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Einleitung 1

1. Einleitung

Maligne Tumore gehodren zu den Haupttodesursachen in den industrialisierten
Landern, und trotz enormer Anstrengungen ist die Heilung oder langerfristige Kontrolle
einer fortgeschrittenen Krebserkrankung nach wie vor oftmals nicht mdglich. Eine
wesentliche Ursache fir die nur unzureichenden Therapieerfolge und zahlreichen
Ruckschlage bei der Entwicklung neuer Therapieansatze ist in der dul3erst komplexen
Biologie maligner solider Tumore zu finden, die trotz gro3er Fortschritte in den letzten

Jahrzehnten noch immer nur unvollstandig verstanden ist.

Lange lag der Fokus der Krebsforschung auf den entarteten Tumorzellen und der
Untersuchung ihrer genetischen und molekularen Verénderungen. Der vielfach
enttauschende Ausgang zahlreicher Kklinischer Studien, welche zielgerichtete
Substanzen gegen einzelne molekulare Komponenten der Krebszellen getestet haben,
hat deutlich werden lassen, dass das Verhalten eines Tumors und dessen Ansprechen
auf eine Therapie einer komplexen Regulation unterliegt. Ein wichtiger Baustein dieser
komplexen Wechselwirkungen ist das die Krebszellen umgebende Tumorgewebe
(Tumorstroma). Das Tumorstroma, bestehend im Wesentlichen aus diversen Typen
nicht-maligner Zellen und Extrazellularer Matrix, hat einen unbestrittenen Einfluss auf
die Entstehung, Entwicklung und Therapieresistenz von Tumoren (Laconi, 2007; Albini
et al., 2007; Tlsty et al., 2006).

Das Adenokarzinom des Pankreas zeigt als charakteristisches Merkmal ein sehr stark
ausgepragtes Tumorstroma, das in manchen Fallen bis zu 80 % der Tumormasse
ausmachen kann (Erkan et al., 2012). Damit stellt das Pankreaskarzinom ein ideales
Modellsystem fur die Untersuchung von Tumor-Stroma-Interaktionen dar und ist daher

Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit.

1.1 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas

Das Pankreas erfillt Funktionen sowohl als exokrine Drise, die Verdauungssekrete
produziert und in den Darm abgibt, wie auch als endokrine Driise, die u. a. durch die
Produktion von Insulin und Glucagon den Blutzuckerspiegel reguliert. Sowohl das
exokrine wie auch das endokrine Gewebe des Pankreas kann maligne entarten. Etwa
95 % der Tumore des Pankreas gehen aus Zellen des exokrinen Teils hervor. In

wiederum 92 % der exokrinen Tumore handelt es sich um duktale Adenokarzinome
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(Zentrum fur Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut, 2012). Diese Arbeit fokussiert
sich, sofern nicht gesondert angemerkt, auf das duktale Adenokarzinom des Pankreas.
Das Pankreaskarzinom gehort derzeit zu den todlichsten Krebserkrankungen des
Menschen (Siegel et al., 2013). Mit etwa 15.000 Neuerkrankungen pro Jahr steht es in
Deutschland zwar nur auf Platz neun der Haufigkeit aller Krebserkrankungen, aber mit
fast ebenso vielen Todesféllen auf Platz vier der krebsbedingten Todesursachen. Die
5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei ca. 7 - 8 % (Zentrum flr Krebsregisterdaten im
Robert Koch-Institut, 2012). Die Ursachen flr die hohe Sterblichkeit liegen, neben der
meist spaten Diagnosestellung, vor allem in der hohen Aggressivitat dieser Krankheit
und in dem zumeist schlechten Ansprechen auf derzeitige Therapieoptionen (Michl et
al., 2013; Krug et al., 2012).

1.1.1 Molekulare Pathogenese des Pankreaskarzinoms

Mit Ausnahme von wenigen hereditdren Pradispositionen beruht die Entstehung fast
aller bosartigen Tumore auf spontanen genetischen oder epigenetischen
Veranderungen des Genoms somatischer Zellen. Durch diese Verdnderungen kdnnen
Zellen neue Eigenschaften erlangen und so die kérpereigenen Kontrollmechanismen
umgehen, die einer unkontrollierten Vermehrung von Zellen entgegenwirken. Demnach
ist die Tumorgenese als ein mehrstufiger, evolutiondrer Prozess zu verstehen, bei dem
die betroffenen Zellen durch genetische Veranderungen Proliferations- und
Uberlebensvorteile erlangen und die so erworbenen neuen Eigenschaften an ihre

Tochterzellen weitergeben (Greaves et al., 2012; Nowell, 1976).

Den Beginn dieses Prozesses stellen meist Verdnderungen in sogenannten Protoonko-
und Tumorsuppressorgenen dar, die unter physiologischen Bedingungen fir die
Wachstumsregulation verantwortlich sind. So sind auch beim Pankreaskarzinom in den
meisten Fallen charakteristische Mutationen in Protoonko- und Tumorsuppressorgenen
zu finden (Bamford et al., 2004). Insbesondere sind in diesem Zusammenhang die
Gene fir das G-Protein KRAS und die Tumorsuppressoren TP53, CDKNZ2A und
SMAD4 zu nennen, welche mit einer groRen Haufigkeit betroffen sind (Almoguera et
al., 1988; Ruggeri et al.,, 1992; Caldas et al., 1994; Hahn et al., 1996). So liegt
beispielsweise in Uber 90 % der humanen Pankreaskarzinome eine Mutation des
KRAS Gens vor, die zur Bildung einer konstitutiv aktiven Form des KRAS-Proteins und
damit letzendlich zu einer permanenten Aktivierung der KRAS-Signalkaskade fihrt
(Campbell et al., 2010; Rodriguez-Viciana et al., 2005). Die Aktivierung von KRAS ist

bereits in frhen Vorlauferlasionen (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia — PanIN) zu
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finden und kann daher als mdglicher Beginn einer Tumorgenese betrachtet werden
(Deramaudt et al., 2005; Maitra et al., 2003).

Die Rolle von onkogenem KRAS in der Tumorgenese des Pankreas wurde in
zahlreichen genetischen Mausmodellen charakterisiert. Zwar entwickeln Tiere mit
Expression von konstitutiv aktivem Kras in Zellen des Pankreas PanIN-L&sionen ohne
weitere Stimuli, wie etwa eine Pankreatitis, jedoch nur in wenigen Fallen invasive
Karzinome (Hingorani et al., 2003, Guerra et al., 2007). Aus diesem Grund wurden
verschiedene Transgene mit der Kras-Mutation kombiniert, um Modelle zu erzeugen,
die mit hoher Penetranz ein invasives metastasierendes Pankreaskarzinom entwickeln.
Hierzu gehodren u. a. Deletionen oder Mutationen von Trp53, Cdkn2a oder Smad4
(Aguirre et al., 2003; Hingorani et al.; 2005; Kojima et al., 2007). In dieser Arbeit wurde
Gebrauch gemacht von dem transgenen Mausmodell LSL-Kras®*?®"*; LSL-Trp53~t72":
Pdx-1-Cre. Diese Tiere zeigen eine pankreasspezifische Expression von onkogenem
Kras und eines dominant negativen Trp53 und entwickeln Tumore, die histologisch,
molekularbiologisch sowie im klinischen Erscheinungsbild sehr groRe Ahnlichkeit zu

der humanen Krankheit aufweisen (Hingorani et al., 2005).

1.1.2 Das Stroma des Pankreaskarzinoms

Eine der charakteristischen Eigenschaften des Pankreaskarzinoms ist die Prasenz
eines ausgepragten, kollagenreichen Tumorstromas (Desmoplasie) (Abb. 1). Als
Tumorstroma bezeichnet man das die Krebszellen umgebende Tumorgewebe, im
Wesentlichen bestehend aus genetisch nicht veranderten Zellen und Extrazellularer
Matrix (Chu et al., 2007).

Der Beginn der Stromaentwicklung liegt oftmals bereits vor der Entstehung eines
Karzinoms. So sind stromale Elemente sowohl beim Menschen als auch im
genetischen Mausmodell bereits in der Umgebung der frihesten PanIN-Lasionen zu
beobachten (Detlefsen et al., 2005; Hingorani et al., 2003; Clark et al., 2007). Dartber
hinaus geht eine Vielzahl der Pankreaskarzinome aus inflammatorischen Bedingungen
hervor, die bereits eine ausgepragte Stromareaktion zeigen. So stellt eine chronische
Entzindung des Pankreas (Pankreatitis), hervorgerufen beispielsweise durch
Alkoholmissbrauch, einen bedeutenden Risikofaktor fir die Entstehung eines
Karzinoms dar (Whitcomb, 2004; Malka et al., 2002). In Ubereinstimmung hiermit ist
die Anzahl an hochgradigen PanINs in Pankreata mit chronischer Pankreatitis

gegeniber gesunden Pankreata deutlich erhdht (Andea et al., 2003). Des Weiteren
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lassen sich in einem Drittel der Patienten mit chronischer Pankreatitis aktivierende
KRAS-Mutationen finden (Lohr et al., 2000). Demnach kann vermutet werden, dass
stromale Elemente und die durch sie geschaffenen inflammatorischen Bedingungen
bereits den Prozess der Tumorinitiation begiinstigen kénnen.

Abbildung 1. H&E-Farbung eines gesunden Pankreas und eines Pankreaskarzinoms. A)
gesundes humanes Pankreasgewebe mit Inselzellen (schwarzer Pfeil), exokrinen Azinuszellen
(blaue Pfeile) und Dukt (roter Pfeil). B) Humanes Pankreaskarzinom mit duktal-angeordneten

Tumorzellen (schwarzer Pfeil) und dem umgebenden Stromagewebe (blaue Pfeile).

Zu den Stromazellen des Pankreaskarzinoms zéhlen insbesondere mesenchymale
Zellen, Zellen des Lymph- und Blutgeféa3systems sowie eine Vielzahl unterschiedlicher
Leukozyten (Chu et al., 2007).

Mesenchymale Zellen des Pankreaskarzinoms beeinhalten, neben den die Blutgefal3e
umgebendene Pericyten und einigen Adipocyten, vor allem verschiedene Typen von
Fibroblasten und fibroblasten-ahnlichen Zellen. Insbesondere sind hier die
sogenannten pankreatischen Sternzellen (Pancreatic Stellate Cells, PSC) zu nennen,
die im gesunden Pankreas in einem ruhenden Zustand vorliegen und durch nur
teilweise bekannte Stimuli aktiviert werden. Im aktivierten Zustand sind PSC
charakterisiert durch die Produktion groRer Mengen von EZM-Proteinen wie Kollagen |
und Ill, Fibronectin und Lamin (Bachem et al., 1998). Damit gelten PSCs als
Hauptverursacher der Fibrose im Pankreaskarzinom (Apte et al., 2004; Bachem et al.,
2005).

Zwar ist das Adenokarzinom des Pankreas deutlich geringer vaskularisiert als
beispielsweise neuroendokrine Tumore des Pankreas, dennoch spielen Endothelzellen
des Blut- und Lymphgefal3systems auch hier eine wichtige Rolle bei der Versorgung

mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Dies wird bestarkt durch einen beglnstigenden
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Einfluss der GefalRdichte auf Tumorgréf3e und Metastasierung, verbunden mit einer
schlechteren Prognose (ltakura et al., 1997; Seo et al., 2000; lkeda et al., 1999).

Infiltrierende Entziindungszellen stellen einen wesentlichen Bestandteil des Stromas
des Pankreaskarzinoms dar (Chu et al., 2007). Die zellulare Zusammensetzung dieses
Infiltrates ist bisher nur wenig untersucht. In einem Kras induzierten genetischen
Mausmodell des Pankreaskarzinoms konnte gezeigt werden, dass es sich bei den
infiltrierenden Immunzellen insbesondere um potenziell immunosuppressive Zellen wie
Myeloid-derived Suppressor Cells (MDSC), regulatorische T-Lymphozyten (Treg) und
tumorassoziierte Makrophagen (TAM) handelt (Clark et al., 2007).

Heute wird davon ausgegangen, dass im Falle vieler humaner Tumore das
inflammatorische Infiltrat nicht Zeichen einer gegen den Tumor gerichteten
Immunantwort ist, sondern dass die Immunzellen durch den Tumor beeinflusst werden
und so das Tumorwachstum sogar beglnstigen konnen (Balkwill et al., 2012).
Exemplarisch fur diese ambivalente Rolle des Immunsystems stehen Makrophagen,
die Hauptgegenstand dieser Arbeit sind. Daher soll auf diesen Zelltyp im Folgenden

ausfuhrlicher eingegangen werden.

1.2 Tumorassoziierte Makrophagen

Hinweise auf die Bedeutung von Makrophagen fir die Tumorbiologie stammen aus der
Beobachtung, dass fur viele humane Tumore ein Zusammenhang zwischen der Anzahl
infiltrierender Makrophagen und der Prognose fur den Patienten festgestellt werden
konnte. In der Uberwiegenden Mehrzahl der Félle ist eine erhdhte Anzahl an
Makrophagen verbunden mit einer schlechteren Prognose und einer Verkirzung der
durchschnittlichen Uberlebenszeit (Leek et al., 1996; Lissbrant et al., 2000; Fujii et al.,
2012; Fujiwara et al., 2011; Zhang et al., 2011; Kawahara et al., 2010; Makitie et al.,
2001; Steidl et al., 2010). Dieser negative Einfluss von Makrophagen konnte in Tumor-
Mausmodellen durch Makrophagen-Depletion oder Verstarkung der Makrophagen-
Infiltration bestatigt werden (Lin et al., 2001; Zeisberger et al., 2006; Bottazzi et al.,
1992). Interessanterweise lassen sich auch gegenteilige Beispiele zu diesem negativen
Effekt von Makrophagen finden. So stellt eine erhdhte Makrophagendichte im
kolorektalen Karzinom einen positiven prognostischen Faktor dar (Lackner et al., 2004;
Forssell et al., 2007; Zhou et al., 2010). Eine mdogliche Erklarung fir diese
gegensatzlichen Wirkungen von Makrophagen bietet die hohe funktionelle Plastizitat

dieses Zelltyps.
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1.2.1 Plastizitat von Makrophagen

Tumor-assoziierte Makrophagen haben ihren Ursprung in Monozyten, die durch vom
Tumorgewebe freigesetzte Faktoren wie u. a. CCL2, M-CSF oder VEGF aus dem
Blutstrom in das Tumorgewebe rekrutiert werden (Graves et al., 1989; Dorsch et al.,
1993; Barleon et al., 1996). Im Gewebe reifen sie unter dem Einfluss der jeweils
vorliegenden Signale zu Makrophagen heran, die, je nach im Gewebe
vorherrschenden Faktoren, deutlich unterscheidbare funktionelle Phanotypen
aufweisen konnen. Durch In-vitro-Behandlung mit definierten Stimuli konnten distinkte
Makrophagen-Phanotypen generiert werden, die in der aktuellen Literatur, analog zu
der Polarisierung von T-Helferzellen in Thl und Th2, als M1- bzw. M2-Makrophagen

bezeichnet werden (Sica et al., 2012).

Der M1- oder auch klassisch aktivierter Makrophage ist der am langsten bekannte und
am besten untersuchte Phanotyp. Er kann induziert werden durch Kontakt mit
bakteriellen Produkten wie Lipopolysacchariden (LPS) oder durch Stimulation mit
proinflammatorischen Signalmolekilen wie Interferon-gamma (INF-y) oder Tumor-
necrosis factor alpha (TNF-a). Diese Makrophagen sind gekennzeichnet durch eine
ausgepragte Fahigkeit zur Antigenprasentierung, durch die Produktion von toxischen
Stoffwechselprodukten wie reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen und durch
die Expression eines charakteristischen, proinflammatorischen Zytokinprofils (Martinez
et al., 2008).

M1-Makrophagen konnen eine Thl-Immunantwort induzieren und werden daher in
Verbindung gebracht mit der effizienten Bekampfung sowohl von pathogenen
Mikroorganismen als auch von Tumorzellen. Damit gelten klassisch aktivierte
Makrophagen als potenziell in der Lage, Tumorwachstum zu inhibieren, indem sie
Attraktion, Proliferation und Aktivitdt von Typl-T-Zellen stimulieren (Martinez et al.,
2008).

Bei den sogenannten M2- oder auch alternativ aktivierten Makrophagen handelt es
sich um eine Gruppe von mehreren unterscheidbaren Subtypen. So wurde eine
alternative Aktivierung zu M2-Makrophagen neben den IL-4-Rezeptor Liganden IL-4
und IL-13 u. a. auch durch Stimulation mit u. a. IL-10, CCL2 und CXCL4 beobachtet
(Stein et al., 1992; Doyle et al., 1994; Gleissner et al., 2010; Bogdan et al., 1993; Roca
et al., 2009). Ebenfalls sollen Makrophagen durch hypoxische Bedingungen einen M2-
Phanotyp annehmen (Riboldi et al., 2013). Aufgrund dieser Heterogenitat wird in der
derzeitigen Literatur oftmals eine weitere Unterteilung in M2a, M2b, M2c oder in M2

und ,M2-like“ vorgenommen (Mantovani et al., 2004; Mantovani et al., 2013).
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Entsprechend heterogen sind die fir M2-Makrophagen beschriebenen Charakteristika.
Zu ihnen gehoren u. a. eine erhdhte phagozytotische Aktivitdt sowie eine gesteigerte
Expression von Mannose-Rezeptor 1 (CD206) und mehrerer Scavenger-Rezeptoren
(z. B. CD163 und CD204). Des Weiteren ist die Produktion von Ornithin und
Polyaminen durch den Arginase-Signalweg charakteristisch. Das sezernierte
Zytokinprofil variiert je nach Stimulus, unterscheidet sich aber klar von dem der M1-
Makrophagen (Martinez et al., 2008, Mantovani et al., 2004).

M2-Makrophagen sind an Gewebeneu- und -umbildung nach Verletzungen,
Gewebehomeostasis und Immunoregulation beteiligt. In dieser Funktion kdnnen sie
Zellproliferation fordern, Apoptose inhibieren, Angiogenese fordern oder eine adaptive
Immunantwort beenden bzw. unterdriicken (Mantovani et al., 2013). Demnach kdnnen

diese Makrophagen Prozesse fordern, die potenziell ein Tumorwachstum begunstigen.

Die Vermutung, dass M1-Makrophagen Funktionen austben, die tumorinhibierend
wirken wahrend M2-Makrophagen tumorbegiinstigende Eigenschaften besitzen, wird
durch zahlreiche Studien bestarkt, welche zeigen, dass ein hoher Anteil an M2-
polarisierten Makrophagen einen negativen prognostischen Faktor darstellt, wahrend
sich ein hoher Anteil an M1 polarisierten Makrophagen ginstig auf die Prognose
auswirkt. Mit Ausnahme des kolorektalen Karzinoms zeigen die Makrophagen in den
meisten humanen und murinen Tumoren Charakteristika eines M2-Phanotyps (Ma et
al., 2010; Bronkhorst et al., 2011; Kurahara et al., 2011; Ong et al., 2012; Galon et al.,
2006).

Bei einer Beschreibung von Makrophagen-Phanotypen auf der Grundlage von In-vitro-
Experimenten ist zu bericksichtigen, dass unter physiologischen Bedingungen in den
Geweben eines Organismus eine Vielzahl zeitlich und r&umlich unterschiedlicher
Signale auf die Zellen einwirkt. So weisen Makrophagen in-vivo Phanotypen auf, die
von den In-vitro-Beobachtungen deutlich abweichen. Beispielsweise zeigen
Makrophagen im Fettgewebe adipdser Mause einen gemischten Phanotyp, der sowohl
die Expression von M1- als auch M2-Zytokinen aufweist (Shaul et al., 2010). Ahnliche
gemischte Phanotypen wurden auch fir das Mammakarzinom beschrieben (Torroella-
Kouri et al., 2009). Dies macht deutlich, dass eine atrtifizielle Einteilung in M1- und M2-
Makrophagen eine starke Vereinfachung darstellt, die der Komplexizitat der
Erscheinungsbilder dieser Zellen im lebenden Organismus nur unzureichend

Rechnung tragen kann.
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Abbildung 2: Vereinfachte Ubersicht Uiber die Polarisierung von Makrophagen. Aus dem
Blutstrom ins Gewebe einwandernde Monozyten differenzieren im Gewebe zu Makrophagen
die je nach vorliegenden Faktoren unterscheidbare Phanotypen aufweisen. Grob lassen sich
potenziell tumorinhibierende klassisch aktivierte und tumorfordernde alternativ aktivierte

Makrophagen unterscheiden.

1.2.2 Transkriptionelle Regulation der Makrophagenpolarisierung

Aufgrund des weiten Spektrums an Makrophagen-Phanotypen und der Vielzahl
beteiligter Signale sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen &uferst
komplex und bisher nur teilweise verstanden. Dennoch konnten mehrere beteiligte
Signalwege und involvierte Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Schlisselrollen

kommen dabei Faktoren der Proteinfamilien der ,Signal Tranducer and Activator of
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Transcription“ (STAT) und ,Nuclear Factor 'Kappa-Light-Chain-Enhancer' of Activated
B-cells” (NF-kB) zu, auf die im Folgenden kurz eingegangen werden soll. Daneben sind
eine Vielzahl weitere Faktoren mit der Polarisierung von Makrophagen in Verbindung
gebracht worden (Biswas et al., 2010; Lawrence et al., 2011).

Der kanonische Jak/Stat-Signalweg ist einer der am starksten konservierten
Signalwege in Metazoen. Die Bindung eines extrazellularen Liganden an den Rezeptor
fuhrt zur intrazellularen Phosphorylierung der mit ihm assoziierten Januskinasen (JAK).
Diese dadurch aktivierten JAKs wiederum sind in der Lage, STAT-Proteine zu
phosphorylieren und ebenfalls zu aktivieren. Die aktivierten STATSs bilden Dimere oder
komplexere Oligomere, gelangen in den Nukleus und regulieren hier durch die Bindung
an DNA die Transkription. In Saugern gibt es 7 STATSs, die je nach Gewebe, Zelltyp
oder Rezeptor aktiviert werden (Harrison, 2012).

Mehrere Mitglieder der STAT-Familie sind an der Makropagenpolarisierung beteiligt.
So zeigte sich die durch INF-y induzierbare STAT1-Aktivitat als entscheidend fur die
M1-Polarisierung. STAT1 bindet an Promotoren M1-assoziierter Gene wie u. a. NOS2,
the MHC class Il transactivator (CIITA) und IL-12 und férdert deren Transkription
(Darnell et al., 1994). Demgegeniber fihrt eine Stimulation von Makrophagen mit IL-4
und IL-13 zur Aktivierung von STAT6 (Takeda et al., 1996). STAT6 reguliert zahlreiche
Gene, die mit dem M2-Phanotyp assoziiert sind, wie beispielsweise Arginasel oder
Mannose-Rezeptor 1 (CD206) und kann somit als Masterregulator von M2-Genen
betrachtet werden (Van den Bossche et al., 2009; Martinez et al., 2009; Heller et al.,
2008). Daruber hinaus beeinflussen sich die STAT-Signalwege gegenseitig. So fuhrt
eine Stimulation von Makrophagen mit IL-10 zur Aktivierung von STAT3, was
wiederum die Expression von SOCS3 hochreguliert (Williams et al., 2004; Donnelly et
al., 1999). SOCS3 ist ein potenter Inhibitor von M1-Zytokin Signalwegen (Qin et al.,
2012).

NF-kB-Signalwege sind ebenfalls entscheidend an inflammatorischen Prozessen
beteiligt. Die NF-kB-Familie besteht aus fiinf Mitgliedern, die jeweils Homo- und
Heterodimere miteinander bilden kénnen. Unter nicht stimulierten Bedingungen liegen
diese NF-kB-Dimere gebunden an den Inhibitor of kB (I-kB) im Zytoplasma vor. Nach
einer Stimulation kommt es zu einer Phosphorylierung von [-kB und dessen
proteasomalem Abbau. Die Freisetzung von NF-kB ermdglicht die Translokation in den
Nukleus und damit die Promotorbindung und Regulation der Transkription von
Zielgenen. NF-kB-Aktivierung ist entscheidend fur die Antwort von Makrophagen auf

mikrobielle und inflammatorische Stimuli wie etwa TLR-Liganden, IL-18 und TNF-a und
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fuhrt zur Expression zahlreicher proinflammatorischer, M1-assoziierter Gene wie IL-12,
IL-1 oder TNF-a (Mantovani et al., 2004; Kawai et al., 2007).

1.3 Der Transkriptionsfaktor CUX1

CUX1, auch bekannt als CUTL1, CCAAT-Displacement-Protein (CDP) oder CUT, ist
ein evolutionar hochkonservierter Homeobox-Transkriptionsfaktor. Das humane CUX1-
Protein besteht aus 1505 Aminosauren und enthalt vier DNA-Bindungsdomanen: drei
so genannte CUT-Repeats und eine Homeodoméne (Harada et al., 1994). Neben dem
ca. 200 kDa grof3en ,full-length® CUX1-Protein (p200) wurden mehrere kleinere CUX1-
Isoformen beschrieben, die jeweils entsprechend ihres Molekulargewichtes benannt
wurden. Diese verklirzten CUX1-Proteine entstehen durch Verwendung eines
alternativen Transkriptionsstarts (p75) oder durch proteolytische Spaltung von
CUX1p200 (p150, p110, p90 und p80) (Rong Zeng et al., 2000; Goulet et al., 2004,
Goulet et al., 2006; Maitra et al., 2006; Truscott et al., 2007).

Die Anwesenheit der DNA-Bindungsdomanen in den CUX1-Proteinen bestimmt ihre
Interaktion mit DNA und ihre transkriptionelle Aktivitat. Wahrend CUX1p200 als
transkriptioneller Repressor fungiert, kdnnen die p110-, p90-, p80- und p75-Isoformen
sowohl als transkriptioneller Repressor wie auch als Aktivator wirken. Dennoch
beschreibt die Uberwiegende Mehrheit der Studien CUX1 als transkriptionellen
Repressor (Goulet et al., 2002; Goulet et al., 2006; Moon et al., 2001; Lievens et al.,
1995; Sansregret et al., 2008).

Diese Repressor-Aktivitat kann vermittelt werden durch Verdrangung von
transkriptionellen Aktivatoren von ihren DNA-Bindestellen, durch Rekrutierung von
Histon-Deacetylasen oder durch die Rekrutierung von Histon-Lysin-Methyltransferasen
(Kim et al.,, 1997; Li et al., 1999; Nishio et al., 2004). Auch wurde eine negative
Regulation der Genexpression durch die Bindung von CUX1 an ,Matrix-Attachment-
Regionen“ und Modulation ihrer Bindung an das Kerngerist beschrieben (Banan et al.,
1997; Stunkel et al., 2000). Die Mechanismen, die der Funktion von CUX1 als

transkriptionellen Aktivator zugrunde liegen, sind bisher nur wenig untersucht.
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1.3.1 Rollevon CUX1in der Tumorprogression

Fur mehrere humane Tumore wurde eine gesteigerte CUX1-Expression beschrieben
(De Vos et al., 2002; Tsutsumi et al., 2003; Michl et al.,, 2005). Auch fir das
Pankreaskarzinom konnte gezeigt werden, dass die Expression von CUX1 im
Karzinom verglichen mit gesundem Pankreasgewebe signifikant erhoht ist. Dartiber
hinaus besteht eine erhthte Expression in hochgradigen Tumoren im Vergleich zu
niedriggradigen Tumoren (Ripka et al., 2010; Michl et al., 2005) (Abb. 3). Fir das
Mammakarzinom konnte eine negative Korrelation zwischen CUX1-Expression und
Uberleben gezelgtwerden (MICh| et al., 2005 Cadleux et al 2009).

Abbildung 3: Immunhistochemische Farbung von CUX1 an humanen Pankreasgeweben.
A) gesundes Pankreas, B) G1 Tumor C) G2 Tumor D) G3 Tumor. Balken entspricht 100 pm.
Quelle: Michl et al., 2005.

Die tumorférdernde Wirkung von CUX1 konnte bisher auf die Beeinflussung von drei
zelluléaren Prozessen in Krebszellen zurlickgefuihrt werden. Dies sind Zellproliferation,
Zellmotilitat bzw. -invasivitat und Apoptose.

Studien zeigen, dass die proproliferativen Effekte von CUX1 hauptséchlich durch die
CUX1pl10-Isoform vermittelt werden. Diese Isoform entsteht durch proteolytische
Spaltung von CUX1p200 in der G1/S-Transition des Zellzyklus (Goulet et al., 2004,
Moon et al.,, 2001). Stabil mit CUX1pl10 transfizierte Zellen zeigen gesteigerte
Proliferation bei einer Verkurzung der G1-Phase. Andererseits zeigen aus CUX1-
Knockout-Mausen isolierte Fibroblasten eine verlangerte G1-Phase (Sansregret et al.,

2006). Eine genomweite Analyse der CUX1p110-Bindestellen in transformierten und
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nicht transformierten Zellen zeigte, dass zahlreiche CUX1-Zielgene eine Rolle spielen
in Proliferation und Zellzyklus (Harada et al., 2008).

Erste Hinweise, dass CUX1 eine Rolle in der Zellmotilitat spielt, stammen aus
Untersuchungen, welche zeigten, dass eine Depletion von CUX1 zu einer reduzierten
Motilitat und Invasivitat fuhrt (Michl et al., 2005). In Ubereinstimmung damit zeigen
CUX1pl10- oder CUX1p200-Uberexprimierende Zellen eine erhdhte Fahigkeit zur
Migration und Invasivitat (Kedinger et al., 2009; Cadieux et al., 2009). Zellen mit einem
stabilen Knockdown bzw. einer Uberexpression von CUX1 zeigen eine reduzierte bzw.
erhdhte Anzahl von Lungenmetastasen nach Injektion in die Schwanzvene von
Mausen (Michl et al., 2005; Cadieux et al., 2009). Molekulare Grundlagen fiir die
Effekte von CUX1 auf die Zellmotilitdt wurden durch genomweiten
Promotorbindungsanalysen aufgedeckt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass CUX1 die
Expression von Genen hemmt, die die Migrationsfahigkeit inhibieren. Hierzu gehodren
u. a. E-Cadherin und Occludin. Anderseits aktiviert CUX1 die Expression von
migrationsférdernden Genen wie u. a. Fokal-Adhesion-Kinase (FAK), N-Cadherin und
Vimentin (Kedinger et al., 2009). Diese Regulation wird vermittelt sowohl durch direkte
Bindung von CUX1 an die Promotoren dieser Gene als auch durch die Modulation der
Expression von beteiligten Transkriptionsfaktoren wie z. B. SNAI1, SNAI2, SRC und
WNT5A (Kedinger et al., 2009; Ripka et al., 2007).

Studien in Pankreaskarzinomzellen zeigten, dass eine siRNA-vermittelte Reduzierung
der CUX1-Expression die TNF-a- und TRAIL-induzierte Apoptose steigert, wahrend
Uberexpression von CUX1 Apoptose inhibiert. Dariiber hinaus zeigen Tumor-
Xenografts, behandelt mit CUX1-siRNA, ein verzégertes Wachstum und eine erhdhte
Apotoserate (Ripka et al., 2010). Zum Teil kdnnen diese Effekte erklart werden durch
die positive Regulation des antiapoptischen Proteins BCL2, des Glutamatrezeptors
GRIA3 und des Signalmolekiils WNT5A, die als CUX1-Effektoren identifiziert werden
konnten (Ripka et al., 2010; Ripka et al., 2010, Griesmann et al., 2013).

1.4 Zielsetzung

In den meisten malignen Tumoren werden Makrophagen progressionsférdernde
Wirkungen zugeschrieben. Kenntnisse tber die zugrunde liegenden Signalwege und

Mechanismen kénnten Mdglichkeiten zur deren therapeutischer Inhibition aufzeigen.

Der Transkriptionsfaktor CUX1 ist im Gewebe des Pankreaskarzinoms Uberexprimiert.

Seine Expression ist mit einem negativen Einfluss auf die Tumorerkrankung assoziiert,
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wie am Mammakarzinom gezeigt werden konnte (Michl et al., 2005). Dieser Einfluss
wurde bisher ausschlieBlich auf die Funktionen von CUX1 in Karzinomzellen
zuruickgefihrt.

Basierend auf immunhistochemischen Beobachtungen, dass die Expression von CUX1
nicht auf das Tumorzellkompartiment beschrankt ist, sondern dass teilweise auch hohe
Expressionslevel von CUX1 in Zellen des tumorassoziierten Stromas vorliegen, war es
Ziel dieser Arbeit, die Rolle von CUX1 in stromalen Zellen des Tumorgewebes,
insbesondere in den tumorassoziierten Makrophagen, zu charakterisieren. Hierzu

wurden drei Fragen bearbeitet:

1. Ist CUX1 in Tumor-assoziierten Makrophagen des Pankreaskarzinoms

exprimiert und wie wird diese Expression reguliert?

2. Spielt CUX1 eine funktionelle Rolle bei der Polarisation von Tumor-assoziierten
Makrophagen?

3. Welches sind die beteiligten Signalwege und Mechanismen?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 1: Laborgeréte.

Gerat

Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems

Amaxa Nukleofektor Il Lonza
Autoklav 3850 EL Tuttnauer
Bakterienschuttler HT INFORS HT

Brutschrank Function Line

Heraeus Instruments

ChemoCam Imager Intas
Drahtbugel fur Farbegestell Kobe
Dri-Block DB2A Techne
Drigalski-Spatel Carl Roth

Electrophoretic Gel System MidiCell Primo

E-C Apparatus Corporation

Electrophoretic Gel System MiniCell Primo

E-C Apparatus Corporation

ELISA Reader Multiskan FC

Thermo Scientific

Farbegestell Kobe
Farbekasten Kobe
Feinwaage AE163 Mettler Toledo
Hamocytometer Marienfeld
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf
Histoturm (Spezialanfertigung) Kobe

Kryocontainer ,Mr. Frosty*

Nalgene Labware

Kuhlschrank

Liebherr

Luminometer DLReady™

Berthold Technologies

Magnet OctoMACS™ Separator

Miltenyi Biotec

Magnetrihrer mit Heizplatte MR2002

Heidolph
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Gerat

Hersteller

Magnetstander MACS® Multistand

Miltenyi Biotec

Mikrotom RM2155 Leica
Mini-Protean-Tetra-System Gelelektrophoresekammer Bio-Rad
Mini-Protean-Tetra-System Gel Releaser Bio-Rad
Mini-Protean-Tetra-System Glasplatten diinn Bio-Rad
Mini-Protean-Tetra-System Glasplatten Bio-Rad
Multipette Eppendorf
NanoDrop 1000 Spectrophotometer PeglLab
PCR-Maschine DNAEnNgine Bio-Rad
pH-Meter Education Line Mettler Toledo

PipetBoy acu

Integra Biosciences

Pipette Discovery” 0,5 - 10 pl

High Tech Lab

Pipette Discovery” 2 - 20 l

High Tech Lab

Pipette Discovery” 20 - 200 pl

High Tech Lab

Pipette Discovery” 100 - 1000 pl

High Tech Lab

Rttler Unimax 2010 Heidolph
Schiittler AS250.3 IKA
Spektrophotometer Nano Drop 1000 peglLab
Standtzentrifuge Cryofuge 8000 Heraeus
Standzentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus
Sterilbank Bio-11-A Telstar
Sterilbank Lamin Air HB2448 Heraeus

Stickstoffaufbewahrungsbehélter

Taylor-Wharton Cryogenics

TiefkUhlschrank Hera freeze

Heraeus Instruments

Timer Model TR118

Oregon Scientific

Tischkihlzentrifuge Mikro 200 R Hettich
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf
Uberkopfschiittler REAX2 Heidolph
Ultraschallgerat Sonifier W-250D Branson
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Gerat Hersteller

Vortexer-Schiitller VF2 IKA

Waage Precision Plus OHAUS

Warmeschrank Memmert

Wasserbad 1083 GFL

Zentrifuge J2-21 M/E Beckmann
2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller

6 Well Inserts fur Kokultur; 0,4 um PorengréRRe BD Falcon

96 Well Platte fir gPCR MicroAMP

Applied Biosystems

Blotting-Papier; 0,4 mm dick; mittlere Saugfahigkeit Kobe
Combitips (0,2 - 12,5 ml) Eppendorf
Combitps plus (2,5 und 12,5 ml) Eppendorf
Einmalhandschuhe Nobaglove Latex Noba
Einmalhandschuhe Nobaglove Softnitril Noba
Einmal-Injektions-Kanile 26 G Sterican® Braun
Einmal-Injektions-Kanile 27 G Sterican® Braun

ELISA-Platte Immuno Plate Clear

Thermo Scientific

Filter fir 500 ml; 75 mm?; 0,2 pm PorengréiRe

Thermo Scientific

Fettstift, DakoPen

Dako

Gewebekulturflasche 25, 75 und 175 cm? CellStar®

Greiner bio-one

Gewebekulturplatte 96-Well weil3

Greiner bio-one
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Produkt

Hersteller

Gewebekulturplatte 96-Well CellStar®

Greiner bio-one

Gewebekulturplatte 6-, 12- und 48-Well

Thermo Scientific

Gewebekulturplatte 24-Well Falcon®

Becton Dickinson

Gewebekulturplatte 6-Well fur Kokultur

BD Falcon

Kryotubes; PP; 2 ml; Schraubverschluss

Greiner bio-one

MACS MS-Column

Miltenyi Biotec

MACS Praseparationsfilter; 30 um

Miltenyi Biotec

Mikrotestplatte 96 Well

Sarstedt

Objekttrager

Menzel

Objekttrager mit Mattrand

Thermo Scientific

Objekttrager SuperFrost Plus

Thermo Scientific

Parafilm ,M* Laboratory Film

American National Can

Petrischalen, 92 x 16 mm (ohne Nocken) Sarstedt
Pipettenspitzen 10, 200 und 1000 pl Diamond® Gilson
PP-Réhrchen 13 mli Sarstedt

PP-Rohrchen 15 und 50 ml CellStar®

Greiner bio-one

PS-Rohrchen 12 ml CellStar®

Greiner bio-one

PVDF-Membran, Immobilon-P ; 0,45 um Porengrof3e

Millipore

Reagiergefaf? 1,5 und 2 ml

Thermo Scientific

SafesealTips Premium 10, 200, 1000 pl

Biozym

Serologische Pipette 2 und 25 ml CellStar®

Greiner bio-one

Serologische Pipette 5, 10 und 50 ml

Thermo Scientific

Skalpell CUTFIX

Braun
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Produkt Hersteller

Spritzen BD Plastipak®; 1 ml Becton Dickinson
Spritzen BD Plastipak®; 10 ml Becton Dickinson
Spritzenfilter Nalgene; 0,2 um Porengréf3e Thermo Scientific
Zellkulturschale; 10 cm Durchmesser Thermo Scientific
Zellkulturschale; 14,5 cm Durchmesser Greiner bio-one
Zellschaber; 25 cm Lange Thermo Scientific
Zellsieb; 100 um PorengrofRe BD Falcon

Zellsieb; 74 pm Porengrof3e Corning Life Sciences

2.1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, von
folgenden Herstellern bezogen: Amersham Biosciences, AppliChem, Beckman Coulter,
BioRad, Carl Roth, Fermentas, Fluka, Merck, Roche Diagnostics, Roth, Serva und
Sigma-Aldrich.

Alle L6ésungen und Verdunnungen wurden, sofern nicht anders gekennzeichent, mit
AMPUWA® Reinstwasser (Fresenius Kabi) hergestellt. Die Einstellung des pH-Wertes

erfolgte unter Verwendung eines pH-Meters durch Zugabe von NaOH oder HCI.

Zur Sterilisation von Lésungen wurden diese, falls moglich, autoklaviert oder alternativ

durch einen Filter mit einer Porengrof3e von 0,2 um gefiltert.
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2.1.4 Enzyme

Tabelle 3: Enzyme

Enzym

Hersteller

B-Galaktosidase

Sigma-Aldrich

Alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm

Roche Diagnostics

Kollagenase aus Clostridium histolyticum

Sigma-Aldrich

Proteinase K

Applichem

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs

RNase A

Sigma-Aldrich

RNase-Free DNase

Qiagen

T4 DNA-Ligase

Roche Diagnostics

2.1.5 Standards

Tabelle 4: Standards

Standard

Hersteller

GeneRuler (100 bp - 1000 bp)

Thermo Scientific

GeneRuler (200 bp - 10000 bp)

Thermo Scientific

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific

Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope

Bio-Rad
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2.1.6 Oligonukleotide, Primer und siRNAs

Oligonukleotide fur DNA-Pulldown

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fur DNA-Pulldown Experimente

wurden von Biomers bezogen.

Tabelle 5: Oligonukleotide fir DNA-Pulldown

Bezeichung Sequenz*
5'-[BtnN]TGGTAGCCAATAATGATAGAGTATGCTGTAAGATATCTTT
CCLS wtfor CTCTCCCTCTGCTTCTCAACAAGTCTCTAATCAATTATTCCAC-3
5-GTGGAATAATTGATTAGAGACTTGTTGAGAAGCAGAGGGA
Cebowtrev GAGAAAGATATCTTACAGCATACTCTATCATTATTGGCTACCA-3'
5'- [BtN]TGGTAGAAAATAATGATAGAGTATGCTGTAAGATATCTTT
CCLS mu for CTCTCCCTCTGCTTCTCAACAAGTCTCTAAAAAATTATTCCAC-3
5-GTGGAATAATTTTTTAGAGACTTGTTGAGAAGCAGAGGGAG
CCL5 mu rev
AGAAAGATATCTTACAGCATACTCTATCATTATTTTCTACCA-3
CXCL10 wtfor  5'- [Btn]CTTATCCAATCAGAATTAGGGAG-3'

CXCL10 wt rev

5'- CTCCCTAATTCTGATTGGATAAG-3'

CXCL10 mu for

5'- [Btn] CTTATAAAATCAGAATTAGGGAG-3'

CXCL10 mu rev

5'- CTCCCTAATTCTGATTTTATAAG-3'

CUX1 _NF-kB_  5'-[Btn]CAGAGGGAAATTCCGTAACTTGGAGGCTACAATAAAT
WT 1 for AATACCTTC- 3

CUX1 _NF-kB_  5-GAAGGTATTATTTATTGTAGCCTCCAAGTTACGGAATT

WT 1 rev TCCCTCTG-3'

CUX1_NF- 5'- [BtNJATGGGACTTCCCCAGGAACAGCCAGCAGGTTTTGC
KB_WT 2 for TAAGTCAACTGTAATGCCCTTATCCAATCAG-3'

CUX1_NF- 5'- CTGATTGGATAAGGGCATTACAGTTGACTTAGCAAAACCT
KB_WT 2 rev GCTGGCTGTTCCTGGGGAAGTCCCAT-3'

CUX1_NF- 5'- [Btn]ATGGGACTTCCCCAGGAACAGCCAGCAGGTTTT
KB_mu 2 for GCTAAGTCAACTGTAATGCCCTTATAAAATCAG-3'
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Bezeichung Sequenz*

CUX1_NF- CTGATTTTATAAGGGCATTACAGTTGACTTAGCAAAACCTGCTG
KB_mu 2 rev GCTGTTCCTGGGGAAGTCCCAT-3'

*[Btn] = Biotin

Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden unter Verwendung der Software

Primer Express V3.0 von Applied Biosystems entworfen und von Biomers bezogen.

Primer fir ortsgerichtete Mutagenese

Tabelle 6: Primer flr ortsgerichtete Mutagenese

Bezeichung Sequenz
hIP10-Mu_for 5 -ATGCCCTTATAAAATCAGAATTAGGGA-3’
hIP10-Mu_rev 5-TCCCTAATTCTGATTTTATAAGGGCAT-3’

Primer fir Sequenzierung

Tabelle 7: Primer flir Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz

IP10_seq 5 -TCAGATACCCAAATGAGCAATG-3

Primer fur cDNA-Synthese

Tabelle 8: Primer fir cDNA-Synthese

Bezeichnung Sequenz

Oligo dT 5-TTTTTTTTTTTTTTT-3" (15 x T)
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Primer fur gRT-PCR

Tabelle 9: Primer fir RT-PCR

Bezeichung*

Sequenz

hCCLS5 for 5 -CGGGAGTACATCAACTCTTTGGA-3
hCCL5 rev 5-CAAGCTAGGACAAGAGCAAGCA-3
hCXCL9 for 5- CCCACCCGAACGTCTTATCTAA-3
hCXCL9 rev 5 -TGGGTCACAGACTCTCAAATTTATG-3

mCXCL10-1 ChlIP for

5-GGAGCACAAGAGGGGAGAGGGAAAT-3

mMCXCL10-1 ChIP rev

5 -TGACTCAGCAAGGCTCCGCAA-3

mMCXCL10-2 ChlIP for

5-TGCCCTCGGTTTACAGGGGACT-3’

mMCXCL10-2 ChIP rev

5 -TCTGCAAAGAGTTTCCCTCCCTGA-3’

hCXCL10 for

5 -TTCAGTAATAACTCTACCCTGGCACTAT-3

hCXCL10 rev

5 -AAGGTGAGGGAAATATTTGAAGCA-3

hCXCL11 for

5 -GGCATCTGAAAAACCTAGAACAAGT-3

hCXCL11 rev

5 -TTGAAAGTCACAAACCATAGAAAAGTCT-3’

hCUX1 for 5-ACAGCACACTCAAACAACTGGAA-3’
hCUX1 rev 5-ACGGTGCAAACTCCATGGA-3
hTNF-a for 5 -TGAGGCCAAGCCCTGGTAT-3
hTNF-a rev 5 -GAGATAGTCGGGCCGATTGA-3’

h/m XS13 for

5 -TGGGCAAGAACACCATGATG-3’

h/m XS13 rev

5-AGTTTCTCCAGAGCTGGGTTGT-3"

* h — human, m - murin
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Small interfering RNA (siRNA)

Tabelle 10: Small Interfering RNA

Bezeichnung* Sequenz Herkunft
hCUX1-1 5'- GGAACAGAAGUUACAGAALULt - 3' Ambion
hCUX1-2 5'- GGAAGCUGAAGCAGCUUUCtt - 3 Ambion
hCUX1-3 5'- GGAACAGAAGUUACAGAAULt - 3' Ambion
mCUX1-2 5" - GGUUCUGGAAUAACUCUUULt- 3’ Ambion
negativ Silencer Negative Control siRNA #1 Ambion
Kontrolle
* h — human, m — murin
2.1.7 Plasmide
Reporter-Konstrukte
Tabelle 11: Reporter-Konstrukte
Name Insert Vektor Herkunft
TGL-IP10 (WT) CXCL10 Promotor  pGL3 D. Raddatz,
(-525 bis +97) Universitat
Gottingen
TGL-IP10_mu CXCL10 Promotor  pGL3 selbst hergestellt
(-525 bis +97)
pGL2-974 CCL5 Promotor pGL2 Antonella Casola,

(-974 bis +55)

University of Texas,
USA
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Expressions-Konstrukte

Tabelle 12: Expressions-Konstrukte

Name Insert Vektor Herkunft

RSV - betaGal B -Galactosidase pRSV H. Samuels, New York
University Medical Center,
New York, USA

pQCXIP - pQCXIP T. Stiewe, Philipps-
Universitat Marburg,
Deutschland

pQCXIP-CUX1 human CUX1-p200 pQCXIP H. Griesmann, Philipps-
Universitat Marburg,
Deutschland

PEGFP-C1 RelA human NF-kB p65 pEGFP-C1 Warner Greene, Gladstone
Institute of Virology and
Immunology, San
Francisco, USA

2.1.8 Antikorper

Primare Antikérper

Tabelle 13: Primére Antikdrper

Antikorper Methode* Ursprungs- Spezifitat Herkunft/bezogen

von

organismus

Anti— CD11lb- FACS Ratte Mensch, Maus BioLegend
APC
Anti - CD68 IHC Maus Mensch Dako

Anti - CUX1 WB, IP Kaninchen

Mensch, Maus Michl et al., 2005
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Antikorper Methode* Ursprungs- Spezifitat Herkunft/bezogen
organismus von

Anti - CUX1 IHC Maus Mensch, Maus Abcam

Anti - B-Actin WB Maus Mensch, Maus Sigma-Aldrich

Anti - NF-kBp65 IP, ChIP Kaninchen Mensch Santa-Cruz

Anti - NF-kBp65 WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

Anti-Acetyl - WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

NF-kBp65

(Lys310)

Anti - STAT1 WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

Anti - STAT3 WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

Anti - STAT6 WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

Anti - pSTAT3 WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

(Tyr705)

Anti — pNF- WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

KBp65 (Ser536)

Anti - Lamin WB Kaninchen Mensch, Maus Cell Signaling

AIC

Anti - ORC2 wB Maus Mensch Abcam

Rabbit IgG IP, ChIP Kaninchen - Millipore

Rat 1gG2b - FACS Ratte - BioLegend

APC

Anti — HDAC1 IP, WB Kaninchen Mensch Millipore

* WB — Westernblot, IP — Immunopréazipitation, ChlP — Cromatinimmunoprazipitation, IHC —

Immunohistochemie, FACS — Durchflusszytometrie
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Sekundare Antikorper fir Immunoblot

Tabelle 14: Sekundéare Antikorper

Antikorper Ursprungsorganismus  Spezifitat

Herkunft/bezogen von

Anti-Mouse IgG*  Schaf Maus

GE-Healthcare

Anti-Rabbit IgG*  Esel Kaninchen

GE-Healthcare

* gekoppelt mit Meerettichperoxidase (HRP)

2.1.9 Reagenzien und Kits

Tabelle 15: Reagenzien und Kits

Kit / Reagenz

Hersteller

Attractene Transfection Reagent

Qiagen

CD11b MicroBeads fur MACS

Miltenyi Biotec

Einbettmedium fiur Histologie, DePeX Serva
HistoGreen Linaris
Human Macrophage Nukleofector® Kit Lonza
Human RANTES ELISA Development Kit PromoKine

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent

Life Technologies

Lipofectamin™ RNAIMAX Transfection Reagent

Life Technologies

Luciferase Assay System

Promega

Lymphocyte Separation Medium LSM 1077, Ficoll™

PAA

Mouse CXCL10 ELISA Kit

CellSciences

Mouse RANTES ELISA Development Kit

PromoKine

MycoTrace Kit

PAA

Naive CD8" T Cell Isolation Kit, human

Miltenyi Biotec
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Kit / Reagenz

Hersteller

NucleoSpin® Plasmid Kit

Macherey-Nagel

NucleoBond® Xtra Midi Plus EF Kit

Macherey-Nagel

Omniscript RT Kit

Qiagen

peqGOLD Total RNA Kit

PeglLab

Polybrene® Abott Laboratories
Protein A Sepharose VWR
QIAquick®PCR Purification Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Agilent

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit

Technologies

RiboLock RNase Inhibitor

Thermo Scientific

RNeasy® Midi Kit Qiagen

RT? Profiler™ PCR Array System - Mouse Chemokines & Qiagen
Receptors

RT? First Strand cDNA Kit Qiagen
Streptavidin-Agarose Sigma-Aldrich

SYBR® Green PCR Master Mix (2x)

Applied Biosystems

Transmessenger Transfection Reagent

Qiagen

Trypanblau Lésung

Sigma-Aldrich

Vectastain® ABC Kit

Vector Laboratories

Western Lightning® Plus-ECL Substrat

PerkinElmer

Western Lightning® Ultra-ECL Substrat

PerkinElmer
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2.1.10 Materialen fur die Kultur von Zellen

Nahrmedien und Zusatze fir die Kultur von Sdugerzellen

Tabelle 16: Nahrmedien und Zuséatze fur die Kultur von Saugerzellen

Produkt Hersteller
2-Mercaptoethanol (50 mM) Gibco

DMEM High Glucose (4,5 g/l) with L-Glutamine Invitrogen
Doxycyclin Sigma-Aldrich
Dulbecco’s PBS without Ca®* & Mg** (1 x) PAA

FBS (Fetal Bovine Serum) Gold PAA

FBS (Fetal Bovine Serum) Clone PAA
G418-Sulfat PAA
Gentamicin (10 mg/ml) PAA

Hepes buffer solution (1M) Sigma-Aldrich
Humanes AB-Serum PAA
L-Glutamine (200 mM), liquid Invitrogen

Matrigel™, Growth factor reduced

BD Biosciences

MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x)

Gibco

OPI-Media supplement (100x)

Sigma-Aldrich

Opti-MEM® Reduced Serum Medium, no Phenol Red

Life Technologies

Penicillin-Streptomycin (100x) Sigma-Aldrich
Puromycin InvivoGen
Recombinant human CXCL10 Peprotech

Recombinant human CCL5

Peprotech
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Produkt Hersteller
Recombinant human TNF-a Peprotech
Recombinant human TGF- 1 Peprotech
Staphylococcal enterotoxin B Sigma-Aldrich
TGF-B1 receptor inhibitor SB-431542 Sigma-Aldrich
Trichostatin A Cell Signaling
Trypsin-EDTA (1 x) PAA

2.1.11 Biologisches Material

Saugerzellen

Alle Zelllinien wurden in regelmaRigen Abstanden mittels PCR auf eine Kontamination

mit Mycoplasmen gepruft (MycoTrace Kit, PAA).

Tabelle 17: Saugerzellen

Zelllinie Abstammung Kultivierungs- Herkunft Referenz
medium
Capan-1 Pankreaskarzinom, e DMEM ATCC Kyriazis et
l., 1982
e 10%FCS &
Lebermetastase
e 1 mM NaPyruvat
e 40 pg/ml
Gentamycin
S2-007 Pankreaskarzinom, e DMEM M. Buchholz, -
e 10%FCS Philipps-
Lebermetastase , -
e 1mM NaPyruvat Universitat
e 40 pg/ml Marburg,

Gentamycin

Deutschland
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Zelllinie Abstammung Kultivierungs- Herkunft Referenz
medium
MonoMac6 monozytare A. Kaufmann, Ziegler-
Leukamie * RPMI1640 Philipps- Heitbrock
e 10%FCS Universitat et al.,
e 200 U/ml Deutschland
Penicillin
e 200 pg/mi
MonoMac6-  MonoMacs; stabil Streptomycin Selbst
mock S e 1xOPIMedia-  hergestellt
transfiziert mit
Supplement
. Meth
pPQCXIP e 10 mM Hepes s- Methoden
buffer solution
MonoMac6-  MonoMacé; stabil . Selbst
e ggf. mit (0,5
Cux1 transfiziert mit hergestellt
Hg/ml)
PQCXIPP200CUX1 Puromycin s. Methoden
HMEC1 human dermal e DMEM R. Kohler, Ades et
microvascular e 10%FCS Philipps- al., 1992
endothelial cells e 1mM NaPyruvat Universitat
e 40 pg/ml Marburg,
Gentamycin DeutSChIand
LinxA- Hek293, stabil e DMEM Open Hannon et
Hek293 transfiziert mitden o 10 % FCS Biosystems al., 1999
retroviralen genen
gag, pol und env
J774. A1 murine e DMEM ATCC Ralph et
makrophagen- e 10%FCS al., 1976
ahnliche Zelllinie e 40 pg/ml

Gentamycin
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Zelllinie Abstammung Kultivierungs- Herkunft Referenz
medium
THP1 monozytare e RPMI1640 U. Bauer, Tsuchiya
Leukamie e 2 mM L-Glutamin Philipps- et al.,
e 200 U/ml Universitat 1980
Penicillin Marburg,
e 200 pg/ml Deutschland
Streptomycin
e 50 puM 2-
Mercaptoethanol
Mause

In dieser Arbeit wurden LSL-Kras®*?®*; LSL-Trp53%"?"*: pdx-1-Cre Mause mit einem

gemischten 129/SvJae/ C57BI/6 Hintergrund verwendet (Hingorani et al., 2005). Die

Tiere wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung des Fachbereichs Medizin der

Philipps Universitat Marburg nach den geltenden Richtlinien der Einrichtung gehalten.

2.1.12 Software

Tabelle 18: Software

Programm

Herkunft/bezogen von

Time Lapse Analyser v1.34

Dr. Johannes Huth (Huth et al., 2010)

Primer Express® Software v3.0

Invitrogen
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkulturmethoden

Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, im jeweiligen Kulturmedium (s. Tab. 19)
kultiviert. Das Ablésen der Zellen zur Passagierung oder flr Aussaat erfolgte mittels
Trypsin/EDTA. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hamatozytometers nach Neubauer
bestimmt. Sollte neben der Bestimmung der Zellzahl zugleich ein Uberblick iber den
Anteil lebender Zellen gewonnen werden wurde eine Trypanblaufarbung durchgefihrt.
Hierzu wurde die zu untersuchenden Zellsuspension zunéchst mit Trypanblaulésung

gemischt.

Trypanblaulésung: e 0,5% Trypanblau in PBS

2.2.2 Isolierung und Kultivierung primérer Zellen

Gewinnung von PBMCs aus Buffy-Coats mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation

Die Gewinnung von kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood
Mononuclear Cells — PBMC) erfolgte aus von der Blutbank Giel3en bezogenen Buffy-
Coats gesunder, humaner Spender. Bei einem Buffy-Coat handelt es sich um eine
durch Zentrifugation erzeugte Fraktion des Blutes, die, neben einigen Erythrozyten,
hauptsachlich Leukozyten und Thrombozyten enthalt.

Fur die Ficoll-Gradientenzentrifugation wurden 30 ml des Buffy-Coats in 50 ml PP-
Rohrchen unter Vermeidung von Vermischung auf 20 ml Ficoll geschichtet. Es folgte
eine 30-mindtige Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 800 x g bei abgeschalteter
Bremse. Anschlieend wurde die sich ergebene Phase aus Leukozyten abgenommen
und in 50 ml kaltem PBS aufgenommen. Nach zwei Waschschritten mit je 50 ml kaltem
PBS schlossen sich zwei je 5-mindtige Inkubationen in Erythrozytenlyseldsung jeweils
gefolgt von einer 10-mindtigen Zentrifugation mit 250 x g bei 4 °C an. Das Zellpellet
wurde in kaltem PBS resuspendiert und war somit bereit fur weitere

Bearbeitungsschritte.

Erythrozytenlyselsg.: e 0,15 M NH,CI
e 0,01 M KHCO3
e 0,1mMEDTA
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Generierung primarer humaner Makrophagen

Die Isolation primarer humaner Monozyten und deren anschlieRende Reifung zu
Makrophagen erfolgte in Kooperation mit Dipl. Biol. Michael Schipper (AG Renkawitz-
Pohl, Entwicklungsbiologie, Philipps-Universitat Marburg). Zunéchst erfolgte die
Gewinnung von PBMCs aus Buffy-Coats mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation (s. 0.),
der eine Gegenstrom-Zentrifugation (Elutriation) zur Anreicherung der Monozyten
folgte (Sanderson et al.,, 1977). Die Elutriation basiert auf der Etablierung eines
Gleichgewichts  zwischen Zentrifugalkraft und Flussgeschwindigkeit in der
Elutriationskammer einer Zentrifuge. In diesem Gleichgewicht werden die Zellen in der
Kammer gehalten und bilden entsprechend ihrer Grol3e bzw. Masse Zonen
verschiedener Zellpopulationen. Durch sukzessive Erhéhung der Pumpleistung bei
konstanter Umdrehungszahl verschiebt sich das Gleichgewicht, und die
Zellpopulationen werden aus der Kammer gesplilt und kénnen separat aufgefangen

werden.

Fur die Elutriation wurden die isolierten PBMCs in die Elutriationskammer eines zuvor
sterilisierten und kalibrierten Elutriationsrotors der Zentrifuge J2-21 M/E gepumpt.
AnschlieRend wurden die verschiendene Fraktionen bei konstanter Umdrehungszahl
(3000 rpm), aber ansteigender Pumpleistung elutriert. Nach Abschluss der Elutriation
wurden die Zellen durch eine 10-minltige Zentrifugation mit 250 x g bei 4 °C pelletiert
und in 10 ml kaltem PBS resuspendiert. Es folgte eine Ermittlung der Reinheit der

isolierten Zellen mittels Durchflusszytometrie (s. 2.2.10).

Die Reifung der isolierten Monozyten zu Makrophagen erfolgte durch 7-tagige
Inkubation in unbeschichteten Petrischalen. Hierzu wurden die isolierten Monozyten in
RPMI-Medium mit 2 % humanem AB-Serum aufgenommen und 10 x 10° Zellen in
10 ml Medium in eine Petrischale ausgeséat. Nach 1 Stunde wurde das Medium von
den nun mehrheitlich adharenten Zellen abgenommen und durch frisches RPMI mit
5% humanem AB-Serum ersetzt. Nach funf Tagen wurde die Halfte des Mediums

abgenommen und durch frisches RPMI mit 5 % humanem AB-Serum ersetzt.

Generierung aktivierter humaner CD8"-T-Zellen

Fur die Isolation naiver CD8"-T-Zellen erfolgte zunachst eine Gewinnung von PBMCs
aus humanen Buffy-Coats mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation (s. 0.). Dem schloss
sich die Anreicherung der T-Zellen mittels MACS Cell Separation unter Verwendung

des Human Naive CD8" T Cell Isolation Kit nach Angaben des Herstellers an. Dies



Material und Methoden 34

beinhaltete eine Depletion von CD45RO*-, CD56"-, CD57*- und CD244"-Zellen und
eine anschlieBende Anreicherung von CD8"-Zellen. Die isolierten naiven T-Zellen
wurden durch 2,5-tagige Inkubation mit 1 pg/ml Staphylococcus aureus Enterotoxin B
aktiviert. Die Reinheit der gewonnenen Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie
ermittelt (s. 2.2.10).

Isolation von Makrophagen aus Mause-Pankreata

LSL-Kras®*P*; LSL-Trp53R"*"2"*: Pdx-1-Cre Mause wurden im Alter von 4 bis 5
Monaten durch zervikale Dislokation getdtet. Nach Entnahme der Organe wurden je
2,5 ml Kollagenase-Losung mit einer 10-ml-Spritze in die Organe injiziert.
AnschlieBend wurde das Organ durch Zerschneiden mit einer sterilen Schere
zerkleinert. Nach der Uberfiihrung in ein 50-ml-PP-Réhrchen wurden zu den Pankreata
weitere 2,5 ml Kollagenase-LAsung gegeben. Pankreata wurden fur 20 Minuten, Milzen
fir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert, um die Organstruktur aufzuldsen. Anschlie3end
wurden die Organe unter Zuhilfenahme eines Spritzenkolbens durch ein 74 pm- (Milz)
bzw. 100 um-Zellsieb (Pankreas) gepresst und das Sieb anschlieend mit 8 ml PBS +
5 % FCS durchspult, um die im Sieb verbliebenen Zellen herauszulésen. Durch eine 5-
minltige Zentrifugation bei 4 °C und 300 x g wurden die Zellen pelletiert und
anschlieend in 3 ml Erythrozytenlyselésung resuspendiert und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml PBS wurde die Lyse gestoppt und
die Zellen anschlieend erneut durch Zentrifugation pelletiert. Im Falle einer
unvollstandigen Lyse der Erythozyten, erkennbar durch eine rotliche Férbung der
Zellpellets, wurde die Erythrozytenlyse wiederholt. Nach Beendigung der
Erythrozytenlyse wurde das Zellpellet in 5 ml MACS-Puffer aufgenommen und nach
einer Filterung durch einen MACS-Praseparationsfilter die Anzahl und Vitalitat der
Zellen bestimmt. Mit der sich ergebenen Zellsuspension wurde nachfolgend eine
MACS-Cell Separation mit CD11b-MicroBeads nach Angaben des Herstellers
durchgefinhrt.

Erythrozytenlyselsg.: e 0,15 MNH.(CI
e 0,01 MKHCO;
e 0,21mMEDTA

Kollagenasel6sung: e 1 mg/ml Kollagenase in PBS
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2.2.3 Kokulturexperimente

Kokultur von Makrophagen mit Pankreaskarzinomzellen

Fir die Kokultur von Makrophagen mit Pankreaskarzinomzellen wurden je 1x10° Zellen
der humanen Pankreaskarzinomzelllinien Suit2-007 und Capanl in die Wells einer 6-
Well-Gewebekulturplatte ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit RPMI 6-Well-Inserts fur Kokultur mit einer
PorengroRRe von 0,4 pm in die Wells eingesetzt, 1,5 x 10° MonoMac6 in 2 ml RPMI in
diese Inserts ausgeséat und weitere Reagenzien nach Bedarf zugegeben. Nach 24-
stindiger Inkubation erfolgte die Gewinnung von Gesamtzelllysat und darauffolgend

die Analyse durch Immunoblot.

Erzeugung von konditioniertem Medium

Fir die Erzeugung von durch MonoMac6 konditioniertes Medium wurden 1,5 x 10°
Zellen in 6-Well-Gewebekulturplatten ausgesat, bei Bedarf transfiziert und fir
24 Stunden mit 1 ml RPMI inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium gesammelt und
fur 10 Minuten bei 300 x g zentrifugiert um schwimmende Zellen oder Zelltrimmer zu

entfernen. Der sich ergebene Uberstand wurde fiir weitere Experimente eingesetzt.

Tube Formation Assay

Zunachst wurden Wells einer 96-Well-Zellkulturplatte mit 50 ul BD Matrigel™Basement
Membrane Matrix Growth Factor-Reduced beschichtet und fur 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden 1,2 x 10* HMEC-1 Zellen in 50 ul DMEM mit 10 % FCS
auf das erhartete Gel ausgesat. Nach Zugabe von 200 pl konditioniertem Medium bzw.
geeigneten Kontrollen wurden die Zellen fir 24 Stunden bei 37 °C und 5% CO,
inkubiert. Die Auswertung erfolgte anhand photographischer Aufnahmen der Wells mit

der TimeLapseAnalyzer Software.

T-Zell Migrations-Assay

Wells einer 24-Well-Zellkulturplatte wurden mit 750 pl konditioniertem Medium bzw.

geeigneten Kontrollen befiillt. AnschlieRend wurden 3x10° T Zellen in 250 ul Medium in
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ein zuvor in diese Wells eingesetztes 24-Well-Transwell-Insert mit 3 ym PorengrofRe
eingesetzt und fur 6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Auswertung erfolgte
anhand photographischer Aufnahmen der Wells durch manuelles Auszéhlen.

2.2.4 Einbringen von Nukleins&auren in eukaryotische Zellen

Transfektion von small interfering RNA (siRNA)

Zur Transfektion von siRNA wurde Transmessenger fur J774.A1, RNAi-Max fir
MonoMac6 und Elektroporation mittels Amaxa Nukleofektor 1l und dem Human
Macrophage Nukleofector® Kit fur primdre humane Makrophagen jeweils nach
Angaben des Herstellers verwendet.

Transfektion von DNA-Plasmiden

Fir die transiente Transfektion von MonoMac6 mit DNA-Plasmiden wurde Attractene

Transfection Reagent nach Angaben des Herstellers verwendet.

Retrovirale Transduktion und Selektion

Die in dieser Arbeit verwendeten retroviralen Vektoren tragen das Gen fir das
retrovirale Verpackungssignal y und das Gen fir die virale Reverse-
Transkriptase/Integrase, aber nicht die zur Virusvermehrung bendtigten Gene gag, pol
und env. Nach dem Einbringen dieser Plasmide in sogenannte Packaging Zellen, die
die Gene gag, pol und env stabil integriert haben, wird vom Vektor transkribierte RNA
in Viruspartikel verpackt. Werden Zielzellen mit diesen Viren infiziert, kann die virale
RNA durch die Reverse-Transkriptase/Integrase in DNA umgeschrieben und ins

Genom integriert werden.

Zur Erzeugung rekombinanter Viren wurden die retroviralen Vektoren pLXSN und
pQCXIP und die Packaging Zelllinie Hek293-LinxA verwendet. Fur die Generierung der
Viren wurden 8x10°> Hek293-LinxA Zellen in 10 ml DMEM mit 10 % FBS in eine
Petrischale ausgesat. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Transfektion mit dem
jeweiligen Plasmid mittels Lipofectamine 2000 nach Angaben des Herstellers. Nach 5-
stindiger Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel. Der nach 2-tagiger bzw. 3-tagiger

Inkubation erhaltene Uberstand enthielt die gewiinschten Viruspartikel.
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Fir die Infektion von MonoMac6 wurden 1,5x10° Zellen pro Well einer 6-Well-
Gewebekulturplatte  ausgeséat. Nach 24-stundiger Inkubation erfolgte ein
Mediumwechsel zu 2 ml frischem Kulturmedium und anschlielend die Zugabe von
4 ml des zuvor durch einen 0,45 nm Filter gefilterten virenhaltigen Uberstandes der
Hek293-LinxA Zellen, zusammen mit 8 pg/ml Hexadimethrinbromid. Dieser Ansatz
wurde fir 1 Stunde bei 37 °C und 300 x g in der Standzentrifuge Megafuge 1.0
zentrifugiert und anschlieBend bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach weiteren 4
Stunden erfolgte ein erneuter Mediumwechsel zu frischem Kulturmedium. 24 Stunden
nach der ersten Infektion erfolgte eine zweite Infektion mit 72 Stunden altem
Uberstand.

Frihestens 24 Stunden nach der zweiten Infektion erfolgte der Beginn der Selektion
durch Zugabe eines entsprechenden Antibiotkums. Die Konzentration wurde so
gewahlt, dass nicht resistente Zellen innerhalb von 7 - 10 Tagen starben. Fur
MonoMac6 ergab sich fur Puromycin eine Konzentration von 0,5 pg/ml, fir G418-Sulfat

von 600 pg/ml.

2.2.5 Methoden im Umgang mit Nukleinsauren

Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,5 - 1,5%igen
TBE-Agarosegelen durch Anlegen einer Spannung von 80 - 120 mV. Die
Sichtbarmachung erfolgte durch das Zufigen von Ethidiumbromid. Als Laufpuffer
diente 1 x TBE-Puffer.

TBE-Puffer: e 90 mM TrisBase
¢ 90 mM Borsaure
e 2mMEDTA

Kollagenaselsg: e 0,5-1% Agarose (je nach gewiinschter Konzentration)
e in TBE-Puffer
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10 x Ladepuffer: e 0,2 % Bromphenolblau
e 0,2MEDTA
e 50 % Glycerin
e pHB8,0

Quantifizierung von mRNA mittels gRT-PCR

Die Isolation von gesamt RNA erfolgte mit dem peqGOLD-Total-RNA-Kit nach den
Angaben des Herstellers. Fir die Synthese von cDNA wurde das Omniscript RT Kit
nach Herstellerangaben verwendet. Es wurden jeweils 0,3 - 1 pg RNA umgeschrieben.

Die Quantifizierung der cDNA erfolgte unter Verwendung des 7500 Fast Real-Time
PCR Systems und des SYBR®Green PCR-Master-Mix. Die verwendeten Primer
(Tab. 9) wurden mit Hilfe der Primer Express Software 3.0 entworfen und ihre jeweilige
Spezifitat mit dem Basic Local Alignment Tool (BLAST) des National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Uberprift. Hergestellt wurden die Primer von
biomers.net. Die qPCR erfolgte nach folgendem Ansatz (pro Well einer 96-Well-Platte):

e 10 pl SYBR®Green PCR Master Mix (2x)
e 0,2 pl Forward Primer (0,05 pmol)

e 0,2 pl Reverse Primer (0,05 pmol)

e 3,6 H0

e 6 pl cDNA (1:60 verdiinnt)

Die Messungen wurden jeweils in Triplikaten durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte
anhand der AA-Cycle-Threshold-Methode, wobei die mMRNAs des ribosomalen Proteins
RPLPO (NM_001002), GAPDH (NM_002046) bzw., im Falle einer Chromatin-

Immunprazipitation, 1 % Input als Referenz diente.

Mutation der CUX1-Bindestellen in TGL-IP10

Die Generierung des Plasmids TGL-IP10_mu, das im Gegensatz zu dem parentalen
Plasmid TGL-IP10 zwei Basenaustausche in der putativen CUX1-Bindestelle von
CCAAT nach AAAAT aufweist, wurde das Quik-Change® Site-Directed-Mutagenesis-

Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Die bendtigten Primer sind in Tabelle 7
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angegeben. Die Gewinnung grolRerer Mengen mutierter Plasmid-DNA erfolgte durch
Vermehrung in E. coli DH5a. Die Bestatigung der erfolgreichen Sequenzveranderung
erfolgte durch Sequenzierung der Plasmide mit dem Primer IP10_seq (s. Tab. 6) durch
die Firma Seqlab.

2.2.6 Luciferase-Reportergen-Assays

24 Stunden nach der Aussaat von 1 x 10° MonoMac6 in die Wells einer 24-Well-
Gewebekulturplatte wurden sie mit entsprechenden, das Firefly-Luciferasegen
tragenden Reporterkonstrukten transfiziert. Der Normierung diente die Cotransfektion
eines Konstruktes, welches das p-Galaktosidasegen unter Kontrolle des Rous-
Sarcoma-Virus(RSV)-Promotors tragt. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte die
Behandlung der Zellen mit einem gewilinschten Stimulus. Fir die Auswertung wurden
die Zellen durch Zugabe von 200 pl Lysepuffer pro Well und eine 30-minitige
Inkubation auf einem Schittler lysiert.

Die Detektion der Firefly-Luciferase-Aktivitat erfolgte durch Zugabe von 20 pl Lysat zu
30 pl Luciferase-Substrat in die Wells einer weil3en 96-Well-Gewebekulturplatte. Die
Luciferase katalysiert die Umwandlung von D-Luciferin zu Oxyluciferin bei Anwesenheit
von ATP, Mg® und O,. Hierbei wird Licht einer Wellenldange von 550 bis 570 nm
emittiert. Die Intensitdat des Lichtssignals ist proportional zur Menge an im Lysat
vorhandenen Luciferase-Enzym und kann daher als Maf3 fur die transkriptionelle

Aktivitat des zu untersuchenden DNA-Abschnitts dienen.

Die Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte durch die kolorimetrische
Erfassung der Umsetzung des farblosen o-Nitrophenyl-3-D-Galactosid (ONPG) zu dem
gelblichen Produkt o-Nitrophenol sowie Galactose. Es wurden 20 pl des Lysates zu
200 pl Z-Puffer im Well einer 96-Well-Mikrotestplatte gegeben und fir 0,5 - 1 Stunde
bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurde die Absorption bei 420 nm mit einem ELISA

Reader photometrisch bestimmt.

Um mdglichen Schwankungen durch unterschiedliche Transfektionseffizienzen
Rechnung zu tragen, wurde die Luciferase-Aktivitat in Relation zu der 3-Galaktosidase-

Aktivitat gesetzt.

Na-Phosphat-Puffer: e 1 M Na-Phosphat

e pH7,4
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Z-Puffer: e 30 mM oNPG
e 7,5 % Na-Phosphat-Puffer
e 1 mM MgC|2

e 0,4 % B-Mercaptoethanol

2.2.7 Proteinchemische Methoden

Gewinnung von Gesamtzelllysat

Fur die Gewinnung von Gesamtzelllysat wurden die Zellen einmalig mit kaltem PBS
gewaschen und anschlieBend in einer geeigneten Menge Lysepuffer unter
Zuhilfenahme eines Zellschabers von der Oberflache des jeweiligen KulturgefaRes
abgeschabt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Nach einer 30-minitigen
Inkubation auf Eis wurden die nicht l8slichen Bestandteile durch Zentrifugation bei
17000 x g und 4 °C in einer Tischkiihlzentrifuge pelletiert. Der Uberstand enthielt die

I6slichen Proteine und wurde, wenn nétig, bei -20 °C gelagert.

Lysepuffer: ¢ 50 mMHEPES pH 7,5
e 150 mM NacCl
e 1MMEGTA
e 100 mM NaF
e 10 mM NayP,0-
e 10 % Glycerin
e 1% TritonX-100

Jeweils direkt vor der Verwendung wurde der Lysepuffer mit 1x Complete Protease
Inhibitor Cocktail und 1 mM NazVO, erganzt.

Gewinnung von nukledren und cytoplasmatischen Proteinen

Fur die Isolierung von nukledaren und cytoplasmatischen Proteinen wurden die Zellen
einmalig mit kaltem PBS gewaschen und in 1 ml kaltem PBS unter Zuhilfenahme eines
Zellschabers in ein 1,5 ml Reagiergefald Uberfuihrt. Nachfolgend wurden die Zellen
durch 3-minttiges Zentrifugieren bei 300 x g und 4 °C pelletiert. Das Zellpellet wurde

in 100 pl Puffer A aufgenommen und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellkerne
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wurden bei 1000 x g und 4 °C fur 20 Minuten pelletiert und der die cytoplasmatischen
Proteine enthaltende Uberstand in ein neues 1,5 ml ReagiergefaR tberfuihrt. Diese
Fraktion wurde erneut bei 17000 x g fur 15 Minuten zentrifugiert und der die
cytoplasmatischen Proteine enthaltende Uberstand, wenn notwendig, bei -20 °C
gelagert. Zur Isolation der nukleédren Proteine wurde das aus Zellkernen bestehende
Pellet in 150 pl Puffer C aufgenommen und fur 1 Stunde auf Eis inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 17000 x g und 4 °C fur 15 Minuten. Der
sich ergebende Uberstand enthielt die nukledaren Proteine und wurde, wenn nétig,

bei -20 °C gelagert.

Puffer A: e 10 mM HEPES pH 7,9
e 10 mMKCI
e 0,1mMEDTA
e 0,1mMEGTA
e 1MmMDTT

Puffer C: e 20 mM HEPES pH 7,9
e 400 mM NacCl
e 1 mMmMEDTA
e 1mMEGTA
e 1mMDTT

Jeweils direkt vor der Verwendung der Lysepuffer wurden diese mit 1x Complete

Protease Inhibitor Cocktail und 1 mM NazVO, ergénzt.

Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte durch die Methode nach Bradford
(Bradford, 1976). Dieser Test basiert auf der Komplexbildung des Farbstoffes
Coomassie-Brilliant-Blue G-250 mit basischen Aminosauren, durch die sich das
Absorptionsmaximum von 470 nm nach 595 nm verschiebt. Zur Berechnung der

Proteinkonzentration wurde zusatzlich eine Standardreihe mit BSA erstellt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Coomassie-Brillant-Blau
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Immunoblot-Analyse

Die Durchfihrung der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese erfolgte nach der
Methode nach Laemmli. Verwendet wurde das Mini-Protean-Tetra-System verwendet.
Das Trenngel wurde je nach bendétigter Konzentration entsprechend angesetzt. Zur
Erzeugung einer scharfen und horizontalen Trennkante zwischen Trenn- und
Sammelgel wurde das Trenngel im noch nicht polymerisiertem Zustand mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach der vollstandigen Polymerisation des Trenngels wurde das
Isopropanol entfernt und das Sammelgel angesetzt. Zur vollstdndigen Polymerisation
wurde das Gel Uber Nacht bei 4 °C feucht gelagert. Es wurden 5 - 20 pg Protein pro zu
untersuchender Probe mit einer entsprechende Menge 4 x Laemmli-Puffer versetzt, 5
Minuten bei 95 °C inkubiert und anschliel3end in die Taschen eines Polyacrylamidgels
geladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1 x SDS-Laufpuffer bei einer
Stromstérke von 40 mA.

Trenngel:

7,5 % 10 % 12 %
H,O 4,9 ml 4,1 ml 3,4ml
Trenngelpuffer 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml
30 % Acrylamid 2,5 ml 3,3 ml 4 ml
10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
10 % APS 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
Sammelgel:
H,O 3ml
Sammelgelpuffer 1,3ml
30 % Acrylamid 0,75 ml
10 % SDS 0,05 mi
1 0% APS 0,03 mi

TEMED 0,01 ml
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Trenngelpuffer: e 1,5MTris/HCI pH 8,8

Sammelgelpuffer: e 0,5M Tris/HCI pH 6,8

4 x Laemmli: e 0,25 M Tris/HCL pH 6,8
e 8% SDS

e 40 % Glycerol
e 0,01 % Bromphenolblau
e 10 % B-Mercaptoethanol

SDS-Laufpuffer: e 0,2 M Glycin
e 0,025 M Tris
e 0,1% SDS

Der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte nach dem ,Wet-Blotting*
Verfahren mit dem Mini-Protean-Tetra-System. Die Ubertragung erfolgte je nach GroRe
der zu untersuchenden Proteine fir 60 - 120 Minuten bei 400 mA. Nach Beendigung
des Transfers wurde die Membran fir mindestens 1 Stunde in entsprechendem
Blockingpuffer bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert. Danach erfolgte die
Inkubation mit einem jeweiligen primaren Antikdrper in geeigneter Konzentration im
jeweiligen Puffer (s. Tab. 13) Uber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler. Nach der
Beendigung der Primarantikérper-Inkubation und mehrmaligem Waschen mit TBST
erfolgte eine einstiindige Inkubation mit einem geeigneten Sekund&arantikdrper
(s. Tab. 14) bei Raumtemperatur in Blockingpuffer. Anschlieend erfolgte erneutes
Waschen mit TBST. Die Sichtbarmachung der Antikérperbindung erfolgte mittels ECL-

Substrat nach Angaben des Herstellers und dem ChemoCam Imager.

Transferpuffer: e 25 mM Tris
e 200 mM Glycin
e 20 % Methanol

TBST: e 140 mM NaCl
o 25 mM Tris
e 1% Tween®20 (V/v)
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Blockingpuffer: ¢ 59 Milchpulver (w/v) bzw. 5 % BSA (w/v) in TBST

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der CCL5- bzw. CXCL10-Konzentrationen in Zellkulturmedien wurden
das Human RANTES ELISA Development Kit, das Mouse RANTES ELISA
Development Kit und das Mouse CXCL10 ELISA Kit jeweils nach Angaben des

Herstellers verwendet.

DNA-Pullddown

Fur den DNA-Pulldown wurden Gesamtzelllysate gewonnen und eine geeignete
Proteinmenge zusammen mit 1 ml zuvor mit 1 x Proteaseinhibitor versetztem PBS und
20yl zuvor aneinander angelagerten dsOligonukleotide Uber Nacht im
Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Zugabe von
60 pl Streptavidin-Agarose und eine erneute zweistlindige Inkubation unter Rotation
bei 4 °C. Durch Zentrifugation in einer Tischkihlzentrifuge wurde die Streptavidin-
Agarose zusammen mit den DNA-Protein-Komplexen prazipitiert und 3 mal mit je 1 ml
kaltem PBS gewaschen. Es folgte die Aufnahme in 40 yl 1 x Laemmli-Ladepuffer und
eine 10-mindtige Inkubation bei 95 °C. Die so vorbereiteten Proben wurden

darauffolgend im Immunoblot analysiert.

STE-Puffer: e 10mMTrispH 7,5
e 1mMEDTA
e 150 mM NaCl

Annealing: e 10 plfor Oligo (1 pg/ul)
e 10 plrev Oligo (1 pg/ul)
e in 80 ul STE-Puffer

Programm zum e 5min95°C
Annealing: e 10min88°C
e 10 min 65 °C
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Immunopréazipitation

Fur die Immunoprazipitation wurden Gesamtzell- oder nukledre Lysate verwendet.
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurden gleiche Proteinmengen je
Kondition mit Lysepuffer auf 1 ml Gesamtvolumen angeglichen und 60 pl zuvor
zweimal mit PBS gewaschene Protein-A-Sepharose zugegeben. Die sich
anschliel3ende zweistlindige Inkubation bei 4 °C unter Rotation diente der Entfernung
unspezifisch an die Sepharose bindendener Proteine. Nachfolgend wurden die Protein-
A-Sepharose in einer Tischkihlzentrifuge bei 800 x g pelletiert und das Proteinlysat in
ein weiteres 1,5 ml Reagiergefal Uberfihrt. Das Lysat wurde mit 2 - 3 pug Antikdrper
tber Nacht unter Rotation bei 4 °C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden 60 pl,
zuvor zweimal mit kaltem PBS gewaschene Protein-A-Sepharose zugegeben und
erneut fir 2 Stunden bei 4 °C rotiert. Durch dreimaliges Pelletieren, Absaugen des
Uberstandes und Zugabe von je 1 ml kaltem Lysepuffer erfolgte die Entfernung der
nicht an die Beads gebundenen Proteine. Durch 5-minttige Inkubation bei 95 °C in

40 ul 1x Laemmli-Puffer erfolgte die Vorbereitung der Proben fiir den Immunoblot.

2.2.8 Chromatin-Immunoprazipitation (ChlIP)

In dieser Arbeit wurden ChIP mit der murinen Makrophagenzelllinie J774.A1
durchgefiihrt. Hierzu wurden pro Kondition zwei 10 cm Petrischalen mit je 1,25 x 10°
Zellen ausgesat. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Transfektion von siRNA. 48
Stunden nach der Transfektion erfolgte die Stimulation mit murinem TNF-a und

anschlielRend die Bearbeitung fir die ChiP.

Die kovalente Vernetzung der Proteine mit der DNA erfolgte durch Zugabe von
Formaldehyd fir eine Endkonzentration von 1 % und einer 10-mindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur. Die Vernetzung wurde gestoppt durch Zugabe von Glycin
(Endkonzentration 0,125 M). Nach der Entfernung des Mediums und zweimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen unter Verwendung eines Zellschabers in kaltem
PBS abgeldst und in ein 15-ml-R6hrchen Uberfuhrt. Nach Pelletierung der Zellen durch
5-minltige Zentrifugation bei 250 x g und 4 °C wurden die Zellen in 3 ml mit
Proteaseinhibitor supplementiertem Lysepuffer | pro Kondition resuspendiert. Nach 20-
minutiger Lyse der Zellmembran auf Eis erfolgte die Pelletierung der Nuclei durch
erneute 5-mindtige Zentrifugation bei 250 x g und 4 °C. AnschlieRend wurden die
Zellkerne einer Kondition in je 1 ml mit Proteaseinhibitor supplementiertem

Lysepuffer Il resuspendiert.
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Nach mindestens 10-minitiger Inkubation auf Eis erfolgte die Ultraschallbehandlung
(Sonifizierung). Hierfir wurde ein das nukleére Lysat enthaltendes 15 ml-PP-Rdhrchen
mit einer Halterung so an der Sonotrode des Sonifikators angeschlossen, dass die
Spitze der Sonotrode zu 90 % in die Lésung eingetaucht war. Da bei der Sonifizierung
Warme entsteht, wurden die Proben wéhrend der gesamten Behandlung mit einem
Gemisch aus Eis und Ethanol gekihlt. Die Ultraschallbehandlung erfolgte nach
folgendem Protokoll:

Sonifikation: e 100 Pulse a 1 Sekunde
e jeweils 2 Sekunden Pause

e 20 % Amplitude

AnschlieBend wurde das Lysat in einer Tischkihlzentrifuge bei 17000 x g zentrifugiert,
um nicht lésliche Bestandteile zu entfernen. Von dem sich ergebenen Uberstand
wurden 50 pl fir eine Uberprifung der Sonifizierung abgenommen und tber Nacht

nach folgendem Protokoll behandelt. Das ibrige Chromatin wurde bei 4 °C gelagert.

Ansatz zur e 50 pl sonifiziertes Chromatin
Kontroll .

ontrolle der e 20 ug Proteinase K
Sonifikation:

e 20 pg RNase A

Dieser Ansatz wurde fir 3 Stunden bei 55 °C und anschlieBend fir wenigstens 8
Stunden bei 65 °C inkubiert. Zur Uberpriifung des Sonifizierungsergebnisses wurden
10 ul des Ansatzes auf ein 1 % Agarosegel geladen und eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Im Falle einer erfolgreichen Fragmentierung des
Chromatins ergaben sich Bruchstlicke in einer GréRe bis maximal 1 kb. Dartber
hinaus wurde darauf geachtet, dass ein méglichst homogenes Sonifizierungsergebnis

erzielt wurde.

Die verbleibenden 40 pl des revertierten Aligots wurden fir eine Bestimmung der DNA-
Konzentration verwendet, mit dem Ziel, gleiche Ausgangsbedingungen fir alle

Konditionen zu gewadhrleisten. Die Ermittlung der Konzentration erfolgte nach
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Aufreinigung der DNA mit dem QIAquick®PCR Purification Kit nach Angaben des
Herstellers und einer anschlieRenden Messung am Spektralphotometer. Pro Kondition
wurden jeweils gleiche Chromatinmengen eingesetzt, wenigstens jedoch 80 pg.

Fur die weitere Bearbeitung des Chromatins wurde Protein-A-Sepharose bendétigt.
Diese wurde vor ihrer Verwendung dreimal mit je 10 ml Lysepuffer Il gewaschen und
unter Rotation im Uberkopfschittler tber Nacht bei 4 °C in 15 ml Blockingpuffer
inkubiert.

Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, erfolgte eine Vorreingung des Chromatins.
Hierzu wurden dem Chromatin 60 ul der geblockten Beads pro Kondition zugegeben
und fur 2 Stunden unter Rotation bei 4 °C inkubiert. Nach dem Pelletieren der Beads
durch 3-minutige Zentrifugation bei 800 x g und 4 °C in einer Tischkiihlzentrifuge wurde
das gereinigte Chromatin in einem geeignetem Volumen Lysepuffer |l auf die einzelnen
Prazipitationsansatze aufgeteilt. Ein Volumen, entsprechend 1 % des eingesetzten
Volumens fir die Préazipitationsansatze, wurde fur den Input bei 4 °C gelagert. Zu den
Prazipitationsansatzen wurden je 3 ug des jeweiligen Antikérpers gegeben. Nach
Rotation tber Nacht bei 4 °C wurden pro Prazipitationsansatz 60 pl Beads zugegeben
und erneut fur 2 Stunden bei 4 °C unter Rotation inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Entfernung nicht gebundenen Materials durch jeweils zweimaliges Waschen mit je 1 ml
Waschpuffer I, Waschpuffer 11, Waschpuffer 11l und TE-Puffer, jeweils gefolgt von einer
Pelletierung der Prazipitate durch 3-minttige Zentrifugation bei 800 x g und 4 °C in
einer Tischkuhlzentrifuge. Der sich jeweils ergebende Uberstand wurde unter
Verwendung einer Einmal-Injektions-Kanile 26 G abgesaugt, um versehentliches

Absaugen der MicroBeads zu vermeiden.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Pellets und die 1 % Input jeweils in 0,1 ml
TE-Puffer supplementiert, mit 30 pg/ml RNase A aufgenommen und fir 30 Minuten
unter Schutteln bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 5 pl 10 %
SDS und 2,5 pl Proteinase K (20 mg/ml). Nach 4-stiindiger Inkubation bei 37 °C wurde
die Temperatur fiir eine Uber-Nacht-Inkubation auf 65 °C erhéht. Um die nun von den
MicroBeads und Proteinen gelésten DNA-Fragmente in der gRT-PCR zu quantifizieren,
wurde eine Aufreinigung der DNA mit dem QIAquick®PCR Purification Kit nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Bestimmung der Menge an
Chromatinfragmenten erfolgte durch eine gPCR. Berechnet wurde die jeweilige Menge

an DNA relativ zum Input.
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Lyse I e 5mM PIPES pH 8,0
e 85 mM KClI

e 0,5% NP40 (Igepal)

Lyse Il e 10mM TRIS HCIl pH 7,5
e 150 mM NaCl
e 1 9% NP40 (Igepal)
¢ 1 % Natriumdeoxycholat (DOC)
e 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
e 1mMEDTA

Jeweils direkt vor der Verwendung der Lysepuffer wurden diese mit 1x Complete

Protease Inhibitor Cocktail ergéanzt.

Blockingpuffer: e Lysepuffer Il
e 1 mg/ml BSA

e 400 pg/ml Sonicated Salmon Sperm DNA

Waschpuffer I e 20 mM TRIS HCI pH 8,0
e 150 mM NacCl
e 2mMEDTA
e 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

e 1 9% Triton X 100

Waschpuffer II: e 20 mM TRIS HCL pH 8,0
e 500 mM NaCl
e 2mMEDTA
e 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

1 % Triton X 100
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Waschpuffer lII: e 10 mM TRIS HCL pH 8,0
e 1 9% NP40 (Igepal)
¢ 1 % Natriumdeoxycholat (DOC)

e 1mMEDTA

TE-Puffer: e 10mM TRIS HCL pH 8,0

e 1mMEDTA

2.2.9 MTT Vitalitats-Assay

Zur Bestimmung der Zellvitalitat bzw. Zellzahl wurden Zellen zu gewinschten
Zeitpunkten fur 1 Stunde in N&ahrmediumedium mit 0,5 mg/ml des Farbstoffes
Thiazolylblau inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium entfernt und die Zellen in
Lyselosung lysiert. Die Messung der Absorption bei 570 nm erfolgte jeweils in

Triplikaten.

Lyselosung: e 10 % Triton X-100
e 0,1 MHCI

e in Isopropanol

2.2.10 Durchflusszytometrie

Fur die Bestimmung der Reinheit von Zellpopulationen erfolgte zunéchst die Inkubation
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern bzw. mit nicht-spezifischen Antikérpern zur
Erfassung des Hintergrundsignals (s. Tab. 13). Hierzu wurde eine geeignete Zellzahl
durch eine 5-minitige Zentrifugation mit 250 x g bei 4 °C pelletiert und anschliel3end
einmal mit 5 ml kaltem MACS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 100 pl FACS-
Puffer aufgenommen und die gewiinschte Menge an Antikérpern hinzugegeben. Es
folgte eine 30-mindtige Inkubation bei 4 °C im Dunkeln. Darauf folgte ein weiterer
Waschschritt zu Entfernung ungebundener Antikorper. Die Zellen wurden anschliel3end

in 500 ul FACS-Puffer aufgenommen und waren somit bereit fir die Analyse am
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Durchflusszytometer. Die Messung erfogte am BD LSR Il der Abteilung fur
Hamatologie, Onkologie und Immunologie der Philipps-Universitat Marburg.

FACS-Puffer: e PBS
e 2%FCS
e 2mMEDTA

2.2.11 Gewebeféarbungen

HE-Farbung

Die Gewebeschnitte wurden zunachst durch 2 x 10-mindtige Inkubation in Xylol
deparaffinisiert und anschlieRend durch je 3-minitige Inkubationen in wassrigen
Ldsungen absteigender Ethanolkonzentration (100, 90, 80, 70, 50 und 0 %) rehydriert.
Es folgte eine 7-minltige Inkubation in Haematoxylin gefolgte von einem Spulen mit
Leitungswasser. Nach 30 Sekunden in einer alkohlischen Eosinlésung wurden die
Gewebe in aufsteigenden Ethanolkonzentrationen in wassriger Lésung (50, 70, 80, 90,
100 %) dehydriert, kurzzeitig in Xylol inkubiert und mit dem DePeX-Einbettmedium fir
Histologie eingebettet.

Immunohistochemie (IHC)

Verwendet wurden Schnitte humaner Adenokarzinome des Pankreas, zur Verfligung
gestellt vom Institut fir Pathologie der Philipps-Universitdt Marburg. Diese wurden
zuné&chst fur 2 x 10 Minuten in Xylol deparaffinisiert, anschlielend fur 10 Minuten in
Ethanol inkubiert und darauffolgend die endogene Peroxidase durch 30-minttige
Inkubation in einer 1%igen H,O,-Losung in Methanol deaktiviert. Durch je 5-minttige
Inkubationen in wassrigen Losungen absteigender Ethanolkonzentration (100, 90, 80,
70, 50 und 0 %) erfolgte die Rehydrierung des Gewebes. Die Demaskierung der
Epitope wurde erreicht durch 12-minutiges Kochen in Citratpuffer. Die anschlieRende
Inkubation in PBS mit 5 % BSA fir 30 Minuten bei Raumtemperatur diente der
Reduzierung unspezifischer Bindungen der Antikérpern. Darauf folgte die Uber-Nacht-
Inkubation mit einem gegen CUX1 gerichtetem Primarantikérper, ebenfalls in PBS mit
5 % BSA bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Am darauffolgenden Tag erfolgte die
Sichtbarmachung der Antikérperbindung durch Verwendung des Vectastain®ABC Kits

nach Angaben des Herstellers. Durch die Inkubation mit dem Substrat
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Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB), das in einer durch die HRP katalysierten
Reaktion mit H,O, einen braunen Farbstoff bildet, erfolgte die Sichtbarmachung der
Antikorperbindung. Fir eine zusatzliche Farbung von CD68 auf dem selben
Gewebeschnitt erfolgte nach Beendigung der ersten Farbreaktion ein erneutes Kochen
in Citratpuffer und anschliel3end das oben beschriebene Verfahren unter Verwendung
eines gegen CD68 gerichteten Primarantikorpers und des Substrates HistoGreen, das

zu einer griinen Farbreaktion fihrt.

Nach Beendigung aller Farbungen erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin, eine
Dehydrierung durch Inkubation in aufsteigenden Ethanolkonzentrationen in wassriger
Ldsung (0, 50, 70, 80, 90, 100 %), kurzzeitige Inkubation in Xylol und Einbettung mit
dem DePeX-Einbettmedium fir Histologie.

PBS fur IHC: e 2mM KH,PO,
e 5mM Na,HPO,
e 150 mM NacCl

e pH74
TBS fur IHC: e 150 mM Tris-Base
e 450 mM NacCl
e pH74
Zitratpuffer: ¢ 10 mM Mononatriumcitrat
e pHG,0

2.2.12 Statistische Analyse

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefiihrt. Dargestellt ist, sofern nicht
anders vermerkt, der Mittelwert und die Standardabweichung. Ein Zweiseitiger
ungepaarter Student's t-Test wurde fiir die statistische Auswertung verwendet. P Werte

< 0.05 wurden als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von CUX1 in tumorassoziierten Makrophagen des Pankreas-

karzinoms

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Expression des
Transkriptionsfaktors CUX1 in Pankreaskarzinomgeweben im Vergleich zu gesundem
Pankreasgewebe stark erhoht ist und im Verlauf der Tumorentwicklung ansteigt (Ripka
et al., 2010, Michl et al., 2005). Basierend auf der Beobachtung, dass die CUX1-
Expression nicht auf die Tumorzellen beschréankt ist, sondern auch Zellen des
Tumorstromas eine CUX1-Positivitat aufweisen wurden immunhistochemische
Farbungen zur Bestimmung des Typs der CUX1-exprimierenden Zellen durchgefiihrt
und hierbei insbesondere tumorassoziierte Makrophagen als stromaler Zelltyp mit
hoher CUX1-Positvitat identifiziert.

Zur Sichtbarmachung von Makrophagen wurden immunhistochemische Farbungen mit
einem gegen das von Makrophagen exprimierte Glycoprotein CD68 gerichteten
Antikorper durchgefuhrt. Da bekannt ist, dass CD68 auch von anderen Zellen
myeloider Abstammung und ebenfalls von nicht myeloiden Zellen exprimiert wird,
wurde ein Antikorper (PG-M1) verwendet, der, im Gegensatz zu anderen Antikérpern,
nur mit einem fixierungsresistenten Epitop einer auf Makrophagen beschréankten
Isoform von CD68 reagiert (Kunz-Schughart et al., 2003; Heinemann et al., 2000; Falini
et al., 1993; Kunisch et al., 2004).

Um die CUX1-Expression in tumorassoziierten Makrophagen zu untersuchen, wurden
zunachst immunhistochemische Farbungen an humanen Pankreaskarzinomgeweben
durchgefuhrt. Alle 10 untersuchten humanen Karzinomgewebe zeigten eine starke
Infiltration mit CD68" Makrophagen in den stromalen Arealen. Durch eine auf die
CD68-Farbung folgende zweite Farbung mit einem gegen CUX1 gerichteten Anitkdrper
konnte die Expression von CUX1 in Makrophagen sichtbar gemacht werden.
Exemplarisch ist das Ergebnis einer solchen Doppelfarbung in Abbildung 5A
dargestellt. Die Doppelfarbungen zeigten, neben einer starken cytoplasmatischen und
nuklearen Préasenz in den Tumorzellen (Abb. 4A, roter Pfeil), deutliche nukledre CUX1-
Signale in einem von Gewebe zu Gewebe schwankenden Anteil CD68-positiver
Makrophagen. Die Quantifizierung der CUX1-Farbung in CD68" Makrophagen in den
Tumorschnitten ergab einen Anteil von CUX'/CD68*-Zellen zwischen 10 und 60 %
(Abb. 4B).
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Abbildung 4. CUX1 wird von einem Teil der tumorassoziierten Makrophagen des
humanen Pankreaskarzinoms exprimiert. A) Immunohistochemische Doppelfarbung mit
einem gegen CD68 (blaugriin) und einem gegen CUX1 (braun) gerichteten Antikbrper an einem
reprasentativen Gewebeschitt eines humanen Pankreaskarzinoms. Der rote Pfeil markiert die in
duktalen Strukturen angeordneten Tumorzellen. Balken entspricht 100 um B) Auszéhlung von
CUX1'/CD68"- und CUX1/CD68"-Zellen an zehn unabhéngigen Karzinomgeweben. Es wurden

pro Gewebe mind. 3 separate Schnitte mit jeweils mindestens 5 Sichtfeldern ausgewertet.

Um die CUX1-Expression in Makrophagen vergleichend zwischen malignem und nicht
malignem Pankreasgewebe zu untersuchen wurde ein genetisches Mausmodell des
LSL-TI’p53R172H/+;

Tiere weisen eine pankreasspezifische Expression von onkogenem Kras und

Pankreaskarzinoms (LSL-Kras®?*; Pdx-1-Cre) verwendet. Diese
dominant-negativem Trp53 auf und entwickeln mit einer Penetranz von nahezu 100 %
innerhalb eines Jahres Pankreaskarzinome, die eine sehr groRe Ahnlichkeit zur

humanen Krankheit aufweisen (Hingorani et al., 2005).

Unter Verwendung des MACS Cell Separation Systems wurden CD11b"-Zellen aus
Pankreata von 4 - 5 Monate alten Tieren isoliert. In diesem Alter zeigen bereits einige
der Tiere fortgeschrittene Tumore wéhrend andere ein noch anndhernd unverandertes
Pankreasgewebe mit wenigen PanIN-Lasionen aufweisen. Die Reinheit der isolierten
Zellen wurde mittels FACS Uberprift und lag stets bei Uber 90 % (s. Anhang Abb. 28).
Aus den isolierten Zellen wurde RNA gewonnen und die Menge an CUX1 mRNA relativ
zu GAPDH mittels gRT-PCR analysiert (Abb. 5A). Dartber hinaus wurden die
Pankreata sowohl makroskopisch als auch histologisch auf Anzeichen eines Tumors
untersucht (Abb. 5B).

Die Analyse von 3 nicht malignen und 6 malignen Pankreata zeigte einen tendenziellen

Anstieg der CUX1-mRNA in aus Karziomgewebe isolierten CD11b*-Makrophagen
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gegenuber den aus nicht malignem Pankreasgewebe isolierten Zellen, wenngleich
dieser Trend aufgrund der geringen Fallzahl von nicht malignen Pankreata keine
Signifikanz erreichte (Abb. 5A). Dieser Befund lasst die Vermutung zu, dass die CUX1-

Expression auch in Makrophagen im Verlauf der Tumorentwicklung zunimmt.

A o B.
5
Zg 0.05+
~ 0.04- .
N
— 0.034
[0
< 0.024 .
=2 —
x 0.01- u
1S —_— .-l
; 0.00 + T
o 2 Q)
o 2 2
Q S
Qe\ o“”\
O 'Z\r\Q

& N
&

N
Abbildung 5: CUX1 mRNA ist in CD11b*-Makrophagen aus invasiven Pankreakarzinomen
gegenuber denen Pankreata ohne invasive Tumore erhoht. A) QRT-PCR-Analyse der
CUX1-mRNA von aus Pankreata von LSL-Kras®*??*; LSL-Trp53™"?"*: Pdx-1-Cre Mausen mit
und ohne invasive Tumore isolierten CD11b’-Zellen. B) HE-Farbung von zwei der

entnommenen Pankreata (nicht malignes Pankreas (links), Pankreaskarzinom (rechts)).

3.2 Die Expression von CUX1 in Makrophagen wird durch TGF-B1 stimuliert

Um die gesteigerte CUX1-Expression in Makrophagen des Pankreaskarzinoms
detaillierter zu beleuchten, wurden Untersuchungen zur Regulation der CUX1-
Expression in Makrophagen durchgefihrt. Transforming Growth Factor B (TGF-B)
Sighalwege sind sowohl als wichtige Mediatoren der Tumorprogression wie auch als
bedeutend in der Immunregulation bekannt (Friess et al., 1993; Li et al., 2006).
Dartber hinaus wurde TGF-B1 als Stimulator der CUX1-Expression in mehreren
Zelltypen beschrieben (Michl et al., 2005; Fragiadaki et al., 2011; De Vos et al., 2002).
Daher wurde untersucht, ob TGF-B1 ebenfalls einen Einfluss auf die CUX1-Expression
in Makrophagen hat.

Um die Auswirkungen von TGF-B auf CUX1 in Makrophagen zu untersuchen wurden

murine und humane monozytare Zelllinien sowie primare humane Makrophagen mit
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rekombinantem TGF-B1 stimuliert und die CUX1-mRNA- und Proteinmengen nach 24-

stundiger Inkubation analysiert.

Die Stimulation sowohl von primaren humanen Makrophagen wie auch von murinen
und humanen monozytaren Zelllinien mit rekombinantem TGF-B1 flhrte zu einem
Anstieg sowohl der CUX1-mRNA (Abb. 6B) als auch des CUX1-Proteins (Abb. 6A).
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Abbildung 6: CUX1-Protein und -mRNA in monozytéren Zellen werden durch Stimulation
mit TGF-B1 erhoht. A) Immunoblot Analyse von CUX1 in monozytaren Zelllinien und priméren
humanen Makrophagen nach 24-stindiger Behandlung mit rekombinantem murinem bzw.
humanem TGF-f1 (10 ng/ml). B) QRT-PCR-Analyse der CUX1-mRNA-Expression in
MonoMac6-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit rek. TGF-31.

TGF-B wird von zahlreichen Zelltypen innerhalb des Mikromilieus eines
Pankreaskarzinoms sezerniert. Als bedeutende Quelle fir TGF-B gelten die
Tumorzellen selbst (Friess et al.,, 1993). Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Pankreaskarzinomzelllinien zeigten eine deutliche TGF-B-Expression (s. Anhang
Abb. 32). Um die Wirkung von Pankreaskarzinomzellen auf die CUX1-Expression in
Makrophagen und insbesondere die Rolle des von den Tumorzellen sezernierten
TGF-B zu untersuchen, wurden Kokulturexperimente durchgefuhrt. Hierfir wurden die
monozytare Zelllinie MonoMac6 gemeinsam mit den humanen Pankreastumorzelllinien

Capan-1 und Suit2-007 in einer modifizierten Boydenkammer flr 24 Stunden kultiviert.
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AnschlieRend wurde die Menge an CUX1-Protein in den MonoMac6 mittels

Immunoblot analysiert.

Die Kultivierung von MonoMac6 mit den Pankreaskarzinom-Zelllinien flhrte, ebenso
wie die Zugabe von rekombinantem TGF-B1, zu einem Anstieg des CUX1-Proteins in
MonoMac6 Zellen. Dieser Anstieg konnte in allen Fallen durch die Zugabe des TGF-3
Rezeptor | Inhibitors SB-431542 aufgehoben werden (Abb. 7A). Dieses Resultat deutet
auf eine Interaktion zwischen Tumorzelle und Makrophagen mit Beteiligung des TGF-3
Signhalwegs in der Regulation von CUX1 in Makrophagen hin.
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Abbildung 7: Die Co-Kultivierung von Pankreaskarzinomzellen und monozytéaren Zellen
fiuhrt zu erhdhten CUX1-Levels in den monozytaren Zellen. A) Immunoblot-Analyse der
CUX1-Expression in MonoMac6-Zellen nach 24stindiger gemeinsamer Kultivierung mit den
Pankreaskarzinomzelllinien Suit2-007 bzw. Capanl und Zugabe des TGF-B Rezeptor |
Inhibitors SB-431542. Als Negativkontrolle wurde reines RPMI-Medium verwendet; als
Positivkontrolle dienten 30 ng/ml rekombinantes TGF-1 B) Schematische Darstellung des

Versuchsaufbaus.

3.3 CUX1 beeinflusst die Zytokinexpression in Makrophagen

Basierend auf den immunohistochemischen Expressionsdaten stellt sich die Frage, ob
die  CUXI1-Expression in  tumorassoziierten = Makrophagen (TAM) des
Pankreaskarzinoms einen funktionellen Effekt bei der Tumorprogression ausubt.
Makrophagen beeinflussen das umliegende Tumorgewebe in erster Linie durch die
Produktion von sezernierten Faktoren wie u. a. Zytokinen. Da CUX1 bereits als
Modulator der Zytokinexpression in Melanomzellen beschrieben wurde, sollte im
Folgenden der Einfluss von CUX1 auf die Zytokinexpression in Makrophagen

untersucht werden (Ueda et al., 2007).
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Zu diesem Zweck wurde die CUX1-Expression in der Makrophagenzelllinie J774.A1
mittels siRNA-Transfektion moduliert (s. Anhang Abb. 29) und die mMRNA-Expression
von 84 Zytokinen und Zytokin-Rezeptoren durch einen QRT-PCR Profiler analysiert.
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Abbildung 8: CUX1 beeinflusst die mRNA-Level Ml-assoziierter Zytokine. QRT-PCR
Profiler Analyse der mRNA-Level einiger mit Inflammation in Verbindung stehender Gene in mit
CUX1-siRNA und mit Kontroll siRNA transfizierten J774.A1. Gegeneinander aufgetragen ist die
jeweilige mRNA-Menge relativ zu B-Actin. Blau dargestellt sind Gene die mit dem M1-Ph&notyp,
rot solche die mit dem M2-Phanotyp von Makrophagen in Verbindung gebracht werden
(Martinez et al., 2006, Mantovani et al., 2004). Kontrollgene (,housekeeping genes®) sind griin

markiert.

Es zeigte sich eine signifikanter Anstieg der mRNA-Level einiger M1-assoziierter Gene
wie z. B. CCL7, CCL5, CCL8 und CXCL10 nach Herunterregulation von CUX1 mit
siRNA im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen. Gene die mit dem M2-Phanotyp
von Makrophagen in Verbindung gebracht werden wie IL-10, CCL22, CCL24, CCL1
oder CCL17 sowie die Haushaltsgene B-Actin, GAPDH, HPRT1, Hsp90 und Gusb
waren im Wesentlichen nicht beeinflusst durch die Depletion von CUX1 (Abb. 8). Somit
ist aus den Expressionsprofildaten zu postulieren, dass CUX1 M1l-assoziierte

Chemokine transkriptionell reprimieren kann.
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3.3.1 Regulation von CCL5 und CXCL10 durch CUX1

Exemplarisch wurden zwei der durch CUX1 beeinflussten Zytokine, CCL5 und
CXCL10, ausgewahlt, um die einer CUX1-abhangigen Regulation zugrunde liegenden

Mechanismen detailierter zu untersuchen.

Hierzu wurden in einem ersten Schritt die Ergebnisse des Profiler durch Analyse der
MRNA-Level mittels qRT-PCR und durch Untersuchung der Proteinexpression bzw.
Sekretion mittels ELISA in J774.A1-Zellen nach Modulation von CUX1 mittels SiRNA
Uberprift (Abb. 9). Die Effizienz der Herunterregulation von CUX1 wurde mittels gRT-
PCR uberprift (s. Anhang Abb. 32).
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Abbildung 9: CUX1 moduliert die mRNA und Proteinexpression von CCL5 und CXCL10 in
J774.A1 Zellen. Die Expression von CUX1 in J774.Al-Zellen wurde durch Transfektion von
SsiRNA herunterreguliert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde die mMRNA-Expression mittels

A) qRT-PCR-Analyse und die sezernierte Proteinmenge mittels B) ELISA ermittelt.

Um die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf weitere Zellsysteme zu bestatigen,
wurde die Regulation von CCL5 und CXCL10 in weiteren monozytaren Zellen
untersucht. Hierfur wurden die die murine Zelllinie RAW264 und die humane Zelllinie

MonoMac6 sowie primare humane Makrophagen mit siRNA transfiziert und mRNA-



Ergebnisse

59

Expression mittels gRT-PCR analysiert (Abb. 10). Die Effizienz der Herunterregulation
von CUX1 wurde mittels gRT-PCR uberpruft (s. Anhang Abb. 32).
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Abbildung 10: CUX1 moduliert die mRNA und Proteinexpression von CCL5 und CXCL10
in RAW264- und MonoMac6-Zellen sowie primdren humanen Makrophagen. RAW264,
MonoMac6 und J774.A1 wurden jeweils mit SiRNA transfiziert und 24 Stunden nach der
Transfektion die Expression von CCL5 und CXCL10 mittels gqRT-PCR analysiert.

Es ist bekannt, dass Makrophagen Rezeptoren fir doppelstrangige RNA besitzen und
auf diese mit Zytokinexpression reagieren (Zhou et al., 2013). Um daher mdgliche
unspezifische Effekte durch siRNA-Transfektion auszuschlieen und die Regulation

durch CUX1 weiter zu untersuchen, wurden mittels retroviraler Transduktion stabil
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CUX1p200 iiberexprimierende MonoMac6 (MM6°“*!) und entsprechende Leervektor-
Kontrollen (MM6"°*) generiert (s. Anhang Abb. 30). In diesen Zellen wurde die
Expression von CCL5 und CXCL10 mittels gRT-PCR analysiert (Abb. 11). Ausgehend
von der Annahme einer Repression der proinflammatorischen M1-Zytokine durch
CUX1, wurde die Zytokinexpression durch Behandlung mit dem proinflammatorischen
Zytokin TNF-a stimuliert.
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Abbildung 11: Uberexpression von CUX1 reprimiert die TNF-a-induzierte mRNA-
Expression von CCL5 und CXCL10 in MonoMac6-Zellen. QRT-PCR-Analyse der CCL5 und
CXCL10 mRNA-Level in MonoMac6°”** und MonoMac6"°* nach 4-stiindiger Behandlung +/-
20 ng/ml TNF-a.

Im Gegensatz zu der durch CUX1 unbeeinflussten basalen mRNA-Expression zeigte
sich, sowohl fir CCL5 als auch fir CXCL10, eine signifikante Reduktion der TNF-a -
induzierte Expression in MonoMac6°“** Zellen (Abb. 11). Dieses Ergebnis stiitzt die
Hypothese einer Funktion von CUX1 als transkriptioneller Repressor der Expression

dieser Zytokine.

3.3.2 CUX1reguliert CCL5 und CXCL10 auf transkriptioneller Ebene

Die beobachtete Regulation der mRNA- und Proteinexpression in Makrophagen durch
CUX1 koénnte auf verschiedenen Ebenen stattfinden. Denkbar waéren eine

Beeinflussung der mRNA-Stabiltat oder eine Regulation der Transkription dieser Gene.
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Fur eine weitere Charakterisierung der Zytokinregulation durch CUX1 wurden die
Auswirkungen von CUX1 auf die Promotoraktivitat dieser Zytokine untersucht. Hierfur
wurden Reporter-Assays mit humanen CCL5 und CXCL10 Promotorfragmenten in
stabil CUX1 Gberexprimierenden MonoMac6 durchgefuhrt (Abb. 12).
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Abbildung 12: CUX1 inhibiert die Aktivitat des CCL5- und des CXCL10-Promotors.

CUX1

Reporter-Assays zur Bestimmung der Promotoraktivitat in MonoMac6 und

Mock

MonoMac6™ . Die Konstrukte enthielten das -974/+55 Fragment des humanen CCL5- bzw.

das -525/+97 Fragment des humanen CXCL10-Promotors. Zur Stimulation der
Promotoraktivitat wurde fur 4 Stunden mit 20 ng/ml TNF-a behandelt. Dargestellt ist die relative

Luziferaseaktivitdt normalisiert mit der jeweiligen B-Galaktosidase Aktivitat.

Sowohl fur das CCL5 wie auch fur das CXCL10 Reporterkonstrukt zeigte sich eine
Repression der TNF-o-induzierten Promotoraktivitat in MonoMac6“"** im Vergleich zu
kontrolltransfizierten MonoMac6“°*-Zellen. Dies bestarkt die Hypothese der
transkriptionellen  Repression der  Zytokin-Transkription durch CUX1 auf

Promotorebene.
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3.3.3 CUX1 reprimiert Transkription durch direkte Promotor-Interaktion

Der reprimierende Wirkung von CUX1 auf die Promotoraktivitat von CCL5 und CXCL10
konnte auf einer direkten Bindung von CUX1 an die jeweiligen Promotoren oder auf
einer indirekten Beeinflussung durch Regulation der Expression bzw. der
transkriptionellen Aktivitat von weiteren an der Zytokinexpression beteiligten Faktoren
basieren.

Daher wurde eine Analyse der Expressionslevel einiger fur die Zytokinexpression und
Makrophagenpolarisierung relevanter Transkriptionsfaktoren durchgefuhrt. Hierzu

6°Y%X- und MonoMac6™°*-Zellen zu verschiedenen

wurden Proteinlysate von MonoMac
Zeitpunkten nach TNF-a Zugabe gesammelt und einer Immunoblot-Analyse

unterzogen (Abb. 13).
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Abbildung 13: Die Expression von STATs und NF-kBs in MonoMac6 ist unbeeinflusst durch
eine Uberexpression von CUX1. Immunoblot-Analyse der Expression verschiedener an der

Zytokinexpression beteiligter Transkriptionsfaktoren nach Zugabe von 20 ng/ml TNF-a.

Es konnte kein eindeutiger Effekt von CUX1 auf die Expression der hier untersuchten

STAT- bzw. NF-kB-Transkriptionsfaktoren festgestellt werden.

Sowohl fir die Aktivitat STAT-abhéngiger Signalwege wie auch fur den kanonischen
NF-kB Signalweg ist die subzellulare Lokalisation ein wesentlicher Bestandteil der
Aktivitdtsregulation. Daher wurde die subzellulare Lokalisation von STATs und NF-
kBp50 bzw. NF-kBp65 nach TNF-a-Behandlung in Abh&ngigkeit von der CUX1-



Ergebnisse 63

Expression  untersucht. Hierzu wurden nukledre und  zytoplasmatische

GCUX]. 6MOCk

Proteinfraktionen von MonoMac und MonoMac erstellt und einer Immunblot-

Analyse unterzogen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Die Lokalisation von STATs und NF-kBs ist unbeeinflusst von CUX1.
Immunoblot-Analyse der Lokalisation verschiedener an der Zytokinexpression beteiligter

Transkriptionsfaktoren 4 Stunden nach Zugabe von 20 ng/ml TNF-a.

Es zeigten sich keine eindeutigen CUX1-abhangigen Lokalisations-Unterschiede
anderer Transkriptionsfaktoren, welche die Beeinflussung der Zytokinexpression durch
CUX1 erklaren konnten. Aufgrund dieser Befunde kann postuliert werden, dass CUX1
keine indirekten Effekte auf weitere transkriptionelle Effektoren ausibt, sondern als
DNA-bindendes Protein die Promotoraktivitt dieser Zytokine durch direkte Interaktion
mit den jeweiligen Promotoren beeinflusst. Um eine mdgliche Bindung von CUX1 zu
untersuchen, wurden zunachst die Promotoren auf putative CUX1-Bindestellen hin
untersucht (Abb. 15).
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CXCL10

-182
GCAGAGGGAAATTCCGTAACTTGGAGGCTACAATAAATAATACCTTCGAGTCTGC
AACATGGGACTTCCCCAGGAACAGCCAGCAGGTTTTGCTAAGTCAACTGTAATGC
CCTTATCCAATCAGAATTAGGGAGGGAAAATGGC

-38

CCL5
-258
CTAATCAATTATTCCACTTTATAAACAAGGAAATAGAACTCAAAGACATTAAGCACT
TTTCCCAAAGGTCGCTTAGCAAGTAAATGGGAGAGACCCTATGACCAGGATGAAA
GCAAGAAATTCCCACAAGAGGACTCATTCCAACTCATATCTTGTGAAAAGGTTCCC
AATGCCC

-109

Abbildung 15: Putative CUX1-Bindestellen in enger Nachbarschaft zu Bindestellen fur
NF-kB in den humanen Promotoren von CCL5 und CXCL10. Gezeigt sind die Sequenzen -
182 bis -38 des humanen CXCL10 bzw. -258 bis -109 des humanen CCL5 Promotors relativ
zum Transkriptionsstart. Rot markiert sind Bindestellen fir NF-kB, griin putative Bindestellen fur
das CUX1-Protein.

Sowohl der humane CXCL10 als auch der humane CCL5-Promotor weisen putative
CUX1-Bindestellen benachbart zu Bindestellen fur NF-kB auf. Um eine mdgliche
direkte Bindung von CUX1 an diese putativen CUX1-Bindestellen zu untersuchen,
wurden diese Sequenzen in dem bereits zuvor verwendeten CXCL10-
Reporterkonstrukt durch ortsgerichtete Mutagenese veréndert. Mit beiden Reporter-
Konstrukten wurden Reporter-Assays in stabil CUX1 lberexprimierenden MonoMac6
durchgefuhrt (Abb. 16).

Durch den Basenaustauch in einer der zwei putativen CUX1-Bindestellen im CXCL10-
Reporterkonstrukt wurde die Repression durch CUX1 zum Teil aufgehoben. Dies

deutet auf eine mogliche Bindung von CUX1 an diese Sequenzen hin.
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Abbildung 16: Mutation der CUX1-Bindesequenzen im CXCL10-Reporterkonstrukt hebt

die Repression durch CUX1 teilweise auf. Reporter-Assays zur Bestimmung der

CUX1 Mock

Promotoraktivitat in MonoMac6 und MonoMac6™" . Die verwendeten Konstrukte enthielten
das -525/+97 Fragment des humanen CXCL10 mit der WT-Sequenz (links) bzw. mit einer
mutierten CUX1-Bindestelle (rechts). Zur Stimulation der Promotoraktivitdt wurde fir 4 Stunden
mit 20 ng/ml TNF-a behandelt. Dargestellt ist die relative Luziferaseaktivitat normalisiert mit der

jeweiligen B-Galaktosidase-Aktivitat.

Zur Klarung der Frage, ob CUX1 potenziell in der Lage ist, an die Promotoren von
CXCL10 und CCL5 zu binden, wurden DNA-Pulldown-Experimente durchgefihrt.
Hierzu wurden dsOligonukleotide, die Sequenzen aus den jeweiligen Promotoren

CUXL
6

aufweisen, mit Zelllysaten von MM inkubiert und anschlieRend prazipitiert. Zum

Nachweis der gebundenen Proteine wurde eine Immunblot durchgefihrt (Abb. 17).
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Abbildung 17: CUX1 bindet in vitro an die Sequenzen der Promotoren von CCL5 und
CXCL10. DNA-Pulldown-Assay mit DNA-Sequenzen des CCL5- und des CXCL10-Promotors.
Es wurden jeweils die Wildtyp-Sequenzen (WT) und solche mit mutierter putativer CUX1-
Bindestelle verwendet. Die Auswertung erfolgte durch Immunoblot der Prézipitate mit einem

gegen CUX1 gerichteten Antikérper.

Es zeigte sich, dass CUX1 in vitro in der Lage ist an die Promotorsequenzen von
CXCL10 und CCL5 zu binden. Darlber hinaus zeigte, dass eine Mutation der CUX1-
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Bindestelle eine Reduktion der Bindung verursacht, sodass zu vermuten ist, dass die
CUX1-Bindung sequenzspezifisch ist.

3.4 CUX1 beeinflusst die DNA-Bindung von NF-kBp65

Die Beeinflussung der Expression NF-kB-abhangiger Zytokine und die enge
Nachbarschaft der CUX1-Bindestellen zu NF-kB-Bindestellen lassen die Vermutung
zu, dass CUX1 mit NF-kB an Zytokinpromotoren interagiert.

Um die Auswirkungen von CUX1 auf die DNA-Bindung von NF-kB zu analysieren
wurde im Weiteren der Promotor von CXCL10 untersucht. Hierzu wurden zwei
unterschiedliche Oligonukleotide mit Sequenzen des CXCL10 Promotors entworfen,
welche jeweils eine NF-kB- und eine benachbarte CUX1-Bindestelle enthielten. Mit
diesen Oligonukleotiden wurden DNA-Pulldown-Assays mit Proteinlysaten von
MonoMac6"°** und MonoMac6““** durchgefiihrt (Abb. 18).

TNF-a
—
o CUX1
2
©) NF-kBp65
AN
a Ccux1
2
@) NF-kBp65

Abbildung 18: CUX1 reduziert die DNA-Bindung von NF-kBp65 an den CXCL10-Promotor
in vitro. DNA-Pulldown Assay mit zwei verschiedenen Oligonukletiden, welche Sequenzen aus
dem CXCL10- Promotor jeweils mit benachbarten CUX1- und NF-kB-Bindungsstelle
beeinhalten. Die Auswertung erfolgte durch Immunoblot der Prézipitate mit einem gegen CUX1
und einem gegen NF-kBp65 gerichteten Antikdrper.

Es zeigte sich fir beide Sequenzabschnitte jeweils eine Reduktion der TNF-a-
induzierten DNA-Bindung von NF-kBp65 in den Lysaten der CUX1-lberexprimierenden
Zellen. Dies deutet auf Beeinflussung der NF-kBp65-DNA-Bindungsaktivitdt durch
CUX1 hin.
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Um dieses Ergebnis in vivo zu bestatigen, wurden Chromatinimmunoprézipitations-
Experimente in J774.Al1-Zellen durchgefiihrt. Bei diesem Ansatz wurde die CUX1-
Expression mittels siRNA-Transfektion reduziert und die Bindung von NF-kBp65 nach
TNF-a Stimulation untersucht. Die Auswertung erfolgte mittels gPCR durch
Verwendung von zwei Primerpaaren fir den murinen CXCL10-Promotor. Als nicht
durch NF-kB gebundene Negativkontrolle dienten Primer fur das Gen des ribosomalen
Proteins RPLPO.

Es zeigte sich, dass eine Herunterregulation von CUX1 zu einer deutlich erhéhten
basalen und TNF-a induzierten Bindung von NF-kB p65 an den CXCL10-Promoter
fuhrt (Abb. 19). Dieses Ergebnis unterstitzt die auf den oben geschilderten Pulldown
Experimenten basierende Vermutung, dass CUX1 zu einer reduzierten NF-kBp65-
Bindung an den CXCL10 Promotor fihrt.
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Abbildung 19: CUX1 reduziert die DNA-Bindung von NF-kBp65 an den CXCL10-Promotor
in vivo. Chromatinimmunpréazipitation fur NF-kBp65 nach siRNA vermitteltem Knockdown von
CUX1 in J774.A1-Zellen. Die Bindung an den Promotor wurde durch 4 stindige Behandlung mit
20 ng/ml TNF-a induziert. Durchgefiinrt wurde die qPCR mit zwei Primerpaaren fiir den

CXCL10-Promotor und einem fiir einen Abschnitt des ribosomalen Proteins RPLPO.
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3.5 CUX1 beeinflusst die Acetylierung von NF-kBp65

Wie oben gezeigt, beeinflusst CUX1 sowohl die Promotoraktivitdit von CXCL10 wie
auch die Bindung von NF-kBp65 an den Promotor. Ein mdglicher Mechanismus kdnnte
daher eine Verdrangung von NF-kBp65 aus der DNA-Bindung durch CUX1 sein. Da
die transkriptionelle Aktivitat sowie die DNA-Bindungsaktivitdit von NF-kBp65 durch
zahlreiche weitere Mechanismen wie z. B. posttranskriptionelle Modifikationen reguliert
wird, sollte im Folgenden der Einfluss von CUX1 auf diese Mechanismen untersucht
werden.

Hierzu wurden Immunoblots von aus MonoMac6 gewonnenen Proteinlysaten erstellt.
Mit dem verfugbaren Antikdrper konnte kein Einfluss von CUX1 auf die
Phosphorylierung von NF-kBp65 festgestellt werden (s. Anhang Abb. 34). Da in der
Literatur Daten existieren, dass CUX1 Protein-Deacetylase-Aktivitat in den
transkriptionellen Komplex rekrutieren kann, wurde im Folgenden der Effekt von CUX1
auf die Acetylierung von NF-kB untersucht. Da mit dem verwendeten Antikérper gegen
acetyliertes NF-kBp65 an Position K310 kein Signal im Gesamtlysat erhalten wurde,

musste vorher eine Immunoprazipitation von NF-kBp65 durchgefuhrt werden.

Ohne TSA Mit TSA
MMEOc MMECU MMBMO MM6
+ - + - + - + TNF-a
] || o
S B e & Acetyl-NF-kBp65
- - - - - | «310)
—— = o e— r———— L L
P — p— — B-Actin (Input)

Abbildung 20: CUX1 reduziert Acetylierung von NF-kBp65 an Lysin310. Immunoblot
Analyse von aus MM6"°**- und MM6““*-Lysat gewonnenen NF-kBp65 Prazipitaten. Die Zellen
wurden nach 1-stiindiger Vorinkuabtion mit TSA jeweils fur 4 Stunden mit TNF-a stimuliert. links

ohne Behandlung, rechts mit 10 uM Trichostatin A.

Es zeigte sich, dass die Acetylierung von NF-kBp65 an Lysin 310 in CUX1
Uberexprimierenden Zellen reduziert ist (Abb. 20A). Dieser Effekt konnte durch

Behandlung mit dem Histondeacetylase (HDAC) - Inhibitor Trichostatin A aufgehoben
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werden (Abb. 20B). Dieses Resultat deutet auf eine Rolle von CUX1 bei der
Acetylierung von NF-kB hin, die durch HDACs vermittelt wird.

3.5.1 CUX1 interagiert mit NF-kBp65 und HDAC1

Um die beobachtete Wirkung von CUX1 auf die Acetylierung von NF-kBp65
detaillierter zu beleuchten wurde die direkte Interaktion dieser beiden Proteine
untersucht. Hierzu wurden Immunoprazipitationen von CUX1 und NF-kBp65 aus
Proteinlysaten von MonoMac6 durchgefihrt und mittels Immunoblot analysiert
(Abb. 21).

Die Immunoprézipitationen zeigten, dass CUX1 TNF-a-abhéngig mit NF-kBp65

préazipitiert werden kann und vice versa (Abb. 21).

IP CUX1 IP NE-kBp65
Input CUX1 IgG Input CUX1 19G
+ - + - + - + - + - + TNF-a
- — = e , CUX1
: -
i S ‘ . . s e NF-kBp65
- i B -Actin

Abbildung 21: CUX1 interagiert mit NF-kBp65. Immunoblot-Analyse  von

Immunopréazipitationen aus Lysaten von MM6

TNF-a stimuliert.

. Die Zellen wurden jeweils fur 4 Stunden mit

Da CUX1 als Interaktionspartner von Histondeacetylasel (HDAC1) beschrieben wurde
und HDACL1 in Verbindung gebracht wurde mit der Regulation des Acetylierungsstatus
von NF-kBp65, sollte im Folgenden die Interaktion von CUX1 mit HDAC1 untersucht
werden (Li et al., 1999; Ueda et al., 2007). Hierzu wurden Immunopréazipitationen von
CUX1 und HDAC1 aus Proteinlysaten von MonoMac6 durchgefiihrt und mittels
Immunoblot analysiert (Abb. 22).

Es zeigte sich eine direkte Interaktion von CUX1 mit HDAC1 in MonoMac6. Dies bietet
einen moglichen Erklarungsansatz fur die reduzierte Acetylierung von NF-kBp65 durch
direkte Interaktion von CUX1 und HDACL.
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Abbildung 22: CUXL1 interagiert mit HDACL. Immunoblot-Analyse von Immunoprazipitationen

CUX1

aus Lysaten von MM6 . Die Zellen wurden jeweils flr 4 Stunden mit TNF-a stimuliert.

3.6 CUX1 regulierte Zytokine beeinflussen das Tumormicroenvironment

Mehrere der identifizierten CUX1-Zytokine wie u.a. CCL5 und CXCL10 werden mit der
M1-Polarisierung von Makrophagen in Verbindung gebracht. Dieses M1-Zytokinmuster
vermittelt die antitumoralen Wirkungen von Ml-polarisierten Makrophagen,
insbesondere angiostatische Effekte und eine gegen den Tumor gerichtete

Immunantwort (Mantovani et al., 2004).

Um den Einfluss der CUX1-Expression in Makrophagen auf die Angiogense und T-Zell-
Attraktion zu untersuchen, wurden Kokulturexperimente mit durch MonoMac6
konditioniertem Medium durchgefiihrt. Da CUX1 als proliferationsférdernder Faktor in
anderen Zelltypen beschrieben wurde, erfolgte zunachst eine Prifung der
Auswirkungen von CUX1 auf MonoMac6 in Hinblick auf Proliferation, um Zellzahl-
abhangige Effekte in den Kokulturexperimenten auszuschlieRen. Hierfir wurden MTT-
Assays durchgefiihrt (s. Anhang Abb. 35). Innerhalb eines Zeitraumes von 24 Stunden

ergaben sich keine signifkanten Unterschiede.
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3.6.1 Auswirkungen von CUX1-Expression in Makrophagen auf Attraktion

von CD8*-T-Lymphozyten

Mehrere der als durch CUX1 reprimiert identifizierten Zytokine haben chemotaktische
Wirkung auf Zellen des Immunsystems. So sind sowohl CCL5 als auch CXCL10 als
Chemoattraktanten fiir zytotoxische T-Zellen beschrieben (Olson et al.,, 2002;
Franciszkiewicz et al., 2012). Im Folgenden wurde daher der Einfluss der CUX1-

Expression in Makrophagen auf die Attraktion von CD8"-T-Zellen untersucht.

Hierzu wurden Migrations-Assays in modifizierten Boydenkammern durchgefihrt. Um
zunachst die Wirkung von CCL5 und CXCL10 auf die Migration der zuvor mittels
MACS Cell Separation isolierten Lymphocyten und die Eignung des Assays zur
Erfassung ihrer Effekte zu prifen, wurde rekombinantes humanes CCL5 und CXCL10
eingesetzt (Abb. 23).

Sowohl CCL5 wie auch CXCL10 zeigten einen chemotaktischen Effekt auf CD8"-T-
Zellen. Daher ist dieser Versuchsaufbau geeignet, die Effekte dieser Zytokine auf

CD8"-T-Zellen zu untersuchen.
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Abbildung 23: CCL5 und CXCL10 wirken als Attraktanten von CD8"-Zellen. Es wurden
Migrationsassays in modifizierten Boydenkammern durchgefiihrt. A) Auszahlung der
innerhalb von 6 Stunden migrierten Zellen. Eingesetzt wurden 20 ng/ml TNF-a bzw. je 100
ng/ml CCL5 bzw. CXCL10 im unteren Kompartment. B) Exemplarische Fotos der durch die
Membran migrierten Zellen.

Im folgenden wurden Migrations-Experimente mit konditioniertem Medium von

MonoMac6°“™* und MonoMac6"°* bzw. von mit siRNA-transfizierten MonoMac6

durchgefihrt (Abb. 24).
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Abbildung 24: CUX1 Expression in Makrophagen inhibiert die chemotaktische Wirkung
auf CD8"-Lymphozyten. Es wurden Migrationsassays in modifizierten Boydenkammern mit
durch MonoMac6 konditioniertem Medium durchgefiihrt, in denen die CUX1-Expression
moduliert wurde. A) Knockdown von CUX1. B) Uberexpression von CUX1.

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Anzahl migrierender Zellen im Falle einer
CUX1-Depletion bzw. eine signifikante Reduktion im Falle einer CUX1-Uberexpression.
Eine TNF-a-Behandlung der MonoMac6-Zellen wahrend der Konditionierung des
Mediums hatte einen verstarkenden Effekt auf die Migration der T-Zellen. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der Rolle von CUX1 als transkriptioneller Repressor von
M1- Chemokinen.

3.6.2 Auswirkungen der CUX1-Expression in Makrophagen auf Angiogenese

Neben der Attraktion von T-Zellen ist Angiogenese als tumorférdernde Eigenschaft von
Makrophagen auf den Tumor beschrieben. Einige der durch CUX1 reprimierten
Zytokine wie z. B. CXCL10 sind als angiostatisch beschrieben. Um die Effekte der
CUX1-Expression in Makrophagen auf die Bildung von BlutgefalRen zu untersuchen

wurden Angiogenese-Assays mit der Endothelzelllinie HMEC-1 durchgefihrt.

Zunachst wurde gepruft, ob der Tubeformation-Assay geeignet ist, die angiostatische
Wirkung von CXCL10 zu erfassen. Hierzu wurden zuvor auf Matrigel ausgesate
HMEC-1-Zellen fur 24 Stunden mit rekombinantem CXCL10 behandelt. Die sich

ergebenen Tubes wurden mit Hilfe der TimeLapseAnalyzer Software erfasst (Abb. 25).
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Abbildung 25: Rekombinantes CXCL10 inhibiert die Bildung von gefassartigen ,,Tubes*
durch HMEC-1 Zellen. Es wurden , Tube formation“ Assays mit HMEC-1-Zellen durchgefihrt.
Diese wurden fur 24 Stunden verschiedenen Konzentrationen rekombinantem CXCL10
ausgesetzt. A) Auswertung der Lange und Verzweigungen der Tubes. Dargestellt ist jeweils die
Lange der Tubes bzw. die Anzahl der Verzweigungen relativ zur jeweiligen Kontrolle. Die
Auswertung erfolgte mit der TimeLapseAnalyzer Software. B) Exemplarische fotografische

Aufnahmen.

Es zeigte sich eine konzentrationsabhangige Reduktion sowohl der Lange wie auch
der Anzahl der Verzweigungen der sich bildenden Tubes. Demnach ist dieser Assay

geeignet, die angiostatische Wirkung von CXCL10 zu erfassen.

Im Folgenden wurden Tube-Formation-Experimente mit Gber einen Zeitraum von 24

6CUX1 6MOCk

Stunden gesammelten konditioniertem Medium von MonoMac und MonoMac

bzw. von mit siRNA transfizierten MonoMac6 durchgefiihrt (Abb. 26).

Es zeigten sich kirzere und weniger stark verzweigte Tubes im Falle einer CUX1-
Depletion bzw. langere und starker verzweigte im Falle einer CUX1-Uberexpression.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Rolle von CUX1 als transkriptioneller
Repressor von angiostatischen M1-Zytokinen.
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Abbildung 26: CUX1-Expression in Makrophagen fordert die Bildung von Tubes in vitro.
Es wurden Tube formation Assays mit HMEC-1 Zellen durchgefuhrt. Diese wurden fur 24
Stunden konditioniertem Medium von MonoMac6 Zellen ausgesetzt, in denen die CUX1-
Expression moduliert wurde. A) Knockdown von CUX1. B) Uberexpression von CUXL.
Dargestellt ist jeweils die Lange der Tubes bzw. die Anzahl der Verzweigungen relativ zur

jeweiligen Kontrolle. Die Auswertung erfolgte mit der TimeLapseAnalyzer Software.
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4. Diskussion

Zu den Kennzeichen maligner Tumore gehodren u. a. ungehemmte Proliferation,
abnormale Vaskularisierung, Gewebsinvasion, Metastasierung und die Modulation der
Immunantwort (Hanahan et al., 2011). Makrophagen sind entscheidend an all diesen
Prozessen beteiligt (Bingle et al., 2006, DeNardo et al., 2009, Cheng et al., 2007,
Kimura et al., 2007; Ojalvo et al., 2009). Die beteiligten Signalwege und Faktoren sind
aber nach wie vor nur unvollsténdig verstanden. Wissen lber diese Vorgange konnte

Maoglichkeiten fur ein Eingreifen in diese tumorférdernden Prozesse bieten.

Fur mehrere solide Tumore konnte gezeigt werden, dass die Expression des
Transkriptionsfaktors CUX1 im Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem Gewebe
signifikant erhoht ist und im Verlauf der Tumorprogression ansteigt. Im Fall des
Mammakarzinoms konnte dartber hinaus eine negative Korrelation zwischen CUX1-
Expression und dem rezidivfreien Uberleben gezeigt werden (Michl et al., 2005,
Cadieux et al.,, 2009). Ein ahnlicher Zusammenhang kann auch fir das
Pankreaskarzinom vermutet werden (Michl et al., 2005; Ripka et al.,, 2010). Die
tumorférdernde Wirkung von CUX1 kann zurtickgeftihrt werden auf die proliferations-
und migrationstimulierende Wirkung sowie apoptoseinhibierende Effekte von CUX1 in
Tumorzellen (Michl et al., 2005; Ripka et al., 2010; Kedinger et al., 2009). Uber eine
Rolle von CUX1 in Zellen des Tumorstromas und insbesondere in Tumor-assoziierten

Makrophagen ist bisher nichts bekannt.

4.1 CUX1-Expression in Makrophagen

Basierend auf In-vitro-Studien wurde fir viele Jahre angenommen, dass die Funktion
von CUX1 im Wesentlichen in der Repression von Genen liegt, die in terminal
differenzierten Zellen exprimiert sind, und dass sich daher die CUX1-Expression auf
undifferenzierte Zellen und embryonale Gewebe beschrankt (Pattison et al., 1997; van
Gurp et al., 1999, Ellis et al., 2001). Diese Annahme galt auch fir Zellen myeloider
Abstammung (Khanna-Gupta et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Expression von CUX1 in ausgereiften
Makrophagen beschrieben. Dies steht im Widerspruch zu friheren Untersuchungen
von Lievens et al., die zeigten, dass sowohl die Expression als auch die DNA-Bindung

von CUX1 wahrend der Differenzierung von phagozytierenden Zellen abnimmt
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(Lievens et al., 1995). Passend zu dieser Hypothese wurde auch beschrieben, dass
CUX1 die Expression von GP91PHOX, einem in terminal differenzierten Makrophagen
stark exprimierten Gen, reprimiert (Lievens et al., 1995, Skalnik et al., 1991, Luo et al.,
1996).

Mogliche Griinde fir diese zu den vorliegenden Daten diskrepanten Befunde kdnnten
in den jeweils verwendeten Zellsystemen bzw. deren Stimulation liegen. So
verwendeten Lievens et al. die Leuk&miezelllinie HL-60, die durch Stimulation mit dem
Proteinkinase @ C  (PKC)-Aktivator  Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)  zu
makrophagenahnlichen Zellen differenziert wurden. PKC hat wichtige Funktionen in der
Aktivierung von Makrophagen z. B. in der TLR4-Signaltransduktion und kann daher als
proinflammatorischer Stimulus gelten (Valledor et al.,, 2000). Im Gegensatz dazu
wurden in den hier prasentierten Experimenten, u. a. primare humane Makrophagen,

differenziert durch 7-tagigen Adhérenzstimulus ohne weitere Faktoren, verwendet.

Daruber hinaus konnte in den hier prasentierten Daten eine CUX1-Expression in
Makrophagen in vivo sowohl durch immunhistochemische Farbungen mit einem
makrophagenspezifischen Antikérper wie auch durch Untersuchungen in einem
genetischen Mausmodell demonstriert werden. Die beobachtete gesteigerte
Expression von CUX1-mRNA in tumorassoziierten Makrophagen gegenuber
Makrophagen aus Pankreata mit nicht invasiven Vorlauferlasionen steht in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Michl et al., dass die Expression des
CUX1-Proteins im Gewebe des Pankreaskarzinoms gegeniiber gesundem
Pankreasgewebe erhdht ist (Michl et al., 2005).

Passend zu Vorbefunden aus anderen Zellsystemen konnte in dieser Arbeit auch in
Makrophagen CUX1 als TGF-B-Zielgen identifiziert werden (Fragiadaki et al., 2011,
Michl et al., 2005). Es ist bekannt, dass die Expression von TGF-B1 in der Progression
des humanen und murinen Pankreaskarzinoms ansteigt und dartber hinaus eine
gesteigerte Expression mit einer reduzierten Uberlebensrate korreliert (Streit et al.,
2009; Friess et al., 1993). Als Quellen des TGF-B gelten neben stromalen Zellen vor
allem die Tumorzellen (Satoh et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass das von Tumorzellen sezernierte TGF-B die Expression von CUX1 in
monozytaren Zellen stimuliert. Demnach bietet die Wirkung von TGF-B1 auf
makrophagenahnlichen Zellen einen mdglichen Erklarungsansatz fur die gesteigerte

CUX1-Expression in TAMs des Pankreaskarzinoms.
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4.2 CUX1 vermittelt eine immunsuppressive Wirkung in Makrophagen

Die Wirkung von TGF-B auf Tumore bzw. die Tumorentstehung ist ambivalent. TGF-3
kann sowohl tumorsupprimierend als auch tumorfordernd wirken. So ist beschrieben,
dass TGF-B die Tumorinitiation und die frihe Tumorentwicklung u. a. durch
Suppression der Proliferation und Induktion von Apoptose inhibieren kann (Siegel et
al., 2003). In fortgeschrittenen Tumorstadien jedoch kann es eine gegenteilige Wirkung
entfalten und die Progression fordern. Solch eine tumorférdernde Wirkung konnte auch
fur das Pankreaskarzinom gezeigt werden (Friess et al., 1993).

Die tumorférdernden Eigenschaften von TGF- werden u. a. durch seine Wirkung auf
maligne Zellen vermittelt z. B. durch eine Fehlregulation des Zellzyklus oder durch
Induktion eines Prozesses der Transdifferenzierung von einem epithelialen zu einem
mesenchymalen Phanotyp (Epithelial-mesenchymale Transition - EMT) (Jungert et al.,
2007; Heldin et al., 2012). Des Weiteren wird die tumorférdernde Wirkung von TGF-f3
vermittelt durch seine Wirkung auf stromale Zellen des Tumorgewebes, insbesondere
auf Zellen des Immunsystems (Yang et al., 2010). TGF-3 ubt Effekte auf nahezu alle
Zellen sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystem aus, die im
Wesentlichen der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz durch Kontrolle der Initiation
und Beendigung von entzindlichen Prozessen dient (Li et al., 2006). Demnach wirkt
TGF-B in erster Linie immunsuppressiv, indem es die Aktivierung und Funktion von
zahlreichen Immunzellen unterdriickt bzw. immunsuppressive Zellen wie
beispielsweise regulatorische T-Zellen aktiviert (Ghiringhelli et al., 2005; Castriconi et
al., 2003; Lee et al., 2004; Cazac et al., 2000; Thomas et al., 2005; Fridlender et al.,
2009).

Auch fur Makrophagen wurde ein immunsuppressiver Effekt von TGF- nachgewiesen.
So konnte gezeigt werden, dass TGF-f in vitro die LPS induzierte Aktivierung von
Makrophagen und die Expression einiger inflammatorischer Mediatoren wie TNF-a,
CCL3 and CXCL2 inhibieren kann (Bogdan et al., 1992, Werner et al., 2000). Dartber
hinaus blockiert TGF-B die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) und reduziert die
Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in aktivierten Makrophagen
(Vodovotz et al., 1993; Tsunawaki et al., 1988).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das TGF-B-Zielgen
CUX1 eine inhibierende Wirkung auf die Expression proinflammatorischer Zytokine in

Makrophagen hat. Uber eine Rolle von CUX1 als Modulator von Immunantworten ist
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bisher nur wenig bekannt. Darsigny et al. konnten zeigen, dass eine experimentell
induzierte Colitis in Mausen mit Expression eines inaktiven Cux1-Proteins (Cux1AHD)
einen deutlich schwereren Verlauf nimmt als in Wildtyp Tieren. Cux1AHD-Mause
zeigten signifikant hohere Level der proinflammatorischen Zytokine Tnf-a, Inf-y und
Cxcll im Colon und eine verzogerte Regeneration der Schleimhaut (Darsigny et al.,
2010). Diese Befunde konnten auf eine Rolle von CUX1 in der TGF-B abhangigen
Beendigung oder Unterdriickung inflammatorischer Prozesse hindeuten.

4.3 CUX1 inhibiert die NF-kB abhéngige Zytokinexpression

Einer der Mechanismen, welcher der TGF- abhangigen Regulation der Inflammation

zugrunde liegt, ist die Beeinflussung des NF-kB-Signalweges.

Die Familie der Rel-Proteine umfasst funf Mitglieder, die in verschiedenen
Kombinationen Homo- und Heterodimere, genannt NF-kB, bilden kdnnen. Die
haufigste NF-kB-Form ist das p50/p65-Heterodimer. Im inaktiven Zustand liegt NF-kB
im Zytoplasma gebunden an einen Inhbitor (Inhibitor of kB, I-kB) vor. Durch Stimulation
mit LPS oder TNF-a wird I-kB durch die Inhibitor of kB Kinase (IKK) phosphoryliert und
dadurch fir den proteasomalen Abbau markiert. Das NF-kB-Dimer kann nun in den
Nukleus transportiert werden wo es die Expression von Zielgenen reguliert. Die
Beendigung der NF-kB vermittelten Transkription erfolgt durch Bindung von
neusythetisiertem I-kB an NF-kB und dem Export aus dem Nukleus (Karin, 1999).

In dieser Arbeit konnte eine Beeinflussung der Bindung von NF-kBp65 an den CXCL10
Promotor durch CUX1 charakterisiert werden. Der funktionelle Antagonismus zwischen
NF-kBp65 und CUX1 kdnnte auf die sterische Verdrangung von NF-kB oder einem fur
die NF-kB-Aktivitdt bendtigten Cofaktor zuriickzufuhren sein. Diese Wirkung von CUX1
als ,Displacement Protein® wurde in der Literatur mehrfach beschrieben (Lievens et al.,
1995; Mailly et al., 1996; Luo et al., 1996; Catt et al., 1999).

Dartber hinaus wird die DNA-Bindung und die transkriptionellen Aktivitdt von NF-kB
durch zahlreiche posttranslationale Modifikationen reguliert (Schmitz et al., 2004).
Demnach kénnte CUX1 die NF-kB-Aktivitdt auch auf Ebene der Proteinmodifikation
beeinflussen. Diese Mdglichkeiten wurden in der vorliegenden detailierter Arbeit

untersucht. Eine mogliche Beeinflussung der Phosphorylierung, welche die DNA-
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Bindung von NF-kB beeinflusst (Schmitz et al., 2004) konnte im Rahmen dieser Arbeit
mit den zur Verfugung stehenden Antikdrpern nicht nachgewiesen werden.

Im Gegensatz hierzu konnte ein Einfluss von CUX1 auf die Acetylierung von NF-kBp65
gezeigt werden. Eine Acetylierung von NF-kBp65 kann an mehreren Positionen
erfolgen. Unter anderem gehdren hierzu die Lysinreste K218, K221 und K310 (Chen et
al., 2001). Die Acetylierung an Lysin K221 verstarkt die DNA-Bindung von NF-kBp65
und verhindert die Bindung an IkBa, was zu einer Verlangerung der NF-kB Antwort und
zu einer Inhibition des nukledren Exports fuhrt (Chen et al., 2001; Chen et al., 2002).
Die Acetylierung von Lysin K310 wird bengétigt fur die vollstandige transkriptionelle
Aktivitat von NF-kBp65 (Chen et al., 2002). Dementsprechend wird Deacetylierung mit
einer Inhibition der NF-kB-Antwort in Verbindung gebracht (Greene et al., 2004).

Die Acetylierung von NF-kBp65 wird reguliert durch ein Zusammenspiel von
Acetyltransferasen und Deacetylasen. NF-kBp65 kann acetyliert und damit aktiviert
werden durch Coactivator-Komplexe bestehend aus verschiedenen Acetyltransferasen
wie u. a. CBP, p300 und p/CAF (Sheppard et al., 1999). Dartiber hinaus kann NF-kB
direkt oder indirekt Corepressor-Komplexe rekrutieren, welche Deacetylase-Aktivitat
besitzen und vermutlich die basale und die induzierte NF-kB-abh&angige Transkription
inhibieren. Mehrere Histon-Deacetylasen (HDAC) wie HDAC-1, HDAC-2, HDAC-3 und
HDAC-6 wurden mit einer Deacetylierung von NF-kBp65 in Verbindung gebracht
(Ashburner et al., 2001; Zhong et al., 2002; Yu et al., 2002; Kiernan et al., 2003; Chen
et al., 2001; Zhang et al., 2002). Fir eine Funktion von HDACs als negative
Regulatoren der NF-kB Aktivitat sprechen des weiteren Studien, die zeigen, dass eine
Uberexpression von HDACs die transkriptionelle Aktivitat von NF-kB senkt. Im Einklang
hiermit stehen zudem Berichte Gber eine erhdhte NF-kB-Aktivitat durch Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren (Chen et al., 2003; Ashburner et al., 2001; Zhong et al., 2002; Quivy
et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine direkte Interaktion von CUX1 mit HDAC1
gezeigt, die zuvor bereits in anderen Zelltypen beschrieben wurde (Sharma et al.,
2009; Li et al., 1999). Eine Rekrutierung von HDAC1 zu NF-kBp65 durch CUX1 bietet
eine moglichen Mechanismus fir die gezeigte CUX1-abhangig reduzierte Acetylierung
von NF-kBp65 an K310. Die Acetylierung von K218 und K221 konnte aufgrund

fehlender Antikdrper nicht untersucht werden.
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In Ubereinstimmung mit der Hypothese von CUX1 als Modulator der NF-kB-
Acetylierung haben Ueda et al. eine Reduzierung der NF-kBp65-Acetylierung durch
Entfernung der Acetyltransferase CBP aus dem transkriptionellen Komplex von NF-kB
durch CUX1 in Melanomzellen beschrieben (Ueda et al., 2007). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit an den hier verwendeten Zellsystemen allerdings nicht bestatigt
werden (Daten nicht gezeigt).

Die hier dargestellte Wirkung von CUX1 auf die NF-kB-Aktivitat stellt einen neuen
zuvor nicht beschriebenen Mechanismus der immunsuppressiven Wirkung von TGF-f3
dar. Dartber hinaus kommt CUX1 hiermit eine Rolle in phénotypischen Polarisierung

von Makrophagen zu.

4.4 Rolle von CUXL1 in der Polarisierung von Makrophagen

Makrophagen stellen einen wesentlichen Bestandteil im tumorassoziierten Stroma des
Pankreaskarzinoms dar. Daten Uber ihren Einfluss auf die Progression dieses Tumors
sind jedoch begrenzt. Wie fiir viele andere maligne Tumore konnte auch fir das
Pankreaskarzinom gezeigt werden, dass Pankreastumorzellen in der Lage sind, die
Polarisierung der Makrophagen in Richtung M2 zu verandern. Morphologisch ist in
vielen Fallen ein Grofdteil der infiltrierenden Makrophagen dem M2-Phanotyp
zuzuordnen (Menen et al.,, 2012; Benson et al.,, 2012; Kurahara et al., 2011). Des
Weiteren konnte in mehreren Studien anhand immunhistochemischer Farbungen von
Oberflachenantigenen wie CD163, CD204 und CD206 gezeigt werden, dass die
Anzahl an M2-Makrophagen einen fordernden Einfluss auf die TumorgrofR3e, die Dichte
der Lymphgefal3e und die Metastasierung hat (Kurahara et al., 2011; Yoshikawa et al.,
2012; Ino et al., 2013; Kurahara et al., 2012). Insgesamt hat eine Infiltration mit M2-
polarisierten Makrophagen eine negativen Effekt auf die Prognose, wahrend M1-
polarisierte Makrophagen einen positiven Einfluss haben (Ino et al.,, 2013). Der
beschriebene reprimierende  Effekt von CUX1 auf die Ml-assoziierte,
proinflammatorsiche Zytokinexpression lasst vermuten, dass CUX1 einen insgesamt

die Tumorprogression fordernden Effekt bei der Polarisierung von Makrophagen hat.

Die in dieser Arbeit durchgeflhrten immunhistochemischen Farbungen zeigten grol3e
Variationen des Anteils CUX1 exprimierender Makrophagen zwischen den
untersuchten Geweben, aber auch innerhalb eines Gewebes. Diese Variationen sind

maoglicherweise zurickzufiihren auf jeweilige Unterschiede im Tumorstadium, der
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Differenzierung und der lokalen Présenz von auf die Makrophagen einwirkenden
Faktoren (z. B. TGF-3). Beispielsweise ist bekannt, dass der Makrophagen-Phéanotyp
in verschiedenen Regionen eines Tumors variieren kann, unter anderem durch den

Einfluss hypoxischer Bedingungen (Movahedi et al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein signifikanter Einfluss von CUX1 auf die
Expression von M2-Markergenen nachgewiesen werden. Dennoch steht die hier
beschriebene inhibierende Wirkung auf den NF-kB-Signalweg in Ubereinstimmung mit
dem derzeitigen Kenntnisstand Uber tumorassoziierte Makrophagen. Untersuchungen
in Inflammationsgetriggerten murinen Tumormodellen haben gezeigt, dass die
Aktivierung von NF-kB in Makrophagen einen entscheidender Faktor in der
Tumorinitiation und der Entwicklung in frihen Tumorphasen ist (Greten et al., 2004;
Maeda et al., 2005). Im Gegensatz dazu zeigen aus etablierten Tumoren isolierte
Makrophagen nicht nur eine Expression anti-inflammatorischer, M2-assoziierter
Zytokine wie IL-10 und TGF-[10 sondern auch eine reduzierte Expression pro-
inflammatorischer, NF-kB abhéangiger Zytokine wie IL-12, TNF-a, IL-6 oder CCL3
(Biswas et al., 2006; Torroella-Kouri et al.,, 2009; Torroella-Kouri et al., 2005).
Demnach findet ein Wandel des Makrophagen-Phéanotyps von einem
proinflammatorischen M1-Phanotyp in frihen Tumorphasen hin zu einem anti-
inflammatorischen M2-Phanotyp in etablierten Tumoren statt, der in Verbindung
gebracht werden kann mit einer Inaktivierung des NF-kB Signalweges in diesen Zellen
(Biswas et al., 2008; Sica et al., 2000).

Mechanistisch wurde die Inaktivierung von NF-kB auf verschiedene Mechanismen
zurickgefihrt. Saccani et al. zeigten, dass tumorassoziierte Makrophagen, isoliert aus
einem Fibrosarkom-Mausmodell bzw. aus humanen Ovarialkarzinomen, eine
beeintrachtigte NF-kB-Aktivierung aufweisen, welche die Autoren auf eine verstarkte
nukleare Lokalisation des inhibitorischen p50/p50-Homodimers zurtick fihrten. Dartber
hinaus beobachteten sie eine verzogerte Phosphorylierung von IkBa und eine damit
einhergehende Inhibition der nukledren Transloaktion von NF-kBp65 (Saccani et al.,
2006). Auch Porta et al. berichten von einer wesentlichen Funktion des p50/p50-
Homodimers in der Inhibition der M1-Effekte (Porta et al., 2009). Torroella-Kouri et al.
beobachteten in aus murinem Mammakarzinom isolierten Makrophagen eine
reduzierte NF-kB Aktvitat, die einherging mit einer reduzierten Expression von p50, p65
und c-rel (Torroella-Kouri et al., 2005; Torroella-Kouri et al., 2009). In den hier
verwendeten Zellsystemen konnte keine durch CUX1 modulierte Lokalisation oder

Konzentration des inhibitorischen p50/p50-Homodimers festgestellt werden (Daten
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nicht gezeigt). Die hier beschriebene Wirkung von CUX1, einer Inhibition des M1-
Phanotyps ohne aktive Induktion von M2-Effektoren, legt nahe, dass CUX1 zu einem
Phanotyp beitragt, der in der Literatur als M2c-Polarisierung bzw. regulatorischer oder
“deaktivierter” Makrophagen-Phanotyp bezeichnet wird (Mantovani et al., 2004; Mosser
et al., 2008; Tsunawaki et al., 1988).

4.5 Auswirkungen von CUX1 in TAMs auf die Tumorprogression

Die beschriebenen Wirkungen von Makrophagen auf den Tumor sind &aufR3erst
zahlreich. Ein Schwerpunkt scheint aber auf der Forderung der Tumorvaskularisierung
und in der Inhibition einer antitumoralen Immunantwort zu liegen. Daher wurden in
dieser Arbeit die Auswirkungen von CUX1 in Makrophagen auf diese Prozesse

untersucht.

Angiogenese spielt eine fundamentale Rolle in Wachstum und Metastasierung von
Tumoren (Harlozinska, 2005). Zwar gehort das Pankreaskarzinom zu den eher gering
vaskularisierten Tumoren, doch ist auch hier die Versorgung mit Blutgefalen
entscheidend fiir das Wachstum und die Metastasierung. So konnte in mehreren
Untersuchungen festgestellt werden, dass eine hohe Dichte an Blutgefalien einen
begilinstigenden Einfluss auf das Tumorwachstum und die Metastasierung des
Pankreaskarzinoms hat und insgesamt mit einer verschlechterten Prognose fir den
Patienten assoziiert ist (Jinfeng et al., 2007; Fujioka et al., 2001; Zhonggiu et al., 2004;
Kuwahara et al., 2003; Linder et al., 2001).

Die Tumorvaskularisierung erfolgt durch ein Zusammenspiel von pro- und
antiangiogenen Faktoren, die von den verschiedenen im Tumor befindlichen Zelltypen
sezerniert werden. Makrophagen spielen hierbei eine entscheidende Rolle. So
sezernieren M2-polarisierte Makrophagen proangiogene Faktoren wie VEGF, PDGF
und Mitglieder der FGF-Familie (Benson et al., 2012; Mantovani et al., 2002; Solinas et
al., 2009). Daruber hinaus produzieren sie angiogenesemodulierende Enzyme wie

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) oder Cyclooxygenase-2 (Pollard, 2004).

M1-Makrophagen hingegen sezernieren mehrere Faktoren, welche die Angiogenese
inhibieren kodnnen. Beispielsweise wurden von dem CXCR3-Liganden CXCL10
angiostatische und damit antitumorale Effekte berichtet (Bodnar et al., 2006; Bodnar et

al., 2009). Angiostatische Wirkung wurde auch von anderen in dieser Arbeit als
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potenzielle CUX1-Zielgene identifizierte Zytokine wie CXCL9 beschrieben (Sahin et al.,
2012).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CUX1 die Expression einiger
angiostatisch wirkender Zytokine inhibiert und dadurch potenziell zu einer gesteigerten

Angiogenese im Tumor beitragt.

Die Einleitung einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort ist ein wesentlicher
modulierender Faktor bei der Initierung und Progression von Tumoren. Oftmals
exprimieren Tumorzellen Oberflachenantigene, die durch das adaptive Immunsystem
erkannt werden konnen (Hiltbold et al., 1998). Um eine adaptive Immunantwort
auszulésen, missen dendritische Zellen diese Antigene spezialisierten Immunzellen
wie CD4'-T-Helfer-Zellen oder CD8*-zytotoxischen T-Zellen mit einem fur dieses
Antigen spezifischen Rezeptor in lymphatischen Organen prasentieren (Fried! et al.,
2005). Daraufhin differenzieren diese zunachst naiven Zellen zu reifen Effektor-Zellen
und begeben sich in den Blutstrom, der sie zum Tumor transportiert. Die Einwanderung
in das Tumorgewebe erfolgt unter Einfluss von Chemokinen, die durch Immunzellen
des Gewebes sezerniert werden. Im Tumorgewebe angelangt, kdnnen sie unter

bestimmten Vorraussetzungen ihre zytotoxische Wirkung gegen Tumorzellen entfalten.

Fur das Pankreaskarzinom konnte sowohl durch Untersuchungen im genetischen
Mausmodell als auch anhand humaner Gewebe gezeigt werden, dass CD8"-Effektor T-
Zellen nur in einem geringen Prozentsatz der Tumore vorhanden sind und dariiber
hinaus keine Anzeichen einer Aktivierung zeigen (Clark et al., 2007; Fukunaga et al.,
2004; Emmrich et al., 1998). Ist eine Infiltration mit CD8"-Zellen vorhanden, so ist die
mit einer positiven Prognose assoziiert (Fukunaga et al.,, 2004; Ino et al., 2013;
Ryschich et al., 2005). Demnach stellt die Infiltration des Tumorgewebes mit CD8"

Zellen einen wesentlichen Faktor fir die Immunantwort gegen den Tumor dar.

Da reaktive Effektor-T-Zellen, die gegen Tumorantigene gerichtet sind, im Blut vieler
Patienten mit Pankreaskarzinom gefunden werden kdénnen, diese aber offenbar den
Tumor nicht in ausreichender Zahl infiltrieren, kann vermutet werden, dass bereits die
Infiltration der T-Zellen in das Tumorgewebe behindert ist (Schmitz-Winnenthal et al.,
2005). Das Einwandern von CD8"-T-Zellen erfolgt in erster Linie Uber die Rezeptoren
CXCR3 und CCR5, an welche unter anderem die durch CUX1 reprimierten Zytokine
CCL5 und CXCL10 binden (Olson et al., 2002; Franciszkiewicz et al., 2012). Demnach

bietet die beobachtete Repression dieser Chemokine durch CUX1 und die dadurch
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reduzierte Infiltration mit CD8"-T-Zellen einen weiteren Mechanismus durch den CUX1

zur Tumorprogression beitragen kann.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Bislang wurde die tumorférdernde Wirkung von CUX1 auf zellautonome Prozesse in
den Tumorzellen zuriickgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig eine
tumorférdernde Wirkung von CUX1 in Zellen des Tumorstromas nachgewiesen
werden. So wird CUX1 von Makrophagen des humanen und des murinen
Pankreaskarzinoms exprimiert und beeinflusst deren Zytokinprofil. Die hier gezeigte
CUX1-vermittelte Inaktivierung von NF-kBp65 stellt einen neuen Mechanismus der
TGF-B abhangigen Unterdriickung von Anti-Tumor-Immunantworten dar. Dartber
hinaus hat die Unterdriickung der Zytokinexpression in Makrophagen durch CUX1
einen tumorfordernden Einfluss der Uber die Modulation von Immunantworten
hinausgeht. Abbildung 27 fasst die Wirkung von CUX1 in Makrophagen des
Pankreaskarzinoms zusammen. Eine therapeutische Blockade CUX1-abhangiger
Sighalwege kdnnte somit einen neuen Ansatzpunkt darstellen, eine sowohl tumorzell-
autonome als auch stromaabhangige progressionsférdernde Signalkaskade zu

inhibieren.

In folgenden Arbeiten sollte die Validierung der hier erhaltenen Daten in vivo erfolgen
um die Relevanz fur den humanen Krankheitsverlauf besser abschéatzen zu kdnnen.
Hierfir konnten genetische Mausmodelle des Pankreaskarzinoms in Kombination mit
einer makrophagenspezifischen Depletion von CUX1 genutzt werden. Eine Analyse
der Tumorentwicklung oder Zusammensetzung in diesen Tieren konnte weiteren

Aufschluss uber die Wirkung von CUX1 in Makrophagen bieten.

Des Weiteren stellen sich zahlreiche Fragen auf molekularer Ebene:

e Findet eine Bindung von CUX1 an die Promotoren von CXCL10 und CCL5

auch in vivo statt?
¢ Mit welchen weiteren Interaktionspartnern ist CUX1 assoziiert?

e Welche Mechnsimen tragen zur Wirkung von CUX1 auf NF-kB bei?

Verdrangung oder Inaktivierung?
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e Welche weiteren Mechanismen CUX1-HDAC1-abhangiger Signalwege sind in
Funktion von Makrophagen von Bedeutung (z. B. Histondeacetylierung)?

e Welche Mechanismen und Signalwege regulieren die CUX1-Aktivitat in
Makrophagen (z. B. Phosphorylierung oder proteolytische Spaltung von
CUX1)?

M1-Md

® M1-zytokine

Zytotoxische
T-Zellen

NP 2 PanIN > PDAC

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Rolle von CUX1 in TAMs. Im Verlauf der
Entstehung eines Pankreaskarzinoms (PDAC) aus normalem Pankreas (NP) Uber PanIN-
Lasionen (PanIN) nimmt die Expression des immunsuppressiven Zytokins TGF- zu. Diese
gesteigerte TGF-B Expression tragt zu einer Anregung der CUX1-Expression in pankreatischen
Makrophagen bei, die wiederum an der Unterdrickung der NF-kB abhangigen
Zytokinexpression beteiligt ist. Hierdurch werden die antitumoralen Effekte von M1-

Makrophagen, wie beispielsweise die Einleitung einer Immunantwort, unterdriickt.
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5. Zusammenfassung

Das Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) zeigt eine charakteristische Stromareaktion
mit einer hohen Anzahl tumorinfiltrierender Makrophagen (TAM). Obwohl bekannt ist,
dass eine hohe Anzahl von TAMs mit einer Verschlechterung der Prognose einhergeht,
ist die Rolle dieses Zelltyps im Pankreaskarzinom nur teilweise verstanden. Mehrere
Studien haben gezeigt, dass Makrophagen aus humanen und murinen Tumoren, u. a.
auch PDAC, einen progressionsfordernden M2- oder alternativ aktivierten Phanotyp

aufweisen.

Der Transkriptionsfaktor CUX1 ist bekannt als wichtiger Mediator der
Tumorprogression und ist assoziiert mit einer negativen Prognose. Die
tumorférdernden Effekte von CUX1 wurden bisher vor allem seiner promigratorischen,
proproliferativen und antiapoptotischen Wirkung in Tumorzellen zugeschrieben.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CUX1 nicht nur von den Tumorzellen, sondern
auch von den TAMs des PDAC exprimiert wird. Eine Analyse der CUX1-Expression in
humanen Karzinomgeweben und einem genetischen Mausmodell des PDAC zeigten
eine gesteigerte CUX1-Expression in Makrophagen aus Tumorgewebe. TGF-B, ein
wichtiger Mediator der Tumorprogression, der in PDAC-Geweben stark exprimiert ist,
wurde als Stimulator der CUX1-Expression in Makrophagen identifiziert. Mittels
Uberexpression und siRNA-vermitteltem Knockdown von CUX1 wurden eine Reihe von
Zytokinen als durch CUXL1 reprimiert identifiziert, welche mit dem im allgemeinen als
antitumoral wirksamen M1-Phanotyp von Makrophagen assoziiert sind. Fir zwei
Zytokine, CCL5 und CXCL10, wurden die dieser Repression zugrunde liegenden
Mechanismen durch Reporter-Assays, DNA-Pulldown-Experimente und
Immunoprazipitationen weiter untersucht. CUX1 wurde als direkter Interaktionspartner
von NF-kBp65 identifiziert, der dessen Bindung an die Zytokinpromotoren inhibiert.
Daruber hinaus reduziert CUX1 die Acetylierung von NF-kB p65 an Lysin 310,
vermutlich durch Rekrutierung von HDACL1. Passend zu diesen M1-antagonisierenden
Effekten, inhibiert CUX1 in Makrophagen funktionell durch eine Veranderung
sezernierter Zytokine die Attraktion von zytotoxischen T-Zellen und fordert die

Angiogenese in vitro.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit CUX1 als wichtiger Modulator des
Makrophagen-Phanotyps und der Makrophagen-Funktion sowie Antagonist der NF-kB-

abhangigen Genexpression identifiziert. Dieses Wissen kdnnte zu einem besseren
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Verstandnis der tumorférdernden Eigenschaften von Makrophagen beitragen und als
neuer therapeutischer Ansatzpunkt dienen.

Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is characterized by an extensive stromal
reaction that is accompanied by high rates of infiltrating macrophages (tumor-
associated macrophage - TAM). Even though it is known that a high number of TAMs
is associated with a poor prognosis, the role of these cells in PDAC is only partially
understood. Several studies have shown that many of the macrophages isolated from
human and murine tumors, including PDAC, show a so-called M2 or alternatively
activated phenotype which is known to promote tumor progression.

Previously, the transcription factor CUX1 was identified as important mediator of tumor
progression that is associated with poor prognosis. The tumor-promoting effect of
CUX1 was mainly attributed to its pro-migratory, pro-proliferative and anti-apoptotic

effects in cancer cells.

In this study, CUX1 was identified not only to be expressed in cancer cells but also in
TAMs. To further investigate the role of CUX1 in TAMs, CUX1 expression was
immunohistochemically analyzed in human pancreatic cancer tissues and a genetic
mouse model revealing an increased CUX1 expression in macrophages isolated from
cancer tissues. TGF-B, a factor known to be highly expressed in PDAC tissues, was
identified as a stimulator of CUX1 expression in macrophages. Using overexpression
and knockdown strategies, a panel of cytokines, associated with the M1 phenotype of
macrophages, was identified as being repressed by CUX1 in monocytic cells. The
molecular mechanisms underlying this repression were further analyzed for the
cytokines CXCL10 and CCL5 by reporter assays, DNA-pulldown experiments and
chromatin-immunoprecipitations. CUX1 was identified to interfere with the NF-kB
signaling pathway by direct interaction with NF-kB p65 leading to reduced binding of
NF-kB p65 to the cytokine promoters. In addition, CUX1 reduces acetylation of NF-kB
p65 at K310 probably by recruitment of HDAC1. Functionally, CUX1 expression in
macrophages antagonizes cytotoxic T-cell attraction and enhances angiogenesis in

vitro.
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Together, this study uncovers CUX1 as an important modulator of the macrophage
phenotype and function via modulating of NF-kB dependent gene expression. This
knowledge might contribute to a better understanding of the molecular mechanisms
underlying the tumor-promoting effect of macrophages and to novel therapeutic
approaches.
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7. Anhang

SSC-A

CD11b - APC

Abbildung 28: Uberpriifung des Anteils an CD11b*-Zellen aus den isolierten
Zellen. FACS-Analyse der aus Pankreata von LSL-Kras®??*; LSL-Trp53R*"#""*; pdx-1-

Cre Méausen isolierten Zellen. Verwendet wurde ein CD11b-APC Antikorper.

siKontrolle
siCUX1

Abbildung 29: CUX1 Knockdown-Effizienz in J774.A1. Immunoblot-Analyse von

J774.A1 48 Stunden nach Transfektion von gegen CUX1 gerichteter siRNA.

MonoMac6M°«
MonoMac6°V**

CUX1p200

B-Actin

Abbildung 30: Uberexpression von CUX1 in MonoMac6. Immunoblot-Analyse von

mittels retroviraler Transduktion stabil CUX1-lberexprimierenden MonoMac6

(MonoMac6°“*) und entsprechenden Leervektor-Kontrollen (MonoMac6™%).
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Abbildung 31: Knockdown-Effizienz. QRT-PCR -Analyse von monozytéren Zellen 24
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Abbildung 32: TGF-B in Zelllinien. Immmunoblot-Analyse der TGF- Expression in
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Mock Cux1

MonoMac6 MonoMac6

0 2 4 24 O 2 4 24 Zeit nach TNF-a Zugabe [h]
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- —— e . ol gp— phosphoNF-kBp65 (Ser536)
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Abbildung 33: CUX1 hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von NF-kBp65
an Serin 536. Immunoblot-Analyse der Phosphorylierung von NF-kBp65 zu

verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe von 20 ng/ml TNF-a.
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Abbildung 34: CUX1 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Zellzahl von

CUX1L
6

MonoMac6 in einem Zeitraum von 24 Stunden. MTT-Assay von MonoMac und

MonoMac6™* jeweils +/- 20 ng/ml TNF-a.
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8. Abkirzungsverzeichnis

Abkirzung Name

a-SMA a-Smooth Muscle Actin

uM Micromolar

A Adenosin

APS Ammoniumpersulfat

ATCC American Type Culture Collection
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

ABTS 2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
bp Basenpaare

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BSA Bovine Serum Albumin

C Cytosin

cDNA Complementary DNA

CDP CCAAT-Displacement Protein
COX2 Cyclooxygenase 2

CuUXx1 Cut-like homeobox 1

DAB 3,3"-Diaminobenzidin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Deoxyribonukleosidtriphosphat
DSMz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen



AbkUlrzungsverzeichnis 121

Abkirzung Name

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetat
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EMT Epidermal-Mesenchymal Transition
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FAK Focal Adhesion Kinase

FCS Fetal Calf Serum

G Guanosin

GTP Guanosintriphosphat

HDAC Histondeacetylase

HCI Chlorwasserstoffsaure

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
HRP Horseradish Peroxidase

IkB Inhibitor of Kappa B

kb Kilo-Basepaar

kDa Kilo-Dalton

IKK Inhibitor of Kappa B Kinase

iINOS Inducible Nitric Oxide Synthase

LPS Lipopolysaccharid

M-CSF Macrophage Colony Stimulating Factor

MDSC Meyloid Derived Suppressor Cell
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Abkirzung Name

MMP Matrix-Metalloprotease

MOPS 4-Morpholinopropansulfonsaure
NCBI National Center for Biotechnology Information
NEAA Non Essential Amino Acids

NF-kB Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B cells
NLS Nukleéres Lokalisationssignal
OD600 Optische Dichte bei 600 nm

oNPG o-Nitrophenyl-B-D-Galactosid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PanIN Pancreatic Intraepithelial Neoplasia
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PDAC Pancreatic Ductal Adenocarcinoma
PSC Pancreatic Stellate Cell

PVDF Polyvinylidenfluorid

gRT-PCR Quantitative Real-Time PCR

RNAI RNA interference

rpm Rounds per Minute

RT Reverse Transkriptase

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

RSV Rous Sarcoma Virus

SDS Sodium dodecyl sulfate
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Abkirzung Name

SiRNA Small interfering RNA

SDS Sodium-Dodecyl-sulfat

SiRNA small interfering RNA

SMAD SMA (small body size)-MAD (mothers against decapentaplegic)
SNAI Snail Family Zinc Finger 1

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
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