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1. Einleitung

1.1. Matrix-Metalloproteinasen

Im Jahr 1962 wurde erstmals ein Enzym beschrieben, das in der Lage war, Kollagenfasern zu
degradieren (Gross und Lapiere, 1962; Xenopus-Kollagenase). Heute, mehr als fiinfundvierzig
Jahre spiter, sind mehr als 24 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) bekannt, zu denen auch die
genannte Kollagenase gehort. AuBler in Vertebraten wurden zahlreiche MMPs auch in
Invertebraten und im Pflanzenreich identifiziert, beispielsweise in Drosophila, C. elegans und
in Arabidopsis thaliana (fiir eine Ubersicht s.: Somerville, 2003).

Biochemisch sind MMPs zinkabhingige Endopeptidasen, die an physiologischen und
pathophysiologischen Umbauprozessen der Extrazelluldaren Matrix (ECM) beteiligt sind.

MMPs besitzen die folgenden gemeinsamen Charakteristika (Powell et al., 1996):

1. Samtliche Mitglieder der MMP-Familie zeigen eine charakteristische Doménenstruktur
(Abb. 1.1).

2. Substrate fiir MMPs sind liberwiegend Proteine, welche am Aufbau der ECM und der
Basalmembran beteiligt sind.

3. Die proteolytische Aktivitdt sdmtlicher MMPs wird spezifisch durch ihre endogenen
Inhibitoren, den ,,tissue inhibitors of matrix metalloproteinases* (TIMPs) gehemmt.

4. Die meisten MMPs werden als inaktive Proenzyme sezerniert, wihrend einige wenige
ausschlieBlich als transmembrane Proenzyme nachweisbar sind.

5. Das aktive Zentrum aller MMPs enthilt ein Zinkion und benétigt als einen weiteren
Kofaktor Kalzium.

6. Eine maximale Enzymaktivitit der MMPs wird im physiologischen pH-Bereich erreicht

(zwischen pH 7,2 und pH 7.,4).
1.1.1. Einteilung, Lokalisierung und Struktur der MMPs

Urspriinglich wurden MMPs nach ihrer Substratspezifitit in Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysine und Matrilysine unterteilt (Egeblad und Werb, 2002). Inzwischen wurde zur

besseren Ubersichtlichkeit eine fortlaufende Nummerierung eingefiihrt und anerkannt

(s. Tab. 1.1).



Tab. 1.1 Die MMP-Familie und ihre Substrate

Enzym Pseudonym Kollagen- Weitere Substrate
Substrate
MMP-1 Kollagenase-1 LILILVILVII| Aggrecan, Gelatine, MMP-2, MMP-9, TNF-a, IGF-BP-2,
X IGF-BP-3, IL-1p, Perlecan, al-Proteinase-Inhibitor
MMP-2 Gelatinase A LILILIV,V,VI| Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Laminin, MMP-9, MMP-13,
ILX,XI IL1-B, TGF-B, TNF-a, IGF-BP-3, IGF-BP-5, al-Proteinase-
Inhibitor
MMP-3 Stromelysin-1 ILILIV,IX.X, | Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Gelatine, Laminin, MMP-7,
XI MMP-8, MMP-13, IGF-BP-3, Plasminogen, TNF-a,
IL-1pB, E-Cadherin, Perlecan, al-Proteinase-Inhibitor
MMP-7 Matrilysin IV, X Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Gelatine, Laminin, MMP-1,
MMP-2, MMP-9, Fas-L, TNF-a, Plasminogen,
ol-Proteinase-Inhibitor
MMP-8 Kollagenase-2 LILILV,VIL,VI| Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Gelatine, Laminin,
11,X TNF-a, IGF-BP, a.1-Proteinase-Inhibitor
MMP-9 Gelatinase B IV,V,VILX,XI | Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Gelatine, IL1-f, TGF-f3,
\Y TNF-a, Plasminogen, a1-Proteinase-Inhibitor, IL-2Ra
MMP-10 Stromelysin-2 1ILIvV,v Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Gelatine, Laminin, MMP-1,
MMP-8
MMP-11 Stromelysin-3 Aggrecan, Fibronektin, Laminin, IGF-BP-1, al-Proteinase-
Inhibitor
MMP-12 Metalloelastase v Elastin, Fibronektin, Gelatine, Laminin, Plasminogen,
TNF-0, al-Proteinase-Inhibitor
MMP-13 Kollagenase-3 LILIILIV Aggrecan, Gelatine, TNF-a
MMP-19 RASI, v Fibronektin, Aggrecan, COMP, Laminin, Gelatine
Stromelysin-4
MMP-20 Enamelysin Aggrecan, Amelogenin, COMP
MMP-21
MMP-23 CA-MMP
MMP-26 Matrilysin-2 v Gelatine, Fibronektin, IGF-BP-1, MMP-9, ol-Proteinase-
Inhibitor
MMP-28 Epilysin
MMP-14 MT1-MMP LILIIT Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Gelatine, Laminin, MMP-2,
MMP-13, CD44, TNF-a, al-Proteinase-Inhibitor
MMP-15 MT2-MMP Fibronektin, Gelatine, Laminin, MMP-2, TNF-a
MMP-16 MT3-MMP MMP-2, TNF-a
MMP-17 MT4-MMP Fibrin, Gelatine, TNF-o
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP v Gelatine, Fibronektin, Laminin, o.1-Proteinase-Inhibitor
MMP-27 MMP-22,
C-MMP

Verindert nach: Chakraborti et al., Molecular and Cellular Biology, 2003; Overall und Lopez-Otin, Nature

Reviews Cancer, 2002; Overall http://www .clip.ubc.ca/lab/contact.html.

Mit Ausnahme von MMP-7, MMP-23 und MMP-26 besitzen alle MMPs eine Prodomine,

eine katalytische Doméne und eine Hémopexin-/Vitronektin-dhnliche Doméne (Abb. 1.1).

Séamtliche MMPs werden durch das N-terminale Propeptid in einem latenten Zustand gehalten

(,,Cystein-switch®). Dieser wird normalerweise erst nach der Abspaltung des Propeptids

aufgehoben. Die katalytische Doméne, welche tiber eine hochkonservierte Bindungsregion fiir
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Zink verfiigt, ist mit der Himopexin-/Vitronektin-dhnlichen Doméne iiber eine Gelenkregion

(,,Hinge*“-Region) verbunden.

Kollagenase-Familie
MMP-1, MMP-8, MMP-13
Stromelysin-Familie
MMP-3, MMP-10, MMP-11
Andere MMPs

MMP-12, MMP-19, MMP-20,
MMP-27, MMP-28, MMP-21

Gelatinase-Familie
MMP-2, MMP-9

Zn?*

Membran-Typ-Familie
MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24

Membran-Typ-Familie
MMP-17, MMP-25

Matrilysin-Familie
MMP-7, MMP-26

MMP-23A, MMP-23B

Signalpeptid

Hamopexin-ahnliche Doméane

Propeptid D Transmembran-Domane

Katalytische Doméane

o Glycosylphosphatidylinositol

. Fibronektin-Typ-1l-Modul [ ] cystein-Array

Gelenkregion . Immunglobulin-dhnliche Domane

Abb. 1.1 Die Doméinenstruktur der MMPs
Verindert nach Overall und Lopez-Otin, Nature Reviews Cancer, 2002

Fiir die Substratspezifitit und die Interaktion mit den TIMPs ist die Himopexin-/Vitronektin-
dhnliche Doméne von essenzieller Bedeutung. Einige MMPs (MMP-14 bis MMP-17 sowie
MMP-24 und MMP-25) konnen hingegen nicht sezerniert werden, sondern sind tiber eine
Transmembran-Doméne oder iiber ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Rest in der
Plasmamembran verankert. Diese werden daher als membranstindige (MT)-MMPs

zusammemgefasst (fiir eine Ubersicht s.: Sternlicht und Werb, 2001). MMP-23A und



MMP-23B besitzen zwar eine identische Aminosduresequenz, werden aber von zwei
unterschiedlichen Genen kodiert. Anstelle der Himopexin-Doméne verfiigen diese liber eine
Immunglobulin-dhnliche und eine ,,Cystein Array“-Doméne (Gururajan et al., 1998; Velasco
et al., 1999).

Die als Gelatinasen zusammengefassten MMP-2 und MMP-9 besitzen innerhalb des
Aminoterminus der katalytischen Doméne zusitzlich ,,Tandem-Fibronektin-Typ-II-
Doménen®, welche als spezifische Bindungsdoménen fiir Gelatine dienen (Shipley, 1996).
MMP-9 weist innerhalb seiner Gelenkregion eine zusitzliche Doméne auf, die dem Kollagen

des Typs V sehr dhnelt, deren Funktion aber bislang noch unbekannt ist (Somerville, 2003).
1.1.2. Regulation der MMPs

Die Regulation der proteolytischen MMP-Aktivitit findet mindestens auf drei verschiedenen
Ebenen statt: der Genexpression, der Aktivierung der Pro-MMPs sowie der Inhibition durch
TIMPs (Abb. 1.2). Simtliche MMPs werden als inaktive Pro-MMPs synthetisiert, welche
durch den bereits erwihnten ,,Cystein-switch® in ihrer latenten Form gehalten werden. Er
bezeichnet die Interaktion zwischen einer Cysteinsulphohydryl-Gruppe der Prodoméne und
dem zentralen Zinkatom der katalytischen Domine (Van Wart und Birkedal-Hansen, 1990;
Springman et al., 1990).

Wihrend die meisten MMPs als latente Enzyme sezerniert werden, besitzen MMP-11,
MMP-27 und sdmtliche MT-MMPs ein Furin-dhnliches Erkennungsmotiv. Dieses Motiv
ermoglicht bereits eine intrazelluldre Aktivierung durch Subtilisin-dhnliche Serinproteasen
(Pei und Weiss, 1995). Sezernierte MMPs konnen durch bereits aktivierte MMPs oder durch
verschiedene Serinproteasen aktiviert werden (fiir eine Ubersicht s.: Sternlicht und Werb,
2001; Woessner und Nagase, 2000).

Die Aktivitit von MMPs wird auflerdem durch intrinsische Inhibitoren wie die zuvor
erwihnten TIMPs reguliert. MMPs und TIMPs bilden zumeist stochiometrische Komplexe in
einem Verhéltnis von 1:1, welche dann die Aktivierung der gebundenen MMP verhindern
(Brew et al., 2000). Neben den TIMPs spielt ein zweiter endogener Inhibitor eine wichtige
Rolle: das a-2-Makroglobulin, ein Plasmaprotein, welches an MMPs bindet und mit diesen
einen Kkatalytisch inaktiven MMP-Makroglobulin-Komplex bildet (Sottrup-Jensen und
Birkedal-Hansen, 1989).
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Abb. 1.2 Regulationsebenen der MMPs (nach Overall und Lopez-Otin, Nature Reviews Cancer, 2002)

Die konstitutive Expression, die fiir fast alle beschriebenen MMPs unter den meisten
physiologischen Bedingungen gering ist, kann unter bestimmten Voraussetzungen, bei denen
Umbauprozesse der ECM stattfinden, induziert werden. Zu den potentesten Stimuli vieler
MMPs zidhlen proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und die als
Tumorpromotoren wirksamen Phorbolester (Kheradmand et al., 1998; Sternlicht und Werb,
1999). Die Vielfalt der externen Stimuli fiir MMPs spiegelt sich auf Ebene der die MMPs
regulierenden Signaltransduktionswege wider. Diese beinhalten besonders hdufig Mitogen-
aktivierte Protein-Kinase (MAPK)-abhingige Signalwege, zu denen die p38-MAPK, die Jun-
N-terminalen Kinasen/Stress-aktivierten Proteinkinasen (JNK/SAPK) und die extrazellular
regulierten Kinasen (ERK) zédhlen (Westermarck und Kéhiri, 1999; Simon et al., 1998;
Johansson et al., 2000; Eberhardt et al., 2000a).

Der ERK1/2-Signalweg kann beispielsweise durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und
anderen Mitogenen stimuliert werden. Im Gegensatz dazu werden die JNK/SAPK- und p38-
MAPK-Signalwege vorwiegend durch Stress-Stimuli wie UV und Sauerstoffradikale oder
durch inflammatorische Zytokine induziert (Robinson et al., 1997; Paul et al., 1997). Durch



eine MAPK-abhidngige Phosphorylierung konnen fiir die MMP-Transkription wichtige
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Aktivator Protein 1 (AP-1) (Franklin et al., 1995; Kajanne et
al., 2007; Lee et al., 2007) oder Ets (Liu et al., 2005; Lynch et al., 2004) aktiviert werden
(Newberry et al., 1997; Weng et al., 2008; Cortez et al., 2007; Reunanen et al., 2002).

Ein weiterer zentraler Regulationsweg tiber den die Aktivierung der MMP-Expression erfolgt
ist die Protein-Kinase-C (PKC) (s. Kapitel 1.3), welche in den meisten Zellen durch eine
Stimulation mit dem Phorbolester 12-O-Tetradekanoylphorbol-13-Azetat (TPA) aktiviert
wird. Wie Dbereits erwdhnt, konnen Phorbolester wie TPA sowie bestimmte
Wachstumsfaktoren und Zytokine zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 fiihren
(Chakraborti et al., 2003; McDonnell et al., 1990). AP-1-bindende Promotorregionen werden
daher auch als TPA-responsible Elemente (TRE) bezeichnet (Angel et al., 1987; Lee et al.,
1987). Der AP-1-Komplex setzt sich in den meisten Fillen aus den Untereinheiten c-Jun und
c-Fos zusammen. AP-1-Transkriptionsfaktoren sind Leucin-Zipper-Proteine, die an die DNA-
Konsensus-Sequenz 5°-TGAG/CTCA-3’ binden (Karin et al., 1997). Viele MMPs besitzen in
threm Promotor mindestens eine Bindungsstelle fiir AP-1, welche hédufig etwa 70bp aufwirts
des Transkriptionsstarts lokalisiert ist. Neben dieser AP-1-Bindungsstelle sind in dem
5’-Bereich von MMP-1, -3 und -9 zusitzliche Bindungsstellen fiir AP-1 zu finden (s. Abb.
1.3) (Gum et al., 1996; Chakraborti et al., 2003).

Konservierte ,,Polyoma enhancer A binding protein 3/,,E26 transformation-specific”
(PEA3/Ets) Elemente, an die Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie binden, sind ebenfalls in
fast allen induzierbaren MMPs zu finden (Gum et al., 1996; Chakraborti et al., 2003)
(Abb.1.3). Diese liegen in den betreffenden MMP-Promotoren hiufig in unmittelbarer Néhe
eines AP-1 Elementes, so auch im Falle des MMP-9-Promotors (Abb. 1.3). Ets-
Transkriptionsfaktoren sind Proteine mit einem Helix-turn-helix-Motiv, die durch eine
hochkonservierte Ets-Doméne charakterisiert sind, welche der Erkennung der PEA3-
spezifischen Promotorsequenz (CGGAA/T) dient (Sharrocks et al., 1997). Sie bilden hiufig
Komplexe mit anderen Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 und wirken dann als
Koaktivatoren (Carrére et al., 1998).

Des Weiteren konnen einige induzierbare MMPs wie z.B. MMP-1 (Fan et al., 2006; Bond et
al. 1999), -3 (Bond et al., 1999), -9 (Hah et al., 2003) und -14 (Han et al., 2001) durch die
Stimulation inflammatorischer Stimuli tiber den Transkriptionsfaktor Nuklear-Faktor-kB
(NFxB) induziert werden (Mercurio und Manning, 1999). Fiir MMP-9 ist bereits ein cis-
regulatorisches NFkB Element 600bp aufwirts des Transkriptionsstarts beschrieben worden.

An dieses Element bindet NFkB als Dimer, welches sich meistens aus den Untereinheiten



p65/p50 zusammensetzt. Im inaktiven Zustand ist NFkB als Komplex mit dem inhibitorischen
kappa-B-Protein (IkB) im Zytolasma assoziiert. Die Aktivierung von NFkB wird tiber eine
Phosphorylierung des IkB vermittelt, welche zu einer Ubiquitinierung und einem
proteolytischem Abbau von IkB fiihrt. Durch den Abbau des IkBs kann NFxB in den Zellkern
translozieren und dort zu einer Aktivierung NFkB-abhingiger Zielgene wie z.B. MMP-9
fiihren (fiir eine Ubersicht s.: Chen und Greene, 2004). Einige MMP-Promotoren, u.a. auch
MMP-9 (s. Abb. 1.3), enthalten zusitzlich sogenannte GC-Boxen, welche als Bindungsstellen
fiir Transkriptionsfaktoren der ,,Specificity protein 1* (Sp1)-Familie identifiziert worden sind
(s. Abb. 1.3; Gum et al., 1996). Der Transkriptionsfaktor Spl wird ubiquitéir in Sidugetieren
exprimiert und reguliert Gene, die an zelluldaren Homoostase-Prozessen beteiligt sind, wie z.B.
die Superoxid-Dismutase (Cawley et al., 2004; Minc et al, 1999). Das Zinkfingerprotein Snail
(Boulay et al, 1987), das zur Snail-Proteinfamilie gehort, ist ein weiterer
Transkriptionsfaktor, der bei der Expression einiger MMPs, einschlieBlich MMP-9,
nachweislich beteiligt ist. Eine detaillierte Bindungssequenz fiir Snail konnte in MMP-
Promotoren indessen bislang nicht identifiziert werden (Miyoshi et al., 2004; Yokoyama et al.,
2003; Jorda et al., 2005). Ein Transkriptionsfaktor, der inhibierend auf die MMP-9-Expression
wirkt, ist der so genannte Wilms Tumor Faktor 1 (WT-1), ein Transkriptionsfaktor mit einem
Zinkfinger-Motiv, welcher an GC- und TC-reiche DNA-Konsensussequenzen bindet (Marcet-
Palacios et al., 2007). Der Name des Transkriptionsfaktors ist auf sein kodierendes Gen WT-1
zuriickzufiihren. Dieses auch als Wilms-Tumor-Suppressorgen bezeichnete Gen ist bei
10-15% aller Patienten mit Wilms-Tumoren, einem nach seinem Entdecker Dr. Max Wilms

benannten Nierentumor, mutiert (Haber et al., 1990).

-600 -558 540  -533 .79 +1

—»
7\ INFeB L7 NEP-INPEATNGAP N N (MMP-9 Gen ]

Abb. 1.3 Schematische Darstellung eines fiir die MMP-9-Regulation wichtigen Teils des Promotors

Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass einzelne MMPs, wie die MMP-9, zusitzlich auch
auf der posttranskriptionellen Ebene reguliert werden konnen. So wird in Mesangiumzellen
der Ratte der Abbau der MMP-9-mRNA iiber die Hemmung des mRNA-stabilisierenden
Faktors HuR verstérkt (Akool et al., 2003). Die Regulation der MMP-mRNA-Stabilitit spielt



auch bei MMP-11 und MMP-13 eine wichtige funktionelle Rolle (Delany und Canalis, 2001;
Rydziel et al., 2004). Auch bei diesen MMPs ist die Bindung von mRNA-stabilisierenden
oder destabilisierenden Faktoren an AU-reiche Elemente in der 3’untranslatierten Region
(3°’UTR) der mRNA von zentraler Bedeutung (Fan und Steitz, 1998; Peng et al., 1998).
Daneben kann aber auch die Translationseffizienz der MMP-9-mRNA durch eine
Beschleunigung des Transportprozesses von MMP-9-Transkripten an die Polysomen erhoht
werden. Die Erhohung der Translation ist wie die Regulation der mRNA-Stabilitit auf
regulatorische Sequenzen innerhalb der 3’UTR der MMP-9-mRNA zuriickzufiihren
(Fahling et al., 2005).

Ferner ist bekannt, dass die Transkriptionseffizienz von MMPs durch Histonmodifizierungen
wie z.B. Acetylierungen mafgeblich bestimmt wird, da diese zu Verdnderungen der
Chromatinstruktur fiihren konnen (s. Kapitel 1.4; Ma et al., 2004; Yan et al., 2003, 2004;
Young et al., 2005). Fir MMP-9 konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass
Interferon-y (IFN-y)/,,signal transducer and activator of transcription-a* (STATI1-a) die
Bildung des MMP-9-Transkriptionskomplexes verhindert, indem es die Acetylierung von
H3/H4 und somit die Rekrutierung von Polymerase II an den MMP-9-Promotor behindert
(Ma et al., 2005).

1.1.3. Rolle von MMPs bei der Tumorentstehung: mechanistische

Grundlagen

Wie eingangs erwihnt, sind MMPs an zahlreichen physiologischen, pathophysiologischen und
entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt. MMPs spielen beispielsweise in der
Embryogenese, der Wundheilung sowie in entziindlichen Prozessen und Tumorerkrankungen
eine zentrale Rolle (fiir eine Ubersicht s.: Sternlicht und Werb, 2001).

Krebs ist nach Herz-Kreislauferkrankungen die zweithédufigste Todesursache in Deutschland.
(http://www.dkfz.de/de/krebsatlas/gesamt/mort_2.html). Das Mammakarzinom ist mit einem
Anteil von ca. 20% aller Krebserkrankungen bei Frauen der haufigste bosartige Tumor in der
weiblichen Bevolkerung (http://www.dkfz.de/de/krebsatlas/gesamt/organ.html).
Charakteristika einer Krebserkrankung sind eine Erhdhung des Krebszellwachstums, der
Zellproliferation, eine verringerte Apoptose der Zellen sowie Prozesse wie Tumorangiogenese,
Tumorinvasion und Metastasierung.

Neben der Fiahigkeit, zahlreiche Komponenten der extrazelluldren Matrix degradieren zu
konnen, sind MMPs zusitzlich in der Lage, eine groe Anzahl an Nicht-Matrix-Substraten
umzusetzen (zusammengefasst in Tab. 1.1, Abb. 1.4). Dazu zéhlen Wachstumsfaktoren,

Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Chemokine, Zytokine, Adhésionsmolekiile und apoptotische



Mediatoren (Somerville et al., 2003; Coussens et al., 2002). So kann die Proliferation von
Zellen durch MMPs erhoht werden, indem diese die Freisetzung der wachstumsfordernden
Zytokine ,, Transforming growth factor a“ (TGF-a) (Peschon et al., 1998) und ,,Insulin-like
growth factor* (IGF) von der Zellmembran (Maiies at al., 1997, 1999) initiieren. Andererseits
konnen MMPs das Wachstum von Krebszellen durch das ,,Shedding® des ,,Transforming
growth factor B (TGF-f) vom latenten TGF-B-Komplex inhibieren (Yu und
Stamenkovic, 2000).

MMPs sind auch an der Regulation apoptotischer Prozesse beteiligt. Beispielsweise fiihrt die
Freisetzung des membrangebundenen FAS-Liganden durch MMP-7 in Abhingigkeit des
Zellsystems zur Apoptose benachbarter Zellen (Powell et al., 1999), kann aber gleichzeitig die
Apoptose von Krebszellen hemmen (Mitsiades et al., 2001).

Des Weiteren spielen MMPs eine wichtige Rolle in der Angiogenese. Einige MMPs, darunter
auch MMP-9, konnen z.B. durch die Erhohung der Verfiigbarkeit von prominenten
Proangiogenese-Faktoren wie ,,Vascular endothelial growth factor (VEGF), ,,Fibroblast
growth factor* (FGF-2) und TGF-f3 zu der Ausbildung neuer GefédBstrukturen fiihren (Bergers
et al., 2000). Im Gegensatz dazu sind einige MMPs wie z.B. MMP-2, MMP-7, MMP-9 und
MMP-12 in der Lage, Plasminogen zu spalten und so Angiostatin, einen prominenten
Inhibitor der Angiogenese, freizusetzen (Dong et al., 1997; Cornelius et al., 1998; Gorrin-
Rivas et al., 2000). Ferner wurde in einer Studie gezeigt, dass die Bildung des endogenen
Angiogenese-Inhibitors Tumstatin durch eine tiber MMP-9-vermittelte Spaltung von Typ-1V-
Kollagen zu einem Riickgang der pathologischen Angiogenese und damit des
Tumorwachstums fiihren kann (Hamano et al., 2003).

Daneben besitzen viele MMPs die Fiahigkeit, Immunreaktionen gegen Krebszellen zu
beeinflussen. Beispielsweise kann MMP-9 die Proliferation von T-Lymphozyten durch die
Spaltung des Interleukin-2-Rezeptor-a  (IL-2-a) auf T-Lymphozyten verhindern
(Sheu et al., 2001).

Die genannten Beispiele veranschaulichen die hohe Komplexitit der MMP-vermittelten
Regulation im Tumorgeschehen. Sie machen ebenfalls deutlich, dass einzelne MMPs auch
tumorinhibierende Funktionen haben konnen, so dass die generelle MMP-Inhibition als Anti-

Krebstherapie differenziert bewertet werden muss (s. Kapitel 1.1.5).
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Abb. 1.4 Funktionen der MMPs in Krebs (nach Egeblad und Werb, Nature Reviews Cancer, 2002)

1.1.4. Rolle von MMPs bei der Tumorentstehung: pathophysiologische

Grundlagen

Der erste Hinweis darauf, dass MMPs aktiv zur Progression von Krebs beitragen, konnte
anhand von Tiermodellen erbracht werden. In Transplantationsversuchen erlangten
nichtinvasive Krebszellen maligne Eigenschaften allein dadurch, dass die Expression
einzelner MMPs durch eine Xenotransplantation massiv verstarkt wurde. Umgekehrt konnte
die Aggressivitdt hochmaligner Tumorzellen durch die Hemmung einzelner MMPs signifikant
reduziert werden. In einem Hautkrebsmodell mit MMP-9-defizienten Maéusen konnte
beispielsweise eine verringerte Karzinogenese in der Haut festgestellt werden. Durch die
nachfolgende Transplantation von Knochenmark mit MMP-9-exprimierenden Zellen konnte
die reduzierte Karzinogenese wiederum aufgehoben werden (Coussens et al., 2000; Egeblad
und Werb, 2002).

Beim Menschen ldsst sich in nahezu allen Krebsarten eine erhdhte Aktivitit und Expression

von bestimmten MMPs im Vergleich zum gesunden Gewebe feststellen (Egeblad und Werb,



2002). Dabei korreliert in vielen Tumoren der Expressionsgrad einzelner MMPs hiufig mit
dem erreichten Tumorstadium und damit letztlich mit einer schlechteren Prognose fiir den
betreffenden Patienten. Die funktionelle Bedeutung von MMPs in Krebs ist allerdings
widerspriichlich und lésst sich keinesfalls pauschalisieren. So ist aus der Literatur bekannt,
dass die erhohte Expression einzelner MMPs iiberraschenderweise mit einer giinstigen
Prognose korreliert. In Darmkrebs beispielsweise besteht ein direkter Zusammenhang
zwischen den Expressionsspiegeln von MMP-9 und MMP-12 und einer verbesserten
Prognose der untersuchten Krebspatienten (Yang et al., 2001; Takeha et al., 1997).

Ahnlich widerspriichliche Ergebnisse iiber die Rolle von MMPs sind auch bei
Brustkrebspatienten beobachtet worden (Li et al., 2004; Talvensaari-Mattila et al., 2005;
Pellikainen et al., 2004). Daher kann vermutet werden, dass die Rolle einzelner MMPs bei
(Brust-)krebs einem komplexen Netzwerk vieler Faktoren wie z.B. Lokalisierung des Tumors,
Tumorstadium oder Ursprung des Tumors unterliegt. Da MMPs sowohl pro- als auch anti-
metastatische Eigenschaften zugeschrieben werden (Deryugina et al., 2006), kann davon
ausgegangen werden, dass die Expressionsspiegel von MMPs als ein prognostischer Faktor

einer Tumorerkrankung ungeeignet sind.

1.1.5. Bedeutung von MMP-Inhibitoren als zukunftige Krebstherapeutika

In den neunziger Jahren wurden, auf der Basis viel versprechender préklinischer In-vitro- und
In-vivo-Studien, einige synthetische MMP-Inhibitoren entwickelt, die bereits nach kurzer Zeit
schon in klinischen Studien an Krebspatienten getestet worden sind (Tab. 1.2). Die Ergebnisse
von Phase-III-Studien der meisten dieser synthetischen MMP-Inhibitoren waren jedoch
enttduschend. So mussten viele dieser Studien aufgrund des fehlenden therapeutischen
Nutzens oder wegen zu starken Nebenwirkungen vorzeitig abgebrochen werden (fiir eine
Ubersicht s.: Egeblad und Werb, 2002). Beispielsweise musste eine Studie mit Tanomastat
(Bay 12-9566), einem MMP-2, -3- und -9-spezifischen Inhibitor, an Patienten mit
kleinzelligen Bronchialkarzinomen friihzeitig beendet werden, da die mit Tanomastat
behandelten Patienten eine kiirzere Uberlebensrate hatten als Patienten, die nur mit einem
Placebo behandelt wurden (Coussens et al., 2002). Ein weiteres Beispiel fiir das Versagen
eines MMP-Inhibitors ist Marimastat (BB-2516), ein oraler Breitband-MMP-Inhibitor.
Patienten mit metastasierendem Brustkrebs, die Marimastat erhielten, zeigten keinen Anstieg
des progressionsfreien Uberlebens im Vergleich zur Placebo-Gruppe. Ein héherer Marimastat-
Spiegel korrelierte indessen mit einer erhShten Skelettmuskulatur-Toxizitit, die dann eine

verkiirzte Lebenserwartung zur Folge hatte (Sparano et al., 2004).



Die klinischen Studien der Phase III wurden vorwiegend an Patienten durchgefiihrt, die sich
bereits in einem Spitstadium der Krebserkrankung befanden. Zudem konnte zum damaligen
Zeitpunkt nicht auf das mittlerweile umfangreiche Wissen iiber die komplexen
Wirkmechanismen der MMPs und deren differenzierte Rolle bei Krebs zurtickgegriffen
werden. Beispielsweise war zum Zeitpunkt des Studienbeginns noch nicht bekannt, dass
MMPs auch angiogenese-inhibierende Wirkungen besitzen. Zudem konnen viele MMP-
Inhibitoren starke Nebenwirkungen auf den Bewegungsapparat auslosen (Jodele et al., 2006).
Die komplexe Regulation und die Vielfalt von MMP-Substraten wurden erst in den letzten
10 Jahren erfasst, so dass viele der gezeigten Nebenwirkungen und die fehlende Wirksamkeit
vieler MMP-Inhibitoren nachtrédglich erkldrt werden konnen. Ein besseres Verstindnis um
Mechanismen, welche die MMP-Transkription regulieren und das Wissen dartiber, welche
MMPs in bestimmten Krebsarten und -stadien von funktioneller Bedeutung sind, sind
wichtige Voraussetzungen fiir die Entwicklung und Etablierung verbesserter MMP-

inhibierender Pharmaka.

Tab. 1.2 MMP- Inhibitoren in der klinischen Entwicklung fiir die Krebstherapie

Inhibitor

Struktur

Spezifitit

Stellungnahme

Referenzen

Marimastat
(BB-2516)

Peptidderivat

Breitband

Uberlebensvorteil in einem Teil von

Magenkrebspatienten

Brambhall
et al., 2002

Uberlebensvorteil bei Patienten mit Glioblastom
(Glioblastoma multiforme) in Kombination mit
Temozolomid

Groves
et al., 2002

Kein Uberlebensvorteil in NSCL, SCL und

Ovarkrebspatienten

Coussens
et al., 2002

Kein Uberlebensvorteil gegeniiber der Placebo-
Gruppe in Brustkrebspatienten; erhohte
Skelettmuskulatur-Toxizitét

Sparano
et al., 2004

Tanomastat
(BAY12-
9566)

Nicht-
Peptidderivat

MMP-2,
-3,-9

Entwicklung gestoppt, weil die mit Tanomastat
behandelten  Patienten = mit  kleinzelligem
Bronchialkarzinoms (SCLO) bzw.
Pankreaskrebspatienten ein geringeres Uberleben
aufwiesen als die Kontrollgruppe

Coussens
et al., 2002

Prinomastat
(AG3340)

Nicht-
Peptidderivat

Breitband

Kein Uberlebensvorteil in Patienten mit NSCL

Kein Unterschied in der

Prostatakrebs

Progression von

Studie mit nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom
(NSCLC)-Patienten aufgrund fehlender
Wirksamkeit vorzeitig beendet

Coussens
et al., 2002

BMS-
275291

Nicht-
Peptidderivat

Breitband

BMS-275291 zusitzlich zur Chemotherapie
erhoht die Toxizitdt und verbessert nicht das
Uberleben von Patienten mit fortgeschrittenem
NSCLC

Leighl
et al., 2005

Verindert nach Overall und Lopez-Otin, Nature Reviews Cancer, 2002 und Coussens et al., Science, 2002.




1.2. Brustkrebszelllinien als Modelle des Mammakarzinoms

Ein GroBteil des derzeitigen Kenntnisstandes zu Ursachen und Entwicklung von Brustkrebs
basiert auf zahlreichen In-vivo- und In-vitro-Studien mit verschiedenen Brustkrebszelllinien
(Lacroix und Leclerc, 2004). Die weltweit am  hiufigsten  verwendete
Mammakarzinomzelllinie = MCF-7 stammt aus einer pleuralen Effusion einer
Brustkrebspatientin (Soule et al., 1973; Dickson et al., 1986; Burdall et al., 2003). MFC-7-
Zellen sind Ostrogenrezeptor-positiv und besitzen in vitro eine geringe Invasivitidt (Thompson
et al., 1992). Die in dieser Arbeit ebenfalls verwendete Brustkrebszelllinie MDA-MB-231
leitet sich ebenfalls aus einer pleuralen Effusion ab (Cailleau et al., 1978). Im Gegensatz zu
MCF-7-Zellen exprimieren diese Zellen jedoch keinen Ostrogenrezeptor und zeigen in vitro

ein relativ starkes invasives Potenzial (Thompson et al., 1992).

1.3. Die Protein-Kinase-C-Familie

Die PKC-Enzymfamilie besteht aus verschiedenen Serin-Threonin-Kinasen und wird in drei
Gruppen von Isoformen unterteilt. Die klassischen PKC-Isoformen (cPKCs) werden durch die
intrazelluldren Botenstoffe Ca** und Diacylglycerol (DAG) aktiviert, die neuen PKC-
Isoformen (nPKCs) sind hingegen Ca**-unabhiingig und werden allein durch DAG aktiviert,
wihrend die atypischen PKC-Isoenzyme (aPKC) sowohl Ca*- als auch DAG-unabhiingig
sind. Zu den klassischen PKC-Isoformen zdhlen PKC-a, PKC-pI, PKC-BII und
PKC-y, wihrend sich die neuen PKC-Isoenzyme aus den Isotypen PKC-6, PKC-¢, PKC-1 und
PKC-0 zusammensetzen. Den atypischen PKC-Isoformen werden PKC-T und PKC-A
zugeordnet (fiir eine Ubersicht s.: Griner und Kazanietz, 2007). PKCs werden ubiquitéir
exprimiert, wobei PKC-a, PKC-f und PKC-0 die am weitesten verbreiteten Isoformen
darstellen (Wetsel et al., 1992). PKC-Isoformen besitzen verschiedene und zum Teil sogar
gegensdtzliche Funktionen, insbesondere bei der Regulierung von Zellwachstum,
Zelldifferenzierung, Apoptose und Angiogenese (Blobe et al., 1994; Ron und Kazanietz,
1999; Fields und Gustafson, 2003). Es ist daher wenig erstaunlich, dass die Fehlregulation
einzelner Mitglieder dieser Kinasen hdufig der Tumorgenese zugrunde gelegt werden kann.
Unter physiologischen Bedingungen werden PKCs durch zahlreiche Wachstumsfaktoren
aktiviert (Koivunen et al., 2006), die molekularen Wirkorte einzelner PKCs sind allerdings
immer noch sehr wenig untersucht. Zu den wichtigsten bislang identifizierten Zielstrukturen
der PKCs zihlen MAPK, insbesondere ERK1/2 (Cai et al., 1997; Ueda et al., 1996; Burgering
et al., 1993), sowie die Transkriptionsfaktoren NFkB (Shirakawa et al., 1989) und AP-1
(Kontny et al., 1992; Tseng et al 1994).



1.4. Transkriptionskontrolle durch Histonacetylierungen: Rolle

der Histondeacetylasen

Die zentrale Bedeutung der Chromatinstruktur bzw. des Acetylierungsstatus der Histone fiir
die Regulation der Gentranskription in eukaryotischen Zellen ist in der letzten Dekade
deutlich geworden. Fir den Acetylierungsstatus der Histone sind einerseits
Histonacetyltransferasen (HATs) (Roth et al., 2001) verantwortlich, die Histone acetylieren,
und andererseits Histondeacetylasen (HDACs), welche die acetylierten Histone wieder
deacetylieren (Marks et al., 2003). Eine starke Acetylierung ist mit einer offenen (,,aktiven*)
Chromatinstruktur assoziiert, da spezifische positiv geladene Lysinreste in den Histonen durch
Acetylierung neutralisiert werden. Diese Verdnderungen fiihren dann nachfolgend zu
verringerten intra- bzw. internukleosomalen DNA-Histon-Interaktionen und machen die DNA
damit fiir die Transkriptionsmaschinerie besser zugénglich. Durch die Aktivitdt verschiedener
intrazelluldrer HDACs kann dieser Zustand wieder riickgingig gemacht werden. Die daraus
resultierende kompakte Chromatinstruktur erlaubt es der Transkriptionsmaschinerie nicht
mehr oder in stark reduziertem Ausmal}, an die DNA zu binden, was letztlich zu einer
transkriptionellen Repression des betreffenden Gens fiihrt (fiir eine Ubersicht s.: Li et al.,
2007; Kouzarides et al., 2007).

Bislang konnten drei verschiedene Familien von Histondeacetylasen identifiziert und
charakterisiert werden (Kouzarides, 1999). Zur Klasse I geh6ren HDAC 1, 2, 3 und 8, welche
tiberwiegend im Nukleus lokalisiert sind. HDACs dieser Klasse sind ubiquitdr in vielen
humanen Zelllinien und Geweben nachweisbar. Zur Klasse II zéhlen die HDAC 4-7 sowie 9
und 10 (Verdin et al., 2003), welche im Gegensatz zu Klasse-I-HDACs zwischen Zellkern und
dem Zytoplasma ,shutteln und zusitzlich nur in einigen wenigen humanen Geweben
exprimiert werden. Die auch als Sirtuine bezeichneten HDACs der Klasse III unterscheiden
sich indessen sowohl strukturell als auch mechanistisch sehr stark von den anderen
beschriebenen Klassen (Blander et al., 2004). So zdhlen Histonproteine nicht zu den priméren
Substraten der Sirtuine (Luo et al., 2001; Vaziri et al., 2001). AuBBerdem bendtigen sie im
Gegensatz zu den anderen Klassen fiir ihre Aktivierung den Kofaktor NAD" (Santos-Rosa und

Caldas, 2005; Verdone et al., 2005).

1.5. Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein freies Radikal, welches durch die Oxidation der Aminoséure
L-Arginin durch NO-Synthasen (NOS) gebildet wird. Als weitere Endprodukte entstehen

dabei Citrullin und Wasser. Bislang sind drei unterschiedliche NOS-Isoformen identifiziert



worden, von denen die endotheliale NOS (eNOS) und die neuronale NOS (nNOS) konstitutiv
exprimiert werden, wihrend die induzierbare NOS-Isoform (iNOS) in den meisten Zellen und
Geweben durch bakterielle Lipopolysaccharide und inflammatorische Zytokine wie
Interferon-f3 (IL-1f) und Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-a) induziert wird (Moncada et al.,
1991; Nathan et al., 1994). NO ist ein gasformiger Botenstoff, der an =zahlreichen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist. Zu den wichtigsten NO-
kontrollierten Funktionen zéhlen die Regulation des GefidBtonus (Ignarro, 1987, 1988; Palmer
et al., 1987; Furchgott et al., 1989), die Aggregation von Thrombozyten (Azuma et al., 1986),
Entziindungen (Tiao et al., 1994; Harbrecht et al., 1995), Neurotransmission (Bredt et al.,
1990), Zelldifferenzierung (Peunova et al., 1995; Morbidelli et al., 1996), Zellmigration
(Maclntyre et al., 1991; Noiri et al., 1998) und Apoptose (Sarih et al., 1993; Albina et al.,
1993; Messmer et al., 1996; Beauvais et al., 1995; Mannick et al., 1994; Chun et al., 1995).

In niedrigen Konzentrationen stimuliert NO die Aktivitédt der Guanylatzyklase und fiihrt damit
zur erhohten Bildung von zyklischem GMP (¢cGMP) (Arnold et al., 1977, fiir eine Ubersicht
s.. Beck et al.,, 1999). cGMP ist ein wichtiges Botenmolekiil, liber welches viele
physiologische Funktionen des NOs wie etwa die Relaxation vaskuldrer Muskelzellen
vermittelt werden (Gruetter et al., 1979). Hohe Konzentrationen, wie sie nach einer
Aktivierung der iNOS-Expression messbar sind, spielen hingegen eine wichtige Rolle bei der
zytotoxischen Zellabwehr von Immunzellen, insbesondere von Makrophagen und Monozyten.
Damit verbunden besitzen hohe NO-Mengen eine wichtige pathophysiologische Bedeutung,
da NO nachweislich bei chronischen Entziindungsprozessen wie z.B. der Rheumatoiden
Arthritis, der Arteriosklerose, der Psoriasis und beim septischen Schock kausal fiir das
Krankheitsgeschehen verantwortlich gemacht werden konnen (fiir eine Ubersicht s.:

Moncada et al., 1991).
1.5.1. Duale Rolle von NO in der Tumorgenese

Die Bedeutung von NO in Tumoren ist noch immer umstritten, da NO die Tumor-Progression
sowohl erhohen als auch hemmen kann (fiir eine Ubersicht s.: Fukumura, 2006). In den
meisten Tumoren lédsst sich im Vergleich zum benachbarten gesunden Gewebe eine erhchte
Expression und Aktivitdt von iNOS nachweisen. Allerdings ist noch unklar, ob erhchte iNOS-
Spiegel nicht ein allgemeines Charakteristikum aller menschlichen Tumoren sind (Lechner,

2005).
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Abb. 1.5 Unterschiedliche Aktionsmechanismen des NOs auf Tumorzellen (verdndert nach Fukumura,
Nature Cancer Reviews, 2006)

Effekte von zelluldr gebildetem NO auf den Tumor sind sehr wahrscheinlich sowohl von der
Aktivitdt und der Lokalisierung der verschiedenen NOS-Isoformen und damit der
Konzentration und der Dauer der NO-Exposition abhingig, hingen gleichzeitig aber auch
entscheidend von der zelluldren Sensitivitit des betroffenen Gewebes gegeniiber NO ab.
AuBerdem ist von besonderer Bedeutung, ob das NO von den Tumorzellen selbst oder von
den umgebenden Stromazellen gebildet wird (Fukumura, 2006).

Hohe NO-Konzentrationen besitzen meistens zytotoxische und zytostatische Effekte (Abb.
1.5). So wurde mehrfach ein positiver Zusammenhang zwischen der H6he der NO-Produktion
und der Apoptoserate festgestellt, so z.B. in MCF-7-Zellen (Binder et al, 1999), in
kolorektalen Karzinomzellen (Radomski et al., 1991), in Pankreas-Karzinomzellen (Bruns et
al., 2000) oder in ovarialen Karzinomzellen (Rieder et al., 2000). In humanen
Ovarialkarzinomzellen fiihrt die exogene Gabe des NO-Donors ,,S-nitroso-N-acetyl-
penicillamine* (SNAP) zu einer Wachstumshemmung der betroffenen Tumorzellen
(Cantuaria et al., 2000). Im Gegensatz dazu scheinen niedrige NO-Konzentrationen die
Angiogenese, das Tumorwachstum und die Proliferation von Tumorzellen eher zu

begiinstigen (Xu, 2002). So kann NO iiber eine Aktivierung der VEGF-Synthese zu einer
Steigerung der Angiogenese beitragen (Jozkowicz et al., 2001; Kon et al., 2003; Dulak et al.,



2000; Papapetropoulos et al., 1997; Fukumura et al., 2001). Weiterhin ist NO in der Lage, die
Bildung endogener Angiogenese-Inhibitoren wie z.B. Angiostatin und Thrombostatin-1 zu
blockieren, was ebenfalls zur Angiogenese beitrdgt (Matsunaga et al.,, 2002;
Vamvakas et al., 1997).

Auch in Mammakarzinomen sind fiir NO sowohl stimulatorische als auch inhibitorische
Wirkungen auf das Tumorwachstum beschrieben worden (fiir eine Ubersicht s.: Gatti et al.,
2004). Allerdings lassen die Ergebnisse der meisten bisher durchgefiihrten Patientenstudien
auf eine positive Korrelation zwischen der Hohe der iNOS-Expression und dem Tumorgrad
schlieen (Thomsen et al., 1995; Reveneau et al., 1999; Vakkala et al., 2000; Loibl et al.,
2002; Bulut et al., 2005; Nakamura et al., 2006). In der weltweit bislang umfangreichsten
Patientenstudie wurden Biopsien von 161 Brustkrebspatienten auf die Expressionsspiegel von
iNOS mit Hilfe immunhistochemischer Methoden untersucht und in eine Korrelation zu
klassischen prognostischen Markern wie Lympknotenstatus, Alter, Hormonrezeptorstatus,
Tumorgrofle und Differenzierungsstatus gebracht. Das Ergebnis dieser Studie hat gezeigt, dass
Patienten mit einer vergleichbar hohen iNOS-Expression im Brustkrebsgewebe eine
signifikant schlechtere Uberlebensprognose hatten als solche Patienten, in deren Brustgewebe

nur eine geringe oder gar keine iNOS-Expression nachzuweisen war (Loibl et al., 2005).



Zielsetzung

In dieser Dissertation sollte der Einfluss des ubiquitiren und multifunktionellen
Signalmolekiils ~ Stickstoffmonoxid (NO) auf die Expression und Aktivitit der
Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) in Brustkrebszellen untersucht werden. Hauptziel der
Arbeit war die Identifizierung molekularer Mechanismen, iiber die NO die verschiedenen
Regulationsebenen der MMP-9-Expression und/oder Aktivitdt beeinflusst. Dabei sollten
potenzielle und dosisabhingige Effekte von NO sowohl auf die Aktivitit von MMP-9 als
auch auf die Proteinsyntheserate, die Proteinstabilitdt, die mRNA-Stabilitdt und schlieBlich
die Transkription von MMP-9 im Fokus der Untersuchungen stehen.

Die im Rahmen dieser Untersuchungen festgestellte NO-vermittelte transkriptionelle
Regulation der MMP-9-Expression sollte dann mechanistisch erkldrt werden. Hier war die
Identifizierung von Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitit in dem verwendeten Zellsystem
durch NO verédndert wird genauso unabdingbar, wie die Untersuchung der libergeordneten
Signalkaskaden, welche in spezifischer Weise durch NO moduliert werden kénnen.

Das bisherige Scheitern des pharmakologischen Therapiekonzeptes mit synthetischen MMP-
Inhibitoren ist auch Folge der fehlenden Kenntnis tiber die vielfiltigen und komplexen
Funktionen einzelner MMPs und zeigt gleichzeitig den hohen Aufklarungsbedarf der
zugrunde liegenden Regulationsmechanismen der zelluliren MMP-Kontrolle auf. Vor dem
Hintergrund einer in vielerlei Hinsicht widerspriichlichen Datenflut iiber die funktionelle
Bedeutung beider Mediatoren (NO und MMP-9) bei der Krebsentstehung war das Ziel dieser
Arbeit auch, die komplexen regulatorischen Mechanismen und das mégliche Zusammenspiel

beider Faktoren anhand des Zellmodells der MCF-7-Zellen ndher zu untersuchen.



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1.  Chemikalien und Reagenzien

Aceton

Actinomycin D

Acrylamidlésung

(30% Acrylamid mit 0.8% Bisacrylamid)
Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

APMA (4-Aminophenyl-Quecksilberazetat)
Aprotinin

Borséure

Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

CGP41251

Chemikalien zur Sequenzanalyse

(Big dye Terminator Premix, Template
Supression Reagent)

Chloroform

Coomassie Brilliant-Blau

Cycloheximid

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid)

DETA-NONOate
Dibutyryl-cGMP
Diethylpyrokarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Diphenyleneiodonium (DPI)
Dithiothreitol (DTT)
D-MEM + 4500 mg/1 Glucose
+ GlutaMAX I
- Pyruvat
D-MEM + 4500 mg/1 Glucose
+ Pyridoxinhydrochlorid

+L-Glutamin

VWR, Darmstadt
Calbiochem, Schwalbach
Roth, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Eurogentec, K6ln

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Schwalbach

PE Biosystems, Weiterstadt

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Alexis, Griinberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt
Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, Karlsruhe



- Natriumpyruvat

- L-Methionin

- L-Cystein
Essigsiure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
N,N,N",N"-tetraessigsdure (EGTA)

Fluoromount-G (Fluoreszenz-Eindeck-Medium)

Formaldehyd

Formamid

y-Interferon (Maus)

v-2P-dATP

Gelatine

Glycerol

B-Glycerophosphat

Glycin

G66976

Griess-Reagenz

HEPES
Histondeacetylase-Inhibitor 11T (M344)
Iodoacetamid
Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)

Kollagen IV aus humaner Plazenta
Ladepuffer (DNA/RNA) (6x)
Clasto-Lactacystin f—Lacton
Leupeptin

Lithiumchlorid

LPS von E. coli, Serotype R515
Magermilchpulver

Methanol

#S-Methionin/ **S-Cystein
[-Mercaptoethanol

Mithramycin A

MMP-9-Inhibitor
Molekulargewichtstandard (DNA)
Molekulargewichtstandard (Protein)
N-Acetylcystein (NAC)
Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Biozol Diagnostica, Eching
(Southern Biotech, Alabama)
Fluka, Seelze

Merck, Darmstadt
Calbiochem, Schwalbach

Amersham Biosciences, Freiburg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Calbiochem, Schwalbach
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Calbiochem, Schwalbach
Roche, Mannheim

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Alexis, Liufelingen, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Amersham Biosciences, Freiburg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Schwalbach
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt



Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumvanadat (NaV)
Desoxy-Nukleotidtriphosphat (ANTP)
Natriumpyrophosphat
N¢-monomethyl-L-arginin (L-NMMA)
NP-40 (IGEPAL CA-630)
Oligonukleotid-(dT)-Primer
Paraformaldehyd

PD98059

Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml
Pepstatin A

Pepton 140
Phenylmethyl-sulfonyl-fluorid (PMSF)
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
Ponceau S

2-Propanol

Propidiumiodid
Random-Hexamer-Primer
Rinder-Serumalbumin (BSA), fettsdurefrei
RNase A

Rottlerin

Saccharose

SB203580

Sepharose-Protein G
S-Nitroso-N-penicillamine (SNAP)
SP600125

Spermine-NONOate
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Phorbol-12-myristate-13-acetat-(TPA)
Transfektionsreagenz Effectene
Trichloressigsdure (TCA)

Trichostatin A
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
TritonX-100

TRIzol-Reagenz

Trypsin/EDTA

Tween 20

D-Galactopyranosid (X-Gal)

Zellkultur-Einséitze

Applichem, Darmstadt

Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Schwalbach

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Alexis, Griinberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Promega, Mannheim

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Schwalbach

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Amersham, Freiburg

Fluka, Seelzen

Chemicon International, UK

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Calbiochem, Schwalbach

Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Schwalbach
Amersham Biosciences, Freiburg
Alexis, Griinberg

Calbiochem, Schwalbach

Alexis, Griinberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Schwalbach

Qiagen, Hilden

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden



2.1.2.  Antikorper und Sera

Anti-Phospho-Akt Ser (473) (9271)
Anti-Akt (9272)

Anti-c-Fos (6-2H-2F) (sc-447)
Anti-c-Jun (H-79) (sc-1694)

Anti-Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (9211S5)

Anti-Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (E10) (9106)

Anti-Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) (9255S)

Anti-SAPK/INK (G9) (9255)

Anti-p44/42 MAPK (9252)

Anti-p38 MAPK (9212)

Anti-STAT-1-a (sc-345)

Anti-NFxB p65 (sc-109)
Anti-Nucleolin C23 (MS-3) (sc-8031)
Anti-MMP-9 AB-8 (IM72)
Anti-MMP-9 MAB13415
Anti-p-Aktin (A5441)
Anti-Phospho-EIF-4E (Ser209) (9741)

Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus IgG
Ziege anti-Kaninchen IgG HRP
Ziege anti-Maus IgG HRP
Ziegenserum

Fotales Kalberserum

2.1.3. Zelllinien

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Calbiochem, Schwalbach

Chemicon, Hofheim

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Samtliche der in der Arbeit verwendeten humanen Brustkrebszelllinien (MCF-7, MDA-MB-231 und MDA-MB-

435) wurden von Dr. P. Gutwein, Institut fiir Allgemeine Pharmakologie, Klinikum der J.W. Goethe Universitit,

Frankfurt zur Verfiligung gestellt.

Die RAW-264.7-Makrophagen wurden zur Verfligung gestellt von Prof. J. Pfeilschifter, Institut fiir Allgemeine

Pharmakologie Klinikum der J.W. Goethe Universitit, Frankfurt.



2.1.4. Enzyme

Eco RI

Xba Il

Sall

Reverse Transkriptase Superscript IT (200U/ul)
RNase out (40U/ul)
BioTherm-DNA-Polymerase (5U/ul)
T4-DNA-Ligase (1U/ul)

2.1.5. Plasmide

MMP-9-Promotor in pGL3-Basic

MMP-9-3’UTR

2.1.6.  Oligonukleotide

A. Oligonukleotide fiir Real-time-PCR

GAPDH-Sonde (VIC/TAMRA) 4310884E

MMP-9-Sonde (FAM/TAMRA) Hs00234579_m1

B. Oligonukleotide fiir EMSA
Tab. 2.1 Oligonukleotide fiir EMSA

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Genecraft, Liidinghausen

Invitrogen, Groningen (NL)

zur Verfiigung gestellt von Dr. D. D.

Boyd, Houston, Texas
zur Verfiigung gestellt

Féhling, Berlin

von Dr. M.

Applied Biosystems Applera, Weiterstadt

Applied Biosystems Applera, Weiterstadt

Consensus-Oligo

Human 5°-3’-Richtung

AP-1-Oligo

MMP-9-spezifisch AAGTGCTGACTCAGGGGTCAG
Spl-

ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC

Alle verwendeten Consensus-Oligonukleotide wurden von Santa Cruz (Heidelberg) bezogen.

C. Primer fiir PCR
Tab. 2.2 Primer fiir PCR

Human Primer 1 (sense) Primer 2 (antisense) Liange des
5°-3’-Richtung 5°-3’-Richtung Amplikons

EF2 GCGGTCAGCACACTGGCATA GACATCACCAAGGGTGTGCAG 178bp

MMP-9-Primer

fiir PCR/EMSA CACTGTCCACCCCTCAGAGC GCCACTTGTCGGCGATAAGG 263bp

MMP-9-3’UTR

mit je XBA- oder

SAL-Schnitt- TCTAGAGGCTCCCOTCCTGCT GTCGACAAAGGTTAGAGAATCCAA 203bp

stelle




2.1.7.  Kits und ELISAs

Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH)
ECL-Reagenz
ECL-Reagenz ,,Advanced*
,.Bnzymatic shearing kit*
Gel Extraction Kit
MMP-9-Aktivitits-Assay
MMP-Antikorper-Array
PKC-Aktivitits-Assay
Plasmid-Aufreinigungs-Kit
TA-cloning Kit

TOPOTM TA-Cloning Kit

Transkriptionsfakor-Assay

2.1.8.  Sonstige Verbrauchsmaterialien

Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran
Genescreen

Nick Columns; Sephadex G50 DNA grade
Rontgenfilme

Whatman Papier (3MM)
Zellkulturflaschen/-schalen
6-Well-Platten, 96-Well-Platte
ELISA-Testplatten

Szintillationsgefile
2.1.9. Puffer und Losungen

3 x Bindungspuffer fiir EMSA

Blockierlosung

D-MEM (Wachstumsmedium) 500 ml

Roche Diagnostics

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Active motif, Rixensart, Belgien
Qiagen, Hilden

Amersham Biosciences, Freiburg
Raybiotech, Norcross, GA
Promega, Mannheim
Macherey-Nagel, Diiren

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Invitrogen, Groningen (NL)

Active motif, Rixensart, Belgien

Millipore, Eschborn
PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Kodak, Stuttgart

Merck, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg

12% (w/v) Ficoll
60mM HEPES (pH 7,9)
150mM KCl

3mM EDTA

3mM DTT

0,75mg/ml BSA

5% (v/v) Ziegenserum
0,1% (v/v) Triton X-100
in PBS

+ 50ml fotales Kéalberserum (10%)
+ 5ml Penicillin-Streptomycin

10.000U/ml



D-MEM (Hungermedium) 500 ml

Fixierlosung fiir EMSA-Gele

DNA/RNA-Ladepuffer (6 x)

D-MEM (ohne Met/Cys) 500 ml

Entfirbelosung fiir Zymogrammgele

Entwicklungspuffer fiir Zymogrammgele

Farbelosung fiir Zymogrammgele

HEPES-Puffer

Hochsalz-Puffer fiir IP

Laemmli-Puffer

(4x)

+ 1ml BSA/PBS (1%)
+ 5ml Penicillin-Streptomycin

10.000U/ml

10% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Eisessig

0,2M EDTA (pH 8.0)
0,2% (w/v) Bromphenolblau
0,2% (v/v) Xylencyanol (v/v)

+ 1ml BSA/PBS (1%)

+ 5ml Penicillin-Streptomycin
10.000U/ml

10% (w/v) HEPES

+ 5ml 100x L-Glutamin

30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Eisessig

0.2M NaCl

5mM CaCl,

0.02% (w/v) Brij 35

in 50mM Tris-HCL pH 7.6

30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Eisessig
0,05% (w/v) Coomassie Blau

10mM HEPES pH 7.6
100mM NaCl

50mM Tris pH 7.4
500mM NaCl

0.2% (v/v) TritonX-100
2mM EDTA

2mM EGTA

0.1% (w/v) SDS

125mM Tris/ HCI pH 6,8
50mM DTT
40% (v/v) Glycerin



Luria-Bertani Medium (LB)

LB-Ampicillin-Agar

Homogenisierungspuffer fiir die Extraktion von zelluldrem

Gesamtprotein

Niedrigsalz-Puffer fiir IP

10 x PAGE
(pH8.5)

10% (w/v) SDS
0,01% (w/v) Bromphenolblau

1% (w/v) Bacto-Trypton

0,5% (w/v) Bacto-Hefe-Extrakt
1% (w/v) NaCl

50ug/ml Ampicillin (nach dem
Autoklavieren zugeben)

pH74

LB-Medium (ohne Ampicillin)
1,5% (w/v) Bacto-Agar
50ul/ml Ampicillin (nach

dem Autoklavieren zugeben)

pH74

50mM Tris pH 7.4
150mM NaCl

10% (v/v) Glycerol

1% (v/v) TritonX-100
2mM EDTA

2mM EGTA

40mM B-Glycerophosphat
50mM Natriumfluorid*
10mM Natriumpyrophosphat
200uM Natriumvanadat*®
2mM DTT*

50mg/ml Leupeptin*
Aprotinin*

Pepstatin A*

*unmittelbar vor Verwendung zugeben

50mM Tris pH 7.4
150mM NaCl

0.2% (v/v) TritonX-100
2mM EDTA

2mM EGTA

0.1% (w/v) SDS

25mM Tris
192mM Glycin



PBS/EDTA

PUB-Puffer

Puffer A (hypotonischer Puffer)

Puffer C (hypertonischer Puffer)

RIPA-Puffer

Sammelgel-Puffer (pH 6,8)

Sammelpuffer fiir Zymogramm-Gelelektrophorese

1% (w/v) SDS

ImM EDTA in 1 x PBS, pH 8,0

100mM NaCl
10mM TRIS
10mM EDTA
1% (w/v) SDS
pH74

10mM HEPES (pH 7.9)
10mM KCl1

0.lmM EDTA

0.1mM EGTA

0.5mM PMSF *
0.lmM DTT*

50mg/ml Leupeptin*

*unmittelbar vor Verwendung zugeben

20mM HEPES (pH 7.9)
25% (v/v) Glycerol
0.4M NaCl

ImM EDTA

ImM EGTA

0.5mM PMSF *

ImM DTT *

50mg/ml Leupeptin*

*unmittelbar vor Verwendung zugeben

10mM Tris/HCI pH 8
140mM NaCl

1% (v/v) Triton X-100
0,1% (w/v) SDS

0,5M Tris/HCI pH 6,8

4% (w/v) SDS

0.005% (w/v) Bromphenolblau
20% (v/v) Glycerin

in 0.5M Tris/HCI pH 6.8



TBS-Tween (TBS-T)

Towbin-Transferpuffer

10 x TBE

Trenngel-Puffer

2.1.10. Gerate

Auto Lumat LB953

ABI PrismTM 310 Genetic Analyser
Bakterien-Inkubator

Bakterienschiittler, Unitron
Begasungsbrutschrank (BBD 6220)

Biofuge fresco

Detektionssystem (BAS 1500 Fuji Film)
Elektrophoresekammer

FACS-Gerit (FACSCalibur)
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135TV
Geltrockner (Model 583)

GeneAmp PCR System Thermal Cycler (9700)
GeneAmp 5700 Sequence Detection System
Herasafe Sterilbank

7700 HT Sequence Detection System
Hyperprocessor (Filmentwickler)
Lichtmikroskop Axiovert 25

Megafuge 1.0 R

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer
Nikon Eclipse E600

Packard TriCarb 2100 TR

Liquid Scinillation Analyzer (3- und y-conter)
Microplate Reader Sunrise

UV-Gel Kamera, GelDoc 1000
Ultraschallbad Transsonic digital S
Ultrazentrifuge Avanti centrifuge (J30I)
Ultrazentrifuge Optima TLX
Semidry-Blot-Apparatur

0,05% (v/v) Tween-20

25mM Tris
192mM Glycin
20% (v/v) Methanol

1M Tris
1M Borsaure

250mM EDTA (pH 8.2)

1,5M Tris/HCI pH 8,8

Berthold, Bad Wildbad

Applied Biosystems Applera, Weiterstadt
Heraeus, Hanau

Infors, Einsbach

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Raytest, Straubenhardt

Bio-Rad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Zeiss, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Applied Biosystems Applera, Weiterstadt
Applied Biosystems Applera, Weiterstadt
Heraeus, Hanau

Applied Biosystems Applera, Weiterstadt
Amersham Pharmacia, Freiburg

Zeiss, Gottingen

Heraeus, Hanau

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Nikon, Diisseldorf

GMI, Ramsey, USA
Tecan, Neustadt
Bio-Rad, Miinchen
Bender & Hobein, Singen
Beckman, Krefeld
Beckman, Krefeld
Bio-Rad, Miinchen



2.2. Methoden

2.2.1.  Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von humanen Brustkrebszellen und RAW-264.7-Makrophagen

Die humanen Brustkrebszelllinien wurden in Fotalen Kélberserum (FKS)-haltigem
Vollmedium bis zu einer Zelldichte von 80-90% in Zellkulturflaschen (175cm?) bei 37°C,
95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert. Als Vorbereitung fiir die Kryo-Konservierung
wurden die Zellen nach einmaligem Waschen mit PBS durch die Zugabe von Trypsin/EDTA-
Losung vom Kulturflaschen-Boden abgeldst. Nach einer Inkubationszeit von 3-5min wurde
das Trypsin durch Zugabe von Wachstumsmedium inaktiviert und die Zellen nachfolgend bei
einer Umdrehung von 800Upm in einer Tischzentrifuge fiir Smin zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1ml FKS aufgenommen, je 500u] in je ein Kryorohrchen tiberfiihrt (1000p1/GeféaB)
und fiir weitere 15 min auf Eis gestellt. Danach wurden tropfenweise 500l 20% (v/v)
DMSO/FKS zugegeben und die Zellen nachfolgend fiir weitere 30min auf Eis gelagert.
Anschlielend wurde die Zellsuspension tiber Nacht bei -80°C langsam heruntergekiihlt, bevor
sie in Flussigstickstoff (-190°C) dauerhaft gelagert wurde.

Zum Passagieren der Zellen wurden diese einmal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit
Sml Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C fiir 3min inkubiert, bis sich die Zellen durch leichtes
Klopfen von der Fliache der Kulturflasche ablosten. Die abgelosten Zellen wurden in 10ml
Wachstumsmedium resuspendiert, bei 800Upm fiir Smin zentrifugiert und dann in einer

Verdiinnung von 1:4 in neue Zellkulturflaschen ausgesiit.

2.2.1.2. Stimulation von humanen Brustkrebszellen und RAW-264.7-Makrophagen

Fir die Experimente wurden konfluente Brustkrebszellen oder subkonfluente RAW-264.7-
Makrophagen einmal mit PBS gewaschen und durch die Zugabe von Trypsin/EDTA-L6sung
vom Kulturflaschen-Boden abgeldst, in Wachstumsmedium aufgenommen und in einer
Konzentration von ca. 3,5x 10° Zellen pro Well auf 6-Well-Platten (wenn nicht anders
beschrieben) ausgesit. Nach spitestens 24h wurde das Wachstumsmedium durch FKS-freies
Hungermedium ersetzt. Nach weiteren 24h in Hungermedium wurden die Zellen fiir die
angegebenen Zeitpunkte mit einzelnen oder mehreren der in Tabelle 2.2 aufgefiihrten

Substanzen behandelt.



Tab. 2.2 Stimulatoren und Inhibitoren fiir die Zellkultur

. End-
Substanz Eigenschaft konzentration
TPA Phorbolester 10-100nM
DETA-NONOate NO-Donor 100-500uM
SNAP NO-Donor 100-500uM
Spermine-NONOate NO-Donor 100-500uM
LPS TLR 4-Aktivator 1pg/ml
IFN-y (Maus) Th-1-Zytokin 100U/ml
Rottlerin PKCd8-Inhibitor 10uM
G66976 PKCo/p-Inhibitor 20nM
CGP4251 PKCo/p-Inhibitor 100nM
PD98059 MEK-Inhibitor 30uM
SP600125 JNK-Inhibitor 10uM
SB203580 p38-Inhibitor 10uM
N-Acetylcystein (NAC) Antioxidanz 10mM
Diphyleneiodonium (DPI) NADPH-Oxidase-Inhibitor 10 uM
Cycloheximid Translations-Inhibitor 10pg/ml
Trichostatin A (TSA) HDAC-Inhibitor 100-250nM
Mithramycin A SP1-Inhibitor 100-150nM

. . RNA-Synthese-

Actinomycin D Inhibi to}; 10pug/ml
Histondeacetylase- -
Inhibitor IIT ng a4 HDAC-Inhibitor 100-150nM
Clasto-Lactacystin -Lacton Proteasom-Inhibitor SuM
L-NMMA iNOS-Inhibitor ImM
Dibuturyl-cGMP Second Messenger 100-500uM

2.2.1.3. Migrationsassay (Transwellassay)

Die Migration von MCF-7-Zellen wurde mit Hilfe einer modifizierten Boyden-Kammer
(Keely, 2001) untersucht. Dazu wurden so genannte Transwellplatten der Firma Nunc
verwendet. Die Porengroe der Polycarbonatmembran betrug 8uM.

Vor Versuchsbeginn wurde die Unterseite des Transwells (Membraneinsatz mit
Polycarbonatmembran) zunéchst mit Kollagen IV (20ug/ml) bei 37°C fiir 2h beschichtet.
Anschlieend wurden die Transwell-Einsétze mit PBS gewaschen und auf eine neue 24-Well-
Platte platziert. Die zuvor fiir 24h in Hungermedium kultivierten Zellen wurden mit PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgelost. In der unteren Kammer wurden 6001
Hungermedium vorgelegt. In die obere Kammer wurden 100ul der Zellsuspension
(1 x 10°Zellen) zusammen mit dem jeweiligen Stimulus pipettiert. Im Anschluss daran

wurden die Zellen fiir 24h bei 37°C inkubiert. Die nicht migrierten Zellen wurden mit Hilfe

eines Wattestibchens von der Membranoberfliche der oberen Kammer entfernt. Danach



wurde die Membran mit PBS gewaschen und fiir 30min in 550u1 Formaldehyd (4%) fixiert.
Das Transwell wurde mit 100% Methanol gewaschen und die Zellkerne fiir 15min bei 37°C
mit DAPI (1ug/ml) angeférbt. Anschlieend wurde tiberschiissiges DAPI durch Waschen mit
Methanol entfernt. Die Membran wurde fiir 24h bei 37°C getrocknet. Die migrierten Zellen
wurden mit Hilfe der DAPI-Fiarbung durch ein Fluoreszenzmikroskop (380nm) mit einem
20 x Objektiv quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte durch individuelle Zdhlung von

4 Gesichtsfeldern pro Membran.

2.2.1.4. Kokultur

Vor Beginn der Kokultur-Experimente wurden Transwell-Einsétze zunédchst fiir 1h bei 37°C
mit Medium inkubiert. Zur Durchfiihrung der Kokultur-Versuche wurden RAW-264.7-
Makrophagen auf die Oberflidche der Transwell-Einsitze (Porengrée von 0,02yM) mit einer
ungefihren Zelldichte von 2,9 x 10° pro Einsatz ausgesiit. Nach erreichter Adhérenz der Zellen
(in der Regel nach 16h) erfolgte die Stimulation der Makrophagen mit IFN-y und
Lipopolysacchariden (LPS) fiir eine Dauer von 6h. Die MCF-7-Zellen wurden zunéchst
getrennt von den Makrophagen in einer Dichte von ca. 3,5 x 10° MCF-7-Zellen pro Well in
6-Wells kultiviert und mit den entsprechenden Substanzen stimuliert. Nach Zugabe der
Stimuli wurden die Zellkultureinsidtze mit den Makrophagen in die MCF-7-tragenden
Zellkultur-Wells tiberfiihrt. Ein Teil der tiberfiihrten Zellkultureinsidtze wurde zuvor mit PBS
gewaschen um die Stimuli vor dem Zelltransfer zu entfernen. Hier wurden nur mit Medium
bedeckte Makrophagen in die Zellkultureinsétze transferiert. Alle Zellen wurden daraufhin fiir
24h bei 37°C kokultiviert.

Im verwendeten Kokultursystem wird ein direkter Zellkontakt zwischen MCF-7-Zellen und
Makrophagen durch die Porenmembran des Transwells verhindert. Der Austausch von
16slichen Botenstoffen zwischen den verschiedenen Zellen wird hingegen durch die Diffusion
zwischen den Transwells gewdhrleistet. Nach Abschluss der Kokultur wurde der Einsatz mit
den Makrophagen entfernt und die Uberstinde der MCF-7-Zellen fiir weitere Untersuchungen

verwendet.



2.2.2.  Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen

Die Gesamt-RNA aus humanen Brustkrebszellen wurde mit Hilfe des Trizol®-Reagenz
(Sigma Aldrich, Taufkirchen) nach Vorgaben des Herstellers isoliert. Nach Entsalzen des
RNA-Priézipitats in Isopropanol wurde dieses fiir 5-10min bei 37°C getrocknet und in 30-50x1
H,0/0.1% DEPC aufgenommen. Bevor die Gesamtmenge der isolierten RNA bestimmt
wurde, wurden die Proben zur vollstindigen Losung fiir weitere 10min bei 60°C inkubiert.
Die Qualitét der isolierten RNA wurde durch die gelelektrophoretische Auftrennung von 1ug
isolierter RNA auf einem Agarosegel (1%) tiberpriift.

2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch ermittelt, indem die optische
Dichte (OD) der Proben bei einer Wellenlinge von 260nm mit Hilfe eines NanoDrop
ND-1000 Spektrophotometers gemessen wurde. Die Konzentration der Nukleinsduren wurde

mittels folgender Formel berechnet:

K [ug/ml] = OD,,, x VX F
V= Verdiinnung; F= Faktor (40 fiir RNA, 50 fiir DNA)

2.2.2.3. Agarose-Gelektrophorese von Nukleinsauren

Nukleinsduren wurden zur Analyse elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt.

Fir die Auftrennung von DNA-Molekiilen wurde ein Gel aus 1% (w/v) Agarose in
1 x TBE Puffer mit Ethidiumbromid (0,5ug/ul) verwendet. Die Elektrophorese wurde in
1 x TBE-Puffer mit einer Spannung von 10V/cm® Gel durchgefiihrt. Die GroRe der DNA-
Fragmente wurde anhand eines zusitzlich aufgetragenen DNA-Molekulargewichtsmarkers
ermittelt. Nach dem Auftrennen der Nukleinsduren wurden die Gele unter UV-Licht mit einer

assoziierten Kamera (GelDoc 1000, Bio-Rad) fotografiert.

2.2.2.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das ,,Qiaquick Gel Extraction
Kit“ der Firma Qiagen verwendet. Dieses System beruht auf einer Kieselgel-Membran, die
sowohl an einzel- als auch doppelstringige DNA bindet. Fiir die Extraktion wurden die zu
isolierenden DNA-Fragmente mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und nach

Angaben des Herstellers aufgereinigt.



2.2.2.5. Reverse-Transkriptase-Reaktion (RT)

Bei der Reversen-Transkriptase-Reaktion wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
mRNA in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben. Dazu wurden hier gen-unspezifische

Random Hexamer Primer verwendet.

Reverse Transkriptase-Reaktion:
500ng RNA
61 Random Hexamer Primer

ad 11ul H,0/ 0,1% DEPC

Der erste Schritt der RT-Reaktion, der zur Anlagerung der Random Hexamer Primer an die
RNA fiihrte, wurde fiir 10min bei 70°C durchgefiihrt und durch den Transfer der Proben auf
Eis abgestoppt.

Danach wurde der Reaktion

4ul 5 x First Strand Puffer

2ul1 0,1 M DTT

1ul ANTP Mix (10mM) [dATP, dCTP, dGTP, dTTP]
1ul RNase out (40U/ul)

11 Superscript-II RNase H-RT (200U/ul)

zugegeben und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gemischt. Der Ansatz wurde
zuerst fiir 10min bei Raumtemperatur und im Anschluss daran fiir weitere 50min bei 42°C
inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend durch Erhitzen der Proben fiir Smin bei 95°C

(Inaktivierung des Enzyms) und nachfolgendes Abkiihlen auf 4°C beendet.

2.2.2.6. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur Amplifikation von spezifischen cDNAs wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion
angewandt, ein Verfahren, welches die spezifische exponentielle Amplifikation einer
definierten, von zwei Oligonukleotid-Primern begrenzten, DNA-Sequenz ermdglicht (Mullis
et al., 1992). In Kombination mit der RT-Reaktion (s. 2.2.2.5) wurde die PCR zum semi-

quantitativen Nachweis von mRNA verwendet.



Ein PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

100-500ng cDNA

3ul 10 x Reaktionspuffer

1ul ANTP (je 10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1ul Vorwirts-Primer (50ng/ul)

1ul Riickwiérts-Primer (50ng/ul)

1ul Biotherm DNA-Polymerase (5U/ul)

ad 30u1 H,0/0,1% DEPC

Die Reaktion wurde in einem ,,GeneAmp PCR System Thermal Cycler (9700)* durchgefiihrt.
Die Bedingungen variierten abhéngig von dem zu untersuchenden Gen sowie dem GC-Gehalt
der Primer (sieche Tab. 2.1). Die Reaktionsbedingungen fiir die verschiedenen Versuche sind

in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 2.3).

Tab. 2.3 PCR-Bedingungen

Primer Denaturierung | Anheftung Elongation Zyklenzahl
MMP-9 94°C, 1min 52°C, 2min 72°C, 1min 35
EF2 93°C, 20sec 55°C, 30sec 72°C, 1min 30
3’UTR-MMP-9 | 94°C, 1min 58°C, 1min 72°C, 1min 30

Séamtliche Reaktionen wurden einheitlich mit einem initialen Denaturierungsschritt fiir Smin
bei 94°C begonnen und nach dem letzten Reaktionszyklus durch Inkubation bei 72°C und
nachfolgendes Abkiihlen auf 4°C beendet.

2.2.2.7. Real-Time PCR (Tagman)

Die Ansdtze wurden in Duplikaten pipettiert und sdmtliche Pipettierschritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurden jeweils 500ng RNA unter Verwendung von

Hexanukleotid-Primern in cDNA umgeschrieben.



Folgende Pipettierschemata wurden fiir die Analysen verwendet:

GAPDH: MMP-9:

1ul cDNA 1ul cDNA

1,25ul Sonde (VIC-markiert) 1,25u1 Sonde (FAM-markiert)
inklusive Primer inklusive Primer

12,5u1 PCR-Mix (Applied Biosystems) 12,511 PCR-Mix (Applied Biosystems)
0,5ul ROX Referenzfarbstoff 0,5ul ROX Referenzfarbstoff

9,75ul H,0O 9,75ul H,0O

Die Proben wurden sorgfiltig durchmischt und anschlieBend in eine 96-Well-Platte pipettiert.
Der PCR-Lauf wurde in einem ,,7700 HT Sequence Detection System* der Firma Applied

Biosystems durchgefiihrt. Folgende PCR-Bedingungen wurden verwendet:

50°C 2min
95°C 2min
95°C 15sec

60°C 60scc } 40 Zyklen

Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der AA CT-Methode ausgewertet. Um die relative
Expressionsregulation zu erhalten, wurde der CT-Wert ("threshold cycle") des zu
untersuchenden Gens mit dem CT-Wert eines durch die verwendete Stimulation nicht
regulierten Gens (GAPDH) verrechnet und danach mit folgender Formel berechnet:

Relative Expression: ~(SACy -CACy)

AC;: Differenz der CT-Werte zwischen reguliertem und unreguliertem Gen
SAC;-C AC;: Differenz zwischen den regulierten Proben AC; (SAC;) und der Kontrolle AC;
(CAC)

2.2.3.  Manipulation von DNA

2.2.3.1. Restriktionsendonuklease-Verdau

Zu analytischen Zwecken wurde 1ug Plasmid-DNA mit 1Unit Restriktionsendonuklease in

dem vom Hersteller empfohlenen Puffersystem in 10-20ul Gesamtvolumen fiir 1h bei 37°C



verdaut. Fiir pridparative Zwecke wurden Sug Plasmid-DNA in einem 50yl Ansatz fiir
mindestens 2h verdaut. Die zugegebene Menge der Restriktionsendonuklease wurde der

Menge des Verdaus angepasst, sollte aber nie 10% des Gesamtvolumens tiberschreiten.

2.2.3.2. Klonierung von PCR-Produkten mittels TOPO™ TA-Cloning Kit und

Transformation

PCR-Produkte wurden mit Hilfe des TOPO™ TA-Cloning Kits (Invitrogen) in den TOPO-
Vektor kloniert.

Ansatz fiir Ligationsreaktion:

2ul PCR-Produkt
2ul ddH,0

11 Salz-Losung
1ul Vektor

Der Ligationsansatz wurde fiir Smin bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend auf Eis
gestellt. 2ul des Ligationsansatzes wurden mit 50ul ,,One shot TM*“ kompetenten E. coli
Bakterien (Stamm ,,XL-1-Blue*) gemischt und fiir 10min auf Eis inkubiert. Die
Transformation der Bakterien erfolgte durch einen Hitzeschock fiir 30sec bei 42°C. Nach
einer weiteren Inkubation auf Eis wurden die Bakterien mit 250u1 SOC-Medium versetzt und
fiir 1h bei 37°C (300Upm) geschiittelt.

Je 50ul der Bakteriensuspension wurden auf eine zuvor mit 50ul X-Gal (40mg/ml in DMSO)
und 50yl IPTG (100mM) bestrichenen LB-Ampicillin-Agarplatte ausgestrichen und iiber
Nacht in einem Bakterien-Inkubator (Haereus) bei 37°C inkubiert. Das Bestreichen der
Platten mit X-Gal und IPTG ermdglichte eine Blau/Weil-Selektion der Bakterienklone.
Anschlieend wurden weiBle (in der Regel positiven Klone) gepickt, in 2ml LB-Medium
tiberfiihrt, dem 50pxg/ml Ampicillin zugesetzt wurde, und tiber Nacht bei 37°C in einem
Bakterieninkubator geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde am néchsten Tag zur Isolierung

der Plasmid-DNA mittels Minipréparation verwendet.

2.2.3.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) aus
Bakterien isoliert. 1ml einer Ubernachtkultur (siehe 2.2.3.2) wurde in einem Reaktionsgefil
fir Imin bei 13.000Upm (Biofuge fresco, Rotor F178818) und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100ul Puffer P1 (Resuspendierungspuffer)



resuspendiert. AnschlieBend wurden 200ul Puffer P2 (Neutralisierungspuffer) und 150ul
Puffer P3 (Lysispuffer) hinzugefiigt und der komplette Ansatz gemischt. Zur Abtrennung von
Zelltrimmern und chromosomaler DNA folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 15min bei
13.000Upm und 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefi iiberfiihrt und zur
Prazipitation der Nukleinsduren mit 800ul Isopropanol gemischt. In einem weiteren
Zentrifugationsschritt (15min bei 13.000Upm und 4°C) wurde die Plasmid-DNA pelletiert.
Das Pellet wurde mit 100u1 70% Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und in 30-50x1 H,O
gelost.

2.2.3.4. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde mit Hilfe des ABI-Prism TM 310 Genetic Analyser
durchgefiihrt, dessen Methode auf der Didesoxynukleotid-Kettentermination-Reaktion basiert
(Sanger et al., 1977). Die Rohdaten wurden mit Hilfe der "Abi Prism"-
Sequenzierungsanalysen-Software ausgewertet. Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem
Thermocycler (GeneAmp 9700) mit 25 Zyklen der folgenden Reaktionsschritte durchgefiihrt:
96°C fiir 10sec, 55°C fiir Ssec, 60°C fiir 4min. Fiir den Detektionsprozess wurden die Proben
wie vom Hersteller vorgeschrieben vorbereitet.

Sequenzierungsreaktion:

xpl PCR-Produkt oder Plasmid-DNA aus Minipréparation (10-100ng)
4ul Sequenzierungs-Premix

1l Primer (3-10pmol)

ad 10u1 H,O

2.2.3.5. Transiente Transfektion und Reportergen-Untersuchung

Klonierung eines MMP-9-Reporterplasmids:

Fiir die Generierung eines hybriden Reportergens aus 3’UTR- und 5’UTR-Bereichen erfolgte
zundchst eine Amplifikation des MMP-9-3’UTR-Fragmentes aus dem pGL3p-Vektor. Dabei
wurden iiber Primerverlingerung die Schnittstellen Xbal (5’Ende) und Sall (3’Ende)
eingefiihrt. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt in den TOPO™-Vektor (beschrieben in
Kapitel 2.2.3.2) subkloniert und nachfolgend mit den oben genannten Restriktionsenzymen
wieder aus dem Plasmid herausgeschnitten. Der hierzu notwendige enzymatische Verdau der
Plasmid-DNA wurde bei 37°C fiir mindestens 2h nach folgenden Reaktionsansétzen

durchgefiihrt.



Sug MMP-9-Promotor in pGL3-Basic 15u1 3°UTR in TOPO

1ul Xbal 1,5ul Xbal
1ul Sall 1,5ul Sal 1
Sul Puffer H Sul Puffer H
ad 50u1 H,O ad 50u1 H,O

Die Reaktionsansidtze wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und das geschnittene DNA-
Fragment mit Hilfe der unter Abschnitt 2.2.2.4 beschriebenen Methode aus dem Gel eluiert.
Die Ligation wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Reaktion wurden 1ul
Vektor (16ng/ul) und 7ul DNA-Fragment (34ng/ul) verwendet. Die Ligation erfolgte bei
14°C iiber Nacht. 2ul der Reaktion wurden wie in Abschnitt 2.2.3.2 beschrieben zur
Transfektion von E.coli (Stamm ,,XL-1-Blue®) eingesetzt, welche anschlieBend auf Agar mit
Ampicillin (50ug/ml) ausplattiert wurden. Die Plasmide wurden nach der in Kapitel 2.2.3.3
beschriebenen Methode isoliert.

Die transiente Transfektion von MCF-7-Zellen wurde mit Hilfe des Transfektions-Reagenz
,Effectene” nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierzu wurden ein Tag vor der
Transfektion ca. 350.000 Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesit. Fiir die Transfektion
wurde zwischen 200-800ng DNA eingesetzt.

Um die Effizienz der Reportergen-Expression zu bestimmen, wurde das ,,Dual-Luciferase
Reporter Assay System* der Firma Promega verwendet. Die Proben wurden nach Angaben
des Herstellers aufbereitet und mit Hilfe eines Luminometers (Berthold, Bad Wildbad,

Deutschland) analysiert.

2.2.4. Biochemische Methoden

2.2.4.1. Praparation von Zelllysaten

Die Brustkrebszelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden wie bereits in Kapitel 2.2.1.1
beschrieben kultiviert. Die Zellen wurden vor der Zelllyse mit PBS (4°C) gewaschen und
durch Abschaben in Homogenisierungspuffer (200u1/Well einer 6-Well-Platte) aufgenommen.
Die Zellen wurden durch Sonifizieren im Ultraschallbad (Transsonic digital S) fiir 3min bei
80% der maximal moglichen Leistung aufgeschlossen. Um die Zelltriimmer zu entfernen,
wurden die Proben bei 13.000Upm und 4°C fiir 10min zentrifugiert (Biofuge fresco, Rotor
F178818). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bei -20°C
gelagert. Der Proteingehalt der Zellhomogenate wurde mit Hilfe der Bradford-Methode (siehe
2.2.4.3) bestimmt.



2.2.4.2. Herstellung von Kernextrakten und zytosolischen Lysaten

Zur Gewinnung von Kernextrakten und zytosolischen Extrakten wurden die Zellen zunéichst
mit PBS (4°C) gewaschen und anschlieBend in 0,5ml eiskaltem PBS/EDTA (ImM, pH 8,0)
von den Zellkulturschalen abgeschabt. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir Imin bei 5.000Upm (Biofuge fresco, Rotor
F178818) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 300yl kaltem
hypotonem (,,Puffer A*) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 15min auf Eis wurden
20ul NP-40 (10%) zugegeben und das Gemisch fiir 10sec mittels Vortexen gemischt.
AnschlieBend wurden die Kerne und die Zellfragmente durch eine Zentrifugation bei
13.000Upm fiir 1min sedimentiert. Der Uberstand mit den zytosolischen Proteinen wurde in
ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und bei -80°C gelagert. Das Pellet wurde in 70ul
hypertonem Puffer (,Puffer C*) fiir 20min unter stdndigem und starken Schiitteln
resuspendiert. Kern- und Zelldebris wurden durch einen abschlieBenden Zentrifugationsschritt
bei 13.000Upm fiir 20min bei 4°C abgetrennt, die 16slichen Kernproteine aliquotiert und bis
zur Analyse bei -80°C gelagert. Die Proteinkonzentration der isolierten Homogenate wurde

mit Hilfe der Bradford-Methode (sieche 2.2.4.3) ermittelt.

2.2.4.3. Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteinmenge in zelluldren, zytosolischen oder nukledren Lysaten wurde mit Hilfe der
Bradford-Methode ermittelt (Bradford, 1976).

Hierzu wurden die Proben meistens vorverdiinnt (zwischen 1:40 und 1:200) und fiir eine
Doppelbestimmung jeweils 2001 in eine 96-Well-Platte pipettiert. Zum Erstellen einer
Eichkurve wurden verschiedene, festgelegte Konzentrationen von BSA (20-80ug/ml)
eingesetzt. Zu den Proben wurden jeweils S0ul des Roti-Quant-Reagenz (Roth) vorgelegt. Die
optische Dichte der Proben wurde bei einer Wellenldnge von 595nm und einer Referenz-
Wellenlidnge von 450nm in einem Mikroplatten-Lesegerdt (Tecan) gemessen. Aus den
Absorptionswerten wurde dann mit Hilfe der Software "Magellan” (Tecan) der Proteingehalt

der Proben ermittelt.

2.2.4.4. Proteinprazipitation mit Trichloressigsaure (TCA)

Diese Methode wurde zur Anreicherung von Proteinen aus dem Zellkulturiiberstand
verwendet. Hierzu wurden 900ul des Zellkulturiiberstandes mit 100ul1 einer TCA-LGsung
(50%) versetzt, gemischt und fiir 10min bei 13.000Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand

wurde verworfen und das Proteinprézipitat zweimal mit je 200ul Aceton gewaschen



(Zentrifugation jeweils fir 2min bei 13.000Upm wund 4°C). Danach wurde das
Proteinprézipitat bei 37°C fiir 30min getrocknet und anschliefend in 30-60ul reduzierendem
Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Vor dem Auftragen auf ein Polyacrylamid-Gel zur

Western-Blot-Analyse wurden die Proben fiir 10min bei 95°C denaturiert.

2.2.4.5. Immunprazipitation

Fir die Immunprézipitation wurde in der Regel 300-500ug Protein eingesetzt. Um zuvor
unspezifische Bindungsstellen abzusittigen, wurde 5% FKS (v/v) zum Lysat zugegeben.
Zusitzlich erfolgte die Zugabe von 1,5mM lodoazetamid und des Primérantikorpers. Der
Ansatz wurde mit Lysispuffer auf ein Volumen von 1ml aufgefiillt und tiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden 75ul Protein-G-Sepharose-,,.Beads” zum
IP-Ansatz zugegeben und die Probe fiir eine Stunde bei Raumtemperatur unter stindigem
Rotieren inkubiert. AnschlieBend wurde die Sepharose durch Zentrifugieren (1min) bei
4500Upm sedimentiert und das Pellet mindestens dreimal mit Niedrigsalz- und anschlieend
mit Hochsalzpuffer gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt (1min bei 4500rpm)
wurde das Sepharose-Sediment mit Hilfe einer Hamilton-Pipette getrocknet und in 20-25ul
SDS-Probenpuffer aufgenommen. Nach 10-15miniitiger Denaturierung bei 95°C wurden die

Proben direkt auf ein SDS-haltiges Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

2.2.4.6. Western-Blot

Die Western-Blot-Technik dient der Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen in
komplexen Proteingemischen aus Zell- oder Gewebeproben. Zur Auftrennung der Proteine
wurde die Methode der diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE nach Laemmli, 1970) durchgefiihrt.

Tab. 2.4 Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel (je 100mm?) bei der SDS-PAGE

Puffer | Acrylamid | ddH,O |20% SDS | 10% APS | TEMED
Trenngel- 12% | Sml 8ml 6,7ml 100ul1 200ul 10ul
Puffer 10% | Sml | 6,7ml 8ml 100p1 200u1 10ul
8% | Sml | 5,4ml 9,3ml 100p1 200u1 10ul
Sammelgel- 2,5ml | 1,3ml 6ml 60ul 20ul
Puffer




Fiir den immunologischen Nachweis intrazelluldrer Proteine wurden 20-50ug Gesamtprotein
(siehe 2.2.4.1) verwendet. Das Lysat wurde in 4 x Laemmli-Puffer aufgenommen und direkt
auf das Gel aufgetragen. Zur Untersuchung von extrazelluldren Proteinen wurde die
Proteinmenge aus 1ml TCA-gefilltem Zellkulturiiberstand (siehe 2.2.4.3) verwendet.

Fiir die Western-Blot-Analyse wurden die Proben fiir SMinuten bei 95°C denaturiert und auf
ein Mini-Proteingel (System der Firma Biorad) geladen. AnschlieBend wurden die Proben in
1 x PAGE-Puffer bei 100V (bei konstanter Stromstdrke) fiir 2-3h elektophoretisch
aufgetrennt.

Transfer auf eine PVDF-Membran:

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine mittels Elektrotransfer (Transferkammer,
Bio-Rad) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Zur Aktivierung wurde
die Membran fiir 15sec in unverdiinntes Methanol gelegt, und nach mehrfachem Waschen mit
deionisiertem Wasser in den Transferpuffer tiberfiihrt. Fiir den Transfer wurden vier
Filterpapiere (Whatman 3MM) mit Transferpuffer benetzt und auf die untere Auflagefliche
(Anode) der Transferkammer gelegt. Direkt dariiber wurde die PVDF-Membran platziert. Das
SDS-Polyacrylamidgel wurde kurz in Transferpuffer gewaschen, auf die PVDF-Membran
gelegt und mit vier weiteren Filterpapieren bedeckt, die ebenfalls mit Transferpuffer getridnkt
waren. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden vor dem Transfer entfernt. Der Transfer
wurde bei RT mit einer konstanten Stromstirke von 70mA pro Mini-Gel fiir 70min
durchgefiihrt. Durch Anféirben der Proteine auf der Membran mit Ponceau-S-Losung wurde
die Effizienz des Protein-Transfers kontrolliert. Die PVDF-Membran wurde nach dem
Transfer an der Luft getrocknet und bis zur Immundetektion bei 4°C aufbewahrt oder direkt
mit dem Blockierungspuffer inkubiert.

Immundetektion:

Die getrocknete Membran (s.0.) wurde zur Aktivierung fiir 15sec in Methanol getaucht, fiir
2min in deionisiertem Wasser gewaschen und fiir mindestens 1h in Blockierungspuffer
geschiittelt. AnschlieBend wurde die Membran mit dem Primér-Antikorper (s. Tab 2.5) tiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Blot mehrfach mit Waschpuffer (TBST)
gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit dem ,horseradish-peroxidase
(HRP)-gekoppelten spezies-spezifischen Sekundir-Antikorper (s. Tab. 2.5) fiir 1h bei RT. Die
Bedingungen fiir die Western-Blot-Analysen sind in Tabelle 2.5 zusammengefasst.

Nach Wiederholung des Waschschrittes wurde die Membran bei Raumtemperatur mit dem
ECL- oder ECL-Advanced-Detektions-Kit fiir 2 bzw. S5min entwickelt und die

Chemolumineszenz mit Hilfe von Rontgenfilmen detektiert. Der Rontgenfilm (Kodak) wurde



dabei in einer Autoradiographie-Kassette bei Raumtemperatur exponiert und in einer

Entwicklermaschine (Hyperprocessor, Amersham) entwickelt.

Tab. 2.5 Western-Blot-Bedingungen

Primér-Antikorper Blockierungs- | Verdiinnung Sekundér- Antikorper
puffer (in Blockierungs-
puffer)
c-Jun 2% MM 1:1000 1h
SAPK/INK 2% MM 1:1000 Anti-Kaninchen-HRP
NFxB p65 2% MM 1:5000 1:10.000
Nucleolin 1% MM 1:1000
Phospho-p38 2% Adv 1:1000
Phospho-Akt 2% MM 1:1000
p44/42 2% MM 1:1000
Phospho-elF-4E 2% Adv 1:500
c-Fos 2% MM 1:1000 1h
Phospho-SAPK/INK | 2% MM 1:1000 Anti-Maus-HRP
MMP-9 1% MM 1:300 1:10.000
HDAC-1 2% MM 1:1000
Akt 10% MM 1:1000
Phospho-p44/42 2% Adv 1:1000
Phospho-c-Jun 2% MM 1:1000
B3-Aktin 2% MM 1:10.000
p38 2% MM 1:1000

HRP = horseradish-peroxidase = Meerrettichperoxidase
MM = Magermilchpulver
Adv = Advanced



2.2.4.7. ,Electrophoretic mobility shift assay* (EMSA)

Die EMSA-Methode wird zum Nachweis von DNA-Protein-Wechselwirkungen verwendet.

Zusammensetzung des Gels (30ml):

1,8ml 10x TBE

5,4ml Acrylamid (30%)
30ul TEMED

400u1 APS (10%)
28,8ml H,O

Radioaktive Endmarkierung doppelstrdngiger DNA mit T4-Kinase:

20pmol der doppelstriangigen Oligonukleotide wurden mit 101 Wasser verdiinnt, fiir 2min bei
95°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gebracht. Fiir die Kinase-Reaktion wurden 2ul
10 x Polynukleotid-Kinase (PNK)-Puffer, 1ul PNK (20U), 5ul [y-*P]-dATP (spezifische
Aktivitdt: 6000Ci/mmol) hinzugefiigt und die Proben fiir 1h bei 37°C inkubiert. Um eine
vollstindige Renaturierung der Einzelstrang-DNA zu ermoglichen, wurden die Proben iiber
Nacht bei RT abgekiihlt. Zur Auftrennung der radioaktiv markierten Oligonukleotide von den
freien Nukleotiden wurden Sepharose-haltige Nick-Sdulen (Amersham Biosciences)
verwendet. Die Bestimmung des radioaktiven Einbaus erfolgte mit Hilfe der
Szintillationsmessung. Fiir die Bindungsreaktion wurden 30.000cpm (ca. 2ul) der markierten
Probe eingesetzt.

Bindungsreaktion:

Radioaktiv markierte ds-DNA-Oligonukleotide (1,0-0,5ng)
3 x Bindungspuffer

Protein aus nuklearen Extrakten (1-5ug)

Die Proben wurden mit hypertonischem Puffer (,,Puffer C*) auf ein Gesamtvolumen von 20ul
aufgefiillt und fiir 45min auf Eis gestellt. Fiir eine Supershift-Analyse, welche fiir die
Identifizierung von DNA-bindenden Komplexen verwendet wurde, wurden die
entsprechenden Antikorper (10ng/ml) fiir 30min oder tber Nacht mit der radioaktiv

markierten DNA-Probe bei 4°C inkubiert.



Elektrophorese der DNA-Proteinkomplexe:

Die Proben wurden auf das Gel aufgetragen und bei 200V (bei konstanter Stromstédrke) in
1 x TBE fiir 90min elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel fiir 30min bei
Raumtemperatur in einer speziellen Fixierungslosung fixiert. Das Gel wurde unter Vakuum
fir 2h bei 80°C getrocknet und radioaktive Signale mit Hilfe eines Phosphoimagers

ausgewertet.

2.2.4.8. Transkriptionsfaktor-Assay

Die Transkriptionsfaktor-Assays (Active motif) fiir p-c-Jun, c-Fos und p65 wurden nach
Angeben des Herstellers durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der nukledren Extrakte erfolgte
ebenfalls nach dem Protokoll des Herstellers. Fiir den Assay wurden jeweils Sug der Probe

eingesetzt.

2.2.4.9. PKC-Assay

Die Durchfiihrung des PKC-Assay (Promega) erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers.
Fiir die PKC-Reaktion wurden unverdiinnte Proteinlysate verwendet. Es wurden jeweils 101

der Proben auf die Membran aufgetragen.

2.2.4.10. Griess-Assay

Nitrit (NO,) ist ein stabiles Endprodukt von NO, welches aus der Reaktion mit molekularem
O, entsteht. Zur Bestimmung der Stickstoffmonoxid-Produktion der Zelle wurde die
Nitritmenge mit Hilfe des Griess-Reagenz in Zellkulturiiberstinden gemessen. Hierzu wurden
100ul des jeweiligen Zellkulturiiberstandes auf einer ELISA-Platte mit 100ul der
gebrauchsfertigen Griess-Losung versetzt. Die Absorption wurde bei 540nm gemessen und

der Nitritgehalt anhand einer Natriumnitrit-Standardkurve ermittelt.

2.2.4.11. SDS-PAGE-Zymographie

Die Analyse des Gelatinase-Gehaltes im Zellkulturiiberstand wurde mit Hilfe einer SDS-
PAGE-Zymographie durchgefiihrt. Im Gegensatz zur herkommlichen SDS-PAGE enthalten
Zymographie-Gele (Trenn- und Sammelgele) zusitzlich Gelatine (0,1%), die von in den
Proben enthaltenen Gelatinasen enzymatisch abgebaut wird. Verdaute Gelatine-Bereiche sind
als ungeférbte Banden im ansonsten mit Coomassie blau gefdrbten Gel erkennbar.

Zur Analyse wurden 1-10u1 des Zellkulturiiberstandes mit Wasser auf ein Volumen von 10ul
aufgefiillt, mit 2 x Probenpuffer versetzt und direkt auf das Gel aufgetragen. Nach der
Elektrophorese (s. Kapitel 2.2.4.6) wurden die Proteine fiir 30min mit TRITON X-100 (2,5%)



renaturiert. Daraufhin wurde das Gel tliber Nacht bei 37°C im Entwicklungspuffer inkubiert.
Die Firbung erfolgte in einer Coomassie-Firbelosung fiir die Dauer von 15min bis zu 1h.
Anschlieend wurde das Gel fiir ca. 15min in einer Entfarbel6sung entférbt, solange bis sich
die hellen lytischen Zonen deutlich vom blauen Hintergrund abhebten. Die Gr6Be der Proteine
wurde durch Vergleich mit einem Proteinmarker ermittelt. Die Gele wurden abschlieend mit

einem Imaging Densitometer System von Biorad eingescannt.

2.2.4.12. In-vitro-Zymographie

Mit dieser Methode wurden Effekte von exogen zugefiihrten Substanzen auf die MMP-9-
Aktivitdt in zellfreien Kulturiiberstinden untersucht. Hierzu wurden 100ul von
Zellkulturiiberstinden einer zuvor fiir 24h mit TPA stimulierten 6-Well-Platte mit der
entsprechenden Substanz fiir einige Stunden bei Raumtemperatur bzw. 37°C inkubiert. Die

Untersuchung der Proben erfolgte wiederum mittels SDS-PAGE-Zymographie.

2.2.4.13. Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenzfirbung wurden MCF-7-Zellen mit einer ungefihren Dichte von
1 x 10°/Well in 12-Well-Platten auf Deckgldsern (& 18mm) ausgelegt und fiir 24h in
serumfreiem Medium inkubiert. Nach 24-stiindiger Stimulation mit den entsprechenden
Substanzen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Paraformaldehyd
(2% wiv) fiir 15min bei RT fixiert. Nach Wegwaschen der Fixierlosung mit PBS wurden die
Zellen mit Blockierlosung bei Raumtemperatur fiir 15min inkubiert. Daraufhin erfolgte eine
Inkubation mit dem Primér-Antikorper (1:200 in Blockierlosung) fiir 1h bei RT. Danach
wurden die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen und mit dem Sekundéar-Antikorper unter
Lichtausschluss fiir weitere 30min inkubiert (Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus-IgG, 1:250 in
Blockierlosung). Anschliefend wurden die Zellen wiederum mit PBS gewaschen und die
Zellkerne mit einer DAPI-Farbelosung (0,2xg/ml in PBS) angeférbt. Nach dem Wegwaschen
der DAPI-Losung wurden die Zellen mit einem gebrauchsfertigem Eindeckmedium
(Fluoromount-G) eingedeckt. Zur Aufnahme der Immunfluoreszenzbilder wurde das
Mikroskop Nikon Eclipse E600 (Nikon, Diisseldorf) verwendet. Die Aufnahmen wurden mit

der Software ,,Image J und Zeiss LSM Browser* bearbeitet.

2.2.4.14. MMP-9-Aktivitats-Assay

Der ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay‘ (ELISA) fiir die Bestimmung der MMP-9-

Aktivitdt in Zellkulturiiberstinden wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die



eingesetzten Zellkulturiiberstinde wurden zuvor mit Assay-Puffer 1:10 verdiinnt und mit dem

MMP-Aktivator (4-Aminophenyl-Quecksilberazetat) APMA aktiviert.

2.2.4.15. MMP-Antikorper-Array

Die Durchfiihrung des MMP-Antikorper-Arrays erfolgte nach Herstellerangaben. Hierfiir
wurden Zellkulturiiberstinde aus sechs unterschiedlichen Experimenten vereinigt und

anschliefend mit 1 x Blockierungspuffer 1:3 verdiinnt.

2.2.4.16. Metabolische Markierung mit *°S-Methionin und **S-Cystein

Um den Einfluss von NO auf die Neusynthese von MMP-9 zu untersuchen, wurden die Zellen
mit S-Methionin- und *S-Cystein markiertem Kulturmedium versetzt und damit die
Neusynthese von radioaktiv markiertem MMP-9 iiber Autoradiographie ermittelt. Hierzu
wurden die MCF-7-Zellen zunichst fiir 24h in serumfreiem Medium kultiviert, mehrfach mit
PBS gewaschen und fiir 14h mit den jeweiligen Stimulationsmedien inkubiert. Im Anschluss
daran wurde das Stimulationsmedium gewechselt und die Zellen mit denselben Stimuli fiir
weitere 2h in nunmehr methionin- und cysteinfreiem Medium inkubiert. Danach wurden die
neu synthetisierten Proteine durch Zugabe eines 30uCi *>S—Methionin/Cystein-Mixes fiir 6h
radioaktiv markiert. Die Zellen wurden nachfolgend mehrfach mit eiskaltem PBS gewaschen
und in 200u1/6-Well Homogenisierungspuffer aufgenommen. Der Aufschluss der MCF-7-
Zellen erfolgte durch Sonifizierung im Ultraschallbad (Ultraschallbad Transsonic digital S)
fir 3min bei 80% der maximalen Leistung. Um Zelltriimmer zu entfernen, wurden die
aufgeschlossenen Zellen bei 13.000Upm fiir 10min (4°C) zentrifugiert (Biofuge fresco, Rotor
F178818) und das Lysat in ein frisches Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Der radioaktive Einbau des
»S wurde mit Hilfe der Szintillationszéhlung tiberpriift, indem 1/100 des Probenvolumens im
Szintilationsmessgerdt gemessen wurde. AnschlieBend erfolgte eine Immunprézipitation
(Abschnitt 2.2.4.5) mit einem MMP-9-spezifischen Antikorper, wobei fiir jede
Immunpriézipitation die gleiche Menge an radioaktivem Extrakt eingesetzt wurde. Nach
mehreren Waschschritten wurde der Uberstand mit einem B-Aktin-spezifischen Antikorper
erneut immunprézipitiert, um eine Ladungskontrolle zu ermdglichen. Die prézipitierten
Proben wurden mittels SDS-PAGE (s. Kapitel 2.2.4.6) aufgetrennt. AnschlieBend wurden die
Gele fiir 30min bei Raumtemperatur fixiert, unter Vakuum 2h bei 80°C getrocknet und mit

einer Detektionsplatte exponiert, die mit Hilfe eines Phosphoimagers ausgewertet wurde.



2.2.4.17. RNA-Isolation aus praparierten Polysomen

Fiir die Isolierung von Polysomen wurden MCF-7-Zellen (ca. 3,5 x 10° Zellen pro Well einer
6-Well-Platte) zundchst mit PBS gewaschen, anschlieBend in Ethylendiamintetraazetat-
(EDTA)-haltigem PBS von den Kulturschalen abgeschabt und fiir 2min bei 1000Upm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 30xl Homogenisierungspuffer aufgenommen.
Nachfolgend wurden die Proben fiir 15min bei 13.000Upm zentrifugiert und der Uberstand in
ein frisches Reaktionsgefdll tiberfiihrt. Nach der Proteinbestimmung der Proben wurden
gleiche Proteinmengen auf ein Sucrosekissen (1M) im Zentrifugationsrhrchen geschichtet.
Daraufhin erfolgte ein Ultrazentrifugationsschritt bei 100.000xg fiir 2h. Das Pellet wurde
danach in einem Volumen von 100x] PUB-Puffer gelost und Ribonukleinséduren iiber Nacht
bei -80°C mit Lithiumchloridlosung gefillt. Nach Zentrifugation fiir 15min bei 13.000Upm
und 4°C wurde das RNA-Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und dann bei RT
getrocknet. Nach Aufnahme der RNA in 10x] DEPC-haltigem Wasser wurde die RNA durch
eine RT-PCR in cDNA umgeschrieben 2.2.2.5 und auf einem Agarosegel detektiert. Fiir die

Gelelektrophorese wurde die gesamte isolierte RNA-Menge eingesetzt.

2.2.4.18. LDH-Assay

Der Laktatdehydrogenase (LDH)-Zytotoxizitdts-Assay ist ein kolorimetrischer Assay, der
quantitativ die Zytotoxizitdt und Zytolyse von Zellen iiber die Messung der LDH-Freisetzung
geschédigter Zellen bestimmt.

Die Durchfiihrung des LDH-Zytotoxizitdts-Assays erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers. Alle Experimente wurden in Doppelbestimmung mit unverdiinnten
Zellkulturiiberstdnden durchgefiihrt. Das Reagenz wurde nach Angaben des Herstellers
gemischt und zusammen mit dem Uberstand in einer 96-Well-Platte inkubiert. AnschlieBend

erfolgte die Messung der Proben bei 495nm.



3. Ergebnisse

3.1. Effekt des Phorbolesters TPA und des NO-Donors DETA-NO
auf die MMP-9-Spiegel im Zellkulturiiberstand

TPA ist ein in der Grundlagenforschung hédufig verwendeter Stimulus, welcher die Expression
zahlreicher Gene induziert. Die zur Gruppe der Phorbolester zéhlende Substanz ist besonders
durch ihre potenten tumor-promovierenden Eigenschaften gekennzeichnet. Sie aktiviert,
analog zu Diacylglycerol, sowohl die Klasse von konventionellen als auch neuen Isoformen
der PKC. In der Literatur finden sich einige Beispiele dafiir, dass die Inkubation von MCF-7-
Zellen mit TPA eine massive Induktion der MMP-9-Expression und Sekretion bewirkt (Liu et
al., 2002; Johnson et al., 1999). Zur Aufkldarung der NO-vermittelten Mechanismen auf die
stimulierte MMP-9-Expression wurde dieser Stimulus gewdhlt, weil dieser aus unserer Sicht
eine starke und reproduzierbare Expression der MMP-9 versprach. In dieser Dissertation
wurde der Fokus sowohl auf die parakrine als auch auf die endokrine Wirkung von NO auf
Tumorzellen gelegt, da neben Tumorzellen selbst auch den Tumor infiltrierende und
benachbarte Stromazellen fiir die NO-Produktion im Tumorgewebe verantwortlich sind
(Fukumura et al., 2006). Um diese Situation in Zellkultur zu simulieren, wurden daher

verschiedene zellpermeable NO-Donoren appliziert.
3.1.1.  Identifizierung von TPA- und/oder NO-regulierten MMPs und TIMPs

Zunichst sollte die Wirkung von NO auf verschiedene MMPs und TIMPs untersucht werden.
Als Modellsystem wurden MCF-7-Zellen ausgewihlt, da diese zu den am besten
charakterisierten und am meisten verwendeten Brustkrebszelllinien zdhlen (Lacroix und
Leclercq, 2004).

Zur Identifizierung NO-regulierter MMPs und TIMPs wurde ein Antikorper-Array verwendet.
Wie in Abb. 3.1 zu sehen, zeigt keines der im Assay getesteten Proteine eine hohe basale
Expression. Lediglich TIMP-2 zeigt eine etwas stirkere basale Expression (OD/mm <O0,16).
Nach einer 24-stiindigen Stimulation mit TPA (100nM) zeigt sich hingegen ein deutlich
unterschiedliches Expressionsmuster der einzelnen Proteasen und Antiproteasen. Besonders
deutlich ist der Anstieg der TIMP-1- und MMP-10-Expression (auf OD/mm ~0,78). Dartiber
hinaus zeigt auch die MMP-9 deutlich erhohte Expressionsspiegel nach TPA-Stimulation der
Zellen (auf OD/mm =0,51). Die Expression von MMP-1 und TIMP-2 wird dagegen durch
TPA weniger stark verdndert (von OD/mm =0,02 auf OD/mm=0,41 bzw. von
OD/mm < 0,16 auf OD/mm =0,43). Durch die zusitzliche Behandlung der Zellen mit



DETA-NO (500#M) werden die Proteinspiegel von TIMP-1, MMP-1 und MMP-9 deutlich
reduziert (um durchschnittlich OD/mm 0,2-0,3), wohingegen die Expression von MMP-10
nahezu unveréindert bleibt (von OD/mm = 0,78 auf OD/mm = 0,65). Ebenfalls nur geringfiigig
verdndert zeigt sich die Expression von TIMP-2 (von OD/mm =0,43 auf OD/mm = 0,35). Da
MMP-9 die stirkste Modulation, sowohl durch TPA als auch durch NO aufwies, haben wir

unsere nachfolgenden Untersuchungen auf diese MMP beschrinkt.
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Abb. 3.1 Effekt von TPA und DETA-NO auf die Expression von verschiedenen MMPs und TIMPs

DETA-NO inhibiert die TPA-induzierte MMP-9- und TIMP-1-Expression. MCF-7-Zellen wurden fiir 24h mit
TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert. (A) Fiir den Antikorper-Array wurden

Zellkulturiiberstinde aus sechs vereinigten Versuchen eingesetzt. Es wurde 1ml des

1:3 verdiinnten

Zellkulturiiberstandes verwendet. (B) Die Angaben in der Tabelle entsprechen den jeweiligen Primér-
sind. POS=Positivkontrolle,
NEG=Negativkontrolle. (C) Densitometrische Auswertung der am stirksten regulierten MMPs und TIMPs.
K=Kontrolle, T=TPA [100nM], T+D=TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM].

Antikorpern, die auf den einzelnen

Membranflidchen

verankert



3.1.2. Expression der MMP-9 in verschiedenen Brustkrebszelllinien

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Effekt zellspezifisch nur in MCF-7-Zellen
vorzufinden ist, wurden Expressionsstudien zur MMP-9 auch in anderen
Mammakarzinomzelllinien durchgefiihrt. Daher wurden zu den bereits verwendeten schwach
invasiven MCF-7-Zellen zusitzlich die hoch invasiven MDA-MB-231- und MDA-MB-435-
Zellen eingesetzt.

Wie in Abb. 3.2 zu sehen, zeigt die Zelllinie MDA-MB-231 eine schwache konstitutive
MMP-9-Expression. Wie in MCF-7-Zellen, so fiihrt auch in diesen Zellen die Stimulation mit
TPA zu einer Hochregulation der MMP-9-Expression. Daher wurde diese
Mammakarzinomzelllinie in einigen Schliisselexperimenten zusitzlich zu MCF-7-Zellen
verwendet (s. Kapitel 3.10). In MCF-7-Zellen ist interessanterweise keine konstitutive
MMP-9-Expression nachweisbar. Die bereits in der Literatur beschriebene und eingangs
erwihnte starke Steigerung der MMP-9-Aktivitidt in MCF-7-Zellen nach TPA-Stimulation
konnte somit in dieser Arbeit bestitigt werden (Liu et al., 2002). MDA-MB-435-Zellen
zeigen im Unterschied hierzu unter keiner der untersuchten Bedingungen eine Sekretion von

MMP-9 (Abb. 3.2).

TPA[100NM] -+ -+ - 4

MMP-9

MCF-7 MDA-231 MDA-435

Abb. 3.2 Basale und TPA-induzierte MMP-9-Sekretion in verschiedenen Brustkrebszelllinien

MCF-7-Zellen zeigen die stirkste Induktion der MMP-9-Expression nach TPA-Stimulation. MCF-7-, MDA-MB-
231- und MDA-MB-435-Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] stimuliert. Jeweils 10l der Zellkulturiiberstéinde
wurden auf ein SDS-Zymographie-Gel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die lytische Bande
entspricht der inaktiven Pro-MMP-9-Form (92kDa). Die Grofe der Bande wurde mit Hilfe eines

Molekulargewichtsmarkers ermittelt.



3.1.3.  Ausschluss von zytotoxischen Effekten durch TPA oder DETA-NO
mittels LDH-Assay

Bevor weitere Experimente durchgefiihrt wurden, sollte ausgeschlossen werden, dass die
verringerte Aktivitdit von MMP-9 durch eine erhohte, NO-bedingte Zelltoxizitdt verursacht
wird. Zur Bestimmung moglicher zytotoxischer Effekte der eingesetzten Substanzen
verwendeten wir ein Laktat-Dehydrogenase-Assay (LDH-Assay). Als Messgrof3e gilt hier die
Menge von extrazellulirem LDH, da LDH nur von toten Zellen ins Kulturmedium freigesetzt
wird.

Weder TPA noch DETA-NO fiihrten zu einer signifikanten Erhéhung der LDH-Freisetzung,
was darauf hinweist, dass keine der verwendeten Substanzen unter den Versuchsbedingungen

einen zytotoxischen Effekt auf MCF-7-Zellen ausiibt (Abb. 3.3).
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LDH-Freisetzung/ x-fache Induktion

Kontrolle TPA [100nM] TPA [100nM]+DETA-
NO [500uM]

Abb. 3.3 LDH-Freisetzung als Indikator fiir die Zytotoxititiit einer Substanz

Weder TPA [100nM] noch TPA [100nM] plus DETA-NO [500pM] verursachen zytotoxische Effekte im
gewihlten Zellmodell. Je 100u] von unverdiinnten Zellkulturiiberstinden wurden fiir die Messung der LDH-
Aktivitdt eingesetzt. Die Daten sind als x-fache Induktion, bezogen auf die unstimulierte Kontrolle angegeben
und zeigen den Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

3.1.4.  Wirkung verschiedener NO-Donoren auf die TPA-induzierte MMP-9-

Aktivitat und Expression

Der zuvor gezeigte Anstieg der extrazelluliren MMP-9-Spiegel durch TPA und dessen
Reduktion durch DETA-NO sollte nachfolgend mit unterschiedlichen Methoden bestéatigt
werden (Abb. 3.1). Mit Hilfe einer Dosis-Wirkungsreihe sollte zunéchst eine dosisabhéngige
Reduktion der TPA-induzierten MMP-9-Spiegel durch unterschiedliche DETA-NO-
Konzentrationen nachgewiesen werden. Abbildung 3.4 A zeigt die gelatinolytische Aktivitit

von MMP-2 und MMP-9 im Zymogramm. Dabei entspricht die obere lytische Bande der



latenten Pro-MMP-9-Form. Durch die gewihlten experimentellen Bedingungen wird eine
vollstindige Riickfaltung des latenten Propeptids in das aktive Zentrum verhindert, so dass
auch die inaktive Pro-Form in der Lage ist, das Substrat Gelatine im Zymogramm
umzusetzen.

Die Stimulation in Abb. 3.4 A erfolgte in serumhaltigem Medium. Wie die Abbildung zeigt,
ist unter diesen Bedingungen in MCF-7-Zellen eine konstitutive Expression der MMP-2-
Bande erkennbar; diese wird jedoch durch keine der gewihlten Stimulationsbedingungen
verdndert (Liu et al., 2002). Die durch TPA induzierte Aktivitétssteigerung kann durch die
Gabe unterschiedlicher DETA-NO-Mengen stufenweise reduziert werden. Das
Regulationsmuster von MMP-9 wird indessen durch die serumfreien Bedingungen nicht
beeinflusst. Die folgenden Versuche wurden ausnahmslos in serumfreiem Medium
durchgefiihrt, da die Zugabe von einem hohen Serumgehalt (10% FKS) bereits zu einer
Aktivierung mitogen-aktivierbarer Signalwege fiihren kann.

Die Ergebnisse der Zymographie sollten in weiteren Experimenten mit Hilfe eines
kommerziell erhiltlichen MMP-9-Aktivitits-Assays verifiziert werden. Die Auswertung des
Aktivitédts-Assay weist auf eine dhnliche NO-abhingige Regulation hin, wie sie bereits im
Zymogramm sichtbar war (Abb. 3.4 B). Auch bei diesem Assay zeigt sich, dass die
MMP-9-Aktivitdt durch TPA-Stimulation signifikant erhoht wird. Die zuséitzliche Gabe von
DETA-NO fiihrt hingegen =zu einer konzentrationsabhidngigen Reduktion der
MMP-9-Aktivitédt (Abb. 3.4 B). Da im Aktivitits-Assay nur die enzymatisch aktive Form von
MMP-9 detektiert werden kann, war es notwendig, die iiberwiegend latente MMP-9 vor der
Analyse zu aktivieren. Aus diesem Grund wurden simtliche Uberstinde der MCF-7-Zellen
vor der Durchfiihrung des Aktivitits-Assays mit dem MMP-9-Aktivator 4-Aminophenyl-
Quecksilberazetat (APMA) (250uM) behandelt. Dies zeigt auch, dass in MCF-7-Zellen die
TPA-induzierte MMP-9 ausschlieBlich als inaktives Proenzym sezerniert wird.

Eine NO-abhingige Reduktion der extrazelluliren MMP-9-Spiegel konnte nachfolgend auch
in TCA-gefillten Zellkulturiiberstinden mittels Western-Blot-Analyse bestétigt werden
(Abb. 3.4. C).
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Abb. 3.4 Effekt von DETA-NO auf die TPA-induzierte gelatinolytische Aktivitit von MMP-9

Reduktion der TPA-induzierten MMP-9-Expression durch DETA-NO. MCF-7-Zellen wurden fiir 24h mit TPA
[100nM] oder TPA [100nM] plus den angegebenen Konzentrationen DETA-NO stimuliert. (A) Jeweils 1u1 des
Zellkulturiiberstandes wurde liber SDS-Zymographie elektrophoretisch aufgetrennt. Die langsam migrierende
lytische Bande entspricht der inaktiven Pro-MMP-9-Form (92kDa). Die schneller migrierende Bande
reprisentiert die MMP-2 (72kDa). Die Grofie der Banden wurde mit Hilfe eines Molekulargewichtsmarkers
ermittelt. (B) Fir die Aktivititsmessung von MMP-9 wurde eine 1:10 verdiinnte Menge des
Zellkulturiiberstandes verwendet. Die Proben wurden mit APMA (250uM) aktiviert. Die Abbildung zeigt den
MMP-9-Gesamtgehalt im Zellkulturiiberstand in ng/ml. Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) = STD (n=3)
dargestellt. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant bezogen auf die Kontrolle, #p<0,05 als statistisch signifikant
bezogen auf den TPA-stimulierten Wert angesehen. (C) 900ul der Zellkulturiiberstinde wurden zur
Proteinprizipitation mit 50% Trichloressigsdure eingesetzt. Die Proben wurden in einem 10%igen SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und die MMP-9 mit einem monoklonalen anti-MMP-9-Antikorper detektiert.



Um auszuschlieBen, dass die gemessenen NO-Effekte nicht substanzspezifisch verursacht
werden, wurden zusétzlich modulatorische Effekte anderer NO-Donoren untersucht. Dabei
unterscheiden sich die einzelnen NO-Donoren im Wesentlichen in der Zerfallszeit mit der
eine definierte und konstante NO-Menge freigesetzt wird. Bei 37°C liegt die Halbwertzeit von
DETA-NO bei etwa 20h (Keefer et al., 1996), die von Spermine-NO bei ungefidhr 40min
(Keefer et al., 1996) und die von S-Nitroso-N-penicillamine (SNAP) in einer GroBenordnung
von 6h (Feelisch und Stamler, 1996; Roy et al., 1994). Sdmtliche NO-Donoren zeigen einen
vergleichbaren = hemmenden  Effekt auf die  TPA-induzierten  extrazelluldren

MMP-9-Expressionsspiegel (Abb. 3.5).

SNAP [250uM] - - + -
Spermine-NO [250uM] - - - +
TPA[100nM] - + + +

MMP-9

Abb. 3.5 Effekt von Spermine-NO und SNAP auf die TPA-induzierte extrazellulire MMP-9-Aktivitéit

Verminderug der TPA-induzierten MMP-9-Spiegel durch Spermine-NO und SNAP. MCF-7-Zellen wurden fiir
24h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus Spermine-NO [250uM] bzw. plus SNAP [250uM] stimuliert.
Jeweils 10pul der Zellkulturiiberstinde wurden fiir die SDS-Zymographie verwendet. Die lytische Bande
entspricht der latenten MMP-9-Form (92kDa). Die GroBle der Bande wurde anhand eines
Molekulargewichtsstandards ermittelt.

3.1.5.  Untersuchung zur cGMP-Abhangigkeit der NO-Effekte

Da viele der bekannten NO-Effekte iiber eine Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase
vermittelt werden, wurden MCF-7-Zellen mit dem membranpermeablen cGMP-Analogon
Dibutyryl (db)-cGMP stimuliert. Wie in Abb. 3.6 A,B gezeigt, ist sowohl im
Zellkulturiiberstand als auch in Zellysaten keine Verdnderung der TPA-induzierten MMP-9-
Expression nach der Gabe des db-cGMPs (250uM) zu erkennen. Die Behandlung der Zellen
mit DETA-NO fiihrt im Vergleich zu db-cGMP zu einer deutlichen Reduktion der
gelatinolytischen MMP-9-Aktivitidt (Abb. 3.6 A). Zur Bestitigung dieser Ergebnisse wurde
zusdtzlich der Einfluss von Oxadiazoloquinoxalin (ODQ), einem Inhibitor der I6slichen
Guanylatzyklase, auf die TPA-induzierten MMP-9-Spiegel untersucht. Die Kostimulation mit
ODQ (10puM) fiihrt tiberraschenderweise zu einer schwachen Erh6hung der MMP-9-Sekretion
(Abb. 3.6 C). Eine verstarkte MMP-9-Sekretion ist nach ODQ-Stimulation bei einer



zusdtzlichen Stimulation der Zellen mit DETA-NO zu erkennen. Aus diesen Ergebnissen lésst
sich schlieBen, dass der durch NO hervorgerufene Effekt nicht iiber eine Aktivierung der
16slichen Guanylatzyklase vermittelt wird, obwohl endogenes cGMP eine schwach hemmende

Wirkung auf die MMP-9-Sekretion zeigt.
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Abb. 3.6 Potenzieller Effekt von cGMP auf die extrazelluliren und intrazelluliiren MMP-9-Spiegel

Der Effekt von DETA-NO auf die MMP-9-Expression wird nicht liber cGMP-vermittelt. (A,C) Je 1ul der
Zellkulturiiberstinde wurden fiir die SDS-Zymographie verwendet. Die lytische Bande reprisentiert die inaktive
Pro-Form der MMP-9. (B) Gesamtzell-Proteine wurden wie im Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Fiir die
Western-Blot-Analyse wurden jeweils 30ug Gesamtprotein eingesetzt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mit einem MMP-9-spezifischen Antikorper analysiert. Als Ladungskontrolle wurde der jeweilige
Gehalt von —Aktin bestimmt.



3.1.6.  Einfluss von ROS-Inhibitoren auf die gelatinolytische Aktivitat von
MMP-9

Um zu priifen, ob der reduzierende Effekt von NO auf MMP-9-Spiegel moglicherweise auch
durch eine verstarkte Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen erkldrt werden kann, wurde
die Wirkungen des Antioxidanz N-Acetylcystein (NAC) und des NADPH-Oxidase-Inhibitors
Diphenyleneiodonium (DPI) auf die TPA-induzierte MMP-9-Sekretion untersucht. Wie
Abb. 3.7 zeigt, fiihrt die zusitzliche Behandlung mit beiden Substanzen zu einer nahezu
vollstindigen Hemmung der TPA-induzierten MMP-9-Sekretion. Diese Resultate machen
deutlich, dass redox-vermittelte Mechanismen eine essenzielle Rolle bei der NO-vermittelten

MMP-9-Inhibition spielen.

Abb. 3.7 Effekte von DPI und NAC auf die
TPA[10nM + + + +
[ ] gelatinolytische Aktivitit von MMP-9
NAC [10mM] - - - + DPI und NAC inhibieren die TPA-induzierte MMP-9-

Aktivitdt. MCF-7-Zellen wurden fiir 24h mit TPA [10nM]
oder TPA [10nM] plus NAC [10mM] bzw. plus DPI
[100uM] stimuliert. 5ul des Zellkulturiiberstandes wurden
auf ein  SDS-Zymographie-Gel  aufgetragen  und
elektrophoretisch getrennt. Die lytische Bande bei 92kDa
reprisentiert die inaktive Pro-MMP-9-Form.

DPI [100uM] - + - -

MMP-9

3.1.7.  Zeitabhangige Wirkung von DETA-NO auf die TPA-induzierten
MMP-9-Spiegel

In einem néchsten Schritt sollten Experimente zur niheren Aufkldrung des Ablaufs der
beobachteten NO-Effekte durchgefiihrt werden. Dabei sollte aufgeklirt werden, ob NO auch
nach TPA-Stimulation inhibitorisch auf die MMP-9-Expressionsspiegel Einfluss nehmen
kann. Ein Anstieg der MMP-9-Expression ist bereits nach 8h TPA-Stimulation detektierbar,
wihrend DETA-NO zu diesem Zeitpunkt noch keine hemmende Wirkung auf die MMP-9-
Sekretion aufweist (Abb. 3.8 A, links). Nach einer 24h-Stimulation mit TPA zeigt sich
hingegen die bereits beschriebene NO-vermittelte Abnahme der MMP-9-Aktivititsspiegel
(Abb. 3.8 A, rechts).

Die Vorstimulation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen TPA (100nM und 500nM)
fiihrt sowohl nach 8h als auch nach 24h zu einer deutlichen Induktion der extrazelluldren
MMP-9-Spiegel, wihrend die um 8h bzw. 24h verspitete Zugabe von DETA-NO keinen
Einfluss mehr auf die MMP-9-Aktivitét zeigt (Abb. 3.8 B). Aufgrund dieser Daten lésst sich

schlieBen, dass beide Substanzen mindestens gleichzeitig gegeben werden miissen, damit NO
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seine inhibitorische Wirkung auf die MMP-9-Sekretion ausiiben kann. Hieraus kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass NO bereits einen direkten Einfluss auf die

TPA-aktivierten Signalwege, die schlieBlich zur MMP-9-Sekretion fiihren, nimmt.

8h 24h
TPA [100nM] _ + + _ - + + -
DETA-NO [uM] - - 500 500 - - 500 500
MMP-9
A
8h 24h
TPA [NM] - 100 500 100 500 TPA [nM] - 100 500 100 500
DETA-NO [500uM] S - + + DETA-NO [500uM] - - - + +

MMP-9 MMP-9

B

Abb. 3.8 Zeitabhiingige Wirkung von DETA-NO auf die TPA-induzierte gelatinolytische MMP-9-
Aktivitéit nach verschieden Zeitpunkten

Die Reduktion der TPA-induzierten MMP-9-Expression tritt nur auf, wenn DETA-NO und TPA gleichzeitig
gegeben werden. Je 1ul des Zellkulturiiberstandes wurde mittels SDS-Zymographie elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Banden zeigen die gelatinolytische Aktivitit von MMP-9. Die Bestimmung der Bandengrofie
erfolgte durch einen Molekulargewichtsstandard. (A) MCF-7-Zellen wurden fiir 8h bzw. 24h mit TPA [100nM]
oder parallel mit TPA [100nM] plus DETA-NO [500uM] inkubiert. (B) MCF-7-Zellen wurden fiir 8h bzw. 24h
mit den entsprechenden Konzentrationen TPA stimuliert und fiir weitere 24h zusétzlich mit DETA-NO [500xM]

behandelt.

In der Literatur gibt es verschiedene Belege dafiir, dass NO iiber posttranslationelle
Modifikationen Enzyme in ihrer Aktivitit verindern kann (fiir eine Ubersicht s.: Martinez-
Ruiz und Lamas 2007; Gow A. et al., 2004). So ist bekannt, dass die humane MMP-9
neuronaler Zellen tiber eine direkte und NO-abhingige S-Nitrosylierung aktiviert wird (Gu et
al., 2002). Um zu untersuchen, ob die MMP-9 aus MCF-7-Zellen unter den gegebenen
Bedingungen ebenfalls ein direktes Substrat fiir eine NO-abhingige Aktivitdtsdnderung ist,
wurden [In-vitro-Zymographien durchgefiihrt. Dazu wurden Zellkulturiiberstinde von
TPA-stimulierten Zellen gesammelt und nachtrdglich mit DETA-NO (500¢M) behandelt.
Wie dieser zellfreie Test zeigt (Abb. 3.9), ist keine Verdnderung der extrazelluldren

MMP-9-Aktivitdtsspiegel zu erkennen. Somit war auszuschlieBen, dass die zuvor




beschriebene NO-abhingige Verminderung der MMP-9-Sekretion auf einer direkten
inhibitorischen Wirkung des NO auf die MMP-9-Aktivitét beruht.

2h 4h 8h 24h

DETA-NO [500pM] - + - + - + - +

MMP-9

20h TPA [100nM] Vorstimulation

Abb. 3.9 Identifizierung moglicher direkter modifizierender Effekte von DETA-NO auf die TPA-
induzierte gelatinolytische MMP-9-Aktivitit mit Hilfe zellfreier NO-Inkubation

DETA-NO bewirkt keine Verdnderung der extrazelluliren MMP-9-Aktivitit im zellfreien Test. MCF-7-Zellen
wurden fiir 20h mit TPA [100nM] stimuliert. 100ul der Zellkulturiiberstinde wurden fiir die angegebenen
Zeitrdume mit DETA-NO [500xM] bei 37°C in vitro inkubiert. Je 10ul der Zellkulturiiberstinde wurden mittels
SDS-Zymographie aufgetrennt. Die lytische Bande entspricht der latenten Pro-MMP-9-Form (92kDa).

3.2. Effekt von DETA-NO auf die TPA-induzierte intrazellulare
MMP-9-Expression

3.2.1.  Wirkung von DETA-NO auf die TPA-induzierten MMP-9-Spiegel

Um zu iiberpriifen, ob der inhibierende Effekt von exogenem NO auf die TPA-induzierte
MMP-9-Sekretion auf eine Verminderung der intrazelluliren MMP-9-Proteinspiegel
zuriickzufiihren ist, wurden Gesamtzellextrakte isoliert und mit Hilfe der Western-Blot-
Analyse untersucht. Wie Abb. 3.10 zeigt, wird unter der Stimulation von TPA (100nM) eine
MMP-9-Bande detektierbar, deren Intensitidt nach zusétzlicher Stimulation mit DETA-NO
(500puM) stark herabgesetzt wird. Diese TPA- und NO-regulierte Pro-MMP-9-Form wird
durch eine migrierende Bande bei 92kDa reprisentiert, wihrend die schneller migrierende

MMP-9-positive Bande der aktiven 86kDa schweren MMP-9 entspricht.
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Ein vergleichbarer Effekt des NOs zeigt sich bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse der
zelluldren MMP-9-Spiegel. Abbildung 3.11 zeigt eine fluoreszenzmarkierte MMP-9-Férbung
in MCF-7-Zellen nach Stimulation mit TPA im Vergleich zur Stimulation von Zellen die mit
TPA plus DETA-NO behandelt wurden. Unter Kontrollbedingungen ist eine gleichméBig
schwache MMP-9-Firbung lediglich im Zytosol und an den Membranen sichtbar. Nach
Stimulation der Zellen mit TPA wird eine Erhéhung der MMP-9-Spiegel anhand einer
deutlichen Intensivierung der Fluoreszenz-Féirbung sichtbar. Die zusitzliche Gabe des
NO-Donors DETA-NO bewirkt eine Abschwichung des MMP-9-Signals, wobei
interessanterweise die Intensitdt der MMP-9-Férbung in perinukledren Zellbereichen nahezu

unverandert bleibt.



Kontrolle TPA[100nM] TPA [100nM]
DETA-NO [500uM]

Abb. 3.11 Lokalisierung und Expression von MMP-9 nach Stimulation mit TPA und DETA-NO

Reduktion der MMP-9-Expression durch DETA-NO nach der fluoreszenzmarkierten Fiarbung von MMP-9.
MCEF-7-Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder mit TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert.
Die Zellen wurden, wie im Methodenteil beschrieben, fixiert, sukzessive mit einem anti-MMP-9-Antikorper und
einem anti-Maus-Antikorper (Alexa 488) inkubiert und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes bei 20 x facher
VergroBerung aufgenommen.

3.2.2. Untersuchung zu moglichen Effekten von exogenem NO auf die
Proteinstabilitat der MMP-9

2002 wurde in der Literatur beschrieben, dass exogenes NO eine Degradation der neutralen
Ceramidase tiber einen Ubiquitin/Proteasom-abhéngigen Weg verstirken kann (Franzen et al.,
2002). Daher wurde nachfolgend untersucht, ob mit Lactacystin, einem selektiven
Proteasominhibitor, der negative Effekt des NOs auf die MMP-9-Expression revertiert
werden kann. Die Behandlung mit Lactacystin (10uM) konnte das Ausmal} der
NO-vermittelten MMP-9-Reduktion nicht verdndern. Dies lasst darauf schliefen, dass die
Effekte des NOs auf die MMP-9-Proteinspiegel nicht auf einen verstdrkten
proteasom-vermittelten Abbau des MMP-9-Proteins zuriickgefiihrt werden kénnen (3.12 A).

Um zu untersuchen, ob NO mdéglicherweise einen Einfluss auf die Proteinstabilitit der
MMP-9 hat, wurden Experimente mit dem Translationshemmstoff Cycloheximid
durchgefiihrt. Wie Abb. 3.12 B zeigt, ist in allen der mit Cycloheximid (10pg/ml)-
behandelten Zellen eine gleichmiBige Reduktion der Proteinmenge zu erkennen, wihrend
DETA-NO keinen zusitzlichen Einfluss auf die Degradationszeit von MMP-9 zu nehmen

scheint.
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Abb. 3.12 Mogliche Effekte von DETA-NO auf die Proteinstabilitit von MMP-9

DETA-NO hat keinen Einfluss auf die Proteinstabilitit von MMP-9. (A) MCF-7-Zellen wurden fiir 30min mit
Lactacystin [10#M] vorinkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Anschliefend wurde fiir 24h mit
TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert. Die Gesamtproteine wurden, wie im
Methodenteil beschrieben, aufgearbeitet. Fiir die Western-Blot-Analyse wurden jeweils 40ug Gesamtprotein
eingesetzt. (B) MCF-7-Zellen wurden mit TPA fiir 24h stimuliert. Danach wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit Cycloheximid [10pg/ml] fir 30min vorinkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine
zusétzliche Stimulation mit DETA-NO [500pM] fiir die jeweils angegebene Zeitdauer. Als Kontrolle dienten
unbehandelte MCF-7-Zellen.

3.2.3.  Wirkung von DETA-NO auf die Proteinneusynthese von MMP-9

In einem néchsten Schritt sollte iiberpriift werden, ob die NO-bedingte Reduktion der
MMP-9-Proteinspiegel auf eine verminderte Proteinneusynthese zurtickgefiihrt werden kann.
Wie Abb. 3.13 zeigt, wird die MMP-9-Proteinneusynthese durch TPA induziert, wihrend eine
gleichzeitige Stimulation mit DETA-NO zu einer deutlich verringerten Neusynthese von
MMP-9 fiihrt, wie anhand der abgeschwéchten radioaktiv-markierten bei 92kDa migrierenden

Bande ersichtlich wird.
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Abb. 3.13 Potenzieller Einfluss von DETA-NO auf die Proteinneusynthese von MMP-9

DETA-NO fiihrt zu einer Reduktion der TPA-induzierten Proteinneusynthese von MMP-9. MCF-7-Zellen
wurden fiir 14h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert. AnschlieBend
erfolgte eine 2-stiindige Inkubation der Zellen mit denselben Stimuli, jedoch in cystein- und methioninfreiem
Medium. Durch Zugabe eines 30uCi **S-Methionin-/Cystein-haltigem Mediums wurden neu synthetisierte
Proteine fiir 6h markiert. Die Zellen wurden wie im Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Danach erfolgte
eine Immunprézipitation mit einem MMP-9-spezifischen Antikorper. Zur Ladungskontrolle wurde nach dem
ersten Waschschritt der Uberstand mit einem B-Aktin-spezifischen Antikorper immunprizipitiert. Die Proben
wurden anschlieBend mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Gele getrocknet und die
radioaktiven Signale mit einem Phosphoimager detektiert.

3.2.4. Potenzielle Effekte von exogenem NO auf den Gehalt der
polysomalen MMP-9-mRNA

Die Expression der MMP-9 unterliegt in einigen Zellen neben der transkriptionellen auch
einer posttranskriptionellen Kontrolle. Wie kiirzlich gezeigt werden konnte, kann der
Transport des MMP-9-, messenger*‘-Ribonukleoprotein-Komplexes zu den Polysomen durch
Gabe der Hypoxie-imitierenden Substanz 2,2-Dipyridyl, einem Eisen-Chelator, verédndert
werden. Dieser Effekt wird unter anderem durch eine gesteigerte Expression von Nucleolin
und der damit verbundenen verstarkten Bindung an die MMP-9-3’UTR erklart (Fihling et al.,
2005). Es wurde gezeigt, dass dieser posttranskriptionelle Regulationsmechanismus fiir die
Erhohung der MMP-9-Expression nach Stimulation mit 2,2-Dipyridyl verantwortlich ist
(Fahling et al., 2005).

Um zu untersuchen, ob ein &dhnlicher Mechanismus bei der von uns gefundenen
NO-abhingigen = MMP-9-Hemmung eine Rolle spielt, wurde zunidchst der
MMP-9-mRNA-Gehalt in Polysomen-Fraktionen bestimmt. Nach TPA-Stimulation ist im
Vergleich zu unstimulierten Zellen ein stark erhchter MMP-9-mRNA-Gehalt in der
Polysomen-Fraktion zu finden (Abb. 3.14) Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit
DETA-NO fiihrt dagegen zu einem reduzierten Gehalt der polysomalen MMP-9-mRNA, der



aber hoher ist als unter nicht stimulierten Bedingungen. Diese Ergebnisse lassen allerdings
keine Aussage dariiber zu, ob der reduzierte Gehalt der MMP-9-mRNA an den Polysomen
das Resultat eines reduzierten Transports der MMP-9-mRNA an die Polysomen ist. Sie
zeigen aber, dass die Hemmung der MMP-9-Translation die Folge eines verminderten

Gehaltes von MMP-9-Transkripten ist.

TPA[100nM]
DETA-NO [500uM]

MMP-9 263bp

EF-2 178bp

- + +
- - +

Abb. 3.14 Einfluss von NO auf den MMP-9-mRNA-Gehalt an den Polysomen

Der MMP-9-mRNA-Gehalt in der polysomalen Zell-Fraktion ist nach DETA-NO-Behandlung verringert.
MCEF-7-Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500p¢M] stimuliert. Die
Polysomen wurden, wie im Methodenteil beschrieben, tiber ein Sucrosekissen [1M] durch Ultrazentrifugation
[10.0000xg] isoliert. Nach einem Fillungsschritt mit Lithiumchlorid wurde das RNA-Prizipitat in 101 DEPC-
H,0O aufgenommen. Fiir die RT-Reaktion wurde die gesamte isolierte RNA eingesetzt. Die PCR-Analysen
wurden mit MMP-9- bzw. Elongationsfaktor (EF-2)-spezifischen Primern durchgefiihrt.

Einen Hinweis darauf, ob NO moglicherweise zusitzlich auch regulatorisch in den
Transportvorgang des MMP-9-mRNP-Komplexes eingreift, sollte durch die Untersuchung
von Nucleolin und Phospho-eIF4E gebracht werden. In der Literatur ist beschrieben, dass
zumindest Nucleolin beim Transport der MMP-9-mRNA eine funktionelle Rolle spielt
(Fahling et al., 2005, Jiang und Muschel, 2002; Graff et al., 1995). Wie Abb. 3.15 B zeigt, ist
der Gehalt des phosphorylierten eIF4E nach TPA-Stimulation im Zytosol erhht, wihrend
Nucleolin durch TPA unbeeinflusst bleibt (Abb. 3.15 A). Weder die phospho-elF4E-Spiegel
noch der Gesamtgehalt des Nucleolins werden durch die zusitzliche DETA-NO-Stimulation
verdndert (Abb. 3.15 A B).

Dies beweist, dass die oben genannten Proteine bei der NO-abhingigen Reduktion von

MMP-9-mRNA an den Polysomen in MCF-7-Zellen nicht beteiligt sind.
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Abb. 3.15 Potenzielle Wirkung von NO auf den MMP-9-mRNA-Transport zu den Polysomen

Die Protein-Spiegel von Nucleolin (A) und phospho-elF4E (B) werden durch DETA-NO nicht beeinflusst.
MCEF-7-Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500p¢M] stimuliert. Die
zytosolischen Proteine wurden, wie im Methodenteil beschrieben, aufgearbeitet. Die Proben wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Western-Blot-Analysen mittels anti-phospho-eIF4E- oder anti-Nucleolin-
spezifischen Antikorpern analysiert. Fiir die Analysen wurden jeweils 30ug Protein eingesetzt.

3.3. Wirkung von DETA-NO auf die TPA-induzierte MMP-9-mRNA-

Expression

3.3.1.  Regulation der MMP-9-mRNA-Expression durch NO

In einem néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Hemmung der MMP-9-Expression
durch NO bereits auf mRNA-Ebene stattfindet. Hierzu wurden semiquantitative Realtime-
PCR-Analysen mit Hilfe einer MMP-9-spezifischen c¢cDNA-Sonde durchgefiihrt. Wie in
Abb. 3.16 dargestellt, fiihrt die Behandlung der Zellen mit TPA zu einer durchschnittlich
76,6 + 35,8-fachen Steigerung der MMP-9-mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen. Nach Kostimulation mit DETA-NO zeigen die MMP-9-mRNA-Spiegel eine
konzentrationsabhiingige Abnahme. Die zusétzliche Stimulation mit 1004M DETA-NO lésst
den MMP-9-mRNA-Spiegel auf 86,1 £ 12,6% der mit TPA erzielten Expressionsspiegel
sinken. Diese NO-vermittelte Abnahme der TPA-induzierten MMP-9-mRNA-Spiegel kann
durch die Steigerung der DETA-NO-Konzentrationen (250uM bzw. 500uM) weiter verstirkt
werden (auf 46,9 +24,0% bzw. 19,0 + 6,0%) (Abb. 3.16). Aufgrund dieser Ergebnisse kann
ausgeschlossen werden, dass die Reduktion der polysomalen MMP-9-mRNA auf einen
gehemmten RNA-Transport zurtickzufiihren ist.

Aus diesen Experimenten lédsst sich weiterhin folgern, dass die bisher gezeigte Verringerung
der extrazelluldren und intrazelluliren MMP-9-Spiegel nach DETA-NO-Stimulation durch

verminderte Expressionsspiegel der MMP-9-mRNA verursacht wird.
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Abb. 3.16 Einfluss von NO auf die MMP-9-mRNA -Expression

DETA-NO hemmt die TPA-induzierte MMP-9-mRNA-Expression konzentrationsabhiingig. MCF-7-Zellen
wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder mit TPA [100nM] plus den angegebenen DETA-NO-Konzentrationen
inkubiert. Nach Isolierung der RNA wurde eine semiquantitative Realtime-PCR mit einer MMP-9-spezifischen
Sonde und genspezifischen Primern durchgefiihrt. Zum Abgleich wurden GAPDH-mRNA-Spiegel verwendet.
Als MafBstab fiir die MMP-9-Expression (bezogen auf die Expression der GAPDH-mRNA) wurden die AACt-
Werte verwendet. Die Expressionsdaten sind als x-fache Induktion der TPA-stimulierten Probe angegeben und
zeigen den Mittelwert = Standardabweichung (n=3). **p<0,01 wurde als statistisch signifikant bezogen auf die
Kontrolle, ### p<0,005 und ## p<0,01 als statistisch signifikant bezogen auf die TPA-stimulierten Werte
angesehen.

3.3.2. Potenzielle Effekte von DETA-NO auf die MMP-9-mRNA-Stabilitat

Um zusitzlich Effekte von NO auf die MMP-9-mRNA-Stabilitiat zu untersuchen, wurden
Versuche mit Actinomycin D durchgefiihrt, welches spezifisch die eukaryotische
RNA-Synthese hemmt. Nach Inkubation mit Actinomycin D (10ug/ml) ist sowohl in
Abwesenheit als auch in Anwesenheit von DETA-NO ein dhnlicher zeitabhingiger Abbau der
MMP-9-mRNA nachweisbar, wobei die MMP-9-mRNA eine relativ lange Halbwertszeit von
tiber 24h zeigt (Abb. 3.17). Experimente mit einer ldngeren Actinomycin D-Inkubation
wurden nicht durchgefiihrt, da eine ldngere Behandlung mit Actinomycin D bereits

zytotoxisch auf MCF-7-Zellen wirkt (eigene Beobachtung).
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Abb. 3.17 Bestimmung méglicher Effekte des DETA-NO auf die mRNA-Stabilitit von MMP-9

DETA-NO hat keinen Einfluss auf die Stabilitit der MMP-9-mRNA. MCF-7-Zellen wurden fiir 24h mit TPA
[100nM] stimuliert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Actinomycin D [10xg/ml] fiir 30min
vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte eine zusitzliche Stimulation mit DETA-NO [500xM] fiir die angegebenen
Zeitpunkte. Als Referenz dienten Zellen, die nicht zusétzlich mit DETA-NO stimuliert wurden. Nach Isolierung
der RNA wurde eine semiquantitative Realtime-PCR mit einer MMP-9-spezifischen Sonde und Primern
durchgefiihrt. Als MafBstab fiir die MMP-9-Expression wurden die AACt-Werte verwendet. Die Expressionsdaten
sind als x-fache Induktion der TPA-stimulierten Probe (0Oh) angegeben und zeigen den Mittelwert =
Standardabweichung (n=3). *p<0,05 wurde als statistisch signifikant bezogen auf die TPA-stimulierte Probe (Oh)
angesehen.

3.4, Wirkung von NO auf die Promotoraktivitat von MMP-9

Im néchsten Abschnitt wurde der Einfluss von NO auf die Promotoraktivitit der MMP-9 in
MCEF-7-Zellen untersucht. Hierzu stand uns ein 670bp langes Promotorfragment des humanen
MMP-9-Gens zur Verfiigung (Gum et al., 1996) (Abb. 1.3). Dieses Promotorfragment enthilt
unter anderem zwei Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor Aktivator-Protein-1 (AP-1)
(bei -79 und bei -533) sowie Bindungsstellen fiir Nuklear-Faktor-kB (NF«B) (-600),
»dpecificity protein 1 (Spl) (-558) und ,,Polyoma enhancer A binding protein 3* (PEA3)
(-540) (Abb. 1.3; Abb. 3.18 A).

Da die 3’untranslatierte Region (3’UTR) der mRNA sowohl an den Transportprozessen der
MMP-9-mRNA als auch deren Stabilitit beteiligt sein kann, wurde ein Promotor-Konstrukt
kloniert, bei dem das Luziferase-Reportergen nicht nur der Kontrolle des 5’Promotorbereichs
unterliegt, sondern zusitzlich die MMP-9-spezifische 3’UTR enthilt (Abb. 3.18 B). Die
transiente Transfektion und Luziferase-Aktivititsmessung zeigt, dass beide Konstrukte,
unabhéngig davon, ob sie zusitzlich die 3’UTR der MMP-9 besitzen, eine vergleichbare
Regulation durch TPA als auch DETA-NO aufweisen (Abb 3.18 A rechts). Beide



Luziferase-Konstrukte zeigen eine starke Aktivierung nach TPA-Stimulation (Konstrukt ohne
3’UTR von 2,9 0,2 auf 25,5 +,1 bzw. Konstrukt mit 3’UTR von 0,8 + 0,05 auf 19,3 + 3,9).
Die Reduktion der TPA-induzierten Luziferase-Aktivitit durch NO betrigt ca. 52,2% fiir
Promotorkonstrukt ohne 3’UTR bzw. 51,8% fiir das Konstrukt, welches zusétzlich unter der
Kontrolle der MMP-9-spezifischen 3’UTR steht.

Diese Ergebnisse sind ein zusétzliches Indiz dafiir, dass eine posttranskriptionelle Regulation
von MMP-9 iiber eine mRNA-Stabilitdtsinderung bei der NO-vermittelten Hemmung der
MMP-9 keine Rolle spielt. Daher kann die bislang beobachtete NO-bedingte Verringerung der
MMP-9-Expression auf eine transkriptionelle Hemmung der MMP-9-Promotor-Aktivitét

zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 3.18 Effekt von NO auf die MMP-9-Promotoraktivitit und die potenzielle Rolle der 3’UTR bei der
MMP-9-Regulation

(A) Schematische Darstellung eines 670bp-langen humanen MMP-9-Promotorkonstruktes. Gezeigt sind in blau
die enthaltenen Transkriptionsfaktorbindestellen deren Position in arabischen Ziffern angegeben sind. In gelb
dargestellt ist das Luziferase-Reportergen. (B) Zusitzlich zu dem in A beschriebenen Konstrukt enthilt dieses
Konstrukt die MMP-9-spezifische 3’UTR. (C) DETA-NO reduziert die MMP-9-Promotoraktivitét, wihrend die
zusitzliche Anwesenheit der MMP-9-3’'UTR keine Auswirkungen auf die NO-abhingige Regulation von
MMP-9 zeigt. (Links) MCF-7-Zellen wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit 0,4ug pGL-MMP-9
(670bp) und 0,1ug RL-CMV kotransfiziert. Die Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM]
plus DETA-NO [500xM] stimuliert, bevor die Luziferase-Aktivititen bestimmt wurden. (Rechts) MCF-7-Zellen
wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit 0,4ug pGL-MMP-9-3’UTR und 0,1yg RL-CMV kotransfiziert.
Die Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert.
AnschlieBend wurden die verschiedenen Luziferase-Aktivitdten bestimmt. Die Aktivititsdaten sind als x-fache
Induktion der TPA-stimulierten Probe angegeben und zeigen den Mittelwert + Standardabweichung (n=3).
*#p<0,01 wurde als statistisch signifikant bezogen auf die Kontrolle und #p<0,05 als statistisch signifikant
bezogen auf die TPA-stimulierten Werte angesehen.



3.5. Wirkung von NO auf fiir die MMP-9-Expression relevante

Transkriptionsfaktoren

Die oben beschriebenen Reportergenanalysen haben deutlich gemacht, dass NO-responsive
Promotorelemente innerhalb des 670bp langen Promotorbereichs des humanen MMP-9-Gens
liegen. Im nédchsten Schritt wurde daher versucht, die durch NO regulierten
Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die in diesem Promotorbereich binden (Abb. 1.3).
Diese sind méglicherweise auch Promotorelemente, die fiir eine transkriptionelle Induktion
des MMP-9-Promotors durch Phorbolester und proinflammatorische Zytokine in
MCEF-7-Zellen notwendig sind. Wie aus der Literatur bekannt ist, konnen einige dieser
Transkriptionsfaktoren durch NO beeinflusst werden. Zu diesen Transkriptionsfaktoren
gehoren AP-1, NFkB und Spl (Matthews et al., 1996; Tabuchi et al, 1994;
Wang et al., 1999).

Der Transkriptionsfaktor NFkB spielt bei der Expression vieler entziindungsrelevanter Gene,
so auch bei MMP-9 eine wichtige Rolle (Hah und Lee, 2003). In den meisten Féllen
dissoziiert nach Stimulation NFxB-induzierender Signalwege der NFxB-IxB-Komplex, so
dass die inhibitorische Wirkung des zytoplasmatischen IkB aufgehoben wird und eine
nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors NFkB zum Zellkern ermoglicht wird. Um
nun mogliche Einfliisse von NO auf die Translokation bzw. DNA-Bindungsaktivitdt von
NFkB zu untersuchen, wurden zunidchst Western-Blot-Analysen und Transkriptionsfaktor-
ELISAs durchgefiihrt. Die Experimente beschrinkten sich hierbei auf die Untereinheit p65
(RelA), da p65, in Form eines heterodimeren Komplexes mit p50, als eine der am stérksten
transaktivierenden  (NFxB)-Untereinheiten  gilt.  Ergénzend hierzu  wurde iiber
Zellfraktionierung und Western-Blot-Analyse untersucht, ob die Stimulation von
MCEF-7-Zellen mit NO zu einer verminderten Translokation der p65-Untereinheit in den
Zellkern fiihrt. Wie in Abb. 3.19 zu sehen, steigt der Gehalt an p65 in Kernextrakten nach
TPA-Stimulation deutlich an. Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit DETA-NO hat

hingegen keinen Einfluss auf den nukledren p65-Gehalt nach TPA-Stimulation.



TPA [100nM] - + + -
Abb. 3.19 Wirkung von TPA und/oder DETA-NO auf die
DETA-NO [500uM] - - + F p65-Spiegel in Kernextrakten von MCF-7-Zellen

Die Translokation der NFxB-Untereinheit p65 wird durch
p65 .“: NO-Stimulation nicht beeinflusst. MCF-7-Zellen wurden fiir
- 1h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO
- - -~ [500uM] stimuliert. Die nukledren Proteine wurden wie im
Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Die Proben wurden
mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt und in der Western-
. Blot-Analyse sukzessive mit einem p65-spezifischen und
HDAC1 oo s s | einem Histondeacetylase-1-Antikorper detektiert. Fiir die
Analysen wurden jeweils 30ug Kernprotein eingesetzt.

In den folgenden Experimenten wurde die DNA-Bindung von p65 mit der Hilfe eines
Transkriptionsfaktor-ELISAs untersucht. Dafiir wurde die Bindungsaffinitit von p65 zu
verschiedenen Zeitpunkten (30min, 1h, 2h, 3h, 4h) getestet. Hierbei wurde ersichtlich, dass zu
samtlichen, der in den Experimenten untersuchten, Zeitpunkten ein dhnlicher Verlauf der
NFkB-Bindungsaktivitidt  festzustellen war. Abb. 3.20 zeigt reprdsentativ  das
Bindungsverhalten von p65 nach 1h Stimulation. Dabei ist eine moderate, wenngleich
signifikante Erhohung der p65-Aktivitdt nach TPA-Stimulation zu erkennen (2,3 + 0,7-fach)
(Abb. 3.20). Anhand der ELISA-Messung wird deutlich, dass die gleichzeitige Stimulation
mit DETA-NO zu keiner signifikanten Veridnderung der DNA-Bindungsfdhigkeit von p65
fiihrt (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20 Potenzieller Einfluss von NO auf die p65-Aktivierung

Die Aktivierung von p65 wird durch DETA-NO nicht signifikant verindert. MCF-7-Zellen wurden fiir 1h mit
TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert. Die nukleédren Proteine wurden wie im
Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Die Bindung von p65 wurde mit Hilfe des TransAM (p65) Kits
analysiert. Fiir die Analyse wurde je Sug Kernextrakt eingesetzt. Die Aktivititsdaten sind als x-fache Induktion
der Kontrolle bzw. TPA-stimulierten Probe angegeben und zeigen den Mittelwert + Standardabweichung (n=3).
*p<0,05 wurde als statistisch signifikant bezogen auf die unstimulierte Kontrolle angesehen.

AP-1 ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der fiir die MMP-9-Expression von funktioneller
Bedeutung ist und in nahezu allen Zelltypen durch TPA aktiviert wird
(Chakraborti et al., 2003). Um zu iiberpriifen, ob NO einen modulierenden Effekt auf die
Aktivitdt  dieses  Transkriptionsfaktors  ausiibt, wurden die  AP-1-assoziierten
Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-Fos untersucht. Wie in Abb. 3.21 A gezeigt, werden die
Gesamt-Proteinspiegel des c-Juns durch keinen der im Experiment verwendeten Stimuli
verdndert. Die Expression von c-Fos wird im Gegensatz dazu erst nach Stimulation mit TPA
aktiviert (Abb. 3.21 B). Eine Verminderung der TPA-induzierten c-Fos-Spiegel ist nach
DETA-NO-Behandlung der Zellen wiederum nicht erkennbar (Abb. 3.21 B).
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Abb. 3.21 Untersuchung von mdglichen Effekten des NOs auf die zelluliren c-Jun- bzw. c-Fos-
Proteinspiegel

Weder die Expressionsspiegel von c-Jun (A) noch von c-Fos (B) sind von DETA-NO beeinflusst. MCF-7-Zellen
wurden fiir 1h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500pM] stimuliert. Die
Gesamtzellextrakte wurden wie im Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Die Proben wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und in einem Western-Blot mit Hilfe eines anti-c-Jun- bzw. anti-c-Fos-Antikérpers analysiert.
Fiir die Analyse wurden jeweils 25ug Protein eingesetzt.

Da der alleinige Nachweis der zelluldren ,,steady-state*-Spiegel keine eindeutige Aussage
tiber den Aktivierungszustand der beiden Transkriptionsfaktoren zulédsst, wurden mogliche
Veridnderungen der DNA-Bindungsaktivititen dieser Faktoren ebenfalls mit Hilfe eines
Transkriptionsfaktor-ELISAs analysiert. Abb. 3.22 zeigt die DNA-Bindung von
phosphoryliertem c-Jun (phospho-c-Jun) und c-Fos nach 1h Stimulation mit TPA bzw. TPA
plus DETA-NO. Ferner wurden die Bindungsaktivititen nach unterschiedlichen
Stimulationszeiten (30min, 2h, 3h und 4h) untersucht. Da die Induktion der DNA-Bindung
beider AP-1-Untereinheiten nach TPA-Stimulation nach lh ein Maximum zeigte, wurde
dieser Zeitpunkt auch fiir alle nachfolgenden EMSA-Untersuchungen gewdhlt. Die
Stimulation mit TPA fiihrt zu signifikanten Steigerungen der DNA-Bindungsaktivititen von
sowohl phospho-c-Jun (3,9 + 1,4-fache Induktion) als auch von c-Fos (12,1 +2,3-fache
Induktion) (Abb. 3.22 A und Abb. 3.22 B). Fiir beide AP-1-Untereinheiten konnte aulerdem
eine Reduktion der DNA-Bindungsaffinitit nach der zusitzlichen DETA-NO-Behandlung
ermittelt werden (Abb. 3.22 A, auf durchschnittlich 65,2 +20,0% bzw. Abb. 3.22 B, auf
77,5 +13,1%).
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Abb. 3.22 Potenzieller Einfluss von NO auf die Aktivierung von phospho-c-Jun und c-Fos

Die Aktivierung von phospho-c-Jun wird durch DETA-NO leicht reduziert (A), wihrend die Aktivierung von
c-Fos signifikant verindert wird (B). MCF-7-Zellen wurden fiir 1h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus
DETA-NO [500uM] stimuliert. Die Aufarbeitung der nukledren Proteine erfolgte wie im Methodenteil
beschrieben. Die Bindungen von Phospho-c-Jun und c-Fos wurden mit Hilfe des TransAM (AP-1)-Kits
analysiert. Fiir die Analyse wurde jeweils 5ug Kernextrakt eingesetzt. Die Aktivititsdaten sind als x-fache
Induktion der Kontrolle bzw. TPA-stimulierten Probe angegeben und zeigen den Mittelwert =
Standardabweichung (n=3). *p<0,05 wurde als statistisch signifikant bezogen auf die Kontrolle, #p<0,05 und als
statistisch signifikant bezogen auf die TPA-stimulierten Werte angesehen.

Um die mit Hilfe von Transkriptionsfaktor-ELISAs ermittelten Ergebnisse zu bestitigen,
wurden zusitzlich radioaktive EMSA-Analysen durchgefiihrt. Der Vorteil dieser
konventionellen Methode besteht darin, dass die Spezifitit eines DNA-Protein-Komplexes

durch eine ,,Supershift“-Analyse sichtbar gemacht werden kann. Die ,,Supershift“-Analyse



konnte die Beteiligung von c-Jun am TPA-induzierten AP-1-Komplex beweisen, wihrend der
verwendete anti-c-Fos-Antikorper in der ,,Supershift“-Analyse die Bindungsaffinititen des
AP-1-Komplexes nicht beeintrichtigt (Abb. 3.23 B).

Wie in Abb. 3.23 A dargestellt, fiihrt die Stimulation von MCF-7-Zellen, wie auch im
Transkriptionsfaktor-ELISA, zu einer deutlichen Induktion der AP-1-Bindungsfihigkeit an
die DNA. Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit DETA-NO bewirkt, ebenfalls wie
bereits im Transkriptionsfaktor-ELISA gezeigt, eine deutliche Reduktion der durch TPA
induzierten AP-1-DNA-Bindung. Aufgrund dieser Daten kann gefolgert werden, dass AP-1
an der NO-abhéngigen Hemmung der MMP-9-Expression beteiligt ist.

TPA[100nM] - + + c-Jun-AK [1pgl - -+

DETA-NO [500pM] - -+ cFos-AK [1ug] - + -
TPA[100nM]  + + +

AP-1 M -

AP-1

UNSpez. e u — unspez. mﬁ n

Freie Probe Freie Probe

B

Abb. 3.23 Wirkung von DETA-NO auf die DNA-Bindungsaktivitit von AP-1

DETA-NO reduziert die TPA-induzierte DNA-Bindungsaktivitit von AP-1. (A) MCF-7-Zellen wurden fiir 1h
mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500pM] stimuliert und die DNA-Transkriptionsfaktor-
Bindung wie im Methodenteil beschrieben mittels EMSA untersucht. (B) Die Spezifitit der Bindung an das
AP-1-Oligonukleotid wurde mittels ,,Supershift“-Analyse unter Verwendung eines c-Jun-spezifischen
Antikorpers bestétigt.

In einem nichsten Schritt wurde zusétzlich untersucht, ob neben AP-1 auch der

Transkriptionsfaktor Spl moglicherweise tiber exogenes NO in MCF-7-Zellen reguliert



werden kann. In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Spl
an der Aktivierung der MMP-9-Expression in verschiedenen Zelllinien beteiligt ist (Sato und
Seiki, 1993; Farina et al., 1999; Jorda et al., 2005). Um einen méglichen Einfluss von Spl auf
die MMP-9-Expression in MCF-7-Zellen zu untersuchen, wurde das Antibiotikum
Mithramycin verwendet, welches in der Lage ist, die Aktivitdt von Spl zu hemmen (Yuan et
al., 2007; Jia et al., 2007). Sollte die durch Mithramycin hervorgerufene Reduktion der TPA-
induzierten MMP-9-Aktivitiat nicht zusitzlich durch DETA-NO reduziert werden konnen,
wire dies ein indirekter Hinweis darauf, dass Spl an der NO-vermittelten Regulation von
MMP-9 beteiligt ist.

Wie die zymographische Analyse zeigt, fiihrt die Gabe von Mithramycin zu einer
Verminderung der extrazelluldren gelatinolytischen Aktivitit von MMP-9, was auf eine
Beteiligung von Spl bei der Induktion von MMP-9 durch TPA schlieen lidsst (Abb. 3.24).
Die zusitzliche Behandlung mit DETA-NO fiihrt allerdings zu einer zusétzlichen Reduktion
der Mithramycin-bedingten Hemmung der TPA-induzierten MMP-9-Aktivitdt, was darauf
hinweist, dass die Aktivitdt von Sp1 nicht durch NO beeintréchtigt wird (Abb. 3.24).

TPA [100nM] - - - + + + + + +
DETA-NO [500pM] - - - - - - 4+ % +
Mithramycin [nM] - 100 150 - 100 150 - 100 150

MMP-9

Abb. 3.24 Wirkung des Sp-1-Inhibitors Mithramycin auf die TPA-induzierte gelatinolytische Aktivitit von
MMP-9

Mithramycin reduziert die TPA-induzierte MMP-9-Expression. MCF-7-Zellen wurden fiir 30min mit
Mithramycin in den angegebenen Konzentrationen priinkubiert. Anschliefend wurde TPA [100nM] oder TPA
[100nM] plus DETA-NO [500uM] zugefiigt und die Zellen fiir 24h stimuliert. Je 1ul des Zellkulturiiberstandes
wurde unter Verwendung der SDS-PAGE-Zymographie elektrophoretisch aufgetrennt. Die lytische Bande
représentiert die latente MMP-9-Form (92kDa).

Um diese Vermutung zu bestétigen, wurden auch EMSAs mit Spl durchgefiihrt. Wie in Abb.
3.25 gezeigt, wird die DNA-Bindungsaktivitit von Spl durch die Stimulation der
MCEF-7-Zellen mit TPA nur geringfiigig erhoht. Die DNA-Bindungsfahigkeit von Spl wird
durch die zusitzliche Behandlung der Zellen mit DETA-NO nicht beeinflusst. Dies zeigt, dass
Spl und andere GC-Box-bindende Transkriptionsfaktoren nicht an der NO-vermittelten
Hemmung der MMP-9 beteiligt sind.



Abb. 3.25 Potenzielle Wirkung von DETA-
TPA[100nM] -+ + NO auf die DNA-Bindungsaktivitiit GC-Box-bindender
DETA_NO [SOOHM] - - + Transkriptionsfaktoren
DETA-NO beeinflusst nicht die DNA-Bindungsaktivitit
von GC-Box-bindenden Transkriptionsfaktoren.
MCEF-7-Zellen wurden fiir 1Th mit TPA [100nM] oder TPA
[100nM] plus DETA-NO [500p¢M] stimuliert und die
Sp1 DNA-Transkriptionsfaktor-Bindung, wie im Methodenteil
beschrieben, mit Hilfe der EMSA-Technik untersucht.
unspez. et e RS
Freie Probe

3.6. Mogliche NO-vermittelte Modulation der Histonacetylierung

und deren Einfluss auf die MMP-9-Expression

Die in Kapitel 3.4 bzw. 3.5 verwendeten Versuchsansitze sind nur eingeschrinkt
aussagekriftig, da sie nicht die Chromatinstruktur in eukaryotischen Zellen berticksichtigen,
weil fiir Reportergenstudien nur bakterielle Plasmid-DNA verwendet wird und fiir EMSAs
lediglich synthetisch hergestellte Oligonukleotide eingesetzt werden.

Eine kiirzlich erschienene Arbeit von Yan et al. konnte in eleganter Weise zeigen, dass die
Expression von MMP-9 auch durch epigenetische Mechanismen, insbesondere durch die
Modifizierung verschiedener Histondeacetylasen (HDACS), reguliert wird (Yan et al., 2003,
Ma et al., 2004). Daher wurde im folgenden Versuch durch den Einsatz verschiedener
HDAC-Inhibitoren zunichst der mogliche Einfluss von Chromatinverdnderungen auf die
TPA-induzierte MMP-9-Expression untersucht. Hierzu wurde die Wirkung der synthetischen
HDAC-Inhibitoren (Trichostatin A (TSA), ein Inhibitor der Klassen HDAC I und HDAC II
und M344 (Synonym: HDAC-Inhibitor III), ein Derivat von TSA) auf die TPA-induzierte
MMP-9-Expression untersucht.
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Wie Abb. 3.26 A zeigt, fiihrt die Stimulation von MCF-7-Zellen mit TPA (100nM) und TSA
(100nM) zu einer geringen Reduktion der TPA-induzierten MMP-9-Expression.
Interessanterweise wird der hemmende Einfluss von NO auf die TPA-induzierte
MMP-9-Sekretion durch Kostimulation mit TSA abgeschwicht (Abb. 3.26 A). Die
Kostimulation Zellen mit TPA und M344 (100nM bzw. 150nM) zeigt hingegen keine
Verédnderung der TPA-induzierten extrazelluliren MMP-9-Spiegel (Abb. 3.26 B). Aber auch
mit M344 wird der hemmende Effekt von NO auf die TPA-induzierte gelatinolytische
Aktivitdt von MMP-9 geringfiigig abgeschwécht (Abb. 3.26 B).

TPA[100nM] - . + + + +
DETA-NO [500pM] - - - - + +
TSA[100nM] -  + . + ) +

MMP-9
A
TPA[100RM]  *+ + + o+ o+ 4
DETA-NO [500uM] - - -+
HDAC Inh IIl [nM] - 100 150 - 100 150
MMP-9
B

Abb. 3.26 Wirkung verschiedener HDA C-Inhibitoren auf die gelatinolytische Aktivitit von MMP-9

Sowohl TSA (A) als auch M344 (B) konnen das AusmaBl der NO-vermittelten Hemmung auf die TPA-induzierte
MMP-9-Expression reduzieren. MCF-7-Zellen wurden fiir 30min mit TSA bzw. M344 in den angegebenen
Konzentrationen vorinkubiert. Nach der Gabe der HDAC-Inhibitoren wurde TPA [100nM] oder TPA [100nM]
plus DETA-NO [5004M] zugegeben und die Zellen fiir weitere 24h inkubiert. Jeweils 1ul des
Zellkulturiiberstandes wurde fiir die SDS-Zymographie eingesetzt.

3.7. Untersuchung zu NO-modulierten und fiir die MMP-9-
Expression relevanten Signalwegen
In einer nachfolgenden Versuchsreihe wurde untersucht, mit welchen der die MMP-9-

Expression regulierenden Signaltransduktionskaskaden NO interferiert. Dazu wurde zunéchst

tiberpriift, ob die Aktivitit verschiedener MAPKs fiir die TPA-induzierte MMP-9-Expression



in MCF-7-Zellen essenziell ist. Hierfiir wurde die Wirkung verschiedener pharmakologischer
Inhibitoren wie PD98059, ein Inhibitor der MAP-Kinase-ERK-Kinase-1, SB203580 ein
Hemmstoff der p38-Kinase und der SP600125, ein spezifischer Inhibitor der JNK, untersucht.
Wie Abb. 3.27 zeigt, fiihren sdmtliche dieser im Experiment eingesetzten MAPK-Inhibitoren,
am deutlichsten nach Behandlung mit PD98059, zu einer Reduktion der TPA-induzierten
gelatinolytischen Aktivitdt von MMP-9.

PD98059 [30uM] - - + - -
SB203580 [10uM] - - - + -
SP600125 [10uM] - - - - +

TPA[100nM] - + + + +

MMP-9

Abb. 3.27 Wirkung verschiedener MAPK-Inhibitoren auf die gelatinolytische Aktivitit von MMP-9

Die MAPK-Inhibitoren hemmen spezifisch die TPA-induzierte MMP-9-Aktivitit. MCF-7-Zellen wurden mit
PD98059 [30pM], SB203580 [10uM] oder SP600125 [10uM] fiir 30min priinkubiert. Danach wurde TPA
[100nM] zugegeben und die Zellen in Anwesenheit der Inhibitoren fiir weitere 24h inkubiert. Jeweils 1p1 des
Zellkulturiiberstandes wurde auf die SDS-PAGE-Zymographie aufgetragen.

Um herauszufinden, ob NO mogliche Effekte auf die oben genannten MAPKSs hat, wurde
deren Aktivitdtsstatus mit Hilfe phosphospezifischer Antikorper untersucht. Fiir die Analyse
der phosporylierten Kinasespiegel wurden Gesamtzell-Lysate nach 15, 30, 60 und 120min
Stimulation hergestellt und fiir die Western-Blot-Analyse nach Standardprotokollen
(s. Material und Methoden) aufgearbeitet. In Abb. 3.28 und Abb. 3.29 sind stellvertretend die
Resultate nach 60-miniitiger Stimulation gezeigt, da zu sdmtlichen untersuchten Zeitpunkten
ahnliche Effekte nachgewiesen werden konnten.

Wie die Abb. 3.28 und 3.29 zeigen, wird die Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase
Akt sowie die der zentralen MAPK (JNK, p38, ERK) durch TPA stark induziert, wihrend die
zusdtzliche Stimulation der Zellen mit DETA-NO zu keiner Verdnderung der TPA-
induzierten Phosphorylierungen der untersuchten Kinasen fiihrt (Abb. 3.28 und Abb. 3.29).
Wie die Western-Blot-Analysen mit Antikorpern gegen die unphosphorylierten (Gesamt-)
Kinasen zeigen, wird der zellulidre Gehalt sdmtlicher Kinasen weder durch TPA-Stimulation
noch durch die zusitzliche Behandlung der Zellen mit DETA-NO verédndert (Abb. 3.28 und
Abb. 3.29). Dies beweist, dass die TPA-induzierte Zunahme der phosphorylierten Kinasen

nicht auf einen Anstieg der jeweiligen Proteinspiegel der Kinasen zurtickzufiihren ist.
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Abb. 3.28 Maogliche Effekte von NO auf

TPA [100nM] - + + - phosphoryliertes Akt
_ _ Die Behandlung der Zellen mit DETA-NO fiihrt zu
DETA-NO [500uM] * * keiner Verinderung der TPA-induzierten

Phosphorylierung von Akt. MCF-7-Zellen wurden fiir 1h
mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO
[500uM] stimuliert. Die Gesamtzellextrakte wurden wie
im Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Die Proben
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Western-Blot-Analyse sukzessive mit einem phospho-
spezifischen Akt- und einem Gesamt-Akt-Antikérper
analysiert. Fiir die Analysen wurden jeweils 25ug
Protein eingesetzt.

p-Akt (Ser473) " SR SR -

Total-Akt - S S— c—

TPA[100nM] - + + - TPA[100NM] - + + - TPA[100NM] -+ +
DETA-NO [500pM] - - + + DETANO[500pM] - - + + DETA-NO[500pM] - - + +
p-p44/42 *% :
T — -. | p-SAPK/
P-p38 T —— INK
’ o g SAPK/
p44/42 p38 INK -

Abb. 3.29 Einfluss von NO auf den Phosphorylierungsgrad verschiedener MAP-Kinasen

DETA-NO hat keinen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von MAP-Kinasen. MCF-7-Zellen wurden fiir
1h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] stimuliert. Die Gesamtzellextrakte wurden
wie im Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Western-Blots wurden sukzessive mit (A) phospho-spezifischen
p44/42- oder Gesamt-p44/42-Antikorper inkubiert. Parallel wurden Blots mit denselben Extrakten sukzessive mit
(B) phospho-spezifischen-p38- oder Gesamt-p38-Antikorper oder (C) phospho-spezifischen-SAPK/JINK- oder
Gesamt-JNK-Antikorper inkubiert. Fiir die Analysen wurden jeweils 25ug Protein eingesetzt.

Da TPA als ein klassischer Aktivator der Protein-Kinase-C-Familie gilt, wurde zusitzlich
untersucht, ob die Aktivitit von Protein-Kinase-C fiir die TPA-Induktion der MMP-9-
Expression notwendig ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde die Wirkung von
verschiedenen pharmakologischen PKC-Inhibitoren auf die TPA-induzierte MMP-9-
Expression mit Hilfe der Zymographie untersucht. Hierfiir wurden die PKC-o und
B-Inhibitoren G66976 und CGP41251 sowie Rottlerin, welches priferenziell PKC-6- und -6
hemmt, verwendet. Wie Abb. 3.30 zeigt, fiihrt die Behandlung mit Rottlerin (10xM) zu einer
nahezu vollstindigen Hemmung der TPA-induzierten MMP-9-Expression, wihrend die
tibrigen der oben erwéhnten Inhibitoren keinen modulierenden Einfluss auf die MMP-9-
Expression zeigen. Dieses Ergebnis weist auf eine wichtige Rolle von PKC-8 und/oder -0 bei

der durch TPA induzierten Expression von MMP-9 hin.




Rottlerin [10uM] - - + - -

G66976 [20nM] - - -+ -
CGP41251[100nM] - - - -  +
TPA[10ONM] - + + +  +

MMP-9

Abb. 3.30 Wirkung verschiedener PKC-Inhibitoren auf die gelatinolytische Aktivitit von MMP-9

Der PKC-8-und 6-selektive Inhibitor Rottlerin hemmt die TPA-induzierte MMP-9-Aktivitit. MCF-7-Zellen
wurden mit Rottlerin [10u#M], G66976 [20nM] oder CGP41251 [100nM] fiir 30min priinkubiert. Danach wurde
TPA [100nM] zugegeben und die Zellen in Anwesenheit der Inhibitoren fiir weitere 24h inkubiert. Jeweils 5Sul
des Zellkulturiiberstandes wurden auf die SDS-PAGE-Zymographie aufgetragen.

In einem néchsten Versuchsansatz wurde daher iiberpriift, ob NO auf die Gesamt-Aktivitét
von PKC in MCF-7-Zellen Einfluss nimmt. Dazu wurde ein kommerziell erhéltlicher PKC-
Aktivitéts-Assay verwendet, dessen hohe Spezifitit fiir PKC-Enzyme durch die Verwendung
des PKC-spezifischen Substrates Neurogranin gewdhrleistet wird. Die Auswertung des
Assays erfolgte durch densitometrische Analyse des umgesetzten radioaktiv markierten
Substrates. Die PKC-Aktivitdt in MCF-7-Zellen wird, wie zu erwarten, nach TPA-Stimulation
(100nM) signifikant erhoht (Abb. 3.31). Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit
DETA-NO (500uM) fiihrt zu einer signifikanten Abnahme der TPA-vermittelten PKC-
Aktivitétssteigerung zuriick auf das Basalniveau (Abb. 3.31). Dieses Ergebnis bestitigt, dass
der hemmende Effekt von DETA-NO auf die MMP-9-Expression durch eine NO-vermittelte

Hemmung von PKC-Enzymen zuriickzufiihren ist.
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Abb. 3.31 Einfluss von NO auf die PKC-Gesamt-AKktivitiit in MCF-7-Zellen

Die PKC-Aktivitit wird nach DETA-NO-Behandlung signifikant reduziert. MCF-7-Zellen wurden fiir 15min mit
TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500uM] stimuliert. Der Aktivitits-Assay wurde wie im
Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Die aufgearbeiteten Proben wurden unverdiinnt eingesetzt. Die
Auswertung der Daten erfolgte densitometrisch. Die Expressionsdaten sind als x-fache Induktion der TPA-
stimulierten Probe angegeben und zeigen den Mittelwert + Standardabweichung (n=3). *p<0,05 wurde als
statistisch signifikant bezogen auf die Kontrolle und #p<0,05 als statistisch signifikant bezogen auf die TPA-
stimulierten Werte angesehen.

3.8. Kokultur-Experimente mit Makrophagen und MCF-7-Zellen

In folgendem Experiment sollte tiberpriift werden, ob auch endogenes, tiber NO-Synthasen
gebildetes NO die MMP-9-Expression inhibitorisch beeinflussen kann. Hierzu wurde
zundchst in einem Vorversuch untersucht, ob MCF-7-Zellen unter TPA-Stimulation
nachweislich in der Lage sind, selbst NO zu produzieren. Dazu wurde der NO-
Synthaseinhibitor NG-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) verwendet. L-NMMA wirkt als
ein L-Arginin-Analogon als kompetitiver Antagonist von sdmtlichen NO-Synthasen und
hemmt somit die zelluldre NO-Synthese.

Wenn MCF-7-Zellen nach TPA-Stimulation NO synthetisieren und freisetzen konnten, wére
durch die Koinkubation von TPA und L-NMMA eine Erhéhung der MMP-9-Expression zu
erwarten, da der inhibitorische Effekt des endogen produzierten NOs auf die MMP-9-
Expression ausbleiben wiirde. Wie Abb. 3.32 zeigt, ist aber keine Verdnderung der MMP-9-
Expression nach der Zugabe des L-NMMAs (ImM) zu beobachten. Hieraus kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass in MCF-7-Zellen die NO-Synthese durch TPA-

Stimulation nicht aktiviert wird. Bestdtigend hierzu zeigte sich im Griess-Assay, dass unter



keiner der oben genannten Stimulationsbedingungen NO im Zellkulturiiberstand

nachzuweisen war.

Abb. 3.32 Wirkung des NOS-Hemmstoffes L-NMMA auf
LNMMA [1mM - - +
[ ] die gelatinolytische Aktivitit von MMP-9
TPA[100nM] -+ 4 Der NOS-Inhibitor L-NMMA zeigt keinen Effekt auf die TPA-

induzierte MMP-9-Aktivitit. MCF-7-Zellen wurden mit
L-NMMA [1mM] fir 30min pridinkubiert. Nach Zugabe von
MMP-9 TPA [100nM] wurden die Zellen fiir weitere 24h koinkubiert.
Jeweils 10ul der Zellkulturiiberstinde wurden mittels SDS-
Zymographie elektrophoretisch aufgetrennt.

3.8.1. Potenzieller Effekt des von Makrophagen produzierten NO auf die
TPA-induzierte MMP-9-Expression in MCF-7-Zellen

Da nicht nur Tumorzellen selbst, sondern auch das den Tumor umgebende Gewebe in der
Lage ist, groBere Mengen von NO tiber die Aktivierung der induzierbaren NOS (iNOS) bilden
zu konnen (Fukumura et al., 2006), wurden nachfolgend Kokultur-Versuche mit der Maus-
Makrophagenlinie RAW 264.7 und MCF-7-Zellen durchgefiihrt. Fiir die Experimente konnte
keine humane Makrophagenlinie verwendet werden, da humane Zellen weder in vitro noch
ex vivo nennenswerte NO-Mengen synthetisieren konnen (Cauwels et al., 2007). Indessen gibt
es zahlreiche Beispiele die zeigen, dass RAW-264.7-Makrophagen der Maus nach Stimulation
mit Lipopolysacchariden (LPS) und inflammatorischen Zytokinen in der Lage sind, groBere
Mengen von NO zu synthetisieren (Stuehr et al., 1987; Song et al., 2007; Orlicek et al., 1999;
Zhou et al., 2003). Aus diesem Grund wurden die folgenden Kokultur-Experimente mit
RAW-264.7-Makrophagen durchgefiihrt. Hierbei wurden die Makrophagen zunichst fiir 6h
mit einem Stimulationsmix aus IFN-y (100U/ml) und LPS (1xg/ml) stimuliert und nach dem
Wegwaschen der Stimuli mit MCF-7-Zellen fiir weitere 24h kokultiviert. In einem
alternativen Versuchsansatz wurden die Stimuli vor dem Zusammenfiihren der beiden
Zelllinien nicht entfernt. In Abb. 3.33 A ist der NO-Gehalt im MCF-7-Zellkulturiiberstand
nach Stimulation der Makrophagen mit LPS und INF-y nach der Messung mit dem Griess-
Reagenz gezeigt. Die Porengrofe der Transwell-Einsdtze ermoglicht eine ungehinderte
Diffusion des von Makrophagen gebildeten NO in die Kulturschalen der MCF-7-Zellen.
Daher konnte die NO-Entwicklung auch in den Uberstéinden der MCF-7-Zellen nachgewiesen
werden. Wie Abb. 3.33 A zeigt, produzieren die Makrophagen sowohl nach Wegwaschen der

Stimuli als auch nach der permanenten Stimulation mit INF-y und LPS deutliche Mengen von



NO (50uM NO bzw. ca. 16uM). Unter beiden Versuchsbedingungen fiihrt die Behandlung
der Makrophagen mit L-NMMA zur nahezu vollstindigen Hemmung der NO-Bildung (um
38uM auf 12uM bzw. um 13uM auf 3uyM). Die von den Makrophagen gebildete NO-Menge
ist jedoch deutlich geringer als die mit NO-Donoren wie z.B. DETA-NO herbeigefiihrte NO-
Freisetzung.

Um zu iiberpriifen, ob sich das von Makrophagen synthetisierte NO negativ auf die
Expression von MMP-9 auswirkt, wurden die MMP-9-Aktivititen in den Uberstinden der
MCEF-7-Zellen nach der Kokultivierung mit Hilfe der SDS-Zymographie gemessen. Wenn die
Menge an gebildetem NO ausreichen wiirde um die MMP-9-Expression zu reduzieren, miisste
die Kostimulation der Makrophagen mit L-NMMA zu einer Erh6éhung der MMP-9-
Expression in den benachbarten MCF-7-Zellen fiihren (Abb. 3.33 B). Die Analyse der
MMP-9-Aktivitidten zeigte jedoch, dass der TPA-induzierte MMP-9-Gehalt in MCF-7-

Uberstiinden unter keiner der gewiihlten Versuchsbedingungen veriindert war.
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Abb. 3.33 NO-Synthese von Makrophagen nach der Zytokin-Stimulation

Endogenes, von RAW-264.7-Makrophagen produziertes NO zeigt keine Wirkung auf die TPA-induzierte
MMP-9-Expression in MCF-7-Zellen. Fiir sdmtliche Kokultur-Experimente wurden RAW-264.7-Makrophagen
(2,9x10° Zellen/Einsatz) in Transwell-Einsétze ausgesit. Am darauffolgenden Tag erfolgte eine Stimulation der
Makrophagen mit IFN-y [100U/ml] plus LPS [1xg/ml] fiir 6h. Die MCF-7-Zellen wurden zunichst getrennt
kultiviert. Hierzu wurden 3,5x10° Zellen/Well einer 6-Well-Platte ausgesit. Die MCF-7-Zellen wurden mit TPA
[100nM] oder TPA [100nM] plus L-NMMA [1mM] stimuliert. Unmittelbar nach Zugabe der Stimuli wurden die
Makrophagen-tragenden Zellkultur-Einséitze in die MCF-7-Kulturschalen iiberfiihrt und fiir weitere 24h
kokultiviert. Ein Teil der tiberfiihrten Zellkultur-Einsétze wurde zuvor mit PBS gewaschen, um IFN-y und LPS
zu entfernen. (A) Je 100ul des Zellkulturiiberstandes der MCF-7-Zellen wurden mit Griess-Reagenz versetzt, um
tiber die Bestimmung des Nitritgehaltes die NO-Produktion der Makrophagen zu messen. (B) Jeweils 1ul des
Zellkulturiiberstandes wurde mittels SDS-Zymographie elektrophoretisch aufgetrennt.



3.9. Untersuchung zu moglichen Effekten von NO auf die

Migration von MCF-7-Zellen

In der Literatur finden sich zahlreiche Belege dafiir, dass MMP-9 bei der Migration von
Tumorzellen eine wichtige funktionelle Rolle spielt (z.B. Balduyck et al., 2000; Legrand et
al., 1999; Bjorklund et al., 2004). Aus der Literatur ist aullerdem bekannt, dass die
Behandlung von MCF-7-Zellen mit TPA zu einer verstarkten Migration der Zellen fiihrt
(Ree et al., 1998).

Daher wurde im folgenden Versuchsansatz der mdégliche Einfluss von NO auf die
Migrationsfihigkeit von MCF-7-Zellen untersucht. Die Migration von MCF-7-Zellen wurde
mit Hilfe einer modifizierten Boyden-Kammer (Keely, 2001) untersucht, deren Einsétze zuvor
mit Kollagen IV (20pug/ml) beschichtet wurden. Die migrierten Zellen wurden durch eine
DAPI-Farbung der Zellkerne sichtbar gemacht und konnten dann mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes quantifiziert werden. Die in der Literatur beschriebene, erhohte
Migration von MCEF-7-Zellen nach TPA-Stimulation konnte in unseren Experimenten
bestitigt werden (Abb. 3.34). Die zusitzliche Stimulation von MCF-7-Zellen mit DETA-NO
(5004M) hatte in unseren Versuchsansitzen jedoch keinen signifikanten Effekt auf die TPA-
induzierte Migrationsfiahigkeit der MCF-7-Zellen (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34 Wirkung von DETA-NO auf die Migration von MCF-7-Zellen

DETA-NO zeigt keinen signifikanten Effekt auf die TPA-induzierte Migration von MCF-7-Zellen. Fiir den
Migrationsassay wurden 1x10°Zellen/100u1 je Transwell-Einsatz ausgesit. Die MCF-7-Zellen wurden fiir 24h
mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500pM] inkubiert. Danach wurden die Zellen, wie im
Methodenteil beschrieben, mit DAPI angeférbt und fiir die Migrationsanalyse ausgewertet. Veridnderungen der
Zellmigration sind als % Migration angegeben und zeigen den Mittelwert + Standardabweichung (n=3). *p<0,05
wurde als statistisch signifikant bezogen auf unbehandelte Kontrollzellen angesehen.



3.10. Effekte von DETA-NO auf MDA-MB-231-Zellen

Aufgrund der bekannten Vielzahl und Varianz von Brustkrebszelllinien sollte abschlieend
untersucht werden, ob ein inhibitorischer Effekt des exogen gegebenen NOs auf die MMP-9-
Expression in dhnlicher Weise auch in anderen Brustkrebszellen nachweisbar ist. Aus diesem
Grund wurde die bereits in Kapitel 3.1.2 erwéhnte Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 fiir die

nachstehenden Expressionsanalysen verwendet.

3.10.1. Modulation der TPA-induzierten MMP-9-Aktivitat in MDA-MB-231-
Zellen durch DETA-NO

Zunichst wurde der Einfluss von exogenem NO auf die TPA-induzierte MMP-9-Aktivitét in
Zellkulturiiberstinden von MDA-MB-231-Zellen untersucht. Wie in Kapitel 3.1.2
beschrieben, kann die bereits konstitutive Expression der MMP-9 durch eine Stimulation mit
TPA (100nM) zusitzlich gesteigert werden (Abb. 3.35).

Eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit DETA-NO fiihrt, &hnlich wie bereits fiir
MCEF-7-Zellen beschrieben, zu einer konzentrationsabhidngigen Reduktion der TPA-
induzierten extrazelluliren MMP-9-Gelatinase-Aktivitit (Abb. 3.35). Dieses Experiment
zeigt, dass in MDA-MB-231-Zellen die MMP-9-Sekretion in gleicher Weise durch NO
beeinflusst wird wie in MCF-7-Zellen.

TPA[100nM] - + + + - -
DETA-NO [uM] - - 250 500 250 500

MMP-9

Abb. 3.35 Effekt von DETA-NO auf die TPA-induzierte gelatinolytische Aktivitit von MMP-9 in MDA-
MB-231-Zellen im Zellkulturiiberstand

Konzentrationsabhingige Hemmung der TPA-induzierten MMP-9-Aktivitdt durch DETA-NO. MDA-MB-231-
Zellen wurden fiir 24h mit TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] inkubiert. Jeweils 10ul
des Zellkulturiiberstandes wurde mittels SDS-Zymographie elektrophoretisch aufgetrennt.



3.10.2. Einfluss von NO auf die MMP-9-mRNA-Expression in MDA-MB-231-

Zellen

In einem weiteren Experiment sollte getestet werden, ob der in MCF-7 gezeigte inhibitorische
Effekt des NO auf die TPA-induzierten MMP-9-mRNA-Spiegel auch in MDA-MB-231-
Zellen nachweisbar ist. Wie in Abb. 3.36 zu sehen, fiihrt die Stimulation von MDA-MB-231-
Zellen mit TPA zu einem deutlichen Anstieg der MMP-9-mRNA-Spiegel. Die Kostimulation
der Zellen mit TPA und DETA-NO (500uM) fiihrt zu einer deutlichen Abnahme der MMP-9-
mRNA-Spiegel auf durchschnittlich 35% des TPA-vermittelten MMP-9-mRNA-Gehaltes.
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Abb. 3.36 Regulation der MMP-9-mRNA-Expression durch DETA-NO

DETA-NO reduziert die TPA-induzierte MMP-9-mRNA-Expression. MDA-MB-231-Zellen wurden fiir 24h mit
TPA [100nM] oder TPA [100nM] plus DETA-NO [500xM] bzw. mit DETA-NO [500xM] allein inkubiert. Nach
Isolierung der RNA wurde eine semiquantitative Realtime-PCR mit einer MMP-9-spezifischen Sonde und
genspezifischen Primern durchgefiihrt. Zum Abgleich wurden GAPDH-mRNA-Spiegel gemessen. Als Maf3stab
fir die MMP-9-Expression (bezogen auf die Expression der GAPDH-mRNA) wurden die AACt-Werte
verwendet (n=2).

Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die hier fiir MCF-7-Zellen
beschriebene NO-abhingige MMP-9-Regulation auch in anderen Brustzelllinien auftritt.
Daher kann vermutet werden, dass die hier exemplarisch fiir MDA-MB-231 beschriebene
NO-abhingige Modulation der induzierten MMP-9-Expression eine funktionelle Bedeutung
fiir die MMP-9-Regulation bei Brustkrebs hat.



4, Diskussion

Das Hauptziel dieser Arbeit galt der Untersuchung der Wirkung von exogenem NO auf die
Aktivitdit und Expression der Phorbolester-induzierten MMP-9 in verschiedenen
Brustkrebszellen. In der Literatur sind bereits mehrfach unterschiedliche NO-vermittelte
Effekte auf die MMP-9-Aktivierung und Expression beschrieben worden. Dabei wird sowohl
tiber stimulierende als auch tiber inhibierende Effekte von NO berichtet.

So wurde in vorausgegangenen Arbeiten aus unserer eigenen Arbeitsgruppe aufgezeigt, dass
NO die Zytokin-induzierte Expression der MMP-9 in Mesangiumzellen iiber einen cGMP-
abhéngigen Mechanismus hemmt (Eberhardt et al., 2000b). Der NO-Donor DETA-NO ist in
vaskuldren Muskelzellen in der Lage die Expression und Aktivitit der MMP-9 zu blockieren
(Sinha et al., 2006). Die Arbeitsgruppe um Burrow konnte nachweisen, dass die MMP-8- und
MMP-9-Spiegel in Hautfibroblasten aus Patienten mit Diabetes im Vergleich zu
Hautfibroblasten aus gesunden Patienten erhoht sind, wéhrend diese Zellen aus
Diabetespatienten gleichzeitig eine verringerte NO-Produktion zeigen. Die Stimulation dieser
Hautfibroblasten mit NO-Donoren fiihrt interessanterweise zu einer verstdrkten
Zellproliferation und zu einer konzentrationsabhdngigen Reduktion der MMP-8- und MMP-9-
Expression. Aufgrund dieser Beobachtungen wird vermutet, dass die Hemmung von MMP-8
und -9 durch die exogene NO-Gabe einen effektiven pharmakologischen Ansatz darstellt, um
die  Wundheilung in diabetischen Wunden nachhaltig verbessern zu koOnnen
(Burrow et al., 2007).

Im Gegensatz dazu finden sich auch mehrere Studien, die iliber stimulierende Effekte des NOs
auf verschiedene MMPs, u.a. auch MMP-9 berichten. Beispielsweise gibt es Befunde dartiber,
dass Peroxynitrit in Anwesenheit des Glutathion eine starke Aktivierung der humanen Pro-
MMP-1, -8 und -9 verursacht (Okamoto et al., 2001). In einer Studie mit Leberkrebspatienten
wurde Gewebe von Tumorpatienten und von Patienten ohne Lebertumor auf die Expression
von iINOS und MMP-9 mit immunhistochemischen Analyseverfahren untersucht. Hierbei
zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Hohe der MMP-9- und der iNOS-
Expression, so dass die Autoren dieser Studien vermuten, dass durch iNOS generiertes NO
mit der pathologisch erhohten MMP-9-Produktion in diesen Tumorpatienten in einen
funktionellen Zusammenhang gebracht werden kann (Sun et al., 2005).

Ferner wurden auch konzentrationsabhiingige Wirkungen von exogen gegebenen NO auf die
MMP-9-Spiegel beschrieben. So konnen hohe NO-Konzentrationen zu einer Hemmung der
MMP-9-Aktivierung und Expression in Endothelzellen fiihren. Andererseits fiihren leicht

erhohte NO-Konzentrationen an der Grenzfldche zwischen Endothel- und Tumorzellen zu



einer Aktivierung der MMP-9 in den Endothelzellen (Phillips et al., 2004). Daneben konnte
die Arbeitsgruppe um Ridnour et al. nachweisen, dass von Makrophagen produziertes NO
einen konzentrationsabhingigen, biphasischen Effekt auf die Aktivitdten der MMP-1 und -9
auslost. Dabei erhohen niedrige NO-Spiegel die MMP-Aktivitdt iiber einen cGMP-
abhéngigen Weg, wihrend die Gabe von héheren NO-Dosen zu einer cGMP-unabhiingigen
Inaktivierung der MMP-9 fiihrt (Ridnour et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe verschiedener Analysemethoden gezeigt werden,
dass NO in MCF-7-Zellen eine konzentrationsabhingige Reduktion der TPA-induzierten
MMP-9-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand bewirkt. Diese Befunde stimmen somit mit den
anfangs erwdhnten Studien tliberein, welche NO eine eindeutig inhibitorische Wirkung auf die
MMP-9-Expression bzw. Aktivitit zuschreiben (Eberhardt et al., 2000b; Sinha et al., 2006;
Burrow et al., 2007). Die zum Teil widerspriichlichen Befunde der erwidhnten Studien
spiegeln die komplexe Rolle des NOs in der MMP-9-Regulation wider. Die Diskrepanz
zwischen den verschiedenen Studien kann dabei auf zelltyp-spezifische Unterschiede,
moglicherweise aber auch auf Unterschiede in den jeweils angewandten NO-Konzentrationen

zuriickgefiihrt werden.

4.1. Regulation der TPA-induzierten MMP-9-Expression durch NO

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, molekulare Ursachen fiir die NO-bedingte
Hemmung der MMP-9-Expression zu identifizieren. Dazu wurde systematisch nach
potenziellen Einfliissen von exogenem NO auf die verschiedenen Regulationsebenen der
MMP-9 gesucht. Im Mittelpunkt dieser Untersuchungen standen sowohl Effekte auf das schon
aktive Enzym, auf die Proteinstabilitit und die Proteinneusynthese, als auch die Einfliisse auf
die MMP-9-mRNA-Stabilitdt, die Transkription sowie die fiir die MMP-9-Induktion
verantwortlichen Signaltransduktionskaskaden.

Die posttranslationale NO-vermittelte Modifikation von Proteinen durch Nitrosylierung gilt
als ein wichtiger Mechanismus der NO-abhéngigen Regulation von zelluldren Signalwegen.
NO ist in der Lage, direkt mit Thiol-Gruppen tragenden Proteinkomplexen u.a. auch mit
Enzymen, welche redox-reaktive Metallionen besitzen, zu reagieren. Die Reaktion von NO
mit Metalloproteinen wie Héidmoglobin oder Cytochrom P450 kann dabei sowohl zur
Aktivierung als auch zu einem Aktivitdtsverlust der betreffenden Enzyme fiihren (Jia et al.,
1996). Beispielsweise enthalten Cytochrom P450-Enzyme und auch die 16sliche
Guanylatzyklase ein redox-reaktives Eisenion innerhalb ihrer prosthetischen Ham-Gruppe

(Lancaster und Hibbs, 1990). Die Nitrosylierung dieses Eisenions kann bei den Cytochrom-



P450-Enzymen zum Hidm-Verlust und damit zur Inaktivierung der Enzyme fiihren (Stamler et
al., 1992). Im Gegensatz dazu wird die 16sliche Guanylatzyklase durch die Nitrosylierung des
Eisenions in der Hidm-Gruppe des Enzyms und der daraus resultierenden
Konformationsidnderung aktiviert (Ignarro, 1999). Wihrend Stickstoffmonoxid direkt an
Metallionen binden kann, wird die Reaktion mit Thiol-Gruppen nur indirekt tiber die Bildung
von Distickstofftrioxid (N,O,) herbeigefiihrt. So wurde gezeigt, dass N,O; in vitro mit
Glutathion die Bildung des S-Nitrosoglutathion verursacht (Wink et al., 1994). G-Proteine,
wie das zellzyklus-regulierende Zyklin p21, konnen durch S-Nitrosylierung von Cysteinresten
aktiviert werden, wihrend die Aktivitit des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptors im
Gehirn durch S-Nitrosylierung gehemmt wird (Choi et al., 2000). Fiir MMP-9 wurden bereits
stimulatorische Effekte von NO infolge einer Nitrosylierung einzelner Cysteinreste im
katalytischen Zentrum des Enzyms beschrieben (Gu et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden [n-vitro-Zymographien durchgefiihrt, um potenzielle
Anderungen des MMP-9-Aktivierungszustandes durch eine NO-abhingige Nitrosylierung zu
identifizieren. Unsere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass im Gegensatz zu den oben
genannten Befunden die MMP-9-Aktivitdt in MCF-7-Zellen durch endogenes NO nicht
beeintrédchtigt wird.

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten auch Auswirkungen von exogen appliziertem NO auf
die Proteinstabilitdit der MMP-9 nédher untersucht werden. Effekte von NO auf die Stabilitét
verschiedener Proteine sind bereits mehrfach beschrieben. So wurde nachgewiesen, dass der
Proteasominhibitor Lactacystin die NO-induzierte Degradation des Ceramidase-Proteins und
die Aktivitdt der neutralen Ceramidase in Ratten-Mesangiumzellen vollstindig revertiert
(Franzen et al., 2002). Des Weiteren konnten Kim et al. zeigen, dass die Stimulation von
RAW-264.7-Makrophagen mit dem NO-Donor Nitroprussid einen verstirkten Abbau des
»iron-regulatory protein 2% (IRP2) zur Folge hat, welcher durch nachtrigliche Behandlung der
Zellen mit Inhibitoren des intrazelluldren Proteasomkomplexes (MG-132 und Lactacystin)
wieder riickgingig gemacht werden kann (Kim et al., 1999). Weiterfiihrende Studien belegen,
dass NO in vitro und in vivo die Nitrosylierung von IRP2 verursacht und diese Modifikation
zur Ubiquitinierung und dem nachfolgenden Abbau des Proteins im Proteasom fiihrt. Die
Mutation eines Cysteins (C178S) im IRP2-Protein verhindert wiederum dessen NO-
vermittelten Abbau (Kim et al., 2004). Im Gegensatz dazu wird der proteasomale Abbau von
,B-cell Lymphoma 2% (Bcl-2) durch eine NO-vermittelte Nitrosylierung dieses Proteins in
humanen Lungenepithelzellen unterbunden. Auch hier wurden Cysteinreste identifiziert

(Cys158 und Cys229), deren Verdnderung durch Punktmutation die Nitrosylierung verhindert



und folglich die Ubiquitinierung und Degradation des mutierten Bcl-2-Proteins verursacht
(Azad et al., 2006).

Wie Versuche mit Lactacystin gezeigt haben, ist der inhibitorische Effekt von NO auf die
MMP-9-Proteinspiegel jedoch nicht von der Aktivierung des Ubiquitin/Proteasom-Komplexes
abhéngig. Lactacystin konnte in unseren Studien den hemmenden Effekt von DETA-NO auf
den MMP-9-Proteingehalt weder verhindern noch abschwéchen. Der Befund, dass die
Proteinstabilitdt von MMP-9 nicht durch DETA-NO beeinflusst wird, wird auch durch die
Versuchsergebnisse mit dem Translationshemmer Cycloheximid gestiitzt. In den mit
Cycloheximid behandelten Zellen ist eine Verringerung der Proteinmenge von MMP-9 zu
erkennen. Die Degradation der MMP-9 war jedoch durch eine zuséitzliche Stimulation mit
DETA-NO nicht beeinflusst.

In der Literatur gibt es auch Belege dafiir, dass die MMP-9-Expression durch Verdnderungen
der translationellen Effizienz reguliert werden kann. So wurde in der Arbeit von Jiang und
Muschel gezeigt, dass zwei verschiedene Prostatakrebszelllinien, welche aus derselben Maus
generiert wurden, eine unterschiedlich starke MMP-9-Sezernierung aufweisen. In der
Zelllinie, die mehr MMP-9 sezerniert, konnte ein deutlich hoherer MMP-9-Gehalt an den
Polysomen und eine wesentlich hohere Neusynthese von MMP-9-Protein festgestellt werden
als in der Zelllinie, die nur geringfiigig MMP-9 sezerniert. Die MMP-9-mRNA-Spiegel waren
dagegen in beiden Zelllinien gleich hoch. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
MMP-9-Regulation in den Zellen hauptsichlich auf der Ebene der translationellen Effizienz
der MMP-9-Synthese stattfindet (Jiang und Muschel, 2002). Ein dhnlicher Befund wurde von
Féhling et al. beschrieben. Die Behandlung der humanen Fibrosarkom-Zelllinie HT1080 mit
dem Eisenchelator 2,2-Dipyridyl, einer Substanz, die bestimmte Aspekte der Hypoxie
imitieren kann, verursacht eine gesteigerte translationelle Effizienz der MMP-9-Expression.
Diese wird durch einen erhohten Transport des translationell inaktiven MMP-9-mRNP-
Komplexes zu dem rauen endoplasmatischen Retikulum begleitet. Des Weiteren zeigen
Reportergenstudien mit der MMP-9-3’UTR, dass die Regulation durch 2,2-Dipyridyl
hauptsichlich auf die 3’untranslatierte Region (3’UTR) zurtickzufiihren ist. Die durch RNA-
Protein-Bindungsstudien festgestellte, erhohte Bindung von Nucleolin an die MMP-9-3’UTR
scheint hierbei von funktioneller Bedeutung fiir die gesteigerte Translationseffizienz zu sein.
Die MMP-9-Expression kann somit ebenfalls posttranskriptionell tiber die Verdnderung der
Translationseffizienz und die Lokalisation der MMP-9-Transkripte reguliert werden (Féhling
et al., 2005). In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass exogenes NO die Bindung
des Mikrotubulus-assoziierten Proteins LC-3 an AU-reiche Elemente in der 3’UTR der

Fibronektin-mRNA in glatten Muskelzellen erhoht. Dadurch wird die Rekrutierung von



Fibronektin zu den Polysomen erleichtert, was letztlich zu einer TranslationserhShung fiihrt
(Mason et al., 1999).

In den hier gezeigten Untersuchungen konnte nach TPA-Stimulation der MCF-7-Zellen ein
verstirkter MMP-9-Gehalt an den Polysomen nachgewiesen werden, welcher nach
gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit DETA-NO verringert war. Dieser Befund stimmt mit
den bereits veroffentlichten Studien tiberein. Um den gezeigten NO-Effekt auf die MMP-9 auf
eine verdnderte Translationseffizienz oder einen verdnderten Transport zuriickfiihren zu
konnen, miissten die Gesamt-MMP-9-mRNA-Spiegel von DETA-NO unbeeinflusst bleiben.
Es stellte sich jedoch heraus, dass DETA-NO nicht nur den MMP-9-mRNA-Gehalt an
Polysomen, sondern auch den Gesamt-Gehalt der MMP-9-mRNA reduziert. Der verringerte
MMP-9-mRNA-Gehalt in der polysomalen Fraktion nach DETA-NO-Stimulation ist somit
sehr wahrscheinlich eine direkte Folge einer verringerten MMP-9-mRNA-Synthese und/oder
einer NO-bedingten veridnderten Halbwertszeit der MMP-9-mRNA.

In vorangegangenen Studien aus unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die NO-
abhingige Destabilisierung der MMP-9-mRNA in Ratten-Mesangiumzellen durch die
Hemmung des mRNA-stabilisierenden Faktors HuR und dessen herabgesetzte Bindung an
AU-reiche Elemente in der 3’UTR der MMP-9-mRNA zuriickgefiihrt werden kann. Dies hat
eine verringerte Expression von MMP-9 zur Folge (Akool et al., 2003). Ein weiterer
posttranskriptioneller Mechanismus wurde von Liu et al. beschrieben. Die Reduktion der
LPS-induzierten MMP-9-Expression durch NO wird in kultivierten Astrozyten aus Ratten
teilweise durch AUF-1 vermittelt, wihrend HuR bei diesem Effekt keine Rolle spielt. Dies
beruht auf einer erhohten Expression des AUF-1 und dessen verstéirkte Bindung an die 3’UTR
der MMP-9-mRNA (Liu et al., 2006).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Reportergenstudien in MCF-7-Zellen geben jedoch
keinen Hinweis auf eine Beteiligung der 3’UTR bei der NO-vermittelten Regulation von
MMP-9. Dementsprechend finden sich in der 3’'UTR der humanen MMP-9-mRNA keine
AU-reichen Elemente, so dass zumindest die Beteiligung von AU-bindenden, mRNA-
stabilisierenden bzw. destabilisierenden Faktoren bei der Regulation der mRNA-Stabilitit von
MMP-9 eher unwahrscheinlich ist. Studien mit Actinomycin D konnten dariiber hinaus
belegen, dass die MMP-9-mRNA-Stabilitdt in MCF-7-Zellen grundsitzlich nicht durch NO
beeinflusst wird. Aufgrund der Befunde konnen posttranskriptionelle Mechanismen zur
Erkldrung der verringerten MMP-9-Expression durch NO in MCF-7-Zellen ausgeschlossen
werden.

Um den Einfluss von NO auf MMP-9 auf transkriptioneller Ebene zu untersuchen, wurden im

Rahmen dieser Arbeit Reportergenstudien mit einem 670bp langen MMP-9-



Promotorfragment (Abb. 1.3) durchgefiihrt. Die Ergebnisse aus den Reportergenstudien
zeigen eine signifikante Reduktion der TPA-induzierten MMP-9-Promotoraktivitit durch
DETA-NO. Die reduzierte MMP-9-Aktivitidt im Zellkulturiiberstand nach Stimulation der
Zellen mit DETA-NO lédsst sich somit auf eine NO-abhidngige Hemmung der MMP-9-
Promotoraktivitdt zuriickfiihren. Die im Vergleich zur stark gehemmten MMP-9-Expression
aufgezeigte Verminderung der MMP-9-Promotoraktivitit durch DETA-NO weist allerdings
darauf hin, dass das in dieser Arbeit verwendete 670bp-Promotorfragment nicht vollstindig
den NO-vermittelten Effekt auf die endogene MMP-9-Transkription widerspiegelt. Obwohl
gezeigt werden konnte, dass dieses kurze Promotorfragment fiir eine Induktion des Promotors
durch TPA ausreichend ist, lasst die vergleichsweise geringe Reduktion der Promotoraktivitét
vermuten, dass auBlerhalb dieses kurzen Promotorfragmentes zusitzliche NO-responsive
Elemente vorhanden sind. Dartiiber hinaus haben verschiedene Arbeiten gezeigt, dass die in
Reporterstudien gemessenen Effekte auf die Promotoraktivitidt von transient transfizierten
Reporterkonstrukten nicht vollstindig die Wirkung auf die endogene Expression eines Gens
widerspiegeln (Genersch et al., 2000).

Da die NO-vermittelte Reduktion der MMP-9-Expression und Aktivitdt zum groften Teil auf
eine reduzierte Promotoraktivitit zuriickzufiihren ist, war die Identifizierung von NO-
regulierten  Transkriptionsfaktoren ein weiteres Projektziel der Arbeit. Einige
Transkriptionsfaktoren, darunter AP-1 und NFkB, besitzen reaktive Thiolgruppen in ihrer
jeweiligen DNA-bindenden Region. Die Nitrosylierung dieser Thiole kann zu einer
Veridnderung der DNA-Bindungseigenschaften dieser Transkriptionsfaktoren und damit zur
Verédnderung der transaktivierenden Aktivitit filhren (Marshall et al., 2000; Stamler, 1994;
Melino et al., 2000).

In der Literatur finden sich zahlreiche Belege tiber die Wirkung von NO auf die Aktivitét des
Transkriptionsfaktors NFkB. Dabei unterliegt der Einfluss des NOs auf die NFxB-Aktivitat
einer strengen Konzentrationsabhéngigkeit. So konnte gezeigt werden, dass niedrige NO-
Konzentrationen im nanomolaren Bereich die DNA-Bindung von NFkB erhchen konnen,
wohingegen hohe mikromolare Konzentrationen von NO die DNA-Bindung von NFkB
hemmen (Umansky et al., 1998; Xuan et al., 1999; Connelly et al., 2001; Kroncke, 2003).
Direkte Effekte des NOs auf NFkB, wie Nitrosylierungen, konnen dabei die DNA-Bindung
der p50/p65-Heterodimere stark beeintrachtigen (Matthews et al., 1996). Verschiedene
Publikationen haben zudem gezeigt, dass zusétzlich auch zelltypabhéingige Mechanismen eine
entscheidende Rolle in der NO-vermittelten Regulation des NFkBs spielen. So fiihrt die

Stimulation mit NO in humanen mononuklearen Blutzellen, in Makrophagen, in



Mesangiumzellen und in humanen endothelialen Zellen zu einer Aktivierung einzelner NFkB-
Untereinheiten, wihrend in einigen anderen Zelltypen die NFkB-Aktivierung durch NO
gehemmt wird (fiir eine Ubersicht s.: Pfeilschifter et al., 2001).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit MCF-7-Zellen lieen keine
Beeinflussung der TPA-induzierten Aktivierung von NFkB nach NO-Behandlung erkennen.
Transkriptionsfaktor-ELISAs zeigten keine signifikate NO-bedingte Verdnderung der
Bindungsaktivitdt von p65, woraus gefolgert werden kann, dass NFxB fiir die NO-vermittelte
Reduktion der MMP-9-Expression in MCF-7-Zellen keine Rolle spielt.

Es ist durch viele Studien belegt, dass NO vorwiegend eine hemmende Wirkung auf den
Transkriptionsfaktor AP-1 ausiibt (Melino et al., 2000; Park et al., 2006; Rossi et al., 2000).
Eine AP-1-Hemmung durch NO kann zum einen auf die Modulation der AP-1-regulierten
Signalwege und zum anderen auch auf eine direkte Hemmung der DNA-Bindungsaffinitat
zuriickgefiihrt werden (Kroncke, 2003; Tabuchi et al., 1994). So konnten Nikitovic et al.
durch Mutationsstudien und EMSAs zeigen, dass NO spezifisch iiber die Bindung an die
Cysteinreste Cys272 und Cys154 in der DNA-Bindungsregion von c-Jun und c-Fos die
Hemmung von AP-1 verursacht (Nikitovic et al., 1998). Aulerdem konnte gezeigt werden,
dass durch die Stimulation von Mikrogliazellen mit IFN-y endogen gebildetem NO eine
Spaltung der Interaktion zwischen JNK und AP-1 hervorruft und hierdurch die JNK-
abhingige Aktivierung von AP-1 gehemmt wird (Park et al, 2006). Eine
konzentrationsabhiingige Modulation der AP-1-Bindungsaktivitdt durch NO wurde von Jones
et al. berichtet. Die Stimulation von mikrovaskulédren Epithelzellen mit dem NO-Donor SNAP
(0,5-4 mM) hemmt die PKC-Aktivitidt und c-Jun-Phosphorylierung und damit die DNA-
Bindungsaktivitit von AP-1. Geringere Konzentrationen von SNAP (0,1-0,3 mM) konnten
hingegen in demselben Zellmodell eine Steigerung der PKC-abhingigen AP-1-Aktivitat
bewirken. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass NO in konzentrationsabhidngiger Weise
die PKC-vermittelte Aktivitit von AP-1 beeinflussen kann (Jones et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe von Western-Blot-Analysen gezeigt werden, dass
sich der Gesamtgehalt von c-Jun und c-Fos durch die Stimulation mit DETA-NO nicht
verdndert. Bindungsstudien mit Hilfe eines p-c-Jun- und c-Fos-Transkriptionsfaktor-ELISAs
zeigten eine signifikante Erhohung der DNA-Bindungsaktivitdt beider AP-1-Komponenten
nach TPA-Behandlung der Zellen. Die zusitzliche Stimulation mit DETA-NO fiihrte bei
beiden AP-1-Untereinheiten zu einer Reduktion der Bindungsaktivitit. Eine dhnliche NO-
bedingte Modulation der AP-1-DNA-Bindung konnte auch im radioaktiven EMSA bestitigt
werden. Die NO-vermittelte Reduktion der TPA-induzierten MMP-9-Expression und



Aktivitdt kann daher u.a. auf eine Hemmung der AP-1-Bindungsaffinitit an die MMP-9-
spezifische Promotorbindungsstelle zuriickgefiihrt werden (Abb. 4.2). Diese Ergebnisse
stimmen mit den meisten bislang bekannten Effekten des NOs auf die AP-1-Aktivitit tiberein.
Séamtliche dieser Studien beschreiben ebenfalls einen hemmenden Einfluss von NO auf den
Transkriptionsfaktor AP-1 (Melino et al., 2000; Park et al., 2006; Rossi et al., 2000; Kroncke,
2003; Tabuchi et al., 1994; Nikitovic et al., 1998).

Auch fiir den Transkriptionsfaktor Spl wurden bereits Wechselwirkungen mit NO
beschrieben. So wurde in der Arbeit von Wang et al. gezeigt, dass eine Spl-Bindungsstelle
innerhalb des TNF-a-Promotors in humanen Leukozyten als ein funktionelles NO-responsives
Element wirken kann (Wang et al., 1999). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass NO die
DNA-Bindungsaktivititen der beiden Transkriptionsfaktoren Spl und ,Early growth
response-1* (EGR-1) aufheben kann (Berend;ji et al., 1999). Die Tatsache, dass der hemmende
Effekt des Spl-Inhibitors Mithramycin auf die MMP-9-Expression in den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimenten zusétzlich durch DETA-NO gehemmt werden kann, deutet
darauf hin, dass Spl in MCF-7-Zellen unter den verwendeten Versuchsbedingungen nicht an
der NO-abhingigen Regulation der MMP-9-Expression beteiligt ist. Des Weiteren bestétigen
EMSAs, dass Spl zwar durch TPA geringfiigig induziert wird, aber keine Abschwichung
dieser DNA-Bindungsaffinitdt durch NO zu beobachten war.

Die aufgezeigte Differenz im Ausmal} der beobachteten NO-Effekte zwischen den zelluldren
MMP-9-mRNA-Spiegel und der ektopischen MMP-9-Promotoraktivitéit im Luziferase-Assay
konnten weiterhin durch epigenetische Effekte erkldrt werden. So simulieren Methoden wie
EMSA/Transkriptionsfaktor-ELISA und Reportergenstudien nicht oder nur begrenzt die
tatsdchliche ,,In-vivo“-Situation in der Zelle, da bei keiner dieser Methoden
chromatinverpackte DNA verwendet wird. Diese experimentellen Ansétze konnen daher
lediglich einen Beitrag zur Aufkldrung von transkriptionellen Regulationsmechanismen
leisten. Sie représentieren allerdings nicht die natiirliche Chromatinstruktur, so dass
potenzielle epigenetische Effekte bei den oben genannten Techniken nicht bertiicksichtigt
werden.

Befunde zu NO-vermittelten Verdnderungen in der Chromatinstruktur finden sich bereits in
der Literatur. Beispielsweise ist bekannt, dass die Peroxynitrit-produzierende Substanz
3-Morpholinosydnonimine in vitro zu einer deutlichen Reduktion der Histondeacytylase
(HDAC)-Aktivitit in Epithelzellen fiihrt (Ito et al., 2004). Daneben wird vermutet, dass eine
Erh6hung von oxidativem Stress liber die vermehrte Bildung von Peroxynitrit die Aktivitat
von HDAC-2 durch eine Nitrierung spezifischer Tyrosinreste dieses Enzyms beeinflussen

kann (Barnes et al., 2004). HDAC-Inhibitoren gelten als viel versprechende Medikamente der



modernen Krebstherapie, da sie die Proliferation von Tumorzellen insbesondere durch
Induktion eines Zellzyklus-Stillstands, sowie durch terminale Differenzierung und Induktion
von Apoptose hemmen konnen (Mai et al., 2005). Trichostatin A (TSA) und M344 sind
Substanzen, welche spezifisch Klasse-I- und -II-HDACs blockieren konnen. Allerdings
konnen diese Art Agenzien die Transkription nur von weniger als 2% der gesamten Gene
verdndern. Zu diesen gehoren Gene des Zellzyklus, der Apoptoseregulation oder der DNA-
Synthese (Di Gennaro et al.,, 2004). Den ersten Bericht tiber Verdnderungen im
Acetylierungsmuster von Histonen bei der induzierten Genexpression von MMPs lieferten
Pender et al. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Natriumbutyrat und TSA die IL-1p- oder
TNF-a-vermittelte Induktion der MMP-3-Expression zusétzlich verstirken konnen. Die
IL-1B- oder TNF-a-induzierte Expression von MMP-1 und MMP-9 wurde hingegen durch
beide Substanzen auf mRNA- und Proteinebene gehemmt (Pender et al., 2000; Clark et al.,
2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die TPA-induzierte MMP-9-Aktivitit
ebenfalls geringfiigig durch Behandlung mit TSA reduziert wird. Die Stimulation der Zellen
mit der Substanz M344 fiihrt hingegen zu keinem Effekt auf die TPA-induzierten
extrazellularen MMP-9-Spiegel. Diese Befunde stehen in einem gewissen Widerspruch zu
bisher veroffentlichten Daten iiber epigenetische Effekte auf die TPA-induzierte MMP-9-
Expression (Ma et al., 2004). In der genannten Arbeit fiihrt die Behandlung von HeLa Zellen
mit TSA zu einer Verstirkung der PMA-vermittelten MMP-9-Expression (Ma et al., 2004).
Obwohl unsere Untersuchungen lediglich auf Ebene der extrazelluldren Aktivitdtsmessung
durch Zymogramme durchgefiihrt wurden, kann davon ausgegangen werden, dass sich diese
gegensdtzlichen Wirkungen von TSA auf die MMP-9-Expression auf zellspezifische
Unterschiede zurtickfiihren lassen.

Da eine verstirkte Acetylierung von Histonen mit einer Offnung der Chromatinstruktur
einhergeht und daher ein Kennzeichen fiir eine erhohte transkriptionelle Aktivitét eines Gens
ist, wire bei einer Behandlung der Zellen mit einem HDAC-Inhibitor prinzipiell eine
Steigerung der transkriptionellen Aktivitdt zu erwarten. Dass aber in unserem Fall die TPA-
induzierte MMP-9-Aktivitit durch die Behandlung mit TSA verringert wird, ist
moglicherweise damit zu erkldren, dass die Expression von MMP-9-reprimierenden Genen
durch die TSA-Behandlung verstirkt wird. Die Unterschiede in der Wirkung von TSA und
M344 lassen sich durch ihre verschiedenen Substratspezifititen erkldren. Die verschiedenen
HDAC-Inhibitoren unterscheiden sich unter anderem durch ihre Selektivitit gegeniiber

einzelnen HDAC-Subtypen (Heltweg et al., 2004). So besitzt M344 z.B. eine hdohere



Selektivitit gegeniiber HDAC6 als gegeniiber HDAC1 (Jung et al., 1999). Da HDAC-
Subtypen ihrerseits verschiedenartige Substratspezifititen besitzen (Riester et al., 2004), lasst
sich der unterschiedliche Einfluss der beiden Inhibitoren auf die extrazelluliren MMP-9-
Spiegel moglicherweise durch die Unterschiede in den Substratspezifititen erkldren. Des
Weiteren ist anzumerken, dass fiir Histonacetyltransferasen tiber 80 Nicht-Histon-Substrate
beschrieben sind, die moglicherweise ebenfalls in die Regulation der MMP-9-Expression
eingreifen konnen. Beispiele hierfiir sind die Transkriptionsfaktoren NFkB (Quivy et al.,
2004), STAT-3 (Yuan et al., 2005) und c-Jun (Vries et al., 2001).

Erstaunlicherweise kann in MCF-7-Zellen die NO-bedingte Repression der MMP-9-Aktivitét
durch die Behandlung sowohl mit TSA als auch mit M344 zum Teil wieder aufgehoben
werden. Daher ist davon auszugehen, dass in der NO-abhingigen Repression der MMP-9-
Expression zusitzlich epigenetische Effekte eine funktionelle Rolle spielen. Da derzeit
allerdings weder iiber die Substratspezifitit der verschiedenen HDACs noch iiber die
detaillierte Wirkungsweise der verschiedenen HDAC-Inhibitoren wenig bekannt ist (Riester et
al., 2007), bedarf es in Zukunft weiterer Untersuchungen zur Aufklidrung der Wirkweise von
NO auf HDAC-abhéngige Umbauprozesse des Chromatins.

Ein weiterer zentraler Aspekt dieser Arbeit war die Identifizierung solcher
Signaltransduktionskaskaden, welche fiir die TPA-induzierte = MMP-9-Expression
verantwortlich sind und gleichzeitig durch NO beeinflusst werden. In den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Studien mit verschiedenen pharmakologischen MAPK-Inhibitoren (PD98059,
SB203580 und SP600125) konnte gezeigt werden, dass die drei MAP-Kinasen p44/42, p38
und JNK an der TPA-vermittelten MMP-9-Induktion essenziell beteiligt sind. Zudem hat die
Western-Blot-Analyse mit spezifischen Antikorpern gezeigt, dass die Stimulation der Zellen
mit TPA zu einer Aktivierung dieser MAPK fiihrt. Diese Daten stimmen mit zahlreichen
Veroffentlichungen tiberein. So wurde in MCF-7-Zellen bereits gezeigt, dass die MMP-9-
Sezernierung nach TPA-Stimulation zum Teil durch den MEK1/2/Erk1/2-Weg vermittelt
wird, dabei aber zusitzlich, Ras-abhédngige Signalwege eine Rolle spielen (Liu et al., 2002).
Daneben  kann die  TPA-bedingte = MMP-9-Sezernierung in  der  humanen
Plattenepithelkrebszelllinie UM-SCC-1 durch die Behandlung mit dem spezifischen p38-
Inhibitor SB203580 fast vollstindig gehemmt werden (Simon et al., 1998). In humanen
Gebidrmutterhalskrebszellen hingegen ist der JNK-Signalweg fiir die MMP-9-Expression
durch TPA von essenzieller Bedeutung. In der Literatur finden sich tiberdies verschiedene
Beispiele dafiir, dass die MAP-Kinase JNK von NO iiber eine direkte Nitrosylierung
beeinflusst werden kann (Park et al., 2000, 2006). So hemmt durch IFN-y-Stimulation



gebildetes endogenes NO die Aktivierung von JNKI1 in murinen Mikrogliazellen, RAW-
264.7-Makrophagen und alveoldren Makrophagen der Ratte (Park et al., 2000, 2006). Des
Weiteren fiihrt die Behandlung vaskuldrer glatter Muskelzellen mit DETA-NO zu einer
reduzierten IL-13-induzierten MMP-9-Expression (Gurjar et al., 2001a,b). Die durch IL-1p-
verursachte Induktion der MMP-9-Expression wird dabei durch die Bildung von Superoxid
und der daraus resultierenden Erhchung der ERK-Aktivierung vermittelt. NO hemmt die
Produktion von Superoxid, wodurch die Aktivierung von ERK und damit die Expression von
MMP-9 verhindert werden. Wie wir anhand von Western-Blot-Analysen zeigen konnten,
bleibt der TPA-induzierte Phosphorylierungsstatus sdmtlicher untersuchter MAPK in MCF-7-
Zellen durch eine Stimulation mit DETA-NO unbeeinflusst. Daher kann vermutet werden,
dass NO in MCF-7-Zellen keine modulierende Wirkung auf die MAP-Kinasen besitzt.

Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit eine deutliche Reduktion der TPA-
induzierten PKC-Aktivitdt nach DETA-NO-Behandlung der Zellen festgestellt werden. Dieser
Befund entspricht den bereits 1993 verdffentlichten Daten von Gopalakrishna et al. In dieser
Arbeit wird gezeigt, dass NO und NO-generierende Verbindungen eine reversible
Inaktivierung der PKC hervorrufen konnen. Die kurzfristige Behandlung mit NO induziert
dabei tiber die Bildung von Disulfidbriicken eine reversible Inaktivierung der PKC. Die
chronische Gabe von NO bewirkt dagegen eine irreversible Inaktivierung von PKC
(Gopalakrishna et al., 1993). Dariiber hinaus fiihrt die Stimulation von MCF-7-Zellen mit
TPA zu einer deutlichen Induktion der Invasion der Zellen, welche durch den
pharmakologischen PKC-Inhibitor Bryostatin gehemmt werden kann (Johnson et al., 1999).
Da verschiedene PKC-Isoformen in Abhéngigkeit des Zelltyps und des verwendeten Stimulus
unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen konnen (Griner und Kazanietz, 2007; Mackay
und Twelves, 2007), bleibt die Frage offen, welche der bislang identifizierten PKC-Isoformen
in MCF-7-Zellen von NO beeintrdchtigt werden. Die dazu durchgefiihrten Experimente mit
verschiedenen PKC-Inhibitoren legen die Vermutung nahe, dass die Ca**-unabhiingigen PKC-
Isoformen PKC-0- und/oder -0 beteiligt sind. Diese Vermutung beruht auf der Beobachtung,
dass allein der PKC-0- und 0-Inhibitor Rottlerin in der Lage war, die TPA-induzierte MMP-9-
Sekretion fast vollstindig zu hemmen. Dieser Befund stimmt mit anderen Arbeiten tiberein.
So wurde bereits berichtet, dass PKC-0 fiir die MMP-9-Expression in MCF-7-Zellen
essenziell ist (Liu et al., 2002). Auflerdem wurde nachgewiesen, dass in humanen
Endothelzellen die Aktivitdt von PKC-8 durch Gabe eines exogenen NO-Donors verringert
werden kann. Zusitzlich kann eine durch den ,,Vascular endothelial growth factor*

verursachte Reduktion der PKC-d—-Aktivitdt durch die gleichzeitige Behandlung der Zellen



mit NOS-Inhibitor L-NMMA verhindert werden. Daher wird von den Autoren vermutet, dass
die Regulation der PKC-8-Aktivitit in Endothelzellen iiber einen NO-Synthase-abhingigen
Mechanismus erfolgt (Shizukuda et al., 1999).

Aufgrund dieser {ibereinstimmenden Beobachtungen zwischen MCF-7-Zellen und
Endothelzellen ist wahrscheinlich, dass eine NO-vermittelte Hemmung der PKC-Aktivitét,
moglicherweise der PKC-d-Aktivitit, Ursache fiir die NO-abhingige Hemmung der MMP-9-
Expression nach NO-Behandlung istm (Abb. 4.2). Um eindeutige Aussagen liber die Rolle
einzelner PKC-Isoformen bei der TPA-induzierten MMP-9-Expression machen zu kénnen,
bedarf es in Zukunft weiterer Untersuchungen, insbesondere Experimente mit spezifischen si-

RNAs oder eine ektopische Uberexpression einzelner PKC-Isoformen.
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Abb. 4.2 Zusammenfassendes Schema der postulierten Mechanismen, die der NO-bedingten Hemmung
der MMP-9-Expression zugrunde liegen.

4.2. Rolle des cGMP und der Radikalbildung fiir die MMP-9-

Expression

Niedrige physiologische NO-Konzentrationen (im nanomolaren Konzentrationsbereich) wie
sie durch die eNOS gebildet werden, stimulieren die Aktivitéit der 16slichen Guanylatzyklase,
welche zur Bildung des zyklischen GMPs (cGMP) fiihrt. ¢cGMP ist ein wichtiges
intrazelluldres Botenmolekiil, das in der Zelle viele der bekannten physiologischen

Funktionen des NOs vermittelt. Hohe durch die iNOS gebildete NO-Mengen (im



mikromolaren Konzentrationsbereich) sowie grole Mengen an reaktiven Sauerstoffradikalen
(ROS) werden dagegen bei entziindlichen Prozessen freigesetzt. Die direkte Interaktion des
gebildeten NOs mit dem Sauerstoffradikal Superoxid (O,’) hat die Bildung von N,O; und
Peroxynitrit (ONOO") zur Folge. Die Interaktion von N,0O; mit Thiolgruppen von Proteinen
kann zu einer Bildung von S-Nitrosothiolen fiihren, welche ihrerseits eine Reihe von
Proteinkinasen, Phosphatasen, G-Proteinen, redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren und
damit zahlreiche intrazellulire Prozesse modifizieren konnen (fiir eine Ubersicht s.:
Beck et al., 1999).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien mit Dibuturyl-cGMP und dem Guanylatzyklase-
Inhibitor ODQ zur Regulation von MMP-9 durch NO schlieBen einen cGMP-abhingigen
Mechanismus aus. Dagegen kann die TPA-induzierte MMP-9-Aktivitit durch die
gleichzeitige Gabe des Antioxidanz N-Acetylcystein sowie des Flavoprotein/NADPH-
Oxidase-Inhibitors Diphenyleneiodonium vollstindig gehemmt werden, was eindeutig auf die
Beteiligung redox-vermittelter Mechanismen bei der TPA-induzierten MMP-9-Expression
hinweist.

In vergangenen Arbeiten aus unserer Gruppe wurde bereits gezeigt, dass in Ratten-
Mesangiumzellen durch Superoxid eine Verstirkung der IL-1B-induzierten MMP-9-
Expression hervorgerufen wird (Eberhardt et al., 2000a). In der hier vorliegenden Arbeit
konnten weiterfiihrende Studien jedoch nicht eindeutig klidren, welche Sauerstoffradikale oder
Enzyme im Einzelnen fiir die Aktivierung der MMP-9-Expression nach TPA-Stimulation
verantwortlich sind. In einer weiteren Arbeit mit humanen Keratinozyten wurde
nachgewiesen, dass TPA die MMP-9-Sekretion iiber einen NADPH-Oxidase-abhidngigen
Mechanismus induziert (Steinbrenner et al., 2005). Damit {ibereinstimmend konnte von einer
anderen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass TPA iiber eine Aktivierung von PKC eine
NADPH-Oxidase-abhédngige Bildung von ROS vermittelt (Wu, 2006). Wie zuvor
beschrieben, kann NO die Bildung von Superoxid in glatten Muskelzellen hemmen. Die
daraus resultierende, verringerte ERK-Aktivierung fiihrt nachfolgend zu einer reduzierten
MMP-9-Expression (Gurjar et al., 2001a,b). Der hemmende Effekt des NOs auf die TPA-
induzierte MMP-9-Expression konnte daher moglicherweise auch in MCF-7-Zellen, tiber eine

Hemmung des nach TPA-Stimulation gebildeten Superoxids, erkldrt werden.



4.3. Einfluss von NO auf MMP-9-vermittelte Funktionen

Um zu iiberpriifen, ob eine Reduktion der MMP-9-Expression gleichermafen auch durch
endogen gebildetes NO hervorgerufen werden kann, wurden Kokultur-Versuche durchgefiihrt.
Um die Wirkung von NO auf MCF-7-Zellen zu testen, wurden hierfiir RAW-264.7-
Makrophagen, verwendet, da diese zu den wenigen Zellen zihlen, die unter
Zellkulturbedingungen hohe NO-Mengen produzieren koénnen. Unter Verwendung des
Kokultur-Systems mit aktivierten Makrophagen konnte bereits gezeigt werden, dass NO an
der Stabilisierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1o (HIF-1a) in LLC-PK(1)-Zellen,
porcinen tubuldren Nierenepithelzellen, beteiligt ist (Zhou et al., 2003). In der vorliegenden
Arbeit gelang es jedoch nicht, die durch TPA induzierte MMP-9-Expression und Aktivierung
durch endogen von RAW-264.7-Makrophagen gebildetes NO zu beeinflussen. Die fehlende
Hemmung der MMP-9-Expression durch NO aus Donorzellen ist moglicherweise durch die
hohe stimulierende Potenz des TPAs auf die MMP-9-Expression zu erkléren.

Als weiterer Aspekt der Arbeit sollte untersucht werden, ob die Stimulation mit DETA-NO
MMP-9-abhingige Effekte auf die Migration von MCF-7-Zellen vermittelt. So finden sich in
der Literatur Beispiele dafiir, dass MMP-9 bei der Migration von Tumorzellen eine wichtige
funktionelle Rolle spielen kann (Legrand et al., 1999; Bjorklund et al., 2004). Zudem wurde
bereits beschrieben, dass die Behandlung von MCF-7-Zellen mit TPA zu einer verstirkten
Migration der Zellen fiihrt (Ree et al., 1998). Dies konnte in unseren Versuchen bestitigt
werden. Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit DETA-NO fiihrt jedoch zu keiner
signifikanten Verdnderung der Migration. Dies kann damit erklédrt werden, dass in unseren
Versuchen die von MCF-7-Zellen sezernierte MMP-9 nur im inaktiven Zustand vorliegt. Der
TPA-bedingte Anstieg der Migration ladsst darauf schlieBen, dass neben MMP-9 durch die

TPA-Stimulation auch weitere Migrationsfaktoren gebildet werden.

4.4, Schlussfolgerung

Wie eingangs beschrieben, korrelieren erhchte iNOS-Spiegel hédufig mit einer gesteigerten
Aggressivitit des Tumors bei Brustkrebspatientinnen. Von MMPs, insbesondere von MMP-9,
sind sowohl tumor-fordernde als auch tumor-inhibierende Eigenschaften bekannt (Martin et
al., 2007). Diese gegensitzlichen Funktionen der MMPs auf die Tumorgenese bieten eine
Erkldrungsmoglichkeit, fiir das bisherige Scheitern von synthetischen MMP-Inhibitoren in
klinischen Studien mit Tumorpatienten. Daher wire denkbar, dass die NO-vermittelte
Reduktion der MMP-9-Expression die Aggressivitdt eines Tumors zusétzlich noch steigert,

indem NO die protektiven Eigenschaften der MMP-9, zu denen u.a. die Freisetzung



antiangiogener Faktoren wie z.B. Angiostatin gehort, verhindert. In dhnlicher Weise konnte
auch die MMP-9-abhingige Freisetzung von  proapoptotisch wirksamen
Zelloberfldchenmolekiilen, wie z.B. des Fas-Liganden, durch NO beeintrichtigt werden. So
wurde bereits in verschiedenen Tumormodellen gezeigt, dass die selektive Gabe von iNOS-
Inhibitoren die Tumorentstehung in diesen Xenograft-Modellen verhindert (Ahn et al., 2001;
Rao et al., 1999, 2002; Inano et al., 2005).

Unter diesem Aspekt wire eine gezielte pharmakologische Intervention der iNOS bei
bestimmten Tumorerkrankungen, oder noch wichtiger, in bestimmten Tumorstadien als eine

adjuvante Therapieform der derzeitigen chemotherapeutischen Standardtherapie denkbar.



5. Zusammenfassung

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Identifizierung der Regulationsebenen auf denen die
TPA-induzierte = Matrix-Metalloproteinase-9  (MMP-9)  durch das nitrose  Gas
Stickstoffmonoxid (NO) in MCF-7-Zellen verdndert wird.

Dabei konnte sowohl mit Hilfe der Zymographie als auch mit einem MMP-9-Aktivitits-
ELISA gezeigt werden, dass die extrazelluliren MMP-9-Spiegel durch die Behandlung der
Zellen mit NO reduziert werden. Gleichzeitig zeigte sich auch eine durch NO bedingte
Abnahme der intrazelluliren MMP-9-Spiegel, wie mit Hilfe von Western-Blot-Analyse
nachgewiesen werden konnte. Experimente mit dem Proteasominhibitor Lactacystin und dem
Proteinsynthesechemmstoff Cycloheximid lieBen dariiber hinaus eine NO-bedingte
Veridnderung der MMP-9-Proteinstabilitéit ausschlieBen. Im Gegensatz dazu konnte mittels der
metabolischen Markierung mit radioaktiv markiertem Methionin und Cystein gezeigt werden,
dass die Proteinneusynthese der MMP-9 durch eine Behandlung der Zellen mit NO stark
beeintrichtigt wird. In Ubereinstimmung mit diesen Daten finden sich reduzierte MMP-9-
mRNA-Spiegel auch in der polysomalen Zellfraktion von MCF-7-Zellen.

Wie mit Hilfe des Transkriptionshemmstoffes Actinomycin D und durch Reportergenstudien
mit hybriden MMP-9-Promotorkonstrukten gezeigt werden konnte, ist die NO-induzierte
Reduktion der MMP-9-mRNA-Spiegel nicht auf eine Verringerung der MMP-9-mRNA-
Stabilitédt zurtickzufiihren. Reportergenstudien mit einem 670bp langen Promotorfragment des
5’flankierenden Bereichs des humanen MMP-9-Gens zeigten jedoch auf, dass der hemmende
Effekt des NOs zum Teil auf eine NO-vermittelte Abnahme der TPA-induzierten MMP-9-
Promotoraktivitét zurilickgefiihrt werden kann.

Demzufolge wurde in den nachfolgenden Experimenten nach den fiir die MMP-9-Expression
notwendigen und von NO modulierten Transkriptionsfaktoren in MCF-7-Zellen gesucht.
Anhand von Western-Blot-Analysen und Gelshiftanalysen konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitét des Transkriptionsfaktors AP-1 in MCF-7-Zellen durch NO gehemmt wird, wihrend
weder die Expressionspiegel noch die Bindungsaffinitit der Transkriptionsfaktoren NFkB und
Sp1l durch die NO-Behandlung verédndert sind.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die NO-vermittelte Hemmung der MMP-9-
Expression durch die zusitzliche Gabe der Histondeacetylase-Inhibitoren TSA und M344
abgeschwicht wird, was impliziert, dass zusitzlich auch epigenetische Mechanismen an der
NO-vermittelten Hemmung der MMP-9-Expression beteiligt sind.

Weiterhin konnte unter Verwendung von pharmakologischen Inhibitoren der MAPK-

Signalwege mit Hilfe der Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden, dass MAPK-



vermittelte Signalwege zwar fiir die Induktion der MMP-9-Expression essenziell sind, diese
jedoch nicht von NO beeinflusst sind. Im Unterschied hierzu konnte mit Hilfe eines PKC-
Aktivitédtsassays gezeigt werden, dass die Gesamtaktivitdt von PKCs nach Behandlung von
MCEF-7-Zellen mit NO signifikant gehemmt ist.

In einem weiteren Schritt sollte dann aufgeklidrt werden, ob cGMP- oder redoxvermittelte
Signalwege bei der NO-abhingigen Hemmung der MMP-9-Expression eine funktionelle
Rolle spielen. Unter Zuhilfenahme des zellpermeablen Dibutyryl-cGMP, dem
Guanylatzyklase-Inhibitor ODQ und dem N-Acetylcystein sowie dem NADPH-Oxidase-
Hemmstoff Diphenyleneiodonium konnte gezeigt werden, dass der beobachtete NO-Effekt auf
die MMP-9-Expression unabhingig von cGMP ist, dass aber redoxvermittelte Mechanismen
bei der MMP-9-Expression nach TPA-Stimulation eine wichtige Rolle spielen.
Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass die NO-vermittelte Hemmung der
TPA-induzierten MMP-9-Expression in MCF-7-Zellen im Wesentlichen auf eine NO-
abhingige Reduktion der Protein-Kinase-C-Aktivitit und einer daraus resultierenden

Aktivitdtshemmung des Transkriptionsfaktors AP-1 zuriickgefiihrt werden kann.
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