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1  Einleitung und Problemstellung

1.1 Das invasive Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die weltweit hdaufigste maligne Tumorerkrankung der Frau. In
Deutschland wurde fur das Jahr 2011 eine Inzidenz von etwa 117/100.000 Frauen angeben. Mit
einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 87% (2006) hat das Mammakarzinom eine
vergleichsweise gute Prognose (Ovarialkarzinom zum Vergleich: 5-Jahres-Uberlebensrate
42%) (Robert-Koch-Institut 2015). In den letzten Jahrzehnten konnte eine Steigerung der
relativen Uberlebensraten von 78,7 % (1988-97) auf 82,5% (2002-10) festgestellt werden, was
mit verbesserten Praventions-und Therapiestrategien erklart werden kann (Bauerfeind et al.
2009). Trotzdem starben 2012 knapp 18.000 Frauen an Brustkrebs (Robert-Koch-Institut
2015).

Die meisten Mammakarzinome treten sporadisch (also zufallig) auf, urséchlich kénnen neben
anderen Faktoren genetische Veranderungen sein (Kreienberg et al. 2013). Mutationen in den
Tumorsuppressorgenen BRCA1 und BRCAZ2 sind hdufig die Ursache fur hereditare
Mammakarzinome (Casaubon et al. 2017). Weitere Risikofaktoren stellen unter anderem das
Alter, Prakanzerosen der Brust, Adipositas und die verringerte korperliche Aktivitat dar
(Bauerfeind et al. 2009). Es gibt verschiedene Klassifikationssysteme zur Einordnung der
Erkrankung, wobei im klinischen Alltag der TNM-Klassifikation die groRte Bedeutung zuféllt.
Dabei wird der Tumor nach TumorgrofRe (T), Nodalstatus (N) und Fernmetastasierung (M)
eingeteilt. Anhand der TNM-Klassifikation kann dann eine weitere Stadiengruppierung nach
UICC vorgenommen werden.

Zur Diagnosestellung des Mammakarzinoms ist eine histologische Gewebeprobe notwendig,
meist in Form einer Biopsie (Heywang-Kobrunner et al. 2003, Bauerfeind et al. 2009). Nach
Sicherung der Erkrankung erfolgt zum Ausschluss von Fernmetastasen ab einem UICC
Stadium 1l eine Staginguntersuchung von Lunge, Leber und Knochen. Weitere bildgebende
Verfahren, auch der Brust, kdnnen erforderlich werden. Anhand der Biopsie beurteilt man das
vorliegende Karzinom nach histologischen und immunhistochemischen Kriterien. Der Tumor
wird anhand der aktuellen WHO-KIassifikation von 2012 einem histologischen Typ
zugeordnet. Der mit Abstand haufigste Typ ist das heterogene Carcinoma of non specific type
(NST) mit einem Anteil von 50-80% aller Karzinome, gefolgt vom invasiv-lobuléren Karzinom
(5-15%) (Lebeau et al. 2014). Beim Grading nach Elston und Ellis wird der Tumor auf



Einleitung und Problemstellung 2

Mitoserate, Kernpolymorphie und Tubulusausbildung untersucht und von G1 (wenig aggressiv)
bis G3 (hoch aggressiv) eingeteilt (Elston et al. 1991). Weiterhin werden der
Hormonrezeptorstatus, der HER2-Status und oft die Proliferationsrate bestimmt (Perou et al.
2000, Sorlie et al. 2001).

Nach Durchfiihrung der genannten Untersuchungen kann der Patientin eine fiir sie optimale
Therapie angeboten werden. Diese stutzt sich auf Operation, Radiotherapie und systemische
Therapie mittels Chemotherapeutika oder Hormontherapie (Bauerfeind et al. 2009). Ein

leitliniengerechtes VVorgehen zeigt Abbildung 1.1.

[ Stadium I-111 ] [ Stadium 1V ]
Indikation zur primér systemischen HR positiv: endokrine Therapie (ausgenommen hoher
Therapie (PST)? Remissionsdruck oder cerebrale Metastasen)
HER2 positiv HR negativ: CTX (Chemotherapie)
TNBC HER?2 positiv: Zielgerichtete Therapie und CTX
Alter < 35 Jahre Ossére Metastasierung: Bisphosphonate, ggf. RTX
Inflammatorisches Karzinom (Strahlentherapie)
Zur Ermoglichung einer BET Isolierte viszerale Metastasen: ggf. lokale Therapie
Genexpressionsanalyse Cerebrale Metastasen: Operation bzw. RTX, CTX

Alternativ: best supportive care

.

Brusterhaltende Mastektomie

Therapie (BET) Falls RTX nicht mdglich
Unguinstiges Tumor-Brustverhaltnis
Inflammatorisches Mammakarzinom
Multizentrisches Karzinom
Auf Wunsch
Falls BET nicht erfolgreich ist (R1)

——/

[ PST, dann OP

Sentinellymphknotenbiopsie (SLNB)

Standardvorgehen Axilladissektion (ALND)
pNO Bei positivem Sentinellymphknoten
Mikrometastasen Bei klinisch positiven Lymphknoten
Bei pT1-2/cNO und RTX ausreichend trotz Falls Sentinel-Detektion nicht
1-2 betroffener LKs erfolgreich ist
} o Adjuvante Keine Indikation zur CTX
Siehe Indikation zur PST Chemotherapie PST bereits durchgefiihrt
BET [ Bestrahlung ] Mastektomie und T1-2, RO, pNO

Bei T3-4, R1/R2, pN+ >3 LK

Hormonrezeptor ]

———

Pramenopausal: ] ]
Tamoxifen ?ﬁlne gndokrme
Postmenopausal: erapie

Aromataseinhibitor

positiv | | negativ |

Abbildung 1.1: Therapeutisches VVorgehen beim primdren Mammakarzinom (nach (Kreienberg et al. 2013)).
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Wie dieser Abbildung zu entnehmen ist, werden alle Patientinnen bei Kurativer
Therapieintention operiert (Blichert-Toft et al. 1998). Wird eine brusterhaltende Therapie per
Segmentexzision des Tumors gewadhlt, ist eine nachfolgende Strahlentherapie obligat, da
hierdurch das Rezidivrisiko halbiert und die Gesamtmortalitat gesenkt werden kann (Darby et
al. 2011).

Eine Chemotherapie wird von vielen Frauen als einschneidendes Erlebnis wahrgenommen
(Tiezzi et al. 2016). Sie ist mit Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Erbrechen, neutropenem
Fieber oder Alopezie vergesellschaftet (Shin et al. 2015, Bao et al. 2016, Jung et al. 2016, Shin
etal. 2016). Es ist daher offensichtlich, dass nur die Frauen eine Chemotherapie erhalten sollten,
die davon profitieren. Therapieindikationen kénnen Abbildung 1.1 entnommen werden. Ziel
der vergangenen Jahre war es, Patientinnen mit unklarer Therapieindikation anhand pradiktiver
Marker weiter in aussagekraftige Subgruppen unterteilen zu koénnen. Dies betrifft G2/NO-
Tumoren, die hormonrezeptorpositiv und HER2 negativ sind. Es besteht die Mdglichkeit der
Konzentrationsbestimmung von uPA/PAI-1 (Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp und
Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1). Sie tragen zum Invasions- und
Metastasierungspotential des Tumors bei und sind bei Uberexpression als prognostisch
ungunstig zu werten (Schmitt et al. 1991, Schmitt et al. 1992, Janicke et al. 1993). Durch die
Konzentrationsbestimmung von uPA/PAI-1 kdnnen Patientinnen in eine Hoch- bzw.
Niedrigrisikogruppe eingeordnet werden. Nur bei hohen Werten wird eine Empfehlung zur
Chemotherapie ausgesprochen. Die prospektive Chemo-NO-Studie bestétigte auch nach einer
10-jahrigen Nachbeobachtungsphase diese Einteilung, so dass uPA/PAI-1 aufierhalb von
Studien bestimmt werden kann (Harris et al. 2007, Harbeck et al. 2013, Duffy et al. 2014).
Mittlerweile besteht auBerdem die Mdglichkeit Genexpressionsanalysen wie den EndoPredict,
Mammaprint oder Oncotype durchzufiihren, welche bei allen Stufen des Gradings und bei
positivem Lymphknotenstatus verwendet werden kénnen (Buus et al. 2016). Der Versuch,
dadurch die Indikation fiir eine Chemotherapie genauer zu definieren, kann in Zukunft Frauen
vor einer Ubertherapie bewahren, weshalb die Amercian Society of Clinical Oncology seit 2016
neben dem EndoPredict und der Bestimmung von uPA/PAI-1 drei weitere Tests fir den
klinischen Gebrauch empfiehlt (Harris et al. 2016).

Neben der Chemotherapie besteht die Therapie des Mammakarzinoms auch aus der
antihormonellen und zielgerichteten Therapie. Durch eine antihormonelle Therapie wird eine
Stimulation der Tumorzellen (Ostrogene wirken im Brustgewebe proliferativ (Gottardis et al.
1988)) unterbunden. Hierfir werden entweder selektive

Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) wie Tamoxifen (Jordan 1976) oder
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Aromataseinhibitoren wie Anastrozol eingesetzt. Aromataseinhibitoren hemmen das
gleichnamige Enzym und verhindern so die Umwandlung von Ostrogenvorstufen zu aktivem
Ostrogen. Nach Verlust der Ovarialfunktion in der Postmenopause wird Ostrogen vorwiegend
durch die im Fettgewebe vorhandenen Aromatase produziert (Plourde et al. 1994), weshalb die
Aromataseinhibitoren das Mittel der Wabhl in der Postmenopause sind.

Zur  Therapie von HER2 positiven Mammakarzinomen stehen  Biologicals
(=Biopharmazeutika) zur Verfligung. Damit werden Antikorper bezeichnet, die spezifische
Oberflachenmolekiile von Tumoren markieren, woraufhin das Immunsystem diese Zellen
erkennt und abtdtet (Weiner 1999). Die Therapie mit Trastuzumab und Pertuzumab, Antikorper
gegen HER2, hat in den letzten Jahren zur Mortalitatsreduktion dieser aggressiveren
Tumorentitét beigetragen (Slamon et al. 2001, Swain et al. 2013).

Wie bei den meisten soliden Tumoren fuhrt das Auftreten von Fernmetastasen zu einem
Umschwenken von kurativen auf palliative Therapieintentionen. Ein metastasiertes
Mammakarzinom ist eine in der Regel nicht heilbare Systemerkrankung, wéhrend ein noch
lokal begrenzter Tumor eine exzellente Prognose haben kann (Kreienberg et al. 2013). Das
Mammakarzinom metastasiert vor allem lymphogen in axillare Lymphknoten und haufig erst
im Verlauf hamatogen in Lunge, Leber und Knochen. Zum besseren Verstandnis der
Erkrankung werden daher in dieser Arbeit einige Mechanismen, die zur Tumorprogression

beitragen, untersucht.

1.2 Chemokine

Chemokine sind kleine Molekiile von etwa 14-18 kDa, deren Namen sich aus ihrer Funktion
ableiten: Chemotaktische Zytokine (Vandercappellen et al. 2008). Ihre Hauptfunktion ist die
chemotaktische Steuerung von Leukozyten im Kdorper.

Es wurden bisher knapp 50 unterschiedliche Chemokine beim Menschen beschrieben, die
anhand ihres strukturellen Aufbaus in vier Gruppen eingeteilt werden. Alle Chemokine
enthalten  vier  konservierte  Cysteine  (Ausnahmen:  Lymphotactin/XCL1 und
Fractalkine/CX3CL1, mit je zwei bzw. drei Cysteinen), die tber Disulfidbriicken verbunden
sind (Loetscher et al. 2001). Die Stellung der Cysteine ist dabei entscheidend fir die
Namensgebung: Bei CC-Chemokinen liegen beide Cysteine nebeneinander, bei CXC-
Chemokinen sind die Cysteine durch eine Aminosdure getrennt und bei CX3C-Chemokinen
finden sich je drei Aminoséuren zwischen den Cysteinen. XCL1 bildet die Gruppe der XC-
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Chemokine (Murphy et al. 2000). Diese strukturelle Gegebenheit macht eine systematische
Nomenklatur mdglich: Liganden, also Chemokine, werden mit L bezeichnet und deren
Rezeptoren mit R, beide werden durchnummeriert. Seit 2000 hat diese Nomenklatur die zuvor
gebréuchlichen Eigennamen abgeldst (Murphy et al. 2000).

Die Sekundarstruktur von Chemokinen besteht aus einem ungeordneten N-Terminus. Darauf
folgen die beschriebenen Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen. Der Bereich zwischen der
zweiten Disulfidbriicke und der sich anschlieBenden Kernregion wird N-Schleife genannt und
ist fir die Rezeptorbindung der Chemokine verantwortlich. Es folgen drei f-Faltblattregionen,
sowie eine C-terminale a-Helix. Wahrend die Primarstruktur der verschiedenen Chemokine
unterschiedlich aufgebaut ist, ist die Tertiarstruktur hoch konserviert (Fernandez et al. 2002,
Trotta et al. 2009).

N-Terminus

30s Schleife

N-Schleife

B-Faltblatt o-Helix  C-Terminus

40s Schleife

Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau von Chemokinen (nach (Trotta et al. 2009)). C steht fiir Cystein, die Verbindung
zwischen zwei Cysteinen stellt eine Disulfidbriicke dar.

Die Hauptfunktion wvon Chemokinen ist die Chemotaxis. Sie beschreibt die
Fortbewegungsrichtung von Zellen entlang eines Konzentrationsgefélles (Taub 1996, Stahl
2016). Dieser Gradient wird durch Chemokine gebildet, die beispielsweise in
inflammatorischen Prozessen freigesetzt werden (Liao et al. 1995, Loetscher et al. 1996,
Loetscher et al. 1998). Die Inflammation fuhrt unter anderem durch Zytokinfreisetzung zu
Veranderungen der Endothelbarriere, sodass Leukozyten entlang der GefaBoberflédche ,,rollen,
um an Geschwindigkeit zu verlieren und durch das Endothel in Richtung des entziindeten
Gewebes migrieren zu kénnen (Leukodiapedese (Taub 1996)). Fir die Bindung der Leukozyten
an Endothelzellen sind beispielsweise die Chemokine Interleukin-8 (11-8, CXCL8) und CXCL4
verantwortlich (Baggiolini et al. 1997, Petersen et al. 1999).
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Nach der Leukodiapedese werden die Leukozyten durch den Stoffgradienten der Chemokine
zur Stelle des entzundlichen Prozesses gefihrt. Um einen stabilen Gradienten gewéhrleisten zu
konnen, der nicht sofort ausgewaschen wird, binden einige Chemokine, unter anderem die
Liganden von CXCR3, an Glykosaminoglykane der extrazellularem Matrix (Cox et al. 2008).

Mittlerweile ist klar, dass Chemokine neben der Chemotaxis eine Vielzahl an weiteren
Aufgaben erfullen: So vermitteln sie beispielsweise Angiostase oder Angiogenese (Maione et
al. 1990, Strieter et al. 1995), kdnnen apoptotisch oder proliferativ wirken (Lasagni et al. 2003),
sind ein essentieller Bestandteil der fetalen Hirnentwicklung (Zou et al. 1998) und spielen eine
Rolle in Prozessen der Blutgerinnung (Dumenco et al. 1988, Slungaard et al. 2003). Auch in
pathologischen Vorgangen sind Chemokine involviert. So sind sie an der Entstehung von
atherosklerotischen Plaques beteiligt (Li et al. 2015), vermitteln in Féallen von schwerer Malaria
inflammatorische Prozesse im Gehirn (loannidis et al. 2014) und leisten einen wichtigen Anteil
zur Proliferation und Metastasierung von malignen Tumoren (Keeley et al. 2010).

Chemokine binden an G-Protein-gekoppelte 7-Transmembranrezeptoren und vermitteln so
durch Aktivierung von intrazellularen Signalwegen ihre Wirkung. Insgesamt wurden fast 20
Rezeptoren identifiziert (Murphy 2002). An die meisten Rezeptoren kdnnen verschiedene
Chemokine binden, die aber fast immer zur gleichen Subgruppe gehéren (Murphy et al. 2000).

Eine Ubersicht ist der Tabelle 1.1. zu entnehmen.

Rezeptor Liganden
CCR1 CCL3,4,5,7,14, 15, 16, 23
CCR10 CCL27, 28
CCR2 CCL2,7,8,12,13
CCR3 CCL5, 7,11, 13, 15, 24, 26, 28
CCR4 CCL2,3,5,7,22
CCR5 CCL3,4,5,8
CCR6 CCL20
CCR7 CCL19, 21
CCRS8 CCL1, 4,17
CCR9 CCL25
CCX-CKR CCL19, 21, 25
CXCL13
CX3CR1 CX3CL1
CXCR1 CXCLS6, 8
CXCR2 CXCL1,2,3,5,6,7,8
CXCR3 CXCL4, 9, 10,11
CXCR4 CXCL12

CXCR5 CXCL13
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CXCR6 CXCL16

CXCR7 CXCL11, 12

D6 CCL2,3,4,5,7,8,12,13, 14,17, 22

DARC CCL2,5,11,12,14
CXCLL,2,3,7,8

XCR1 XCL1

Tabelle 1.1: Chemokinrezeptoren mit ihren Liganden (nach (Lazennec et al. 2010)).

1.2.1 Die CXC-Familie

CXC-Chemokine gehdren zu den inflammatorischen Chemokinen, sie werden also erst bei
Entzindungsvorgangen exprimiert (Murphy et al. 2000). Derzeit sind 17 verschiedene humane
CXC-Chemokine beschrieben worden (Palomino et al. 2015).

Die CXC-Familie kann weiter in ELR-negative und ELR-positive Chemokine eingeteilt
werden. ,,ELR positiv bezeichnet in diesem Zusammenhang das Vorhandensein eines
Glutamat-Leucin-Arginin-Motivs, welches N-terminal des ersten Cysteins liegt (Murphy et al.
2000). Die Unterscheidung in ELR-positiv und -negativ hat eine funktionelle Bedeutung, da
ELR-positive Chemokine Angiogenese vermitteln, ELR-negative hingegen angiostatisch
wirken (Maione et al. 1990, Strieter et al. 1995). Zu den ELR-negativen Chemokinen gehdren
CXCL4, CXCL9 und CXCL10, sie binden alle an CXCR3 (Lasagni et al. 2003) und werden in

dieser Arbeit genauer untersucht.

122 CXCR3

Derzeit sind drei Varianten von CXCR3 bekannt, die durch alternatives Spleien entstehen:
CXCR3-A, CXCR3-B und CXCR3-alt (Lasagni et al. 2003, Ehlert et al. 2004). Uber die
CXCR3-Achse konnen dadurch unterschiedliche und teilweise gegenséatzliche Funktionen
vermittelt werden. Die Liganden von CXCR3 sind CXCL4, CXCL9, CXCL10 und CXCL11.

CXCR3 wird von vielen verschiedenen Zellen exprimiert. Dazu zahlen Immunzellen wie
naturliche Killerzellen (Wendel et al. 2008), B-Zellen (Qin et al. 1998) und aktivierte T-Zellen
(Mulligan et al. 2013), aber auch Tumorzellen, wie beispielsweise Mammakarzinomzellen
(Kapitel 3.1. und (Ma et al. 2009)).

CXCR3-A wird vor allem von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert und dient zu deren
Rekrutierung in inflammatorisches Gewebe. Daher ist diese SpleilRvariante essentiell fur die
Vermittlung von Chemotaxis (Loetscher et al. 1996).
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CXCR3-B, 2003 erstmalig von Lasagni et al beschrieben, ist insbesondere auf Endothelzellen
zu finden (Lasagni et al. 2003). Ligandenbindung an diese Spleilvariante wirkt beli
Endothelzellen angiostatisch, indem die durch EGF-Bindung vermittelte Proliferation mittels
einer Herunterregulation von p21CIP1/WAF1 antagonisiert wird (Gentilini et al. 1999).
Besonders l&sst sich in diesem Kontext die Rolle von CXCL4 betonen, welches in
Thrombozytengranula gespeichert und daher bei Gerinnungsprozessen freigesetzt wird
(Lasagni et al. 2003, Petrai et al. 2008).

Die Wirkung und Aufgabe von CXCR3-alt ist derzeit unklar. Von Ehlert et al. zum ersten Mal
beschrieben, kann nur CXCL11 diesen Rezeptor aktivieren (Ehlert et al. 2004).

CXCR3 ist wie alle Chemokinrezeptoren G-Protein-gekoppelt. Er besteht aus sieben
Transmembrandomanen, wobei das N-terminale Segment extrazellular und das C-terminale
Segment intrazellulér liegt. Weiterhin existieren drei extrazellulare Schleifen, die der Ligand-
Rezeptorbindung dienen (Trotta et al. 2009).

Die Bindung eines Chemokins erfolgt tber dessen N-Schleifen-Region im Bereich des N-
terminalen Segments des Rezeptors. Das bewegliche N-terminale Segment des Chemokins
fuhrt zu einer Rezeptoraktivierung. Abbildung 1.3 zeigt schematisch die unterschiedlichen

Doménen des Rezeptors.
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N-Terminus

— N-Schleife

CXCL9/10/11

Membran

Chemotaxis
Calciumfreisetzung Internalisierung

(CXCL11)

Internalisierung (CXCL9/10)
Chemotaxis
Calciumfreisetzung

C-Terminus

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Rezeptordoménen und deren Funktion (Colvin et al.
2004, Trotta et al. 2009).

Die Vermittlung von Chemotaxis ist abh&ngig vom C-Terminus und der DRY-Sequenz (Aspartat-Arginin-Tyrosin-Sequenz)
im Bereich der dritten Transmembrandoméne. Zur Internalisierung des Rezeptors wird nach Bindung von CXCL9 und
CXCL10 der C-Terminus bendtigt, wéhrend die Funktion bei CXCL11-Bindung auf die dritte intrazelluldre Schleife

angewiesen ist. ECL = extrazellulére Schleife (von extracellular loop), ICL = intrazelluldre Schleife (von intracellular loop).

Nach Bindung an den Rezeptor werden intrazellular G-Proteine aktiviert. Die Spleilvariante
CXCRS3-A, welche auch fiir Chemotaxis verantwortlich ist, fuhrt iber Koppelung mit einem
Gi-Protein zu einer erhdhten Calciumfreisetzung innerhalb der Zelle. Bonacchi et al. konnten
zeigen, dass Uber Bindung an CXCR3-A die Signalwege ERK, Src und PI3K/Akt aktiviert
werden (Bonacchi et al. 2001). CXCR3-B hingegen hat keine chemotaktische Funktion. Im
Gegensatz zu CXCR3-A fiihrt eine Aktivierung des Rezeptors zu keiner Anderung des
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intrazellularen Calciumspiegels, sondern zu einer Erhéhung von cAMP (Lasagni et al. 2003).
Es ist bekannt, dass eine Aktivierung von Gs-gekoppelten Rezeptoren zu einer erhohten
Aktivitat der Adenylatzyklase fiihrt, welche Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem AMP
(cAMP) umwandelt (Cooper 2003).

Die Expression von CXCR3 wird durch einen negativen Feedbackmechanismus seiner
Liganden reguliert. Inkubiert man Zellen mit diesem Rezeptor mit CXCL9, CXCL10 oder
CXCL11 ist im Anschluss eine geringere Rezeptordichte auf der Zellmembran nachzuweisen.
Der Grund hierflr ist die Aufnahme von CXCR3 in die Zelle mit anschlie(ender de-novo-

Synthese. CXCL11 ist der potenteste Vermittler dieser Internalisation (Meiser et al. 2008).

1.2.3 CXCL9, CXCL10 und CXCL4 — Funktion und Regulation

Die Liganden von CXCR3 kdnnen ihrer Funktion nach in zwei Gruppen eingeteilt werden: Sie
konnen durch Interferon-y induzierbar sein oder von Blutplattchen abstammen (platelet-
derived). CXCL9, CXCL10 und CXCL11 gehoren zu der ersten, wéhrend CXCL4 und seine
Variante CXCL4L1 zur zweiten Gruppe gehdren und Bestandteil von Thrombozytengranula
sind (Youssef et al. 1968).

Die Funktion von CXCL9, CXCL10 und CXCL11 ist vielseitig und geht Uber den bereits
beschriebenen Vorgang der Chemotaxis hinaus. Man findet sie beispielsweise in
pathologischen Prozessen wie Diabetes, Leukamie, Arthritis, systemischer Sklerose und
AbstoRungsreaktionen von Transplantaten (Van Raemdonck et al. 2015). Die Rolle von
Chemokinen in Tumoren ist komplex und wird im Kapitel 1.2.4 dargestellt.

Waéhrend CXCL9 und CXCL10 an beide Rezeptorspleilvarianten binden kdnnen, kann CXCL4
nur CXCR3-B aktivieren. Als Bestandteil von Thrombozytengranula spielt es eine wichtige
Rolle in der Hdmostase. CXCL4 kann mit hoher Affinitat Heparin binden und férdert so die
Blutgerinnung (Loscalzo et al. 1985). Zur Vermeidung einer (berschielenden
Fibroblastenproliferation nach Gefalischaden kann CXCL4 deren Proliferation beeinflussen
(Loscalzo et al. 1985). Eine physiologische Funktion von CXCLA4 ist daher die Vermittlung von
Angiostase (Lasagni et al. 2003).

Dass CXCR3-Liganden in ihrer Wirkweise teilweise divergieren, zeigen mittlerweile einige
Veroffentlichungen (Khan et al. 2000, Groom et al. 2011). Dafir gibt es unterschiedliche
Ursachen wie Rezeptoraffinitdt (CXCL11 > CXCL10 > CXCL9 (Cole et al. 1998, Xanthou et
al. 2003)) und Dimerbildung bzw. Heterodimerbildung. CXCL4 kann beispielsweise mit I1L-8
und CCR5/RANTES fusionieren, was den Effekt des jeweiligen Chemokins verandert. CCRS5,
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ebenfalls in Thrombozytengranula enthalten, vermittelt die Adhdsion von Monozyten am
Endothel. CXCL4 wirkt dabei synergistisch, wéahrend es den gleichen Effekt bei IL-8 aufheben
kann (von Hundelshausen et al. 2005). CXCL9, CXCL10 und CXCL11 kdnnen als
Antagonisten von CCR5 wirken (Loetscher et al. 2001), CXCL11 aktiviert neben CXCR3-A
und CXCR3-B auch CXCR3-alt (Ehlert et al. 2004) und CXCR7 (Burns et al. 2006). Weiterhin
existieren unterschiedliche Regulationsmechanismen. Wahrend die Freisetzung von CXCL10
durch TNF-a und Interferon-o/f stimuliert werden kann, ist CXCL9 nur durch Interferon-y
induzierbar (Ohmori et al. 1993, Groom et al. 2011), wobei die gleichzeitige Stimulation mit
TNF-a die Freisetzung von CXCL9 potenziert. Endogene Stoffe wie Prostaglandin E2 kénnen
die Freisetzung wiederum hemmen (Bronger et al. 2012).

Einen weiteren Regulationsmechanismus stellt die posttranslationale Modifikation dar (also
Verdnderungen an Proteinen, die nach ihrer Translation durchgefiihrt werden). Durch
proteolytische Spaltung kénnen Chemokine inaktiviert und abgebaut werden. ldentifiziert
wurden daftr beispielsweise MMPs, Thrombin, Plasmin und Cathepsin G. Spalten Proteasen
CXC-Chemokine N-terminal, sind ELR-positive Chemokine in der Lage, eine verstarkte
Chemotaxis zu erzielen. Im Gegensatz dazu stellt man bei ELR-negativen Chemokinen eine
verringerte Wirksamkeit fest (Repnik et al. 2015). CXCL11 verliert beispielsweise seine
agonistische Wirkung nach Prozessierung durch MMPs und kann je nach Position der
Modifikation als Antagonist von CXCR3 fungieren (Cox et al. 2008). Die Bedeutung von
Chemokinen im Gewebe wird demnach von Proteasen entscheidend beeinflusst und moduliert.
In GeféaRen kann das ubiquitar exprimierte Enzym CD26/DPP IV N-terminal ein Dipeptid von
CXCL10 abspalten. Dadurch verliert CXCL10 die Fahigkeit zur Chemotaxis, die Vermittlung
der Angiostase bleibt jedoch bestehen (Proost et al. 2001). Neben MMPs ist auch Cathepsin B
befahigt, CXCL9 und CXCL10 am carboxyterminalen Ende zu spalten und damit zu
inaktivieren (Van den Steen et al. 2003, Repnik et al. 2015). Die Bedeutung dieser Funktion im

Tumorgewebe ist bisher nicht diskutiert worden.

Expression von... Zellen

CXCL4 Megakaryozyten (Rabellino et al. 1981), Mastzellen (McLaren et al. 1980), Monozyten und T-
Zellen (Schaffner et al. 2005)

CXCL9 Monozyten (Heise et al. 2005), Endothelzellen und Fibroblasten (Loos et al. 2006), Astrozyten

(Cole et al. 1998), Bronchialepithel (Sauty et al. 1999), Tumorzellen (z. B. Mammakarzinom
(Bronger et al. 2012)), Neutrophile (Gasperini et al. 1999)
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CXCL10 Endothelzellen und Fibroblasten (Loos et al. 2006), Hepatozyten (Xu et al. 2016), glatte Muskulatur
(Brightling et al. 2005), Monozyten (Heise et al. 2005), Neutrophile (Cassatella et al. 1997),
Keratinozyten (Luster et al. 1987), B-Zellen, Tumorzellen (z.B. Mammakarzinom (Bronger et al.
2012)), Bronchialepithel (Sauty et al. 1999)

CXCL11 Endothelzellen, Perizyten und Fibroblasten (Kistner et al. 2017), Bronchialepithel (Sauty et al.
1999), Monozyten und Astrozyten (Cole et al. 1998), Neutrophile (Gasperini et al. 1999)
CXCR3 Th1>Th2 (Bonecchi et al. 1998), tumorinfiltrierende Lymphozyten (Yang et al. 2006), Killerzellen

(Wendel et al. 2008), B-Zellen (Qin et al. 1998), Endothelzellen (Lasagni et al. 2003), Epithelzellen
und Pneumozyten (Ji et al. 2008), Mastzellen (Brightling et al. 2005), dendritische Zellen (Garcia-
Lopez et al. 2001), B-Zellen (Morimoto et al. 2004), Tumorzellen (z.B. Mammakarzinom, siehe
Kapitel 3.1.)

Tabelle 1.2: Beispiele von Zellen, die CXCR3 bzw. seine Liganden exprimieren.

1.2.4 Chemokine und ihre Rolle in der Tumormikroumgebung

Zu Beginn der molekularbiologischen wissenschaftlichen Forschung an Tumoren lag das
Hauptaugenmerk auf den neoplastischen Zellen selbst. Mittlerweile weil3 man, dass auch die
restlichen Zellen, die einen Tumor umgeben, ganz erheblich zur Tumorprogression beitragen
konnen. Hierzu zéhlen Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen. Dabei kann der Tumor
beispielsweise von sezernierten Proteasen, Chemokinen oder Wachstumsfaktoren beeinflusst
werden. Da Tumorzellen einen erhohten Stoffwechsel aufweisen, sind sie auf externe
Energiequellen angewiesen. Dazu zéhlen Laktat und Fettsduren, die von peritumoralen
Adipozyten und Fibroblasten zur Verfiigung gestellt werden (Romero et al. 2015). Das
komplexe Zusammenspiel aus Tumorzellen, die sie umgebenden Zellen und extrazellulérer
Matrix mit I6slichen Komponenten nennt man Tumormikroumgebung (Leibovici et al. 2011).
CXCL9 und CXCL10 sind wichtige Bestandteile der Tumormikroumgebung. Die Rolle dieser
Chemokine im Tumor wird kontrovers diskutiert — auf der einen Seite kdnnen viele
Veroffentlichungen eine protektive Funktion der Chemokine belegen (Kondo et al. 2004). Auf
der anderen Seite kann CXCR3 und seine Liganden die Entstehung von Metastasen fordern und
zwar dann, wenn Tumorzellen selbst den Rezeptor exprimieren (s. Kapitel 3.1 & (Walser et al.
2006, Kawada et al. 2007, Ma et al. 2009)). Im nodalnegativen Mammakarzinom ist
beispielsweise die Uberexpression von CXCR3 mit einem schlechteren Gesamtiiberleben des
betroffenen Patientenkollektivs assoziiert (Ma et al. 2009).

Betrachtet man die Wirkungen von CXCL9 und CXCL10 im Tumor, zeigt sich, dass diese zu
einer ausgepragten lymphozytéren Infiltration des Tumorgewebes fiihren (Hirano et al. 2007).
Dies betrifft die CD4+ und CD8+ positiven Zellen, nicht jedoch B-Lymphozyten (Mulligan et
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al. 2013). Kondo et al. konnten fiir das Nierenzellkarzinom eine positive Korrelation zwischen
CXCL9/CXCL10 und einer lymphozytaren Infiltration zeigen, die mit einem verldngertem
rezidivfreien Uberleben einher ging (Kondo et al. 2004). Auch im Mausmodell dampft CXCL9
das Tumorwachstum und die Bildung von Metastasen (Walser et al. 2007).

Matkowski et al. beschrieben eine Assoziation von durch CD4+ und CDB8+ infiltriertem
Tumorgewebe und positivem Lymphknotenstatus. In dieser Studie ging eine
Lymphozyteninfiltration mit einer verschlechterten Prognose einher (Matkowski et al. 2009).
Daher wird der Einfluss der lymphozytaren Infiltration auf Tumoren kontrovers diskutiert
(Rathore et al. 2014).

Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) sind ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Der
schwedische Immunologe Karre pragte die Missing-self-Hypothese, die besagt, dass NK-Zellen
durch Molekulprasentation uber MHC-1 viral infizierte oder Tumorzellen erkennen und abtoten
koénnen (Ljunggren et al. 1990, Karre 2008). Sie spielt auch bei der Bekampfung von
Metastasen eine wichtige Rolle (Smyth et al. 1999). Um an ihren Wirkort zu gelangen, missen
NK-Zellen chemotaktisch durch Chemokine geleitet werden (Loetscher et al. 1996). Neben CC-
Chemokinen wirken auch die Liganden von CXCR3 chemotaktisch. So wird eine schnelle
Rekrutierung der NK-Zellen in Lymphknoten durch CXCL9/CXCL10 vermittelt, wo sie eine
korrekte Th1-Antwort ermdglichen (Martin-Fontecha et al. 2004).

CXCR3 wird von einer Vielzahl an Zellen, besonders aber von NK-Zellen und Thil-
Lymphozyten exprimiert. Deren Infiltration ins Tumorgewebe wird durch CXCL10 und
Stimulation von Interferon-y erzielt (Wendel et al. 2008, Wennerberg et al. 2015). Sind viele
NK-Zellen im Tumor vorhanden, geht das mit einer verbesserten Prognose einher (Coca et al.
1997). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Liganden von CXCR3 Immunzellen
chemotaktisch in Tumorgewebe locken, wo dann die entarteten Zellen angegriffen und
eingedammt werden kdnnen.

Generell unterscheidet man zwischen drei Arten der Metastasierung: lymphogen, hamatogen
und per continuitatem. Untersuchungen uber das kolorektale Karzinom zeigten, dass utber
CXCR3 die Metastasierung in Lymphknoten vermittelt werden kann (Kawada et al. 2007). Im
Mausmodell  verringerten CXCR3-Antagonisten eine  Lungenmetastasierung  von
Mammakarzinomen (Walser et al. 2006). Unsere Arbeitsgruppe konnte weiterhin zeigen, dass
Ovarialkarzinomzellen in Aszites vor allem durch CXCR3 migrieren (Windmdller et al. 2017).
Diese Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung von CXCR3 bei allen Typen der Metastasierung
hin.
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Auf zelluldarer Ebene wird dieses erhohte Metastasierungspotential vor allem mit
Verénderungen in Zellmigration, Adh&sion und Invasion erklart. In vitro fuhrt eine verringerte
Aktivierung von CXCR3 zu einer reduzierten Migration von Tumorzellen (Pu et al. 2015,
Wightman et al. 2015). Daraus lasst sich schlieRen, dass im Tumor Uber CXCR3 solche
Funktionen vermittelt werden, die sonst zur Chemotaxis bendtigt werden.

Abgesehen von den beschriebenen direkten Wirkungen auf Tumorzellen kann auch eine
vermehrte Proteasenbildung zur Metastasierung flhren (siehe 1.4).

1.3  Signaltransduktion in Zellen

CXCR3 und seine Liganden vermitteln unter anderem Chemotaxis, Proliferation oder
Angiostase und spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression von Tumoren.
Wie genau diese Funktionen innerhalb der Zelle vermittelt werden, soll im folgenden Kapitel
beschrieben werden.

Damit Zellen in einem Gewebe auf Verdnderungen reagieren konnen, bendtigen sie
Rezeptoren, an die extrazelluldre Botenstoffe binden kdnnen. Dadurch kann sich die einzelne
Zelle an Entzindungsvorgénge anpassen und mit anderen Zellen kommunizieren. Die
Rezeptoren, die fir diese Kommunikation verantwortlich sind, befinden sich entweder
intrazellular oder membrangebunden mit einem extrazellularen Anteil. Um an intrazellulére
Rezeptoren binden zu kdnnen, muss der Ligand in der Lage sein, passiv in die Zelle zu
gelangen. Diese Voraussetzung erfiillen lipophile Molekiile wie Steroidhormone. Hydrophile
Molekile koénnen nur aktiv in Zellen gelangen, weshalb deren Rezeptoren meistens
membrangebunden sind (Deutzmann 2012).

Fiir die ,,Entdeckung der Zellkommunikation und im Speziellen der Entdeckung der G-
Proteine* wurden Alfred G. Gilman und Martin Rodbell 1994 mit dem Nobelpreis fir
Physiologie oder Medizin ausgezeichnet (Raju 2000). Auch CXCR3 ist ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor (Isberg et al. 2016). Dabei kann die intrazellulare Domane tiber Bindung
eines G-Proteins eine intrazellulare Signalkaskade hervorrufen, die schlussendlich die
Genexpression der Zelle verdndern kann. Andere membrangebundene Rezeptoren sind an
Enzyme gekoppelt, die nach Ligandenbindung an den Rezeptor Signalkaskaden aktivieren

konnen (z. B. Rezeptortyrosinkinasen).
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1.3.1 ERK, AKT, Src und p38

Signalaufnahme und -weiterverarbeitung innerhalb von Zellen werden durch ein komplexes
System von Signalkaskaden, also Enzymketten, die sich gegenseitig aktivieren, reguliert. Dabel
gibt es einige besonders hédufig aktivierten Signalwege, darunter ,,ERK*, ,AKT*, ,,Src* und
,»p38%, die in dieser Arbeit genauer charakterisiert werden sollen. Namensgeber der Signalwege
sind dabei oft die Schlusselproteine der jeweiligen Ketten.

Die G-Proteine, die zur Aktivierung des ERK-Signalwegs fiihren, gehtren zur Ras-Familie. Es
sind mittlerweile viele Proteine bekannt, die im ERK-Signalweg eine Rolle spielen. Das
Herzstiick stellen jedoch drei MAP-Kinasen (,,mitogen-aktiviertes Protein®) dar (Alberts B
2002), die zur Aktivierung nacheinander phosphoryliert werden.

Die Aktivierung von ERK kann schnell und kurzfristig sein, wie beispielsweise durch EGF:
Die hochste Aktivitat wird hier nach 5 Minuten gemessen und fallt dann schnell wieder ab. Dies
fiihrt zur Teilung einer Zelle. Nach NGF-Bindung hingegen kann eine fiir Stunden andauernde
héhere Aktivitdt gemessen werden, die dann zu einem Proliferationsstop und zu einer
Differenzierung von Neuronen fihrt (Guerrero et al. 1986, Alberts B 2002). Wahrend des
Zellzyklus kommt es zu einer biphasischen Aktivierung von ERK nach 2-6 Stunden und erneut
nach 14-20 Stunden (Tamemoto et al. 1992). Diese Beispiele zeigen, dass der Effekt einer
Signalkaskade zeitabhangig ist.

Neben Zellteilung sind Signalwege auch fur antiapoptotische und wachstumsfordernde Signale,
sowie fur Zellmotilitat verantwortlich. Eine wichtige Kaskade hierfur stellt der AKT-Signalweg
dar. AKT, auch Proteinkinase B genannt, wird durch PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase)
aktiviert. (Brazil et al. 2001, Cantley 2002)

Unter Tyrosinkinase-assoziierten Rezeptoren versteht man Rezeptoren, die nach
Ligandenbindung  zytoplasmatische  Tyrosinkinasen  aktivieren.  Diese  wiederum
phosphorylieren Zielproteine (oft auch den Rezeptor selbst). Davon abzugrenzen sind die
Rezeptortyrosinkinasen, die eine in den Rezeptor integrierte Kinase besitzen. Die bekannteste
und als erste entdeckte Rezeptor-assoziierte Tyrosinkinase ist Src (auch c-Src, Akronym aus
cellular und Sarcoma). Wie bei anderen Tyrosinkinasen auch findet sich bei Src eine SH2 und
SH3 Domane (Src-homologe Region), die Bindungsstellen fiir Rezeptor und intrazellulare
Proteine darstellen. Src kann viele verschiedene Signalwege aktivieren (beispielsweise ERK)
und flhrt daher unter anderem zur Zellproliferation.

Neben ERK befinden sich in Zellen noch weitere MAP-Kinasen, darunter p38. Es sind vier
Isoformen bekannt, die durch Stress- und proinflammatorische Stimuli aktiviert werden (Rouse
et al. 1994, Raingeaud et al. 1995, Cargnello et al. 2011). Zu den vielfaltigen Aufgaben gehort



Einleitung und Problemstellung 16

beispielsweise die Expression von Transkriptionsfaktoren, die wiederum zu einer Produktion
von Zytokinen fuhren (Kim et al. 2008). Weiterhin kann in Zellen die Apoptose aktiviert
werden (Cargnello et al. 2011).

CXCL9/10 CXCL4

intrazellular
CXCR3-A CXCR3-B
PI3K 4T> Ras Adenylatzyklase
\ / Raf CAMP

AKTIPKB Src MLK/TAK

MEK1/2 PKA
mTOR MKK 3/6

ERK 1/2

P38 MAPK

Nukleus

Genexpression
Mitose, Proliferation, Angiostase, etc.

Abbildung 1.4: Signalwege ERK, AKT, p38 und Src schematisch dargestellt (Lasagni et al. 2003, Petrai et al. 2008, Bjorge et
al. 2011, Liu et al. 2011).

1.3.2 Signalwege in Tumorzellen

Tumorzellen wachsen invasiv und reagieren nicht auf regelrechte Induktion von Apoptose. Sie
gelten als immortalisiert und zeichnen sich haufig durch ihre stark erhdhte proliferative
Aktivitat aus. Je nach Lebensalter der Krebsentstehung finden sich hunderte Mutationen im
Genom der Zelle, allerdings fiihren nur wenige davon zu einem Wachstumsvorteil und damit
zur Tumorprogression (Vogelstein et al. 2013). Derzeit geht man von nur etwa 140 Genen aus,
die letztendlich zur Malignitat einer Zelle fuhren, und diese Mutationen lassen sich allesamt auf
Veranderungen von 12 verschiedenen intrazelluldren Prozessen zuriickfuihren. Neben p53 und
Genreparatur- bzw. Transkriptionsmechanismen gehdren auch MAP-Kinasen, Ras und PI3K
zu dieser Gruppe (Wood et al. 2007, Vogelstein et al. 2013, Wang et al. 2015).
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Ras wurde von Robert Allen Weinberg in den 80er Jahren als eines der ersten Protoonkogene
beschrieben (Parada et al. 1982). Eine Uberaktivitait des Enzyms fiihrt zur vermehrten
Expression von Proteinen, die an der Reparatur und Replikation von DNA, aber auch am
Zellwachstum beteiligt sind (Vasseur et al. 2003) und tragt damit zum unkontrollierten
Wachstum einer Tumorzelle bei.

Auch fur AKT, Src und p38 sind proonkogene Funktionen beschrieben worden. Src wird
beispielsweise von HER2 positiven Karzinomen vermehrt gebildet, im Gegenzug mindert die
Hemmung von Src das Metastasierungspotential dieser Tumore (Tan et al. 2005). Src vermittelt
weiterhin  das durch Ostrogen verursachte Zellwachstum hormonrezeptorpositiver
Mammakarzinome (Herynk et al. 2006). Im hormonrezeptornegativen, HER2 negativen
Mammakarzinom ist der PI3K/Akt-Signalweg h&ufig konstitutiv aktiviert, was zu der erhdhten
Invasivitat und Metastasierungstendenz von dieser Tumorentitat beitragt (Cossu-Rocca et al.
2015, Massihnia et al. 2016). Resistenzentstehungen gegen Tamoxifen in der Behandlung des

Mammakarzinoms sind mit p38 assoziiert (Haagenson et al. 2010).

1.3.3 Signalwege der Chemokine

Wie in Kapitel 1.2 erldutert, binden CXCL9, CXCL10 und CXCL4 an CXCR3 und vermitteln
dartiber ihre Hauptwirkung in Zellen. Die SpleiBvariante CXCR3-A ist ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor. Blockierbar durch Pertussistoxin handelt es sich um einen Gi-Rezeptor
(Neptune et al. 1997, Colvin et al. 2004, Datta et al. 2006). Bonacchi et. al konnten zeigen, dass
die Ligandenbindung an CXCR3-A AKT, ERK und Src aktiviert und dass die Hemmung von
ERK und AKT mit einer Reduktion der CXCR3-induzierten Chemotaxis von Makrophagen
einhergeht (Bonacchi et al. 2001, Petrai et al. 2008). Die Ligandenbindung bewirkt eine
intrazellularen  Calciumfreisetzung (Colvin et al. 2004) und wachstumsférdernde
Signale (Sidahmed et al. 2012).

Die Aktivierung von Ras flhrt tiber einen positiven Feedbackmechanismus zu einer vermehrten
Bildung von CXCL10, wahrend die Expression von CXCR3-B abnimmt (Datta et al. 2006).

In der aktuellen Literatur wird die Vermittlung von Angiostase als Hauptfunktion von CXCR3-
B betrachtet. Dies erfolgt Giber eine Aktivierung von p38 (Petrai et al. 2008). Auch ERK oder
JNK konnen tber CXCR3-B aktiviert werden, allerdings in deutlich abgeschwachter Form,
weshalb die Bedeutung in vivo bisher unklar ist (Petrai et al. 2008).

Die Bindung von CXCL10 an CXCR3-B auf der Oberflache von T-Lymphozyten |6st Uiber p38
deren Apoptose aus (Sidahmed et al. 2012).
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1.4 Proteasen

CXCR3 und seine Liganden sind in Bezug auf Tumorerkrankungen ambivalent zu sehen (siehe
Kapitel 1.2.4). Einerseits flhrt eine vermehrte Chemokinexpression in Tumoren zu einer
vermehrten Leukozyteninfiltration und damit zu einer verbesserten Tumorabwehr, andererseits
geht die Expression von CXCR3 auf Tumorzellen mit einer verschlechterten Prognose einher.
Dies legt nahe, dass CXCR3 auch an der Entstehung von proonkogenen Mechanismen beteiligt
ist. Fir MMPs wurde bereits gezeigt, dass Ligandenbindung an CXCR3 zu deren Freisetzung
fihren kann (Zhou et al. 2016). Cathepsin B ist eine Protease, die haufig in Mammatumoren
uberexprimiert wird, was mit einer verschlechterten Prognose einhergeht (Sun et al. 2016). Ob

ein Zusammenhang zu CXCR3 und seinen Liganden besteht, ist bisher nicht untersucht worden.

1.4.1 Proteasen: Cathepsin B

Proteasen sind Enzyme, die in der Lage sind, Proteine zu spalten. Sie kénnen nach dem Aufbau
ihres aktiven Zentrums in flnf Familien eingeordnet werden (Asparaginsaure, Cystein, Metallo,
Serin und Threonin). Das Wort Cathepsin leitet sich von dem griechischen Wort kathepsein
(,,verdauen®) ab und soll Proteasen charakterisieren, die im leicht sauren Milieu aktiv sind
(Willstatter et al. 1929, Turk et al. 2012). Derzeit sind elf humane Cathepsine der Cysteingruppe
bekannt: Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, X und W (Rossi et al. 2004).

Wie die anderen Cathepsine (auBer Cathepsin X und C) ist Cathepsin B eine Endopeptidase, es
fungiert jedoch im sauren Niveau durch Strukturdnderungen als Carboxydipeptidase
(Endopeptidasen spalten Peptidbindungen innerhalb eines Proteins, Exopeptidasen
Peptidbindungen am Ende eines Proteins (Musil et al. 1991, llly et al. 1997, Quraishi et al.
1999)).

Cathepsin B ist ein Zymogen. Als Praprocathepsin gebildet, erfolgt die erste Prozessierung im
endoplasmatischen Retikulum, um dann ber den Mannose-6-Phosphat-Weg als Procathepsin
in die Lysosomen transferiert zu werden (Saftig et al. 2009, Turk et al. 2012). Die inaktive
Vorstufe Procathepsin B kann durch Autokatalysation aktiviert werden, wobei das
Vorhandensein von negativ geladenen Glykosaminoglykanen diesen Vorgang erheblich
beschleunigt (Caglic et al. 2007). Gleichzeitig sind auch Proteasen in der Lage Cathepsin B zu
aktivieren, dazu zéhlen unter anderen Cathepsin D, Elastase und uPA (Dalet-Fumeron et al.
1993, Dalet-Fumeron et al. 1996, van der Stappen et al. 1996).
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Urspringlich wurde davon ausgegangen, dass die einzige Aufgabe von Cathepsinen die
Proteolyse in Lysosomen ist (Fonovic et al. 2014). In lysosomalen Prozessen findet sich fast
immer eine Beteiligung von Cathepsinen: Das proapoptische Protein Bid, Mitglied der Bcl-2-
Familie, kann beispielsweise durch Cathepsine gespalten und damit aktiviert werden (Stoka et
al. 2001, Droga-Mazovec et al. 2008). Cathepsine sind auch in der Prozessierung des
Haupthistokompatibilitdtkomplexes (,, MHC*) beteiligt (Sadegh-Nasseri et al. 2015).
Mittlerweile ist klar, dass sie eine Vielzahl an weiteren Funktionen erfiillen und auch aufRerhalb
von Lysosomen lokalisiert sind: Beispielsweise im Nucleus, wo sie mit Histonen
interagieren (Ceru et al. 2010) oder in Caveolae, Einbuchtungen in der Plasmamembran von
Zellen, deren Funktion unter anderem Signaltransduktion und mechanische Zellstabilisierung
beinhaltet (Cheng et al. 2016). Dort befindet sich aktives Cathepsin B, welches durch
lysosomale Exozytose nach extrazellular gelangt (Haka et al. 2009, Eding et al. 2015) und an
der Degradation von extrazelluldrer Matrix beteiligt ist (Cavallo-Medved et al. 2009). Bei
zytotoxischen T-Zellen kann Cathepsin B die Selbstzerstérung der Zellen nach Degranulation
verhindern (Balaji et al. 2002).

Wie alle Proteasen unterliegt auch Cathepsin B der Kontrolle durch Inhibitoren, die das Enzym
ausschalten und dadurch eine (berschieBende Aktivierung vermeiden konnen.
Physiologischerweise werden zu dieser Gruppe die Cystatine gezahlt (Frlan et al. 2006).
Gehemmt wird Cathepsin B beispielsweise durch Cystatin A, Cystatin B und Cystatin C
(Pavlova et al. 2000, Aggarwal et al. 2014). Einen weiteren Einfluss auf die Aktivitat von
Cathepsin B hat der pH-Wert: Ab einem Wert Gber 7 wird Cathepsin B irreversibel gehemmt
(Turk et al. 1994). Um daher auch in alkalischer Umgebung wirken zu konnen, kann
Cathepsin B an Glykosaminoglykane binden, die zu einer Stabilisierung der Protease im nicht
sauren Milieu fuhren (Almeida et al. 2001).
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Abbildung 1.5: 3D-Modell von humanem Procathepsin B. Quelle: http://www.ebi.ac.uk

1.4.2 Proteasen und ihre Rolle in der Tumormikroumgebung

Zellen sind von einer komplexen Proteinstruktur umgeben, die extrazellulare Matrix (EZM)
(siehe Kapitel 1.2.4), zu der Kollagene und Glykoproteine gehdren (Ayad et al. 1986). Damit
diese Matrix keine statische, unverénderliche Struktur darstellt, sind extrazellulare Proteasen
zum Umbau notwendig. Dafir sind vor allem Matrix-Metalloproteinasen (MMPS)
verantwortlich, aber auch ADAMs (,,A Disintegrin And Metalloproteinase®, Unterklasse der
Metalloproteinasen), Meprine und Cathepsine (Kuno et al. 1999, Victor et al. 2011). Einen
Gegenpol und damit einen Regulationsmechanismus bieten Proteaseinhibitoren, die eine


http://www.ebi.ac.uk/
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Uberschieflende Aktivitat der Proteasen verhindern und damit die Integritat der EZM bewahren
(Bonnans et al. 2014).

Bei der Metastasenentstehung von Krebszellen wird zwischen zwei Mechanismen
unterschieden. Ein Weg geht ausschlieBlich mit der Verformung von Zellen bei der Wanderung
durch die EZM einher und ist proteasenunabhéngig. Der andere Mechanismus beschreibt eine
Degradierung von extrazellularen Strukturen, was eine Migration von Tumorzellen durch die
aufgelockerte EZM maoglich macht. Hierbei spielen Proteasen die entscheidende Rolle (Wolf
et al. 2011). Eine dichte EZM wird daher als protektiver Faktor gegen die Entstehung von
Metastasen gesehen (Tian et al. 2013). Histopathologische Untersuchungen an Mammatumoren
konnten zeigen, dass die Zusammensetzung der EZM prognostisch relevant ist. Nach
Unterteilung in vier Subgruppen hatten die Patientinnen mit einer hohen Expression von
Proteasen eine besonders schlechte Prognose, wohingegen Tumoren mit einer hohen Dichte an
Proteaseinhibitoren mit einer deutlich besseren Prognose einhergingen (Bergamaschi et al.
2008).

Proteasen konnen die Metastasenentstehung durch eine Vielzahl an weiteren Funktionen
unterstiitzen: Sie kénnen Wachstumsfaktoren (Du et al. 2008), Chemokine (Van den Steen et
al. 2003), intrazellulare Signalkaskaden (Bruchard et al. 2013) und Zell-Zell-Kontakte
beeinflussen (Sobotic et al. 2015) und so zu einem selektiven Uberlebensvorteil des Tumors
fihren.

Daher konnte schon in einer Vielzahl an Arbeiten belegt werden, dass eine Uberexpression von
Proteasen bei Tumorerkrankungen mit einer schlechteren Prognose einhergehen (Janicke et al.
1993, Nouh et al. 2011, Zhou et al. 2015, Yang et al. 2016).

1.4.3 Cathepsin B und das Mammakarzinom

Sloane et al. konnten 1981 erstmalig eine Assoziation zwischen Cathepsin B und dem
Metastasierungspotential eines Tumors aufzeigen (Sloane et al. 1981). Seitdem wurde in vielen
Studien  bestatigt, dass eine  Uberexpression von  Cathepsinen mit einer
Prognoseverschlechterung einhergeht und das nicht nur in Tumoren der Mamma, sondern in
weiteren Entitdten wie dem Bronchialkarzinom, kolorektalem Karzinom oder malignen
Melanom (Gormley et al. 2011, Zhang et al. 2011, Gong et al. 2013). Im Magenkarzinom
korreliert sowohl die Invasionstiefe als auch eine lymphatische Metastasierung mit der
Expression von Cathepsin B (Dohchin et al. 2000). Fur das inflammatorische Mammakarzinom

konnte gezeigt werden, dass ein hoher Cathepsin B-Spiegel mit einem positiven
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Lymphknotenstatus korreliert (Nouh et al. 2011). Die Inhibierung des Enzyms flhrte zu einer
abgeschwachten extrazelluldren Matrix-Degradierung und Invasion von Tumoren in vitro
(Victor et al. 2011, Bengsch et al. 2014). Im Mausmodell ist die Hochregulation von
Cathepsin B mit einem verstarkten Tumorwachstum assoziiert (Sevenich et al. 2011, Bengsch
et al. 2014). Weiterhin konnte bei HER2 positiven Mammakarzinomen Cathepsin B als eine
der Proteasen identifiziert werden, die flr die Invasivitat dieses Tumortyps verantwortlich
ist (Rafn et al. 2012).

Im Mausmodell reduziert ein knockdown von Cathepsin B im Tumor sowohl die Kollagen-
Degradation in vitro, als auch die Knochenmetastasierung in vivo. Durch die Gabe des
Inhibitors von Cathepsin B, CA-074, kann die Rate der Knochenmetastasierung gesenkt werden
(Withana et al. 2012).

Die Resultate dieser Beobachtungen, also vermehrte Proliferation und Invasion von malignen
Zellen, sowie die Degradation der EZM, fiihren zu einer verstarkten Metastasierungstendenz
des Tumors und erklaren damit die Prognoseverschlechterung von Patienten mit Cathepsin B-
Uberexpression.

Ziel medizinischer Forschung ist neben dem genauen Verstandnis physiologischer VVorgénge
eine neue Strategieentwicklung zur Therapie von Krankheiten. In Studien ist evaluiert worden,
ob sich Cathepsin B als prognostischer Marker beziglich des Fur und Wider einer
Chemotherapie bei nodalnegativen Brustkrebspatientinnen mit G2-Tumoren eignen wirde: Im
Vergleich zu normalem Brustgewebe fand sich in Mammakarzinomgewebe ein bis zu 8fach
erhohter Spiegel von Cathepsin B. AuBerdem korrelierte die Uberexpression von Cathepsin B
bei nodal negativen Brustkrebspatientinnen mit einem reduzierten krankheitsfreien Uberleben
(Levicar et al. 2002). Nach Auswertung der vorhandenen Daten hat sich allerdings die
Bestimmung von uPA/PAI-1 durchgesetzt (siehe Kapitel 1.1 und (Schmidt 2008, Harbeck et
al. 2013, Duffy et al. 2014)). Cathepsin B kann das Zymogen pro-uPA in seine aktive Form
uPA umwandeln (Ikeda et al. 2000), korrelierte jedoch nicht mit dem Vorhandensein von uPA
und PAI-1 im Mammakarzinom, was flr einen unabhéngigen Effekt der Protease spricht
(Levicar et al. 2002).

Aufgrund dieser Erkenntnisse stellt Cathepsin B ein interessantes Target der spezifischen
systemischen Therapie von Brustkrebs dar: Aktuell wird ein Chemotherapeutikum entwickelt,
welches erst spezifisch in der Umgebung des zu therapierenden Tumors aktiviert werden soll,
um systemische Nebenwirkungen zu vermeiden. Hierflr wurde Paclitaxel, ein Taxan zur first-
line Therapie beim Mammakarzinom, an ein hydrophiles Molekul gebunden. Erst durch die

durch Cathepsin B vermittelte Spaltung der Molekiile entfaltet Paclitaxel seine zytotoxische
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Wirkung speziell im Tumorgewebe, wodurch eine systemische Toxizitat vermindert, die
Toxizitat in Bezug auf den Tumor jedoch maximiert werden soll (Satsangi et al. 2014, Satsangi
et al. 2015). In der Zusammenschau wird deutlich, dass Cathepsin B eine Protease ist, die zur
Invasivitat und zum Metastasierungspotential des Mammakarzinoms beitragt.

Welche Signale fiihren auf zellularer Ebene zu einer Uberexpression von Cathepsin B? Es
konnte in der Brustkrebszelllinie MCF-10 gezeigt werden, dass eine Mutation von ras zu einer
Umverteilung von Cathepsin B in Richtung Zellmembran und damit zu einer vermehrten
Aktivitat fihrt (Rozhin et al. 1994, Sloane et al. 1994). Welche Mechanismen jedoch genau zu

der viel beschriebenen Expression von Cathepsin B flhren, ist weiterhin unklar.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

CXCR3-Chemokine spielen eine wichtige Rolle zur Erkennung und Abtdtung entarteter Zellen.
Sie vermitteln Angiostase und kénnen Immunzellen in Tumorgewebe locken, weshalb ihre
Expression in vielen Tumoren mit einer verbesserten Prognose einhergeht. Gleichzeitig ist eine
Uberexpression von CXCR3 auf Krebszellen mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet.
Ziel dieser Arbeit ist es, einen der hierfur verantwortlichen Mechanismen zu beschreiben und

zu diskutieren.

Cathepsin B ist eine Protease, die in Mammatumoren hdufig Gberexprimiert ist, was mit einer
verschlechterten Prognose einhergeht. Es konnte gezeigt werden, dass Cathepsin B zu den
Proteasen gehort, die CXCR3-Liganden spalten kann. Eine Hypothese dieser Arbeit lautet, dass
dieser Vorgang Teil eines physiologischen Feedback-Mechanismus darstellt. Die Ausschittung
von Chemokinen und Gradientenbildung in inflammatorischen Gewebe muss immer auch mit
einem Abbau der CXCR3-Liganden einhergehen, damit eine tberschiefende Immunantwort
verhindert werden kann. CXCR3-Liganden induzieren deswegen Uber Rezeptoraktivierung

Cathepsin B, welches den Chemokingradienten wieder abbaut.

Geschieht dieser Vorgang in Tumorzellen entsteht ein Immunevasionsmechanismus, da sich
der Tumor einen selektiven Uberlebensvorteil verschaffen kann (Abbau der Chemokine und
damit eine verringerte lymphozytdre Infiltration, sowie eine vermehrte Expression von
Cathepsin B). Daher ist das Ziel dieser Arbeit, die Induktion von Cathepsin B durch CXCR3-

Liganden zu untersuchen. Dabei werden sowohl die vermehrte Freisetzung, als auch die
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vermehrte Genexpression von Cathepsin B durch CXCR3-Liganden gezeigt. Die fir diesen
Effekt verantwortlichen Signalwege werden beschrieben. Weiterhin wird die Bedeutung der
beiden Rezeptorspleilvarianten CXCR3-A und CXCR3-B auf den
Immunevasionsmechanismus diskutiert.

genannten
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Chemikalie Verwendung Firma
Ammoniumperoxodisulfat (APS) SDS-Page eBioscience, San Diego, CA, USA
Bromphenolblau Puffer Serva, Heidelberg, Deutschland

BSA (Rinderalbumin)

C&L Entwickler Typ E

Complete + EDTA
Proteaseninhibitormischung
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4-2H20)

DMEM (1x) + Gluta MAXTM_1
Dulbecco’s Modified Eagle Medium [+]
4.5 g/l D-Glucose [-] Pyruvate
EC-Fixierer F 1000

Ethanol (70%)

Ethanol (99,9%)
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
(Versen) 1% in PBS, w/o Ca?*, w/o Mg?*
FCS (fetales Kalbserum)

Geneticin® G 418 Sulfat, 708 ug/mg
Glycin

HEPES-Puffer (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure)
Isopropylalkohol

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PQO4)
L-Arginin

L-Asparagin

Milchpulver

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)

ELISA, Zellkultur,
Rekonstitution von Chemikalien
Filmentwicklerlésung

Zelllyse

Zellkultur
ELISA

Zellkultur

Filmentwickler-Fixierlésung

Desinfektion
Western Blot
Zellkultur

Zellkultur
Zellkultur
Puffer

Zellkultur

Western Blot
ELISA

ELISA
Zellkultur
Zellkultur
Western Blot
MTT-Assay

Sigma, St. Louis, MN, USA

C&L GmbH, Planegg, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Sigma, St. Louis, MN, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, St. Louis, MN, USA

Ernst Christiansen GmbH, Planegg,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
RdH Laborchemikalien, Seelze,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, MN, USA
Sigma, St. Louis, MN, USA
Sigma, St. Louis, MN, USA
Sigma, St. Louis, MN, USA
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N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxidldsung
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

PageRuler™ Prestained Proteinmarker

PBS (Dulbecco’s Phosphate buffered
saline)
Penicillin-Streptomycin (10000 Einheiten

Penicillin und 10 mg Streptomycin per ml)

Ponceau S

Rotiphorese 40 (Acrylamid)
Salzsaure

Schwefelsaure

Tris (Ultrarein)

Tris Hydrochlorid

Triton X-100

Trypanblau 0,4%
Trypsin/EDTA (10x) 0,5%/0,2% (w/v) in
PBS, w/o Ca%*, w/o Mg?*
Tween®-20
B-Glycerolphosphat
B-Mercaptoethanol

Western Blot

Puffer

Zelllyse
pH-Adjustierung
Western Blot
Zelllyse

Zelllyse
SDS-PAGE

Zellkultur

Zellkultur

Western Blot
SDS-PAGE
pH-Adjustierung
ELISA

Puffer

Puffer

Zelllyse, Puffer
Zellkultur
Zellkultur

Puffer
Zelllyse
Puffer / Western Blot

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, MN, USA

Sigma, St. Louis, MN, USA

Pierce Biotechnology, Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Sigma, St. Louis, MN, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, MN, USA

Sigma, St. Louis, MN, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma, St. Louis, MN, USA
Sigma, St. Louis, MN, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien

2.1.2 Antikorper

Primére Antikorper Spezies Firma, Produktnummer Konzentration

Anti-Cathepsin B Polyklonal, Ziege, 1gG R&D Systems 1:1000 in

5% BSA/PBST

Anti-CXCR3 Monoklonal, Maus, 1gG1 R&D Systems, MAB160 5x 10°° mg/ml in
5% Milch/PBST
Anti-GAPDH Monoklonal, Maus, 1gG1 Merck Millipore, MAB374 1 x 105 mg/ml,

Dilution je nach zuerst
verwendetem

Antikorper
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Anti-Phospho-AKT
(Ser473)
Anti-Phospho-p44/42
(ERK1/2)

Anti-AKT (pan)

Anti-p44/42 (ERK1/2)

Monoklonal, Kaninchen

Monoklonal, Maus IgG1

Monoklonal, Kaninchen

Polyklonal, Kaninchen

Cell Signaling, #4060

Cell Signaling, #5726

Cell Signaling, #4691

Cell Signaling, #9102

1:1000 in
5% BSA/TBST
1:1000 in
5% BSA/TBST
1:2000 in
5% BSA/TBST
1:1000 in
5% BSA/TBST

Sekundéare Antikorper

Spezies

Firma, Bestellnummer

Verdiinnung

Maus-anti-Ziege
Ziege-anti-Kaninchen
Ziege-anti-Maus

Polyklonal, 1gG (H+L)
Polyklonal, 1gG (H+L)
Polyklonal, 1gG (H+L)

R&D
Invitrogen, G-21234

Jackson ImmunoResearch, 115-035-

003

1:10000
1x 105 mg/ml
8 x 10" mg/ml

Tabelle 2.2: Verwendete Antikdrper

2.1.3 Proteine

Protein

Verwendung

Firma

Rekombinantes humanes CXCL4
Rekombinantes humanes CXCL9
Rekombinantes humanes CXCL10

Stimulationsexperimente
Stimulationsexperimente

Stimulationsexperimente

Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA

Tabelle 2.3: Verwendete Proteine
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2.1.4 Hemmestoffe

Hemmstoff Verwendung Firma

LY294002 ELISA, MTT R&D, Minneapolis, MN, USA
PD98059 ELISA, MTT, Western Blot R&D, Minneapolis, MN, USA
PP1 ELISA, MTT R&D, Minneapolis, MN, USA
SB203580 ELISA, MTT R&D, Minneapolis, MN, USA
U0126 ELISA, MTT, Western Blot R&D, Minneapolis, MN, USA

Tabelle 2.4: Verwendete Hemmstoffe

2.15 Kits
Kit Verwendung Firma
Human Total Cathepsin B DuoSet ELISA R&D, Minneapolis, MN USA

ELISA

Pierce® ECL Western Blotting

Substrate

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Western Blot

Proteinbestimmung nach

Pierce Biotechnology, Thermo Fisher

Scientific, Rockford, IL USA

Pierce Biotechnology, Thermo Fisher

Lowry Scientific, Rockford, IL USA
Tabelle 2.5: Verwendete Kits
2.1.6 Puffer und Losungen
Puffer / Losung Verwendung Zusammensetzung
Blockldsung Western Blot TBS 1xpH 7.4
5% (w/v) Milchpulver
0.1% Tween®-20
Blockldsung ELISA PBS 1xpH 7.4
1% BSA
Gelelektrophoresepuffer 10x SDS-Page 1.6 M Glycin
0.25 M Tris
1% (w/v) SDS
Laemmli Buffer 3x SDS-Page 150 mM 1 M Tris/HCI pH 6,8

45% Glycerin
17% B-Mercaptoethanol
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Lysepuffer Cathepsin B

Lysepuffer MTT

Lysepuffer Signalwege

PBS 10x (pH 7,4)

PBST

Ponceau S

Probenauftragungspuffer

Sammelgel (4%)

Semi-Dry Puffer

Stopl6sung
Strip-L6sung nach Bernatz, pH 2,2

Substratldsung
TBS 10x (pH 7.4)

Western Blot

MTT

Zellkultur, Stimulationen

ELISA
Zelllyse
Zellkultur
ELISA

Western Blot

Western Blot

SDS-Page

Western Blot

ELISA
Western Blot

ELISA
Western Blot

15% SDS

0.01% Bromphenolblau

50 mM Na2HPO4/NaH2PO4
0,2 M NaCl

5mM EDTA

1% Triton X-100

End-pH 6,0

350 mMol SDS

10 mMol HCL

TBS 1xpH 7.4

1% Triton X-100

0.1% (w/v) Complete™ + EDTA
50 mM NaF

10 mM Natriumpyrophosphat
1 mM Natrium Orthovanadate
1 mM B-Glycerinphosphat
1.4 M NaCl

61.8 mM-Na2HPO4 2H20
26.83 mM KClI

14.7 mM KH2PO4

PBS 1x pH 7.4

0.05% (v/v) Tween®-20

5% (v/v) Essigséure

0,1% (w/v) Ponceau S

150 mM Tris-HCI 1 M pH 6,8
45% (/) Glycerin

17% (v/v) B-Mercaptoethanol
15% (w/v) SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau
129 mM Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
5% (v/v) Acrylamid

0.1% (w/v) SDS

0.1% (w/v) APS

0.1% (v/iv) TEMED

50 mM Tris

30 mM Glycin

20% (v/v) Ethanol

4%o (w/v) SDS

1 N H2S04

160 mM Glycin

1% (v/v) Tween®-20

0.1% (w/v) SDS

1:1 H202 und Tetramethylbenzidin
1.4 M NaCl



Material und Methoden

30

TBST

TBSTT

Western Blot

Proteinbestimmung

0.1 M Tris-HCI

TBS 1xpH 7.4

0.1% (v/v) Tween-20
TBS 1xpH 7.4

0.1% (v/v) Triton X-100
0.05% (v/v) Tween®-20

Trenngel 12% SDS-Page 375 mM Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
12% (v/v) Acrylamid
0.1% (w/v) SDS
0.05% (w/v) APS
0.05% (v/v) TEMED
Tabelle 2.6: Puffer und Ldsungen
2.1.7 Laborzubehor
Zubehor Verwendung Firma

Blottingpapier MN 8273

96-Loch ELISA Platten, PS, F-Boden,
MICROLON® 200, med. binding
Combitips® plus 2.5/5 ml
Deckplatten

Entwicklerfilme CEA RP-new
Minisart® sterile Filter 0.1/0.2 um
Neubauer Zahlkammer
Nitrocellulose Blotmembran Protran
BA 85, Porengrdfe 0.45 pm
Nunc-immuno™ 96-Lochplatten

Objekttrager
Pasteur-Glaspipetten

Pipettenspitzen

PVDF Transfermembran ROTI®-
PVDF, PorengroiRe 0.45 um
Reaktionsgefale
(“Eppendorfreaktionsgefal”)
ReaktionsgefdBe (“Falcons”, 15/50 ml)
Serologische Pipetten (2/5/10/25/50 ml)
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Western Blot
ELISA

Zellkultur
Pufferherstellung
Zellkultur

Western Blot
Proteinbestimmung
Zellkultur

Zellkultur

Western Blot

Zellkultur
Zellkultur, MTT

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Agfa HealthCare NV, Mortsel, Belgium
Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

LO Laboroptik, Lancing, UK

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Nunc, Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Dénemark

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Becton Dickinson Labware, Franklin
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Lakes, NJ, USA

Zellschaber Zelllyse Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ, USA
Tabelle 2.7: Verwendetes Laborzubehor
2.1.8 Gerate
Gerat Verwendung Firma

Bandelin Sonopuls
Cawomat 2000 IR
EV231

Fast Blot

HERACELL 150i

Herasafe

IKA MAG® REO
Inkubator
Mini-Protean® 3 Cell
MS1 Minimixer
Multiskan FC

Olympus CK30

pH-Meter Lab 850
Polymax 2040

Power Pac 300

Purelab classic

Rotina 48 R

SLT Spectra ELISA Reader, Software
easyWIN fitting E 5.0 a

Vortex Genie 2™

Zentrifuge 54 24 R

Ultraschall-Homogenisator
Filmentwickler
Stromversorgungsgerét
Elektrophorese

Semi-dry Western Blot
Kammer

Zellinkubator

Werkbank

Magnetriihrer
Zellinkubator
SDS-PAGE Kammer
Vortexmixer

ELISA Messgerét

Phasenkontrastmikroskop,
Zellkultur

pH-Messgerat
Schutteltisch

Stromversorgungsgerat,
Elektrophorese
Vollentsalztes Wasser
Zentrifuge

ELISA Messgerét

Vortexmixer

Zentrifuge

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
Cawo, Schrobenhausen, Deutschland
Consort bvba, Turnhout, Belgien

Biometra, Gottingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Memmert GmbH, Schwabach, Germany
Biorad, Hercules, CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Olympus, Tokyo, Japan

Schott, Mainz, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Biorad, Hercules, CA, USA

Elga GmbH, Wien, Osterreich
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
SLT, Crailsheim, Deutschland

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tabelle 2.8: Verwendete Geréte
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2.2 Zelllinien und ihre Kultivierung

Fur diese Arbeit wurden die humanen Brustkrebszelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und T-47D
verwendet, diese wurden von der American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA,
USA erworben.

Zellllinie Ursprung Expressionsmuster (Neve et al. 2006)
MCE-7 Invasiv duktales Karzinom, Pleurapunktat nach ER+, PR+, HER2-
Chemotherapie
MDA-MB-231 Adenokarzinom, Pleurapunktat nach Strahlentherapie  ER-, PR-, HER2-
T-47D Invasiv duktales Karzinom, Pleurapunktat ER+, PR+, HER2-

Tabelle 2.9: Verwendete Zelllinien. ER = Ostrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, HER2 = human epidermal growth
factor receptor 2

2.2.1 Kultivierung der MDA-MB-231, MCF-7 und T-47D Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C unter 5% CO- in einem Inkubator kultiviert. Als
Kulturmedium diente DMEM (DMEM (1x) + Gluta MAX™-1 Dulbecco’s Modified Eagle
Medium [+] 4.5 g/l D-Glucose [-] Pyruvate, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), welches
mit 10% FCS (w/v) (fetales Kalberserum, hitzeinaktiviert bei 57 °C fur 30 Minuten), 10 mM
HEPES, 0,55 mM L-Arginin und 0,272 mM L-Asparagin versetzt wurde. Das Kulturmedium
wurde alle drei bis vier Tage gewechselt, wobei die Zellen dann eine Dichte von etwa 90%
erreicht hatten. Zum Abldsen der Zellen aus den Zellkulturflaschen wurden sie zundchst mit
PBS gewaschen und fir 5 Minuten mit 0,05% EDTA behandelt, um anschlieend in
Kulturmedium gel6st und zentrifugiert zu werden (330 g fiir 3 Minuten). Das Zellpellet wurde
in Kulturmedium suspensiert und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt. Je nach
Dichte wurde ein Anteil in eine neue Zellkulturflasche gegeben. Zur Kryokonservierung
wurden die Zellen in 5% DMSO/FCS gel6st und in sterilen GefaRen bei -80 °C aufbewahrt, zur
langerfristigen Einlagerung in flissigem Stickstoff bei -196 °C.

2.2.2 Stimulationen der Zelllinien
Far Stimulationsexperimente und anschlieBender Auswertung per Western Blot wurden die

Zellen wie in 2.2.1 beschrieben vorbehandelt. Mit Hilfe der Zéhlkammer wurde die Anzahl der
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Zellen bestimmt. Es wurden je 5 x 10° Zellen in 2000 pl Kulturmedium auf eine 6 cm Platte
ausgesat, fur 2 Tage bis zur 70 %igen Konfluenz bei 37 °C bebritet, um anschlieRend das
Kulturmedium zu entfernen, die Zellen dreimal mit PBS zu waschen und dann mit serumfreien
Medium (DMEM (DMEM (1x) + Gluta MAX™-I Dulbecco’s Modified Eagle Medium [+]
4.5 g/l D-Glucose [-] Pyruvate, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA mit 10 mM HEPES,
0,55 mM L-Arginin und 0,272 mM L-Asparagin) fur erneute 24 Stunden inkubiert zu werden.
30 Minuten vor Stimulationsbeginn wurde das serumfreie Medium erneuert. Zur Stimulation
wurden die Zellen mit 10 ng/ul Chemokin inkubiert und dann zeitabhangig mit Lysepuffer
(siehe 2.1.5) lysiert. Dazu wurden die Platten auf Eis gelegt, das Medium entfernt, zweimal mit
PBS gewaschen und in Folge mit 250 pl Lysepuffer versetzt. Nach Abschaben mit einem
Zellschaber wurden die Zellen in ein Eppendorfgefal transferiert und 20 Minuten auf Eis
gekuhlt. Vor dem Einfrieren bei -20 °C wurden die Proben fur 3 Sekunden mit Ultraschall
behandelt.

Fur die ELISA-Experimente wurden die Zellen ebenfalls wie in 2.2.1 beschrieben kultiviert.
Nach Zahlung der Zellen mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer wurden je 10° Zellen in 500 pl
Kulturmedium auf eine 12-Lochplatte ausgesat, flr 24 Stunden bis zur 70%igen Konfluenz bei
37 °C bebritet und anschlieend dreimal mit PBS gewaschen. Am Folgetag wurde das
hinzugegebene serumfreie Medium entfernt und je nach Experiment 30 Minuten vor
Stimulationsbeginn 450 pl serumfreies Medium (siehe 3.2.2) oder 450 pl serumfreies Medium
plus Hemmstoff/DMSO (siehe 3.3) hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mit den
Chemokinen CXCL4, CXCL9 oder CXCL10 stimuliert (zur Kontrolle diente 5% BSA/PBS,
Losungsmedium der Chemokine). Die 12-Lochplatten wurden fur 24 bzw. 48 Stunden bei
37 °C im Inkubator aufbewahrt, danach wurde 400 pl des Uberstands in Eppendorfgefaie
transferiert, 20 Minuten auf Eis gekuhlt und dann bei -20 °C tiefgefroren.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts eines Zelllysats wurde eine Proteinbestimmung
nach Lowry durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf dem Nachweis von Peptidbindungen
mittels der Biuretreaktion, bei der die Peptidbindungen einen Komplex mit zweiwertigen
Kupferionen eingehen, was zu einem blau-violetten Farbumschlag fiihrt. In einem zweiten

Schritt wird das zweiwertige Kupfer zu einwertigen Kupfer reduziert. Nach Zugabe der gelben
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Folin-Ciocalteu-Reagenz erfolgt ein Farbumschlag von gelb zu blau, da das Reagenz vom
Kupfer reduziert wird. Dieser Farbumschlag kann photometrisch bei 562 nm gemessen
werden (Gornall et al. 1949, Lowry et al. 1951, Smith et al. 1985).

Zur Durchflihrung der Proteinbestimmung wurden die Proben langsam auf 4°C erwérmt und
gemal den Herstellerangaben des Assays weiterverarbeitet. Die Proben wurden 1:100 und 1:50
mit TBSTT verdiinnt, gemischt und auf eine 96-Lochplatte aufgetragen. Anschliefend wurden
die Proben mit 200 pl der ,,Lowry* Reagenz versetzt und abgedeckt fur 10 Minuten inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit 20 pl Folin-Ciocalteu-Reagenz (abgedeckt Uber
Nacht bei Raumtemperatur). Der Farbumschlag wurde am Folgetag bei 562 nm gemessen. Zur
Berechnung des absoluten Proteingehalts wurde eine Standardkurve mit bekannter BSA-
Konzentration in TBSTT verwendet.

2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um in einer Zelle ein spezielles Protein qualitativ und quantitativ bestimmen zu kdnnen, wird
ein Zelllysat entlang eines Spannungsgradienten aufgetrennt. Dabei werden die Molekile durch
ein Acrylamidgel geleitet. Aufgrund ihrer Morphologie diffundieren groRe Molekuile deutlich
langsamer als kleine Molekuile. Auch die Ladung der Proteine beeinflusst die Geschwindigkeit
der diffundierenden Teilchen, da nur Anionen zur positiv geladenen Anode wandern. Um
diesen Effekt zu minimieren, wird die Probe zuvor mit dem Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) inkubiert, was zu einer negativen Ladung aller Proteine fiihrt. Um zu wissen, auf welcher
Hohe das gesuchte Protein l&uft, kdnnen Molekule bekannter GréRe parallel aufgetragen
werden, die dann farbig zu sehen sind.

Zur Trennung der Proteine wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli
durchgefuhrt (Laemmli 1970). Die Proben wurden mit 3x Laemmli-Puffer und PBS auf einen
Proteingesamtgehalt zwischen 7 pug/pl und 40 pg/ul angepasst und fir 5 Minuten bei einer
Zieltemperatur von etwa 95,3 °C denaturiert. Nach Zentrifugieren fir 10 Sekunden mit einer
Tischzentrifuge bei 200 g wurden 35 pl der Probe pro Geltasche aufgetragen. Die Proteine
wurden in 4%igen Sammelgel bei 100 Volt fir 1 Stunde konzentriert und im Anschluss in

12,5%igem Trenngel bei 100 Volt fur etwa 2 Stunden aufgetrennt.

2.3.3 Immunoblot-Analyse
Zur Proteindetektion werden die der GroRe nach aufgetrennten Molekile auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) transferiert (auf3er der Cathepsin B-Immunoblot: hier
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wurde eine Nitrocellulosemembran verwendet). Dieser Transfer erfolgt mit Hilfe eines
elektrischen Felds, wobei die negativ geladenen Proteine entlang ihres elektrochemischen
Gradienten in Richtung der Anode wandern. Fur die Immundetektion einzelner Proteine kdnnen
die Membranen mit Antikorpern inkubiert werden, die an ein Epitop des gesuchten Proteins
binden. Um diese Bindungen nachzuweisen, erfolgt eine Inkubation mit einem Zweitantikorper,
der an den ersten Antikorper bindet und selbst mit einem Enzym gekoppelt ist (meist
Meerrettichperoxidase, kurz HRP von ,,horseradish peroxidase®). HRP wiederum katalysiert
die Umsetzung von Luminol, was mit Lumineszenz verbunden ist. Diese kann per Film
detektiert werden (Renart et al. 1979, Towbin et al. 1979).

Nach Benetzung mit 99%igem Ethanol wurde die Membran auf das Gel gelegt, mit in Semi-
Dry-Puffer getrankten Filterpapieren beidseitig bedeckt und bei 75 mA pro Membran fir
2 Stunden in eine Blotkammer gelegt. Zur Ladekontrolle erfolgte nach Waschen mit PBS die
reversible Farbung mit Ponceau S.

Zur Blockierung von freien Proteinstellen der Membran wurde diese fur eine Stunde mit
5% Milchpulver in PBST oder 5% BSA in PBST inkubiert (siehe unter Tabelle 2.2). Nach
dreimaligem Waschen mit PBST fir jeweils 5 Minuten erfolgte die Inkubation mit den
jeweiligen Antikorpern Uber Nacht bei 4 °C unter stdndiger Durchmischung mittels eines
Schitteltisches. Nach erneutem Waschen mit PBST (dreimalig fir 5 Minuten) wurde die
Membran mit dem jeweiligen Zweitantikorper versehen (1:10000 in 5% Milchpulver/PBST
oder 5% BSA/PBST, je nach Erstantikorper, fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Schitteltisch) und wieder wie vorbeschrieben gewaschen. Die Antikérperbindung wurde im
nachsten Schritt mittels dem Pierce™ ECL Western Blotting Substrat (Anwendung gemél
Herstellerangaben) und des Cawomat 2000 IR Filmentwicklers auf einem Film nachgewiesen.

2.3.4 ELISA

Ein ,,enzymgekoppelter Immunadsorbtionstest (ELISA) basiert auf dem Nachweis eines
Proteins mit Hilfe eines enzymatisch vermittelnden Farbumschlags. Hierfur wird eine 96-
Lochplatte zundchst ber 24 Stunden mit einem Antikorper (,,coating™ bzw. ,,capture®-
Antikdrper) inkubiert, welcher sowohl an die Platte, als auch an ein spezielles Epitop des
gesuchten Proteins binden kann. Nach Waschen mit PBS wird die Platte zur Vermeidung
unspezifischer Proteinbindungen fiir eine Stunde mit 1% BSA/PBS (Blocken) inkubiert. Nun
erfolgt die Inkubation mit dem gesuchten Protein, bzw. mit der Ldsung, in der das spezielle

Protein nachgewiesen werden soll. Der ,,coating*“-AntikOrper bindet dabei an das gesuchte
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Protein. Nach 2 Stunden kann die Platte gewaschen und erneut mit einem Antikorper inkubiert
werden (,,detection“-Antikdrper), welcher an ein anderes Epitop des Proteins bindet. Dabei
entsteht ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex. Der ,,detection“-Antikorper ist mit
einem Reporterenzym (h&ufig Meerrettichperoxidase) gekoppelt, welches ein chromogenes
(farbgebendes) Substrat umsetzen kann. Nach Auswaschen von nicht-gebundenem Antikorper
wird das Chromogen hinzugegeben, es erfolgt ein Farbumschlag. Dabei korreliert die Intensitat
der Farbe mit der Menge an nachgewiesenem Protein, sodass ein ELISA sowohl fir eine
qualitative als auch flr eine quantitative Proteinbestimmung verwendet werden kann (Engvall
etal. 1971, Van Weemen et al. 1971).

Zur Bestimmung der Cathepsin B-Freisetzung nach Stimulation mit Chemokinen wurden die
Uberstande, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, gewonnen. Im Anschluss erfolgte die Cathepsin B-
Bestimmung mittels ,,Human Total Cathepsin B DuoSet ELISA“ gemalR den Angaben des
Herstellers. Hierfir wurde eine 96-Lochplatte mit je 100 pl PBS/“capture antibody
(Verdunnung 1:180) tber Nacht bei Raumtemperatur (alle folgenden Schritte ebenfalls bei
Raumtemperatur) inkubiert. Nach den nun folgenden Schritten wurde die Platte jeweils
mindestens dreimal mit PBST gewaschen.

Zunéachst wurde die Lochplatte mit je 250 pl fir mindestens eine Stunde geblockt
(1% BSA/PBS). Danach erfolgte die Inkubation von je 100 ul Probe bzw. eines BSA-Standards
fir mindestens 2 Stunden, sowie mit 100 pl des Erstantikérpers fir ebenfalls 2 Stunden
(Verdunnung: 1:180). Jeweils fur 20 Minuten wurde die Platte mit je 100 pl Streptavidin-HRP
(Verdinnung 1:200) bei Dunkelheit und im Anschluss mit je 100 pl Substratlésung (1:1 H202
und Tetramethylbenzidin, R&D Systems, DY999) inkubiert. Ohne erneutes Waschen wurde
20 pl Stoplésung (LN H2SOs4) hinzugegeben und die Proteinkonzentration bei 450 nm
photometrisch und mit Hilfe eines ELISA-Readers (SLT-Spectra) ausgewertet. Zur
Berechnung des absoluten Proteingehalts wurde eine Standardkurve mit bekannten BSA-

Konzentrationen in PBS erstellt.

2.3.5 MTT-Assay

Zur Evaluierung, ob Zellen nach Behandlung mit einem Signalkaskadeninhibitor in ihrer
Zellvitalitat und -teilung eingeschrankt wurden, wurde ein MTT-Assay verwendet (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid). Ein MTT-Assay basiert auf einem
Farbumschlag von MTT, welcher durch Reduktion von NADH und NADPH entsteht. Damit

spiegelt die Intensitat des Farbumschlags die Glykolyse der verwendeten Zellen wider und kann
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daher verwendet werden, um die Viabilitat von einer Zellpopulation nachzuweisen (Mosmann
1983).

Um festzustellen, ob die verwendeten Hemmstoffe von Signalkaskaden die Viabilitat von
MDA-MB-231-Zellen signifikant beeinflussen, wurden je 5000 Zellen in drei 96-Lochplatten
ausgesat und fur 24 Stunden in DMEM bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
einmalig mit PBS gewaschen, es erfolgte die Inkubation in Hungermedium fir weitere
24 Stunden. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit den Signalweginhibitoren
(Konzentration 10 mM, verwendete Hemmstoffe: U0126, LY294002, PP1, SB203580,
PD98059) bzw. zur Kontrolle mit DMSO (L6sungssubstanz der Inhibitoren) flr 24, 48 oder
72 Stunden stimuliert. Die Zellen wurden nach der angegebenen Zeit mit MTT versehen
(Konzentration 0,2 mg/ml), zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieend mit MTT-
Lysepuffer lysiert. Nach erneuter Inkubation bei 37 °C Uber Nacht wurde die Lochplatte am

Folgetag bei 590 nm in einem ELISA-Reader (SLT-Spectra) photometrisch ausgemessen.

2.4 Statistische Auswertung

Zur Signifikanzberechnung wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein parameterfreier
statistischer Test (Mann et al. 1947). Der Signifikanzwert wurde als ,,p* definiert. Dabei gibt
,p* die Wahrscheinlichkeit an, dieses Testergebnis zu erhalten, wenn die Nullhypothese wahr
ist. Die Nullhypothese wurde ab einem p < 0,05 abgelehnt, ein Ergebnis von p < 0,01 wurde als
sehr signifikant, ein Ergebnis von p < 0,001 als hoch signifikant eingestuft. In den Diagrammen
wurden die Signifikanzniveaus folgendermallen dargestellt: *=p <0,05, **=p<0,01,
*** =p <0,001. Alle Gruppenpaare wurden mittels des Levenetests auf die Gleichheit der
Varianzen Uberpruft. Dabei war p < 0,05 als signifikante Varianzunterschied definiert, sodass
die Nullhypothese einer gleichen Varianzverteilung abgelehnt wurde (Levene 1960). In den

Diagrammen wurden diese Gruppenpaare mit ,,x* markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis von CXCR3 mittels Western Blot in MDA-MB-231-, MCF-7-
und T-47D-Zellen

Um Aussagen tber den Effekt von Chemokinen auf Brustkrebszellen treffen zu knnen, mussen
die verwendeten Zellen CXCR3 exprimieren. Daher wurden Zellen der Linien MCF-7,
MDA-MB-231 und T-47D mittels Immunoblot untersucht. Es wurden 25 pg Gesamtprotein
von zuvor lysierten Zellen durch SDS-Page aufgetrennt (siehe Kapitel 2), auf eine PVDF-
Membran Ubertragen und mit Hilfe des monoklonalen CXCR3-Antikorpers gefarbt. Als
Referenz wurde eine Farbung mit GAPDH durchgefiihrt. In der Abbildung 3.1 sind
Doppelbanden zu sehen, die den beiden Spleilvarianten CXCR3-A (ungeféhr 41 kDa) und
CXCR3-B (ungeféhr 46 kDa) entsprechen. Alle untersuchten Zelllinien exprimieren vermehrt
CXCRS3-B.
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Abbildung 3.1: Nachweis der Expression von CXCR3 in den Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und
T-47D.
Die Doppelbanden entsprechen den SpleiBvarianten CXCR3-A und CXCR3-B.
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3.2 Regulation von Procathepsin B und Cathepsin B nach Stimulation
mit CXCR3-Liganden in MDA-MB-231-Zellen

3.3.1 Regulation von Procathepsin B und Cathepsin B nach Stimulation mit CXCR3-
Liganden in MDA-MB-231-Zellen: Nachweis mittels Western Blot

Die vermehrte Expression von CXCR3 in Tumorzellen fiihrt zu einem erhohten
Metastasierungspotential sowohl von Mammakarzinomzellen (Ma et al. 2009), als auch von
anderen Tumorentitaten (Utsumi et al. 2014, Yang et al. 2016). Als eine Ursache konnte im
Magenkarzinom die CXCR3-abhédngige MMP-Produktion identifiziert werden (Zhou et al.
2016). Zur Klarung der Frage, ob auch in Mammakarzinomzellen die Stimulation mit
CXCR3-Liganden zu einer vermehrten Proteasenexpression fihrt, wurde deren Effekt auf
MDA-MB-231 und MCF-7-Zellen untersucht. Dafiir wurden MDA-MB-231 und MCF-7 in
6 cm-Schalen ausgesat, bei 70%iger Konfluenz fir 24 Stunden in serumfreien Medium
inkubiert und anschlieBend mit CXCL4, CXCL9 oder CXCL10 (100 ng/ml) fir 48 Stunden
stimuliert. Dabei diente 1% BSA/PBS (L6sungsmedium der verwendeten Chemokine) als
Kontrollstimulanz. Nach Lyse der Zellen wurden jeweils 30 ug Gesamtprotein per SDS-Page
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Als Beladungskontrolle diente
GAPDH. Dabei zeigt Abbildung 3.2, dass bei den Zellen der Zelllinie MDA-MB-231, die mit
CXCL9 oder CXCL10 stimuliert wurden, Cathepsin B (31 kDa) und Procathepsin B (43 kDa)
nach 48 Stunden im Vergleich zur Kontrollstimulation mit 1% BSA/PBS vermehrt exprimiert
wurde. CXCL4 filhrte zu keiner wesentlichen Anderung der Cathepsin-B-Expression. Im
Gegensatz zu CXCL9 und CXCL10, die beide RezeptorspleilRvarianten aktivieren, bindet
CXCL4 selektiv an CXCR3-B (Lasagni et al. 2003). Nach densiometrischer Auswertung
konnte die nach Stimulation mit CXCL9 oder CXCL10 signifikant gesteigerte Expression von
Procathepsin B um etwa 50% quantitativ bestatigt werden. Die verwendeten MCF-7-Zellen
exprimierten entgegen Literaturangaben kein Cathepsin B und wurden daher nicht weiter

untersucht.
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A Stimulation der Zellen mit je 100 ng/ml Stimulanz
Ernte nach 48 Stunden
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Abbildung 3.2: CXCL9 und CXCL10 induzieren die Expression von Cathepsin B.
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MDA-MB-231 und MCF-7 wurden mit CXCL9, CXCL10 oder CXCL4 (100 ng/ml) stimuliert, als Kontrolle diente

1% BSA/PBS. Nach Lyse nach 48 Stunden wurde die Cathepsin B- und Procathepsin B-Expression per Western Blot
ausgewertet. Der Versuch wurde mindestens drei Mal durchgefiihrt. A In MDA-MB-231 waren CXCL9 und CXCL10 potente
Induktoren sowohl von Procathepsin B als auch von Cathepsin B (n=4). CXCL4, nur Induktor von CXCR3-B, fiihrte zu keiner

Signalénderung (n=1). Die verwendeten MCF-7 exprimierten kein Cathepsin B (n=1). A zeigt einen représentativen Western

Blot. B Densiometrische Auswertung aller durchgefiihrten Versuche mit Scion Image. Aufgrund der schwachen

Bandenférbung von Cathepsin B wurde nur Procathepsin B ausgewertet. Die Signifikanzangaben beziehen sich auf den
Vergleich zur BSA/PBS-Kontrolle.
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3.3.2 Regulation von Procathepsin B und Cathepsin B nach Stimulation mit CXCR3-
Liganden in MDA-MB-231-Zellen: Nachweis mittels ELISA

Die Induktion von Cathepsin B durch CXCL9 und CXCL10 konnte in Kapitel 3.3.1 per
Western Blot gezeigt werden. Im Metastasierungsprozess in vivo spielen extrazellulére
Proteasen eine tragende Rolle. Es wurde daher Gberprift, ob die vermehrte Expression von
Cathepsin B nach Stimulation mit CXCL9 oder CXCL10 auch mit einer vermehrten
Freisetzung nach extrazelluldr einhergeht. Hierfir wurden MDA-MB-231 in 12-Lochplatten
ausgesat, bei 70%iger Konfluenz fur 24 Stunden mit serumfreien Medium inkubiert und
anschlieBend mit CXCL9, CXCL10 oder CXCL4 fir 48 Stunden stimuliert. Die Uberstande
wurden abgenommen und mittels Cathepsin-B-ELISA untersucht. CXCL9 und CXCL10
erhdhten auch die Freisetzung von extrazellularem Cathepsin B um etwa 20-40%. Diese Effekte
waren sowohl nach einer Stimulationszeit von 24 als auch nach 48 Stunden nachweisbar
(Abbildung 3.3). Die Stimulation mit CXCL4 fuhrte zu keiner signifikanten Zunahme von
Cathepsin B im Vergleich zur Kontrollstimulation mit 1 %BSA/PBS (selektive Bindung an
CXCR3-B).

B  MDA-MB-231 nach 24 stunden
Nachweis von Cathepsin B

A MDA-MB-231 nach 48 Stunden
Nachweis von Cathepsin B

1,6 1,6
1,4 14
04 04
0 0
1% BSA/PBS 100 ng/ml 100 ng/ml 100 ng/ml 1% 100 ng/ml 100 ng/ml
CXCL9  CXCL10  CXCL4 BSA/PBS CXCL9  CXCL10

Abbildung 3.3: CXCL9 und CXCL10 induzieren die extrazellulére Freisetzung von Cathepsin B.

MDA-MB-231 wurden fiir 48 bzw. 24 Stunden mit CXCL9, CXCL10 oder CXCL4 (100 ng/ml) stimuliert. Als Kontrolle diente
1% BSA/PBS (L6sungsmedium der Chemokine). Nach Stimulation der Zellen mit CXCL9 oder CXCL10 konnte sehr bis hoch
signifikant mehr Cathepsin B im Uberstand nachgewiesen werden, wahrend die Stimulation mit CXCL4 nur einen geringen,
nicht signifikanten Effekt auf die Cathepsin B-Freisetzung hat. A zeigt die Induktion nach 48 stindiger Stimulation (n=3), B
nach 24 Stunden (n=2). Die Signifikanzangaben beziehen sich auf den Vergleich zur BSA/PBS-Kontrolle.
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3.3 Verantwortlicher Signalweg fur die CXCR3-abhangige Regulation
von Cathepsin B in MDA-MB-231-Zellen

3.3.1 Untersuchung des ERK-Signalwegs mittels ELISA

In Kapitel 3.2 konnte gezeigt werden, dass CXCL9 und CXCL10 Cathepsin B in
MDA-MB-231-Zellen induzieren konnen. CXCL4 fihrte zu Kkeiner signifikanten
Expressionsédnderung. Wahrend CXCL9 und CXCL10 beide RezeptorspleiRvarianten von
CXCR3 aktivieren, bindet CXCL4 selektiv an CXCR3-B. Dies weist auf eine divergierende
Rolle der beiden RezeptorspleiBvarianten bei der chemokininduzierten Cathepsin B-
Freisetzung hin. Die Ligandenbindung an CXCR3-A kann zu einer Aktivierung der Signalwege
ERK, AKT und Src fiihren (Bonacchi et al. 2001), wéhrend Gber eine Bindung an CXCR3-B
vorwiegend p38 aktiviert wird (Petrai et al. 2008). Daher stellt sich die Frage, welcher
Signalweg flr die Expression von Cathepsin B nach CXCR3-Aktivierung verantwortlich ist.
Es wurden MDA-MB-231 in 12-Lochplatten ausgesat, fir 24 Stunden mit serumfreien Medium
inkubiert und anschlie3end fir 48 Stunden mit CXCL9 oder CXCL10 stimuliert. Es konnte eine
vermehrte Freisetzung von Cathepsin B im Vergleich zur Kontrollstimulation beobachtet
werden. Nach Inkubation der Zellen mit dem MEKZ1/2-Inhibitor U0126 (10 uM, Hemmung des
ERK-Signalwegs) hatte die Chemokinstimulation keinen Effekt mehr auf die Cathepsin-B-
Ausschiittung. Um die basale Cathepsin B-Ausschittung als Grundwert bestimmen zu kdnnen,
wurden einige Zellen als Kontrolle mit 1% BSA/PBS (Ldsungsmedium der Chemokine) und
DMSO (Loésungsmedium der Signalweginhibitoren) behandelt. Dadurch liel? sich beobachten,
dass die basale Cathepsin-B-Ausschuttung durch Hemmung der ERK-Signalkaskade um etwa

50% verringert wurde.
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Abbildung 3.4: Der ERK-Signalweg ist an der chemokininduzierten Cathepsin B-Freisetzung beteiligt.

MDA-MB-231 wurden fur 48 Stunden mit CXCL9 oder CXCL10 stimuliert. 1% BSA/PBS diente als Kontrolle. Weitere Zellen
wurden vor der Stimulation mit U0126 oder PD98059 (MEKZ/2-Inhibitoren) inkubiert, um die entsprechende MAPK
auszuschalten. AnschlieRend wurden die Uberstande abgenommen und mittels ELISA hinsichtlich der Cathepsin B-
Freisetzung untersucht. Die Stimulation mit CXCL9 (A) und CXCL10 (B) hatte keinen Effekt auf die Cathepsin B-
Ausschittung, wenn die Zellen zuvor durch U0126 inkubiert wurden. Zusétzlich fuhrte die Hemmung von ERK zu einer
reduzierten basalen Cathepsin B-Freisetzung (n=3). Abbildung C und D zeigen, dass die Hemmung mit PD98059 den
Chemokineffekt auf die Cathepsin B-Freisetzung nicht unterdriicken konnte (n=1). Die Signifikanzangaben beziehen sich auf

den Vergleich zur BSA/PBS + DMSO-Kontrolle.
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Um die Reproduzierbarkeit dieser Versuche zu uberprifen, wurde neben U0126 auch der
MEKZ1/2-Inhibitor PD98059 verwendet. Bei dem einmalig durchgefiihrten Experiment konnten
die Chemokine CXCL9 bzw. CXCL10 auch bei den per PD98059 gehemmten Zellen eine
gesteigerte Cathepsin-B-Expression bewirken, es zeigte sich eine Verringerung der basalen
Cathepsin B-Freisetzung um 50%. Um dieses zunéchst widerspruchliche Ergebnis erklaren zu
konnen, wurden die verwendeten Inhibitoren auf ihre Wirksamkeit Uberprift. Wie oben
beschrieben wurden die Zellen in 12-Lochplatten ausgesat. Dabei wurden die Zellen jedoch nur
mit U0126 und PD98059 in den Konzentrationen von 1 uM und 10 uM inkubiert. Als Kontrolle
dienten Zellen, die nur mit DMSO, nicht aber mit einem Hemmstoff versetzt wurden. Die fiir
24 Stunden stimulierten Zellen wurden nach Abnahme der Uberstiande gewaschen und mit Hilfe
eines Puffers lysiert und geerntet. Nach einer Proteinbestimmung wurden 35 pg Gesamtprotein
per SDS-Page aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mit Phospho-p42/44
(ERK1/2) und Total-p42/44 (ERK1/2) geférbt. Dabei zeigte sich, dass 10 uM von U0126 in der
Lage sind, ERK potent zu hemmen, da kein phosphoryliertes ERK mehr nachweisbar war.
Durch die Hemmung mit U0126 wurde auch die Menge an Total-p42/44 (ERK1/2) reduziert.
Werden nur 1 uM verwendet, ist eine Restphosphorylierung von ERK zu erkennen. Im
Gegensatz dazu lasst sich bei Verwendung von PD98059 auch bei 10 uM eine zwar verringerte,
aber noch deutlich erkennbare aktive Form von ERK beobachten. 1 uM PD98059 hat kaum
einen Effekt auf ERK. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine inkomplette Hemmung von ERK
bereits die basale Freisetzung von Cathepsin B beeinflusst, fur den Chemokineffekt allerdings

eine suffiziente Hemmung des Signalwegs vorliegen muss.
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Abbildung 3.5: Wirksamkeit der ERK-Hemmung durch U0126 und PD98059.

MDA-MB-231-Zellen wurden mit den MEK1/2-Hemmstoffen U0126 oder PD98059 fiir 24 Stunden inkubiert, lysiert und
mittels Western Blot analysiert. DMSO wurde als Kontrolle verwendet (Lésungsmedium der Hemmstoffe) (n=1). A zeigt, dass
bei Verwendung von 10 uM U0126 kein Phospho-p42/44 mehr nachweisbar war, wéhrend 1 uM von U0126 eine geringe
Restaktivierung von ERK zulieR. PD98059 (ibte bei gleicher Konzentration eine geringere Hemmung aus (B), sowohl bei
10 pM als auch bei 1 uM war ein Nachweis von Phospho-p42/44 maglich. (C) zeigt die densiometrische Auswertung der ERK-

Hemmung.

3.3.2 Weitere Signalwege mittels ELISA

In 3.3.1 konnte gezeigt werden, dass der ERK-Signalweg eine Rolle in der chemokininduzierten
Cathepsin B-Freisetzung spielt. Durch die Aktivierung von CXCR3 kdnnen neben ERK auch
AKT, Src und p38 aktiviert werden (Bonacchi et al. 2001, Petrai et al. 2008). Daher wurde das
oben beschriebene Experiment ebenfalls mit den Inhibitoren PP1 (Src-Hemmstoff), SB203580
(Hemmstoff von p38) und LY294002 (Hemmstoff der Phosphoinositid-3-Kinase, aktiviert
AKT) durchgefihrt. In Vorversuchen zeigten sich vergleichbare Ergebnisse bei der Stimulation
mit CXCL9 bzw. CXCL10, sodass bei den weiteren Versuchen nur CXCL10 als Stimulanz
verwendet wurde. Als Inkubationszeit wurden 24 oder 48 Stunden gewéhlt. Im beschriebenen
Versuchsaufbau konnte festgestellt werden, dass der Inhibitor LY294001 (Hemmstoff der
Phosphoinositid-3-Kinase, aktiviert AKT) und der Src-Inhibitor PP1 ebenfalls in der Lage
waren, den Effekt von CXCL10 auf die Cathepsin-B-Freisetzung zu unterdriicken. Es zeigte

sich, dass LY294001 die basale Cathepsin-B-Expression um etwa 70% unterdriickt, PP1 um
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40-50%. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stand die Hemmung des Signalwegs p38 durch
SB203580. Hier war der Inhibitor nicht in der Lage, die chemokininduzierte Cathepsin B-
Freisetzung zu blockieren. In zwei Versuchen fuhrte die Verwendung von SB203580 zu einer
Unterdriickung der basalen Chemokinsekretion, im dritten Versuch war die basale Freisetzung
erhoht. Worauf dieser Effekt beruhte, ist unklar. Da die erhéhte Freisetzung von Cathepsin B
in allen drei Versuchen nachweisbar war, wurde zur Signifikanzberechnung nur die Zellen

verglichen, die jeweils mit Hemmstoff inkubiert waren.
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Abbildung 3.6: Src und AKT spielen eine Rolle in der chemokininduzierten Cathepsin B-Freisetzung, p38 jedoch nicht.
MDA-MB-231 wurden mit den Hemmstoffen PP1 (Src-Signalweg), LY294002 (AKT-Signalweg) oder SB203580 (p38-
Signalweg) fiir 24 oder 48 Stunden inkubiert, lysiert und mittels ELISA analysiert. DMSO wurde als Kontrolle verwendet
(Lésungsmedium der Hemmstoffe) (n= jeweils 3). A und B zeigen, dass eine Hemmung von Src und AKT den Effekt von
CXCL10 auf die Chemokinfreisetzung unterbinden konnte, wéhrend die Hemmung von SB203580 weiterhin einen
Chemokineffekt zulie (C). Zur besseren Darstellbarkeit sind nur zwei Versuche abgebildet. (D) zeigt alle drei VVersuche mit
1% BSA/PBS + Hemmstoff als Kontrolle, dabei filhrt die Stimulation mit CXCL10 zu einer signifikanten Anderung der
Cathepsin B-Freisetzung.
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3.3.3 Einfluss der Signalwegs-Inhibitoren auf das Zellwachstum

Fur die veranderte basale Cathepsin B-Freisetzung durch die verwendeten Hemmestoffe gibt es
unterschiedliche Erklarungsansatze. Einmal weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die
Expression von Cathepsin iber AKT, Src und ERK reguliert wird. Eine weitere
Erklarungsmaglichkeit ware ein verringertes Wachstum der behandelten Zellen. Es ist bekannt,
dass die genannten Signalwege proliferativ stimulierend wirken. Werden nun die Zellen in ihrer
Proliferation gehemmt, kann es im Vergleich zu normal wachsenden Zellen zur verringerten
Freisetzung von Proteinen kommen, da insgesamt weniger Zellen vorhanden sind. Um diese
Maglichkeit zu Uberprifen, wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt. Dabei wurden MDA-MB-231
in 96-Lochplatten ausgesat, 24 Stunden in serumfreien Medium und anschliefend mit DMEM,
DMSO (Trégersubstanz der Hemmstoffe), LY294002, U0126, PP1, SB203580 und PD98059
inkubiert. Nach jeweils 24, 48 und72 Stunden wurden die Zellen mit MTT fir zwei Stunden
inkubiert und anschlieBend tber Nacht lysiert (jeweils bei 37°C). Am nédchsten Tag erfolgte die
photometrische Auswertung bei 590 nm. DMSO alleine fiihrte bereits zu einer signifikanten
Wachstumsminderung nach 24 und 48 Stunden. Zu allen Zeitpunkten flhrte weder SB203580
(p38-Inhibitor) noch PD98059 (ERK-Inhibitor) zu einer Anderung des Zellwachstums.
LY294002 (Hemmstoff der Phosphoinositid-3-Kinase, aktiviert AKT) senkte das
Zellwachstum nach 24 Stunden um etwa 20%, nach 48 Stunden war das Wachstum um etwa
10% erhoht und nach 72 Stunden war kein Effekt mehr zu messen. Nach Inkubation mit U0126
(ERK-Inhibitor) zeigten die Zellen nach 48 und 72 Stunden ein signifikant vermindertes
Wachstum um etwa 20%. Die Hemmung des Src-Signalwegs mittels PP1 fiihrte stets zu einer
hoch signifikanten Wachstumsminderung, nach 24 und 48 Stunden um 20% und nach 72
Stunden um 40%.
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Abbildung 3.7: Uberpriifung einer antiproliferativen Wirkung von Signalweginhibitoren auf MDA-MB-231-Zellen.

Die Zellen wurden mit den angegebenen Signalweginhibitoren inkubiert (10 uM). Die Auswertung der Zellproliferation wurde
mittels MTT-Assay durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen nach 24 Stunden, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden mit MTT
fur 24 Stunden inkubiert und anschlieRend densiometrisch ausgemessen (n=3). Dabei bewirkte PP1 zu allen Zeitpunkten eine
signifikante Wachstumshemmung, U0126 hemmte das Wachstum nach 48 und 72 Stunden signifikant und LY 294002 fiihrte
zundchst zu einer Inhibition nach 24 Stunden bzw. zu einem vermehrten Zellwachstum nach 48 Stunden. Signifikanzniveaus:

p <0,05=*, p < 0,01=** p < 0,001=***, Die Signifikanzangaben beziehen sich auf den Vergleich zur DMSO-Kontrolle.
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3.4 Aktivierung von Signalwegen durch CXCL9 und CXCL10 in
MDA-MB-231-, MCF-7- und T-47D-Zellen

Die Ergebnisse in 3.2 und 3.3 legen nahe, dass durch die Stimulation der Zellen mit
Chemokinen eine Beeinflussung des ERK-Signalwegs erfolgt. Die Regulation von
Signalkaskaden ist zeitabhéngig und sollte daher zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen
werden (Sidahmed et al. 2012). Es wurden die Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und T-47D
auf die zeitabhangige Phosphorylierung von ERK nach Chemokinstimulation untersucht. Dazu
wurden die Zellen in 6 cm-Schalen ausgesat, fiir 24 Stunden in serumfreien Medium inkubiert
und anschlieBend mit 100 ng/ml Chemokin stimuliert. Nach 0 bzw. 2, 5, 10, 15, 30, 60,
120 Minuten und 24 Stunden wurden die Zellen geerntet und lysiert. Nach einer
Proteinbestimmung wurden jeweils gleiche Mengen (zwischen 10 pug und 40 pg) an
Gesamtprotein per SDS-Page aufgetrennt. Durch den Ubertrag der Proteine auf eine PVDF-
Membran konnten die Banden anschlieRend mit einem Antikdrper gegen phosphoryliertes
p42/44 (folgend p-ERK genannt) oder mit einem Antikorper gegen phosphoryliertes und nicht
phosphoryliertes p42/44 (folgend t-ERK genannt) geféarbt werden. Zur Kontrolle wurden die
Zellen mit 1% BSA/PBS ebenfalls zeitabhangig stimuliert (Lésungsmedium der Chemokine).
Nach Stimulation von MDA-MB-231 mit CXCL9 konnte innerhalb der ersten Stunde eine
Aktivierung von ERK festgestellt werden, welche nach 2 Stunden in eine Inaktivierung
uberging. Nach 24 Stunden war nur noch eine 70%ige Aktivierung festzustellen (verglichen
mit Zeitpunkt 0). CXCL10 hingegen fihrte zu keiner Anderung der Grundaktivitat. Nach
24 Stunden konnte in einem Versuch eine Inaktivierung, in einem zweiten eine Aktivierung
beobachtet werden. Nach Inkubation mit 1% BSA/PBS konnten unspezifische Aktivierungen
und Inaktivierungen nach allen Zeitpunkten beobachtet werden.

Bei Zellen der Zelllinie MCF-7 flhrte die Stimulation mit CXCL9 zun&chst nach 2 Minuten zu
einer Inaktivierung von ERK, die etwa 30 Minuten anhielt. Nach 2 Stunden konnte eine Uber
24 Stunden anhaltende, fast verdoppelte Aktivierung von ERK festgestellt werden. Auch
CXCL10 verursachte zunachst eine Inaktivierung des Signalwegs mit einem Punctum
maximum nach 10 Minuten. Nach 24 Stunden war die ERK-Aktivitdt im Vergleich zum
Ausgangswert um 50% gesteigert. Nach Stimulation der Zellen mit 1% BSA/PBS
(Losungsmedium der Chemokine) kam es ebenfalls zu unspezifischen Aktivierungen und

Deaktivierungen von ERK.
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Die Stimulation von T-47D mit CXCL9 fuhrte nach 24 Stunden zu einer starken ERK-
Aktivierung, nach Stimulation mit CXCL10 liel? sich kein relevanter Effekt feststellen. Am
starksten war die ERK-Aktivierung jedoch nach Stimulation mit 1% BSA/PBS (Kontrolle)
ausgepragt.

Um einen etwaigen Effekt von BSA/PBS (Lésungsmedium der Chemokine) auf die ERK-
Phosphorylierung nicht als Chemokineffekt zu interpretieren, wurde bei der densiometrischen
Auswertung die Werte der Kontrolle von den Stimulationswerten mit CXCL9 bzw. CXCL10

abgezogen.
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3.4.1 Regulation von p-ERK/ERK nach Stimulation mit CXCR3-Liganden in MDA-
MB-231-Zellen
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Abbildung 3.8: Induktion des ERK-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in MDA-MB-231.

Die Zellen wurden 24 Stunden gehungert und anschlieBend mit 100 ng/ml CXCL9 (A) oder CXCL10 (B) stimuliert. Als
Kontrolle diente 1% BSA/PBS (L6sungsmedium von CXCL9 und 10) (C). AnschlieBend wurden die Zellen nach der
angegeben Zeit lysiert, geerntet und per Western Blot ausgewertet (n=3). Nach Stimulation mit CXCL9 war nach 24 Stunden
weniger p-ERK nachweisbar. CXCL10 fiihrte nach 24 Stunden zu einer vermehrten p-ERK-Expression. In der Kontrolle mit
1% BSA/PBS sind ebenfalls unspezifische Aktivierungen zu sehen, die nicht reproduzierbar waren.
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Abbildung 3.9: Induktion des ERK-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in MDA-MB-231-Zellen.

Densiometrische Auswertung von 3.8. Um einen etwaigen Effekt von BSA/PBS (Ldsungsmedium der Chemokine) auf die
ERK-Phosphorylierung nicht als Chemokineffekt zu interpretieren, wurde die Kontrolle abgezogen. (A) CXCL9 filhrte zu allen
Zeitpunkten innerhalb einer Stunde zu einer vermehrten ERK-Phosphorylierung. Nach 24 Stunden war eine verminderte
Aktivierung von ERK messbar. (B) CXCL10 hemmte die ERK-Phosphorylierung nach 15 Minuten und 2 Stunden. Zwischen
2 und 5 Minuten war die ERK-Aktivitat &hnlich der Ausgangsaktivitat. Nach 24 Stunden lieR} sich eine vermehrte ERK-

Phosphorylierung messen.
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3.4.2 Regulation von p-ERK/ERK nach Stimulation mit CXCR3-Liganden in MCF-7-
Zellen
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Abbildung 3.10: Induktion des ERK-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in MCF-7-Zellen.

Die Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Medium inkubiert und anschliefend mit 100 ng/ml CXCL9 (A) oder CXCL10
(B) stimuliert. Als Kontrolle diente 1% BSA/PBS (Ldsungsmedium von CXCL9 und CXCL10) (C). Anschliefend wurden die
Zellen nach der angegeben Zeit lysiert, geerntet und per Western Blot ausgewertet (n=3). Die Banden, die p-ERK entsprechen,
waren innerhalb von 30 Minuten abgeschwécht und nach 24 Stunden vermehrt angeférbt. In der Kontrolle waren ebenfalls

unspezifische Aktivierungen zu sehen, die nicht reproduzierbar waren.
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Abbildung 3.11: Induktion des ERK-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in MCF-7.

Densiometrische Auswertung von 3.10. Um einen etwaigen Effekt von BSA/PBS (Ldsungsmedium der Chemokine) auf die
ERK-Phosphorylierung nicht als Chemokineffekt zu interpretieren, wurde die Kontrolle abgezogen. (A) CXCL9 fihrte
zwischen 2 Minuten und zwei Stunden zu einer verminderten ERK-Phosphorylierung, wobei dieser Effekt nach 5 Minuten den
Punctum maximum erreichte. Nach 24 Stunden war eine vermehrte Aktivierung von ERK messbar. (B) CXCL10 hemmte die
ERK-Phosphorylierung innerhalb von 2 bis 10 Minuten, sowie nach 1 und 2 Stunden. Nach 15 bzw. 30 Minuten und nach

24 Stunden war die ERK-AKktivitat ahnlich der Ausgangsaktivitat.
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3.4.3 Regulation von p-ERK/ERK nach Stimulation mit CXCR3-Liganden in T-47D-
Zellen
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Abbildung 3.12: Induktion des ERK-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in T-47D.

Die Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Medium inkubiert und anschlieBend mit 100 ng/ml CXCL9 (A) oder CXCL10
(B) stimuliert. Als Kontrolle diente 1% BSA/PBS (Lésungsmedium von CXCL9 und CXCL10) (C). Anschlieend wurden die
Zellen nach der angegeben Zeit lysiert, geerntet und per Western Blot ausgewertet (n=3) In allen VVersuchen konnte nach
24 Stunden eine ERK-Aktivierung beobachtet werden, wobei diese im Kontrollversuch am deutlichsten war.
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Abbildung 3.13: Induktion des ERK-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in T-47D.

Densiometrische Auswertung von 3.12. Um einen etwaigen Effekt von BSA/PBS (Lésungsmedium der Chemokine) auf die
ERK-Phosphorylierung nicht als Chemokineffekt zu interpretieren, wurde die Kontrolle abgezogen. (A) CXCL9 fiihrte nach
2 und 5 Minuten zu einer vermehrten ERK-Phosphorylierung. Zu den restlichen Messzeiten war eine verminderte ERK-
Phosphorylierung gemessen, die nach 2 Stunden am ausgeprégtesten war. (B) CXCL10 hemmte die ERK-Phosphorylierung
zu allen Messzeiten, wobei der Effekt nach 24 Stunden am stérksten war. Betrachtet man die Western Blots sind nach
24 Stunden eine zunehmende Bandenférbung zu erkennen, die im Vergleich zur Kontrolle jedoch geringer ausfallen. Nach

Abzug der Kontrolle erh&lt man rechnerisch daher eine verminderte ERK-Phosphorylierung.
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3.4.4 Regulation von p-AKT/AKT nach Stimulation mit CXCR3-Liganden in MDA-
MB-231- und MCF-7-Zellen

Wie in 3.3 beschrieben, spielt auch AKT eine Rolle in der chemokininduzierten Cathepsin B-
Freisetzung. Daher wurde die Aktivierung bzw. Inaktivierung dieses Signalwegs nach CXCR3-
Liganden-Stimulation in MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen untersucht. Dazu wurden die
Zellen in 6 cm-Schalen ausgesat, fur 24 Stunden mit serumfreien Medium inkubiert und
anschlieend mit 100 ng/ml Chemokin stimuliert. Nach 15 Minuten und 24 Stunden wurden
die Zellen lysiert. Nach einer Proteinbestimmung wurden jeweils gleiche Mengen (zwischen
10 pug und 40 pg) an Gesamtprotein per SDS-Page aufgetrennt. Durch den Ubertrag der
Proteine auf eine PVDF-Membran konnten die Banden anschlieBend mit einem Antikdrper
gegen phosphoryliertes AKT und im Vergleich mit einem Antikdrper gegen phosphoryliertes
und nicht phosphoryliertes AKT gefarbt werden. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit
1% BSA/PBS ebenfalls zeitabhangig stimuliert (Lésungsmedium der Chemokine).

In MDA-MB-231 fuhrte die Stimulation mit CXCL4 zu einer AKT-Inaktivierung, sowohl nach
15 Minuten, als auch nach 24 Stunden. Die Stimulation mit CXCL9 und CXCL10 zeigte keinen
Effekt. In den Zellen der Linie MCF-7 lieR sich nach 15 Minuten und nach 24 Stunden kein
Effekt auf die AKT-Aktivierung nachweisen.
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Abbildung 3.14: Induktion des AKT-Signalwegs durch CXCR3-Liganden in MCF-7 und MDA-MB-231.

Die Zellen der Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 (A) und MCF-7 (B) wurden 24 mit serumfreien Medium inkubiert und
anschliefend mit 100 ng/ml CXCL9, CXCL10 und CXCL4 stimuliert. Als Kontrolle diente 1% BSA/PBS (Lésungsmedium
von CXCL9, CXCL10 und CXCL4). Danach wurden die Zellen nach der angegeben Zeit lysiert, geerntet und per Western Blot
ausgewertet (n=1). Die Banden, die p-Akt entsprechen, farben sich nach Stimulation von MDA-MB-231-Zellen mit CXCL4
schwécher an.
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4 Diskussion

4.1 Induktion von Cathepsin B durch CXCR3-Liganden im

Mammakarzinom

William Halsted prégte zu Beginn des letzten Jahrhunderts die Theorie, dass Tumoren lokale
Erkrankungen sind, deren Metastasierung Schritt fur Schritt erfolgt. Dabei metastasiert der
Tumor zun&chst in die Lymphknoten und erst anschlieBend in periphere Organe. Spater
widersprach Bernard Fisher, indem er postulierte, dass Brustkrebs eine primér systemische
Erkrankung sei. Die operative Entfernung von Lymphknoten hat daher flr ihn vor allem
prognostische, statt kurative Bedeutung (Kawada et al. 2011). Aktuelle Studien belegen weder
die eine noch die andere Theorie, sondern weisen vielmehr auf eine Mischung aus beiden
Theorien hin. So konnte in der Z0011-Studie kein signifikanter Uberlebensvorteil nach
Axilladissektion bei positivem Sentinellymphknoten festgestellt werden (Giuliano et al. 2010).
Andererseits fihrt die lokale Tumorkontrolle zu einem verbessertem Uberleben (Clarke et al.
2005). Die Abgrenzung von Tumoren, die aggressiv und schnell metastasieren, von solchen,
die ein geringes metastatisches Potential aufweisen, ist fir Therapieentscheidungen essentiell.
Eine Rolle spielen hier Proteasen, im Mammakarzinom konnte die Bedeutung von Cathepsin B
in diesem Zusammenhang bereits mehrfach gezeigt werden (siehe 1.4.3).

Wodurch entsteht die Uberexpression von Proteasen im Tumorgewebe? Eine mdgliche
Erklarung liefert diese Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass die Chemokine CXCL9 und

CXCL10 die Freisetzung von Cathepsin B aus Mammakarzinomzellen hervorrufen.

4.1.1 Cathepsin B und seine Bedeutung als Immunevasionsmechanismus

In den durchgefiihrten Versuchen konnte sowohl eine Steigerung von Procathepsin B in
Zelllysaten (nach 48 Stunden), als auch eine vermehrte Freisetzung von aktivem Cathepsin B
in Zelluberstdnden gemessen werden (nach 24 und 48 Stunden). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass sowohl die Genexpression, als auch die Verteilung von intrazelluldren
Zellbestandteilen nach extrazelluléar durch die Chemokinstimulation beeinflusst werden.
Damit liegen sie im Einklang mit vorherigen Arbeiten, die bereits zeigen konnten, dass
Chemokine in der Lage sind, zu einer vermehrten Expression von anderen Proteasen wie MMPs

im Tumorgewebe zu sorgen (Zipin-Roitman et al. 2007, Zhou et al. 2016). Die Uberexpression
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von MMP-9 nach Chemokinstimulation in MDA-MB-231 bestétigte sich in eigenen Versuchen
ebenfalls (Daten nicht gezeigt).

Dieser Mechanismus bietet eine Erklarung, weshalb eine hohe Expression von Chemokinen im
Tumorgewebe nach Chemotherapie mit einem verlangerten krankheitsfreien Uberleben im
Mammakarzinom einhergeht (Specht et al. 2009), die Expression des Rezeptors selbst auf
Tumorzellen die Prognose jedoch verschlechtert (Ma et al. 2009): Die Chemokine wirken
chemotaktisch und locken so Immunzellen in den Tumor, der daraufhin angegriffen und
zurilickgedrangt werden kann (Loetscher et al. 1996, Tarazona et al. 2016). Dagegen entwickelt
der Tumor sogenannte ,Immunevasionsmechanismen®. Darunter werden eigentlich
physiologische Mechanismen zusammengefasst, die sich der Tumor zunutze macht, um vom
Immunsystem unerkannt zu bleiben oder dieses in seiner Aktivitdt zu hemmen. Zu den
Immunevasionsmechanismen gehort die Produktion von immunsuppressiven Zytokinen wie
IL-10, was die Aktivitat von T-Zellen herabsetzt und Tumorzellen zu einer verringerten
Expression ihrer MHC-1-Molekiile veranlasst (Petersson et al. 1998, Mocellin et al. 2003,
Llanes-Fernandez et al. 2006). Generell fihren Verédnderungen in der Antigenprozessierung
dazu, dass T-Zellen entartete Zellen nicht erkennen oder abtéten kénnen (Meidenbauer et al.
2004) und kénnen auch mit einer Prognoseverschlechterung der Tumorerkrankung einhergehen
(Garcia-Lora et al. 2003, Seliger et al. 2010). Auch ein veranderter Metabolismus verschafft
Tumorzellen einen Wachstumsvorteil im Vergleich zum umgebenden Gewebe. Als Beispiel
lasst sich das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase anfiihren, welches in Tumorgewebe héufig
Uberexprimiert ist und zu einer Unterversorgung der restlichen Zellen mit Tryptophan fiihrt
(Frumento et al. 2002). Die Dipeptidylpeptidase 4 ist in der Lage, CXCL10 zu spalten und
dadurch die lymphozytére Infiltration von Tumorgewebe zu hemmen (Barreira da Silva et al.
2015).

In der vorliegenden Arbeit konnte ein bisher nicht beschriebener VVorgang beschrieben werden,
der ebenfalls als Immunevasionsmechanismus verwendet werden konnte. Durch die
Stimulation mit CXCL9 und CXCL10 erfolgt die Bildung der Protease Cathepsin B. Dies ist
wahrscheinlich Teil eines physiologischen Prozesses, da Cathepsin B CXCL9 und CXCL10
spalten und inaktivieren kann (Repnik et al. 2015). Dass Proteasen am Abbau von
Chemokingradienten beteiligt sind, wurde schon mehrfach beschrieben, MMPs sind
beispielsweise ebenfalls in der Lage CXCL4, CXCL9 und CXCL10 zu spalten (Van Den Steen
et al. 2000, Van den Steen et al. 2003). In gesundem Gewebe fihrt dies zu einem negativen
Feedback-Mechanismus, der eine Uberschiefende Immunantwort durch zu starke

Immunzellinvasion verhindern und zu einem Abflauen der Entziindungsreaktion fiihren kann.
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Im Tumorgewebe kann der Tumor jedoch doppelt profitieren: Cathepsin B erhoht die
Tumorinvasivitdt und das Metastasierungspotential, wahrend dabei durch Abbau der
Chemokine die lymphozytére Infiltration des Tumors reduziert wird.

A Chemokine und ihre Rolle der Tumorbekdmpfung

e — —

NK-Zellen
TILs CXCL9/10

Chemotaktischer Gradient Tumorgewebe

EZM

B Chemokine und Cathepsin B als Immunevasionsmechanismus

Bindung an CXCR3

cxcLono | Inaktivierung

Tumorgewebe .
g Abbau des Gradienten Cathepsin B

Degradation EZM

Metastasierung

Abbildung 4.1.: Die chemokin-induzierte Cathepsin B-Freisetzung als potentieller Immunevasionsmechanismus.
A zeigt schematisch die protektive Funktion von Chemokinen gegen Tumoren, indem sie Immunzellen in den Tumor locken
und so zur Tumorbekdmpfung beitragen. Der Tumor exprimiert jedoch selbst CXCR3 und ist dadurch in der Lage Cathepsin B

zu bilden, was wiederum zur Degradation von extrazelluldrer Matrix und zum Abbau des Chemokingradienten fiihren kann:
Ein Immunevasionsmechanismus (B).
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4.1.2 Verantwortliche Signalwege fur die chemokininduzierte Cathepsin B-Freisetzung
Um den Signalweg identifizieren zu konnen, der fir die Freisetzung von Cathepsin B
verantwortlich ist, wurde die basale Cathepsin B-Freisetzung von MDA-MB-231-Zellen mit
der chemokininduzierten Freisetzung verglichen und zwar mit und ohne Hemmstoffe der
untersuchten Signalwege. Untersucht wurden die Signalwege, die bereits in der Literatur nach
CXCR3-Aktivierung beschrieben wurden, also ERK, Akt, p38 und Src (Bonacchi et al. 2001,
Petrai et al. 2008).

U126, ein Hemmstoff der ERK-Signalkaskade, war dabei in der Lage, den Unterschied in der
Cathepsin B-Freisetzung zwischen Kontrolle und Stimulation mit CXCL9 oder CXCL10
vollstandig zu nivellieren. Damit lasst sich zeigen, dass dieser Signalweg essentiell an der
chemokinduzierten Expression von Cathepsin B beteiligt sein muss. Da CXCL9 und CXCL10
auch AKT und Src aktivieren kénnen, wurden diese Signalwege ebenfalls mit den jeweiligen
Hemmestoffen LY294001 und PP1 gehemmt. Auch durch Blockierung dieser Signalwege wurde
der Effekt von CXCL10 auf die Cathepsin B-Konzentration aufgehoben. Die Hemmung von
p38 hingegen hatte keinen Einfluss auf die chemokininduzierte Cathepsin B-Freisetzung.
Erklaren lassen sich diese Ergebnisse damit, dass ERK, AKT und Src uber verschiedene
Verbindungsmolekile miteinander kommunizieren und somit vernetzt sind (siehe Abbildung
4.2). Die Induktion von Cathepsin B durch CXCL10 kann daher durch alle drei Signalwege
hervorgerufen werden. Diese Hypothese steht im Einklang mit Ergebnissen von Bonacchi et
al., die eine ERK-, AKT- und Src-Aktivierung nach Ligandenbindung an CXCR3 in Kupffer-
Zellen beschreiben konnten (Bonacchi et al. 2001). Dass die gemeinsame Aktivierung und
Vernetzung dieser drei Signalwege in verschiedenen Prozessen eine Rolle spielen, konnte
bereits in mehreren Veroffentlichungen gezeigt werden (siehe auch Abbildung 4.2., (Almeida
et al. 2005, Kato et al. 2008, Li et al. 2013)). So fuhrt beispielsweise eine Stimulation von Hep
G2-Zellen (hepatozellulares Karzinom) mit Bradykinin zu einer CXCL8-Freisetzung. Nach
Hemmung von ERK, Src, JNK und p38 war der Bradykinin-Effekt nicht mehr nachweisbar
(Chan et al. 2016).

Aufféllig war, dass PD98059, ebenfalls ein Hemmer von ERK, nicht in der Lage ist, den Effekt
von Chemokinen auf die Freisetzung von Cathepsin B zu blockieren. Dieses zunéchst
widersprichliche Ergebnis lieR sich dadurch erkléren, dass die verwendete Konzentration von
10 puM nicht in der Lage war, ERK vollstdndig zu blockieren, sondern noch eine Restaktivitat
zuliel3 (siehe 3.3.1, die Konzentration wurde gemal den Herstellerangaben gewéhlt). Dieses
Ergebnis l&sst den Schluss zu, dass nur die vollstandige ERK-Inaktivierung den Chemokin-

Effekt unterdriicken kann.
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MDA-MB-231-Zellen, in denen Signalwege gehemmt wurden, wiesen durchweg eine
geringere basale Expression von Cathepsin B auf. Am stérksten war dieser Effekt bei der
Hemmung von AKT, dort sank die Freisetzung auf 20% des Ausgangswerts. Worauf dieser
Effekt beruht ist unklar — AKT scheint an der basalen Freisetzung von Cathepsin B maligeblich
beteiligt zu sein, konnte allerdings auch eine wichtige Rolle in der Freisetzung in den
extrazellularen Raum spielen.

Eine weitere Erklarung ist, dass die gehemmten Signalwege generell proliferative Signale
hervorrufen — nach Wegfall dieser konnte es zu einem Wachstumsriickgang oder sogar zu
apoptotischen Vorgangen der Zellen kommen und somit zu einer quantitativ verminderten
Cathepsin-B-Ausschiittung. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein MTT-Assay
durchgefuhrt. LY294002, Hemmstoff des AKT-Signalwegs, fuhrt nach 24 Stunden zu einer
signifikanten Wachstumsreduktion der Zellen um etwa 30%, nach 48 bzw. 72 Stunden lie3en
sich keine Wachstumsunterschiede mehr feststellen. Auch der Src-Inhibitor PP1 war in der
Lage das Zellwachstum um bis zu 40% zu reduzieren, eine Wachstumsreduktion war nach allen
Zeitpunkten festzustellen, U0126 (ERK-Inhibitor) reduzierte das Wachstum um bis zu 20%
nach 48 und 72 Stunden. Damit ist klar, dass die verwendeten Signalweginhibitoren einen
Einfluss auf das Zellwachstum der verwendeten Zelllinie hatten. Die basale Ausschittung von
Cathepsin B lasst sich allerdings nicht in ein lineares Verhaltnis mit der Proliferation der mit
Hemmstoff inkubierten Zellen setzen — so senkte SB203580 ebenfalls die basale Cathepsin B-
Ausschittung, wobei im MTT-Assay keine antiproliferative Wirksamkeit festgestellt wurde.
Auch die Hohe der Wachstumsreduktion korrelierte nicht mit der verringerten basalen
Cathepsin B-Freisetzung.

Mdglich ist auch, dass die basale Expression von Cathepsin B Uber ein Zusammenwirken von
ERK, AKT und Src gesteuert wird. Um die Chemokinwirkung auf die Cathepsin B-Freisetzung
zu unterdrtcken, reicht daher die Hemmung von nur einem Signalweg.

Welcher Effekt nun genau zur Reduktion der Cathepsin B-Freisetzung geflihrt hat oder ob es
sich um eine Kombination aus verschiedenen Effekten handelt, bleibt unklar und bedarf

weiterer Experimente.
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Abbildung 4.2.: Die Vernetzung unterschiedlicher Signalwege nach Rezeptoraktivierung (nach (Singh et al. , Neves et al.
2002, New et al. 2007, Bhatt et al. 2013, Arkun 2016)).

4.1.3 Verantwortliche Rezeptorsplei3variante fiir die chemokininduzierte
Cathepsin B-Freisetzung

CXCR3 besitzt drei Spleivarianten CXCR3-A, CXCR3-B und CXCR3-alt, wobei in vivo
insbesondere CXCR3-A und CXCR3-B relevant zu sein scheinen. Die Bedeutung der beiden
Varianten in Tumoren ist divergierend (Cerny et al. 2015): Die Uberexpression von CXCR3-A
im Tumorgewebe trégt zu der Entstehung von Metastasen bei und ist daher als ungunstiger
Faktor zu bewerten. Beispielsweise flihrt sie im Prostatakarzinom zur Zellmigration und

Invasion der Tumorzellen (Wu et al. 2012). Kurzlich konnten Utsumi et al. zeigen, dass in
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metastasierten Nierenzellkarzinomen die Konzentration von CXCR3-A deutlich hoher als in
nicht-metastasierten Tumoren ist (Utsumi et al. 2014).

CXCR3-B ist fiir protektive Mechanismen verantwortlich. So hat CXCR3-B vor allem einen
angiostatischen Effekt, wodurch im Tumor eine antiproliferative Aktivitat beobachtet werden
kann. Auch die Metastasierung wird durch CXCR3-B gebremst (Li et al. 2015).

Es stellt sich daher die Frage, ber welche Spleilvariante die Regulation von Cathepsin B
vermittelt wird. In den durchgefuhrten Experimenten war CXCL4 nicht in der Lage, die
Freisetzung von Cathepsin B zu beeinflussen. Da CXCL4 selektiv an CXCR3-B bindet, legen
diese Ergebnisse nahe, dass die chemokininduzierte Cathepsin B-Freisetzung Giber CXCR3-A
vermittelt wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von p38 keinen Einfluss
auf die Cathepsin B-Freisetzung hatte. CXCR3-B vermittelt seine Funktion hauptsachlich tber
p38 (Petrai et al. 2008). Dies bekraftigt die These, dass CXCR3-B nicht an der Cathepsin B-
Freisetzung beteiligt ist.

Dass CXCR3-A in der Regulation von Proteasen beteiligt und damit onkogen wirken kann, ist
bereits haufiger gezeigt worden. Im hepatozelluldaren Karzinom konnte CXCR3-A als die
SpleiBvariante identifiziert werden, die zur Freisetzung der Proteasen MMP-2 und MMP-9
fiihrt (Ding et al. 2016). Das Uberwiegen von CXCR3-A im Vergleich zu CXCR3-B férdert im
Prostatakarzinom die Zellmotilitat, wahrend die Uberexpression von CXCR3-B Zellinvasion
senken kann (Wu et al. 2012). Dieser Effekt wurde bereits flr weitere Tumorentitaten
beschrieben, so kann CXCL10 im Magenkarzinom uber die Aktivierung von CXCR3-A eine
Zellinvasion und -migration bewirken, im Gegenzug Uber CXCR3-B das Zellwachstum
hemmen (Yang et al. 2016). Eine Ursache fur das erhohte Metastasierungspotential ist auch im
Magenkarzinom die vermehrte Freisetzung von MMP-2 und MMP-9 (Zhou et al. 2016).

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dass CXCR3-A in Bezug auf die
Expression im Mammakarzinom tumorférdernd und damit vielleicht auch prognoselimitierend
ist (Cerny et al. 2015, Li et al. 2015). Neben den bisher untersuchten Mechanismen wie
Vermittlung von Zellmotilitat und Proliferation liefert die Induktion von Cathepsin B und der

damit einhergehende Immunevasionsmechanismus einen weiteren Beleg fur diese These.
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4.2 Die Aktivierung von Signalwegen durch CXCL9 und CXCL10

4.2.1 ERKund AKT

Die Aktivierung von membrangebundenen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren flhrt zu einer
intrazellularen Signalkaskade, durch die eine Antwort der Zelle auf den externen Stimulus
erreicht werden kann. Dazu gehoren rasche (z.B. Degranulation von Thrombozyten) wie
langfristige VVorgénge (z.B. veranderte Genexpression). Mittlerweile ist klar, dass das komplexe
Zusammenspiel aus Aktivierung und Deaktivierung verschiedener Signalkaskaden die
Zellhom@ostase steuern.

In Kapitel 4.1.2 ist bereits die Rolle von ERK, Akt und Src nach Chemokinstimulation
diskutiert worden. Die Cathepsin B-Freisetzung nach Stimulation der Tumorzelle mit CXCR3-
Liganden ist abhangig von diesen drei Signalwegen, was impliziert, dass eine Aktivierung der
Signalwege vorliegt. Trotzdem bleibt die Frage bestehen, in welchem zeitlichen Rahmen diese
Aktivierung stattfindet und ob nicht auch hemmende Signale vorliegen kénnten. Um diesen
Sachverhalt zu kl&ren, wurden Mammakarzinomzelllinien mit CXCL9 und CXCL10 stimuliert,
zeitabhangig lysiert und per Immunoblot analysiert, wann und in welchem MaRe eine
Signalkaskadenaktivierung stattfindet. Dabei lag der Fokus auf ERK. Der Immunoblot wurde
als Methodik in Anlehnung an zahlreiche Verdffentlichungen gewéhlt (McCune et al. 2010,
Jijon et al. 2012, Yamakawa et al. 2013, Chen et al. 2014).

Um die Aktivierung messen zu kdnnen, wurde der Anteil von phosphoryliertem p44/42 MAPK
zu dem Gesamtanteil von p44/42 MAPK betrachtet. In Zellen der Linie MCF-7 fiihrte die
Stimulation mit CXCL9 und CXCL10 zunéchst zu einer Hemmung des Signalwegs nach 10-
15 Minuten, die dann in eine langfristige ERK-Aktivierung tiberging. Diese Ergebnisse bieten
insofern eine neue Erkenntnis, da eine hemmende Wirkung von CXCR3-Liganden bisher nicht
beschrieben wurde (siehe Kapitel 1.3.3 und (Bonacchi et al. 2001)). Es zeigt aulRerdem erneut
die komplexen Zusammenspiele von Signalkaskaden auf, wenn durch den gleichen Stimulus
Signalwege aktiviert und gehemmt werden kénnen.

In Zellen der Linie MDA-MB-231 konnte nach Stimulation mit CXCL9 nach 24 Stunden eine
Hemmung des ERK-Signalweges festgestellt werden. Dieses Ergebnis steht zunéchst nicht im
Einklang zu der Theorie, dass die ERK-Aktivierung zu einer Freisetzung von Cathepsin B fiihrt,
da die Hemmung des Signalweges die Chemokinwirkung unterbinden konnte. Es muss
zunachst festgehalten werden, dass die Anzahl der durchgefiihrten Versuche nicht ausreichend

war, um eine abschlielende Bewertung des Sachverhalts treffen zu kdnnen. Weiterhin ist fur
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die Freisetzung von Cathepsin B nicht ein einzelner Weg verantwortlich. Vielmehr fiihrt eine
gemeinsame Aktivierung und vielleicht auch Hemmung der Signalkaskaden zu diesem Effekt.
CXCL10 fihrte nach 24 Stunden in einem Experiment zu einer ERK-Aktivierung, in einem
weiteren Experiment zu einer Hemmung von ERK. Bei identischer Versuchsdurchfiihrung
konnte kein Confounder identifiziert werden, was zusatzlich Zweifel an der gewahlten
Methodik aufkommen lasst und diese Testreihe letztendlich nicht auswertbar war.

Bezuglich der Aktivierung von AKT wurden nur wenige Versuche durchgefiihrt, die keine
abschlieende Bewertung zulassen. Es zeigte sich ein Trend flr eine Hemmung des Signalwegs
Uber CXCLA4. Diese Ergebnisse kénnten einen Hinweis auf die Rolle von CXCL4 beztiglich der
Freisetzung von Cathepsin B sein. Wie bereits in 4.1. berichtet, ist CXCL4 nicht in der Lage
eine signifikante Veranderung der Cathepsin B-Expression zu bewirken. Gleichzeitig flhrt die
Hemmung von AKT zu einer deutlich geminderten, konstitutiven Cathepsin B-Freisetzung. Die
Ursache davon konnte weniger die mangelnde ERK oder Src-Aktivierung, sondern die

Hemmung von AKT sein.

4.2.2 Methodisches Vorgehen

Trotz haufiger Durchfuhrung des Experiments und grof3er Sorgfalt konnten in der Kontrolle
immer wieder unspezifische Phospho-p44/42-Aktivitdit gemessen werden. Bei den
Kontrollexperimenten wurden die Zellen statt mit Chemokin mit 1% BSA/PBS stimuliert
(Losungsmedium der Chemokine). Woher kam diese unspezifische Aktivierung? Einerseits ist
es denkbar, dass BSA eine Aktivierung von ERK auslésen kann. In der Literatur finden sich
keine Daten, die diese Hypothese bestétigen oder verwerfen kdnnen.

Die Zellen wurden bei einer ca. 70-80%igen Konfluenz stimuliert. Nach 24 Stunden zeigten
sich die Zellen etwa bis 95% konfluent. Anderungen der Konfluenz koénnten die Ursache der
unspezifischen Aktivierungen darstellen. In Fibroblasten ist ERK maRgeblich an der
Kontakthemmung wachsender Zellen beteiligt und wird nach Zell-Zell-Kontakten gehemmt
(Wayne et al. 2006). Dadurch kann ein Uberschielendes Wachstum verhindert werden. In
Sarkomzellen ist dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.

Eine weitere Erklarung sind mechanische Erschiitterungen, die durch das Arbeiten mit den
Zellen an der Werkbank hervorgerufen werden. Kippenberger et al. konnten zeigen, dass
physikalische Stimuli in epidermalen Zellen zu einer schnellen Phosphorylierung von AKT
innerhalb von 10 Minuten flhren (Kippenberger et al. 2005). Auch ERK und JNK werden in
Keratinozyten und Melanozyten aktiviert (Kippenberger et al. 2000). Dieser Effekt ist fir
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weitere Zellen, wie Herzfibroblasten, Skelett- und Herzmuskelzellen, beschrieben (Aronson et
al. 1997, MacKenna et al. 1998, Seko et al. 1999, Galpin et al. 2012). Als Ursache konnten
aktivierte Integrine und sich 6ffnende lonenkanale identifiziert werden (Silver et al. 2003).
Trotz sorgfaltiger Arbeitsweise mussen mechanische Stimuli als Ursache der unspezifischen
Aktivierungen in Betracht gezogen werden.

Welcher Natur die Aktivierungen in den Kontrollversuchen auch war — direkter Effekt,
physiologischer Prozess oder mechanische Einwirkung — sie fiihren dazu, dass die Ergebnisse,
die unter 4.2.1 diskutiert wurden, nur unter Vorbehalt auszuwerten sind. Wenn in den
Kontrollen Effekte zu sehen sind, die sich teilweise deutlicher als die Effekte der
Chemokinstimulation auswirkten, kann keine endgultige Aussage tiber ERK-Aktivierung nach
CXCR3-Ligandeninkubation getroffen werden. Damit gilt: Jedes Experiment steht und fallt mit

seiner Kontrolle.
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5 Zusammenfassung

In Deutschland ist das Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung der Frau und damit
auch fur die meisten krebsassoziierten Todesfalle verantwortlich. Chemokine spielen eine
wichtige Rolle in der Tumormikroumgebung des Mammakarzinoms. Liganden von CXCR3,
CXCL9 und CXCL10, kénnen durch Chemotaxis Immunzellen in Tumorgewebe locken und
so zur Einddmmung des Tumors durch das Immunsystem fiihren. Gleichzeitig geht eine
Uberexpression von CXCR3 auf Mammakarzinomzellen mit einer verschlechterten Prognose
einher.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Ligandenbindung an CXCR3 in
MDA-MB-231-Zellen zu einer vermehrten Freisetzung und Bildung von Cathepsin B fuhrt,
einer Protease, deren Uberexpression vielfach mit erhohter Invasivitat, Metastasierung und
Prognoseverschlechterung im Mammakarzinom in Verbindung gebracht worden ist.
Gleichzeitig kann Cathepsin B CXCL9 und CXCL10 spalten und inaktivieren, wodurch der
Chemokingradient abgebaut werden kann. Dies konnte eine verminderte lymphozytare
Infiltration des Tumors zur Folge haben. Hierdurch entstent fir den Tumor ein
Wachstumsvorteil, weshalb dieser Vorgang ein Immunevasionsmechanismus darstellen
konnte.

CXCR3 besitzt zwei relevante SpeilRvarianten: CXCR3-A und CXCR3-B. CXCR3-A kann die
Signalwege AKT, ERK und Src aktivieren, wéhrend CXCR3-B seine Funktion vorwiegend
uber p38 vermittelt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von AKT, ERK
und Src die vermehrte Cathepsin B-Freisetzung durch Ligandenbindung an CXCR3
unterdriickt, weshalb diese Signalwege in diesem Prozess involviert sein missen. Weil nach
Hemmung von p38 weiterhin ein Effekt durch die Stimulation mit Chemokinen gemessen
werden kann, kann p38 und damit die SpleiBvariante CXCR3-B nicht fur den beschriebenen
Effekt verantwortlich sein. Eine weitere Bestatigung dieser These liefert die Beobachtung, dass
CXCLA4 nicht in der Lage ist, die Cathepsin B-Freisetzung zu erhéhen, da CXCL4 selektiv nur
an CXCR3-B binden kann. Zusammenfassend liefert diese Arbeit eine genauere
Charakterisierung von CXCR3 und seine Rolle im Mammakarzinom. Die These, dass die
Expression von CXCR3-A auf Tumorzellen onkogen wirken kann, wird unterstutzt, wéahrend
CXCR3-B keinen Einfluss auf die Expression von Cathepsin B hat. Dies zeigt die ambivalente

Rolle der CXCR3-Achse in Mammatumoren.
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7 Abklrzungen

Abkiirzung

ADAM Disintegrin und Metalloprotease

ALND Axillare Lymphknotendissektion

ATP Adenosintriphosphat

BET brusterhaltende Therapie

BRCA 1/2 ,,Breast cancer* %2 (Tumorsuppressorgen)

BSA Bovines Serumalbumin

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CD4+ cluster of differentiation 4

CD8+ cluster of differentiation 8

CTX Chemotherapie

DARC Duffy Antigen/Receptor fiir Chemokine

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DPP IV Dipeptidylpeptidase 4

ECL Extrazellulare Schleife

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EGF epidermal growth factor* (epidermaler Wachstumsfaktor)
ELISA ,,Enzyme-linked Immunosorbent Assay*

ELR Glutamyl-Leucyl-Arginin-Motiv

ER Ostrogenrezeptor

ERK ~Extracellular-signal Regulated Kinase®, auch p42/44 MAPK
EZM Extrazelluldre Matrix

FCS fetal calf serum* (fetales Kilberserum)

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Gi G-Inhibitor

G-Protein Guanosintriphosphat-bindendes Protein

Gs G-stimulierend

HER2 .human epidermal growth factor receptor 2* (humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2)
HR Hormonrezeptor

HRP ,horseradish peroxidase* (Meerrettichperoxidase)

ICL Intrazellulére Schleife

IFN-y Interferon-y

11-10 Interleukin 10

11-8 Interleukin 8

LK Lymphknoten

MAPK ~mitogen activated protein“-Kinase

ME Mastektomie

MHC-I -Major Histocompatibility Complex* (Haupthistokompatibilitidtskomplex)
MMP Matrix-Metalloproteinase
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NADH Nicotinamidadenindinukleotid

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NGF Nervenwachstumsfaktor

NK-Zellen Natirliche Killerzellen

NST ,,hon specific type“ (invasives Mammakarzinom des nicht spezifischen Typs)
PAI-I Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1

PBMC “peripheral blood mononuclear cells” (periphere mononukledre Blutzellen)

PBS -phosphate buffered saline* (phosphatgepufterte Salzlosung)

PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen

PR Progesteronrezeptor

PST Primér systemische Therapie (Mammakarzinom)

PVDF Polyvinylidenfluorid

Ras Akronym aus ,,rat” und ,,sarcoma‘

RTX Strahlentherapie

SDS Natriumdodecylsulfat

SERM Selektiver Ostrogen-Rezeptormodulator

SH2 und SH3 Src-Homologiedoméne 2 und 3

SLN HSentinellymphnode® (Wéchterlymphknoten)

SLNB »-Sentinellymphnode biopsie* (Wéchterlymphknotenentfernung)

Src Akronym aus ,,cellular und ,,sarcoma‘

TBS L, Tris-buffered saline (trisgepufferte Salzlosung)

TBSTT TBS mit Tween und Triton

TIMP “Tissue inhibitor of metalloproteinases” (Gewebeinhibitor von Metalloproteinasen)
TIL Tumor infiltrierende Lymphozyten

TNBC triple negative breast cancer” (Hormonrezeptor negatives, HER2 negatives Mammakarzinom)
TNF-a Tumornekrosefaktor o

uicC ,union internationale contre le cancer (Internationale Vereinigung gegen Krebs)
uPA Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator

WHO ,World Health Organisation* (Weltgesundheitsorganisation)
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