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2 Einleitung

Transkriptionsfaktoren sind Regulatoren der Proteinbiosynthese, die die
Grundlagenwissenschaft seit den 60er Jahren beschaftigen (Burgess et al., 1969).
Wahrend anfangs transkriptionelle Prozesse ausschlieBlich in bakteriellen Systemen
untersucht wurden, kennt man heute eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren in pro-
und eukaryoten Organismen. Basale Transkriptionsfaktoren sowie gen-, zell- und
gewebespezifische Faktoren binden in einer Vielzahl an eine definierte
Promotorregion eines Gens und regulieren kooperativ oder additiv seine Expression.
Als derartige Regulatoren bestimmen Transkriptionsfaktoren nicht nur, ob, wann und
was eine Zelle zu machen hat, sie definieren auch den genauen zeitlichen und
lokalen Ablauf von Differenzierungsprozessen in Organen und Organismen.
Entsprechend kénnen Mutationen in Transkriptionsfaktorgenen zu fehlgesteuerten
biologischen  Prozessen fuhren, wie z.B. zu Tumorwachstum oder

Wachstumsretardierung.

Einer der ersten Transkriptionsfaktoren, der in Eukaryoten identifiziert wurde, war
Engrailed (En). Engrailed wurde erstmals in genetischen Screeningverfahren von
Drosophila-Mutanten gefunden. Nach Deletion des Engrailed-Gens zeigten die
Fruchtfliegen eine veranderte anteroposteriore Ausrichtung der Fligelanlage
(Lawrence und Morata, 1976). Heute wissen wir, dass Engrailed-Proteine eine
Vielzahl weiterer Funktionen in Vertebraten und Invertebraten Ubernehmen. Sie
steuern das Uberleben von Zellen (Simon et al., 2004; Wurst et al., 1990), sie
definieren das Zellschicksal von Vorlauferzellen (Condron et al., 1994), sie regulieren
die zellulare Differenzierung (Jankowski et al., 2004; Marie et al., 2002) und sind an
der Auspragung zentralnervoser neuronaler Netzwerke beteiligt (Millen et al., 1995;
Sgaier et al., 2007; Retaux und Harris, 1996; Vogel et al., 1996). Basierend auf dem
Einfluss von Engrailed-2 auf die Etablierung zentralnervdoser Netzwerke mag es
deshalb nicht verwunderlich erscheinen, dass Engrailed-2-Mutationen mit dem
Auftreten einer Wahrnehmungs- und Informationsverarbeitungsstorung des Gehirns,
der autistischen Erkrankung, assoziiert worden sind (Gharani et al., 2004; Bartlett et

al., 2005). In Anbetracht der bisher fehlenden Informationen Uber Funktionen von
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Engrailed-2 hinsichtlich der Proliferation von Zellen, ist die 2005 aufgestellte
Hypothese Uberraschend, dass Engrailed-2 auch an der Pathogenese des
Mammakarzinoms beteiligt sein soll (Martin et al., 2005). Ein solcher Einfluss auf die
Tumorpathogenese und potentielle zellulare Mechanismen waren deshalb zentrale
Fragestellungen dieser Arbeit. Einfuhrend sollen hierfur der Transkriptionsfaktor

Engrailed-2 und seine Homologe sowie deren Funktionen dargestellt werden.

2.1 Der Transkriptionsfaktor Engrailed-2

Engrailed-Proteine gehdren zur Klasse der Homeobox-Proteine, welche sich in allen
eukaryoten Organismen finden und als transkriptions-regulatorische Elemente in

Zellentwicklung und Zelldifferenzierung eingreifen.

Cell
penetration
domain
EH1 EH2 EH3 EH4 EH5
v [ Fe
elF4E  Groucho PBX Homeodomain  Transcriptional
binding binding binding repression
domain domain domains

Abb. 1: Bindungsstellen des Engrailed-Proteins (Morgan, 2006)

Charakteristisch fur Homeobox-Proteine ist die sogenannte Homeobox, die eine 60
Aminosauren lange, konservierte DNA-Bindungsdomane darstellt. Man geht davon
aus, dass Engrailed Uber diese Homeobox im Zusammenspiel mit unterschiedlichen,
entwicklungs- und zelltyp-spezifischen Kofaktoren aktivierend oder repressiv auf die
Transkription von Zielgenen wirkt (Peltenburg und Murre 1996; Peltenburg und Murre
1997). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass die Expression des
Fibroblastenwachstumsfaktors 8 (FGF8) Uber spezifische Bindungsstellen von
Engrailed-1 und -2 in Kombination mit Pbx-1 aktiviert wird. Durch die Aktivierung wird
die frUhe Hirmn- und Extremitatenentwicklung gesteuert (Gemel et al.,, 1999). In
Interaktion mit HNF3R/Foxa2 (Hepatocyte nuclear factor 33) kann Engrailed negativ
regulierend auf das Mikrotubulus assoziierte Protein 1B (MAP1B) wirken. MAP1B ist

Bestandteil des Zytoskeletts und unterstutzt das Wachstum und die Regeneration
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neuronaler Fortsatze (Foucher et al., 2003; Montesinos et al.,, 2001). Jingere
Arbeiten von Holst et al. (2008) zeigen eine repressive Regulation von Parvalbumin,
Tetraspanin-5, Cholecystokinin sowie des Metastasen Suppressorgens 1 in
transgenen Mausmutanten mit einer prolongierten Engrailed-2-Expression. Inwiefern
diese Gene direkte Zielgene des Transkriptionsfaktors Engrailed-2 sind, muss noch
geklart werden. Basierend auf diesen Untersuchungen wurde allerdings klar, dass
auch hier nur die kooperative Interaktion mit anderen Faktoren das heterogene
zeitliche und ortliche zelltyp-spezifische Expressionsmuster der potentiellen Zielgene
erklaren kann.

Mechanistisch werden Engrailed-Proteine mit der klassischen Transkriptionskontrolle
von Genen assoziiert. Im Jahre 2005 wurde fur einen Transkriptionsfaktor erstmals
beschrieben, dass Engrailed-2 auch auf die translatorische Effizienz einer Zelle
Einfluss nimmt, und zwar Uber eine Domane, die die Bindung an den eukaryoten
Initiationsfaktor 4E (elF4E) vermittelt (Brunet et al., 2005; Nedelec et al., 2004).
Zudem konnte innerhalb der Homeodomane eine Signalsequenz identifiziert werden,
die den Export von Engrailed-2 aus dem Kern und sogar die Sekretion aus der Zelle
ermdglicht (Joliot et al., 1998; Maizel et al., 1999). Brunet et al. (2005) konnten
zudem zeigen, dass Engrailed Uber bisher unbekannte Mechanismen in neuronale
Zellen aufgenommen wird und damit Fortsatzwachstum in diesen Zellen steuern
kann. Die fundamentale Bedeutung der Engrailed-Proteine wird dadurch
unterstrichen, dass viele der  aufgezeigten Domanstrukturen Uber
Phosphorylierungsprozesse reguliert werden. Der Sekretionsschritt kann z.B.
inhibitorisch Uber eine Phosphorylierung durch Protein Kinase CK2 reguliert werden
(Maizel et al., 2002). Die Phosphorylierung der Engrailed-Homeodoméane durch die
Protein Kinase A (PKA) setzt die DNA-Bindung herab (Hjerrild et al., 2004).
Engrailed-Proteine  sind also nicht nur eng regulierte  klassische
Transkriptionsfaktoren, sondern beeinflussen auch die translatorische Effizienz einer
Zelle und koénnen sogar als sezerniertes Protein im Sinne eines Botenstoffes

fungieren.

2.1.1 Neuronale Expression und Funktion von Engrailed-2

Das murine Homolog zu dem bereits bekannten Gen engrailed in Drosophila wurde

1985 entdeckt und als Engrailed-1 (En-1) bezeichnet. Die Sequenz von Engrailed-1
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ist zu 75% identisch mit dem Drosophila-Homolog. Die Gensequenz ist auf
Chromosom 1 lokalisiert (Joyner et al., 1985). Engrailed-2 (En-2) ist ein weiteres
Homolog, das auf Chromosom 5 identifiziert worden ist, und eine weitgehende
Sequenzhomologie zu engrailed aufweist. Beide Gene werden im Zeitraum von
Embryonaltag 9.5 bis 17.5 vornehmlich in der posterioren Hirnanlage exprimiert
(Joyner und Martin, 1987). Aus diesen Abschnitten entwickeln sich unter anderem
das Kleinhirn, der Pons und die Colliculi des Tectums. Die starkste Expression von
Engrailed-2 ist dabei in Zellen der Wachstumszonen nachweisbar und nimmt ab,
sobald die Zellen aus diesen Keimzentren herauswandern. Allerdings findet eine
Expression von Engrailed-2 auch im adulten Stadium in Zellen des Pons und in der
Kdrnerschicht des Kleinhirns statt (Davis und Joyner, 1988; Davis et al., 1988).

Das humane Homolog Engrailed-1 befindet sich auf Chromosom 2, das humane
Homolog Engrailed-2 am Ende des langen Armes von Chromosom 7q36. Dabei
wurde fir die Homeodoméane des humanen Engrailed-2 eine Ubereinstimmung in der
Aminosauresequenz von 85% mit dem murinen Engrailed-1 und sogar von 100% mit

dem murinen Engrailed-2 ermittelt (Logan et al., 1989; Poole et al., 1989).

Aufgrund der prominenten Expression von Engrailed-2 entlang der Wachstumszonen
kann man erste Hinweise auf potentielle Effekte dieses Faktors auf die Herstellung
definierter Zellzahlen und die Zellmigration, bis hin zur Definition des Zellschicksals
ableiten. Die Kenntnis der nicht-ubiquitaren, sondern auf bestimmte Strukturen
begrenzte Expression erlaubt die These, dass Engrailed-2 eine entscheidende Rolle
bei der Neurogenese und dem Erhalt genau dieser Strukturen, namlich des
Kleinhirns, des Pons und Teilen des Mittelhirns zukommt. Tatsachlich konnte anhand
von Mausmutanten mit einer Engrailed-1- und Engrailed-2-Deletion gezeigt werden,
dass Nullmutationen in diesen Genen zum Niedergang mesenzephaler
dopaminerger Neurone flhrt. Beide Homologe, Engrailed-1 und -2, steuern dabei
das Uberleben der Zelle und erhalten den dopaminergen Phanotyp (Simon et al.,
2004). Da in charakteristischer Weise dopaminerge Neurone bei dem beim
Menschen haufigen Parkinson-Syndrom zugrunde gehen, sehen einige Autoren
Engrailed-Mausmutanten als genetisches und experimentelles Modell der Parkinson-
Krankheit an (Sgado et al.,, 2006; Sgado et al., 2008). Tatsachlich konnte eine
Engrailed-2-Punktmutation mit frah beginnendem Parkinson-Syndrom (young-onset

Parkinson’s disease — YOPD) assoziiert werden (Rissling et al., 2009). Eine weitere
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Studie zeigte eine Assoziation zwischen einem Engrailed-1-Polymorphismus und
sporadischem Parkinson-Syndrom auf (Haubenberger et al., 2009). Mit der
Aufklarung des Engrailed-Signalweges konnte sich folglich ein neuer Weg bei der

Therapie dieser Erkrankung eroffnen.

Bereits frlhe Expressionsstudien an Mausen konnten nachweisen, dass in den
embryonalen mesenzephalen Strukturen, aus denen die Colliculi des Tectums
hervorgehen, die Transkriptionsfaktoren Engrailed-1 und -2 in rostrokaudalen
Gradienten exprimiert werden (Davis et al., 1988). Studien an Huhnerembryonen
zeigten in der Folge, dass diese Gradienten im Tectum ursachlich fur die regelrechte
Verteilung von temporalen und nasalen retinalen Axonen sind (Friedman und
O'Leary, 1996; ltasaki et al., 1991; Itasaki und Nakamura, 1996). Nach retroviraler
Uberexpression von Engrailed wurde eine Verdnderung des rostrokaudalen
Gradienten von Ephrinen nachgewiesen, welche axonale Wegfindung steuern. Die
Expression von Liganden des Eph-Rezeptors im kaudalen Tectum korreliert nicht nur
mit der Expression von Engrailed, sie ist auch induzierbar (Logan et al., 1996;
Shigetani et al., 1997). Experimente an Xenopus laevis weisen allerdings auch auf
eine direkte Beteiligung von Engrailed-2 an der Zuordnung der nasalen Axone zu
kaudalen, und der temporalen Axone zu rostralen Anteilen des Tectums hin. So
konnte gezeigt werden, dass Engrailed-2 in die aussprossenden Axone retinaler
Neurone aufgenommen wird und durch die Initiierung translatorischer Prozesse die
Wachstumsrichtung lenkt (Brunet et al.,, 2005). Ob diese derzeit diskutierten
Regulationsmechanismen separat wirken, oder sogar interaktiv axonales Wachstum

steuern kdnnen, muss noch geklart werden.

Die vermutete fundamentale Bedeutung der Engrailed-Proteine flr die neurale
Entwicklung zeigte sich eindrucksvoll an Mausmutanten mit deletiertem Engrailed-1-
Gen. Diesen Mausen fehlte die zerebellare Anlage und Grofteile des Mittelhirns.
Insofern sind diese Nullmutanten nicht lebensfahig und sterben perinatal (Wurst et
al., 1994). Demgegenuber zeigen Mause mit einer Nullmutation des Engrailed-2-
Gens einen relativ unauffalligen Phanotyp. Die augenfalligsten Erscheinungen sind
eine Hypoplasie des Kleinhirns und eine gestorte Faltung desselben. Dazu kommt es
in posterioren Kleinhirnlappchen zu einer Reduktion der afferenten Moosfasern, die

aus mesenzephalen, pontinen und spinalen Kerngebieten die Informationen auf
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zerebellare Kornerzellen Ubertragen (Joyner et al., 1991; Vogel et al., 1996). Der
Phanotyp von Mausen mit N-terminaler Deletion von Engrailed-2, was funktionell
einem Knock-Out entspricht, ist nahezu identisch, was dafur spricht, dass die
Homeobox fur die Kleinhirnentwicklung die essentielle Domane darstellt (Millen et al.,
1994). Der als dezent zu bezeichnende Phanotyp der Engrailed-2-
Nullmutationsmutanten wird mit einer funktionellen Redundanz des Engrailed-1- und
-2-Gens erklart. Dass die Engrailed-Homologe sich sogar spezies-ubergreifend
funktionell zumindest teilweise ersetzen konnen, zeigte eindrucksvoll ein
Mausversuch, in dem die kodierende Sequenz von Engrailed-1 durch die aus
Drosophila ersetzt wurde (Hanks et al., 1998). Der massive Phanotyp der Engrailed-
1-Mutanten konnte bereits einige Jahre zuvor durch die Uberexpression von
Engrailed-2 aufgehoben werden (Hanks et al., 1995). Obwohl bei Kleinhirnanomalien
motorische, ataktische Defizite zu erwarten waren, fielen die Engrailed-2-
Mausmutanten jedoch in Verhaltenstests im Vergleich zum Wildtyp nur durch ein
verzogertes Erlernen neuer Bewegungsablaufe auf, was auf eine nur milde Affektion

des motorischen Systems hindeutet (Gerlai et al., 1996).

Weitere Aussagen Uber die zerebellare Funktion von Engrailed-2 ergeben sich aus
Analysen an der Uberexpressionsmutante L7En-2. Diese Mausmutante exprimiert
Engrailed-2 zeitlebens unter Kontrolle eines fur Purkinje-Zellen spezifischen
Genpromotors, wahrend im Wildtyp die Expression in den Purkinje-Zellen perinatal
abnimmt (Baader et al., 1998). Die Folge ist ein deutlicher Verlust an Purkinje-Zellen
und eine daraus resultierende Hypoplasie des Kleinhirns. Parallel zur gestorten
Faltung und Lappchenbildung ist auch die Dicke der Koérnerzellschicht affektiert.
Diese wird normalerweise durch Moosfasern aus spinalen, pontinen und zerebralen
Kerngebieten innerviert, die in sagittal orientierten Fasertrakten in den
Kleinhirnkortex einwachsen. Dieses hoch-konservierte Verteilungsmuster der
Moosfaserterminale ist in Engrailed-2-Uberexprimierenden Tieren aufgehoben
(Baader et al., 1999). Somit liegen die Funktionen von Engrailed-2 zum grof3en Anteil
in der Organisation des Kleinhirns und betreffen dabei verschiedene zerebellare
Zellpopulationen sowie die regelrechte Integration in motorische Schaltkreise durch

die Affektion des afferenten Schenkels.
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Neben dem Zelluberleben und der axonalen Wegfindung scheint Engrailed-2 auch
die zellulare Differenzierung zu steuern. Die Reifung und Integration der zerebellaren
Purkinje-Zellen in ein neuronales Netzwerk beginnt perinatal und wird anhand der
Einzelzellschichtbildung und des typischen Dendritenbaumwachstums sichtbar.
Wahrend Engrailed-2 vor diesem Reifungsprozess in Purkinje-Zellen exprimiert wird,
wird die Expression perinatal unterdrickt. Im Zusammenhang mit den Daten aus den
Nullmutanten fuhrte dies zu der Hypothese, dass Engrailed-2 wichtig fir das
Uberleben und die Migration der Purkinje-Zellen ist, evtl. durch die Sekretion von
Wachstumsfaktoren aus den Kornerzellen, die Reifung der Purkinje-Zellen aber
negativ beeinflusst. Tatsachlich zeigen L7En-2-Mutanten, in denen Engrailed-2
prolongiert exprimiert wird, einen verzogerten Reifungsprozess und ein vermehrtes
Absterben der Purkinje-Zellen (Jankowski et al, 2004). Zusatzlich zeigen Purkinje-
Zellen der L7En-2-Maus Auftreibungen und Dornfortsatz-ahnliche Protrusionen am
proximalen Axonsegment, die an dendritische Strukturen erinnern (Ch. Liebig,
Dissertation, Univ. Bonn, 2007). Dies suggeriert einen Einfluss auf die Auspragung
der zellularen Polarisierung. Wir spekulieren, dass Engrailed-2 den axonalen
Transport steuert, was durch eine Array-Analyse der L7EN-2 Mause unterstitzt
werden konnte (Holst et al., 2008). Bei einer Uberexpression von Engrailed-2 zu
einem Zeitpunkt, in dem das dendritische Wachstum Uberwiegt, wurde folglich
Zellmaterial, das flUr den Dendriten bestimmt ist, in das Axon transportiert werden.
Die Folge waren die bei der L7En-2-Maus beobachteten dendritischen Strukturen am

proximalen Axonsegment.

Es gibt nur wenig Aussagen Uber die Expression von Engrailed an menschlichem
neuronalen Gewebe. Trotzdem wurde auch an menschlichem fetalen Gewebe eine
Expression von Engrailed-1 und -2 in Hirnstamm und Kleinhirn nachgewiesen, mit
starkster Auspragung in zerebellaren Kornerzellen und pontinen Kerngebieten wie
dem Nucleus olivaris inferior und Nucleus arcuatus (Zec et al., 1997). So scheinen
sich die Ergebnisse an menschlichen Geweben mit denen der Maus weitgehend zu
decken. Zusatzliche Bedeutung fur die Entwicklung des Zentralnervensystems
erlangte Engrailed-2 durch verschiedene Assoziationsstudien, in denen Engrailed-2
als Kandidatengen fur Autismus definiert wurde (Bartlett et al., 2005; Benayed et al.,
2005; Brune et al., 2008; Gharani et al., 2004; Petit et al., 1995; Wang et al., 2008).

Neuere Daten erharten den Verdacht, dass zwei bestimmte SNP des Engrailed-2-



16

Gens mit Autismus assoziiert sind (Benayed et al., 2009). Als Unterstutzung fur eine
ursachliche oder funktionelle Beteiligung von Engrailed-2 an der Entstehung von
Autismus mogen auch die morphologischen Korrelate der Engrailed-2 Mausmutanten
gelten, namlich der Verlust von Purkinje-Zellen und eine daraus resultierende
Hypoplasie des Kleinhirns, sowie Veranderungen des Sozialverhaltens von
Engrailed-2 Knock-Out-Mausen, wie sie auch an autistischen Individuen beobachtet
werden (Cheh et al., 2006; Kuemerle et al., 2007).

2.1.2 Nicht-Neuronale Expression und Funktion von Engrailed-2

Bereits die ersten Studien an Drosophila machten klar, dass Engrailed-Proteine nicht
nur fir das Zentralnervensystem wichtig sind, sondern auch die Entwicklung nicht-
neuronaler Zellen beeinflusst. In Drosophila wurde engrailed als Segment-
Polaritatsgen identifiziert, da Fliegen mit einer engrailed-Mutation eine gestorte
Fligelentwicklung und deformierte benachbarte Segmente aufwiesen (Brasted,
1941). Spezies-ubergreifend wird Engrailed-2 in den Muskelzellen des ersten
Kiemenbogens in Maus, Huhn, Xenopus und Zebrafisch exprimiert und ist bis in das
adulte Stadium in der Kiefermuskulatur nachweisbar. Dort wird Engrailed als
Regulator des Fasertyps verstanden (Degenhardt und Sassoon, 2001). In der Maus
wird Engrailed-1 auch in den Anlagen der vorderen Extremitaten und den Somiten
exprimiert. Dass diese nicht-neuronale Expression fur eine regelrechte Entwicklung
ebenso essentiell ist, zeigt der Phanotyp der Engrailed-1-Knock-Out-Maus in
Entwicklungsverzogerungen von Extremitaten, Sternum und Rippen (Wurst et al.,
1994).

Fur diese Arbeit von zentraler Bedeutung ist die initiale Beobachtung, dass engrailed
in Drosophila auch an der Darmentwicklung beteiligt ist. Hier wirkt es vor allem im
Zusammenspiel mit der Expression der Segmentpolaritatsgene wingless (wg),
hedgehog (hh) und decapentaplegic (dpp) (Takashima und Murakami, 2001) und
Uber die Regulation des Delta-Notch Signalweges (lwaki und Lengyel, 2002;
Takashima et al., 2002). Ob Engrailed-1 bzw. -2 in der Darmentwicklung bei
Vertebraten eine Rolle spielen ist bisher nicht bekannt. Ein erster Hinweis darauf
konnten Ergebnisse von Rudnick et al. (1994) sein, die postulieren, dass neben

anderen Homeobox-Genen in den Beta-Zellen des Pankreas eine Engrailed-2-
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Splicevariante exprimiert werde. Microarray-Daten der Genomic Novartis Foundation
(GNF) haben eine relative Uberexpression von Engrailed-2 in der kolorektalen
Adenokarzinom-Zelllinie SW-480 festgestellt (Su et al.,, 2004). Experimentelle
Ansatze fur Untersuchungen einer Rolle von Engrailed bei der Darmentwicklung und
der Tumorpathologie von Erkrankungen des Verdauungstraktes sind bisher nicht
bekannt. Der Nachweis einer Expression in Mammakarzinom-Zelllinien und eine
proliferative Fahigkeit, vor allem im Zusammenspiel mit dem Bindungspartner Pbx in
Zellkultur (Martin et al., 2005), lassen solche Untersuchungen allerdings sinnvoll
erscheinen.

Die Expression von Engrailed-2 ist also augenscheinlich nicht auf das
Zentralnervensystem beschrankt, sondern findet in verschiedenen Geweben
unterschiedlichen Ursprungs  statt. Gerade im  Zusammenspiel mit

gewebeabhangigen Kofaktoren entfaltet sich daraus ein enormes Wirkungsspektrum.

2.2 Pathogenese des Kolonkarzinoms

Das Kolonkarzinom gehort in Deutschland zu den haufigsten malignen
Erkrankungen nach dem Bronchialkarzinom bei Mannern und dem Mammakarzinom
bei Frauen. Jahrlich sind Uber 70.000 Neuerkrankungen zu verzeichnen (Schmiegel
et al, 2008). Die Hauptrisikofaktoren sind die Ernahrungsgewohnheiten in
Industrielandern, die zum uUberwiegenden Teil auf fleisch- und fettreicher Kost
basieren, auf Ballaststoffe verzichten und haufig zu Ubergewicht fiihren. Dazu
kommen Ubermaliger Nikotin- und Alkoholkonsum. In circa jedem zehnten Fall liegt
eine familiare Haufung bei genetischer Disposition vor, darunter auch die familiare
adenomatdse Polypose (FAP) und das hereditare nichtpolypdse Kolonkarzinom-
Syndrom (HNPCC-Syndrom).

Als Entstehungsursache hat sich die Adenom-Karzinom-Sequenz-Theorie etabliert.
Das bedeutet, dass dem eigentlichen Karzinom Dysplasien des Kolonepithels
vorangehen, die sich in 90% der Falle als Adenom darstellen. Auf dieser Theorie ful3t
die primare Pravention des Kolonkarzinoms. Ab dem 50. Lebensjahr sollte eine
Koloskopie stattfinden und gegebenenfalls bereits existierende Adenome entfernt
werden.

Molekularbiologisch weit erforscht ist das Tumorprogressionsmodell von Vogelstein

et al. (1988). Dieses Modell besagt, dass etwa zehn Jahre vergehen, bis aus
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gesunder Kolonschleimhaut ein Karzinom entsteht. In diesem Zeitraum werden durch
Mutationen Onkogene aktiviert und Tumorsuppressorgene inaktiviert. Uberschreitet
diese Haufung von Mutationen eine kritische Grenze, liegt eine maligne
Transformation vor (Herold, 2007; Vogelstein et al., 1988).

Sowohl bei sporadischem als auch erblichem Kolonkarzinom gibt es
charakteristische genetische Mutationen, die eine Kaskade von weiteren Mutationen
in Gang setzt. So liegen bei sporadischem Kolonkarzinom und der FAP in der Regel
Mutationen im adenomatous polyposis coli-Gen (APC) vor, dagegen sind beim
HNPCC-Syndrom in erster Linie DNA-Reparaturgene betroffen. Mutationen im APC-
Gen fuhren zu Chromosomeninstabilitat und beeinflussen neben dem Wnt/B-catenin
Signalweg das Onkogen K-ras, deleted in colorectal cancer (DCC) und das
Tumorsuppressorgen p53. Mutationen in DNA-Reparaturgenen, wie z. B. PMS1 und
2, MLH1 und MSH2, haben dagegen eine Mikrosatelliteninstabilitat zur Folge und
beeinflussen im weiteren Verlauf die TGF-B-Kaskade Uber Mutationen im TGF-f3-2-
Rezeptorgen und fuhren zu Mutationen der Gene Tcf-4, PTEN und IGF2R. Als
sozusagen gemeinsame Endstrecke finden sich gehauft Mutationen in Genen fur
CyclinD1, CEA, E-Cadherin und CD-44 (Grady und Markowitz, 2002; Narayan und
Roy, 2003). Da die Rolle von Homeobox-Proteinen in dieser Arbeit untersucht wird,
sollen im Folgenden vor allem Untersuchungen zu Cdx-1 und -2 vorgestellt werden.
In der frihen Embryogenese des Darmrohres ubernehmen Cdx-1 und Cdx-2 als
Transkriptionsfaktoren regulatorische Funktionen in der Organisation des
Darmepithels bezlglich des Aufbaus und der Aufrechterhaltung des intestinalen
Phanotyps. Expressionsstudien an Operationspraparaten und Kolonkarzinom-
Zelllinien zeigen fur Cdx-1 und Cdx-2 kein einheitliches Muster, lassen aber
Uberwiegend eine verstarkte Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe
vermuten (Dang et al.,, 2006; Kaimaktchiev et al., 2004; Werling et al., 2003;
Witek et al, 2005). Unterschiede bestehen einerseits in quantitativen
Expressionsunterschieden und andererseits in Abhangigkeit des qualitativen
Tumorstadiums. Dabei nimmt die Expression parallel zum Verlust der Differenzierung
des Gewebes ab (Hinoi et al., 2001). Die Rolle der beiden Transkriptionsfaktoren
Cdx-1 und Cdx-2 bei der Entstehung von Kolonkarzinomen ist bislang nicht geklart.
Allerdings zeigen die bisherigen Arbeiten, dass neben den bekannten Genen wie
Wnt/B-cateninf/APC und DNA-Reparturgenen, die bekanntermallen zu der

Entstehung des Kolonkarzinoms fuhren, gerade im Hinblick auf Subtypen oder
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Entwicklungsstadien des Kolonkarzinoms eine Beteiligung dieser Homeobox-

Transkriptionsfaktoren diskutiert werden muss.

2.3 Zielsetzung

Die Literaturrecherche zu Engrailed-2 ergab zwei interessante Ergebnisse: Erstens
die These, dass Engrailed-2 als Onkogen in Mammakarzinomzelllinien fungieren
konnte (Martin et al., 2005) und zweitens, dass in einer Kolonkarzinomzelllinie
Engrailed-2 exprimiert wird (Su et al., 2004). Dies sind wichtige Erkenntnisse, da es
in Saugetieren kaum Daten Uber eine extraneurale Existenz Engrailed-2-positiver
Gewebe gibt. Wir wollten untersuchen, ob Engrailed-2 in weiteren
Kolonkarzinomzelllinien exprimiert wird und dort ebenfalls einen Einfluss auf die
Proliferation hat, wie es fiur die Mammakarzinomzelllinien beschrieben wurde.
Dartber hinaus interessierte uns der Zusammenhang von Expression und
Differenzierungsgrad der Zellen und ob die bekannten Wechselwirkungen von
Nervenzellen, namlich zerebelldaren Purkinje-Zellen, auf Kolonepithelzellen
Ubertragen werden kdonnen. Das Ziel war zu untersuchen, ob Engrailed-2 eine Rolle

bei der Pathogenese des Kolonkarzinoms spielt.
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3 Material und Methoden

Rechtliche Grundlagen

Die Untersuchungen an menschlichem Gewebe wurden auf der Grundlage der
des Weltarztebundes (1983) und den

entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgeflihrt. Tiertétungsexperimente und

revidierten Deklaration von Helsinki

tierexperimentelle Versuche an Mausen wurden nach dem aktuell geltenden

Tierschutzgesetz in  Ubereinstimmung mit den lokalen Vorgaben des

Universitatsklinikums sowie der Stadt Bonn durchgefuhrt.

3.1 Geriéte
Gerat Modell Hersteller/Vertrieb
Digital-Kamera DT5 Olympus Deutschland GmbH,

Hamburg

Digital-Kamera

MicroMax 1300-Y

Roper Scientific, Photometrics,
Tucson, AZ, USA

Elektrophoresekammer

Electrophoresis Multiphor Il

Amersham, GE Healthcare Life

System Sciences
Geldokumentation Geldoc 2000 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
Inkubator Zellkultur Hera Cell Hereaus, Thermo Fisher
Scientific
PCR-Thermocycler GeneAmp PCR System 2400 PerkinElmer LAS GmbH,
Jigesheim
PCR-Thermocvcler PTC-200 MJ Research Biozym Scientific GmbH, Hess.
y Gradient Cycler Oldendorf

PCR-Thermocycler

Mastercycler epgradient S

Eppendorf AG, Hamburg

Beckman Coulter GmbH,

PH Meter 350 pH/Temp/mV Meter
Krefeld
Fotometer Life Science UV/Vis Beckman Coulter GmbH,
Spectrofotometer DU 530 Krefeld
Fotometer MQuant Mikroplatten BioTek Instruments GmbH, Bad
Spektralfotometer Friedrichshall
Rotationsmikrotom HM 355 S MICROM International GmbH,
Walldorf

Waagen

Labstyle 303, AG204 Delta
Range, PG503-S Delta Range

Mettler-Toledo GmbH, Giel3en

Zentrifugen

Biofuge primo R, Biofuge primo,
Biofuge pico, Multifuge 3 S-R

Hereaus, Thermo Fisher
Scientific

Tab. 1: Gerite

Auswahl der im Rahmen der Arbeit verwendeten Gerate aus dem Labor fur Anatomie und Zellbiologie.




3.2 Chemikalien

3.2.1 Chemikalien und Enzyme

Angaben in den jeweiligen Abschnitten und Kapiteln.

3.2.2 Antikorper fuir Immunhistochemie und Immunzytochemie

Primare Antikorper Spezies Klonalitat Bezugsquelle
Anti-En2 (sc-8111) Ziege polyklonal Santa Cruz
. . Developmental
Anti-Engrailed/Invected Maus i Studies Hybridoma
(4D9)
Bank, lowa
Anti-E-Cadherin Maus monoklonal BD Biosciences
Anti-p-Spectrin I Maus monoklonal BD Biosciences
Anti-Tgn38 Maus monoklonal BD Biosciences
Anti-Golgi 58K Protein .
(G58K) Maus monoklonal Sigma
Anti-Tubulin (pan- Schaf polyklonal Cytoskeleton
specific)
Sekundare Spezies - Bezugsquelle
Antikorper P gsq
- T . Vector
Anti-Ziege, biotinyliert Kaninchen - Laboratories
- Invitrogen,
Anti-Ziege, Alexa 546 Esel - Molecular Probes
Anti-Maus, Alexa 488 Ziege - Molecular Probes
Anti-Maus, Alexa 546 Ziege - Molecular Probes
Anti-Schaf, Alexa 546 Esel - Molecular Probes

Tab. 2: Antikorper

Ubersicht der im Rahmen der Arbeit verwendeten Antikérper zum Proteinnachweis in
Zellkulturen und Gewebeschnitten.

3.2.3 Verwendete Substanzen, Losungen, Puffer

Angaben in den jeweiligen Abschnitten und Kapiteln.
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3.3 Zellkultur
3.3.1 Zelllinien
Zelllinie Organismus Ursprung Erkrankung Nf,:,,?ér

Colo-320 Mensch Kolon Kolorektqles CCL-220
Adenokarzinom

SW-480 Mensch Kolon Kolorektqles CCL-228
Adenokarzinom

SW-403 Mensch Kolon Kolorektqles CCL-230
Adenokarzinom

SW-948 Mensch Kolon Kolorektqles CCL-237
Adenokarzinom

HT-29 Mensch Kolon Kolorektales HTB-38
Adenokarzinom

Colo-205 Mensch Aszites Kolorektales |~ 559
Adenokarzinom

Colo-201 Mensch Aszites Kolorektqles CCL-224
Adenokarzinom

supraklavikulare Kolorektales

LoVo Mensch Lymphknoten- Adenokarzinom CCL-229

metastase
- Desmoplastisches
Daoy Mensch Kleinhirn Medulloblastomn HTB-186
P-19 Maus Embryo Teratokarzinom | CRL-1825

Tab. 3: Zelllinien
Ubersicht der im Rahmen der Arbeit verwendeten Zelllinien mit Verweis auf Ursprung und
kommerzielle Erwerbsmdglichkeiten.

3.3.2 Kultivierung, Konservierung und Fixierung der Zelllinien

Die Zelllinien wurden in 8 ml DMEM Medium in 10 cm Zellkulturschalen im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz2 kultiviert. Das Splitten der Zellen erfolgte, wenn
die Zellen nahezu konfluent gewachsen waren. Hierzu wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und mit 1ml 1xTrypsin/EDTA (Invitrogen) verdunnt in PBS von der
Kulturschale abgeldst (1-5 Minuten bei Raumtemperatur oder 37 °C). Die in Trypsin-
Ldsung resuspendierten Zellen wurden mit 4 ml DMEM Medium und 4 ml PBS

versetzt und bei 200 g fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml DMEM
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Medium resuspendiert, und 100 ul Zellsuspension in neue Zellkulturschalen

ausgesat.

Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen eingefroren. Die Zellen einer
konfluenten Zellkulturschale wurden trypsiniert und nach einer Zentrifugation in 1000
pl DMEM Medium resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 700 ul in ein Cryo-
Roéhrchen (Nunc, 377267) Uberfuhrt und mit 100 yl DMSO (Sigma, D-2651) sowie
200 pl Fetale Calf Serum (FCS) gemischt. Uber Nacht wurden die Zellen bei -80 °C
in einem mit Isopropanol geflllten Gefrierbehalter (Nalgene) eingefroren. Danach
wurde das Cryo-Roéhrchen in die Gasphase eines Stickstoffbehalters Gberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen kurz in einem 37 °C-Wasserbad erwarmt und dann
in 5 ml DMEM Medium resuspendiert. Nach einer Zentrifugation fir 5 Minuten bei
200 g wurde das Zellpellet in 1 ml DMEM Medium resuspendiert und in 10 cm

Zellkulturschalen ausgesat.

Zum Fixieren der Zellen wurde das Medium abgenommen, kurz mit PBS gewaschen
und anfanglich mit 4 % PFA (4 g Paraformaldehyd in 1x PBS, pH 7.4) fur 15 Minuten
fixiert. Anschlielend wurden die Zellen 4 bis 5 mal mit PBS gewaschen und
entweder direkt weiterverwendet oder bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

Nachdem wir Engrailed-2 immunzytochemisch in PCR-positiven Zelllinien nicht
nachweisen konnten, haben wir u. a. auch die Fixierung variiert.

Bei der Fixierung durch Aldehyde dienen in erste Linie die Aminogruppen der
Aminosauren Arginin und Lysin als Angriffspunkte der Proteinvernetzung. Somit kann
es passieren, das arginin- und lysinreiche Proteine mitunter so stark maskiert sind,
dass der immunzytochemische Nachweis erschwert ist. In der Tat ist dies flr
Engrailed-2 der Fall. Die Homeobox, in deren Nahe das Antikdrper-Epitop liegt, weist

mehrere benachbarte Lysin- (K) und Argininreste (R) auf, wie es in Abb. 2 gezeigt ist.
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Humane Peptidsequenz Engrailed-2

MEENDPKPGEAAAAVEGQOROPESSPGGGSGGGGGSSPGEADTGRRRALML
PAVLOQAPGNHQHPHRITNFFIDNILRPEFGRRKDAGTCCAGAGGGRGGGA
GGEGGASGAEGGGGAGGSEQLLGSGSREPRONPPCAPGAGGPLPAAGSDS
PGDGEGGSKTLSLHGGAKKGGDPGGPLDGSLKARGLGGGDLSVSSDSDSS
OAGANLGAQPMLWPAWVYCTRYSDRPSSGPRSRKPKKKNPNKEDKRPRTA
FTAEQLORLKAEFQTNRYLTEQRROSLAQELSLNESQIKIWEFONKRAKTIK

KATGNENTLAVHLMAQGLYNHSTTAKEGKSDSE

Murine Peptidsequenz Engrailed-2

MEEKDSKPSETAAEAQROPEPSSGGGSGGGSSPSDSDTGRRRALMLPEVL
OAPGNHOHPHRITNFFIDNILRPEFGRRKDAGTCCAGAGGARGGEGGAGT
TEGGGGGAGGAEQLLGARESRPNPACAPSAGGTLSAAAGDPAVDGEGGSK
TLSLHGGAKKPGDPGGSLDGVLKARGLGGGDLSVSSDSDSSQASATLGAQ
PMLWPAWVYCTRYSDRPSSGPRSRKPKKKNPNKEDKRPRTAFTAEQLORL

KAEFOTNRYLTEQRROSLAQELSLNESQIKTIWFONKRAKTKKATGNKNTL

AVHLMAQGLYNHSTTAKEGKSDSE

Abb. 2: Arginin- und Lysinreste

Laut Herstellerangaben liegt das Epitop des Antikdrpers sc8111 (goat anti-En2, Santa Cruz)
am C-terminalen Ende der Homeobox. Sowohl die humane als auch die murine
Peptidsequenz von Engrailed-2 weisen mehrere benachbarte Arginin- und Lysinreste im
gesamten Verlauf der Sequenz auf. Die Homeobox ist unterstrichen und gelb hinterlegt;
Argininereste (R) und Lysinreste (K) sind grin hinterlegt.

Es handelt sich bei Engrailed-2 um einen Transkriptionsfaktor, der unter Umstanden
sehr schnell abgebaut werden kann. Aus diesem Grund haben wir auf den
Waschschritt vor der Fixierung verzichtet, obwohl dadurch das Hintergrundsignal
angestiegen ist. AuRerdem haben wir als Fixationsmittel nur noch 2 % PFA oder
eiskaltes 100 % Methanol verwendet und die Dauer der Fixierung auf 10 Minuten
herabgesetzt. Danach wurde ebenfalls mehrmals mit PBS gewaschen.

Bei der Fixierung durch Alkohole oder Aceton I6sen sich die Lipide der Zellmembran
heraus, wahrend die Proteine prazipitieren. Obwohl darunter die Morphologie der
Zelle leidet, werden keine intermolekularen Brucken geschlagen, welche das Antigen

fur den Antikdrper nicht detektierbar machen. Ebenso erubrigt sich bei dieser Art der
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Fixierung der Schritt der Permeablisierung wahrend des immunzytochemischen

Protokolls.

3.3.3 Transiente Transfektion

Als Transfektionsreagentien wurden TransPEI von Eurogentec und FUGENE® HD
Transfection Reagent verwendet. Da die Transfektionsraten vergleichbar waren,
haben wir schlielllich mit FUGENE® HD Transfection Reagent gearbeitet. Das
Herstellerprotokoll wurde befolgt. Als optimale Ratio wurde ein Verhaltnis von 6:2
Reagenz zu Plasmid ermittelt. Die Inkubationszeit zur Bildung des

Transfektionskomplexes betrug 15 Minuten.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Isolierung von RNA aus Gewebe

Die Aktivitat von endogenen RNAsen vermindert die Ausbeute von Gesamt-RNA
deutlich. Deswegen wurden die RNA-Praparation zigig durchgefuhrt, und das
Gewebe nach einem kurzen Waschschritt mit PBS sofort in flussigem Stickstoff
schockgefroren. Das fur RNA-Arbeiten genutzte Wasser wurde mit 0.1 % DEPC
(Diethylpyrocarbonat) versetzt, gut geschuttelt und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Danach wurde das DEPC durch 50-minutiges Autoklavieren bei 121 °C inaktiviert.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde 1 ml Trizol®-Reagenz zu 50-100 mg Gewebe
gegeben. Das Gewebe wurde in einem autoklavierten Glas-Homogenisator
homogenisiert und mit einer bei 100 °C gebackenen Pasteurpipette in ein Eppendorf-
Cup uberfuhrt. Nach 5 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde in
einem ersten Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g und 4 °C fur 10 Minuten
Uberschissiges Zellmaterial entfernt. Dies ist fur die Qualitat der RNA entscheidend.
Der Uberstand wurde anschlieBend mit 200 ul Chloroform pro 1 ml Trizol gemischt
und bei RT fur 5 Minuten inkubiert. Der zweite Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g
und 4 °C fur 15 Minuten bewirkt eine Trennung von in Wasser I6slichen RNA-

Nukleinsauren, von schwer loslicher hochmolekularer chromosomaler DNA, und von
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in Phenol ldslichen Proteinbestandteilen. Die klare, wassrige Phase wurde zur
Fallung der RNA weiterverwendet.

Die Fallung der RNA aus der wassrigen Phase begann mit der Zugabe von 0,5 ml
Isopropanol pro 1 ml Trizol. Nach Inkubation bei RT fur 10 Minuten erfolgte die dritte
Zentrifugation bei 12.000 x g und 4 °C fur 10 Minuten. Das Pellet wurde in 1,5 ml
75 % Ethanol/DEPC-Wasser gewaschen und bei 7.500 x g und 4 °C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde 5-10 Minuten luftgetrocknet und in ca. 50 yl DEPC-
H,O bei 55 °C fur 10 Minuten resuspendiert. Die Konzentration der RNA wurde

photometrisch ermittelt.

3.4.2 Isolierung von RNA aus Zellkulturen

Hier sind zwei Alternativen verwendet worden, die sich im Ergebnis nicht wesentlich
unterschieden haben, aber in der Auswertung berucksichtigt werden mussen.

1. Eine konfluente Zellkulturplatte (10 cm?) wurde einmal mit PBS gewaschen
und mit 1 ml Trypsin/EDTA (1:10 in PBS) trypsiniert. Die Zellsuspension
wurde mit PBS verdinnt und bei 200 x g und RT fur 4-5 Minuten zentrifugiert.
Das Pellet wurde nochmals mit PBS gewaschen und bei 200 x g und RT fur
weitere 4-5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend in 2-3 ml
PBS resuspendiert und je 1 ml Zellsuspension in ein Eppendorf-Cup tberfuhrt.
Das Eppendorf-Cup wurde bei 1000 g 60 Sekunden zentrifugiert und das
Pellet entweder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C
gelagert, oder direkt in 1 ml Trizol resuspendiert.

2. Eine konfluente Zellkulturschale (10 cm?) wurde zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Daraufhin wurde 1 ml Trizol in die Schale gegeben und 2 Minuten
bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgeschabt
(Sarstedt®) und in ein Eppendorf-Cup Uberfuhrt.

AnschlieRend wurde die Gesamt-RNA wie oben beschrieben isoliert.

3.4.3 Reverse Transkription zur Synthese von cDNA

Es wurden 1-5 pjg isolierte Gesamt-RNA eingesetzt und zusammen mit 1 l
Hexanukleotide (50-250 ng) und 1 yl 10 mM dNTP Mix und Aqua bidest DEPC auf
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ein Volumen von 13 ul gebracht. Nach funfminttiger Inkubation bei 65 °C erfolgte die
sofortige Abkuhlung auf Eis. Vor der Zugabe des RT-Mix (4 pl 5x Buffer, 2 pl 0.1 M
DTT) wurde das Cup kurz zentrifugiert. Nun durchlief der Ansatz ein Thermocycler-
Programm mit einer Unterbrechung und der Zugabe der reversen Transkriptase (1 ul
bzw. 200 U Super Script Il): 10 Minuten 25 °C, 2 Minuten 42 °C, Zugabe des
Enzyms, 50 Min 42 °C, 15 Minuten 70 °C, Abklhlen auf 4 °C.

3.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine bahnbrechende Entdeckung Mitte der
1980er Jahre gewesen und heutzutage eine Standardmethode in nahezu allen
molekularbiologischen Laboren. Sie dient dazu, definierte Sequenzen genomischer
sowie komplementarer DNA in exponentieller Weise zu amplifizieren. Mit Hilfe von
spezifischen Primern, den Oligonukleotiden, kann eine Sequenz begrenzt werden,
sodass sich schlieRlich nur das dazwischenliegende Fragment in mehreren
Folgeschritten amplifizieren lasst. Daflir verwendet man eine hitzestabile DNA-
Polymerase, meistens die Taqg-Polymerase (aus Thermus aquaticus). Der
Reaktionsablauf beginnt in einem ersten Denaturierungsschritt mit der Auftrennung
des DNA-Doppelstranges bei einer Temperatur von 94 °C. Im zweiten Schritt, der
Anlagerungsphase (annealing), binden die Oligonukleotidprimer bei einer
Temperatur von 55-65 °C spezifisch am 5-Ende des aufgetrennten sense- und
antisense-Stranges und bilden somit den Startpunkt fur den dritten Schritt. Dieser
wird als Elongation bezeichnet. Die DNA-Polymerase bildet nun bei ihrer
Optimaltemperatur von in der Regel 72 °C durch im Reaktionsansatz im Uberschuss
enthaltene Desoxyribonukleotide zwei neue DNA-Doppelstrange. Dieser Zyklus von
drei Schritten wird 25-35 mal in einem Thermocycler wiederholt. Somit kann die
urspringliche Template-DNA in exponentieller Weise vervielfaltigt werden. Obwohl
es Standardprotokolle gibt, muss fur jedes zu amplifizierende DNA-Fragment ein
optimales Protokoll etabliert werden, indem man dem Reaktionsansatz zum Beispiel
Substanzen wie Magnesium-Chlorid (MgCl,) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) zumischt

und eine optimale annealing-Temperatur sowie Zykluslange empirisch ermittelt.
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Reagentien Mix1 (15pl) Volumen Endkonzentration
10x PCR Puffer (ohne 1,5 pl 1x
MgCl,) mit KCI

25mM MgCl, 1,6 pl 2 mM
DMSO 1,2 ul 6 % viv
En-2 insert F (20pmol/pl) 0,5 ul 0,5 uM
En-2 insert R (20pmol/ul) | 0,5 pl 0,5 uM
cDNA

Aqua bidest ad 15 pl

Reagentien Mix2 (5pl)

10x PCR Puffer (ohne 0,5 ul 1x
MgCl,) mit KCI

10mM dNTP 0,4 ul 0,2 mM
Taq 5U/ul MBI Fermentas | 0,1 ul 05U
Aqua bidest 4,0 ul

Gesamtansatz 20 ul

Tab. 4: PCR-Protokoll zum Nachweis von Engrailed-2 (Fragment und gesamte kodierende

Sequenz)
En2inh_F 5'-AGA CGC TCT CGC TGC ACG GTG-3'
En2inh_R 5'-TCT GGA ACT CGG CCT TGA GCC-3'

Fragmentlange in 2% Agarosegel

~318 bp

Tab. 5: Primersequenzen zum Nachweis des Engrailed-2-Fragments

En2_FLh_F 5-CCAGTGTGGGATCCACTGTGAACAGCATGGAGGAG-3
En2_FLh_R 5-GCCTCCTAGGCCCCCGCCCTACTCGCTGTCCGACTTGC-3’
Fragmentlange in | _

2% Agarosegel 1046 bp

Tab. 6: Primersequenzen zum Nachweis der gesamten kodierenden Sequenz von Engrailed-2

Schritt Temperatur Zeit [Min]

1 94°C 10:00

2 80°C 2:00 Zugabe Mix 2
3 94°C 0:30

4 63°C 0:30

5 72°C 0:30

6 zu 3 (32mal)
7 72°C 10:00

8 4°C o0

Tab. 7: PCR-Bedingungen zum Nachweis des Engrailed-2-Fragments
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Schritt Temperatur Zeit [Min]

1 94°C 10:00

2 80°C 2:00 Zugabe Mix 2
3 94°C 0:30

4 60°C 0:30

5 72°C 1:00

6 zu 3 (32mal)
7 72°C 10:00

8 4°C o0

Tab. 8: PCR-Bedingungen zum Nachweis der gesamten kodierenden Sequenz von Engrailed-2

Reagentien Mix1 (15pl) Volumen Endkonzentration
10x PCR Puffer mit 1,5 pl 1x
(NH4)2S04

25mM MgCl 1,2 pl 1,5 mM
DMSO 1,2 ul 6% viv
En-1_insert F (20pmol/pl) | 0,5 pl 0,5 uM
En-1_insert R (20pmol/ul) | 0,5 pl 0,5 uM
cDNA

Aqua bidest ad 15 ul

Reagentien Mix2 (5pl)

10x PCR Puffer mit 0,5 ul 1X
(NH4)2S04

10mM dNTP 0,4 ul 0,2 mM
Taq 5U/ul MBI Fermentas | 0,1 ul 05U
Aqua bidest 4,0 ul

Gesamtansatz 20 pl

Tab. 9: PCR-Protokoll zum Nachweis von Engrailed-1

En-1_insert F

5'-CCT AAA AGT CAG CGC GAC TCG G-3'

En-1_insert R

5'-CGG TTT GCC TGG AAC TCC GCC-3'

Fragmentlange in 1% Agarosegel

~ 983bp

Tab. 10: Primersequenzen zum Nachweis eines Engrailed-1-Fragments
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Schritt Temperatur Zeit [Min]

1 94°C 5:00

2 80°C 2:00 Zugabe Mix 2
3 94°C 0:30

4 60°C 0:30

5 72°C 1:00

6 zu 3 (32mal)
7 72°C 10:00

8 4°C o0

Tab. 11: PCR-Bedingungen zum Nachweis von Engrailed-1

Zum Nachweis der Expression von Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) wurden entweder die Bedingungen fur Engrailed-2 benutzt oder es wurde
eine Duplex-PCR zusammen mit den Engrailed-2-Primern durchgefluhrt. Dabei
wurden die GAPDH-Primer jeweils in einer Konzentration von 1 pmol/ul dem Ansatz

zugefluhrt. Das entspricht einer Endkonzentration von 50 nM.

GAPDH mouse_F 5'-TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC -3
GAPDH mouse_R 5'- CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC -3
GAPDH human_F 5'-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GTC -3'
GAPDH human_R 5'- CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC -3
;;]aagrronseen;gnge in 1% ~ 900 bp

Tab. 12: Primersequenzen zum Nachweis der GAPDH Gen-Fragmente

3.4.5 Analyse von PCR-Produkten durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde eingesetzt, um DNA-Fragmente fur analytische oder
praparative Zwecke im elektrischen Feld aufzutrennen. In Abhangigkeit von der
FragmentgroRe wurden Agarosegel mit verschiedenen Konzentrationen (0,5 — 2 %
(w/v)) in 1x TBE Puffer hergestellt. Nach dem Aufkochen wurde die flussige
Agaroselosung mit 0.5 pg/ml (w/v) Ethidiumbromid versetzt, wodurch spater die
Nukleinsauren durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht wurden. Die DNA
Proben wurden mit DNA-Ladepuffer gemischt und zur Auftrennung in die
Ladetaschen des Gels aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei einer konstanten

elektrischen Spannung von 5 Volt/cm (Elektrodenabstand).
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3.4.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

FUr praparative Anwendungen wurden die entsprechenden DNA-Fragmente aus
einem Agarosegel unter UV-Licht ausgeschnitten und mithilfe des ,PCR clean-up Gel

extraction Kit“ (Machery & Nagel, 740609.50) nach Angaben des Herstellers isoliert.

3.4.7 Restriktion von Vektor-DNA

Die Reaktionsbedingungen und Puffer wurden nach den Angaben der Hersteller
angewendet. Fur einen analytischen Ansatz wurden 2 ul 10x Puffer und 10 U
Restriktionsendonukleasen mit 1 ug DNA in 20 pl H,O gemischt und fir 60 min bei
37 °C inkubiert. Fur einen praparativen Ansatz wurden 10 pug DNA in einem

Reaktionsansatz von 200 pl Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.4.8 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten in ein Vektor-Plasmid wurde mit einer T4-DNA
Ligase (NEB) nach folgendem Ansatz durchgefuhrt:

Eingesetzt wurden 50 ng Vektor-DNA in einem molaren Verhaltnis von 3:1 zur zu
klonierenden Fragment-DNA. Im Reaktionsmix (20 pl) sind zusatzlich 2 ul T4 DNA
Ligase Puffer (NEB) und 1 yl T4 DNA Ligase (NEB, M0202S) sowie H>O enthalten.
Die Ligation wurde bei 16 °C Uber Nacht durchgefihrt. Von dem Ligationsansatz

wurden 5 ul zur Transformation von E. coli Bakterien eingesetzt.

3.4.9 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen wurden am Tag vor der Nutzung
5 bzw. 10 ml LB Medium mit einer Glycerinkultur (hier: DHS5alpha) angeimpft. Die
Bakterien wurden uber Nacht bei 37 °C und leichtem Schitteln bei 250 rpm inkubiert.
Am nachsten Tag wurden 100 bzw. 500 ml LB Medium mit 1 ml der frischen
Bakteriensuspension angeimpft (1:20), und diese Bakteriensuspension bei 37 °C und
250 rpm bis zu einer optischen Dichte zwischen 0.5 und 1.0 bei 600 nm kultiviert.

Dieser Vorgang dauerte etwa 3 Stunden. Dann wurde die Bakteriensuspension in
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vorgekuhlten 50 ml-Réhrchen fur 15 Minuten bei 4000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 bzw. 500 ml 4 °C kaltem
autoklaviertem Aqua bidest resuspendiert.

Die Suspensions- und Zentrifugationsschritte wiederholten sich dreimal, bis
schliel3lich das Pellet in 0.2 bzw.1 ml Aqua bidest und 10 % Glycerin resuspendiert
wurde. Die Suspension wurde dann in 40-100 ul Portionen aliquotiert, die Aliquote in

flussigem Stickstoff schockgefroren, und bei —80 °C gelagert.

3.4.10 Transformation elektrokompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Zur Transformation der elektrokompetenten Zellen mit Plasmid-DNA wurden 40 ul
angetauter elektrokompetenter Bakterienzellen mit 0,2-1 pl Ligationsprodukt (1-5 ng
Plasmid) vermischt und in vorgekihlte Elektroporationskivetten gegeben. In einem
Elektroporator (Biorad Electroporator) wurde die DNA bei 1,22 KV Ladespannung fur
5-6 Millisekunden in die Bakterien eingebracht. Die Bakterien wurden dann in
Falcon-Kuvetten transferiert und mit 1 ml LB Medium ohne Ampicillin vermischt. Die
Falcon-Kuvetten wurden 30-45 Minuten bei 37 °C mit einer Frequenz von 200 rpm
geschuttelt. AnschlielRend wurde die Bakteriensuspension fur 5 Minuten bei 4000 x g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Bakterien-Pellet mit LB Medium plus
Ampicillin (50 pg/ml) resuspendiert. 50 pl wurden auf LB Agar Platten ausgestrichen

und Uber Nacht im Warmeschrank bei 37 °C kultiviert.

3.4.11 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien erfolgte mithilfe des
.Nucloespin Plasmid QuickPure Kit* (Machery & Nagel, 740615.250) bzw. dem
»,NucleoBond PC500 Kit“ (Machery & Nagel, 740574.50) nach Herstellerangaben.
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3.5 Immunhistochemische Farbung

3.5.1 Praparation und Fixierung von Gewebeproben

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mause wurden nach den aktuell
geltenden Richtlinien des Tierschutzgesetzes gehalten. Fir immunhistochemische
Farbungen wurden postnatale Tiere unterschiedlichen Alters perfusionsfixiert. Dazu
wurde das Blut der Mause nach Anasthesie mit Avertin nach Standardprotokollen mit
entweder 10 % Formalin oder der Bouin’schen Losung (71,4 % Pikrinsaure, 9,25 %
Formalin, 4.7 % Eisessig) perfusionsfixiert (Jankowski et al., 2004). Bei einer Maus
(FVB/N, mannlich, adult, Wildtyp) wurden Grof3- und Kleinhirn, Mittelhirn, Hirnstamm,
Leber, Magen, Diunndarm, Dickdarm mit Rektum und Nieren explantiert. Den zwei
anderen Mausen (FVB/N, weiblich, adult, L7En2; FVB/N, weiblich, adult, Wildtyp)
wurde das Kleinhirn enthommen. Die explantierten Organe wurden 8 Stunden bei RT
nachfixiert und anschliefend maschinell in Paraffin eingebettet (Tissue-Tek® VIPTM

5 Jr., Sakura, Zoeterwoude, Niederlande).

Das Institut fur Pathologie der Universitat Bonn hat mir freundlicherweise 10
Formalin-fixierte und in Paraffin gebettete Gewebeproben von zufallig gewahlten
Patienten mit kolorektalem Adenokarzinom zur Verfligung gestellt. Von den
Paraffinblocken wurden 10 ym dunne Schnitte mit einem Mikrotom angefertigt und
auf Glasobjekttrager (Histobond, Marienfeld) gezogen. Die Schnitte wurden 7-14
Tage im Brutschrank bei 37 °C getrocknet.

3.5.2 Immunhistochemie an Paraffinschnitten

Das klassische immunhistochemische Protokoll mit DAB-Farbung sieht neun Schritte
vor: Entparaffinieren mit Xylol und Uberfiihren in eine wéassrige Phase, Antigen-
Demaskierung durch Erhitzen in Pufferldésung, Blockieren der endogenen
Peroxidase-Aktivitdt, Permeabilisieren des Gewebes mit einem Detergens,
Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen mit Serum, Inkubation mit dem

Primarantikorper, Inkubation mit einem biotinylierten Sekundarantikorper, Inkubation
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mit Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex, DAB-Reaktion zur Sichtbarmachung des
Antikdrperkomplexes. AnschlieBend werden die Schnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreihe dehydratisiert und mit Xylol in eine organische Phase Uberflhrt.

Ausgehend von einem Standardprotokoll haben wir ein Protokoll fur den Antikdrper
goat anti-En2 (sc-8111) entwickelt, mit dem wir den bestmdglichen

immunhistochemischen Nachweis von Engrailed-2 erbringen konnten.

1 | Entparaffinieren und Rehydrieren der Paraffin-
Schnitte mit Xylol (3x 10min), 100% Ethanol
(EtOH) (3x 5min), 90% EtOH (1x 5min), 70%
EtOH (1x 5min), 50% EtOH (1x 5min).

Uberfiihren der Schnitte in PBS

WIN

Destabilisieren der Proteinbriicken und Freilegen | 10x Tris-EDTA-Tween20:
des Antikorper-Epitops durch Erhitzen der 10mM Tris-Base, TmM
Schnitte in Tris-EDTA-Tween20-Puffer fur 40min | EDTA, 0,05% Tween20
auf >100°C.

4 | Abklhlen lassen bei Raumtemperatur (RT) und
anschliel3end 2x 5min Waschen in PBS.

5 | Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitat pro Glaskuvette:
durch Inkubation mit 1% HO, und 10% 52ml PBS, 2ml 30% H20,
Methanol in PBS fur 10-15min bei 6ml 100% Methanol
Raumtemperatur.

6 | Waschen in PBS fur 2x Smin.

7 | Permeabilisieren des Gewebes mit Detergens pro Glaskuvette:
0,5% TritonX100 in PBS flr 20-30min bei RT. 54ml PBS, 6ml 5%

TritonX100
8 | Waschen in PBS fur 3x Smin.

((e]

Vorsichtiges Abtrocknen des Objekttragers und
Einkreisen des Gewebes mit Fettstift. Weitere
Arbeitschritte in Inkubationskammer.

10 | Blockieren der unspezifischen hydrophoben 200-400ul pro Objekttrager
Bindungsstellen mit 2% Rinderserum (BSA) in
PBS fur 30-45min bei RT.

11 | Inkubation mit ErstantikGrper goat anti-En2
(sc8111) in der Verdinnung 1:400 in 2% BSA
uber Nacht bei 4°C.

12 | Entfernen der Antikdrperldsung und Waschen
mit PBS 4x 5min.

13 | Inkubation mit biotinyliertem Zweitantikdrper
donkey anti-goat 1:200 in 2% BSA flr 60min bei
RT.
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14 | Vorbereiten der Avidin-Biotin-Peroxidase- 1:100 in PBS
Complex-Lésung (ABC-Lsg.) 30-40min vor
Applikation.

15 | Entfernen der Antikdrperlésung und Waschen
mit PBS 4x 5min.

16 | Inkubation mit ABC-L6sung fur 60min bei RT,
anschlieend Waschen mit PBS 3x 5min.

17 | Sichtbarmachung des Antikorper-Peroxidase- 1:10 0,5% DAB in PBS,
Komplexes mit 0,05% DAB-Reagenz. Stoppen 1:1000 30% H20-
der Reaktion nach ca. 5min, abhangig vom Inaktivieren: Hydrochlorit

Hintergrundsignal.

18 | Waschen der Schnitte in PBS fur 2x 5min, dann
weitere Waschschritte in Aqua bidest.

19 | Dehydrieren der Schnitte durch aufsteigende
Alkoholreihe: 1x 2min 70% EtOH, 1x 5min 90%
EtOH, 2x 5min 100% EtOH, 2x 10min Xylol.

Tab. 13: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von Engrailed-2 mit dem Antikorper
sc-8111

3.6 Immunzytochemische Farbung von Zellkulturen

Im Gegensatz zur Immunhistochemie wurde bei der Immunzytochemie mit
Fluoreszenz-markierten Zweitantikdrpern gearbeitet. In diesem Fall schlie3t sich der
Inkubation mit dem Primarantikdrper ein 60 mindtiger Inkubationsschritt mit dem
fluoreszierenden Sekundarantikorper an. Nach grundlichem Waschen der Zellen mit
PBS und einer Kernfarbung mit Hoechst, wurden die Bdden der Kulturschalen
ausgesagt und auf speziellen Objekttragern mit Kaisers Gelatine eingedeckelt. Die
Praparate wurden mit einem Axioskop 2 mot (Zeiss, Gottingen) analysiert und die

Farbungen photographisch mit der MicroMax-Kamera dokumentiert.

3.7 Proliferationsmessung

Zur Messung der Proliferation wurden Kulturen der Zelllinien HT-29, SW-403 und
P19 mit En-2 Konstrukten transfiziert und nach 24 bzw. 48 Stunden mit Methanol
fixiert und mittels DAB immunzytochemisch gefarbt. Jeweils 10 Aufnahmen wurden
pro Bedingung mit einem 20x-Objektiv am aufrechten Axioskop 2 mot mit XC50-

Kamera (Olympus) aufgenommen. Die Gesichtsfelder haben sich dabei nicht
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Uberschnitten. Die Auswertung erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ
vom National Institute of Health (rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Zunachst wurde
das RGB-BIld in die einzelnen Kanale zerlegt. FUr die Analyse wurde der Grunkanal
aufgrund des besten Schwarz-Weil3-Kontrasts verwendet. Nun wurde mittels eines
Threshold-Wertes das Bold in eine Schwarz-Wei3-Graphik umgewandelt, wobei
Fluoreszenzen Uber dem Theshold wei® und Hintergrundpixel schwarz gemalt
wurden. Die Anzahl der weil3en Bildpunkte wurde in Pixel gemessen. Die einzelnen
Werte sind in Tabelle 11 aufgefuhrt. Dabei gibt Area 1 den Wert fir die transfizierten

und Area 2 den Wert fir die nicht-transfizierten Zellen an.

Zelllinie Threshold-Werte
Area 1 Area 2
HT-29 nach 24 und 48 h 100 bis 200 200 bis 242
SW-403 nach 24 und 48 h 100 bis 165 165 bis 225
P19 nach 24 h 100 bis 200 200 bis 236
P19 nach 48 h 100 bis 180 180 bis 215-228

Tab.14: Einstellung der Threshold-Werte im Programm ImageJ zur Messung der Flache beider
Populationen

Die errechneten Pixelwerte wurden in eine Microsoft Excel-Tabelle geladen. Die
Mittelwerte der Flachen und des Verhaltnisses beider Flachen wurden in einem
Kreis- bzw. Saulendiagramm zur besseren Veranschaulichung dargestellt. Als
statistisches Verfahren zum Vergleich der normalverteilten Pixelwerte wurde der T-
Test verwendet. Trotz der geringen Probenzahl liellen sich bereits Tendenzen

ablesen, die eine detaillierte Untersuchung ertbrigten.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von Engrailed-2 in kolorektalen Tumorzelllinien

Engrailed-2 ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Expression und funktionelle
Charakterisierung im Zentralnervensystem zum Teil gut experimentell untersucht ist.
Im Jahr 2004 publizierte das ,Genomics Institute of the Novartis Research
Foundation® (GNF) erstmals eine Engrailed-2 Expression auf3erhalb des ZNS in einer
kolorektalen Adenokarzinomzelllinie (Abb. 3) (Su et al.,, 2004). Kurze Zeit darauf
konnte gezeigt werden, dass Engrailed-2 in Mammakarzinomzellen und in
entsprechendem humanem Gewebe exprimiert wird, und als Pathogenesefaktor fur
die Entstehung dieser Tumorentitat postuliert wurde (Martin et al., 2005). Da die
Expressionsanalyse an kolorektalen Adenokarzinomzelllinien mittels Microarray-
Verfahren durchgefuhrt wurde, sollte zunachst mit molekularbiologischen Methoden
gepruft werden, ob und in welcher RegelmaRigkeit kolorektale Karzinom-Zelllinien
Engrailed-2 exprimierten. Die hier verwendeten Zelllinien wurden freundlicherweise
von Frau Diplom-Biologin Annabelle Vogt aus der Medizinischen Klinik | des

Universitatsklinikums Bonn zur Verfugung gestellt.
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Abb. 3: Microarray-Daten der GNF

Der Nachweis von Engrailed-2 gelang in Gewebe und Gesamt-
RNA des Kleinhirns sowie in geringerer Konzentration in der
Kolonkarzinomzelllinie SW-480. Die Ubrigen untersuchten Gewebe
und RNA-Extrakte waren En-2-negativ (Daten wurden von

http://biogps.gnf.org entnommen).
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4.1.1 Nachweis der Engrailed-2 Expression durch RT-PCR

Zum Nachweis der Engrailed-2-Expression wurde aus acht verschiedenen
kolorektalen Adenokarzinom-Zelllinien die Gesamt-RNA gewonnen und daraus
cDNA hergestellt. In allen Syntheseansatzen wurde dieselbe Menge an RNA zur
reversen Transkription verwendet. Der Erfolg der cDNA Synthese wurde durch die
Amplifikation des ,House-keeping“-Gens GAPDH kontrolliert. Die fir die Polymerase-
Ketten-Reaktion verwendeten Oligonukleotid-Primer lagen innerhalb der exonischen
Sequenz und sind exonubergreifend konzipiert, sodass eine magliche Amplifikation
genomischer DNA ausgeschlossen werden konnte. Als Positivkontrolle zum
Nachweis von Engrailed-2 wurde zum einen zerebellares Gewebe, zum anderen die
aus dem Kleinhirn abstammende Medulloblastomzelllinie Daoy verwendet
(freundlicherweise von Prof. Th. Pietsch, Neuropathologie des Universitatsklinikums
Bonn zur Verfugung gestellt). In allen positiven Proben konnte ein DNA-Fragment
von 318 bp amplifiziert werden, was der theoretisch ermittelten GroRe des Engrailed-
2-Fragments entsprach. Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, konnte von der cDNA der
kolorektalen Karzinomzelllinien SW-480, SW-948 und Colo-320 das En-2- Fragment
amplifiziert werden. Um das PCR-Produkt zu verifizieren und dartber hinaus
festzustellen, ob Splice-Varianten in diesen Zelllinien vorlagen, wurde die RT-PCR
mit Primern wiederholt, welche die gesamte kodierende Sequenz einschlossen.
Diese Experimente zeigten, dass die vollstandige mRNA in diesen Zelllinien
exprimiert wurde (Abb. 5). Das Amplifikationsprodukt von Medulloblastomzellen
wurde zudem sequenziert, wodurch das Volllangenprodukt eindeutig als Engrailed-2-

Sequenz identifiziert werden konnte.
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Abb. 4: Kolonkarzinomzelllinien exprimieren Engrailed-2.
Ein 318 bp langes Genfragemnt von Engrailed-2 wurde mittels RT-PCR aus verschiedenen
kolorektalen Tumorzelllinien (linkes Panel), sowie der Teratokarzinomzelllinie P19 und einer
Kleinhirnprobe von 11 Tage alten Tieren (P11 Cere) isoliert.
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Abb. 5: Kolonkarzinomzelllinien exprimieren Engrailed-2.
Analog dem in Abb.4 dargestellten Nachweis des 318 bp-langen En-2-
Genfragments konnte in den En-2-positiven kolorekatalen Tumorzelllinien
sowie der Medulloblastomzelllinie Daoy das Volllangenprodukt von En-2
nachgewiesen werden. Weitere Banden waren nicht sichtbar.
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Abb. 6: Kolonkarzinom-Zelllinien exprimieren kein Engrailed-1

CDNA aus Mesenzephalon und Hirnstamm einer Wildtyp-Maus an PO diente als
Positivkontrolle. Allein aus cDNA von P19-Zellen konnte eine schwach gefarbte Bande
von etwa 1kb Lange amplifiziert werden. Die untersuchten Kolonkarzinom-Zelllinien
waren Engrailed-1-negativ.

Diese Ergebnisse bestatigen zum einen eine in den Microarray-Analysen postulierte
Expression von Engrailed-2 in SW-480 Zelllinien. Sie zeigen aber dartber hinaus,
dass definierte Zelllinien intestinalen Ursprungs Engrailed-2, jedoch nicht Engrailed-

1, auf RNA-Ebene exprimieren.

4.1.2 Expressionsnachweis durch ICC

Um die Ergebnisse der Polymerase-Ketten-Reaktion zu verifizieren und dariber
hinaus Engrailed-2 auf Proteinebene nachweisen zu kdnnen, sollte das Engrailed-2-
Protein immunzytochemisch nachgewiesen werden. Der Antikorper Anti-En2 (sc-
8111) ist gegen ein C-terminales Epitop gerichtet, das Sequenzen der Homeobox
enthalt. Entsprechend musste mit der Kreuzreaktivitat mit anderen
Homeoboxproteinen gerechnet werden. Laut Herstellerangaben erkennt der
verwendete polyklonale Antikdrper murines und humanes Engrailed-2, aber auch das
Homolog Engrailed-1. Zur Etablierung des Antikérpers wurden Kleinhirnschnitte von
Wildtyp-Mausen verwendet, aber auch Schnitte von L7En-2-Mausen eingesetzt, die
zeitlebens Engrailed-2 in den Purkinje-Zellen Uberexprimierten. Zusatzlich wurde
eine Maus verwendet, in der Teile des Engrailed-2-Gens inklusive des Startkodons

deletiert worden waren (Abb. 7).
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Abb. 7: Immunhistochemischer Nachweis von Engrailed-2 an Kleinhirnschnitten von Wildtyp
und transgenen Mausen.

(A) Kleinhirn der Uberexpressionsmutante L7En-2 zum Postnataltag 11 (P11). (B) Kleinhirn der
Wildtypmaus zum Zeitpunkt P11. (C) Kleinhirn der Engrailed-Knock-Out-Maus zum Zeitpunkt P9.
Einige Lobuli sind mit rémischen Ziffern gekennzeichnet. Die Purkinje-Zellen sind mit einer Pfeilspitze
markiert. Der Balken entspricht 500 um. D bis E stellen Ausschnittvergréfierungen der Lobuli 1l und
IV der jeweiligen Genotypen dar. Die innere Kornerzellschicht ist mit einem Pfeil markiert. Der Balken
entspricht 100 ym.

Bereits in den Ubersichtsaufnahmen von Zerebella aus Uberexpressionsmutanten
und Wildtypmausen fiel eine deutliche Farbung der inneren Kdérnerzellschicht auf
(Pfeil in Abb. 7). Diese Farbung reprasentiert eine Expression von Engrailed-2 in
Kdrnerzellen, die wahrend der gesamten Reifung dieser Neurone, vermehrt in
postmitotischen Stadien beschrieben ist. Engrailed-2-Knock-Out-Mause zeigten
allerdings ebenfalls ein Signal in der inneren Kornerzellschicht, wenn auch

tendenziell etwas geringer ausgepragt. Im Unterschied zu den Wildtyp- und Knock-
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Out-Mausen war in der L7En-2 Maus ein prominentes Signal in der
Purkinjezellschicht, bei genauerer Betrachtung in den Zellkernen dieser Neurone, zu
sehen. Entsprechend den oben gemachten Vorhersagen Uber die Spezifitat des
Antikdrpers, konnte also festgestellt werden, dass der verwendete Antikorper, und
dies ist der beste von bisher funf untersuchten, kommerziell erhaltlichen Antikdrpern,
Uberexprimiertes Engrailed-2 nachweisen konnte. Allerdings scheint der Antikérper
unter den verwendeten Bedingungen nicht fur Engrailed-2 spezifisch zu sein,
weswegen auch in der Knock-Out-Maus ein Immunsignal nachweisbar war. Mit den
derzeit erhaltlichen Antikrpern lasst sich folglich nur eine Uberexpression von

Engrailed-2 eindeutig darstellen.

Da immunhistochemische Ergebnisse von Gewebeproben, und insbesondere von
Paraffin-eingebetteten Gewebeproben, und immunzytochemische Resultate von
Zellkulturen erfahrungsgemaly stark differieren, wurde im Folgenden derselbe
Antikdrper an PCR-positiv und -negativ getesteten kolorektalen Tumorzelllinien
getestet. Die Farbungen an den Engrailed-2-positiven Zellen ergaben ein Uber das
Zytoplasma und den Kern gleichmaRig verteiltes Signal mit einer Konturierung der
Zellkernmembran. Ein vergleichbares Signal, sowohl in Lokalisation als auch in
Intensitat konnte allerdings auch in den Engrailed-2-negativen Zellen und in Zellen
gefunden werden, die ohne Primarantikorper gefarbt worden waren. Wurden
kolorektale Zelllinien mit Engrailed-2 transfiziert, konnte in einzelnen Zellen ein
deutliches nukleares Immunsignal nachgewiesen werden (Abb. 13). Dieses Signal ist
auf die Engrailed-2-Uberexpression zuriickzufiihren, da eine Engrailed-1-Expression
in den Kolonkarzinom-Zelllinien durch RT-PCR ausgeschlossen werden konnte
(siehe Abb. 6). Es konnte also auch in Zelllinien eindeutig eine Uberexpression von

Engrailed-2 nachgewiesen werden.

4.2 Expression von Engrailed-2 in Darmgewebe

Die PCR-Daten zeigten, dass Engrailed-2 in einigen, aber nicht in allen kolorektalen
Zelllinien exprimiert wurde. Die Frage ist nun, ob diese, wenn auch selektive
Expression, eine Eigenart des Tumorgewebes oder generell des nativen

Darmgewebes darstellt. In Drosophila spielt engrailed eine wichtige Rolle bei der
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Kompartimentierung des hinteren Darmabschnitts, und wird insofern im Darmgewebe
exprimiert. Ob auch bei Vertebraten Engrailed-Proteine fur die regelrechte
Darmentwicklung essentiell sind, ist nicht bekannt. An Mausen wurde in Extrakten
fetaler, innerer Organe kein Engrailed-2-Transkript nachgewiesen (Joyner und
Martin, 1987). Ganzkorperfarbungen an Mauseembryonen konnten ebenfalls keine
Transkripte von Engrailed-2 auferhalb des Zentralnervensystems identifizieren
(Davis und Joyner, 1988; Dauvis et al., 1988).

4.2.1 Expressionsnachweis durch RT-PCR

Da endogenes Engrailed-2 mit den bisher erhaltlichen Antikérpern nicht nachweisbar
war, wurde die Frage der Expression von Engrailed im nativen Darmgewebe mit der
PCR-Methode untersucht. Dazu wurde einer gesunden, adulten Wildtyp-Maus das
Darmpaket explantiert und aus verschiedenen Abschnitten cDNA gewonnen. Aus der
cDNA wurde dann mit den bereits etablierten Primerpaaren versucht, Engrailed-2-
Fragmente zu amplifizieren. Auch hier dienten Primer fur die GAPDH-Sequenz als
Positivkontrolle. In der RT-PCR konnten keine Engrailed-2-Fragmente amplifiziert
werden, wahrend GAPDH-Primer deutliche Amplifikationsprodukte lieferten. Wir
konnten also experimentell mit hoher Sensitivitdt nachweisen, dass
physiologischerweise im adulten Intestinum der Maus Engrailed-2 nicht exprimiert
wird. Ob dies auch fur menschliches Gewebe zutrifft, kann an diesem Punkt
allerdings nur vermutet werden. Zum Zeitpunkt der Arbeit bestand fur uns keine
Mdglichkeit menschliches Darmgewebe fur unsere Untersuchungszwecke zu

erhalten.
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En-2

Abbildung 8: Engrailed-2 Expression im Darmgewebe einer
adulten Maus.

Wie in Abb. 4 flir kolorektale Karzinomzellen gezeigt, wurden
Engrailed-2-spezifische Primer genutzt, um Engrailed-2 mittels RT-
PCR aus verschiedenen Darmabschnitten der Maus zu
amplifizieren. In keinem Abschnitt konnte das En-2-Fragment
nachgewiesen werden, wahrend die GAPDH-Sequenz in allen
Proben deutlich zu sehen war. En-2 wird folglich nicht im
Darmgewebe exprimiert.

4.2.2 Expressionsnachweis von Engrailed-2 in tumorésem Darmgewebe

durch immunhistochemische Farbung

Bisher konnte gezeigt werden, dass normales Darmgewebe kein Engrailed-2
exprimiert, bestimmte Zelllinien aus kolorektalen Entitdten aber positiv fur Engrailed-
2 waren. Wenn Engrailed-2 also in hohen Mengen, einer Uberexpression
gleichkommend, in tumorbésem Darmgewebe exprimiert wird, dann sollte das
Engrailed-2-Protein mit dem oben etablierten Protokoll nachweisbar sein. Fur die
Untersuchungen wurden uns freundlicherweise einzelne Schnittproben aus der
Chirurgie des Universitatsklinikums Bonn (Prof. Dr. Kalff, Chirurgische Klinik) zur
Verfugung gestellt. Mit dem oben etablierten Antikorper sc-8111 konnten deutlich
interstitielle  Strukturen angefarbt werden, die sowohl fibroblastenahnliche
Charakteristika als auch Charakteristika freier Bindegewebszellen aufwiesen. Diese
Zellen waren in der Negativkontrolle nicht darstellbar. Das Immunsignal war sowonhl
zytoplasmatisch als auch nuklear in den Zellen verteilt. Des Weiteren konnte mit der
Immunhistochemie gezeigt werden, dass Engrailed-2 nicht in den Epithelzellen des
Darms exprimiert wird. In Zusammenhang mit dem Befund, dass Engrailed-2 auf
PCR-Ebene nicht im Darmgewebe der Maus nachgewiesen werden konnte, musste
angenommen werden, dass das positive Signal im Interstitium nicht auf eine

Engrailed-2 Expression zuruckzufuhren ist.



Abb. 9: Immunhistochemische Farbung von Darmgewebe mit dem
Antikorper sc-8111.

A bis C Ubersichtsaufnahmen von gesundem Darmgewebe A Anschnitt von
Darmkrypten, Kerngegenfarbung mit Hamalaun B vereinzelt interstitielle
Anfarbungen (Pfeil) C Folgeschnitt ohne Primarantikdrper und ohne
interstitielle Anfarbungen (Pfeil). Kerne des Darmepithels sind nicht angefarbt
(Pfeilspitze). Der Balken entspricht 100 pm.

Um einen direkten Vergleich der Engrailed-2-Expression in nativem Darmgewebe
von gesundem und tumorésem Gewebematerial zu erhalten, wurden im Folgenden
Gewebeproben von Kolontumoren untersucht (freundlicherweise von Herrn PD Dr.
Friedrichs, Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Bonn Uberlassen und
nach Farbung kontrolliert). Da fir den Nachweis von Engrailed-2 in menschlichen
Hirnschnitten ein monoklonaler Antikérper beschrieben war (Lavezzi et al., 2005),
wurden diese Gewebeschnitte mit dem 4D9-genannten Antikorper aus der Maus

gefarbt. Dieser Antikorper wurde urspringlich fiar den Nachweis von
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engrailed/invected, einem Engrailed-Homolog aus Drosophila, hergestellt. Ein
Nachweis von Engrailed-2 im Mausgewebe ist damit nicht moglich (eigene
Beobachtungen). Ahnlich dem bereits oben beschriebenen Muster konnte mit dem
4D9-Antikérper an menschlichem Darmgewebe spezifische Zellen der Lamina
submukosa charakterisiert werden. Ahnlich dem gesunden Darmgewebe konnte
auch hier eine zytoplasmatische und nukleare Anfarbung erzielt werden. Die positiv
gefarbten Zellen waren aber weder im Tumorgewebe noch in der Nahe der
Invasionsfront lokalisiert. Ausgeschlossen werden kann auch mit diesem Antikorper

ein Nachweis von Engrailed-2 im Darmepithel.

Abb. 10: Immunhistochemische Farbung von menschlichem Darmgewebe mit dem
Antikorper 4D9 und Hamalaun-Kerngegenfarbung.

Die  Abbildungen stammen aus mit dem  4D9-Antikérper immungefarbten
Kolonkarzinompréaparaten. A bis C sind Ubersichtaufnahmen (Balken entspricht 500 um). D
bis F stellen DetailvergroRerungen dar (Balken entspricht 100 pym). A Farbung ohne
Primarantikdrper, keine interstitiellen Anfarbungen B bis F Farbung mit Primarantikdrper
(Konzentration 1:20). Man erkennt diffus verteilt bis cluster-artig lokalisierte Anfarbungen von
Zellen im Interstitum der Lamina submucosa (beispielhaft mit Pfeil in B, E und F
gekennzeichnet). Dagegen ist das Darmepithel nicht angefarbt (Pfeilspitze).
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Mit zwei verschiedenen Antikdrpern, die gegen ein Homeobox-Epitop der Engrailed-
Proteine gerichtet sind, konnten folglich in menschlichem Darmgewebe Zellen
angefarbt werden, die sich im Bindegewebe der Lamina submukosa befanden, nicht
aber in Tumorgewebe. Das Darmepithel, den Ursprungszellen des Kolonkarzinoms,
konnte mit keinem der verwendeten Antikérper als Engrailed-2-positiv identifiziert

werden.

4.3 Uberexpression von Engrailed-2 in Zelllinien

Da wir mit dem sc-8111-Antikorper vermehrt exprimiertes Engrailed-2 nachweisen
konnten, sollte nun untersucht werden, ob Engrailed-2 einen Einfluss auf die
Proliferation und Differenzierung von Kolonzellen hat. Dazu wurde die Maussequenz
von Engrailed in einen Expressionsvektor kloniert. Mit diesem Vektor wurden
verschiedene Kolonkarzinomzelllinien transfiziert und der Effekt auf das

Proliferationsverhalten und die Zelldifferenzierung untersucht.

4.3.1 Erstellen eines Vektors zur Uberexpression von Engrailed-2 in

Zelllinien

Von muriner cDNA (Zerebellum adult) wurde die gesamten kodierende Sequenz des
Engrailed-2-Gens (NM_001427; CCDS5940) mittels RT-PCR amplifiziert. Das
aufgereinigte PCR-Produkt wurde Uber eine AspE1-Schnittstelle in den pGHL-TA-
Vektor kloniert (pGHL-TA-en2fl). Das Ligationsprodukt wurde Uber Elektroporation in
DH5a-Bakterienstamme transformiert. Die Engrailed-2-positiven Klone wurden durch
PCR ermittelt und als Glycerinkultur angelegt. Zur Expression von Engrailed-2 in
Zellkulturen wurde das murine Engrailed-2-Fragment aus pGHL-TA-en2fl Uber eine
BamHI-Schnittstelle in den Expressionsvektor pcDNA3.1zeo kloniert, wodurch
Engrailed-2 unter Kontrolle des CMV-Promoters in transfizierten Zelllinien exprimiert

werden konnte (pen2mfl_pcDNA31zeo).
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Abb. 11: Sequenzkarte des Expressions-Vektors
pen2mfl_pcDNA31zeo

Die Expression von Engrailed-2 (en2m cds) steht unter Kontrolle
des CMV-Promotors.

Die Charakterisierung des Endproduktes erfolgte Uber Restriktionsverdau mit BamHl,
Kpnl sowie Clal. Die anschlielende Sequenzierung des klonierten Fragments ergab
den korrekten Einbau von Engrailed-2 in den Expressionsvektor, mit einer stummen
Mutation (c.429C>A; p.Val143Val) in der Aminosauresequenz. Aus einem der
positiven Klone wurde eine Glycerinkultur angelegt.

Werden Zelllinien mit Vektoren transfiziert, kann man entweder Uber ein
Selektivmedium stabile Zelllinien heranzichten oder mit transient transfizierten
Zelllinien arbeiten. Stabile Zelllinien stellen im Optimalfall eine reine Kultur von
Transgen-exprimierenden Zellen dar. Es ist allerdings mdglich, dass das Transgen
mit der Zeit wieder aus den Zellen ausgeschleust wird, wahrend das Resistenzgen
weiterhin in der Zelle verbleibt. AuBerdem kann das Transgen zum Absterben der
Zelle und somit der ganzen Zellkultur fihren. Dagegen stellen transient transfizierte
Zelllinien eine inhomogene Kultur mit niedrigen bis hohen Transfektionsraten dar.
Vorteil der transienten Transfektion ist allerdings, dass sich transfizierte und nicht-
transfizierte Zellen im selben Ansatz befinden und man unterschiedliche Kultur- bzw.
Versuchsbedingungen bei der Auswertung ausschlieen kann. Deswegen wurden flr
die hiesigen Arbeiten transiente Transfektionen verwendet. Immunzytochemisch
konnte gezeigt werden, dass Engrailed-2 in etwa 10 % der Zellen nach Transfektion

Uberexprimiert wurde.
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43.2 Einfluss von Engrailed-2 auf die Proliferation von

Kolonkarzinomzellen

Da nach den Daten von Martin et al. (2005) die Uberexpression von Engrailed-2 in
Mammakarzinomzelllinien eine Proliferationssteigerung bewirkte, sollte als erstes
getestet werden, ob Engrailed-2 denselben Effekt in Kolonkarzinomzelllinien
bewirken konnte.

Fur die transiente Transfektion wurden Zelllinien herangezogen, die endogen kein
Engrailed-2 exprimierten (HT-29, SW-403, P19). Fir den Nachweis der
Uberexpression wurde die Gesamt-RNA aus Zellkulturen 24 und 48 Stunden post
transfectionem isoliert und mittels RT-PCR die Engrailed-2-Sequenz amplifiziert
(Abb. 12). In allen transfizierten Zelllinien konnte das 318 bp lange Engrailed-2-
spezifische Genfragment amplifiziert werden, wahrend nicht-transfizierte Kulturen

diese Bande nicht zeigten (siehe Abb. 4).
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Abb. 12: PCR der transfizierten Kulturen

In den zwei kolorektalen Karzinomzelllinien HT-29 und SW-403,
sowie in der Teratokarzinomzelllinie P19, konnte nach der
Transfektion das En-2-typische Fragment von 318bp
nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurde eine Duplex-PCR mit
GAPDH-Primern gemacht.

Zum weiteren Nachweis einer Uberexpression von Engrailed-2, wurden transfizierte
Zellen 24 bzw. 48 Stunden post transfectionem immunzytochemisch analysiert. Die
Zellkulturen wurden mit 2 % PFA fur 10 Minuten fixiert und die Engrailed-2-
exprimierenden Zellen mittels einer DAB-Immunfarbung dargestellt. Die
Transfektionsraten sind fur die verschiedenen Zelllinien unterschiedlich, jedoch ist

den Zellen die nukleare Lokalisation des Transgens gemeinsam (Abb. 13).
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Abb. 13: Immunzytochemische Farbung von Engrailed-2 in transient
transfizierten Kolonkarzinomzelllinien.

Zellkulturen der Kolonkarzinomzelllinien HT-29 (A) und SW-403 (B), sowie der
Teratokarzinomzelllinie P19 (C) wurden immunzytochemisch mit dem sc8111
Antikérper gegen Engrailed-2 gefarbt. Uberexprimierende Zellen zeigten ein
nukledres braunes DAB-Prazipitat. Auffallig ist in allen Kulturen die gleichmaRige
Verteilung der transfizierten Zellen. Cluster von immunpositiven Zellen konnten nicht
gefunden werden. Der Zellkern einer transfizierten Zelle ist beispielhaft in jedem Bild
mit einem Pfeil markiert. Der Messbalken entspricht 100 ym.

Soweit mikroskopisch beurteilbar,

unterscheiden sich transfizierte und nicht-

transfizierte Zellen morphologisch nicht voneinander. Dabei wurde auf Zellgrole,

Zellform und Bildung von Fortsatzen geachtet. Ebenfalls gleich war die Eingliederung



52

in Zellverbande, was auf eine regelrechte Fahigkeit zur Bildung von Zell-

Zellverbindungen schliel3en lasst.

Auffallig war bereits bei der groben Ubersicht, dass Engrailed-2-positive Zellen meist
vereinzelt und nicht cluster-artig in der Kultur verteilt waren. Um diese visuelle
Auswertung zu objektivieren, wurden Bild-Aufnahmen der Kulturen gemacht und die
Engrailed-2-positiven und -negativen Zellen ausgezahlt. Die Relation beider Zahlen
ist ein Mal® dafur, ob Engrailed-2-positive Zellen im Vergleich zu den -negativen
schneller wachsen. Die Ergebnisse sind in Abb. 14 graphisch dargestellt. Es zeigte
sich, dass ganz generell die Zellzahl zwischen 24 und 48 Stunden in Kultur zunahm,
was mit einer Verdopplungsrate dieser Zellen innerhalb von drei Tagen konform
ware. Wurde die Zunahme des Wachstums von transfizierten und nicht-transfizierten
Kolonzellen verglichen, zeigte sich kein Unterschied. Bestenfalls sind Tendenzen
eines leicht verstarkten Wachstumsverhaltens der transfizierten im Vergleich zu den
nicht-transfizierten Zellen abzulesen. Ein Eindruck, der im Vergleich zu den
gegenlaufigen Ergebnissen der P19-Zellen verstarkt wird. Die geringen Unterschiede
wurden trotz des Nachweises einer statistischen Signifikanz eine echte biologische
Bedeutung in Frage stellen, weswegen auf eine detailliertere Untersuchung

verzichtet wurde.
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Abb. 14: Messung der Proliferation von transfizierten und nicht-transfizierten Zellen nach 24
und 48 Stunden

In den Kreisdiagrammen sind die Mittelwerte aus den absolut gezahlten transfizierten und nicht-
transfizierten Zellen pro Bildausschnitt nach 24 und 48 Stunden dargestellt. Das Saulendiagramm
zeigt das Verhéltnis dieser beiden Zellzahlen nach 24 und 48 Stunden an. Wie aus den Daten zu
sehen ist, lielen sich keine relevanten Unterschiede in der Wachstumsrate von En-2-positiven und -
negativen Zellen nachweisen. Aufgrund der geringen Stichprobenzahl wurde auf eine statistische
Auswertung verzichtet.
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4.3.3 Einfluss von Engrailed-2 auf die Differenzierung von

Kolonkarzinomzellen

Neben dem Proliferationsverhalten wurde untersucht, ob Engrailed-2 die Reifung der
Kolonkarzinomzellen beeinflusst. Dazu wurden die Verteilung von Organellen und die
Ausbildung von Zell-Zellkontakten, wie sie typisch flur reife Epithelzellen ist,

analysiert.

E-Cadherin gehort zur Superfamilie der Cadherine, welche calciumabhangig
homophile Zellkontakte bilden. E-Cadherin ist der Hauptvertreter der Cadherine in
Epithelzellen und typisch fur ausdifferenzierte Epithelzellen. Als integraler Bestandteil
der Zellmembran bildet es die Interzellularkontakte vom Typ Punctum adharens
sowie Zonula adharens aus. Uber Plaqueproteine wie Vinculin, Alpha-Actinin und
Catenine steht E-Cadherin mit dem Aktin-Myosin-Zytoskelett in Verbindung
(Drenckhahn, 1994). Daneben ist E-Cadherin Uber eine intrazellulare Verbindung zu
B-Catenin auch in Signaltransduktionswege eingeschaltet und reguliert Teilungs- und
Bindungsprozesse. Mutationen in diesen Signalketten (wnt/p-Catenin/APC) sind in
Tumorgewebe haufig zu finden (Cowin et al., 2005). Ein Verlust der E-Cadherin-
vermittelten Zelladhdsion durch Mutationen fuhrt zu invasivem Wachstum, bei dem
Zellen aus ihren Verbanden gelést werden (Foty und Steinberg, 2004; Guarino,
2007). E-Cadherin wird folglich haufig als Marker fir reife und funktionelle

Epithelzellen verwendet.

Als weiteren Reifefaktor untersuchten wir die Expression und Verteilung des
Zytoskelett-assoziierten  Proteins p-Spectrin 1l in  Engrailed-2-transfizierten
Kolonkarzinomzellen. Spektrine sind fur die Stabilisierung der Plasmamembran
verantwortlich. Das Spektrinfilament ist ein Tetramer bestehend aus zwei a- und B-
Spektrinmolekiilen. Uber Aktinfilamente bildet sich ein Spektrinnetzwerk, welches
durch Ankyrin, Protein 4.1 oder die Natrium-Kalium-ATPase an der Zellmembran
fixiert wird (Drenckhahn, 1994). Unter der Annahme, dass in unreiferen Zellen die
Ausbildung eines festen Zellstitzgerlstes weniger ausgepragt ist als in
differenzierten Zellen, sollte Spektrin in den Tumorzelllinien diffuser verteilt sein. So
ist z.B. in Hirn- und Nervenscheidentumoren durch einen Ausfall des

Tumorsuppressorgens NF2-Protein (oder Merlin/Schwannomin) aufgrund einer
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direkten Interaktion mit 3-Spectrin Il eine frihzeitige Storung der Zytoskelettformation

zu beobachten (Scoles et al., 1998).

Die Arbeiten von Holst et al. (2008) und Liebig (Dissertation, Univ. Bonn, 2007)
haben gezeigt, dass die Uberexpression von Engrailed-2 in zerebellaren Purkinje-
Zellen zu Veranderungen in der Verteilung von Zellorganellen fuhrt. Es wurde
postuliert, dass Engrailed-2 den dendritischen und axonalen Transport von Proteinen
und Organellen steuert und damit Einfluss auf die Differenzierung genommen wird.
Sowohl der Golgi-Apparat als auch das endoplasmatische Retikulum und
Mitochondrien sind in charakteristischer Weise im Zytoplasma angeordnet. Tgn38 ist
ein Marker, der spezifisch in dem Abschnitt des Golgi-Apparates vorkommt, der flr
die Vesikelbildung verantwortlich ist, namlich dem Trans-Golgi-Netzwerk (Luzio et al.,
1990; Reaves et al., 1992). Dagegen ist G58K an der Verankerung des Golgi-
Apparates am Mikrotubulus-System beteiligt (Bloom und Brashear, 1989).
Veranderungen im Vesikeltransport sollten folglich Uber die Verteilung dieser

Markerproteine sichtbar gemacht werden kénnen.

Zur Analyse der Verteilung von Markerproteinen in Engrailed-2-tUberexprimierenden
Kolonkarzinomzellen wurden Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen vorgenommen,
wobei die jeweiligen Markerproteine (E-Cadherin, 3-Spectrin [I, Tgn38 und G58K)

zusammen mit Engrailed-2 gefarbt wurden.

Die Immunfluoreszenzfarbungen sind in den Abbildungen 15 bis 18 dargestellt,
jeweils fur die Engrailed-2-positiven Zelllinien Colo-320 und SW-480 und die
Engrailed-2-negativen HT-29- und LoVo-Zellen. Bei den SW-480-Zellen war E-
Cadherin als scharf abgrenzbare Linie zwischen zwei benachbarten Zellen zu
lokalisieren. Zellmembranen, die keine Nachbarzellen hatten, waren Cadherin-
negativ. Ein aquivalentes Verteilungsmuster konnte auch in HT-29- und LoVo-Zellen
dargestellt werden, die kein endogenes Engrailed-2 exprimieren (Abb. 15 B, 17 A
und 18 A). Die Farbung des Tubulins, das in der gesamten Zelle verbreitet ist, zeigte
die Ausdehnung der Zellen und bestatigt die Lokalisation des E-Cadherin an der
Zellmembran (Abb. 15 A). Zudem =zeigte die Tubulinfarbung, dass auch das
Tubuluszytoskelett in Engrailed-2-exprimierenden Kolonkarzinomzellen normal
ausgebildet war. Beta-Spektrin 1l war wie E-Cadherin Zellmembran-assoziiert

lokalisiert. Im Unterschied zu E-Cadherin war p-Spektrin Il aber in einem breiteren
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Band und nicht auf Zell-Zellkontakte beschrankt nachweisbar. Dieses Farbemuster
war wiederum bei Engrailed-2-exprimierenden (Abb. 15 C, 16 C) und Engrailed-2-
negativen Kolonzellen (Abb. 17 C, 18 C) vergleichbar. Der Golgi-Apparat liel3 sich mit
den Tgn38- und G58K-Antikdrpern als punktuelle perinukleare Farbung mit teilweise
polarisierter Verteilung darstellen. Man beachte, dass die Aufnahmen mit einem
Epifluoreszenzmikroskop aufgenommen worden sind, und insofern perinukleare
Farbung Uber dem Nukleus als nukleare Farbung erscheint. Die Verteilung des

Golgi-Apparates war in den vier Zelllinien vergleichbar (Abb. 15 D - 18 D).

Neben dem Vergleich Engrailed-2-positiver und -negativer Zelllinien wurde
Engrailed-2 in den genuin Engrailed-2-negativen Zelllinien Uberexprimiert und
immunzytochemisch die zytoskeletale Beschaffenheit der Zellen und die Verteilung
der Organellen analysiert. Die Zelllinien HT-29 und LoVo wurden ausgewahlt, da sie
unbehandelt in Verbanden wachsen und groRRe, zytoplasmareiche Zellkérper
aufweisen. Die transfizierten Zellen sind durch das deutliche, ausschlief3lich nukleare
Signal nach Farbung mit Anti-En2 (sc-8111) klar von nicht-transfizierten Zellen visuell
zu unterscheiden. Die in Abb. 17 und 18 dargestellten Bildausschnitte zeigen, dass
E-Cadherin in den Zellwanden aneinandergrenzender Zellen gut darstellbar ist,
wahrend frei liegende Membranen kein Signal aufweisen (Abb. 17 B und 18 B).
Transfizierte und nicht-transfizierte Zellen wachsen nebeneinander und weisen keine
Unterschiede in Verteilungsmuster und Signalintensitat auf. Beta-Spectrin Il ist in
allen, transfizierten und nicht-transfizierten Zellen darstellbar und zeigt ein lockeres,
homogenes netzartiges Muster, welches zytoplasmatisch gleichmafig verteilt ist
(Abb. 17 C und 18 C). Die perinukledre und mitunter polarisierte Lokalisation des
Golgi-Apparates ist in transfizierten Zellen ebenfalls nicht gestort (Abb. 17 D und 18
D). Zusammengefasst ist als Ergebnis festzuhalten, dass die Engrailed-2-
Uberexpression in den beiden Zelllinien HT-29 und LoVo keinen mikroskopisch

detektierbaren Einfluss auf die Differenzierung hat.
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Abb. 15: Immunfluoreszenzfarbung der Zelllinie SW-480

A Durch die Anfarbung von Pantubulin (rot) wird das Zytoskelett der Zelle
dargestellt B Zwischen benachbarten Zellen erkennt man ein dinnes Band,
welches E-Cadherin (grun) darstellt (Pfeile). Die freiliegende Seite einer Zelle
bildet keine Zell-Zell-Kontakte und stellt sich somit auch nicht in der E-Cadherin-
Farbung dar (einzelner Pfeil) C Im Gegensatz zu E-Cadherin ist $-Spectrin Il
(grin) aufgrund der Interaktion mit dem Aktinzytoskelett (Pfeilspitzen) auch an
freiliegenden Zellmembranen detektierbar D Die Abschnitte des Golgi-Apparates
kénnen nur schwach mit dem Tgn38-Antikdrper (grin) sichtbar gemacht werden.
A bis D Kernfarbung mit Hoechst-Farbstoff (blau), der Balken entspricht 50um.
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Abb. 16: Immunfluoreszenzfarbung der Zelllinie Colo-320

A Darstellung des Zytoskeletts mittels Anfarbung von Pantubulin (rot) B Die
typische Darstellung der Zell-Zellkontakte mit der Anfarbung von E-Cadherin
(grtin) gelingt bei den eher einzeln liegenden Colo-320-Zellen nicht. Man erkennt
eine polarisierte Verteilung (Pfeile), die in Anbetracht der runden Zellform und der
dadurch eingeschrankten Méglichkeit zur Ausbildung von Zellkontakten zu
erwarten ist C Durch die Assoziation zum Zytoskelett gelingt eine gleichmaRige
Darstellung von p-Spectrin Il (grin, Pfeilspitzen) D Die Abschnitte des Golgi-
Apparates (Tgn38, grun) sind perinuklear lokalisiert A bis D Kernfarbung mit
Hoechst-Farbstoff (blau), der Balken entpricht 50um.
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Abb. 17: Immunfluoreszenzdoppelfarbung der Zelllinie HT-29

A native Kultur, benachbarte Zellmembranen kdnnen durch E-Cadherin (grin)
dargestellt werden, freiliegende Membranen dagegen nicht (Pfeile). Das
Tubulinzytoskelett ist gleichmafig verteilt (Pantubulin, rot). Die Zellkerne
erscheinen durch eine Hoechst-Kernfarbung blau B bis D transfizierte Kulturen
mit Darstellung von nukledrem Engrailed-2 (rot), transfizierte Zellen sind mit
einem Sternchen markiert. B regelrechte Darstellung der Zell-Zellkontakte mittels
E-Cadherin (Pfeile, grin) C des Zytoskeletts mittels p-Spectrin Il (Pfeilspitzen,

grin) und D des Golgi-Apparates durch Tgn38 (griin). Der Balken entspricht
50um.
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Abb. 18: Immunfluoreszenzdoppelfarbung der Zelllinie LoVo

A native Kultur, Darstellung von benachbarten Zellmembranen durch E-Cadherin
(Pfeile, griin), Zellkerne erscheinen infolge der Hoechst-Kernfarbung blau B bis D
transfizierte Kulturen mit Darstellung von nukledrem Engrailed-2 (grin).
Transfizierte Zellen sind beispielhaft mit einem Sternchen markiert. Regelrechte
Darstellung der Zellmembranen (benachbart und freiliegend) in B mittels E-
Cadherin (Pfeile, rot) sowie des Zytoskeletts in C mittels B-Spectrin I

(Pfeilspitzen, rot) und des Golgi-Apparates in D mittels Anfarbung von G58K (rot).
Der Balken entspricht 50pum.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Kolonkarzinomzelllinien
Engrailed-2 exprimiert wird, natives Darmgewebe aus Maus und Mensch aber kein
Engrailed-2 exprimiert. Entgegen den Zelllinienbefunden konnte in keinem der zwolf
untersuchten Kolonkarzinomgewebe epithelial Engrailed-2 nachgewiesen werden.
Zudem zeigten Tumorzellen, die vermehrt Engrailed-2 exprimierten, kein erhdhtes
Proliferationsverhalten oder veranderte Reifungscharakteristika. Diese Befunde
zeigen, dass Engrailed-2 das Wachstum von Kolonkarzinomen nicht beeinflusst.
Tumorzellen der Mamma dagegen sind als responsiv gegenuber einer Engrailed-2-
Uberexpression beschrieben (Martin et al., 2005). Tumorzellen reagieren also sehr
unterschiedlich auf die Engrailed-2-Expression. Womit diese Heterogenitat der

Engrailed-2-Wirkung zusammenhangen kdnnte, soll im Folgenden diskutiert werden.

Die Kofaktoren-Hypothese

Engrailed-2 ist ein Homeobox-Transkriptionsfaktor, der an definierte DNA-Abschnitte
bindet und dort Transkription initiiert (Gehring und Hiromi, 1986). Die
Bindungsaffinitdt von Engrailed an seine DNA-Bindungsregion ist allerdings sehr
schwach, so dass bereits friih vermutet wurde, dass Engrailed-2 Kofaktoren bendtigt,
um  transkriptionell —aktiv sein zu  kdnnen. Die  Proliferation  von
Mammakarzinomzelllinien konnte durch Engrailed-2 gesteigert werden. Wurde
allerdings der Faktor Pbx1 zusatzlich exprimiert, war die Proliferationsrate noch
deutlich erhéht (Martin et al., 2005). Ahnliches kénnte fir den
Fibroblastenwachstumsfaktor 8 (FGF8) gelten. Aus dem ZNS ist bekannt, dass
Engrailed-2 zusammen mit FGF-8 die Entwicklung des Mittelhirns steuert (Gemel et
al., 1999). Genau dieser Wachstumsfaktor wird auch in Mammakarzinomzelllinien
(Wu et al., 1997; Zammit et al., 2002), und in Prostatakarzinomzellen (Dorkin et al.,
1999) exprimiert, so dass hier Engrailed-2 und FGF-8 interagieren kdonnten. Neben
den rein transkriptionellen Domanen besitzt Engrailed-2 eine weitere Proteindomane,
die es ihm ermoglicht, mit dem eukaryoten Initiationsfaktor 4E (elF4E) zu
interagieren. Damit konnte Engrailed-2 auf translationelle Prozesse Einfluss nehmen,
wie es bereits im Zentralnervensystem beobachtet wurde (Brunet et al., 2005).

AuRerdem werden weitere potentielle Wirkmechanismen fur Engrailed-Proteine



62

diskutiert. So soll Engrailed-2 Uber einen noch nicht bekannten Mechanismus
Einfluss auf die Degradierung von p-Catenin nehmen, und damit zur Entstehung von
Mammakarzinomen beitragen (Bachar-Dahan et al., 2006). Engrailed-Proteine
verfugen demnach uber eine Vielfalt von Interaktionsmadglichkeiten und kénnen somit
auf vielfaltige Weise auf einzelne biologische Prozesse Einfluss nehmen. Ein
transkriptioneller, direkter Einfluss auf das Tumorwachstum in Kolonzellen kann mit

dieser Arbeit ausgeschlossen werden.

Die Sekretionshypothese

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Engrailed-2 in Kolonkarzinomzelllinien exprimiert
und damit ausschlieRBlich die klassische Funktion des Transkriptionsfaktors
untersucht. Engrailed-2 ist allerdings der erste Transkriptionsfaktor, von dem,
mittlerweile allgemein akzeptiert, eine extrinsische Wirkung bekannt ist. Engrailed-2
wird von tektalen Neuronen des Mittelhirns exprimiert und sezerniert, und wirkt als
repulsiver, diffusibler Faktor auf retinale Axone (Joliot et al., 1998; Maizel et al., 1999;
Maizel et al., 2002; Wizenmann et al., 2009), und steuert so die Bildung retinotektaler
Projektionsbahnen. Arbeiten an dissoziierten Zellkulturen aus dem Kleinhirn haben
gezeigt, dass Gliazellen Engrailed-2 aus dem Medium internalisieren kdnnen,
Neurone hingegen nicht (eigene Beobachtungen). Engrailed-2 synthetisieren,
sezernieren und internalisieren zu kdnnen, scheinen also spezifische Eigenschaften
bestimmter Zelltypen darzustellen. Es ware also durchaus vorstellbar, dass auch

Tumorzellen auf sezerniertes Engrailed-2 selektiv und zelltyp-spezifisch reagieren.

Die Instabilitatshypothese

Betrachtet man die Microarray-Daten des “Genomics Institute of the Novartis
Research Foundation®, erkennt man, dass in den SW-480-Zellen ein nur geringes
Expressionsniveau im Vergleich zur zerebellaren Expression nachweisbar war (Su et
al., 2004). Zelllinien sind ohne Zweifel ein essentielles experimentelles Werkzeug,
weisen aber aufgrund der langen Kulturzeit hohe genetische Instabilitaten auf. Es ist
also vorstellbar, dass in nativem Tumorgewebe kein Engrailed-2 exprimiert wird und
die Expression in Zelllinien Folge der genetischen Instabilitat ist. Auch wenn
Karzinomzelllinien Klone einer Ursprungszelle darstellen sollen, ist eine Kultur aus
Karzinomzelllinien ein heterogenes Zellgemisch, wie allein die lichtmikroskopisch

sichtbare morphologische Variabilitdt der Zellen zeigt. Die Indizien, die im Rahmen
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dieser Arbeit gesammelt werden konnten, sprechen dafir, dass die an Zelllinien

erhobenen Befunde nicht auf Patientengewebe Ubertragbar sind.
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6 Zusammenfassung

Engrailed-2 ist ein Transkriptionsfaktor, der im Zentralnervensystem eine zentrale
Rolle fiir das Uberleben von mesenzephalen Neuronen und die Differenzierung von
zerebellaren Neuronen spielt. In Mammakarzinomen konnte zudem eine onkogene
Wirkung von Engrailed-2 beschrieben werden. Da Engrailed-2 gemald einer
Microarray-Studie auch in Kolonkarzinomzellen exprimiert werden soll, wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Engrailed-2 auch bei der Pathogenese des
kolorektalen Adenokarzinoms beteiligt ist. Mittels RT-PCR wurden acht verschiedene
humane Kolonkarzinomzelllinien auf die Expression von Engrailed-2 untersucht und
drei von acht Zelllinien als positiv identifiziert. Natives Gewebe aus dem Darm von
adulten Mausen zeigte dagegen kein Engrailed-2-spezifisches Amplifikationsprodukt.
Immunhistochemisch konnten wir sowohl in normalem Darmgewebe als auch in
Tumorgewebe immunpositive Signale nachweisen. Die positiven Zellen waren aber
keine epithelialen Zellen, sondern Bindegewebszellen aus dem interstitiellen Raum.
Eine Uberexpression von Engrailed-2 in Engrailed-2-negativen Kolonkarzinomzellen
wirkte weder wachstumsférdernd, noch war ein Einfluss auf die Differenzierung der
Kolonkarzinomzellen zu beobachten. Damit muss geschlossen werden, dass
Engrailed-2 zumindest keine gravierende Rolle bei der Pathogenese des
Kolonkarzinoms spielt. Offensichtlich bendtigt Engrailed-2 zelltyp-spezifische
Kofaktoren, um sein Wirkungsspektrum entfalten zu kdnnen. Alternativ misste ein
bisher noch nicht bekannter Mechanismus postuliert werden, mit dem Engrailed-2

seinen wachstumsfordernden Einfluss auf Mammakarzinomzellen ausubt.
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