapira, Virolainen et al. 1986; Cavallaro, Christofori 2004; Hoffmann,
Bojar et al. 2002). Uber den Einfluss der Gruppe der selektiven Ostrogenrezeptor-
modulierenden Agenzien auf die Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Adhé&sion von
Plattenepithelkarzinomzellen und der Alteration der assoziierten Adhasionsmolekile
existierten bis zu Beginn dieser Arbeit keine Publikationen.

Zur Erfassung mdglicher Einflisse von E2, TAM und ICI wurden aus einem
Mundbodentumor etablierte Zelllinien verwendet; die Nutzung dieser von einer
weiblichen Person stammenden Karzinomzellen wurde bewusst gewahlt. Innerhalb
dieser Patientengruppe traten vermehrt Falle, die keine typischen pradisponierenden
Risikofaktoren aufwiesen und héaufig mit progressiven und therapieresistenten
Karzinomen assoziiert sind, auf (Sturgis, Moore et al. 2005; Chitapanarux,
Lorvidhaya et al. 2006; Gilroy, Morris et al. 2005; Verschuur, Irish et al. 1999).
Ebenso sollte auch die Tumorprogression innerhalb der Untersuchungen
Berucksichtigung finden, welche sich in den verwendeten Zelllinien, die aus
Rezidiven eines zunachst nur chirurgisch behandelten Primartumors gewonnen
wurden, widerspiegelt. Verwendung fanden auch bereits sehr gut charakterisierte

Zelllinien, deren Verhalten unter Hormoneinfluss erforscht ist, um so die korrekte
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Verwendung von Ostrogen und dessen selektiven Antagonisten zu verifizieren. Die
Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass die verwendeten
PECA-Zelllinien Ostrogen- und auch SERM-sensitiv sind. Zur méglichen Klarung der
Wirkweisen der administrierten Wirkstoffe erfolgte die Erfassung der exprimierten
Ostrogenrezeptoren der verwendeten Zelllinien, welche ein unterschiedliches
Expressionsmuster der Rezeptoren ERo und ERf aufzeigten. Im weiteren Verlauf
der Diskussion wird dieser Umstand in Zusammenhang mit den gefundenen Effekten
diskutiert.

Die ersten Untersuchungen uber den moglichen Einfluss von Tamoxifen auf Zellen
des Plattenepithelkarzinoms wurden von Shapira et al. im Jahre 1986 durchgefthrt
und zeigten einen inhibierenden Einfluss des Therapeutikums auf das
Wachstumsverhalten, u. a. auch auf eine der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien (UM-SCC-14C). Nachfolgende Untersuchungen zu diesem Thema zeigten
eine dosisabhangige Beeinflussung des Wachstums unter Tamoxifentherapie.
Tavassoli (Tavassoli, Soltaninia et al. 2002) und Hoffmann (Hoffmann, Bojar et al.
2002) zeigten eine signifikante Inhibition des Wachstums von Zellen des
Plattenepithelkarzinoms nur unter Hochdosis-Therapie mit Tamoxifen, d.h. mit
Konzentrationen Uber 1uM. Die Behandlung der Zellkulturen mit Konzentrationen
unter 1uM zeigte keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten (Lage 2003; Shapira,
Virolainen et al. 1986; Cavallaro, Christofori 2004; Hoffmann, Bojar et al. 2002). Ein
Erreichen von hohen Serum- und Gewebekonzentrationen (5-10uM) von Tamoxifen
ist physiologisch durchaus madglich und wird auch bei der Therapie von malignen
Gliomen eingesetzt (Kim, Lee et al. 2005). Untersuchungen zum Einfluss von
Estradiol und ICI auf das Wachstum von Zellen des Plattenepithels liegen bislang
nicht vor. Die Wirkung von Ostrogenen auf das Proliferationsverhalten von
Fibroblasten des Parodontiums zeigt eine Abhangigkeit der Sensitivitdt der Zellen
gegenuber Estradiol, d.h. man findet nicht bei jeder fibroblastischen Zelle eine
synergistische Reaktion auf die Hormongabe (Guncu, Tozum et al. 2005; Mariotti
2005). In der bereits angefuhrten Studie lagen keine Untersuchungen zum ER-Status
vor, sodass dies als moglicher Faktor fiir Ostrogensensitivitat gelten kénnte. Estradiol
induziert das Wachstum von Keratinozyten in vitro durch vermehrte Expression des
Zellzyklus-regulierenden Proteins cyclin D2 durch Aktivierung eines durch den
membrangebundenen Ostrogenrezeptor GPR30 vermittelten Signals. (Urano,
Sakabe et al. 1995; Kanda, Watanabe 2004). In den in dieser Arbeit
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untersuchten Zellkulturen von PECA zeigte 17-3 Estradiol zunachst eine Proliferation
der Zellen, welche jedoch bei zwei Zelllinien (UM-SCC-14B und 14C) nach
anhaltender Gabe (mehr als 4-tdgige Gabe) stagnierte. Eine Erklarung fir dieses
Phanomen kann eine in Gehirnzellen (Prange-Kiel, Rune 2006) und Zellen der
reproduktiven Organe (Murata, Narita et al. 2003) vorkommende, ermittelte
Herunterregulierung des ERa-Rezeptors darstellen. Die negativ regulierten Zelllinien
zeigten eine vermehrte Expression des ERa-Rezeptors; insbesondere UM-SCC-14B
exprimierte ausschliel3lich diesen Rezeptor und zeigte auch die deutlichste
Reduktion der Zellproliferation nach mehrtagiger hoch dosierter Gabe von 1703-
Estradiol. ICI 182,780 hingegen wies eine dem Tamoxifen aquivalente Wirkung auf,
welche eine Wachstumsinhibition in allen Zelllinien darstellte. Das seit 1991
verwendete ICI 182,780 war bislang als reines Antidstrogen bekannt, welches seine
Wirkung ausschlieBlich tiber die Hemmung der Ostrogenrezeptoren durch deren
Degradation entfaltet (Osborne, Wakeling et al. 2004; Wakeling, Bowler 1992;
Wakeling, Dukes et al. 1991). Dies lasst eine Ostrogenrezeptor-abhangige
Regulation vermuten. Jedoch zeigten Studien in jungster Zeit, dass ICl auch eine
nicht-klassische Regulation des Ostrogenrezeptors sowie eine ER-unabhangige
Wirkung tber Membranrezeptoren (GPR30) auslosen kann (Wang, Traystman et al.
2004; Filardo, Quinn et al. 2002; Filardo, Thomas 2005). Im weiteren Verlauf der
Diskussion wird die mogliche Wirkweise von E2, TAM und ICI in Relation zu der
Modulation der Zell-Matrix-Adhasion naher diskutiert.

Durch welche Mechanismen die in Gliomen und PECAs gefundene
Wachstumsregulierung erfolgt, ist bislang ungeklart. Es ist bekannt, dass das
Wachstum maligner Zellen multiplen Regulationsmechanismen unterliegt, die in
mannigfaltiger Weise beeinflussbar sind (Janes, Watt 2006; Naim, Chang et al.
2006). Die transforming growth factors-3 sind Wachstumsfaktoren, welche in
Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung und Zelladh&sion eingebunden sind.
Innerhalb  maligne transformierter Zellen ist ein friher Verlust dieser
Wachstumskontrolle zu verzeichnen (Prime, Davies et al. 2004; Teicher 2001; Han,
Lu et al. 2005). Eine Induktion der TGF-31-Produktion ist bei PECA- Zellen in vitro
durch TAM induzierbar. Dies scheint in Abhangigkeit zum ER-Status zu stehen; die
genauen Mechanismen sind bis dato nicht vollstandig gekléart (Kim, Lee et al. 2007;
Tavassoli 2002). Jedoch kann dieses Phdnomen nicht den alleinigen
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Regulationsmechanismus darstellen, da ICI eine TGF-1-Modulierung abmildert
bzw. verhindert (Dhandapani, Wade et al. 2005).

4.2 Einfluss von Estradiol, Tamoxifen und ICI182,780 auf die Zell-Zell-
Adhasion

Intakte Zell-Zell-Verbindungen korrelieren mit antiinvasiven Eigenschaften, d.h. die
reduzierte Fahigkeit der Bindung der Zellen miteinander setzt bereits in der frihen
Karzinogenese ein (Syrigos, Karayiannakis 2006; Mareel, Berx et al. 1996).
Zellaggregationsassays ermdglichen die Untersuchung der Fahigkeit der
Komplexbildung in neoplastischen epitheloiden Zellen. Sie finden auch Anwendung
bei der Unterscheidung von invasiven und nicht-invasiven Zelltypen. Die im Rahmen
dieser Arbeit benutzte Assay-Form erlaubt die Quantifizierung der gefundenen Zell-
Zell-Verbindungen und wird haufig zur Erfassung der Wirkung therapeutischer
Agenzien verwendet (Bracke, Van Larebeke et al. 1991; Bracke, Vyncke et al. 1993;
Bracke, Charlier et al. 1994; Charlier, Bruyneel et al. 1996; Boterberg, Bracke et al.
2001). Die Anwendung dieses Assays fur Zellen von Mamma- und Kolonkarzinomen
ist dokumentiert (Vermeulen, Bruyneel et al. 1995; Vermeulen, Nollet et al. 1997). In
dieser Arbeit war eine signifikante Wachstumsinhibition unter TAM-Behandlung mit
einer Steigerung der Fahigkeit zur Bildung von Zellaggregaten durch erhohte Zell-
Zell-Adhasion in den ER-B-positiven PECA-Zelllinien assoziiert. Estradiol und ICI
induzierten in allen PECA-Zelllinien eine Verbesserung der adhasiven Eigenschaften.
Veranderungen der Zell-Zell-Interaktion werden auf Alterationen von E-Cadherin und
dessen assoziierten Proteinen zurlckgefihrt, diese wurden im weiteren Verlauf

dieser Arbeit untersucht und werden in Abschnitt 4.4 und 4.5 diskutiert.

4.3 Veranderung der Fahigkeit der Zellen zur Adhasion an Laminin-1

Lokomotion von Tumorzellen bedingt ein Wechselspiel der adhasiven Fahigkeiten
dieser mit Bestandteilen der extrazellularen Matrix (Huttenlocher, Sandborg et al.
1995; Matsumoto, Ziober et al. 1995). Hierbei handelt es sich um einen dynamischen

Prozess, bei welchem spezifische Proteine ,an- und ausgeschaltet” werden, dieser
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Aspekt konnte in dem hier verwendeten Adh&sionsassay nicht untersucht werden.
Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Assay zur Erfassung der adh&siven
Fahigkeiten der PECA-Zellen erlaubt die Quantifizierung der Interaktion der Zellen
mit dem Protein Laminin-1. Die Interaktion von epitheloiden Zellen mit Laminin-1 ist
nicht vorhanden, was jedoch mit zunehmender Transformation der Zellen verloren
geht. So ist eine rein quantifizierende Momentaufnahme dieser verédnderten
Bindungseigenschaften bereits ein Indikator fiur das veranderte Zell-ECM-Verhalten.
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten PECA-Zellen zeigten die Fahigkeit der
Adhésion an LN-1; eine deutliche Zunahme der Adhasion konnte mit Steigerung der
Entdifferenzierung der Zellen verzeichnet werden. IClI und TAM verminderten die
Adhasionsfahigkeit der Zellen an LN-1 in allen Zelllinien, wohingegen E2 nur in ERN3-

positiven Zelllinien einflussnehmend wirkte.

4.4 Morphologische Alterationen der Expressionsmuster der Zelladhasions-
molekule in der histomorphometrischen Analyse

Die Immunfluoreszenz umfasst die Markierung eines Proteins mit einem
fluoreszierenden Antikorper und ist eine haufig angewandte Technik, um einzelne
Proteine in fixierten Zellen zu identifizieren. Hiermit wird in der Regel die Lokalisation
des untersuchten Proteins untersucht, eine relative Quantifikation kann unter
bestimmten Bedingungen durchgefuhrt werden, jedoch ist dies nur bei erheblichen
Veranderungen moglich (Janes, Watt 2006). Eine Quantifizierung der
Expressionsveranderungen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Zelladhasionsmolekiile war aufgrund der geringen Anderung nicht durchfiihrbar. Die
Methode diente der Lokalisation von E-Cadherin, 3-Catenin und der Integrine sowie
der Darstellung ihrer Beteiligung an Zell-Zell- bzw. der Zell-ECM-Interaktion. Diese
bereits seit mehr als funfzig Jahren angewandte Methode zeigt eine hohe Spezifitat,
jedoch ist eine wiederholte Auswertung aufgrund von ,photobleaching” nicht moglich
(Coons, Creech et al. 1942; Giloh, Sedat 1982; Johnson, Davidson et al. 1982).
Spater auftauchende Fragestellungen kénnen nur anhand der aufgenommenen
Fotos beantwortet werden.

Durch Verwendung der Immunfarbung kénnen in subzellularen Regionen lokalisierte

Proteine, nach geeigneter Permeabilisation der Zellen, untersucht werden. Ebenso
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erlaubt die Methode die Darstellung einer Umordnung der untersuchten Proteine
nach Stimulation (Giloh, Sedat 1982; Coons, Creech et al. 1942; Johnson, Davidson
et al. 1982). Durch die Permeabilisation konnte das Vorhandensein von
Ublicherweise membranstandigen Proteinen, wie beispielsweise [-Catenin, im
Nukleus und im Zytoplasma der PECA-Zellen erfolgen. Dieses Phanomen ist bereits
in histologisch untersuchten Plattenepithelkarzinomen in vivo beschrieben und eine
Korrelation dieser atypischen Expression ist mit einer verminderten Uberlebenszeit
der Patienten bzw. einem frihen lokalen Rezidiv korreliert (de Aguiar, Kowalski et al.
2006).

Durch Translokation von R-Catenin aus dem E-Cadherin/3-Catenin-Komplex und
durch Stérung der Degradation kommt es zur Akkumulation von R-Catenin im
Zytoplasma und Nukleus (lwai, Katagiri et al. 2005; Zhang, Zhou et al. 2005). Die
Bindung von 3-Catenin an E-Cadherin ist essentiell fur deren Beteiligung an der Zell-
Zell-Adhasion, die durch Storung dieses Komplexes unmoglich wird. In weiteren
Versuchen wurde das Vorhandensein eines intakten E-Cadherin/[3-Catenin-
Komplexes untersucht (s. S. 60). Es zeigte sich keine Veranderung des
Expressionsmusters von E-Cadherin und R-Catenin nach Administration der
Agenzien Estradiol, Tamoxifen und ICI trotz der Induktion der Zell-Zell-Adhasion. Die
Expression der Integrine zeigte keine quantitative Veranderung.

Die in der vorliegenden Arbeit verwandten Zelllinien unterscheiden sich deutlich im
Phanotyp und erlauben somit eine Differenzierung von Zellen in unterschiedlichen
Stadien. Eine der Zelllinien (UM-SCC-14B und ERa-positiv) zeigt eine deutliche
Auspragung von Filopodien und die Beteiligung von a3- und R1-Integrin an der
Bildung selbiger. Dieses Phanomen wird in Plattenepithelkarzinomen in vivo
beschrieben und ist mit Invasion und Metastasierung assoziiert (Giannelli, Milillo et
al. 2001; Kawano, Kantak et al. 2001). Die Verminderung der Filopodien und
Verringerung der Expression der hieran beteiligten Integrine wurde durch
Administration von IClI und Tamoxifen ausgeldost und a3t eine Reduktion der
Invasivitat vermuten. Ebenso zeigte a3 und 1 eine Beteiligung an den Zell-Zell-
Kontakten (Eriksen, Steiniche et al. 2004). Das Fehlen hemidesmosomaler
Strukturen war in den Zelllinien UM-SCC-14A und -14B ausgepragt, welches sich
durch eine ungerichtete basale Expression der Integrine a6 und 34 darstellte. Unter
ICI-Behandlung deutete sich eine Redistribution dieser Proteine zu polarisierten

geordneten Strukturen, ahnlich hemidesmosomaler Verbindungen, in der
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entdifferenzierten ERa- und ERRB-positiven Zelllinie, an (Eriksen, Steiniche et al.
2004; Herold-Mende, Kartenbeck et al. 2001; Baker, Hopkinson et al. 1996). Diese
Redistribution ist mit einer Verminderung der metastasierenden Eigenschaften
verbunden, der zugrunde liegende Mechansimus dieser Assembilierung ist bislang

ungeklart (Litjens, de Pereda et al. 2006).

4.5 Veranderungen der Expression und Translation der Proteine E-Cadherin,

3-Catenin und der Integrine

45.1 E-Cadherin und R-Catenin

E-Cadherin gilt als Tumorsuppressor, der durch Modulation der Zell-Zell-Adh&sion
eine Regulation des Zellwachstums austben kann. Diese Fahigkeit steht in
Abhangigkeit zu  funktionellem  Status  und Expressionsmuster  des
Zelladhasionsmolekiils. Der Verlust von E-Cadherin ist mit einer Entdifferenzierung
und erhdhter Invasivitdt von humanen Karzinomzellen in vitro assoziiert (Cavallaro,
Christofori 2004). Eine inverse Korrelation der E-Cadherin-Expression und der
Entdifferenzierung von Zellen des Plattenepithelkarzinoms ist bekannt (Diniz-Freitas,
Garcia-Caballero et al. 2006); dies zeigt sich bei schlecht differenzierten PECAs, die
nur wenig bis kein E-Cadherin exprimieren. In dieser Arbeit war unter TAM-
Behandlung eine signifikante Steigerung der Fahigkeit zur Bildung von
Zellaggregaten durch erhohte Zell-Zell-Adh&sion sichtbar, welche eine Modulation
von E-Cadherin vermuten lie3. Wenig ist bislang tber Mechanismen, die die E-
Cadherin-Expression oder -Funktion wiederherstellen oder beeinflussen kdnnen,
bekannt. Ebenso wenige Erkenntnisse existieren Uber intrinsische Faktoren, welche
eine Modulation der adhésiven Eigenschaften bewirken. Diskutiert werden
Mutationen des E-Cadherin-kodierenden Gens, welche aber in Zellen von
Plattenepithelkarzinomen bislang nicht aufgefunden werden konnten (Kudo, Kitajima
et al. 2004). Epigenetische Mechanismen fir die Inaktivierung von E-Cadherin
beinhalten eine veranderte Expression von regulierenden Faktoren der
Gentranskription oder die Hypermethylierung der Promoterregion (Fearon 2003;
Chen, Lipkina et al. 2004; Auerkari 2006; Graff 1995). Es ist bekannt, dass in

Mammakarzinomen die Regulierung des ,zinc finger transcription factor* Snail, einem
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Repressor der E-Cadherin-Transkription, durch Ostrogenrezeptor-abhangige
Modulation inhibierbar ist (Tamura, Sakaki et al. 2003). Eine Veranderung der
Transkription von E-Cadherin unter dem Einfluss von TAM konnte nicht
nachgewiesen werden, daher erscheint die Beeinflussung durch Regulation auf
genetischer Ebene eher unwahrscheinlich.

Die gesteigerte Fahigkeit vermehrt Zellaggregate zu bilden, impliziert eine mégliche
Reexpression von E-Cadherin auf der Zellmembran. Das Expressionsmuster von E-
Cadherin bestatigt nicht die Richtigkeit dieser Implikation. Die unbehandelten Zellen
der drei verwendeten PECA-Zelllinien  zeigten, entsprechend ihres
Differenzierungsgrads, eine verminderte Expression des Proteins auf der
Zellmembran, welche durch TAM-Administration keine Verdnderung erfuhr. Konstant
blieb ebenso die Gesamtproteinmenge der Zellen. Die bereits bestehende extrem
verminderte Expression von E-Cadherin in der schlecht differenzierten Zelllinie UM-
SCC-14C zeigte sogar eine weitere Verminderung der Expression des
Zelladhasionsmolekiils auf der Zelloberflache trotz Steigerung der Zell-Zell-Adhasion.
Die adaquate homophile Interaktion zweier auf benachbarten Zellen exprimierten E-
Cadherin-Moleklle bedingt einen funktionierenden E-Cadherin/3-Catenin-Komplex
(Brembeck, Rosario et al. 2006; Wheelock, Johnson 2003). Die Unfahigkeit der
Bildung des Komplexes sowie der Expression desselben in der Zellmembran oder
seiner Maoglichkeit der Bindung an das Zytoskelett trotz der Anwesenheit von 13-
Catenin zeigte sich in UM-SCC-14C. Diskutiert werden biochemische Modifikationen
der Proteine durch Phosphorylierung, die eine regelrechte Bindung verhindern
(Wijnhoven, Dinjens et al. 2000; Tamura, Sakaki et al. 2003; Lilien, Balsamo 2005)
und somit keine funktionstiichtige Interaktion von E-Cadherin mit 3-Catenin erlauben.
Die bereits beschriebene und in Zellen des PECA gefundene Tyrosin-
Phosphorylierung von R-Catenin konnte in der untersuchten Zelllinie nicht
nachgewiesen werden, was auf andere Defekte seines Degradations-
mechanismusses hinweist. Mutationen von 3-Catenin, wie fir einige Karzinomarten
beschrieben, wurden in Zellen des Plattenepithels bislang nicht gefunden (Hajra,
Fearon 2002; Hirohashi, Kanai 2003). Es ist bekannt, dass ungebundenes 3-Catenin,
sofern es nicht sofort degradiert wird, an Signaltransduktionswegen zur Aktivierung
von Zielgenen teilnimmt (Conacci-Sorrell, Zhurinsky et al. 2002). Hierbei handelt es
sich um Gene, die an der Zellproliferation, der Inhibition, der Apoptose und der
Migration teilnehmen (Behrens 2000;
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Wijnhoven, Dinjens et al. 2000; Tamura, Sakaki et al. 2003; Scully, Bagan et al.
2005). Kantak und Kramer zeigen eine Verstarkung der interzellularen Adhasion
durch E-Cadherin in ,Anchorage independent PECA-Zellen, welche allerdings mit
einer Suppression der Apoptose und Anregung des Wachstums korreliert (Kantak,
Kramer 1998). Resultate diverser Studien, die die Manipulation von E-Cadherin
beinhalten, deuten auf die Komplexitat und Diversitat der Funktion dieser Molekule
bei der Regulation des Zellwachstums hin.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten eine vermehrte Zell-Zell-Adhasion
und eine signifikante Wachstumsinhibition nach hochdosierter Administration von
Tamoxifen. Diese ging jedoch nicht mit einer veranderten E-Cadherin-Expression auf
der Zelloberflache einher. Eine Alteration der Menge an Gesamtprotein von E-
Cadherin und dessen Transkription war nicht vorzufinden. Die progressive, schlecht
differenzierte Zelllinie UM-SCC-14C zeigte einen volligen Verlust des klassischen E-
Cadherin/R-Catenin-Komplexes, was auf andere Zelladhasionsmechanismen
hindeutet. Hier kdnnten nicht-epitheliale Cadherine, wie z.B. N-Cadherin oder R-
Cadherin, welche bevorzugt in hoch aggressiven metastatischen epithelialen
Tumoren auftreten, und deren Teilnahme an der Herunterregulierung von E-Cadherin
und interzellularen Adhasion diskutiert wird, verantwortlich sein (Maeda, Johnson et
al. 2006).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Wachstumsinhibiton
von Zellen des Plattenepithelkarzinoms in Kultur durch hochdosierte Tamoxifengabe
resultiert, ebenso wird die Zell-Zelladhasion verstarkt; jedoch ohne Beteiligung des
klassischen Zelladhasionskomplex E-Cadherin/R-Catenin. Somit kann eine
Beteiligung des Tumorsuppressors E-Cadherin an der Regulation der in diesen
Zelllinien gefundenen Zellproliferation ausgeschlossen werden. Zur Klarung der
Mechanismen der Zellwachstumsregulation und der Verbesserung der interzellularen
adhasiven Fahigkeiten in Plattenepithelkarzinomen in vitro durch Tamoxifen sollte
der Fokus auf andere als die klassischen E-Cadherin/3-Catenin-Moleklle gesetzt

werden.
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4.5.2 Integrine

Die Funktion von Integrinen auf z.B. die Proliferation von Zellen ist sehr differenziert
und abhéangig vom Zell- und Gewebetyp; ebenso unterliegen
transformationsbedingte Verdnderungen des Integrinmusters diesen Abhangigkeiten
(Zutter, Santoro 1990; Santala, Larjava et al. 1994). Normale epitheliale Zellen
ligieren Uber Integrinrezeptoren mit spezifischen extrazellularen Matrixproteinen.
Erwiesen ist, dass die Fahigkeit der Bindung an extrazellulare Matrixproteine bei
maligne transformierten Epithelzellen alteriert oder verloren wird (Evans, Jones et al.
2004). Veranderungen der Interaktion mit dem Stroma koénnen zur epithelialen
Transformation beitragen (Park, Bissell et al. 2000; Liotta, Kohn 2001).

In epithelialen Geweben interagiert das Intergin a3@1 bevorzugt mit Laminin-5,
wohingegen in typischer Weise Plattenepithelkarzinomzellen ebenfalls eine
Interaktion mit LN-1 zeigen und hierdurch eine deutliche Permission zur Proliferation
erfahren (Zhang, Kim et al. 1996; Andriani, Garfield et al. 2004). PECA-Zellen
kbnnen LN-1, LN-5 und LN-10 synthetisieren und lber die Integrinheterodimere
a3R1, a6l und o634 binden, dies korreliert mit der Induktion von Zellproliferation
und reduzierter Apoptose (Kim, Lee et al. 1999; Patarroyo, Tryggvason et al. 2002;
Givant-Horwitz, Davidson et al. 2005; Morini, Mottolese et al. 2000). Dieser Aspekt
kann, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, mit der Fahigkeit der verwendeten
PECA-Zellen zur Adhasion an LN-1 verbunden sein; eine deutliche Zunahme der
Adhéasion konnte mit Steigerung der Entdifferenzierung der Zellen verzeichnet
werden. ICI und TAM verminderten die Adhasionsfahigkeit der Zellen an LN-1 in
allen Zelllinien, wohingegen E2 nur in ERR-positiven Zelllinien einflussnehmend
wirkte. Die Verminderung der adhasiven Kapazitat der Zellen war mit einer
Verminderung der Oberflachenexpression von a3 in den ERa-positiven Zellllinien
assoziiert. Die durch FACS gezeigte Verminderung der Expression von a3 konnte in
Zuge der histomorphometrischen Untersuchung nicht bestatigt werden. Dies ist aber
nicht ungewdhnlich, da die Sensitivitdt und Aussagekraft bei einer quantitativen
Veranderung der Integrinexpression um das 2-3fache mit immunhistochemischen
Methoden nur unzureichend zu detektieren ist (Zhu, Haase et al. 1999). Jedoch
zeigte die immunhistologische Fluoreszenzfarbung eine gegenuber nicht-maligne
transformierten Zellen verdnderte Expression der Integrine. Diese entsprach jedoch
der bereits beschriebenen typischen Verteilung der Rezeptoren in malignen PECA-
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Zellen in vitro (Bagutti, Speight et al. 1998; Litjens, de Pereda et al. 2006). Eine
Beteiligung von a3B1 an Zell-Zell-Kontakten wird vermutet und konnte in der
vorliegenden Studie bestatigt werden, da eine Expression in den Kontaktbereichen
benachbarter Zellen vorzufinden war (Chattopadhyay, Wang et al. 2003; Zhang, Tom
et al. 2003; Pakkala, Virtanen et al. 2002; Zhang, Alt-Holland et al. 2006). Es ist
bekannt, dass eine interdependente Regulation der Zell-Zell-Adhasion und Zell-
Matrix-Interaktion existiert, da nachgewiesen werden konnte, dass eine
Verminderung von E-Cadherin und somit ein Verlust an Zell-Zell-Adhasion mit einer
Elevation der Oberflachenexpression von a2, a3 und 31 verbunden ist (Zhang, Tom
et al. 2003; Zhang, Alt-Holland et al. 2006). In der vorliegenden Untersuchung konnte
eine Veradnderung der interzellularen adhasiven Eigenschaften ohne Verdnderung
der Expression von E-Cadherin gezeigt werden, was die Vermutung zulasst, dass die
Regulation der Zell-Zell-Verbindung durch Integrine erfolgt. Ebenso ist 331 an der
Invasion bzw. Migration beteiligt, da es in den Filopodien der isolierten Zellen
exprimiert wurde (Ghosh, Johnson et al. 2006). Die Anzahl der Filopodien und auch
die Expression von a3-Integrin in den Zellauslaufern war in der ER-a positiven
Zelllinie  deutlich verringert, sodass eine verminderte Migrations- und
Proliferationsfahigkeit vermutet werden kann. Das Expressionsmuster von 31 in der
histomorphometrischen Analyse &hnelt dem von a3 und zeigt eine entsprechende
Veranderung in der Distribution auf der Zelloberflache unter Behandlung mit TAM
und ICI. Dieser Effekt legt die Vermutung einer Abhangigkeit der beiden
Bindungspartner nahe. Diese wird bei der Herunterregulierung der Transkription von
31 unter Gabe von TAM und E2 in UM-SCC-14B umso deutlicher. In vulvalen
Karzinomen resultiert eine verminderte Expression von o3 aus einer
Herunterregulation von 31 (Brockbank, Bridges et al. 2005). Es wird vermutet, dass
das ungebundene a3-Integrin zu instabil ist, um eine Bindung mit der 3-Untereinheit
einzugehen, falls in nicht ausreichender Menge Bindungspartner zur Verfliigung
stehen. Der genaue Mechanismus dieser Abhangigkeit ist unbekannt, jedoch ist eine
Vermehrung der Expression von o3 durch Reexpression von 1 moglich
(Brakebusch, Wennerberg et al. 1999).

Die Integrine a6 und B4 zeigten unter Hormongabe keine Veranderung ihrer
Expression oder Transkription. Eine Beteiligung an den Veradnderungen der Zell-
Matrix-Adhéasion der Zellen an LN-1 kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da
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histomorphometrische Untersuchungen Veradnderungen im Expressionsmuster der
einzelnen beteiligten Integrine aufzeigten. In unveranderten epithelialen Zellen sieht
man eine streifige und somit strukturierte Anordnung der Molekule zur Formation von
Hemidesmosomen; diese war bei den untersuchten unbehandelten Zelllinien nur
vereinzelt sichtbar oder fehlte vollig. In der ER-a-positiven Zelllinie sah man die
Ausbildung von Hemidesmosomen auf vereinzelten Zellen. Die Adhéasion dieser
Zelllinie an Laminin-1 war deutlich geringer als in den Zelllinien UM-SCC-14A und
UM-SCC-14C, die ein volliges Fehlen der gerichteten Zell-Matrix-Verbindungen in
Form von Hemidesmosomen aufzeigten. o634 wies eine hohe Bindungsspezifitdt an
Laminin-332 (LN-5) auf. Dies gilt jedoch nicht fir Laminin-1, da diese Spezifitat auch
nach maligner Transformation der Zelle konstant blieb (Nishiuchi, Takagi et al. 2006;
Dogic, Rousselle et al. 1998; Gilcrease 2006; Aumailley, Bruckner-Tuderman et al.
2005). Diese Beobachtung bestatigt Vermutungen, dass das Vorhandensein
hemidesmosomaler Strukturen eine verminderte Laminin-1-Bindung bedingt, und ein
Verlust der Polaritat der exprimierten Integrine mit einem veranderten
Bindungsverhalten einhergeht. Ebenso kdnnen Integrine wie z.B. a3R1-Integrin, die
vorwiegend suprabasal exprimiert werden und an der Zell-Zell Adhasion beteiligt
sind, bei erhohter Migrationsfahigkeit respektive Karzinogenese eine basale
Expression mit hoherer Bindungsaffinitat zu Laminin-1 zeigen (Dogic, Rousselle et al.
1998; Kawano, Kantak et al. 2001; Garzino-Demo, Carrozzo et al. 1998; Herold-
Mende, Kartenbeck et al. 2001; Nishiuchi, Murayama et al. 2003; Givant-Horwitz,
Davidson et al. 2005).

Nach Administration von IClI konnte eine Tendenz zur Reformation
hemidesmosomaler Strukturen in der undifferenzierten Zelllinie und eine
Verminderung der adhéasiven Fahigkeit an Laminin-1 ausgemacht werden. Die
Ausbildung von Hemidesmosomen und einer gerichteten Struktur kann zur Inhibition
der Proliferation beitragen, hierzu werden verschiedene Mechanismen diskutiert
(Litjens, de Pereda et al. 2006). Eine direkte Beteiligung an der Zell-Zell-Adhasion ist
auszuschlieRen, da zu keinem Zeitpunkt eine Anreicherung von a6 und 34 in den
Zell-Zell-Kontaktbereichen zu finden war. Jedoch waren beide Integrine an der
Protrusion der Zellen in den hier untersuchten Zelllinien beteiligt, da eine
Anreicherung der Proteine in den Lammelli- und in den Filopodien zu finden war

(Geuijen, Sonnenberg 2002; Santoro 2003). Diesbezuglich sei noch einmal
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erwahnt, dass ein mdglicher ,cross-talk® zwischen o634 und a3R1 zu verdnderten
interzellularen adhasiven Fahigkeiten fuhren kann (Litjens, de Pereda et al. 2006).
Die Zell-Matrix-Interaktion kann nicht nur durch quantitative Veranderungen der dafur
verantwortlichen  Rezeptoren  beeinflusst werden, ebenso kann eine
Konformationsdnderung des Integrinkomplexes ein alteriertes Zell- und
Signalverhalten induzieren (Luo, Springer 2006; Mould, Humphries 2004).

Die Konzentrationen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Therapeutika waren
hoher als physiologische Plasmaspiegel und auch hoher als die Menge, der es zur
Sattigung des nukleédren Rezeptors bedarf (Dahlman-Wright, Cavailles et al. 2006;
Brooks, Skafar 2004; Berger, Borchard et al. 1997). Daher ist ein rein
pharmakologischer Nebeneffekt nicht auszuschliel3en; dieser kann durch Aktivierung
von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren oder Protein-Lipid-Kinase-Signalwege ohne
Veranderung der Transkription stattfinden (Warner, Gustafsson 2006; Purves-Tyson,
Keast 2004; Acconcia, Manavathi et al. 2006). Durch Aktivierung von Kinase-
Signalwegen kann die Konformation oder Funktion des Integrinkomplexes beeinflusst
oder verandert werden (Ginsberg, Partridge et al. 2005), z.B. durch Beeinflussung
von ILK (Integrin-linked Kinase), welche an die zytoplasmatische Doméne von 31
binden und durch Aktivierung wiederum andere Proteine wie z.B. Akt und GSK3/3
phosphorylieren kann (Sakai, Li et al. 2003; Nho, Xia et al. 2005). Ebenso ist die
Regulation von an Integrin gebundene Src-Kinasen bekannt, welche ein
~-downstream signaling” von Zellmembranrezeptoren auslésen und eine Rolle bei der
Proliferation und Invasion von Tumorzellen spielen (Playford, Schaller 2004;
Klinghoffer, Sachsenmaier et al. 1999). Die zuvor beschriebene Aktivierung von
Signalwegen koénnte eine veranderte Zell-Matrix Interaktion bewirken, welche eine
Wachstumsinhibition auslost. Der Vorgang der Wachstumsinhibition kann allerdings
auch unabhangig von der Zell-Matrix Interaktion erfolgen (Janes, Watt 2006). Eine
Inhibition des Wachstums von PECA-Zellen durch Reduktion der a3p1-Expression
bei TAM-Administration ist bekannt, jedoch sind die Mechanismen der Regulation
bislang noch vdllig ungeklart (Giannelli, Astigiano et al. 2002; Janes, Watt 2006).
Eine alleinige Beteiligung des Integrins o3l an den Verdnderungen des
Wachstumsverhaltens und der Zell-Matrix-Adh&sion ist jedoch auszuschliel3en, da in
den ER-B-positiven Zelllinien eine Regulierung ohne veranderte Transkription oder

Expression der Integrine zu sehen war.
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4.6 Rolle des Ostrogenrezeptors (Wirkweise der Hormone)

Das Wachstum der untersuchten Plattenepithelkarzinomzellen zeigt eine Regulation
durch Administration der Wirksubstanzen Estradiol, Tamoxifen und 1CI1182,780;
wobei die verwendeten Zelllinien einen differierenden Ostrogenrezeptorstatus
aufwiesen (Nelson, Helmstaedter et al. 2006). Eine Zelllinie exprimierte nur ERa
(UM-SCC-14B) und zwei Zelllinien wiesen ein unterschiedliches Expressionsmuster
von ERa und ERR auf; hiervon zeigte UM-SCC-14A vornehmlich ER[RB-Expression
und UM-SCC-14C ERa-Expression. Estradiol induzierte das Wachstum der drei
PECA-Zelllinien anfanglich, darauffolgend war nach prolongierter Gabe (4 Tage) von
Estradiol eine deutliche Inhibition zu verzeichnen. Dieses Phanomen ist fir Zellen
der reproduktiven Gewebe (Murata, Narita et al. 2003) bekannt und auch in
Gehirnzellen nachgewiesen (Prange-Kiel, Rune 2006). Tamoxifen und ICI inhibieren
das Wachstum in synergistischer Weise und implizieren einen ER-abhéngigen
Signalweg, in dem ICI seinen Effekt via ER austibt. ICI wirkt als kompletter Ostrogen-
Antagonist, mit keiner agonistischen Eigenschaft, via Hemmung von AF-1 und AF-2
in ERa und ERRB (Osborne, Wakeling et al. 2004). Regulatorische Effekte von ICI
kénnen durch Aktivierung der AP-1 Doméne eines Rezeptors ohne Vorhandensein
der AF-1 Bindungsstelle generieren. Ist ERR vorhanden, so moduliert dieser
Rezeptor die Aktivitdt von ERa; wobei Estradiol die ERB-abhangige Transkription
durch AP-1 hemmt. Aufgrund dieses Mechanismusses wird die Wirkung der
Herunterregulation von ERa, nach prolongierter Administration von Estradiol,
verstarkt. Tamoxifen und ICI stimulieren die Gentranskription in ERB via AP-1
(Bjornstrom 2005; Paech, Webb et al. 1997). Die Stimulation von AP-1 durch ICI
resultiert in  der  Aktivierung von  Wachstumsfaktoren und  Kinasen
(Papadimitrakopoulou 2006; Wang, Traystman et al. 2004); eine Stimulation von
TGF-1 durch Tamoxifen wird fur die Wachstumsinhibtion diskutiert (Kim, Lee et al.
2007; Tavassoli, Soltaninia et al. 2002). Diese Stimulation ist vermutlich ER-
abhangig, jedoch wurde der exakte Wirkmechanismus bislang noch nicht geklart
(Kim, Lee et al. 2007). ICI hingegen zeigt eine Attenuierung des Effektes auf die
TGF-B3- Aktivierung, welche auf eine von TGF-I3 unabhéngige Wachstumsmodulation
hindeutet, die jedoch ER-abhangig zu sein scheint (Dhandapani, Wade et al. 2005).

Estradiol mediiert seinen Einfluss auf die adhasiven Fahigkeiten der PECA-Zellen via
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Ostrogenrezeptor ERR oder einen nicht-klassischen Signalweg; in der ERa-positiven
Zelllinie (UM-SCC-14B) war keine Alteration der adhéasiven Eigenschaften an
Laminin-1 zu verzeichnen. Regulatorische Estradiol-agonistische Effekte von
IC1182,780, wie in den ERa- und ERB-positiven Zellinien, kann nur durch die
Aktivierung der AP-1-Doméne via ERa erfolgen und wird durch ERR negativ
moduliert (Bjornstrom 2005). Die ERa-positive Zelllinie erfuhr jedoch keine
Modulation der adhasiven Fahigkeiten durch Estradiol, dies lasst auf einen nicht-
klassischen Signalweg schlie3en (Papadimitrakopoulou 2006 ; Wang, Traystman et
al. 2004). Der entsprechende Wirkmechanismus scheint ER-unabhangig zu sein und
beinhaltet vermutlich die Aktivierung des Membranrezeptors GPR30, welcher eine
agonistische Reaktion von TAM und ICI in den Zielzellen erlaubt (Brockbank, Bridges
et al. 2005).
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5. Zusammenfassung

Storungen der Expression oder der Funktion von Adhasionsmolekilen kdnnen eine
Voraussetzung fur das invasive und metastasierende Wachstum von Karzinomen
darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurden Veranderungen bestimmter
Zelladhasionsmolekiile und die hiermit assoziierten funktionellen Anderungen an drei
Plattenepithelkarzinomzelllinien erfasst. Adhasionsmolekile hormonabhéngiger
Karzinome unterliegen dem Einfluss von Steroidhormonen, insbesondere Estradiol,
und scheinen einer Therapie mit selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren
(Tamoxifen, 1C1182,780) zugénglich. In jlingster Zeit wurden verstarkt hormonelle
Einflisse auf nicht primar hormonsensitive Organe bzw. Gewebe untersucht. Hierbei
zeigen selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM) einen therapeutischen
Nutzen bei der adjuvanten Therapie von Gliomen und Kkleinzelligen
Lungenkarzinomen.

Der Einfluss von Hormonen und SERM auf Zellen oraler Plattenepithelkarzinome ist
bislang nur unzureichend oder gar nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit
wurden mogliche Einflisse einer Estradiol- und Antidstrogenbehandlung auf das
Wachstum und die Adhasionsmolekile sowie deren assoziierte Funktionen in PECA-
Zellen an Hand von drei Zelllinien, mit unterschiedlichem Ostrogenrezeptorgehalt,
untersucht.

Es konnte unter Nutzung von Proliferationsassays gezeigt werden, dass die
Proliferation von oralen Plattenepithelkarzinomzellen in vitro nach Administration von
Tamoxifen und 1CI182,780 (ICl) inhibiert wurde. Dieser Einfluss scheint
Ostrogenrezeptorabhangig mediiert zu werden. Die proliferationshemmende Wirkung
ist mit einer gesteigerten Fahigkeit der Zell-Zell-Adh&sion assoziiert. Beide Vorgange
gehen jedoch nicht mit einer vermehrten Expression des Tumorsuppressors und
Zelladhasionsmolekiils E-Cadherin einher. Hierbei wurde die Expression von E-
Cadherin und R-Catenin mittels Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie
bestimmt, zur Erfassung der Gesamtproteinmenge und der Translationsrate von E-
Cadherin wurden Western- und Northern-Blot durchgefuhrt.

E-Cadherin und 3-Catenin zeigten eine verminderte und lickenhafte Expression an
der Zellmembran, 3-Catenin war ebenso im Zytoplasma und Nukleus der Zellen
aufzufinden. Obwohl R-Catenin in der Zellmembran exprimiert wurde, war die

Funktionalitat des, unter Verwendung der Immunoprazipitation, gefundenen defekten
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E-Cadherin/3-Catenin-Komplexes gestort. Diese konnte auch durch Administration
der genannten Agenzien nicht wieder hergestellt werden, sodass hier vermutet
werden kann, dass andere Proteine die Zell-Zell-Adh&sion in den Zellen mit defektem
E-Cadherin/B-Catenin-Komplex und den E-Cadherin-defizienten Zellen vermitteln.

Es ist bekannt, dass das Proliferations- und Invasionsverhalten von epithelialen
Tumorzellen ebenfalls von dem Bindungsvermdgen der Zellen an Proteine der
extrazellularen Matrix abhéngig ist. Die Eigenschaft an das ECM-Protein Laminin-1
zu binden steigt mit der malignen Transformation epithelialer Zellen, begleitet von
einer veranderten bzw. vermehrten Expression der Integrine a3R1, a6l1 und a634.
Adhésionsassays bestétigten diese Vermutung: In allen drei Zelllinien konnte eine
deutlich erhdhte Fahigkeit der Adharenz der Zellen an Laminin-1 gezeigt werden. Die
selektiven Ostrogenrezeptorantagonisten Tamoxifen und ICI bewirkten in allen
Zelllinien eine Minderung der Lamininadh&sion unabhangig vom
Ostrogenrezeptorstatus. Estradiol hingegen zeigte nur in den ERR-positiven Zelllinien
eine adh&sionsmindernde Wirkung. Ein verdndertes Adhasionsverhalten ist haufig
mit einem veranderten Expressionsmuster der assoziierten Integrine verbunden, dies
kann sich quantitativ oder qualitativ darstellen. Flowzytometrische Messungen und
die Erfassung der Translationsrate mittels Northern-Blot und RT-PCR zeigten keine
mit der Adhasionsreduktion adaquat korrelierte quantitative Veranderung der
Integrine. Die Integrine a6 und R4 zeigten in keiner Zelllinie quantitative
Veradnderungen. Das Integrin a3 zeigte eine statistische signifikante Reduktion der
Oberflachenexpression unter Tamoxifen 1 und 5 pM-Behandlung in der ERR-
negativen Zelllinie und eine statistisch nicht signifikante Reduktion bei Administration
von 1 und 5 pM ICI in allen drei PECA-Zelllinien. Die Transkription von a3 war nicht
verandert, wohingegen vermindert mRNA von 31 in der ERR-negativen Zelllinie unter
1 und 5 yM Tamoxifen und ICI darstellbar war, diese jedoch nicht zu einer geringeren
Oberflachenexpression von (1 fuhrte. Die Darstellung der morphologischen
Veradnderung der Expression der Integrine erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Die
Beteiligung von a3R1 an der Zell-Zell-Adh&sion und an der Zellprotrusion war
darstellbar. Eine verminderte Expression von a3 und 31 in den Filopodien war nach
Administration von Tamoxifen und ICI sichtbar. a6 und 34 waren nur an der Zell-
Matrix-Interaktion beteiligt und zeigten eine diffuse, nicht geordnete Expression in
den Zelllinien, was fur ein Fehlen hemidesmosomaler Strukturen spricht. Eine

minimale Anderung dieser ,Unordnung“ war bei Administration von ICl 5 yM in UM-
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SCC-14C, durch vereinzeltes Auftreten von Streifungen an der basalen Flache der
Zellen, sichtbar. Die Modulation der adhasiven Fahigkeit der Zellen an Laminin-1
erfolgte durch Aktivierung nicht klassischer Signalwege uber ER unabhangige
Rezeptoren wie z.B. GPR30, die eine agonistische Wirkung von E2 und ICI erlauben.
Durch Verwendung von Zelllinien mit variablem Ostrogenrezeptorstatus konnte ein
maoglicher Einfluss desselben auf das Ansprechen einer antiproliferativen Therapie
durch Tamoxifen und ICI dargestellt werden. Die Fahigkeit der Zellen zur Adh&sion
an Matrixproteine und die Modulation der hiermit assoziierten Integrine wird
vermutlich durch 6strogenrezeptorunabhéngige Signalwege induziert.

Die Aufklarung der Wirkmechanismen von Estradiol, Tamoxifen und ICl sollte
Gegenstand weiterer grundlegender Untersuchungen in vitro sein. Ebenso sollte die
Kombination mit zytostatisch wirksamen Substanzen und deren Verbesserung der
Wirkweise bei multiresistenten Tumoren bzw. Zelllinien intensiv erforscht werden.
Um den therapeutischen Nutzen der in dieser Arbeit gefundenen In-vitro-Wirksamkeit
bei gleichzeitig bekannten geringen Nebenwirkungen beurteilen zu kénnen, sollten
Tamoxifen und ICl als adjuvante Therapeutika in Phase-I-Studien Klinische

Anwendung finden.
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6. Summary

Alterations in expression or function of adhesion molecules could be the prerequisite
for the invasive and metastasizing behavior of carcinomas. In this study the change
of cell adhesion molecules and associated functional changes of three oral
squamous cell carcinoma cell lines were investigated. Adhesion molecules of
hormone sensitive carcinomas are regulated by steroid hormones, especially
estradiol, and seem to be influenced by selective estrogen receptor modulators
(Tamoxifen, 1C1182,780). In recent years the influence of hormones on not primary
sensitive organs and tissue has revealed a therapeutic advantage in the therapy of
gliomas and small cell lung carcinomas.

To date the influence of hormones and estrogen receptor modulators on cells of oral
squamous cell carcinomas (OSCC) has been insufficiently investigated; first results
show an affect of high-dose treatment with Tamoxifen (1-5 uM) on the proliferation of
OSCC in vitro. In this study the regulation of growth and adhesion molecules of
OSCC was evaluated using three OSCC cell lines with a differing estrogen receptor
status. Proliferation assays revealed a synergistic growth inhibiting function for
Tamoxifen and ICI 182,780, independent of the estrogen receptor status, on all oral
squamous carcinoma cells. This inhibition is associated with an increase in cell-cell-
adhesion without a change in expression and function of the tumor suppressor E-
Cadherin. The expression of E-Cadherin and the associated protein [3-Catenin were
evaluated using immunofluorescence and FACS analysis as well as Western- and
Northern-Blot for the amount of protein or its translational changes. E-Cadherin and
3-Catenin were expressed in a decreased and patchy manner throughout the cell
membrane and [3-Catenin staining was found in the nucleus and cytoplasm. Even
though 3-Catenin was found in the membrane immunoprecipitates showed a missing
association with E-Cadherin prior and after substance administration, this complex
formation is essential for the function of E-Cadherin for cell adhesion. As cell-cell
adhesion is enhanced under the influence of Tamoxifen and ICI182,780 mechanisms
other than the classical homophilic E-Cadherin binding must have been activated.

It is well known that the binding of the cells to proteins of the extracellular matrix is
decisive for the proliferative and invasive behavior of epithelial cancer cells. The
ability to bind to Laminin-1 increases with the transformation of the epithelial cells
and is associated with a higher expression of the cell-extracellular matrix binding
proteins a3R1, a6l1l und a6R4. Adhesion assays performed within this study
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confirmed this observation and also revealed a decrease of this adhesion capacity
after administration of Tamoxifen and ICI182,780 in all used cell lines. Estradiol was
only effective in the ERR-positive cell line. This altered adhesion behavior is often
associated with a change in expression of a3, a6, 31 and/or 34 Integrin. Quantifying
methods like flowcytometric analysis, Northern-Blot and RT-PCR showed no
adequate to the adhesion decrease correlating change of expression. The Integrin a3
showed a significant reduction in cell surface expression with 1 and 5 yM Tamoxifen
in the ERR-negative cell line and a minor but not significant reduction after treatment
with 1 und 5 pM 1C1182,780 in all cell lines, without a change of the transcription rate
of the protein. The transcription but not cell surface expression of 31 was altered with
Tamoxifen and ICI182,780 in the ERR-negative cell line. Using immunofluorescence,
morphological characteristics like the expression of a3 and [31-Integrin in filopodia
and its participation in cell-cell adhesion were demonstrated. The Integrin .6 and 34
was only engaged in binding to proteins of the extracellular matrix and showed no
regular expression in hemi-desmosomes; this irregularity was diminished after
IC1182,780 administration in the ERa/3-positive cell line. The distribution of a3 and
31 in the filopodia was decreased after treatment with Tamoxifen and 1CI1182,780.
The modulation of the adhesive properties of the OSCC to Laminin-1 is activated by
non-classical signaling pathways using ER independent receptors, i.e. GPR30,
allowing agonistic effects of Estradiol and 1C1182,780. Further elucidation of the basic
mechanisms of action of Estradiol, Tamoxifen and ICI182,780 on cells of the oral
mucosa and the squamous cell carcinoma should be the matter of future in vitro
investigations, as well as the efficiency of the drugs in combination with cytostatic
agents in multi resistant tumors. To show a possible adjuvant therapeutic benefit of
Tamoxifen and 1C1182,780, in the treatment of OSCC patients, as demonstrated in

the in vitro experiments of this study, clinical Phase-I studies should be performed.
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