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Zusammenfassung

CD24 wird in verschiedenen Zelltypen exprimiert und ist an der Regulation von
Prozessen wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose beteiligt. DarUber hinaus
wurde CD24 kurzlich in verschiedenen Geweben als Marker fur adulte Stamm-bzw.
Vorlauferzellen identifiziert. Obwohl CD24 auf Mausbruststammzellen exprimiert wird
als auch von Bedeutung fur die Progression von Brustkarzinomen ist, ist die
funktionelle Rolle von CD24 in der Brust allerdings noch nicht erforscht.

Aus diesem Grund war ein Ziel dieser Arbeit, die Expression und Funktion von CD24
in der Mausbrustdrise zu charakterisieren. Mittels immunhistologischer Analysen
wurde gezeigt, dass die Expression von CD24 auf luminale Brustepithelzellen
beschrankt ist und abhangig vom funktionellen Differenzierungsstatus des
Brustepithels einer Regulation unterliegt. So ist CD24 wahrend der Pubertat konstant
exprimiert, wird mit fortschreitender Schwangerschaft herunterreguliert und ist
wahrend der Laktation nicht mehr detektierbar. Nach Abschluss der Laktationsphase
wird das ursprungliche CD24-Expressionsniveau im Brustepithel wieder hergestellt.
Zur weiteren Untersuchung der Funktion von CD24 im Mausbrustepithel wurden
CD24 knock-out Mause herangezogen. Die morphologische Analyse zeigte dabei,
dass es wahrend der Pubertat im knock-out Brustgewebe zu einer verstarkten
Verzweigung bzw. erhohten Dichte der Brustdrisengange kommt, was auf eine
negative regulatorische Rolle von CD24 im Verzweigungsprozess hinweist.

CD24 wird von Mausbruststammzellen exprimiert, die in diesem Kontext potentielle
funktionelle Rolle von CD24 wurde erstmalig in dieser Arbeit untersucht. Durch
Transplantation kleiner CD24 knock-out Brustgewebestlcke wurde gezeigt, dass die
vollstandige morphologische und funktionelle Rekonstitution des Brustgewebes
erzielt werden kann. Damit ist CD24 fur die Funktion von Mausbruststammzellen
nicht essenziell. Eine Kompensation des Verlustes von CD24 im knock-out
Brustgewebe durch verstarkte Expression des CD24-Paralogs CD52 wurde nicht
beobachtet.

Neben der Expression in physiologischen Kontexten spielt CD24 auch eine Rolle in
verschiedenen Tumoren und ist von Bedeutung fur die Progression bzw.
Metastasierung. Um die funktionelle Relevanz von CD24 fir die Tumorprogression in
vivo zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene
Tumortiermodelle zunachst hinsichtlich ihrer CD24-Expression charakterisiert. Durch
Verpaarung eines der Tumormodelle mit CD24 knock-out Mausen konnte gezeigt
werden, dass der Verlust der CD24-Expression eine erhdhte Uberlebensrate der
Tiere zur Folge hat, was auf die Beteiligung von CD24 an der Tumorprogression in
diesem Modell schlieRen lasst.



Physiological and pathophysiological role of CD24

Abstract

CD24 is expressed on different cell types and takes part in the regulation of
processes like differentiation, proliferation and apoptosis. In addition, CD24 was
recently identified as a marker of adult stem and progenitor cells in different tissues.
Although CD24 is expressed on mammary stem cells and is of importance for the
progression of breast carcinoma, the precise functional role of CD24 in the breast is
still unknown.

The aim of this work is therefore to characterize the expression and function of CD24
in the murine mammary gland. On the basis of immunohistological analysis it is
shown, that CD24-expression is restricted to the luminal part of the gland and is
regulated by the state of functional differentiation of the mammary epithelium. During
puberty, CD24 is contantly expressed whereas in pregnancy its expression
successively decreases and is no longer detectable during lactation. After lactation
has finished, CD24-expression is re-established and reverts to previous levels. In
further studies with CD24-deficient mice morphological analysis shows an increased
branching of mammary ducts, indicating a negative regulatory role for CD24 in this
process.

CD24 is expressed on mammary stem cells, its potential functional role in this
context has now been adressed in this work for the first time. After transplantation of
small pieces of CD24-deficient mammary tissue full morphological and functional
reconstitution of the mammary gland is achieved, showing that CD24 is not essential
for the function of mammary stem cells. However, compensation for the loss of CD24
in the knock-out gland by increased expression of its paralog CD52 is not observed.
Besides its physiological expression, CD24 plays also a role in different tumors
where it is involved in progression and metastasis. To investigate the functional
relevance of CD24 for tumor progression in vivo, various mouse tumor models have
first been characterized regarding CD24-expression. Breeding of one of these tumor
models with CD24-k.o. mice shows, that loss of CD24 results in an increased survival
rate of the animals indicating the involvement of CD24 in tumor progression.
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Einleitung

Allgemeine Einleitung

Im Fokus der Arbeitsgruppe Sleeman steht die Erforschung grundlegender Prozesse
der Tumorigenese und Metastasierung. In diesem Zusammenhang wurden unter
anderem Screens mit verschiedenen Tumorprogressionsmodellen durchgefuhrt, um
differenziell exprimierte Gene zu identifizieren, die mit dem Prozess der
Metastasierung assoziiert sind. Eines der naher untersuchten Kandidatengene ist
CD24 (Nestl et al., 2001). In vitro als auch in vivo-Folgeexperimente mit Tumorzelllinien
zeigten dabei, dass CD24 mehrere fur die Tumorprogression wichtige und mit der
Metastasierung assoziierte Eigenschaften vermitteln kann (Baumann et al., 2005).

Die in unserer Arbeitsgruppe gewonnenen Daten als auch andere Studien aus der
Literatur belegen dabei eine bedeutende Rolle von CD24 insbesondere in
Brusttumoren. Um ein erweitertes Verstandnis dieser Rolle zu erlangen, sollte in
dieser Arbeit neben der Untersuchung von Tumormodellen vor allem auch die

Funktion von CD24 in der normalen Brustdruse geklart werden.

CD24

CD24 ist ein stark glykosiliertes Protein, welches uber einen GPI (Glykosyl-
phosphatidylinositol)-Anker in der auf3eren Schicht der Zellmembran lokalisiert ist.
Wegen seiner Widerstandsfahigkeit gegenuber hohen Temperaturen wird CD24 in
der Maus auch als hitzestabiles Antigen (heat-stable antigen, kurz HSA) bezeichnet
(Springer et al., 1978). An den z.B. in der Maus nur 27 Aminosauren umfassenden
Proteinkern sind verschiedenartige Zuckerketten kovalent angeheftet. Die
Verknupfung der Zuckerketten mit dem Proteinkern erfolgt sowohl Uber das
Sauerstoffatom von Serin- und Threonin (O-gebundene Glykosilierung) als auch tber
das Stickstoffatom von Asparagin (N-gebundene Glykosilierung). Durch diese
aulderst variable und vom Gewebe-bzw. Zelltyp abhangige Glykosilierung schwankt

das Molekulargewicht von CD24 zwischen 38 und 70 kDa. (Kristiansen et al., 2004a).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Struktur von CD24. Der relativ kleine Proteinkern von
CD24 ist durch N-und O-gebundene Zuckerketten stark glykosiliert und wird durch einen kovalent
gebundenen GPI-Schwanz in der Zellmembran verankert. Da CD24 kein transmembranes Protein ist,

hat es keinen direkten Kontakt zum Zellinneren.

Sowohl im humanen Genom als auch im Genom der Maus existieren zusatzlich zum
funktionellen CD24-Gen zwei Pseudogene. Jedes der drei Gene befindet sich dabei
auf einem anderen Chromosom (Wenger et al., 1991; Wenger et al., 1993; Hough et al., 1994
a). Eine Besonderheit stellt der Promotor von CD24 dar, welcher sowohl
Charakteristika eines differentiell regulierten, als auch die eines typischen, konstitutiv
aktiven ,house-keeping’-Promotors vereint (Wenger et al., 1993).

Expressionsanalysen zeigen, dass CD24 fast ubiquitar von verschiedenen Zelltypen
und Organen exprimiert wird (Akashi et al., 1994). Dabei wird CD24 sowohl im
physiologischen als auch im pathologischen Kontext eine funktionelle Rolle

zugeschrieben.
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CD24: Expression und Funktion im physiologischen Kontext

CD24 im hemapoetischen System

CD24 wurde zum ersten Mal Ende der siebziger Jahre als ein von unreifen
B-Zellvorlaufern exprimiertes Antigen beschrieben (Springer et al., 1978). Es ist jedoch
auch auf anderen hemapoetischen Zelltypen wie beispielsweise T-Zellen (Bruce et al.,
1981; Crispe und Bevan, 1987) und auch Erythrozyten (Hitsumoto et al., 1992) zu finden.

Im hemapoetischen System ist CD24 in den Differenzierungsprozess von B-als auch
T-Zellen involviert, wobei ihre fortschreitende Differenzierung durch den sukzessiven
Verlust der CD24-Expression charakterisiert ist (Bruce et al., 1981; Crispe und Bevan, 1987;
Hough et al., 1994 b; Hough et al., 1996; Nielsen et al., 1997). Dartber hinaus reguliert CD24
in diesen Zellen wichtige Prozesse wie Proliferation (Li, O. et al., 2004) und Apoptose
(Hough et al., 1996; Lu et al, 2000), und besitzt speziell auf T-Zellen eine co-
stimulatorische Aktivitat (Liu et al., 1992a; Liu et al., 1992b). CD24 ist auch als Vermittler
der Adhasion bekannt: zum einen in direkter homotypischer Weise (Kadmon et al.,
1992), zum anderen indirekt durch die Modulation der Aktivitat von Integrinen (Hahne et
al., 1994). Zudem bindet CD24 an den von Blutplattchen und aktivierten
Blutendothelzellen exprimierten Liganden P-Selektin und kann dadurch den initialen
Schritt beim sogenannten ,rolling’ einleiten, ein Vorgang, bei dem Zellen durch
schwache temporare Adhasion langsam Uber das Blutendothel wandern (Sammar et

al., 1994; Aigner et al., 1995; Aigner et al., 1998).

CD24 im zentralen Nervensystem

Wahrend der embryonalen Entwicklung des Gehirns findet eine transiente
Expression von CD24 statt (Nedelec et al., 1992; Calaora et al., 1996; Poncet et al., 1996),
durch die vor allem post-mitotische, migrierende, undifferenzierte Neuronen
charakterisiert sind und die mit zunehmendem Differenzierungsgrad dieser abnimmt
(Kuchler et al, 1989; Calaora et al., 1996). Im adulten Gehirn ist die Expression von CD24
hauptsachlich auf Gehirnareale beschrankt, in denen aus adulten Stammzellen durch
sogenannte sekundare Neurogenese neue Neuronen hervorgehen (Calaora et al.,
1996). In dieser Phase Ubt CD24 eine anti-proliferative Wirkung auf die neuronalen

Vorlauferzellen aus und ist damit an der Regulation ihrer Populationsgrof3e beteiligt
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(Belvindrah et al., 2002; Nieoullon et al., 2005). Damit wird CD24 eine regulatorische Rolle in
der Kontrolle des homeostatischen Gleichgewichts von Proliferation und
Differenzierung zwischen Vorlauferzellen (transit-amplifiers) und differenzierten
Zellen zugeschrieben (Nieoullon et al., 2007).

Als gehirnspezifischer Ligand fir CD24 gilt das neuronale Erkennungsmolekil L1.
Durch die Interaktion von CD24 und L1 wird das Neuritenwachstum und die
Axonverzweigung gehemmt. Allerdings ist dieser Effekt vom neuronalen Zelltyp
abhangig, da eine stimulatorische Wirkung von CD24 auf Neuritenwachstum und
Axonverzweigung ebenfalls beobachtet wurde. Dies deutet auf eine
zellkontextabhangige regulatorische Rolle von CD24 wahrend der Zielfindung von

Axonen hin (Kleene et al., 2001).

CD24 in anderen Geweben und in Stammzellen

Zusatzlich zum hemapoetischen System und dem Zentralnervensystem wird CD24
beispielsweise von regenerierenden Muskelfasern exprimiert (Figarella-Branger et al.,
1993), und nach neuerer Beobachtung auch von den synaptischen Kernen in der
zentralen Region des Muskels. Hier wurde eine Beteiligung von CD24 an der
Regulation der synaptischen Transmission von Signalen in der neuromuskularen
Synapse gezeigt (Jevsek et al., 2006).

In jungster Zeit haufen sich zudem Hinweise, die CD24 auch in Verbindung mit
Stammzellen und Vorlauferzellen verschiedener Organe bzw. Gewebe erwahnen.
Eine CD24-Expression wurde dabei in multipotenten Vorlauferzellen der Niere
(Sagrinati et al., 2006), Stammzellen der Prostata (Lawson et al., 2007) und Stammzellen
der Brust (Sleeman et al., 2006; Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006) gezeigt. Die
potentielle funktionelle Rolle von CD24 in den Stammzellen dieser Gewebe wurde
jedoch noch nicht beschrieben.

Trotz dieser vielfaltigen Expressionsorte von CD24 zieht dessen Verlust in der CD24
knock-out Maus keine ernsthafteren pathologischen Schaden nach sich. So ist zwar
im Knochenmark die Anzahl der B-Zellvorlaufer reduziert, die Zahl und Verteilung der
reifen B-Zellen in der Peripherie bleibt davon jedoch unbetroffen und hat keine
funktionelle Beeintrachtigung der Immunabwehr zur Folge. Eine auffallendere
Veranderung ist in Erythrozyten zu beobachten, die - im Gegensatz zu anderen

hemapoetischen Zelltypen - auch im reifen Zustand noch eine hohe CD24-
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Expression aufweisen. CD24-defiziente Erythrozyten zeigen in vitro mit dem
Alterungsprozess in Verbindung gebrachte Eigenschaften wie die verstarkte
Aggregation und die Empfindlichkeit gegenuber osmotischer Lyse. Obwohl in vivo die
Lebensdauer der Erythrozyten in der Tat deutlich verkurzt ist, werden sie in
ausreichender Menge ersetzt, wodurch eine Anamie der Tiere verhindert wird (Nielsen
et al., 1997). Neben den Effekten im hemapoetischen System wirkt sich der Verlust von
CD24 auch in bestimmten Bereichen des adulten Zentralen Nervensystems aus. Hier
kommt es zur gesteigerten sekundaren Neurogenese, die auf einer verstarkten
Proliferation neuronaler Vorlauferzellen der Subventrikuldaren Zone und des
Hippocampus basiert. Allerdings werden die im Uberschuss produzierten Neuronen
anschlielfend durch eine erhdhte Apoptoserate wieder eliminiert, so dass es zu
keiner GroRenzunahme des Gehirns CD24-defizienter Mause kommt (Belvindrah et al.,
2002). Veranderungen sind auch im Epithel der Haut bzw. der Cornea von CD24
knock-out-Mausen zu beobachten, wobei es zu einer gesteigerten Proliferation in der
basalen (enthalt Stammzellen) und suprabasalen (enthalt differenziertere Zellen)
Schicht kommt (Nieoullon et al., 2007).

Die relativ geringfigigen Konsequenzen der Abwesenheit von CD24 werden mit der
Existenz eines kompensatorischen Molekuls erklart (Nielsen et al., 1997). Bislang wurde
allerdings noch kein Protein identifiziert, welches die Funktion von CD24

Ubernehmen konnte.

CD24: Expression und Funktion im pathologischen Kontext

Zahlreiche Studien zeigen, dass CD24 nicht nur im physiologischen sondern auch im
pathologischen Kontext eine Rolle spielt.

Im Mittelpunkt vieler Untersuchungen stehen insbesondere Tumoren, in denen haufig
eine starke Expression von CD24 auftritt. Diese Beobachtung wurde in zahlreichen
Krebsarten wie beispielsweise Tumoren des hemapoetischen Systems (Abramson et
al., 1981; Michiels et al., 1988; Schuurman et al., 1988; Raife et al., 1994) und einer Reihe von
Karzinomen (Droz et al., 1990; Jackson et al., 1992; Huang und Hsu, 1995; Kristiansen et al.,
2004a; Liu et al., 2004; Santin et al., 2004; Biade et al., 2006) dabei insbesondere in

Brusttumoren (Fogel et al., 1999; Kristiansen et al., 2003a; Bircan et al., 2006) gemacht.
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Sowohl immunhistologische als auch RNA-basierte Studien haben gezeigt, dass die
Expression von CD24 in Tumoren im Vergleich zu entsprechenden normalen
Geweben oftmals um ein vielfaches erhoht ist (Fogel et al. 1999, Santin et al., 2004; Liu et
al., 2004; Bircan et al., 2006; Biade et al., 2006) und als Indikator fir die Tumorprogression
dienen kann (Fogel et al., 1999; Jacob et al., 2004; Winkler et al., 2007). Die Relevanz dieser
tumorassoziierten CD24-Expression wird dadurch verdeutlicht, dass CD24
mittlerweile fur diverse Krebsarten als prognostischer Marker gilt, welcher mit einer

ungunstigen Patientenprognose korreliert. (Kristiansen et al., 2002; Kristiansen et al., 2003a;
Kristansen et al., 2003b; Kristiansen et al., 2004a; Kristiansen et al., 2005; Weichert et al., 2005;
Smith et al., 2006b; Surowiak et al., 2006). Die negative Prognose bezieht sich dabei auch

auf die Zeitspanne bis zur Diagnose von Tochtertumoren bzw. Metastasen, welche
durch ihr Wachstum in lebenswichtigen Organen diese verdrangen und somit die
haufigste Todesursache einer Krebserkrankung darstellen.

Eine der Grundlagen, welche es Tumorzellen erlaubt, sich vom Primartumor
loszuldésen und in andere Gewebe einzuwandern um dort Tochtertumoren zu bilden,
ist ihr invasives Verhalten (Sleeman, 2000). CD24 erhoht sowohl in vitro als auch in vivo
die Invasivitat von Tumorzellen (Senner et al., 1999; Baumann et al., 2005; Fukushima et al.,
2007) und hat einen fordernden Einfluss auf die Metastasierung (Baumann et al., 2005).
Auch die Interaktion von CD24 und P-Selektin tragt zu dieser pro-metastatischen
Rolle bei, da CD24-positive Tumorzellen durch ihre Bindung an P-Selektin
exprimierendes Blutendothel lange genug verweilen kdnnen, um ihre Einwanderung
in das umgebende Gewebe einzuleiten (Aigner et al., 1998; Friederichs et al., 2000). Da
jedoch auch Hinweise auf eine inverse Korrelation der CD24-Expression mit pro-
metastatischen Eigenschaften wie beispielsweise Invasivitat existieren (Schindelmann
et al., 2002; Sheridan et al., 2006), ist die genaue Rolle von CD24 fur die Metastasierung
zur Zeit noch nicht eindeutig geklart. Neben Funktionen in der Adhasion fordert CD24
in Krebszellen auch die Proliferation und tragt damit ebenfalls zur Progression von
Tumoren bei (Smith et al., 2006b; Baumann et al., 2005).

Das seit kurzem von hemapoetischen Tumoren (Bonnet, 2005) auf solide Tumoren
ubertragene Konzept der Krebsstammzelle macht allerdings eine erweiterte
Betrachtungsweise der Rolle von CD24 sowohl in der Tumorigenese als auch der
Metastasierung notwendig. Laut der Krebsstammzellhypothese besitzt nur eine
kleine Population (Krebsstammzellen) der gesamten Zellmasse eines Tumors
tumorigene Eigenschaften und kann damit das Wachstum des Tumors aufrecht
erhalten (Dalerba et al., 2007). In Falle von Brusttumoren konnte diese tumorigene
6
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Population an Hand eines Oberflachenexpressionsprofiles identifiziert werden,
welches sie als CD44-positiv und CD24-negativ bis schwach positiv (CD44%/CD24
oWy beschreibt. Die nicht-tumorigene Population ist hingegen als CD44-positiv und
CD24-positiv (CD447/CD24") definiert (Al-Hajj et al., 2003). Bislang konnten Krebs-
stammzellen sowohl aus primaren Brusttumoren als auch aus Tochtertumoren, den
Metastasen, isoliert werden (Al-Hajj et al., 2003). Es wird daher spekuliert, dass
Krebsstammzellen migratorische bzw. invasive Fahigkeiten besitzen und so auch fur
die Etablierung von Metastasen verantwortlich sein kdnnten (Brabletz et al., 2005; Li, F. et
al., 2007). Erste Hinweise darauf liefern kurzlich durchgeflhrte Studien in welchen der
CD24-negative Phanotyp von Brustkrebszellen mit einem gesteigerten invasiven
Verhalten korreliert werden konnte (Schindelmann et al., 2002; Sheridan et al., 2006).

Die Hypothese von migrierenden Krebsstammzellen wird ferner durch die
Beobachtung gestitzt, dass die in der frlihen Phase des streuenden Tumor-
wachstums in das Knochenmark ausgewanderten Krebszellen Gberwiegend den fir
Brustkrebsstammzellen definierten CD44*/CD24"°“-Phanotyp aufweisen (Balic et al.,
2006). Obgleich die Detektion von Mikrometastasen im Knochenmark mit einer
schlechten Prognose korreliert (Braun et al., 2005), ist noch unklar, in welchem Umfang
die CD44*/CD24™"°"-Krebszellen fiir die weitere systemische Verbreitung des Tumors
verantwortlich sind. Die Tatsache, dass der CD44+/CD24"'°W—Phénotyp alleine in
Tierexperimenten fur die Etablierung von Metastasen nicht immer ausreichend ist
(Sheridan et al., 2006), deutet zudem auf die Mdglichkeit hin, dass die metastatische
Kompetenz nicht vollstandig durch die Expression der Marker CD44 und CD24
wiedergespiegelt wird.

Die Tatsache, dass Brustkrebsstammzellen CD24-negativ bzw. schwach CD24-
positiv und wahrscheinlich flr die Etablierung von Metastasen verantwortlich sind,
lasst sich mit der bisherigen Rolle von CD24 in der Tumorprogression und
Metastasierung nur schwer in Einklang bringen. Allerdings ist auch noch unklar, in
wieweit der CD44+/CD24'/'°W-Phénotyp in Anbetracht zahlreicher verschiedener
Brustkrebstypen als verlassliches und allgemein gultiges Brustkrebsstammzell-
merkmal dient. In der Studie von Abraham et al. (2005) wurde gezeigt, dass die
Anzahl und die Haufigkeit von CD44*/CD24"°"-Zellen in primdren Brusttumoren
weder von prognostischem Wert fir die Uberlebensrate der Krebspatienten war,
noch mit der Progression der Brusttumoren korreliert hat. Diese Daten lassen

vermuten, dass sich Krebsstammzellpopulationen verschiedener Brusttumortypen in
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der Expression ihrer Marker unterscheiden konnten. Entsprechende experimentelle
Beweise zur Uberpriifung dieser Méglichkeit stehen allerdings noch aus.

AulBer in Brusttumoren gilt CD24 auch in Krebsstammzellen anderer Tumorarten als
Marker, so z.B. in Pankreaskarzinomen. Hier ist die tumorigene Population hingegen
nicht als CD44*/CD24™°" sondern als CD44*/CD24" beschrieben (Li, C. et al., 2007).
Die funktionelle und moglicherweise vom Tumortyp abhangige Relevanz von CD24
in Krebsstammzellen ist bislang unerforscht.

CD24 als Signalmolekul

Im Gegensatz zu vielen transmembranen Signalmolekulen hat CD24 als GPI-
verankertes, in der aulleren Halfte der Zellmembran lokalisiertes Protein keinen
Kontakt zum Zellinneren. Dennoch ist es in der Lage, Signaltransduktionskaskaden
zu modulieren bzw. zu initieren und somit auf zellularer Ebene einen Effekt
auszuldsen. Die Fahigkeit zur Signalibermittlung wurde bereits fur viele andere GPI-
verankerte Proteine gezeigt und wird unter anderem mit ihrer Lokalisation in
sogenannten lipid rafts in Verbindung gebracht, welche als spezielle
Membrandomanen verschiedenartige Proteine beherbergen und somit als
»oignalling- Plattform® dienen (llangumaran et al., 2000; Simons und Toomre, 2000; Foster et
al., 2003). Als ein mit lipid rafts assoziiertes Protein ist CD24 in diese Plattform
eingebettet (Suzuki et al, 2001) und kann dort die Aktivitat anderer Proteine
beeinflussen, wie am Beispiel des Chemokinrezeptors CXCR4 gezeigt wurde
(Schabath et al., 2006).

Ebenfalls in der Assoziation mit lipid rafts begrindet ist die Interaktion von CD24 mit
Mitgliedern der Src-Proteintyrosinkinasefamilie, welche durch Ko-Immuno-
prazipitationsstudien bereits mehrfach gezeigt und durch Kolokalisationsstudien
mittels Immunfluoreszenz gestutzt wurde (zarn et al., 1996; Sammar et al., 1997; Suzuki et
al., 2001; Baumann et al., 2005). Src-Familienmitglieder und insbesondere c-Src gelten als
zentrale Molekule einer Vielzahl verschiedener Signaltransduktionskaskaden und
regulieren Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Motilitat (Ishizawar und
Parsons, 2004; Parsons und Parsons; 2004).

Die Interaktion von CD24 mit Src-Familienmitgliedern flhrt zu ihrer erhdhten Aktivitat

(Suzuki et al., 2001; Baumann et al., 2005) bzw. zur Stabilisation der aktiven Form von c-Src
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(Baumann et al., unverdffentlichte Daten) und ermoglicht dadurch die Modulation zellularer
Signalkaskaden. Infolgedessen kann es beispielsweise zur CD24-vermittelten
Bindung von Integrinen an Komponenten der extrazellularen Matrix wie Fibronektin
(Hahne et al., 1994; Baumann et al., 2005), oder auch zur Aktivierung der SAP-, Erk-, und
der p38 MAP-Kinase kommen (Suzuki et al., 2001).

Bedeutung der Glykosilierung fir die Funktion von CD24

Das Ausmall und die Art der Glykosilierung von CD24 ist je nach Zelltyp und
Gewebe aulRerst variabel. Trotz der potentiellen physiologischen als auch
pathologischen Rolle der verschiedenen CD24-Glykoformen existieren nur wenige
Studien Uber ihre zell-und gewebespezifische Zusammensetzung (Onl et al., 2003).

Die Relevanz der verschiedenen N-und O-gebundenen Zuckerketten zeigt sich vor
allem in der Interaktion von CD24 mit dessen Liganden P-Selektin und L1. In beiden
Fallen konnten die Bindung von CD24 und die darUber vermittelten Effekte durch
enzymatischen Abbau der CD24-assoziierten Kohlenhydratepitope verhindert
werden (Aigner et al., 1995; Aigner et al., 1997; Kleene et al., 2001). In umgekehrter Weise
konnte beispielsweise durch ektopische Ko-Expression des flir den
Glykosilierungsprozess relevanten Enzyms Fucosyltransferase VII und CD24 in
Krebszellen demonstriert werden, dass die Modifikation der Zuckerketten von CD24
dessen Bindung an endotheliales P-Selektin ermdglicht. Dies hatte im Tierversuch
vor allem die verstarkte Akkumulation der Krebszellen in der Lunge zur Folge
(Friederichs et al., 2000).

Diese Daten zeigen, dass die Funktion von CD24 in direkter Weise von der
Zuckereinheit des Proteins abhangen kann. Es ist daher wahrscheinlich, dass das
bislang fur CD24 beobachtete Spektrum an Funktionen wie Adhasion, Proliferation
und Differenzierung in der variablen Glykosilierung dieses Proteins begrindet sein

konnte.
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Aufbau und Entwicklung der Brust in der Maus

Wie in den vorangegangenen Abschnitten bereits erwahnt, ist die Rolle von CD24
insbesondere im pathologischen Kontext von grolder Bedeutung und hier vor allem
im Bereich der Tumorigenese und der Metastasierung.

Seit kurzem richtet sich dabei der Fokus auch auf die Rolle von CD24 in
Brustkrebsstammzellen, die als initierende und erhaltende Einheit von Brusttumoren
betrachtet werden und als vielversprechendes Ziel zukunftiger Krebstherapien gelten
(Lynch et al., 2006; Dalerba et al., 2007). Als potentielle Kandidaten in der Frage nach dem
zellularen  Ursprung von Brustkrebsstammzellen werden unter anderem
gewebeeigene Brustepithelstammzellen gehandelt (Smalley und Ashworth, 2003). Das
Wissen um die Rolle von CD24 im physiologischen Kontext wie beispielsweise der
Brust tragt daher nicht nur zum Verstandnis dessen dortiger Funktion bei, sondern
konnte auch Rickschlisse auf seine pathologische Rolle erlauben. Da im Rahmen
dieser Arbeit auch die Rolle von CD24 in der normalen Mausbrustdruse untersucht
wurde, wird in den folgenden Abschnitten auf ihren Aufbau und ihre Funktion, als

auch auf Brustepithelstammzellen naher eingegangen.

Der Lebenszyklus der Brust

Die Brustentwicklung beginnt in der Maus bereits in der Embryonalphase mit der
Etablierung der sogenannten Anlage. Das Wachstum dieser aus rudimentaren
Drisengangen bestehenden Struktur wird jedoch erst mit Beginn der Pubertat
fortgesetzt. Dabei findet insbesondere ein Langenwachstum der Drisengange statt,
welche sich verzweigen und so das sie umgebende Fettgewebe vollstandig
besiedeln. Mit Beginn der Schwangerschaft findet ein weiteres Wachstum und die
Bildung zusatzlicher Verzweigungen statt, welche als funktionell ausdifferenzierte
Einheiten die Alveoli hervorbringen. Diese sind in der Laktationsphase fur die
Milchbildung und Sekretion verantwortlich. Nach Abschluss der Laktation wird das
milchbildende Gewebe in der Phase der Involution abgebaut. In dieser Zeit kommt es
verstarkt zur Apoptose und zu Gewebeumstrukturierungsprozessen. Am Ende der
Involution ist die urspringliche Morphologie des Gewebes nahezu wieder hergestellt
und die Brust kann erneut in den Zyklus von Schwangerschaft, Laktation und

Involution eintreten (Richert et al., 2000). Die Regulation von Wachstum, Verzweigung,
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Differenzierung als auch der Gewebeumstrukturierung des Brustepithels erfolgt Gber
ein komplexes Netzwerk an Hormonen und Wachstumsfaktoren (Hennighausen und

Robinson, 2005).

Aufbau des Brustgewebes

Die Brust ist ein Mischgewebe, in dem epitheliale Drisengange in das Fettgewebe
eingebettet und zusatzlich von Bindegewebsanteilen (Fibroblasten/Stroma) umgeben
sind. Die Drusengange selbst sind im Querschnitt aus zwei unterschiedlichen
Epithelschichten aufgebaut, wobei die aul’ere basale Myoepithelschicht die innere

luminale Epithelschicht umschliel3t (Richert et al., 2000) (siehe Abbildung 2).

Adipozyten (Fettzellen)

Stromale Zellen

Myoepithelschicht 'g"

luminale Epithelschicht

Abbildung 2. Histologischer Querschnitt von Brustdrisengédngen (Maus), H&E-Féarbung. Jeder
Drisengang ist aus zwei verschiedenen Epithelschichten aufgebaut: einer dem Stroma zugewandten

Myoepithelschicht und einer dem Lumen zugewandten Epithelschicht.

Die Myoepithelschicht ist gegenuber dem Stroma durch eine Basalmembran
abgegrenzt (williams und Daniel, 1983). Myoepithel und luminales Epithel sind funktionell
verschieden. Das Myoepithel ist unter anderem fur die Bildung der Basalmembran
zustandig und halt die epitheliale Polaritat der luminalen Zellen aufrecht. Zudem
haben Myoepithelzellen sowohl Kontakt zum Stroma als auch zum luminalen Epithel
und gelten als Kommunikationsvermittler diverser Signale wahrend der Entwicklung

und Differenzierung der Brust. Durch die Expression von Myosin und Aktin sind
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Myoepithelzellen kontraktil und ermdoglichen dadurch wahrend der Laktation den
aktiven Milchtransport. Das luminale Epithel spielt vorwiegend wahrend der
Schwangerschaft und der Laktation eine Rolle, wo es zu milchbildendem,

sekretorischem Epithel ausdifferenziert (Gudjonnson et al., 2005).

Terminal End Buds (TEBs) und Brustepithelstammzellen

Eine der fur die Brustentwicklung bedeutsamsten Strukturen sind die Terminal End
Buds (TEBs), welche in der Pubertat fur das Langenwachstum und die Verzweigung
der Epithelgange verantwortlich sind. Terminal End Buds befinden sich am Ende

jedes Drusenganges und weisen eine keulenartige Struktur auf (Abbildung 3).

TEB

Epithelgang

Abbildung 3. VergroRerte Darstellung der TEB-Strukturen aus einer Whole mount-Praparation

einer Mausbrustdrise.

TEBs bestehen zum einen aus einer Ansammlung an dem Lumen zugewandten
Body-Zellen, zum anderen aus Cap-Zellen, welche die Body-Zellen als aulere
Zellschicht umgeben (Smalley und Ashworth, 2003; Sternlicht, 2006). Cap-Zellen werden als
undifferenzierte Vorlauferzellen flr luminale Epithelzellen als auch Myoepithelzellen
angesehen (Wwilliams und Daniel, 1983), und zusammen mit ihrer hohen proliferativen
Aktivitat fur die den TEBs zugesprochene Stammzellaktivitat verantwortlich gemacht.

Nachdem durch die Aktivitat der TEBs das Brustgewebe vollstandig von

12
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Epithelgangen besiedelt ist, werden sie am Ende der pubertaren Wachstumsphase
zuruckgebildet (Richert et al., 2000). Eine Stammzellaktivitat ist in den Epithelgangen
der Brust allerdings auch danach weiterhin vorhanden.

Der erste Hinweis darauf wurde bereits in den funfziger Jahren erbracht, als durch
Transplantation von adultem, TEB-freiem Brustepithel die vollstandige Rekonstitution
einer Mausbrust erreicht werden konnte (DeOme et al., 1959). Damit wurde gezeigt,
dass Stammzellen nicht nur in Terminal End Buds sondern auch in den
Epithelgéngen selbst lokalisiert sind. Diese Stammzellen sind Uber die gesamte
Lebensdauer hinweg und in jeder Entwicklungs-bzw. Differenzierungsphase der
Brust vorhanden (Smith und Medina, 1988).

Trotz der durch funktionelle Analysen untermauerten Hinweise auf ihre Existenz
erwies sich die morphologische ldentifikation von Bruststammzellen als kompliziert.
Ultrastrukturelle bzw. histologische Untersuchungen lieferten eine erste
Beschreibung und identifizierten Brustepithelstammzellen als sogenannte small light
cells (SLCs), die in der luminalen Schicht eine suprabasale bis basale, d.h. eine dem
Myoepithel angenaherte Position einnehmen (Smalley und Ashworth, 2003).

In vor kurzem durchgeflhrten Studien wurde durch die Zuhilfenahme der Expression
von Oberflachenmarkern eine detailliertere Analyse des Brustepithels und
infolgedessen die Charakterisierung und anschlieRende Isolation von Brustepithel-
stammzellen mdglich. Als besonders nutzlich hat sich hierfur die Expression von
CD24 erwiesen. Sie trennt den nicht-epithelialen CD24-negativen (CD24"), vom
myoepithelialen, schwach CD24-positiven (CD24°") und vom luminalen, stark CD24-
positiven (CD24"®") Anteil. In der FACS-Analyse hat die Trennung der zwei
Epithelpopulationen gleichzeitig die Anreicherung der Stammzellaktivitat zur Folge,
die hauptsachlich in der CD24"" -Fraktion beobachtet wird. Zellen aus der luminalen
CD24"" _Population zeigten in Transplantationsversuchen hingegen nur eine
eingeschrankte Rekonstitutionsfahigkeit (Sleeman et al., 2006). In weiteren Studien
konnte die Expression von CD24 auf Stammzellen bestatigt werden, allerdings wurde
sie dort nicht als CD24"" sondern als allgemein CD24-positiv (CD24") beschrieben
(Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006).

Weitere FACS-Analysen konnten daruber hinaus auch CD29 (= R4-Integrin)
(Shackleton et al., 2006) und CD49f (= o -Integrin) (Stingl et al., 2006) eine Rolle als Marker
zuweisen, da beide Molekule auf Brustepithelstammzellen stark exprimiert werden
(CD29"9"CD49f""-Phanotyp). Das (blicherweise als Stammzellantigen bekannte

13
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Protein Sca-1 (Stem cell antigen 1) wird in dieser Population allerdings nur schwach
exprimiert (Sca-1'"") (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Der Phanotyp von Maus-
Brustepithelstammzellen Idsst sich deshalb insgesamt als CD24"°" (Sleeman et al., 2006)
bis CD24" (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006) und als CD29""CD49f"®" sowie
Sca-1"" (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006) beschreiben. Durch Transplantation
einer einzelnen Zelle gingen morphologisch normale, aus Myoepithel und luminalem
Epithel bestehende und zur funktionellen Differenzierung in milchbildendes Epithel
befahigte Drisengange hervor (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Die Tatsache,
dass nicht alle mittels der identifizierten Marker isolierten Zellen zur Rekonstitution
der Brust fahig waren (Shackleton et al., 2006), deutet darauf hin, dass die
Stammzellpopulation auf diese Weise angereichert, jedoch nicht ausreichend
beschriecben werden kann. Fir die genauere Charakterisierung von
Brustepithelstammzellen sind daher weitere Marker notwendig. Weiterhin offen bleibt
auch die Frage, in wieweit die identifizierten Markerproteine eine fur Stammzellen
essenzielle Rolle spielen, oder ob sie lediglich als phanotypisches

Erkennungsmerkmal dienen.
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Tiermodelle als Grundlage der Tumorigeneseforschung in vivo

CD24 ist als Tumor-und Metastasierungs-assoziiertes Protein bekannt, seine genaue
Rolle in diesem pathologischen Kontext allerdings noch weitgehend unklar. So wurde
bisher in humanen Tumoren auf histologischer Ebene eine Korrelation der CD24-
Expression mit der Progression der Tumoren gezeigt. Experimentelle Daten Uber die
funktionelle Beteiligung von CD24 an der Tumorprogression wurden allerdings
hauptsachlich mit syngenen (Baumann et al., 2005) und xenogenen (Friederichs et al., 2000)
Impftumoren erhalten. Da es sich hierbei um die Injektion bereits entarteter
Tumorzellen handelt, kénnen in diesem Fall Aspekte der frihen Tumorigenese
(Transformation) und Tumorprogression sowie die mogliche funktionelle Rolle von
CD24 in diesen Prozessen allerdings nicht erforscht werden.

Aus diesem Grund sind in vivo-Studien mit etablierten Maustumormodellen von
besonderer Bedeutung. In diesen Modellen werden durch Manipulation des Genoms
oftmals Gene bzw. Mutationen eingefuhrt, die in der Entstehung und der Progression
von humanen Tumoren eine Rolle spielen, wie z.B. BRCA1/2, c-Myc und APC
(Holland, 2004). Als Folge der Expression dieser Gene (und zusatzlicher
transformierender Ereignisse) kdnnen im Tier spontane Tumoren entstehen, die den
Verlauf der Krebserkrankung im Menschen wiederspiegeln und daher Ruckschlisse
auf die humane Tumorbiologie erlauben. DarlUber hinaus kdnnen an Tumormodellen
auch die fruhen Stadien der Tumorentstehung untersucht werden, was entscheidend

zum Verstandnis der Tumorigenese beitragt.

Um einen erweiterten Einblick in die Rolle von CD24 in der Tumorigenese und der
Tumorprogression zu bekommen, wurden daher im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene Tumormodelle untersucht. Fur die Tumorentstehung in den Modellen
sind zum einen die Mutation eines Gens (APC*'*"?"-Modell) und zum anderen
transformierende, virale genetische Elemente (TRAMP-Modell, MMTV-PyVMT-

Modell) verantwortlich. Im Folgenden werden die Tumormodelle kurz vorgestellt.
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Das TRAMP-Prostatakarzinommodell

Das Prostatakarzinom ist der am haufigsten diagnostizierte Tumor bei Mannern und
ist mit jahrlich 11.000 Todesfallen in Deutschland an zweiter Stelle krebsbedingter
Todesursachen (Deutsche Krebsgesellschaft e.v.). Zu den Hauptmerkmalen von
Prostatatumoren zahlen ihre starke Heterogenitat, die variierende Progression als
auch die Entwicklung eines hormonunabhangigen (Androgen) Wachstums.
Prostatakrebs gilt als humanspezifische Erkrankung und tritt nur in seltenen Fallen
spontan in Tieren auf. Die Etablierung transgener Tiermodelle zur Nachahmung und
Erforschung des Krankheitsverlaufes im Menschen ist daher von groliem Interesse
(Maroulakou et al., 1994; Greenberg et al., 1995; Gingrich et al., 1996).

Eines der am haufigsten studierten Prostatatumormodelle ist das TRAMP-Modell
(Transgenic Adenocarcinoma Mouse Prostate Model). In TRAMP-Mausen kommt es
zur prostataspezifischen Expression des SV40 large tumor T Antigens (kurz SV40
Tag). Die Gewebespezifitat wird dabei durch den Promotor des Probasin-Gens
erreicht, der durch seine androgen-gesteuerte Regulation ausschlieBlich in der
Prostata aktiv ist (Greenberg et al., 1995; Gingrich et al., 1996). Die transformierende
Aktivitat des SV40 Tag basiert vor allem auf seiner Interaktion mit Proteinen wie Rb
und p53, die zentrale Regulatoren des Zellzyklus sind und als Tumorsupressoren
gelten. Eine Inaktivierung von Rb und p53 durch Bindung des SV40 Tag fuhrt zur
Deregulation des Zellzyklus und letztlich zur malignen Transformation der Zelle (Ali
und De Caprio, 2001). Im TRAMP-Modell hat dies zunachst die Bildung sogenannter
intraepithelialer Neoplasien (Greenberg et al,, 1995) und im weiteren Verlauf deren
Entwicklung zum soliden Prostatakarzinom mit metastatischem Wachstum zur Folge
(Gingrich et al., 1996; Gingrich et al., 1999). Da intraepitheliale Neoplasien auch beim
Menschen als Vorlaufer des malignen Prostatakarzinoms gelten (Bostwick, 2000),
rekapituliert das TRAMP-Modell damit den progressiven Charakter der Krankheit.

Die Expression von CD24 ist in humanen Prostatatumoren bereits von mehreren
Studien gezeigt worden (Kristiansen et al., 2004a; Liu et al., 2004; Kristiansen et al., 2005;
Schostak et al., 2006) und ist gegenuber der Expression in gutartigem Prostatagewebe
erhoht (Kristiansen et al., 2004b; Liu et al., 2004; Schostak et al., 2006). Die Expression von
CD24 in Prostatatumoren gilt als prognostischer Marker, der negativ mit der
Uberlebensrate der Patienten korreliert (Kristiansen et al., 2004b; Kristiansen et al., 2005).

Die Rolle von CD24 in Prostatatumoren ist allerdings noch unklar, da zum einen die
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prognostische Funktion nur flr einen Teil der Tumoren gilt (Kristiansen et al., 2004b) und
zum anderen nicht alle Tumoren eine progressionsassoziierte CD24-Expression
zeigen (Schostak et al., 2006).

Das MMTV-PyVMT-Brusttumormodell

Das MMTV-PyVMT-Modell wurde 1992 von Guy et al. etabliert und basiert, ahnlich
wie das TRAMP-Modell auf der transformierenden Aktivitat eines viralen
Onkoproteins, in diesem Fall dem Polyomavirus middle T Antigen (PyVMT). Folge
davon ist die relativ rasche Entstehung multifokaler Brustkarzinome und im weiteren
Verlauf die Bildung von Metastasen, insbesondere in der Lunge (Guy et al., 1992). Die
brustspezifische PyVMT-Expression wird dabei durch den hormonell regulierten Long
Terminal Repeat (LTR)-Teil des aus dem Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV)
stammenden Promotors erreicht (MMTV-LTR-Promotor). Die brustspezifische
Aktivitat des MMT-Virus wurde bereits 1936 entdeckt, und zeigte sich durch dessen
Weitergabe Uber die Muttermilch und seiner Fahigkeit zur spezifischen Induktion von
Brusttumoren in infizierten Mausen (Hennighausen, 2000a). Diese Gewebepraferenz
wurde in der Zwischenzeit bereits vielfach genutzt, um mit der MMTV-LTR-Promotor
gesteuerten Expression von Onkogenen gezielt die Transformation des
Brustgewebes zu erreichen und damit transgene Mausmodelle zur Erforschung von
Brusttumoren zu etablieren (Hennighausen, 2000b).

Die Grundlage der transformierenden Aktivitat des PyVMT ist dessen Interaktion mit
verschiedensten Proteinen, unter anderem solchen, die das Zellwachstum
begunstigen. So kann PyVMT z.B. Mitglieder der Src-Familie binden und ihre
Aktivierung férdern (Ichaso und Dilworth, 2001). Im MMTV-PyVMT-Modell wurde gezeigt,
dass diese Aktivierung von c-Src fur die Entwicklung von PyVMT-induzierten
Brusttumoren in vivo notwendig ist (Guy et al., 1994). Eine erhdhte Aktivitat von c-Src
wird dabei auch in vielen humanen Brustkarzinomen beobachtet und tragt durch die
Beeinflussung verschiedenster tumorférdernder Signalwege und Prozesse
entscheidend zur Tumorprogression bei. Diese erhdhte Aktivitdt von c¢-Src in
Brusttumoren ist jedoch selten auf eine aktivierende Mutation bzw. eine erhohte
Expression von c-Src zurlckzufuhren (Ishizawar und Parsons, 2004). Eine interessante

Beobachtung ist dabei, dass CD24, das als aktivitatsfordernder Interaktionspartner
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von c-Src gilt, ebenfalls in vielen Brustkarzinomen stark exprimiert ist (Fogel et al., 1999;

Kristiansen et al., 2003a; Bircan et al., 2006; Lim und Oh, 2005).
Das APC***"*"-Modell

Das Protein APC (Adenomatous Polyposis Coli) ist in die Regulation des Wnt-
Signalweges involviert, und fur die Inaktivierung von R-Catenin verantwortlich. Die
Deregulation des Wnt-Signalweges und der Funktion von -Catenin sind von grofRer
Bedeutung fur die Tumorigenese, weshalb APC als Tumorsupressor gilt. Mutationen
im APC-Gen stellen daher oftmals ein frihes Ereignis insbesondere in der
Entstehung von Darmtumoren dar und sind in der Mehrheit aller sporadischen
Kolorektalkarzinome zu finden. Tritt eine Mutation des APC-Gens in Zellen der
Keimbahn auf, kann es zur Entstehung einer erblichen Form von Darmtumoren, der
Familiaren Adenomatdsen Polyposis (FAP) kommen (Gaspar und Fodde, 2004).

Zur Erforschung der Rolle von APC in der Tumorentstehung wurden verschiedene
APC-Tumormodelle generiert. lhnen gemeinsam sind Mutationen im APC-Gen,
welche die Expression verschiedener, verkurzter APC-Proteinvarianten und damit
den tumorsupressiven Funktionsverlust von APC zur Folge haben. Dadurch kommt
es beispielsweise im APC*™"Modell hauptsdchlich zur Entwicklung von
Darmtumoren, im APC*"*"?"_Modell unter anderem zur Entstehung von Brust-und

Lebertumoren (Gaspar und Fodde, 2004).
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Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit

CD24 ist als nahezu ubiquitar exprimiertes Protein beschrieben, seine Rolle ist
bislang jedoch nur flr wenige Gewebe bzw. Zelltypen bekannt. Dies gilt auch fur das
Brustgewebe, in dem die CD24-Expression zur ldentifikation und Isolation von
Brustepithelstammzellen herangezogen wird.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Expression und Funktion von CD24 in der
Mausbrustdrise um damit Erkenntnisse Uber die Rolle von CD24 in diesem Gewebe
zu erlangen. In diesem Zusammenhang ist insbesondere auch die Frage nach der
funktionellen Rolle von CD24 auf Mausbruststammzellen von Bedeutung. Durch die
Erforschung von CD24 in der normalen Brustphysiologie soll damit zu einem
besseren Verstandnis der Brustbiologie beigetragen werden.

In einem weiteren Ansatz soll die tumorassoziierte Rolle von CD24 genauer erforscht
werden. Hierzu sollen verschiedene Maustumormodelle charakterisiert und die
mogliche funktionelle Beteiligung von CD24 an der Tumorprogression untersucht

werden.
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Material und Methoden

Material

Antikorper

Ratte Anti-Maus CD24, Klon M1/69

Maus Anti-glattes Muskelaktin (ascites fluid)
Ziege Anti-Ratte Alexa 546

Ziege Anti-Maus Alexa 488

Kaninchen Anti-Ratte HRP

Kaninchen Anti-Ratte FITC

Kaninchen Anti-Ratte Biotin

Seren, Medien und Zellkulturartikel

Einfrierrohrchen

Fetales Kalberserum (FCS)
Kaninchenserum
RPMI-1640

Ziegenserum

Zellkulturschalen/flaschen

Chemikalien und Reagenzien

Aceton

Acrylamid/ N,N-Methylenbisacrylamid (37,5:1;

Rotiphorese 30)

Agarose
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bromphenolblau

Material und Methoden

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Molecular Probes/Invitrogen (USA )
Molecular Probes/Invitrogen (USA)
DAKO, Glostrup, Danemark
DAKO, Glostrup, Danemark
DAKO, Glostrup, Danemark

Greiner, Nurtingen

PAA, Cdolbe

DAKO, Glostrup, Danemark
Gibco BRL, Eggenstein
DAKO, Glostrup, Danemark

Greiner, Nurtingen

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Biozym Diagnostik, Hameln
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Difco-Laboratories, Augsburg
Difco-Laboratories, Augsburg

Serva, Heidelberg
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Calciumacetat-Hydrat Fluka, Neu-Ulm
Calciumchlorid Roth, Karlsruhe
Chloroform Merck, Darmstadt
4'-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma, Taufkirchen
Denhardts Sigma, Taufkirchen
Desoxy-Nukleotidtriphosphate (ANTPs) PeqLab, Erlangen
Dexamethason Sigma, Taufkirchen
D-Glucose Roche Diagnostics, Mannheim
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, Neu-Ulm
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, Neu-Ulm
Dithiothreitol (DTT, f. Reverse Transkription) Gibco BRL, Eggenstein
EDTA (Ethylen-diamin-tetraacetat) Roth, Karlsruhe
Eisessig Merck, Darmstadt
Eosin Roth, Karlsruhe
Epidermal Growth Factor (EGF) Sigma, Taufkirchen
Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen
Formaldehyd (37 %) Merck, Darmstadt
Gelatine Merck, Darmstadt
Glyzerin (86%) Roth, Karlsruhe
Glyzin Roth, Karlsruhe
Hamatoxyllin-Lésung Sigma, Taufkirchen
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe
HEPES Roth, Karlsruhe
Herings-bzw. Lachssperma DNA Sigma, Taufkirchen
Insulin (bovine pancreas) Sigma, Taufkirchen
Isoamylalkohol Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI) Roth, Karlsruhe
Karminrot Sigma, Taufkirchen
Lubrol Unigema, Schottland
Magermilchpulver Saliter, Oberglnzburg
Magnesiumchlorid (MgCl) Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat (MgS0O4) Roth, Karlsruhe
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Methylenblau

Methylsalycilat
Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
N,N,N',N'-tetramethylenethylendiamin
(TEMED)

Nonidet P40 (NP40)

PBS

PeqGold

Phenol

Phenylmethylsulfonyl-Fluorid (PMSF)
Polyvinylalkohol

Prolactin

Proteinase K

Puromycin

RNA-Ladepuffer

SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat)

SSC (Standard Saline Citrate)
Tris-Base bzw. Tris-HCI

Tween20

[32P]-dCTP (370 Mbg/ml)

Verwendete Kits

Biotin-Blockierungskit

ECL Western Blotting detection reagents

Fuchsin (Farbsubstrat)

Levamisol (Alk. Phos. Inhibitor)
Microspin Saulchen

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Rediprime Random Primer Labeling Kit
Vectastain Alkalische Phosphatase Kit
Wizard PCR clean up kit

Material und Methoden

Fluka, Neu-Uim
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Gibco BRL, Eggenstein
PeglLab, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Cayla, Toulouse, Frankreich
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Perkin Elmer, Maanstrat, Belgien

DAKO, Glostrup, Danemark
Amersham, Freiburg

DAKO, Glostrup, Danemark

DAKO, Glostrup, Danemark
Amersham, Freiburg

QIAGEN, Dusseldorf

Amersham, Freiburg

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Promega, Heidelberg
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Enzyme, Reaktionspuffer und Grof3enstandards

Ein Grofteil der Enzyme und Reaktionspuffer wurde von der Firma Promega,

Mannheim bezogen. Das Enzym Nhel als auch der Molekulargewichtsstandard fur

die Protein-Gelelektrophorese wurden von New England Biolabs (NEB), Frankfurt

bezogen. Der Molekulargewichtsstandard fur die DNA-Gelelektrophorese stammte

von PeglLab, Erlangen.

Gerate und sonstige Verbrauchsmaterialien

Axio-Cam

Beckmann Swingout Zentrifuge
Beckmann Zentrifuge J2-HS
Binokular (Wild)

Cryostat

Deckglaser

Durchflusszytometer FACS-can

Entwicklungsmaschine fir Réntgenfilme

Gene Porter™ Transfektionsreagenz
Greiner-Rohrchen

Hybond N+ Nylon-Membran
Hyperfilm XR (MP & ECL)

Immunfluoreszenzmikroskop Axiovision 2000

Klhlzentrifuge

Laufkammern fur DNA-und Proteingele
Menzel Superfrost Objekttrager
Nanodrop

Neubauer Zahlkammer

OCT

PCR-Cycler, MJ-Research

PVDF Immobilon P-Membran
Reaktionsgefalle (1,5 und 2 ml)
Thermomixer

Tischzentrifuge Biofuge pico
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Carl Zeiss, Jena

Beckmann, Stuttgart
Beckmann, Stuttgart

Carl Zeiss, Jena

Leica, Bensheim

Labonord, Monchengladbach
Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA

Kodak, New Haven, USA
PeglLab, Erlangen

Greiner, Nurtingen
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

Carl Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg
PeglLab, Erlangen

Labonord, Ménchengladbach
PeglLab, Erlangen

VWR, Bruchsal

Labonord, Mdnchengladbach
Biozym, Oldendorf

Millipore, Eschbronn
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Stuttgart



Ultra-Thorax
UV-crosslinker
Western Blot Transferkammern

Whatmann 3MM-Filterpapier

Plasmide, Primer und Sequenzierung

CD24 silencing DNA-Oligos

Genotypisierungsprimer

Oligo-dT Primer (RT-PCR)
Sequenzierung von Plasmiden
pMSG-CD24-Vektor
pSuperRetro-Vektor

[}-Casein Sonde

Material und Methoden

IKA Labortechnik, Staufen
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
BioRad Laboratories, Minchen

Bender und Hobein, Karlsruhe

Metabion, Martinsried
Proligo, Frankreich
Metabion, Martinsried

Gibco BRL, Eggenstein
GATC, Konstanz
Arbeitsgruppe Sleeman, ITG
Oligo Engine, Seattle, USA
Arbeitsgruppe Sleeman, ITG

Bezugsquelle der in dieser Arbeit verwendeten Mausstamme

B6,Tg(TRAMP)8247Ng(T/+):
CD24 knock-out Mause:

Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA)
Peter Altevogt (DKFZ Heidelberg)

FVB/MMTV-PyVMT-Mause: Eugene Lukanidin (Danish Cancer Society,

Copenhagen, Danemark)

B6/APC*/1572T. Ricardo

Fodde (Erasmus University Medical

Center, Niederlande)

C57Bl/6J (Wildtyp):
Balb/c (nude):

ITG, FZK Karlsruhe
Charles Rivers Laboratories (Wilmington, USA)

Mikrosatelliten-DNA-Analyse von Mausstammen

Die Reinheitsbestimmung des genetischen Hintergrundes der in dieser Arbeit

verwendeten Mausstamme wurde bei der Firma Elchrom Scientific AG, Cham,

Schweiz in Auftrag gegeben. Die Analyse umfasste 96 BI/6 stammspezifische DNA-

Mikrosatellitenmarker.
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Methoden

Histologische Methoden und Praparation von Geweben

Immunhistochemie/Immunfluoreszenz

FUr den immunhistologischen Nachweis von CD24 auf Gewebeschnitten wurden
Gefrierschnitte hergestellt. Hierzu wurde das entnommene Gewebematerial (z.B.
Tumor oder normales Brustdriisengewebe etc.) in OCT auf Trockeneis eingebettet
und bis zur Verwendung als Gefrierblock bei -80°C gelagert. Vor der Herstellung der
Schnitte wurden die Blocke ca. 1 Stunde im Cryostaten auf Schneidetemperatur
aquilibriert (z.B. Brust: -27 bis -30°C). Die eingestellte Schnittdicke betrug je nach Art
des Gewebes zwischen 8 und 12 uym. Die Schnitte wurden auf Menzel Superfrost
plus Objekttrager aufgezogen, uber Nacht im Kuhlschrank gelagert und am
folgenden Tag in kaltem Aceton (100%) fur 10 - 15 Minuten auf Eis fixiert. Im
Anschluss daran wurden unspezifische Bindestellen abgesattigt (10 - 15 Minuten bei
RT mit PBS mit 10% Ziegenserum, 1% FCS und 1% Kaninchenserum =

Blockierungslosung).

FUr die Visualisierung des Antigens wurden z.T. unterschiedliche Methoden
verwendet, z.B. Detektion des Antigens durch fluoreszenzmarkierte Sekundar-
antikorper (Immunfluoreszenz) bzw. durch Enzym-vermittelte Farbreaktion (,normale”
Immunhistochemie). Die fur die jeweilige Methode verwendeten Protokolle sind im

Folgenden aufgeflhrt:

Immunfluoreszenz-Methode

Nach dem Blockieren wurde/n der/die Primarantikérper (Ratte Anti-Maus CD24,
Klon M1/69 in einer Konzentration von 5 ug/ml und Maus Anti-glattes Muskelaktin in
einer Verdinnung von 1:500, beide Antikorper in Blockierungslosung; Inkubation
beider Antikorper gleichzeitig moglich) fur 1 Stunde bei RT (oder wahlweise Uber
Nacht bei 4°C) inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Schnitte mit PBS/0,05%
TritonX100 wurden die fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper 30 Minuten bei RT
eingesetzt (Ziege Anti-Ratte Alexa 488 sowie Ziege Anti-Maus Alexa 546 1:1000 in

PBS, entspricht einer Konzentration von 2 ug/ml). Zur Farbung der Zellkerne wurde
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parallel dazu DAPI (Verdinnung von 1:1000, entspricht einer Konzentration von 10
pgg/ml) verwendet. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Schnitte mit PVA
(Polyvinylalkohol-basiertes, mit PBS angesetztes Eindeckmedium) und Deckglasern

versiegelt und bis zur Analyse lichtgeschutzt und trocken aufbewahrt.

Immunhistochemie-Methode

Nach dem Blockieren unspezifischer Proteinbindestellen wurde ein Biotin-
blockierungsschritt durchgefihrt. Dieser soll verhindern, dass spater zusatzlich zum
Biotin-markierten Sekundarantikorper potentiell vorhandenes gewebeeigenes Biotin
vom Avidin-Anteil des chromogenumsetzenden Enzyms erkannt und bei der
Farbreaktion ein falsch-positives Signal verursacht wird. Die Absattigung von
gewebeeigenem Biotin wurde durch ein Biotin-Blockierungskit erreicht.

Die Inkubation des Primarantikorpers (Anti-Maus CD24, Klon M1/69 in einer
Konzentration von 1 pg/ml in Blockierungslosung) erfolgte fur 1 Stunde bei RT (oder
wahlweise Uber Nacht bei 4°C). Nach mehrmaligem Waschen der Schnitte mit
PBS/0,05% TritonX100 wurde ein Biotin-gekoppelter Sekundarantikérper (Ziege Anti-
Ratte Biotin, 1:600, entspricht einer Konzentration von 1,16 ug/ml) far 30 Minuten bei
RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde der Enzymkomplex vorbereitet (alkalische
Phosphatase). AnschlieRend wurde erneut mehrfach gewaschen und der
Enzymkomplex fir weitere 30 Minuten bei RT auf den Schnitten inkubiert. Nach dem
Waschen wurde das aufbereitete Farbsubstrat (Fuchsin, inklusive Levamisol als
Inhibitor endogener Alkalischer Phosphatase-Aktivitat) auf die Schnitte pipettiert und
bis zum Eintritt einer Farbreaktion inkubiert. Nach kurzem Waschen in PBS und H,O
dest. erfolgte die Gegenfarbung mit Meyers Hamatoxyllin-Lésung. Die Schnitte
wurden mit PVA und Deckglasern versiegelt und bis zur Analyse lichtgeschutzt und

trocken aufbewahrt.

Whole mount Praparation

Fir die Herstellung von whole mount Praparaten wurde Mausen die vierte
Brustdrise (inguinale Brustdrise) entfernt, auf einem Glasobjekttrager flach
ausgebreitet und uber Nacht bei RT in Methanol, Chloroform und Eisessig
(Mischungsverhaltnis 6:3:1) fixiert. Die Praparate wurden fur mehrere Stunden in

70% Ethanol uberfuhrt, kurz in H,O dest. gespult und anschlielend in Karminrot-
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Lésung gefarbt. Danach wurden die Praparate schrittweise in 70%, 95% sowie 100%

Ethanol entfarbt und zur Klarung sowie Langzeitaufbewahrung in Methylsalicylat
uberfuhrt.

Karminrot-Lésung: 0,2% Karminrot, 10,5 mM Aluminiumkaliumsulfat

DNA-Methoden

Herstellung kompetenter Bakterien
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1. Chemisch kompetente Bakterien:

Zur Herstellung chemisch kompetenter wurden die Bakterienstamme auf einer
LB-Agarplatte ohne Selektionsantibiotika ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Danach wurden 100 ml LB-Medium (ohne Selektionsantibiotika) mit
einem Einzelklon der Platte angeimpft und unter Schutteln (300 rpm) Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 800 ml LB-Medium mit der Vorkultur
im Verhaltnis 1:100 angeimpft und bis zu einer ODgyp von 0,3 - 0,4 unter
Schutteln inkubiert. Nach AbkuUhlung der Bakterien auf Eis wurden sie
anschlieBend fur 10 Minuten bei 3500 g und 4°C abzentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde mit eiskalter 50 mM CaCl,-Lésung gewaschen (10 ml pro
50 ml Ausgangskultur) und in eiskalter 50 mM CaCl,-Losung resuspendiert (10 ml
pro 50 ml Ausgangskultur). Nach 1 Stunde Inkubationszeit auf Eis wurden die
Bakterien erneut zentrifugiert und in 1/30 bis 1/50 des Originalvolumens in 50 mM
CaCly-Lésung mit 15% Glyzerin resuspendiert. 50 - 100 ul Aliquots wurden in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C

aufbewahrt.

2. Elektrokompetente Bakterien:

1 ml SOB-Medium (ohne Selektionsantibiotika) wurde mit einer Einzelkolonie
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schutteln (300 rpm) inkubiert. 300 ml
SOB-Medium (ohne Selektionsantibiotika) wurden mit dieser Vorkultur angeimpft
und bei 18 - 20°C unter Schiutteln bis zu einer ODggypo von 0,3 - 0,4 inkubiert.
AnschlieBend wurde die gesamte Kultur fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert
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(,Hitzeschock®) und dann fir weitere 20 Minuten bei 18 - 20°C inkubiert. Die
Bakterienlosung wurde anschlieRend zentrifugiert (3500 g, 10 Minuten, 4°C) und
das Pellet in 50 ml eiskaltem Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wurde
insgesamt drei mal durchgeflhrt, bevor dann das Pellet in 800 pl eiskaltem
Wasser mit 7% DMSO resuspendiert, in 40 ul Aliquots verteilt und in flissigem
Stickstoff schockgefroren wurde. Die elektrokompetenten Bakterien wurden bis zu
ihrer Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

SOB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 0,25% Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 25 mM KCI

Transformation von kompetenten Bakterien

Durch sogenannte Transformation konnen DNA-Molekule (z.B. Plasmide) in
Bakterien eingebracht werden, um diese dann als ,Wirt“ zur Vermehrung der
transformierten DNA zu nutzen. Aufgrund der kurzen Generationszeit (fir E.coli z.B.
20 Minuten) erhalt man innerhalb weniger Stunden die gewunschte DNA in
ausreichender Menge.

Ublicherweise wurden die E.coli-Stamme XL-1, XL-1 blue und DH50. verwendet. Zur
Vermehrung des pSuperRetro-Vektors wurde der speziell fur hairpin-Vektoren

geeignete E.coli-Stamm GT116 verwendet (Invitrogen).

1. Transformation elektrokompetenter Bakterien:

FiUr jeden Transformationsansatz wurde ein bei -80°C aufbewahrtes Aliquot des
entsprechenden Bakterienstammes langsam auf Eis aufgetaut. 10 - 100 ng DNA
wurden zur Bakteriensuspension pipettiert und diese dann in eine gekuhlte
Elektroporationsklvette Uberfuhrt. Mit Hilfe eines Elektroporationsgerates wurde
eine Spannung von 1,6 kV angelegt, welche zur kurzfristigen Porenbildung in der
Bakterienmembran fuhrt, Gber die die DNA-Molekile aufgenommen werden.
Direkt im Anschluss an die Elektroporation wurde die Bakteriensuspension mit 1
ml SOC-Medium versehen und in einem Eppendorfgefald fur ca. 1 - 1,5 Stunden
bei 37°C inkubiert. Nach dieser Regenerationsphase wurden die Bakterien
pelletiert (3 Minuten, 2500 rpm) und in 100 - 200 pl LB-Medium resuspendiert.

29



Material und Methoden

Verschiedene Mengen an Suspension wurden auf Ampicillin-haltigen (50 - 100

pg/ml) LB-Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2. Transformation chemisch kompetenter Bakterien:

Nach Auftauen des Aliquots auf Eis wurden 10 - 100 ng DNA zur
Bakteriensuspension pipettiert, diese durchmischt und fur weitere 10 Minuten auf
Eis inkubiert. Anschlieend wurde ein Hitzeschock durchgefuhrt (90 Sekunden
bei 42°C). Nach dem Hitzeschock wurden die Bakterien sofort fir weitere 5
Minuten auf Eis transferiert bevor 1 ml LB-Medium hinzugegeben und die Kultur
fur 1 Stunde bei 37°C und 230 rpm geschuttelt wurde. AnschlielRend wurde wie

fur die Transformation elektrokompetenter Bakterien beschrieben verfahren.

Kulturmedien flir Bakterien:

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl
LB-Agar: 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; 1,5% Bacto-Agar
SOC-Medium: 1% Bacto-Trypton; 0,25% Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 25 mM KCI;

2 mM MgSQOy; 2 mM MgCl; 4 mM Glucose

Plasmid-DNA Minipraparation

Einzelbakterienkolonien wurden in jeweils 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Selektionsmarker (z.B. Ampicillin 50 -100 pg/ml) Gber Nacht bei 37°C und 230 rpm
geschuttelt. Am nachsten Tag wurden 1,5 ml der Kultur in ein Eppendorfgefaf
uberfihrt und fir 3 Minuten bei 3000 rpm in einer Eppendorf bzw. Heraeus-
Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 pl Puffer P1
resuspendiert, mit 200 pl Puffer P2 (= Lysispuffer) versetzt und gut durchmischt.
Nach 5 Minuten Inkubation bei RT wurde die Lyse mit 150 ul kaltem Puffer P3 und
5 Minuten Inkubation auf Eis gestoppt. Anschlielend wurde das Bakterienlysat fur
15 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vollstandig in ein neues
Eppendorfgefal Gberfiihrt. Aus dem Uberstand wurde durch Zugabe von 1 ml 100%
Ethanol und Inkubation bei -20°C fur 20 Minuten die enthaltene Plasmid-DNA gefallt.
Nach Zentrifugation (30 Minuten, 14.000 rpm, 4°C) wurde das DNA-Pellet mit kaltem,

70%igem Ethanol gewaschen, anschlieBend bei RT fur einige Minuten getrocknet
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und dann in 50 - 80 ul H,O dest. oder TE-Puffer (pH 8,0) gelost. Alle fur die

Minipraparation verwendeten Puffer (P1 - P3) stammen aus dem QIAGEN Maxi-Kit.

Puffer P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNAse A
Puffer P2: 0,2 M NaOH, 1% SDS

Puffer P3: 3 M Kalium-Acetat, (pH 5,5)

TE-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) ; 10 mM EDTA (pH 8,0)

(10 x, pH 8,0)

Plasmid-DNA Maxipraparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA in groferem Malstab wurden 150 - 200 ml LB-
Medium inklusive Selektionsantibiotikum mit dem gewunschten Bakterienklon
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 230 rpm geschuttelt. Am nachsten Tag
wurde die gesamte Bakterienkultur bei 5.000 rpm und 4°C fir 10 Minuten
zentrifugiert (Beckman Kuhlzentrifuge). Das Bakterienpellet wurde in 10 ml Puffer P1
resuspendiert, anschlielfend in 10 ml Puffer P2 fur 5 Minuten bei RT lysiert und nach
Zugabe von 10 ml kaltem Puffer P3 fur weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert. Durch
Zentrifugation (9.000 rpm, 30 Minuten, 4°C) wurden die ausgefallenen Proteine
sowie durch die Lyse entstandene Bakterienzelltrimmer pelletiert, wonach das
geklarte Plasmid-haltige Lysat auf eine mit 10 ml Puffer QBT aquilibrierte Qiagen-tip
AX-500-Saule gegeben wurde. Das weitere Vorgehen erfolgte laut Hersteller-
protokoll. Die von der Saule eluierte Plasmid-DNA wurde mit dem 0,7-fachen
Volumen an 100% Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation (9.000 rpm, 30
Minuten, 4°C; Beckman Swingout Zentrifuge) pelletiert. Nach Waschen mit 70%
Ethanol und kurzer Trocknung wurde das DNA-Pellet in H,O dest. oder TE-Puffer
(pH 8,0) gelodst.

Fallung von Nukleinsduren

Um Nukleinsduren aus einer gegebenen Losung auszufallen wurde diese mit 1/10
ihres Volumens an 3 M Natriumacetat (pH 4,8 - 5,2) sowie mit dem 2,5 fachen
Volumen an 100% Ethanol versetzt. Die Fallung wurde durch Inkubation bei -20°C
(20 Minuten bis mehrere Stunden oder Uber Nacht) unterstitzt und die DNA fir 30
Minuten bei 14.000 rpm und 4°C pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit
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70% Ethanol gewaschen und nach Trocknung in H>O dest. oder TE-Puffer (pH 8,0)

gelost.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Nukleinsauren von Kontaminationen mit z.B. Proteinen zu reinigen wurde die
DNA-L6osung mit dem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(Mischungsverhaltnis 25:24:1) versetzt und durch vortexen gemischt. Durch 20 - 30
minutige Zentrifugation bei 14.000 rpm und RT wurden die beiden Phasen (wassrige
und organische Phase) vollstandig voneinander getrennt, wobei die Proteine in der
sogenannten Interphase verbleiben. Die obere, wassrige Phase wurde vorsichtig in
ein frisches Eppendorfgefal} dberfuhrt und erneut mit dem gleichen Volumen an
Chloroform versetzt. Nach wiederholter Zentrifugation wurde die in der oberen Phase
enthaltene DNA in einem neuen Eppendorfgefald ausgefallt (siehe Fallung von

Nukleinsauren).

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von geldsten Nukleinsduren (DNA bzw. RNA) wurde mittels
spektralphotometrischer Methode bestimmt. Nukleinsdauren weisen ein typisches
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm auf, was einer Nuklein-
saurehaltigen Losung ihre sogenannte optische Dichte (OD) verleiht. Eine OD2go-
Einheit von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml fur doppelstrangige
DNA bzw. 40 ug/ml fir RNA.

Verunreinigungen von Nukleinsdurelosungen mit z.B. Proteinen oder Phenol
verursachen eine weitere Absorption bei 280 nm. Uber das Verhéltnis der ODgo zur
ODggp lasst sich der Grad der Verunreinigung ermitteln. Reine Nukleinsaurelésungen
besitzen im Fall von DNA einen Wert von 1,8 und bei RNA einen Wert von 2,0. Die

Messung von Nukleinsaurekonzentrationen wurde am Nanodrop durchgefuhrt.

Elektrophoretische Auftrennung von DNA

DNA-Fragmente verschiedener Grof3e wurden mittels Elektrophorese in 0,7 -
1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt. Die entsprechende Menge an Agarose wurde
mit 1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und nach Abklhlen auf ca. 60°C mit
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3 ul Ethidiumbromidlésung pro 100 ml Gel-Volumen versetzt (= 30 ug Ethidium-
bromid). Die Gel-Lésung wurde in die mit dem Probenkamm vorbereitete Lauf-
kammer gegossen und nach Erstarren mit 1 x TAE-Puffer Gberschichtet. Die mit
DNA-Ladepuffer versehenen DNA-Proben wurden nach Beladen der Geltaschen
durch Anlegen einer Spannung von 60 - 90 Volt im Gel aufgetrennt. Da
Ethidiumbromid in die DNA-Struktur interkaliert und im UV-Bereich fluoresziert,
konnen die einzelnen DNA-Fragmente im UV-Licht sichtbar gemacht und zur

Dokumentation fotografiert werden.

TAE-Puffer (1 x) : 40 mM Tris (pH 8,3); 40 mM Natriumacetat ; 2 mM EDTA (pH 8,0)
DNA-Ladepuffer: 10 mM EDTA; 10% Glyzerin; 0,1% SDS; 0,02% Bromphenolblau

Aufreinigung/Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir verschiedenste Zwecke (z.B. Klonierung oder Gewinnung von Hybridisierungs-
Sonden fur Northern Blot Analyse) ist es notwendig, DNA-Fragmente nach ihrer
Auftrennung im Agarosegel aus diesem zu extrahieren und aufzureinigen. Dafur
wurde ein Extraktionskit (Wizard PCR clean up kit) benutzt. Die Extraktion erfolgte

laut Herstellerprotokoll.

Allgemeiner Restriktionsverdau von DNA

FiUr einen Restriktionsverdau wurde die gewunschte Menge an DNA mit einer fur das
Enzym geeigneten Pufferlosung versehen. Pro uyg DNA wurden 2 - 3 Units an Enzym
eingesetzt, wobei der Anteil des durch die Enzymlésung eingebrachten Glyzerins
nicht mehr als 10% des kompletten Verdauvolumens betrug. Der Ansatz wurde bei
der fur das Enzym empfohlenen Temperatur (Ublicherweise 37°C) fur 1 Stunde
inkubiert, anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht
dokumentiert. Bei grolleren Mengen and DNA (z.B. 10 pg) wurde der Verdau fur

mehrere Stunden bzw. Gber Nacht durchgefiihrt.

Klonierung des CD24pSuperRetro-Vektors zur stabilen RNA-Interferenz (RNAI)

Neben der transienten RNA-Interferenz (RNAI), welche nur einen zeitlich begrenzten
Effekt vermitteln kann, besteht die Moglichkeit mittels sogenannter hairpin-Vektoren

eine dauerhafte RNA-Interferenz in Zellen herbeizufihren. Durch Transfektion und
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anschlielRende Selektion wird der hairpin-Vektor mit dem entsprechenden siRNA-
Oligo (hier vorliegend als doppelstrangige DNA-Sequenz) stabil im Genom
eukaryontischer Zellen verankert. Vorteil der stabilen RNA-Interferenz ist die
Auswahl von Klonen, die den groRtmaoglichen knock-down des gewilnschten Proteins
zeigen. Fur die Klonierung eines solchen hairpin-Vektors zum Zweck der stabilen
RNAi von CD24 wurde das von der Firma Oligo Engine (Seattle, USA) entwickelte
pSuper-System benutzt, welches unter anderem den pSuperRetro-Vektor beinhaltet.
Eine zuvor in transienten Transfektionen als wirksam ermittelte CD24 siRNA-
Sequenz wurde als einzelstrangiges DNA-Oligo (sense und antisense) zur Synthese
in Auftrag gegeben. Das Oligo umfasst die siRNA-Sequenz inklusive die fur die
Klonierung in den pSuperRetro-Vektor bendtigten Schnittstellensequenzen am 5'-
bzw. 3’-Ende (Bgl Il und Hindlll) sowie eine hairpin-Sequenz, welche sense und
antisense-Sequenz voneinander trennt.

Zunachst wurden 10 pg pSuperRetro-Vektor mit Hindlll und Bgl Il verdaut, was zur
Entfernung der sogenannten ,stuffer-Sequenz (1 kb Lange) fuhrte. Nach Auf-
reinigung des Restriktionsverdaus uUber ein 1% TAE-Gel und anschlieRender
Extraktion der linearisierten Vektor-Bande aus dem Gel erfolgte die Dephospho-
rylierung des Vektors mit SAP (= Shrimp Alkaline Phosphatase; Reaktion mit 40 ul
aufgereinigtem Vektor, 5 yl SAP und 5 pl 10 x SAP-Puffer, Inkubation bei 37°C fur 30
Minuten, anschlieffend Inaktivierung der SAP bei 65°C fur 15 Minuten). Die Vektor-
DNA wurde ausgefallt und das Pellet in 15 ul H,O dest. geldst.

Die einzelstrangigen CD24-0Oligos (sense und antisense) wurden vor der Ligation in
einer ,annealing’-Reaktion miteinander verbunden. In einem Gesamtvolumen von 50
pl wurden jeweils 3 ug beider einzelstrangiger Oligos zusammen mit annealing-Puffer
(50 mM HEPES pH 7,4; 100 mM NaCl) fir 1 - 2 Minuten bei 94°C inkubiert und
anschliellend langsam auf RT abgekuhlt. Um die Ligation in den dephosphorylierten
Vektor zu ermdglichen, wurden die nun doppelstrangigen Oligos phosphoryliert (44 pl
Oligos aus der zuvor durchgefuhrten annealing-Reaktion, 5 pl 10 x T4-Polynukleotid-
kinasepuffer, 1 pl T4 Polynukleotidkinase; 30 Minuten bei 37°C). Fir die Ligation
wurden 0,5 pg des dephosphorylierten Vektors mit 2 ul an phosphorylierten,
doppelstrangigen Oligos, 1 pl 10 x Ligasepuffer und 1 pl T4-Ligase in einem
Gesamtvolumen von 10 pl Uber Nacht bei RT ligiert. Die Ligationsreaktion wurde in
den chemisch kompetenten E.coli-Stamm GT116 transformiert (4 pl Ligationsansatz

in 50 pl Bakteriensuspension). Verschiedene Mengen an Suspension wurden auf LB-

34



Material und Methoden

Agarplatten mit Ampicillin (50 - 100 pg/ml) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C
inkubiert. Der Erfolg der Ligation wurde durch Minipraparation von Plasmid-DNA aus
einzeln gepickten Bakterienklonen und anschlieBendem Restriktionsverdau mit
EcoRI und Hindlll Gberprift.

Sequenz des in den pSuperRetro-Vektor klonierten CD24-Oligos:

Bglll Zielsequenz sense hairpin Zielsequenz antisense
5'GATCCCCEENC A CIEEA T TCAAGAGATTCCAAACGTGGTTATTCCTTTTTA 3°

3’ GGG_AAGTTCTCTAAGGTTTGCACCAATAAGGAAAAATTCGA 5’
Hindlll

Schnittstellen: Bglll AvG ATCT Hindlll AvA GCTT
TCTAGA TTCGAA
A A

Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA wurde mittels Sequenzierung durch die Firma GATC (Konstanz;

www.gatc.de) auf mdgliche Fehler oder Mutationen Uberprift.

RNA-Methoden

RNA-Isolierung

Fir die RNA-Isolierung wurde peqGold-Lésung verwendet. Bis auf kleinere
Abweichungen in der zu verwendenden Menge wurde das Protokoll des Herstellers

befolgt.

1. RNA-Gewinnung aus Gewebe:

Das vorher in Stickstoff schockgefrorene Gewebe wurde zunachst gewogen und
dann unter Stickstoff mit Morser und Pistill zermahlen. Das Gewebepulver wurde

in einem Greiner-Rohrchen mit je 1 ml peqGold pro 100 mg Gewebe versetzt und
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mit Hilfe eines Ultra-Thorax weiter aufgeschlossen. Nach kurzer Inkubation bei
RT wurde das Lysat mit 0,2 ml Chloroform pro eingesetztem ml peqGold versetzt
und mehrere Sekunden gevortext. Die anschlieRende Zentrifugation (15 Minuten,
10.500 rpm, 4°C) flhrte zur Phasentrennung, wonach die in der oberen,
wassrigen Phase enthaltene RNA mit jeweils 0,5 ml 100% Isopropanol pro
ursprunglich eingesetztem ml peqGold ausgefallt wurde. Die Fallung wurde durch
1 bis 2-stundige Inkubation auf Eis unterstutzt. Nach erneuter Zentrifugation (15
Minuten bei 10.500 rpm und 4°C) wurde das RNA-Pellet mit RNAse-freiem,
70% Ethanol gewaschen, in RNAse-freiem, destillietem Wasser geldst und bei
-80°C gelagert.

2. RNA-Gewinnung aus Zellen:

Zur Gewinnung von RNA aus Gewebekulturzellen wurde das Medium sorgfaltig
abgesaugt und die peqGold-Losung ohne vorheriges Waschen der Zellen auf den
Monolayer pipettiert (sterile Einmalplastikpipetten). Das Zell-Lysat wurde in ein
Greiner-Réhrchen dberfiuhrt und mittels Ultra-Thorax aufgeschlossen. Im
Anschluss wurde wie fur die Isolierung von RNA aus Gewebe bereits beschrieben

verfahren.

Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Fir die Reverse Transkription wurde Gesamtzell-RNA aus Mausbrustgewebe
zunachst einem DNAse-Verdau unterzogen. Dieser Schritt entfernt genomische
DNA, welche als Kontamination bei der RNA-Praparation auftreten kann.

In einem Endvolumen von 10 yl wurden 5 pg Gesamtzell-RNA zusammen mit 1 pl
10 x DNAse-Puffer und 5 pl RQ1-DNAse (5 Units) zunachst fur 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Der DNA-Verdau wurde durch Zugabe von 1 ul DNAse stop solution und
10 Minuten Inkubation bei 65°C beendet. AnschlieRend wurde die Reaktion mit H,O
dest. auf 100 pl aufgefullt und die RNA mit 250 pl 100% Isopropanol und 10 pl 3 M
Natriumacetat (pH 4,8) Uber Nacht bei -20°C wieder gefallt. Nach Zentrifugation (30
Minuten bei 14.000 rpm, 4°C) wurde das Pellet mit 70% RNAse-freiem Ethanol
gewaschen und nach kurzer Trocknung in 10 pl RNAse-freiem, destilliertem Wasser
gelost. Fur die anschlieBende Reverse Transkription (RT) wurde die geldoste RNA

gleichermallen auf zwei Eppendorfgefalie aufgeteilt und folgendermalien behandelt:

36



Material und Methoden

Fir die + RT-Reaktion sowie flir die - RT-Reaktion wurden jeweils 5 pl Gesamtzell-
RNA zusammen mit 1 pl Oligo-dT primer und 6 pl H,O dest. (Endvolumen 12 pl) 10
Minuten bei 70°C denaturiert und anschlielend kurz auf Eis gelagert. Jeder Ansatz
wurde mit 4 pl first strand buffer (5 x), 2 yl 0,1 M DTT und 1 pl ANTP-Mix (10 mM)
versetzt und fur 2 Minuten bei 42°C inkubiert.

Durch Zugabe von 1 ul Superscript Il (= Reverse Transkriptase) in die + RT-Reaktion
(nicht in die - RT-Reaktion, diese dient als Kontrolle) wurde die Reverse
Transkription gestartet. Die cDNA-Synthese wurde bei 42°C fur 50 Minuten
durchgefuhrt und dann far 15 Minuten bei 70°C gestoppt. Nach kurzer Lagerung auf
Eis wurde jeder Ansatz mit H,O dest. auf 50 ul aufgeflllt und entweder direkt fur

PCR-Reaktionen eingesetzt oder bei -20°C aufbewahrt.

Northern Analyse

1. Northern Gel:

FUr die Expressionsanalyse mittels Northern Blot wurde ausschliel3lich Gesamtzell-
RNA (total RNA) in einer Menge von 10 ug eingesetzt. Alle Proben wurden mit 1/3
Volumen RNA-Ladepuffer (Endvolumen der Probe: 30 ul) versehen, 10 Minuten bei
70°C denaturiert und anschliellend Uber ein 1%iges, formaldehydhaltiges, mit 1 x
MOPS-Puffer angesetztes Agarosegel bei mittlerer Spannung (40 - 50 Volt) fur

mehrere Stunden aufgetrennt.

MOPS-Puffer (10 x): 200 mM MOPS (pH 7,0); 20 mM Natriumacetat (pH 4,8); 10 mM EDTA
RNA-Gel: 1% Agarose in 1 x MOPS und 6% Formaldehyd
RNA-Ladepuffer: 62,5% deionisiertes Formamid; 1,14 M Formaldehyd; 1,25 x MOPS-EDTA-

Natriumacetat Puffer; 200 pug/ml Bromphenolblau; 200 pg/ml Xylencyan;
50 pg/ml Ethidiumbromid; (Sigma)
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2. Northern Blot:

Nach erfolgter Auftrennung wurde die RNA mittels Kapillartransfer aus dem Gel auf
eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond N+) Ubertragen. Als Transfermedium
wurde 20 x SSC-Puffer (pH 7,0) verwendet. Die Transferdauer betrug mindestens
12 - 16 Stunden. Nach dem Transfer wurde die RNA durch UV-Bestrahlung auf der
Membran fixiert (cross-linking) und zur Uberpriifung der gleichmaRigen Spur-

beladung mit Methylenblauldésung gefarbt (Entfarben mit H,O dest.).

SSC-Puffer: 3 M NacCl; 0,3 M Natriumacetat
Methylenblaulésung: 0,04% Methylenblau; 0,5 M Natriumacetat (pH 5,2)

3. Herstellung von Sonden fur die Northern Hybridisierung:

FUr Northern Hybridisierung eingesetzte DNA-Sonden wurden entweder durch PCR
aus cDNA (fur die Cytokeratin 18- und CD52-Sonde) oder durch Restriktionsverdau
von Plasmiden (fur CD24-Sonde) generiert. Die R-Casein Sonde wurde von Frau Dr.

Baumann (Arbeitsgruppe Sleeman, ITG) bereitgestellt.
Herstellung der CD24 Northern-Sonde mittels Restriktionsverdau

10 ug des Plasmids pMSG-CD24 wurden mit den Enzymen Nhel und Xhol bei
37°C fur mehrere Stunden bzw. Uber Nacht verdaut. Anschlielfend wurde der
Verdau Uber ein 1%iges TAE-Agarosegel aufgetrennt und das entsprechende
Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert (siehe Extraktion von DNA

aus Agarosegelen).

Herstellung der Cytokeratin 18-Sonde und der CD52-Sonde mittels PCR aus
cDNA

Cytokeratin 18-Sonde:

Jeweils 1 pul Cytokeratin 18 forward-primer (mCK18for, 10 pMol/ul), 1 ul
Cytokeratin 18 reverse-primer (mCK18rev, 10 pMol/ul) sowie 10 uyl GoTag-
Polymerasepuffer (5 x), 0,5 yl dNTPs (10 mM), 1 ul GoTag-Polymerase und 1 pl
cDNA (aus Mausbrustgewebe) wurden in ein PCR-Reaktionsgefal} pipettiert und

mit H>O dest. auf ein Endvolumen von 50 pl aufgefulit.
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CD52-Sonde:

Jeweils 1 pl CD52 forward-primer (mCD52for, 10 pMol/ul), 1 pl CD52 reverse-
primer (mCD52rev, 10 pMol/pl) sowie 10 ul GoTaqg-Polymerasepuffer (5 x), 0,5 ul
dNTPs (10 mM), 1 pl GoTag-Polymerase und 1 pl cDNA (aus Mausbrustgewebe)
wurden in ein PCR-Reaktionsgefal® pipettiert und mit H,O dest. auf ein End-
volumen von 50 pl aufgefullt.

Primer fur Cytokeratin 18 (Maus):

mCK18for:
mMCK18rev:

5 GCT ACC TAG ACAAGG TGAAGAGC &
5 GCC AGC TCT GAC TCC AGATGC 3

Primer fur CD52 (Maus):

mCD52for:
mCD52rev:

5 GCC CAG GAAGAT TTC AGG ATGAAZ
5 GCT GCG CCTTCACCT CAGCTGAYZ

PCR-Programme:

Tm1l Tm?2 Ta Ts Zyklen E
94°C, 94°C, 65°C, 72°C, 72°C,
CK18 ] ] . 33 .
1 Minute 1 Minute | 30 Sekunden| 1 Minute 5 Minuten
30 Sekunden
94°C, 94°C, 60°C, 72°C, 72°C,
CD52 34
1 Minute 1 Minute 1 Minute 1 Minute 5 Minuten

Tm1: initiale Schmelztemperatur

Tm2: Schmelztemperatur template/primer
T,: annealing-Temperatur der primer

Ts: Synthesetemperatur

E: finale Verlangerungszeit (Extension)

Das PCR-Produkt wurde uber ein Agarosegel aufgereinigt und war nach der

Extraktion aus dem Gel als Sonde fur die Northern Analyse einsetzbar.
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4. Northern Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNA-Sonde:

Zu Beginn wurde die Membran mit Northern-Hybridisierungspuffer (je nach Grole
der Membran 10 - 20 ml) bei 65 - 68°C inkubiert, wobei unspezifische Bindestellen
durch Zugabe von aufgekochter/denaturierter (95°C, 5 Minuten) Herings-bzw.
Lachssperma-DNA abgesattigt wurden. Diese sogenannte Prahybridisierung erfolgte
fur mindestens 30 Minuten bis einige Stunden. Fur die anschlieende Hybridisierung
wurden je nach GroRe der Membran 25 - 50 ng DNA-Sonde eingesetzt, welche mit
Hilfe eines Kits (redi-prime) wie im Folgenden beschrieben radioaktiv markiert wurde:
nach 5-minuatigem Aufkochen bei 95°C wurde die Sonde fur 2 Minuten auf Eis
abgekuhlt und anschlieBend zum Markierungsmix (enthalt Klenow-Enzym, alle
dNTPs auRer dCTP, Puffer, etc.) pipettiert. Nach Zugabe von **P-markiertem dCTP
(pro Sonde 50 pCi) wurde die Reaktion je nach Basenpaarlange fir 10 - 25 Minuten
bei 37°C inkubiert. Durch Hinzufugen von 5 uyl 0,5 M EDTA (pH 8,0) wurde die
Markierungsreaktion gestoppt und die Sonde anschlieBend uber eine Saule
aufgereinigt (Microspin-column). Nach 5-minitigem Aufkochen der aufgereinigten
Sonde bei 95°C und kurzem Abkuhlen auf Eis wurde die Sonde zusammen mit der
Membran Uber Nacht bei 65 - 68°C unter Rotation inkubiert.

Northern-Hybridisierungspuffer: 6 x SSC; 5 x Denhardts; 0,5% SDS

Herings-bzw. Lachssperma-DNA: 10 mg/ml (Endkonzentration: 0,1 mg/ml)

Zellkultur, Transfektion und in vitro-Differenzierung von HC11-Zellen
Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchte kultiviert.
Samtliche Arbeiten an und mit Zellen erfolgten - wenn notwendig - unter sterilen

Bedingungen an einer Reinraumbank.

Verwendete Medien

HC11: RPMI/10% FCS (hitze-inaktiviert), 5 ug/ml Insulin
Stabile HC11 RNAi-Klone: RPMI/10% FCS (hitze-inaktiviert), 5 ug/ml Insulin

+ 6 ug/ml Puromycin
Auf die Zugabe von Penicillin und Streptomycin wurde verzichtet.
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Passagieren von Zellen

Zur Erhaltung der Zellen in Kultur wurden adharente Zellen kurz mit PBS (w/o
Ca/Mg) gewaschen und mit Hilfe einer 0,25%igen Trypsin/EDTA-Lésung bei 37°C
von der Kulturschale/flasche abgelOst. Dieser Vorgang wurde nach einigen Minuten
durch Zugabe von Vollmedium abgestoppt und die Zellsuspension wurde in der

gewulnschten Verdinnung auf neue Kulturgefalle verteilt.

Einfrieren von Zellen

Zur Langzeitlagerung von Zelllinien wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst, in
Vollmedium aufgenommen und zentrifugiert (1.300 rpm, 3 Minuten). Das erhaltene
Zellpellet wurde in 90% FCS mit 10% DMSO resuspendiert, in Einfrierrohrchen
aliquottiert und bei -80°C aufbewahrt.

Auftauen von Zellen

Die gefrorene Zellsuspension wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, und
anschliellend schnellstmoglich in Kulturmedium Uberflhrt. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension 3 Minuten bei 1.300 rpm abzentrifugiert, in frischem, vorgewarmtem
Medium aufgenommen und in einer der Zellpelletgroe entsprechenden Kulturschale

bzw.-flasche ausgesat.

Stabile Transfektion von HC11-Zellen

Die Zellen wurden am Tag zuvor auf 15 cm-Schalen ausgesat und am nachsten Tag
(80 - 90% Konfluenz) mit dem Transfektionsreagenz Gene Porter™ nach Angaben
des Herstellers transfiziert.

Dazu wurden in einem Reaktionsgefal® 15 ug Plasmid-DNA in 5 ml serumfreiem
Medium verdiinnt. In einem zweiten ReaktionsgefaR wurden 80 ul Gene Porter™ in
ebenfalls 5 ml serumfreiem Medium verdunnt. Die Ansatze wurden vereint und zur
Komplexbildung fur ca. 30 Minuten bei RT inkubiert. Vor der Transfektion wurden die
Zellen kurz mit serumfreiem Medium gewaschen und dann mit dem Transfektionsmix
fur 3 - 5 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml
RPMI/20% FCS wurde die normale Endkonzentration von 10% FCS im Medium

eingestellt. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit frischem Kulturmedium
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versehen und nach einem weiteren Tag auf insgesamt zehn 10 cm-Schalen verteilt.
Am darauf folgenden Tag wurde Selektionsmedium (RPMI/10% FCS, 5 pg/ml Insulin
und 6 pg/ml Puromycin) eingesetzt, was nach mehreren Tagen zum Absterben der
untransfizierten und zum Heranwachsen von erfolgreich transfizierten, isolierten

Einzelzellklonen fiihrte.

In vitro-Differenzierung von HC11-Zellen

Die aus der murinen Brustepithelzellinie Comma-D hervorgegangene HC11-Linie
(Ball et al., 1988) wurde fur die in vitro-Differenzierung ausgehend von einer 50%igen
Konfluenz zunachst fur zwei bis drei Tage in An-bzw. Abwesenheit von 10 ng/ml
EGF kultiviert. Nach Erreichen der 100%igen Konfluenz wurden die Zellen mit
RPMI/2% FCS und 5 pg/ml Insulin fur zwei Tage gehungert. Die Induktion der
Differenzierung erfolgte durch Zugabe von Dexamethason (Endkonzentration:
0,1 pM) und Prolactin (Endkonzentration 5 pg/ml) in RPMI/2% FCS und 5 pg/ml
Insulin. Nach vier Tagen wurde das Medium durch frisches Induktionsmedium ersetzt
und die Zellen wurden fir weitere vier Tage inkubiert. Nach Abschluss der
Differenzierung wurde das Medium durch RPMI/2% FCS mit 5 pg/ml Insulin und 10
ng/ml EGF ersetzt. Gesamtzell-RNA als auch Protein-Lysat wurde von HC11-Zellen
im subkonfluenten (in An-bzw. Abwesenheit von EGF kultiviert), im konfluenten (in
An-bzw. Abwesenheit von EGF kultiviert), im gehungerten, als auch im
differenzierten Zustand (8 Tage nach Induktion), sowie zwei Tage nach Abschluss

der Differenzierung prapariert.
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Proteinbiochemische Methoden

Praparation von Protein-Lysaten aus HC11 Zellen

Vor der Herstellung von Protein-Lysaten wurden die Zellen in den genannten
Differenzierungsstadien kurz mit PBS (w/o Ca/Mg) gewaschen, anschlielend mit
PBS/10 mM EDTA geerntet und gezahlt. Jeweils 1 x 10° Zellen wurden in 100 pl
eiskaltem Lysispuffer fir 30 Minuten auf Eis lysiert, mehrmals mit einer 26G-
Nadel/Kanule geschert und mit 100 uyl 2 x Laemmli-Probenpuffer (nicht-reduzierend

und ohne SDS!) versetzt.

Lysispuffer: 1% Lubrol; 25 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaCl; 10 mM MgCl;
1 mM PMSF
2 x Laemmli-Probenpuffer: 125 mM Tris (pH 6,8); 20% Glyzerin

Protein-Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung der in den Lysaten befindlichen Proteine wurde ein 10%iges
SDS-freies Polyacrylamid-Gel benutzt. Die Lysate wurden fur 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht und die Zelldebris sowie ausgefallene Proteine kurz bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass CD24 auch
nach dem Erhitzen im Uberstand des Lysats verbleibt und somit mittels Western Blot
detektiert werden kann. Pro Tasche wurden 100 pl Lysat (entspricht 500.000 Zellen)
geladen. Nach der Auftrennung wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-

Membran Ubertragen (Western Blot).

Trenngel: 10% Acrylamid; 0,32% N,N-Methylenbisacrylamid; 375 mM Tris-HCI (pH 8,8);
0,1% APS; 0,1% TEMED

Sammelgel: 4% Acrylamid; 0,1% N,N-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCI (pH 6,8);
0,1% APS; 0,1% TEMED

Laufpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glyzin; 0,1% SDS

43



Material und Methoden

Western Blot

Nach der Auftrennung im Polyacrylamidgel wurden die Proteine aus dem Gel auf
eine PVDF-Membran ubertragen (Western Blot). Hierzu wurde das Gel zwischen
insgesamt 6 Lagen mit Blottingpuffer getrankten Whatman Filterpapieren luftblasen-
frei auf die zuvor mit 100% Methanol aktivierte PVDF-Membran gelegt. Der Aufbau
(Sandwich) wurde in einer speziellen Vorrichtung fixiert und in einer mit
Transferpuffer gefillten Transferkammer eingespannt. Durch Anlegen eines
elektrischen Feldes (25 - 35 Volt) wurden die Proteine aus dem Gel auf die Membran
transferiert (Uber Nacht, bei 4°C).

Transferpuffer: 48 mM Tris-Base, 39 mM Glyzin, 10% Methanol

Western Blot Analyse von CD24

Nach dem Blotten wurden unspezifische Bindestellen auf der Membran durch 30-
minutige Inkubation mit Milchpuffer abgesattigt und der CD24-Antikorper (Ratte Anti-
Maus CD24, Klon M1/69) in einer Konzentration von 1 ug/ml in Milchpuffer flr 48
Stunden bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen des Blots mit Milchpuffer
wurde der Meerettichperoxidase-gekoppelte Sekundarantikérper (Kaninchen Anti-
Ratte HRP) in einer Verdunnung von 1:1.000 (entspricht einer Konzentration von
1,3 pg/ml) in Milchpuffer fur weitere 1 - 2 Stunden bei RT inkubiert.

Danach wurde der Blot drei mal mit Milchpuffer und anschliefend noch drei mal mit
TBS-Puffer gewaschen, bevor die Proteinbanden mit Hilfe von ECL (Amersham) und

dem Chemolumineszenz-Verfahren sichtbar gemacht wurden.

Milchpuffer: 4% Magermilchpulver (Hersteller Saliter) in TBS-Puffer mit 0,5% Tween 20
TBS: 20 mM Tris; 150 mM NaCl; (pH 7,6)
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Sonstige Methoden

CD24 FACS-Farbung und anschlieRende Analyse

Fiar die Detektion von Oberflachenantigenen mittels Durchflusszytometrie (FACS)
wurden adharente Zellen kurz mit PBS (w/o Ca/Mg) gewaschen und anschlieRend
mit PBS/10 mM EDTA bei 37°C von der Schale abgeldst. Nach kurzer Zentrifugation
(3 Minuten, 1.300 rpm, 4°C) wurden die Zellen in einer 96-well Rundbodenplatte in
50 - 100 pl PBS/10% FCS inklusive Primarantikdrper (Ratte Anti-Maus CD24, Klon
M1/69, 5 pg/ml) resuspendiert und 1 Stunde bei 4°C inkubiert. Nach 3-maligem
Waschen mit kaltem PBS/10% FCS wurden die Zellen mit einem fluoreszenz-
markierten Sekundarantikérper (Kaninchen Anti-Ratte FITC, 1:120) fir weitere 30
Minuten bei 4°C inkubiert, bevor sie nach erneutem 3-maligem Waschen analysiert
wurden (FACS-can, Becton Dickinson). Erfolgte die Messung nicht direkt im
Anschluss, wurden die Zellen in Formalin (3,7%ige, PBS-gepufferte Formaldehyd-
I6sung) fur 10 - 15 Minuten im Dunkeln bei RT fixiert und bis zur Messung

lichtgeschutzt im Kihlschrank aufbewahrt.

Transplantation von Brustgewebe in epithelfreies Empfangerbrustgewebe

Die Transplantation von murinen Brustgewebestlicken nach der Methode von Young
(Young L.J.T., 2000) wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Jean-Paul Thiéery
und Marina Glukhova am Institut Marie Curie in Paris durchgeflhrt.

Zunachst wurde 16 Wochen alten CD24 -/- (knock-out) Mausen und 12 Wochen
alten weiblichen C57BIl/6J-Mausen (Wildtyp, Kontrolle) unter sterilen Bedingungen
operativ ein Stuck Brustgewebe mit darin enthaltenen Brustdrisengangen entfernt
und bis zum Transfer in die Empfanger-Maus in sterilem Medium auf Eis aufbewahrt.
Als Empfanger fur die Gewebestlicke dienten 3 Wochen alte weibliche Nacktmause
des Stammes Balb/c. Diese wurden vor dem Eingriff anasthesiert und unter sterilen
Bedingungen eroffnet. Nach Freilegung der inguinalen Brust (Brustdrise Nr. 4)
wurde das endogene Drisengewebe unter Zuhilfenahme eines Kauters entfernt.
Dieses sogenannte ,fat pad clearing® ist wichtig, da es sonst zu einer Vermischung
der heranwachsenden Brustepithelgange des Empfangergewebes mit den ebenfalls
frisch auswachsenden Epithelgangen des Spendergewebes kommt und eine

eindeutige Zuordnung spater nicht mehr maoglich ist.

45



Material und Methoden

Nach Entfernung des betreffenden Gewebes wurde im verbliebenen fat pad
(Brustfettgewebe) eine kleine Tasche geschaffen, in die das Spendergewebe
eingebettet wurde. Jede Balb/c Empfangermaus erhielt - aus ventraler Sicht - in das
linke inguinale fat pad Spendergewebe einer Wildtypmaus und in das rechte
inguinale fat pad Spendergewebe einer CD24 -/- Maus. Danach wurde der Schnitt
mit einer Naht verschlossen und die Mause wurden bis zum Erwachen auf eine
Warmeplatte gelegt. Um das Auswachsen neuer Drusengange und den Grad der
Besiedlung des Fettgewebes des Empfanger fat pads zu dokumentieren, wurden 9
Wochen nach der Operation whole mounts der Transplantate von 3 Balb/c-
Spendermausen prapariert.

Zur Uberpriifung der Kompetenz zur funktionellen Differenzierung des Spender-
gewebes wurden Transplantate von 3 erfolgreich verpaarten Balb/c Mausen im
letzten Drittel der Schwangerschaft auf die Ausbildung charakteristischer Strukturen
wie Alveoli untersucht. Zusatzlich wurden von einigen Transplantaten Gefrierschnitte
einer CD24-Farbung unterzogen, was die eindeutige ldentifikation des Gewebes
(Wildtyp-Transplantat zeigt Farbung des Drusenepithels, CD24 k.o.-Transplantat

zeigt keine Farbung) ermoglicht.

Genotypisierung genetisch veranderter Mausstidmme

Der Genotyp (Transgen bzw. knock-out) genetisch veranderter Mausstamme wurde
durch sogenannte tail-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Hierzu wurde den
Tieren zunachst die Schwanzspitze entfernt und in Lysispuffer Gber Nacht bei 55°C
verdaut. Da die Art der Lyse und anschlielende Aufbereitung der Probe zum Teil
einen Einfluss auf die Qualitdt der PCR hatte, wurden je nach Genotypisierung

unterschiedliche Lysispuffer und Aufbereitungsmethoden eingesetzt.

- Lysispuffer fiir Genotypisierung von MMTV-PyVMT- und APC*'*"?"-Mausen:

PBND-Puffer: 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI (pH 8,5); 2,5 mM MgCIx6H,O; 0,1 mg/mi
Gelatine; 0,45% v/v NP40; 0,45% v/v Tween 20; 100 ng/ml Proteinase K

Jede Probe wurde in 200 pl PBND-Puffer Gber Nacht bei 55°C verdaut, danach fur
10 - 15 Minuten im Wasserbad aufgekocht (Inaktivierung der Proteinase K) und nach

dem AbkUlhlen als template fur die PCR eingesetzt.
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- Lysispuffer fir Genotypisierung der Verpaarung von TRAMP- mit CD24 knock-out
Mausen:

SNET-Puffer: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 5 mM EDTA (pH 8,0); 400 mM NaCl; 1% SDS,

Proteinase K

Jede Probe wurde in 400 yl SNET-Puffer inklusive Proteinase K Uber Nacht bei 55°C
verdaut, danach mit 400 pl Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) versetzt,
mehrfach invertiert und fir 30 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit und RT
abzentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal®
uberfuhrt und die DNA durch Zugabe von 2,5 Volumeneinheiten 100% Isopropanol
gefallt. Danach wurde die DNA fur 30 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit und
4°C pelletiert, in 70% Ethanol gewaschen und nach kurzer Trocknung in 50 ul H,O
dest. gelost (mehrere Stunden bei 4°C). Aus dieser DNA-L6sung wurden mit H,O
dest. Verdunnungen angesetzt (1:100 bis 1:200), welche als template fur die PCR

dienten.

TRAMP-Mause aus der Verpaarung mit CD24 knock-out Mausen

Um CD24-defiziente TRAMP-Mause zu erzeugen, wurden zunachst transgene
TRAMP-Tiere mit CD24 -/- Tieren verpaart. Alle Tiere der F1-Generation waren somit
fur das CD24-Allel heterozygot, bzw. trugen ein CD24 knock-out Allel. Aus der F1
wurde dann in einem Intercross aus einem fir TRAMP transgenen und fir CD24
heterozygoten Tier (T/+, CD24 +/-) mit einem fir TRAMP nicht transgenen und fur
CD24 heterozygoten Tier (T/-, CD24 +/-) eine Verpaarung angesetzt, so dass in
einem Teil der F2-Generation ein vollstandiger CD24 knock-out transgener TRAMP-

Mause erreicht wurde.

Madgliche Genotypen in der F2-Generation der Verpaarung von TRAMP mit CD24 -/-

Nicht transgen fur TRAMP, Wildtyp fir CD24: T/-, CD24 +/+
Nicht transgen flir TRAMP, heterozygot fir CD24: T/-, CD24 +/-
Nicht transgen fur TRAMP, knock-out fur CD24: T/-, CD24 -/-
Transgen fur TRAMP, normaler Wildtyp far CD24: T/+, CD24 +/+
Transgen fur TRAMP, heterozygot fur CD24: T/+, CD24 +/-
Transgen fur TRAMP, knock-out fur CD24: T/+, CD24 -/-
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Verwendete Genotypisierungsprimer

TRAMP:

MCaseinF (forward), interne Kontrolle &5 GAT GTG CTC CAG GCT AAAGTT &
McaseinR (reverse), interne Kontrolle 5 AGA AAC GGAATG TTG TGG AGT 3’
Tagrev (Transgen) 5 CTC CTT TCA AGA CCTAGAAGGTCCAYZ

PB1for (Transgen) 5 CCG GTC GAC CGG AAG CTT CCACAAGTG CATTTA 3

CD24 Wildtypallel:

X62pcr3 (forward) 5 GGC CAT GGG CAGAGC GAT GG &
X62ko2 (reverse) 5 AAAGAC TTT GCC CCT CCT 3

MCaseinF (forward) und McaseinR (reverse) als interne Kontrolle (siehe TRAMP)

CD24 knock-out-Allel

X62ko1 (forward) 5 CCT AGG TCC GGT TGG ATG &
X62ko2 (reverse) 5 AAAGAC TTT GCC CCTCCT &

MCaseinF (forward) und McaseinR (reverse) als interne Kontrolle (siehe TRAMP)

MMTV-PyVMT:
PymT3p (Transgen) 5 CGG CGG AGC GAG GAACTGAGGAGAG ¥
PymT4m (Transgen) 5 TCA GAAGAC TCG GCAGTCTTAGGC G 3’

Plg-in2-3’ (interne Kontrolle) 5 TGT GGG CTC TAAAGATGG AACTCC 3
Plg-ex2-5’ (interne Kontrolle) 5 GAC AAG GGG ACT CGC TGGATG GCT A 3’

APC+/1 572T

APC-C2 5 GGAAAAGTT TATAGG TGT CCCTTCT 3
APC-A3 5 CTA GCC CAG ACT GCT TCAAAAT 3
APC-pN3 5 GCCAGC TCATTCCTCCACTC 3
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Material und Methoden

Mausmodell Tml Tm2 Ta Ts Zyklen E
94°C, 94°C, 58°C, 72°C, 72°C,
TRAMP 35
1 Minute | 1 Minute | 2 Minuten | 3 Minuten 5 Minuten
APCHIST2T 94°C, 94°C, 58°C, 72°C, 33 72°C,
2 Minuten | 30 Sek. 30 Sek. 1 Minute 5 Minuten
72°C,
94°C, 94°C, 60°C, 72°C,
PyVMT 33 10
1 Minute | 45 Sek. 45 Sek. 45 Sek.
Minuten
72°C,
CD24 -/- 94°C, 94°C, 56°C, _ 72°C,
_ 1 Minute 35 .
(k.o0. Allel) 1 Minute | 40 Sek. 30 Sek. 5 Minuten
20 Sek.
CD24 -/- 94°C, 94°C, 60°C, 72°C, 30
(Wildtypallel)| 1 Minute | 1 Minute | 30 Sek. 30 Sek.

Tm1: initiale Schmelztemperatur

Tm2: Schmelztemperatur template/primer

Ta: annealing-Temperatur der primer

Ts: Synthesetemperatur

E: finale Verlangerungszeit (Extension)

Alle PCR-Reaktionen zur Genotypisierung wurden in einem Endvolumen von 25 pl

durchgefuhrt. FUr jede Reaktion wurden je 0,6 pl der jeweiligen primer (10 pMol/ul),
5 ul Tag-Polymerase Puffer (5 x), 0,5 pl dNTPs (10 mM), 0,25 ul GoTag-Polymerase
und 2 - 3 pl template pipettiert und mit H,O dest. aufgefullt.

Die PCR-Produkte wurden anschliefend im Agarosegel elektrophoretisch aufge-

trennt und unter UV-Licht dokumentiert.
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PCR-Produkte

TRAMP interne Kontrolle (Casein-Gen): 500 bp
TRAMP-Transgen: 600 bp
CD24 Wildtypallel interne Kontrolle (Casein-Gen): 500 bp
Wildtypallel: 160 bp
CD24 k.o.-Allel interne Kontrolle (Casein-Gen): 500 bp
knock-out-Allel: 1100 bp
MMTV-PyVMT interne Kontrolle: 268 bp
PyVMT-Transgen: 160 bp
APC*1572T Wildtypbande: 180 bp
mutiertes APC-Gen: 250 bp

Mikrosatelliten DNA-Analyse zur Bestimmung der Reinheit des genetischen

Hintergrundes

Das TRAMP-Modell, das APC*'*"?"-Modell, sowie die CD24 -/- Miuse wurden
ursprunglich auf einem C57Bl/6-Mausstammhintergrund generiert, allerdings sind
bedingt durch Inzuchthaltung genetische Unterschiede zwischen den von
verschiedenen Instituten und auch kommerziell erwerbbaren BI/6-Kolonien mdglich
(genetischer Drift). Zur Vereinheitlichung des genetischen Hintergrundes (und der
spateren Vergleichbarkeit der Ergebnisse) wurden daher alle in dieser Arbeit
verwendeten Maus-Modelle auf den im Institut fur Toxikologie und Genetik
vorhandenen BI/6-Hintergund ruckgekreuzt. Dies war insbesondere fur das MMTV-
PyVMT-Modell notwendig, das urspringlich auf einem FVB-Hintergrund generiert
worden war und daher einen komplett anderen Mausstamm darstellt. Der Fortschritt
der Ruckkreuzungen wurde auf genetischer Ebene regelmallig durch PCR-basierte
DNA-Mikrosatelliten-Analyse von BI/6-stammspezifischen genetischen Markern
Uberpruft (durchgefuhrt und ausgewertet von Elchrom Scientific, Cham, Schweiz). Im
Anschluss an jede Analyse konnten dann diejenigen Tiere mit den geringsten
Unterschieden zum institutseigenen BIl/6-Stamm fur die weitere, gezielte

Ruckkreuzung ausgewahlt werden.

50



Ergebnisse

Ergebnisse

Analyse der CD24-Expression in der Mausbrustdrise

CD24 RNA-Expression

Um einen ersten Uberblick Uiber das Expressionsmuster von CD24 zu gewinnen,
wurden verschiedene Organe einer adulten Maus (acht Wochen alt) mittels Northern
Blot analysiert. Eine CD24-spezifische DNA-Sonde wurde zur Detektion der mRNA-
Transkripte eingesetzt. Von den untersuchten Organen exprimiert die Uberwiegende
Zahl (Niere, Lunge, Speicheldrise, Brustdrise, Milz und Uterus) variierende Mengen
and CD24. In Herz und Leber ist keine CD24-Transkription festzustellen (Abbildung
4). Dieses Expressionsmuster stimmt mit jenem aus der Ratte Uberein (Akashi et al.,
1994). Die mRNA fir CD24 besitzt in ihrem 3-untranslatierten Ende ein zweites,
alternatives Polyadenylierungssignal, wodurch zwei Transkripte mit unterschiedlicher
Lange generiert werden konnen (zhou et al., 1998). Beide Transkripte wurden

nachgewiesen, wobei die groRere mRNA-Sequenz vorherrschend ist.

28S rRNA —
Methylenblau gefarbte

Northern Blot-Membran
18S rRNA —

<+— 1,8 kb Transkript

“— 1,1 kb Transkript

Abbildung 4. CD24 mRNA-Expression in verschiedenen Organen der Maus. 10 uyg Gesamt-RNA
verschiedener Gewebe aus der Maus wurden Uber ein Northern-Gel aufgetrennt, auf eine Membran
geblottet und zur Uberpriifung der gleichmaBigen Beladung mit Methylenblau gefarbt. CD24 mRNA

wurde Uber eine spezifische, radioaktiv markierte cDNA-Sonde detektiert.

1 = Herz, 2 = Niere, 3 = Leber, 4 = Lunge, 5 = Speicheldrise, 6 = Brustdrise, 7 = Milz, 8 = Uterus
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Zu den Geweben mit aktiver CD24-Transkription zahlt auch die Mausbrustdrise, in
welcher innerhalb dieser Arbeit die Funktion von CD24 genauer untersucht werden

soll.

Eine Fragestellung war, ob sich die Expression von CD24 zu verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung und des Wachstums der Brust verandert, was erste
Hinweise auf die Funktion von CD24 liefern konnte. Wichtige Entwicklungsphasen
sind die Zeit vor der Pubertat (Zeitpunkt der Geburt bis zum Alter von vier Wochen),
die Pubertat (ab einem Alter von ca. vier Wochen bis ca. acht Wochen) und die
vollstandige Geschlechtsreife (ab ca. acht Wochen). Allerdings hat sich gezeigt, dass
die RNA-Analyse fur diese Art der Fragestellung nicht geeignet ist. Die Gesamt-RNA
der Brust stellt eine Mischung aus RNAs verschiedener Zelltypen (Epithel, Fettzellen,
Stroma) dar, wobei der Anteil jedes Zelltyps vom jeweiligen Entwicklungszustand der
Brust abhangig und daher veranderlich ist. Durch einen in der pubertaren
Wachstumsphase steigenden Gehalt an Epithelzellen konnte so beispielsweise die
Regulation eines epithelspezifischen Transkripts vorgetauscht werden. Dieser Effekt
konnte in dieser Arbeit beispielhaft an Hand von Cytokeratin 18, einem von luminalen
Epithelzellen exprimierten Marker (Taylor-Papadimitrou et al., 1987), demonstriert werden.
Die Expression von Cytokeratin 18 scheint in der Pubertat stark zu steigen, ist aber
auf eine wachstumsbedingte Zunahme des Epithelanteils der Brust zurickzufuhren.
Ein ahnliches Bild ergab sich in der Northern Analyse auch fur CD24 (siehe
Abbildung 5), dessen vermeintliche Regulation daher auf dem selben Effekt zu

beruhen scheint.
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Alter in Wochen

4 6 8 12 4 6 8 12

28S rRNA —

18S rRNA —

B i

Northern CD24 Northern CK18

Abbildung 5. Northern Analyse der CD24- und Cytokeratin 18-Expression (CK18) im
Brustgewebe von Mausen verschiedenen Alters. 10 ug Gesamt-RNA aus Brustgewebe wurden
Uber ein Northern-Gel aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und zur Uberpriifung der
gleichmafliigen Beladung mit Methylenblau gefarbt. CD24-mRNA und CK18-mRNA wurden mittels
spezifischer, radioaktiv markierter cDNA-Sonden detektiert. Der vermeintliche Anstieg der CK18-
Expression als auch der CD24-Expression ist durch den in der Pubertdt stark zunehmenden

epithelialen Anteil der Brust zu erklaren.

Immunhistologische Analyse der CD24-Proteinexpression in der Mausbrust

FiUr eine zuverlassige Aussage Uber den aktuellen Expressionsstatus von CD24 in
Abhangigkeit vom Entwicklungszustand der Brust ist die Untersuchung auf
Proteinebene notwendig. Zur Expressionsanalyse von CD24 in der Mausbrustdrise
wurden daher immunhistologische Methoden angewendet. Dadurch kann die
Expression eines Proteins durch Erhaltung der morphologischen Struktur im
Gesamtkontext eines Gewebes untersucht werden.

Far die Untersuchung wurden zwei unterschiedliche Methoden zum Vergleich
herangezogen. Zum einen wurden die Schnitte durch enzymvermittelte Umsetzung

eines Farbsubstrates, zum anderen mittels Immunfluoreszenz gefarbt.
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Da Brustdrisengange aus zwei unterschiedlichen Epitheltypen (Myoepithel und
luminales Epithel) aufgebaut sind (Richert et al., 2000), wurde zudem untersucht, ob
CD24 in beiden oder bevorzugt in einer der beiden Epithelschichten exprimiert ist.
Beide Schichten kdnnen durch die Expression von Markerproteinen eindeutig
identifiziert werden. Neben dem von luminalen Epithelzellen exprimierten Cytokeratin
18 (Taylor-Papadimitrou et al., 1987), sind Myoepithelzellen durch die Expression von
glattem Muskelaktin charakterisiert (Radnor, 1972). In der Immunfluoreszenzanalyse
wurde eine Doppelfarbung mit einem CD24-Antikdrper und einem Antikdrper gegen
glattes Muskelaktin durchgefuhrt.

Dartber hinaus wurde die CD24-Expression auch in den Terminal End Buds
untersucht, welche in der Pubertat durch ihre Stammzellaktivitat fur das Wachstum
und die Entwicklung der Drisengange verantwortlich sind (Richert et al., 2000).

Die Spezifitat des CD24-Antikorpers wurde durch das Mitfihren einer Isotypkontrolle
als auch durch Farbung von Gewebeschnitten aus CD24 k.o.-Mausen verifiziert
(Daten nicht gezeigt). In den folgenden Abbildungen sind die Resultate der

histologischen Untersuchungen zusammengefasst.
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Abbildung 6. Immunhisto-
logische Analyse der Ex-
pression von CD24 in der
Mausbrustdriise. CD24 wird
fast ausschlieBlich von Brust-
epithelzellen exprimiert (A und
B rote Farbung, C - E grine
Fluoreszenz); Stroma und
Adipozyten sind CD24-negativ; Ausnahme sind migratorische hemapoetische Zellen (Pfeil in A, B und
C). Die in C, D und E dargestellte Immunfluoreszenzanalyse zeigt die Verteilung der CD24-Expression
innerhalb der Brustepithelschichten. Luminales Epithel weist eine starke CD24-Expression auf, im
durch glattes Muskelaktin gekennzeichneten Myoepithel (rote Fluoreszenz) ist die CD24-Expression
nicht eindeutig nachweisbar (E). Suprabasale Zellen zeigen eine polarisierte, apikale Expression von
CD24 (C (i) und (ii), Pfeilspitzen). Allgemein bleibt die Expression von CD24 wahrend der Pubertat
konstant. A und C: vier Wochen alte Brust, pra-pubertar; B, b, D und E: sechs Wochen alte Brust,
pubertar.

Grine Fluoreszenz = CD24, rote Fluoreszenz = glattes Muskelaktin, blaue Fluoreszenz = DAPI,
Farbung der Zellkerne
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Abbildung 7. Differenzielle CD24-Farbung in einem Terminal End Bud einer vier Wochen alten
Brustdrise. Im Querschnitt des TEB ist die zum Lumen gerichtete Ansammlung aus Body-Zellen (B)
zu sehen, die von einer aulleren Schicht an Cap-Zellen (C) umschlossen wird. Wahrend die Body-
Zellen eine starke CD24-Expression aufweisen, sind die Cap-Zellen nur sehr schwach CD24-positiv

(Pfeilspitzen in (i)); Griine Fluoreszenz = CD24, blau = DAPI, Farbung der Zellkerne

Die mit dem CD24-Antikorper (M1/69) gefarbten Gefrierschnitte erlauben folgende
Aussagen:

(i) CD24 wird hauptsachlich auf Brustdrisenepithelzellen exprimiert; andere in der
Brust vorkommende Zelltypen wie z.B. Adipozyten (Fettzellen) oder Bindegewebe
zeigen keine Expression. Zu den wenigen Ausnahmen mit CD24-Expression zahlen
einige migratorische hemapoetische Zellen (Marie-Ange Deugnier, Institut Curie,
Paris, unveroffentlichte Daten). (ii) Beide Farbemethoden (Chromogen-Methode und
Immunfluoreszenz) zeigen eindeutig und spezifisch eine Expression von CD24 in der
Zellmembran und bestatigen somit die fur CD24 erwartete Lokalisation. (iii) Die
histologische Analyse mittels Immunfluoreszenz zeigt, dass die CD24-Expression im
Brustepithel differenziell verteilt ist. Luminale Epithelzellen weisen im allgemeinen
eine starkere Farbung auf, in Myoepithelzellen ist keine eindeutige Expression von
CD24 zu detektieren. Diese Verteilung ist allerdings mittels der chromogen-basierten
Farbemethode nicht immer zu erkennen. In einigen Fallen wurde eine ausgepragte
CD24-Farbung in der Myoepithelschicht festgestellt (siehe Abbildung 6, b). Bei
geschlossenem Lumen ist die Expression von CD24 auf den aneinandergrenzenden
luminalen Epithelschichten teilweise besonders ausgepragt (Abbildung 6 A). (iv) Zum
Teil wurde auf suprabasal lokalisierten Epithelzellen eine polarisierte, apikale
Expression von CD24 beobachtet (C (i) und (ii)). (v) CD24 wird sowohl vor als auch
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wahrend der Pubertat in konstanter Starke exprimiert und daher entgegen der RNA-
Analyse nicht mit Beginn der Pubertat hochreguliert. (vi) In Terminal End Buds sind
Cap-Zellen nur sehr schwach CD24-positiv, wahrend die luminalen Body-Zellen eine

starke Expression von CD24 zeigen.

Die CD24-Expression wahrend Schwangerschaft, Laktation und Involution der Brust

Nach Erreichen der Geschlechtsreife kann der Eintritt des Brustepithels in weitere
wichtige Phasen, die umfassende morphologische und funktionelle Veranderungen
zur Folge haben, erfolgen. In der Schwangerschaft werden beispielsweise Alveoli
gebildet, welche spater als terminal differenzierte, funktionelle Einheiten dienen. Sie
produzieren Milch und werden nach Abschluss der Laktation in der Involutionsphase
wieder zurickgebildet. Schwangerschaft, Laktation und Involution bilden den
vollstandigen Funktionszyklus einer Brust und konnen mehrfach wiederholt werden
(Richert et al., 2000).

Obwohl CD24 sowohl vor als auch nach der Pubertat konstant exprimiert wird, kann
eine Regulation z.B. wahrend der Schwangerschaft, Laktation oder Involution nicht
zwingendermalien ausgeschlossen werden. Um diesem moglichen Hinweis nach
einer potentiellen funktionellen Rolle von CD24 in der Brust nachzugehen, wurden
von allen Phasen des Funktionszyklus zu verschiedenen Zeitpunkten Gefrierschnitte
angefertigt und erneut einer immunhistologischen Analyse unterzogen. Das Ergebnis
dieser Expressionsstudie ist durch reprasentative Schnitte aller untersuchten Phasen
in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8. CD24-Expression in der Brust wahrend Schwangerschaft, Laktation und
Involution. Die Expression von CD24 nimmt mit fortschreitender Schwangerschaft ab (A, B und C)
und ist wahrend der Laktation im vollstandig funktionell differenzierten Brustgewebe nicht mehr zu
detektieren (D, E und F). Nicht differenziertes Brustepithel weist im Gegensatz dazu eine Expression
auf (Pfeilspitzen in F). Nach Abschluss der Laktation stellt sich die urspringliche CD24-Expression
wieder ein (G, H und ). A 10 Tage schwanger, B 15 Tage schwanger, C 15 Tage schwanger, D 5
Tage laktierend, E 5 Tage laktierend, F 10 Tage laktierend, G 5 Tage Postlaktation/Involution, H 5

Tage Postlaktation/Involution, | 10 Tage Postlaktation/Involution
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Wahrend des Schwangerschaftsverlaufes und der damit einhergehenden Ausbildung
der Alveoli kommt es zu einer schrittweisen Reduktion der CD24-Expression (siehe
Abbildung 8 A und B rote Farbung, C grine Fluoreszenz). Das zu Beginn der
Schwangerschaft vorhandene Farbemuster ist im letzten Drittel der Schwangerschaft
kaum noch vorhanden, die funktionell differenzierten Alveoli weisen nun
insbesondere im Bereich direkt aneinander grenzender luminaler Epithelschichten
eine Farbung auf. Zudem ist das Farbsignal im Vergleich zu funktionell
undifferenziertem, normalem Brustepithel schwacher. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass die Differenzierung des Brustepithels sowohl mit einer Reduktion der
Expression des Proteins als auch mit seiner veranderten Lokalisation einhergeht.

Im Anschluss an die Schwangerschaft beginnt die Laktationsphase, in der ein
aulderst schwaches bis kein CD24-Signal mehr detektiert werden kann (Abbildung 8
D, E und F). Die Ausnahme bilden Brustepithelgange, welche nicht der
Milchproduktion, sondern der Sammlung und dem Transport der sekretierten Milch
dienen. Hier wird CD24 weiterhin exprimiert (siehe Hinweispfeile in Abb. 8, F). Nach
Abschluss der Laktationsphase wird das milchbildende Gewebe vollstandig abgebaut
und der Zustand der Brust vor der Schwangerschaft wieder hergestellt. Diese als
Involution bezeichnete Periode ist hauptsachlich durch Apoptose und Gewebeum-
strukturierungsprozesse charakterisiert. In dieser Phase wird die CD24-Expression
wieder erhoht, so dass bereits einige Tage nach Laktationsende wieder das

ursprungliche Expressionsniveau erreicht ist (Abbildung 8, G, H und I).

Insgesamt zeigen die immunhistologischen Untersuchungen, dass CD24 wahrend
der Pubertat und Reifung des Brustgewebes konstant exprimiert wird, dessen
Expression jedoch mit Zunahme der funktionellen Differenzierung wahrend der
Schwangerschaft stetig abnimmt und mit Beginn der Laktation auf Proteinebene nicht
mehr detektierbar ist. Nach Abschluss der Laktation wird das ursprungliche CD24-

Expressionsniveau wieder hergestellt.

59



Ergebnisse

In vitro-Untersuchungen zur funktionellen Rolle von CD24 im Brustepithel
Das HC11-Zellkulturmodell

Um die Vermutung einer moglichen Rolle von CD24 wahrend der funktionellen
Differenzierung des Mausbrustepithels genauer zu untersuchen, wurde ein in vitro-
System gewahlt. Flr die vorliegende Fragestellung bietet sich die HC11-Zelllinie an,
da sie ein etabliertes Modell zur Nachahmung des Differenzierungsprozesses von
normalem Brustepithel in milchbildendes Epithel ist.

HC11-Zellen sind ein immortalisiertes, klonales Derivat von urspringlich aus einer
schwangeren Maus isolierten Brustepithelzellen (Ball et al. 1988). Sie besitzen
stammzell-bzw. vorlauferzellahnliche Eigenschaften und sind nach Transplantation in
eine Brust in der Lage, diese morphologisch als auch funktionell zu rekonstituieren
(Humphreys und Rosen, 1997). Darlber hinaus lassen sich HC11-Zellen durch die
Zugabe von Wachstumsfaktoren und Hormonen in vitro zur funktionellen
Differenzierung induzieren, was die Produktion typischer Milchproteine wie z.B.
R-Casein zur Folge hat. Abbildung 9 fasst die experimentelle Durchfihrung der in

vitro-Differenzierung von HC11-Zellen schematisch zusammen.

Aussaat: 50% Konfluenz

Kultivierung bis Konfluenz
(ca. 2-3 Tage)

Abbildung 9. Schematische Darstellung der
. . . ) Hungerphase

Durchfihrung der in vitro-Differenzierung von (2 Tage)

HC11-Zellen. Nach Aussaat der Zellen in EGF-freiem W
rolactin

bzw. EGF-haltigem Medium wachsen diese bis zur ﬁ Dex?me}hason
nsulin

Konfluenz heran, werden dann fiir zwei Tage mit

Hungermedium versehen und anschlieBend durch Differenzierung

Zugabe von Prolactin, Dexamethason und Insulin zur (8 Tage)

Differenzierung induziert. Nach acht Tagen wird die -
Differenzierungsphase durch den Zusatz von EGF

abgeschlossen und die Produktion des Markerproteins

3-Casein wird eingestellt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass HC11-Zellen CD24 auf ihrer
Oberflache exprimieren (FACS-Analyse) und sich daher fur die Untersuchung der
potentiellen Rolle von CD24 wahrend der Differenzierung von Brustepithelzellen
eignen.

Die in vitro-Differenzierung wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt und
RNA-sowie Proteinproben verschiedener Differenzierungsstadien aufbereitet. Der
Verlauf der CD24-Expression als auch der Erfolg der Induktion (Nachweis des 13-
Casein Transkriptes) wurde zunachst mittels Northern Blot untersucht. Wie in der
Northern Analyse (Abbildung 10) zu sehen, ist im Zustand der Konfluenz die CD24-
Expression im Vergleich zur Subkonfluenz reduziert. Dieser Effekt wird durch die
Anwesenheit von EGF zusatzlich verstarkt. Wahrend der zweitagigen Hungerphase
erreicht die CD24-Expression ihr Minimum, kehrt jedoch nach erfolgter funktioneller
Differenzierung (Zugabe von Prolactin, Dexamethason und Insulin, dadurch Induktion
von [-Casein, siehe Abbildung 11 rechte Seite) zur urspriinglichen Starke zurtck.
Durch Entzug des hormonhaltigen Induktionsmediums und Zugabe von EGF wird in

der letzten Phase die Synthese von R-Casein eingestellt.

28S rRNA — ““““‘"ﬂ ."“uw

18SrRNA — S S8 a8 S8 G S0 e % wwe ¥ w .
- - - -
Northern CD24 Northern R-Casein

Abbildung 10. Northern Analyse verschiedener in vitro-Differenzierungsphasen von HC11-
Zellen. Der Nachweis des CD24-bzw. R-Casein Transkripts erfolgte mit spezifischen, radioaktiv
markierten cDNA-Sonden. Die gleichmafige Beladung der Northern-Membran wurde durch Farbung
mit Methylenblau Uberprift. Links ist der Verlauf der CD24-Expression, rechts die Expression des
Differenzierungsmarkers R-Casein zu sehen. R-Casein wird ausschlief3lich nach erfolgreicher
Induktion durch entsprechende Hormone exprimiert.
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1 = subkonfluente HC11-Zellen in EGF-freiem Medium

2 = subkonfluente HC11-Zellen in EGF-haltigem Medium

3 = konfluente HC11-Zellen in EGF-freiem Medium

4 = konfluente HC11-Zellen in EGF-haltigem Medium

5 = HC11-Zellen nach zweitagiger Hungerphase

6 = differenzierte HC11-Zellen (Zugabe von Prolactin, Dexamethason und Insulin)

7 = zwei Tage nach abgeschlossener Differenzierung und Kultivierung in EGF-haltigem Medium

Parallel zur Northern Analyse wurde der Verlauf der CD24-Expression auch auf
Proteinebene untersucht. Wie in Abbildung 11 zu sehen, spiegelt die Analyse mittels
Western Blot der Zell-Lysate der verschiedenen Differenzierungsstadien die auf
RNA-Ebene beobachtete Regulation der CD24-Expression wieder. Durch die starke
und aullergewohnlich variable Glykosilierung von CD24 entsteht ein breites
Spektrum an CD24-Molekulen mit unterschiedlichem Molekulargewicht, welches auf

einem Western Blot als typischer ,Schmier” erscheint.

kDa 1 2 3 4 5 6 7
83 — _

62 — | ‘ k..
475 — . * a . ™
325 — W » o
25—

Abbildung 11. Western Blot Analyse der CD24-Expression wahrend der in vitro-Differenzierung
von HC11-Zellen. Die Detektion von CD24 erfolgte durch einen spezifischen CD24-Antikorper
(M1/69) und anschlief3ender Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (Anti-
Ratte HRP). Durch intensive und stark variierende Glykosilierung entsteht ein breites Spektrum an
CD24-Molekulen, welches typische ,Schmier‘-Banden erzeugt. Das Molekulargewicht ist durch die

Markerbanden auf der linken Seite angezeigt.
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1 = subkonfluente HC11-Zellen in EGF-freiem Medium

2 = subkonfluente HC11-Zellen in EGF-haltigem Medium

3 = konfluente HC11-Zellen in EGF-freiem Medium

4 = konfluente HC11-Zellen in EGF-haltigem Medium

5 = HC11-Zellen nach zweitagiger Hungerphase

6 = differenzierte HC11-Zellen (Zugabe von Prolactin, Dexamethason und Insulin)

7 = zwei Tage nach abgeschlossener Differenzierung und Kultivierung in EGF-haltigem Medium

CD24-RNAi in HC11-Zellen

Die erhdhte Expression von CD24 wahrend der funktionellen Differenzierung von
HC11-Zellen kdnnte ein Hinweis auf eine potentielle Rolle von CD24 innerhalb
dieses Prozesses sein. Uber die Ausschaltung der CD24-Expression kann
untersucht werden, ob die Fahigkeit von HC11-Zellen zur Differenzierung und damit
zur 3-Casein Produktion in direkter Weise von CD24 abhangt. Eine Mdglichkeit die
Expression von Proteinen zu manipulieren, ist die RNA-Interferenz, kurz RNAI. Durch
diese Technik wird die Translation eines Proteins verhindert, in dem kurze, zur Ziel-
MRNA komplementare, doppelstrangige siRNA-Oligos den Abbau des betreffenden
Transkriptes einleiten. Man spricht dabei auch von einem knock-down bzw. einem
silencing des Proteins.

In Vorversuchen wurden zunachst durch transiente Transfektion von HC11-Zellen
verschiedene CD24 siRNA-Oligos getestet. Um den knock-down von CD24 Uber die
gesamte Dauer des Differenzierungsexperimentes zu gewahrleisten, wurden in einer
stabilen Transfektion mit dem pSuperRetro-CD24-Plasmid und einem pSuperRetro-
nonsilencing Plasmid HC11-Klone erzeugt. Abbildung 12 zeigt die nach der FACS-
Analyse getroffene Auswahl an Klonen, die fur die Differenzierungsstudie eingesetzt

wurden.
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Abbildung 12. FACS-Analyse von stabilen RNAi-Klonen der HC11-Zelllinie. Die aus der stabilen
Transfektion mit den entsprechenden pSuperRetro-Konstrukten hervorgegangenen Klone wurden mit
einem spezifischen CD24-Antikorper (M1/69) und anschlielfend mit einem Sekundarantikdrper (Anti-
Ratte, FITC-gekoppelt) gefarbt. Als Kontrolle dienten ungefarbte HC11-Zellen (violett ausgefiillter
Graph), sowie zur Ermittlung unspezifischer Bindungsaktivitaten nur mit Sekundarantikorper gefarbte
Zellen (roter Graph). Durch Expression des siRNA-Oligos fiir CD24 ist in den silencing Klonen (rechte
Seite) die Expression von CD24 im Vergleich zu den Kontrollklonen (linke Seite) reduziert (griiner
Graph).
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Um die Frage zu klaren, ob sich die verminderte Expression von CD24 durch
silencing auf die Fahigkeit zur Produktion des Differenzierungsmarkers R-Casein
auswirkt, wurden die gewahlten Klone wie bereits zuvor beschrieben kultiviert und
die Transkription von R-Casein durch Zugabe von Dexamethason, Prolactin und
Insulin induziert. In diesem Kontext ist nur der differenzierte Zustand von Interesse
und wurde deshalb fir die Northern-Analyse verwendet. Wie in Abbildung 13
dargestellt, zeigen die stabilen Klone stark unterschiedliche R-Casein
Expressionslevel. Eine Aussage Uber die Korrelation der CD24-Expression mit dem

Differenzierungspotential von HC11-Zellen ist daraus nicht abzuleiten.

non-silencing Klone  silencing-Klone

1 2 3 4 1 2 3
28S rRNA — ”'
18S rRNA — ' .

R-Casein P>

Abbildung 13. Northern Analyse der R-Casein Expression verschiedener CD24-RNAi Klone.
Zum Zeitpunkt der Differenzierung wurde von non-silencing und silencing-Klonen Gesamtzell-RNA
prapariert, tber ein Northern-Gel aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und zur Uberpriifung der
gleichmaRigen Beladung mit Methylenblau gefarbt. Der Nachweis des R-Casein Transkripts erfolgte

mit einer spezifischen, radioaktiv markierten cDNA-Sonde.
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Analyse von CD24 k.o.-Mausen
Whole mount Analyse

Die Frage nach der funktionellen Rolle eines Proteins kann auf vielfaltige Weise
untersucht werden. So stehen fiir in vitro-Studien die ektopische Uberexpression
eines Gens oder die bereits erwahnte RNA-Interferenz zur Verfiigung.

In vivo kann die Funktion eines Gens bzw. Proteins unter anderem mit Hilfe der
knock-out Maus erforscht werden. Die Effekte des Expressionsverlustes kdnnen in
jedem Dbeliebigen Organ oder Gewebe untersucht werden und erlauben
Ruckschlisse auf die Rolle des Proteins im jeweiligen Kontext.

Um einen Einblick in die potentielle Funktion von CD24 im Brustgewebe zu erhalten,
wurden daher CD24 knock-out Mause im Vergleich zu normalen Wildtypmausen
untersucht. Der Fokus lag dabei auf der Analyse eventuell vorhandener
morphologischer Unterschiede zwischen knock-out und Wildtyp-Brustgewebe.

Eine einfache, aber bewahrte Methode das Brustgewebe und die darin eingebetteten
Epithelgange in ihrer Gesamtstruktur darzustellen, ist die Praparation von Whole
mounts. Daflr wurde die inguinale Brustdrise auf einem Glasobjekttrager flach
ausgebreitet und nach der Fixierung mit Karminrotlosung gefarbt, wodurch die
Drusenepithelgange als auch der charakteristische inguinale Lymphknoten sichtbar
werden. Die Praparate wurden unter einem Binokular fotografiert und ausgewertet.
Die in die Untersuchung aufgenommenen Alters-bzw. Differenzierungsstadien und
die jeweilige Anzahl der untersuchten Mause ist in Tabelle 1 zusammengefasst. Pro
Tier wurde jeweils eine inguinale Brust fur die Whole mount Praparation verwendet,

die andere fur die histologische Analyse in Paraffin eingebettet.

66



Ergebnisse

Alter/Stadium Anzahl CD24 k.o.-Mause |Anzahl Wildtypmause
3 Wochen alt 2 2
4 Wochen alt (P) 8 6
6 Wochen alt (P) 16 8
8 Wochen alt (G) 7 6

12 Wochen alt 4 4
20 Wochen alt 4 2
2 Tage schwanger 4 2
5 Tage schwanger 4 2
10 Tage schwanger 10 10
15 Tage schwanger 4 4
2 Tage laktierend 2 2
5 Tage laktierend 2 2
10 Tage laktierend 2 2
15 Tage laktierend 2 2
2 Tage Post- Laktation 2 2
5 Tage Post-Laktation 2 2
10 Tage Post-Laktation 2 2
15 Tage Post-Laktation 2 2

Tabelle 1. Ubersicht ber die mit Whole mount Préparation untersuchten Alters-bzw.

Entwicklungsstadien der Brust von CD24 k.o.-und Wildtypmausen.
(P) = Pubertét, (G) = Geschlechtsreife
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Von allen untersuchten Entwicklungsstadien wurde nur in der Pubertat ein deutlicher
Unterschied festgestellt. Hier zeigen CD24 k.o.-Mause im Alter von 6 Wochen ein
dichteres Netzwerk an Brustepithelgangen als gleichaltrige Wildtyp-Kontrolltiere. Zur
hdheren Dichte im k.o.-Gewebe tragen sowohl haufigere Verzweigungen der fur das
Wachstum verantwortlichen Terminal End Buds (TEBS, siehe Abbildung 14), als
auch sekundare Seitenverzweigungen der Hauptgange bei. Der Unterschied in der
Verzweigungsdichte ist in Abbildung 14 an Hand eines reprasentativen Vergleichs-

paares (6 Wochen alte Wildtyp bzw. k.o.-Brust) gezeigt.

CD24 k.0. (CD24 -/-) Wildtyp (CD24 +/+)

Abbildung 14. Brustgewebe Whole mounts einer sechs Wochen alten CD24 k.o.-Maus (links)
und einer sechs Wochen alten Wildtypmaus (rechts). Drusenepithelgdnge und inguinaler
Lymphknoten sind durch die Karminrotldsung angefarbt. LN = Lymphknoten; TEB = Terminal End Bud

Die verstarkte Verzweigung wurde durch Zahlen der Endpunkte der Drisengange
quantifiziert. In die Quantifizierung gingen nur Endpunkte ein, welche mindestens auf
der Hohe des inguinalen Lymphknotens lagen bzw. Uber diesen hinausgewachsen

waren (siehe Beispielbild, Abbildung 15.)
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Abbildung 15. Darstellung der
Vorgehensweise zur Ermittlung der
Verzweigungsdichte. Alle in die
Untersuchung eingegangenen Pra-
parate wurden mit der gleichen
VergrofRerung fotografiert. Gezahlt
wurden alle Endpunkte, welche auf der
Hoéhe des Lymphknotens (LN) lagen
bzw. dartber hinaus gewachsen
waren (mit Rahmen  markierter

Bereich).

Ergebnisse

Die in Abbildung 16 als Histogramm dargestellte Quantifizierung von zehn CD24 k.o.-

und sieben Wildtypmausen spiegelt die signifikant (Mann-Whitney Test, p < 0,001)

erhdhte Zahl an Endpunkten und damit die Verzweigungsintensitat der CD24 k.o.-

Drisengange wieder.
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Abbildung 16. Quantifizierung der Verzweigung der Epithelgdnge von Wildtyp-und CD24 -/-

Mausen. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney Test ermittelt (p < 0,001). Die

Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder.
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Die erndhte Epitheldichte ist jedoch nur in der Pubertatsphase zu beobachten. Pra-
als auch postpubertare Brustdrisen =zeigen keine merklichen Unterschiede
hinsichtlich der Verzweigungsdichte. Der Verlust der CD24-Expression fuhrt daher
nur in einem zeitlich begrenzten Rahmen zu einer verstarkten Verzweigung der
Epithelgange. Zum Zeitpunkt der Geschlechtsreife, d.h. nach Abschluss der Pubertat
ist dieser zeitliche Vorsprung im Wildtypgewebe wieder eingeholt. Alle anderen
Phasen des Brustwachstums bzw. der Brustentwicklung zeigen keine signifikanten

Unterschiede zum Wildtypgewebe (Daten nicht gezeigt).

FUr eine eingehendere morphologische Begutachtung der Brust wurden
Paraffinschnitte beider Gruppen (CD24 k.o. und Wildtyp) zusatzlich einer H&E-
Farbung unterzogen. In keinem der untersuchten Stadien konnten Unterschiede im

Aufbau oder der Struktur der Drisen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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CD24 und Brustepithelstammzellen

Die Existenz von Brustepithelstammzellen wurde bereits in den funfziger Jahren
durch serielle Transplantation kleiner Brustgewebestlicke demonstriert (siehe
Einleitung; DeOme et al., 1959). Durch die in den Epithelgangen vorhandenen
Stammzellen kommt es zu einer Neubildung von DriUsengangen, welche das
Empfangergewebe in der selben Weise wie das endogene Brustgewebe besiedeln
konnen. Vor kurzem wurden Brustepithelstammzellen aus der Maus isoliert, die unter
anderem durch die Expression von CD24 charakterisiert sind (Sleeman et al., 2006;
Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Bislang blieb die Frage nach der funktionellen
Rolle von CD24 in Brustepithelstammzellen unbeantwortet. Eine Moglichkeit diese
Fragestellung zu untersuchen, bietet sich daher durch die CD24 k.o.-Maus.

Zu diesem Zweck wurde die Rekonstitutionsfahigkeit von CD24 k.o.-Stammzellen im
Vergleich zu Wildtypstammzellen aus der Brust in einem Transplantationsexperiment
untersucht. Hierzu wurden kleine brustepithelhaltige Gewebestlicke in das inguinale
Brustfettgewebe von 3 Wochen alten Balb/c Nacktmausen transplantiert. Der zu
diesem Zeitpunkt geringe Anteil an endogenem Brustepithel in den Empfangertieren
wurde zuvor durch Hitzeveratzung entfernt. Dadurch kann das Rekonstitutions-
verhalten des Transplantats ohne storende Einflisse des ebenfalls heran-
wachsenden endogenen Gewebes untersucht werden. Eine Vermischung der
endogenen mit den aus dem Transplantat rekonstituierten Drisengangen wird
vermieden. Die Gewebetransplantate wurden in einer kleinen Tasche im inguinalen
Brustfettgewebe plaziert. Pro Empfangermaus erhielt die (ventral betrachtet) linke
inguinale Brust ein Wildtyp-Transplantat, die (ventral betrachtet) rechte inguinale
Brust ein CD24 k.o.-Transplantat. Somit sind sowohl k.o.- als auch Kontroll-
transplantat den selben Bedingungen innerhalb eines Versuchstieres ausgesetzt.
Insgesamt wurden zehn Nacktmause verwendet, was zehn unabhangigen k.o. als
auch zehn unabhangigen Wildtyptransplantaten entspricht. Neun Wochen nach der
Operation wurden Whole mount Praparate der ingunialen Brustdrisen von zunachst
drei Empfangertieren analysiert. In keinem der untersuchten Praparate konnte jedoch
ein Unterschied in der Morphologie, der Dichte oder des allgemeinen Wachstums der
Drisengange im Vergleich zum Wildtyptransplantat festgestellt werden (siehe
Abbildung 17).
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A B

Drﬂsenep;t\l‘\elgénge

CD24 -/- CD24 +/+

Abbildung 17. Untersuchung der Rekonstitutionsfahigkeit von CD24 k.o.-im Vergleich zu
Wildtyp-Brustepithelstammzellen durch Gewebetransplantation. Reprasentative Whole mount
Praparate eines CD24 k.o.- (A) und eines Wildtyp-Transplantats (B) 9 Wochen nach der Implantation
in das inguinale Brustfettgewebe einer Balb/c Nacktmaus. Beide Transplantate zeigen eine
vergleichbare Rekonstitution des Brustgewebes ohne erkennbare Unterschiede in der Morphologie
oder Dichte des Drusenepithels. Der fir die inguinale Brustdrise charakteristische Lymphknoten (LN)
ist deutlich zu erkennen.

Zusatzlich zur Whole mount Analyse wurde die Identitat der Transplantate durch
Immunfluoreszenzfarbung von Gefrierschnitten mit einem CD24-Antikorper bestatigt.
Wie in Abbildung 18 dargestellt, ist das Drusenepithel des Wildtyp-Transplantats
positiv gefarbt (grine Fluoreszenz) wohingegen das k.o.-Transplantat kein Signal
aufweist. Positiv gefarbte Zellen im k.o.-Transplantat rihren vom Wildtyp-Stroma der
Empfangermaus her und stellen aller Wahrscheinlichkeit nach migratorische Zellen
des hemapoetischen Systems dar (unveroéffentlichte Daten, persénliche Kommu-

nikation mit Marie-Ange Deugnier, Institut Marie Curie, Paris).
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CD24 -/- CD24 +/+

Abbildung 18. Immunhistologischer Nachweis von CD24 auf Gefrierschnitten eines CD24 k.o.-
(A) und eines Wildtyp-Transplantats (B). Die Farbung erfolgte mit einem spezifischen CD24-
Antikérper (M1/69) und einem Alexa-gekoppelten Sekundarantikorper. Das Wildtyp-Transplantat (B)
zeigt eine eindeutige CD24-Farbung des Brustepithels (grine Fluoreszenz) wahrend fir das k.o.-
Epithel (A) kein Signal detektiert und dadurch die Identitat der urspriinglich implantierten
Brustgewebestlicke bestatigt wird. Griine Fluoreszenz = CD24-Farbung, Blaue Fluoreszenz = DAPI,

Farbung der Zellkerne

Zusatzlich zur allgemeinen Rekonstitutionsfahigkeit wurden die Transplantate auf
ihre Fahigkeit zur funktionellen Differenzierung untersucht, welche in der Brust mit
der Ausbildung von Alveoli - der spateren funktionellen Einheit der laktierenden
Brustdrise - einhergeht und Uber schwangerschaftsbedingte Hormone induziert und
gesteuert wird. Durch Verpaarung der Nackimduse wurde gepruft, ob die
Transplantate in der Lage sind, auf diese hormonellen Signale zu reagieren und die
Differenzierung des herangewachsenen Brustepithels einzuleiten.

Die Transplantate wurden im letzten Drittel der Schwangerschaft (E13.5 - E16.5) der
Nacktmause entfernt und einer morphologischen Begutachtung durch Whole mount
Praparation unterzogen. Sowohl im k.o.-als auch im Wildtyp-Transplantat kam es zu
einer normalen funktionellen Differenzierung des Brustepithels durch die Bildung von
Alveoli (siehe Abbildung 19 A und a, sowie B und b).
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Durch die Farbung von Gefrierschnitten mit einem CD24-Antikérper konnte
zusatzlich zur Identitatsbestatigung gezeigt werden, dass sich das Wildtyp-
Transplantat hinsichtlich der CD24-Expression in der selben Weise verhalt wie fur
normales Wildtypgewebe bereits zuvor in der Schwangerschaftsphase beobachtet
wurde. Nicht differenziertes Brustepithel exprimiert CD24 in unveranderter Starke
(siehe Pfeilspitze in Abbildung 19 D), in den Alveoli kommt es jedoch zu einer
Reduktion der CD24-Expression (siehe Pfeile in Abbildung 19 D). Die Lokalisation
von CD24 ist in den Alveoli auf die apikale, dem Lumen zugewandte Seite

beschrankt.

CD24 -/- CD24 +/+

Abbildung 19. Funktionelle Differenzierung der CD24 k.o.-bzw. Wildtyp-Transplantate wéahrend
der Schwangerschaft. Whole mount Praparation eines CD24 k.o.-Transplantats (A, VergrofRerung
der Alveoli in a) und eines Wildtyp-Transplantats (B, VergroRerung der Alveoli in b) Die Identitat der
Transplantate wurde an Hand der Farbung von Gefrierschnitten bestatigt (C, D). Im Wildtyp-
Transplantat (D) ist im Vergleich zu funktionell undifferenziertem Epithel (siehe Pfeilspitze in D) eine

reduzierte CD24-Expression (griine Fluoreszenz) in den Alveoli (siehe Pfeile in D) zu beobachten.
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Insgesamt wurde festgestellt, dass der Verlust der CD24-Expression auf
Brustepithelstammzellen in der k.o.-Maus im Kontext des durchgefihrten Trans-
plantationsexperiments weder auf die Rekonstitutionsfahigkeit, noch auf die

Differenzierungsfahigkeit erkennbare Auswirkungen hat.

CD52 als Substitutionsmolekil fiir CD24

Durch gezieltes Ausschalten (knock-out) einzelner Gene auf genomischer Ebene
kann an Hand des daraus resultierenden Phanotyps ihre Funktion und Rolle in vivo
demonstriert werden. Die Auswirkungen eines knock-outs konnen von diversen
Organ-und Gewebeschaden bzw. Dysfunktionen bis hin zur Lethalitat reichen.
Jedoch ist nicht immer ein deutlicher Phanotyp zu beobachten, da der Verlust eines
Gens/Proteins in vielen Fallen durch andere, oftmals aus der selben Familie
stammende Gene/Proteine kompensiert wird. Ein Beispiel ist das Gen fur src, dessen
Funktionsverlust durch andere Familienmitglieder wie fyn und lyn ersetzt wird und ein
deutlicher Phanotyp erst nach zusatzlichem Ausschalten dieser Gene zu beobachten
ist (Stein et al., 1994).

Das Ausschalten von CD24 hat wie bereits zuvor beschrieben nur geringfugige
Auswirkungen (Nielsen et al., 1997; Belvindrah et al., 2002). Um abzuklaren, ob die
Mdglichkeit einer Kompensation durch ein anderes Protein gegeben ist, wurde
zunachst in der Literatur nach potentiellen Kandidaten gesucht. Als vielversprechend
erwies sich CD52, welches als kleines, GPI-verankertes und stark glykosiliertes
Protein starke Homologien zu CD24 aufweist und das bislang einzige entdeckte
Paralog zu CD24 im Saugetiergenom darstellt (Tone et al., 1999). Die Expression von
CD52 wurde bisher fir Lymphozyten (Hale et al., 1990), die Milz (Xia et al., 1991), und
Teile des mannlichen Reproduktionssystems (Hale et al., 1993; Kirchhoff et al., 1994)
beschrieben.

Einen Hinweis auf eine kompensatorische Aktivitat des Kandidatengenes CD52 kann
dessen unter Umstanden erhohte Transkription im CD24 k.o.-Gewebe liefern,
weshalb im Folgenden die Untersuchung auf RNA-Ebene stattfand. Dafur wurde
Gesamt-RNA aus verschiedenen Stadien der Schwangerschaft, Laktation und
Involution sowohl aus Wildtyp-als auch aus CD24 k.o.-Brustgewebe isoliert und

einem direkten Vergleich mittels Northern Blot unterzogen. Die Detektion der CD52-
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mMRNA erfolgte durch Hybridisierung des Blots mit einer spezifischen Sonde. Wie in
Abbildung 20 zu sehen, wird sowohl im Wildtyp-als auch im CD24 k.o.-Brustgewebe
CD52 transkribiert und interessanterweise wahrend der gesamten Laktationsphase
vollstandig unterbunden. Eine in den Ubrigen Phasen im Vergleich zum Wildtyp
signifikant erhdhte Menge an CD52-mRNA kann im k.o.-Gewebe jedoch nicht

beobachtet werden.

Schwangerschaft Laktation Involution
5 10 15 2 5 10 15 2 5 10 6 Wo

2
28S rRNA — : ‘ . .

. ' ’ ’ . ‘ ' ' . CD24 +/+
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cDs2 B .... 34
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18S rRNA —

.l

Abbildung 20. Northern Analyse der CD52-Expression in Wildtyp-und k.o.-Brustgewebe

wahrend der Schwangerschaft, Laktation und Involution. 10 yg Gesamt-RNA wurden Uber ein
Northern-Gel aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und zur Uberpriifung der gleichméaRigen
Beladung mit Methylenblau gefarbt. Die Detektion des CD52-Transkripts erfolgte durch eine radioaktiv
markierte CD52-spezifische cDNA-Sonde. Die Zahlen geben den Zeitpunkt in Tagen an, an dem das
Brustgewebe in der jeweiligen Entwicklungsphase entnommen wurde (z.B. 2 Tage schwanger, 5 Tage

schwanger etc.) 6 Wo: Brustgewebe einer sechs Wochen alten Maus (auRerste Spur rechts).
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Ergebnisse der Tumormodellstudien

Um einen erweiterten Einblick in die Rolle von CD24 in der Tumorigenese und
Metastasierung zu bekommen, wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene
Tumormodelle charakterisiert. Hierfir wurden zum einen umfangreiche
immunhistologische Analysen (CD24-Farbung, H&E-Farbung) durchgefuhrt, mittels
derer ein Gesamtbild Uber die Expression und die Verteilung von CD24 in den
verschiedenen Tumortypen und deren unterschiedlichen Entwicklungsstadien erstellt
wurde. Als wichtige Frage stand dabei im Mittelpunkt, ob mit steigendem
Malignitatsgrad eine Zunahme der CD24-Expression stattfindet, d.h. eine Korrelation
der CD24-Expression mit der Progression der Tumoren existiert. Diese Korrelation
wurde auf histologischer Ebene in humanen Tumoren bereits mehrfach gezeigt

(siehe Einleitung).

Zur Untersuchung der funktionellen Beteiligung und des Einflusses der CD24-
Expression auf die Tumorprogression, wurde die CD24-Expression in den Tumoren
ausgeschaltet. Dies wurde durch Verpaarung der Tumormodelle mit CD24 knock-out
Mausen erreicht. Die Nachkommen der Verpaarungen wurden genotypisiert (siehe
Material und Methoden, S. 46 - 49), in entsprechende Gruppen aufgeteilt (transgen
und heterozygot bzw. knock-out fir CD24) und in eine Uberlebensstudie

aufgenommen.

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse fur jedes Tumormodell

vorgestellt.
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Histologische Analyse von Gewebeschnitten des TRAMP-Modells

Fir die histologische Analyse wurde zunachst Prostatagewebe von TRAMP-Mausen
unterschiedlichen Alters (12 bis 28 Wochen alt) gesammelt, wodurch ein breites
histologisches Spektrum an unterschiedlichen Stadien der Prostatakarzinom-
entstehung erfasst wurde und die Analyse der CD24-Expression in Zusammenhang
mit der Tumorprogression moglich war. Zum Vergleich wurde Prostatagewebe aus
Wildtypmausen herangezogen. Nach der Farbung der Gefrierschnitte wurde
allgemein eine starke Heterogenitat der CD24-Farbung sowohl bei Wildtyp- (Daten
nicht gezeigt) als auch bei TRAMP-Mausen (Abbildung 21) beobachtet. Diese zeigte
sich dadurch, dass sowohl zwischen Drusenepithelien des selben Areals als auch
Drusenepithelien verschiedener Areale der Prostata eine Farbung festgestellt wurde
(Abbildung 21). Darlber hinaus traten von Tier zu Tier starke Schwankungen in der
Verteilung und der Intensitat der Farbung auf (starke Farbung in einem Tier, nicht
vorhandene Farbung in anderem, gleichaltrigem Tier). Wurde eine CD24-Farbung in
der Prostata erkannt, so zeigte sich diese vorherrschend auf der apikalen Seite des
Epithels (siehe Abbildung 21 A).

Eine Transformation des Prostataepithels konnte in TRAMP-Mausen bereits ab
einem Alter von 12 Wochen beobachtet werden. Dabei handelte es sich um
sogenannte intraepitheliale Neoplasien, die durch mehrschichtiges Wachstum des
normalerweise einschichtigen Prostataepithels gekennzeichnet sind (Abb. 21, Sterne
in A - C). Diese Lasionen wiesen in einigen Fallen im Vergleich zu direkt
angrenzendem, nicht hyperplastischem/neoplastischem Prostataepithel eine deutlich
starkere Farbung auf (Abb. 21, A und C, Pfeilspitzen). Allerdings zeigte sich dieses
Muster nicht in allen intraepithelialen Neoplasien und auch nicht in allen untersuchten
TRAMP-Tieren gleichermalien, wodurch im Gesamtbild der Eindruck der starken
Heterogenitat bestatigt wurde. In alteren TRAMP-Mausen kam es teilweise zur
Progression der Neoplasien zu manifestierten Prostatakarzinomen. In den
Karzinomen einiger Tiere konnte eine CD24-Farbung nachgewiesen werden (Abb.
21 E, VergrofRerung davon in F), in anderen Tieren allerdings nicht (G). In alteren
Mausen ohne Entwicklung eines Prostatakarzinoms zeigte der Groldteil des
Prostatagewebes fortgeschrittene intraepitheliale Neoplasien, welche wiederum von
Tier zu Tier (D, H und |, bzw. J) und sogar innerhalb eines Tieres (H und J) eine stark

schwankende Verteilung der CD24-Farbung aufwiesen.
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Abbildung 21. Immunhistologische Untersuchung der CD24-Expression in Prostata-Schnitten
von TRAMP-Méausen verschiedenen Alters. A - C, Prostata von 12 Wochen alten TRAMP-Mausen
mit intraepithelialen Neoplasien (Stern) und heterogener Verteilung der CD24-Expression
(Pfeilspitzen). D 10 Monate alte TRAMP-Maus (Stern: intraepitheliale Neoplasie; Pfeilspitze: CD24-
Farbung). E 16 Wochen alte TRAMP-Maus mit manifestiertem, CD24-gefarbtem Prostatakarzinom;
das umgebende Prostataepithel zeigt keine Farbung; F VergréRerung von E; G Prostatakarzinom
ohne erkennbare CD24-Farbung; H 20 Wochen alte TRAMP-Maus; |, J 24 Wochen alte TRAMP-Maus
mit zum Teil starker CD24-Farbung (I) bzw. keiner Farbung (J) von neoplastischem Prostataepithel.
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Einfluss der CD24-Expression auf die Uberlebensrate im TRAMP-Modell

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die CD24-Expression in
Prostatatumoren prognostisch signifikant fiir die Uberlebensrate der Patienten ist
(Kristiansen et al., 2004a; Kristiansen et al., 2005). Dabei kommt es bei Patienten mit einem
CD24-positiven Tumor nach der Entfernung des Tumors schneller zu einem Ruckfall,
als bei Patienten mit CD24-negativem Tumor, weshalb die CD24-Expression negativ
mit dem progressionsfreien Krankheitsverlauf korreliert (Kristiansen et al., 2004a). Um die
prognostische Relevanz und insbesondere die funktionelle Beteiligung der CD24-
Expression an der Progression von Prostatatumoren zu untersuchen, wurde die
CD24-Expression im TRAMP-Modell durch Verpaarung mit CD24 knock-out Mausen
ausgeschaltet. Der Einfluss der CD24-Expression auf den Krankheitsverlauf wurde in
einem Langzeitversuch ermittelt, in dem die Uberlebensrate CD24-heterozygoter
TRAMP-Mause (T/+, CD24 +/-) mit der Uberlebensrate von CD24 k.o. TRAMP-
Mausen (T/+, CD24 -/-) verglichen wurde. Das Ergebnis des Versuchs ist in
Abbildung 22 als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Es zeigte sich, dass der Verlust der
CD24-Expression im TRAMP-Modell eine erhohte Uberlebensrate der Tiere zur
Folge hat (vgl. TRAMP/+, CD24 -/- mit TRAMP/+, CD24 +/-).

1 -
-—L\TL'—L_ TRAMP/+
1 1 CD24 -/-

l] (n=20)
05 1 TRAMP/+
CD24 +/-
(n=21)
25 30 35 40 45 50

Uberlebensdauer in Wochen

Abbildung 22. Kaplan-Meyer-Analyse der Uberlebensrate von CD24-heterozygoten TRAMP-
Mausen (TRAMP/+, CD24 +/-) im Vergleich zu CD24 k.o. TRAMP-Mausen (TRAMP/+, CD24 -/-).
X-Achse: Uberlebensrate, y-Achse: Uberlebensdauer in Wochen
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Histologische Analyse von Gewebeschnitten des APC***"?"-Modells

Das APC"""?T_Modell und dessen Tumorhistologie ist in der Literatur bislang nur
ansatzweise beschrieben bzw. charakterisiert (Gaspar und Fodde, 2004). Um einen
ersten histologischen Uberblick Giber die im APC**"?"-Modell entstehenden Tumoren
zu bekommen, wurden daher zunachst Paraffinschnitte einer H&E-Farbung
unterzogen. Dabei wurde festgestellt, dass die in APC*""°"?"-Mausen gebildeten
Tumoren ein breites, histologisch heterogenes Spektrum aufweisen (Abbildung 23).
So wurden innerhalb eines Tumors sowohl Adenokarzinome (K) als auch Tumoren
mit konzentrisch angelegten, fibrillenartigen Ablagerungen in den ehemaligen
Drusengangen (f) beobachtet. Diese erinnern stark an die typischen, von Platten-
epithelkarzinomen gebildeten Keratinablagerungen (keratin pearls) bzw. an
Acanthome, Neoplasien in denen eine ahnliche squamése Zelldifferenzierung mit
Keratinablagerungen beobachtet wird. Haufiges Merkmal der Zellen, welche die
Ablagerungen umgeben, ist ein stark vergrolierter Zellkern (siehe Pfeil in Abbildung
23, D). Des weiteren konnte zwischen den verschiedenen Tumoren eine starke
Variation im Anteil des Tumorstromas beobachtet werden (vgl. Abbildung 23 A und
C).

In einem weiteren Ansatz wurden die Tumorschnitte mit einem CD24-Antikorper
gefarbt. Allgemein zeigte sich eine sehr heterogene Verteilung der Farbung, wobei
die fibrillenumgebenden Strukturen ein sehr starkes Signal aufwiesen (Abbildung 24,
C, D und F). In frihen Stadien dieses histologischen Erscheinungsbildes (A, B)
konnte eine Tendenz zu leicht erhdhter CD24-Farbung von DriUsenepithel mit
beginnendem hyperplastischem Wachstum und fibrillaren Ablagerungen (hf in A und
B) zu normalem Brustepithel (n in B) beobachtet werden. Karzinome zeigten
ebenfalls eine Farbung, welche allerdings zum Teil etwas schwacher ausfiel
(Abbildung 24, E). Eine zu den TRAMP-Karzinomen vergleichbare, membrandse
Farbung (siehe Abbildung 21, E und F) konnte in den APC""*?"-Karzinomen nicht

festgestellt werden.
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e

Abbildung 23. H&E-Farbung verschiedener APC"*"?"-Tumoren. Auf histologischer Ebene zeigen
die APC"™"?"-Tumoren ein Spektrum verschiedenartiger Tumoren. So sind haufig fibrillare
Ablagerungen (in A, B, D, E und F mit f gekennzeichnet) als auch Karzinome (in A und F mit K
gekennzeichnet) zu beobachten. Um die fibrillaren Ablagerungen herum befinden sich Zellen mit stark
vergrossertem Zellkern (Pfeil in D).
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Abbildung 24. Immunhistologische Untersuchung der CD24-Expression in Brusttumoren von

APC"™"T_Mausen. A, B Brustgewebe mit beginnendem, hyperplastischem Wachstum und fibrillaren
Ablagerungen im Driusenlumen (hf). C - F fortgeschrittenere Tumoren mit ausgedehnten fibrillaren
Ablagerungen (f) und Bildung von Karzinomen (K). Eine starke CD24-Fabung ist vor allem auf den
Strukturen, welche die Ablagerungen umgeben vorhanden.
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Histologische Analyse von Gewebeschnitten des MMTV-PyVMT-Modells

Allgemein wurde in Tumorschnitten des MMTV-PyVMT-Modells eine ahnlich
ausgepragte heterogene CD24-Farbung beobachtet wie in den anderen Modellen
zuvor (Abbildung 25). Dabei wurde in frihen Stadien (Hyperplasie/Adenom) eine
starke Farbung festgestellt, die zum Teil auf bestimmte Bereiche des Gewebes
beschrankt (A, Pfeile), in histologisch ahnlichem, benachbartem Gewebe allerdings
nicht zu detektieren war (A, Kreuze). In fortgeschritteneren Stadien wurde ebenfalls
eine Schwankung in der Intensitat der Farbung sowohl zwischen verschiedenen
Tieren (B, C, D) als auch innerhalb eines Tieres (B, Pfeil bzw. Kreuz) festgestellt. In
Karzinomen zeigte sich ein ahnliches Bild mit zum Teil starker, relativ homogener
Farbung (G, H), relativ schwacher, heterogener Farbung (I) und nicht detektierbarer
Farbung (F).
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Abbildung 25. CD24-Expression im Brustgewebe bzw. in Brusttumoren von MMTV-PyVMT-
Méausen. A friihes Stadium mit starker (Pfeile) bzw. nicht detektierbarer (Kreuze) CD24-Farbung. B -
D fortgeschritteneres Stadium mit heterogener CD24-Farbung; E vergroRerte Darstellung aus D; F - G

Karzinome mit unterschiedlicher Verteilung und Intensitat der CD24-Farbung.
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Im Verlauf dieser Arbeit wurde die sogenannte Mikrosatellitenanalyse von
genetischen Markern zur Untersuchung der Reinheit des genetischen Hintergrundes
von Mausstammen eingesetzt (siehe Material und Methoden, S. 50). Die Analyse
war insbesondere im Fall der MMTV-PyVMT-Mause notwendig, da diese
ursprunglich im FVB-Mausstamm generiert wurden, und zur Vereinheitlichung und
Vergleichbarkeit der Versuche zunachst auf den im ITG vorhandenen C57BI/6J-
Mausstamm ruckgekreuzt werden mussten. Durch die Mikrosatellitenanalyse wurde
der erreichte ,Reinheitsgrad“ der Ruckkreuzung kontrolliert. Dadurch war es auch
mdglich, gezielt solche Tiere fur die weitere Ruckkreuzung zu wahlen, welche die
geringsten Hintergrundsunterschiede zeigten.

Neben der Kontrolle des Ruckkreuzungserfolges wurde die Gelegenheit genutzt, um
auch die Ubrigen in dieser Arbeit verwendeten Mausmodelle auf ihre genetische
,Reinheit* zu Uberprufen. Es zeigte sich, dass - obwohl urspringlich im Bl/6-Stamm
generiert - auch die CD24 knock-out Mause und die APC"'%2"-Mzuse auf
genomischer Ebene Unterschiede zum ITG-eigenen C57BI/6J-Hintergund aufwiesen.
Die dadurch erforderlichen Ruckkreuzungen auf den ITG C57BI/6J-Stamm fuhrte zu
einer erheblichen Verzégerung der ursprunglich geplanten Verpaarung der knock-
out-Mause mit den Tumormodellen APC*'®"?T und MMTV-PyVMT. Aus diesem
Grund war es im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich, die geplanten

Studien zur Erforschung der funktionellen Rolle von CD24 in vivo durchzufuhren.

Bei Beginn der routinemaRigen Uberwachung des genetischen Hintergrundes der
Mausmodelle war die Verpaarung des TRAMP-Modells mit den CD24 k.o.-Mausen
fur die Uberlebensstudie bereits abgeschlossen. Zur Bestatigung des Ergebnisses
werden die Verpaarungen allerdings nach erfolgreicher Rlckkreuzung der CD24

k.o.-Mause wiederholt.
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Diskussion

CD24 wurde ursprunglich im hemapoetischen System entdeckt (Springer et al., 1978)
und ist in zahlreichen Geweben exprimiert. Die funktionelle Rolle von CD24 konnte
allerdings nur fur einige dieser Gewebe geklart werden.

Neben physiologischen Prozessen ist CD24 auch fur pathologische Prozesse von
Bedeutung. Vielfache Untersuchungen deuten insbesondere auf eine Beteiligung im
Bereich der Tumorigenese und der Metastasierung unter anderem in Brusttumoren
hin. In diesem Kontext ist auch die Frage nach der Rolle von CD24 in
Brustkrebsstammzellen, welche als initierende und erhaltende Einheit von
Brusttumoren betrachtet werden, von grof3er Bedeutung (Dalerba et al., 2007; Lynch et al.,
2006). Als potentielle Kandidaten fur den =zelluldaren Ursprung von Brustkrebs-
stammzellen werden unter anderem auch gewebeeigene Brustepithelstammzellen
gehandelt (Smalley und Ashworth, 2003). Diese Verbindung macht deutlich, dass die
Untersuchung von CD24 im physiologischen Kontext nicht nur zum Verstandnis
dessen dortiger Funktion beitragt, sondern eventuell auch Rlckschllisse auf seine

pathologische Rolle erlauben kann.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die Erforschung der Rolle von
CD24 in der normalen Mausbrustdrise in den Mittelpunkt gestellt. Um darlber
hinaus auch einen Einblick in die Bedeutung von CD24 unter pathologischen
Bedingungen zu bekommen, wurden mehrere Maustumormodelle im Hinblick auf die
Beteiligung von CD24 am Progressionsprozess charakterisiert.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CD24 im normalen Brustgewebe zwar
fur die Funktion von Maus-Brustepithelstammzellen entbehrlich ist, in der Regulation
des Verzweigungsprozesses des Drusenepithels hingegen eine funktionelle Rolle
ubernimmt. Im Kontext der untersuchten Tumormodelle wurde auf Grund von
Uberlebensstudien eine funktionelle Beteiligung von CD24 and der Progression von

Prostatatumoren nachgewiesen.
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CD24 ist im Brustgewebe spezifisch auf Brustepithelzellen, vor allem auf
luminalen Zellen, exprimiert

An Hand immunhistologischer Farbungen konnte festgestellt werden, dass CD24
spezifisch von Epithelzellen des Brustgewebes, nicht aber von Adipozyten
(Fettzellen) oder stromalen Zellen exprimiert wird (Abbildung 6). Eine Ausnahme
bilden CD24-positive, in FACS-Studien mit frisch aufbereitetem Brustgewebe als
hemapoetisch identifizierte Zellen (Marie-Ange Deugnier, Institut Marie Curie, Paris,
unveroffentlichte Daten). Solche migratorischen hemapoetischen Zellen sind in allen
Phasen der Brustentwicklung im Brustgewebe zu finden und tragen durch sekretierte
Faktoren bedeutend zum Wachstum der Terminal End Buds als auch der
Epithelgange bei (Guon-Evans et al., 2002). Die epithelspezifische Expression von CD24
wurde im Brustgewebe inzwischen mittels FACS-Analysen gezeigt (Sleeman et al.,
2006), es existiert allerdings auch eine Studie, die bezuglich der Verteilung der CD24-
Expression eine gegensatzliche Aussage trifft und auf histologischer Basis eine
ubiquitare Expression von CD24 im Brustgewebe vorschlagt (Stingl et al., 2006). Diese
Diskrepanz koénnte unter anderem auf unterschiedliche Methoden der Gewebe-
fixierung und der Farbung beruhen. Verschiedene, im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrte Vorversuche haben gezeigt, dass es sich dabei um aulerst kritische
Punkte beim histologischen Nachweis der CD24-Expression handelt. Abhangig von
der Fixierungsmethode, der Aufbereitung des Gewebes (Paraffin, Gefrierschnitt) und
des verwendeten Antikorpers wurden unterschiedliche Resultate hinsichtlich
Intensitat und Verteilungsmuster der Farbung erzielt (Daten nicht gezeigt). Da nicht
klar ersichtlich ist, welche Methode in der von Stingl et al. veroffentlichten Studie
verwendet wurde, ist ein direkter Vergleich nicht moglich. Die in der Literatur
gezeigte Abbildung lasst jedoch vermuten, dass die Aussage Uber die ubiquitare
Expression von CD24 im Brustgewebe auf Grund einer unspezifischen Farbung bzw.

einer Uberfarbung getroffen worden sein kénnte.

In dieser Arbeit wurde innerhalb der Brustepithelpopulationen eine differenzielle
Verteilung der CD24-Expression beobachtet. Luminales Epithel zeigte eine sehr
starke Expression von CD24, im Myoepithel hingegen konnte keine eindeutige
Expression festgestellt werden. Diese Ergebnisse stimmen damit mit den kurzlich
von Sleeman et al. (2006) veroffentlichten Daten zum grofRen Teil Uberein. So wurde
dort durch FACS-Analyse der nicht-epitheliale Teil der Brust ebenfalls als CD24-

88



Diskussion

negativ und der luminale Epithelanteil als stark CD24-positiv charakterisiert.
Allerdings wird die Myoepithelpopulation von Sleeman et al. entgegen der
histologischen Daten dieser Arbeit als schwach CD24-positiv beschrieben (CD24"")
(Sleeman et al., 2006). Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Aussagen
hinsichtlich des CD24-Expressionsstatus des Myoepithels liegt in den Methoden, die
den beiden Analysen zu Grunde liegen. So erlaubt im Gegensatz zur histologischen
Analyse die aulerst sensitive FACS-Analyse auch die Detektion sehr schwacher
Signale, was es Sleeman et al. wahrscheinlich erméglichte, die Myoepithelpopulation
als CD24"" zu beschreiben.

Eine CD24-Farbung des Myoepithels konnte in dieser Arbeit nur in wenigen Fallen
mittels der chromogen-basierten Immunhistologie beobachtet werden (siehe
Abbildung 6 b), ist jedoch hdchstwahrscheinlich auf die mit dieser Methode

verknUpften Nicht-Linearitat des Signals zurtckzufuhren.

CD24 ist ein Marker der funktionellen Differenzierung des Brustepithels

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die CD24-Expression im Brustgewebe
abhangig vom funktionellen Differenzierungsgrad des Brustepithels. Diese
Beobachtungen sprechen flir eine Rolle von CD24 als Differenzierungsmarker in
Brustepithelzellen. Unterstiutzt wird diese Annahme von zahlreichen Studien, in
denen die differenzierungsabhangige Expression von CD24 bereits in verschiedenen
anderen Geweben bzw. Zelltypen gezeigt wurde. So kommt es bei B-Zellen wahrend
der Differenzierung und der damit verbundenen Neuordnung der Immunglobulingene
(lg gene rearrangement) (Rudin und Thompson, 1998), zu einem sukzessiven Verlust der
CD24-Expression, welche am Ende auf funktionell ausgereiften, Antikorper
produzierenden Plasmazellen nicht mehr vorhanden ist (Nielsen et al., 1997). Im
Zentralnervensystem ist CD24 sowohl auf embryonalen (Calaora et al., 1996) als auch
auf adulten (Belvindrah et al., 2002) neuronalen Vorlauferzellen exprimiert und wird dort
ebenfalls mit Zunahme des neuronalen Differenzierungsgrades herunterreguliert. In
Zusammenhang mit epithelialen Geweben wurde ebenfalls von einer entwicklungs-
und differenzierungsabhangigen Regulation der CD24-Expression berichtet (Akashi et
al., 1994, Shirasawa et al., 1993; Nieoullon et al., 2007). Hier findet sowohl in der Haut als
auch der Cornea wahrend der Differenzierung von Epithelzellen zwar zunachst eine
Zunahme der Expression statt, die CD24-Expression ist allerdings in vollstandig

ausgereiften Epithelzellen nicht mehr vorhanden (Nieoullon et al., 2007).
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Die genaue funktionelle Bedeutung der differenzierungsabhangigen Expression von
CD24 wahrend dieser physiologischen Prozesse ist noch unklar. Da CD24 die
Fahigkeit zur Signalubermittiung bzw. Signalmodulation besitzt (Hahne et al., 1994;
Baumann et al., 2005; Fischer et al., 1990; Suzuki et al., 2001) kdnnte die regulierte Expression
von CD24 zu einer Beeinflussung dieser Signalwege fuhren. Zusammen mit den
damit verbundenen Veranderungen in positiven bzw. negativen Ruckkopplungs-
mechanismen wiurden damit molekulare Rahmenbedingungen geschaffen, die dazu
beitragen, dass die Zelle in eine bestimmte Richtung differenzieren kann.

Wie konnte die Expression von CD24 reguliert sein? Eine Mdglichkeit beinhaltet
beispielsweise die Steuerung der Promotoraktivitat. Der Promotor von CD24 weist
sowohl Elemente konstitutiv exprimierter als auch gewebespezifisch und differenziell
exprimierter Gene auf. Obwohl der CD24-Promotor Erkennungssequenzen fur
verschiedene bekannte Transkriptionsfaktoren enthalt (wenger et al., 1993), ist dessen
transkriptionelle Regulation weitgehend unerforscht. Detaillierte Promotorstudien
wurden daher wesentlich zu einem erweiterten Verstandnis der Regulation der
CD24-Expression und damit auch der Funktion von CD24 beitragen. Ein kurzlich
entdeckter Faktor, der in der Lage ist, die Promotoraktivitdt von CD24 zu
beeinflussen, ist IGFBP-2 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein-2). Wird die
Expression von IGFBP-2 unterdruckt, kommt es zur Inaktivierung des CD24-
Promotors (Fukushima et al., 2007). Da die IGFB-Proteine und die von ihnen
gebundenen IGFs (Insulin-like Growth Factors) in der Physiologie und Entwicklung
der Brust eine grol3e Rolle spielen (Wood et al., 2000), ware eine Regulation der CD24-
Expression in der Brust Uber IGFB-Proteine bzw. IGFs potentiell denkbar.

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten immunhistologischen Untersuchungen zeigen
eine schrittweise Reduktion der CD24-Expression wahrend der Schwangerschaft und
den Verlust der Expression wahrend der anschlielenden Laktationsphase. Diese
funktionelle Differenzierung wird von einem komplexen Netzwerk an Hormonen,
darunter z.B. Progesteron, Ostrogen und Prolactin, und deren Rezeptoren reguliert
(Hennighausen und Robinson, 2005). Prinzipiell ware es vorstellbar, dass die Expression
von CD24 durch eines oder mehrere dieser Hormone beeinflusst wird. Ein Hinweis
darauf ist in der Studie von Sorbello et al. (2003) zu finden, in der CD24 in
Brustkrebszellen als ein von Ostrogen reguliertes Gen identifiziert wurde.

In welcher Weise diese Regulation erfolgt, ist noch nicht bekannt. Allgemein sind

mehrere Mechanismen beschrieben, mit denen Ostrogen durch Bindung an seinen
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Rezeptor die Transkription von Genen beeinflussen bzw. initiieren kann. Zum einen
kann der aktivierte Ostrogenrezeptor direkt an sogenannte EREs (Estrogen
Responsive Elements) im Promotor des jeweiligen Zielgens binden. Bei Ostrogen-
regulierten Zielgenen ohne EREs entfaltet der Ostrogenrezeptor hingegen durch
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1, seine Wirkung
(Bjornstrom und Sjoberg, 2005). Bei der Sequenzanalyse des CD24-Promotors der Maus
wurde eine mutmallliche AP-1-Bindestelle identifiziert (wenger et al., 1993), ihre
Funktionalitdt, ebenso wie die modgliche Existenz eines funktionellen ERE jedoch
noch nicht Uberprift. Diese Punkte sollten in zukinftigen Untersuchungen geklart

werden.

CD24 ist in Terminal End Buds exprimiert

Zusatzlich zu den Beobachtungen in funktionell ausdifferenziertem Brustgewebe
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine unterschiedliche Verteilung der Expression von
CD24 in den Terminal End Buds der Mausbrustdriuse beobachtet (Abbildung 7). Hier
zeigen die als Stammzellen beschriebenen Cap-Zellen eine aulderst schwache, die
luminalen Body-Zellen eine sehr starke CD24-Expression.

Cap-Zellen gelten sowohl als Vorlaufer von luminalen als auch von myoepithelialen
Epithelzellen (Smalley und Ashworth, 2003). Der Erwerb der CD24-Expression auf
luminalen Body-Zellen kdnnte daher ein moglicher Indikator fur die Festlegung
(commitment) ihrer Differenzierung zum luminalen Zelltyp sein. Interessanterweise
wird die differenzielle Verteilung der CD24-Expression in den aus TEBs
entstehenden Brustepithelgangen aufrecht erhalten. Hier ist in der Immun-
fluoreszenzanalyse die luminale Epithelschicht stark CD24-positiv, die Myoepithel-
schicht hingegen CD24-negativ.

Da sich die beiden epithelialen Zelltypen der Brust (Myoepithel und luminales
Epithel) sowohl morphologisch als auch funktionell unterscheiden (Gudjonnson et al.,
2005), ist die Regulation ihrer Differenzierung und Aufrechterhaltung ihrer zellularen
Identitdt von grofRer Bedeutung. Eines der Proteine, das flr diese Vorgange
essenziell ist, ist der Transkriptionsfaktor GATA-3. Der Verlust von GATA-3 durch
konditionellen knock-out flhrt zu einer erheblich beeintrachtigten Entwicklung des
Brustepithels. So kommt es zur Anreicherung von luminalen Vorlauferzellen, deren
weitere Differenzierung zu luminalem Epithel blockiert ist. Hingegen hat die

ektopische Uberexpression von GATA-3 in Stamm-bzw. Vorlauferzellen der Brust

91



Diskkussion

ihre forcierte Differenzierung zu luminalen Epithelzellen zur Folge (Asselin-Labat et al.,
2007). Die Expression von GATA-3 in der Brust zeigt starke Ahnlichkeiten zur
Expression von CD24. In TEBs ist GATA-3 verstarkt in Body-Zellen und in normalen
Epithelgangen in der luminalen Epithelschicht zu finden (Asselin-Labat et al., 2007).

Der Verlust von CD24 in knock-out Mausen zeigt allerdings hinsichtlich der luminalen
Differenzierungsrichtung keine mit dem GATA-3 knock-out vergleichbaren
Auswirkungen. Eine ahnlich bedeutende Funktion wie die von GATA-3 ist fur CD24
im Differenzierungsprozess von Brustepithelzellen demnach unwahrscheinlich. Die
genaue Rolle von CD24 in diesem Vorgang bleibt daher noch unklar.

Auler im Brustgewebe ist die CD24-Expression beispielsweise auch im
hemapoetischen System indikativ fur die Festlegung einer bestimmten
Differenzierungsrichtung. Hier geht der Erwerb der CD24-Expression auf
multipotenten hemapoetischen Stamm-bzw. Vorlauferzellen mit der Differenzierung

zu unipotenten B-Zellvorlaufern einher (Hunte et al., 1998).

CD24 hat keine essenzielle Rolle in Brustepithelstammzellen

Die Expression von CD24 auf Brustepithelstammzellen ist als CD24°" (Sleeman et al.,
2006) bzw. CD24" (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006) beschrieben und wird als
Marker fur ihre Anreicherung bzw. Isolation benutzt. Diese Tatsache fuhrte unter
anderem zu der Frage, ob CD24 auf Brustepithelstammzellen lediglich als
phanotypisches Erkennungsmerkmal dient, oder eine Funktion ausibt. Zu den
charakteristischen und essenziellen Stammzelleigenschaften gehéren ihre Fahigkeit

zur Selbsterhaltung (self-renewal) und zur Differenzierung in verschiedene Zelltypen
(Woodward et al., 2005).
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CD24 fur diese primaren

Stammzellfunktionen nicht erforderlich ist. CD24-defiziente Brustepithelstammzellen
zeigen in Transplantationsexperimenten die gleiche Rekonstitutionsfahigkeit wie
Wildtypepithelstammzellen und bringen ein funktionell intaktes Brustgewebe hervor.

Ahnliches wurde bereits fiir das ebenfalls als Brustepithelstammzellmarker geltende
Protein CD49f (a6 -Integrin) (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006) gezeigt. Auch hier
hatte der Verlust der CD49f-Expression weder einen Einfluss auf die allgemeine
Rekonstitutionsfahigkeit der k.o.-Transplantate noch auf deren funktionelle

Differenzierung in der Schwangerschaft (Klinowska et al., 2001). Diese Daten zeigen,

92



Diskussion

dass die Eigenschaft als Stammzellmarker demnach nicht zwingend mit einer
essenziellen Rolle fur Stammzellen einhergehen muss.

Welche Rolle konnte den Oberflachenmarkern von Stammzellen dann zukommen?
Ein weiterer bedeutender Faktor fur die Funktion von Stammzellen ist die
Stammzellnische, welche den Stammzellen als Verankerungspunkt/Aufenthaltsort
dient und ihre Physiologie reguliert. Zum einen erfolgt diese Regulation Uber I6sliche
Signale wie Cytokine, zum anderen uber strukturelle Signale wie beispielsweise die
direkte Adhasion an Nischenzellen oder an ihre extrazellulare Matrix (Scadden, 2006).
Adhasionsmoleklile wie CD49f konnten dadurch indirekt zur Funktion von
Stammzellen beitragen und zudem auf Grund ihrer starken Expression auf
Bruststammzellen unter experimentellen Bedingungen einen Schutz wahrend der
enzymatischen Praparation der Zellen bieten. Auf diese Weise konnten sie das
Anwachsen der Zellen nach Einzelzelltransplantation in den Empfanger beglnstigen
(Smith, 2006a). Die Frage nach dem mdglichen Beitrag von CD24 in diesem
Zusammenhang bleibt allerdings noch offen, insbesondere, da Brustepithel-
stammzellen im Vergleich zur starken CD49f-Expression nur eine schwache
(CD24", Sleeman et al., 2006) bis mittlere CD24-Expression (CD24", Shackleton et al.,
2006, Stingl et al., 2006) aufweisen.

CD52 dient nicht als Substitutionsmolekiil in CD24 knock-out Mausen

Trotz der in unterschiedlichen Geweben flir CD24 gezeigten Funktionen (siehe
Einleitung) zeigen CD24 knock-out Mausen nur einen vergleichsweise milden
Phanotyp (Nielsen et al., 1997). Auch die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass der
Verlust von CD24 im Brustgewebe bzw. auf Brustepithelstammzellen keine
ernsthaften Auswirkungen hat. So zeigen CD24-defiziente Mause weder eine
gestorte Entwicklung, noch eine beeintrachtigte Funktion der Brust.

Die Beobachtung, dass die Abwesenheit eines Proteins nicht zwangslaufig einen
tiefgreifenden Phanotyp hervorruft, ist bereits in zahlreichen unterschiedlichen knock-
out Modellen gemacht worden. Dabei werden die Funktionen des ausgeschalteten
Proteins in den meisten Fallen durch das Uberlappende Funktionsspektrum anderer,
eng verwandter und strukturell ahnlicher Proteinfamilienmitglieder tbernommen, was
als molekulare Redundanz bzw. Kompensation bezeichnet wird. Beispiele hierfur

sind Mitglieder der Src-Kinasefamilie (Stein et al., 1994), der Familie der Cycline und der
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Cyclin-abhangigen Kinasen (Santamaria und Ortega, 2006) sowie Mitglieder der AP-1
Transkriptionsfaktorfamilie (Mechta-Grigoriu et al., 2001).

Als potentieller Kandidat fur eine kompensatorische Rolle fur CD24 kommt das
Molekul CD52 in Frage, dessen Expression bisher in Lymphozyten (Hale et al., 1990),
der Milz (Xia et al., 1991), und Teilen des mannlichen Reproduktionssystems
beschrieben wurde (Hale et al., 1993; Kirchhoff et al., 1993). CD52 weist durch den
kleinen, GPIl-verankerten Proteinkern und die starke Glykosilierung eine ausgepragte
strukturelle Ahnlichkeit zu CD24 auf. Zusétzliche Ahnlichkeit findet sich auch auf
genetischer Ebene, wodurch vermutet wird, dass CD52 und CD24 gemeinsamen
genetischen Ursprungs sind. CD52 gilt daher als einziges Paralog von CD24 (Tone et
al., 1999).

Trotz dieser Ahnlichkeiten kann auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit eine
Kompensation von CD24 durch CD52 ausgeschlossen werden. Interessanterweise
zeigt die CD52-Expression (Abbildung 20) eine Analogie zu dem auf Proteinebene
beobachteten differenzierungsabhangigen Expressionsverlauf von CD24 (Abbildung
8), was die Frage nach einer potentiellen Kreuzreaktivitat des CD24-Antikdrpers mit
CD52 aufwirft. Da jedoch keine Farbung in den Gewebeschnitten von CD24 knock-

out Mausen beobachtet wird, ist der Antikorper spezifisch fir CD24.

CD24 ist ein negativer Regulator der Verzweigung von Brustepithelgangen

Wie die Untersuchung von CD24 k.o.-Mausen gezeigt hat, fuhrt der Verlust von
CD24 zur Ausbildung eines dichteren und verzweigteren Netzwerkes an
Brustepithelgangen. Dieser Effekt ist speziell in der Pubertat, nicht aber in adulten
Stadien der Brustentwicklung zu beobachten. CD24 scheint daher spezifisch in der
Pubertat die Verzweigung der Epithelgange negativ zu regulieren.

Die Regulation der Verzweigung unterliegt einem vielschichtigen Zusammenspiel
verschiedener systemischer Hormone (z.B. Ostrogen und Progesteron), lokaler
Wachstumsfaktoren (z.B. EGF) und der Interaktion des Epithels mit dem
umgebenden Stroma. Fur den korrekten Ablauf des Verzweigungsprozesses ist
dabei das Gleichgewicht aus positiven und negativen Regulatoren entscheidend
(Sternlicht, 2006; Sternlicht et al., 2006).

Als negativer Regulator der Verzweigung von Epithelgangen ist Sprouty2 bekannt
(Tefft et al., 1999; Lu et al., 2005), dessen Expression in der Brust wahrend der Pubertat

sehr hoch ist, mit Erreichen der Adoleszenz allerdings abnimmt (Lo et al., 2004). Da
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diese Expression von Sprouty2 mit dem =zeitlich auf die Pubertdt begrenzten
Auftreten des starker verzweigten Drusennetzwerkes im k.o.-Gewebe Uberlappt,
konnte daher eine CD24-abhangige Regulation von Sprouty2 eine mdogliche
Erklarung flr den beobachteten Effekt sein.

In der Brust Ubt Sprouty2 seine negative regulatorische Rolle ber die Hemmung der
FGF-Rezeptor 2-Signaltransduktionskaskade aus (Lu et al., 2005). Welche Proteine in
vivo an der Kaskade beteiligt sind, ist allerdings noch unklar. In vitro konnten unter
anderem das Adapterprotein FRS2 (FGF Rezeptor Substrat 2) und Mitglieder der
Src-Familie identifiziert werden, wobei Sprouty?2 fir Src ein direktes Substrat darstellt
(Li, X et al., 2004). Da FRS2 (Ridyard et al., 2003), Src (Simons and Toomre, 2000) und CD24
(Suzuki et al., 2001) in lipid rafts lokalisiert sein konnen, ist es denkbar, dass CD24
durch die radumliche Nahe einen Einfluss auf die Funktion der Proteine ausiben
konnte. Durch den Verlust von CD24 kdnnte die Regulation der FRS2 bzw. Src-
abhangigen Phosphorylierung von Sprouty2 verandert sein und als Folge der einge-
schrankten inhibitorischen Wirkung von Sprouty2 in einer verstarkten Verzweigung
der Epithelgange resultieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die Sprouty2-Expression im Brustgewebe
von Wildtyp als auch CD24 knock-out Mausen histologisch zu untersuchen,
allerdings konnte mit den verwendeten Antikorpern bislang keine Farbung erzielt
werden. Die potentielle Verbindung von CD24 und Sprouty2 sollte daher unter
Zuhilfenahme anderer Antikorper bzw. anderer Methoden wie z.B. in-situ-
Hybridisierung weiter verfolgt werden.

Ein der Verzweigung ahnlicher Vorgang ist das Auswachsen von Neuriten, welches
von CD24 ebenfalls negativ reguliert wird. Die inhibitorische Wirkung von CD24 wird
dabei Uber die Interaktion mit und die Modulation von dessen gehirnspezifischen
Liganden L1 vermittelt (Kleene et al., 2001). Die Fahigkeit von CD24 die Aktivitat von
Oberflachenmolekulen zu beeinflussen wurde aufer fur L1 auch fur den
Chemokinrezeptor CXCR4 gezeigt (Schabath et al., 2006), und konnte damit einen
weiteren Mechanismus flir die Funktionsweise von CD24 darstellen. Bislang ist in
vivo noch kein brustspezifischer Ligand identifiziert worden, dessen Aktivitdt von
CD24 reguliert sein konnte.

In diesem Zusammenhang konnte auch die in dieser Arbeit gezeigte differenzielle
Verteilung der CD24-Expression zwischen luminalen Body-Zellen und Cap-Zellen in

den Terminal End Buds als auch zwischen luminalen Zellen und Myoepithelzellen in
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normalen Brustepithelgangen von Bedeutung sein. Ein Szenario, in welchem die
Expression eines potentiellen CD24-Liganden in umgekehrter Weise existiert, konnte
zur Kommunikation zwischen den Epithelschichten beitragen und eine mdgliche

Grundlage fur die von CD24 vermittelten Funktionen in der Brust sein.

Die CD24-Expression hat im HC11-Differenzierungsmodell keinen Einfluss auf
die Laktation

HC11-Zellen dienen als in vitro-Modell fir Laktationsdifferenzierungsstudien.
Wahrend der Differenzierung von parenteralen HC11-Zellen wurde eine Regulation
der CD24-Expression beobachtet, was eine potentielle funktionelle Korrelation
zwischen CD24 und dem Differenzierungsprozess vermuten lie. Diese Annahme
konnte allerdings nach Manipulation der CD24-Expression mittels RNA-Interferenz
nicht bestatigt werden. Daruber hinaus stehen die HC11-Daten im Widerspruch zu
der in vivo beobachteten fehlenden CD24-Expression wahrend der Laktationsphase
der Brust. Damit erscheint das HC11-Modell fur die in vitro-Untersuchung der
Funktion von CD24 auf den ersten Blick als nicht geeignet. Wie kdnnen die
Diskrepanzen zwischen den Beobachtungen in vitro und in vivo begrindet werden?

Die Brust ist im Gegensatz zum in vitro-Modell ein dreidimensionales Gewebe.
Mehrfach wurde gezeigt, dass diese dreidimensionale Struktur fur die zellulare
Organisation, die Reaktion auf extrazellulare Stimuli und somit flr das Verhalten von
Zellen von zentraler Bedeutung ist. Durch Kultivierung in einer dreidimensionalen
Matrix kdnnen die verschiedenen, vom Brustepithel in vivo gezeigten Eigenschaften
in gewissem Rahmen nachgeahmt werden (Schmeichel and Bissel, 2003; Nelson et al.,
2006). So bilden HC11-Zellen in einer der extrazellularen Matrix nachempfundenen
Umgebung die fur Epithelzellen typische Polaritdit aus und wachsen in
drisenahnlichen Strukturen (Mukhina et al., 2006; Xian et al., 2005). Dieses Verhalten
konnte ausgenutzt, und in weiterfuhrenden Versuchen uberpruft werden, ob sich
durch die Kultivierung in einer dreidimensionalen Matrix der in vivo beobachtete
Verlust der CD24-Expression wahrend der Differenzierung in vitro bestatigen Iasst.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Interaktion des mesenchymalen/stromalen
Gewebes mit dem Epithelgewebe der Brust. Sie spielt bereits wahrend der
embryonalen Phase als auch spater im adulten Organismus fur die Entwicklung und
das Wachstum der Brust eine grol3e Rolle. Ein Beispiel flr diese Interaktion ist der

EGF-Rezeptor. Er wird zwar sowohl von stromalen, als auch von epithelialen Zellen
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der Brust exprimiert, fir einen maf3geblichen Einfluss auf die Brustentwicklung ist
jedoch die EGFR-Expression im Stroma verantwortlich. Dies wurde durch
Geweberekombinationsexperimente gezeigt, in denen EGFR-k.0o. Stroma bzw.
EGFR-k.o. Brustepithel mit Wildtypstroma bzw. Wildtypbrustepithel gemischt und
anschlieend transplantiert wurden. Ein Wachstum des Epithels wurde nur in
Geweberekombinationen mit EGFR-exprimierendem Wildtypstroma beobachtet
(Parmar and Cunha, 2004). Die Kultivierung von HC11-Zellen erfolgte ohne den Einfluss
stromaler Zellen und koénnte daher die Situation in vivo nur unzureichend
wiederspiegeln.

Das in dieser Arbeit beobachtete uneinheitliche laktogene Verhalten der HC11 RNAI-
Klone lasst auf eine klonale Varianz schlieRen. Eine Erklarung hierfur konnte in den
stammzelléhnlichen Eigenschaften der HC11-Linie liegen. Aus einer Stammzelle
kénnen verschiedene Zelltypen hervorgehen (Multipotenz), was im Falle der HC11-
Zellen die Entstehung einer heterogenen Kultur zur Folge hat. Eine solche
Heterogenitat wurde bereits durch die Isolation klonaler HC11-Abkommlinge gezeigt,
welche durch die Expression spezifischer Markerproteine als myoepithelial
charakterisiert wurden. Die isolierten Klone waren entsprechend ihrer zellularen
Identitat nicht zur laktogenen Differenzierung fahig (Deugnier et al., 1999). Es ist daher
sehr wahrscheinlich, dass es sich auch im Fall der RNAi-Klone um verschiedenartig
differenzierte Epithelzellen mit unterschiedlichen Eigenschaften handelt und die
Ergebnisse die klonale Varianz dieses Modells wiederspiegeln.

Zwar konnte in dieser Arbeit eine Ubereinstimmung der in vitro-Analyse mit den in
vivo-Daten nicht gezeigt werden, jedoch haben die an der HC11-Zelllinie
durchgefuhrten Studien eine interessante Beobachtung ermdglicht. So zeigte sich
wahrend des Differenzierungsprozesses ein verandertes Spektrum an CD24-
Glykoformen, was ein Hinweis auf eine von der Zellfunktion abhangige Glykosilierung
von CD24 in Brustepithelzellen sein konnte.

Allgemein wird vermutet, dass die in verschiedenen Geweben wie beispielsweise
dem hemapoetischen System oder dem Zentralnervensystem beobachtete
Variabilitdt der Glykosilierung von CD24 Grundlage der unterschiedlichen, von CD24
vermittelten Funktionen ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten mal gezeigt,
dass das Spektrum an exprimierten CD24-Glykoformen auch innerhalb ein und des
selben Zelltyps (Brustepithel) auf Grund einer veranderten Funktion der Zelle

variieren kann. Da CD24 in Brusttumoren eine groRe Rolle spielt, ist daher von
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besonderem Interesse zu untersuchen, in wiefern sich die Funktion von CD24 in
normalem Brustepithel zu entartetem Brustepithel unterscheidet und in welchem

Umfang veranderte CD24-Glykoslierungsmuster dafir verantwortlich sind.

CD24 hat eine funktionelle Rolle in der Tumorprogression

Neben den in der Literatur und auch in dieser Arbeit gezeigten Funktionen in
physiologischen Kontexten, spielt CD24 auch in pathologischen Prozessen eine
bedeutende Rolle. CD24 erhdht sowohl in vitro als auch in Tierexperimenten in vivo
die Invasivitat von Tumorzellen (Senner et al., 1999; Baumann et al., 2005; Fukushima et al.,
2007) und foérdert die Metastasierung in die Lunge (Baumann et al., 2005).

In zahlreichen Studien wurde aullerdem gezeigt, dass verschiedene humane

Tumoren CD24 stark exprimieren (Abramson et al., 1981; Michiels et al., 1988; Schuurman et

al., 1988; Droz et al., 1990; Jackson et al., 1992; Raife et al., 1994; Huang und Hsu, 1995; Fogel et
al., 1999; Kristiansen et al., 2002; Kristiansen et al., 2004a; Liu et al., 2004; Santin et al., 2004;

Kristiansen et al., 2005; Biade et al., 2006; Bircan et al., 2006), und dass die Expression im
Vergleich zu normalem Gewebe deutlich erhdht ist (Fogel et al. 1999, Santin et al., 2004;
Liu et al., 2004; Bircan et al., 2006; Biade et al., 2006). Die CD24-Expression korreliert dabei
mit der Tumorprogression (Fogel et al., 1999; Jacob et al., 2004; Kristiansen et al., 2004b;
Winkler et al., 2007) und gilt als Marker fur eine unglnstige Patientenprognose
(Kristiansen et al., 2002; Kristiansen et al., 2003a; Kristansen et al., 2003b; Kristiansen et al., 2004a;
Kristiansen et al., 2005; Weichert et al., 2005; Smith et al., 2006b; Surowiak et al., 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CD24-Expression im Tumorgewebe
verschiedener Mausmodelle nachgewiesen. Im TRAMP-Prostatakarzinommodell
wurde die Uberlebensrate durch den vollstandigen Verlust der CD24-Expression
deutlich erhoht (Abbildung 23).

Um die mogliche Korrelation der CD24-Expression in den Tumormodellen zu
untersuchen, wurde eine immunhistologische Untersuchung von Gewebeschnitten
mit unterschiedlichen Tumorprogressionsstadien durchgefuhrt. Interessanterweise
zeigte sich die CD24-Expression sowohl in ihrer Verteilung als auch Intensitat in allen

Tumormodellen als heterogen.
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Beobachtungen im TRAMP-Modell

Im TRAMP-Modell wurde nur in einem Teil der intraepithelialen Neoplasien ein klarer
Anstieg der CD24-Expression im Vergleich zu normalem Prostataepithel beobachtet,
in anderen, histologisch ahnlich erscheinenden Neoplasien allerdings nicht
(Abbildung 22 A - D). Ein ahnliches Bild ergab sich auch in fortgeschrittenen TRAMP-
Prostatatumoren, wobei einige Karzinome keine, andere Karzinome allerdings eine
ausgepragte CD24-Expression zeigten.

Auch in humanen Prostatatumoren wurde eine solche Variabilitat der CD24-
Expression festgestellt. In der Studie von Kristiansen et al. wurde in 48% der
Tumoren eine CD24-Farbung detektiert, wobei ferner auch eine grof3e intratumorale
Heterogenitat der CD24-Expression beobachtet wurde (Kristiansen et al., 2004b).

Die Heterogenitat von Tumoren stellt ein oft beobachtetes Merkmal dar und zeigt
sich sowohl auf histologischer als auch auf molekularer Ebene. Wie konnte sich
diese Heterogenitat in den Tumormodellen erklaren lassen?

Eine mdgliche Begrindung daflr kénnte ein unterschiedlicher Progressions-bzw.
Transformationsstatus der verschiedenen epithelialen Neoplasien sein. Im TRAMP-
Modell ist zwar die Expression des transformierenden SV40 Tag Voraussetzung fur
die neoplastische Transformation und geht ihr zeitlich voraus, zur vollstandigen
Transformation sind allerdings weitere stochastische Ereignisse notwendig (Gingrich et
al., 1996). Da diese nicht in allen Zellen gleichermalien stattfinden, kann es
infolgedessen zur Entstehung histologisch ahnlich erscheinender, auf molekularer
und genetischer Ebene allerdings unterschiedlicher Neoplasien kommen.

Des weiteren wurde in TRAMP-Mausen gezeigt, dass veranderte, abnormale
Mitosen zur ungleichen Verteilung von Chromosomen und damit zur genomischen
Instabilitat fuhren. Als Folge davon kann es allgemein zu einem veranderten
Zellzyklus, zum zellspezifischen Verlust von Tumorsupressoren bzw. zur Anhaufung
tumorférdernder Gene/Faktoren und damit insgesamt zu einer veranderten
Genexpression kommen (Schatten et al., 2000). Die genomische Instabilitat tragt
entscheidend zur Heterogenitat der Tumorentwicklung und Progression bei (Albertson
et al., 2003) und konnte fur die in diesem Tumormodell beobachtete Heterogenitat der

CD24-Expression verantwortlich sein.
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Beobachtungen im MMTV-PyVMT-Modell

Die Heterogenitat zeigte sich in dieser Arbeit auch bei Tumormodellen mit
Entwicklung multifokaler Tumoren, wie z.B. im MMTV-PyVMT-Modell. In
Brusttumormodellen sind normalerweise alle zehn Brustdrisen einer Maus der
transformierenden Aktivitat des Transgens ausgesetzt, so dass es haufig zur
Entstehung mehrerer, sowohl in einer Brustdrise als auch in unterschiedlichen
Brustdrisen lokalisierter Tumoren kommt. Die Entwicklung der Tumoren beginnt
dabei zu unterschiedlichen Zeitpunkten, wodurch sich ein variierendes
Progressionsspektrum ergibt. Es wurde gezeigt, dass das PyVMT-Modell sowohl auf
morphologischer/histologischer Basis als auch in Bezug auf die Expression
brustkrebsassoziierter Marker die Progression humaner Brusttumoren in vielen
Aspekten rekapituliert (Lin et al., 2003). Vergleichende Genexpressionsanalysen geben
jedoch Anlass zur Spekulation, dass die molekulare Basis der Progression abhangig
von der Lokalisation der Tumoren ist. PyVMT-Tumoren, die in verschiedenen
Brustdrisen einer Maus entstanden sind, zeigen zwar einen morphologisch bzw.
histopathologisch  ahnlichen Progressionsstatus, weisen allerdings deutlich

unterschiedliche Expressionsprofile auf (varticovski et al., 2007).

In menschlichen Brusttumoren wurde auf immunhistologischer Basis gezeigt, dass
die CD24-Expression mit der Tumorprogression korreliert. Die Progression war dabei
auch mit einer veranderten Lokalisation der CD24-Expression verbunden, die in
gutartigem Drusenepithel apikal, in agressiveren Brusttumorstadien zunehmend
zytoplasmatisch war (Fogel et al., 1999; Kristiansen et al., 2003a; Bircan et al., 2006). Obwohl
die genaue Bedeutung dieser veranderten Immunreaktivitat noch unklar ist, schlagen
diese Studien einen Zusammenhang mit der malignen Transformation des
Brustepithels vor. Eine solche Art der Farbung wurde im Rahmen dieser Arbeit
allerdings nicht festgestellt und spiegelt daher dieses Expressionsmuster nicht
wieder. Hierzu ist zu sagen, dass das Ergebnis einer immunhistologischen Farbung
stark vom verwendeten Antikdrper abhangt und durch Erkennung verschiedener
Epitope eventuell unterschiedliche Farbemuster entstehen kénnen. Die mogliche
Varianz der Resultate zeigt sich in menschlichem, normalen Brustepithel, in welchem
eine zum Teil schwache CD24-Expression nachgewiesen wurde (Fogel et al., 1999;
Kristiansen et al., 2003a; Bircan et al., 2006) bzw. nicht detektiert werden konnte (Lim und Oh,

2005). Da CD24 in Abhangigkeit vom Zellkontext aulerst variabel glykosiliert ist,
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bleibt zur Zeit fraglich, ob die unterschiedlichen CD24-Antikoérper dieser Tatsache
Rechnung tragen und alle Glykoformen gleichermalien erkennen. So ist zwar die
Reaktivitat der Antikorper meist gegen den Proteinteil von CD24 gerichtet, dessen
Zuganglichkeit konnte jedoch durch einen schwankenden Grad und verschiedene
Arten an Glykosilierung sowie der daraus resultierenden sterischen Behinderung

beeinflusst sein.

Allgemeine Betrachtungen zur Tumorheterogenitat

Von zentraler Bedeutung fur das Verstandnis der Entstehung und der Heterogenitat
von Tumoren ist die Frage nach ihrem zellularen Ursprung. So enthalt beispielsweise
die Prostata verschiedene Zellgruppen mit unterschiedlichem Differenzierungsstatus,
die das potentielle Ziel einer Transformation sein konnen. Die Mehrheit aller
Prostatatumoren (und auch Brusttumoren (Gudjonson et al., 2005)) exprimiert luminale
Markerproteine, was als Hinweis auf die urspringliche Transformation einer
differenzierten luminalen Epithelzelle betrachtet wird. Einige Tumore zeigen
allerdings eine gleichzeitige Expression luminaler und basaler Markerproteine. Dies
gibt Anlass zu der Vermutung, dass auch undifferenziertere Vorlauferzellen der
Prostata (transit-amplifiers) Ausgangspunkt der Tumorentstehung sein kdnnten
(Lawson und Witte, 2007). Werden z.B. Sca-1 positive Vorlauferzellen mit basalen als
auch luminalen Charakteristika aus der Prostata isoliert, zeigen diese nach
Uberexpression von Akt (Proteinkinase B, PKB) ein erhohtes tumorigenes Potenzial
im Vergleich zu Sca-1 negativen Zellen (Xin et al., 2005).

Auf Grund ihrer funktionellen und molekularen Ahnlichkeit mit kirzlich in
Prostatatumoren entdeckten Krebsstammzellen werden jedoch auch normale
Prostatastammzellen als Ursprung in Betracht gezogen. Prostatastammzellen als
auch Krebsstammzellen zeigen eine hohe Differenzierungskapazitat, d.h. sie sind in
der Lage, die verschiedenen Zelltypen ihres Ursprungsgewebes hervorzubringen. In
Versuchstiere transplantierte humane Prostatakrebsstammzellen bilden Tumoren,
die die Histopathologie bzw. Heterogenitat des Originaltumors, dem sie entstammen
wiederspiegeln (Lawson und Witte, 2007). Die allgemein in und zwischen verschiedenen
Tumoren beobachtete histologische und molekulare Heterogenitat lasst zudem
vermuten, dass daruber hinaus unterschiedliche Krebsstammzellpopulationen

existieren konnten. Dabei konnte die Art und der Differenzierungsgrad der
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ursprunglich transformierten Zelle entscheiden, welche Krebsstammzellpopulation

und damit auch welches Tumorspektrum hervorgebracht wird (Signoretti und Loda, 2007).

Diese Uberlegungen gelten nicht nur fiir Prostatatumoren, sondern koénnen auf
Grund ahnlicher Beobachtungen auch auf Brusttumoren Ubertragen werden.
Brusttumoren werden auf der Basis genetischer Expressionsprofile und
Proteinexpressionsanalysen in zwei Hauptgruppen eingeteilt: Tumoren mit
Expression basaler Markerproteine und Abwesenheit von Hormonrezeptoren
(Basale, hormonrezeptor-negative Gruppe) und Tumoren mit Expression luminaler
Markerproteine und Anwesenheit  von Hormonrezeptoren (Luminale,
hormonrezeptor-positive Gruppe), wobei jede der Gruppen nochmals weitere
Untergruppen enthalt (Anderson und Matsuno, 2006). Diese Komplexitat und Diversitat
kann weder mit der Annahme, dass alle Brusttumortypen aus der Transformation ein
und derselben Ursprungszelle entstehen, noch durch das Modell einer linearen,
durch sukzessiven Erwerb genetischer bzw. chromosomaler Aberrationen
charakterisierten Progression erklart werden.

Zudem existieren Hinweise, dass bestimmte Populationen in der Brust anfalliger
gegenuber Transformations-assoziierter Ereignisse sind als andere. So lassen sich
beispielsweise humane Brustvorlauferzellen leichter durch Telomeraseaktivierung
immortalisieren als differenziertere Brustepithelzellen, was sie als praferenzielles Ziel
der Karzinogenese erscheinen lasst (Fridriksdottir et al., 2005). Transgene Mause, die
Bestandteile des Wnt-Signalweges uUberexprimieren, entwickeln Tumoren, in denen
vermehrt typische Marker fur Brustepithelvorlauferzellen exprimiert werden, wie z.B.
Sca-1 und Keratin 6. Neben der Anreicherung von Tumorzellen mit
vorlauferahnlichen Charakteristika zeigen diese Tumoren eine Expression von
sowohl luminalen als auch myoepithelialen Markerproteinen, was als Hinweis auf die
Transformation einer gemeinsamen, differenzierungsfahigen Vorlauferzelle
betrachtet wird. Werden in den transgenen Mausen allerdings bekannte Onkogene
wie Neu oder H-Ras uberexprimiert, kommt es nicht zur Anreicherung von
vorlauferahnlichen Tumorzellen und die Tumoren sind hauptsachlich vom luminalen
Typ (Li, Y et al., 2003). Dies lasst vermuten, dass die transformierende Aktivitat eines
Onkogens vom Differenzierungsstatus der Zelle abhangt bzw. dass der
Differenzierungsstatus Uber die Anfalligkeit gegenuber transformierenden

Onkogenen entscheidet (Li und Rosen, 2005).
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CD24 ist im TRAMP-Modell an der Tumorprogression beteiligt

Die CD24-Expression in menschlichen Prostatatumoren gilt als prognostischer
Indikator fir die Patientenprognose bzw. die Uberlebensrate (Kristiansen et al., 2004b;
Kristiansen et al., 2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass CD24 eine
funktionelle und damit aktive Rolle im Progressionsprozess von Prostatatumoren
ausubt. So hat sich im TRAMP-Modell durch den Verlust der CD24-Expression die
Uberlebensrate der Tiere erhoht.

Wie die immunhistologische Analyse gezeigt hat, ist die Expression von CD24 im
TRAMP-Modell heterogen, mit zum Teil starker bis nicht vorhandener Expression
von CD24. Da diese Information bei Abschluss der Uberlebensstudie allerdings noch
nicht vorlag, wurde das Tumorgewebe der Tiere nach der Autopsie nicht auf ihr
CD24-Expressionsmuster untersucht. Somit ist nicht bekannt, wie viele Tiere in der
heterozygoten Gruppe (T/+, CD24 +/-) eventuell keine CD24-Expression im
Tumorgewebe aufwiesen und somit auch in die Gruppe der CD24-defizienten
TRAMP-Tiere aufgenommen werden koénnten. Es ist jedoch davon auszugehen,
dass sich bei entsprechender Analyse und Einteilung der Tiere der beobachtete
Effekt auf die Uberlebenskurve noch stéarker auswirkt und zu einer noch deutlicheren

Trennung der beiden Gruppen fuhrt.

Beobachtungen im APC"**"?"-Modell

Im APC""®"?T_Modell entsteht durch die spezifische Mutation im APC-Gen eine
verkurzte Variante des APC-Proteins, das somit seine Funktion als R-Catenin
regulierender Tumorsupressor nur noch eingeschrankt austuben kann (Gaspar und
Fodde, 2004). APC-Mutationen spielen hauptsachlich in Darmtumoren eine grofl3e
Rolle, sind allerdings auch in Tumoren der Brust vorhanden. So werden in
Brustfibromatosen, seltenen gutartigeren L&sionen, oftmals zu verkirzten APC-
Proteinen fuhrende Mutationen beobachtet (Howe und Brown, 2004). APC-Mutationen
finden sich jedoch auch in primaren malignen Brustkarzinomen, wobei sich hier das
Mutationsmuster von dem in Darmtumoren vorherrschenden deutlich unterscheidet
(Furuuchi et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Expression von CD24 in
Tumoren des APC*'*"2"_Modells nachgewiesen. Das histologische Erscheinungsbild

bzw. die in den Schnitten am haufigsten angetroffenen Gewebestrukturen der
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Tumoren (Abbildung 24 und 25, f) lassen vermuten, dass es sich um mit
Plattenepithelkarzinomen (squamous cell carcinoma) vergleichbare Wucherungen
mit typischen Keratinablagerungen (keratin pearls) handelt.

Eine weitere Mdoglichkeit, die ebenfalls eine squamdse, d.h. ,schuppenartige”
Differenzierung der Epithelzellen mit zirkular angeordneten Keratinablagerungen
aufweisen, sind sogenannte Acanthome. Das Auftreten von Acanthomen bzw.
Adenoacanthomen ist bereits in mehreren APC-Mausmodellen wie beispielsweise
der APCM"-Maus (Moser et al., 1993) und Mausen mit konditionellem APC knock-out
(Gallagher et al., 2002) beschrieben worden. Um eine genaue histologische
Klassifizierung der APC*'*"?"-Tumoren zu erstellen, werden die Schnitte zur Zeit von
einem geschulten Pathologen begutachtet.

Primare Plattenepithelkarzinome der Brust sind dulerst seltene, invasive Tumoren
wobei die mdgliche Rolle von CD24 als auch die des Tumorsupressors APC in
diesem Kontext in der Literatur bislang noch nicht untersucht ist. Das APC*1%72T.
Modell bietet daher die Moglichkeit, neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet zu
erlangen. Daruber hinaus kann die mogliche Rolle von CD24 im Kontext des im
APC*"572T_Modell deregulierten Wnt/B-Catenin-Signalweges untersucht werden. Da
die Wnt/l3-Catenin-Achse sowohl fir die Regulation von normalen Stammzellen, und
damit auch fur die Regulation der stammzellahnlichen Krebsstammzellen von
Bedeutung ist, eroffnet sich hier die Madglichkeit die bislang noch funktionell

unerforschte Rolle von CD24 in Krebsstammzellen zu adressieren.
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Abschlie3ende Betrachtung, Perspektiven

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern erstmalig Erkenntnisse Uber die mogliche Rolle
von CD24 in der Brustphysiologie und tragen damit zu einem verbesserten
Verstandnis der allgemeinen Brustbiologie bei. In weiteren Untersuchungen ware von
besonderem Interesse aufzuklaren, Uber welche Mechanismen und Signalwege
CD24 seine Funktion als negativer Regulator der Epithelverzweigung ausubt.
Daruber hinaus stellt sich insbesondere auch die Frage nach einer potenziellen
glykosilierungsabhangigen Funktion von CD24 im Brustgewebe. In diesem Kontext
ware es daruber hinaus von besonderer Bedeutung, zu untersuchen, ob das
Glykosilierungsmuster, und damit eventuell auch die Funktion von CD24 sich
wahrend pathologischer Vorgange wie der Tumorigenese und der Metastasierung
verandert. Dieser Aspekt konnte beispielsweise mit Hilfe der in dieser Arbeit

verwendeten Tumormodelle studiert werden.
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