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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Beim Menschen sind Implantation und Plazentation invasive Vorgange

1.1.1 Die menschliche Blastozyste implantiert unter Arrosion des uterinen
Epithels im Stroma des Uterus

Nach der Konzeption entwickelt sich bei Saugetieren Uber die friihen Stadien der

Embryogenese die sogenannte Blastozyste. Diese blaschenférmige Struktur ist auf ihrer

Aulenseite durch ein einfaches epitheliales Gewebe - den Trophoblasten - begrenzt und

enthalt neben der inneren Blastozystenhdhle eine Ansammlung von Zellen, die als innere

Zellmasse bezeichnet wird. Die innere Zellmasse wird im Laufe der spateren Entwicklung

zum Embryo, bzw. Fo6tus und wird deshalb auch als Embryoblast bezeichnet. Der

Trophoblast sind diejenigen Zellen, die den Kontakt zur Uterusschleimhaut der Mutter

herstellen, die Implantation in dieses mutterliche Gewebe bewerkstelligen und auch im Laufe

der spateren Plazentation das Grenzgewebe zwischen Mutter und Kind darstellen. Die

Implantation selbst verlauft bei verschiedenen Saugetieren nicht einheitlich, obwohl es sich

um einen ontogenetisch frihen Vorgang handelt, der eigentlich einen héheren Grad an

Konservierung erwarten lieBe (Ubersicht bei Benirschke and Kaufmann, 2000;Leiser and

Kaufmann, 1994). Zwei Grundtypen der Implantation lassen sich beobachten:

a) Superfizielle oder appositionelle Implantation: Bei dieser Form der Implantation bleiben
die Trophoblastzellen im geschlossenen Epithelverband und legen sich so auf das
Uterusepithel auf, dal® die apikalen Pole der Trophoblastzellen und der
Uterusepithelzellen einander direkt berihren. Dieser direkte, appositionelle
Epithelkontakt zeigt keinerlei echte invasive Eigenschaften des Trophoblasten. In solchen
Spezies (Schaf, Rind, Schwein) gibt es zwar dann ggf. raumlich komplizierte
Auffaltungen und Differenzierungen der Kontaktflachen, aber keines der beiden
Epithelien verliert seine Integritat oder verandert seine Beschaffenheit wesentlich. Die
aus einer solche Form der Implantation folgende Plazentationsform wird auch als
epitheliochoriale Plazenta bezeichnet.

b) Bei der interstiticllen Implantation, dem Typus der Implantation der u.a. auch beim
Menschen zu finden ist, wird im Rahmen der Implantation das Uterusepithel arrodiert.
Der Trophoblast verankert sich unter Zerstérung der Basalmembran des Uterusepithels
im darunterliegenden Bindegewebe. Der Prozess der Arrosion und Invasion kann dabei
so weit fortschreiten, dald selbst die Basalmembran lokaler GefalRe erdffnet wird und
Trophoblast in direkten Kontakt zum strémenden maternalen Blut kommt. Eine solche
Situation — wie sie auch beim Menschen gegeben ist — wird auch als ,hdmochoriale

Plazentation“ bezeichnet. Je nach Grad der Aggressivitat, mit dem der Trophoblast die
1
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Blastozyste in der Uteruswand verankert hat, kann auch eine endotheliochoriale
Plazentation ablaufen, bei der das Endothel mautterlicher Gefalle durch den
Trophoblasten nicht eroffnet wird, der Trophoblast aber praktisch ohne
zwischengeschaltetes Bindegewebe direkt basal des maternalen Geféal3endothels zu
liegen kommt.
Die invasive Verankerung der Blastozyste im uterinen Stroma ist ein ungewdhnlicher
Vorgang, der eine Reihe bisher ungeklarter Fragen aufwirft. So ist es ein unter
physiologischen Bedingungen relativ seltener Vorgang, dal ein intaktes Epithel wie der
Trophoblast seine Kontinuitat aufgibt und einzelne Zellen in apikaler Richtung weg von der
Basalmembran in fremde Gewebe einwandern. Obwohl gewisse Analogien bei der
Wanderung z.B. der Neuralleistenderivate wahrend der Embryogenese zu beobachten sind,
kommt in der Schwangerschaft ein weiterer wichtiger Aspekt hinzu: Die invadierenden
Trophoblastzellen dringen in einen fremden, allohaploiden Organismus vor. Dies wirft
immunologische Fragen auf, deren Ldsung bisher nicht gelungen ist (Ubersicht bei
Weetman, 1999).

1.1.2 Die invasive Zellpopulation ist eine Subpopulation des Trophoblasten

In Folge der interstitiellen Implantation beim Menschen differenzieren sich zwei zellbiologisch
sehr unterschiedliche Strukturen an der Grenze zwischen Mutter und Kind. Auf der einen
Seite entwickelt sich im direkten Blutkontakt eine epitheliale Trophoblastlage, die aus einem
riesigen, einschichtigen Synzytium besteht, das durch proliferierende und fortlaufend in das
Synzytium fusionierende Stammzellen unterhalten wird. Dieser Synzytiotrophoblast stellt die
epitheliale Barriere zwischen Mutter und Kind dar und bernimmt mit dem Transport von
Nahr- und Abfallstoffen zwischen Mutter und Kind die entscheidende Funktion der Plazenta
(Huppertz et al., 2001, Ubersicht bei Benirschke and Kaufmann, 2000).

Auf der anderen Seite kommt es an den Stellen, an denen Trophoblastzellen in direktem
Kontakt zu uterinem Bindegewebe stehen, nicht zur Bildung eines geschlossenen
synzytialen Verbandes. An diesen Stellen proliferieren die trophoblastaren Stammzellen
ebenfalls, fusionieren aber nicht in ein Synzytium. Vielmehr formen sich dichte, mehrlagige
Polster von Trophoblastzellen, die als trophoblastare Zellsdulen bezeichnet werden. Aus den
Zellsdulen heraus dringen invadierende Trophoblastzellen wahrend der gesamten
Schwangerschaft in das uterine Bindegewebe vor und kdnnen bis zum ersten Drittel des
Myometriums, d.h. der muskuldren Wand des Uterus eindringen.

Die Zellsadulen sind dabei nicht aus einheitlichen Trophoblastzellen zusammengesetzt. In
Abhangigkeit von der Entfernung zur Basalmembran, auf der sich die proliferierenden

Stammzellen befinden, laft sich von proximal (basalmembrannah) nach distal (tief invadierte
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Einzelzelle) ein typischer, inzwischen gut charakterisierter Differenzierungsgradient (s.
Abbildung 1) beobachten:

Unmittelbar auf der Basalmembran, die das Zottenstroma von einer solchen Zellsdule trennt,
befinden sich kraftig proliferierende Trophoblastzellen, die sich in keinem bisher bekannten
Merkmal von den Trophoblastzellen des Zottenbaumes unterscheiden. Diese Zellen stellen
die Stammpopulation fur beide Differenzierungswege dar, den villdsen zum synzytialen
Zottentrophoblasten und den zum extravillésen Trophoblasten (Benirschke and Kaufmann,
2000;Frank et al, 1994;Frank et al., 1995;Kaufmann and Castellucc, 1997). Die
Tochterzellen verlieren durch den Wachstumsdruck der basalen, proliferierenden Zellen
rasch den Kontakt zur Zottenbasalmembran. lhre Proliferationsneigung nimmt mit
zunehmender Entfernung von der Basalmembran ab. Im Unterschied zum Cytotrophoblasten
des Zottenbaumes fusionieren sie aber nicht synzytial (Frank et al., 1994;Muhlhauser et al.,
1993). |hr Phanotyp andert sich wahrenddessen schrittweise vom typischen Phanotyp der
undifferenzierten proliferierenden Stammzelle zu dem des invasiven Trophoblasten. Invasive
extravillose Trophoblastzellen proliferieren grundsatzlich nicht mehr (Frank et al.,
1994;Muhlhauser et al., 1993).

Mit zunehmender Entfernung von der Basalmembran nimmt in Zellsdulen die Expression der
epitheltypischen Integrine o331 sowie o6B4 ab. Diese Integrine dominieren in den
proliferierenden Stammzellen. Dagegen nimmt in gleicher Richtung die Expression von
bindegewebstypischen Integrinen o531 sowie weiter distal auch o1B1 zu (Aplin,
1993;Damsky et al., 1992). Diese Integrine dominieren in den differenzierten
Trophoblastzellen, die in grofierer Entfernung von der Proliferationszone liegen.

Auch die Expression von c-erbB-1 Proteinprodukt (EGF-R), einem Marker flr proliferierende
Epithelzellen, nimmt vom proximalen Proliferationsort nach distal, d.h. in Invasionsrichtung,
ab. Die Expression von c-erbB-2 Proteinprodukt als Differenzierungs- und Invasionsmarker
nimmt in der gleichen Richtung mit zunehmender Invasionstiefe zu (Jokhi et al.,
1994;Muhlhauser et al., 1993). Die fir manche Tumorzellen als Malignitatsmarker genutzte
gleichzeitige Expression der Genprodukte von c-erbB-1 und c-erbB-2 wird also bei der
kontrollierten Trophoblastinvasion in normalen Schwangerschaften durch ein reziprokes
Expressionsmuster abgeldst.

Far trophoblastspezifische MHC-Molekile der Klasse | (HLA-G) ist in den proliferierenden
Stammzellen nur die mRNA vorhanden, wahrend das Protein nur in weiter distal gelegenen,
invasiven extravilldsen Trophoblastzellen exprimiert wird (Hunt et al., 1990;Hunt and Hsi,
1990;King et al., 1996). Die extravillésen Trophoblastzellen in Septen der Plazenta und in
der Basalplatte sind nur als tiefer invadierte Unterpopulationen des Zellsaulen-Trophoblasten

aufzufassen. Die hier beispielhaft an den Zellsaulen geschilderten Verhaltnisse gelten analog
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fur den extravillésen Trophoblasten der Chorionplatte, der Zellinseln und des Chorion laeve
(Frank et al., 1994;Lang et al., 1994).

= Fibronectine,
1-Epitop
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Abbildung 1: Synopsis zur Differenzierung extravilloser Trophoblastzellen. Die
Abbildung zeigt eine in Segmente unterteilte trophoblastiare Zellsdule. In den
Segmenten sind die wichtigsten bisher bekannten Differenzierungsmerkmale
menschlicher extravilléser Trophoblastzellen dargestellt. Die Verteilung in der
trophoblastaren Zellsdule ist entweder durch Sterne oder durch x, bzw. e
hervorgehoben. f: Fibrin-Typ Fibrinoid, m: Matrix-Typ Fibrinoid, bm:
subtrophoblastare Basalmembran.

Die invasive Potenz der Zellsdulen nimmt im Laufe der Schwangerschaft ab, geht jedoch nie
ganz verloren. Es ist dabei bis heute nicht klar, ob diese Reduktion der Invasionsaktivitat
primar allein auf die zurlickgehende Proliferation der trophoblastéaren Stammzellen
zurtckzufihren ist, oder ob die invasiven Eigenschaft der Tochterzellen auf zellularer Basis
abnehmen.

Insgesamt bleibt es bei dem biologisch interessanten Phanomen, dall die sogenannten
extravillésen Trophoblastzellen des Menschen die einzige physiologisch invasive
Epithelzellpopulation des Menschen ist. AuBerdem kdnnen diese Zellen offensichtlich —
zumindest im uterinen Milieu — der Immuniberwachung der Mutter entgehen. Jedenfalls

kommt es nicht zu klinisch relevanten klassischen AbstoRungsreaktionen im Plazentabett.



Einleitung

Diese beiden Eigenschaften — Invasivitdt und immunologische Akzeptanz — haben die
Trophoblastzellen mit einer groRen Gruppe hochpathogener Epithelzellen — Karzinomzellen

— gemeinsam.

1.1.3 Die Invasion maligner epithelialer Tumorzellen weist eine Reihe
Parallelen zur Trophoblastinvasion auf

Im folgenden soll in einer kurzen Ubersicht auf die wichtigsten Charakteristika der Invasion
maligne entarteter Epithelzellen und auf die Gemeinsamkeiten zwischen maligner Invasion
und der physiologischen Invasion der Trophoblastzellen eingegangen werden.

Der Ubergang von einem Carcinoma in situ zu einem invasiven Karzinom ist dadurch
gekennzeichnet, dal3 die Tumorzellen ihre epitheliale Basalmembran durchdringen und in
das darunter liegende interstitielle Bindegewebe einwandern. Die Invasion ist ein aktiver,
dynamischer Vorgang, der die Synthese und Degradation von Proteinen benétigt. So mul} in
einem kritischen ersten Schritt das Kollagen IV der Basalmembran degradiert werden, was
die Synthese, Sekretion und Aktivierung der entsprechenden Enzyme voraussetzt. Die
gerichtete Vorwartsbewegung in das Bindegewebe wird durch Wiederholen der Sequenz —
lokale Proteolyse der extrazellularen Matrix — koordiniertes und temporares Abldsen von der
umgebenden Matrix — temporares Haften an der tiefer im Gewebe liegenden Matrix —
erreicht. An dem Vorgang sind eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Komponenten der
extrazellularen Matrix und vom Tumor sezernierte Faktoren beteiligt. Autokrin wirkende
Wachstums — und mobilitatsstimulierende Faktoren sind dabei besonders wichtig (Liotta and
Kohn, 2000).

Die erfolgreiche Invasion der Tumorzellen ist die Voraussetzung fur die im zweiten Schritt
erfolgenden Dissemination von Zellen in ihrem Wirtsorganismus. Die Dissemination fallt mit
dem Beginn der Neovaskularisation des Tumorgewebes nicht nur zeitlich zusammen,
sondern das angiogenetische Potential des Tumorgewebes bzw. das Einbrechen des
Tumors in WirtsgefalRe ist eine Voraussetzung flr die Metastasierung von Tumorzellen
(Ahmad and Hart, 1997). Mit dem so hergestellten direkten Blutkontakt hat der Tumor
erleichterten Zugang zu den wirtseigenen Transportsystemen gewonnen, die die Routen flr
die hamatogene Dissemination darstellen (Bohle and Kalthoff, 1999;Woodhouse et al.,
1997;Zetter, 1998).

Eine "erfolgreiche” Dissemination ist damit an zwei Voraussetzungen geknupft:

e Die Fahigkeit der Tumorzellen zur Lésung aus dem Tumorverband und zum invasiven
Verhalten;

¢ ihre Fahigkeit, Angiogenese in benachbarten Wirtsgeweben zu induzieren und/oder in
benachbarte Gefalle einzubrechen.

Millionen von Tumorzellen kénnen unter "gunstigen” Voraussetzungen in die Zirkulation

streuen, wobei aber nur ca. 0,01% dieser Zellen tatsachlich erfolgreich metastatische
5
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Absiedlungen begriinden; die Masse der streuenden Zellen erreicht zwar Kapillarbetten
anderer Organe, geht dort aber zugrunde (Fidler and Hart, 1982;Dreau et al., 1999;Liotta et
al., 1974).

Bei der Aktivierung eines Primartumors zu einem metastatisch streuenden Herd spielen Zell-

Matrix Interaktionen eine zentrale Rolle. Dies gilt fur die Loslésung der Zellen aus dem

Tumorverband, fur sein invasives Verhalten sowie fur die Angiogenese.

Matrixrezeptoren: Integrine avp3, o6 und 1 sind als Rezeptoren fir die Glycoproteine der

extrazellularen Matrix (ECM) in Zell-Matrix Interaktionen bei der metastatischen Aussaat

involviert (Albelda et al., 1990;Clarke et al., 1997;Giancotti and Mainiero, 1994;Hall et al.,
1996;Haywood-Reid et al., 1997;Jenq et al., 1996;Wolf et al., 1992;Potgens et al., 2001). Die

Integrin-Untereinheiten a6 und 1 werden als Marker fur metastasierende Zellen angesehen

(Chan et al., 1991;Friedrichs et al., 1995;Zhang et al., 2001). Diese Einschatzung gilt jedoch

nicht fur das Integrin a5B1, dessen Expression invers mit der metastatischen Potenz

korreliert (Giancotti and Ruoslahti, 1990;Plantefaber and Hynes, 1989). Funktionell eng mit
den Integrinen verknipft ist der 67kd Lamininrezeptor (67LR) (Castronovo et al., 1991;Rao et
al., 1989;Wewer et al., 1986), der mdglicherweise Interaktionen zwischen Laminin und

Integrin 06B4 stabilisiert (Ardini et al., 1997). In Tumorzellen steigt die Expression dieses

Rezeptors, seine Verteilung ist unorganisiert und er findet sein Zielmolekil Laminin nicht

(Wewer et al., 1986). In normalen Zellen wird 67LR basal in Kontakt zur Basalmembran

exprimiert. Die Expression des Rezeptors wurde mit der Invasivitat (Castronovo et al., 1990),

der Kklinisch schlechten Prognose (Martignone et al., 1993) sowie - bei Mamma- und

Colonkarzinom - dem metastatischen Potential der Tumorzellen korreliert (Castronovo et al.,

1992a;Cioce et al., 1991;Kaipainen et al., 1995;Mafune et al., 1990;0ssowski and Reich,

1983;Yow et al., 1988).

Glycoproteine der extrazellularen Matrix: Die ECM invasiver Epithelzellen unterscheidet

sich bei physiologischen Invasionsprozessen (Trophoblastinvasion in der Schwangerschaft)

wie auch bei der Tumorinvasion in zweierlei Hinsicht von der ECM der jeweiligen nicht-
invasiven Ausgangszellen:

e Die raumliche Anordnung der ECM weist nicht langer eine polare Organisation auf. Statt
dessen sind die betreffenden Molekiile apolar, mosaikartig um die Zellen akkumuliert
(Frank et al., 1994;Huppertz et al., 1996;Huppertz et al., 1998).

e Einige Matrix-Molekile (z.B. Fibronektine) weisen in invasiven Geweben splice- und
Glykosylierungsvarianten auf. Die funktionelle Rolle dieser Veranderungen ist unklar,
wenngleich Befunde existieren, die auf eine besondere Rolle solcher Verschiebungen im
Isoformen-Muster hinweisen. So wurden Galactosid-bindende Lektine beschrieben, die
an poly-N-acetylgalactosamin - Ketten des Laminin (HLBP14 und HLBP31) binden
(Castronovo et al., 1992b;Castronovo et al., 1992a;Moreau et al., 1994). HLBP14 zeigt

6



Einleitung

dabei antigene - und mdglicherweise strukturelle - Gemeinsamkeiten mit 67LR und die

verminderte Expression von HLBP31 korrelierte mit dem metastatischen Potential von

Colonkarzinomzellen.
Proteolyse und Anti-Proteolyse: Die extrazellulare Matrix enthalt matrix-spaltende Enzyme
bzw. deren Proformen sowie Inhibitoren dieser Enzyme, die im normalen Gewebe
homdostatisch ausbalanciert sind. In metastasierenden Tumoren berwiegen proteolytische
Faktoren die Inhibitoren. Diese Dysbalance wird allerdings nicht allein durch die Tumorzellen
verursacht; vielmehr sind daran auch Fibroblasten und eingewanderte Makrophagen beteiligt
(Ubersicht bei Price et al., 1997).
Vielfach untersucht wurde der Urokinase Plasminogen-Aktivator (uPA) als Teil des
Plasminogen-Aktivator Systems. Aktiver uPA und Plasmin tragen nicht nur selbst zur
Degradation von  Matrixmolekillen bei, sondern kénnen zusatzlich weitere
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) aktivieren bzw. die Inhibitoren der MMPs, die Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP) deaktivieren. Hohe Konzentrationen von uPA wurden
sowohl in Tumorzelllinien wie auch in Tumoren beobachtet (Billstrom et al., 1995;Heiss et al.,
1995;Kuhn et al., 1994;Castigli et al, 1994;Kingdom and Kaufmann, 1997). Beim
Mammakarzinom bedingt eine hohe Expression von uPA ein hohes Rezidivrisiko und eine
schlechte Prognose (Duffy et al., 1990). Die Produktion von uPA in ovariellen Karzinomzellen
ist bis zu 38mal hoher als in normalen Ovarialepithelzellen (Moser et al., 1994). Im
Chorioallantois-Assay wurde nachgewiesen, dafd durch Injektion eines polyklonalen Anti-uPA
wahrend der Wachstumszeit des Tumors auf der Membran sowohl die Invasion des
Primartumors wie auch die metastatische Ausbreitung in den Embryo gehemmt werden
kénnen (Ossowski and Reich, 1983).
Das uPA-System ist mit dem System der MMPs und TIMPs funktionell verzahnt. MMPs sind
eine Familie neutraler, Zn-abhangiger Metalloenzyme. Sie werden als Proenzyme sezerniert
und liegen extrazellular vor, wo sie proteolytisch aktivierbar sind. MMPs werden auch von
gesunden Zellen sezerniert und spielen nicht nur beim pathologischen Gewebeumbau eine
bedeutende Rolle (Coussens and Werb, 1996;Matrisian, 1992). Aus der groRen Gruppe
dieser Enzyme und Inhibitoren kdnnen hier nur wenige erwahnt werden. MMP-2 und MMP-9
sind Gelatinasen (Garbisa et al., 1987;Coussens and Werb, 1996;Liotta and Stetler-
Stevenson, 1990), die wegen ihrer Fahigkeit zum Abbau von Kollagen IV eine besondere
Stellung bei der Metastasierung einnehmen konnen. Die Aktivierung dieser Enzyme kann
Uber das Plasminogen Aktivator System oder aber durch membrangebundene Formen der
Metalloproteinasen (MT-MMP) erfolgen. Der letztere Weg der Aktivierung konzentriert die
katalytische Aktivitat der MMPs auf die unmittelbare Nachbarschaft der Zelle. MMP-2 wird in
vielen Tumortypen Uberexprimiert (Campo et al., 1992;D'Errico et al., 1991;Duffy et al.,
1990;Levy et al., 1991;Urbanski et al., 1992). MMP-9 wurde sowohl in Entziindungszellen in
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Tumoren wie auch in Tumorzellen von Haut- und Bronchialtumoren beschrieben (Canete-

Soler et al., 1994;Pyke et al., 1992).

Neben den klassischen MMPs wurden auch kombinierte Molekule beschrieben, die sowohl
eine Zellbindungsdoméane (Dysintegrindomane) wie auch eine Metalloproteasendoméne
aufweisen und i.d.R. membranstandig sind. Auch Mitglieder dieser Gruppe (Akronym:
ADAM; a dysintegrin and a metalloproteinase domain) von Molekilen werden in malignen
Tumoren Uberexprimiert und spielen eine Rolle bei der Adhasion von Tumorzellen (lba et al.,
1999). Ein weiteres, bei Melanomen gut charakterisiertes Protein mit “Dysintegrin”
Eigenschaften, ist das Protein MIA (Bosserhoff et al., 1999;Dreau et al., 1999).
Pathologische im Vergleich zu physiologischer Invasion: Keiner der oben erwahnten
Vorgange bzw. keine der molekularen Interaktion, zwischen Tumorzellen und ihrer
Umgebung tritt nur im Rahmen der Tumorigenese auf. Invasion ist ein physiologischer
Vorgang im Rahmen der Immunabwehr und der Entzindungsreaktion, bei der
Embryogenese, bei der Wundheilung, beim Auswachsen von Neuriten, bei der Angiogenese
sowie - in vivo nicht zuletzt, sondern eigentlich zuerst - im Rahmen von Implantation und
Plazentation:

"Embryo implantation into the wall of the uterus uses the same repertoire of adhesion and
proteolysis proteins used by invasive cancer cells. During placental development,
trophoblasts have the ability to invade the endometrial stroma and maternal blood vessels”
(Price et al., 1997).

Bei so ausgepragten molekularen Gemeinsamkeiten stellt die Fahigkeit zur Bildung eines
Tumors in einem Wirtsgewebe und die Metastasierung offensichtlich wichtige Unterschiede
zwischen normaler und maligner Invasion dar. Es stellt sich daher die grundsatzliche Frage,
welche Kombination bekannter und moglicherweise noch unbekannter molekularer Faktoren

einen Invasionsvorgang zu einem pathologischen Geschehen transformieren.

1.2 Was unterscheidet die physiologische Invasion des Trophoblasten von der
Invasion maligner Tumorzellen?

Die obigen Ausfihrungen begriinden, warum das Studium der Trophoblastinvasion ein
interessantes System zur Identifikation malignitatsspezifischer Faktoren ist. Durch
Subtraktion der bereits im Rahmen der physiologischen Invasion exprimierten Faktoren von
solchen Faktoren, die in malignen Systemen auftreten, sollten diejenigen Molekile zu
identifizieren sein, die die Malignitat eines Invasionsprozesses definieren.

Damit ist die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit umrissen. Ziel dieser Arbeit ist es, ein
System zu entwickeln, in dem solche differentiellen Fragestellungen in eng verwandten
Zelllinien in vitro bearbeitet werden kénnen. Dabei sollen auch erste Kandidatengene,

welche die maligne von der physiologischen Invasion unterscheiden, identifiziert werden.
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1.3 Die Suche nach differentiell exprimierten Merkmalen hat wichtige
Voraussetzungen

Um eine effektive und zielgerichtete Subtraktionsstrategie umzusetzen, missen die Zellen,
deren Eigenschaften subtraktiv analysiert werden, méglichst nahe verwandt sein und sich
nur in der untersuchten Eigenschaft voneinander unterscheiden. So ware es zum Beispiel
wenig sinnvoll, die Expressionsmuster invadierender Colonkarzinomzellen mit dem
Expressionsmuster invadierender Trophoblastzellen zu vergleichen. Voraussichtlich wirden
dabei entweder trophoblastspezifische oder aber Colon-spezifische
Differenzierungsmerkmale  gefunden, und die mdglicherweise recht wenigen
malignitatsspezifischen Gene leicht Ubersehen.

Daher ist es erklartes Ziel dieser Arbeit, eine Kohorte von Zelllinien zu etablieren, die sich
mdglichst nur in den potentiell relevanten Faktoren unterscheiden (s. unter 2.2).

Die unvorhersehbare Anzahl moglicher Kandidatengene legt es dariber hinaus nahe, die
differentielle Analyse in einem solchen System sowohl auf hypothesengenerierte
differentielle Ansatze als auch auf hypothesenfreie Ansatze auszurichten.

Unter hypothesengenerierten Ansatzen sind solche zu verstehen, die einen vordefinierten
Satz von Faktoren oder Genen uberprifen. Dabei handelt es sich um einen Satz von Genen,
der moglichst viele Faktoren aufweist, fir die eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dal sie
in das maligne Geschehen (oder aber in die Kontrolle der physiologischen Invasion)
verwickelt sind.

Hypothesenfreie Ansatze sind solche, die alle differentiell exprimierten Gene in einem
subtraktiven Ansatz entdecken kénnen. lhre Grenzen sind natirlicherweise durch die
Detektionsempfindlichkeit der entsprechenden Methoden gesetzt. Allein mit einem solchen
System ist es jedoch mdglich, véllig neue und ggf. Uberraschende Zusammenhange zu

entdecken.

1.3.1 Suche nach differentiell exprimierten Merkmalen auf mRNA-Ebene

Auf der mRNA-Ebene konnen sowohl hypothesengenerierte als auch hypothesenfreie
Systeme eingesetzt werden. cDNA-Arrays konnen dabei so aus einer Gruppe von Genen
zusammengestellt werden, dall eine Auswahl tumorrelevanter oder tumorassoziierter Gene
analysiert werden kann. Alle anderen Gene bleiben zunachst unbertcksichtigt.

Durch Differential Display oder subtraktive cDNA-Bibliotheken kdénnen alle differentiell
transkribierten Gene identifiziert werden.

Da auf der Proteinebene (s.u.) jedoch funktionstichtige hypothesengenerierte Verfahren
nicht zur Verfugung stehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Technik des cDNA-Arrays
genutzt, um auf der mRNA-Ebene nach bekannten Faktoren zu suchen, die Malignitat
definieren. Dabei war es von Vorteil, dal es bereits kommerziell verfiigbare cDNA-Arrays

gibt, die sich auf tumorrelevante Subsets von Genen konzentrieren. Mit einem solchen
9
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Suchsystem wurden die Zelllinien untersucht und die erhaltenen differentiellen
Expressionsmuster mit dem malignen oder nicht malignen Phanotyp der Zelllinien

verglichen.

1.3.2 Suche nach differentiell exprimierten Merkmalen auf der Proteinebene
Neben den 6 bekannten Isoformen von HLA-G (Lata et al., 1992;Moreau et al., 1994;Moreau
et al., 1995) werden auch die Gene flr Fibronektinisoformen und Laminine (Personliche
Mitteilung, Prof. John Aplin, Manchester) in verschiedenen, auch villdsen
Trophoblastdifferenzierungsstadien transkribiert, wahrend die Translation der mRNA nur in
wenigen extravilldsen Subpopulationen ablauft. Im Trophoblasten spiegelt demnach die
mRNA nicht zwangslaufig den tatsachlichen Differenzierungszustand der Zellen auf der
Proteinebene wider. Dies impliziert, dal ein Zugang zur Trophoblastdifferenzierung am
sichersten direkt Uber die Proteinebene erfolgt.

Auf der Proteinebene gab es zu Beginn der Arbeit keine hypothesengenerierten
Suchsysteme. Das einzig verfugbare Verfahren fur die differentielle Analyse war die 2-
dimensionale Gelelektrophorese (2-D PAGE). Sie ist ein klassisches hypothesenfreies
System.

Durch die Trennung der Proteine nach zwei Parametern (IEP in der ersten Dimension und
MG in der zweiten Dimension) kdnnen in einem 2-D-Gel mehrere tausend Proteine
aufgetrennt werden. Die erhaltenen Proteinmuster sind fiir z.B. eine Gewebe, eine Zelllinie
oder bestimmte Wachstumsbedingungen charakteristisch. Sie koénnen mit speziellen
Auswerteprogrammen erfal3t und voneinander subtrahiert werden. Differentiell exprimierte
Proteine kénnen dann aus den Gelen ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie und
Datenbankrecherchen identifiziert werden. Die Methode ist limitiert durch das
Auflésungsvermogen der Gele und das Sensitivitat der gewahlten Visualisierung, kann aber
auch solche Proteine identifizieren, die bisher gar nicht im Verdacht standen, mit dem

untersuchten biologischen Phanomen in Verbindung zu stehen.

1.3.3 Wie kann Zugang zu immortalisiertem Trophoblasten gewonnen
werden?

Trophoblastzellen haben nach ihrer Losung von der Basalmembran in vivo eine begrenzte
Lebensspanne und werden nach relativ kurzer Zeit apoptotisch. In vitro ist es bisher nicht
gelungen, Trophoblastzellkulturen ohne virale Transformation langer als 72h am Leben zu
halten. Durch diese Begrenzung der Lebensdauer in vitro ist normaler Trophoblast nur sehr
schwer einer eingehenden Untersuchung zuganglich.

Es ist daher eine der Aufgaben der vorliegenden Arbeit, ein Zellkultursystem zu etablieren, in
dem Zellen, die die wesentlichen Eigenschaften des Trophoblast in vitro aufweisen, der
Analyse zuganglich gemacht werden kénnen. Im Gegensatz zum normalen Trophoblasten
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sind seine malignen Analoga, die Choriokarzinomzellen, in vitro gut zu zichten und als
immortale Zelllinien verfugbar. Sie weisen immer noch viele trophoblastare Eigenschaften
auf.

Daher lag es nahe, Kreuzungen zwischen diesen beiden Zelltypen herzustellen und die
resultierenden monoklonalen Zelllinien bezlglich ihres malignen Phanotypes genau zu
analysieren. Dabei wurde in unserer Arbeitsgruppe (Frank et al., 2000;Funayama et al.,
1997;Gaus et al., 1997) im Prinzip dieselbe Technik eingesetzt, die schon von Kdhler und
Milstein zur Herstellung monoklonaler Antikérper eingesetzt wurde (Kohler and Milstein,
1975).

Normale, aber nicht mehr proliferierende Trophoblastzellen wurden mit Choriokarzinomzellen
im Rahmen einer physikochemisch durch Polyethylenglycol induzierten Fusion
verschmolzen. Aus einer solchen Fusion geht zunachst ein heterogenes Gemisch von
Fusionsprodukten hervor, aus dem dann durch Klonierung lebensfahige monoklonale
Zelllinien isoliert werden kdnnen.

Diese Zelllinien tragen Merkmale der beiden parentalen Zelltypen in unterschiedlichem
Mischungsverhaltnis, weil es nach der Fusion zu einer stochastischen Reduktion des
genetischen Materials in den Hybriden kommt. Auf diese Weise wird der trophoblastare
Phéno- und Genotyp einer differentiellen Analyse in einer Kohorte nahe verwandter,
monoklonaler Zelllinien zuganglich.

Neben diesem Zugang zu in-vitro Modellen des menschlichen Trophoblasten ist auch
verschiedentlich versucht worden, Trophoblast durch Transfektion und Transformation zu
immortalisieren (Chou, 1978;Graham et al., 1993;Khoo et al., 1998;Shih et al., 1998). Mit
Ausnahme der Zelllinie HTR8, mit der nur unter S2-Bedingungen gearbeitet werden darf und
die nicht allen Forschern zur Verfigung steht, ist es bisher nicht gelungen eine solche
transfizierte Zelllinie Uber langere Zeitraume stabil zu etablieren. Keine dieser Zelllinien

wurde bisher durch genetische Analyse genau charakterisiert.

1.3.4 Ist der Phanotyp einer bestimmten Trophoblast-derivierten Zelllinie
maligne?

Neben den oben skizzierten differentiellen Analysetechniken mufy der maligne oder nicht
maligne Phanotyp einer Zelllinie in einem geeigneten Modell charakterisiert werden. Dazu
wurde das klassische Nacktmausmodell eingesetzt, das als etabliertes Modell zum Nachweis
der Tumorigenitat akzeptiert ist (Ubersicht bei Giovanella and Fogh, 1985). Der Begriff der
Tumorigenitat ist dabei das tierexperimentelle Analogon zur klinischen Malignitat beim
Menschen. Nacktmause sind hier Mause des Genotyps (HAN:NMRI nu-/nu-). Dieser
ektodermale Gendefekt flihrt neben Veranderungen in der Haut (Fehlen der Haarfollikel) zu
der Abwesenheit funktionstiichtiger T-Lymphozyten. Der schwere immunologische Defekt
zwingt zur Tierhaltung in speziellen, keimarmen Tierstallen. Allerdings sind die Tiere auch
11
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nicht zur AbstoBung fremden Gewebes imstande. Diese speziellen Umstande erlauben den
Test von Zellpraparationen und Zelllinien in vivo. In der Regel werden die Zellen durch
Injektion subkutan oder intraperitoneal appliziert und dann abgewartet, ob sie imstande sind,
in dem Wirtsgewebe einen Tumor zu bilden. Neben der Wartezeit, die verstreicht, bis ein
Tumor makroskopisch nachweisbar ist, sind die Anzahl der nachweisbaren Tumore und auch
die Gréle der Tumoren ein wichtiges Kriterium bei der Auswertung solcher Experimente. Auf
der Basis der Ergebnisse dieser Tierversuche kann dann eine differentielle Analyse der

erhobenen mRNA-spezifischen bzw. Protein-spezifischen Musteranalysen erfolgen.

1.4 Aufgabenstellung der Arbeit

Im Rahmen des hier vorgelegten Projektes sollten aus der bereits vorliegenden polyklonalen
Hybridpopulation ACH1P Einzelzellklone isoliert werden. Mit diesen monoklonalen Zelllinien
sollte dann untersucht werden, welche Faktoren die maligne Invasion von Tumorzellen von
der physiologischen Invasion der extravilldsen Trophoblastzellen unterscheidet. Am Ende
der Arbeit sollten in diesem Zusammenhang differentiell exprimierte Gene identifiziert
worden sein, die positiv oder negativ mit Tumorigenitat korrelieren und als Kandidaten fiir
weitere Untersuchungen verwendet werden kénnen.

Zu diesem Zweck sollten einige der monoklonalen Zelllinien zuerst genotypisch
charakterisiert werden um ihre klonale Identitat zu verifizieren.

Die Tumorigenitat dieser Zelllinien sollte dann im Nacktmausexperiment bestimmt werden.
Anschliellend sollten unterschiedlich tumorigene Zelllinien in cDNA-Array und 2-D-Gelen
miteinander verglichen werden, um durch diese beiden Methoden differentiell exprimierte

Gene zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Zelllinien

Die Zelllinie JEG-3 ist eine humane, adharent wachsende Choriokarzinomzelllinie, die von
Kohler und Bridson (Kohler and Bridson, 1971) isoliert wurde. Sie verursacht in
Nacktmausen Tumoren, die histologisch einem Choriokarzinom vergleichbar sind (Grimmer
et al., 1999). Zur Erzeugung von HGPRT-negativen Mutanten wurde diese Zelllinie mit einem
chemischen Mutagen behandelt, HGPRT negative Klone isoliert und einer der Klone mit der
Bezeichnung AC1-1 im Rahmen dieser Studie verwendet (Funayama et al., 1997). Die
Zelllinie AC1-1 wurde mit extravilldésen Trophoblastzellen aus dem Chorion laeve (Gaus et
al., 1997) fusioniert (fur Details s. Frank et al., 2000) unter Adaptation des Protokolls von
(Kohler and Milstein, 1975).

2.2 Klonierung

Fir die Klonierung der polyklonalen Zelllinie ACH1P werden die Zellen diinn (ca. 2 x10*
Zellen/Schale) in zellkulturgeeigneten Petrischalen (Greiner) mit einem Durchmesser von
6cm in Selektionsmedium ausgesat. Am nachsten Tag werden die Zellen in den Schalen mit
HBSS (s. Tabelle 7) gewaschen, eine Minute mit Trypsin10x/HBSS 1:1 bei RT inkubiert, der
Uberstand dekantiert und dann noch weitere fiinf Minuten in dem verbliebenen
Flissigkeitsfilm bei 37°C inkubiert. Danach werden 100ul Kulturmedium in die Schale
gegeben. Die Zellen sind nun vom Boden der Schale abgeldst, schwimmen aber nicht frei
umher. Nun wird eine Zelle unter mikroskopischer Kontrolle mit einer von Hand am
Bunsenbrenner dinn ausgezogenen, mit HBSS geflllten Kapillare aufgenommen und in
einen mit 100pl Selektionsmedium gefiillten Napf einer 96 well Mikrotiterplatte Gberfuhrt.

Die erste mikroskopische Kontrolle der Platten erfolgt eine Woche nach Aussaat der Zellen.

2.3 Charakterisierung auf DNA-Ebene

2.3.1 Zytogenetik

Diese Experimente werden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Flzesi
(Institut fr Pathologie der RWTH; seit 1999 am Zentrum Pathologie der Georg August
Universitat Gottingen) durchgefihrt.

Die Karyogramme der monoklonalen Zelllinien AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59, AC-1M81
und AC-1M88 wurden mittels Giemsa-Farbung bestimmt. Dazu werden die Zellen durch
Behandlung mit 25ng/ml Colchizin im Kulturmedium flir zwei bis drei Stunden in der

Metaphase arretiert. Danach werden die Zellen mit HBSS gewaschen und durch Inkubation
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mit 0,5% Trypsin/EDTA-L6sung fur 5 bei 37°C vom Flaschenboden geldst. Nach Aufnahme
der Zellen in Kulturmedium und sorgfaltiger Suspension werden sie bei 200xg, 5, RT
pelletiert. Der Uberstand wird danach dekantiert, die Zellen in hypotoner KCI-Lésung
(0,075M) resuspendiert und 30‘ bei RT gequollen. AnschlieRend werden die Zellen 10° bei
200xg und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen in
Methanol/Eisessig (3:1) fixiert. Am nachsten Tag werden die fixierten Zellen auf mit Wasser
befeuchtete Objekttrager getropft und luftgetrocknet. Die Giemsa-Farbung wird nach dem
Protokoll von (Traut, 1991) durchgeflhrt.

Von jeder Zelllinie werden mehr als 20 Metaphasen nach den Standards des International
Standing Committe on Cytogenetic Nomenclature (Mitelman, 1995) ausgewertet. In den
Karyogrammen werden die Abweichungen in der Zahl der Gonosomen angegeben im Bezug
auf die Addition eines normalen mannlichen Karyotyps (xy) zu AC1-1 durch die Fusion und

dem gonosomalen Karyotyp von AC1-1 add(X)(g26),-Y.

2.3.2 DNA-Fingerabdruck

Die genomische DNA wird mit dem Blood and Cell Culture DNA Mini Kit von Qiagen aus den
Zellen isoliert. Je Saule werden ca. 2x10° Zellen eingesetzt.

Nach der Isolation wird die Konzentration der DNA photometrisch bestimmt und 20ug DNA
mit 2u/pg Hinfl Gber Nacht bei 37°C geschnitten. Die DNA wird mit 0,8M LiCl und dem
2,5fachen Volumen Ethanol gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen und in 20yl 10mM Tris/HCI
pH 8,0 eine Stunde bei 56°C resuspendiert (Sambrook et al., 1989).

Die DNA-Fragmente werden auf einem 20x20cm grofen 0,6% Agarosegel 18h bei 50V in
TAE (s. Tabelle 8) getrennt. Die DNA wird im Gel 2x30° bei RT mit Denaturierungspuffer (s.
Tabelle 8) denaturiert. Dann wird das Gel 2x30° bei RT mit Neutralisierungspuffer (s. Tabelle
8) neutralisiert und 20° in 10xSSC (s. Tabelle 8) aquilibriert. Die DNA wird dann 20 Stunden
bei 4°C in 10xSSC auf eine Nylonmembran geblottet. Die Membran wird getrocknet und die
DNA durch UV-Bestrahlung (120mJ) auf der Membran fixiert.

Der Blot wird mit der Sonde 33.15 (Jeffreys et al., 1985) nach den Angaben des Herstellers
(Cellmark Diagnostics, Abingdon, UK) inkubiert. Fur die Detektion wird Lumiphos® als
Substrat verwendet. Der Blot wird dann vier bzw. 16 Stunden auf einen Rontgenfilm bei 30°C

exponiert.

2.4 Charakterisierung des Phdnotyps im Nacktmausexperiment

Diese Experimente werden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Winterhager
(Institut fir Anatomie der Universitat Essen) durchgefihrt. Alle Tierexperimente mit Mausen
werden in den Versuchstiereinrichtungen der Essener Universitat durchgefiihrt. Die Mause

werden in Gruppen zu je finf Tieren zusammen gehalten. Einstreu und Futter werden zur
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Verringerung der Infektionsgefahr sterilisiert. Am ersten Versuchstag erhalt jedes Tier zwei
subcutane Injektionen in die Flanken. Jede Injektion enthalt 10° Zellen in einem Volumen von
200pl. Jedem Tier wird in die linke Flanke die Zelllinie AC1-1 injiziert. In die rechte Flanke
erhalten jeweils funf Tiere eine Injektion mit den Zelllinien JEG-3, AC-1M32, AC-1M46, AC-
1M59, AC-1M81 und AC-1M88.

Die zur Injektion vorgesehenen Zellen werden am Tag des Tierversuches trypsinisiert (s.
auch 2.3.1). Nach der Behandlung mit Trypsin werden die Zellen mit Kulturmedium aus der
Flasche gespiilt und bei 200xg, 5° pelletiert. Die Zellen werden auf 1x10° Zellen/200ul in
HBSS resuspendiert.

Alle drei bis vier Tage wird dann Uberprift, ob sich ein Tumor gebildet hat. Dabei wird auch
die GroRe der Tumoren protokolliert. Hat der Tumor einen Durchmesser von mehreren
Zentimetern erreicht, werden die Tiere nach Etherbetdubung durch Genickbruch getotet, der
Tumor entnommen, in 4% neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert, in der aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert und in Paraffin eingebettet. Alle Tiere werden spatestens drei Monate

nach Versuchsbeginn getotet.
2.5 Charakterisierung auf mRNA-Ebene unter Einsatz von cDNA-Arrays

2.5.1 Anzucht der Zellen

1x10° Zellen werden in eine groRRe (75 cm?) Zellkulturflasche ausgesat, nach 24 Stunden
gewaschen, mit frischem Medium versorgt und dann 48 Stunden im geschlossenen
Inkubator bei 37°C, 5% CO, und 5% O, inkubiert.

Danach werden die Zellen in der Flasche zweimal mit 10ml eiskaltem PBS gewaschen, mit
einem Zellschaber vom Boden der Flasche abgeldst und zentrifugiert bei 450xg, 5°, 4°C. Die
Zellen werden in 2ml eiskaltem PBS resuspendiert, in ein 2ml Reaktionsgefall tberfuhrt und
bei 3000 rpm, 3‘ pelletiert. Der Uberstand wird vollstéandig entfernt und entweder sofort die
RNA aus den Zellen isoliert oder die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —
70°C gelagert.

2.5.2 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgt nach dem Protokoll von (Chomczynski and Sacchi, 1987). Je
Zelllinie werden 1x10’ Zellen eingesetzt.

Die Konzentration der RNA wird photometrisch bestimmt und die Qualitadt der RNA auf einem
1% denaturierendem Agarosegel Uberprift (Sambrook et al., 1989).

Die RNA wird dann mit RNAse freier DNAse behandelt, das Protein durch
Phenol/Chloroform Extraktion entfernt, die RNA gefallt und in dest. Wasser auf ca. 1ug/pl
resusupendiert (s. Clontech User Manual PT3231-1). Danach wird noch einmal die RNA-

Konzentration bestimmt und die Qualitat der RNA Uberpruft.
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Anschliefend wird die mRNA mit dem Oligotex mRNA Mini Kit von Qiagen aus der Gesamt-
RNA extrahiert.

2.5.3 Herstellung der DNA-Sonden

Die RNA wird mit sequenzspezifischen Primern in der Gegenwart von [o0-*?P]dATP revers
transkribiert. Zur Entfernung der Uberschissigen radioaktiven Nukleotide werden die Proben
durch Gelfiltration gereinigt. Die Aktivitat der gesammelten Fraktionen wird anschlielend im
Scintillationszahler nach der Methode von Cerenkov im Tritiumkanal gemessen (s. Clontech
User Manual PT3140-1).

2.5.4 Hybridisierung

Die Hybridisierung der Membranen mit den radioaktiv markierten Proben wird nach der
Vorschrift des Herstellers durchgefihrt (s. Clontech User Manual PT3140-1).

Die Exposition der Membranen auf Rontgenfilme erfolgt bei —70°C flir 4h, 16h, 24h, 48h, und
72h.

2.5.5 Auswertung der Arrays

Die entwickelten Filme werden mit einem Durchlichtscanner gescannt und die Spotdetektion
erfolgt mit Melanie3 2-D-Auswertesoftware (Genebio, Genf, Schweiz). Die so erhaltenen
densitometrischen Rohdaten werden in ein Excel-Datenblatt importiert, wo die Auswertung

und Filterung durchgefihrt wird.

2.5.6 Uberpriifung der Expression der identifizierten Gene

Im Zusammenhang mit der Expression von CD40R wird die Expression des CD40L in den
Tumoren aus den Nacktmausen untersucht. Dazu werden 5um dicke Paraffinschnitte 2x10*
in Xylol und 2x5° in Ethanol entparaffiniert. Die endogenen Phosphatasen werden dann
durch die Behandlung des Schnittes mit 3% H,O, in Methanol fir 15° inhibiert. Der Schnitt
wird anschlieRend 2x5° in Trispuffer gewaschen und fur 15° mit Kaninchenserum 1:20 in Tris-
BSA blockiert. Dann erfolgt fiir 60° die Inkubation mit dem anti-CD40L-Antikdrper 1:250 in
Tris-BSA. Danach wird der Schnitt 2x5° in Trispuffer gewaschen und dann mit dem
sekundaren, biotinylierten Kaninchen-anti-Maus-Antikérper 1:400 in Tris-BSA 30° inkubiert.
Nach dieser Inkubation wird der Schnitt wieder 2x5° gewaschen, dann 10° mit HRP-
konjugiertem Streptavidin 1:400 in Trispuffer inkubiert, erneut 2x5° mit Trispuffer gewaschen
und bis zur Farbentwicklung (5°-10°) mit AEC inkubiert. Um die Farbreaktion zu stoppen wird

der Schnitt gewassert und mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.
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2.6 Charakterisierung auf Protein-Ebene mittels 2-D PAGE

2.6.1 Probenvorbereitung

Die Zelllysate der Choriokarzinomzelllinien JEG-3 und AC1-1 sowie die Hybride AC-1M32,
AC-1M46, AC-1M59, AC-1M81, AC-1M88 werden verwendet.

Die Zellen je einer konfluenten groRen Flasche (75cm?) werden mit einem Zellschaber
abgel6st und bei 450xg, 5°, 4°C pelletiert. Danach werden die Zellen zweimal mit je 10ml
PBS (s. Tabelle 8) gewaschen. Die Zellen werden in 1,5ml PBS aufgenommen, in ein 1,5ml
Reaktionsgefal® tberflihrt und bei 3000 rpm, 5, RT pelletiert. Nach der Zugabe von 200pl
Lyse-Puffer (s. Tabelle 8) werden die Zellen mit einem Pellet-Mischer fir 1° bei voller
Geschwindigkeit homogenisiert. AnschlieRend werden Zelltrimmer bei 17500xg, 45, 4°C
pelletiert. Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt und dieses auf Eis

gestellt.

2.6.2 Proteingehaltsbestimmung

In Vorversuchen hatte sich ergeben, dal® die Standardassays der Proteinkonzentration
(Lowry, Bradford) in Lyse-Puffer nicht durchgeflihrt werden kénnen, da der im Lysepuffer
enthaltene Harnstoff und das Detergenz die jeweiligen Farbereaktionen stéren. Daher erfolgt
die Proteinbestimmung nephelometrisch. Die Eichgerade wird mit BSA aufgestellt, d.h. die
gemessenen Werte entsprechen Protein in BSA-Aquivalenten.

Die Proben werden fir die Proteinbestimmung 1:5 mit Lyse-Puffer verdiinnt und dann je 2pl

in eine dreifache Bestimmung eingesetzt.

Ansatz fir Proteinbestimmung :  190pul dest. Wasser
8ul Lyse-Puffer
2ul Probe 1:5 verdinnt
vortexen, kurz zentrifugieren, 200ul

Trichloressigsaure 20% hinzufligen, vortexen.

Die Proben werden eine Stunde auf Eis inkubiert, in Halbmikroklvetten tberfliihrt und in
einem Behring Laser-Nephelometer gemessen.
Nach der Proteinbestimmung werden die Proben in Portionen zu 150ug Protein bei —70°C

eingefroren.

2.6.3 Rehydratisierung der ImmobilineDryStrips
Jeder Gelstreifen wird in insgesamt 360ul Lésung im Reswelling Tray (Amersham

Biosciences) rehydratisiert.

17



Material und Methoden

Die Losung setzt sich aus der Probe in Lyse-Puffer, dem Marker und der
Rehydratisierungslésung (s. Tabelle 8) zusammen. Als Marker fir die erste Dimension
werden 15l der Carbanhydrase aus dem Carbamylyte Calibration Kit (Amersham
Biosciences) verwendet. Die Rehydratisierung erfolgt in der Regel Uber Nacht, mindestens
aber zehn Stunden bei 4°C.

2.6.4 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung wird in dem IPG Strip Kit der Multiphor lI-Elektrophorese-
Kammer (Amersham Biosciences) durchgefihrt.

Fir die Zelllysate haben sich die ImmobilineDryStrips® der Lange 18cm und dem linearen
pH-Bereich von 3-10 bzw. 4-7 (flr Proteine mit saurem |IEP) als geeignet erwiesen.

Wahrend des Laufes werden die Gelstreifen mit DryStripCoverFluid® bedeckt.

Die Fokussierung im basischen Bereich wird durch fehlendes Reduktionsmittel
beeintrachtigt. Da DTT wahrend der Elektrophorese zur Anode wandert, wird vor der
Kathode ein DTT-Depot angelegt. Dazu wird ein IEF-Filterpapierstreifen auf 11cm gekirzt
und mit 500ul DTT-Ldsung (Tabelle 8) getrankt. Uberschiissige Flussigkeit wird entfernt.

Die Fokussierungsbedingungen werden durch das Netzgerat EPS 3500 XL von Amersham
Biosciences kontrolliert. Das Netzgerat wird auf automatische Durchfiihrung der folgenden

Fokussierungsphasen im Gradientenmodus eingestellt:

Tabelle 1: Programm des Netzgerates fiir die Focussierung von analytischen Gelen im
pH-Gradient 3-10

Spannung max. Stromstarke max. Leistung Dauer
Phase1: 150V 1mA 5W 1Vh
Phase2: 150V 1TmA 5w 150Vh
Phase3: 300V 1mA 5W 1Vh
Phase4: 300V 1mA 5W 300Vh
Phase5. 3500V 1mA 5W 10000Vh
Phase6: 3500V 1TmA 5W 10000Vh

Tabelle 2: Programm des Netzgerates fur die Focussierung von analytischen Gelen im
pH-Gradient 4-7

Spannung max. Stromstarke max. Leistung Dauer
Phase1: 150V 1mA 5W 1Vh
Phase2: 150V 1mA 5W 150h
Phase3: 300V 1mA 5W 1Vh
Phase4: 300V 1mA 5W 600Vh
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Spannung max. Stromstarke max. Leistung Dauer
Phaseb: 600V 1TmA 5w 1Vh
Phase6: 600V 1TmA 5w 600Vh
Phase7: 3500V 1TmA 5w 3000Vh
Phase8: 3500V 1TmA 5w 30000Vh

Nach der Fokussierung konnen die Gelstreifen bei —70°C mehrere Wochen gelagert werden.

2.6.5 SDS-PAGE

Die zweite Dimension ist eine horizontale SDS-PAGE. Die Gele haben eine Groflke von
22x24,5cm und werden auf einem Kunststofffiim gegossen. Das hat den Vorteil, dal} sie
beim Trocknen nicht schrumpfen. Gegossen werden Gradientengele mit einem Gradienten
von 12% bis 14% Acrylamid. Vor dem GielRen der Gele werden die Kunststofffilme sechsmal
zehn Minuten mit dest. Wasser gewaschen.

Die Gele fiir die zweite Dimension setzen sich wie folgt zusammen:

Sammelgel Trenngel Lsg. 1  Trenngel Lsg. 2
T=6%, C=3% T=12%, C=2%  T=14%, C=0,5%
Acrylamid 40% 1,82ml 4,365ml 5,1ml
N,N’-Methylenbisacrylamid 2% 1,125ml 2,7ml 0,525ml
Glycerin 87% 6,5ml 4,3ml -
Gelpuffer 10x (s. Tabelle 8) 1,5ml 1,5ml 1,5ml
dest. Wasser 4,05ml 2,125ml 7,875ml
TEMED 10pl 10pl 10ul
APS 40% 18ul 10,6l 7,7yl
Endvolumen 15ml 15ml 15ml

Die vor dem Gellauf erforderliche Aquilibrierung erfolgt in zwei Schritten im
Aquilibrierungspuffer (s. Tabelle 8). Im ersten Schritt werden die Proteine mit Hilfe von
1%(w/v) DTT im Puffer reduziert. Danach wird das Uberschussige Reduktionsmittel durch
4% (w/v) 2-lodacetamid im Puffer inaktiviert. In beiden Schritten enthalt der Puffer zusatzlich
BPB zur Markierung der Lauffront. Jeder Schritt dauert 15° und wird auf einem Schuttler
durchgeflhrt. Vor dem Gebrauch missen beide Losungen filtriert werden.

Nach dem zweiten Schritt werden die Gelstreifen eine Sekunde mit dest. Wasser abgespiilt
und dann der Uberschissigen Puffer ca. drei Minuten von den Gelstreifen herunter laufen

gelassen.
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Zum Starten des Gellaufs werden die Gelstreifen mit der Seite pH 3 bzw. pH 4 nach links auf
die Gele fir die zweite Dimension aufgelegt. Fur den Laufpuffer werden die ExcelGel SDS
Buffer Strips® verwendet. Die Pufferstreifen enthalten Tricin als Folge-lon.

Als Marker fir die zweite Dimension wird der Mark12™ Wide Range Protein Standard von
Novex, San Diego, USA verwendet. Neben den Gelstreifen werden jeweils 4ul unverdinnt

aufgetragen (s. Abbildung 2).

Skizze : - 12%

M pH3 <4— 1D —p pH10

2D

+ 140/0

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer 2-D PAGE. Die Pfeile geben die
Laufrichtung in der ersten (1D) bzw. zweiten (2D) Dimension an. Die pH-Wertangaben
zeigen die Orientierung der Gelstreifen der IEF auf dem Gel fiir die zweite Dimension
und die Prozentangaben am Rand die niedrigste bzw. héchste Acrylamidkonzentration
des Gradienten.

Die Bedingungen des Gellaufs werden durch das Netzgerat EPS 3500 XL von Amersham

Biosciences kontrolliert. Das Netzgerat wird auf automatische Durchfiihrung der folgenden

Phasen eingestellt:

Tabelle 3: Programm des Netzgerites fiir die SDS-PAGE.

Spannung max. Stromstéarke max. Leistung Dauer
Phase1: 100V 20mA 50w 1h20°
Phase2: 600V 30mA 50w 5h

Nach der ersten Phase wird der Lauf kurz unterbrochen und der Gelstreifen wird vom Gel
entfernt, um den Kathoden-Pufferstreifen auf die Stelle zu verschieben, wo vorher der

Gelstreifen lag.

2.6.6 Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick
Die Entwicklung der Gele erfolgt nach einer Modifikation (Goérg, 1998) der
Silberfarbemethode von Heukeshoven und Dernick (Heukeshoven and Dernick, 1988). Die
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Proteine im Gel werden eine halbe Stunde fixiert (s. Tabelle 8). Nach einem Waschschritt mit
dest. Wasser fur 5° erfolgt die Sensibilisierung fur eine Stunde (s. Tabelle 8). Das Gel wird
danach sechsmal zehn Minuten mit dest. Wasser gewaschen und anschlieRend fir 30°
versilbert (s. Tabelle 8). Das Uberschussige Silber wird dann dreimal 20s mit dest. Wasser
entfernt und das Gel danach in drei bis funf Minuten entwickelt (s. Tabelle 8). Die
Entwicklung wird 20s mit dest. Wasser und flinf Minuten mit Glycin (s. Tabelle 8) gestoppt
und das Gel noch dreimal mit dest. Wasser gewaschen. Das Gel wird dann fir mindestens

eine halbe Stunde konserviert (s. Tabelle 8), mit Cellophane Gberzogen und getrocknet.

2.6.7 Proteinidentifizierung

Differentiell exprimierte Proteine werden mittels Massenspektrum (MALDI-TOF) oder Uber
Peptidfragmentsequenzierung (LC-ESI-MS/MS) identifiziert.

Fur das Massenspektrum werden die Zellen einer groRen Flasche in 80ul Lysepuffer
homogenisiert (s. 2.6.1) und auf einen ImmobilineDryStrip pH4-7, 18cm aufgetragen (s.
2.6.3). Die Fokussierung und die zweite Dimension erfolgen wie bei den analytischen Gelen.
Das SDS-Gel wird mit der negativen Zinkfarbung von BioRad nach Angaben des Herstellers
gefarbt und die Proteinspots von drei Streifen ausgeschnitten, in 10% Ethanol Gberfihrt und
zur Analyse weggeschickt.

Fir die Peptidsequenzierung werden die Zellen von zwei groRen Flasche in 100ul Lysepuffer
homogenisiert (s. 2.6.1) und auf einen ImmobilineDryStrip pH4-7, 18cm aufgetragen (s.

2.6.3). Die Fokussierung erfolgt unter folgenden Bedingungen:

Tabelle 4: Programm des Netzgerates fiir die Focussierung von praparativen Gelen im
pH-Gradient 4-7.

Spannung max. Stromstarke max. Leistung Dauer
Phase1: 50V 1mA 5W 1Vh
Phase2: 50V 1TmA 5w 700h
Phase3: 300V 1mA 5W 1Vh
Phase4: 300V 1mA 5W 300Vh
Phaseb: 3500V 1TmA 5w 3000Vh
Phase6: 3500V 1TmA 5w 45000Vh

Die zweite Dimension erfolgt wie bei den analytischen Gelen. Das SDS-Gel wird mit der

negativen Zinkfarbung von BioRad nach Angaben des Herstellers gefarbt und die
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Proteinspots von drei Streifen ausgeschnitten, in 10% Ethanol Gberfiihrt und zur Analyse
weggeschickt.
Die Analyse der Proteine wird von der Firma SWISS-2D Service, Genf, Schweiz
durchgeflhrt.

2.6.8 Uberpriifung der identifizierten Proteine Annexin Il und Saposin D

Nach der Proteinidentifizierung wird Uberpriift, ob in den untersuchten Zelllinien die mRNA
fir das Protein vorhanden ist oder nicht. Dazu wird die Gesamt-RNA mit dem SV Total RNA
Isolation Kit (Promega, Madison, USA) aus den Zellen nach den Angaben des Herstellers
isoliert. Pro Saule werden 1-2x10° Zellen eingesetzt. Die RNA wird mit dem First Strand
cDNA Synthesis Kit (AMV) nach den Angaben des Herstellers revers transkribiert. Danach
erfolgt die Amplifikation des untersuchten Gens mit spezifischen Primern (Tait et al., 1991).
Zur Kontrolle der PCR wird parallel eine spezifische Sequenz des ADAM19-Gen amplifiziert,

welches in allen Zelllinien exprimiert wird (eigene Versuche).

Tabelle 5: Sequenz der Primer zum Nachweis von Annexin lll und ADAM19.

Primername | Sequenz

Anx3-F 5-TTGAATTCGAAAGTCTGAAAGTGGATGAGC-3*
Anx3-B 5 -GGAAGCTTGCTGTCCACAATGTCCTTTTG-3'
SapD-F 5-ACGGTGGCTTCTGCGAAGTGTGCAAGAAGC-3’
SapD-R 5-CAAGCACACGAAGGAAGGATCCATCACCTCC-3
AD19-V 5'-GTCAACATGGACCACTCCGA-3'

AD19-R 5-CATCCTGGTGTCTGGCATGT-3

Tabelle 6: Ansatz und Zyklus fiir die PCR zum Nachweis von Annexin lll, Saposin D
und ADAM19.

PCR-Ansatz: Reaktionspuffer 10x (mit 15mM MgCly,) 4,5pl
MgCl; 25 Mm 2,0ul
Primer 1 (10uM) 5,0ul
Primer 2 (10uM) 5,0ul
Desoxynukleotid-Mix 10 mM 0,5ul
Taqg-Polymerase 5 u/pl 0,5ul

22



Material und Methoden

cDNA 5,0ul
dest. Wasser 27,5l
> 50,0l
PCR-Zyklus: Denaturierung 94°C,1°
Annealing 55°C,1’s
Kettenverlangerung 72°C,2
¥ 30 Zyklen

2.7 Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien und Medien

2.7.1 Medien fiir Zelllinien

Tabelle 7: Rezepturen der Zellkulturmedien

HBSS: HBSS 9,559
NaHCO; 0,359

auf 11 auffillen, mit 1IN HCI auf pH 7,25 einstellen,
sterilfiltrieren.

Kulturmedium: Nutrient mixture F12 (Ham)  Pulver fir 1l
NaHCO; 1,176g
PSF (s.u.) 10ml
FCS 100ml

auf 1l auffillen, mit 1IN HCI auf pH 7,25 einstellen,
sterilfiltrieren.

PSF: Penicillin 10000u/ml
Streptomycin 10000ug/ml
Amphotericin B 25ug/ml

in 0,85% NaCl.

Selektionsmedium: Nutrient mixture F12 (Ham)  Pulver fur 11
NaHCO; 1,1769g
Glucose 0,59
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2.7.2 Pufferlésungen

Hepes 2,39

PSF 10ml

FCS 100ml

Azaserin 5,7uM

Hypoxanthin 100uM

auf 11 aufflllen, mit 1IN HCI auf pH 7,25 einstellen,

sterilfiltrieren.

Tabelle 8: Rezepturen der Pufferlosungen, in alphabetischer Reihenfolge.

Aquilibrierungspuffer: Urea 6M
Tris-HCI 50mM pH 8,5
SDS 2%(w/v)
Glycerin 30%(w/v)
in dest. Wasser |6sen.
Denaturierungspuffer: NacCl 1,5M
NaOH 0,5M
in dest. Wasser |0sen, autoklavieren.
DTT-LAsung: DTT 20mM
in dest. Wasser |6sen, portionieren und bei —20°C
lagern.
Entwickler: Natriumcarbonat 3%(w/v)
in dest. Wasser losen,
Formaldehyd 37% 25p1/100ml
vor Gebrauch zugeben.
Fixierer: Ethanol 40%(v/v)
Acetat 10%(v/v)
in dest. Wasser.
Gelpuffer 10x : Tris 1,2M
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Essigsaure 1,2M
SDS 1% (w/v)

in dest Wasser losen, vor Gebrauch filtrieren.

Konservierung: Glycerin 87% 10%(v/v)

in dest. Wasser losen.

Lyse-Puffer : Urea ™
Thiourea 2M
CHAPS 4% (wiv)
Tris 40mM
DTT 65mM
BPB Krimel

in dest. Wasser l6sen, vor Gebrauch sterilfiltrieren.

Neutralisierungspuffer: Tris 1™
NaCl 1,5M

in dest Wasser l6sen, mit rauchender HCI auf pH 7,4
einstellen, autoklavieren.

PBS: NaCl 8,0g
KCI 0,29
Na,HPO, 1,449
KH,PO, 0,24¢g

mit HClI pH 7,4 einstellen, auf 11 auffillen,
autoklavieren.

Rehydratisierungslésung : Urea 8,0M
CHAPS 2,0%(w/v)
Pharmalyte 3-10 0,5%(v/v)
DTT 0,2%(w/v)
Orange G Kriimel

Loésung ansetzen in c@mplete™ Protease Inhibitior
Cocktail; vor Gebrauch sterilfiltrieren.

Sensibilisierung: Na-Acetat 179
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in 175ml dest. Wasser losen, dann 75ml Ethanol

zugeben
Natriumthiosulfat 0,759
Glutaraldehyd 50% 2,5ml

vor Gebrauch frisch dazugeben.

SSC 20x: Na-Citrat 88,2¢g
NaCl 175,39

mit 10N NaOH auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren.

Stop-Loésung: Glycin 1%(W/v)

in dest. Wasser l6sen.

TAE 50x: Tris 2M
Eisessig 57,1ml
EDTA 0,5M, pH8,0 100ml

mit dest Wasser auf 1l auffullen, autoklavieren.

Tris-BSA: BSA 1,5%

in Trispuffer I6sen.

Trispuffer: Tris 0,1M
in dest. Wasser l6sen und mit HC| auf pH 7,6
einstellen.

Versilberung: Silbernitrat 0,1%(w/v)

in dest. Wasser l6sen,

Formaldehyd 37% 50u1/100ml

vor Gebrauch zugeben.

2.7.3 Sonstige Chemikalien

Zur Herstellung von Puffern und Medien wurden Chemikalien in den Reinheitsstufen p.A.
oder héher von folgenden Firmen benutzt:

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Biomol, Hamburg, Deutschland

Fluka, Deisenhofen, Deutschland
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Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Chemical Company, Deisenhofen, Deutschland

Trypsin und der Antibiotika-Cocktail fir die Zellkultur stammen von der Firma Gibco BRL,
Paisley, Schottland. Das Pulver fur HBSS und das Kulturmedium wurden von Sigma

Chemical Company, Deisenhofen, Deutschland bezogen.

Fir die Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen oder Gewebe wurde entweder der SV Total
RNA Isolation Kit von Promega, Madison, USA genutzt oder der Rneasy Midi Kit von Qiagen,
Hilden, Deutschland.

Der First Strand cDNA Synthesis Kit (AMV) wurde von der Firma Roche, Mannheim,
Deutschland bezogen. Die in der Polymerasekettenreaktion eingesetzte Tag-Polymerase
stammte von der Firma Promega, Madison, USA oder der Firma Qiagen, Hilden,

Deutschland.

Die Primer wurden bei MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland synthetisiert.

Der anti-CD40L-Antikorper (Bestellnr. RDI-CD40L-2431) stammte von der Firma Research
Diagnostics Inc., Flanders, New Jersey, USA. Der sekundare, biotinylierte Kaninchen-anti-
Mausimmunglobulin-Antikdrper (Bestellnr. E0354) und das HRP-konjugierte Strepavidin
(Bestellnr. P0397) wurden von der Firma DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, Deutschland
bezogen. Der AEC (red) Substrate Kit war von der Firma Zymed Laboratories, Inc., San
Francisco, USA. Das Kaninchenserum wurde aus Kaninchenblut von nicht immunisierten
Tieren in den Tierversuchsstallen gewonnen. Die Kaisers Glyceringelatine stammte von der

Firma Merck, Darmstadt, Deutschland.

Die Nylonmembranen fir die DNA Fingerabdriicke waren von Qiagen, Hilden, Deutschland.
Die Sonde 33.15 und das Substrat Lumiphos flr die DNA-Fingerabdriicke wurden von der

Firma Cellmark Diagnostics, Abingdon, UK bezogen.
Die ImmobilineDryStrips, die ExcelGelSDS Pufferstreifen, das Silicondl und der Carbamylyte

Calibration Kit fur die 2-D PAGE stammten von der Firma Amersham Biosciences, Uppsala,

Schweden.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung

Insgesamt wurden 1096 Zellen in 96 well-Mikrotiterplatten einzeln ausgesat. Von diesen
Zellen sind 124 d.h. 11,3% in den Napfen angewachsen.

117 Klone konnten aus den 96 well-Mikrotiterplatten in 24 well-Mikrotiterplatten Uberfuhrt
werden. Die Ubrigen sieben Klone stellten die Zellteilung nach Erreichen einer Zellzahl von
ca. 20 ein. Bei der Passage aus den 96 well-Mikrotiterplatten starben 25 Klone.

Die 92 Klone, die in den 24 well-Mikrotiterplatten wuchsen, konnten alle in kleine Flaschen
Uberfiihrt werden. Sie erhielten die Namen AC-1M1 bis AC-1M92. Dies entspricht einem

Anteil von 8,4% der ausgesaten Zellen.
3.2 Charakterisierung auf DNA-Ebene

3.2.1 Zytogenetik

Die Chromosomenzahl der funf Zelllinien schwankt zwischen 92 und 95. Alle Zelllinien
besitzen ein normales X-Chromosom, da nach der Fusion auf die Anwesenheit einer intakten
Kopie des HGPRT-Gens, welches auf dem X-Chromosom im Bereich Xq26-g27.1 liegt
(Nabholz et al., 1969), selektiert worden ist. Die Zelllinien AC-1M32, AC-1M46 und AC-1M59
besitzen zusatzlich das veranderte X-Chromosom add(X)(q26), welches von AC1-1 in die
Fusion eingebracht worden ist (Frank et al., 2000).In den Karyogrammen werden die
Abweichungen in der Zahl der Gonosomen im Bezug auf die fusionsbedingte Addition eines
normalen mannlichen Karyotyps zu AC1-1 und dem gonosomalen Karyotyp von AC1-1
add(X)(g26),-Y angegeben.
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Abbildung 3: Karyogramm der Zelllinie AC-1M32. Karyotyp: 92,XY,-Y,add(X)(q26),+2,-
4,-4,+5,add(7)(q36),+add(7)(p22),-8,+add(9)(p13),-10,-11, add(11)(p14),-13,-13,i(13)(q10),-
15,+16,-18,-19,+21,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5. Die Metaphasechromosomen
wurden mit Giemsa gefarbt. Die Markerchromosomen mar1 bis mar5 sind in der
letzten Reihe abgebildet.
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Abbildung 4: Karyogramm der Zelllinie AC-1M46. Karyotyp: 95,XY,-Y,add(X)(q26),+2,-
4,+5,add(7)(q36),+add(7)(p22),-8,+9,add(9)(p13),-10, add(11)(p11),-13,-13, i(13)(q10),-15,-
18,-19,+21,+22,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar>5. Die Metaphasechromosomen
wurden mit Giemsa gefarbt. Die Markerchromosomen mar1 bis mar5 sind in der
letzten Reihe abgebildet.
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Abbildung 5: Karyogramm der Zelllinie AC-1M59. Karyotyp: 92,XY,add(X)(q26),+2,-
4,add(7)(q36),+add(7)(q36),+add(7)(p22),-8,+add(9)(p13),-10,-11, -13,-13,i(13)(gq10),-15,-
18,-20,+22,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5. Die Metaphasechromosomen wurden mit
Giemsa gefarbt. Die Markerchromosomen mar1 bis mar5 sind in der letzten Reihe
abgebildet.
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Abbildung 6: Karyogramm der Zelllinie AC-1M81. Karyotyp: 92X,-X,-Y,-Y,-
4,add(7)(q36),+add(7)(p22),-8,+9,-10,-13,i(13)(q10),-15,-18,-19,add(19(q13), +21, +22,
add(22)(q13),+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5. Die Metaphasechromosomen wurden
mit Giemsa gefarbt. Die Markerchromosomen mar1 bis mar5 sind in der letzten Reihe
abgebildet.
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Abbildung 7: Karyogramm der Zelllinie AC-1M88. Karyotyp: 92<4n>X,-X,-Y,-
Y,+2,add(7)(q36),add(7)(p22),+add(7)(p22),-8,+9,-10,+12,-13,i(13)(q10),-15,-18,-
19,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5. Die Metaphasechromosomen wurden mit
Giemsa gefarbt. Die Markerchromosomen mar1 bis mar5 sind in der letzten Reihe
abgebildet.
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3.2.2 DNA-Fingerabdruck
Die Auswertung der DNA-Fingerabdriicke zeigt, dall die analysierten Klone genetisch
individuell und unterscheidbar sind. Das durch die Fusion eingebrachte genetische Material

zeigt typische Banden, die nur in den Hybridklonen (Nummern 1-5) nachzuweisen sind.

Abbildung 8 : Genetischer Fingerabdruck der Zelllinien AC-1M32 (1), AC-1M46 (2), AC-
1M59 (3), AC-1M81 (4), AC-1M88 (5), AC1-1 (6) und JEG-3 (7). A bis O: Darstellung
unterschiedlicher Banden. Die aus den Zellen isolierte genomische DNA wurde mit
Hinfl restringiert, auf einem 0,6% Agarosegel aufgetrennt und mit der Sonde 33.15
(Jeffreys et al., 1985) hybridisiert.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Bandenverteilung des genetischen
Fingerabdrucks.

Zelllinien

Bande AC-1M32 AC-1M46 AC-1M59 AC-1M81 AC-1M88  AC1-1 JEG-3

1 2 3 4 5 6 7
A + + + + +
B + + + + +
C + + + + +
D + + + + +
E + + + + +
F + + + + + +
G + + + + + +
H + + + + +
| + + + + +
J + + + + +
K + + + + + +
L + +
M + + + + + +
N + +
@) + + + + +

Die Fingerabdricke der Hybride zeigen wesentlich mehr Banden als die der
Choriokarzinomzelllinien AC1-1 und JEG-3. Dadurch kann man diese beiden Gruppen klar
voneinander unterscheiden.

Innerhalb der Hybride kann man die beiden Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88 dadurch von
den drei anderen abgrenzen, dal® sie eine Bande (N) aufweisen, die in den anderen
Zelllinien nicht vorkommt. Untereinander unterscheiden sich AC-1M81 und AC-1M88 darin,
dall AC-1M81 die Bande F fehlt. Die Hybride AC-1M32, AC-1M46 und AC-1M59 lassen sich
auch voneinander abgrenzen. AC-1M32 fehlt die Bande K und AC-1M59 die Bande G, die
jeweils in allen anderen Hybriden vorkommen.

Die Choriokarzinomzelllinien AC1-1 und JEG-3 lassen sich ebenfalls mit Hilfe des
Fingerabdrucks unterscheiden, da die Bande M in JEG-3 vorhanden ist und in AC1-1 fehlt.

Die anderen Banden stimmen bei den beiden Zelllinien tberein.

3.3 Charakterisierung des Phdnotyps im Nacktmausexperiment
Nach der Injektion der Zellen wurden die Tiere alle drei bis vier Tage untersucht. Dabei

wurde der Zeitpunkt des Auftretens und die GréRe der Tumoren protokolliert.
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Tabelle 11: Zeitpunkt der Messung in Tagen (d) nach Versuchsbeginn und GréRe (in
cm) der gemessenen Tumoren. Die Tumoren auf der linken Seite der Tiere stammen
von AC1-1, die auf der rechten Seite von den Hybridklonen bzw. JEG-3. T bedeutet,
daB die Tiere an diesem Tag getotet wurden.

Zelllinie  |Maus 7d 11d 14d 18d 21d 25d 32d 38d 45d
AC-1M32 |1 1,0re 25re T
2 0,3li 0,5li T
3
4
5
AC-1M46 |6 0,1re 0,5re 1,5re - 2,8re T
1,5li
7 - 1,0re 2,0re 3,5re T
8 0,5li T
9
10
AC-1M59 |11
12
13 keine Tumoren
14
15
AC-1M81 |16 2x0,2re 2x0,3re 0,7re 1,4re 2,5re T
0,3li
17 0,2re 0,3re 0,5x1re 1,2x2re T
18 0,1re 0,3re 0,5re 0,8re T
19
20
AC-1M88 |21 1x1,5re 1,5x1,9re 2,2re T
22 1,2x1,6re 2x1,8re 2,2x2,4re T
23 0,2re 0,6re 0,7re 1,3re 2,4re T
0,7li 1,5li 2,5li
24 0,2re 1x0,8re 1,3re 1,8re T
25 0,2re 0,7re 1,3re T
Jeg-3 26 0,2re 0,3re 0,6re 0,9x1,3re - 2,0re T
27 0,5re 0,9re - 1,5re T
28 0,3re - 0,8re 1,5re T
29 - 0,3re 0,8re T
30
AC1-1 2 0,3 0,5 T
6 1,5 T
8 0,5 T
16 0,3 T
23 0,7 1,5 2,5 T
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Nacktmausexperimente. Die Tumorigenitit ist
angegeben als Prozentsatz der Tiere, bei denen 45 Tage nach Injektion der Zellen ein
Tumor festgestellt werden konnte.

AC-1M32 AC-1M46 AC-1M59 AC-1M81  AC-1M88 AC1-1  JEG-3-
3
Zahl der Tiere 5 5 5 5 5 30 5
Tumoren von 1 2 0 3 5 5 4
der Zelllinie
Tumorigenitat 20% 40% 0% 60% 100% 17% 80%

Die Choriokarzinomzelllinien AC1-1 und JEG-3 sind sehr unterschiedlich tumorigen.
Wahrend JEG-3 eine stark tumorigene Zelllinie ist, laf3t sich bei AC1-1 nur in wenigen Tieren
und sehr spat eine Tumorbildung nachweisen.

Die herabgesetzte Tumorigenitat von Zellen der Linie AC1-1 bleibt nach der Fusion mit
normalen, primaren Trophoblastzellen nicht immer als solche erhalten. Bei dem Hybridklon
AC-1M59 ist kein tumorigenes Verhalten nachweisbar. Die Ubrigen Hybridklone sind
unterschiedlich tumorigen, wobei solche mit einer intermedidren Auspragung dieses
Phanotyps (AC-1M32 und AC-1M46) von denjenigen Klonen unterschieden werden kénnen
(AC-1M81 und AC-1M88), deren Tumorigenitdt wieder mit der Tumorigenitat der Zelllinie
JEG-3 vergleichbar ist.

Histologisch verhalten sich die Tumore wie Choriokarzinome. Sie sind durch epitheloide,
teilweise von synzytialen Fragmenten durchsetzte Tumormassen gekennzeichnet, in denen
praktisch keine Stromabildung nachweisbar ist. Im Inneren der Tumoren kénnen sich — vor
allen Dingen bei groRen Tumoren — ausgedehnte nekrotische Areale befinden. In den
Aulenbezirken der Tumorknoten finden sich Einbriiche in benachbarte Wirtsgefalle, haufig
verknipft mit im Tumor gelegenen, blutgefillten Lakunen. Die Wand der blutgefillten
Lakunen wird ausschliefdlich von typischen Zellen des Tumors gebildet, der hier in direkte
Nachbarschaft zu Blut des Wirtsgewebes kommt. Endothel ist nur dort nachzuweisen, wo

Einbruche in Wirtsgefalie stattgefunden haben.
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Abbildung 9: Histologisches Bild eines Tumors von JEG-3 in Nacktmausen. *xLakunen
gesaumt von JEG-3 Zellen. Im unteren Teil des Bildes ist die nekrotische innere
Region des Tumors angeschnitten (s.>» ).

Die makroskopisch auffallende, typisch dister blutrote Farbe der Tumoren ist auf die grol3en
Einblutungen in diese lakundren Raume zurlckzufuhren. Sicherlich ist auch ein Teil der
raschen GrolRenzunahme der Tumoren durch Einlagerung von Blut des Wirtes in die
Tumormassen verursacht. Ob in diesen Lakunen vorubergehend oder stéandig eine Form von
Zirkulation stattfindet, ist weder durch makroskopische Beobachtung der subkutanen
Tumoren noch durch histologische Untersuchung zu entscheiden. Die Tumoren der

einzelnen Zelllinien und Klone sind histologisch nicht voneinander unterscheidbar.

3.4 Charakterisierung auf mRNA-Ebene unter Einsatz von cDNA-Arrays

3.41 Auswertung der Arrays

Bei der Auswertung der cDNA-Arrays mul} eine groRe Anzahl densitometrischer MeRwerte
analysiert werden. Dies ist nur in halbautomatisierter, rechnergestitzter Weise mdglich.
Daher wurden die in Tabellen zusammen gefalRten Mel3werte mit Hilfe von Filteroperationen
zunachst grob sortiert.

Im ersten Ansatz der Filterung wurden diejenigen Gene identifiziert, die keine differentielle
Expression zeigten. Dabei konnten 79 Gene identifiziert werden, die in allen Zelllinien
exprimiert waren und keine signifikanten Unterschiede im Mefsignal aufwiesen, d.h. der
grofte in einer Zelllinie gemessene Wert nicht mehr als das 2,5fache des kleinsten in einer
Zelllinie gemessenen Wertes betrug (s. Tabelle 27 im Anhang). Auflerdem wurden 316 Gene
identifiziert, fur die sich kein MeRsignal nachweisen lie (s. Tabelle 26 im Anhang).

Zusatzlich wurden noch 7 Gene eliminiert, bei denen sich die Werte der Doppelspots zu
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stark unterschieden oder aus anderen Grunden eine Auswertung nicht moglich war (s.
Tabelle 29 im Anhang). Aus der Subtraktion dieser drei Tabellen von der Gesamtmenge der
Daten ergibt sich, dald 186 potentiell differentiell exprimierte Gene in die ndhere Betrachtung
kommen (s. Tabelle 28 im Anhang). Dieser reduzierte Datensatz wurde der weiteren
Auswertung zugrunde gelegt.

Kandidatengene, deren Expression mdglicherweise aus dem trophoblastaren Fusionspartner
Ubernommen worden war, sollten dadurch gekennzeichnet sein, dal sie in keiner der
Choriokarzinomzelllinien, aber in mindestens einem der Hybridklone exprimiert sind.
Insgesamt wurden 96 Gene identifiziert, fir die diese Aussage gemacht werden kann (s.
Tabelle 30 im Anhang). Da diese Tabelle im Ganzen immer noch zu umfangreich war, um
eine sinnvolle Interpretation der Ergebnisse zu erlauben, wurde in einem Suchgang nach
solchen Genen gesucht, die in allen Hybridklonen, aber nicht in den Choriokarzinomzelllinien
exprimiert werden. Nur die beiden Gene RAF Oncogen und IFN-y Antagonist Cytokin
entsprachen diesem Filterkriterium (s. auch Tabelle 31 im Anhang).

Um die Effekte der Fusion selbst nachzuvollziehen, wurden diejenigen Gene selektiert, die
von der Zelllinie AC1-1 nicht exprimiert wurden, aber in mindestens einem der Hybridklone
(s. Tabelle 32 im Anhang, 116 Gene) oder aber in allen Hybridklonen exprimiert wurden (s.
Tabelle 33 im Anhang, 7 Gene).

Um die Unterschiede im Grad der Tumorigenitdt mit dem Genexpressionsmuster zu
verknipfen, wurden die hoch tumorigenen Zelllinien AC-1M81, AC-1M88 und Jeg-3 gegen
die sehr schwach tumorigene Zelllinie AC1-1 getestet. Dabei wurden neun Gene gefunden,
die in AC1-1 exprimiert waren, aber nicht in den drei anderen Zelllinien nachweisbar waren
(s. Tabelle 13). Die umgekehrte Filteroperation (d.h. die Suche nach Genen, die in den drei
tumorigenen Zelllinien exprimiert waren, nicht aber in AC1-1) erbrachte keine Treffer.

Um zu analysieren, ob das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein des modifizierten X-
Chromosoms addXq26 mit definierbaren Genexpressionsmustern korreliert, wurden die
Zelllinien, die dieses Chromosom enthielten (AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59 und AC1-1)
gegen diejenigen Zelllinien getestet, die nur ein normales X-Chromosom enthielten (AC-
1M81, AC-1M88 und Jeg-3). Dabei konnten 9 Gene identifiziert werden, die in AC1-1 und
teilweise in anderen Klonen exprimiert wurden, nicht aber in AC-1M81, AC-1M88 oder Jeg-3
nachweisbar waren (s. Tabelle 14). Diese 9 Gene stimmen mit den in Tabelle 13 gefundenen
Genen Uberein. Die umgekehrte Suche erbrachte keine Treffer.

Alle Filteroperationen wurden auf Plausibilitat Uberprift, in dem die entsprechenden Spots
direkt auf dem Rodntgenfiimdokument des cDNA-Array visuell mit den gelisteten

densitometrischen MeRwerten korreliert wurden (s. Abbildung 10 bis Abbildung 16).
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Tabelle 13: Genbanknummer, Name und Array-Position der Gene, die in AC1-1, aber
nicht in AC-1M81, AC-1M88 oder JEG-3 exprimiert werden.

| Genbank# | Name |Position|1M32[1M46|1M59|1M81[1M88| AC1-1 [Jeg-3|

HT2291 proto-oncogene tyrosine-protein kinase SRC B¢ 0 0 0 0 0 0,741 0
(EC 2.7.1.112) (P60-SRC) (C-SRC)

U47686 signal transducer and transcription activator B7n 0,816 0 0 0 0 0,539 0
5B (STAT5B)
U84401  smoothened Cé4n 0,975 0,505 0 0 0 0,656 0
X52773 retinoic acid receptor alpha [retinoic acid C7j 1,177 00,964 0 0 0,66 0
receptor RXR.apha (RXRA)]
M85289  heparan sulfate proteoglycan (HSPG2) D3h 0,76 01,011 0 0 0,756 0
X68203 vascular endothelial growth factor receptor 3  D6n 0/0,663 0 0 0 0,727 0
precursor (EC 2.7.1.112) (VEGFR-3)
(tyrosine-protein kinase receptor FLT4, class
1))
J03210 MMP-2 (gelatinase A) E1b 0,882 0,88 0,684 0 0 0,627 0

Y07604 nm23-H4; nucleoside-diphosphate kinase (EC E3g 0,911 01,069 0 0 0,835 0
2.7.4.6) (nucleoside 5'-diphosphate

phosphotransferase) (NDK)

U11690 putative RHO/RAC guanine nucleotide E4m 0,941 00,998 0 0 0,682 0
exchange factor (RHO/RAC GEF)

(faciogenital dysplasia protein)

Tabelle 14: Genbanknummer, Name und Array-Position der Gene, die in Zelllinien mit
addXq26 (AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59 und AC1-1), nicht aber in Zelllinien ohne das
veranderte X-Chromosom (AC-1M81, AC-1M88 und JEG-3) exprimiert werden.

| Genbank# | Name |Position|1M32]1M46|1M59|1M81[1M88| AC1-1|Jeg-3|

HT2291 proto-oncogene tyrosine-protein kinase SRC BB¢c 0 0 0 0 0,741 0
(EC 2.7.1.112) (P60-SRC) (C-SRC)

o

U47686 signal transducer and transcription activator B7n 0,816 0 0 0 0 0,539 0
5B (STATSB)
U84401  smoothened C4n 0,975 0,505 0 0 0 0,656 0
X52773 retinoic acid receptor alpha [retinoic acid C7j 1,177 010,964 0 0 0,66 0
receptor RXR.apha (RXRA)]
M85289  heparan sulfate proteoglycan (HSPG2) D3h 0,76 01,011 0 0 0,756 0
X68203 vascular endothelial growth factor receptor 3  D6n 00,663 0 0 0 0,727 0
precursor (EC 2.7.1.112) (VEGFR-3)
(tyrosine-protein kinase receptor FLT4, class
1)
J03210 MMP-2 (gelatinase A) E1b 0,882 0,880,684 0 0 0,627 0

Y07604 nm23-H4; nucleoside-diphosphate kinase (EC E3g 0,911 0/1,069 0 0 0,835 0
2.7.4.6) (nucleoside 5'-diphosphate

phosphotransferase) (NDK)

U11690 putative RHO/RAC guanine nucleotide E4m 0,941 00,998 0 0 0,682 0
exchange factor (RHO/RAC GEF)

(faciogenital dysplasia protein)
In einer weiteren Filterung wurden die beiden stark tumorigenen Hybride AC-1M81 und AC-
1M88 den beiden schwach oder nicht tumorigenen Zelllinien AC-1M59 und AC1-1
gegenubergestellt. Dabei wurden vier Gene identifiziert, die in AC-1M81 und AC-1M88, aber
nicht in AC-1M59 oder AC1-1 exprimiert wurden (s. Tabelle 15). Bei der umgekehrten

Abfrage erhielt man sechs Gene (s. Tabelle 16).
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Tabelle 15: Genbanknummer, Name und Array-Position der Gene, die in AC-1M81 und
AC-1M88, aber nicht in AC-1M59 und AC1-1 exprimiert sind.

| Genbank# | Name |Position|[1M32|1M46[1M59|1M81]{1M88| AC1-1 |Jeg-3|

M21389 keratin, type Il cytoskeletal 5 keratin, type Il A7h 0 0 011,333 1,145 0 0
cytoskeletal 5 (cytokeratin 5) (K5) (CK5) (58
KD cytokeratin)

X85133 RBQ1 retinoblastoma binding protein B7d 0,657 0 0 0,56 0,754 0 0
U32659 interleukin IL-17 F5h 0 0 00,759 0,784 0 0
LO7414 CD40 F7e 0,48 0 00,959 0,706 0 0

Tabelle 16: Genbanknummer, Name und Array-Position der Gene, die in AC-1M59 und
AC1-1, aber nicht in AC-1M81 und AC-1M88 exprimiert sind.

[ Genbank# | Name [Position[1M32]1M46[1M59]1M81|1M88| AC1-1[Jeg-3|

X52773 retinoic acid receptor alpha [retinoic acid C7j 1,177 00,964 0 0 0,66 0
receptor RXR.alpha (RXRA)]

U86759  netrin-2 D2k 1,175/0,543 /2,543 0 0 1,013 0,947
M85289  heparan sulfate proteoglycan (HSPG2) D3h 0,76 01,011 0 0 0,756 0
J03210 MMP-2 (gelatinase A) E1b 0,882 0,88 0,684 0 0 0,627 0
Y07604 nm23-H4; nucleoside-diphosphate kinase (EC E39 0,911 01,069 0 0 0,835 0

2.7.4.6) (nucleoside 5'-diphosphate
phosphotransferase) (NDK)
U11690 putative RHO/RAC guanine nucleotide E4m 0,941 00,998 0 0 0,682 0
exchange factor (RHO/RAC GEF)
(faciogenital dysplasia protein)

Abbildung 10: cDNA-Array der Zelllinie AC-1M32. Die markierten Position gehéren zu
den selektierten Genen aus Tabelle 13 bis Tabelle 16.
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Abbildung 11: cDNA-Array der Zelllinie AC-1M46. Die markierten Position gehéren zu
den selektierten Genen aus Tabelle 13 bis Tabelle 16.

Abbildung 12: cDNA-Array der Zelllinie AC-1M59. Die markierten Position gehéren zu
den selektierten Genen aus den Tabellen: Tabelle 13 bis Tabelle 16.
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Abbildung 13: cDNA-Array der Zelllinie AC-1M81. Die markierten Position gehéren zu
den selektierten Genen aus Tabelle 13 bis Tabelle 16.

Abbildung 14: cDNA-Array der Zelllinie AC-1M88. Die markierten Position gehéren zu
den selektierten Genen aus Tabelle 13 bis Tabelle 16.
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Abbildung 15: cDNA-Array der Zelllinie AC1-1. Die markierten Position geh6ren zu den
selektierten Genen aus Tabelle 13 bis Tabelle 16.

Abbildung 16: cDNA-Array der Zelllinie JEG-3. Die markierten Position gehoéren zu den
selektierten Genen aus Tabelle 13 bis Tabelle 16.

Die in den cDNA-Arrays differentiell exprimierten Gene sind in der folgenden Tabelle

zusammengefalit.
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Tabelle 17: Durch die cDNA-Arrays identifizierte differentiell exprimierte Gene, deren
chromosomale Lokalisation und die theoretisch generierten Molekulargewichte und
isoelektrische Punkte der korrespondierenden Proteine.

Genname theoretische chromosomale Lokalisation
MW in Da |pl
CD40R 30619| 5,49|20q12-q13.2
C-SRC 59703| 7,22|20q11.2-q13
Zytokeratin 5 62461| 8,14(12912-13
faciogenitales Dysplasie Protein 106668| 6,33|Xp11.21
HSPG2 469382 6,10/1p36.1-p35
Interleukin-17 17504| 8,82(2931
MMP-2 73882| 5,26|16q13-921
Netrin-2 61465 9,20|16p13.3
nm23-H4 20658| 10,30(16p13.3
RBQ1 107156 9,95[16p12-p11.2
RXRA 50811| 7,92|9934.3
Smoothened 86396| 8,71(7932.3
STAT5B 89880| 5,77|17q11.2
VEGFR-3 145598 5,89|5935

3.4.2 Uberpriifung der Expression der identifizierten Gene

Die Expression des CD40-Rezeptors erschien auf Grund der Tatsache, dall das Gen des
Liganden CD40L auf Xq26 liegt, distal der Bruchstelle des in einem Teil der Hybriden und
AC1-1 vorhandenen veranderten X-Chromosoms addXq26, besonders interessant. Aus
diesem Grund wurde die Expression seines Liganden CD40L in den Nacktmaustumoren
untersucht. Die Inkubation der Schnitte der Nacktmaustumoren mit dem anti-CD40L-
Antikorper zeigte eine Expression des CD40L in den Tumoren der Hybride. Dabei findet man
in den Zellen der Hybride eine schwache, diffuse Farbung im Zytoplasma und eine starke

Farbung der Zellmembranen.
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Abbildung 17: Histologisches Bild eines Nacktmaustumors der Zelllinie AC-1M88
inkubiert mit dem anti-CD40L-Antikorper. Der Ausschnitt ist in von links oben nach
unten 120x, 300x und 480x VergroBRerung dargestelit. In den Tumorzellen kann man
eine Reaktion mit dem Antikorper erkennen (4 ). * blutgefiillte Lakunen

Eine Aussage, welche Tumoren negativ fir CD40L sind ist leider nicht mdglich, da bei den
Tumoren, die keine Reaktion zeigten auch die Positivkontrolle mit dem anti-Zytokeratin 7-
Antikdrper negativ war. In diesen Paraffinblocken sind die Antigene wahrscheinlich durch zu

lange Fixation in Formalin zerstort worden.
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3.5 Charakterisierung auf Protein-Ebene

3.5.1 2-D Page

Die Auswertung der 2-D PAGE erfolgt mit Hilfe der Melanie3-Software. Die Gele werden

gescannt und die Proteinspots mit Hilfe der Software detektiert. Nach manueller Korrektur

der Spoterkennung werden die Gele miteinander verglichen. Drei Gele einer Zelllinie werden
dann zu einem synthetischen Mittelwertsgel dieser Zelllinie verschmolzen. Dabei werden alle

Spots in Betracht gezogen, die in zwei der drei Gele vorkommen. Diese synthetischen Gele

der verschiedenen Zelllinien werden dann miteinander verglichen.

Bei dem Vergleich der Gele wurden ausschlieBlich qualitative Unterschiede zwischen den

Zelllinien untersucht, d.h. Proteinspot vorhanden oder nicht. Fir diese Einschrankung gab es

mehrere Grinde. Zum einen ist bei dem stark unterschiedlichen Phanotyp der Zelllinien

(tumorigen oder nicht-tumorigen) ein qualitativer Unterschied im Proteinmuster zu erwarten.

Zum anderen mufte diese Einschrankung gemacht werden, weil die gewahlte Silberfarbung

zwar sehr sensitiv ist (0,05 bis 0,1ng/mm?), aber keine wirklich quantitative Aussage zulaRt,

da sie nur Uber einen relativ kleinen Bereich linear ist (Rabilloud, 1999).

Bei dem Vergleich der Zelllinien wurden immer die extremen Phanotypen miteinander

verglichen, d.h. die stark tumorigenen Hybridklone AC-1M88 und AC-1M81 mit dem nicht

tumorigenen Hybridklon AC-1M59 und der schwach tumorigenen Choriokarzinomzelllinie

AC1-1. Die bei diesem Vergleich identifizierten Spots werden dann auf ihre

Anwesenheit/Abwesenheit in den intermediaren Hybridklonen AC-1M32 und AC-1M46 und

der Choriokarzinomzelllinie JEG-3 Uberpruft.

Die Zusammenfassung der Zelllinien zu Gruppen und die Bildung von Mittelwertgelen haben

u.a. spezifische Vorteile fir die 2-D PAGE, denn sie verbessern das Signal-Rausch

Verhaltnis bei der Auswertung der Gele.

e Bei den Gelen erhalt man immer Artefakte, die auf die Silberfarbung zurlickzufuhren sind.
Das sind zum einen mit angefarbte Verunreinigungen. Da diese aber nicht in allen Gelen
an der gleichen Stelle vorhanden sind, werden sie durch die Mittelung eliminiert.

e Aulerdem gibt es Proteine, die sich bei einer Silberfarbung nicht reproduzierbar farben.
Auch dieses Problem kann man durch die Zusammenfassung mehrerer Gele in eine
Gruppe beseitigen.

e Auch in den Zellen auftretende Schwankungen im Expressionsmuster in verschiedenen
Passagen werden durch die Gruppierung aufgefangen.

Bei einer Auswertungsstrategie (s. Abbildung 18, Suche nach tumorigenitatskorrelierten

Spots) wurde das synthetische Gel der Zelllinie AC-1M59 (nicht tumorigener Hybridklon) von

dem Gel der Zelllinie AC-1M88 (hochtumorigener Hybridklon) subtrahiert. Die verbliebenen
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Spots wurden nur behalten, wenn sie in AC-1M81 (hochtumorigener Hybridklon) vorhanden
waren, aber nicht in AC1-1 (schwach tumorigene Choriokarzinomzelllinie) auftraten. Dieser
Ansatz fuhrt zu einer stringenten Identifikation von solchen Spots, die mit den tumorigenen
Eigenschaften der Zelllinien korrelieren.

Im anderen Weg (Suche nach Spots, die mit Tumorsuppressoreigenschaften korrelieren)
wurden das synthetische Gel der Zelllinie AC-1M88 (hochtumorigener Hybridklon) von dem
Gel der Zelllinie AC-1M59 (nicht tumorigener Hybridklon) subtrahiert und die verbliebenen
Spots behalten, wenn sie in AC1-1 (schwach tumorigene Karzinomlinie), aber nicht in AC-
1M81 (hoch tumorigener Hybridklon) vorhanden waren.

Die auf diesem Wege identifizierten Spots (numerierte Spots in Abbildung 19 bis Abbildung

29) wurden durch Analyse der Originalgele verifiziert und visuell kontrolliert.
Zuerst wurden Ubersichtsgele mit einem pH-Bereich von drei bis zehn in der ersten

Dimension von den Zelllinien AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59, AC-1M81, AC-1M88, AC1-1
und JEG-3 hergestellt.
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AC-1M88;A AC-1M88;B AC-1M88;C

Spots detektieren
Gele matchen
synthetisches Mittelwertsgel berechnen

Synthetisches Gel AC-1M59 - Synthetisches Gel AC-TM88
Mittelwertsgel AC-1M59 von AC-1M88
subtrahieren

Synthetisches Gel AC1-1 - /

gleiche Spots

—~

Synthetisches Gel AC-1M81

subtrahieren ungleiche Spots
subtrahieren

mit Originalgelen von AC-1M59, AC1-1, AC-1M81
und AC-1M88 vergleichen

AC-1M59 AC1-1 7\4 AC-1M81 AC-1M88

Abbildung 18: Beispielhaftes Schema zur Auswertung der 2-D PAGE. Dargestellt ist
die Suche nach tumorigenitatskorrelierten Spots.

49



Ergebnisse

G

¥ +

e

b e
o

Ll

-
g 1.00 65300
<~ # ;
“ [1.00 55400]
P

2 +
1.00 36300 3
]
1.00 31000 e
1.00 31000
g
1.00 21500
LF
+ 1.00 21500
i et
1.00 14400
+ 3
1,00 14400
1008000
+
. i
* - 4
% i
S
2 +
i
N
B
1.00 200000 +
e -, N -
T . Y. +
. LR 4t + ey + ——
"L aa1ia00) ' wt ot ele LT S e
1.00 97400 ag te s *Ctel e 1.00 97400
* R +, L/ +
. * 4 + bart Tel o mergt ow TR
— PRt 1T 0 LI o MR
100 85300 [ T, B e o tEe e, T T far -
e *irw 1.00 66300
' * ) woem BRI g g 4 ¢ i # L
~- H . e € *eve B .
LR R N AR oMty e ——
wa o R e g gt * 1.00 55400
N iy g et BN P g aan ke
+ ..
. 4 N LY ,'-,'H.... L .
)
100 36500 - -
1.00 36500
Z
1.0031000 d
1.00 31000
:
- 100 21500
o
100 14400 e
1.00 14400
.
P
L 1.00 6000
+
+

Abbildung 19: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M32. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fur den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der
Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Abbildung 20: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M46. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fur den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der

Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Abbildung 21: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M59. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fiir den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der
Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Abbildung 22: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M81. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fur den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der
Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Abbildung 23: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M88. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fir den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der
Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Abbildung 24: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC1-1. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fiir den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der
Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Abbildung 25: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie JEG-3. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 3 (linke Seite) und pH 10 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die bei 31kDa nebeneinander liegenden Proteinspots
gehoren zu dem internen Standard fir den pl. Es handelt sich um verschiedenen
Carbamylierungsstufen der Carbanhydrase mit einem pl von 4,8 bis 6,7. Die hellgelben
Fahnen geben das MW der Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der
Spots aus der Tabelle 18 und der Tabelle 19.
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Im pH-Bereich von 3-10 sind achtzehn Proteinspots als differentiell exprimiert identifiziert
worden. Acht dieser Spots kommen nur in den stark tumorigenen Hybridzelllinien AC-1M81
und AC-1M88 vor, zehn nur in der nicht tumorigenen Hybridzelllinie AC-1M59 und der
schwach tumorigenen Zelllinie AC1-1 (s. Tabelle 18 und Tabelle 19).

Auffallig ist hierbei, da® nur ein Proteinspot, der zu den tumorigenen Zelllinien gehért, auch
in JEG-3 exprimiert wird. Die anderen Spots aus Tabelle 18 kommen in JEG-3 nicht vor. Auf
der anderen Seite werden vier Proteinspots, die zu den nicht bzw. schwach tumorigenen
Zelllinien gehdren, auch in JEG-3 exprimiert (s. Tabelle 19).

Tabelle 18: MeBwerte und Statistik der Proteinspots, die in den tumorigenen Zelllinien
AC-1M81 und AC-1M88, aber nicht in den nicht bzw. schwach tumorigenen Zelllinien
AC-1M59 und AC1-1 exprimiert sind. Die MeBwerte geben den Anteil eines Spots am
Gesamtvolumen aller Spots eines Gels in % an. In Spalte 2 (Mitte) ist der Mittelpunkt

zwischen den beiden Extremwerten angegeben und in Spalte 3 (M.A.D.) der Mittelwert
aller Differenzen zwischen den MeRwerten und dem Wert aus Spalte 2.

Spot |Mitte M.A.D |AC-1M32 AC-1M46 AC-1M59 AC-1M81 |AC-1M88 AC1-1 | JEG-3
684 0,01995/ 0,01652 0/ 0,03558 0| 0,03991 0,01971 0 0
7471 0,10341| 0,09728 0/ 0,20682 0 0,02238| 0,02055 0 0

1103 0,01472| 0,01298 0 0 0| 0,02943| 0,01213 0 0

1252| 0,00930/ 0,00759 0 0 0| 0,01214| 0,01859 0/0,01309

1373 0,00886| 0,00817 0 0 0| 0,01772] 0,01287 0 0

1606| 0,01169 0,01025 0 0 0 0,01329| 0,02338 0 0

1712 0,02029, 0,02029 0 0 0/ 0,04058| 0,04056 0 0

1828| 0,02229 0,02212 0 0 0 0,04339| 0,04458 0 0
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Tabelle 19: MeRwerte und Statistik der Proteinspots, die in den nicht bzw. schwach
tumorigenen Zelllinien AC-1M59 und AC1-1, aber nicht in den tumorigenen Zelllinien
AC-1M81 und AC-1M88 exprimiert sind. Die MeRwerte geben den Anteil eines Spots
am Gesamtvolumen aller Spots eines Gels in % an. In Spalte 2 (Mitte) ist der
Mittelpunkt zwischen den beiden Extremwerten angegeben und in Spalte 3 (M.A.D.)
der Mittelwert aller Differenzen zwischen den MeRBwerten und dem Wert aus Spalte 2.

Spot |Mitte M.AD |AC-1M32 AC-1M46 |AC-1M59 |AC-1M81 AC-1M88 AC1-1 |JEG-3
108| 0,00960| 0,00762 0 0| 0,01920 0 0/ 0,01257|0,01196
591 0,01919 0,01476 0 0,01487| 0,02220 0 0/ 0,03838 0
626 0,00948| 0,00884 0 0/ 0,01896 0 0/ 0,01568| 0,01775
958]0,01539 0,01276 0| 0,02595| 0,03077 0 0/ 0,01720 0

1006| 0,01354| 0,00946| 0,01719/ 0,00880, 0,00991 0 0/ 0,02709 0

1076| 0,04518 0,02634| 0,09035| 0,05419 0,04862 0 0/ 0,07716| 0,04079

1293] 0,00625| 0,00567 0 0| 0,00848 0 0/0,01250 0

1319 0,01454 0,01238 0 0/ 0,01765 0 0/ 0,02539| 0,02908

1689 0,01938 0,01850 0 0| 0,00618 0 0/ 0,03877 0

1733|0,01445/ 0,01261 0 0/ 0,01604 0 0/ 0,02889 0

Die meisten Proteine der Zelllysate haben einen IEP im sauren Bereich von vier bis sieben.

Dieser Bereich kann in den Ubersichtsgelen mit einem pH-Bereich von drei bis zehn in der

ersten Dimension nicht aufgeldst werden. Aus diesem Grund sind von den Zelllinien AC-
1M59, AC-1M81, AC-1M88 und AC1-1 Gele mit einem pH- Bereich von 4 bis 7 in der ersten

Dimension hergestellt worden.
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Abbildung 26: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M59. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 4 (linke Seite) und pH 7 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die hellgelben Fahnen geben das MW der

Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der Spots aus der Tabelle 20
und der Tabelle 21.
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Abbildung 27: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M81. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 4 (linke Seite) und pH 7 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die hellgelben Fahnen geben das MW der
Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der Spots aus der Tabelle 20
und der Tabelle 21.
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Abbildung 28: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC-1M88. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 4 (linke Seite) und pH 7 (rechte
Seite) aufgetrennt. Das MW der Markerproteine ist angegeben in Da. Die Fahnen geben
die Nummern der Spots aus der Tabelle 20 und der Tabelle 21 an.
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Abbildung 29: 2-D PAGE und synthetisches Mittelwertsgel der Zelllinie AC1-1. Die
Proteine wurden in der 1. Dimension zwischen pH 4 (linke Seite) und pH 7 (rechte
Seite) aufgetrennt. Die roten Kreuze geben die Mittelpunkte der von Melanie
identifizierten Proteinspots an. Die hellgelben Fahnen geben das MW der

Markerproteine an und die rosa Fahnen die Nummern der Spots aus der Tabelle 20
und der Tabelle 21.
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Im pH-Bereich vier bis sieben sind sieben Spots als differentiell exprimiert identifiziert
worden. Vier der Proteinspots werden nur in den tumorigenen Zelllinien AC-1M81 und AC-
1M88 gefunden und drei Spots nur in der nicht tumorigenen Zelllinie AC-1M59 bzw. der
schwach tumorigenen Zelllinie AC1-1.

Von den drei bzw. vier gefundenen Spots wurde je einer identifiziert.

Tabelle 20: MeBwerte und Statistik der Proteinspots, die in den tumorigenen Zelllinien
AC-1M81 und AC-1M88, aber nicht in den nicht bzw. schwach tumorigenen Zelllinien
AC-1M59 und AC1-1 exprimiert sind. Die MeBwerte geben den Anteil eines Spots am
Gesamtvolumen aller Spots eines Gels in % an. In Spalte 2 (Mitte) ist der Mittelpunkt

zwischen den beiden Extremwerten angegeben und in Spalte 3 (M.A.D.) der Mittelwert
aller Differenzen zwischen den MeRBwerten und dem Wert aus Spalte 2.

Spot |Mitte M.AD |AC-1M59/AC-1M81 AC-1M88 AC1-1
225|0,01601| 0,01269 0 0,01872| 0,03202 0
1680|0,01944| 0,01513 0 0,03889 0,01725 0
1792|0,03812| 0,03389 0 0,07624/ 0,05933 0
1800 0,02185 0,01771 0| 0,04369 0,02714 0

Tabelle 21: MeRwerte und Statistik der Proteinspots, die in den nicht bzw. schwach
tumorigenen Zelllinien AC-1M59 und AC1-1, aber nicht in den tumorigenen Zelllinien
AC-1M81 und AC-1M88 exprimiert sind. Die MeRwerte geben den Anteil eines Spots
am Gesamtvolumen aller Spots eines Gels in % an. In Spalte 2 (Mitte) ist der
Mittelpunkt zwischen den beiden Extremwerten angegeben und in Spalte 3 (M.A.D.)
der Mittelwert aller Differenzen zwischen den MeRBwerten und dem Wert aus Spalte 2.

Spot |Mitte M.AD |AC-1M59/AC-1M81 AC-1M88|AC1-1
661| 0,02684 0,02321| 0,05368 0 0| 0,01451
905| 0,04850| 0,03882 0,09699 0 0 0,05831

1187] 0,00478 0,00448 0,00956 0 0 0,00837
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3.5.2 Proteinidentifizierung
Der Spot 1076 (pH 3-10) bzw. 905 (pH 4-7) der nicht tumorigenen Zelllinie AC-1M59 wurde

Uber den Peptidmassen-Fingerabdruck als Annexin Il identifiziert.

Die Datenbanksuche wurde mit den folgenden Parametern durchgeflihrt:

Spezies

Datenbanken

I[EP-Bereich

MW-Bereich

Peptidmassen

Toleranz

Minimalzahl

Ubereinstimmender Peptide :
Massen der
Aminosaurereste

Ladung der Peptide

Enzym

Modifikationen

auftretenden

1045.5663
1486.8062
1882.8732
2239.5904

. Homo sapiens
: SWISS-PROT und TrEMBL
: 4,8-6,8
: 28800-43200
: 893.2826 910.2570 926.4857 943.4572 971.5158 1018.5400

1148.6180
1534.6996
2007.0731
2301.1996

1222.6067
1586.7188
2212.1167
2473.2804

3082.4529 3103.4175 3407.9144

: +0,2Da

N

: Monoisotopic
© [M+H]
: Trypsin

1231.5688
1697.8243
2195.6219
2706.2790

1240.8976
1791.7981
2224.3272
3064.3670

Beim tryptischen Verdau des Proteins ist das Fehlen von zwei

Schnittstellen erlaubt.

. Cystein

derivatisiert

mit

lodacetamid zZu

Carboxyamidomethylcystein (Cys_Cam)
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Tabelle 22: Im Massenspektrum gefundene Massen, die dazu korrelierenden
theoretischen Massen, die Differenz zwischen den beiden, nicht geschnittene
Trypsinschnittstellen (#MC), Modifikationen und Position und Sequenz der Peptide fiir
Annexin lll.

gefundene |korrelierende | AMasse |A
Modifikationen | Position |Peptid
Masse Masse (Dalton) |#MC
943.4572 943.4520| -0.0051 0 211-217 |LTFDEYR
1018.5400 1018.5316| -0.0083 0 249-257 |NTPAFLAER
1222.6067 1222.6062 | -0.0004 0 264-274 |GIGTDEFTLNR
1534.6996 1534.8224 | 0.1228 1 261-274 |ALKGIGTDEFT
LNR
1882.8732 1882.9004 | 0.0272 1|Cys_CAM: 202 |190-204 |WGTDEDKFTEI
LCLR

Die reverse Transkription mit anschlieRender Annexin Il spezifischer PCR ergab, dal} die
mMRNA fiur das Protein in den Zelllinien AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59 und AC1-1 vorhanden
ist, nicht aber in den Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88 (s. Abbildung 30).

1 2 3 4567 89 1011121314 15161718

Abbildung 30: Nachweis der Annexin Il mRNA in den Zelllinien AC-1M32, AC-1M46,
AC-1M59, AC-1M81, AC-1M88 und AC1-1. Zur Kontrolle der PCR wurde ebenfalls ein
Fragment des ADAM 19 Gens amplifiziert. Die erwartete GroBe fiir ADAM-19 betragt
254 Bp und fiir Annexin Il 185 Bp. Beide PCR Produkte zeigen die richtige GroRe.
Reihe 1: 100Bp Leiter; Reihe 2-7: Annexin Ill PCR mit AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59,
AC-1M81, AC-1M88, AC1-1; Reihe 8: Kontrolle ohne cDNA; Reihe 9: Kontrolle ohne
Primer; Reihe 10: 100Bp Leiter; Reihe 11-16: ADAM19 PCR mit AC-1M32, AC-1M46,
AC-1M59, AC-1M81, AC-1M88, AC1-1; Reihe 17: Kontrolle ohne cDNA; Reihe 18:
Kontrolle ohne Primer.

Der Spot 1828 (pH 3-10) bzw. 1792 (pH4-7) der tumorigenen Zelllinie AC-1M88 konnte nicht

durch Peptidmassen-Fingerabdruck identifiziert werden, weil das erhaltene Massenspektrum
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nicht in den Datenbanken vorhanden ist. Deshalb wurde dieser Spot mittels Peptidfragment

Sequenzierung (LC-ESI-MS/MS) untersucht und durch diese Methode als Saposin D

identifiziert.

Die Datenbanksuche wurde mit den folgenden Parametern durchgefiihrt:

Spezies
Datenbank
IEP-Bereich
MW-Bereich

Peptidmassen

Toleranz

Minimalzahl

Ubereinstimmender Peptide :

Massen der

. Homo sapiens

: SWISS-PROT

: 4,6

: 8400

: 804.2734 835.4598 842.5039 956.3883 963.5615 1006.4894
1014.5803 1045.5640 1311.6051 1333.5950 1349.5707
1435.7027 1459.7014 2255.0654 2299.1599

. 50ppm
3

auftretenden

Aminosaurereste

Ladung der Peptide

Enzym

. Monoisotopic
: [M+H]

: Trypsin

Modifikationen

Tabelle 23:

Im Massenspektrum gefundene Massen,

: Cystein

Beim tryptischen Verdau des Proteins ist das Fehlen von einer
Schnittstellen erlaubt.
mit lodacetamid

derivatisiert zu

Carboxyamidomethylcystein  (Cys_Cam) und Methionin in

oxidierter Form.

die dazu korrelierenden

theoretischen Massen, die Differenz zwischen den beiden, nicht geschnittene
Trypsinschnittstellen (#MC), Modifikationen und Position und Sequenz der Peptide fiir

Saposin D.
gefundene |korrelierende | AMasse |A
Modifikationen | Position |Peptid

Masse Masse (ppm) |#MC

835.4598 835.467 8.87 0 415-421 |LVGYLDR

963.5615 963.562 0.70 1 414-421 |KLVGYLDR
1014.5803 1014.583 2.66 0 430-438 |QEILAALEK
1311.6051 1311.604 -0.98 0|1xCys_Cam 439-449 |GCSFLPDPYQ

K

Die reverse Transkription mit anschlieRender Saposin D spezifischer PCR ergab, dal} im

Gegensatz zum Protein, welches nur in AC-1M81 und AC-1M88 vorhanden, die mRNA flr
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das Protein in allen untersuchten Zelllinien (AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59, AC-1M81, AC-
1M88 und AC1-1) vorhanden ist (s. Abbildung 31).
12 3 4 56 78 910111213 141516 1718

Abbildung 31: Nachweis der Saposin D mRNA in den Zelllinien AC-1M32, AC-1M46,
AC-1M59, AC-1M81, AC-1M88 und AC1-1. Zur Kontrolle der PCR wurde ebenfalls ein
Fragment des ADAM 19 Gens amplifiziert. Die erwartete GroBe fiir ADAM-19 betragt
254 Bp und fiir Saposin D 218 Bp. Beide PCR Produkte zeigen die richtige GroRe.
Reihe 1: 100Bp Leiter; Reihe 2-7: Saposin D PCR mit AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59,
AC-1M81, AC-1M88, AC1-1; Reihe 8: Kontrolle ohne cDNA; Reihe 9: Kontrolle ohne
Primer; Reihe 10: 100Bp Leiter; Reihe 11-16: ADAM19 PCR mit AC-1M32, AC-1M46,
AC-1M59, AC-1M81, AC-1M88, AC1-1; Reihe 17: Kontrolle ohne cDNA; Reihe 18:
Kontrolle ohne Primer.
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3.6 Zusammenfassung der differentiell exprimierten Gene/Proteine
Mit Hilfe der cDNA-Arrays und der 2-D PAGE konnten 16 Gene bzw. Proteine identifiziert

werden, die in den tumorigenen bzw. nicht tumorigenen Zelllinien differentiell exprimiert sind.

Folgende Gene und Proteine wurden in der nicht tumorigenen Zelllinien AC-1M59 und/oder

der schwach tumorigenen Zelllinie AC1-1, aber nicht in den tumorigenen Hybriden AC-1M81
und AC-1M88 exprimiert:

Tabelle 24: Gene, die mit dem nicht bzw. schwach tumorigenen Phanotyp der
Zelllinien AC-1M59 und AC1-1 korrelieren. Angegeben ist der Genname, die
Genbankaccessionsnummer, die Methode, mit der die Gene identifiziert wurden und in

welcher der beiden Zelllinien die Gene exprimiert sind.

Genname Accessionsnr. Methode Expression in
AC-1M59 AC1-1

Annexin 1lI M20560 2-D PAGE + +
C-SRC HT2291 cDNA-Array - +
Faciogenitales U11690 cDNA-Array + +
Dysplasie Protein

HSPG2 M85289 cDNA-Array + +
MMP-2 J03210 cDNA-Array + +
Netrin-2 U86759 cDNA-Array + +
nm23-H4 Y07604 cDNA-Array + +
RXRA X52773 cDNA-Array + +
Smoothened U84401 cDNA-Array - +
STAT5B U47686 cDNA-Array - +
VEGFR-3 X68203 cDNA-Array - +

Annexin Ill bindet in Abh#ngigkeit von Ca** an Phospholipide (Raynal and Pollard, 1994).

Das Protein wird stark exprimiert in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen (Le, V et

al., 1992).

Das Protein des C-SRC-Gens ist ein Protoonkogen (Sakaguchi et al., 1985). Eine erhdhte

Tyrosin-Kinase-Aktivitat des Proteins findet man in Colonkarzinomen (Irby et al., 1999).

Das Fehlen des Dysplasie Proteins fihrt zum Krankheitsbild des X-Chromosom gekoppelten,

rezessiven Aarskog-Scott-Syndroms (Pasteris et al., 1994).

Heparansulfatproteoglycan (HSPG2) kommt ubiquitar in den Basalmembranen vor und kann

das Wachstum von Tumoren und Angiogenese induzieren (Dodge et al., 1991;Sharma et al.,

1998).
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Gelatinase A (MMP-2) spaltet spezifisch Kollagen [V, den Hauptbestandteil der
Basalmembran. Die Fahigkeit von Tumorzellen Metastasen zu bilden korreliert mit der
Aktivitat dieses Enzyms (Koshiba et al., 1997;Sato et al., 1992).

Netrine sind chemotropische Faktoren, die das Wachstum der Axone zu ihren Zielen lenken.
Die RNA wurde bis jetzt nur aus dem Rickenmark isoliert (Kennedy et al., 1994).

Das Protein nm23-H4 kommt ubiquitdr vor und unterdriickt vermutlich die Metastasierung
von Tumoren (Milon et al., 1997).

Retinoinsaure-Rezeptor o spielt unter anderem eine Rolle bei der Herzentwicklung.
Retinoinsaure kann die Herzmuskelzellenhypertrophie unterdriicken (Zhou et al., 1995).
Smoothened ist ein Protein, welches zuerst in der Drosophila Entwicklung beschrieben
wurde (Stone et al, 1996). In Vertebraten bewirkt es Uber den Hedgehog-
Signaltransduktionsweg die Entwicklung der linken Korperseite (Zhang et al., 2001). Es
handelt sich um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, dessen konstitutive Aktivierung zu
Basalzellenkarzinom in der Epidermis filhren kann (Villavicencio et al., 2000).

Das Protein STAT5B gehoért zu dem JAK/STAT-Signaltransduktionsweg. Nach der
Aktivierung durch Phosphorylierung wandert es in den Kern, wo es als
Transkriptionsregulator wirkt (Liu et al., 1995). Dauerhafte Aktivierung von STAT5B flhrt zu
einem weiten Spektrum hamatologischer Karzinome (Schwaller et al., 2000).

Der VEGF-Rezeptor 3 spielt embryonal eine Rolle bei der Entwicklung der Blutgefalie
(Dumont et al., 1998). Im adulten Organismus ist er bei der Stimulation des Wachstums von
Lymphgefallen beteiligt (Kaipainen et al., 1995).

Von den differentiell exprimierten Genen wurden die folgenden finf in den tumorigenen
Hybriden AC-1M81 und AC-1M88, aber nicht in den nicht bzw. schwach tumorigenen
Zelllinien AC-1M59 und AC1-1 exprimiert. In der tumorigenen Choriokarzinomzelllinie JEG-3
wurde keines der funf Gene exprimiert.

Tabelle 25: Gene, die mit dem tumorigenen Phanotyp der Zelllinien AC-1M81 und AC-

1M88 korrelieren. Angegeben ist der Genname, die Genbankaccessionsnummer und
die Methode, mit der die Gene identifiziert wurden.

Genname Accessionsnr Methode
CD40R L07414 cDNA-Array
Interleukin-17 U32659 cDNA-Array
RBQ1 X85133 cDNA-Array
Saposin D M32221 2-D PAGE
Zytokeratin 5 M21389 cDNA-Array

Der CD40-Rezeptor wird in reifen B-Zellen, dendritischen Zellen, und in verschiedenen
Primarkarzinomen exprimiert (Paulie et al., 1989;Schriever et al., 1989). Die Interaktion mit

dem CD40-Liganden ist kritisch fur die Aktivierung der Immunantwort (Kato et al., 1998).
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Zytokeratin 5 ist eine Protein des Zytoskeletts, welches vor allem in den Zellen der Epidermis
vorkommt (Lersch and Fuchs, 1988). Auferdem wird Zytokeratin 5 in normalen
Brustdrisenepithelzellen exprimiert, nicht aber in den Tumoren (Trask et al., 1990).
Interleukin-17 findet man nur in aktivierten T-Gedachtniszellen. Es induziert die Produktion
von proinflammatorischen und hematopoetischen Zytokinen (Yao et al., 1995).

RBQ1 bindet an den Retinoblastoma Supressor (Sakai et al., 1995).

Saposin D ist ein lysosomales Protein (Chataway et al, 1998), welches die saure

Ceramidase aktiviert (Azuma et al., 1994).
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4. Diskussion

4.1 Methoden zur Charakterisierung der Zelllinien - Aussagekraft und

Limitationen

Fir die Charakterisierung der Zelllinien wurden verschiedene Methoden verwendet bzw. im
Labor etabliert. Warum eine Methode gewahlt wurde und welche Aussagekraft die gewahlte

Methode hat wird im folgenden erlautert.

4.1.1 Herstellung und genetische Uberpriifung der Klone

Die Zelllinien wurden durch Fusion der Choriokarzinomzelllinie AC1-1 mit extravillésen
Trophoblastzellen generiert (Kapitel 1.3.3; Frank et al, 2000). Nach solchen
physikochemisch induzierten Fusionen gehen wahrend der ersten nachfolgenden
Zellteilungen in der Regel Chromosomen verloren (Abbott and Povey, 1995). Auch bei den
hier untersuchten Choriokarzinom/Trophoblast Hybriden ist dieser Vorgang, z.B. anhand des
Karyotyps von ACH1P nachzuweisen: Der Chromosomensatz von AC1-1 ist hypotriploid
bzw. ftriploid (60-69 Chromosomen, Modalzahl 64). Bei der Addition eines normalen,
diploiden, mannlichen Chromosomensatzes zu AC1-1 im Rahmen des Fusionsvorganges
muften die resultierenden Hybride pentaploid sein. Sie sind aber tetraploid bis
hypertetraploid (89-105 Chromosomen) (Frank et al., 2000). Da der Chromosomenverlust
nach unbekannten Regeln, zumindest teilweise aber stochastisch verlauft, wird durch die
chromosomale Segregation eine sekundare genetische Heterogenitat in der Population der
Hybride generiert. Um die Phase der chromosomalen Segregation sicher zu verlassen und
eine genetisch stabile, wenn auch polyklonale Hybridpopulation zu erhalten, wurde ACH1P
nach der Fusion zundchst 40 Passagen kultiviert. Erst nach dieser Anzahl von Passagen
begann die Klonierung, die zum Ziel hatte, genetisch homogene, monoklonale Zelllinien von
ACH1P abzuleiten.

Die gewahlte Klonierungsmethode sollte sicherstellen, dal® wirklich nur eine Zelle in jeden
Napf Uberfihrt wird. Bei einer Klonierung durch Endpunktverdiinnung, wie sie z.B. auch bei
der Herstellung monoklonaler Antikérper verwendet wird, erhadlt man i.d.R. immer eine
Streuung von null bis zu mehreren Zellen in dem gewahlten Volumen. Die Tendenz der
ACH1P Zellen aneinander zu haften erhoht die Wahrscheinlichkeit, dal} mehrere Zellen in
einen Napf gelangen zusatzlich zur statistischen Wahrscheinlichkeit. Um die Klonierung von

Anfang bis Ende verfolgen zu konnen wurden die Zellen einzeln mit einer Kapillare
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aufgenommen und in einen Napf Uberflhrt. Diese Methode ist zwar zeitaufwendiger als die
Verdlnnung, fihrt aber sicher zu Einzelzellklonen.

Die Effizienz der Methode liegt bei 8,4%, d.h. aus 8,4% der ausgesaten Einzelzellen wurden
stabil wachsende Klone. Ein direkter Vergleich zu der Herstellung von Hybridomazellen fur
die Antikdrperproduktion ist nicht moglich, da diese wegen der geringen Wachstumsrate von
einzelnen Zellen in einem Napf auf sog. Futterzellen ausgesat werden. Die
Klonierungseffizienz von human/humanen Hybridomen aus B-Lymphozyten und einer
HGPRT-negativen humanen Myelomazelllinien liegt in einem beschriebenen Fall bei 5% (De
Bernardo and Davies, 1987). Die gewonnenen Klone waren allerdings nicht tber langere Zeit
stabil. Nach dieser Zahl liegt die in meinem Experiment erzielte Effizienz im normalen
Bereich.

Aus den erhaltenen Klonen wurden zufallig finf zur weiteren Analyse ausgewahlt (AC-1M32,
AC-1M46, AC-1M59, AC-1M81 und AC-1M88).

Der Genotyp der gewahlten Klone wurde mittels DNA-Fingerabdruck und zytogenetischer
Analyse untersucht. Der Fingerabdruck der Zelllinien 1at sich relativ schnell und einfach
durchflihren. Bei der Auswertung der Fingerabdriicke kann man die untersuchten Zelllinien in
zwei grole Gruppen einteilen. Auf der einen Seite die Choriokarzinomzelllinien JEG-3 und
AC1-1 und auf der anderen Seite die finf Hybride. Deren Fingerabdriicke zeigen mehrere
Banden, die ausschlielllich in den Hybriden vorkommen, nicht aber in den
Choriokarzinomzelllinien. Diese Banden muissen daher aus dem zweiten Elternteil der
Hybride stammen, dem extravilldsen Zytotrophoblast. Auf’erdem kann man an den sehr
ahnlichen Bandenmustern erkennen, daf® alle funf Hybride eng miteinander verwandt sind.
Trotzdem unterscheiden sie sich genetisch voneinander, da die Fingerabdriicke immer in
mindestens einer Bande voneinander abweichen (s. Tabelle 10).

Die zytogenetische Analyse der Zelllinien ist aufwendiger und wurde in Kooperation mit dem
Institut fur Pathologie der RWTH Aachen (Prof. Flizesi, Bastian Gunawan) durchgefihrt und
ausgewertet. Mit dieser Methode erhalt man eine Aussage uber die mittlere
Chromosomenzahl der einzelnen Klone und kann genetisch auffallige Regionen, wie z.B.
Chromosomentranslokationen, Verluste, Markerchromosomen etc. in einer Zelllinie erfassen.
Die Zytogenetik erganzt sich mit dem DNA-Fingerabdruck, weil sie chromosomen- und
regionenspezifische Informationen liefert, die der im Gegensatz zur Zytogenetik starker
diskriminierende Fingerabdruck nicht liefern kann.

Die gefundenen Translokationen an den Autosomen sind alle nur in den Hybriden vorhanden
und nicht in der Elternzelllinie AC1-1. Dies spricht flr eine Phase genetischer Instabilitadt und
damit verbundener massiver somatischer Rekombination nach der Fusion. Die
Translokationen filhren neben dem partiellen Verlust von chromosomalem Material zu einer

Erhdhung der genetischen Diversitdt der Zelllinien. Nur durch die grolle
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Diskriminationsfahigkeit des Fingerabdrucks konnen die Zelllinien AC-1M32 und AC-1M46
voneinander unterschieden werden. |hre zytogenetische Analyse liefert nur sehr geringfiigige
Unterschiede. Diese beiden Zelllinien sind untereinander daher sehr viel enger verwandt als
mit den drei anderen ausgewahlten Klonen. AC-1M59, AC-1M81 und AC-1M88
unterscheiden sich sowohl in der Zytogenetik als auch im Fingerabdruck und sind daher
genetisch untereinander weniger eng verwandt als die beiden Zelllinien AC-1M32 und AC-
1M46.

Eine Aussage, welche Chromosomen von welcher Elternzelle stammen, kann nur im Falle
der Geschlechtschromosomen getroffen werden. Da AC1-1 aufer dem veranderten X-
Chromosom addXqg26 keine Gonosomen enthdlt missen alle anderen X- und Y-
Chromosomen aus der Trophoblastzelle stammen.

Genotyp/Phanotyp Korrelationen und funktionelle Interpretationen der genotypischen Daten

werden unten in Kapitel 4.2.2 diskutiert.

4.1.2 Analyse des Phanotypes einer Zelllinie

Der Phanotyp der ausgewahlten Zelllinien wurde im Nacktmausexperiment untersucht. In
diesem System kann das Potential von Zellen Uberpruft werden, Tumoren zu bilden. Diese —
nur im Tierexperiment bestimmbare - Eigenschaft wird als die Tumorigenitat einer Zelllinie
definiert. Aus ihr wird auf die malignen Eigenschaften der untersuchten Zellen im Menschen
zurlck geschlossen. Die fehlende zellulare Abwehr der Nacktmause (Wortis, 1971)
ermdglicht es auch solchen Zellen zu Uberleben und sich zu teilen, die in einem
immunkompetenten xenogenen Organismus erkannt und getétet wirden. Damit ist der
Nacktmausassay eine Versuchsumgebung, in der getestet werden kann, ob die
wesentlichen, flr eine Tumorbildung nétigen Voraussetzungen in einer zu untersuchenden
Zelllinie vorliegen oder nicht.

Von einer malignen Zelllinie spricht man dann, wenn Zellen Primartumoren bilden, d.h.
tumorigen sind und ggf. zusatzlich metastasieren. Die Eigenschaft der Metastasierung kann
in der Nacktmaus mit dem hier gewahlten Versuchsansatz nicht untersucht werden, da bei
Applikation der Zellen in die Flanken der Tiere eine Metastasierung im normalen
Untersuchungszeitraum  nicht  auftritt. Langere  Versuchszeitrdume sind  aus
Tierschutzgrinden nicht moglich, da die Tiere bei Erreichen einer kritischen, zuvor
definierten TumorgrofRe in jedem Fall getdtet werden missen. Dal} in unseren Versuchen
keine Metastasierung beobachtet wurde, schliel3t Metastasierung damit keineswegs aus.
Das System ist trotz seiner Limitierungen gewahlt worden, da schon Befunde uber
trophoblastare Zellen vorlagen. Zum einen ist die Choriokarzinomzelllinie JEG-3 in
Nacktmausen tumorigen (Grummer et al., 1999). Auf der anderen Seite ist bekannt, dal}
isolierte extravillose Trophoblastzellen in den M&usen keine Tumoren bilden (Rachmilewitz
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et al., 1995). Die Frage stellte sich also, wie sich die aus extravillésen Trophoblastzellen und
Choriokarzinomzelllinie (AC1-1) durch Fusion hergestellten Zelllinien verhalten. Theoretisch
kdnnen sie sich wie eine der Elternzellen verhalten d.h. tumorigen oder nicht tumorigen. Sie
kdnnten aber auch einen Phanotyp der zwischen den beiden Extremen liegt, also eine mehr

oder weniger stark reduzierte Tumorigenitat, aufweisen.

4.1.3 Suchsysteme zur Entdeckung differentiell exprimierter Merkmale

Bei der Uberlegung mit welchen Methoden die zu Grunde liegenden biologischen

Unterschiede flir die verschiedenen Phanotypen der Zelllinien beleuchtet werden konnen,

mul} erst eine prinzipielle Frage geklart werden: Nimmt man fir die folgenden Experimente in

vitro kultivierte Zellen oder die Zellen aus den Nacktmaustumoren?

Die in der Nacktmaus wachsenden Zellen bendtigen mehrere Eigenschaften, die die in vitro

kultivierten Zellen nicht brauchen. Sie mussen z.B. in der Lage sein, extrazellulare Matrix

abzubauen, da sie sich sonst nicht vermehren kénnen. Auflerdem mussen sie an Nahrstoffe
und Sauerstoff gelangen, in dem sie Blutgefalle des Wirtes arrodieren. Viele — wenn auch
nicht notwendigerweise alle — diese Eigenschaften durften bereits vor der Applikation der

Zellen in die Nacktmaus nachweisbar bzw. genetisch pradeterminiert sein. Dies bedeutet

aber natirlich auch, dald sich die in der Nacktmaus wachsenden Zellen von den in vitro

wachsenden Zellen in einer Reihe von Merkmalen unterscheiden kénnen.

Ich habe mich hier auf die bereits in vitro ausgepragten differentiellen Merkmale konzentriert,

weil zu diesen Merkmalen ein sinnvoller experimenteller Zugang moglich ist. Zellen aus

Nacktmaustumoren sind flir die hier im folgenden diskutierten Methoden nur bedingt zu

verwenden:

e Zum einen werden fir die cDNA-Arrays, aber vor allen Dingen flr die 2-D-Gele grolie
Mengen an Zellen bendtigt. Damit diese Zellzahl aus den kleinen Tumoren der
Nacktmause, deren Volumen groRtenteils auf blutgefiillte Lakunen zurlickzuflihren ist,
gewonnen werden kann, wirden unverhaltnismaRig viele Tiere bendtigt, deren
Notwendigkeit man im Tierversuchsantrag nur schwer begriinden kann.

e Im Gbrigen hatte man fur die Zelllinien, die keine Tumoren bilden kein Probenmaterial zur
Verfugung. Von diesen Zelllinien dann in vitro kultivierte Zellen zu verwenden ist aus
Grinden der Vergleichbarkeit problematisch.

e Ein weiteres Problem der Zellen aus der Nacktmaus ist die nicht vermeidbare
Kontamination mit Zellen aus der Maus und damit auch Mause-RNA beim cDNA-Array
und Mauseproteinen bei den 2-D-Gelen. Bei den cDNA-Arrays soll es zwar nicht zu einer
Kreuzreaktion mit anderen Spezies kommen, die Komplexitat der Probe wiirde aber
erhoéht, was bei diesen sehr sensitiven Systemen zu Problemen wie starker Hintergrund

fihren kann.
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e Bei den 2-D-Gelen wirden die Mauseproteine das schon komplexe Proteinmuster
zusatzlich belasten und damit die Aussagefahigkeit der Methode verringern.

e Material aus den im histologischen Bild gut zu erkennenden nekrotischen Arealen wirde
unweigerlich mit isoliert und im cDNA-Array und im 2-D-Gel verwendet. Die RNA und die
Proteine in diesen Zellen sind aber bereits stark degradiert. Gerade degradierte RNA
kann aber in den cDNA-Arrays nicht eingesetzt werden, da sie zu falsch positiven oder
falsch negativen Befunden fihrt. Auch bei den 2-D-Gelen waren degradierte Proteine
hinderlich, da es auch dabei zu einer Erhéhung der Komplexitat und Verfalschung des
Proteinmusters kommt. AuRBerdem erhielte man viele ,differentiell exprimierte
Proteinspots®, die darauf zurickzufihren waren, dal in den Proben unterschiedliche

Degradationsstufen der Proteine vorhanden waren.

4.1.3.1 cDNA-Array

Bei den cDNA-Arrays handelt es sich um ein kommerziell erhéltliches System. Mit dem
gewahlten Array wurde eine Grof3zahl der zu dieser Zeit (1999) im Zusammenhang mit der
Entstehung von Tumoren bekannten Gene untersucht. Dabei weist das System eine hohe
Sensitivitdt auf und kann sogar Gene, deren mRNA nur in wenigen Kopien (ca. 20) je Zelle
vorliegt entdecken (Angabe des Herstellers). Von der Hypothese ausgehend, dal} die
unterschiedliche Tumorigenitat der Zelllinien in der Nacktmaus auf bereits bekannte, Tumor
assoziierte Gene zuruckzuflhren ist, war bei diesem Ansatz die Wahrscheinlichkeit hoch, ein
in unseren Zelllinien relevantes Gen zu finden.

Die von der Herstellerfirma vorgegebene Auswahl der Sequenzen stellt eine
Eingangshypothese in diesem Experiment dar. Zu Genen, die nicht enthalten sind, kann
keine Aussage getroffen werden. Die Untersuchung ist aus diesem Grund moglicherweise
nicht vollstandig, obwohl die Eingangshypothese in unserem Zellsystem sinnvoll ist. Wie alle
RNA-basierten Suchsysteme kann auch der cDNA-Array keine Informationen Uber die
tatsachliche Translation der mRNA in einer Zelllinie liefern. Aus diesem Grund wurde zur
Erganzung ein proteinbasiertes differentielles Suchsysteme etabliert und benutzt. Dabei
wurde ein hypothesenfreies Analysesystem verwendet, das in diesem Punkt komplementar

zum cDNA-Array ist.

4.1.3.2 2-D PAGE

Bei der 2-D PAGE handelt es sich um ein offenes Suchsystem, bei dem theoretisch alle in
einer Zelle synthetisierten Proteine erfal’t werden. Mit diesem System kdnnen also auch
unbekannte Proteine und Proteine, die bis jetzt noch nicht in einem speziellen
Zusammenhang diskutiert wurden, gefunden werden. Mit diesem System untersucht man
direkt auf der Proteinebene und nicht auf dem Umweg Uber die RNA-Ebene die

unterschiedliche Expression in den Zellen. Das hat mehrere Vorteile. Zum einen kann die
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Regulation eines Gens auf der Translationsebene liegen und ware mit den RNA basierten
Systemen nicht auffindbar. Zum anderen ist gerade bei unbekannten oder wenig
untersuchten Genen die notwendige Uberpriifung auf der Proteinebene nach einem Befund
auf der RNA-Ebene schwierig, da es meistens fir diese Proteine keine Antikérper gibt.
Zusatzlich ist gerade aus Trophoblastzellen bekannt, da einige Gene zwar transkribiert,
aber nicht translatiert werden (Chumbley et al., 1994).

Zu der 2-D PAGE gibt es auf der Proteinebene zur Zeit noch keine Alternative. Die

Sensitivitdt der 2-D PAGE ist grundsatzlich durch die Auflésungskapazitat der ersten und

zweiten Dimension und der gewahlten Visualisierung begrenzt. Mit dem hier gewahlten

System werden von jeder Zelllinie ca. 2000 Proteine erfal’t. Diese Zahl konnte durch eine vor

der elektrophoretischen Trennung durchgefiihrten Fraktionierung der Probe in I0sliche

zytoplasmatische Proteine, Membranproteine, Proteine einzelner Zellorganellen usw.
wesentlich erhoht werden. Zusatzlich kdnnten Gele mit sehr engen pH-Gradienten von jeder

Probe gemacht werden. Mit diesen engen (z.B. pH 5-6), Uberlappenden pH-Gradienten wird

die Trennstrecke in der ersten Dimension stark vergroRert, so daly auch Proteine, die bei

weiten pH-Gradienten einen Spot bilden getrennt werden kdénnen. Bei einem derartigen

Ansatz kdnnen Regulatorgene wie z.B. Transkriptionsfaktoren gefunden werden, die nur in

geringer Kopienzahl in der Zelle vorliegen. Bei der in dieser Arbeit durchgeflhrten

Auftrennung von Gesamtzellproteinen ohne Fraktionierung der Proben in den verwendeten

weiten pH-Gradienten kénnen nur Proteine, die in einer relativ hohen Kopienzahl in der Zelle

vorliegen im Gel sichtbar gemacht werden. Aus diesem Grund ist die Wahrscheinlichkeit
hoch, dal® bei der Suche mit dem gewahlten Ansatz Effektorgene gefunden werden, da diese
in ausreichender Kopienzahl vorliegen. Diese Arbeit hatte aber auch das Ziel, solche

Effektorgene zu identifizieren, um ausgehend von diesen Genen weitere Projekte und

Schritte zu planen.

Die 2-D PAGE ist aulerdem rein qualitativ ausgewertet worden. Dafiir gab es zwei Griinde.

e Zum einen ist die gewahlte Silberfarbung der Gele sehr sensitiv (0,05-0,1ng/mm?). Der
lineare quantitative Bereich ist aber eng und sehr starke Proteinspots werden negativ
(d.h. hellgelb bis hellbraun) gefarbt (Rabilloud, 1999).

e Zum anderen wurde davon ausgegangen, dal} ein qualitativer Unterschied im Phanotyp
(tumorigen vs. nicht tumorigen) auch mit qualitativen Musterunterschieden auf der

Proteinebene einhergeht.
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4.2 Ergebnisse der Charakterisierung

4.2.1 Tumorigenitat in der Nacktmaus

Die Hybridzelllinien AC-1M32, AC-1M46, AC-1M81 und AC-1M88, die Tumoren in der
Nacktmaus bilden, sind in der Lage, in ihrem Wirt zu Gberleben und zu proliferieren. Der
Zugang zu WirtsgefaBen und die Sicherstellung der Nahrstoffversorgung fur den
wachsenden Tumor sind dabei ein zentrales Problem fir die Tumorzellen. Viele Tumoren
haben die Fahigkeit, Neoangiogenese im Wirtsgewebe zu erzeugen, um ihre Versorgung zu
sichern. Erst damit ist in der Regel eine Grélkenzunahme Gber 1-2mm maoglich (Folkman and
Cotran, 1976). Histologisch 4Rt sich jedoch bei den Tumoren der Choriokarzinomzellen
(Griummer et al., 1999) und bei den Choriokarzinom/Trophoblast-Hybriden keine
ausgepragte Neoangiogenese im Wirtsgewebe nachweisen. Trotzdem sind die Tumoren
deutlich grofRer als 1-2 mm. Das histologische Bild zeigt grofe, blutgefiilite Lakunen und
aggressiv arodierte WirtsgefaRe. Dies spricht dafir, dal die wachsenden Tumoren in
benachbarte Wirtsgefalte einbrechen und eine minimale Zirkulation in diesen Lakunen in
Gang bringen. Dies ware ein ganz ahnlicher Mechanismus wie er auch im Rahmen der
Implantation der Blastozyste beim normalen Trophoblasten auftritt. Diese Form der
Nahrstoffversorgung kann allerdings nur die Randbereiche des Tumors ausreichend
versorgen, was die groRen nekrotischen Areale im Inneren der Tumorknoten erklart. Die
teilweise sehr rasche GréRenzunahme und dunkel livide Farbe der wachsenden Tumoren ist
auf die in Folge der Arrosion von Wirtsgefalien auftretenden Einblutungen zurlickzufiihren.
Dieser auRerst aggressive Wachstumsprozess zeigt Analogien zur Invasion des
Trophoblasten wahrend der Implantation und erklart die primar hdmatogene Metastasierung
von Choriokarzinomen bei Patienten, die an solchen Tumoren erkranken.

Der Hybridzelllinie AC-1M59, die keine Tumoren in der Nacktmaus bildet, fehlt demnach die
Fahigkeit, invasiv im Wirtsgewebe zu wachsen.

Die Choriokarzinomzelllinie AC1-1 scheint nur in Ausnahmen zu invasivem Wachstum in der
Nacktmaus fahig zu sein.

Die GréRRenzunahme der Tumoren IaRt keinen direkten Rickschlufd auf die Proliferationsrate
der Zellen zu, da das Wachstum der Tumoren zu einem Teil auf das grof’e Volumen der

blutgeflllten Lakunen zurtickzufiihren ist (Grimmer et al., 1999).

4.2.2 Korrelation genotypischer Veranderungen mit dem Phanotyp der
Zelllinien

Bei der Fusion von Zellen und der anschlieRenden chromosomalen Segregation handelt sich
um einen genetisch komplexen Vorgang. Wahrend der Phase der genetischen Instabilitat

wahrend der ersten Zellteilungen kommen neben Segregationen auch Translokationen und
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alle anderen Formen chromosomaler Veranderungen vor. Bekannt ist dies vor allem aus der
Anwendung sogenannter somatischer Zellhybride (Abbott and Povey, 1995). Solche Hybride
entstehen durch physikochemisch induzierte Fusion eukaryotischer Zellen und werden
anschlieflend durch passende Selektionsbedingungen (haufig HGPRT-Defizienz kombiniert
mit funktioneller Komplementation) selektiert. Somatische Zellhybride dienen dem Kartieren
von Genen auf bestimmten menschlichen Chromosomen. Dazu werden in der Regel
interspezifische (Maus/Mensch; Hamster/Mensch; Hamster/Maus, etc.) Hybride benutzt. Die
Phase der chromosomalen Segregation lauft bei interspezifischen Hybriden in der Regel zu
Gunsten einer der parentalen Spezies ab, so dal am Ende eines oder sehr wenige
Chromosomen der anderen Spezies vor dem Hintergrund eines kompletten Genomes
vereinzelt existieren (Abbott and Povey, 1995). Bei der intraspezifischen Hybridisierung, die
im Rahmen unsere Experimente erfolgte, kam es ebenfalls zur Segregation von
Chromosomen. Allerdings ist nicht eindeutig, ob und wenn ja, welcher der beiden
Fusionspartner bevorzugt vom Verlust genetischen Materials nach der Fusion betroffen
gewesen sein konnte. Auf der einen Seite enthalten die Hybride im DNA-Fingerabdruck
zusatzliche Banden, welche die eine parentale Zelllinie (AC1-1) nicht aufweist. Diese Banden
stammen wahrscheinlich aus den extravillésen Trophoblastzellen. Die geringen Unterschiede
der Fingerabdriicke innerhalb der Hybride weisen darauf hin, dal das trophblastare Genom
nicht bevorzugt und ggf. massiv durch Segregation ausgeschleust wurde. Auf der anderen
Seite gilt ahnliches fur die in den Choriokarzinomzellen nachgewiesenen Bandenmuster. Die
Unterschiede zwischen den Hybriden sind diskret. In der Zytogenetik zeigt sich auch, daf} die
Markerchromosomen der Choriokarzinomzellen im wesentlichen auch in den Hybriden noch
stabil nachzuweisen sind. Es ist daher davon auszugehen, dal die relativ klar erkennbaren
und diskreten Unterschiede zwischen den Zelllinien durch eine im wesentlichen zufallige
chromosomale Segregation zustande kamen. Den numerischen Gegebenheiten zufolge,
wurde rund ein fiinftel des zum Zeitpunkt der Fusion in den Hybriden vorhandenen
genetischen Materials wahrend der ersten Passagen eliminiert. Das dann durchgehend
anzutreffende hypertetraploide Genom stellt offensichtlich eine GenomgréRRe dar, die wieder
im Rahmen eines normalen Zellzyklus gehandhabt werden kann.

Bei dem Versuch, den Genotyp der Hybride und Choriokarzinomzelllinien mit ihrem im
Nacktmausexperiment bestimmten Phanotyp zu vergleichen, kann nur auf die Zytogenetik
zurlckgegriffen werden, weil die Methode des DNA-Fingerabdrucks keine Zuordnung von
Unterschieden zu genetischen Merkmalen erlaubt. Eine Synopsis der wichtigsten
zytogenetischen Merkmale mit der Tumorigenitat ist in Tabelle 9 zusammengestellt.
Numerische Aberrationen sind grundsatzlich nicht mit der Tumorigenitat korreliert, so daf}
der Blick sich auf die Veranderungen richtet, die an einzelnen Chromosomen oder Markern

nachgewiesen werden kdnnen. Bei den Autosomen oder von Autosomen derivierten Markern
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fallt hierbei nur die mit add(9)(p13) bezeichnete Translokation auf. Dieser Marker findet sich
nur in den drei minder tumorigenen Hybriden (AC-1M32, AC-1M46 und AC-1M59) und ist
abwesend in den hochtumorigenen Hybriden (AC-1M81 und AC-1M88). Er ist allerdings
nicht in JEG-3, und nicht in der schwach tumorigenen Choriokarzinomzelllinie AC1-1
vorhanden. Damit ist eine generelle, in allen Zelllinien vorhandene Rolle von auf diesem
Chromosom vorhandenen genetischen Merkmalen nicht mehr wahrscheinlich. Etwas klarer
liegen die Verhaltnisse bei den Gonosomen. Hier ist in der fir die Fusion benutzten Zelllinie
AC1-1 nur das veranderte X-Chromosom add(X)(g26) vorhanden, dem alle genetischen
Informationen distal von Xg26 fehlen. Hiervon ist mit Sicherheit auch das in diesem Bereich
liegende HGPRT-Gen betroffen, denn dieses Gen liegt auf Xqg26 und die Zelllinie hat einen
HGPRT-negativen Phanotyp. Nach einer Fusion werden in den Selektionsmedien die noch
vorhandenen AC1-1 Zellen durch Selektionsbedingungen eliminiert, unter denen HGPRT-
negative Zellen nicht Uberleben kdnnen. Aus diesem Grund sind auch in allen Hybriden
normale X-Chromosomen vorhanden, die Uber einen intakten Bereich distal von Xq26
verfugen. Da in der parentalen Zellinie AC1-1 nur das veranderte X-Chromosom
add(X)(g26) vorhanden ist, sind alle in den Hybriden vorhandenen Gonosomen aus dem
Trophoblasten eingebracht worden. Dabei kann es sich sowohl um ein X, als auch um ein Y-
Chromosom handeln, weil flr die Fusion mannlicher Trophoblast verwendet wurde. Die
Gegenwart des veranderten X-Chromosoms add(X)(g26) korreliert mit einer verminderten
Tumorigenitat, wahrend die alleinige Anwesenheit eines intakten X-Chromosoms in allen so
ausgestatteten Zelllinien mit einer hochgradigen Tumorigenitat einhergeht. Ist add(X)(q26)
das einzig vorhandene X-Chromosom, so ist nur noch eine stark verringerte Tumorigenitat
vorhanden.

Die Befunde konnen nur die Korrelation zwischen den oben erwahnten genotypischen und
phanotypischen Merkmalen erfassen. Aus den hier eingesetzten Zelllinien 14t sich nicht
zwangslaufig folgern, dal® Gene auf dem Bereich distal des Bruchpunktes in add(X)(q26)
(d.h. distal von Xg26 und dem HGPRT-Gen) in die Erklarung unseres Phanotypes verwickelt
sein mussen. Allerdings konnte (mit der autokrinen Schleife CD40R und CD40L s.u.) ein
Kandidatengen identifiziert werden, das tumorigene Eigenschaften hat und auf Xq26

lokalisiert ist.

4.2.3 Identifizierung differentiell exprimierter Gene im cDNA-Array

Die cDNA-Arrays der sieben Zelllinien liefern eine groRe Datenmenge. Aus dieser

Datenmenge mussen mit Hilfe geeigneter Suchstrategien die fir den Phanotyp relevanten,

differentiell exprimierten Gene herausgefiltert werden. Dazu wurden mehrere

Filteroperationen hintereinander durchgefuhrt, bei denen nicht differentiell exprimierte Gene

eleminiert wurden (s. 3.4). Fur die anschlieBend durchgefuhrten Filterungen wurden die
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Zelllinien immer zu Gruppen zusammengefal3t. Fir diese Vorgehensweise gab es mehrere
Grinde:

Die Arraysysteme sind eigentlich fir den Vergleich von zwei Zelllinien oder einer Zelllinie
unter zwei unterschiedlichen Bedingungen gedacht. Bei der Zusammenfassung der Zelllinien
zu zwei Gruppen erhalt man wieder diesen Zustand. Natrlich ware auch ein Vergleich der
stark tumorigenen Zelllinie AC-1M88 mit der nicht tumorigenen Zelllinie AC-1M59 mdglich
gewesen. Bei diesem Vergleich erhalt man 60 Gene, in denen sich die beiden Zelllinien
unterscheiden, d.h. immer noch eine fir molekularbiologische Nachuntersuchungen sehr
groflte Anzahl zu verifizierender Unterschiede. Viele dieser Gene sind moéglicherweise nicht
mit der unterschiedlichen Tumorigenitat der Zelllinien kausal verknipft. Die Gruppierung der
Zelllinien hilft die Zahl der identifizierten Gene zu reduzieren und erhoht dabei gleichzeitig die
Wabhrscheinlichkeit, dal} die gefundenen Gene fir den analysierten Phanotyp der Zellen
relevant sind (Triche et al., 2001).

Nach diesen Gruppenfilteroptionen konnte die Zahl der Gene auf 14 potentiell interessante
eingegrenzt werden. Fur die angewandten entscheidenden Filterstrategien wurden die
folgenden Uberlegungen zu Grunde gelegt:

Die Ergebnisse aus den Nacktmausexperimenten und die Zytogenetik der Zellen lieferte eine
Korrelation zwischen der Anwesenheit des veranderten X-Chromosoms addXq26 und der
Tumorigenitat der Zellen. Die Zelllinien JEG-3, AC-1M81 und AC-1M88, die nur ein normales
X-Chromosom besitzen, sind stark tumorigen. Sie verursachen in mindestens 60% der
Mause Tumoren. AC1-1 dagegen besitzt nur das veranderte X-Chromosom addXqg26 und
zeigt ein stark reduzierte Tumorigenitat, da nur 17% (5 von 30) der Mause Tumoren bilden.
Dies ist besonders deshalb bemerkenswert, da AC1-1 nur eine HGPRT-negative Mutante
von JEG-3 ist. Auffalligste Veranderung dabei ist die Translokation am X-Chromosom, die zu
einem Verlust des HGPRT-Gens und aller Gene distal dieses Lokus geflihrt hat. Die Hybride
AC-1M32, AC-1M46 und AC-1M59, die sowohl ein normales, als auch das veranderte X-
Chromosom besitzen, sind entweder nicht tumorigen, wie AC-1M59 oder sie zeigen eine
reduzierte Tumorigenitat wie AC-1M32 und AC-1M46. Aus diesem Grund wurden in einer
Filteroption die Zelllinien mit dem normalen X-Chromosom JEG-3, AC-1M81 und AC-1M88
der Zelllinie AC-1-1 mit dem veranderten X-Chromosom addXqg26 gegenlibergestellt. Bei der
Suche nach Tumorsuppressorgenen, d.h. Genen, die nur in AC1-1 exprimiert werden,
wurden neun Gene gefunden (s. Tabelle 13). Bei der umgekehrten Suche nach Onkogenen,
d.h. Genen die nicht in AC1-1, aber in allen drei anderen Zelllinien vorkommen, wurden
keine Gene identifiziert. Erweitert man die Suche und fal3t alle Zelllinien, die das veranderten
X-Chromosom besitzen, in eine Gruppe zusammen und wahlt den Filter so, dal3 ein
Tumorsupressor in mindestens einer der Zelllinien vorkommen muf, erhalt man die selben

neun Gene (s. Tabelle 14).
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Der zweiten Filteroperation lag eine andere Uberlegung zu Grunde. Ausgehend von der
Tatsache, dal® AC1-1 nur sehr schwach tumorigen ist und extravilléser Trophoblast nicht
tumorigen ist (Rachmilewitz et al., 1995), stellte sich die Frage, wie aus der Fusion dieser
beiden Zellen wieder stark tumorigene Zellen entstehen kdnnen. Dabei ist es durchaus
maoglich, dal die relevanten Faktoren andere sind als bei JEG-3. Aus diesem Grund wurden
die folgenden Filterungen mit einer kleineren Untergruppe von Zelllinien durchgefiihrt. Die
Gruppe, die durch die Fusion die neue Eigenschaft erworben hatte in Nacktmausen Tumoren
zu bilden, bestand aus den Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88. Diese wurden mit der nur
schwach tumorigenen Elternzelllinie AC1-1 und der auch nach Fusion nicht tumorigenen
Zelllinie AC-1M59 verglichen. Bei dieser Filterung erhielt man sowohl Gene mit
Tumorsupressoreigenschaften (s. Tabelle 15), als auch solche mit Onkogenen
Eigenschaften (s. Tabelle 16).

Die unter den mit Hilfe der verschiedenen Filterungen gefundenen potentiell interessanten
Gene sind in Tabelle 17 zusammengefal3t.

Keines der gefundenen Gene liegt auf einem der durch die Translokation an das X-
Chromosom betroffenen Chromosomenabschnitte. Die Gene kénnen daher nicht direkt
durch die Translokation betroffen sein. Wie unten (fur CD40R) diskutiert, sind aber mit
diesen Proteinen funktionell verknlipfte Gene auf dem verlorengegangenen Teil des X-
Chromosoms lokalisiert.

Fir die Gene VEGF-Rezeptor 3, Dysplasie Protein und MMP-2 (Huppertz et al., 1998) ist die
Expression in der Plazenta beschrieben. Die ubiquitdr vorkommenden Gene HSPG2 und
nm23-H4 werden ebenfalls in der Plazenta exprimiert. Flir die anderen Gene ist eine
Expression in der Plazenta oder in Choriokarzinomen nicht nachgewiesen, was aber einfach
daran liegen kann, dafs noch niemand die Plazenta darauf untersucht hat. Die Gene, die in
anderen epithelialen Zellen exprimiert werden, wie Zytokeratin 5, Smoothened, C-SRC und
CD40R kénnten auch in Trophoblastzellen exprimiert werden.

Welche Funktion die einzelnen Gene in den Hybridzelllinien bzw. im Trophoblasten haben
konnten wird weiter unten zusammen mit den aus der Proteomanalyse identifizierten

Kandidatengenen diskutiert.

4.2.4 Ildentifizierung differentiell exprimierter Kandidatengene in der 2-D PAGE
Bei der Analyse der 2-D PAGE wurden die Zelllinien in zwei Untergruppen wie bei der
zweiten Filterungsstrategie der cDNA-Arrays zusammengefalt. Die tumorigenen
Hybridzelllinien AC-1M81 und AC-1M88 wurden also mit den nicht bzw. schwach
tumorigenen Zelllinien AC-1M59 und AC1-1 verglichen. Die Gruppierung der Zelllinien erhdht
auch hier die Wahrscheinlichkeit, dal die gefundenen Proteine flir den untersuchten

Phanotyp der Zellen eine Rolle spielen.
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Gele von isolierten extravilldsen Trophoblastzellen wurden nicht in die Analyse mit
einbezogen. Fir eine Proteomanalyse missen die Zellen in einer Reinheit und Menge
vorliegen, die zur Zeit labortechnisch noch nicht erreicht werden kann. Die Zelllisolationen
haben eine Reinheit von ca. 80% Trophoblastzellen., d.h. 20% der Praparation sind andere
Zellen. Bei diesem groften Anteil sind die Proteine der kontaminierenden Zellen im Gel
sichtbar und verschlechtern das Signal-Rausch Verhaltnis bis hin zu Bedingungen, die eine
vergleichende Auswertung nicht mehr sinnvoll erscheinen lassen.

Vergleicht man die Proteinmuster der verschiedenen Hybride und Choriokarzinomzelllinien
fallt zuerst auf, dal} sie sehr ahnlich sind. Die Gele lassen sich auf den ersten Blick nicht
voneinander unterscheiden. Der grofite Teil der Proteine liegt in einem pH-Bereich von 4 bis
7 und in der GréRe von 90 bis 30kDA.

Die in den Gelen identifizierten unterschiedlichen Proteinspots sind in Tabelle 18 bis Tabelle
21 aufgefliihrt. Ein Vergleich mit den im cDNA-Array identifizierten Gene ist leider nicht
moglich, weil die dort fur die gefundenen Proteine ausgewiesenen MG und IEP theoretisch
generiert wurden. Das bedeutet, dal3 die Daten einfach auf Grund der Proteinsequenz
berechnet wurden und posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierung, Entfernung von
Signalpeptiden u.a. nicht bertcksichtigt sind. Die Proteine im Gel sind aber modifiziert und
ein Vergleich zwischen beiden Gruppen ist daher nicht sinnvoll. Eine ldentifizierung der
Proteinspots mit Hilfe des MG und IEP ist ebenfalls nicht moglich. Deshalb werden im
folgenden nur die beiden Proteine besprochen, die im Massenspektrum identifiziert worden
sind.

Das durch Peptidmassenfingerabdruck identifizierte Protein Annexin Il wird in der Plazenta
exprimiert und kann daraus isoliert werden (Ross et al., 1990;Ross and Majerus, 1986).

Das durch Peptidfragmentsequenzierung identifizierte Protein Saposin D ist bei der

Untersuchung plazentarer Lysosomen dort gefunden worden (Chataway et al., 1998).

4.2.5 Analyse der 16 differentiell exprimierten Gene

Von den 16 als differentiell exprimierten Genen werden 12 im folgenden zu zwei Gruppen
zusammengefal’t und kurz diskutiert. Die vier Gene Annexin lll, Saposin D, Interleukin-17

und CD40R werden anschlielend ausfihrlich besprochen.

a) Gene, die in Signaltransduktionswegen oder als Morphogene beschrieben sind

Das Gen von RBQ1 (=RBBPG6) ist 1995 erstmals isoliert und beschrieben worden (Sakai et
al., 1995). Das Protein bindet an das Retinoblastoma Protein und inaktiviert dadurch diesen
Tumorsupressor. Das Protein kénnte durch diese Interaktion zu der Tumorigenitat der
Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88 beitragen. Ob das Retinoblastom Protein in den Zelllinien

exprimiert wird, muf} durch weitere Experimente geklart werden.
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Netrin-2 wurde erstmals 1994 beschrieben. Die Netrine spielen eine wichtige Rolle bei der
Lenkung der Axone wahrend des Auswachsens (Kennedy et al., 1994). Der zugehorige
Rezeptor DCC (deleted colorectoral cancer) wurde zuerst in Colonkarzinomen beschrieben
(Chan et al., 1996;Fearon et al., 1990). Der Rezeptor wird in verschiedenen epithelialen
Zellen exprimiert. Liegt der Rezeptor alleine vor aktiviert er konstitutiv einen Apoptoseweg.
Bei Interaktion mit dem Liganden Netrin wird diese Aktivierung inhibiert (Livesey,
1999;Mehlen et al., 1998). Die Expression von Netrin-2 kann also Zellen vor der Apoptose
bewahren. Dieser Befund aus der Literatur palt zu der gefundenen Expression in den
tumorigenen Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88. Die Expression des Rezeptors in den
Zelllinien muf’ durch weitere Experimente geklart werden.

Der Retinoid X Rezeptor o (RXRA) wurde erstmals 1990 beschrieben. Er gehort zur
Superfamilie der Steroid- und Thyroid-Hormonrezeptoren, die die Transkription regulieren
(Mangelsdorf et al., 1990). Als Ligand fur den Rezeptor wurde 9-cis-Retinoinsaure
identifiziert (Heyman et al., 1992). Der Ligand inhibiert das Wachstum von Ostrogenrezeptor
positiven Brustkrebszelllinien (Rubin et al., 1994). Aulerdem ist die Aktivierung von RXRA
notwendig fur die Uber IGFBP-3 induzierte Apoptose (Baxter, 2001). RXRA kann also das
Wachstum von Zellen verhindern, was zu seiner Expression in den nicht bzw. schwach
tumorigenen Zelllinien AC-1M32, AC-1M59 und AC-1-1 palt. Welche Funktion der Rezeptor
in den Zellen genau hat muf noch durch weiterfuhrende Experimente untersucht werden.

Die differentielle Expression dieser drei Gene (RBQ1, Netrin-2 und RXRA) kann daher
tatsachlich zur Erklarung der unterschiedlichen Phanotypen der Zelllinien beitragen. Die
Untersuchung ihrer genauen Funktion in weiteren Experimenten erscheint daher sinnvoll.
Das humane Homolog zum Drosophila Protein Smoothened (SMOH) wurde 1996 kloniert
(Stone et al., 1996). Das Protein ist ein Membranprotein und Teil des Sonic Hedgehog (SHH)
Signaltransduktionsweges. Die Signalweitergabe durch SMOH ist durch die Interaktion mit
Patched (PTC) inhibiert. Erst bei Bindung von SHH an PTC kommt es zu einer
Konformationsanderung der Proteine SMOH und PTC und das Signal wird weitergegeben
(Villavicencio et al., 2000). Mutationen, die zu einer permanenten Aktivierung von SMOH
fuhren, kdnnen eine onkogene Transformation von Zellen bewirken (Stone et al., 1996). Man
findet Mutationen von SMOH in Basalzellkarzinomen (Villavicencio et al., 2000). In den
Zelllinien wird SMOH in den schwach bis mittel tumorigenen Zelllinien AC-1M32, AC-1M46
und AC1-1 exprimiert. Ob das Protein die Tumorigenitat dieser Zellen beeinflult ist unklar
und mufl vor allem vor dem Hintergrund, dal? keine der untersuchten Zelllinien die
zugehdrigen Gene SHH und PTC exprimiert, kritisch untersucht werden.

Die Nukleosid-diphosphatkinase nm23-H4 wurde 1997 erstmals beschrieben (Milon et al.,
1997). Das Gen wird in der Plazenta schwach exprimiert. Fur die Mitglieder dieser Familie

wird eine Funktion als Tumor- bzw. Metastasesupressor diskutiert (Hennessy et al.,
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1991;Nakayama et al., 1992). Das palst zu der Expression des nm23-H4-Gens in den nicht
bzw. schwach tumorigenen Zelllinien AC-1M32, AC-1M59 und AC1-1. Auf der anderen Seite
kann eine erhéhte Expression von nm23-H4 in Tumoren des Colons und der Niere
beobachtet werden (Hayer et al., 2001). Dies ist moéglicherweise ein Hinweis auf die
Beteiligung von nm23-H4 bei der Entstehung dieser Tumoren. Dieser Befund widerspricht
der gefundenen Expression in den nicht bzw. schwach tumorigenen Zelllinien. Ob nm23-H4
trotzdem eine Rolle als Tumorsuppressor in den Hybriden spielen kann, missen weitere
Experimente zeigen.

Das Gen fir das faciogenitale Dysplasie Protein wurde 1994 kloniert und als FDG1
bezeichnet (Pasteris et al., 1994). Das Protein gehort zur Familie der dbl-Proteine, welche
die Fahigkeit haben, die Aktivitat von Guanidinnukleotid-Exchange-Faktoren fir bestimmte
Mitglieder der Rho-Familie zu katalysieren (Cerione and Zheng, 1996). Die Transfektion von
NIH3T3-Fibroblasten mit FDG1 und dessen konstitutive Expression bewirkt eine rasche
Tumorbildung in Nacktmausen. Die Kontrollzellen mit leerem Vektor bilden dagegen keine
Tumoren (Whitehead et al., 1998). FDG1 aktiviert in den Zellen die Transkriptionsfaktoren
SRF, Elk-1 und c-Jun, deren Rolle in der Regulation des Zellwachstums nachgewiesen
wurde (Whitehead et al., 1998). Diese Befunde stehen im Widerspruch zu der gefundenen
Expression in den nicht bzw. schwach tumorigenen Zelllinien AC-1M32, AC-1M59 und AC1-
1.

Das humane homolog (C-SRC) zum transformierenden Gen des Rous-Sarcoma-Virus (v-src)
wurde 1985 isoliert (Gibbs et al., 1985). Das Gen ist Uberexprimiert in einer Reihe von
Tumoren und spielt eine kritische Rolle in Signaltransduktionswegen, welche die Entwicklung
und das Wachstum von Tumorzellen kontrollieren. Das Gen wird ausschlie3lich in AC1-1
exprimiert. Welche Aufgabe es in dieser Zelllinie spielt ist zur Zeit unklar und muf3 durch
weitere Experimente geklart werden.

STAT5B (=signal transducer and activator of transcription) wurde erstmals 1995 beschrieben
(Liu et al., 1995). Die STAT-Proteine sind Substrate der Janus Kinase (JAK). Nach der
Phosphorylierung dimerisieren sie und wandern in den Kern. Eine permanente Aktivierung
von STAT5B durch chromosomale Translokation und Fusion des Gens mit dem
Retinoinsaurerezeptor o (RARA) wurde in einem Patienten mit akuter promyelotischer
Leukédmie beschrieben (Arnould et al, 1999). Das Protein scheint bei konstitutiver
Aktivierung also eher eine onkogene Wirkung zu haben. In welchem Zusammenhang diese
Eigenschaft mit der Expression in den schwach tumorigenen Zelllinien AC-1M32 und AC1-1
steht, mul® durch weitere Versuche geklart werden.

b) Gene, die auch bei der normalen Trophoblastdifferenzierung exprimiert werden

Die folgenden finf Gene werden auch bei der Differenzierung normaler Trophoblastzellen

exprimiert. Auch wenn sie teilweise in dem Array unter den Onkogenen geflhrt werden sind
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sie eher im Zusammenhang mit ihrer Expression im normalen Trophoblasten zu sehen und
ein Beweis dafir, daf’ in den Zelllinien trophoblastare Gene aktiv sind.

Das Gen fur das Heparansulfatproteoglycan HSPG2 wurde 1991 identifiziert (Dodge et al.,
1991). Das Protein ist Bestandteil der Basalmembran in normalen Plazenten und wird daher
von Trophoblastzellen exprimiert (Onodera et al., 1997).

Das Gen fur den VEGFR-3 (=FLT4) wurde 1992 aus einer Plazenta cDNA-Bibliothek isoliert
(Galland et al., 1992). Der Rezeptor ist essentiell flir die Lymphangiogenese wahrend der
embryonalen Entwicklung (Clauss, 2000).

Zytokeratin 5 wurde erstmals 1988 beschrieben (Lersch et al., 1989;Lersch and Fuchs,
1988). Das Protein wird in den basalen Zellen der Epidermis zusammen mit Zytokeratin 14
exprimiert. Eine Expression der epidermalen Zytokeratine ist auch flir alle
Trophoblastpopulationen beschrieben (Beham et al., 1988).

Die Struktur des Gens von MMP-2 wurde 1990 aufgeklart (Huhtala et al., 1990). Das Protein
ist eine Gelatinase und baut Kollagen der extrazelluldaren Matrix ab. Damit ist die Expression
dieses Proteins wichtig sowohl fur die physiologische als auch die maligne Invasion von
Zellen (Corcoran et al., 1996). Das Protein wird von extravilldsen Trophoblastzellen des

invasiven Phanotyps exprimiert (Huppertz et al., 1998).

Die folgenden vier Gene/Proteine Annexin lll, Saposin D, Interleukin-17 und CD40R werden
ausfihrlicher diskutiert, da ihre im Zusammenhang mit dem tumorigenen bzw. nicht
tumorigenen Phanotyp besonders interessant ist und teilweise schon mehr Befunde

vorliegen.

1. Annexin

Fur Annexin lll wurde die differentielle Expression sowohl auf der Proteinebene durch die 2-
D PAGE als auch auf der RNA-Ebene durch die reverse Transkription mit anschlieRender
spezifischer PCR nachgewiesen. Das Protein gehért zu der Familie der Annexine. Diese
Proteinfamilie besteht zur Zeit aus 13 Mitgliedern, welche in Saugetieren, Drosophila und
Hydra vorkommen (Raynal and Pollard, 1994). Die Proteine binden in Abhéngigkeit von Ca®*
an Phospholipide, bevorzugt an anionische Phospholipide wie Phosphatidylserin,
Phosphatidylinositol und Phosphatidsaure. Einige Annexine binden auch an das neutrale
Phosphatidylethanolamin. Die C-terminale Ca®'- und Phospholipidbindungsdomane ist
innerhalb der Familie hoch konserviert. Sie besteht aus 4 bzw. 8 (Annexin VI)
Wiederholungen von 70 Aminosduren und enthalt 2 bis 4 Ca”-Bindungsstellen. Die N-
terminale Doméne ist bei jedem Protein unterschiedlich und es existieren grolie
Langenunterschiede. Man nimmt an, dal® dieser N-terminale Teil der Proteine fur die

unterschiedlichen Funktionen der Annexine verantwortlich ist. Bei den Annexinen entspricht
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das aus der Sequenz kalkulierte Molekulargewicht demjenigen im Gel. Es kommt also nicht
zu starken posttranslationalen Modifikationen der Proteine (Raynal and Pollard, 1994). Die
Annexin [, Il, Ill, VII, VIII und X besitzen in ihrer N-terminalen Doméane das Aminosauremotiv,
das fur Substrate der Proteinkinase C typisch ist. Fir Annexin |l ist die Phosphorylierung
durch Proteinkinase C in vitro und in vivo nachgewiesen worden. Annexin | wird in vitro
phosphoryliert und die anderen oben genannten Annexine kénnen auf Grund ihrer
Aminosauresequenz auch Substrate flir Proteinkinase C sein (Rothhut, 1997).

Annexin Il hat eine N-terminale Doméane von 16 Aminosauren (Favier-Perron et al., 1996).
Das Protein findet man als 33kDa-Form in neutrophilen Granulozyten, wo es bis zu 1% der
Gesamtproteinmenge ausmachen kann und als 36kDa-Form in Makrophagen (Le, V et al.,
1992). Ross und Majerus isolierten 1986 das Enzym Inositol-1,2-cyclo-phosphat-2-
phosphohydrolase aus der Plazenta und stellten spater dessen Identitat mit Annexin Il fest
(Ross et al., 1990;Ross and Majerus, 1986). Das Enzym katalysiert die Umsetzung von 1,2-
cyclo-phosphat zu Inositol-1-phosphat. Sie konnten nachweisen, dal} die Zelllinie 3T3, die
das Enzym nicht exprimiert, nach der Transfektion mit dem Gen bei Erreichen der Konfluenz
eine niedrigere Zellzahl aufweist, als nicht transfizierte Zellen. Sie schlossen daraus, daf®
Annexin Il eine Rolle bei der Regulation der Zellteilung spielt (Ross et al., 1991). Damit
stimmen die Ergebnisse von Sekar und Graham Uberein, die in Tumoren der Niere (Sekar et
al., 1995) und der Leber (Graham et al., 1987) eine erniedrigte Aktivitdt des Enzyms und
dadurch erhdhte Spiegel von 1,2-cyclo-phosphat feststellten. Diese Ergebnisse legen nahe,
dafll Annexin Il in noch ungeklarter Weise als Tumorsuppressor wirkt und damit ein
Effektorprotein sein kann, welches den nicht bzw. schwach tumorigenen Phanotyp der
Zelllinien AC-1M59 und AC1-1 erklart. Auch fir andere Annexine ist in der Literatur eine
Tumorsuppressoraktivitdt beschrieben. Die humane Plattenepithel-Karzinomzelllinie A431
besitzt kein endogenes Annexin VI. Nach Transfektion mit dem Gen fir Annexin VI zeigen
die Zellen eine reduzierte Wachstumsrate, da es zu einer Verlangsamung des Zellzyklus und
damit langeren Generationszeiten kommt (Theobald et al., 1994). Bei Experimenten in
Nacktmausen bilden die transfizierten Zelllinien um 60% kleinere Tumoren als die nicht
transfizierten (Theobald et al., 1995). Auch fir Annexin | gibt es Hinweise auf eine
Tumorsuppressoraktivitat. So wird die Expression von Annexin | durch Glucokortikoide wie
Dexamethasone, die das Wachstum der Adenokarzinomzelllinie A549 inhibieren, induziert.
Durch die Zugabe von Anti-Annexin |-Antikérpern kann dieser Effekt aufgehoben werden.
Das spricht daflr, da® Annexin | das Molekul ist, welches das Signal in der Zelle umsetzt
(Croxtall and Flower, 1992). In der Karzinomzelllinie SqQCC/Y1 stimuliert Annexin | die
terminale Differenzierung der Zellen. Auch dieser Effekt kann durch Anti-Annexin I-Antikorper

neutralisiert werden (Violette et al., 1990).

86



Diskussion

Es gibt allerdings Arbeitsgruppen, welche die Identitdt von Annexin Il mit Inositol-1,2-cyclo-
phosphat-2-phosphohydrolase bestreiten (Perron et al., 1997;Sekar et al., 1996). Die
vorhandene Auswirkung von Annexin Il auf das Wachstum der Zellen bei (Ross et al., 1991)
erklaren (Perron et al., 1997) damit, dal3 Annexin Il entweder mit dem Enzym interagiert und
dessen Aktivitat verstarkt, oder dall Annexin Ill das Substrat Inositol-1,2-cyclo-phosphat
bindet und dem Enzym prasentiert. Flr die zweite Méglichkeit spricht die Tatsache, dal die
Autoren eine Affinitdt von Annexin Il fir das Substrat gemessen haben. Dieser Artikel
widerspricht damit nicht der Hypothese, daly Annexin Il eine Tumorsuppressoreigenschaft
entweder selbst besitzt oder vermittelt. Auch wenn die oben genannten Befunde
Uberwiegend an anderen Mitgliedern der Annexin-Familie erhoben wurden, legt die Vielzahl
der Beobachtungen doch nahe, dall auch Annexin Ill ein Protein ist, das eine
Tumorsuppressoraktivitat entfalten konnte. Méglicherweise ist Annexin Il alleine nicht in der
Lage, die komplette Tumorsuppression zu bewirken, sondern bewirkt sie im Verband mit den
anderen, noch zu diskutierenden Faktoren. Sicherlich rechtfertigen diese Beobachtungen die
Einordnung von Annexin Il als Kandidatengen in die Reihe der Tumorsuppressorgene, die in
den Zelllinien aktiv sind. Auch legen die oben erwahnten rekombinanten und
antikérperbasierten Methoden, die bei anderen Mitgliedern der Annexin-Familie eingesetzt
wurden, ahnlich experimentelle Ansatze bei Annexin Il in unserem System nahe. Dies
sprengt jedoch den Rahmen der vorliegenden Arbeit, die im wesentlichen die Identifizierung

geeigneter Kandidatengene zum Ziel hatte.

2. SaposinD

Die Saposine A, B, C und D sind eine Familie von kleinen (~80 Aminosauren), hitzestabilen
Glycoproteinen, die proteolytisch aus einem Vorlaufer, dem Prosaposin entstehen (Kishimoto
et al., 1992). Aus diesem Grund kann die differentielle Expression von Saposin D in den
Hybriden nur auf der Proteinebene durch die 2-D PAGE und nicht auf der mRNA Ebene
verifiziert werden, da die mRNA flr Prosaposin in allen Zellen vorhanden ist und die
Regulation der Expression ausschlie3lich auf posttranslationaler Ebene erfolgt.

Alle vier Saposine haben eine dhnliche dreidimensionale Struktur mit sechs Cysteinresten
und Prolinresten an den gleichen Positionen. Uber die Cysteinreste werden innerhalb eines
Proteins mehrere Disulfidbriicken ausgebildet. Dadurch sind die Molekile extrem kompakt
und resistent gegen Proteasen. Saposin A enthalt zwei Glykosilierungsstellen und die
anderen Saposine jeweils eine (O'Brien and Kishimoto, 1991;Vaccaro et al., 1995). Die
Saposine sind lysosomale Proteine und kénnen verschiedene lysosomale Hydrolasen,
vorwiegend solche, die am Metabolismus von Sphingolipiden beteiligt sind, aktivieren. Dabei
zeigen die vier Proteine trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit unterschiedliche Spezifitaten.

Saposine findet man in fast allen Geweben (Kishimoto et al., 1992).
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Saposin D wurde erstmals 1988 isoliert (Morimoto et al., 1988). Anfangs wurde aus in vitro
Befunden gefolgert, dall Saposin D als Sphingomyelinaseaktivator wirkt (Morimoto et al.,
1988;Tayama et al., 1993). Inzwischen ist aus in vivo Befunden deutlich geworden, dal} es in
Wabhrheit ein Ceramidaseaktivator ist (Azuma et al., 1994;Klein et al., 1994;Tatti et al., 1999).
Dabei interagiert Saposin D mit dem Enzym und nicht mit dem Substrat (Azuma et al., 1994).
In welchem Zusammenhang kann nun dieses Protein mit der Tumorigenitat der Zelllinien
AC-1M81 und AC-1M88 stehen? Die Anwesenheit von Saposin D verstarkt den Abbau von
Ceramid zu Sphingosin. Ceramid diffundiert in Membranen und wirkt als Second Messenger
(Testi, 1996). Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dall eine Erhéhung des
Ceramidspiegels in Zellen Apoptose induzieren kann. So haben Santana et al. bei
Lymphoblasten nach der Bestrahlung eine Erhdhung der Aktivitat der sauren
Sphingomyelinase festgestellt. Der Ceramidspiegel in diesen Zellen war ebenfalls erhéht und
sie wurden apoptotisch. Bei Lymphoblasten von Patienten mit der Niemann-Pick-Krankheit,
die einen Defekt in der sauren Sphingomyelinase haben, kommt es nach der Bestrahlung
nicht zu einem Anstieg der Ceramidkonzentration und die Zellen werden nicht apoptotisch.
Transduziert man diese Zellen allerdings mit der cDNA von saurer Sphingomyelinase
verhalten sie sich wieder wie normalen Lymphoblasten. Auch die Lungenepithelzellen einer
Knockout-Maus fiir saure Sphingomyelinase sind resistent gegen die Induktion von Apoptose
durch Bestrahlung. Die Autoren gehen allerdings davon aus, daf die Signaltransduktion in
dieser Strel} induzierten Apoptose anders ablauft als bei der Apoptose in der Entwicklung, da
sowohl die Niemann-Pick-Patienten als auch die Mause bei der Geburt normal sind (Santana
et al., 1996). In der B-Lymphoma Zelllinie WEHI231 kann Apoptose Uber Oberflachen-IgM-
Antikorper induziert werden (anti-lgM-induzierte Apoptose). Der zeitliche Ablauf und das
Ausmald der Apoptose korreliert dabei direkt mit der Bildung von Ceramid. Die Zellen kann
man aber auch durch Inkubation mit N-Oleoylethanolamin (OE), einem Inhibitor der
Ceramidase, in die Apoptose treiben. Bei gleichzeitiger Inkubation mit anti-IlgM und OE
verdoppelt sich die Effizienz von anti-IgM bei der Induktion von Apoptose. Dabei ist die Uber
Ceramid vermittelte Apoptose in den frihen Stadien reversibel (Quintans et al.,
1994;Wiesner et al., 1997). Bei der Untersuchung der NO induzierten Apoptose in
glomerularen Mesangium- und Endothelzellen wurde bei einer Langzeitinkubation mit NO ein
Anstieg im Ceramidspiegel festgestellt. TNFa dagegen bewirkt einen raschen, aber nur
voribergehenden Anstieg des Ceramidspiegels und ist nicht in der Lage in diesen Zellen
Apoptose zu induzieren. Beide Signale fihren zu einer chronischen Aktivierung der sauren
und neutralen Sphingomyelinase. TNFo aktiviert aber gleichzeitig die saure und neutrale
Ceramidase, wodurch der Ceramidspiegel in den Zellen konstant bleibt. Inkubiert man die
Zellen nun mit TNFo und dem Ceramidasehemmer OE wird auch Uber TNFa in den Zellen

Apoptose induziert (Huwiler et al., 1999). Zusammenfassend kann man sagen, dal} eine
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Erhéhung der Ceramidkonzentration entweder durch Sphingomyelinabbau und/oder durch
Hemmung des Ceramidabbaus in Zellen Apoptose induzieren kann. In den tumorigenen
Hybride AC-1M81 und AC-1M88 konnte die Anwesenheit von Saposin D, dem
Ceramidaseaktivator, einen schnellen Abbau von Ceramid bewirken und so die Zellen vor
der Apoptose retten. Die Zelllinien AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59 und AC1-1 dagegen fehlt
der Ceramidaseaktivator und bei ihnen ist die Induktion einer Ceramid-abhangigen Apoptose

niederschwelliger.

3. Interleukin-17

Interleukin-17 wurde in den 90er Jahren erstmals beschrieben. Das Zytokin wird
ausschlieBllich von aktivierten CD4+ T-Lymphozyten produziert. Andere untersuchte Gewebe
einschliellich Plazenta zeigten keine mRNA fir das Protein. Das Protein kommt in
glykosylierter und unglykosylierter Form vor und bildet Homodimere. Es induziert die
Sekretion von Interleukin-6, Interleukin-8, G-CSF und PGE; und die Oberflachenexpression
vom ICAM-1 in Fibroblasten. Es handelt sich also um ein Gbergeordnetes Zytokin, welches
die Sekretion anderer Zytokine induziert (Fossiez et al., 1996;Yao et al., 1995). Das von
Interleukin-17 induzierte Interleukin-6 wirkt bei vielen Tumorzelllinien als Wachstumsfaktor
(Fridman and Tartour, 1997). Interleukin-8 ist ein autokrin wirkender Wachstumsfaktor fir
Melanome (Schadendorf et al, 1993). Interleukin-8 Expression wurde in direktem
Zusammenhang mit der Fahigkeit von Zellen, in der Nacktmaus zu metastasieren,
beschrieben (Singh et al, 1994). Tartour et al. haben gezeigt, dal® Interleukin-17 die
Sekretion von Interleukin-6 und Interleukin-8 in den Tumorzelllinien HelLa (Zervixkarzinom),
IC1 (Zervixkarzinom), WM793 (Melanom) und HT144 (Melanom) signifikant erhoht.
Aulerdem wird bei den beiden Zervixkarzinomzelllinien HeLa und IC1, die mit Interleukin-17
transfiziert wurden, das Tumorwachstum in Nacktmausen im Vergleich zu den nicht
transfizierten Zellen beschleunigt. Die Expression von Maus-Interleukin-6 wurde durch das
von den Tumorzellen exprimierte Interleukin-17 induziert. Die Tumoren der transfizierten
Zellen waren durch Mausmakrophagen infiltriert, die man in den Tumoren der nicht
transfizierten Zellen nicht findet. Die Tumorinzidenz ist in den transfizierten Zellen allerdings
nicht erhoht (Tartour et al.,, 1999). Im Gegensatz zu normalem Ovargewebe, in dem
Interleukin-17 nicht gefunden wird, wurde die Expression des Zytokins auch in Biopsien von
Ovarkarzinomen nachgewiesen (Kato et al., 2001). Zusammenfassend kann man sagen, das
Interleukin-17 das Wachstum von Tumorzellen Gber die Induktion von Interleukin-6 und
Interleukin-8 fordert, aber nicht ursachlich fir die Entstehung von Tumorzellen verantwortlich
ist. In den Hybriden bedeutet dies, dal} Interleukin-17 das Wachstum der Tumoren in der
Nacktmaus foérdert. Tatsachlich wachsen die Tumoren der Zelllinie AC-1M88 schneller als

die von JEG-3, die kein Interleukin-17 exprimieren. Da Interleukin-6 nicht in den Zellen

&9



Diskussion

exprimiert wird muf3 man davon ausgehen, dal3 bei einer Wachstumsférderung durch

Interleukin-17 in den Tumoren die Interleukine 6 und 8 von Mausezellen sezerniert werden.

4. CD40R

Der CD40-Rezeptor (CD40R; TNFRSF5) ist ein Membranprotein von 48kDa und gehdrt zur
Superfamilie der Tumornekrosefaktor (TNF)-rezeptoren (Smith et al., 1994). Er wurde
erstmals im Jahr 1989 beschrieben (Stamenkovic et al., 1989). Der Rezeptor wird exprimiert
von B-Zellen, dendritischen Zellen und verschiedenen Karzinomen (Paulie et al.,
1989;Schriever et al., 1989). Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch den CD40-
Liganden (CD40L; TNFSF5). In den B-Lymphozyten flihrt die Aktivierung von CD40R zur T-
Zell-abhangigen Aktivierung von B-Lymphozyten. Das Signal wird bendtigt fir die
Proliferation von B-Zellen, die Bildung von Keimzentren, die Aktivierung von B-
Gedachtniszellen und den Wechsel der Ig-Klasse (lsotype switching). Der
Signaltransduktionsweg Uber CD40R fiihrt in den Keimzentren zur Rettung der aktivierten B-
Zellen aus dem apoptotischen Standardweg. Dies ist wichtig fur die Entstehung hoch affiner
Antikérper im Rahmen der in vivo Maturation der Immunantwort (Kehry, 1996). Der Ligand
wird in diesem Fall von CD4+-T-Lymphozyten nicht als I6sliches Protein, sondern als
Membranprotein exprimiert.

Bei Patienten mit X-gekoppelter Immundefizienz mit Hyper-IgM liegt eine Mutation im CD40L
vor, dessen Gen auf Xq26 — distal des Lokus von HGPRT - liegt. Durch die Mutation
unterbleibt die Rettung aktivierter B-Zellen vor der Apoptose uber den durch CD40R
vermittelten Weg und der Wechsel der Ig-Klasse ist gestort. In diesem Krankheitsbild kommt
es nicht zu einer Bildung von Keimzentren, die T-Zell-abhangige Aktivierung von B-
Lymphozyten findet nicht statt und man findet stark erhdohte Level von IgM-Antikérpern im
Serum bei gleichzeitigem Fehlen von IgG und IgE, weil die B-Zellen den Antikdrperisotyp
nicht wechseln kénnen. Bei CD40R-Knockout Mausen findet man einen vergleichbaren
Phanotyp (Castigli et al., 1994).

Neben dieser physiologischen Funktion im Immunsystem wird CD40R auch auf B- und T-
Zell-Lymphomen und Karzinomen exprimiert. In den Karzinomen kann CD40R zwei
unterschiedliche Funktionen tbernehmen. Zum einen fiihrt die Aktivierung von CD40R in
verschiedenen Karzinomen zur Apoptose der malignen Zellen (Young et al., 1998). Auf der
anderen Seite kann der Signaltransduktionsweg Uber CD40R Zellen aus der Apoptose
retten. Die Inhibition von Fas und TNFo induzierter Apoptose durch die Aktivierung von
CD40R wurde bei mehreren Blasen- und Leberzellkarzinomen beschrieben (Jakobson et al.,
1998;Sugimoto et al., 1999). Bei Lungenkrebspatienten wurde zudem eine Korrelation
zwischen der Expression von CD40R und dem weiteren Krankheitsverlauf gefunden.

Erhéhte CD40R Expression korreliert mit einer schlechteren klinischen Prognose. Von 18
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aus den Tumoren von Patienten etablierten Zelllinien waren 14 CD40R+. Von diesen 14
Patienten hatten 13 Metastasen in den Lymphknoten oder hdmatogene bzw. generalisierte
Metastasen und die durchschnittliche Uberlebensrate lag bei 1,1+£0,4 Jahren. Die vier
Patienten, deren Tumorzelllinien CD40- waren zeigten keine Metastasen und die
durchschnittliche Uberlebensrate lag bei 2,5+09 Jahren (Sabel et al., 2000).

Fir B- und T-Zell-Lymphome wird eine autokrine oder parakrine Stimulation von CD40R (ber
seinen Liganden postuliert. So findet man in B-Zelllymphomen eine Koexpression von
CD40L und CD40R in den Zellen und der CD40L-Serumspiegel der Patienten ist erhdht
(Clodi et al., 1998;Younes et al., 1998). Auch in neoplastischen T-Zellen ist eine konstitutive
Koexpression von CD40R und CD40L beschrieben (Storz et al., 2001). In beiden Systemen
besteht die Mdglichkeit, dal3 die Zellen durch eine autokrine oder parakrine Schleife vor der
physiologischen Apoptose bewahrt werden. In einer Studie mit 71 Patienten Uber die
Expression von CD40R in malignen Melanomen waren 41 Tumoren positiv fir CD40R. Ein
Teil der CD40R+ Tumoren zeigten in den gleichen Arealen eine Expression von CD40L.
Patienten mit dieser Koexpression hatten kirzere tumorfreie Phasen als Patienten, deren
Tumoren CD40R+ und CD40L- waren. Die Autoren erkldren dies mit einer autokrinen
Stimulation der Zellen Gber CD40R, durch die die Zellen auch in den Melanomen aus der
Apoptose gerettet werden (van den Oord et al., 1996).

Bei der physiologische Rettung der B-Zellen aus der Apoptose aktiviert CD40R direkt NF-xB
(Berberich et al., 1994). Die wichtigste Funktion von NF-kxB ist die Aktivierung anti-
apoptotisch wirkender Gene wie z.B. Bcl-x, (Hinz et al., 2001) und A20 (Sarma et al., 1995).
Beide Molekile sind als wichtige Faktoren bei der Rettung der B-Zellen aus der Apoptose
beschrieben (Kehry, 1996;Sarma et al., 1995). NF-xB aktiviert aullerdem die Transkription
von CD40R, so dal es zu einer konstitutiven Expression von CD40R und NF-xB in den
Zellen kommt (Hinz et al., 2001).

In den Hybriden kénnte ebenfalls eine autokrine oder parakrine Schleife flr die Aktivierung
von CD40R vorliegen, da der Ligand in den Tumorzellen der Nacktmaustumoren
nachgewiesen werden konnte. Diese Schleife kann nur in den Zelllinien existieren, in denen
ein normales X-Chromosom aktiv ist, weil bei dem veranderten X-Chromosom addXq26 das
Gen fur den CD40L nicht mehr vorhanden ist, da dieses distal der Bruchstelle im HGPRT-
Lokus liegt. In der Zelllinie AC1-1 ist die autokrine oder parakrine Stimulation von CD40 also
gar nicht moglich, da diesen Zellen eine Kopie des CD40L-Gens fehlt. Die Zellen kénnen
Uber CD40R also nicht aus der Apoptose gerettet werden. Dies kann erklaren, warum diese
Zellen den wirtseigenen Abwehrmechanismen weniger entgegenzusetzen haben und damit
eine geringere Tumorigenitat aufweisen. In den Hybriden AC-1M81 und AC-1M88 ist die
Stimulation von CD40R in jedem Fall moglich, denn diese Zellen enthalten nur normale X-

Chromosomen. Diese beiden Zelllinien sind die am starksten tumorigenen Hybride. Diese
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Tatsache konnte also damit erklart werden, dal} es diesen Zellen méglich ist trotz Apoptose-
Signalen zu Uberleben, da sie Uber die Aktivierung von NF-xB die Apoptosekaskade stoppen
konnen. Bei den drei anderen Zelllinien AC-1M32, AC-1M46 und AC-1M59, die sowohl ein
normales als auch ein verandertes X-Chromosom enthalten, ist entscheidend, welches X-
Chromosom aktiv ist. Im Nacktmausexperiment ware dann mdglicherweise ein
Selektionsprozess zu erwarten, bei dem CD40R/CD40L positive Zellen bevorzugt tberleben.
Dies ist eine plausible Hypothese, die erklart, warum in diesen Zelllinien die Tumoren spater
(nach einer langeren in vivo lag-phase) auftraten und kleiner waren. In der Zelllinie AC-
1M59, die keine Tumoren verursacht, mifte danach immer das addXq26 das aktive X-
Chromosom sein. Trotz dieser naheliegenden Interpretation kann nicht ausgeschlossen
werden, dald weitere, bisher unbekannte Faktoren eine Erklarung fur die Befunde liefern
kénnen. Allerdings ist die CD40R/CD40L Hypothese eine attraktive Eingangshypothese fir
weiterflhrende Studien. Im Rahmen solcher Experimente ware zu Uberprifen, welche X-
Chromosomen in den Tumoren tatsachlich aktiviert sind und ob es zu einer klonalen
Selektion bei den mittelgradig tumorigenen Zelllinien in vivo kommt. Das Ziel dieser Arbeit,
sinnvolle und dberprifbare Kandidatengene zu identifizieren und flr die weitere

experimentelle Arbeit vorbereitende Daten zu liefern, ist aber erreicht.

4.3 SchluBfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend kann man sagen, dal® bei den Onkogenen zwei Molekile (CD40-
Rezeptor und Saposin D) identifiziert worden sind, deren Aktivierung einen Abbruch der
Apoptosekaskade zur Folge haben kann. Diese Moleklle sind ursachlich fir die Entstehung
von Tumoren verantwortlich, da sie es Zellen ermdglichen zu Uberleben und sich letztendlich
zu vermehren, die eigentlich sterben sollten. In den tumorigenen Hybriden kann diese
Rettung aus der Apoptose zu der nach der Fusion wieder neu erworbenen Eigenschaft der
starken Tumorigenitat beitragen.

Um zu Uberprifen, inwieweit die autokrine Schleife CD40R/CD40L funktionell relevant ist,
sind weitere Versuche erforderlich. In Nacktmaustumoren muf® die Expression von CD40R
und von CD40L quantitativ bestimmt werden. Auflerdem mul3 man untersuchen, ob wirklich
eine Kolokalisation der beiden Proteine in den Tumoren vorliegt. Dies ist leider mit dem uns
zur Verfigung stehenden Tumormaterial nicht moéglich. Ob die autokrine oder parakrine
Stimulation fir die Entstehung von Tumoren ausreicht, kann durch konstitutive Expression
von CD40R und CD40L nach Transfektion in AC-1M59 und AC1-1 Uberprift werden. Auch
Versuche mit antisense-RNA in den Hybriden AC-1M81 und AC-1M88, welche die
Translation von CD40R oder CD40L hemmt sind moglich. In diesem Fall mufite die

Tumorigenitdt der Zelllinien geringer werden. Die Hypothese der in vivo Selektion auf
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CD40R/CD40L positive Zellen in den Zelllinien AC-1M32 und AC-1M46 kann durch
Kultivierung und Charakterisierung von Zellen aus Nacktmaustumoren Uberprift werden.

Da Saposin D posttranslational aus Prosaposin gespleit wird, kann die Klarung seiner
Rolle nur auf der Proteinebene erfolgen, d.h. durch Herstellung von geeigneten Antikérpern
mit Hilfe der in der Arbeitsgruppe vorhandenen Phage Display Bibliothek. Mit diesen
Antikérpern kann dann eine Expression in den Tumoren nachgewiesen werden. Aulierdem
kann in den Zelllinien und in den Tumoren der Ceramidspiegel bestimmt werden, um daraus
Ruickschlisse auf die Anfalligkeit der Zellen flir Apoptose zu ziehen. Auch bei Saposin D
kann in weiteren Experimenten mit antisense-RNA untersucht werden, ob es zu einer
Abnahme der Tumorigenitat in den Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88 kommit.

Das dritte Molekil, Interleukin-17, fordert das Wachstum von Tumoren. In welcher
Wachstumsphase der Zellen das Gen exprimiert wird kann durch reverse Transkription mit
anschlieltender spezifischer PCR geklart werden. In weiteren Experimenten muf durch in
situ Hybridisierung oder Antikdrper untersucht werden, ob in den Tumoren Maus-Interleukin-
6 und Interleukin-8 exprimiert wird und welche Zellen die Proteine sezernieren. Auflerdem
kann untersucht werden, ob bei konstitutiver Expression von Interleukin-17 in Zelllinien, die
kein endogenes Interleukin-17 besitzen, die Tumoren der transfizierten Zellen in den
Nacktmausen schneller wachsen.

Annexin lll scheint auf Grund seiner Expression in den nicht bzw. schwach tumorigenen
Zelllinien AC-1M32, AC-1M46, AC-1M59 und AC1-1 in unserem System als Tumorsupressor
zu wirken. Ob diese Funktion wirklich zutrifft kann nach der Transfektion von AC-1M81 und
AC-1M88 mit dem Gen fir Annexin Ill in weiteren Nacktmausexperimenten Uberprift
werden. Bei einer positiven Korrelation mufte die Tumorigenitdt der Zelllinien abnehmen.
Wie das Protein als Tumorsupressor wirkt und mit welchen Proteinen es interagiert ist dabei
zur Zeit vollig unbekannt. Aus diesem Grund ware es interessant mit geeigneten Yeast-Two-
Hybrid-Systemen fir dieses Protein erst einmal nach Reaktionspartnern zu suchen. Erst
wenn diese Partner gefunden sind kénnen weitere Experimente zur Klarung der Funktion

von Annexin Il in den Hybriden entworfen werden.

Bei allen hier angeregten Versuchen mit transfizierten Zellen darf allerdings nicht vergessen
werden, dall mit gewisser Wahrscheinlichkeit das Zusammenspiel mehrerer Faktoren, d.h.
eventuell aller vier hier zusammengefalten Proteine, ursachlich fir das tumorigene Potential
einer Zelllinie verantwortlich ist. In so einem Fall wiirde die Elimination oder Neuexpression
eines Faktors nicht zu einer umfassenden Anderung des Phéanotyps fiihren. Bei Ausschalten
eines Weges zur Verhinderung der Apoptose steht den Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88

z.B. immer noch ein zweiter Weg zur Verfugung. Auch konnte die Transfektion von AC-1M59
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mit z.B. CD40R und CD40L bei gleichzeitiger Anwesenheit des Tumorsupressors Annexin Il

nicht den gewlnschten oder erwarteten Effekt zeigen.

Zusammenfassend ist festzustellen, daf}

ein experimentelles System geschaffen worden ist, in dem Gene, die fir
Invasivitat/Tumorigenitat verantwortlich sind, identifiziert werden konnten;

die 16 identifizierten Gene, die positiv bzw. negativ mit Tumorigenitat korrelieren, bisher
nicht im Zusammenhang mit Invasivitat bzw. Malignitat von menschlichen Trophoblasten
diskutiert worden sind;

es sich interessanterweise herausstellte, dall genetisches Material (vorzugsweise X-
chromosomal) normaler Trophoblastzellen fur die volle Ausbildung der Tumorigenitat der
Hybriden erforderlich war;

sich fur CD40R/CD40L Phéanotyp und Genotyp zusammenfiihren lassen, da CD40L auf
dem Abschnitt des X-Chromosoms (Xq26) kodiert wird, dessen Deletion zur Verringerung

der Tumorigenitat flhrt.
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5. Zusammenfassung
Normale menschliche Trophoblastzellen sind natlrlicherweise invasiv. Sie unterscheiden
sich von ihren malignen Gegensticken, den Choriokarzinomzellen vor allem dadurch, daf®

ihre Invasionstiefe und Invasionsdauer begrenzt sind.

Um die molekularen Unterschiede zwischen normaler und maligner Invasion analysieren zu
kénnen, wurden normale invasive extravilldése Trophoblastzellen aus der menschlichen

Eihaut mit einer HGPRT-negativen Mutante der Choriokarzinomzelllinie JEG-3 hybridisiert.

In dem vorgelegten Projekt wurden 92 monoklonale Zelllinien aus der Hybridpopulation
ACH1P isoliert. Finf der gewonnenen Zelllinien wurden zuféallig ausgewahlt und naher

charakterisiert.

Mit Hilfe des DNA-Fingerabdruckes konnte festgestellt werden, dall die untersuchten
Zelllinien sich unterscheiden und dall sie sowohl genetisches Material der einen
Elternzelllinie AC1-1 als auch zusatzliches genetisches Material vermutlich aus der zweiten
Elternzelle, dem extravillésen Trophoblast, enthalten. Zusatzlich konnte mit Hilfe der
Zytogenetik die klonale Identitat der Zelllinien bestatigt werden und die Karyogramme

beweisen den Hybridcharakter der Zellen.

Die Untersuchung der Tumorigenitat der Zelllinien in den Nacktmausen ergab, dal die
Zelllinie AC-1M59 nicht tumorigen ist, die Zelllinien AC1-1, AC-1M32 und AC-1M46 schwach
tumorigen sind und die Zelllinien AC-1M81 und AC-1M88 stark tumorigen sind.

Die in den Nacktmausen festgestellte Tumorigenitat korreliert dabei positiv mit der
Abwesenheit des von AC1-1 in die Fusion eingebrachten veranderten X-Chromosoms
addXqg26, da nur die Zellen ohne dieses X-Chromosom stark tumorigen sind. AddXq26
unterscheidet sich von einem normalen X-Chromosom durch die Deletion allen genetischen
Materials distal der Bruchstelle bei Xq26. Dieser Befund impliziert, dal die von der Deletion
bzw. Translokation betroffenen Gene eine Auswirkung auf den Phanotyp der Zelllinien haben

kdonnten.

Per cDNA-Array und 2-D PAGE wurden 16 Gene/Genprodukte identifiziert, die beim
Vergleich von tumorigenen mit nicht bzw. schwach tumorigenen Zelllinien differentiell
exprimiert werden (s. Tabelle 24 und Tabelle 25). Die identifizierten Gene sind nicht auf den

von der Deletion bzw. Translokation an addXqg26 betroffenen Abschnitten lokalisiert. Der
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Ligand des differentiell exprimierten CD40-Rezeptors liegt allerdings auf dem deletierten
Abschnitt des X-Chromosoms, so dall man fur dieses Rezeptor/Ligand-Paar eine Korrelation

zwischen Genotyp und Phanotyp herstellen kann.
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Abkurzungen

9. Abkiirzungen

Mg

i

AA
AC1-1
AMV
AMV RT
APS

Bp
BPB
BSA
CHAPS
dest.
DNA
dNTP
DTT
ECM
EDTA
FCS

HBSS
HEPES
HGPRT
IEF

IEP

IPG

ml
mM
MM
MMP
nm
PAGE
PBS

: Minuten

: Mikrogramm

: Mikroliter

: Acrylamid

: HGPRT negative Mutante von JEG-3

: Avian Myeloblastosis Virus

: Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transkriptase
: Ammoniumpersulfat

: Basenpaar

: Bromphenolblau

: bovines Serumalbumin

: (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
: destilliert

: Desoxyribonukleinsaure

: Desoxynukleositriphosphat

: Dithiothreitol

: extrazellulare Matrix

: Ethylendiamintetraessigsaure

: foetales Kalberserum

: Gravitationskonstante

: Hanks balanced salts

: N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure
: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
: isoelektrische Focussierung

: isoelektrischer Punkt

: Immunglobulin

: immobilisierter pH-Gradient

: Molar

: Milliliter

: Millimolar

: Minimalmedium

: Matrixmetalloproteinase

: Nanometer

: Polyacrylamidgelelektrophorese

: Phosphat gepufferte Saline
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Abkurzungen

PCR
PEG
PIC
RNA
rpm
RT

SDS
TEMED
TIMP
TNF

Tris

viv

w/v

: Polymerasekettenreaktion
: Polyethylenglycol

: Proteaseinhibitor Cocktail
: Ribonukleinsaure

: Umdrehungen pro Minute
: Raumtemperatur

: Sekunden

: Sodiumdodecylsulfat

: Tumornekrosefaktor

: Trishydroxymethylaminomethan
: Units

: Volumenprozent

: Gewichtsprozent

: N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

: Gewebeinhibitor von Metalloproteinasen
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Lebenslauf

Personliche Daten :

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Eltern:

Familienstand:

Staatsangehorigkeit:

Schulbildung:
1977 bis 1981
1981 bis 1990

Hochschulstudium:

WS 1990/91
SS 1991
1991-1997
April 97

Berufstatigkeit:
Mai 97-Juli 97

August 97-
September 98

ab Oktober 98

Ulrike Schmitz geb. Backes
15.03.1971

Wirselen

Gerd Manfred Backes

Anna Maria Backes geb. ClalRen
verheiratet, ein Kind

deutsch

Besuch der katholischen Grundschule in Wirselen/Broichweiden

Besuch des stadtischen Gymnasium Wirselen

Studium der Musikwissenschaft an der Universitat zu Koln
Chemiestudium an der RWTH Aachen
Biologiestudium an der RWTH Aachen

Diplom in Biologie

Stipendiatin im Institut fir Neurologie der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

Wissenschaftliche Angestellte im Institut fur Anatomie Il der RWTH
Aachen im Rahmen eines von der DFG
Forschungsprojektes (Fr1245/3-1)

Wissenschaftliche Angestellte im Institut fur Anatomie Il der RWTH

geforderten

Aachen.
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