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,DU kannst es nicht mehr verstehen. Du bist der Gefangene deiner eigenen Kreatur. Aber
deine Geschichte spielt sich noch in der AuRenwelt ab. Ich weil3 nicht wie, aber du kannst ihr
noch entrinnen. Fir mich ist es etwas anderes, ich erlebe jetzt in meinem Korper, was wir als
Spiel im Gro3en Plan gemacht haben.”

»Red keinen Unsinn, das ist eine Sache der Zellen...”

,und was sind die Zellen? Monatelang haben wir wie fromme Rabbiner mit unseren Lippen
eine andere Kombination der Lettern des Buches ausgesprochen. GCC;CGC;GCG;CGG. Was
unsere Lippen sagten, das haben unsere Zellen gelernt. Was haben meine Zellen gemacht? Sie
haben einen abweichenden Plan erfunden, und jetzt gehen sie ihre eigenen Wege. Meine
Zellen erfinden eine Geschichte, die nicht die allgemeine ist. Meine Zellen haben inzwischen
gelernt, daf3 man lastern kann, indem man das Heilige Buch anagrammatisiert, das Heilige und
alle anderen Bucher der Welt. Und genauso machen sie es nun mit meinem Korper. Sie
invertieren, transponieren, alternieren, permutieren sie kreieren neue, nie gesehene und
sinnlose Zellen oder solche, deren Sinn dem richtigen Sinn zuwiderlauft. Es muf3 einen
richtigen Sinn geben, der sich von den falschen unterscheidet, sonst stirbt man. Aber sie
spielen, unglaubig, blindlings. Jacopo, solange ich noch lesen konnte in diesen Monaten, habe
ich viele Worterbtcher gelesen. Ich habe Wortgeschichten studiert, um zu begreifen, was mit
meinem Korper passierte. Wir Rabbiner machen das so. Hast du jemals dariber nachgedacht,
daf3 der linguistische Terminus ,Metathese” dem onkologischen Terminus ,Metastase”

ahnelt? Was ist eine Metathese? Statt Wespe sagst du Wepse, und statt Herakles kannst du
auch Herkules sagen. Das ist die Temurah. Das Worterbuch sagt die, dal3 Metathese
Umstellung heif3t, Mutation. Und Metastase heil3t Umstellung, Veranderung. Wie dumm, die
Worterbucher. Die Wurzel ist dieselbe, entweder das Veebatithembder das Verb
methistemiAber metatithemheil3t: ich setzt um, ich verriicke, verschieb, substituiere, schaffe
ein Gesetz ab, dndere den Sinn. Unelthisten® Genau dasselbe, ich verlagere, permutiere,
transponiere, &ndere die Offentliche Meinung, schnappe tber und werde ver-rickt. Wir, und

mit uns jeder, der einen verborgenen Sinn hinter den Buchstaben sucht, wir sind
ubergeschnappt und verriickt geworden. Und so haben es auch meine Zellen getan, gehorsam.
Deswegen sterbe ich, Jacopo, und du weifl3t es.”

Umberto Eco, ,Das Foucaultsche Pendel”
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1 Einleitung

,Wir leben in einer bemerkenswerten Zeit: Pro Jahr sterben in Deutschland rund 250.000
Menschen an Krebs. Rund 35.000 dieser Menschen waren an einem Bronchialkarzinom
erkrankt, das in etwa 90% der Falle durch Rauchen ausgeldst wurde und damit ein
selbsterzeugtes Leid darstellt. Seriése epidemiologische Berechnungen gehen davon aus, dal3
der Tabakkonsum mit ca. 30% zu dem allgemeinen Risiko beitragt, an Krebs zu erkranken.
Dies sind in etwa 70.000 Krebstote jahrlich in Deutschland und immerhin rund 500
Passivraucher.”

(Hoffken, Bamberg und Schlag 1995)

1 Einleitung

Lungenkrebs zéhlt zu den am haufigsten diagnostizierten Krebsformen des Menschen,
gleichzeitig ist dieser Tumortyp verbunden mit der hochsten Sterblichkeitsrate. Dies gilt den
Entwicklungen der letzten drei3ig Jahre folgend gleichermal3en fir Manner wie Frauen
(Carbone 1997).

Um die Ursachen zu verstehen und eine erfolgreichere Behandlungsstrategie zu entwerfen, ist
zunéchst eine ndhere Kenntnis fundamentaler Fragen der Tumorentstehung notwendig.
Genetische Alternationen bei dieser Erkrankung und der Zusammenhang solcher Mutationen
mit Veranderungen der normalen Zelldifferenzierung in der Bronchialschleimhaut sind daher

Gegenstand umfassender Untersuchungen.

1.1 Ursprung und Klassifikation des Bronchialkarzinoms

Die spezialisierten Epithelzellen des respiratorischen Trakts entstehen alle, wie generell
angenommen, aus ursprunglichen, undifferenzierten Zellen des Endoderms.

In den grol3eren Bereichen der Luftwege besteht dieses mehrschichtige bis mehrreihig
kubische Epithel aus pseudostratifizierten Zellen, mit Zilien ausgestatteten Becherzellen
(Flimmerepithel), Goblet-Zellen, einigen wenigen neuroendokrinen Zellen, die dichte
sekretorische Granula enthalten, und einer Reihe Basalzellen.

Der Ubergang zu den einschichtigen Zellreihen der respiratorischen Bronchiolen ist
gekennzeichnet durch das Fehlen von Mucin-sezernierenden Zellen, einem geringeren Anteil
an mit Zilien ausgestatteten Becherzellen, und Clarazellen (Carbone 1997).

Die Alveoli (Lungenblaschen, Ort des Gasaustausches zwischen Atemluft und Blut) zeichnen
sich durch das Vorkommen zweier typischer Zellen aus, den flachen Typl Pneumozyten

(Deckzellen), die mehr als 90% der Alveolaroberflache einnehmen, und den wiirfelférmigen

1



1 Einleitung

Typll Pneumozyten (Nischenzellen), die das sogenaBatéactan{monomolekularer
Phospholipidfilm) und Einschlufl3kérperchendglusion bodiesenthalten. Wahrend die
Neubildung vorSurfactantdurch Typll Pneumozyten erfolgt, sorgen die Typl Pneumozyten

fur die Entfernung deSurfactantdurch Pinocytose (Carbone 1997).

Es wird angenommen, dafld Lungentumoren aus einer pluripotenten Stammzelle epithelialen
Ursprungs entstehen. Sowohl Clarazellen als auch Typll Pneumozyten und Reservezellen
kommen hierbei als Vorlauferzellen in Frage.

Die Tumorentwicklung selbst durchlauft mehrere histologisch definierbare pramalige Stadien,
es lassen sich Hyperplasie und Metaplasie bis hin zum intraepitheGalemnoma in situals
Vorlaufer-Stadium des invasiven Karzinoms beobachten (Carbone 1997).

Kommt es dartber hinaus zu invasiven Wachstum und somit zur Manifestation von Tumoren,
lassen sie sich diese in zwei grol3e Gruppen unterteilen, die sich sowohl klinisch als auch in
ihrer Biologie unterscheiden. Beide Gruppen zeigen deutliche histologische Merkmale, die
eine Einteilung in kleinzellige und nicht-kleinzellige Tumoren zulaf3t. Haufig wird jedoch
beobachtet, dal? beide Formen innerhalb eines Tumors ineinander Gbergehen oder co-
existieren. Annahernd 10% bis 20% aller Lungentumoren weisen gemischte Histiotypen auf,
die zwischen den beschriebenen Morphologien liegen (Carbone 1997). Diese Beobachtung
unterstitzt die Hypothese, dalR alle Subtypen des Lungenkarzinoms einen gemeinsamen
Ursprung haben.

Neben der Klassifikation der Lungentumoren in kleinzellige und nicht-kleinzellige Karzinome
laRt sich innerhalb der letzteren Gruppe auf der Grundlage histologischer Kriterien eine
weitere Einteilung in unterschiedliche Subtypen vornehmen. Man unterscheidet somit vier
Haupttypen von Neoplasien der Lunge: Kleinzeller (SCLC), grof3zellige, undifferenzierte
Karzinome (LCC), Adenokarzinome (ADC) und Plattenepithelkarzinome (SCC) (Becher
1995).

1.1.1 Kleinzellige Tumoren (SCLC)

Dieser Tumortyp stellt etwa 25% aller diagnostizierten Lungentumoren dar und tritt meistens
in zentralen Bereichen der Lunge auf. Aufgrund histiotypischer Merkmale wird er als
kleinzellig bezeichnet, denn die mittlere GroR3e eines Zellkerns betragt nur 5,1um, die der
gesamten Tumorzelle 6,6pm (Muller und Theile; 1994).

Er zeichnet sich durch schnelles Wachstum und friihe Metastasierung aus. SCLC-Tumoren

treten bereits frih als disseminierte Tumoren auf, was eine chirurgische Entfernung nicht
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mehr moglich macht. SCLC-Zellen reagieren relativ sensitiv gegentiber einer Behandlung mit
zytotoxischen Chemotherapeutika, ferner sind sie einer Strahlentherapie zugéanglich.

SCLCs und daraus abgeleitete Zellinien exprimieren typischerweise neuroendokrine Marker.
Viele dieser sezernierten Faktoren besitzen mitogene Eigenschaften und binden an zelleigene
Rezeptoren. Durch diese autokrinen bzw. parakrinen Stimulationsmechanismen sind SCLC-
Zellen in der Lage, ihr eigenes Wachstum zu stimulieren (Johnson und Kelley, 1995).
Grundsatzlich werden von solchen Zellen L-dopa Decarboxylase, Chromogranin A,
Synaptophysin und das neurale Zell-Adh&sionsmolekul gebildet. Diese Faktoren sind typisch
fur alle neuroendokrinen Zellen. Infolge dieser neuroendokrinen Differenzierung wird eine
Entwicklung aus pulmonalen endokrinen Zellen angenommen (Carbone, 1997).

Einzelne Tumoren kdnnen bis zu zehn unterschiedliche Wachstumshormone produzieren.
Uberwiegend findet man in solchen Tumoren die Synthese von Gastrin-releasing
peptide/Bombesin, Neuromedin B, Kalzitonin, Neurotensin, Arginin-Vasopressin und
Corticotrophin, aber auch Insulin, Somatostatin, Glucagon, Gastrin, Substanz P und das
parathyroid-ahnliche Peptid werden oft nachgewiesen (Carbone, 1997).

Davon ist das autokrine Gastrin-releasing-peptide (GRP)-System eines der am besten
untersuchten beim SCLC. GRP hat grof3e Homologien zu dem aus Amphibien isolierten
Peptid Bombesin. Es wird physiologisch in neuroendokrinen Zellen der embryonalen Lunge,
im zentralen Nervensystem und im GUT-endokrinen System exprimiert.

Vor allem die Bombesin-ahnlichen Peptide als autokrine Wachtumsfaktoren und vermutete
Tumorsuppressorgene auf Chromosom 3 und 9 scheinen eine Rolle fur die Genese und
Entwicklung dieses Tumortyps zu spielen, da sie eine mitogene Wirkung auf normales
Bronchialepithel und Zellinien haben und Antikdrper gegen diese und gegen das Gastrin-
releasing peptide inhibitorisch auf das Zellwachstum des Si@hiro undin vivowirken.

GRP wird von nahezu allen SCLC und bis zu 20% der NSCLC gebildet (Moody et al., 1981;
Viallet und Minna, 1989). Ein hochaffiner GRP Rezeptor wird ebenfalls in SCLC Tumoren
exprimiert (Moody et al., 1985). Dieser Rezeptor fur GRP ist ein Mitglied der Guanin-
Nukleotid bindenden Protein-Familie (G-Protein). Das GRP/GRP-Rezeptorsystem ist eines

der potentesten bekannten Systeme beim Bronchialkarzinom (Weynants et al., 1990).

Als molekulargenetische Marker zeigen 100% der SCLC-Zellinien einen Verlust eines oder
beider Arme des Chromosoms 3p, vor allem der Abschnitte 3p14, 3p21 und 3p25 (Gazdar,
1990; Minna, 1993; Johnson und Kelley 1995).
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Ebenso ist eine Deletion oder Translokation der chromosomalen Region 9p21 (CDKN2-Gen)
in SCLC haufig zu finden. Diese Region enthélt das Gen fur den Zyklin-abhéngigen Kinase 4-
Inhibitor, p18“%*, einen wichtigen Regulator des Zellzyklusses (Johnson und Kelley, 1995;
Wistuba et al., 1997).

SCLC weisen zusatzlich einen Verlust oder ein Rearrangement des RB-Genlokus in ca. 20%
der Falle auf. Fehlende oder nahezu keine mRNA Expression des Gens findet man bei 55%
der Tumoren, und ein Fehlen des Proteins konnte in 80% aller Tumoren und auch Zellinien
gezeigt werden. Damit verfligen SCLC-Zellen nicht Gber ein wichtiges, den Zellzyklus
regulierendes Tumorsuppressorgen (Weynants et al., 1990; Gazdar, 1992; Minna, 1993;
Kalemkerian, 1994; Johnson und Kelley, 1995; Roth, 1995;).

1.1.2 Karzinoide

Karzinoide werden als ein Mitglied der Gruppe der Bronchialadenome angesehen. Sie
entwickeln sich nur sehr langsam tber Jahre oder Jahrzehnte und wachsen haufig lokal
infiltrierend. Ein Auftreten dieses Tumors in der Peripherie der Lunge ist ungewdhnlich.
Karzinoide machen etwa 1 bis 2% aller Lungentumoren aus und haben, ganz im Gegensatz zu
den SCLCs, nur ein geringes metastasierendes Potential. Die Metastasierunghaufigkeit wird
mit 5% bis 22% angegeben. Sie haben eine geringe Wachstumsrate, was sie operierbar macht.
Dadurch haben diese Tumoren eine sehr hohe fiinfjahres krankheitsfreie Uberlebensrate von
etwa 92%. Diese Tumorgruppe wird nicht mit Rauchen und der Exposition von Karzinogenen
in Zusammenhang gebracht.

Typische Befunde in Zellen von Karzinoiden sind neurosekretorische Granula im Zytoplasma
der Tumorzellen. Somit exprimieren Karzinoide unter anderem zum Teil neuroendokrine
Faktoren (Muller: in Doerr, Seifert und Uehlinger, spezielle pathologische Anatomie,
Pathologie der Lunge, Band 16 ).

Interessanterweise |ai3t sich das RB-Protein in 75% aller Karzinoid-Zellinien wie in SCLC-

Tumoren ebenfalls nicht nachweisen (Harbour et al., 1988).

1.1.3 Nicht-kleinzellige Tumoren (NSCLC)
Diese morphologische abgrenzbare Gruppe setzt sich aus Plattenepithelkarzinomen (SCC),
Adenokarzinomen (ADC) und grof3zelligen Tumoren (LCC) zusammen. Dabei nehmen die

SCC die pradominante Form des Lungenkrebses weltweit ein.
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Die Zuordnung zu einer dieser Gruppen orientiert sich an der Auswertung histologisch
falRbarer phéanotypisch-variabler Differenzierungsmuster der Tumoren mit z.B.
plattenepithelialen und drisigen Strukturen im Vergleich zu anatomisch regelgerechten
Gewebestrukturen. Dabei erreicht die Differenzierung der Strukturen unterschiedliche Grade,
die Uber einen hohen, mittleren, niedrigen bis zu unbestimmbarer Differenzierung fihren
(Ubersichtsartikel: Gazdar, 1992; Testa und Siegfried, 1992; Minna, 1993; Kalemkerian,
1994; Muller, 1994; Roth, 1995; Becher, 1993 und 1995; Schuermann, 1995; Mdller et al.,
1995; Tockman, 1996; Carbone, 1997; Wistuba et al., 1997).

1.1.3.1 Plattenepithelkarzinome (SCC)

SCCs sind stark assoziiert mit chronischem Tabakkonsum. Sie entwickeln sich als isolierte
knotige Rundherde in der Lungenperipherie oder bevorzugt im Bereich der Segment- und
Subsegmentbronchien als stenosierend wachsende Tumoren (Carbone, 1997).

In den Tumoren lassen sich haufig metaplastische und dysplastische Bereiche um den Tumor
beobachten. In fortgeschrittenen Tumorphasen sind Nekrosen bis zur ausgedehnten
Kavernenbildung haufige Befunde.

Tumoren mit squamoser Differenzierung werden im Grunde nie im tracheo-bronchialen
Epithel gefunden, so dald angenommen wird, dal3 diese Tumorentitat aus normalen, sich
differenzierenden Vorlauferzellen entsteht, die durch verschieden Faktoren maligne entarten
konnen (Mduller et al., 1995).

Mikroskopisch bauen sich diese Tumoren aus mehr oder weniger deutlich epidermisahnlichen
Epithelverbanden auf. In den atypischen Tumorzellen kann eine massive Keratinexpression
bis zur Ausbildung konzentrischer Hornperlen vorgefunden werden. Generell sind
hochmolekulare Keratine, Involukrin- und Transglutaminase-Expression und eine
Uberexpression von EGF-Rezeptoren typisch fir Plattenepithelkarzinome (Roth, 1995).

Die mittlere Kerngrof3e der Tumorzellen von Plattenepithelkarzinomen liegt bei 9um, die
durchschnittliche ZellgroRe bei 14pum. Die Tumorzellen sind charakterisiert durch
ausgedehnte Kernatypien mit Lappungen und prominenten Nukleolen. Das tumorfiihrende
Stroma besteht vorwiegend aus Kollagen Typl und lll, wdtigier differenzierte und
offensichtlich langsam wachsendere Tumoren sich durch einen hoheren Stromaanteil im
Vergleich zu niedrig differenzierten Karzinomen auszeichnen. Die Angaben der Haufigkeit

der Plattenepithelkarzinome schwanken zwischen 31% und 45% (Mdller et al., 1995).
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1.1.3.2 Adenokarzinome (ADC)

Beim Adenokarzinom unterscheidet man zwischen azinaren, papillaren und soliden Varianten.
Uber die Vorgange der Entstehung der Adenokarzinome (ADC) ist kaum etwas bekannt, es
lant sich jedoch beobachten, dal? das Umgebungsgewebe solcher Tumoren hyperplastisch und
atypisch ist (Muller, 1994).

Diese Tumoren entstehen bevorzugt in der Lungenperipherie und produzieren intrazelluléare
mucinhaltige Granulas als Folge ihrer azindsen bzw. glanduléren Differenzierung. Es wird
angenommen, dal3 viele der Adenokarzinome sich aus Vorlauferzellen der peripheren
Luftwege, den Typll Pneumozyten und Clarazellen entwickeln (Muller et al., 1995).

Im Bereich der Blutgefal3e der zentralen Stromaanteile sind haufig Tumorregressionen zu
beobachten, die, zusammen mit einer besonderen angioinvasiven Tendenz dieser Tumoren, zu
zentralen Nekrosen und Vernarbungen fuhren. Die morphologisch fal3bare hohe
Angioinvasivitat als besonderes Zeichen der pulmonalen Adenokarzinome spiegelt sich in der
relativ hohen hamatogenen Metastasierungsrate, bevorzugt in das zentrale Nervensystem,
wider.

Die mikroskopische Charakterisierung resultiert aus der mehr oder weniger deutlichen
Entwicklung atypischer drisen&ahnlicher Strukturen. Dort kbnnen histochemisch in
unterschiedlicher Auspragung Schleimsubstanzen oder Sekretvakuolen nachgewiesen werden.
Das endoplasmatische Retikulum ist kraftig entwickelt. An der Zelloberflache kdnnen

Mikrovilli ausgebildet sein.

Adenokarzinomzellen zeigen h&aufig mehrkernige Riesenzellen, was ihre Abgrenzung zu den
grof3zelligen Karzinomen schwierig macht. Die mittlere Zellgro3e des Adenokarzinoms liegt

bei 13,2um, die mittlere Kerngrof3e bei 8,5um (Muller et al., 1995).

Der histopathologische Differenzierungsgrad des Adenokarzinoms korreliert mit dem
Krankheitsverlauf, so liegt die Funfjahresuberlebensrate bei Patienten mit hochdifferenzierten
Karzinom bei 87%, bei Patienten mit niedrig differenzierten Tumor nur bei 30%.

Die Haufigkeitsangaben fur das Vorkommen dieses Tumors liegen zwischen 18% und 40%
(Muller et al., 1995).

1.1.3.3 Bronchioalveolarkarzinome, Alveolarzellkarzinome (BAC)

Diese Tumorform wird allgemein als ein Subtyp der ADCs angesehen, der in den terminalen

Bronchiolen und Alveolis entsteht (Carbone 1997).
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Zellen dieses Tumortyps zeichnen sich vor allem durch ihr Wachstumsverhalten aus. Sie
wachsen entlang der Alveolarwénde, ohne dabei die darunterliegenden Strukturen zu
zerstoren.

Einige dieser Tumoren sezernieren Schleim und entstehen daher wahrscheinlich aus
metaplastischen Schleim-produzierenden Zellen, die aber in den normalen Luftwegen selbst
kein Schleim absondern. Viele dieser Tumoren haben ultrastrukturelle Ahnlichkeit und ein
vergleichbares biochemisches Profil wie Clarazellen und Typll Pneumozyten (Muller et al.,
1995).

1.1.3.4 Grol3zellige Karzinome

Dieser Lungentumorsubtyp ist ein undifferenzierter Tumor, der nicht den SCLC zugeordnet
werden kann, aber keinerlei squamdse oder glandulére Differenzierung aufweist. Tumoren mit
vorwiegend grof3zelligem Typ sind jedoch sehr selten. In der Regel handelt es sich um
Tumoren mit fihrender plattenepithelialer oder adenoider Komponente, in denen herdférmig,
auch gehauft, mehrkernige Riesenzellen entwickelt sind.

Ultrastrukturuntersuchungen haben jedoch gezeigt, dal? neuroendokrine Marker sich in diesem
Tumortyp nachweisen lassen.

Grol3zellige Karzinome machen etwa 10% bis 20%, anderen Angaben nach nur 1% bis 7%,

aller Lungentumoren aus (Muller et al., 1995).

1.2 Die Akkumulation von DNA-Schaden fiihrt zur Entstehung eines

Tumors

Tumorzellen sind aus einer normalen Korperzelle hervorgegange, durch Anderung ihres
Genoms entartete Zellen mit der Fahigkeit eines autonomen, das heil3t unkontrollierten, und
progressiven Wachstums. Als Tumor im engeren Sinne (Neoplasie) bezeichnet man eine
Gewebeneubildung in Form eines spontanen, verschiedengradig enthemmten, autonom und
irreversiblen UberschuRwachstums von korpereigenem Gewebe, das in der Regel mit

unterschiedlich ausgepragtem Verlust spezifischer Zell- und Gewebefunktionen verbunden ist.

Die Entstehung und Ausbreitung, und damit die Progression maligner Tumoren wird heute als
Folge einer allmahlichen Akkumulation von genetischen Schaden erklart. Einhergehend mit
der Anh&aufung von genetischen Veranderungen lassen sich morphologische Umwandlungen
der vorhandenen Gewebestrukturen beobachten, die Uber die Stadien der Hyperplasie,

Dysplasie des prainvasiven und invasiven Karzinoms bis hin zur Fernmetastasierung fihren
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(Fearon und Vogelstein 1990; Wistuba et al., 1997). Auch beim Bronchialkarzinom kénnen
ausgehend vom normalen Bronchial- und Alveolarepithel solche veranderlichen Prozesse
beobachtet werden.

Lungenkrebs entsteht, wie andere epitheliale Tumoren, dehibvoaus normalem Epithel,
sondern nach einer Serie von morphologischen und progressiven pathologischen genetischen
Veranderungen, die teilweise Jahre dauern kdnnen. Solche schrittweisen Anh&ufungen von
Schaden der DNA im Bronchialepithel fihren dann zu praneoplastischen
Gewebeveranderungen. Die Beobachtung, dal3 in den Prozel3 der malignen Transformation
Gene involviert sind, die eine verdnderte Form von normalen, in eukaryontischen Zellen
enthaltenen Genen sind, hat viel zum molekularen Verstandnis der Lungenkarzinogenese

beigetragen.

Die nachzuweisenden genetischen Alterationen sind chromosomale Aberrationen wie
Translokationen, Inversionen oder Deletionen. Multiple genetische Veranderungen kdnnen in
jedem Lungentumor beobachtet werden. Viele Félle zeigen dabei fast vollstéandige Triploidien
oder Tetraploidien. Auch Polysomien und partielle Verluste einzelner Chromosomen werden
beobachtet. Immer wieder auftretende Verluste betreffen die chromosomalen Abschnitte 1p,
3p, 5q, 69, 7p, 9p, 11p, 15p und 17p (Testa und Siegfried, 1992; D"Amico et al., 1992;
Kishimoto et al., 1995; Walker et al., 1995; Miozzo et al., 1996). Besonders haufig, wenn
nicht die haufigste Beobachtung bei Lungentumoren ist der Verlust von 3p. Der Verlust eines
Allels von Teilen des kurzen Armes von Chromosom 3 wird bei mehr als 90% der
kleinzelligen und bis zu 50% der nicht-kleinzelligen Karzinome beobachtet (Whang-Peng et
al., 1982; Hibi et al., 1992). Der 3p Allelverlust liel3 sich schon in praneoplastischen Lasionen,
Stadien erkennbarer Hyperplasie und Dysplasie, nachweisen (Hung et al., 1995).
Neben den Verlusten grof3er chromosomaler Abschnitte sind aber auch Modifikation einzelner
Gene durch Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen belegt. Viele dieser veranderten
Gene sind direkt oder indirekt an der Regulation von Wachstum, Proliferation oder
Differenzierung der Zelle involviert (Bishop, 1991).
So kann die Aktivierung eines Wachstum-stimulierenden Gens Folge einer DNA-Schadigung
sein. Diese als dominante Onkogene bezeichneten Gene lassen sich nach ihren Aufgaben in
Wachstumsfaktoren, Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren, zytoplasmatische
Signaltransduktoren und nukleare Transkriptionsfaktoren aufteilen (Hunter et al., 1991).
Einige der bekanntesten Onkogene sind dabeas, K-ras undN-ras (kodieren fur G-
Proteine), ebenso wemyg N-mycund L-myg raf (Produkte sind Mitogen-aktivierte Protein
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Kinasen) myb(Kern-Onkogen)fosundjun (kodieren fur Bestandteile des

Transkriptionsfaktors AP-1) unokcl-2 (das Protein ist ein Apoptoseinduktor).

Bei Lungentumoren spielt dims-Familie vor allem eine Rolle in NSCLC, wo eine Mutation
dieses Gens in etwa 50% aller Falle, hauptsachlich in Adenokarzinomen, nachgewiesen
werden kann. In SCLC spieleas-Mutationen praktisch keine Rolle (Mitsudomi et al., 1991;
Rodenhuis et al., 1988nycGene hingegen sind selten mutiert, allerdings sind sie haufig
Uberexprimiert oder weisen eine Genamplifikation auf. Eine AmplifikationwmyalaRit sich

mit dem varianten Phanotyp einiger SCLC in Verbindung bringen (Prins et al., 1993; Brennan
et al., 1991). Die Expression des Onkogbnbk2 ist in den meisten SCLC, bis zu 65% aller

Falle, und in ca. 25% der NSCLC nachweisbar. Eine nachweisbare Uberexpression der
letzteren Gruppe ist bei 12% der untersuchten Adenokarzinome und 25% der
Plattenepithelkarzinome gefunden worden (Yan et al., 1996; Jiang et al., 1995; Pezzella et al.,
1993).

Das Ergebnis eines Schadens der DNA kann ebenso eine Inaktivierung eines
wachstumshemmenden Gens, eines Tumorsuppressorgens, sein. Zu einem funktionellen
Verlust dieser Gene kommt es erst, wenn beide Genkopien (Allele) betroffen sind.
Tumorsuppressorgen-Produkte sind haufig Proteine, die das Zellzyklusprogramm
kontrollieren, die genomische Integritat aufrecht erhalten, oder sie sind funtionell wichtige
Molekdle in der Zellverankerung. Der Prototyp eines Tumorsuppressors igh-@zsn, das

fur ein nukledres Phosphoprotein kodiert, welches in der Regulation des Zellzyklusses eine
wesentliche Rolle spielt.

Wahrend zwischen 60% und 95% aller SCLC kein oder ein abnormales RB-Protein
aufweisen, ist dieses Protein nur selten in NSLC (10%-25%) betroffen (Harbour et al., 1988).
Das Tumorsuppressorgeb3hat Aufgaben bei der Erhaltung der Genomstabilitat, der DNA-
Reparatur, sowie der Transaktivierung und Regulation anderer fur die Zellteilung wichtiger
Gene und der Induktion der Apoptose als Folge genetischer Schaden. Das p53-Protein kann
ebenso wie RB die Zellzyklusregulation als negativer Regulator beeinflussen, indem es einen
Zellzyklusarrest bewirkt. p53 ist haufig in Lungentumoren verandert. Mutationen findet man
in Uber 50% der NSCLC und tUber 90% der SCLC . Eine Korrelation mit p53 Mutationen und

einer Chemoresistens konnte gezeigt werden (Chiba et al., 1990; D"Amico et al., 1992).

Neben den klassischen Tumorsuppressor- und Onkogenen sind haufig auch Gene fur
Oberflachenrezeptoren, die der interzellularen Kommunikation dienen, deren Liganden, oder
Rezeptoren, die Zellen in der extrazellularen Matrix bzw. aneinander verankern, betroffen.
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Ist die normale Funktion eines Adhasions-Rezeptors nicht mehr gewahrleistet, kann dies zu
einem Losen der Zelle aus dem Zellverband bzw. des Mikromillieus flihren oder zu einer bis
dahin nicht vorhandenen Mdglichkeit, an andere Substrate zu binden. Solche Prozesse spielen
fur die Metastasierung eine entscheidende Rollen. Als Folge einer Veranderung von
Rezeptoren, die der Zellkommunikation dienen, kann es zu einer fehlerhaften
Signaluibertragung kommen. Modifikationen an solchen in der Signaltransduktionskaskade
beteiligen Molekulen fuhren zu einer nicht-koordinierten und nicht-funktionellen Reaktion auf
eintreffende Informationen. Auch veranderte Liganden solcher Rezeptoren kbnnen zu einer
modifizierten Aktivierung des entsprechenden Rezeptors fuhren. Ebenso ist eine Bindung an
einen fur diesen Liganden unspezifischen Rezeptor denkbar. Da Rezeptor-Liganden
Interaktionen zumeist positive Wachstumssignale vermitteln, kann auch die Produktion beider

Komponenten von einer Tumorzelle ihr die Fahigkeit eines autokrinen Wachstums geben.

1.3 Molekulare Mechanismen der Wachstumsregulation

Fur die Entwicklung und das Zusammenspiel multizellularer Organismen ist die interzellulare
Kommunikation und die Steuerung von Proliferationsprozessen von entscheidender
Bedeutung. Solche Vorgange werden von Faktoren (Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Hormone) durch Bindung an Rezeptoren auf der Zelloberflache vermittelt. Diese leiten die
Signale Uber komplizierte Verkettungen von Transmittern im Zellinneren bis hin zur
eigentlichen Zielstruktur, der DNA weiter (Hill et al., 1995).

Die Ubertragung des Signals vom Rezeptor in den Zellkern erfolgt zumeist mittels
Ubertragung von Phosphatgruppen durch Kinasen bzw. Phosphatasen, die in einer
festgelegten Reihenfolge aktiviert werden. Die komplexe Signaltransduktionskaskade, die
durch Bindung extrazellularer Faktoren ausgelost wird, stellt einen Kontrollmechanismus der
Proliferation dar. Kommt es durch Mutation und Uberexpression der zellularen Gene, die fir
die Signaltransmitter und ihre Rezeptoren kodieren, zu einer fehlerhaften Signaltubertragung,
kann eine kontrollierte Zellteilung nicht mehr gewahrleistet werden, und es kann zu einer
Transformation, d.h. zu einer bosartigen Veranderung einschlieRlich einer Anderung der

Morphologie und des Wachstums der betroffenen Zellen kommen.

Viele der Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine stimulieren die Proliferation von
Zellen. Exprimiert eine Zelle neben diesen Peptiden ebenfalls den entsprechenden Rezeptor,
fuhrt die Expression zu einer parakrinen bzw. autokrinen Stimulation. Autokrine Systeme sind

in normalen Zellen vorhanden, sie sind dort streng kontrolliert und dienen der Reaktion und
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Antwort auf physiologische Signale der interzellularen Kommunikation. Jedoch existieren
gegenregulatorische Systeme, um das balancierte Wachstum aufrecht zu erhalten. Dieses
Gleichgewicht ist bei Tumorzellen gestort. Die Co-Expression von Rezeptor und Ligand
unterliegt keinen Kontrollmechanismen, es kommt zu einem sich selbst-stimulierenden, von
anderen Einflissen unabhangigen Zellwachstum. Die Bildung solcher autokriner
Wachstumsschleifen spielt eine wichtige Rolle in der Tumorpathogenese. Permanentes
Wachstum von Tumoren steht haufig in Zusammenhang mit autokriner Stimulation der Zellen
und kann zu einer Selektion hochmaligner Tumorzell-Varianten fihren. Deregulierte
Signaltransduktionswege vermitteln nicht nur mitogene Signale und somit eine konstitutive
Aktivierung von wachstumsunterstitzenden Wegen, sie beeinflussen ebenfalls die normale

Zelldifferenzierung und modulieren den Phanotyp der Zellen (Aaronson, 1991).

1.3.1 Protein-Tyrosinkinasen

Viele Stoffwechsel- und Signaltbertragungsvorgange werden durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Proteinen reguliert. Serin und Threonin spielen unter den
Aminosauren, auf die Phosphatgruppen Gbertragen werden, quantitativ die grof3te Rolle. Bei
einem geringen Anteil, ca. 0,1% der zellularen Phosphoproteine, sind die Phosphatreste an
Tyrosin gebunden.

Enzyme, die solche Phosphorylierungsreaktionen katalysieren, werden als Protein-Kinasen
bezeichnen. Der Gruppe der Tyrosinkinasen und ihren Substraten kommt, trotz des geringen
Anteils an phosphorylierten Tyrosinen, dabei eine zentrale Bedeutung im Rahmen der
Regulation von Wachstumsprozessen, morphologischen Programmen aber auch der malignen

Transformation zu (Rodrigues et al., 1994).

1.3.2 Nicht-Rezeptortyrosinkinasen

Tyrosinkinasen, denen transmembrandse und extrazellulare Domanen fehlen, werden als
Nicht-Rezeptortyrosinkinasen oder zytoplasmatische Kinasen bezeichnet, da sie auf Grund
ihres Aufbaus nicht auf der Zelloberflache sondern nur im Zellinneren lokalisiert sind.
Aufgrund funktioneller und struktureller Charakteristika lassen sich die bekannten
zytoplasmatischen Kinasen in acht unterschiedliche Familien aufteilen.

Eine Familie dieser Gruppe stellen die Src-Tyrosinkinasen dar (Hunter und Sefton, 1980). Fur
ihre Mitgliedern codieren die Gersc, yes fyn, lyn undlick. Die Proteine dieser Gene sind

beteiligt an der Ubertragung extrazellularer Signale in die Zelle, indem sie intrazellular an
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Rezeptoren, die zum Teil eigene Tyrosinkinaseaktivitat aufweisen, binden (Bolen et al.,
1991).

Eine weitere wichtige Gruppe der Nicht-Rezeptortyrosinkinasen sind die mitogen-aktivierten
Proteinkinasen, die MAP-Kinasen, die sowohl Serin als auch Threonin und Tyrosin in
Zielproteinen phosphorylieren. Sie geben Signale ins Zytoplasma weiter und bilden das Ende
der Signaltransduktionskaskade, indem sie Transkriptionsfaktoren aktivieren. (Seger et al.,
1991; Wu et al., 1991).

1.3.3 Rezeptortyrosinkinasen

Zellwachstum, Differenzierung, Migration und Apoptose sind zum Teil durch
Wachstumsfaktoren oder Zytokine reguliert, die an spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberflache binden. Viele der Giblichen Wachstumsfaktoren wie PDGF, EGF oder FGF
binden dabei an Rezeptortyrosinkinasen. Solche Rezeptortyrosinkinasen besitzen die
physiologische Aufgabe, extrazellulare Botschaften in intrazellulare Signale umzuwandeln.
Diese Vermittlung meist positiver Wachstumssignale kann dann gestort sein, wenn die
normale Funktion des Rezeptors durch Mutation, Aberration oder Uberexpression nicht mehr
gewabhrleistet ist. Eine solche Fehlfunktion und damit das Vermitteln ,falscher Signale spielt
bei der Genese von Tumoren haufig eine entscheidende Rolle. Exprimieren Zellen solche in
ihrer Wirkung veranderte onkogene Rezeptoren, kdnnen sie in die Lage versetzt werden, ihr
zellulares Programm bezuglich Proliferation und Differenzierung so zu modulieren, daf sie
entarten, das heil3t zu unbegrenzter oder beschleunigter Teilung fahig und somit zu einer
Tumorzelle werden.

In einfachsten Fall kann eine Verédnderung der Expression eines Rezeptors oder seines Ligand
schon eine neoplastische Transformation auslésen. Dies konnte fur Mitglieder der EGF-
Rezeptorfamilie, die CSF-Rezeptoren, die Rezeptoren der Axl-Familie und die Met-
Rezeptoren gezeigt werden. Eine Modifikation kann aber auch zu einer Liganden-
unabhangige Aktivierung fihren, wie im Fall einiger EGF-Rezeptoren, c-kit und anderer
(Fantl et al., 1993).

Die Aktivierung eines Zelloberflachenrezeptors wird durch die Bindung eines spezifischen
Liganden an seine extrazellulare Domane eingeleitet. Diese Bindung l6st eine Kaskade von
Ereignissen aus, die die Tyrosinkinaseaktivitat und Proteinphosphorylierung
(Autophosphorylierung bzw. Phosphorylierung anderer zellularer Proteine, die mit den
zytoplasmatischen Doméanen assoziiert sind), die Stimulatiorsgoand messenger

erzeugenden Systemen, lonen-Strome und eine verstarke DNA-Synthese beinhalten und in
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Proliferation und Differenzierung gipfeln kann (Ullrich et al., 1984, Ullrich und Schlessinger,
1990).

Der strukturelle Aufbau der Rezeptortyrosinkinasen ist allen Mitgliedern dieser Gruppe
gemeinsam. Dieser Grundplan gliedert sich in eine groRe extrazellulare, glykosylierte
Ligandenbindungsdomaéne, eine daran angeschlossene hydrophobe Transmembrandoméane und
eine dem Zytoplasma zugewandte katalytische Effektordoméane mit Tyrosinkinaseaktivitat.

Die Ligandenbindungsdomane gewahrleistet die hochspezifische Erkennung und Bindung des
Liganden, die zu einer Stimulation des Rezeptors fuhrt (Schlessinger et al., 1992). Wird der
Rezeptor tber den Liganden aktiviert, so kommt es zur Dimerisierung bzw. Oligomerisierung
von Rezeptormolekilen (Heldin et al., 1995) oder zu einer Konformationsanderung. Dabei
werden sowohl homomere Proteinkomplexe als auch heteromere Komplexe aus
unterschiedlichen Rezeptormolekilen gebildet. Viele onkogene Mutationen fithren zu einer
konstitutiven Dimerisierung von Rezeptoren und imitieren so die Wirkung der

physiologischen Liganden.

Die Transmembrandomane ist im wesentlichen aus hydrophoben Aminosauren aufgebaut und
verankert den Rezeptor in der Plasmamembran. Durch Mutationsanalysen konnte gezeigt
werden, daf3 ihr zusétzliche Aufgaben bei der Signaltransduktion zukommen (Bargmann und
Weinberg, 1988).

Die katalytische Domaéne liegt im zytoplasmatischen Bereich des Rezeptormolekils. Durch
Homo- bzw. Heterodimerisierung wird einen Autophosphorylierung rezeptoreigener Tyrosine
und eine Phosphorylierung zytoplasmatischer Proteine durch Ubertragung anorganischer
Phosphatgruppen auf Substratproteine induziert. An die phosphorylierten Tyrosine der
zytoplasmatischen Domane binden zellulare Proteine, die charakteristische Sequenzmotive
(SH, DomanenSrc-Homology-Doménen Typ kufweisen. Sie stellen die Verbindung ins
zytoplasmatische Milieu und der weiteren Signalkette dar. Die Spezifitat der Bindung von
Proteinen an die Phospho-Tyrosin-Reste der Rezeptoren wird durch die Struktur.der SH
Domaéne und dreier benachbarter Aminoséauren bestimmt. Mutationen im Bereich der
Kinasedomane kénnen zu Stérungen der Signalibertragung fuhren (Ullrich und Schlessinger,
1990).

Aufgrund struktureller Homologien lassen sich die Rezeptortyrosinkinasen in unterschiedliche

Familien einteilen (Wilks, 1993) (EGF-Rezeptoren, Insulin-Rezeptoren, PDGF-Rezeptoren,

Met-Rezeptoren, Ret-Rezeptor, VEGF-Rezeptoren, Trk-Rezeptoren, FGF-Rezeptoren, Eph-
13
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Rezeptoren und Axl-Rezeptoren). Als strukturelle Motive der Ligandenbindungsdomanen
treten neben cysteinreichen Doméanen auch haufig Cadherin-, immunglobulinahnliche und
Fibronektin Typ Il Domanen auf, die mit ihr@-Faltblattstruktur zur Stabilisierung des

Rezeptors beitragen.

EGF-R Insulin-R PDGF-R  FGF-R VEGF-R  Met-R Trk-R  Eph-R  AxI-R
Abb. 1Rezeptortyrosinkinasefamilien der Vertebraten
Dargestellt sind unterschiedliche Subfamilien von Rezeptortyrosinkinasen, basierend auf der Klassifikation von
Ullrich und Schlessinger (1990). Die strukturellen Merkmale sind wie folgt dargestellt: Tyrosinkinasedomanen
(gepunktete Felder); Transmembrandomanen (ausgefiillte Felder); cysteinreiche Regionen (gestreifte Felder);
Immunglobulin-&hnliche Domanen (Halbkreisagjd-boxDomanen (offene Felder); Fibronektin Typ IlI

Domanen (karierte Felder) (nach Fantl et al., 1993).

1.4 Onkogene Rezeptortyrosinkinasefamilien

1.4.1 EGF-Rezeptortyrosinkinasen

Der Prototyp dieser Familie ist der EGF-Rezeptoe(b BJ) selbst. Zu dieser Familie zahlen
zusatzlich die Rezeptoren der Geaare B2(Her-2/neu-Rezeptorgrb B3underb B4 Alle
Rezeptoren dieser Familie besitzen zwei cysteinreiche Regionen in der extrazellularen
Domane und eine zusammenh&ngende Tyrosinkinase-Doméane im zytoplasmatischen Teil.
Eine EGF-Rezeptorexpression wird in einer Vielzahl von Geweben beobachtet. Die onkogene
Wirkung dieser Kinase-Familie beruht auf strukturellen Aberrationen. Die Rezeptoren sind
dabei durch Mutationen (trunkierte Formen) so verandert, dafl3 sie konstitutiv aktiviert sind.
Auch Uberexpression und Genamplifikationen, die zu einer fehlregulierten Signaliibertragung
wachstumsregulierender Signalen fuhrt, sind als ursachlich an der onkogenen Wirkung
beschrieben (Downward et al., 1984; Bargmann et al., 1986; Collins et al., 1988; Gullick,

1990). Fir den erb B2-Rezeptor wurde zusatzlich eine Punktmutation im fir die
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Transmembrandoméane kodierenden Genabschnitt beschrieben, der eine konstitutive
Dimerisierung der daraus entstehenden Rezeptoren bewirkt (Gullick et al., 1990).

Haufig werden in Tumoren die Wachstumsfaktoren EGF undd Gfansforming growth
factora) zusammen mit dem EGF-Rezeptor exprimiert, so daf} es zu autokrin bzw. parakrin

vermittelten Wachstum kommt.

erb BlundHer-2/neugelten als Protoonkogene. Eine Uberexpressiorede81Gens wird
bis zur 50fachen Amplifikation in Plattenepithelkarzinomen beobachtet.é&¢m82
Uberexpression istin NSCLC, im Gegensatz zu SCLC, die &irB2exprimieren, haufig
nachzuweisen (40% der Falle). Genamplifikationen gdnB2sind selten in NSCLC. Beim
erb B2Gen scheint zusatzlich eine erhdhte mRNA-Stabilitat als Ursache fur eine erhdhte
Proteinexpression mit verantwortlich zu sein. Adenokarzinome weisen die hochste
Expressionsrate auf (Knyazev et al., 1992; Weiner et al., 1990).

Die Uberexpression voHer2/neukorreliert mit einem schlechteren Uberleben und einer
erhéhten Chemoresistenz, vor allem bei Patienten mit Adenokarzinongréiril
Uberexpression dagegen mit einer kiirzeren mittleren Uberlebenszeit von Patienten mit

Plattenepithelkarzinom.

1.4.2 Insulin-Rezeptoren

Zu dieser Familie gehort auRer dem Insulin-Rezeptor auch der IGF-1-Rezeptor. Rezeptoren
der Insulin-Rezeptor-Familie sind Heterotetramere, die aus awand zweiB-Einheiten
bestehen. Beide Rezeptoren bilden Heterodimere aus, indem sie die extrazellularen
Ligandenbindungsdomaé&nen uber Disulfidbriicken verbinden. Die Bindung des Liganden
bewirkt neben der Heterodimerisierung auch die gegenseitige Phosphorylierung.

Der Insulin-Rezeptor spielt bei der Regulation metabolischer Prozesse wie dem
Glukosetransport und der Lipolyse, ebenso wie bei der Regulation von Wachstum und
Differenzierung von Zellen eine wichtige Rolle. Dem IGF-1-Rezeptor wird eine Funktion im
Rahmen der Wachstumsstimulation von Fibroblasten des Tumorstromas durch IGF-1-
produzierende Karzinomzellen zugeschrieben.

IGFs und ihre Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der Lungenentwicklung und dem
Wachstum der Zellen des Respirationstraktes. In vielen Bronchialkarzinomzellinien kbnnen
IGF-1 und der IGF-1-Rezeptor autokrine Proliferation vermitteln (Nakanishi et al., 1988;
Ankrapp und Bevan, 1993). Es konnte gezeigt werden, daf3 Zellen, die den IGF-1-Rezeptor
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nicht exprimieren, sich nicht transformieren lassen (Sell et al., 1993). Die Wirkung von IGF-1
kann durch Somatostatin-Analoge geblockt werden. Eine Expression von IGFs in

Lungentumoren wird als negativ prognostischer Faktor angesehen.

1.4.3 PDGF-Rezeptoren

Als Mitglieder dieser Familie sind die PDGF-Rezeptoceund 3 (platelet derived growth

factor receptoy), der M-CSF-Rezeptor (auch CSF-1-BJms(macrophage colony

stimulating factor receptgrund FLT1, FLT3/FLK2 bekannt. Strukturell zeichnen sie sich

durch das Auftreten von 5 Immunglobulin-&dhnlichen und zwei Kinasedomanen aus.

Der PDGF-Rezeptor kann sowohl Homodimere als auch Heterodimere bilden, die sich in ihrer
Spezifitdt und in ihrer Gewebeexpression unterscheiden.

Zu einer Autokrinie kommt es beim PDGF-Rezeptor haufig durch eine Veranderung des
Liganden. Eine Mutation im Gen des Wachstumsfaktors verdndert die Rezeptorbindung des
verfalschten Proteins, durch die es zur Fehlregulation der Rezeptoraktivierung und des
Wachstums kommit.

Der CSF-1-Rezeptor wurde als Zellmembranrezeptor auf Makrophagen identifiziert und kann
durch Mutation zu Liganden-unabh&ngige Transformation fuihren. In kleinzelligen
Lungentumoren ist das Transkript voffmsnicht nachweisbar.

c-kit gehort ebenfalls zur Familie der PDGF-Rezeptoren. Der Ligand fur c-kit ist Si&(

cell factor, auchkit odermast cell growth factgr der vor allem von Fibroblasten hergestellt

wird (Williams et al., 1990). Eine Interaktion zwischen SCF und c-kit spielt eine Rolle in der
Regulation der normalen und malignen Hamatopoese, hierbei vor allem bei der erythroiden
und myeloiden Differenzierung (André et al., 1989). Eine wichtige Rolle nimmt c-kit auch bei
der Entwicklung des intestinalen ,Schrittmacher”-Systems ein, und eine abnorme Expression
wird in Patienten mit Morbus Hirschsprung gefunden (Yamataka et al., 1995).

Die onkogene Wirkung vono-kit scheint, im Gegensatz zur onkogenen Aktivierung edms

nicht mit einer Mutation des Rezeptors verbunden zu sein (Arland et al., 1994).

In der Differenzierung von Lungentumoren komerkit eine besondere Rolle zu, da es
ausschlief3lich von kleinzelligen Tumoren und Zellinien exprimiert wird.

Dac-kit eine Rolle in der Regulation des zellularen Wachstums spielt, konnte das

Vorkommen dieses Rezeptors in Zusammenhang mit dem enorm schnellen Wachstum solcher

Zellen stehen. Untersuchungen zeigten, dal} in kleinzelligen Tumoren und Zellinien weder
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Amplifikationen noch Rearragements dekit Gens gefunden wurden. Damit scheirikit ein
eindeutiger biologischer Marker fir SCLC darzustellen. So konnte auch die einmalige
Charakteristik von kleinzelligen Tumoren mit dem Produkt cé#t Gens verbunden sein, das
wahrscheinlich an autokriner oder parakriner Stimulation des SCLC-Wachstums teilnimmt
(Hibi et al., 1991).

Interessanterweise |af3t sich dakit Produkt auch in normaler Lunge, wenn auch nur in sehr
geringen Mengen, nachweisen. Dort scheint es wahrend der Embryonalentwicklung eine Rolle
zu spielenc-kit konnte aber auch in Zellen hdmatopoetischen Ursprungs und in

Glioblastomen nachgewiesen werden (Sekido et al., 1991). Eine Co-Expression von c-kit und
SCF wurde fur einen Grof3teil der SCLC-Tumoren und Linien gezeigt, dabei blieb jedoch
unklar, welchen EinfluR3 dieses potentiell autokrine System auf das Wachstum hat (Rygaard et
al., 1993).

1.4.4 Met -Rezeptorfamilie

Zu diese Gruppe von Rezeptortyrosinkinasen gehoren die Rezeptoren Ron, dessen Ligand das
MSP (Makrophagen stimulierendes Protein) ist (Wang et al., 1994), die Lim-Kinase (c-sea)
und der Met/HFG-Rezeptor, fur den HGRepatocyte growth factiSC (Scatter factoy als

Ligand beschrieben ist. Der HGF-Rezeptor besitzt zwei extrazellulare Untereinheiten, die
durch proteolytische Spaltung eines einkettigen Vorlaufermolekiils entstehen.

Ron (Recepteur d"Origine Nantaisbat eine 63% Sequenzidentitat in der intrazelluléaren
Region mit Met. Das Gen fur Ron ist auf Chromosom 3p21 lokalisiert, einer Region, die in
SCLC deletiert ist. Transkripte des Ron-Gens lie3en sich u.a. in normaler Lunge nachweisen.
Ron ist funktionell bedeutsam fiir die Entwicklung von Epithelien, Knochen (Ossifikation)

und neuroendokrinen Geweben, in dem Zellen zur weiteren Proliferation stimuliert werden
(Gaudino et al., 1995).

c-Met ist vor allem in epithelialen Geweben und Tumoren epithelialen Ursprungs
nachweisbar. In der Leber reguliert c-Met und HGF/SF die Regeneration des Gewebes.

Da HGF/SF das Zellwachstum unterschiedlicher Zelltypen stimulieren kann, spielt ein
fehlreguliertes c-Met-HGF/SF-System eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Tumoren.
Zusatzlich erhoht HGF/SF die Motilitat unterschiedlicher Epithelien und Endothelzellen,
vermindert ihnren Zusammenhalt und unterstitzt so die Invasivitat von (epithelialen)

Karzinomzellen in die Extrazellularmatrix. Diese Eigenschaft des Wachstumsfaktors wird
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unterstitzt von der Tatsache, dal3 HGF/SF einen Verlust der Differenzierung in epithelialen
Zellen induziert.

In der Entwicklung von Organstrukturen kann HGF/SF als Morphogen dienen, indem es das
Auswachsen von tubularen Strukturen fordert. So wird eine starke Wachstumspromotion und
ein invasives Einwachsen réhrenférmiger Zellgebilde in die Kollagen-Martix durch HGF/SF
beobachtet. HGF/SF unterstutzt in solchen Zellen sowohl das Wachstums als auch die
Motilitat der Zellen. Es konnte zusatzlich gezeigt werden, dal3 HGF/SF auch angiogenetsich
wirkt. Seine Wirkung entfaltet HGF/SF dabei tber eine Bindung und Aktivierung von c-Met
(Weidner et al., 1993a und b).

Eine starke Expression von Met konnte in NSCLC-Tumoren beobachtet werden, aus denen
ohne weitere Behandlung Zellinien gezogen werden konnten. Aus Primartumoren, die keine
starke Expression von Met aufwiesen, lieRen sich keine Zellinien etablieren (Liu und Tsao,
1993).

Eine autokrine Stimulation von Met-HGF/SF in Lungenkarzinomzellinien wurde ebenso
gezeigt (Itakura et al., 1994) wie eine parakrine Stimulation der DNA Synthese von
Alveolarepithelzellen Typ II, welche Met exprimieren (Shiratori et al., 1995). HGF/SF ist ein
Mitogen fur humane Bronchialepithelzellen und Lungenkarzinomzellen, die Met exprimieren,
bei denen aber keine mRNA fur HGF/SF nachweisbar ist. HGF/SF stimuliert bei diesen
Zellen die Proliferation und die Formation von Kolonien. Ein Einflu3 von HGF/SF als
wahrscheinlich parakriner Wachstumsfaktor auf Zellen des Bronchus und ein Einflul3 auf das
Wachstum und die Progression von Lungentumoren konnte so gezeigt werden (Singh-kaw et
al., 1995).

Eine weitere Studie zeigte, dafl} Met auch in einem Grol3teil der SCLC-Tumoren und Zellinien
exprimiert wird, jedoch eine Co-Expression mit HGF/SF in weniger als 5% der untersuchten
Falle nachweisbar ist. Da aber HGF/SF sowohl im Plasma préasent ist, wie auch von normalem
Lungengewebe exprimiert wird, ist hier eine parakrine/endokrine Wirkung maéglich. Wie sich
diese Rezeptorstimulation allerdings auf das Wachstum der SCLC-Zellen auswirkt, ist unklar
(Rygaard et al., 1993).

Lim-Kinase homeodomain-containing matifin-11, Isl-1, Mec-3)/Sea wird von
hamatopoetischen Zellen und epithelialen Geweben exprimiert und spielt eine Rolle in der
Embryogenese. Ein Einflul3 auf die Zellwachstumsregulation wird vermutet (Huff et al.,
1993).
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Die Lim-Kinase hat zuséatzlich eine Serin/Threonin-Kinase Aktivitat und enthalt ein nukleare
Signalsequenz, die einen Transport in den Zellkern wahrscheinlich macht. Ebenso finden sich
Motive fur eine Interaktion mit dem Zytoskelett. Aber auch eine Mitwirkung in der
Signaltransduktion ausgeldst durch Zelladhé&sion ist aufgrund des strukturellen Aufbaus
denkbar (Mizuno et al., 1994).

Eine Expression von Lim-Kinase konnte in Lunge und anderen Geweben nachgewiesen
werden (Ohashi et al., 1994).

1.4.5 Ret-Rezeptor

Das Proto-Onkogeret (rearranged during transfectigrkodiert fir eine

Rezeptortyrosinkinase (Takahashi und Cooper, 1987), die in der Entwicklung des zentralen
und des peripheren Nervensystems sowie dem exkretorischen System bei der Maus stark
exprimiert ist. Neben der Steuerung der Entwicklung des nervosen Systemsetale
fundamentale Rolle in der Nierenembryogenese (Pachnis et al., 1993; Avantaggiato et al.,
1994; Tsuzuki et al., 1995). Die Ret-Rezeptortyrosinkinase besitzt eine extrazellulare
Cadherin-Doméne. Da Cadherine Zelladh&sion vermitteln, ist flr Ret eine Funktion im
Rahmen der Zelladh&sion wahrscheinlich.

Mutationen, die zu einer Funktionsverstarkuggit of function fihren, sind assoziiert mit
einer erblichen Praposition fir Tumoren von familiaren medullaren Tyroid Karzinomen
(FMTC) und multiplen endokrinen Neoplasien Typ 2A (MEN2A) und 2B (MEN2B) (Hofstra
et al., 1994; Santoro et al., 1995). Dabei handelt es sich vor allem um Punktmutationen in der
extrazellularen Domane, die die Tyrosinkinaseaktivitat des Rezeptors konstitutiv aktivieren
(Mulligan et al., 1993).

Generell wird eine Veranderung dest-Proto-Onkogens in unterschiedlichen
neuroendokrinen Tumoren assoziiert. Andere Mutationen, die einem Verlust der Funktion
(loss of functiojpnach sich ziehen, fuhren zur Auspragung der ererbten Hirschsprung-
Krankheit. Diese kennzeichnet sich durch das angeborene Fehlen von parasympathischen
Basalganglien im unteren Intestinaltrakt (Romeo et al.,1994).

Als Ligand fur Ret konnte GDNFglial cell line-derived neutrophic factgisoliert werden,

der Uber den GDNF-Rezeptardie Autophosphorylierung von Ret stimuliert (Jing et al.,
1996). GDNF ist ein glykosyliertes, durch Disulfidbriicken verbundenes Homodimer und ein

Mitglied der TG (transforming growth factofs)-Superfamilie (Lin et al., 1993).
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In SCLC-Tumoren und daraus etablierten Zellinien konnte in zwei von sechs untersuchten
Tumorproben eine ausschlief3lich in dieser Tumorentitat zu beobachtende Punktmutation
detektiert werden, die in normalem Gewebe der selben Patienten nicht nachzuweisen war
(Futami et al., 1995).

1.4.6 Weitere Rezeptortyrosinkinasefamilien

Viele weitere Familien von Rezeptortyrosinkinasen sind bekannt. So die VEGF-
Rezeptorfamilie, die Neutrophin-Rezeptorfamilie (Trk), die Familie der FGF-Rezeptoren und
die Eph-Rezeptoren von denen jedoch bisher keine onkogene Beteiligung an der Genese von

Tumoren nachgewiesen werden konnte.

1.5 Die AxIl-Rezeptortyrosinkinase Familie

Ax| (anexelektpunkontrolliert), auch als Ufounidentified function of its protejroder ARK
(adhesion-related kina3®zw. Tyro7 bezeichnet, ist der Prototyp einer neuen Familie von
Rezeptortyrosinkinasen (O Bryan et al., 1991; Janssen et al., 1991; Rescigno et al., 1991;
Bellosta et al., 1995).

Weitere Mitglieder dieser Familie sind die Rezeptoren Tyro3 (Sky, Rse, Brt, DTK, Tif, Etk2
und Rek) (Lai et al., 1994; Ohashi et al., 1994; Mark et al., 1994; Fujimoto und Yamamoto,
1994; Dai et al.,1994; Biscardi et al., 1996) und cMer (cEyk, Nyk und Tyro12) (Jia und
Hanafusa, 1994, Graham et al., 1994).

Diese Rezeptorfamilie zeichnet sich durch eine extrazellulare Doméne mit zwei
Immunglobulin-ahnlichen, verbunden mit zwei Fibronektin-Typ 1l Doméanen aus (Lai et al.,
1994). Bisher war ein solcher Aufbau nur von neuronalen Zelladhasionsmolekulen, wie z. B.
N-CAM, und Rezeptorphosphatasen, z.B. DCC, bekannt (Cunningham et al., 1987; Streuli et
al. 1989). Die AxI-Familie gehort zur Gruppe der Klasse | -Proteine, die durch eine
Transmembrandomane verankert sind und ihren N-Terminus in das extrazellulare Milieu
prasentieren.

Studien zeigten, dafl3 die Mitglieder der AxI-RTK-Familie eine Rolle in unterschiedlichen
Entwicklungsprozessen, in der Funktion des hamatopoetischen und nerviosen Systems und in
der Tumorgenese spielen (Faust et al., 1992; Bellosta et al., 1995; Neubauer et al., 1994;
Craven et al., 1995; Nemoto et al., 1997; Ohashi et al., 1994; Matsubara et al., 1996; Taylor et
al., 1995; Graham et al., 1994; Ling und Kung, 1995).
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151 Ax

1.5.1.1 Genomische Organisation des AxI-Gens

Das Gen fur Axl wurde auf Chromosom 19913.1-2 lokalisiert. Es umfaf3t 20 Exons, die einen
Bereich von 44kb tGberspannen. Ein Polymorphismus wurde identifiziert.

Das AxI-Gen wird als Folge der Nutzung zweier unterschiedlicher imperfekter
Polyadenylierungsstellen in zwei mRNAs mit einer Léange von 5,0 (4,7) kb bzw. 3,2 kb
transkribiert (Linz et al., 1993), wobei das grofl3ere Transkript durch repetetive Alu-
Sequenzen eine héhere Stabilitat aufweist (Janssen et al., 1991).

Zusatzlich sind zwei Splei3varianten, die durch unterschiedliches Einspleil3en von 27 bp des
Exons 10 (O Bryan et al., 1991, Schulz et al., 1993) und eine unterschiedliche Nutzung zweier
imperfekter Polyadenylierungsstellen entstehen, die in einer Anwesenheit bzw. Abwesenheit

einer 1,5 kb 3 -untranslatierten Sequenz resultieren, bekannt.

Die Transkription des AxI-Gens wird von einer 5’ -gelegenen Promotorsequenz reguliert, die
sich Uber ca. 2000 bp erstreckt. Im proximalen Bereich liel3en weder eine TATA-Box noch
eine CAAT-Box lokalisieren, dieser Bereich ist aber sehr GC-reich. Im Promotor lie3en sich
drei SP 1-Bindungsstellen (GC-Boxen) ermitteln, die distal des Startpunktes liegen.
Zusatzlich existieren drei AP2-Elemente (8-nt repeats) und ein CREB-Motiv (zyklisches
AMP Antwort Element) im Promotorbereich. Allerdings ist das CREB-Motiv in eine Region
der DNA eingebettet, die wahrscheinlich Z-Konformation einnimmt.

In vitro wurde nachgewiesen, dal? durch Phorbolester und Interfevmdy die

Genexpression induziert wird. Weitere Elemente des Promotors konnten bisher nicht
identifiziert werden. Der Hautptranskriptionsstartpunkt liegt 169bp stromaufwaérts des

Translationsstartpunktes (Schulz et al., 1993).

Exon 1 bis Exon 10 kodieren fur die extrazellulare und die Transmembrandoméane, Exon 1
enthalt die Sequenz fir désaderProtein (Signalpeptid) und drei weitere Aminoséuren. Die
Ig-ahnlichen, die FN Il Module und die kodierende Sequenz fur die Transmembrandoméne
liegen in unterschiedliche Exons. Im Abschnitt des Exon10 kommt es durch alternatives
SpleiRen zu Varianten, die durch eine 27 bp-Deletion gekennzeichnet sind.

Die Sequenz des Exon 20 kodiert fur das C-terminale Ende der Tyrosin Kinase Doméane und

den carboxyterminalen Schwanz des Proteins. Dieses relativ grol3e Exon enthalt zusatzlich
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eine 15 bp untranslatierte Sequenz (Rescigno et al., 1991; O'Bryan et al., 1991, Schulz et al.,
1993).

1.5.1.2 Struktureller Aufbau des AxI-Proteins

Das vom 2682 bp langen offenen Leseraster abgeleitete Protein hat eine Gré3e von 894
Aminosauren und ein Molekulargewicht von etwa 140 kD. Zwei im Leseraster befindliche
Methioninreste kdnnen nach den Kozak-Regeln als Initiatoren der Aminosaurenkette dienen.
Weiterhin liegt ein Stop-Codon 170 bp stromaufwarts des ersten Methioninrestes. Dieses
Methionin stellt gleichzeitig den Beginn einer Polypeptid-Signalsequenz von 32 Aminosauren

dar.

1.5.1.2.1 Der carboxyterminale Bereich enthalt unterschiedliche Substratbindungsstellen
Zwischen den Aminosauren 543 bis 569 der zytoplasmatische Region befindet sich eine

Konsensussequenz, die als M@ TP Bindungsstelle fiir Tyrosinkinasen dient. Ungefahr 100
Aminosauren in Richtung des C-Terminus befindet sich eine weitere fur Tyrosinkinasen
typische Konsensussequenz (O Bryan et al., 1991). Zwei weitere Stellen, die Aminosauren
779 und 821 des C-Terminus von Axl, beinhalten Phosphotyrosin, Bindungsstellen fur die
Phosphadidylinositol-3-Kinase, die bei einer Aktivierung des Rezeptors autophosphoryliert
werden.

Co-Immunpréazipitationen eines stimulierten chiméaren EGF-Rezeptor/AxI-Kinase-Konstruktes
belegten weiterhin die Bindungen von Phospholipagk (@S (Tyrosine) 821 und 866), den
p85n und p8P Untereinheiten der PI13-Kinase (AS (Tyrosin) 779 und 821) von GRB2, Src
und Lck (alle AS 821) an die Kinasedomane von Axl. Die Aminosaure 821 ist damit eine
Bindungsstelle fur unterschiedliche Substrate, die Tyrosine an den
Autophosphorylierungsstellen 866 und 779 scheinen nur eine untergeordnete Rolle als
Bindungsstellen fur Effektorproteine zu spielen. Eine Aktivierung des Rezeptors ist dabei
hauptsachlich von einer Assoziation mit den p&sd p8P Untereinheiten abhéngig
(Braunger et al., 1997).

1.5.1.2.2 Der transmembrandse Bereich und die Extrazellulardoméne
Die Aminosauren 448 bis 472 bilden eine hydrophobe Region, die der Transmembrandomane

entspricht. Im N-terminalen Bereich der Polypeptidkette dominieren die hydrophoben
Aminosauren des Signalpeptids, die den gerichteten Transport des Proteins durch das

Zytoplasma uber das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat steuern. In den
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Kompartimenten finden zahlreiche Modifikationen wie z.B. N-Glykosylierungen der
Extrazellulardomé&ne statt (Janssen et al., 1991).

Innerhalb der extrazellularen Doméane, von Aminosaure 224 bis 428, aminoterminal zur
Transmembranregion, befinden sich zwei Fibronektin Typ llI- (FN 1ll) Wiederholungen.
Weiter N-terminal dieser FN 1l Wiederholungen, Aminosauren 37 bis 212, sind zwei
Immunglobulin-&hnliche (Ig) Wiederholungen, in denen vor allem die hochkonservierten
Cystein- und Tryptophan-Reste charakteristisch sind. Zusatzlich befinden sich in der
extrazellularen Domane von Axl sechs Konsensussequenzen fur eine N-Glykosylierung und

11 Cysteinreste, die zur Ausbildung von Disulfidbricken dienen (O 'Bryan et al., 1991).

1.5.1.2.3 Eine losliche Form der Axl-Kinase entsteht durch Prozessierung des Rezeptors
Es konnte eine posttranslational prozessierte Form des Rezeptors nhachgewiesen werden, die

nach Proteolyse als 80 kD grol3e, l6sliche Form der extrazellularen Domane und als 55 kD
grofRe membranstandige Kinasedoméne auftritt. Diese Kinasedomane ist an ihren Tyrosinen
phosphoryliert. Interessanterweise konnte eine solche l6sliche Form nicht nur in
Zellkulturuberstanden nachgewiesen werden, sondern auch in Exsudaten von Tumoren der
Mausin vivound in Serum von Maus, Mensch und Ratte (Costa et al., 1996).

Eine potentielle Schnittstelle des Signalpeptids ist in Position 25 lokalisiert (Janssen et al.,
1991). Der Rezeptor wird dabei in einer 14 Aminosauren grof3en Region zwischen den
Aminosauren 438 und 451 gespalten.

Die Produktion der I6slichen Form wird Uber die Protein Kinase C reguliert. Die Funktion
einer l6slichen AxI-Form ist nicht geklart, es wird jedoch vermutet, dal3 sie eine Rolle in der
Verminderung der Rezeptordichte auf der Zelloberflache spielt oder einer negativen
Regulierung der Kinaseaktivitéat dient, da losliches Axl in der Lage ist, die durch den
physiologischen Liganden Gas6 vermittelte DNA-Syntheseinduktion zu blockieren (O Bryan
et al., 1995; Costa et al., 1996).

1.5.1.3 Expressionsorte von AxI

1.5.1.3.1 Embryonale und organspezifische Expression von AxI
Eine Expression ist wahrend der Maus-Embyrogenese in einem groRen Spektrum Zellen zu

finden, vor allem im sich entwickelnden Mesenchym und in mesodermalen Geweben, hierbei
besonders in subepidermalen Zellreihen der Haut.
In adulten Tieren war eine AxI-Expression in einer grof3en Reihe von Gewebe wie

Herzmuskel, Skelettmuskulatur, Ovarfollikeln und Vorlauferzellen der myeloiden Reihe des
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Knochenmarks, hier vor allem den Stromazellen, nicht jedoch in epithelialen Geweben
nachzuweisen. Dabei beschrénkte sie sich ausschliel3lich auf Zellen mesodermalen Ursprungs
an den Grenzen differenzierender Gewebe. Die Belege der Axl-Expression wahrend der
Embryonalentwicklung der Maus und auch im adulten Tier legen in diesen Geweben eine
grundlegende Funktion nahe. Axl konnte die Rolle eines Signalvermittlers zwischen
spezifischen Zelltypen mesodermalen Ursprungs einnehmen und somit involviert sein in die
Entwicklung des Mesenchyms und der Organogenese (Faust et al., 1992).

Eine Expression liel3 sich zusatzlich in Zellen, die Organkapseln bilden und bindegewebigen
Strukturen unterschiedlicher Organe nachweisen. Eine Rolle von Axl bei der Organisation
und Aufrechterhaltung der Organstruktur scheint daher wahrscheinlich. Diese Vermutung
wird unterstitzt durch den extrazellularen Aufbau des Rezeptors, der vor allem in
Adhéasionsmolekilen zu finden ist und solchen Strukturen, die bei der interzellul&aren
Kommunikation eine Rolle spielen. Gestiitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung,
dal3 Axl Zellaggregation und homophile Bindungen vermitteln kann (Bellosta et al., 1995).
Aber auch in Makrophagen und Neuralgeweben ist Axl nachzuweisen (Faust et al., 1992).
Zellen des normalen peripheren Blutes exprimieren kein Axl (Neubauer et al., 1993). In einer
Auswahl von Thymusepithelzellinien und in Primarkulturen von Thymusepithelzellen konnte
AxI-Expression in ausschlief3lich nicht-hAmatopoetischem Gewebe nachgewiesen werden
(Rinke de Wit et al., 1996)n vitro konnte eine Axl Expression in NIH3T3-Fibroblasten, in
Zellinien myeloischer und monozytarer Leukéamien und in einer nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinomzellinie nachgewiesen werden (O Bryan et al., 1991; Janssen et al., 1991).

1.5.1.3.2 Tumorassoziierte AxI-Expression
In metastasierten Tumorproben von Sarkomen konnte gezeigt werden, daf3 Axl dort sehr stark

exprimiert ist (Weiner et al., 1994). Axl Expression konnte aber auch in soliden Tumoren des
Kolons nachgewiesen werden. Innerhalb des malignen Gewebes liel3 sich eine Expression von
Axl ausschlief3lich auf Tumorzellen beschranken. Im normalen Colongewebe konnte AxI nur
schwach im Drisenepithel detektiert werden. Schon in Colonpolypen wurde eine deutliche
Zunahme der Axl-Expression nachgewiesen werden. In peritonealen Metastasen und
Lebermetastasen wurde, im Vergleich mit malignen Gewebe des Primartumors, eine deutliche
Uberexpression beobachtet. Zusétzlich wurde ein Unterschied zwischen Protein aus normalem
Gewebe und solchem aus Tumorgewebe beobachtet (Craven et al., 1995).

In Osophagustumoren, ebenso wie in normalem Osophagusgewebe, aber auch in normaler

Magenmukosa und in Geweben des Kolons wurde die Expression von Axl und Tyro3
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detektiert. Ein signifikanten Unterschied in der Expressionsstarke von Axl in normalem und
malignem Gewebe, im Gegensatz zur Tyro3 Expression, wurde allerdings nicht beobachtet
(Nemoto et al., 1997).

1.5.1.4 Zellulare Funktionen von AxI

Zur Funktion des Axl-Rezeptors ist bisher wenig bekalmtitro-Analysen haben gezeigt,

dalR das Gen der Rezeptortyrosinkinase onkogenes Potential besitzt und somit in der Lage ist,
Zellen zu transformieren (Janssen et al., 1991; McCloskey et al., 1994; Zhang et al., 1996). Da
Ax| aber auch von vielen normalen Zellen exprimiert wird, sind Aufgaben in der normalen
zellularen Aktivitat anzunehmen. Eine Rolle in der Regulation der Proliferation aufgrund der
transformierenden Aktivitat ist wahrscheinlich.

Der extrazellulare Aufbau von Axl legt zusatzlich eine potentielle Funktion bei Zell-Zell-
Kontakten nahe (Janssen et al., 1991; O Bryan et al., 1991; Bellosta et al., 1995).

1.5.1.4.1 Axl besitzt transformierende Aktivitat
Ax| wurde als transformierendes Gen aus DNA zweier Patienten mit CML und einem

Patienten mit myeloproliferativen Stérung isoliert (O Bryan et al., 1991; Janssen et al., 1991).
Durch Transfektions-Tumorgenitats-Assays an NIH3T3 Zellen, die mit DNA aus Tumoren
der Patienten transfiziert worden waren, konnte gezeigt werden, daf} das Gen des Axl-
Rezeptors transformierende Aktivitat besitzt, das heifdt, dafd sich nach Inokulation der
transfizierten Zellen in Mause Tumoren ausbilden (Janssen et al., 1991).

Auch die Uberexpression von Axl in Fibroblasten konnte eine neoplastische Transformation
der Zellen auslésen. Eine schwache Expression hingegen war nicht in der Lage, die Zellen zu
transformieren. (O Bryan et al., 1991).

Einen natirlichen transformierenden Virdddloney murine leukemia viri@achahmend

wurden unterschiedliche trunkierte Axl-Kinasestiicke an ein GAG-Protein eines
Mauseleukamievirus gekoppelt. Auch das Konstrukt, das nur die Axl-Kinasedoméane enthielt,
war in der Lage, 3T3-Zellen zu transformieren. Allerdings wurden, konstruktabhangig (Teile
der Extrazellulardomane, Transmembrandomane und Kinasedomane bzw. nur ein Teil der
Kinasedomane), unterschiedliche morphologische Veréanderungen beobachtet. Wurden die
AxlI-Viren (MMLV) Mausen gespritzt, so entwickelten diese keine Tumoren (Zhang et al.,
1996).

Untersuchungen, die die transformierende Aktivitat von AxI-Mutanten untersuchten, zeigten,

daf fur die Transformation von Zellen vor allem die Uberexpression von Axl eine Rolle
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spielt. Zellen, die sich nach AxI-Transfektion nicht veranderten, wiesen keine

Phosphorylierung der Kinasedoméne auf. Gelang es, bei diesen Zellen die Tyrosine der Axl-
Kinasedomane zu phosphorylieren, transformierten auch diese Zellen. Diese Phosphorylierung
lieR sich durch eine extreme Uberexpression ausldsen. In 3T3 Zellen, die schon bei geringerer
AxI-Expression transformierten, lie3 sich ein 190kD grolRes Protein nachweisen, daf3 die
Phosphorylierung anscheinend positiv beeinflu3t und in den Axl exprimierenden, aber nicht
transformierenden Zellen nicht nachweisbar ist. Der transformierende Effekt von Axl scheint
vor allem auf eine Uberexpression der Rezeptors und die Aktivierung seiner Kinase
zurtckzufuhren zu sein, wobei das Tyrosin an der Position 866 hierbei eine entscheidende

Rolle zu spielen scheint (Burchert et al., 1998).

1.5.1.4.2 Axl-Kinase Aktivitat erzielt Apoptoseschutz und mitogene Wirkung
Die mitogene Aktivitat von Axl fihrt zu einem Wiedereintritt in die S-Phase des

Zellzyklusses. Dieser durch den Liganden Gas6 induzierte mitogene Effekt von Axl wird Uber
die PI13-Kinaseaktivitat weitergeleitet (Goruppi et al., 1997).

Erganzend konnte gezeigt werden, daf3 sich fur Zellen, die mit dem AxI-Gen transfiziert
wurden und Gas6 sezernierten, ein Selektionsvorteil bei Serumentzug ergab, indem sie vor
Apoptose geschutzt wurden (Goruppi et al.1996). Dieser Befund wird unterstitzt durch die
Beobachtung, dal3 konstitutiv exprimiertes Gas6 nicht zu Transformation oder
unkontrolliertem Wachstum fuhrte, die Zellen aber vor Apoptose durch Serumentzug
geschutzt waren. Der gleiche Effekt liel3 sich mit exogen zugefuhrtem Gasé6 erreichen bei
Konzentrationen, die die DNA-Synthese nicht stimulierten. Dieser Schutzeffekt von Gas6 auf
Serum-deprivierte Zellen ging einher mit einer Induktion der MAP-Kinaseaktivitat.

Der Schutz vor Apoptose durch AxI-Signalaktivierung liel3 sich jedoch nur bei gehungerten,
mycuberexprimierenden Zellen und TNFStimulation demonstrieren, er versagte bei
Bestrahlung und Behandlung mit Staurosporin.

Diese Resultate legen die Hauptfunktion einer Gas6-Axl-Interaktion fur das Zelluberleben
unter Konditionen, die ein Wachstum nicht zulassen, nahe. Dies konnt auch die starke
Expression von Gasb6 in ruhenden Zellen erklaren. Dabei scheint vor allem ein Uber Src
geleiteter Signaltransduktionsweg von Bedeutung zu sein (Bellosta et al., 1997; Goruppi et al.,
1997).
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1.5.2 Tyro3

Ein weiteres Mitglied der AxI-RTK-Familie wurde gleichzeitig von mehreren Gruppen

isoliert und als Brt, Dtk, Etk2, Rse, Rek, Sky, Tif und Tyro3 bezeichnet (Fujimoto und
Yamamoto, 1994; Crosier et al., 1994; Biesecker et al., 1995; Mark et al., 1994; Ohashi et al.,
1994; Dai et al., 1994; Lai et al., 1994, Biscardi et al., 1996).

In folgenden Hybridisierungsexperimenten wurde gezeigt, dal’® Tyro3 nahezu ausschlief3lich
im Hirn zu finden ist, dort vor allem im CA1-Feld des Hippocampus und in den grof3en Zellen
des Neokortex, hier vor allem in den tieferen Zellagen. Aber auch in den Granulazellen des
Cerebellum war eine Tyro3 Expression nachzuweisen (Lai und Lemke, 1991) ebenso wie in

Retina von Hihnerembryonen (Biscardi et al., 1996).

Das Gen fur Tyro3 wurde auf Chromosom 15q15 (Crosier et al., 1994) bzw. 14g14 bis q25
lokalisiert, wo sich ein Tyro3-Pseudogen befindet (Polvi et al., 1993).

Die genomische Struktur von Tyro3 ist nahezu identisch mit der Axls (Lewis et al., 1996).
Das offene Leseraster kodiert fir ein 890 bzw. 884 bp grol3es Protein, die hauptsachlich zu
findende mRNA ist 4 kb lang. Das Tyro3-Gen hat an seinem 5 -Ende 3 alternativ gespleif3te
Exons (2A, 2B und 2C), die zu jeweils unterschiedlich grof3en Proteinen synthetisiert werden,

die unterschiedliche Signalsequenzen besitzen (Biesecker et al., 1995; Lewis et al., 1996).

Nach dem Startkodon befindet sich eine 40 Aminosauren lange Signalsequenz fur den
Transport in das endoplasmatische Retikulum. Die Extrazellulardomé&ne von Tyro 3 ist gleich
aufgebaut wie die der AxI-RTK. Die AS 429 bis 451 kodieren flir die 23 (25) AS grol3e
Transmembrandoméne, und die folgende zytoplasmatische Doméane enthalt eine Sequenz (AS
525 bis 776) fur eine Protein-Tyrosin-Kinase. Diese besitzt eine ATP Bindungsstelle, eine
mogliche SH2-Bindungsstelle und mogliche PI 3-Kinase und SEM-5 (Grb-2) Bindungsstellen.
Tyro3 besitzt zu Axl eine 64% AS Sequenzhomologie (Ohashi et al., 1994; Mark et al., 1994;
Lai et al., 1994). Auch eine aktive, im Zytoplasma lokalisierte Form von Tyro3 ist beschrieben

worden (Taylor et al., 1995).

Tyro3 ist ubiquitar wahrend der embryonalen Entwicklung exprimiert und scheint eine
wichtige Rolle in der Entwicklung des Gehirns einzunehmen. In adulten Geweben wird eine
Expression hauptsachlich im Gehirn, hier vor allem in den Neuronen des Neokortex, des

Cerebellums und des Hippocampus aber auch im olfaktorischen System (Ohashi et al., 1994;
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Mark et al., 1994), den Gonaden, Ovar und Testis (Dai et al., 1994) und der Niere (Stitt et al.,
1995) gefunden. Eine moderate Expression wurde in Lunge, Niere, Milz, Blase und Colon
nachgewiesen (Crosier et al., 1994; Lai et al., 1994; Ohashi et al., 1995).

In der Embryonalentwicklung des Zebrafisches konnte eine Tyro3 Expression bereits wéhrend
der Gastrulation nachgewiesen werden, spater liel3 sich Tyro3 im gesamten Embryo belegen.
Mit Beginn der frihen Segmentationsperiode war eine Tyro3 Expression dann nahezu
ausschlief3lich im Hirn zu finden (Jansa-Perez et al., 1996).

Tyro3 scheint zusatzlich in der Entwicklung der Gonaden eine Rolle bei der sexuellen
Differenzierung zu spielen. So ist Tyro3 in der Entwicklung der mannlichen Genitalhtgel, in
urspringlichen Keimzellen und ihren Stitzzellen zu finden, in der Entwicklung der Ovarien
aber erst spater und auch nur auf die Stiitzzellen beschrankt. Gas6 wurde gleichfalls in
interstitialen Zellen nachgewiesen, die die Tyro3 exprimierenden Zellen der Genitalhtgel
umgeben (Matsubara et al., 1996).

Aber auch ein Nachweis einer Tyro3 Expression in hamatopoetischen Zellinien und in sich
entwickelnden hamatopoetischen Geweben, wie fetaler Leber und fetalem Thymus, deutet auf
eine Rolle von Tyro3 in der Regulation der Hamatopoese hin (Crosier et al., 1995; Crosier et
al., 1996).

In epithelialen Tumorzellen der Brust liel3 sich ein Anstieg des Tyro3 mRNA-Spiegels
beobachten, wenn diese mit SVKi#Bge-Antigenund v-Ha Ras transformiert werden. Eine
Tyro3 Uberexpression konnte auch in Mammakarzinomzellinien, verglichen mit nicht-
tumorgenen Gewebe, nachgewiesen werden, (Taylor et al., 1995). Tyro3 Expression wurde

auch in Prostatakarzinomzellinien beobachtet (Robinson et al., 1996).

Eine Transformation konnte bei Zellen beobachtet werden, die Tyro3 oder cMer
uberexprimierten, wobei offen ist, ob der Effekt von der Anwesenheit des Liganden abhangig
ist (Lai et al., 1994; Goruppi et al., 1996; Ling et al., 1995; Taylor et al., 1995).
Eine Uberexpression von Tyro3 in NIH3T3-Zellen fuihrte zu einer Aktivierung der Kinase und
induzierte morphologisch transformierte Foci (Biscardi et al., 1996). Weitere
Transfektionsexperimente mit Tyro3 legten das onkogene Potential von Tyro3 dar (Lai et al.,
1994). So transformierten NIH3T3-Zellen, die mit dem Wildtypgen fur Tyro3 transfiziert und
die mit Serum, das Protein S enthalt, stimuliert wurden. Gleichfalls transformierten 3T3-
Zellen, die man mit einem EGF Rezeptor-Tyro3-Chimar transfiziert hatte und die mit EGF
stimuliert wurden. Dieses chiméare Konstrukt konnte allerdings kein Wachstumsfaktor-
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unabhangiges Wachstum in einer IL-3 abhéngigen Zellinie auslésen, was auf ein Anschalten
von Signalwegen, die nicht fur die Proliferation dieser Zellinie verantwortlich sind,
zuruckgefuhrt wurde. Wurde die Zellinie mit einem Tyro3-Trk-Chimar transfiziert und mit
Serum stimuliert, zeigte sie eine Wachstumsfaktor unabhéngiges Proliferation (Stitt et al.,
1995).

Weiterhin konnte demonstriert werden, daR die Uberexpression von Tyro3 Zellen
unempfindlich gegeniiber Serumentzug werden lafit. Bei diesen Zellen konnte, auch unter
serumfreien Bedingungen, ein Absinken der Phosphorylierung von Tyro3 nicht beobachtet
werden. Es wird deshalb eine Liganden unabhangige Dimerisierung, hervorgerufen durch die
Uberexpression von Tyro3, angenommen. Auch eine im Zytoplasma befindliche Isoform
konnte den Effekt der Phosphorylierung bei starker Expression hervorrufen. Diese Isoform
besitzt ein hydrophiles Signalpeptid, das zytoplasmatisch auch in Abwesenheit von Ligand
Dimere formen und so transformierende Aktivitat entfalten kann (Taylor et al., 1995).

Eine Autophosphorylierung von Tyro3 nach Dimerisierung und eine Verbindung/Assoziation

mit Proteinen der SRC-Familie konnte belegt werden (Toshima et al., 1995).

1.5.3 cMer

Das dritte Mitglied der AxI-RTK-Familie wurde urspringlich in Hihnern als zellulare Form

des RPL30 Virusprotein v-ryk identifiziert (Jia und Hanafusa, 1994). Zellulare Mensch- und
Maus-Homologe wurden isoliert und als cMer bezeichnet (Graham et al., 1994 und 1995).

Wie Axl und Tyro3 besitzt auch cMer zwei aminoterminale Ig ahnliche und zwei Membran-
proximale Fibronektin Typ Il Domé&nen.

Das Protein besteht aus 984 Aminosauren. Ein alternativ gespleif3tes Transkript, das ein Insert
in der proximalen Membranregion enthéalt und fur einen trunkierten Rezeptor zu kodieren

scheint, wurde identifiziert.

cMer ist weitlaufig wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert. Eine starke Expression
laRt sich in adulten Geweben von Testis, Ovar, Prostata, Niere, Hirn und Lunge aber auch im
Knochenmark und Monozyten des peripheren Blutes nachweisen. cMer konnte nicht in B-
und T-Lymphozyten nachgewiesen werden, jedoch fand man in neoplastischen B- und T-
Zellinien und lymphoiden Erkrankungen eine Expression des Gens.

Wahrend der Embryonalentwicklung konnten grof3e Mengen an Transkript schon in der

Morula und dem Blastozyst belegt werden. Einen deutlichen Anstieg der Expression findet
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man dann zusatzlich mit Beginn der Hamatopoese und der Differenzierung des
hamatopoetischen Systems (Graham et al., 1994 und 1995).
Eine mdgliche Funktion von cMer bei der Entstehung von Glioblastomen konnte ebenfalls

demonstriert werden (Ling und Kung, 1995).

Das onkogene Potential der Axl-Rezeptoren wird zuséatzlich verdeutlicht durch den Befund,
dal3 cMer als Teil des RPL30-Viruses, einem akut onkogenem Vogelretrovirus, isoliert wurde.
Bei der Virusform von Mer ist die intrazellulare Kinasedomé&ne von cMer mit dem
retroviralenEnvelopeProtein fusioniert, dieser Rezeptor wird als v-Eyk bezeichnet.

Zusatzlich finden sich in v-Eyk zwei Punktmutationen. Der Mechanismus, der dem
trunkierten Rezeptor onkogene Wirkung verleiht, ist nicht abschlie3end geklart, allerdings
wird angenommen, daf? hier die Kinasedomane konstitutiv aktiviert und somit von einer

Ligandenbindung unabhangig ist (Ling und Kung, 1995; Ling et al., 1996).

Ein chimarer Rezeptor aus Fms und cMer erzeugte, in NIH 3T3-Zellen transfiziert, einen
transformierten Phanotyp und zeigte eine Proliferationsinduktion nach Stimulation mit CSF-1.
Als weiterleitende Komponenten des Signaltransduktionsweges wurden die Phospholipase C
die Phosphatidylinositol -3- Kinase/p70 S6 Kinase, Shc, Grb2, Raf-1 und die mitogen-
aktivierte Kinase identifiziert. Ras p62 und p190 werden nicht von dem chiméren Rezeptor
aktiviert (Ling und Kung, 1995).

Die vollstandige Aktivierung der cMer-Kinasedoméane bendétigt die Phosphorylierung der
Tyrosinreste der Positionen 749, 753 und 754. Eine nur teilweise Phosphorylierung der
Tyrosine moduliert die Kinaseaktiviat und kénnte somit ein Kontrollelement bei der

Regulation der Kinaseaktivitat darstellen (Ling et al., 1996).

1.5.4 Gas6, das Produkt degrowth-arrest-specific-gene, st der gemeinsame Ligand

der Mitglieder der Axl-Familie

Der Befund, dal3 Gasb6 als Ligand an alle Mitglieder der Axl-Rezeptortyrosinkinasefamilie
bindet und diese phosphoryliert, stellte eine Verbindung zwischen Vitamin K abhangigen, die
Protease-Kaskade einschliel3lich des Koagulationssystems kontrollierenden Proteinen und der
Regulation des Zellwachstums her (Varnum et al., 1995; Stitt et al., 1995; Ohashi et al., 1995;
Nagata et al., 1996; Chen et al., 1997; Mark et al., 1996).

Eine Expression von Gas6 konnte in fast allen Geweben, mit Ausnahme der Leber,

nachgewiesen werden. Hierbei wurde jedoch nicht deutlich, ob verschiedene Zelltypen Gas6
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exprimieren, oder ob nur ein Zelltyp, z.B. Endothelzellen, dieses Protein bilden und

sezernieren.

1.5.4.1 Struktureller Aufbau, Aktivierung und Bindungseigenschaften von Gas6

Das Gas6 Protein hat eine Grol3e von 678 Aminosauren und ein Molekulargewicht von 75 kD.
Gas6 weist grol3e strukturelle Homologien (44%) zu dem antikoagulatorisch wirkenden
Protein S, einem physiologischer Proteinaseregulator, der als Inhibitor der Gerinnung eine
Rolle spielt, auf. Dies zeigt sich vor allem in der Konservierung der Amino-termiryalen
Carboxy-Glutaminsaure-Doménen (Gla), einer Serie von vier EGF-ahnliche Wiederholungen
und der carboxyterminalen Region mit kugelformigen (globular) oder G-Doméanen mit
Homologie zu Steroid-bindenden Globulinen (Dahlback et al., 1990). Im Gas6-Protein fehlen
allerdings die zwei Thrombin Schnittstellen mit dem Thrombin-sensitiven Element des
Protein S. Somit unterscheiden sich beide Proteine nur in der Thrombin-sensitiven Region
und der ersten EGF-a&hnlichen Doméne, den Arealen, die beim Protein S in die Interaktion mit
aktiviertem Protein C involviert zu sein scheinen (Dahlbéck et al., 1990).

Fur Gas6 konnte gezeigt werden, dal3 die hintereinander liegenden G-Domanen
(Steroidhormon Bindungsdomanen) in der C-terminalen Region ausreichend sind fur die
Rezeptoraktivierung, fur die Bindung allerdings die Gla- und EGF-Doméanen benétigt werden
(Mark et al., 1996; Goruppi et al., 1997). Eine alternative Splei3form von Gase6, die ein 43
AS-Insert zwischen der vierten EGF Doméne und der SHGB Domane besitzt, wird dort
proteolytisch gespalten. Der die C-terminale SHGB Doméne enthaltende Teil ist
verantwortlich flr die Aktivierung von Axl. Eine physiologische Rolle dieser Spleif3form

koénnte einen neuen Mechanismus fur die Kontrolle der Verfugbarkeit des Wachstumsfaktors

Gasb6 darstellen (Tanabe et al., 1997; Goruppi et al., 1997).

Sowohl Protein S als auch Gas6 werden Vitamin K-abhé&ngig reguliert. Dabei ist Vitamin K
als Co-Faktor der Carboxylase der Glutaminsaure fur gi@arboxylierung der Proteine
verantwortlich. Erst nach vollstandiger, Vitamin K-abhangiger Modifikation der vier
Glutaminsaurereste ist das Protein voll aktiv. Damit sind erstgredsboxylierte Proteine als
Liganden von Rezeptoren beschrieben worden (Manfioletti et al., 1993; Varnum et al., 1995).
Zwar kann diey-Carboxylierung der Gla Domane die Rezeptorbindung und die mitogene
Aktivitat modulieren, urséchlich fir beides ist jedoch die Steroidhormon bindende Globulin-
ahnliche Doméane (SHBG-like domain). Allerdings ist eine spezifische Bindung von Gas6 von

der Anwesenheit von Ghabhangig (Nakano et al., 1996).
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1.5.4.2 Mdgliche Funktionen von Gas6

Gasb (Protein und DNA-Sequenz) wurde aus serumfrei kultivierten NIH3T3-Zellen isoliert. In
diesen Zellen kam es nach Serumentzug zu einem deutlichen Anstieg der Gas6-Expression
und zu einer negativ-regulierten Expression nach Wachstumsinduktion. Die Expression von
Gas6 wird deshalb in Zusammenhang mit Bedingungen, die eine Proliferation nicht zulassen,
gebracht. Als Antwort auf einen Wachstumsstop exprimiert, gilt Gas6 als negativer Regulator
der Zellproliferation (Schneider et al.,1988; Manfioletti et al., 1993).

In seneszenten Zellen hingegen ist eine Gas6-Expression deutlich reduziert, so dal3 von
unterschiedlichen Aufgaben von Gas6 in ruhendey) Z8llen und alternden Zellen

ausgegangen werden kann (Cowled et al., 1994). Gas6 konnte in ruhenden Zellen als
Survivalfactordienen, der ein Uberleben der Zellen auch unter widrigen Bedingungen

ermdglicht und vor Apoptose schitzt.

Die Bindung von Gas6 an Axl hingegen aber scheint die Proliferation zu stimulieren.

Auch der Befund, dafl3 Gas6 nach Bindung an die Rezeptoren der Axl-Familie diese
phosphoryliert und so in der Lage ist, wachstumsmodulierende Signale in die Zelle zu
Ubertragen, spricht gegen eine Funktion als negativer Regulator der Proliferation (Varnum et
al., 1995; Stitt et al., 1995; Nagata et al., 1996). Wahrend jedoch Gas6 die Proliferation von
3T3-Zellen stimuliert, ist dieser Effekt in anderen Zellinien, einer Gas6 produzierenden und
einer Axl exprimierenden Linie, nicht zu beobachten.

Es wird weiterhin vermutet, daf3 Gas6 die DNA-Synthese in serumfrei kultivierten, aber nicht
Dichte arretierten NIH-3T3 Zellen stimuliert und dieser Effekt durch Ax| vermittelt wird.

Auch der durch Gas6 vermittelte mitogene Effekt auf glatte Muskelzellen wird einem

Rezeptor der Axl-Familie zugeschrieben (Varnum et al., 1995).

1.5.4.3 Protein S bindet an Tyro3

Protein S selbst ist ein Vitamin K abh&ngiges Plasmaprotein, das eine wichtige Rolle als
Inhibitor der Koagulation spielt (Dahlback 1995). Protein S wird als 69 kD grol3es, einkettiges
Molekul synthetisiert und ins Blut sezerniert. Dort dient es als Co-Faktor fur aktiviertes
Protein C, eine Serin-Protease, und unterstitzt die Beschleunigung der Degradation der
prokoagulatorischen Faktoren Va undlI¥.

Protein S wird vor allem in Hepatozyten (Fair und Marlar, 1986) und vaskularen
Endothelzellen (Fair et al., 1986; Stern et al., 1986) synthetisiert. Aber auch in anderen

Geweben wie Hirn (He et al., 1995), Megakaryozyten (Ogura et al., 1987), Osteoblasten
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(Maillard et al., 1992) und Lymphozyten (Smiley et al., 1997) konnte eine Expression von
Protein S nachgewiesen werden.

Ungefahr 60% des Protein S sind an das Komplement-regulierende C4b-Bindungsprotein,
einem negativen Regulator des Komplementsystems, gebunden, jedoch dient nur freies
Protein S als Co-Faktor fiir aktiviertes Protein C (Dahlback und Stenflo, 1981; Dahlback
1986).

Zusatzlich zur Funktion als Antikoagulans besitzt Protein S wahrscheinlich auch zellulére
Funktionen. So dient Protein S als Wachstumsfaktor fur glatte Muskelzellen (Gasic et al.,
1992) und ist involviert beim Aufbau und Metabolismus von Knochen (Maillard et al., 1992).
Umgekehrt fordert Protein S in T-Lymphozyten die Aggregation und dient als negativer
Regulator der Proliferation (Smiley et al., 1997). Auch die Produktion von Protein S in

neuralen Tumorzellen deutet auf eine Funktion in diesem Gewebe hin (Phillips et al., 1993).

Die Idee, dal3 Protein S neben seiner antikoagulatorischen Wirkung weitere Funktionen
besitzt, wurde durch die Beobachtung gestiitzt, dal? es als Ligand fir Tyro3 dienen kann.
Protein S als Ligand fur Tyro3 wird jedoch kontrovers diskutiert (Godowski et al., 1995)
Eindeutig konnte zwar die Bindung von Gas6 an Tyro3 mit anschlieRender Aktivierung der
Kinasedomane gezeigt werden, es wurde aber auch berichtet, daf} Protein S an Tyro3 bindet
und den Rezeptor aktiviert (Stitt et al., 1995).

1.6 Der CD44 Rezeptor

Zell-Zell und Zell-Substrat bzw. Zell- Matrix Interaktionen, die durch Adhasionsmolekiile
vermittelt werden, spielen eine fundamentale Rolle in vielen biologischen Prozessen wie
Wachstum, Differenzierung, Zellmigration und Metastasierung.

Eines der an diesen Prozessen beteiligten Molekile ist der CD44 Oberflachenrezeptor.
CD44 wird synonym auch als phagozytotisches Glykoprotein 1 (Pgp-1) (Hughes et al., 1983),
extrazellularer Matrixrezeptor Il (ECMR-III) (Carter und Wayn&888), HUTCH-1 (Gallatin

et al., 1989), HCAM (Goldstein et al., 1989) und Hermes Antigen (Jalkanen und Jalkanen,
1992) bezeichnet.

CD44 wird von den meisten Epithelien und mesenchymalen Geweben exprimiert. Es konnte
in einer grofRen Anzahl normaler Epithelien, Fibroblasten, glatten Muskelzellen, den meisten
hamatopoetischen Geweben und in vielen Tumoren nachgewiesen werden (Hofmann et al.,
1991, Birch et al., 1991; Kuppner et al., 1992; Heider et al., 1993).
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1.6.1 Genomische Organisation

Das CD44-Gen ist auf Chromosom 11p13 lokalisiert und besteht aus einer 60 kb langen
Sequenz, die 20 Exons enthalt, von denen 10, Exons 1 bis 5 und 16 bis 20, gemeinsam als
sogenannte Standardform exprimiert werden (Goodfellow et al., 1982; Screaton et al., 1992).
Diese cDNA kodiert fir 360 Aminosauren, die ein 37 kD Proteinrtickgrat bilden. Das Protein
wird stark N- und O- glykosyliert bevor es an die Oberflache gelangt und bringt so eine 85 bis
90 kD Form hervor, die manchmal an Chondroitinsulfat-Seitenketten gebunden ist und eine
180 bis 200 kD Form ergibt (Stamenkovic et al., 1989). Etwa 120 Aminosauren im N-
terminalen Bereich zeigen etwa 30% Homologie zu Domé&nen Hyaluron bindender Proteine
(Wolffe et al., 1990).

Die unterschiedlichen Isoformen des CD44-Rezepors entstehen durch alternatives Splei3en
und Insertion der Exons 6 bis 15 in den N-terminalen, extrazellularen Bereich der
Standardform (Tolg et al., 1993). Diese Insertionen konnen bis zu 10 unterschiedliche Exons
(V1 bis V10; 132- 162 AS) enthalten.

5 @800 0 OO OO OO0 0OoO=e e o7
1s 2s 3s 4s 5s 6s v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 Vv9 vl0 6s 7s 8s 9s 10s
LP ™ CT

Abb. 2 Schematischer Aufbau des CD44 Gens

Ausgefullte Ellipsen représentieren Exons konstanter Regionen, leere Ellipsen stellen Exons, die durch
alternatives Spleif3en in eine variable Region insertiert werden kénnen dar. Das Gen besteht aus einem grol3en,
fur den extrazellularen Bereich kodierenden Abschnitt, das zu Beginn aller Varianten die Exons 1s bis 5s enthalt.
Das Exon 1s kodiert fur ddsader-peptidéLP). Das Exon 5s wurde als mdglicherweise alternativ gespleifdt
angesehen und trégt deshalb auch die Bezeichnung 1v. Es stellte sich jedoch heraus, daf? das als 5s bezeichnete
Stiick beim Menschen nicht variabel, sondern grundsatzlich im Protein vorhanden ist. Diesem konservativen
Abschnitt folgt ein Bereich, der aus 9 variablen, unabhangig voneinander einzuspleienden Stiicken besteht, die
als v2 bis v10 bezeichnet werden. Es schlief3t sich ein extrazellular kodierender Bereich, der zwei immer
vorhandene Stiicke 6s und 7s enthalt, an diesen variablen Teil an. Diesen Stiicken folgen die kodierenden
Bereiche fur die Transmembrandomaim®lj mit den Abschnitten 7s und 8s und der zytoplasmatische Teil mit

dem Bereich 10s. Die Exons 9s bzw. 10s enthalten die Sequenz fiir den zytoplasmatischen ABSghDis

Protein bildet einen Oberflachenrezeptor auf Zellen, eine Iésliche Form ist jedoch ebenfalls beschrieben, die den

zytoplasmatischen Teil und die Transmembrandomaéne nicht enthélt und in der Blutbahn zirkuliert.

Das variante Exon v1 wird beim Menschen nicht exprimiert (T6lg et al., 1993; Gunthert,
1993; Jackson et al., 1992; Screaton et al., 1992).
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Das Ende des menschlichen Rezeptors kann sowohl durch das Exon 18 wie auch durch das
Exon 19 gebildet werden (Hayens et al., 1991; Herrlich et al., 1993; Tolg et al., 1993;
Gunthert 1993; Lesley et al., 1993; Ruiz et al., 1995).

Aufgrund dieser vielen Kombinationsmoglichkeiten kdnnen eine Reihe varianter Protein-
Isoformen entstehen, 17 unterschiedliche Kombinationen sind beschrieben (Herrlich et al.,
1993). Damit ist das CD44-Gen eines der am haufigsten alternativ gesplei3sten Gene
(Goodison und Tarin, 1998).

Alle Isoformen werden durch Glykosylierung und Addition von Chondroitinsulfaten weiter
modifiziert, grol3ere Formen sind dabei starker glykosyliert (Jalkanen et al., 1988;
Stamenkovic et al., 1989; Goldstein et al., 1989; Stamenkovic et al., 1991; Brown et al., 1991;
Kincade et al., 1998). Es ist somit ein Schwefelsdure-haltiges Glykoprotein auf

Zellmembranen, das multiple Phosphoserinreste tragt und mehrere Disulfidbriicken besitzt

1.6.2 Aufbau des CD44 Rezeptors

Ein Vergleich von CD44 Molekillen aus unterschiedlichen Geweben enthlillte die ausgedehnte
GroRRenheterogenitat des CD44 Rezeptors. Unter den unterschiedlichen Formen treten zwei
Formen prominent hervor, die als C44s (Standardform) oder CD44H (hamatopoetische Form;
70 bis 90 kD grof3) und CD44E (epitheliale Form, bindet kein Hyaluron) bezeichnet werden.
Diese haufig beobachteten Formen CD44s und CD44E beinhalten entweder keines der
variablen Exons oder die Exons v8 bis v10. Weitere Formen werden allgemein als CD44v
(variante Isoformen) bezeichnet. Auch eine l6sliche Form von CD44 konnte in Serum, Plasma
und Synovialflissigkeit detektiert werden (Dalchau et al., 1980; Telen et al., 1983; Fraser und
Laurent, 1989). Wozu diese vielen moglichen unterschiedlichen Isoformen dienen, ist nicht
geklart. Auch spezifische Liganden fur die Isoformen von CD44 sind bislang nicht
nachgewiesen worden. Wahrscheinlich binden unterschiedliche Formen verschiedene

Liganden, oder CD44 Isoformen beeinflussen die Bindung eines einzigen Liganden.

Durch die Transmembranregion wird die variable extrazellulare Doméane von dem
zytoplasmatischen Teil getrennt. Die zytoplasmatische Region wird an Serinresten
phosphoryliert und ist mit der Proteinkinase C assoziiert (Kalomiris und Bourguignon, 1989;
Carter und Wayner, 1988). Es wird angenommen, daf3 alternatives Spleil3en von Exons, die
fur den zytoplasmatischen Teil des Molekiils kodieren, Formen mit unterschiedlichen

Transduktionsrollen hervorbringt. Diese unterschiedlichen Anordnungen kénnen einen
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EinfluR auf den G-Proteinstatus haben und die Sekretion unterschiedlicher

Wachstumsfaktoren stimulieren (Tarin und Matsumura, 1993).

1.6.3 Funktionen des CD44 Rezeptors

CD44 ist ein transmembrandses Glykoprotein, das als Rezeptor fir das extrazellulare
Matrixglykosaminoglykan Hyaluron, Kollagen | und VI, Fibronektin, Serglycin, Laminin,
Osteopentin und Chondroitinsulfat fungiert (Aruffo et al., 1990; Jalkanen und Jalkanen, 1992;
Faassen et al., 1992; Gallatin et al., 1989; Knutson et al., 1996; Toyama-Sorimachi et al.,
1995; Weber et al., 1996; Kincade et al., 1998).

Die Bindung von Hyaluronsaure an CD44, das auf vielen Tumorzellen vorhanden ist, kann die
Streuung von Tumorzellen durch Unterstitzung der Tumorzelladhasion, Tumorzellmotilitat
und Aktivierung der fir die Metastasierung wichtigen Genen fordern (Sy et al., 1997).
Allerdings ist CD44, im Gegensatz zu dem ebenfalls Hyaluron bindenden Rezeptor RHAMM,
nicht in der Lage, Bewegung von Fibroblasten an Hyaluron zu vermitteln (Turley et al., 1993).
Eine mit CD44H transfizierte Melanomzellinie zeigte jedoch eine gesteigerte Beweglichkeit
auf Hyaluron beschichteten Flachen. Transfektanten, die andere Isoformen exprimierten,
zeigten diesen Effekt nicht (Thomas et al., 1992).

CD44H und wahrscheinlich auch andere Isoformen kbnnen in zwei Formen existieren, einer
aktiven, z.B. Hyaluron bindenden, und einer inaktiven Form (Lesley et al., 1993). Diese
Moglichkeit der Hyaluronbindung von CD44 ist von einem B& Motiv (Domanen mit

zwei Basisaminosauren, die durch sieben Aminosauren getrennt sind) in der extrazelluléaren

Doméne abhangig (Yang et al., 1994).

CD44 ist an vielen Aspekten der Zell-Zell und Zell-Matrix Adhasion beteiligt (St. John et al.,
1990; Aruffo et al., 1990), wie dem Lymphozyten-Homing (Stamenkovic et al., 1989; Hayens
et al., 1989), der Tumorzelladh&sion, Matilitat und Invasion (Faassen et al., 1992), ebenso wie
am Tumorwachstum (Sy et al., 1991).

Physiologisch funktionell ist CD44 an der Bindung zirkulierender Lymphozyten an das
vaskulare Endothel, das selR3hafte Epithel und an Stromazellen aneinander oder an die
Interzellularmatrix involviert (Jalkanen et al., 1988; Stamenkovic et al., 1989; Lesly et al.,
1993; Rudzki et al., 1997). Auch eine verstarkte Zytokin-induzierte Modulation der T-Zell-
Adhasion durch das Makrophagen Entzindungsprot@i(MIP-1[3), das in der Lage ist, sich

durch seine Glykosaminoglykan-Bindungsstelle an CD44 anzuheften und so die

Immobilisierung zu vermitteln, konnte beobachtet werden (Tanaka et al., 1993).
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Wahrend der durch Antigene hervorgerufenen Aktivierung von B- und T-Lymphozyten und
Makrophagen und wéahrend der postnatalen Periode exprimieren diese Zellen zusatzlich
transient die Isoform CD44v6. Wird diese Expression unterdrickt, kdbnnen keine
zytotoxischen T-Zellen und keine T-Helferzellen generiert werden. Antikérper gegen CD44
konnen diesén vivo Aktivierung unterdriicken (Koopman et al., 1993; Arch et al., 1992).

Da auch viele metastasierenden Tumorzellen CD44v6 auf ihrer Oberflache tragen, wird
vermutet, dal? diese Zellen einen spezifischen Liganden in den Lymphknoten binden kdnnen.
Sollten Tumorzellen so das lymphozytare Verhalten durch Mimikri nachahmen, wirde dies
ihre Chancen einer Metastasierung durch Aussendung ins Blut vervielfachen (Herrlich et al.,
1993). CD44 kodnnte dadurch nétig sein, um eine lymphatische Streuung von Tumorzellen

hervorzurufen.

1.6.4 Einflul von CD44 auf das Metastasierungsverhalten von Zellen

Durch Untersuchungen einer differentiellen Genexpression von metastasierenden und nicht-
metastasierenden Zellinien konnte eine CD44 Variante identifiziert werden, die notwendig fur
die Metastasierung der untersuchten Zellen war (Glnthert et al., 1991). Solche
Beobachtungen, dal3 eine Rattenpancreastumorlinie nach Transfektion mit einer CD44v6
Isoform, im Gegensatz zu den untransfizierten Zellen, Metastasen tUber das lymphatische
System setzten konnten (Gunthert et al., 1991; Rudy et al., 1993) und eine CD44 negative
Burkitt-Lymphom Zellinie dann metastasieren konnte, wenn sie mit dem Gen fur CD44H
transfiziert worden war (Sy et al., 1991), legten die Vermutung nahe, dal3 die Expression von
CD44 bei der Entwicklung und Streuung von Tumoren eine entscheidende Rolle spielt.
Anschlie3ende Nacktmausversuche mit transfizierten Zellen belegten die Bedeutung der
Expression von CD44, da nur mit dem CD44 Gen transfizierte Zellen in der Lage waren, zu
metastasieren und exogen zugefiigtes Hyaluron zu binden. Interessanterweise zeigten die unter
die Haut gespritzten Tumoren keine CD44 Expression, wohl aber in der Lunge nachgewiesene
Mikrometastasen. Das CD44 Gen konnte aber in den subkutanen Tumoren noch
nachgewiesen werden, so daf3 von einer Inhibition der Expression ausgegangen wird. Die
CD44 Expression scheint somit eine wichtige Komponente fur den metastatischen Phanotyp

von Zellen zu sein (Kogerman et al., 1997).

Unterschiedliche CD44 Isoformen liel3en sich aber auch in vielen normalen Geweben

nachweisen (Fox et al., 1993 und 1994; Givehchian et al., 1996). In zahlreichen Epithelien
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fand sich vor allem eine Expression von v9, dagegen waren die Exons v6 und v4 nur noch in
Plattenepithelien bzw. das Exon v6 mit geringer Expression in epithelialen Zellen der
Brustdriise, der Lunge und der Prostata auszumachen. Im Plexusepithel, in Hepatozyten, im
Epithel der Nebennierenrinde, in peripheren Neuronen, in Nervenzellen der Gro3hirnrinde, in
Herzmuskelzellen, in Zellen der Glomeruluskapsel und in Keim- und Sertolizellen des

Hodens konnte hingegen keine Expression detektiert werden (Terpe et al., 1993).

Aufgrund der Befunde an den Zellinien und des Nachweises einer CD44-Expression in
normalen Geweben folgten vielfaltige Studien Uber den Status dieses Zelloberflachenrezeptors
in Tumoren, da hier haufig eine Stdrung der zellularen Kohéasion beobachtet wird.

Erste Ergebnisse zeigten, dafd in Tumorgeweben unibliche CD44 Transkripte, verglichen mit
dem normalen Gewebe, nachweisbar waren (Matsumura und Tarin, 1992). Aber auch ein
Verlust oder eine erniedrigte Expression von CD44 in Tumoren konnte beschrieben werden.

In der Mehrheit der Befunde jedoch liel3 sich eine Erhéhung der Expression von CD44s und
CD44v Transkripten in den haufigsten Tumortypen wie Magenkarzinomen (Heider et al.,

1993; Yokozaki et al., 1994), Colonkarzinomen (Matsumura und Tarin,1992),
Mammakarzinomen (Bolodeoku et al., 1995; Kaufmann et al., 1995), Blasenkrebs

(Matsumura et al., 1994; Sugino et al., 1996) und Cervixkarzinomen (Dall et al., 1994)
nachweisen.

Eine grof3e Anzahl weiterer Studien der CD44 Genexpression in neoplastischen Geweben
zeigte, dal3 Fehlregulation des Gens und ein uniiblicher Zusammenbau des Proteins
Kennzeichen pathologischer Prozesse sind (Tarin et al., 1995). Allerdings konnte bis heute
nicht geklart werden, ob die beobachteten Veranderungen ursachlich fur die Pathogenese von
Tumoren sind, oder ob sie eine Konsequenz der veréanderlichen Prozesse sind. Da
Metastasierung ein vielstufiger Prozel} ist, wird angenommen, dal3 es sich bei CD44(v) um ein
regulatorisches Genprodukt handelt, mit dessen Expression moglicherweise eine Kaskade von

Ereignissen in Gang gesetzt wird (Zoller und Kaufmann, 1994).

Interessanterweise lafdt sich die CD44 Expression durch Transfektion unterschiedlicher
Onkogene modulieren. So waren stark erhohte Spiegel an CD44 in H-ras oder K-ras
transformierten Zellen verglichen mit der Ausgangszellinie zu detektieren. Diese Zellen
banden auch verstarkt Hyaluron, so dal3 eine Fehlregulation der CD44 Expression mit der

Folge einer positiven Selektion von Tumorzellen, die so ein erhéhtes Metastasierungspotential
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besitzen, eine Entwicklung vorhergehender Schadigungen der Zellen sein kdnnte (Kogerman
etal., 1996).

1.6.5 Tumorspezifisches Auftreten von Spleil3varianten

Fur die Genese einiger Tumorarten scheinen spezifische CD44 Varianten eine besondere
Rolle zu spielen. Dabei ist die CD44 Expression in Tumorzellen komplexer als urspringlich
erwartet (Cooper und Dougherty, 1995; Sleeman et al., 1995).

Die Funktionen der einzelnen Isoformen sind nicht befriedigend charakterisiert, das
unterschiedliche Auftreten verschiedener Varianten laf3t jedoch auf eine Rolle in der Organ-,
und damit zusammenhé&ngend, Tumor-spezifischen Differenzierung schlief3en.

So wurde beispielsweise in Tumoren der Lunge eine erniedrigte Expression von CD44 in
SCLC beobachtet, wahrend fur Plattenepithelkarzinome eine Reihe von Isoformen
beschrieben worden sind (Penno et al., 1994; Ariza et al., 1995; Jackson et al., 1994; Washimi
etal., 1994).

In Tumoren neuroektodermalen Ursprungs, in Hodgkin’s Lymphomen, in
Endometriumkarzinomen oder Plattenepithelkarzinomen korreliert der Verlust oder das
Auftreten einer spezifischen Isoform mit der Malignitat des Tumors (Shtivelman und Bishop,
1991; Tarin et al., 1993; Gross et al., 1994; Fujita et al., 1994; Salmi et al., 1993).

In andern Tumorformen, wie humanen malignen Mesotheliomen wurde im Vergleich mit
normalem Gewebe eine erhdhte CD44 Expression nachgewiesen (Gunthert, 1993).
Spezielle Varianten, wie die besonders intensiv untersuchte Isoform CD44v6, korrelierten mit
unterschiedlichen Stadien von Magenkarzinomen (Mayer et al., 1993; Heider et al., 1993),
Brustkarzinomen (Kaufmann et al., 1995) und mit Non-Hodgkin’s Lymphomen (Stauder et
al., 1995).

1.6.5.1 Spezifisches Auftreten der epithelialen CD44-Form (CD44s)

In normalem Hirngewebe sowie Hirntumoren unterschiedlicher Histologie zeigte sich, daf3 vor
allem eine prominente, dem CD44s entsprechende, Isoform nachgewiesen werden kann.
Hirnmetastasen anderer Tumorentitaten hingegen exprimierten auch variante Isoformen
(Nagasaka et al., 1995; Li et al., 1993).

Ein Anstieg der CD44 Expression wurde fur Glioblastome (Kuppner et al., 1992) und reaktive

Astrozyten in aktiven multiplen sklerotischen Lasionen (Girgrah et al., 1991) beschrieben.
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Glioblastome und Glioblastomzellinien weisen ebenfalls keine CD44v, wohl aber eine CD44s
Expression auf (Li et al., 1993). Fur Glioblastomzellinien konnte eine Beteiligung von CD44
an der Invasion von Tumorzellen vitro gezeigt werden (Merzak et al., 1994).

Eine hohe CD44s Expression wurde auch bei Stadium I-1l und IVs (Schwann / Glia
Differenzierung) Neuroblastomen und nur in wenigen Stadium IV Ganglioneuromen Tumoren

gefunden (Gross et al., 1994).

Sehr aggressive Melanomzellinien exprimierten verstarkt CD44s (Hart et al., 1991). Dabei
sind die Interaktionen zwischen CD44s und Hyaluronsaure entscheidend fir die
Melanomzellmigrationn vitro und die Metastasierurig vivo (Thomas et al., 1992; Guo et

al., 1994). Aggressive Melanome zeigten nicht nur mehr CD44s, sondern auch eine hdhere
Abgabe von CD44 Protein von ihrer Oberflache. Interessanterweise produzierten diese
Zellinien auch Hyaluronséaure, so dal? moglicherweise ein autokriner Mechanismus zur

Zellmotilitat vorliegt (Goebeler et al., 1996).

In lymphoproliferativen Erkrankungen kann eine starke Expression der CD44 Standardform in
Zellen der meisten Non-Hodgkin’s Lymphomen nachgewiesen werden (Terpe et al., 1994;
Picker et al., 1988). Hochmaligne Lymphome zeigen eine starke Expression unterschiedlicher
SpleiRvarianten sowohl im Tumor als auch im Serum, vor allem solche, die v3, v6 und v9

beinhalten (Terpe et al., 1994; Koopman et al., 93; Ristamaki et al., 1994; Picker et al., 1994).

Nasopharyngale Karzinome exprimieren die CD44 Standardform und eine Reihe
unterschiedlicher, individuell verschiedener Isoformen, wobei die epitheliale Form, CD44v8-

v10, nur in neoplastischen Epithelzellen nachweisbar war (Brooks et al., 1995).

Allgemein I&aR3t sich festhalten, dal3 die meisten bisher untersuchten Tumorzellen multiple
CD44 Isoformen exprimieren, die pradominante Isoform auf Tumorzellen ist jedoch CD44s.
Es wurde bis jetzt von keinem Tumorzelltyp berichtet, der ausschliel3lich variante CD44
Proteine exprimierte ohne Co-Expression von CD44s. Allerdings sind Tumorzellen
beschrieben worden, die nur CD44s ohne andere Isoformen exprimieren (Sy et al., 1997).
Treten jedoch weitere Varianten von CD44 auf, so werden praktisch alle Isoformen
beobachtet (Fox et al., 1994).
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1.6.5.2 Tumorassoziiertes Auftreten von CD44 v5

Bei Pankreaskarzinomen sind spezifische Isoformen assoziiert mit bestimmten Tumorformen,
so findet man CD44v5 zwar in Karzinomgewebe, nicht aber in normalem pankreatischem
Gewebe. CD44v6 konnte dagegen sowohl in Pankreaskarzinomzellen als auch in normalen

Ductuszellen des Pankreas nachgewiesen werden (Gansauge et al., 1995).

Auch metastasierte Melanome weisen gewothnlich hohe Spiegel an CD44v5 auf, CD44v6

konnte bei ihnen allerdings nicht nachgewiesen werden (Manten-Horst et al., 1995).

1.6.5.3 Bedeutung der CD44 v5/v6 fur die Differenzierung von Karzinomen

Normale Magenschleimhaut weist keine Expression von CD44 Varianten auf (Mayer et al.,
1993). Andere Untersuchungen zeigten eine Expression des CD44v5 in der foveolaren
proliferativen Zone und dem mukdsen Oberflachenepithel. In Arealen intestinaler Metaplasie,
einer prakanzerosen Lasion, hingegen laRt sich CD44v5 oder -v6 nachweisen (Heider et al.,
1993).

In einem Vergleich zwischen unterschiedlichen histologischen Subtypen des Magenkarzinoms
stellte sich heraus, daf3 Karzinome vom intestinalen Typ signifikant auch haufiger CD44s und
-v6 exprimierten als solche vom diffusen Typ. Wahrend nahezu alle Tumoren des intestinalen
Typs, ebenso wie intestinale Metaplasien und chronisch atrophische Gastritis, eine CD44v6
Expression aufweisen, konnte diese Isoform in Karzinomen vom diffusen Typ nur in etwa
einem Funftel der Falle nachgewiesen werden.

Dabei korrelierte das Auftreten der beiden Isoformen beim Karzinom des intestinalen Typs
nicht mit histopathologischen und klinischen Prognosefaktoren. Allerdings war eine CD44v6
Expression assoziiert mit infiltrierendem Tumorwachstum, Tiefe der Invasion,
Lymphknotenbefall und gré3erer Gefahr distaler Metastasen, diese korrelierte auch mit dem
Auftreten von CD44s in Tumoren des diffusen Typs. Dabei scheint CD44v6 zusatzlich

wichtig fur infiltrative Streuung in die Lymphknoten zu sein. Das Vorkommen von CD44
Isoformen war in keinem der Tumortypen signifikant assoziiert mit der Uberlebenszeit
(Dammrich et al., 1995; Heider et al., 1993; Harn et al., 1995; Hong et al., 1995).

Wie auch in der normalen Magenschleimhaut findet man in gesundem Lebergewebe und in

cirrhotischem Gewebe keine CD44 Expression. Die meisten hepatozellularen Karzinome

dagegen weisen unterschiedliche Isoformen in unterschiedlicher Intensitat auf, vor allem
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CD44v6, -v5 und CD44s. Auch eine quantitative Zunahme der Isoformen mit Abnahme des
Differenzierungsgrades des Tumors wurde beobachtet (Seelentag et al., 1995).
Auch eine Korrelation zwischen der Expression von CD44 mit der Prasenz des Hepatitis B

Virus Oberflachenantigens liel3 sich zeigen (Sy et al., 1997).

1.6.5.4 CD44 v6 in Tumoren

Bedeutende Befunde betreffen das Auftreten von CD44v6, das unter anderem mit der
Progression und der Metastasierung von colorektalen Karzinomen assoziiert wird. In Proben,
die normalem proximalem Colon entnommen wurden, liel3 sich keine signifikante Expression
von CD44v6 nachweisen, ebenso nicht in Proben des Diinndarms (Rosenberg et al., 1995).
Samtliche primare und metastasierte Tumoren hingegen zeigten hohe Spiegel an CD44v6. Die
verstarkte CD44v6 Expression ging gleichzeitig mit einer erhdohten Tumorprogression bzw.
einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer damit verbundenen Streuung von
Metastasen und einer schlechteren Uberlebensrate einher. CD44v6 kann somit als
Progressionsmarker beim Colorektalkarzinom dienen (Heider et al., 1993; Tanabe et al., 1993;
Wielenga et al., 1993; Mulder et al., 1994 und 1995; Imazeki et al., 1996; Orzechowski et al.,
1995; Herrlich et al., 1995).

Andere Studien belegen einen inversen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CD44v6
und dem Tumorstadium, so dal3 v6 nicht uneingeschrankt als unabhangiger prognostischer

Marker angesehen werden kann (Finke et al., 1995).

Eine Expression von CD44 v6 konnte im Myoepithel und Ductusepithel des normalen
Brustgewebes nachgewiesen werden (Dall et al., 1995; Glinthert, 1995; Fox et al., 1994).
Eine Uberexpression vieler unterschiedlicher CD44 Isoformen in Tumoren ist belegt, wobei
der Grad der fehlerhaften Isoformen mit der Tumorprogression einhergeht (Matsumura et al.,
1994). Ein Zusammenhang zwischen der Expression von CD44v3, -v4 und -v6 und einer
niedrigeren Differenzierung bei Mammakarzinomen wurde berichtet (Sinn et al., 1995).
Andere Studien demonstrieren, daf3 CD44s, -v9 und -v6 bei Mammakarzinomen als Marker
fur zellulare Differenzierung dienen, nicht aber als Marker fiir die Tumorprogression
angesehen werden kdnnen. Bei diesen Tumoren scheint zusatzlich der Hormonrezeptorstatus
mit derin vivo Expression von CD44v6 assoziiert zu sein (Joensuu et al., 1993; Friedrichs et
al., 1995; Kaufmann et al., 1995; Hole et al., 1997).
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Normales Cervixepithel weist eine Expression von CD44 nur in der Basalreihe und
Spinalzellen, aber nicht in hoheren Schichten auf. (Dall et al., 1994).

Die Expression von CD44 Varianten, die v7, v8 und besonders v6 beinhalteten, ist assoziiert
mit einer signifikant schlechteren Prognose bei Patientinnen mit Cervixkarzinomen im
Stadium Ill (Kainz et al., 1995).

Auch Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom, das CD44 Varianten exprimierte, hatten eine
signifikant kiirzere krankheitsfreie Uberlebenszeit als Patientinnen, deren Tumoren solche
Varianten nicht aufwiesen. Bei den Patientinnen liel3 sich auch ein hoch signifikanter
Zusammenhang zwischen der CD44v Expression und der praoperativen Plattchenzahl
herstellen (Uhl-Steidl et al., 1995).

Bei invasiven und metastasierten Plattenepithelkarzinomen der Haut und metastasierten
Adenokarzinomen wurden hohe Spiegel an CD44 nachgewiesen, wogegen
Basalzellkarzinome kein oder nur eine fokale und schwache Expression zeigten. In einem
Uberwiegenden Teil der Tumoren von Patienten mit systemisch metastasierten cutanen
Lymphomen konnte CD44v6 nachgewiesen werden. Patienten ohne systemische Streuung des

Tumors zeigten keine CD44v6 Expression (Dommann et al., 1995).

Diesein situgewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 CD44v6 nicht, wie aus den
Befunden mit der Rattenpankreaslinie zuerst vermutet wurde, fir invasives Wachstum und
Metastasierung verantwortlich ist. Es scheint vielmehr, als spiele auch v6 eine Rolle in der
normalen Differenzierung und Proliferation von Epithelzellen, dagegen ist die Expression still
bei maligner Transformation.

Es laf3t sich somit nicht unbedingt eine bestimmte Spleil3form der Metastasierung zuweisen,
vielmehr scheint die Spezies, der Karzinomtyp und das Mikromillieu eine entscheidende

Rolle zu spielen.

1.6.5.5 CD44 v10 beeinfluf3t die Tumorzelldifferenzierung

In der Niere werden CD44 Isoformen vor allem im distalen Tubulusepithel exprimiert.

In Klarzellkarzinomen der Niere konnte ein signifikanter Anstieg der CD44s Expression und

anderer Isoformen in Zusammenhang mit der Tumordifferenzierung nachgewiesen werden,

allerdings exprimieren diese Tumoren kein CD44v6. Renale Zellkarzinome wiesen ebenfalls
hohere Spiegel an CD44 mRNA auf. Dabei wurde besonders stark CD44v10 von diesen

Tumoren exprimiert (Kan et al., 1995). Die Expression von CD44 Isoformen korrelierte dabei
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mit dem Grading und scheint dabei die aggressiven Phanotypen der renalen Karzinome

herbeizufihren.

In chronisch myeloischen Leuk&mien exprimiert ein signifikant gro3erer Teil der
zirkulierenden, neoplastischen Kolonien bildenden, granulozytaren Makrophagen sehr hohe
Spiegel an CD44. Diese Kolonien bildenden Einheiten mit granulozytaren Makrophagen
werden begleitet von einer zunehmenden Anzahl CD44v10 tragender Zellen.

Anscheinend spielt die CD44 Isoformexpression wahrend der normalen Hamatopoese eine
wichtige Rolle und ist dereguliert in neoplastischen Klonen von Patienten mit chronisch

myeloischer Leukamie (Ghaffari et al., 1995).

1.6.5.6 Fehlerhaft gespleildte Introns

Auch in Blasentumoren und Neoplasien 14t sich eine Uberexpression von CD44 belegen.
Dabei lassen sich unubliche CD44 mRNAs und Proteine in abgeschilferten Tumorzellen im
Urin nachweisen, unter anderem auch ein nicht gespleif3te Intron 9 in vielen Tumorzellen. Der
Nachweis einer ungeregelten CD44 Expression in Neoplasien deuten auf eine Bedeutung der
CD44 Expression in einem friihen Entwicklungsprozel3 dieser Tumoren hin (Matsumara et al.,
1994; Sugiyama et al., 1995).

Colorektalkarzinome weisen ebenfalls sehr haufig ein nicht gespleildtes Intron 9 in ihrer
MRNA auf. Dies kann zwar auch in Zellinien unterschiedlicher Gewebe demonstriert werden,
in Tumoren laft es sich jedoch vor allem in colorektalen Karzinomen nachweisen (Yoshida et
al., 1995).

1.6.6 Tumorassoziierter Verlust der CD44 Expression

Aufgrund der durch sie vermittelten Zell-Zell Kontakte haben einige Zelladh&sionsmolekiile
eine inhibitorische Wirkung auf die Tumormetastasierung. Eine Tumorzelle, die nur an andere
Zellen angeheftet ist und sich nicht aus dem Zellverband I6sen kann, ist nicht in der Lage zu
metastasieren. Eine negative Regulation von CD44 kdnnte das Losen von Tumorzellen aus
der Tumormasse und die Migration und Dissemination der Zellen beeinflussen und somit das
Wachstum und die Metastasierung einiger Tumorzellen untersttitzen.

So lief3en sich zwar im normalen Endometrium unterschiedliche CD44 Isoformen nachweisen,

Tumoren und Zellinien hingegen zeigten eine stark reduzierte oder keinerlei Expression.
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Zellinien, die kein CD44 mehr aufwiesen, zeichneten sich zuséatzlich durch ein hdheres

Metastasierungspotential aus (Fujita et al., 1994).

Ein Expressionsverlust von CD44 Iaf3t sich u.a. bei Neuroblastomen beobachten (Shtivelman
und Bishop, 1991). Dieser Verlust ist gleichzeitig ein Marker fir die Aggressivitat des
Tumors und unabhangiger prognostischer Faktor fiir ein weiteres ereignisfreies Uberleben
(Shtivelman und Bishop, 1991; Combaret et al., 1995; Christiansen et al., 1995). Gleichzeitig
korreliert das Absinken des CD44 Spiegels mit dem Grad der Tumorzelldifferenzierung, nicht
aber mit dem klinischen Stadium und einer N-myc Amplifikation (Terpe et al., 1995). In
Neuroblastomzellinien konnte jedoch gezeigt werden, das die CD44 Expression nicht direkt
mit der N-myc Amplifikation zusammenhangt, jedoch mit der Differenzierung oder der
Abstammung und den tumorgenen Eigenschaften der Zellen (Gross et al., 1995).

Benigne Onkozytome der Niere wiesen ebenfalls keine CD44 Expression auf (Terpe et al.,
1993 und 1996; Heider et al., 1996).

Auch ein grol3er Teil aszitischer Ovarialkarzinome exprimieren kein CD44 (Cannistra et al.,
1993).

Eine inverse Korrelation zwischen der CD44 Expression und der histologischen
Differenzierung beim Prostatakarzinom wurde ebenfalls beschrieben. Bei diesen Tumoren
lieRen sich in Lymphknotenmetastasen dagegen deutlich geringere Spiegel an CD44
verglichen mit dem Priméartumor detektieren (Nagabhushan et al., 1996).
Plattenepithelkarzinome, unabhangig von ihrem Ursprungsorgan, scheinen inre CD44v6
Expression zu unterdriicken (Salmi et al., 1993).

In Colonkarzinomen liel sich eine geringere Expression von CD44s verglichen mit der
normalen Schleimhaut beobachten. Ein Wiedereinbringen der CD44s Isoform in
Colonkarzinomzellen reduzierte ihirevitro Wachstumsrate und ihie vivo Tumorgenitat.
Allerdings war der wachstumshemmende Effekt von CD44s in diesen Tumorzellen von der
Fahigkeit des Molekiils Hyaluronsaure zu binden abhangig (Takahashi et al., 1995).

In Lunge findet man CD44s und die Isoformen CD44v3 und -v6 in NSCLC haufig exprimiert,
jedoch in SCLC Tumoren keine CD44 Expression (Ariza et al., 1995).
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1.6.7 Bedeutung von CD44 Isoformen in Lungenkarzinomen

1.6.7.1 Befunde in normaler Lunge

Eine physiologische Rolle von CD44s und anderen Isoformen in Lunge konnte durch den
Nachweis der Expression in Bronchialepithelzellen, die dem Hauptbronchus, den
Segmentbronchien und peripherem Lungenparenchym entnommen wurden, nachgewiesen
werden (Washimi et al., 1994). In normalen bronchialen Basalzellen und alveolaren
Pneumozyten liel3 sich die Expression von CD44s, -v3 und-v6 und -v9 mit starker
basolateraler Eingrenzung der Typ Il Pneumozyten und Basalzellen belegen (Mackay et al.,
1994; Fox et al., 1994; Penno et al., 1994; Kasper et al., 1995; Tran et al., 1997).

Die Expression von CD44v6 ist dabei auf die basalen Bronchialzellen, squamdse Metaplasien
und basolaterale Membranen der Typ Il Pneumozyten begrenzt. Allerdings scheint die CD44
Expression der Pneumozyten Typ Il auf aktive Zellen beschrénkt zu sein, da ruhende keine
Expression zeigten, wohl aber die Surfactant sezernierenden Typ Il Zellen (Penno et al.,
1994).

Fibrose Lungen wiesen eine veranderte CD44 Expression im Vergleich mit normaler Lunge
auf, wie die Anreicherung von CD44s in Alveolarepithelzellen und eine reduzierte Expression
von CD44v6 und -v9 Isoformen in Alveolarepithelzellen und Bronchialzellen (Kasper et al.,
1995). Zusatzlich zu der veréanderten CD44-Expression produzierten normale
Lungenfibroblasten groRe Mengen an Hyaluron, NSCLC und SCLC Zellinien dagegen nur
sehr geringe Mengen (Teder et al., 1995).

1.6.7.2 NSCLC

CD44 1soformen sind in NSCLC Tumoren und Zellinien weit verbreitet. Dabei ist vor allem
CD44s dominant exprimiert. Allerdings wurden grof3e Unterschiede in der Expression von
SpleiBvarianten zwischen einzelnen Zellinien beobachtet (Ariza et al., 1995).

RT-PCR Analysen demonstrierten, dafld eine immortalisierte Bronchialepithelzellinie das
gleiche Expressionsprofil wie einige Plattenepithelkarzinomlinien besal3, der gleiche Befund
zeichnete sich bei untersuchten Mesotheliomzellinien verglichen mit einer immortalisierten
normalen Mesothelzellinie ab (Jackson et al., 1994).

Andere Untersuchungen zeigten, daf3 in SCLC- und Plattenepithelkarzinomzellinien nur eine
geringe Expression von CD44s und anderen Isoformen nachweisbar war, so daf3 die CD44
Expression nicht mit der Tumorentwicklung und der Dissemination korrelierte. Eine

Expression von CD44 konnte ebenfalls in Adenokarzinomlinien demonstriert werden, jedoch
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war die CD44 Isoformexpression in dieser Tumorgruppe weniger heterogen als in der Gruppe
der Plattenepithelkarzinome (Jackson et al., 1994). Kultivierte man die sonst adharenten
NSCLC Linien als Suspensionskulturen (Ruhrkulturen), zeigten diese eine deutliche
Abnahme ihrer CD44 Expression (Penno et al., 1994).

Weitere Arbeiten demonstrierten, daf3 von Zellinien unterschiedlichen Histiotyps nur eine
SCC Linie Hyaluron binden konnte. Eine Hyaluronbindung kénnte deshalb evtl. als Marker
fur eine Plattenepitheldifferenzierung dienen, und die Zellen umgebendes Hyaluron die

Migration und Invasivitat Hyaluron bindender Zellen beeinflussen (Teder et al., 1995).

Untersuchungen an Tumoren zeigten eine CD44 Expression in Plattenepithelkarzinomen, in
Adenokarzinomen aber auch in grof3zelligen Karzinomen und eine schwache Expression in
einem Karzinoid, wobei die Expression haufig fokal und in Tumorzellsubpopulationen
beobachtet wurde (Penno et al., 1994).

Nur wenig oder keine Expression von CD44 Isoformen, die das mit Metastasierung in
Zusammenhang stehende Stiick v6 enthielten, konnten in Tumoren, auch in SCLC,
nachgewiesen werden (Jackson et al., 1994).

Eine Analyse von Hirnmetastasen unterschiedlicher histologischer Lungentumoren zeigte, dai3
in den Metastasen squamdser Karzinome alle Proben eine Expression von CD44s und CD44v

aufwiesen, metastasierte Adenokarzinome jedoch nur CD44s (Li et al., 1993).

1.6.7.3 SCLC

In SCLC-Linien liel3 sich generell beobachten, daf? die CD44 Expression assoziiert war mit
einem aggregierten, nicht adharenten Wachstum. Wurden SCLC Zellinien mit dem Gen fur H-
ras transfiziert, zeigten diese unter anderem einen 40-fachen Anstieg der CD44 Expression
(Penno et al., 1994). Interessanterweise wird der dem CD44 verwandte RHAMM Rezeptor in
SCLC Linien deutlich starker als in NSCLC Linien exprimiert (Teder et al., 1995).

In SCLC Tumoren konnte keinerlei CD44 Isoformexpression nachgewiesen werden (Jackson
et al., 1994; Teder et al., 1995), so daR angenommen werden muf3, daf3 die Metastasierung
dieser Tumorgruppe CD44-unabhangig verlauft (Ariza et al., 1995). In varianten Zellinien
hingegen konnte eine Expression von CD44s und -v5 belegt werden (Penno et al., 1994;
Givehchian et al., 1996). Selbst Hirnmetastasen kleinzelliger Tumoren wiesen keinerlei CD44
Expression auf, was die Idee eines CD44 unabhangigen alternativen Weges der

Metastasierung in einigen Zelltypen unterstitzt (Li et al., 1993).
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In einer Studie, in der die Uberlebenszeit von Patienten mit SCLC Tumoren mit der
Expression von CD44 korreliert wurde, zeigte sich keinerlei Unterschied in den beiden
Gruppen von Patienten, die weniger als ein Jahr nach Diagnose verstarben und Patienten, die

langer als zwei Jahre nach Diagnose noch lebten (Sloman et al., 1996).

1.7 Aufgabenstellung

Die molekularen und zellularen Ursachen, die zur Entwicklung von Bronchialkarzinomen
fuhren, sind weitgehend ungeklart. Analysen unterschiedlicher Phasen der histologischen
Entdifferenzierung der Zellen lieRen eine dichte Assoziation der Tumorprogression mit der
molekularen Veranderungen einer Vielzahl von Signaliibertragungs- und Adh&sionsmolekiilen
zutage treten. Da Oberflachenrezeptoren sowohl der Verankerung der Zellen als auch der
Ubertragung von Signalen in die Zelle dienen, spielen sie bei diesen Prozessen haufig eine
entscheidende Rolle. Dabei ist oft nicht bekannt, in welchem Umfang auftretende
Verédnderungen dieser Rezeptoren die Differenzierung und Progression von Lungentumoren

beeinflussen.

Von dieser Problemstellung ausgehend sollte zunachst die Méglichkeit autokrinen
Wachstums von Bronchialkarzinomzellinien untersucht und vorhandene autokrine
Stimulationsmoglichkeiten beschrieben werden. Bei diesen Untersuchungen fiel eine
histiotypische Expression der Rezeptortyrosinkinase Ax| auf. Dieses Vorkommen von AxI
ausschlieRlich in Zellinien nicht-kleinzelliger Karzinome liel3 einen Einfluf3 auf die
Differenzierung dieser Zellinien vermuten. Da die biologische Funktion von Axl jedoch nicht
ausreichend geklart ist, sollte der Einflul3 von Axl auf das Proliferationsverhalten und die
Morphologie von Bronchialkarzinomzellinien geklart werden.

Neben der Untersuchung méglicher Einfliisse Gber die Dysregulation von
Signaltibertragungswegen sollte die Expression des aufgrund seiner Eigenschatft als
Adhasionsmolekils in Zusammenhang mit Differenzierung und Metastasierung von Tumoren
gebrachten CD44-Rezeptors und seiner verschiedenen Isoformen in Lungenkarzinomen und

Bronchialkarzinomzellinien ermittelt werden und mit klinischen Daten korreliert werden.
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2.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Chemikalien

Aceton

Acrylamid/Bisacryl Rotiphorese Gel 30
Ammoniumpersulfat (APS)
Aquamount

Borsaure/Borat

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Buthanol

Coomassie brilliant blue R250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dodecysulfat-Natriumsalz (SDS)
Dithiothreiol (DTT)

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Biorad, Munchen
BDH, England
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Sigma, Minchen

E 64 (trans-Epoxysuccinyl-L-leucyl-Amino-(4-guanidinio)-butane) Sigma, Minchen

EDTA

Essigsaure (99,8%)

Ethanol p.a., absolut

Formaldehyd (37%)

G50 Push-Columns

Glycerin
Gluthation-Sepharose-4B-Affinitatssaulen
Hamatoxylin

Hi-Trap-Saulen
Isopropylf3-D-thiogalactosid (IPTG)
Isopropanol

Lipofectamin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Maxi-Prap Praparations-Kit

Sigma, Minchen
Riedel de Haen AG, Seelze
Riedel de Haen AG, Seelze
Merck, Darmstadt
Stratagen, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Uppsala/Schweden
Vector, Petersborough/UK
Pharmacia, Uppsala/Schweden
Roth, Karsruhe
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Difco, Augsburg
Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden
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Mecaptoethanol

Mineraldl

Mini-Prap Praparations-Kit
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdesoxycholat

Natriumdodedyl (SDS)
Natriumhydroxyd Platzchen

NP-40

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Pikrinséure

Protein-Assay nach Bradford, Bio-Rad
Protein-Assay nach Lowry, DC-Protein Assay
ProteinaseK

Rainbow protein weight marker (14-200 kD)
RNaseA

RNazol B, RNA Extraktionslésung
RNA PolyA Extraktionssaulen
Salzsaure konzentriert

Sephadex G25

N, N, N, N'-Tetramethyl-Ethylendiamin (TEMED)

Tris-Base
Triton X 100
Tween 20

Xylen-Cyanol

Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Qiagen, Hilden
Merck, Darmstadt
Merck, Darstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Boehringer Mannheim
Merck, Darmstadt
Biorad, Minchen
Biorad, Mlnchen

Boehringer Mannheim

Amersham, Braunschweig

Boehringer Mannheim
CINNA/BIOTECX
Qiagen, Hilden
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Promega, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Sigma, Minchen

2.1.2 Nukleinsauren, Nukleotide, Vektoren, Enzyme, Material fir RT-PCR

pEX-2T-Expressionsvektor

Promega, Heidelberg

pPpGEX-GST-AxI

1kb DNA Leiter Gibco BRL, Eggenstein
2 Deoxynukleosid 5 Triphosphat Boehringer Mannheim
5 y-¥p-dCTP DuPont/NEN, Boston

5 a-*P-dCTP DuPont/NEN, Boston
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Oligo dT (p12-p18)

Reverse Transkriptase (Superscript)
RNase Inhibitor

Tag Polymerase

T4 Poly Nuceotid Kinase

1kb Ladder
Autoradiographiekassetten
Rontgenfilme, Kodak X-OMAT, Kodak
PCR-Gerate Robocycler Gradient 40
Filmentwicklungsgerat Curix 60

Acrylamid-Gelapparaturen Horizontal

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim/Eurogentec
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Kodak, Stuttgat
Kodak, Stuttgart
Stratagene, Heidelberg
Agfa, Leverkusen

von Keutz, Reiskirchen

Geltrockner

2.1.3 Primer/Oligonukleotide

GAPDH 5

GAPDH 3

CD44std 5°

CD44std 3°

CD44 v2 (mit CD44std 5")
CD44 v3 (mit CD44std 5°)
CD44 v4 (mit CD44std 5")
CD44 v5 (mit CD44std 5°)
CD44 v6 (mit CD44std 5")
CD44 v7 (mit CD44std 5°)
CD44 v8 (mit CD44std 3")
CD44 v9 (mit CD44std 3°)
CD44 v10 (mit CD44std 3°)
CD44 exonl5 (mit CD44std 37)
CD44 TM (mit Oligo dT)
PJA 2 (AxI C-terminal)

PJA 3 (AxI C-terminal)

PJA 11 (AxI N-terminal)
PJA 12 (AxI N-terminal)

¢ Mer 3F

Biorad, Minchen

5 CGTCTT CACCACCATGGAGA3
5 CGGCCATCACGCCACAGTTTS3
5 CAG CAACCCTACTGATGACG 3’
5 GCC AAG AGG GAT GCC AAGATGA3Z
5 AAGATGATTCTTTGACTC TGATGG 3
5 GTG CTG GAG ATAAAATCTTCA 3
5 CAGTCATCCTTGTGGTTIGTCTG 3
5 TGATGC TCATGG TGAATG AGG 3
5 CTGTCCCTGTTG TCG AAT GG 3°
5 GGTGTGAGATTG GGT TGAAG 3
5 ATG GAC TCC AGT CAT AGT ACAACG 3
5 GAG CTTCTC TAC ATC ACATGAAGG 3
5 ATAGGAATG ATGTCACAG GTG G 3°
5 GAG ACC AAG ACACATTCCACC 3
5 AGT TTG CAT TGC AGT CAACAG TCG 3
5 GGT GGC TGT GAAGAC GATGA 3
5 CTCAGATACTCCATGCCA3
5 TGAGCTTGG CAGCTCAGGTT 3°
5 GCAGGC TGAAGAAAGTCCCT 3
5 CACCTCTGCCTTACCACATCT 3
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cMer 2R
Tyro3 5
Tyro3 3°
Ron 5
Ron 3
Protein S 5°
Protein S 3°
Met 5
Met 3°
Ret p5
Ret p3
gas 6-1
gas 6-2
HGF 5
HGF 3°
GDNF 5
GDNF 3°
MSP 5
MSP 3
LimK 5
LimK 3
SCF5’
SCF 3
c-kit5°
c-kit 3°

Amphiregulin 5°
Amphiregulin 3°

Heregulin 5°
Heregulin 3°
TGFu 5
TGFu 3°
hum-fral 5°
hum-fral 3°

5'ATC CAC AAA AGC AGC CAAAGA 3’

5 CACTGAGCT GGC TGACTAAGCCCC 3

5 AAT GCATGC ACT TAAGCAGCA GGG 3

5 CGG CCCCGGCCACTCTCAGAGCC 3

5 GGG TCAGTG TTGGTGTGG TCACTGC 3

5 GCCTGG TTACTG TGG AGAAGG GC 3°

5 CGGCAAGTTGTCTTTGAAGGTC 3

5 CAA AAC AGG TGC AAAGCTGCCAGTG 3

5 GAG AAG GAT ACG GAG CGACAC 3°

5 AGG GAT AGG GCCTGG GCTTC 3

5 TAACCT CCACCCCAAGAGAG 3

5 CAATCTCTGTTG AGG AGC TGG 3°

5 CCGTCAACCGAGAAGCGCT3

5 GAC TTACAT CGT CATATCTTC TGG GAACC 3
5 CTG TATCTC AAACTAACCATCCATCC 3

5 GCG GAATCG GCAGGCTGCAGCTGCC 3’

5 GGC GAT GGG TCT GCAACATGC CTG CCC 3
5 GAC ACAGTC CTAAAT GTG GCC 3

5 CCC CAAGGC ATATGG CAT CAAGGT 3
5 GGG CGC TGG CTC ACT GGG CTC CCC 3
5 GCCCCGGAGCGTGCC GLCCC3

5 GGA GAA GGC TAC AGG GGC 3°

5 GAC CCA GGG TCC ATG AGC 3°
5 CCTCCTTACTCATGGTCGG 3
5 GGG CTG AGC ATCCGG AAG CC 3

5 CCGTCC TCG GGAGCC GACTATGAC 3

5 CATGGACTTTTCCCCACACCGTTCACCG 3
5 GTG TGA ATG GAG GGG AGTGCTTCATGG 3
5 GTT AAT GTT CTC ATG CGA CAG GCAGAG GC 3
5 GTG TTG GCT GCG TGC CAG GCC 3
5 CGG ACC TGG CAG CAG TGT ATC AGC 3

5 CCAAGC ATC AACACCATGAG 3

5 AGG GAG ATACAAGGTACAGG 3
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fral-rat 5 5 CCT CCAGGG GTG CGACGCAGG CCC 3
fral-rat 3° 5 GGG GCC CGG TGG GCT ACCCcGCccee 3
erbB25 5 CGCTTT GTG GTC ATC CAG 3°

erb B2 3 5 CAC TGT ACC GCT GTAGAG 3°

erb B35 5 GGT GAT GGT CAAGTGTTG G 3

erb B33’ 5 GGG CAT GTATCCAGATG 3’

erb B45 5 GGT CAT GGT CAAATG TTG G 3°

erb B4 3 5 CCTCCATCTCGG TATAC 3

EGF-R5’ 5 ACG GAATCC CTG CCAGCG AG 3°

EGF-R 3’ 5 TGC AAG CCACGG TGGAATTG 3

2.1.4 Antikdrper und Materialien fur Proteinnachweise

anti-Axl Antikorper; polyklonales Kanincheneigene Herstellung bei Eurogentec, Belgien
Antiserum gegen die extrazellulare Domane

(N-Terminus), Aminosauren 31-163

anti CD44 std (Klon SFF-2) Bender MedSystems, Wien

anti CD44 v5 (Klon VFF 8) Bender MedSystems, Wien

anti CD44 v6 (Klon VFF 7) Bender MedSystems, Wien

anti CD44 v7/8 (Klon VFF17) Bender MedSystems, Wien

anti Ki67 (Klon MIB-1) dianova, Hamburg

anti Protein S Behring Diagnostics, Marburg

anti Gas6 Claudio Schneider, Triest

Goat anti-Mouse (E 0433) DAKO, Glostrup/Danemark
Swine anti-Rabbit (E 0353) DAKO, Glostrup/Danemark
Vectastain ABC-Kit Vector Laborities, Bulinghame/CA
AEC Peroxidase Substrat Kit Vector Laborities, Bulinghame/CA
DAB Peroxidase Substrat Kit Vector Laborities, Bulinghame/CA
Hamatoxylin Vector Laborities, Bulinghame/CA

Westernblot-Nitocellulose-Membran, 0,4um  Schleicher & Schuell, Dassel
Whatman-3mm Papier Schleicher & Schuell, Dassel

Semi-Dry-Elektroblotting Apparatur Biometra, Gottingen

2.1.5 Zellkulturmaterial

Aqua ad injectabila Braun, Melsungen
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EDTA 0,02%

Fotales Kélberserum, FCS
Geneticin, G418

Glutamin, 200mM

PBS-Konzentrat

RPMI 1640 Medium

Selenit, Transferrin, Insulin-Loésung
CellTiter 96 Aquenouse One Solution
Proliferations Assay

EGF, rekombinant aus S. cerivisiae
Gewebekulturflaschen

24 well-Schalen
Quadriperm-Schalen
Einfrierrérchen
Neubauerzahlkammer

Strerilfilter

Absaugpumpe

Inkubator

Sterilbank, Laminar Flow
Durchlicht-Mikroskop
Umkehr-Mikroskop

Stickstofftank, Chrono Biosafe

Wasserbad

2.1.6 Zellinien

Boehringer Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Seromed, Wertheim
Behring Werke, Marburg
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Miinchen

Promega, Heidelberg

upstate biotechnology, Lake Placid, NY
Greiner; Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau
Greiner; Frickenhausen
Braun, Melsungen
Millipore, Molsheim
Dunn, Aspach
Hereaus, Hanau
Bioflow, Clan LAF, Meckenheim
Leica, Heerburg/Schweiz
Leica, Heerburg/Schweiz
Messer Griesheim

Hereaus, Hanau

2.1.6.1 Non Small Cell Lung Cancer-Zellinien

EPLC-32M1
u1752
LCLC-103H
U1810
LCLC-97TM1
NCI-H23
NCI-H125

Plattenepithelkarzinom
Plattenepithelkarzinom
grof3zelliges Karzinom

grof3zelliges Karzinom

grof3zelliges Karzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom
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NCI-H820 Adenokarzinom
NCI-H1573 Adenokarzinom
NCI-H2009 Adenokarzinom
NCI-H2077 Adenokarzinom
NCI-H2126 Adenokarzinom

2.1.6.2 Small Cell Lung Cancer-Zellinien

NCI-H22, -H24 kleinzelliges Karzinom
NCI-H60 kleinzelliges Karzinom
NCI-H69 kleinzelliges Karzinom
DMS79 kleinzelliges Karzinom
NCI-H82 kleinzelliges Karzinom
NCI-H146 kleinzelliges Karzinom
NCI-H510 kleinzelliges Karzinom
NCI-H526 kleinzelliges Karzinom
N592 kleinzelliges Karzinom
NCI-H841 kleinzelliges Karzinom

2.1.6.3 Normale humane Bronchialepithelzellen

NHBE Spenderzellen aus normalem Bronchialepithel

2.1.7 Bakterienkulturmaterial

Bakterien-Inkubator New Brunswick Scientific, USA
Bakterienbrutschrank Heraeus, Hanau

Agar Gibco BRL, Eggenstein
Chloramphenicol Sigma, Minchen
Yeast-Extract Gicbo BRL, Eggenstein
Ampicillin Sigma, Minchen

Select Peptone Gibco BRL, Eggenstein

2.2 Gerate

2.2.1 Laborgerate

Pipetten P10, P20, P100, P200, P1000 Gilson/Abimed, Villiers-le-Bel (Frankreich)
Pipetus-Akku Pitettierhilfe Integra Biosience, Feldkirch
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Heraeus-Zentrifugen
Vortex

Heizblock Techne Triblock
Geiger-Mduller Zahlrohr
Magnetrthrer
Kahlzentifuge

Rotoren

Zentifugengefalle
Vakuum-Zentrifuge
Kuhlfalle

Autoklav AE50

Waage

pH-Meter

Ultraspect 4000 Photometer

2.3 Losungen und Puffer

1x PBS:
8g NaCl
0,2g KCI
1,159 NaHPOy x 7 H,O
ad 1l aufpH 7,3

5x DNase Stop Mix:
2,5% SDS
62,5 mM EDTA

10x RIPA-Puffer
20ml 1M Tris pH 7,5
60ml 5M NaCl
50ml 10% SDS
30ml H,O

20g Natriumdesoxycholat

20ml 100% NP-40

bei 4°C unter langsamen Rhren l6sen

Hereaus, Hanau
Heidolph, Kelkheim

Techne, Wertheim

MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
Heidolph, Kelkheim

Hereaus, Hanau; Beckman Instruments
Beckman Instruments, Minchen

Beckman Instruments, Minchen
Bachofer,Reutlingen
Bachofer,Reutlingen

Melag; Fedegari, Pavia, Italien
Hereaus, Hanau
MAGV GmbH, Rabenau-Londorf

Pharmacia Biotech, Uppsala (Schweden)
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ad 200ml mit HO
vor Gebrauch 1mM DTT zu 1x RIPA zufligen

5x SDS Laufpuffer:
15,19 Tris-Base
949 Glycin
900mI HO
50ml 10% SDS
ad 1l

6x SDS Probenpuffer:
7ml 0,5M Tris + 0,4% SDS pH 6,8
3,6 ml Glycerin
1g SDS
0,93g DTT
6% Mercaptoethanol
1,2mg Bromphenolblau
ad 10 ml mit HO

1x STE Puffer
10ml 1M NacCl
2ml 1M Tris
2ml 0,5% EDTA
ad 100ml mit HO

10x Western Blot Pufferkonzentrat:
3159 Tris pH 8,3
200g Glycin
ad 51 mit HO

1x Western Blot Blottingpuffer
50ml 10x Wersten Blot Pufferkonzentrat
100ml Methanol
350ml O
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10x TBE:
5409 Tris-Base
240g Borat
200ml 0,5% EDTA pH 8
ad 5| mit HO

Coomassie Fixierungslosung (Fixing-Solution):
50% Methanol
10% Eisessig
40% HO

Coomassie Farbeltsung (Staining Solution):
50% Methanol
0,005% Coomassie brilliant Blue R250
10% Eisessig
40% HO

Coomassie Entfarbungslosung (Destaining Solution):
7% Eisessig
5% Methanol
88% HO

6x DNA Ladepuffer
3% Glycerin
0,025% Bromphenolblau
0,02% Xylen-Cyanol

Hamatoxylin-Féarbeldsung:
20% Hamatoxylin in HO

Hamatoxylin-Reinigungslésung:

2% Essigsaure
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Hamatoxylin-Blauungslosung:
1,5 ml NH,OH
98,5 ml 70% Ethanol

Hoechst-Farbeldsung
5 ml Hoechst 33258 Lésung (5mg/100ml)
5ml 1/3 M NgHPO,
5ml 1/3 M KH,POy
85 ml H,0O

sterilfiltrieren

Luri-Bertani-Medium, LB
10g Pepton
5g Hefeextrakt
10g NaCl
mit 2N NaOH auf pH 7,5, mit KO ad 1l

autoklavieren

1x STE:
100 mM NacCl
20mM TrispH 7,5
10 MM EDTA

Zamboni-Fixativ:
20g Paraformaldehyd
150 ml gesattigte Pikrinsaure
2h bei 60°C inkubieren
Losung mit 2,5% NaOH neutralisieren, pH 7, Losung sollte klar sein

filtrieren und mit PBS auf 1l auffillen

TSS-Puffer:
85 ml LB-Medium
10% Polyethylenglycol
5mI DMSO
25 mM MgCL,
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2.4 Methoden

2.4.1 Zellkultur

2.4.1.1 Routinekultur von Zellen

Standiges Wachstum und permanente Proliferation von in Kultur gehaltenen Zellen machen es
notwendig, diese regelmafig auszudinnen und zu futtern. Die verwendeten Zellinien wurden
durchschnittlich zweimal pro Woche passagiert. Dazu wurde das Medium der konfluenten
Zellen abgesaugt, die Zellen mit 1x PBS, 37°C, gewaschen und bei adhéarent wachsenden
Zellen EDTA auf die Kulturflaschen gegeben, so dal3 der Zellrasen damit bedeckt war. Unter
dem Mikroskop wurde der Zeitpunkt des Ablésens der Zellen, auf Grund des Entzuges
zweiwertiger lonen, beobachtet. Die Zellen wurden durch Abklopfen vollstandig von der
Flasche geldst, die geldsten Zellen in etwas Medium resuspendiert. Ebenso wurden nicht
adharent wachsende, sich in schrag gestellten Flaschen absetzende Zellen resuspendiert und
dabei vereinzelt, und 1:5 in bereits mit 37°C warmen Medium geflllte Flaschen ausgesat. Alle
Zellkulturarbeiten wurden ausschlie3lich unter sterilen Bedingungen durchgefinhrt.

Samtliche hier verwendeten Karzinomzellinien wurden in RPMI 1640 gezichtet, das 10%
fotales Kélberserum enthielt. Die Zellen wurden bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO

in begasbaren Brutschranken kultiviert. Mycoplasmentests wurden in regelméafiigen

Abstanden durchgefuhrt.

2.4.1.2 Herstellung von Zytospins und Objekttragerkulturen fur die Immunhistochemie

In Suspension wachsende Zellen wurden vereinzelt, gezahlt und in definierter Konzentration
mit Hilfe einer Zytozentrifuge (7min 700rpm) auf zuvor mit APES beschichtete Objekttrager
aufgebracht. Zellen, die angeheftet wuchsen, wurden von ihrer Kulturflasche abgeldst, gezahit
und in definierter Anzahl auf gereinigte und sterile Objekttrager in Quadripermschalen
ausgebracht. Die Zellen wuchsen mindestens 24h auf diesen Objekttragern an, bis sie geerntet

wurden. Alle Zytopréaparate wurden getrocknet und bei -80°C gelagert.

2.4.1.3 Kultur von Primarzellen

Die Kultur der normalen Bronchialepithel-(NHBE-)Spenderzellen erfolgte nach Beschreibung

des Herstellers in BEG-Medium. Sie wurden maximal viermal passagiert.
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2.4.1.4 Kryopraservation und Lagerung von Zellen

Aus einer 75 crf Kulturflasche wurde eine Zellsuspension fiir zwei Einfrierampullen von je

1ml gewonnen. Dazu wurden die adharent wachsenden Zellen abgelést, in ein
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und 5 min bei 800rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen in einer vorgeschrieben Menge Medium resuspendiert. AnschlieRend
wurde langsam eine DMSO-LOsung dazu getropft, und zwar in einer Menge, dal3 die
Endkonzentration des DMSO 7,5% betrug. Die Zellsuspension wurde dann schnellstméglich

in auf Eis vorgekuhlte Einfrierampullen transferiert und sofort auf Eis gestellt. Zum

langsamen Einfrieren wurden die Ampullen in einen geeigneten Styroporbehalter gegeben und
zunéchst bei -80°C uber Nacht eingefroren. Nach mindestens 24h wurden die Ampullen zur

dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff Uberflhrt.

2.4.1.5 Auftauen von Zellen

30ml kaltes Medium wurden in ein steriles Rohrchen gefullt und die Ampulle in einem 37°C
warmen Wasserbad soweit aufgetaut, dal3 noch eine kleine Eiskugel in Inneren sichtbar war.
Die Zellsuspension wurde dann langsam unter leichtem Schiitteln in das vorbereitete Medium
getropft und 2min stehen gelassen. AnschlieRend wurde die Zellsuspension 5min bei 800rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in eine mit Medium gefiillte

Kulturflasche uberfihrt.

2.4.1.6 Transfektion von Zellen

Um zellfremde DNA-Genkonstrukte in eine Zelle einschleusen zu konnen, missen die zu
transfizierenden Zellen mit unterschiedlichen Methoden vorbehandelt und die DNA zum Teil
speziell aufgereinigt werden. Dazu wurden fir die Bronchialkarzinomzellinien die Methoden

der Lipofektion und der Elektroporation verwendet.

2.4.1.6.1 Lipofektion

Bei der Lipofektion werden die einzuschleusenden DNA-Stucke in mizellenartige Vesikel
verpackt, die in die Zellmembran integrieren und somit die DNA in die Zelle schleusen. Dazu
wurden 2pg des zu transfizierenden Plasmids mit 100ul serumfreiem Medium gemischt, 10ul
Lipofectamin-Reagenz mit 100ul serumfreiem Medium vermischt und beide Mischungen,
nachdem sie vereinigt wurden, 30min bei RT vorinkubiert. Anschliel3end wurde der Ansatz
mit 800u| serumfreiem Medium auf 1ml aufgefullt. Die zu transfizierenden, in definierter
Zellzahl ausgesaten Zellen wurden mit serumfreiem Medium gewaschen. Dabei sollte das
verwendete Medium keinerlei Zusatze wie z.B. Antibiotika enthalten. Der fertig vorbereitete
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DNA-Ansatz wurde auf die Zellen gegeben und im Brutschrank fur 5 Stunden inkubiert. Das
Transfektionsmedium wurde danach abgesaugt und serumhaltiges Medium auf die Zellen
gegeben. Bei Suspensionskulturen wurde das Transfektionsmedium nur mit serumhaltigem
verdinnt. Nach 24 Stunden wurde mit der Selektion der transfizierten Zellen mit einem

geeigneten zytotoxischen Agens begonnen.

2.4.1.6.2 Elektroporation

Das Prinzip der Elektroporation beruht auf der Wirkung kurzzeitiger Spannungsanderungen
an der Zellmembran. Dabei kommt es zu Offnungen verschiedenster Kanale, durch welche
DNA aufgenommen werden kann. Ein Zell-DNA-Gemisch (definierte Zellzahl; 10pg DNA)

in serumhaltigem Medium wurde dazu bei 10504 F und einer Spannung von 240V ausgesetzt
(Impuls). Direkt anschlie3end wurden die Zellen in Kulturflaschen gebracht und nach 24

Stunden mit der Selektion der transfizierten Zellen begonnen.

2.4.1.7 Proliferationskinetiken mit einem Substratassay

Um eine biologische Funktion transfizierter Genkonstrukte aufzudecken, wurden transfizierte,
selektionierte polyklonale Zellen in ihrem Wachstumsverhalten unter unterschiedlichen
Bedingungen beobachtet. Dabei wurde eine indirekte Zellzahlbestimmung einer direkten
vorgezogen, da eine Zahlung einzelner Zellen sich nicht fir in Konglomeraten wachsenden
Suspensionszellen (SCLC-Zellinien) eignet. Bei einer indirekten Bestimmung der Zellzahl
macht man es sich zunutze, daf3 lebende Zellen in der Lage sind, durch Bioreduktion ein
Tetrazoliumderivat (MTS, Owen’s Reagenz) in Formazan umzuwandeln, dessen Anwesenheit
im Medium quantitativ bei 490nm (Absorption) bestimmt werden kann. Bei diesem Assay
werden somit nur lebende, also stoffwechselaktive Zellen gezahlt.

Fir eine Wachstumskinetik wurden Zellen auf 24-well Platten (12 000 Zellen/1ml) in
serumfreien Medium ausgesat. Nach 48 Stunden wurde dann das Stimulans, rekombinantes
humanes EGF (100ng/1ml), zu einem Teil der Zellen gegeben, ein Teil erhielt zum Vergleich
keinen Wachstumsfaktor. Die Umsatzrate an Formazan wurde zweimal pro Woche Uber einen
Zeitraum von drei Wochen bestimmt. Dazu wurde 100ul/2ml der Substratlésung in die
einzelnen Locher der Kulturplatten pipettiert und fr vier Stunden im Brutschrank inkubiert.

Als Leerwert wurde Substratlésung in frisches, serumfreies Medium gegeben und ebenfalls
inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde die Substrat-Mediumldsung in Plastikkivetten

uberfihrt und zuerst der Leerwert bei 490nm bestimmt. Darauf folgte die Messung der
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Absorption der Proben. Eventuell vorhandene Zellen in der L6sung stéren nicht, da sie die

Absorption bei dieser Wellenlange nicht beeinflussen.

2.4.2 Bakterienkultur

2.4.2.1 Transformation

Eine Transformation dient der Ubertragung von DNA auf Bakterien. Um die Bakterien auf die
Aufnahme von DNA vorzubereiten, wurden sie durch eine Behandlung mit DMSO zuvor
kompetent, das heif3t aufnahmefahig gemacht. Dazu wurde eine Ubernachtkultur in 5ml LB-
Medium angeimpft und 500ul dieser Kultur in 50ml LB-Medium mit 50l Tetracyclin
(22,5mg/ml) tberimpft und bis zu einer OD von 0,5 bei 600nm im Schuttelinkubator bei 37°C
inkubiert. Nach einer 20-minutigen Ruhezeit auf Eis wurden die Bakterien fir 10min bei
2500rpm pelletiert und anschlie3end in TSS-Puffer resuspendiert. 100ul dieser
Bakterienlosung wurde dann mit den entsprechenden Plasmiden fir 20min auf Eis inkubiert.
Der Ansatz wurde darauf einer Hitzeschockbehandlung bei 42°C fur 1min unterzogen, sofort
in 1ml LB-Medium tberfuhrt und fir 1h bei 37°C geschuttelt. Zur Selektion transformierter
Bakterien wurden unterschiedliche Mengen der Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten, die
ein entsprechendes Antibiotikum enthielten, ausgestrichen und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die daraus resultierenden resistenten klonalen Kolonien wurden in 3ml LB-Medium, das
Antibiotika enthielt, aufgenommen und Uber Nacht hochgezogen. Die so entstandenen
Bakterienkulturen wurden, nach Uberpriifung des Plasmids in einem Mini-Prap und
anschlieBendem Restriktionsverdau, in 20% Glyzerin enthaltendem LB-Medium

kryopraserviert.

2.4.2.2 Praparative Plasmidgewinnung

Um Plasmide aus Bakterien zu gewinnen und diese zu Uberpriifen, wird eine Ubernachtkultur
der entsprechenden Bakterien in LB mit Antibiotika angeimpft, diese in eine grof3ere Menge
Medium Uberimpft und bis zu einer OD (600nm) von 0,8 bis 1,2 inkubiert. Um eine
Anreicherung der Plasmide zu erhalten, kann der Kultur dann Chloramphenicol zugesetzt
(150ug/ml) werden. Dadurch sind die Bakterien nicht mehr in der Lage, sich zu teilen,
synthetisieren aber weiterhin ihre Plasmide, so dal3 es bei einer Aufarbeitung zu einer hohen
Ausbeute an Plasmid-DNA, aber verringertem Anteil von Bakterienmembranen kommt, was
bei einer folgenden Transfektion der Plasmide in Eukaryontenzellen die Aufnahme deutlich
verbessert. Nach der Inkubation mit Chloramphenicol wurden die Bakterien pelletiert und mit

Hilfe von Plasmidpréaparationskits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Die
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Menge an gewonnenem Plasmid wurde photometrisch bestimmt und seine Qualitat auf einem

1% Agarosegel Uberprift.

2.4.2.3 Expression und Reinigung von Fusionsproteinen

Durch Transformation geeigneter, proteasefreier Bakterienstamme mit einem induzierbaren
Plasmid kdnnen aus Bakterien gro3e Mengen eines gewinschten Proteins gewonnen werden.
Dazu wurden von transformierten Bakterien des JM101-Stammes eine Ubernachtkultur
gezogen, die in LB-Medium mit Ampicillin (50ug/ml) Gberimpft wurde. Die Kultur wurde bis

zu einer OD (600nm) von 0,6 bis 1, was demig-log-phaséder Bakterien entspricht,

inkubiert und dann die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (1mM) induziert. Nach drei
bis finf Stunden Inkubation wurden die Bakterien pelletiert und in 1/50 des urspringlichen
Volumens in 1x PBS mit 1% Triton resuspendiert. Es folgte eine Lyse durch
Ultraschallbehandlung auf Eis und eine Zentrifugation fiir 5min bei 10.000g. Der klare
Uberstand wurde steril filtriert und, da ausschlieRlich GST-Fusionsproteine exprimiert

wurden, auf eine GST-Affinitdtsséule zur Reinigung des gewinschten Proteins gegeben. Dazu
wurde die Saule aquilibriert, der filtrierte Uberstand zweimal aufgetragen und die S&aule dann
mit 1x PBS gespiilt. Die GST-Fusionsproteine wurden in funf Fraktionen mit 50mMTris/HCI
pH8 mit 10mM Gluthation eluiert. Der Proteingehalt der gewonnenen Fraktionen wurden mit
einer Proteinbestimmung nach Bradford spektrometrisch bestimmt und die Qualitat der

Praparation auf einem Coomassie gefarbten 10% SDS-Gel Uberpriift.

2.4.3 Nukleinsauretechniken

2.4.3.1 Praparation genomischer DNA

Um Veranderungen im Genom zu finden, ist eine Analyse der genomischen DNA notwendig.
Um diese zu erhalten, wurden Zellen 1x PBS gewaschen und 4ml PBS vermischt mit 1ml 1x
DNasel Stop Mix auf die Zellen gegeben. Durch Inkubation der Zellsuspension mit 20 pl
RNaseA (1pg/ml) fur 30min und anschlielBender ProteinaseK Behandlung tber Nacht wurden
storende Molekile verdaut. Eine Aufreinigung der DNA erfolgte tber einmaliges Extrahieren
mit Phenol, zweimaliger Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Behandlung und einmaligem
Waschen mit Chloroform/Isoamylalkohol, um Phenolreste zu beseitigen. Die gereinigte DNA
wurde dann in 1M NaCl und Zugabe des 1,5-fachen Volumens Isopropanol geféllt, in 70%
Alkohol gewaschen und in TE aufgenommen. Die Konzentration wurde photometrisch bei
260/280nm bestimmt.
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2.4.3.2 Praparation von gesamt-RNA aus Zellinien und Geweben

Fur die Analyse der Genexpression von Zellen verwendet man die von der Zelle exprimierte
RNA, da sie ein direktes Bild aller exprimierter Gene der Zelle wiedergibt. Die Zellen wurden
dazu, soweit notig, von den Kulturflaschen abgeldst und mit 1x PBS gewaschen. Nach
Zentrifugation wurde das Pellet in RNazol resuspendiert, anschlieRend Chloroform zugegeben
und 15sec geschiittelt. Die Mischung wurde dann 15min auf Eis stehen gelassen, bei 12.000 g
abzentrifugiert und die obere walrige Phase in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt. Eine
Fallung der RNA erfolgte durch Zugabe eines aquivalenten Volumens Isopropanol und einer
Inkubation von 15min auf Eis. Nach 15 minutiger Zentrifugation bei 4°C wurde das so
erhaltene Pellet mit 70% Alkohol gewaschen und etwas angetrocknet. Nach Losen des Pellets

in Wasser erfolgte eine spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung bei 260/280nm.

2.4.3.3 mRNA Isolation

Fur Hybridisierungen von RNA bzw. transkribierter cDNA sollte, um unspezifische
Bindungen weitestgehend auszuschlieRen, numgissengeRNA benutzt werden. Dazu

wird, da mRNA im Gegensatz zu allen anderen RNA Formen, einen Poly-A-Schwanz am 3'-
Ende tragt, diese Uber eine mit Poly-T-Ketten bestlickte Saule von der restlichen RNA Uber
Affinitatsbindungen abgetrennt. Mit Hilfe vorgefertigter Saulen wurde 1mg total RNA nach

Anleitung des Herstellers (Qiagen) aufgereinigt.

2.4.3.4 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die photometrische Quantifizierung von Nukleins&uren beruht auf der linearen Beziehung der
Konzentration einer Nukleinsédurelésung und ihrer Absorption von Licht einer Wellenléange
von 260nm. Die Verhaltnisse der Basenzusammensetzung spielen dabei eine zu
vernachlassigende Rolle, so dafl? jede RNA bzw. DNA mit dieser Methode quantifiziert
werden kann. Bei einer optischen Dichte von 1 betragt die Konzentration von
doppelstrangiger DNA 50ug/ml, von RNA 40ug/ml und von Oligonukleotiden 33pg/ml. Mif3t
man zusatzlich bei 280nm die Absorption der in der Losung befindlichen Proteine, so erhalt
man aus dem Quotient&1**Yop.g0€ine Aussage tber die Reinheit des
Nukleinsédurepraparates. Idealerweise betragt der Wert des Quotienten 1,8 fir DNA und 1,9
fir RNA.

2.4.3.5 Reverse Transkription

Arbeiten mit RNA mussen auf3erster Sorgfalt unterliegen, da RNA extrem durch den Abbau
von RNasen und dem Brechen bei wiederholtem Auftauen und Einfrieren gefahrdet ist. Das
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Risiko einer Kontamination und Degradation der RNA [&3t sich umgehen indem man sie fiur
Genexpressionsstudien in komplementare DNA (copy oder complementary DNA; cDNA)
umschreibt. Dazu benutzt man ein urspringlich aus Viren isoliertes Enzym, das in der Lage

ist, anders als samtliche Sauger-Polymerasen, RNA in DNA umzuschreiben. Man macht sich
weiterhin zu nutze, daf3 der in der Zelle synthetisierten messenger RNA (mMRNA) an ihrem 3’-
Ende einen Poly-A-Schwanz angehangt. Dieser wird zum anlagern eines Oligo(dT)-Primers
genutzt, von dem aus die Reaktion der reversen Transkriptase beginnen kann und der in Folge
dessen komplementér zur als Vorlage dienenden RNA verlangert wird. Fir eine Reaktion
wurde 1pg total RNA in 7,5ul B0 aufgenommen und fir 10 min bei 70°C denaturiert um
Sekundarstrukturen zu zerstéren. Nach raschem Abkuhlen auf Eis wurde ein vorbereiteter

Mix zupipettiert, der fur jeden Reaktionsansatz folgende Komponenten enthielt:

Menge Komponenten des Reaktionsansatzes

2ul Oligo(dT) (0,5ug/ul)

6pl 5x Reaktionspuffer

3ul 0,1 MDTT

8ul dNTP (1,25mM jedes)

1,5ul RNase-Inhibitor

2ul Superscript (200U/ul) (Reverse Transkriptasg)

Der Reaktionsansatz wurde dann fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieRend zur
Inaktivierung des Enzyms fir 10min auf 95°C erhitzt. Die neu synthetisierte cDNA wurde bei

-20°C gelagert.

2.4.3.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Das PCR-Verfahren ist eine vitro Methode zur selektiven Vervielfaltigung von DNA-
Fragmenten definierter Lange und Sequenz. Dazu wird ein sequenzspezifisches Primerpaar,
das hochspezifisch an eine Komplementarsequenz des gesuchten Gens bindet und einen
bestimmten Genabschnitt eingrenzt, der zwischen den beiden Primern liegt, von einer DNA-
Polymerase verlangert. Durch Wiederholung des Vorganges werden immer wieder neue
DNA-Strange synthetisiert, es kommt zu einer exponentiellen Amplifikation des gewtinschten
Genabschnitts. Da zur Vervielfaltigung immer wieder die sich neu gebildeten DNA-Strange
durch Erhitzen getrennt werden muissen, benutzt man die DNA-Polymerase eines

thermophilen Bakteriums, die hitzebestandig @t€rmus aquarticusfag-Polymerase).
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Wahrend eines Zyklusses der DNA-Synthese werden zuerst Doppelstrange durch
Hitzedenaturierung von einander getrennt, dann erfolgt eine Anlagerung der Primer an ihre
komplementare Sequenz, gefolgt von ihrer Verlangerung durch die DNA-Polymerase, welche
die Zielsequenz spezifisch synthetisiert (Denaturierung, Anlagerung, Elongation)..

Fir die Amplifikation wurde je PCR-Probe ein Endvolumen von 50ul gewéhlt, der Ansatz

enthielt folgende Zusammensetzung:

Menge Komponente Konzentration
8ul dNTP-Mix je 1,25mM
5ul 10x PCR-Puffer

Sul 5 -Primer 0,1pg/ul

5ul 3 -Primer 0,1ug/ul
26l HO

0,2ul Tag-Polymerase | 1U/ul

0,1l ¥pg-dCTP 1pCi

1pl cDNA

Die Reaktionsansatze wurden in Thermocyclern in 25 bis 30 Zyklen nach folgendem Profil

inkubiert:

1. Zyklus Hitzedenaturierung 5min 94°C
Anlagerung der Primer 1min 54° bis 64°C
Elongation 2min 72°C

2. bis max. 35. Zyklus | Hitzedenaturierung 1min 94°C
Anlagerung der Primer 1min 54° bis 64°C
Elongation 2min 72°C

Durch diese Reaktionen kénnen geringste Mengen an cDNA hochspezifisch amplifiziert
werden. Unter optimalen Bedingungen erfolgt eine exponentielle Akkumulation des
spezifischen Zielfragments. Ein Nachweis dieser entstandenen DNA-Fragmente erfolgte durch
gelelektrophoretische AuftrennungDie Anzahl der Zyklen richtete sich nach der Signalstarke

des amplifizierten DNA-Fragments (Vorhandensein an Templates (Vorlagen) in der cDNA),

67



2 Material und Methoden

da alle verwendeten Thermocycler heizbare Deckel besitzen, die ein Verdunsten des Ansatzes

verhindern, konnte auf eine Uberschichtung der Ansatze mit Mineralol verzichtet werden.

2.4.3.7 Formulierung von Primerpaaren

Ein Design der Sequenzen der Primerpaare sollte unterschiedliche Aspekte bertcksichtigen.
Die einzelnen Primer sollten zwischen 16 und 26 Nukleotide lang sein, um ein
hochspezifisches Anlagern zu gewahrleisten, sie sollten zusétzlich GC-reich sein; Guanin und
Cytosin bilden drei Wasserstoffbriicken zueinander aus, Thymidin und Adenin nur zwei, so
kann eine hohe Anlagerungstemperatur erreicht werden. Die beste Temperatur fur die
Anlagerung (Schmelzpunktbereich) der Primer [&3t sich nach unterschiedlichen Formeln
errechnen, jedoch muf3 sie in der Praxis meistens optimiert werden, um die Amplifikation
unspezifischer Fragmente vollstandig auszuschlie3en. Der Bereich, der durch das Primerpaar
eingegrenzt wird, sollte zwischen 200 bp und 1000 bp grol3 sein, da kiirzere Fragmente kaum
von unspezifischen Fragmenten zu unterscheiden und somit schlecht nachzuweisen sind und
die Synthese langerer Fragmente durch die DNA-Polymerase in der kurzen Zeit der Reaktion
nicht vollstandig gewahrleistet ist. Die kurzen Oligonukleotide, die als Primer benutzt werden,
werden synthetisch hergestellt. Dabei gibt es unterschiedliche Verfahren, die in dieser Arbeit
benutzten Primer wurden nach Abspaltung einer Trityl-Schutzgruppe lyophilisiert ausgeliefert

und konnten nach L6sen in Wasser direkt eingesetzt werden (MWG-Biotech).

2.4.3.8 Gelelektrophoresen

Elektrische Felder Uben auf geladene Teilchen eine Kraft aus, die abhangig ist von der
Gesamtladung des Teilchens und der Starke des wirkenden Feldes. Die wirkende Kraft fihrt
zur Wanderung des Teilchen, dessen Mobilitat bei gegebener Ladung und Feldstérke von ihrer
GroRRe und Form und der Durchléssigkeit der Matrix abhangig ist, da Reibung der Mobilitat
entgegenwirkt. Aufgrund unterschiedlicher Mobilitat kbnnen Teilchen durch eine
Gelelektrophorese voneinander getrennt werden. Die Laufgeschwindigkeit von DNA in einem

Spannungsfeld verhalt sich proportional zur Gro3e des Fragmentes.

2.4.3.8.1 Horizontalgelelektrophorese

In Agarosegelen konnen schnell und einfach DNA-Fragmente nach ihrer Gré3e und ihrer
Konformation, linear, verdrillt, bzw. superverdrillt, aufgetrennt werden. Dazu wird ein
horizontales Gel gegossen, dessen Anteil an Agarose sich nach der zu erwartenden
Fragmentgrol3e richtet. Je kleiner ein Fragment ist, desto héher sollte die

Agarosekonzentration sein. So lassen sich Fragmente zwischen 100 und 1200 bp am besten in
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einem 1 bis 1,5 % Agarosegel auftrennen. Zur Herstellung eines solchen Geles wird eine
entsprechende Menge Agarose eingewogen, mit 1x TAE-Puffer vermischt und durch
Aufkochen schlierenfrei geldst. Nach Abkuhlen auf ca. 60°C wurden 2ul/2100ml
Ethidiumbromidlésung (0,1% in #D) hinzugefligt, vermischt und in einen entsprechenden
Gelschlitten gegossen. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid ist es mdglich, da
Ethidiumbromid zwischen die Basenpaare doppelstrangiger DNA interkaliert, DNA unter
UV-Licht sichtbar zu machen. Die aufzutragenden Proben wurden mit Probenpuffer versetzt,
die Elektrophorese der Fragmente erfolgte bei 80V flr ca. 1,5 Stunden. Das Gel wurde

anschlieBend auf einem UV-Transilluminator ausgewertet.

2.4.3.8.2 PAGE

In Polyacrylamidgelen kénnen Fragmente, die eine sehr ahnliche Grol3e haben, noch gut
voneinander getrennt werden. Zusatzlich lassen sich durch die Polyacrylamid-Elektrophorese
(PAGE) geringere Mengen an DNA detektieren als in Agarosegelen. Die Matrix von
Polyacrylamidgelen besteht aus Acryamidpolymeren, die Uber N"N"-Methylbisacrylamid
guervernetzt sind. Die Durchlassigkeit der Gelmatrix hangt von der Konzentration der
Polyacrylamid-Monomere und der Quervernetzung, also von der Konzentration der

bifunktionellen Gruppe ab. Ein 6% Gel enthielt folgende Bestandteile:

Menge Komponente

2,5ml 10x TBE

10ml Acrylamid/Bisacryl (30%)
37,5ml HO

500pl APS (10%)

50pl TEMED

Der Ansatz wurde durchmischt und zwischen zwei vorbereitete Glasplatten gegossen. Nach
erfolgter Polymerisation wurde das Gel in die Elektrophoreseapparatur eingespannt und mit
1x TBE-Laufpuffer bei 80V ca. 20min unter Spannung gesetzt. Die aufzutragenden Proben
wurden in Ladepuffer aufgenommen und ohne anliegende Spannung aufgetragen. Der Einlauf
der Proben ins Gel erfolgte bei 80V, danach wurde eine Spannung von 120V angelegt fur ca.
1,5 Stunden. Abhéangig von einer evtl. radioaktiven Markierung der Proben wurden die Gele

getrocknet und auf einem Rontgenfilmes exponiert bzw. silbergefarbt.
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2.4.3.8.3 Denaturierende DNA-Gele (Sequenzgele)

Sequenzgele bestehen aus einer speziellen Gellésung, die sich durch eine hohe Bandenschéarfe
auszeichnet. Um Sekundarstrukturen in den DNA-Fragmenten zu vermeiden, wird dem Gel
denaturierender Harnstoff zugeflgt, so dal3 die Fragmente ausschliel3lich nach ihrer Lange
aufgetrennt werden. Da Sequenzgele, um eine besonders deutliche Scharfe zu haben, sehr
dunn sind, muf3, zum besseren Ablosen des Gels von der Glasplatte, eine der beiden

Glasplatten mit Dimethylchlorsilan eingerieben werden. Fir den Gel-Mix wurden angesetzt:

6%iges denaturierendes Polyacrylamidgel

200ml AA/BA (30%)

100ml 10x TBE

420g Harnstoff

ad 1000mI mit HO

Die Losung wurde filtriert und entgast und die Polymerisation mit 1ml APS (10%) und 5l
TEMED gestartet. "Haifischzahnkdmme" wurden zun&chst mit der Flachseite in die
Gellésung gesteckt, nachdem sie mit APS benetzt wurden. Der Probenauftrag erfolgte nach
Polymerisation in die durch die Kammzahne gebildeten Taschen. Die Elektrophorese erfolgte
bei 50 W (max. 65W) und 1500mA fir vier bis sechs Stunden.

2.4.3.8.4 SDS-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Gelelektrophorese werden Proteine nur nach ihnrem Molekulargewicht und nicht
nach ihrer Ladung aufgetrennt. Dazu werden die Proben mit Natriumdodecylsulfat (SDS)
denaturiert und miB-Mercaptoethanol reduziert. SDS bindet mit seinen aliphatischen
Schwanzen an hydrophobe Regionen in Proteinen und fuhrt somit viele negative Ladungen
ein, welche die eigentliche Ladung des Proteins unwichtig werden lassen. Die Mobilitat von
Proteinen in einem SDS-Gel héangt also nur noch von ihrer Gré3e und nicht mehr von ihrem
isoelektrischen Punkt ab. Die Proben werden dazu mit SDS-Probenpuffer vermischt und fur
5min bei 95°C erhitzt.

Denaturierende SDS-Proteingele bestehen aus zwei Teilen, einem Sammelgel und einem
Trenngel. Das Sammelgel dient der Konzentration der Proteine auf ein minimales Volumen
(lonenverhaltnisse), so dal3 alle Proteine gleichzeitig in das Trenngel einlaufen kdnnen. Das
Trenngel dient dann der Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Diese

Zweiteiligkeit macht es notig, dald zuerst in vorbereitete Glasplatten das Trenngel gegossen
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wird und dieses Uberschichtet wird mit Butanol, um bei der Polymerisation eine glatte
Oberflache zu erhalten. Ist das Trenngel dann vollstandig polymerisiert, wird das Butanol
verworfen und die Oberflache mit Wasser gereinigt. Auf das Trenngel wurde nun das
Sammelgel gegossen, in das auch der zum Erhalt von Auftragstaschen ein Kamm gesteckt
wurde. Nach Polymerisation des Sammelgels wurde das Gel in eine vertikale Gelapparatur
mit 1x SDS-Laufpuffer gespannt und die vorbereiteten Proben aufgetragen.

Ein SDS-Gel hat folgend Zusammensetzung:

Komponente Trenngel 5% | Trenngel 7,5% | Trenngel 10% | Sammelgel
0,75M Tris pH 8,8 15ml 15ml 15ml /

0,625M TrispH 6,8 | / / / 3ml

H,O 10ml 7,5ml 5ml 9,45ml
AA/BA (30%) 5mi 7,5m 10ml 2,55ml
10% SDS 300ul 300pl 300pl 150l
10% APS 300ul 300ul 300ul 75ul
TEMED 15pl 15pl 15pl 7,51l

Fur den Probenlauf durch das Sammelgel wurde eine Stromstarke von 27mA angelegt,
wahrend des Laufes durch das Trenngel diese auf 35mA erhoht. Nach Beendigung der

Elektrophorese wurde das Sammelgel, da es keine Proteine enthielt, entfernt.

2.4.3.9 Silberfarbung von PAGE-Gelen

DNA- und RNA-Fragmente lassen sich in Polyacrylamidgelen durch Silberfarbung sichtbar
machen. Dazu wird das Gel nach erfolgtem Lauf in Methan@/iEssigsaure (5/5/1) bis zu
30min lang fixiert und abschlieBend in Athanol/Eisessig (10/1) tiberfiihrt. Nach kurzem
Schwenken in KD folgt eine reduzierende Behandlung mit einer Lésung aus 5§,8aund

8g KsFe(CN), wovon 40mg in 20ml HO geldst wurden (die Losung sollte gelb sein) fur 1 bis
2min. Dann wurde das Gel fir mindestens 30min p®Hjewaschen, wobei mehrfach ein
H,O-Wechsel erfolgte. 0,1% Silbernitratlosung (AgN@urde anschlieRend fir maximal
30min auf das Gel gegeben und nachfolgend 1min rp@ gespult. Die

Entwicklungsreaktion wurde mit einer Zugabe von 2,5%@&; fir 1min und 50ml 2,5%
NaCOs; + 100l Formaldehyd gestartet. Bei einer evtl. auftretenden Braunfarbung des Gels
wurde diese Losung gewechselt. Die Reaktion wurde mit 10% Essigsaure gestoppt. Die Gele

wurden im feuchten Zustand fotografiert und anschlieRend auf Whatman-Papier getrocknet.
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2.4.3.10 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, spezifische DNA-Sequenzen zu erkennen und zu
schneiden. Oft handelt es sich dabei um Palindrom-Sequenzen, die abhangig von der
jeweiligen Endonuklease so geschnitten werden, dal? 3'-, 5°- Giberhdngende oder glatte Enden
entstehen kénnen. Dies ermoglicht zum einen eine Abschatzung der Grol3e eines bekannten,
verdauten DNA-Stuckes mit spezifischen Spaltstellen der daraus resultierenden Langen der
DNA-Fragmente nach Gelelektrophorese und zum anderen eine Rekombination mit
Fragmenten, die kompatible Spaltstellen aufweisen. Restriktionsendonukleasen besitzen ihr
Wirkungsoptimum bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen und verschiedenen
Temperaturen, meist 37°C. Um eine sequenzunspezifische Reaktion (Staraktivitat) zu
verhindern, sollte eine Endkonzentration von 5% Glyzerin im Restriktionsansatz nicht
uberschritten werden. 20ul Anséatze mit 1ug DNA, 2ul 10x Reaktionspuffer, 1pl Enzym (1-
10U) wurden fur mindestens 1 Stunde inkubiert. Ein Teil des Ansatzes wurde zur Analyse auf

ein Agarosegel aufgetragen.

2.4.3.11 Ligation

Als Ligation bezeichnet man das Verbinden eines unterbrochenen DNA-Strangs mit einem
Sequenzkomplementéren DNA-Stiick. Diese Reaktion wmikdtro durch die T-Ligase
katalysiert. Dabei werden die Phosphatgruppen benachbarter Nukleotide durch Veresterung
miteinander verknupft. Somit erreicht man entweder eine Rezirkulation eines
aufgeschnittenen Plasmides oder eine Rekombination des Vektors mit einem DNA-Fragment.
Dazu sollten die zu verknipfenden Enden der DNA-Stiicke komplementare Sequenzen
besitzen, da sonst keine Kompatibilitdt zwischen Vektorplasmid und zu rekombinierendem
DNA-Stiick besteht. Zur gerichteten Klonierung sollten die beiden Enden des
einzubringenden Fragmentes unterschiedliche Schnittstellen besitzen. Die Ligation wurde in
einem Volumen von 10ul durchgefuhrt mit ca. 1ug Vektor-DNA in 1x Ligase-Puffer mit 1l
Ligase (400U/ul) bei 16°C Uber Nacht. Zur Vermehrung und Analyse wurde der gesamte

Ligationsansatz in Bakterien transformiert.

2.4.3.12 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Um eine korrekte Sequenz der klonierten, mit PCR vermehrten Vektoren zu gewéhrleisten,
wurde das Insert neuer Konstrukte mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert.
Dazu wurde in einer PCR das zu Uberprifende Fragment angereichert und prazipitiert. 4ug
DNA wurden dann in 18ul kD aufgenommen mit 2pl 2M NaOH/2mM EDTA vermischt und
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5min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 2ul 7,5MOWt pH4,6 zupipettiert,

und gevortext. Nach dieser Denaturierung wurde die DNA-L&sung mit 75ul 100% Athanol
versetzt und 10min bei -80°C mit anschlieRender 10min Zentrifugation die DNA gefallt. Das
Pellet wurde mit 80% Athanol gewaschen. Die eigentliche Sequenzreaktion wurde mit einem
Sequenzierungskit (USB Seq. 2.0) nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Die Proben
wurden auf ein Sequenzgel aufgetragen, elektrophoriert und mit Hilfe eines Rontgenfilmes

ausgewertet.

2.4.3.13 Kinasierung synthetischer Oligonukleotide und Restriktionsfragmente

Um einen DNA-GréRenmarker fir den radioaktiven Nachweis von Fragmenten benutzen zu
kénnen, mul® auch dieser radioaktiv sein. Dazu wird der am 5 -Ende befindliche Phosphatrest
mit einem radioaktiven Phosphat markiert. Dabei ist zu beachten, ob das zu markierende
Stlick ein synthetisches Oligonukleotid ist, solche haben keinen 5 -Phosphatrest, oder ein
durch Restriktion entstandenes Fragment ist.

Fir Restriktionsfragmente wird ein Ansatz mit folgenden Komponenten hergestellt:

Menge Komponente

10ul 1kb Leiter (10uQ)

Sul ¥pyATP

5ul 5x Exchange Puffer

4ul H,O

0,5-1pl T4 Poly Nukleotid Kinase

Synthetische Oligonukleotide wurden in eine Lésung aufgenommen, die folgende Bestandteile

enthielt:

Menge Komponente

2ul Oligo (10ng/ul)

Ayl ¥pyATP

2ul 10x Kinase-Puffer

11pl HO

1pl T4 Poly Nukleotid Kinase
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Die jeweiligen Puffer wurden mit dem Enzym mitgeliefert. Beide Anséatze wurden fir 1/2 bis

1 Stunde bei 37°C inkubiert und Nukleotide, die bei der Markierungsreaktion nicht eingebaut
worden waren, durch Gelchromatographie mit Sephadex G50-"Push-Columns" entfernt. Dazu
wurde jeder Ansatz auf 70ul mit 1x STE-Puffer aufgeflillt, eine Saule mit 1x STE-Puffer
aquilibriert und der Markierungsansatz auf die Saule gegeben. Danach wurde 3x mit STE-
Puffer eluiert und jede Fraktion einzeln aufgefangen. Die markierten Fragmente befanden sich

im zweiten und dritten Eluat, die freien Nukleotide auf der Saule.

2.4.4 Proteinnachweis

2.4.4.1 Aufreinigung bakteriell hergestellter Proteine zur Antikérpergewinnung

Zur Gewinnung spezifischer, gegen Teilstlicke eines Proteins gerichteter Antikérper wurde die
fur dieses Proteinstlck kodierende Sequenz in ein Plasmid kloniert, das das Proteinstlick mit
einem Stick der Gluthation-S-Transferase verbindet, so daf3 ein Hybridmolekil hergestellt
wird. Dieses speziell klonierte Plasmid wurde in proteasefreie Bakterien transformiert und wie
unter 2.4.2.3 beschrieben exprimiert und aufgereinigt. Nach Quantifizierung und
Qualitatskontrolle wurde das humane Teilstlick des Proteins lyophilisiert, resuspendiert und in
Kaninchen injiziert. Eine Serumentnahme erfolgte jeweils zwei Wochen nach Injektion des

Antigens.

2.4.4.2 Antikorperherstellung

Korperfremde Proteine rufen im damit konfrontierten Organismus eine Abwehrreaktion
hervor. Diese Immunantwort auf das eingedrungene Protein macht man sich bei der
Gewinnung spezieller, gegen ein gewinschtes Protein gerichteter Antikérper zunutze. Dazu
wird ein aufgereinigtes Protein einer Spezies in eine andere injiziert, um so eine
Immunantwort hervorzurufen. Auf diese Weise lassen sich auch Antikdrper gewinnen, die nur
gegen einen Teil eines Proteins gerichtet sind.

Gereinigtes Protein wurde in Kaninchen gespritzt und diesen regelmafig Serum enthommen.
Die erfolgte Antikorperentwicklung wurde im Western-Blot beobachtet und tUberpruift.

Um einen hdéheren Antikorpertiter zu erhalten und somit eine verbesserte Qualitat das
Antikorpers, wurden die Kaninchen mehrfach mit dem gleichen als Antigen wirkenden
Protein gespritzt. Es erfolgte jedesmal eine Serumentnahme um den Verlauf der Entwicklung
der Immunantwort zu beobachten. Nach Erreichen der gewiinschten Antikorperreaktion
wurden die Kaninchen ausgeblutet. Das Spritzen der Kaninchen und die Serenentnahme

wurden von der Firma Eurogentech in Belgien durchgefiihrt. Die Seren wurden direkt nach
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Entnahme eingefroren, auf Eis verschickt und bei Ankunft direkt bei -20°C gelagert. Zum

Gebrauch wurden die Seren aufgetaut, aliquotiert und wiederum bei -20°C gelagert.

2.4.4.3 Affinitatsreinigung des polyklonalen Serums

Da das den immunisierten Kaninchen entnommene Serum nicht nur gegen das injizierte
Protein gerichtete Antikérper enthalt, kénnen die mit anderen Epitopen reagierenden
"kanincheneigenen” Antikorper unspezifische Reaktiom@ckgroundl hervorrufen. Um eine
solche unerwiinschte Reaktion zu unterbinden, wurde das Serum vor Verwendung Uber
Affinitatssaulen aufgereinigt. Dazu wurde hochaufgereinigtes, aus Bakterien gewonnenes
Protein, welches auch als Antigen zur Immunisierung benutzt wurde, an ein Saulenmaterial
kovalent gekoppelt. Hierfur wurden vorgefertigte Hi-Trap Saulen verwendet. Die Kopplung
erfolgte nach Beschreibung des Herstellers. Uber die so mit dem Antigen gekoppelte Saule
wurde dann das Immunserum des Kaninchens gereinigt. Dabei kommt es zur hochaffinen
Anlagerung des gegen das gespritzte Protein gerichteten Antikdrpers an das angekoppelte
Antigen. Unspezifische Antikorper konnen abgewaschen werden und der gebundene
spezifische Antikdrper kann durch pH-Absenkung und damit einem Herabsetzen der Affinitat
eluiert werden. Eine sofortige Neutralisierung des pH ist nétig, um eine Degradierung des
Antikorpers zu vermeiden. Die Elution erfolgte nach Anweisung des Herstellers, die
Antikorperlésung wurde mit 3M Tris pH 8,3 neutralisiert. Die Qualitat des so aufgereinigten

Antikoérpers wurde im Western-Blot Gberpruft.

2.4.4.4 Herstellung von Proteinextrakten aus Zellinien

Fur den Nachweis der Expression von Proteinen wurden Ganzzellextrakte hergestellt. Dazu
wurden Zellen, subkonfluent wachsend, mit kaltem 1x PBS gespuilt und auf PBS mit Hilfe
eines fubberpolicemahabgekratzt. Die Zellen wurden abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Um die Zellen zu lysieren und gleichzeitig eine effektive Extraktion von
Membranproteinen zu gewahrleisten, wurden die Extrakte mit 1x RIPA-Puffer und
Natriumdesoxycholat versetzt. Gleichzeitig missen, um eine Degradierung der Proteinen
durch Proteasen zu vermeiden, Proteaseinhibitoren zugesetzt werden. Hierzu wurden dafir die
sich in ihrer Wirkung ergénzenden Inhibitoren PMSF (Endkonz. 1mM) und E64 (Endkonz.
10nM) gewahlt. Um die im Extrakt vorhandene genomische DNA zu scheren, wurden die
lysierten Zellen durch eine Kantile gezogen und nochmals PMSF zugefligt. Um das
Herauslosen der Proteine aus den Zellorganellen zu gewahrleisten, folgte eine Inkubation auf

Eis fur 30 bis 60min. AnschlieRend wurden die unldslichen Bestandteile bei 4°C fur mind. 1
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Stunde abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Extrakte wurden quantifiziert

und in 150pug Gesamtproteinaliquots bei -80°C gelagert.

2.4.4.5 Proteingewinnung aus Zellkulturiiberstanden

Um auch von Zellen synthetisierte und sezernierte Proteine nachweisen zu kbnnen, wurden
Zellkulturiberstande gewonnen. Dazu wurden subkonfluente Zellen mit serumfreiem Medium
2x gespult und mit serumfreiem Medium fur 4 bis 5 Tage kultiviert. Diesem Medium wurde,
waren die Zellen besonders empfindlich, ein Gemisch aus Selenit, Transferrin und Insulin
zugesetzt. Die Zellkulturtiberstdnde wurden abgenommen und bei -80°C gelagert. Zur
weiteren Verwendung wurden Aliquots immer vollstandig getaut.

Fur einen Western-Blot Proteinnachweis wurden die im Uberstand enthaltenen Proteine
gefallt. Hierzu wurden 2 Teile kalten Uberstandes mit 1 Teil kalter 21% Trichloressigsaure
gemischt und Gber Nacht auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden dann bei 4°C und 4000rpm
fir 15 bis 30min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Réhrchen gut trockengeputzt
und das Pellet in 3M Tris pH 8 bis 8,5 geltst. Nach Aufnahme in SDS-Probenpuffer wurden

die Proteine 5min aufgekocht und auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.4.4.6 Proteinseparation und Konzentration von Proteinen

Proteine lassen sich nach ihrer Grof3e durch Ultrafiltration auftrennen, entsalzen und
konzentrieren. Dies kann zum Abtrennen unerwinschter Proteine genutzt werden, aber auch
zum Ankonzentrieren einer bestimmten Proteinfraktion, ohne diese féllen zu missen oder
gleichzeitig den Puffer mit anzukonzentrieren. Hierzu wurden Konzentratoren der Firma
amicon/Millipore mit verschiedenen Membranen zur unterschiedlichen Gré3enseparation
nach Anleitung des Herstellers benutzt. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C
durchgefuhrt, vor einer anderweitigen Verwendung der entsprechenden Fraktion wurde immer

ein Proteinnachweis des gesuchten Proteins mit Western-Blot durchgefihrt.

2.4.4.7 Protein S Clotting Test

Um die biologische Aktivitat des Protein S aus Zellkulturtiberstanden nachzuweisen, wurde
ein Clotting Test mit 10l konzentriertem aufgearbeitetem Zellkulturiiberstand nach

Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Das Testprinzip beruht auf der Wirkung von Protein S
als Co-Faktor des aktivierten Protein C, dessen antikoagulatorische Wirkung es steigert. Diese
Steigerung zeigt sich in der Verlangerung der Gerinnungszeit eines Systems, das mit Faktor
Va, ein physiologisches Substrat des aktivierten Protein C, angereichert ist. Dazu wird eine

Bezugskurve erstellt, in dem mit sogenanntem Thrombokalibrator-Plasma in einer definierten
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Verdinnung die Gerinnungszeit bestimmt wird. Auf die ermittelte Eichkurve wird dann die
entsprechende Protein S-Aktivitat aufgetragen, die Umrechnung der gemessenen
Sekundenwerte in Prozent erfolgt anhand dieser Kurve. Die Protein S-Aktivitat wird in
Prozent der Norm angegeben. Bei Blutplasmaproben erwartet man einen vorlaufigen
Normalbereich von 65% bis 140%, wobei wahrend Schwangerschaft und bei Verwendung
von oralen Kontrazeptiva oft erniedrigte Werte gefunden werden. Liegt der Aktivitatswert
uber dem Normalwert, so ist die Aktivitat des Protein S erhdht, geringere Gerinnungszeiten
werden gemessen. Wird hingegen eine verkirzte Gerinnungszeit beobachtet, ist der Wert fir
die Protein S-Aktivitat erniedrigt. Werte unter 20% gelten als negativ, das heil3t, keine

Aktivitat von Protein S ist zu messen.

2.4.4.8 Quantifizierung von Proteinen

2.4.4.8.1 Proteinnachweis nach Lowry (DC-Assay)

Um die Konzentration einer Proteinlésung zu bestimmen, die Detergenzien bis zu 1% enthalt,
wurde ein colormetrischer Assay benutzt. Dabei reagieren die in der Losung enthaltenen
Proteine in einer alkalischen Kupfer-Tartat-L6sung mit Folin-Reagenz. Vor allem die in den
Proteinen enthaltenen Aminosauren Tyrosin und Tryptophan reagieren mit dem Kupfer und
reduzieren dabei das Folin-Reagenz, wodurch eine charakteristische Blaufarbung entsteht, die
in einem Absorptionsmaximum von 750nm photometrisch bestimmt werden kann. Die
Konzentration der Proteinldsung wird mittels einer Eichkurve bestimmt. Bei Verwendung
eines DC-Assays, einer verbesserten Lowry-Messung, wurde eine Eichkurve mit einem BSA-
Standard zwischen 2pg und 20ug erstellt. Fir die Messung wurden zur Doppelbestimmung
unterschiedliche Mengen des Proteinextraktes mit Wasser auf 200ul aufgefullt, 100ul des den
Puffer S enthaltenden Puffer A vermischt und 800u| Puffer B zugefuigt und gemischt. Nach 15
min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 750nm gemessen. Durch

Vergleich mit der Eichkurve wurde die Konzentration der Proteinldsung ermittelt.

2.4.4.8.2 Proteinnachweis nach Bradford (Biorad)

Proteinlésungen, die keine Detergenzien enthalten, kénnen mit der Methode nach Bradford
guantifiziert werden. Diese Methode basiert auf der Reaktion von Coomassie brillant blue G-
250 mit Proteinen zu einem blauen, anionischen Farbstoff und der daraus resultierenden
Veranderung im Absorptionsmaximum. Dabei bleibt der Extinktionskoeffizient Uber einen
grof3en Konzentrationsbereich konstant. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer

Lésung wird eine Eichkurve mit einer bekannten Menge Protein erstellt. Die zu
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guantifizierene Proteinlosung wird mit Wasser auf 800u| aufgefillt und mit 200ul
Farbreagenzldsung vorsichtig durchmischt. Nach 10min Inkubation bei Raumtemperatur wird
die Extinktion bei 595nm gemessen und die Konzentration an der erstellten Eichkurve

abgelesen.

2.4.4.9 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Proteine kbnnen in Gelen mit Hilfe von Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Dazu wird nach
erfolgter Gelelektrophorese das Gel in Fixing-Losung fiir mind. 15min fixiert und mit
Coomassie-Farbeldsung fur 10 bis 20min gefarbt. Zum Herauswaschen ungebundenen
Farbstoffes wird das Gel dann bis zur gewlnschten Intensitat in Entfarbungslésung entfarbt.

Fir einen Proteinnachweis im Gel sollten mindestens 5ug Protein aufgetragen sein.

2.4.4.10 Antikorpernachweis von Proteinen aus Zellextrakten und Zellkulturtiberstanden;

Western-Blot

Um spezielle Proteine in Zellen nachzuweisen, werden Proteinextrakte dieser Zellen in SDS-
Gelen aufgetrennt und fur ihren spezifischen Nachweis mit Hilfe ebeesi-Dry

Elektroblottes auf Membranen transferiert und so immobilisiert. Das gesuchte Protein laf3t
sich dann, an die Membran gebunden, mit Antikérpern nachweisen.

Nach Gewinnung von Ganzzellextrakten und Bestimmung des Proteingehalts wurde ein
Volumen mit 150ug Protein mit einer entsprechenden Menge SDS-Probenpuffer vermischt
und fur 5min bei 95°C erhitzt. Die so vorbereiteten Proben wurden auf ein SDS-Gel
aufgetragen und aufgetrennt. Nach erfolgter Elektrophorese wurden die im Gel enthaltenen
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Ebenso verfahrt man mit gefallten
Proteinen aus Zellkulturiberstanden.

Beim Transfer macht man sich die einheitlich negative Ladung der Proteine in einem SDS-
Gel zu nutzte, alle Proteine wandern von der Anode zur Kathode. Dazu wurden 20 Whatman-
Papiere und die Nitrocellulosemembran auf Grol3e des Trenngels zurechtgeschnitten und in 1x
Western-Blot-Blotting-Puffer eingeweicht. Zehn angefeuchtete Whatman-Papiere wurden auf
die Anodenplatte der Elektroblottapparatur gelegt, darauf luftblasenfrei die Membran und auf
die Membran das Proteingel. AnschlieRend wurden zehn weitere Whatman-Papiere
luftblasenfrei auf das Gel aufgebracht, der Stapel, um evtl. noch vorhandene Luftblasen zu
entfernen, mit Hilfe einer Pipette abgerollt und die Kathodenplatte aufgelegt. Der Transfer

wurde bei einer Stromstarke von 5mA/tdurchgefiihrt. Nach erfolgtem Transfer der
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Proteine aus dem SDS-Gel auf die Nitrocellulose wurde die zur Kontrolle des Transfers mit
Ponceau S gefarbt und anschliel3end wieder entfarbt.

Der Nachweis bestimmter, an Membranen gebundener Proteine ist durch spezifische Antigen-
Antikodrper-Reaktion moglich. Dazu wird die Nitrocellulose mit 5% Magermilchpulver in 1x
PBS geblockt (Abblocken proteinfreier Membranstellen), um unspezifische Bindungen der
Antikorper an die Membran zu verhindern. Uberschiissige Proteine werden durch dreimaliges
Waschen in 1x PBS entfernt und der Blot mit dem gegen das gesuchte Protein gerichteten
Antikorper in einer 1x PBS, 0,5% Tween20, 0,5% BSA enthaltenden Lésung tGber Nacht bei
4°C inkubiert. Da ab diesem Zeitpunkt eine Austrocknen der Membran unbedingt zu
verhindern war, wurde dazu die Membran in Plastikfolie eingeschweil3t. Nach zweimaligem
waschen mit 1x PBS um ungebundenen Antikdrper zu entfernen, wurde die Membran dann
mit einem zweiten, gegen den Fc-Teil des ersten Antikorpers gerichteten Antikorper fr
mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Alle verwendeten Zweitantikbrper waren
Biotin-gekoppelt, so daf’ nach Inkubation des Zweitantikérpers und dreimaligem Waschen der
Membran an den Antikoérper noch ein Avidin-Biotin-Komplex gekoppelt werden muf3te.

Durch diese Verfahren ist es moglich, mehrere solcher Komplexe an ein Antikérpermolekdl
zu koppeln, um so eine Verstarkung der Nachweisreaktion zu erreichen. Dazu wurde ein
Avidin-Biotin-Kit benutzt, der fir 30min in 1x PBS vorinkubiert werden muf3 und

anschlieRend fur weitere 30min an die Antikorper gekoppelt wird. Nach dreimaligem
Waschen mit 1x PBS wurde zur Sichtbarmachung der an den Zweitantikbrper gekoppelten
Komplexe ein Diaminobenzidin-Farb-Kit (DAB) benutzt. Die DAB-L6sung wurde dazu auf
den Blot gegeben. Nach sichtbarer Farbreaktion und beginnendem Ausfallen des Farbstoffes
wurde die DAB-LOsung abgenommen und die Reaktion mit Wasser gestoppt. DAB bildet
einen schwarzbraunen Niederschlag bei der Reaktion mit Peroxidase-gekoppelten

Antikorpern.

2.4.4.11 Ponceau S-Farbung von Nitrocellulosemembranen

Auf Membranen transferierte Proteine kdnnen mit dem Farbstoff Ponceau-Rot sichtbar
gemacht werden, ohne dald der Farbstoff dauerhaft an diese oder an die Membran bindet. Dazu
wird der Blot fur etwa 5min in eine 20% Ponceau-Rot-Losung gelegt und geschuttelt. Durch
kurzes Abspulen mit Wasser entfernt man den Gberschissigen Farbstoff und kann so die
Proteinbanden auf dem Blot erkennen. Der Farbstoff wird durch mehrmaliges Waschen mit

Wasser wieder von den membrangebundenen Proteinen entfernt.
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2.4.4.12 Antikorpernachweis spezifischer Proteine an Zellen; Immunhistochemie

Um eine Proteinsynthese situ (an Gewebeschnitten) darzustellen und gleichzeitig die

Lokalisation der Expression aufzuzeigen, weist man Proteine an oder in Zellen mit Hilfe der

Immunhistochemie direkt nach. Dazu werden spezifische Antikorper auf unzerstérte Zellen,

Kulturzellen oder Gewebeschnitte, direkt inkubiert und ihre Bindung detektiert.

Eine genaue Quantifizierung des nachgewiesenen Proteins ist bei diesem Verfahren, im

Gegensatz zu einem Western-Blot Proteinnachweis nur schwer mdglich. Eine Aussage kann

daflr aber Uber den Expressionsort und die Anzahl tber die dort das Protein exprimierenden

Zellen gemacht werden.

2.4.4.12.1 Nachweis an Zellinien (Zytospins, Objektragerkulturen)

Auf Objekttrager aufgebrachte Kulturzellen wurden vor der weiteren Behandlung fixiert. Je

nach verwendetem erstem Antikérper wurden sie dazu nativ oder denaturierend fixiert.

Mufl3ten die Zellproteine zur weiteren Farbung denaturiert werden, geschah dies entweder

durch eine Inkubation in 100% Athanol oder durch eine Behandlung der Objekttrager mit

einer LOsung aus:
22,5ml O
2,5ml 1M NaOH

11ml 100% Athanol

fur 10 Sekunden bis 3min.

Folgende Fixative wurden benutzt:

Fixativ

Anwendung und Art der Fixierung

3,7% Formaldehyd in
1x PBS

fur 15min bei Raumtemperatur oder 4°C; ermoglicht natives Fixieren,

vernetzt allerdings Proteine leicht

Methanol/Eisessig (3:1

)flr 1x 15min und evtl. weitere 2x 30min; fir leicht denaturierendes Fixier

ohne die DNA aufzuldsen

en

eiskaltes Aceton

far 15min; natives, entwéasserndes Fixieren

Acteon/Formaldehyd- |eiskaltes Aceton fiir 2min und 3,7% Formaldehyd in 1x PBS fur 10 min
Kombination

80% Athanol fur mind. 20min; leicht denaturierendes Fixieren

Zamboni fur 10min; natives Fixieren und Permeabilisieren von Membranen, Verlu

der DNA kann nicht ausgeschlossen werden

St
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Sollten die Zellmembranen gut permeabilisiert werden, erfolgte dies in einer Lésung aus 0,2%
Triton in 1x PBS und einer Behandlung mit NaBid 1x PBS fir 2x 10min. Die Schnitte

wurden anschlie3end 3x fur 5min in 1x PBS gespult und die endogene Peroxidase fir
mindestens 10min in 100% eiskaltem Methanol mit 0,33@4feblockt. Wiederum wurden

die Objekttrager 3x 5min in 1x PBS gewaschen und anschlielRend unspezifische Bindungen
mit 5% Magermilch in 1x PBS fuir mind. 15min abgesattigt. Es folgten drei weitere
Waschschritte in 1x PBS fur 5min. Die Inkubation des Primarantikorpers erfolgte dann in 1x
PBS, 0,1% Triton X 100, 0,5% BSA uber Nacht bei 4°C. Die Schnitte wurden dazu in
Kammern gebracht, die ein Austrocknen verhinderten oder das Austrocknen mit einem
aufgelegten Deckglas verhindert. Die Verdinnung des jeweiligen Antikorpers wurde
individuell ausgetestet. Nach erfolgter Bindung des Primé&rantikdrpers wurden die
Objekttrager 3x mit 1x PBS gewaschen und mit dem gegen den Primarantikérper gerichteten,
biotinylierten Zweitantikdrper inkubiert. Dieser wurde in einer gleich zusammengesetzten
Losung verdinnt wie schon der Primarantikérper. Alle verwendeten Sekundarantikorper
waren Biotin-gekoppelt, so daf3 ein Avidin-Biotin-Komplex angekoppelt werden muf3te. Dazu
wurde ein ABC-Kit nach Anleitung des Herstellers verwendet. Nach Spulen der Objekttrager
mit 1x PBS erfolgte der Nachweis der Antikdrper durch eine Farbereaktion der gekoppelten
Peroxidase mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC). AEC ergibt nach erfolgter Reaktion ein

rotes, mit organischen Losungsmitteln I6sliche Prazipitat. Die Reaktion wurde nach 20min
mit Wasser abgestoppt, die Zellen gegengefarbt und mit Eindeckmittel und Deckgléasern zur

dauerhaften Aufbewahrung eingedeckt.

2.4.4.13 Beschichtung von Objekttragern flir Gewebeschnitte

Damit Gewebeschnitte bei der folgenden Behandlung auf den Objekttragern haften bleiben,

werden diese mit Substanzen beschichtet, die ein Abldsen der Schnitte vom Glas verhindern.

2.4.4.13.1 APES-Beschichtung

Um Schnitte auf Objekttragern einer Mikrowellenbehandlung unterziehen zu kénnen, missen
diese mit Aminospropyltriethoxysilan (APES) beschichtet sein. Dazu reinigt man 200
Objekttrager in Wasser vor und taucht sie anschlie3end fur 5min in Acteon. Sie werden dann
fur 5min in einer 2% APES-Aceton-Ldsung belassen, zwei mal mit Wasser gespult und tber
Nacht getrocknet. Die Beschichtung erfolgt auf beiden Seiten des Objekttragers und ist

beliebig lange haltbar.
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2.4.4.13.2 Poly-L-Lysin-Beschichtung

Mussen Gewebeschnitte nicht mit Hitze behandelt werden, so genigt eine Beschichtung mit
Poly-L-Lysin. Dazu wird eine gesattigte Poly-L-Lysin-L6sung auf die Objekttrager
aufgestrichen - Poly-L-Lysin "klebt" die Gewebeschnitte auf dem Objekttrager fest - und
getrocknet. Diese Beschichtung ist somit nur auf einer Seite des Objekttragers und, da Lysin

eine Aminosaure ist und degradiert, nicht lange haltbar.

2.4.4.14 Immunhistochemischer Nachweis an kryopraservierten Gewebeschnitten

Um die Expression bestimmter Proteine in Geweben nachzuweisen, kann man diese nach
Entnahme aus dem Organismus in flissigem Stickstoff schockgefrieren und in
Superdunnschnitten (4um) auf beschichtete Objekttrager aufbringen. An solchen Schnitten
lassen sich Uber eine Antigen-Antikdrperbindung Proteine detektieren.

Dazu sollte das zu untersuchende Gewebe nach der Enthnahme mdglichst schnell
schockgefrostet werden. Ein Wiederauftauen des gefrosteten Gewebes mul3 unbedingt
verhindert werden, da dadurch die Membranen und Organellen der Zellen zerstoért werden
("Gefrierbrand") und sie fur die Immunhistochemie somit unbrauchbar werden.
Schockgefrostete Gewebe wurden in dicht abgeschlossenen Plastikgefal3en bei -80°C
aufbewabhrt.

Zur Anfertigung der Schnitte wurden die Gewebeblécke in einem Kryostaten-Mikrotom in
einer Dicke von 4 bis 5 pm geschnitten. Nach Aufbringen auf die mit Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttrager wurden die Schnitte kurz getrocknet und bei -80°C in speziellen
Boxen aufbewahrt.

Fir einen immunhistochemischen Nachweis wurden die Gefrierschnitte wie unter 2.4.4.12.1
fixiert und weiter behandelt. Um den Verbrauch an Antikdrpern gering zu halten, wurden die

Schnitte mit einem Fettstift (PAP-Pen) umrandet.

2.4.4.15 Nachweis an paraffineingebetteten Gewebeschnitten

Entnommenes Gewebe kann alternativ zur Kryopréservierung auch dauerhaft in Paraffin
eingebettet werden. Dazu wird das entnommene Gewebe in 3,7% Formaldehyd in 1x PBS
fixiert.

Die durch Paraffin-Einbettung erhaltenen Gewebebldcke wurden in einem Mikrotom in 4 bis
5 pum Dicke geschnitten, die Schnitte in einem 60°C warmen Wasserbad gespreitet, auf
APES-beschichtete Objekttrager aufgezogen und tGber Nacht bei 40°C getrocknet. Um das

Paraffin vom Schnitt zu |6sen wurden die Objekttrager fir 4x 5min in Histol gebadet und
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anschlieRend rehydriert durch jeweils zweiminutige Inkubation in einer absteigenden
Alkoholreihe (100 %; 96%; 90%; 80%; 70%). Es folgte ein Blockieren der endogenen
Peroxidase in 100% Methanol, 0,3%®3 fur 20min. Die Schnitte wurden in Wasser gespiilt
und zur Freilegung von Epitopen - Formaldehyd kann durch Vernetzung von Proteinen die fur
Antikorper zur Erkennung des Antigens wichtigen Epitope maskieren - in 0,01M Zitratpuffer
pH6,0 fir 20min einer 600W Mikrowellenbehandlung unterzogen. Die Schnitte wurden im
Puffer fur 15min abgekihlt und anschlie3end in 1x PBS gespult. Um das Volumen an zur
Abdeckung des Schnittes bendtigter Antikdrperldsung gering zu halten, wurden die Schnitte
mit einem Fettstift (PAP-Pen) umrandet und in einer 5%-Magermilchldésung in 1x PBS
unspezifische Bindungen abgeblockt. Die Inkubation der Antikdrper und der Nachweis

spezifischer Bindungen wurde wie unter 2.4.4.12 beschrieben durchgefihrt.

2.4.4.16 Gegenfarbungen immunhistochemisch gefarbter Gewebeschnitte

Um unterschiedliche Zelltypen voneinander unterscheiden zu kénnen, Gewebestrukturen
besser abgrenzen zu kdnnen und die spezifische Farbreaktion der Immunhistochemie genauer
zuzuordnen, werden alle gefarbten Objekttrager gegengefarbt. Man macht sich dabei zunutze,
daf einige Farbstoffe an bestimmte Proteine bzw. an die DNA binden und so die gesamte

Zelle sichtbar gemacht werden kann.

2.4.4.16.1 Hamatoxylin-Gegenfarbung

Hamatoxylin ist ein Farbstoff, der Zellkerne blau anfarbt. Damit ist zum einen ein guter
Kontrast zur Membranfarbungen mdglich, zum anderen kann bei einer
immunhistochemischen Kernfarbung an Hand der Farbe unterschieden werden, ob eine
Antikérperbindung stattgefunden hat. Hamatoxylin verdrangt oder tberlagert AEC nicht, so
dal3 Kerne, in denen eine Antikorperdetektion stattgefunden hat rot erscheinen und Zellkerne,
in denen kein Antikdrper gebunden hat blau sind. Da Hamatoxylin normalerweise
Losungsmittel enthalt, die den AEC-Farbstoff zerstdren wirden, wurde ein speziell
entwickeltes, nur in Wasser gelostes Hamatoxylin verwendet.

Zur Gegenfarbung werden die Objekttrager in Leitungswasser gespult und in 20%
Hamatoxylin fir 5min gefarbt. Die Objekttrager wurden dann so lang mit Leitungswasser
gespdult, bis sich kein Farbstoff mehr l6ste. Zur Klarung wurden die Objekttrager dann kurz
(unter 1min) in Reinigungslésung getaucht, kurz mit Leitungswasser gespult und fir 1min in

Blauungslosung gestellt. Wiederum wurden sie mit Leitungswasser gespult und, damit sich
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keinerlei Salzkristalle bilden konnten, vor dem Eindecken mit dest. Wasser abgewaschen. Als

Eindeckmittel muR3 ein walriges Eindeckmittel gewahlt werden (Aquamount).

2.4.4.16.2 Gegenfarbung mit Hoechst-Farbstoff
Hoechst 33258 ist ein Farbstoff, der in DNA interkaliert und mit UV-Licht sichtbar wird.

Immunhistochemisch gefarbte Praparate missen deshalb gleichzeitig mit Durchlicht und
Fluoreszensanregung (Halogen- und UV-Licht) betrachtet werden. Die gefarbten Objekte
werden zur Gegenfarbung fir 20min in eine Hoechst-Farbelésung gestellt, anschlie3end mit
1x PBS gespdlt und darin 5min stehen gelassen. Um die Bildung von Salzkristallen auf den
Objekttragern zu verhindern, wurden sie vor dem Eindecken mit dest. Wasser abgespllt. Als
Eindeckmittel ist ein wasserlosliches, UV durchlassiges Eindeckmittel verwendet worden

("altes", nicht verbessertes Aquamount).

2.4.4.17 Hamatoxylin-Eosin-Farbung, HE

Um Gewebeschnitte histologisch eindeutig zuordnen zu kénnen, farbt man das zu
untersuchende Gewebe mit unterschiedlichen Farbstoffen an. Eine Standardfarbung, in der
sowohl basische wie auch saure Proteine mit unterschiedlichen Farbstoffen angefarbt werden
ist die HE-Farbung. Hierbei werden Zellkerne, Kalk, grampositive Bakterien und
Knorpelsubstanz von Hamalaun blau angefarbt. Zytoplasma, Kollagenfasern und Erythrozyten
erscheinen durch Eosin rot. Von jedem in dieser Arbeit verwendeten Tumor wurden
mindestens zwei dicht hintereinander gelegene HE-Schnitte angefertigt. Dazu wurden
entparaffinierte oder fixierte Gefrierschnitte in dest. Wasser gespult und fir 7min in

Hamalaun (100%) gefarbt. Die Schnitte wurden dann in dest. Wasser gespult und in
Leitungswasser fur 15min geblaut. Nach Spulen in dest. Wasser wurde dann fir 30sec mit
Eosin (1% in 80% Athanol) gefarbt und anschlieBend in 70% Alkohol differenziert. Die
Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe fir je 2x 2min (70%; 80%; 90%; 100%)
entfarbt und dehydriert. Nach zweimaligem baden in Histol wurden die Schnitte mit

Korbitbalsam eingedeckt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression onkogener Rezeptortyrosinkinasefamilien und ihrer
Liganden in humanen Bronchialkarzinomzellinien
Da onkogene Rezeptortyrosinkinasen Zellen transformieren und zu einem unkontrollierten

Wachstum veranlassen kénnen, war die Expression onkogener Rezeptortyrosinkinasen in
Lungentumoren bereits Gegenstand vieler Untersuchungen. Eine umfassende Analyse Uber
den Rezeptorstatus in Bronchialkarzinomzellinien lag bisher jedoch nicht vor, so dal3
Lungenkarzinomzellinien unterschiedlicher histologischer Subtypen auf eine mdgliche
Expression onkogener Rezeptoren untersucht werden sollten.

Exprimieren Zellen gleichzeitig die korrespondierenden Liganden der Kinasen, besteht die
Madglichkeit, daf so die Zellen ihr Wachstum autokrin bzw. parakrin stimulieren. Da diese
eigenstandigen, einer allgemeinen Kontrolle entzogenen Kreislaufe haufig entscheidend fur
die Genese und die Progression von Tumoren sind, schlof3 sich eine Ermittlung der

Expression der bekannten Liganden an.

3.1.1.1 Expressionsanalyse onkogener RTKs und ihrer korrespondierenden Liganden

Hierfir wurde RNA aus subkonfluent wachsenden Kulturzellen gewonnen, diese revers
transkribiert und die gewonnene cDNA fir die Amplifikation mittels PCR verwendet. Bei

jeder neu durchgefiihrten cDNA-Synthese wurde die Gleichmaligkeit der Reaktion
untereinander mit einer PCR mit Primern gegenluassekeepingsen GAPDH uberpruft.

Die Ergebnisse mehrfach durchgefuhrter RT-PCRs mit spezifischen Primern sind tabellarisch
aufgelistet.

Bei der RT-PCR Analyse unterschiedlicher onkogener Rezeptortyrosinkinasen zeigte sich,
daf3 die untersuchten Zellinien mindestens eine, meist jedoch mehrere onkogene Kinasen

exprimierten.

85



3 Ergebnisse

Gen RT-PCR NSCLC-Linien

Bedingungen

sccC LCC ADC

Primer- | Temp; 32M1 { U1752 97TML H103: U181) H23 ! H125 H829 H1573 H2G09 H2)77 H2]
paar Zyklenzahl
EGF-R |61°; 30 ++ | ++ ++ ++ + + ++1 4+ ]+ - +++
erbB2 |61°; 30 +++i A+ D HHH ++i ++H £+ ++
erbB3 |60°; 30 + ++ | ++ |+ + + + + + + + +
erbB4 |60°; 30 - - - - - - - - - - - -
Met 56°; 25 - + ++ ++ - - + | +++  + + - ++
Ron 59¢; 25 + ++ i +++i + - - + + + + - ++
Lim-K ]66°; 30 - | - - - - | - - - + -
Axl 56°; 25 + + - ++ + - ++ + - + - -
Tyro3 |58°; 25 + + ++ + + + ++ + + ++ + +
cMer |64°; 35 - Lt A A R D 4t N e
Ret 59°; 25 ++ { ++ + ++ + + ++ + + ++i ++ +
c-kit 56°; 30 - - - - - - - - - - - -
TGFa []59° 30 ++ + ++ + + + - + + o+ +
Amphi ]58°; 30 + - +++ - - + - ++ i 4+ + + T
Her 58°: 30 + ++ ++ | +++ + - - + + + - -
HGF |54°; 30 - - - - - - - - - - ++ -
MSP |56°; 30 + + + + - - + + - + + +
Gas6 ]59,5° 25 -+ - +++  + + 0 ++H 4+ + + ++ +
ProtS |56°,5; 25 + + + + + + ++ ++H 4+ ++i ]+t
GDNF |54°; 40 - - - - - - - - - - - -
SCF 56°; 30 + + ++ ++ - - + ++ + + ++ +

Tab. 1 Bestimmung der Expression onkogener Rezeptortyrosinkinasen und ihrer Liganden mittels RT-PCR in
NSCLC-Zellinien

Die Expressionsstarke wurde unter den angegebenen Bedingungen ermittelt und wie folgt aufgefthrt:

starke Expression:
moderate Expression:
schwache Expression:
keine Expression:

+++
++
+
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Gen RT-PCR SCLC-Linien

Bedingungen
Primer-| Temp; H24 |H60 | H69 | DMS7¢ H82 | H146| H510 H526 N592 H841 NH
paar Zyklenzahl
EGF-R |61°; 30 ++ | ++ - ++ - ++ | ++ - - ++| ++
erbB2 |[61°; 30 ++ + ) ] ] A+ + + 0 4+ -
erbB3 |60°; 30 - + ++ . ++ 0+ ++ + + + +
erbB4 ]60°; 30 - - - - - - - + - - +
Met 56°; 25 + + + - - + + + ++ - +
Ron 59°; 25 + - + + - + + + + - +
Lim-K ]66°; 30 ++ | ++ - - - - + + - - -
AxI 56°; 25 - - - - - - - - - - +
Tyro3 |58°; 25 ++ | ++ i 4+ + + + + 1 4++ ++ o+ +
cMer 64°; 35 ++ + ++ | +++| | HHH |+ + + +
Ret 59°; 25 ++ | ++ + + ++i 4+ + + + - +
c-kit 56°; 30 ++ + + ++ - 4+ - -
TGFa ]59° 30 + - | | - ++ | ++ | ++ + - ++
Amphi ]58°; 30 + - - ++ - ++ - - - R
Her 58°; 30 + + - ++ - - ++ 4+ - +H+H 4+
HGF |54°; 30 - + - - - - - - + - -
MSP |56°; 30 + + + + + + 0 ++i o+ + + +
Gas6 |59,5° 25 ++ i 4+ D+ R e T T = - + -+t
ProtS |56°,5; 25 + + + ++ + + + ++ + + +
GDNF ]54°; 40 - - - - - - - - - - -
SCF |56°; 30 + + ++ | +++ ++ L+ D+ 4|

Tab. 2 Ermittlung der Expressionsstarke onkogener Rezeptortyrosinkinasen und ihrer Liganden in SCLC-

Zellinien mittels RT-PCR

Die Starke der Expression wurde dabei wir folgt festgelegt:

starke Expression:
moderate Expression:
schwache Expression:
keine Expression:

+++
++
+

87
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Die RT-PCR Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Rezeptor NSCLC SCLC NHBE
EGF-Rezeptorfamilie

EGF-R 11/12 92,79 6/10 60 9 1/1
erbB2 12/12 100 % 10/10 100 ¢ 0/1
erbB3 8/12 66,7 % 9/10 909 0/1
erbB4 0/12 0% 0/10 0% 1/1
Met-Rezeptorfamilie

Met 8/12 66,7 % 7/10 70 % 1/1
Ron 9/12 75 % 8/10 80 U 1/1
Lim-K 3/12 25 % 4/10 40 % 0/1
Axl-Rezeptorfamilie

AxI 7/12 58,3 % 0/10 0% 1/1
Tyro3 7/12 58,3 % 9/10 90 % 1/1
cMer 10/12 83,3 % 9/10 90 % 1/1
andere

Ret 12/12 100 % 8/10 809 0/1
c-kit 0/12 0 % 8/10 80 % 0/1

Tab. 3 Auswertung der Expressionsanalyse onkogener Rezeptortyrosinkinasen in Bronchialkarzinomzellinien

Die Auswertung der RT-PCR Ergebnisse demonstriert, dal3 Ret, Ron und Met-Transkripte in

nahezu allen Zellinien gefunden wurden, Lim-Kinase konnte nur in wenigen Linien

nachgewiesen werden.

Der EGF-Rezeptor, erbB2 und erbB3 sind allgemein in beiden histologischen Subtypen von

Zellinien exprimiert, eine Expression von erbB4 wurde nur in NHBE-Zellen beobachtet.

c-kit wurde ausschlief3lich in Zellinien kleinzelligen Ursprungs gefunden, was sich mit bereits

publizierten Beobachtungen deckt (Hibi et al., 1991).
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Tyro3 und cMer, Mitglieder der Axl-Familie wurden in beiden Subtypen der Zellinien
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde eine Expression von Axl ausschlief3lich in Zellinien
nicht-kleinzelligen Ursprungs gefunden. Axl ist somit eine nur fir NSCLC typische RTK.
Wahrend fur SCLC histiotypische Marker wie das c-kit bereits beschrieben sind, sind solche

Marker fur die Gruppe der NSCLC nicht bekannt gewesen.

Die Analyse der Expression der Liganden ergab, dal3 viele der Zellinien mehrere der
untersuchten Liganden exprimierten. Einigen Zellen stehen somit mehrere autokrine

Stimulationswege offen.

Ligand NSCLC SCLC NHBE
TGFa 8/12 66,7 % 5/10 50 % 1/1
Amphiregulin 6/12 50 % 6/10 60 ¢ 1/1
Heregulin 8/12 66,7 % 3/10 30 % 1/1
HGF 1/12 8,3 % 0/10 0% 0/1
MSP 3/12 25 % 9/10 90 ¢ 0/1
Gasb 8/12 66,7 % 8/10 80 % 1/1
Protein S 12/12 100 % 10/10 1000 1/1
GDNF 0/12 0% 0/10 0% 0/1
SCF 8/12 66,7 % 7/10 70% 1/1

Tab. 4 Zusammenfassung der RT-PCR Ergebnisse der Analyse der untersuchten Liganden

3.1.1.2 Co-Expression onkogener Rezeptoren und ihrer korrespondierenden Liganden
Zellen, denen mehrere autokrine Stimulationswege zur Verfiigung stehen, werden sich, da
diese positiv auf die Proliferation wirken und somit ihre Selektion beeinflussen, in einer
Tumorzellpopulation durchsetzten.

Die Zusammenfassung der RT-PCR Ergebnisse zeigte, dal3 eine Expression vooitGF

Amphiregulin - beides dient als Ligand fir den EGF-Rezeptor - und von Heregulin, das an
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erbB3 und erbB4 bindet, in vielen Zellinien nachgewiesen werden konnte. Eine Co-
Expression der EGF-Rezeptorfamilie mit ihren Liganden &Rt sich fir nahezu 50% der
Zellinien beschreiben. Eine besondere Stellung nimmt dabei das mégliche Rezeptor-
Ligandensystem von erbB4 und Heregulin ein, da die Mdglichkeit einer Autokrinie nur in

normalen Bronchialepithelzellen (NHBE) nachweisbar war.

Rezeptor Ligand Co-Expression

NSCLC SCLC NHBE
EGF-
Rezeptorfamilie
EGF-Rezeptor TGFRa 7/12 | 58,394 4/10; 40% 1/1
EGF-Rezeptor Amphiregulin 6/12 | 50%| 5/10f 509 1/1
erbB2 unbekannt
erbB3 Heregulin 7/12 | 58,3% 2/10 20% 0/1
erbB4 Heregulin 0/12 0% 0/10 0% 1/1

Met-Rezeptorfamilie

Met HGF/SF 0/12 0% 1/10 109 0/1
Ron MSP 3/12 § 25%]| 5/10i 50% 0/1
Lim-K unbekannt

Axl-Rezeptorfamilie

Axl Gas6 5/12 | 41,7 %) 0/10 0% 1/1
Tyro3 Gas6 5/12 41,7% 8/10 80% 1/1
Tyro3 Protein S 9/12| 759 4/100 40% 1/1
cMer Gas6 8/12: 66,7% 8/1G 80% 0/1
andere

Ret GDNF 012 | 0% | 0/10] 0% 0/1

c-kit SCF 0121 0%| 6/100 60% 0/1

Tab. 5 Auswertung der RT-PCR Ergebnisse der Rezeptoren und ihrer Liganden hinsichtlich Co-Expression
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HGF, der Ligand fir Met ist nur selten exprimiert, eine Co-Expression wird nur in einer
SCLC Zellinie gefunden. Der Ligand fur Ron, MSP, wird hauptséchlich in SCLC Linien
exprimiert. Potentielle autokrine Schleifen kdnnen in einigen Linien detektiert werden, vor
allem jedoch in SCLC-Linien.

GDNF, der Ligand fur Ret konnte nicht nachgewiesen werden. SCF, Wachstumsfaktor fur c-
kit, wurde in nahezu allen Linien gefunden, aber aufgrund der histiotypischen Expression von
c-kit sind nur 50% der SCLC-Zellinien in der Lage, sich selbst zu stimulieren.

In fast allen Axl-exprimierenden NSCLC-Linien wurde eine Co-Expression mit Gas6
nachgewiesen, was bedeutet, dal3 in 50% aller NSCLC-Linien eine potentielle autokrine
Stimulation moglich ist. Gas6 ist zusatzlich in den meisten SCLC-Linien zu finden. Diese
Linien exprimieren zwar kein Axl, jedoch andere Mitglieder dieser Rezeptorfamilie, so dafl3
eine mogliche Autostimulation Uber diese Rezeptoren moglich ist. Interessanterweise ist
Gas6, der Ligand fur alle Mitglieder der Axl-Familie, stark in NHBE-Zellen exprimiert.
Zusammenfassend laf3t sich sagen, dafl3 eine Co-Expression von Rezeptoren und ihrer
Liganden in nahezu allen der untersuchten Linien zu finden ist, einige Linien zeigen mehrere

potentielle autokrine Schleifen.

3.2 Expression der AxI-Rezeptortyrosinkinasefamilie in humanen
Bronchialkarzinomzellinien

Die Axl-Rezeptortyrosinkinasefamilie ist eine Gruppe transformierender Rezeptoren mit
onkogenem Potential. Die bis heute bekannten Mitglieder dieser Familie zeichnen sich durch
eine bis dahin nicht bekannte Anordnung ihrer extrazellularen Doméane aus. Dieser spezifische
extrazellulare Aufbau flhrte zu einer Einteilung der bekannten Mitglieder Axl, Tyro3 und

cMer als eigenstandige Familie.

Gas6, ein Protein das eine starke Homologie zu Protein S aufweist, wurde als Ligand fur alle
AxlI-Familienmitglieder identifiziert. Eine Bindung von Gas6 an diese initiiert die

Kinaseaktivitat.

3.2.1 Alle Mitglieder der Axl-Familie sind in Bronchialkarzinomzellinien exprimiert

Da die Expression der Rezeptoren der Axl-Familie, Axl, Tyro3 und cMer in humanen
Lungenkarzinomen bisher nicht untersucht war, wurden humane Lungenkrebszellinien
unterschiedlicher histologischer Urspringe mit Hilfe der RT-PCR auf Expression dieser

Rezeptoren analysiert.
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Abb. 3 Nachweis der mMRNA-Expression der AxI-RTK-Familie

Gezeigt sind Autoradiographien der semiquantitativen RT-PCRs nach erfolgter 5% PAGE. Die Zellinien sind
entsprechend ihres histologische Ursprungs geordnet. Die erwarteten PCR-Fragmente haben auf Grund der
gewahlten Primerpaare eine Gré3e von 283 bp flr Axl, 344 bp fir Tyro3 und 526 bp fir cMer. NSCLC-Zellinien
(links) zeigen eine Expression aller drei RTKs, wohingegen SCLC-Zellinien (rechts) nur cMer und Tyro3
exprimieren, nicht aber Axl. Zur Abschatzung der relativen Menge wurde eine RT-PCR gegen das

hochexprimiertdhousekeepingsen GAPDH durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dal? cMer in nahezu allen Zellinien unabh&ngig von ihren histologischen
Ursprung, im Vergleich zu normalen humanen Bronchialepithelzellen (NHBE) deutlich
uberexprimiert ist. Ahnliche Befunde lieferten auch die Untersuchungen der Genexpression
von Tyro3.

Hingegen zeigte sich auch, da? Axl nur in der Mehrzahl von Zellinien nicht-kleinzelligen
Ursprungs (NSCLC) und normalen Bronchialepithelzellen (NHBE), nicht jedoch in Zellinien
kleinzelliger Herkunft (SCLC) exprimiert wird. Axl kann somit als differentieller Marker fur
nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzellinien dienen. Es ist damit einer der wenigen

bekannten histiotypischen Marker fir NSCLC.
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Eine Auswertung der RT-PCR Ergebnisse zeigt die folgende Verteilung der Expression in
NSCLC und SCLC-Linien:

Gen RT-PCR NSCLC-Linien

Bedingungen

Scc LccC ADC

Primer-| Temp; 32M1 | U1752} 97TM1 | H103] U181G H23| H125 H82D H15¢3 H2009 H2077 H2
paar Zyklenzahl
Ax| 56°; 25 + + - ++ + - ++ + - + - -
Tyro3 |58°; 25 + + ++ + + + ++ + + ++ + +
cMer |64°; 35 R A e IR s T o T e T o o 2 2 - +++  ++
Gas6 |59,5° 25 - +++ - +++ + + i +++ ++ + + ++ +
ProtS |56°,5; 25 + + + + + + ++i 4+ + ++ ++ ++
Tab. 6 Nachweis der Mitglieder der Axl-Kinasefamilie und ihre Liganden in NSCLC
Bronchialkarzinomzellinien
Gen RT-PCR SCLC-Linien

Bedingungen
Primer-| Temp; H24 |H60 | H69 | DMS79 H82 | H146] H510 H526 N592 H841l NHHBE
paar Zyklenzahl
AxI 56°; 25 - - - - - - - - - - +
Tyro3 |58°; 25 ++ | 4+ ++ + + + + ++!  ++ + +
cMer 64°; 35 ++ + ++ i A+ D D+ + + +
Gas6 ]59,5° 25 ++ | | | - | ]|+ + - ++4
ProtS |56°,5; 25 + + + ++ + + + ++ + + +

Tab. 7 RT-PCR Nachweis der Expression der Mitglieder der AxI-Familie und ihrer Liganden in SCLC-Zellinien
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NSCLC SCLC NHBE
AxI 7/12 58 % 0 0% 100%
Tyro3 7112 58 % 9/10: 90 % 100%
cMer 10/12 83 % 9/10 90 % 100%
Gas6 10/12 83% 8/10| 80¢ 100%
Protein S 12/12 100% 10/160 100 o 100%
Co-Expression Axl/Gas6 5/12 42% 0/1¢ 0% 100%
Co-Expression Tyro3/Gas6 5/12 429 8/10 80 po 100%
Co-Expression cMer/Gas6 8/12 679 8/10 80 Po 100%
Co-Expression Tyro3/Protein S 9/12 759 4/10 40 Po 100%

Tab. 8 Auswertung der RT-PCR Ergebnisse der AxI-RTK-Familie und ihrer Liganden

3.2.2 Axlistin Gewebe aus Lungentumoren nachweisbar

Da die Expression von Genen in Linien nur Hinweise auf ein Vorkommen des Produktes im
Gewebe liefert, wurde die Expression von Axl in soliden Tumoren analysiert. Dazu wurde

RNA aus Tumorgewebe isoliert, revers transkribiert und fur eine RT- PCR Analyse

eingesetzt.

Alle eingesetzten Proben wiesen eine Expression von AxI-RNA auf, unabhangig von ihrem
histologischen Ursprung. Wie die mikroskopische Untersuchung der Tumoren zeigte, waren

in den Tumoren jedoch nicht nur Tumorzellen sondern auch Bindegewebe, Entziindungszellen
aller Art und andere Zelltypen vorhanden, so dal3 Gber den Expressionsort bzw. den
exprimierenden Zelltyp innerhalb des Tumorverbandes mit dieser Methode keine Aussage zu

treffen war. Lediglich das Vorhandensein von Axl im Tumorverband kann bestatigt werden.

3.2.3 Etablierung eines polyklonalen, gegen Axl gerichteten Antikbrperserums

Zur Detektion synthetisierter Proteine muf3te, da der Nachweis einer Transkription eines Gens
nicht zwangslaufig Schlisse auf eine Translation zulafit, ein Anti-AxI spezifisches Antiserum

gewonnen werden. Ein hochspezifisches Antiserum erlaubt neben dem allgemeinen Nachweis
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der Synthese des als Antigen dienenden Proteins u.a. auch eine relative Quantifizierung des
erkannten Proteins im Western-Blot.

Zur Antikorperherstellung in Kaninchen wurde ein Teil des Gens der AxI-Kinase, ein Stuck
aus der extrazellularen Doméane, das fur die Aminosauren 31 bis 163 kodiert, in einen
Expressionsvektor (pGEX-GST) kloniert, so dal3 das Teilstiick mit einem GST-Protein als ein
Protein exprimiert wird (GST-Fusionsprotein). Zur Uberpriifung der Sequenz wurde das
einklonierte Fragment komplett sequenziert. Dabei wurden keine Basenaustausch, Deletion
oder andere Fehler detektiert. Das Plasmid (pGEX-GST-AxI) wurde in Bakterien (xI2blue)
transformiert und dort vermehrt. Die Gewinnung der Expressionsvektoren erfolgte mit einem
Maxiprap.

Ein proteasefreier Bakterienstamm (JM101) wurde mit diesem Plasmid transformiert und das
gewilnschte Protein in diesen Bakterien synthetisiert. Nach Aufschluf3 der Bakterien wurde
das neu-exprimierte Protein mit Hilfe des angefligten GST-Schwanzes Uber GST-

Bindungsséaulen von den bakteriellen Proteinen abgetrennt.
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Abb. 4 Aufreinigung des GST-AxI-Fusionsproteins
Das in Bakterien hergestellte Fusionsprotein wurde nach Aufschlufd der Bakterien tUber einer GST-Affinitatsséule
aufgereinigt. Dargestellt ist ein Coomassie gefarbtes 10%iges SDS-Gel mit unterschiedlichen Eluaten der

Affinitatssaule.

Das aufgereinigte und konzentrierte Protein wurde lyphilisiert und nach Losen in PBS in
Kaninchen injiziert. Eine Blutentnahme zur Verlaufskontrolle wurde zwei Wochen nach jeder
erfolgten Injektion vorgenommen.

Die unterschiedlichen Seren wurden von ihren zellularen Bestandteilen getrennt und in

Western-Blots an affinitdtsgereinigtem Fusionsprotein getestet. Nachdem eine ausreichend
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starke Reaktion des Serums mit dem Antigen gegeben war, wurde dieses polyklonale Serum

an Zellextrakten getestet.
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Abb. 5 Western-Blot mit polyklonalem Serum an Ganzzellextrakten nicht-kleinzelliger Zellinien
150ug Gesamtzellextrakt je Linie wurden auf einem 5% SDS-Gel aufgetrennt und auf einer
Nitrocellulosemembran immobilisiert. Nach Inkubation mit den 1:100 verdinnten Antiserum erfolgte der

Nachweis spezifischer Antigen-Antikdrper-Bindungen mit einem biotingpklten Zweitantikdrper und DAB

als Farbstoff.
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Abb. 6 Test der Nachweisgrenze des aufgereinigten Antikdrperserums mit Western-Blot
Unterschiedliche Mengen Fusionsprotein wurden auf einem 10% SDS-Gel aufgetrennt, auf eine

Nitrocellulosemembran geblottet und mit dem aufgereinigtem Serum (1:250 verdinnt) inkubiert. Der Nachweis

spezifischer Antikdrperbindungen erfolgte mit biotingppelten Zweitantikdrpern und DAB als Farbstoff.
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3 Ergebnisse

Da das gewonnene Serum zunachst noch mehrere Proteine in Zellextrakten erkannte
(unspezifische Reaktion, unbefriedigende Sensitivitat), wurde das Antikorperserum uber
Saulen, an die zuvor das Fusionsprotein gekoppelt wurde, aufgereinigt. Der im Eluat
gewonnene aufgereinigte Antikdrper wurde auf seine Empfindlichkeit anhand des
Fusionsproteins (GST-Axl) im Western-Blot getestet.

Entsprechend aufgereinigte Anti-AxI-Antikdrperseren wurden fir weitere Western-Blot

Analysen eingesetzt.

3.2.4 Axl wird ausschlie3lich in Zellinien nicht-kleinzelligen Ursprungs synthetisiert

Da die Expression eines Gens nicht zwangslaufig zur Herstellung des entsprechenden Proteins
fuhrt, erfolgte der Proteinnachweis von Axl aus Ganzzellextrakten mit der Western-Blot-
Technik. Dazu wurden 150ug Extrakt auf ein 5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und

unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Proteine wurden auf einer
Nitrocellulosemembran transferiert und so immobilisiert. Das AxI-Protein wurde durch eine
Axl-spezifisches polyklonales, affinitatsgereinigtes Antiserum, das gegen den extrazellularen
N-Terminus gerichtet ist, immunhistochemisch nachgewiesen. Die Detektion des Antigen
(AxI)-Antikorperkomplexes erfolgte mittels eines Peroxidase-gekoppelten Zweitantikbrpers

und dem Farbstoff DAB.
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Abb. 7 Proteinnachweis der AxI-RTK durch Western-Blot-Analyse
Dargestellt sind die mit DAB entwickelten Western-Blots. 150ug Gesamtzellextrakt wurden in einem 5% SDS-
PAA-Gel aufgetrennt, auf Nitrocellulose immobilisiert und mit gegen AxI gerichtetem, polyklonalem Antiserum
in einer Verdiinnung von 1:200 inkubiert. Die Anordnung der Zellinien erfolgte nach ihrem histologischen
Ursprung. Die Synthese von Axl in NSCLC-Zellinien ist links dargestellt, die von SCLC-Linien und NHBE
Zellen rechts. Auch die Western-Blot-Analyse zeigte, daf3 Axl ausschlie3lich von Zellinien nicht-kleinzelligen

Ursprungs synthetisiert wird.
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3 Ergebnisse

Proteinextrakte der nicht-kleinzelligen Linien zeigten spezifische Signale bei einem
Molekulargewicht von 140kD, der Gréf3e der AxI-RTK. Extrakte kleinzelliger Linien zeigten
kein spezifisches Signal, NHBE-Zellen eine schwache Bande, was einen Hinweis auf ein
geringes Vorhandensein von Axl auch in normaler Bronchialschleimhaut gibt.

Die Ergebnisse der Western-Blot bestatigen somit die Resultate der RT-PCR der Zellinien.

Auch die Menge nachgewiesenen Proteins korrelierte mit der Expressionsstarke der RNA.

3.2.5 Eine losliche AxI-Form ist in konditionierten Zellkulturiiberstanden nachweisbar

Wie in der Literatur beschrieben (Costa et al., 1996), kann die AxI-RTK posttranslational
proteolytisch gespalten werden. Dadurch wird der aminoterminale, extrazellulare Teil in den
Extrazellularraum abgegeben.

Eine solche mogliche Prozessierung des Rezeptors in dieser modifizierten Form wurde durch
Western-Blot Proteinnachweis in den Uberstanden der untersuchten Zellinien nachgewiesen.
Fur einen Nachweis der Sekretion dieses N-terminalen Restes des AxI-Rezeptors wurden die
Proteine aus jeweils 10ml serumfreiem, eingefrorenem Kulturtiberstand gefallt, anschlieRend
prazipitiert und in einem moglichst kleinen Volumen wieder gel6st. Die Proteine wurden auf

einem 7,5% SDS-Gel aufgetrennt und im Anschlufd daran auf einer Nitrocellulosemembran

immobilisiert.
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Abb. 8 Western-Blot Proteinnachweis einer 16slichen Axl-Form in Kulturiiberstanden

Die posttranslationale Modifikation von Axl in NSCLC-Linien ist links dargestellt, die von SCLC-Linien und

NHBE rechts. Dieser Nachweis einer abgespaltenen Extrazellulardoméne bestétigt die Ergebnisse der Western-
Blot-Analysen der Zellextrakte, bei denen zu erkennen war, daf3 Axl ausschlief3lich von NSCLC-Linien und
NHBE synthetisiert wird und demonstriert gleichzeitig, dal® bei diesen Zellen Axl auch in der modifizierten Form
nachzuweisen ist. Die Zellen sind somit in der Lage, auf einem bis jetzt unbekannten Weg die

Extrazellulardoméane abzuspalten und somit in den Extrazellularraum abzugeben.

Der spezifische Nachweis der AxI-Extrazellulardoméane erfolgte durch Inkubation des Blots

mit affinitdtsgereinigtem, polyklonalem Kaninchen Anti-Axl Serum (1:100) und der Nachweis
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der Antigen-Antikdrper-Komplexe mit einem biotinylierten Ziege-Anti-Kaninchen

Zweitantikorper, einem daran gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex und DAB als Farbsubstrat

Die Uberstande der NSCLC-Linien zeigten eine spezifische Bande bei 85 kD. Dieses
Molekulargewicht ist fur die prozessierte l6sliche Axl-Extrazellulardomé&ne beschrieben
worden. In den Uberstanden der kleinzelligen Zellinien war keine spezifische Bande
detektierbar, NHBE Zellen zeigten wie NSCLC-Linien einen modifizierten Rezeptor. Diese
Ergebnisse bestétigen das exklusive Vorkommen von Axl in NSCLC-Zellinien und NHBE
und deuten auf einen Mechanismus einer Rezeptordegradation durch posttranslationale

Spaltung von Axl an der Zelloberflache hin.

3.2.6 Der gemeinsame Ligand der Axl-Familie, Gas6, wird von nahezu allen

Bronchialkarzinomzellinien exprimiert und sezerniert

Autokrine Stimulation spielt bei der Genese von Tumoren eine wichtige Rolle. Da die
Expression von Rezeptoren der Axl-Familie in Lungentumorzellen nachgewiesen worden war,
schlof? sich ein Nachweis der Expression von Gas6 mit Hilfe der RT-PCR und ein Synthese-

und Sekretionsnachweis durch einen Proteinnachweis im Western-Blot an.
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Abb. 9 Nachweis der Gas6-Genexpression in Lungentumorzellinien
Abgebildet ist das Ergebnis der RT-PCR mit spezifischen Primern nach PAGE. Zellinien sind sortiert nach ihrem
histologischen Ursprung getrennt aufgetragen. Sowohl NSCLC-Zellinien (links) wie auch SCLC —Linien (rechts)

weisen eine starke Expression von Gas6-mRNA auf.

Fur den Expressionsnachweis wurde RNA aus subkonfluent wachsenden Zellen isoliert und
nach Quantifizierung revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte mit spezifisch gegen Gas6

gerichteten Primern. Dabei zeigte sich, das Gas6 in nahezu allen Zellinien, unabhéngig von
ihrem histologischen Ursprung, exprimiert wird. Ebenso zeigten NHBE-Zellen eine starke

Expression des Gas6 Gens, wie es von Manfioletti et al. fir Lunge beschrieben ist.
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3 Ergebnisse

Da Gas6 zugleich Ligand fir die RTKs cMer, Tyro3 und Axl ist, ergibt sich damit fur die
meisten Zellinien die Moéglichkeit der autokrinen Stimulation mit Gas6, jedoch besitzen nur
NSCLC-Linien die Mdaglichkeit der Autokrinie mit Axl und Gas6.

Da ein Ligand fur einen transmembrandsen Rezeptor nur dann an der extrazellularen Seite an
diesen binden kann, wenn es aus den Zellen geschleust wird, sollte, im Falle einer autokrinen
Stimulation, sezerniertes Gas6-Protein in aufgearbeiteten Zellkulturiberstanden nachweisbar
sein.

Dazu wurden subkonfluent wachsende Zellen fur 4 Tage mit serumfreiem Medium inkubiert.
Das konditionierte Medium wurde abgenommen, der Proteinanteil von 10ml dieses
Uberstandes gefallt, prazipitiert und in einem kleinen Volumen resuspendiert. Die geldsten
Proteine wurden auf einem 10% SDS-PAA-Gel unter denaturierenden Bedingungen
aufgetrennt. Nach Transfer und Immobilisierung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
erfolgte ein Nachweis des Gas6-Proteins mit polyklonalem Anti-Gas6-Antiserum, daf
freundlicherweise von Claudio Schneider, Triest, zur Verfugung gestellt wurde. Der Antigen-
Antikérper-Komplex wurde mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper und dem

Farbstoff DAB nachgewiesen.
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Abb. 10 Proteinnachweis von Gas6 in Zellkulturiberstanden von Bronchialkarzinomzellinien

Dargestellt ist die Western-Blot-Analyse von Gas6 unterschiedlicher Zellinien. Proteine von 10ml serumfreien,
vier Tage inkubierten Zellkulturiiberstands wurden gefallt und auf einem 10% SDS-PAA-Gel auf getrennt. Nach
Immobilisierung auf einer Nitrocellulosemembran erfolgte ein spezifischer Proteinnachweis mit polyklonalem

Antiserum in einer Verdinnung von200.

Wie schon die RT-PCR-Ergebnisse vermuten lie3en, wird Gas6 von nahezu allen Zellinien
synthetisiert und ins Medium sezerniert. Dabei sind die hachgewiesenen relativen Mengen an

Protein mit denen detektierter mRNA vergleichbar.
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3.2.7 Protein S, ein Ligand fur Tyro3, wird in Bronchialkarzinomzellinien exprimiert

und als gerinnungsaktives Protein sezerniert

Fur die Axl-ahnliche Kinase Tyro3 wurde neben Gas6 ein weiterer Ligand, das aus der
Gerinnungskaskade bekannte Protein S, beschrieben (Stitt et al., 1995). Protein S ist, ebenso
wie Gase6, ein Vitamin K-abhangiges Protein. Vitamin K, das fur die Blutgerinnung

notwendig ist, wirkt an der Carboxylierung von Glutamatresteg@arboxyglutamat mit.
Carboxylierte Glutamate bilden Stellen mit hoher Affinitat fiir Caund sind damit in der

Lage, Proteine an Phospholipidmembranen zu verankern.

Um die Expression von Protein S in Bronchialkarzinomzellinien zu untersuchen, erfolgte ein
Genexpressionsnachweis mit RT-PCR und ein Proteinnachweis mit Western-Blot.

Fur den Nachweis der Genexpression wurde die aus subkonfluent wachsenden Zellen isolierte
RNA nach Quantifizierung revers transkribiert und mit der gewonnenen cDNA eine RT-PCR
mit spezifischen Primern gegen Protein S durchgefihrt. Nach Auftrennung der PCR-
Fragmente in einer PAGE und Autoradiographie zeigte sich, dal? das Protein S-Gen in allen
22 untersuchten (12 NSCLC; 10 SCLC) Bronchialkarzinomzellinien exprimiert wird.

Eine Expression des gerinnunsshemmenden Protein S in Lungentumoren war bis dahin nicht
bekannt. Dadurch ergibt sich somit die Méglichkeit, daf die RTK Tyro3 nicht nur durch Gas6
autokrin stimuliert werden kann, sondern auch durch Bindung von Protein S eine Wirkung auf
Zellen ausibt. Da tber die biologische Funktion von Tyro3 nur sehr wenig bekannt ist, ist
eine unterschiedliche Funktion der Kinase durch Bindung verschiedener Liganden nicht

auszuschliefRen.
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Abb. 11 RT-PCR Nachweis der Protein S Genexpression

Gezeigt ist die Autoradiographie der semiquantitativen gegen Protein S gerichteten RT-PCR Analyse. Eine
Expression des Protein S-Gens kann in allen Zellinien, unabhangig von ihrer Histologie (links: NSCLC; rechts:
SCLC) nachgewiesen werden, wobei kleinzellige Zellinien weniger Protein S im Vergleich mit nicht-

kleinzelligen exprimieren. Auch NHBE Zellen zeigen eine schwache Protein S-Expression.
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Die antikoagulatorische Wirkung und das Binden an einen Rezeptor von Protein S ist nur
dann maoglich, wenn es aus den Zellen ins Interstitium abgegeben wird. Es erfolgte deshalb ein
Nachweis von Protein S in Zellkulturtiberstanden.

Hierzu wurden Proteine aus serumfreien, 4 Tage inkubierten Zellkulturiiberstanden gefallt und
in einem 10% SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Nach Transferierung auf eine
Nitrocellulosemembran erfolgte der spezifische Proteinnachweis mit Hilfe eins gegen Protein
S gerichteten polyklonalen Kaninchen-Anti-Protein S Antiserums, das freundlicherweise von
Dr. Michael Kraus (Behring diagnostics, Marburg) zur Verfiigung gestellt wurde.

Es konnte in vielen Uberstanden eine 70kD groRe, dem Molekulargewicht von Protein S
entsprechende Bande detektiert werden. Protein S wird von Lungenkarzinomzellen und
normalen Bronchialepithelzellen exprimiert, synthetisiert und sezerniert. Damit liel3en sich in
den meisten Féllen die RT-PCR Ergebnisse bestatigten. Einzuschranken sind jedoch die
kleinzelligen Zellinien, da diese im Unterschied trotz nachgewiesener mRNA, mit Ausnahme
der Zellinie NCI-H841, nur sehr geringe Mengen an Protein S in den Uberstand abgeben.

Protein S konnte nahezu ausschlieRlich in Uberstanden von NSCLC-Linien nachgewiesen

werden.
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Abb. 12 Proteinnachweis von Protein S in Zellkulturiberstanden von Bronchialkarzinomzellinien

Gezeigt ist ein mit DAB entwickelter Western-Blot. Die Zellinien sind nach ihrem histologischen Subtyp sortiert
aufgetragen, links Proteine aus Uberstanden von NSCLC-Linien, rechts solche von SCLC-Linien. Es wurden
jeweils die geféllten Proteine aus 5ml serumfreiem Zellkulturiberstand auf einen 10% SDS-PAA-Gel
aufgetragen, auf Nitrocellulose transferiert und mit einem gegen Protein S gerichteten polyklonalen Antiserum,
das 1:250 verdunnt wurde, nachgewiesen. Eine spezifische Bande konnte bei 70kD detektiert werden, dem

Molekulargewicht von Protein S.
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3.2.7.1 Das im Zellkulturiiberstand nachgewiesene Protein S besitzt antikoagulatorische
Aktivitat

Protein S fungiert neben seiner Rolle als Ligand fir die RTK Tyro3, physiologisch als Co-
Faktor fur aktiviertes Protein C in der Gerinnungskaskade. Dort werden die Faktoren Va und
Vllla durch diese Proteine degradiert.

Um eine mdgliche antikoagulatorische Wirkung des Protein S in Zellkulturiiberstanden zu
demonstrieren, wurden die Zellkulturiberstande zweier Zellinien speziell aufgearbeitet und
einem funktionellen Protein S Test zugefuhrt (modifizierte aPTT-Reaktion). Konfluent
wachsende Zellen wurden dazu fur vier Tage mit serumfreiem Medium inkubiert, dieses
Medium abgenommen und durch Zentrifugation noch evtl. vorhandene Zellen abgetrennt. Der
Uberstand wurde, um den den Aktivitatstest beeinflussetidene factoyein stark

glykosyliertes und stark vernetztes Protein, abzutrennen, durch ein Centriprep-Separator mit
einemcut-offvon 500 kD filtriert. Der durch Glykosylbriicken vernettigsue factokann die
Membran des Separators nicht passieren und bleibt im Konzentrat zuriick. Das Filtrat wurde
dann in Centipreps mit einenut-offvon 30kD zehnfach ankonzentriert.

Bevor die Uberstande in einem Clotting-Test eingesetzt wurden, erfolgte ein Nachweis des
Proteins im Western-Blot. Dabei zeigte sich, daf3 sich im Konzentrat des Centripreps der
Firma Amicon grof3e Mengen von Protein S befanden, wohingegen bei den Konzentratoren
der Firma Pall zuviel Protein bei der Aufreinigung verloren ging, so daf3 ausschlief3lich
aufgereinigte Uberstande, die mit den Konzentratoren der Firma Amicon gewonnen wurden
fur den Aktivitatsnachweis verwendet wurden.

Die aufgereinigten und ankonzentrierten Zellkulturiiberst&dnde wurden in einem routinemafig
durchgefuhrten Protein S Clotting-Test, einem funktionellen und hochspezifischen
Aktivitatsnachweises dieses Proteins, eingesetzt. Das Prinzip dieses Tests beruht auf einer
durch Protein S gesteigerten antikoagulatorischen Wirkung des aktivierten Protein C, durch
die eine Verlangerung der Gerinnungszeit verursacht wird. In diesem Test wird zur Steuerung
der aPTT-Reaktion ein Protein S Mangelplasma eingesetzt, so dal? die gemessene
Verlangerung der partiellen Thromboplastinzeit allein von exogen zugefiigten Protein S
abhangig ist. Das zu untersuchende Material wird dabei einem System zugesetzt, das mit
Faktor Va, einem physiologischen Substrat des aktivierten Protein C, angereichert ist.

Zur Standardisierung der Reaktionszeit wird einem Protein S Mangelplasma aktiviertes
Protein C und Faktor Va zugesetzt und eine Bezugskurve mit Thrombokalibrator-Plasma

erstellt. Die Gerinnungszeit dieses Kalibrators wird gemessen und als 100% Aktivitat

103
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bestimmt, die Zeit ohne Kalibratorzugabe dient als Leerwert (0-Wert). Die Protein S Aktivitat

wird in Prozent der Norm angegeben.

Konzentrat Filtrat

amicon 30
amicon 500
amicon 30
amicon 500

o
™
T
o

Pall 30

Abb. 13 Nachweis von Protein S in Filtraten und Konzentraten verschiedener Centripreps unterschiedlicher
Firmen

Eine sehr geringe Menge (20ul) Flissigkeit wurde den jeweiligen aufgereinigten Proben entnommen und auf
einem 7,5% SDS-PAA-Gel unter denaturierenden Bedingungen aufgetragen. Der Nachweis von Protein S auf
Nitrocellulosemembran erfolgte mit einem 1:500 verdinnten spezifischen polyklonalen Antiserum (Western-

Blot). Die beiden ersten Spuren mit den Konzentraten der 36WEffKonzentratoren sollten das gesuchte

Protein S enthalten.

Waéhrend dies hoch konzentriert in dem Konzentrat der Saule der Firma Amicon der Fall ist, ist deutlich weniger
Protein in dem Konzentrat der S&ulen der Firma Pall zu finden. Ebenso ist deutlich zu sehen, daf? im Filtrat der
Saule der Firma Pall mit eineout-offvon 30 kD reichlich Protein S vorhanden ist, obwohl Protein S ein
Molekulargewicht von 70 kD hat, wahrend ein Proteinnachweis im Filtrat der 30utidff Sdule der Firma

Amicon nicht méglich ist. Fur einen spezifischen Protein-Aktivitétstest wurden ausschlieflich die vorbehandelten
Konzentrate der 30 kbut-off SAulen der Firma Amicon verwendet.

Zur Normierung der zu bestimmenden Proben wird die Gerinnungszeit gemessen und mit den
kalibrierten Werten verglichen. Ergeben sich dabei Werte, die Uber der maximalen
Gerinnungszeit, also tiber 100% liegen, ist durch die Probe die Gerinnung weiter verzdgert,
die Probe gerinnt langsamer als die Thrombokalibrator-Plasmakontrolle. Werte unter 100%
gelten als erniedrigt, die Probe gerinnt schneller als die Kalibratorkontrolle. Werte von unter
20% werden als negativ angesehen, das heilit, die Probe enthalt kein aktives Protein S.

Beim Einsatz der konzentrierten Zellkulturiiberstande zeigte sich, daf3 das dort vorhandene
Protein S in der Lage ist, die Gerinnungszeit des aPTT-Test deutlich zu verzdgern. Protein S
wird somit von Lungenkarzinomzellinien synthetisiert und in funktionsfahiger, prozessierter

Form in den Uberstand abgegeben.
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Abb. 14 Graphische Darstellung der Ergebnisse des Protein S Clotting-Tests
Dargestellt ist die Gerinnungsaktivitaten eines Protein S-freien Uberstandes, einem Protein S Standard und von
zwei speziell aufgereinigten und ankonzentrierten Zellkulturiberstanden. Beide Zellkulturiberstande enthalten

aktives Protein S in einer den Gerinnungstest beeinflussenden Menge bzw. Aktivitat.

Die antikoagulatorische Aktivitat des Protein S aus Zellkulturiiberstanden ist durchaus
vergleichbar mit Normalwerten aus Serum, fur die der Hersteller des Tests einen vorlaufigen
Normalbereich von 65% bis 140% angibt. Eine Quantifizierung ist jedoch an Hand dieses

Tests nicht moglich.

3.2.7.2 Protein S hat keinen mitogenen Effekt auf Zellinien

Neben der antikoagulatorischen Wirkung von Protein S wurde auch ein mitogener Effekt auf
verschiedene Zelltypen, so z. B. glatte Muskelzellen, berichtet (Gasic et al.,1992). Um einen
solchen Effekt auf Bronchialkarzinomzellinien nachzuweisen, wurden drei nicht-kleinzellige
Linien, EPLC-32M1 (Tyro3 +, Protein S +), 97TM1 (Tyro3 ++, Protein S -) und NIH-H125
(Tyro3 ++, Protein S ++), in definierter Zellzahl ausgesat, fir drei Tage gehungert und
anschlieRend mit 10pg/ml Protein S (physiologische Konzentration) stimuliert. Als
Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen. Die Zellzahl wurde tUber drei Wochen ermittelt.
Es konnte keine signifikante Anderung im Proliferationsverhalten der drei beobachteten

Zellinien mit und ohne Protein S im Medium gezeigt werden.
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3.2.7.3 Protein S igh situin Lungentumoren nachweisbar

Da eine Expression von Protein S in der Lunge bisher nur gitu- Hybridisierungen an
Kaninchenlunge (Dahlbéck et al.), nicht aber in humaner Lunge und Lungentumoren gezeigt
wurde, erfolgte mit Hilfe der Immunhistochemie ein Nachweis an Tumorschnitten. Dazu
wurden Schnitte von 21 Tumoren (6 ADC, 14 SCC, 1 BAC) mit einem polyklonalen
Kaninchen-Antiserum gegen Protein S inkubiert. Ein spezifischer Nachweis erfolgte mit

einem Sekundarantikérper und AEC als Farbstoff.

Abb. 15 Photographien der an Lungentumorgewebe durchgefiihrten Immunhistochemien

Alveolarmakrophagen und Blutgefalie reagierten mit dem Anti-Protein S Antiserum. Tumorschnitte zeigten eine
Antigenreaktion in der Nahe nekrotischer Areale und eine starke Reaktion an der Gewebegrenze zum
Umgebungsgewebe. Die Detektion spezifischer Antigen-Antikdrper-Komplexe erfolgte mit einem biotinylierten
Sekundarantikdrper und AEC als Farbsubstrat. Zellkerne wurden mit 10% Hamatoxylin gegengefarbt. Die

Vergrol3erung ist 40fach.

Die Auswertung zeigte, dal3 etwa 50% aller Lungentumoren, da sie deutlich mit spezifischen
Protein S-Antikorpern reagierten, Protein S synthetisierten, unabhéngig von ihrem Histiotyp.
Besonders auffallig war, dal3 starke Antikorperfarbungen gegen Protein S haufig in
Tumorinseln konzentriert und in der Nahe nekrotischer Regionen gefunden wurde. Eine starke
Antigenfarbung wurde vor allem in den Plattenepithelkarzinomen beobachtet, wo es in von
Bindegewebe umschlossenen Tumorinseln nachgewiesen wurde. In den Adenokarzinomen
war die Farbung auf Foci einzelner Zellen beschrankt. Protein S wurde aber auch in normalen
Bronchialepithel, Alveolarmakrophagen und Endothelzellen der Blutgefal3e nachgewiesen;
Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Dahlbéck et al. Die mikroskopische

Auswertung der Farbungen ist in der folgenden Tabelle zusammengefalit:
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Tumorart positive Befunde % Anteil positiver Tumoren
Plattenepithelkarzinom 10/14 71,5
Adenokarzinom 3/6 50
Bronchioalveolarkarzinom 1/1 100

Tab. 9 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
3.2.8 EinflulR der AxI-RTK auf humane Bronchialkarzinomzellinien

Da Axl in Lunge vorwiegend histiotypisch exprimiert wird, seine Funktion beziglich eines
Einflusses auf das Wachstum und die Differenzierung von Zellen aber nicht bekannt ist,
wurden unterschiedliche Linien mit einem Plasmid, das zur Expression der AxI-Kinase fuhrt,
transfiziert. Ziel dieser Versuche war es, den biologischen Einflul3 von Axl auf die
Differenzierung (Morphologie) der Zellen zu untersuchen und eine mdglicherweise mitogene
Wirkung (Proliferation) nachzuweisen. Fur die Transfektionsexperimente wurden Zellinien
nach Kriterien ihrer Rezeptorexpression ausgewahlt und mit unterschiedlichen Vektoren
transfiziert. Eine Auswahl der Zellinien erfolgte hinsichtlich der endogenen Expression von
Axl und des EGF-Rezeptor, beide Rezeptoren wurden von den gewahlten Linien nicht
exprimiert (negativer RT-PCR Nachweis).

Da nur eine untersuchte NSCLC-Linie EGF-Rezeptor negativ war, die endogen Gas6
exprimierte, muf3te hier auf die Transfektion einer Gas6 negativen Linien verzichtet werden.
Allerdings war es moglich, sich hinsichtlich ihrer Gasé Expression unterscheidende SCLC-
Linien zu transfizieren und so einen Effekt von endogenem Gas6 auf die eingebrachte AxI-
Kinase zu unterscheiden.

Als Kontrolle wurde bei den Transfektionen ein Plasmid eingesetzt, das kein Insert enthielt
(PCMV neoleer; Leervektor), um eine Beeinflussung des Plasmids oder der Transfektion
selbst auszuschliel3en. Zum Nachweis einer moglichen Rolle AxIs in der Differenzierung von
Zellen wurden die Zellen mit einem Plasmid transfiziert, das als Insert das gesamte Gen der
Wildtyp-AxI-RTK unter Kontrolle des CMV-Promotors enthielt. Da gereinigtes Gas6 nicht
zur Verfigung stand und somit die Wildtyp-AxI-Kinase nicht direkt stimuliert werden konnte,
wurde die Zellinien zuséatzlich mit einem Plasmid, das ein Chiméarkonstrukt aus dem
extrazellularen Teil des EGF-Rezeptors und des Transmembrananteils und der Kinasedomane
des AxI-Rezeptors war, transfiziert. Ein solches Chimarkonstrukt la3t sich mit Hilfe von EGF
als Liganden stimulieren und der EinfluR der Kinase auf die Signaltransduktion und ein

eventuell verandertes Wachstumsverhalten kann so beobachtet werden. Diese Plasmide
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wurden freundlicherweise von Dr. H.W.G. Janssen, Ulm, zur Verfugung gestellt. Ein
Nachweis der Phosphorylierbarkeit beider exprimierter Rezeptoren ist von Braunger et al.,
1998, erbracht worden. Es wurden Linien mit allen Konstrukten transfiziert und etabliert.
Zellen, die mit diesen Konstrukten transfiziert wurden, wurden im Folgenden mit ihrer

Nummer und folgendem Zusatz bezeichnet:

Expressionskonstrukt neue Bezeichnung der Zellinien nach Transfektion
pCMV-neoAXL NCI-Nummer A

pCMV-neoEGFR/AXL NCI-Nummer EA

pCMV-neoleer NCI-Nummer LV

Da die Zellen, die mit den Plasmiden transfiziert werden sollten, sowohl nicht den Axl-
Rezeptor wie auch keinesfalls den EGF-Rezeptor exprimieren sollten, wurden hierfir die
Zellinien NCI-H69, -H82 (SCLC) und -H2077 (NSCLC) gewahlt.

Diese Linien wurden mit den Plasmiden transfiziert, selektioniert und polyklonal etabliert.

Um zu gewabhrleisten, dal3 das transfizierte Gen in ausreichender Menge exprimiert wird, bzw.
daf3 das Leerkonstrukt keinen Einflu3 auf die Zellen nimmt, wurde mRNA aus transfizierten
Zellen extrahiert, revers transkribiert und mit Hilfe der RT-PCR getestet. Dazu wurden
Primerpaare gewahlt, die einmal den C-terminalen Bereich von Axl, die Kinasedoméane
erkennen (PJA2 und PJAS3), und weiterhin ein Primerpaar, das den N-Terminus, den

extrazellularen Bereich von Axl (PJA 11 und PJA12) erkennt.

3.2.8.1 Die Axl-Kinase hat keinen direkten EinfluR auf die Morphologie transfizierter

Zellinien

Unmittelbar nach Transfektion und auch nach Selektion von transfizierten Zellen lief3 sich
eine direkte Veranderung hinsichtlich ihrer Morphologie, in Bezug auf ihnr Wachstum als
Suspensionszellen bzw. adharente Zellen, nicht nachweisen. Alle mit dem Leervektor, dem
Wildtyp-Konstrukt oder mit dem Chimarkonstrukt transfizierten Zellen zeigten keine
Unterschiede im Phanotyp auf. Daher kann ein entscheidender Einflul3 von Axl auf die

morphologische Differenzierung von Bronchialkarzinomzellinien nicht belegt werden.
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Abb. 16 Expressionskonstrukte der Axl Rezeptortyrosinkinase und das EGF-R/AxI-Rezeptorchimars und des

Vektors ohne Expressionskonstrukt (Leervektor)
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Abb. 18 Autoradiographie der PCR-Resultate transfizierter Zellinien
In den Zellinien, die mit dem Leerkonstrukt (0CMV-neoleer) transfiziert wurden, konnte auch nach Transfektion

und Selektion keine AxI-Expression nachgewiesen werden. Die Zellen, die mit dem AxI-Wildtyp
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Expressionskonstrukt (n)CMV-neoAXL) transfiziert worden waren, waren Signale sowohl fir den extrazellularen
wie auch fur den intrazellularen Bereich von Axl zu detektieren. Eine vollstéandige Expression des Axl-Gens
konnte somit nachgewiesen werden. In den mit dem chiméren Expressionskonstrukt (0CMV-neo EGFR/AXL)

transfizierten Zellen lie3 sich hingegen nur der intrazellulare AxI-Anteil nachweisen, wie es zu erwarten war.

3.2.8.2 Unerwartete EGF-abhangige Wachstumsregulation von Axl-transfizierten Zellinien

Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses der AxI-Kinase auf das Proliferationsverhalten
von Zellen, wurde die Teilungsrate unterschiedlich transfizierter Zellen (chimarer Rezeptor,
Wildtyp- und Leervektor, mit und ohne EGF- Stimulation) in Wachstumskinetiken bestimmit.
Die Leervektor transfizierten Zellen dienten dabei als Negativkontrolle. Aus dem Vergleich
des Proliferationsverhaltens der verschiedenen Zellinien und méglichen Unterschieden in
ihrer Proliferation lieBen sich Rickschliisse auf eine Axl-Funktion ziehen.

Hierflr wurde jeweils eine definierte Anzahl Zellen ausgesat, fur drei Tage serumfrei gehalten
und anschlieRend ein Teil der Zellen mit 100ng/ml EGF stimuliert. Uber die Dauer des
jeweiligen Versuches wurde einmal wochentlich frisches EGF zugesetzt. Eine Bestimmung

der relativen Zellzahl erfolgte alle drei bzw. vier Tage mit einem Substratassay (Formazan).

Absorption
H69 LV H69 LV H69 EA H69 EA H69 A H69 A
+EGF +EGF +EGF

Tage
1 0,17 0,15 0,1 0,16 0,27 0,33
6 0,4 0,27 0,15 0,23 0,355 0,585
9 0,3 0,1 0,13 0,17 0,19 0,86
12 0,57 0,12 0,094 0,15 0,25 1,83
14 0,47 0,19 0,15 0,3 0,33 1,6
16 0,65 0,29 0,35 0,47 0,23 1,84
19 0,8 0,4 0,37 0,68 0,36 2,74
22 0,85 0,49 0,53 0,71

Tab. 10 Auswertung der Proliferationskinetiken fur die aus den H69 gezogenen Linien
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Abb. 19 Graphische Darstellung der Wachstumskinetiken der transfizierten H69 Zellen
Die gemessenen Absorptionen wurden gegen die Stimulationsdauer mit EGF aufgetragen. Zu beachten ist die

unterschiedliche Skalierung der Y-Achsen!
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Absorption
H82 LV H82 LV H82 EA H82 EA H82 A H82 A
+EGF +EGF +EGF

Tage

1 0,24 0,25 0,15 0,2 0,295 0,35
6 0,37 0,32 0,32 0,35 0,3 0,51
9 0,27 0,145 0,24 0,24 0,155 0,48
12 0,59 0,27 0,35 0,35 0,31 0,61
15 0,71 0,49 0,58 0,73 0,61 1,38
19 1,1 0,6 0,65 0,95 0,735 1,53

Tab. 11 Auswertung der Proliferationskinetiken transfizierter H82 Linien

In der graphischen Auswertung der Proliferationskinetiken der kleinzelligen Linien NCI-H69
und -H82 wird deutlich, dafd Zellen, die mit dem Leervektorkonstrukt transfiziert wurden,

auch ohne EGF-Zugabe noch in der Lage sind, sich in deutlichem Mal3e zu teilen, was auf
eine basale Proliferation schliel3en lafl3t. Diese Zellen scheinen jedoch nach Zugabe von EGF
in ihrem Wachstum gehemmt. Da diese Zellen keinen EGF-Rezeptor besitzen, ist dieser
Effekt nicht eindeutig zu erklaren. Er kdnnte auf unspezifische Einflisse zurtickzufihren sein.
Zellen, die mit dem Rezeptorchimar, dessen Stimulierbarkeit mit EGF durch Braunger et al.,
1997, gezeigt wurde, transfiziert wurden, proliferieren ohne EGF-Stimulation kaum, im
Vergleich dazu zeigen diese Zellen aber auch nur ein minimal beschleunigtes Wachstum nach
Zugabe von EGF. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate dieser
Zellen mit und ohne EGF.

Ebenfalls wachsen AxI-Wildtyp transfizierte Zellen ohne Zugabe von EGF nur minimal.
Erstaunlicherweise proliferieren diese Zellen jedoch nach Zugabe von EGF. Dieser Effekt liel3
sich in drei unabhangigen Experimenten bislang wiederholen. Da diese Zellen jedoch keinen
EGF-Rezeptor besitzen, ist dieser Effekt unklar und erfordert weitere Untersuchungen. Eine

Stimulation von Axl durch EGF kann dabei nicht ausgeschlossen werden.
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Kinetik H82 LV

c
S —&— H82LV
o
I} —il— H82LV +EGF
8
<
0 T T T } }
1 6 9 12 15 19
Tage
Kinetik H82 EA
c
_%_ —&— HB82EA
§ —il— H82EA +EGF
Q
<

Kinetik H82 A

S ——H82A

s —— HB2A +EGF
8

2

Abb. 20 Graphische Darstellung der Ergebnisse der Wachstumskinetiken der H82 transfizierten Zellinien
Aufgetragen wurden die gemessenen Absorptionen gegen die Dauer der EGF-Stimulation. Zu Beachten sind die
unterschiedlichen Skalierungen der y-Achsen!
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Absorption
H2077 LV |H 2077 LV |H2077 EA [H2077 EA |H2077 A |H2077 A
+EGF +EGF +EGF

Tage
1 0,35 0,4 0,05 0,1 0,03 0,2
3 0,69 0,84 0,44 0,44 0,41 0,55
5 1,76 0,97 0,73 0,82 0,72 1,14
7 3,97 3,33 2,9 2,7 2,08 3,75
9 4,01 2,33 3,53 2,57 3,63 4,15
11 3,81 1,42 3,83 2,65 3,64 3,71

Tab. 12 Auswertung der Proliferationskinetik der transfizierten H2077

Die Leervektor transfizierten NCI-H2077 Zellen zeigten mit und ohne Zugabe von EGF
anfanglich ein nahezu identisches Wachstumsprofil. Wahrend die unstimulierten Zellen dann
ihr Wachstum deutlich verlangsamen, scheint die Zahl der EGF stimulierten Zellen
abzunehmen.

Wie schon bei den kleinzelligen transfizierten Linien zeigen die mit dem chiméaren Konstrukt
transfizierten Zellen zu Beginn der Kinetik keinen Proliferationsunterschied zwischen
unstimulierten und stimulierten Zellen. Auch hier ist, wie schon bei den Leervektor
transfizierten Zellen nach einigen Tagen eine weitere Zunahme der Zellzahl nicht zu
beobachten, wahrend unstimulierte ihre Teilungsrate zwar reduzieren, aber noch
weiterwachsen.

Die Kinetik der Axl transfizierten Zellen hingegen ist an allen Tagen der Bestimmung nahezu
identisch, ein Absinken der Zellzahl oder ein Wachstumsstop der stimulierten Zellen ist nicht
zu beobachten.

Damit konnte Im Gegensatz zu transfizierten SCLC-Linien kein proliferationsférdernder
Effekt durch EGF, weder in EGF-R/AxI- noch in Wildtyp-AxI-transfizierten Linien

beobachtet werden. Ein proliferationsinduzierender Effekt von EGF kann dabei durch die sehr

hohe basale Proliferation der Zellen auch nach Serumentzug tberdeckt werden.
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Abb. 21 Graphische Darstellung der Wachstumskinetik der transfizierten H2077 Zellinien
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3.2.8.3 Endogen exprimiertes Gas6 hat keinen Einflul3 auf das Proliferationsverhalten Axl-

transfizierter Zellen

Da Gas6 endogen von NCI-H69 und -H2077 sezerniert wird, konnte durch einen Vergleich
von Leervektor-transfizierten Zellen mit Axl-Wildtyp-transfizierten Zellen (ohne Zugabe

eines Stimulans und unter serumfreien Bedingungen) ein mdglicher vorhandener Einflul3 von
Gas6 auf diese Zellen untersucht werden. NCI-H82 Zellen, die kein Gas6 sezernieren, dienten,
in Hinblick auf die Spezifitat eines Effekts, als Negativkontrolle.

Die graphische Darstellung der Wachstumskurven (Abb. 22) zeigt deutlich, daf} die Gas6
sezernierenden Zellinien H69 A und H2077 A keinerlei Proliferationsvorteil gegentber der
Gas6 negativen H82 A haben, verglichen mit den entsprechenden Leervektor-transfizierten
Zellinien.

Dies lai3t den Schluf3 zu, dal3 Gas6 auf die AxI-transfizierten Zellen (NSCLC und SCLC) unter
dem gewahlten Versuchsbedingungen keinen positiven Einflu auf die Proliferation der
Zellen hat. Da in diesem Versuch nur ein Einflu? von endogenem Gas6 auf Axl untersucht
werden konnte, ist es nicht ausgeschlossen, dald exogen zugesetztes Gas6 (in einer hoheren
Konzentration als das endogen vorhandene), eine Veranderung in der Proliferation der Zellen

bewirkt.

3.2.8.4 Zusammenfassung bisheriger Befunde zur zellularen Funktion von AxI

Fal3t man die Ergebnisse der Untersuchungen zur méglichen biologischen Funktion von Axl
zusammen, so &Rt sich weder ein direkter Einflul von Axl auf die Art des Wachstums
hinsichtlich Adharenz, noch ein Einflufd auf die Proliferation in Gegenwart des als
physiologisch beschriebenen Liganden Gas6 beobachten. Auch eine Wachstumsinduktion
durch Aktivierung (uber eine Ligandenbindung) eines chimaren Rezeptorkonstrukt in
entsprechend transfizierten Zellen liel3 sich nicht beobachten. Somit vermittelt Axl weder
Zell-Matrix-Kontakte im untersuchten System, mit oder ohne Ligand, noch wird die
Teilungsrate durch die aktivierte Axl-Kinasedomane mit beeinfluf3t.

Allerdings liel3 sich ein proliferationsinduzierender Einflu® auf AxI-Wildtyp transfizierte
Zellen beobachten, wurden diese mit EGF stimuliert. Ein solcher synergistischer Effekt von
EGF und Axl wurde bisher nicht beobachtet, so dal3 es sich hierbei um ein mogliches neues
Rezeptor-Ligandensystem mit proliferativer Funktion handeln kénnte. Dies bedarf jedoch

noch weiterer Untersuchungen.
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Abb. 22 Graphische Darstellung der Proliferation Wildtyp-AxI transfizierter Zellen gegen die Proliferation

Leervektor transfizierter Zellen
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3.3 Expression des CD44-Rezeptors in Bronchialkarzinomen
Der CD44-Rezeptor ist beim Menschen in vielen variablen Formen bekannt. Alle bekannten

Varianten des CD44-Rezeptors entstehen durch Expression eines Gens und folgendem
alternativem Spleif3en.

Da einige Teile der variablen Region des CD44-Rezeptors, vor allem das Teilstlck v6, in
Zusammenhang mit dem Metastasierungsverhalten von Zellen gebracht wurden, ergab sich
die Fragestellung des Einflusses auf Zellen des Bronchialkarzinoms. Daher wurden zuerst

Kulturzellen und spater auch solide Tumoren auf auftretende Formen des Rezeptors

untersucht.
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Abb. 23 Schematische Darstellung des CD44-Gens mit Lage der gewahlten Primer zur RT-PCR Analyse
Gezeigt sind die konstanten und varianten Exons des humanen CD44 Transkripts. Darunter ist die Lokalisierung
der fur die RT-PCR eingesetzten Primer wiedergegeben, um mogliche eingespleite Exons ebenso wie die
Transmembrandoméne zu amplifizieren. Die Pfeile zeigen die Richtung der DNA-Synthese der einzelnen Primer

an. Die GroRRe der mit den unterschiedlichen Primern zu erwartenden Transkripte ist daneben angegeben.

3.3.1 Der CD44-Rezepor wird in Bronchialkarzinomzellinien exprimiert

Um die Expression des CD44-Rezeptors und seiner Varianten in Zellinien aus
Lungentumoren zu analysieren, wurde zunachst RNA aus subkonfluent wachsenden Linien
isoliert, revers transkribiert und die so erhaltene cDNA fiur die PCR-Untersuchung eingesetzt.
Zur Expressionsanalyse wurden Primer ausgewahlt, die den in jeder Isoform enthaltenen
konservierten Bereich, wie in Abb. 23 dargestellt, abdeckten. Diese liel3en sich mit spezifisch
gegen einzelne variable Exons gerichteten Primern kombinieren, so dal3 eine Detektion immer

von dem untersuchten Exon bis in die konservierte Doméne stattfand. Dieses Verfahren

119



3 Ergebnisse

ermoglichte einen Exon-spezifische RT-PCR-Nachweis. Die Expression des CD44-Gens mit
seinen variablen Exons konnte vollstandig untersucht werden.

Teilweise zeigte sich, dal3 mehrere PCR-Produkte unterschiedlicher Lange mit dem selben
Primerpaar in einem Reaktionsansatz auftraten. Die detektierten multiplen PCR-Fragmente
deuten darauf hin, dal3 das nachgewiesene Exon in mehreren unterschiedlichen CD44-mRNAs
prasent war. Dies ist aufgrund der vielen mdglichen, durch den SpleiRvorgang bedingten
Kombinationen und der Art der gewéhlten Primer denkbar, da teilweise die Amplifikation des
DNA-Fragmentes Uber mehrere variable Exons erfolgte.

Auch die Menge an transkribierter CD44 mRNA variierte zwischen einzelnen Linien. So
zeigten vor allem SCLC- und Adenokarzinomzellinien teilweise nur eine sehr schwache
Amplifikationsbande. In drei Linien (1 NSCLC, 2 SCLC) liel3 sich keine cDNA fir ein CD44
Transkript nachweisen. Auffallig war, dal3 das Exon v5 ausschlie3lich von NSCLC-Linien

exprimiert wurde.
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Abb. 24 Zusammenstellung der RT-PCR-Ergebnisse fir die Zellinie 97TM1

Die PCRs wurden mit den beschriebenen Primerkombinationen durchgefiihrt. Gezeigt ist eine Silberfarbung zur
Detektion amplifizierter DNA-Fragmente nach PAGE (6% Gel). GAPDH ist als interne Kontrolle zur
Abschatzung relativer Mengen mit aufgetragen. Die Analyse der variablen Exons zeigte teilweise, dal? mehrere
das Exon enthaltende Form exprimiert werden. Die CD44std-Primer amplifizieren alle vorkommenden CD44-
Formen. Prominent sind hierbei vor allem die als CD44H/CD44s beschrieben Form, die keines der variabel
einspleiBbaren Exons enthalt und die als CD44E beschriebene, epitheliale Form, die die Exons v8 bis v10

einschlief3t.
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Die Auswertung der RT-PCR Analysen zeigte, daf3 CD44-mRNA in allen Subtypen der

untersuchten Linien zu finden ist, allerdings in Linien kleinzelligen Ursprungs weniger haufig

als in Linien nicht-kleinzelliger Abstammung.

Zusatzlich lieR sich beobachten, daf die Exons v8, v9 und v10 in den untersuchten Linien

grundsatzlich kombiniert exprimiert werden. Die gemeinsame Expression variabler Stticke ist

als epitheliale Form des CD44-Rezeptors beschrieben worden und lafit sich haufig auch in

anderen Geweben beobachten.

NSCLC-Linien

scc LCC ADC
Standard | Teme; 32M1{U1752} 97TM1} H103 U181G H23 H125 H8Z0 H15%3 H2009 H2G77 H2
RT-PCR Zyklenzahl
CD44s 59°: 25| +++i ++ | +++| +++ +++ 4+ +i ++ + ++ - +
™ 59°: 25 ++ | ++ ++ | 4| |+ + + + ++ - +
Exon-
spezifische
RT-PCR
v2 56°; 25 - + + - - - - + - + - -
v3 57°;25| - ++ | ++ - - - - + + - - -
v4 56°; 25 - ++ ++ - - - - + + + - +
v5 56° 25| - ++ + - - - - + + - -
V6 56°; 25| + ++ + + - - - + - + - +
V7 58°; 251 + ++ + - - - - + + - - -
v8 59°; 25| + ++ L+ 4+ - - -+t + ++ - ++
v9 59° 25 + : ++ @ ++  + - - -+ ++ - ++
v10 58° 25| + ++ | 4+ + - - -+t + + - ++

Tab. 13Expression der CD44-Isoformen in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzellinien

Die Expressionsstarke wurde ermittelt und aufgefuhrt wie folgt:

starke Expression:
moderate Expression:
schwache Expression:
keine Expression:

+++
++
+
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Das Exon v5 wurde ausschlie3lich von Zellen nicht-kleinzelligen Ursprung exprimiert.

Bei der Analyse der kleinzelligen Linien stellte sich heraus, daf3 nur drei Linien (37,5%) in der
Lage sind, variable Exons einzusplei3en. Hingegen sind in Zellinien nicht-kleinzelligen
Ursprungs erheblich haufiger variable Exons nachzuweisen, acht von elf CD44 positive

Linien (72,7%) zeigen Isoformen.

SCLC-Linien

H24 [H69 | DMS79] H82 | H14€ H510 H525 H84]L
Standard | Temp;
RT-PCR Zyklenzahl
CD44s 59°, 25| + + ++ -+ - + -
™ 59°; 25| + + ++ + | ++| - - -
Exon-
spezifische
RT-PCR
v2 56° 25| - - + - + - - -
v3 57°;25| - - ++ e - -
v4 56°; 25| - - ++ - ++ - - -
v5 56°; 25| - - - - - - - -
V6 56°; 25| - - ++ - ++ - - -
24 58° 25| - - ++ -+ - - -
v8 59°, 25| + + ++ - 4+ - + -
v9 59°; 25| + + ++ - + - + -
v10 58°, 25| + + ++ - 4+ - + -

Tab. 14 CD44-1soformexpression in SCLC-Bronchialkarzinomzellinien

Die Expressionsstarke wurde ermittelt und ist wie folgt aufgefuhrt:

starke Expression: +++
moderate Expression: ++
schwache Expression: +

keine Expression:
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Die RT-PCR Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

NSCLC SCLC
Standard RT-PCR
CD44s 11/12 91,7 % 5/8 62,5 %
™ 11/12 91,7 % 5/8 62,5 %
Exon spezifische RT-PCR
v2 4/12 33,3% 2/8 25%
v3 4/12 33,3% 2/8 25 %
v4 6/12 50 % 2/8 25%
v5 4/12 33,3% 0/8 0%
V6 7/12 58,3 % 2/8 25%
V7 5/12 41,7 % 2/8 25 %
v8 8/12 66,7 % 5/8 62,5 %
v9 8/12 66,7 % 5/8 62,5 %
v10 8/12 66,7 % 5/8 62,5 %

Tab. 15 Zusammenfassende Auswertung der CD44-Expressionsergebnisse

Um die Translation der nachgewiesenen CD44-Transkripte zu bestatigen, wurden an den
untersuchten Zellinien die Epitope v5, v6 und v7/8 des CD44-Rezeptors mit monoklonalen
Antikérpern nachgewiesen. Dazu wurden subkonfluente, adhérent wachsende Zellen auf
Objekttrager ausgeséat bzw. von Suspensions-Linien Zytospins hergestellt, an denen der
Antikérper-Nachweis erfolgte.

Die Zellen auf den Objekttragern wurden fixiert, die endogene Peroxidase geblockt und mit
jeweils Epitop-spezifischen Antiseren Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Nachweis von
spezifischen Bindungen erfolgte mit einem biotingekoppelten Zweitantikdrper und AEC als
Substrat. Die Zellen wurden anschlie3end entweder mit Hoechst 33258 oder mit Hamatoxylin
gegengefarbt. Es wurden in drei unabhangigen Experimenten von jeder untersuchten Zellinie

mit jedem Antikérper Objekttrager gefarbt. Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop.
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NSCLC-Linien
scc LCC ADC
AK gegen |32M1U1752} 97TM1 H103; U181Q H23; H125 H8Z0 HI1573 H2009 H2077 H2126
CD44s ++ 1 ++ ++ | ++H ++ + +i 4+ + + - +
v5 + + + - - - - + + - - -
V6 + - + - - - - + - - - +
v7/8 + + + + + L+ o+ o+ o+ + - +

Tab. 16 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen nicht-kleinzelliger Zellinien mit CD44 Epitop-

spezifischen Antikdrpern

SCLC-Linien
AK gegen [H24 'H69 :DMS79 : H82 : H146 H510 H52¢ Hs4l
CD44s - + ++ - + - + -
5 - - - - - - - -
v6 - - + - + - - -
v7/8 + + + - + - + -

Tab. 17 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen kleinzelliger Zellinien mit gegen CD44-Isoformen

gerichteten Antikorpern

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen zeigte, daf? 11/12 NSCLC Linien und
4/8 SCLC Linien den CD44-Rezeptor exprimieren. Auch konnten die RT-PCR Analysen
bestétigt werden, dal3 die Epitope v7/8 die am haufigsten exprimierten variablen Exons der
untersuchten Bronchialkarzinomzellinien sind. Ebenso lief3 sich das Ergebnis der RT-PCR

bestatigt werden, dal? das Exon v5 nur von nicht-kleinzelligen Zellinien exprimiert wird.

Exon-spezifische Antikorper NSCLC SCLC

CD44s 11/12 91,7 % 4/8 50 %
VS 5/12 41,7 % 0/8 0%
V6 4/12 33,3% 2/8 25%
v7/8 11/12 91,7 % 5/8 62,5 %

Tab. 18 Tabellarische Zusammenfassung der immunhistochemischen Ergebnisse

124
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Mit wenigen Ausnahmen konnten die RT-PCR Ergebnisse immunhistochemisch bestétigt
werden.

Unterschiedliche Ergebnisse traten vor allem in solchen Féllen auf, in denen mit Hilfe der
PCR nur eine sehr schwache Expression des Transkripts nachweisbar war; hier detektierten
die Antikdrper in einigen Fallen kein Protein. So waren zwar in den Linien NCI-H82 und -

H24 mRNA fur den CD44 Rezeptor nachweisbar, (eingeschrankt in der -H82 Linie), jedoch
gelang kein immunhistochemischer Nachweis mit einem gegen den extrazellularen Teil von
CD44 gerichteten Antikorper. Ebenso lief3 sich in den Linien NCI-H103, H1573, H1752 und -
H2009 mRNA des varianten Exons v6 detektieren, ein immunhistochemischer Nachweis
gelang jedoch nicht.

In der Zellinie NCI-H82 gelang ausschlief3lich ein mRNA Nachweis der
Transmembrandomaéne. Ein Fehlen des vollstandigen CD44 Rezeptors ist somit
wahrscheinlich. In Fall der Zellinie NCI-H24 konnte zwar der Rezeptor nicht mit einem gegen
CD44 gerichteten Antikorper nachgewiesen werden, jedoch gelang ein Rezeptornachweis mit
einem Epitop-spezifischen Antikdrper. Der fehlende Nachweis |3t sich mit einem
Nichterkennen des nicht gegen spezifische Epitope gerichteten Antikérpers erklaren.

Da in den nicht-kleinzelligen Zellinien U1752, NCI-H103 und -H2009 eine mRNA

Expression des Exons v6 belegbar war, eine Isoform des Rezeptors mit v6 jedoch nicht
nachgewiesen werden konnte, kann dies u.a. bedeuten, dal3 die Translation der v6
beinhaltenden mRNA unterdrtickt wird. Daf3 die Transkription eines Gens nicht zwangslaufig
zur Synthese des Proteins fuhrt, ist ein Phdnomen, das vielfach beobachtet wird.

Andere differierende Ergebnisse betreffen das Vorkommen einer positiven Immunhistochemie
ohne entsprechenden mRNA-Nachweis. Da die Amplifikation der mMRNA Transkripte in der
RT-PCR auf 25 Zyklen limitiert war, sind sehr geringe Mengen an cDNA nicht unbedingt
nachweisbar bzw. spielen evtl. vorhandene Inhibitoren im Reaktionsansatz eine wichtige
Rolle. So liel sich in der Zellinie EPLC 32M1 immunhistochemisch das Epitop v5 ebenso

wie in den Linien NCI-H125 und U1810 die Epitope v7/8 nachweisen, ohne das eine mRNA-
Expression belegt werden konnte.

Zusammenfassend laf3t sich auf Grund der RT-PCR Analysen und der immunhistochemischen
Farbungen festhalten, dafl3 die Mehrzahl der Linien, unabhéngig von ihrem histologischen

Ursprung, das CD44-Gen transkribieren und das Protein synthetisieren.
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3.3.2 Expression des CD44 Rezeptors in Lungentumoren

3.3.2.1 CD44-Transkripte sind in der mRNA solider Lungentumoren nachweisbar

Um ein Anwesenheit von CD44 in Primartumoren nachweisen zu kénnen, wurde mRNA aus
kryopraservierten Tumoren gewonnen. Diese wurde revers transkribiert und fir RT-PCR
Analysen eingesetzt.

Als Ergebnis stellte sich heraus, dal alle untersuchten Tumore nahezu samtliche Exons
aufwiesen. Da das CD44 Expressionsmuster der Tumoren dartber hinaus identisch mit den
entsprechenden mituntersuchten normalen Referenzgeweben war, schien es, daf3 die
Heterogenitat in Bezug auf die detektierten Splei3varianten nicht von den Tumorzellen selbst,
sondern von ihrem Umgebungsgewebe herrihrte. Da das Homogenisieren der Tumoren zur
RNA Extraktion keine Unterscheidung zwischen den im Tumormaterial vorhandenen
Zelltypen zulaf3t, kann tber die zellulare Herkunft der detektierten mRNA keine Aussage
getroffen werden. Da jeder Tumor nicht nur Tumorzellen, sondern auch Stromazellen,
Entztndungszellen und weitere Arten nicht-maligner Zellen enthalt, ist nicht ausgeschlossen,
dald viele der nachgewiesenen Exons nicht von den Tumorzellen selbst, sondern von Zellen
des "Umgebungsgewebes" exprimiert wurden. Da die RT-PCR Analyse an aus Tumormaterial

gewonnener RNA keine Aussagekraft hat, wurden diese Analysen eingestellt.
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Abb. 25 RT-PCR Analysen extrahierter mMRNA aus Tumoren

In fast allen Tumoren finden sich Transkripte fir CD44 mit unterschiedliche Exons. Es kann hier aber nicht

zwischen unterschiedlichen, im Tumor vorhandenen Gewebetypen differenziert werden.

3.3.2.2 Histiotypische Expression einer CD44 Isoform (v6) in primaren Lungentumoren
Neben der Fragestellung, ob CD44-Isoformen eine Rolle in Lungentumorzellinien zukommt,
wurde die Expression auch fur Bronchialkarzinome untersucht. Da sich die RT-PCR Analyse
an isolierter mMRNA aus Tumorgewebe als ungeeignet erwies, an den Zellinien jedoch gezeigt
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werden konnte, daf3 ein Antikrpernachweis eine adaquate alternative Methode darstellt,
wurden Tumoren unterschiedlichen histologischen Ursprungs mit spezifisch gegen CD44-

Isoformen gerichteten Antikorpern gefarbt.

Bevor die Antikorper fur eine immunhistochemische Analyse eingesetzt wurden, wurde ihre

spezifische Reaktion an Zellextrakten einiger Zellinien getestet und im Western-Blot bestatigt.
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Abb. 26 Spezifitatstest der monoklonalen CD44- Antikdrper

Western-Blot mit unterschiedlichen CD44 Antikdrpern. Zur Testung der Spezifitat der kauflichen Antikorper
wurde 150ug Ganzzellextrakt jeder Linie auf einem 5% SDS-Gel aufgetragen und die Proteinen nach erfolgtem
Gellauf auf einer Nitrocellulosemembran immobilisiert. Die spezifischen Antikérper wurden 1:250 verdinnt, ein
Nachweis spezifischer Bindungen erfolgte mit einem biotinylierten Zweitantikrper und DAB als Substrat.

Die Ergebnisse der RT-PCR konnten mit diesem Test bestatigt werden, so dal? die Antikdrper als hochspezifisch

bindend gelten kdnnen.

Kryopraservierte und paraffineingebettete Tumoren wurden mit den getesteten Antikdrpern
auf die Expression von CD44 und einigen varianten Exons dieses Rezeptors untersucht.
Solche Farbungen lassen eine genaue Lokalisation der Antigen-Antikdrper-Reaktion zu, da

einzelne Zellen angefarbt werden und so eine Auswertung von Tumorzellanteilen selbst
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moglich wird. Fir die Analysen mit unterschiedlichen Antikorpern wurden Serienschnitte
hergestellt, so daf’ die Untersuchungen eines Tumors in ihrer Lokalisation vergleichbar waren.
Eine Reaktion mit dem gegen die Standardform gerichteten Antikdrper konnte im
Bindegewebe, in Fibroblasten und Makrophagen, in den Alveoli, Pneumozyten, in
infiltrierenden Makrophagen und entlang des die Bronchien ausstattenden Epithels detektiert
werden. Keinerlei Antikorperreaktion zeigte sich dagegen im Knorpelgewebe.

Zusatzlich zu den CD44-Farbungen wurden Schnitte mit einem gegen Ki67-gerichteten
Antikorper gefarbt. Das Ki67/MIB1-Protein ist ein in der S/G2-Phase spezifisch auftretendes
Nicht-Histon Protein, das dadurch nur in proliferierenden Zellen zu finden ist. Mit Ausnahme
von Bronchioalveolarkarzinomen, die nur sehr wenige replizierende Zellen enthalten, erlaubt
die Anti-Ki67 gerichtete Farbung die Identifizierung proliferierenden Gewebes und damit eine
gute Abgrenzung von Tumorzellen zum Umgebungsgewebe.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen an einem grol3en Teil der
untersuchten Tumoren ergab, dal’ unterschiedliche Tumortypen variable Grade an
Immunogenitat mit den jeweiligen CD44-Antikorpern zeigten.

So farbten sich Plattenepithelkarzinome und Bronchioalveolarkarzinome deutlich starker und
einheitlicher an als Adenokarzinome. Grof3zellige Karzinome zeigten haufig nur einen
geringen Anteil an angefarbten, positiven Zellen, der 10% der Gesamtzahl aller Tumorzellen
unterschritt. Ein solch geringer Anteil das untersuchte Protein exprimierender Zellen wurde in
der Auswertung als negativ gewertet. Die untersuchten SCLC-Tumoren farbten sich nicht mit
den CD44-Antikorpern an. Karzinoide hingegen zeigten eine starke Reaktion, was auf eine
hohe CD44-Expression schliel3en laft.

Innerhalb der Tumoren selbst fand sich generell die starkste Antikorperreaktion an Zellen, die
an der Grenze der Tumorinfiltration zu finden waren, wahrend zentrale, im Tumorgewebe

liegende Bereiche haufig keine Antikdrperreaktion aufwiesen.

Die Tumoren wurden mit den beschrieben Antikdrpern gegen unterschiedliche Epitope des
CD44-Rezeptors mehrfach gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Gezeigt sind
Fotografien typischer immunhistochemischer Farbungen unterschiedlicher histologischer
Tumoren mit gegen verschiedene CD44-Isoformen gerichteten Antikérpern (Anti-CD44
Farbungen links und Anti-v6 Farbungen rechts).

Die gewahlte mikroskopische VergroRerung war 160fach. Alle Farbungen wurden mit

monoklonalen Antikérpern durchgefiihrt, und deren spezifische Bindung mit biotinylierten
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Zweitantikorpern und AEC als Substrat nachgewiesen. Die Zellkerne sind mit Hamatoxylin

gegengefarbt.

Abb. 28 Aufnamen eines mit unterschiedlichen CD44-Antikdrpern gefarbten Adenokarzinoms (5740)
(links:CD44; rechts:v6)
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Abb. 31 Aufnahmen der CD44-Antikdrperfarbungen eines kleinzelligen Tun&#2%)(CD44 links; v6 rechts)
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Tumor CDA44 std v5 v6 V718 Ki67 TNM- klinic. Stag. { Grading
Status

(% pos. Zellen) i Intensitat (% pos. Zellen)
ADC
A 90 ot - - - 70 TN{Mg [ Gl
80 20 + - : - 50 THNgMg [ G2
81 10 + - - - 30 TNaMg I[]2} G
97 50 + +) R + 30 1A G2
100 30 + - - + 30 BN{Mg A G2
117 55 ++ *+) - + 5 TNoMg | G2
121 60 + - - - 10 TNgMg | G2
122 10 + - - - 5 T,N3Mg B G2
138 30 + - - - 25 BNoMg A G3
330 60 +t *) - + <5 BNoMg | Gl
640 25 + - - *) 40 BNoMg A G3
4389 35 + + + - 10 TN{Mg I G2
5563 0 - - - - 10 T;NgMg | G2
5740 10 + + + + <1 BNgMg I G1
12107 10 + - - - <1 TiNgMg | Gl
15166 15 + - - + <1 TNgMg | G2
BAC
31-1 0 - - - 4 T{NgMg | Gl
321 0 - + +) - 1 TiNoMg | G1
2624 50 +t + + + <1 TNgMg | G1
10578 90 +t + + + <2 HNoMg I Gl
10674 40 +++ - + - 2 HN1Mg I Gl
10909 30 +++ +) + + 10 BNgMg I Gl
SCLC
93 <5 + - - - 80 THN1Mqg | G4
113 <5 + - - - 80 THoN3Mqg | G4
Karzinoid
99 >90 ++ - - - <1 | GX
83 >90 ++ + + - <1 T NgMg - GX
353 >90 ++ - - +/- <1 BHNgMg | GX
476 >90 ++ + - - <1 T NgMg - GX
LCC
77 5 + - - - 80 TiN1Mq | G4
87 50 + - - - 60 TBNoMg v G4

131



3 Ergebnisse

89 35 + - - + >90 BHN1Mqg I G4
109 80 ++ - - - 30 BNoMg A G4
570 70 ++ +) - +) <5 HN1Mqg I G4
680 10 + - - - <5 THN3Mqg A G4
1469 >60 ++ + + + 40 BN1Mg n G4
11401 <10 + - + - <5 TN{Mg I G4
SCC

90 >90 +t + + + 75 BNoMg iz} G2
112 >90 +t + + + 60 BNoMg | G2
132 >90 ++ + + + n.s. BNgMg | Gl
323 >90 ++ + + + 40 BN1Mg I G2
324 >90 ++ + + + 70 BN1.oMg Il G2
556 >90 ++ + + + 30 DNgMg | Gl
564 <10 + - - - 20 HNoM A G3
565 80 +++ + + + 20 DN1Mg | G3
579 >90 +t + + + 5 TN3Mg B G3
610 80 +++ + + + n.s. 1l G2
634 >90 ++ + + + n.s. BN1Mg I G3
653 >90 +++ + + + 20 DN3Mg A G3
657 >90 ++ +) + + 40 DNoMg A Gl
690 >90 +++ + + + 80 BNy Mg A G3
1134 <5 - - - +) 10 N1 Mg A G2
1154 80 ++ + + + 60 BNgMg I G2
1271 <5 - *) - - 15 TNoMg I G2
1655 >90 +++ + + + 45 BNgMg I G2
1720 80 ++ + + + 45 BN1.oMg NA G3
2229 60 ++ + + + 40 HN1Mg I G3
2616 10 + + + 10 BN1_oMg A G2
6130 0 - - - - 30 TiN{Mg I G2
9165 10 + + + + 10 BNoMg A G2
11681 50 ++ + + + 50 BNoMq | G2
915-16 50 +++ + + + 20 HNgMg I G2
LCC/scC

552 90 + + + + + TNy iz} G4
586 50 + + + + + Il G4
1478 70 ++ + + - 30 BN{Mg I G4

Tab. 19 Immunhistochemischer Nachweis von CD44-Isoformen in Bronchialkarzinomen mit Angabe des durch

Ki67-Nachweis erhobenen Proliferationsindexes und klinischer Tumordaten
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Die immunhistochemische Untersuchung der Expression unterschiedlicher Epitope des CD44-
Rezeptors zeigte, dald ein groRer Teil der Tumoren sowohl v5 exprimiert (39/64; 60,9%), v7/8
(37/64; 57,8%) als auch v6 (33/64; 51,6%).

Interessanterweise zeigten vor allem SCC eine Reaktion mit Antikdrpern gegen alle
untersuchten Epitope (19/25), was den Schluf3 zulaR3t, daf3 diese drei bzw. vier Epitope (v5,
v6, v7/8) haufig co-exprimiert werden. Ebenso zeigten BAC (2/6) und kombinierte Tumoren
aus SCC und LCC (Mischtumoren) (2/3) diese Co-Expression aller drei bzw. vier
untersuchten Epitope. Es konnte beobachten werden, dal3 vor allem in den kombinierten
Tumoren haufig nur Zellinseln angefarbt waren, die aber nicht eindeutig histologisch einer
bestimmten Tumorform zugeordnet werden konnten. Weiterhin wurde eine kombinierte v5
bis v7/8 Expression in 1/16 ADC, 1/8 LCC aber keinem der 4 Karzinoide gefunden. Die 2
SCLC-Tumoren zeigten keine detektierbare Expression des CD44-Rezeptors.

Der grofdte Unterschied im Expressionsmuster wurde fur das Epitop v6 festgestellt. Wahrend
CD44v6 in 20/25 (80%) der SCC und 5/6 (83%) aller Bronchioalveolarkarzinome gefunden
wurde, konnte diese Variante nur in 2/8 (25%) der untersuchten LCC und 2/16 (12,5%) aller
ADC nachgewiesen werden.

Da Adenokarzinome histologisch sehr eng verwandt mit Bronchioalveolarkarzinomen sind,

ergibt sich so eine histologische Unterscheidungsmaglichkeit dieser beiden Tumorgruppen.

% positive Falle

Histologie Anzahl der CD44s CD44v5 CD44v6 CD44v7/8

Falle
ADC 16 93,8 37,5 12,5 43,8
BAC 6 66,7 66,7 83,3 50
SCC 25 84,0 88 84 80
LCC 8 75,0 25 25 37,5
LCC/SCC 3 100 100 66,7 100
SCLC 3 33,3 33,3 0 0
Karzinoide 3 100 33,3 33,3 33,3

Tab. 20 Tabellarische Zusammenstellung der Tumorhistologie und Expression der CD44-Isoformen
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3.3.2.3 CD44-1soform Expression korreliert nicht mit patho-klinischen Daten

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Prasenz von CD44-Isoformen und dem
TNM-Status der Patienten zum Zeitpunkt der Operation, dem Proliferationsindex der Ki67
positiven Fraktion und dem Grading - einer histologischen Einteilung des
Differenzierungsgrades des Tumors - wurden die aus den histologischen Farbungen

gewonnenen Daten mit diesen Angaben auf eine mdgliche Korrelation hin untersucht.

% positive Falle

Charakteristika Anzahl der Falle CD44s CD44v5 : CD44v6 : CD44v7/8
TumorgréRe n=58

T1 14 57,1 42,9 42,9 26,7
T2 29 82,8 62,1 55,2 65,5
T3 12 100 58,3 50 58,3
T4 3 100 66,7 66,7 66,7

Lymphknotenstatus |n=57

NO 21 85,7 66,7 57,1 54,5
N1 15 73,3 46,7 53,3 50

N2 15 80 60 66,7 60

N3 6 83,3 33,3 33,3 33,3
Grading n=58

Gl 12 83,3 66,7 66,7 58,3
G2 22 81,8 63,6 50 60,9
G3 11 90,9 72,7 63,6 72,7
G4 13 69,2 38,5 38,5 38,5

Proliferationsindex [n=58

Ki67< 10% 18 83,3 55,6 50 55,6
Ki67 10-30% 21 76,2 57,1 38,1 47,6
Ki67> 30% 19 84,2 57,9 57,9 57,9

Tab. 21 Beziehung zwischen patho-klinischen Daten und der CD44-Expression
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Die Auswertung zeigte, dald weder die Anwesenheit des CD44-Rezeptors generell, noch das
Vorkommen irgendeiner der drei untersuchten Isoformen mit der Tumorgrof3e, dem
Lymphknotenbefall (bis N2), dem Grading (G1 bis G3) oder dem prozentualen Antell
proliferierender (Ki67 positiver) Zellen im XTest korrelierte.

Ein Rickgang der CD44-Isoform-Expression laf3t sich in N3 Tumoren beobachten, was auf
eine inverse Korrelation mit einer fortgeschrittenen Lymphknotenbeteiligung hindeutet.
Ebenso zeigten die gering oder entdifferenzierten G4-Tumoren eine signifikante globale
Reduktion der CD44- Expression. Da die Gruppe der G4-Tumoren sich nur aus Tumoren der
histologischen Typen der LCC und SCLC zusammensetzt, die grundsatzlich entdifferenziert
sind, ist nicht zu unterscheiden, ob dieser Zusammenhang auf einem histiotypischen Effekt
oder dem Verlust der Differenzierung beruht.

Zusammenfassend laf3t sich sagen, daf3 mit Ausnahme der N3- und G4-Tumoren, die CD44-
Expression aller Isoformen in Lungentumoren unabhangig vom Staging (Tumorgréi3e), dem
Grading (Differenzierungsgrad), dem Metastasierungsgrad des Tumors in die Lymphknoten

und dem Proliferationsindex ist.

3.3.3 CD44 Expression ist in normaler Lunge nachweisbar

Neben der Serie von Lungentumoren wurden histologische Schnitte normaler Lunge mit
CD44-Antikorpern gefarbt, um die Situation der CD44-Expression in Tumoren mit der
physiologischen Expression in Normalgewebe vergleichen zu kdnnen.

Die Farbungen ergaben, daf3 auch in normaler Lunge CD44-Rezeptor-lsoformen exprimiert
werden. So konnte im Drisengewebe, in den Bronchioli und in der Bronchialschleimhaut eine
CD44-Expression nachgewiesen werden. Auffallig war, daf3 vor allem die Basalreihe der
Bronchialschleimhaut positiv mit dem CD44-Antikdrper reagierte.

Eine Expression des Epitops v6 konnte nur sehr schwach in Bronchioli und Driisengewebe
nachgewiesen werden, die Basalreihe der Bronchialschleimhaut aber reagierte stark mit v6-

spezifischen Antikorpern.
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Abb. 32 Fotografien der immunhistochemischen Farbungen normaler Bronchialschleimhaut

Die histologischen Schnitte wurden mit spezifischen, monoklonalen Antikdrpern inkubiert. Der Nachweis
spezifischer Antigen-Antikérper-Bindungen erfolgte mit einem biotinylierten Sekundéarantikérper und AEC als
Chromogen. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt. Mikroskopische VergréfRerung 160fach.
Linke Abbildung: Normale Lunge, Bronchialschleimhaut mit CD44-Farbung; Rechte Abbildung: Normale

Lunge, Bronchialschleimhaut mit v6-spezifischer Farbung.

3.3.4 Eine Veranderung im Vorkommen von CD44 und CD44v6 ist schon in

Préneoplasien der Bronchialschleimhaut belegbar

Da das physiologische Auftreten des CD44-Rezepors und v6-beinhaltender Isoformen in
normalem Lungengewebe Hinweise auf eine Funktion innerhalb der Homdostase gibt, wurde
an Praneoplasien und Neoplasien untersucht, ob eine Veranderung der Expression, wie sie in
Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden konnte, schon in morphologischen, nicht
invasiven Veranderungen der Bronchialschleimhaut beobachtet werden kann.

Der Nachweis einer veranderten CD44-Expression kdnnte einen Hinweis liefern auf die
Entstehung eines Tumors und damit auf eine Rolle des CD44-Rezeptors in der Genese von
Tumoren deuten.

Dazu wurden proliferierende Lasionen des Bronchialepithels mit CD44- und v6-Antikdrpern
gefarbt.

Eine Auswertung der Immunhistochemien zeigte eine Veranderung der CD44-Expression
schon in friihen, hyperplastischen Lasionen des Bronchialepithels.

So waren in den Dysplasien durchgehend, im Gegensatz zu normaler Lunge, in der nur die
Basalzellreine CD44 positiv ist, alle Zellreihen stark angefarbt. Der gleiche Befund konnte in
squamdsen Metaplasien und in Basalzellhyperplasien mit oder ohne Atypien, beobachtet

werden, in denemultilayerangefarbt waren.

136



3 Ergebnisse

Tumor CD44std V6
(Intensitat) (Intensitat)

Dysplasie

6462 +++ +++
14133 ++ +++
12702 ++ +Ht
2795 ++ +++
7759 +++ +++
8129 ++ ++
8276 ++ +++

squamose Metaplasie

11317 +++ +++
3759 ++ ++
6462 + ++
14133 ++ ++
8276 ++ +++
15207 ++ +++
12702 ++ +++

atypische Basalzellhyperplasie

13178 +++ +++
12310 ++ ++
12702 +++ +++
3026 +- +-

Basalzellhyperplasie

3759 ++ ++
12842 + ++
941/42 +- +/-
1752 + ++
12308 + +
2791 + +++
561 + ++
10395 ++ +

mukdse Zellhyperplasie

16774 + ++
3028 + -
12406 +++ +
12957 - +
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1752 + +
11302 +/- +
11507 + +++
12842 + +
12310 ++ ++
7759 ++ +++
12702 + +++
8129 +/- +
2791 + +/-
3759 +/- ++
Adenomatosis

11305 - -
3026 - -
10392 +/- +-
3025 +/- +-
3751 - -
2902 - -

Tab. 22 Zusammenstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen an Praneoplasien der Lunge

Bei der mukdsen Zellhyperplasie hingegen waren hauptséchlich nur die Basalreihen angefarbt,
ein Verlust der CD44-Expression liel3 sich in den Adenomatosis-Praparaten nachweisen.
Damit konnte demonstriert werden, dal3 sich eine Veranderung der CD44-Expression schon in
einem sehr frhen Entwicklungstadium von gegebenenfalls spateren tumorésen
Veranderungen nachweisen laft.

Dies bestarkt die Vermutung, daf3 CD44 eine wichtige Rolle in der Genese von
Lungentumoren spielen kann. Ob CD44-Isoformen die Differenzierung von Lungentumoren

beeinfluldt, bedarf jedoch weiterer Klarung.
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Abb. 33 Fotografien immunhistochemischer Farbungen praneoplastischer Bronchialschleimhaut

Gezeigt sind Aufnahmen einer anti-CD44std- und einer anti-v6-gerichteten Farbung. Klar erkennbar ist, im

Vergleich mit Abb. 32, daR Teilweise die Anzahl positiver Zellreihen deutlich zunimmt, bzw.ist ein Verlust der

CD44 Expression zu sehen (links: CD44; rechts: v6).(Neoplasien Nr.:8276 oben; 14133 mittig; 15207 unten)
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Histologie Anzahl der Falle CD44s CD44v6
%positive Falle | % positive Falle

Dysplasie 7 100 100
squamdse Metaplasie 7 100 100
atypische Basalzellhyperplas 4 75 75
Basalzellhyperplasie 8 87,5 87,5
mukoése Zellhyperplasie 14 71,4 85,7
Adenomatosis 6 33,3 33,3

Tab. 23 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen praneoplastischer Veréanderung der

Bronchialschleimhaut

Die Auswertung der Farbungen erbrachte, daf besonders adenomatdse Veranderungen mit
einem Verlust der CD44-Expression einhergehen. Da ein Verlust des CD44-Rezeptors sich
auch in vielen Adenokarzinomen beobachten lief3, kdnnte hier ein Zusammenhang zwischen
den sehr friihen Veranderungen und der histiotypischen Differenzierung dieser Tumoren
bestehen. Betrachtet man nur die eigentliche Reaktion der Schnitte mit den Antikérpern
(Reaktion oder nicht), so scheint sich zum Normalgewebe bei allen andern Veranderungen
kein Unterschied zu ergeben. Da jedoch viele der Praneoplasien ein vom Normalgewebe
verandertes Expressionsmuster bezuglich ihres Vorkommens zeigten, ist auch hier davon
auszugehen, dal3 dies in Zusammenhang mit der Differenzierung von Zellen steht. Ob das
variante Expressionsmuster des Epitops v6 mit der Genese von Plattenepithelkarzinomen in
Verbindung zu bringen ist, die die am haufigsten das Epitop v6 exprimierende

Tumorsubgruppe darstellen, ist spekulativ, jedoch nicht auszuschliel3en.
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4 Diskussion

4.1 Onkogene Rezeptortyrosinkinasen in Bronchialkarzinomzellinien

Die physiologische Aufgabe von Rezeptortyrosinkinasen ist es, nach Bindung eines
spezifischen Liganden extrazellulare Signale durch Substratphosphorylierung an die
zytoplasmatische Signaltransduktionskaskade der Zelle weiterzuleiten. Sie dienen damit der
Ubermittlung von Signalen, die die Zellproliferation und Differenzierung beeinflussen
(Schlessinger und Ullrich,1992). Ist die Expression solcher Rezeptoren fehlreguliert, kbnnen
Prozesse in Gang gesetzt werden, die ursachlich fir die Genese von Tumoren sind. Solche
Rezeptortyrosinkinasen bezeichnet man als onkogen.

Die Analyse onkogener Rezeptortyrosinkinasen in Bronchialkarzinomzellinien zeigte sowohl
eine teilweise veranderte Expressionsstarke als auch ein verandertes Expressionsmuster
(Verlust bzw. einale novoExpression) physiologisch exprimierter Rezeptoren. Dabei diente
die untersuchte Rezeptorexpression der normalen Bronchialepithelzellen als nicht-tumorgener
und physiologischer Vergleich. Da diese Zellen dem nicht-malignen Epithel gesunder, nicht
rauchender Spender entnommen worden waren, bilden sie keine permanente Zellinien
(Clonetics Produkt Beschreibung fur NHBE).

Die Auswertung der einzelnen Rezeptorfamilien zeigte, dal’ die Expression der Rezeptoren
der EGF-Familie dabei als auffalligstes Merkmal etigenovoExpression von erb B2 in allen
untersuchten Zellinien aufwies. In Tumoren ist eine erb B2 Expression nur in NSCLC
beschrieben (Knyazev et al., 1992; Weiner et al., 1990). Bemerkenswert ist auch der Verlust
der erb B4 Expression in allen Linien. Die Rezeptoren der Met-Rezeptorfamilie und des Ret-
Rezeptors wurden individuell unterschiedlich von jeder Zellinie exprimiert. Ein Vergleich mit
der Literatur Gber Met-Expression in Lungentumoren (Liu und Tsao 1993; Rygaard et al.,
1993) bestatigte das haufige Auftreten (ca. 70% der NSCLC- und SCLC-Linien) dieser
Kinase in Bronchialkarzinomzellinien. Auch eine Met-Expression in normalen
Bronchialepithelzellen (Singh-kaw et al., 1995) konnte belegt werden. Eine Ron-Expression
ist in der Literatur fir normale Lunge beschrieben worden. Da die NHBE-Zellen ebenfalls ein
Ron-Expression aufwiesen, stimmt damit die Beobachtung mit den publizierten Befunden
uberein. Da das Gen fir Ron auf einem chromosomalen Bereich lokalisiert ist, der in SCLC-
Tumoren haufig deletiert ist (3p21), ware ein Verlust der Expression in solchen Zellinien zu
erwarten. In 70% der untersuchten SCLC-Zellinien war jedoch eine Ron-Expression
nachweisbar. Einde novoExpression ist im Fall der Lim-Kinase in einigen Zellinien zu
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beobachten. Zwar ist eine Expression von Lim-Kinase in Lunge beschrieben worden (Ohashi
et al., 1994), die untersuchten NHBE-Zellen jedoch wiesen keine Expression auf. c-kit konnte,
wie in der Literatur bereits beschrieben (Hibi et al., 1991; Sekido et al., 1991), nur in Linien
kleinzelligen Ursprungs detektiert werden. Eine schwache Expression von c-kit konnte
ebenfalls in NHBE-Zellen detektiert werden, eine geringe Expression ist in normaler Lunge
bereits beschrieben worden (Hibi et al., 1995). Die Ergebnisse stimmen damit mit den in der
Literatur beschriebenen Beobachtungen Uberein.

Die auffalligsten Ergebnisse betrafen die Rezeptoren der Axl-Kinasefamilie (siehe Tab. 1,
Tab. 2 und Tab. 3). Es konnte gezeigt werden, dal3 alle Mitglieder der Axl-Kinasefamilie in
Bronchialkarzinomlinien exprimiert wurden. Auch in den normalen Bronchialepithelzellen

war eine Expression aller drei Kinasen nachzuweisen. In nahezu allen Zellinien konnte, im
Vergleich mit der Expression in NHBE-Zellen, eine deutliche Uberexpression von cMer
detektiert werden. Dies stimmt mit Beschreibungen anderer Autoren (Graham et al., 1994 und
1995) Uberein, die eine Expression in normaler Lunge und einer Bronchialkarzinomzelline
fanden. Tyro3, dessen Expression bisher in Lunge nicht bekannt war, zeigt keine grof3en
Auffalligkeiten in seiner Expression. Es war sowohl in NHBE-Zellen als auch in kaum
veranderter Quantitat in samtlichen Zellinien nachzuweisen. In Fall der AxI-Kinase liel3 sich
eine bisher nicht bekannte Expression ausschlieflich in Zellinien nicht-kleinzelligen
Ursprungs belegen. Dort war es in mehr als 50% der Zellinien zu finden. SCLC-Linien

wiesen, im Vergleich mit NHBE-Zellen, einen Verlust der Expression auf. Axl wird damit
histiotypisch exprimiert. Ein alle NSCLC Histiotypen einschlieRender Marker war bis dahin
nicht bekannt.

Die Analyse demonstrierte, daf? alle untersuchten Zellinien mehrere der als onkogen
beschriebenen Rezeptortyrosinkinasen abweichend von dem als physiologisch angenommenen
Kontext der NHBE Zellen exprimieren. Der Befund einer ,Fehl“-Expression vieler solcher
Rezeptoren kann als ein Hinweis auf die Dedifferenzierung und die Transformigenitat dieser
Zellen angesehen werden. Inwieweit dies ihre Tumorgenitat oder Malignitat beeinfluf3t, ist

jedoch kaum abzuschéatzen.

4.2 Co-Expression onkogener Rezeptortyrosinkinasen und ihrer Liganden

Da Veranderungen im Expressionsmuster von Liganden von signaliibertragenden Rezeptoren
eine modulierte Zell-Zell-Kkommunikation und damit eine veranderte zellulare Reaktion nach
sich ziehen koénnen, kann die Transformation von Zellen auch durch eine modulierte
Ligandenexpression begunstigt bzw. ausgeldst werden.
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Fir viele der Wachstumsfaktoren ist ein transformierender, proliferativer Einfluld auf
Lungenzellen bekannt, so daf von einem stimulierenden Effekt dieser Faktoren auf die
untersuchten Zellinien ausgegangen werden kann (Liu et al., 1990; Rubin et al., 1991,
Rygaard et al., 1993; Weidner et al., 1993; Liu und Tsao, 1993; Itakura et al., 1994; Shiratori
et al., 1995; Singh-kaw et al., 1995). Interessanterweise konnen die Uberstande (serumhaltige
konditionierte Medien) von Wachstumsfaktoren exprimierenden Zellinien die Etablierung von
Zellinien aus Primartumoren ermoglichen. Primartumorzellen ohne solche konditionierten
Medien sind hingegen haufig nicht in der Lage, Zellinien zu bilden (Siegfried und Owens,
1988). Die Bedeutsamkeit und Potenz solcher Wachstumsfaktoren wird durch derartig
Versuche demonstriert.

Die Untersuchung der Expression von Wachstumsfaktoren, die onkogene
Rezeptortyrosinkinasen stimulieren konnen, zeigte, dafd alle untersuchten Zellinien mehrere
solcher Peptide exprimierten. Dabei unterschied sich die Expressionsstarke in nahezu allen
Fallen von der als der normalen Bronchialepithelzellen. Aber auch ein Verlust der Expression
konnte beobachtet werden (siehe Tab. 4).

Eine Fehl-Expression der an die EGF-Rezeptoren bindenden Faktorexn A@#phiregulin

und Heregulin konnte h&ufig beobachtet werden. Dies trifft auch fur den SCF zu, der
individuell unterschiedlich nachzuweisen war. HGF war in nur wenigen Lidéeenovo

exprimiert, in Ubereinstimmung mit der Literatur (Rygaard et al., 1993; Singh-kaw et al.,
1995). MSP, SCF, Gas6 und Protein S wiesen hauptsachlich eine nicht als physiologisch
angenommene Expressionsstarke auf.

Korreliert man die Expression dieser Liganden mit der mittels RT-PCR durchgefihrten
Expressionsanalyse onkogener Rezeptortyrosinkinasen (siehe Tab. 5), kann davon
ausgegangen werden, daf} alle untersuchten Zellinien die Méglichkeit besitzen, autokrin
mehrere untersuchte Rezeptor-Liganden-Interaktionen einzugehen. Die Zellinien haben so die
Maglichkeit eines gro3tenteils von exogenen Faktoren unabhangigen Wachstums.

Mehr als die Halfte der Zellinien verfugte Giber den EGF-Rezeptor und seine Liganden TGF
und Amphiregulin, unabhéngig von ihrer histologischen Einteilung. Auch eine Co-Expression
von erbB3 und Heregulin konnte in einigen Linien nachgewiesen werde, haufiger in NSCLC -
als in SCLC-Linien. Ein Nachweis einer erbB4 Expression war in den Karzinomlinien nicht
moglich. Auch normale Bronchialepithelzellen (NHBE) verfugten tGber die Mdglichkeit einer
autokrinen Stimulation Gber den EGF-Rezeptor und seine beiden Liganden und zusatzlich, im

Gegensatz zu den Tumorzellinien Uber eine mogliche autokrine Schleife mittels erbB4-
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Rezeptor und Heregulin, jedoch nicht, wie viele Karzinomzellinien, Gber eine Gber den erbB3-
Rezeptor vermittelte, da diese Zellen ein erbB3 exprimieren.

Eine autokrine Stimulation Uber den Met-Rezeptor scheint in Bronchialkarzinomzellinien
keine Rolle zu spielen, da von allen untersuchten Zellinien lediglich eine SCLC-Linie in der
Lage war, mRNA fiir ein autokrines Met-HGF-System zu synthetisieren. Dies ist in
Ubereinstimmung mit bereits publizierten Befunden, die das Vorkommen von autokrinen
Schleifen tber Met und HGF in Lungentumoren bestatigen (Itakura et al., 1994), diese jedoch
in nur 5% der untersuchten SCLC-Linien belegen kénnen (Rygaard et al., 1993). Eine
Autokrinie tiber Met und HGF wurde, in Ubereinstimmung mit den Befunden dieser Arbeit, in
normalen Bronchialepithelzellen nicht gefunden (Shing-kaw et al., 1995). Hingegen ist ein
Einflul3 tber Ron und MSP auf Bronchialkarzinomzellinien denkbar, da mehr als ein Drittel
aller untersuchten Linien beide Komponenten exprimierten. NHBE-Zellen verfligten nicht
uber die Moglichkeit einer autokrinen Stimulation tber Met-Rezeptoren.

Da in der Bronchialkarzinomzellinien und NHBE-Zellen ein mRNA-Nachweis von GDNF
nicht moglich war, ist eine Stimulation des Rezeptors durch autokrine Ligandenbindung in
den untersuchten Zellinien unwahrscheinlich. Fir den c-kit-Rezeptor ist, auf Grund seines
histiotypischen Auftretens, eine Autokrinie nur in 60% der SCLC-Zellinien denkbar. Dies
deckt sich mit bereits verdffentlichten Befunden (Hibi et al., 1991; Rygaard et al., 1993).
Sowohl Ret/GDNF als auch c-kit/SCF werden nicht von NHBE-Zellen co-exprimiert.

Zusatzlich konnte, neben den bekannten autokrinen Systemen im Bronchialkarzinom, in der
Mehrzahl der Zellinien eine Co-Expression der AxI-RTK-Familienmitglieder und
Gas6/Protein S-Liganden gezeigt werden (siehe Tab. 8). So sind 5/22 (NSCLC 42%, SCLC
0%) Linien mit Axl und Gas6 , 13/22 Linien mit Tyro3 und Gas6 (NSCLC 42%, SCLC 80%)
bzw. 13 /22 Linien mit Tyro3 und Protein S (NSCLC 75%, SCLC 40 %) und 16/22 Linien mit
cMer und Gas6 (NSCLC 67%, SCLC 80%) in der Lage, sich autokrin zu stimulieren.
Aufgrund einer Expression von Axl ausschlief3lich in NSCLC-Zellinien kann eine Co-
Expression mit Gas6 nur in einem Teil dieser Zellinien beschrieben werden.
Interessanterweise bilden NHBE-Zellen ebenfalls die Rezeptoren der AxI-Familie und die
Liganden Gas6 und Protein S. Dies ist bislang nicht beschrieben und kdnnte ein zusatzliches
wichtiges Autoregulationsglied, insbesondere fir NSCLC, darstellen. Allerdings laf3t sich
nicht sicher sagen, ob und in welcher Weise die Autokrinieméglichkaiteivo genutzt

werden. Es ist nicht gesichert, daf3 alle Rezeptoren durch Gas6 aktiviert werden. Es konnte

zwar gezeigt werden, dald Gas6 eine deutlich hohere Affinitat zu Axl als zu cMer hat, da cMer
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aber in fast allen Linien stark Gberexprimiert ist, ist hier ein Einfluf3, auch durch eine
Aktivierung des Rezeptors durch Dimerisierung in Folge der Uberexpression durchaus
denkbar (Chen et al., 1997). Welche Bedeutung die histiotypische AxI-Expression hat, ist
spekulativ. Beachtenswert ist, daf3 alle drei Kinasen in die Embryonalentwicklung involviert
sind (Ohashi et al., 1994; Mark et al., 1994; Bellosta et al., 1995; Graham et al., 1994 und
1995). Die veranderte Expression konnte ein Zurtickgreifen auf embryonale Wachstums-,
Entwicklungs- und Differenzierungsmechanismen sein, die einen Selektionsvorteil fur die
Tumorzellen bieten.

Ein nattrlich gewonnenes Chemotherapeutikum, pau dérco, das Lapachol enthalt, hat die
Wirkung eines Vitamin K-Antagonisten. Da Vitamin K allerdings notwendig ist um Gas6
vollstandig zu aktivieren und ein lebensverlangernder Effekt in Patienten mit SCLC und
Colontumoren beobachtet wurde, wird vermutet, speziell im Fall der Colonkarzinome, fur die
eine Uberexpression von Ax| beschrieben wurde, daR die Carboxylierung von Gas6
unterdrtckt wird und somit die Transduktion wachstumsstimulierender Signale vermindert
wird (Dinnen et al., 1997). Da aber SCLC-Tumoren, wie die Befunde an den
Bronchialkarzinomlinien zeigten, offensichtlich kein Axl exprimieren, muf3 der beobachtete
Effekt auf andere Interaktionen Vitamin K regulierter Proteine mit Rezeptoren
zuruckzufiihren sein. Denkbar ware z.B. eine Gas6-Interaktion mit cMer oder Tyro3, die auch
in SCLC-Linien nachgewiesen werden konnten. Uber die biologische Wirkung dieser
Rezeptoren in Lungentumoren ist jedoch nichts bekannt. Lediglich eine starke Uberexpression
von cMer, das allerdings nur mit geringer Affinitat Gas6 als Liganden bindet (Nagata et al.,
1996; Chen et al., 1997), konnte beobachtet werden.

Der Nachweis, dal3 normale Bronchialepithelzellen in der Lage sind, viele der untersuchten
autokrinen Wege zu nutzen, war unerwartet. Eine kontrollierte autokrine Stimulation normaler
Zellen ist jedoch bekannt und héngt in diesem Fall wahrscheinlich mit der hohen
Erneuerungsrate des Gewebes im Bronchialtrakt zusammen. Da die untersuchten NHBE-
Zellen allerdings nicht direkt dem Bronchialepithel entnommen, sondern zur weiteren
Vermehrung als Priméarkulturen geztchtet wurden, kann auch eine Reaktion der Zellen auf die
veranderte Umgebung als Folge der Kultivierung nicht ausgeschlossen werden (Liu und Tsao,
1993). Da innerhalb des Bronchialepithels neben Epithelzellen auch andere Zelltypen wie z.B.
Fibroblasten existieren, sind solche Gewebeverbénde physiologisch darauf angewiesen, tUber

parakrine Wege auf neue Gegebenheiten in ihrer Umgebung mit verandertem Verhalten zu
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reagieren (Siegfried und Owens, 1988). Es ist denkbar, dal3 die Isolation und kurzzeitige
Kultivierung einzelner Zelltypen aus einem Gewebeverband heraus solche Zellen veranlal3t,
durch nicht mehr vorhandene Signale und Ruckkopplungen anderer Zelltypen dies als
Veranderung zu registrieren, und sie infolgedessen sie ihrerseits ihre Signale verandern. Die
Beobachtung, dal?3 Primartumoren verglichen mit den aus ihnen etablierten
Lungenkarzinomzellinien grundséatzlich niedrigere Spiegel an Wachstumsfaktoren und
Rezeptoren aufwiesen, unterstitzt diese Behauptung, dal3 die Kultivierung von Zellen
artifizielle Reaktionen auslésen kann (Liu und Tsao, 1993).

Die Beobachtung, daf3 Tumorzellen haufig mehrere autokrine Stimulationsmoglichkeiten
besitzen, mag an der Etablierung permanenter Linien liegen. Da jene Zellen am besten
wachsen, die moglichst viele autokrine Schleifen benutzten, steht der gewonnene
Selektionsvorteil aufgrund einer autokrinen Wachstumsstimulation bei der Anzucht und
Selektion von (nicht SV40 transformierten) Zellinien im Vordergrund und wird zur Selektion
autokriner Klone fithren (Liu und Tsao, 1993). Gerade die Bedingungen einer Zellkultivierung
wird zur Selektion einer besonders schnell wachsenden Zellpopulation fiihren. Da in
Kulturzellen verstarkt solche Autokriniemechanismen angetroffen werden, ist davon
auszugehen, dal} eine positive Selektion der Zellen beztiglich autokriner Stimulation
stattgefunden hat, gleichzeitig aber auch als eine Adaption an die neue Umgebung nicht
ausgeschlossen werden kann (Liu und Tsao, 1993). So konnte gezeigt werden, dal3
Primartumorzellen, die spontan in der Lage waren Zellinien zu formen, eine deutliche erhéhte
TGFa und Met Expression aufwiesen als Tumorzellen, die keine Linien bildeten. Zuséatzlich
waren vor allem solche Zellen in der Lage Nacktmaustumoren zu bilden, die eine hohe Met
Expression zeigten (Liu und Tsao, 1993).

Zusammenfassend laf3t sich festhalten, daf3 alle untersuchten Tumorzellinien Uber mehrere
Rezeptor-Ligandensysteme verfugen, die ihnen die Moglichkeit einer autokrinen Stimulation
boten. Solche autokrinen Schleifen liefern Zeliewitro undin vivo Selektionsvorteile, so

daf3 das Auftreten vieler solcher Autokriniemechanismen sicherlich die Genese eines Tumors
positiv beeinfluf3t. Sie sind zusétzlich Ausdruck des transformierten Charakters der

untersuchten Zellinien.

4.3 Die Axl-Rezeptortyrosinkinasefamilie in Bronchialkarzinomzellinien

Die Mitglieder der AxI-RTK-Familie bilden aufgrund ihres extrazellularen Aufbaus eine
eigene Familie von Rezeptortyrosinkinasen, die alle onkogenes Potential besitzenviDe
auslosbare, neoplastische Transformation scheint vor allem auf die Uberexpression des
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jeweiligen Proteins zu beruhen. So konnte u.a. im Epithelgewebe von Brusttumoren eine
erhdhte Expression von Tyro3 detektiert werden (Taylor et al., 1995). Eine AxI-Expression
wurde in Tumorproben metastasierter Sarkome (Weiner et al., 1994), in soliden Tumoren des
Kolons (Craven et al., 1995) und in Osophagustumoren (Nemoto et al., 1997) detektiert.

Die Expression von cMer fand man in neoplastischen B- und T- Zellinien und lymphoiden
Erkrankungen (Graham et al., 1994 und 1995), aber auch in der Entwicklung von
Glioblastomen scheint cMer eine Rolle zu spielen (Ling und Kung, 1995).

Eine Expression der Axl-Kinasefamilie in Bronchialkarzinomen war, mit Ausnahme von

cMer, bislang nicht bekannt.

4.3.1 Funktion der Axl-Kinase in Bronchialkarzinomzellinien

Axl konnte als transformierende Rezeptortyrosinkinase in verschiedenen Geweben
identifiziert werden. Die Fahigkeit der Transformation von Zellen durch Axl lief3 sich auf eine
verstarkte Tyrosinkinaseaktivitat der zytoplasmatischen Rezeptorregion zurtckfuhren,
Grundlage der transformierenden Wirkung ist jedoch eine Uberexpression (O'Bryan et al.,
1991, Burchert et al., 1998). Ob Axl eigenstéandig, das heil3t nach Bindung eines Liganden und
Autophosphorylierung, diese Wirkung entfalten kann, scheint zelltypabh&ngig zu sein. So ist
das Vorhandensein eines nicht ndher identifizierten Proteins pp190 notwendig, um bestimmte
Zellen zu transformieren (Burchert et al., 1998).

Als Ligand fur Axl wurde Gas6, ein Protein mit grolRer Homologie zu Protein S identifiziert.
Eine Bindung von Gas6 an Axl initiiert die intrazellulare Kinaseaktivitat.

Neben einer Reihe von normalen Geweben konnte eine AxI-Expression auch in einigen

Tumoren nachgewiesen werden.

4.3.1.1 Histiotypische Expression von Axl in Bronchialkarzinomzellinien

Um die Rolle von Axl in Lungentumoren zu untersuchen, wurde die Genexpression und
Proteinsynthese in 23 humanen Bronchialkarzinomzellinien unterschiedlichen histologischen
Ursprungs und in normalen Bronchialepithelzellen (NHBE) untersucht. Die Analysen zeigten,
dafd Axlin 7/12 NSCLC-Linien unterschiedlicher histologischer Subtypen (2/2 SCC; 2/3

LCC; 3/7 ADC) exprimiert wird. Verglichen mit NHBE-Zellen zeigten Gber 50% der
NSCLC-Zellinien eine Uberexpression von Axl. In kleinzelligen Karzinomlinien hingegen

lie3 sich keine AxI-Expression belegen, verglichen mit NHBE Zellen weisen diese Zellen

einen Expressionsverlust auf (siehe Tab. 6 und Tab. 7). Ein ausschlie3lich in allem Subtypen

147



4 Diskussion

des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms exprimiertes Gen war bislang nicht bekannt. AxI
kann somit als Marker fir diese Klasse von Bronchialkarzinomzellinien dienen.

Das ausschlie3liche Vorkommen von Axl in einer tumorbiologischen Untergruppe a3t auf
eine Beteiligung an der Differenzierung von Bronchialkarzinomen schlie3en. Da Axl an Zell-
Zell und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt ist, und somit einen Einfluf3 auf die

Zellaggregation hat (Bellosta et al., 1995), ist in diesem Zusammenhang das unterschiedliche
Wachstum der untersuchten Zellen bemerkenswert. Wahrend NSCLC-Linien angeheftet
wachsen, sind SCLC-Linien nicht in der Lage, sich an verschiedene Substrate anzuheften.
Uber einen EinfluB von Axl auf diese Zell-Matrix-Interaktionen beim Bronchialkarziom kann
nur spekuliert werden. Es konnte allerdings in anderen Zellsystemen gezeigt werden, dal3 eine
Axl exprimierende monoblastische Zellinie in der Lage war, an unterschiedliche Substrate
nach Zugabe von Gas6 undau binden. So konnte die Gas6 undGabhangige

Adhéarenz dieser Zellen an Phosphatidylserin gezeigt werden. Gleichzeitig lief3 sich jedoch ein
unabhangiges adharentes Wachstum auf Phosphatidylinositol beobachten. An
Phophatidylcholin und Phosphatidylethanolamin waren diese Zellen, auch in Anwesenheit
von Gas6 und G4, nicht in der Lage sich anzuheften (Nakano et al., 1997). Ein EinfluR von

Axl auf das phéanotypische Wachstumsverhalten in den untersuchten Zellinien war damit nicht
auszuschlie3en. Sollte Axl in Bronchialzellen Zell-Matrix-Kontakte vermitteln oder
unterstutzen, so konnte der Verlust von Axl in SCLC-Linien nicht nur deren nicht-adh&rentes
Wachstum erklaren, sondern auch in Zusammenhang mit dem deutlich héheren
Metastasierungspotential dieser Zellen, aufgrund fehlender Zell-Matrix-Kontakte, im
Vergleich mit NSCLC-Tumoren stehen.

Da viele der NSCLC-Linien eine Axl-Uberexpression aufwiesen und die onkogene Wirkung
von Axl vor allem durch eine solche ausgel6st wird, ist ein Axl-vermittelter Effekt auf diese
Zellen wahrscheinlich. Auch die bisher bekannten Funktionen der Axl Kinase, ein
Apoptoseschutz unter Wachstumsfaktormangel-Bedingungen und eine Stimulation der
Proliferation, sprechen fur einen Einflu3 von Axl, da Zellen so einen Selektionsvortell

gewinnen.

4.3.1.2 AxlI-Expression in Lungentumorgewebe

Fur Axl konnte gezeigt werden, dal’ das Gen in hochgradigen Colonkarzinomen stark
Uberexprimiert ist (Craven et al., 1995). Bis heute lie3en sich keine genomischen
Veranderungen wie Mutationen oder Rearrangements beobachten, in untersuchten Tumoren

war das AxI-Gen durch Uberexpression aktiviert (O Bryan et al., 1991).
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Da Uber die Expression von Axl in Lungentumoren nichts bekannt war, wurden
Lungentumoren auf ihre Axl Expression hin untersucht. An aus Gewebeschnitten isolierter
MRNA wurde mit Hilfe der RT-PCR ein Axl-Expressionsnachweis durchgefuhrt. Alle auf
diese Weise untersuchten Tumorproben enthielten AxI-mRNA. Aufgrund des gewéhlten
Verfahrens, der Isolierung von Gesamt-RNA aus Tumorschnitten, war nicht zu unterscheiden,
ob die detektierte mMRNA von Tumorzellen oder Zellen des Umgebungsgewebes exprimiert
wurde. Eine Aussage kann deshalb nur hinsichtlich des gesamten Tumorgewebes, nicht aber
speziell die Tumorzellen betreffend, gemacht werden. Dies ist nur mit einem direkten
Nachweis an Tumorzellen méglich, wie z.B. durch einen immunhistochemischen
Antikérpernachweis. Die Austestung des aus Kaninchen gewonnenen Antikérperserum an
Nacktmaustumoren und paraffineingebetteten Lungentumorgewebe fihrte zu keinem
spezifischen Signal. Es mul3, aufgrund der Befunde an den Zellinien, davon ausgegangen
werden, daf3 der Antikorper nicht in der Lage ist, an Axl-Protein in paraffineingebetteten
Material zu binden. Damit bleibt offen, ob die mit der RT-PCR nachgewiesene Expression

von Tumorzellen oder von Zellen des Umgebungsgewebes ausgeht.

4.3.1.3 Regulationsmechanismen der AxlI RTK durch posttranskriptionale Prozessierung

Uber die Regulierung der AxI-Kinase Aktivitat ist wenig bekannt. Zwar ist eine Stimulation
der AxI-Kinase mit Gas6 bekannt, man weil3 jedoch kaum etwas Uber die Mechanismen der
Inaktivierung. Eine Regulation der Kinaseaktivitat kann Gber eine Regulierung der
Rezeptordichte oder einen transkriptionell regulierenden Mechanismus ablaufen (O Bryan et
al., 1994; Costa et al., 1996). Die Expression von Axl, und damit die Mdglichkeit zur
Aktivierung der Kinase Uber das Vorhandensein des Rezeptors, kann auf Transkriptionsebene
einer Kontrolle unterworfen sein. Auch posttranskriptionale Prozesse, wie eine veranderte
MRNA Halbwertszeit oder ribosomale Kontrollmechanismen sind denkbar. Ist das Protein
jedoch synthetisiert und in der Membran verankert, missen andere regulierende
Kontrollelemente die Kinasefunktion beeinflussen. Hierbei spielen die Halbwertszeit eines
Proteins und seine aktive Degeneration eine wesentliche Rolle.

Fir die AxI-RTK wurde eine posttranslationale Spaltung in einen extrazellularen, l6slichen
Teil und einen membranstandigen Kinaseteil beobachtet, der unter anderem zur Regulation
der Kinaseaktivitat dienen konnte (O"Bryan et al., 1994; Costa et al., 1996). Durch den
abgespaltenen extrazellularen Teil kann zusétzlich die Verfluigbarkeit von Ligand fur intakte
Rezeptoren eingeschrankt werden, da gezeigt werden konnte, dald der abgespaltene

extrazellulare Teil des Rezeptors in der Lage ist, Gas6 zu binden (O'Bryan et al., 1995; Costa

149



4 Diskussion

et al., 1996). Eine Rezeptordichteregulierung ist so ebenfalls mdglich. Vermutet wird
zusatzlich eine Interaktion zwischen der verbliebenen Kinasedomane mit vollstandigen,
ungespaltenen Rezeptoren, die zu einer Aktivierung der Rezeptoren fuhrt.

Die mit aus konditionierten Uberstanden gewonnenen Proteinen durchgefiihrten Western-Blot
Analysen demonstrierten, daf3 Bronchialkarzinomzellinien, die den AxI|-Rezeptor exprimieren,
diesen auch prozessieren, das bedeutet, daR in den Uberstanden die l6sliche AxI-Form
nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 8). Es ist nicht bekannt, welche Protease die AxI-
Kinase spaltet (Costa et al., 1996). Sie mul3 in allen untersuchten Zellinien vorhanden und
aktiv sein, wie die Anwesenheit der l8slichen Axl-Form in allen Axl-exprimierenden Linien
demonstriert. Die Bedeutung dieser N-terminalen Spaltprodukte in Bronchialkarzinomzellen

ist unklar, eine der oben beschriebenen Funktionen liegt jedoch nahe.

4.3.1.4 Axl-Uberexpression fordert kein adharentes Wachstum

Die Korrelation zwischen Axl Expression und adharentem Wachstum war eines der
auffalligsten Merkmale der histiotypischen Expression von Axl. Eine Adharenz-vermittelnde
Funktion von Axl wurde schon wegen des Aufbaus seiner extrazellularen Doméne, die der des
N-CAM &hnelt, vermutet (Bellosta et al., 1995). Auch N-CAM hat neben der Funktion als
Adhasionmolekil einen onkogen transformierenden Charakter und kann die Proliferation von
Zellen stimulieren.

Drosophila S2 Zellen, die mit dem AxI-Gen transfiziert wurden, zeigten Zell-Zell-

Interaktionen durch homophile Bindung, die mit einer Rezeptoraktivierung und einem Anstieg
der Rezeptorphosphorylierung einher ging (Bellosta et al., 1995). Diese Phosphorylierung des
Rezeptors wurde dabei durch die Aggregation der Zellen ausgeldst, was demonstrierte, daf3
AxI nicht nur durch Bindung seines Liganden aktiviert werden kann. Die beobachtete
Aggregation der Zellen ist dabei aber unabhangig von der Rezeptoraktivierung, da die Zellen
auch verklumpten, wenn die Intrazellulardomane deletiert war. Eine Funktion von Axl als
Zelladhasionsmolekul, daf? die homophile Interaktion von Zellen und interzelluléare
Zellerkennung vermittelt, liegt somit nahe.

Auch der strukturelle Aufbau von Axl mit einer aus zwei Immunglobulin-ahnlichen Doméanen
und zwei Fibronektindoméanen deutet auf eine Funktion in der homophilen Zell-Zell-
Interaktion hin. Dabei scheinen vor allem die Ig-ahnlichen Doméanen eine Rolle zu spielen.
Allerdings wurde eine CGdunabhangige Aggregation beobachtet, eine tiber Ig-Domanen

vermittelte Bindung ist normalerweise davon abhangig. (Bellosta et al., 1995).
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In einer anderen AxlI-transfizierten myeloiden Zellinie war die Bildung von Aggregaten
wiederum von einer Bindung von Gas6 an den Rezeptor abhéngig. Unbehandelte Zellen
aggregierten nicht. Die Aktivierung der Kinasedomane scheint diesen Effekt selbst nicht zu
beeinflussen, denn es wurde beobachtet, dal3 Gas6 auch ohne an einen Rezeptor gebunden zu
sein, an Zelloberflachen binden kann und dal? Axl-negative Zellen, die mit Gas6 inkubiert
wurden, mit unbehandelten, aber AxI-transfizierten Zellen Aggregate bilden kénnen. Damit
scheint eine biologische Funktion von Gas6 und Axl in der Vermittlung von Zell-Zell-
Kontakte sicher, allerdings bleibt die homotypische Bindung in Frage gestellt (McCloskey et
al., 1997).

Doch nicht nur Axl vermittelte Zell-Zell-Kontakte sind beschrieben, sondern, wie schon
erwahnt, auch Zell-Matrix-Kontakte an spezifische Substrate, die allerdings teilweise Gas6
und C&" abhangig waren (Nakano et al., 1997).

Um zu klaren, ob Axl ursachlich fur das adharente Wachstum der NSCLC-Linien
verantwortlich ist, wurde ein Wildtyp-AxIl-Expressionskonstrukt in zwei kleinzellige Linien
mit und ohne endogene Gas6 Expression eingebracht. Die Expression von Axl in diesen
Zellen fuhrte jedoch nicht zu einer morphologischen Veranderung der transfizierten Zellen.
Auch das Vorhandensein des physiologischen Liganden in einer der beiden Zellinien schien
keinen Einflul? auf die Zelladh&sion zu haben. Damit kann AxI nicht urséchlich fur das
adharente Wachstum von Zellen sein. Ein die Adharenz unterstutzender und verstarkender
Effekt, in Anwesenheit weiterer, nicht untersuchter Adhasionsmolekile, kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

4.3.1.5 EGF/AxI-Kinase Rezeptorkonstrukt hat keinen wachstumsstimulierenden Effekt

Um eine exogen zu steuernde, sichere Aktivierung eines Rezeptors untersuchen zu kénnen,
werden chiméare Rezeptoren konstruiert. Solche Chiméren bestehen aus einem extrazellularen
Teil eines Rezeptors, dessen Ligand in ausreichender Menge zur Verfligung steht, einer
Transmembrandoméne und der Kinasedoméane des zu untersuchenden Rezeptors. Wird nun
ein solcher Rezeptor in Zellen transfiziert, &Rt sich durch Zugabe des Liganden die
Kinasedomane aktivieren und ein mef3barer, auschlief3lich durch die Kinasedomane des zu
untersuchenden Rezeptors vermittelter Effekt studieren. Dabei muf3, um Artefakte
auszuschliel3en, sowohl die Funktionalitat des Rezeptorchimars wie auch die Abwesenheit des
die extrazellulare Domane stellenden Rezeptors in den Zellen gewahrleistet sein.

Ein solches chiméres Rezeptorkonstrukt aus EGF-Rezeptor und AxI-Kinase wurde breites von

anderen Arbeitsgruppen zur differenzierten Klarung der zellularen Funktion von Axl in der
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Myelopoese in eine myeloide Vorlauferzellinie transfiziert. Die gewahlten 32D Zellen, eine
IL-3 abhangig wachsende Zellinie, konnten Wachstumsfaktor-unabhéngig wachsen, wenn sie
die (aktivierte) AxI-Kinase exprimierten. Die Wildtyp-AxI-Kinase selbst liel3 diese Zellen

nicht IL-3 unabhangig wachsen und verstarkte auch nicht inr Uberleben unter Abwesenheit
des Wachstumsfaktors. Allerdings liel3 sich sowohl bei Zellen, die mit dem Wildtyp-AxI-Gen
wie auch mit dem chimaren Rezeptorgen transfiziert wurden, eine Unempfindlichkeit gegen
eine Zelldichtearretierung in G1 beobachten. Diese Zellen wiesen auch im Vergleich mit der
Ausgangslinie und Leervektor-transfizierten Zellen ein gréf3eres Zytoplasma auf und zeigten
Anzeichen einer Differenzierung zu Promyelozyten und Myelozyten. Ein transformierter
Phanotyp war aber, wie schon der mitogene Effekt der AxI-Kinase, abhangig von der Axl-

Kinase-Aktivierung durch den Liganden (McCloskey et al., 1994).

Da uber die Wirkung der Axl-Kinase im Bronchialkarzinom nichts bekannt war, wurden zur
Klarung unter anderem einige der zellbiologischen Studien ebenfalls am Beispiel eines
chiméaren Rezeptormolekiils durchgefiihrt. Dieses war aus der extrazellularen Doméane des
EGF-Rezeptors und der Transmembrandoméne und Kinasedomane des Axl-Rezeptors
konstruiert. Der Einflul3 der Axl-Kinaseaktivitat konnte so in Stimulationsexperimenten
untersucht werden, da fur Stimulationsversuche des Wildtyprezeptors kein rekombinantes
Gasb6 zur Verfuigung stand. Das Chiméar war so konstruiert, daf3 die Axl-Kinase durch Bindung
von EGF an die extrazellulare EGF-Rezeptordomane aktiviert wird (Braunger et al., 1998).
Damit war die AxI-Kinaseaktivitat durch Zugabe von EGF regulierbar. Die

Funktionsfahigkeit des Chimars, die Kinasedomaneaktivierung nach EGF-Stimulation und
Dimerisierung des Rezeptors, wurde durch die Arbeitsgruppe von J.W.G. Janssen (Braunger
et al., 1998) - der die Expressionsvektoren freundlicherweise zur Verfiigung stellte - und
Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe mit Hilfe von Autophosphorylierungsassays
gezeigt. Die Kinaseaktivierung ist damit auch unabhangig vom Vorhandensein des pp190
Proteins, das als notwendig fur die Aktivierung des Wildtyprezeptors postuliert wird.

Die Verwendung eines solchen Rezeptorchimars verhindert zusatzlich einen stérenden
Einflul3 von endogenen Gas6 und die bei einer Stimulation des Wildtyp-AxI-Rezeptors nicht
auszuschlieBende Wirkung auf endogen exprimierte weitere AxI-RTK-Familienmitglieder.
Alle transfizierten Bronchialkarzinomzellinien waren EGF-Rezeptor negativ, so dal3 auch hier
kein Effekt durch Zugabe von EGF auf einen endogen vorhandenen EGF-Rezeptor zu

erwarten war.
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Um eine Wirkung des Expressionsvektors allein auszuschlief3en, wurden die Zellinien zur
Negativkontrolle mit dem leeren Expressionsvektor transfiziert. Diese Zellen zeigten nach
EGF Stimulation keine Induktion der Proliferation. Allerdings konnte bei allen transfizierten
Zellinien ein leicht zytotoxischer Effekt nach EGF-Zugabe beobachtet werden, der aber zu
keiner Beeintrachtigung der Proliferation der Uberlebenden Zellen fiihrte. Abgesehen von
dieser Wirkung auf die Zellen konnte kein Unterschied in der Proliferationsrate zwischen
stimulierten und unstimulierten Leervektor-transfizierten Zellen beobachtet werden, so daf3
der Expressionsvektor allein keinerlei Effekt auf das Proliferationsverhalten hatte. Damit
konnen die Ergebnisse der Wachstumskinetiken der mit dem Chimarkonstrukt transfizierten
Zellen auf einen Effekt des eingebrachten Rezeptors zurtickgefuhrt werden.

Die Wachstumskinetiken der mit dem Chimarrezeptor transfizierten Zellen zeigte ebenso wie
die der Leervektor-Zellen einen leicht zytotoxischen Effekt des EGFs direkt nach Zugabe. Die
Wachstumskurven der stimulierten und unstimulierten Zellen unterschieden sich im weiteren
Verlauf der Untersuchung nur marginal, so daf3 das transfizierte Rezeptorkonstrukt keinen
mitogenen Effekt auf die Zellproliferation der untersuchten Zellen hatte (siehe Abb. 19, Abb.
20 und Abb. 21).

Da die Funktionsfahigkeit des verwendeten Chiméars demonstriert wurde, bedeutet dieser
Befund, dal die AxI-Kinase in Bronchialkarzinomzellinien keinen Effekt auf die
Zellproliferation hat. Eine Wirtszell-spezifische Wirkung von Axl ist in der Literatur vielfach
beschrieben worden, so dafld Axl zwar die Proliferation von Fibroblasten (3T3-Zellen),
Schwannzellen und Leuk&miezellen stimuliert (Goruppi et al., 1996; Fridell et al., 1996; Li et
al., 1996), diese Wirkung aber auf Bronchialkarzinomzellen nicht hat. Dies deckt sich mit
Befunden aus der Untersuchung glatter Muskelzellen, die ebenfalls keine
Proliferationsinduktion zeigten (Fridell et al., 1998).

Eine solche Aussage ist aber nicht uneingeschrankt zu machen, da mit einem &hnlichen EGF-
Rezeptor/Axl-Kinase-Konstrukt (Extrazellular- und Transmembrandoméne des EGF-
Rezeptors, Axl-Kinasedomane) in IL-3 Zellen beobachtet wurde, daf3 diese Zellen nach
Transfektion und Stimulation eine von Wachstumsfaktor unabhangige Proliferation
aufweisen. Wildtyp-AxI-RTK transfizierte Zellen hingegen zeigten diesen Effekt nicht.
Ursachlich hierfur konnte gezeigt werden, dal’ das chimare Konstrukt andere intrazellulare
Signaltransduktionswege als die Wildtyp AxI-RTK anschaltet. Eine artifizielle Wirkung des

chimaren Rezeptorkonstruktes ist also nicht auszuschlieRen.
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Das durch die Expression und Aktivierung des Chimaérs in IL-3 Zellen induzierte
Zelliiberleben und der beobachtete mitogene Effekt waren abhangig von der Ras/extrazellular
Signal regulierten Proteinkinase (ERK)-Kaskade. Die verschiedenen Funktionen,
Apoptoseschutz bzw. Proliferationsinduktion, von Axl wurden dabei durch unterschiedliche
Schwellenwerte der Ras/ERK-Aktivierung hervorgerufen (Fridell et al., 1996). Obwohl der
Phosphatidylinositol 3 Kinase-Weg durch des Chimar aktiviert werden kann, schien dieser
entbehrlich fir die beobachtete biologische Wirkung der AxI-Kinase.

Ist aber eine Ras/ERK-Aktivierung nicht gegeben, so lafit sich durch Gas6 in AxI-Wildtyp-
exprimierenden Zellen weder die Apoptose blockieren noch Proliferation induzieren.
Uberhaupt scheint der Ras/ERK-Signalweg nicht von einer Gas6-AxI-Interaktion induziert zu
werden, obwohl der Rezeptor durch sie phosphoryliert wird.

Die Ursache fir die unterschiedliche Wirkung von chimarem Rezeptor und Wildtyp-AxI
kdnnte der Aufbau der Extrazellulardoméane sein, der evtl. entscheidend fur die Wahl des
Signaltransduktionsweges ist. Es konnte gezeigt werden, daf chimare Rezeptoren
Homodimere bilden, der Axl-Rezeptor aber evtl. auf eine Heterodimerisierung zur Entfaltung
seiner Wirkung angewiesen ist. Es ist ebenso denkbar, daR® die beobachteten Effekte beide
durch die Axl-Kinase vermittelt werden kdnnen, jedoch beim Wildtyprezeptor durch
unterschiedliche Liganden hervorgerufen werden. Da nur Gasé6 bislang als physiologischer
Ligand fur Axl beschrieben wurde, kdnnte das chiméare Rezeptorkonstrukt den Effekt eines
bislang unbekannten Liganden nachahmen, denn der mitogene bzw. transformierende Effekt
beider Konstrukte (Chimar; Wildtyp) ist vollig unterschiedlich (Apoptoseschutz,
Proliferationsinduktion). Die extrazellulare Domane eines chimaren Rezeptors scheint somit
entscheidend die intrazellulare Antwort veréandern zu kénnen (Fridell et al., 1996), auch
unphysiologische Reaktionen eines solchen Rezeptors sind nicht auszuschliel3en.

In wie weit die unterschiedliche Konstruktion der Chimarrezeptoren (die in dieser Arbeit
verwendeten besitzen die Transmembrandomane des AxI-Rezeptors, die in der Literatur
untersuchten die des EGF-Rezeptors) eine entscheidende Rolle auf die Aktivierung und
Wirkung dieses Chimars spielt, ist spekulativ. Da aber schon der extrazellulare Teil eine
entscheidende Rolle fur die angeschaltete Signaltransduktionskaskade spielt, ist dieser Aspekt
nicht auRer Acht zu lassen. Es ist aber davon auszugehen, daf3 ein aus mehren Axl-Anteilen
bestehendes Konstrukt eine physiologischere Ubertragung wiedergibt als ein nur mit der
Kinasedomane versehenes. Es bleibt fraglich, ob das chimére Rezeptorkonstrukt die

physiologische Aufgabe von Axl ibernehmen kann und ob Befunde tber die Wirkung eines
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solchen Konstruktes uneingeschrankt zu tibertragen sind. Die Ergebnisse von Versuchen mit
einem solchen Konstrukt konnen jedoch Hinweise auf eine Wirkung liefern und sind deshalb
durchaus zu beachten.

Wie Ergebnisse zeigten, die nach Abschluld der Experimente fir diese Arbeit gewonnen
wurden, wird von dem chimaren Konstrukt vor allem der Phosphatidylinositol-3 Kinase Weg
angeschaltet, wie es in der Literatur (McCloskey et al., 1994; Fridell et al., 1996) beschrieben
worden ist. Ob dieser Weg von der Wildtyp-Kinase ebenfalls angeschaltet wird, ist fraglich,
da eine Beteiligung des MAP-Kinaseweges in der Literatur beschrieben ist (Bellosta et al.,
1997). Fur die verschiedenen Wirkungsweisen von Axl werden unterschiedliche
Signaltransduktionswege verantwortlich gemacht. So wird diskutiert, ob der mitogene Effekt
uber den PI3-Kinase Weg vermittelt wird und der Schutz vor Apoptose uber die Src-Kinase
(Goruppi et al., 1997). Andere Arbeitsgruppen sehen ebenfalls eine mitogene Antwort nach
Aktivierung der Axl-Kinase Uber den PI3-Kinase-Weg (McCloskey et al., 1994: chimares
Konstrukt aus Ratten-EGF-R und humaner Axl-Kinase). Dies wirde wiederum bedeuten, dal3
das stimulierte chimare Rezeptorkonstrukt in der Lage sein sollte, einen mitogenen Effekt zu
vermitteln. Diese Hypothese wird unterstitzt durch die Beobachtung, daf3 eine starke
Uberexpression von chimaren EGF-R/AxI-Konstrukten durch homophile Bindungen auch zu
einer Aktivierung fuhrt (Fridell et al., 1996). Weitere Publikationen berichten jedoch von
einer Beteiligung des MAP-Kinaseweges bei der Induktion der Proliferation (Goruppi et al.,
1996: endogenes Axl der Maus stimuliert mit rekombinantem humanem Gas6; Fridell et al.,
1996: chimares Konstrukt aus Ratten-EGF-R und humaner Axl-Kinase uber ras/ERK).

Da in den Bronchialkarzinomzellinien kein proliferativer Effekt beobachtet wurde, ist davon
auszugehen, daf3 die Axl-Kinase unter den gewahlten Bedingungen keinen mitogenen Effekt

auf Bronchialkarzinomzellinien hat.

4.3.1.6 Keine mitogene Wirkung von endogen exprimiertem Gas6 auf

Bronchialkarzinomzellen

Neben der transformierenden Wirkung von Axl ist ein mitogener Effekt auf bestimmte Zellen
bekannt. So zeigen serumfrei kultivierte NIH-3T3-Zellen eine deutliche Induktion eines S-
Phase Eintritts, wenn dem Medium Gas6 zugesetzt wird. Dieser Effekt lie3 sich nur in
Anwesenheit von endogenem Axl beobachten. Der wachstumsinduzierende Effekt von Gas6
ist allerdings signifikant schwacher als der mitogene Effekt von bFGF oder FKS auf diese
Zellen. Die Zugabe von Gas6 zu den gehungerten Zellen induzierte eine starke Axl-

Kinaseaktivitat mit anschlieRender MAP-Kinase Aktivierung (Goruppi et al., 1996). Jedoch
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war die Aktivierung dieses Signalweges ebenfalls signifikant schwacher als die durch bFGF
ausgeloste. Gasb6 hatte allerdings eine vergleichbar starke Apoptoseschutz-Wirkung, so dal3
hierin die wichtigste physiologische Aufgabe von Gas6 und evtl. auch von Axl vermutet wird
(Goruppi et al., 1996). Der mitogene Axl-vermittelte Effekt scheint, wie andere
Untersuchungen belegten, Gber die PI3-Kinaseaktivitat gesteuert zu werden, wo hingegen der
Apoptoseschutz vor allem Uber die Src Kinase und den MAP-Kinaseweg vermittelt wird
(Fridell et al., 1996; Goruppi et al., 1997; Bellosta et al., 1997). Wéahrend die Aktivierung
dieser Signaltransduktionswege teilweise von der Anwesenheit von Gas6 abhangig ist, konnte
auch eine von Liganden unabhangige mitogene Wirkung von Ax| gezeigt werden. Vor allem
scheint die Uberexpression der RTK fiir diese Wirkung wichtig zu sein. So konnte eine starke
Uberexpression allein die Kinaseaktivitat auslosen (Bellosta et al., 1995).

Auch ein mitogener Effekt auf Axl und Tyro3 exprimierende Schwannzellen durch Gas6
wurde beobachtet. Inkubierte man Schwannzellen mit Gas6, lief3 sich sowohl eine
Phosphorylierung beider Rezeptoren als auch eine mitogene Antwort der Kulturen beobachten
(Li et al., 1996).

Es sind aber auch Zellsysteme (NIH 3T3; hamatopoetische Vorlauferzellen; Fibroblasten des
Knochenmarkstromas) bekannt, in denen Axl keinen mitogenen sondern nur einen
Apoptoseschutzeffekt hatte (Bellosta et al., 1997). Teilweise war dieser Effekt der
Kinaseaktiviat dosisabhangig, teilweise liel? sich bei Zellen auch bei starker Uberexpression
und Ligandengabe kein mitogener Effekt beobachten, so daf3 die mitogene Wirkung
moglicherweise Zellsystem spezifisch ist (Avanzi et al., 1997). Auch auf glatte Muskelzellen
hatte Gas6 keinen mitogenen Effekt. Allerdings konnte eine Axl vermittelte Induktion der
Migration dieser Zellen durch Gas6 belegt werden. Eine Autophosphorylierung von AxI

wurde nach Zugabe von Gasb6 in diesen Zellen beobachtet. Ferner konnte gezeigt werden, daf3
Gasb6 als neues Chemoattraktant Axl-vermittelt Migration in glatten Muskelzellen induziert,
jedoch keine proliferationsstimulierende Wirkung hatte (Fridell et al., 1998).

Zur Untersuchung eines Effektes von endogenem Gas6 auf Axl-exprimierende
Bronchialkarzinomzellinien wurden Axl-transfizierte Bronchialkarzinomzellinien (mit und

ohne endogener Gas6 Expression) untersucht. Jedoch zeigten die mit der Wildtyp-AxI-RTK
transfizierten Zellen keinerlei Veranderung in ihrer Proliferation. Sowohl die isolierte AxI-
(Uber-)Expression als auch die Expression von Axl mit endogen vorhandenem Gas6 keinen
mitogenen Effekt auf die Zellinien hatte (siehe Abb. 22). Da vor allem die durch

Uberexpression beschriebene Aktivierung der AxI-Kinaseaktivitat einen méglichen
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proliferativen Effekt zeigen sollte, bleibt die Wirkung des Gas6-Ax| Rezeptor-
Ligandensystems in Bronchialkarzinomzellinien unklar. Die Co-Expression von Axl und
Gasé ist in vielen der untersuchen NSCLC-Linien und NHBE-Zellen belegt. Eine bis jetzt
nicht bekannte physiologische Aufgabe ist damit wahrscheinlich, sie ist aber weder mitogen
noch direkt differenzierend, da Axl-transfizierte Zellen keinerlei morphologische
Veranderungen zeigten.

Da nicht geklart ist, ob AxI Homo- bzw. Heterodimere bildet und so evtl. unterschiedliche
Wirkungen entfaltet, ist es nicht moglich klarzustellen, ob das Fehlen eines Effekts auf die
Abwesenheit eines fur eine solche Wirkung nicht vorhandenen Partners zurtickzufiihren ist.
Fur einen EinflulR von Axl wird weiterhin das Vorhandensein eines pp190 Proteins postuliert,
ohne das einige Zellen nicht in der Lage waren, die Kinase zu aktivieren (Braunger et al.,
1998). Da dies erst nach Abschlufld dieser Arbeit bekannt wurde, ist nicht untersucht worden,
ob die gewahlten Zellinien dieses Protein exprimieren und ob es fir die Vermittlung der AxI-

Kinaseaktivitat durch Gas6 notwendig ist.

4.3.1.7 Proliferation Axl-transfizierter Zellen nach EGF Stimulation

Zellen die mit dem Wildtyp-AxI-RTK Expressionskonstrukt transfiziert worden waren,

zeigten ohne Zugabe eines Stimulans keinerlei Veranderungen in Morphologie und Wachstum
gegenuber Zellen, die zur Negativkontrolle mit einem Expressionskonstrukt ohne Insert
transfiziert wurden. Auch endogen exprimiertes Gasé6 fuhrte keine Veranderung beztiglich
Aussehen und Proliferationsverhalten herbei. Zellen, die mit einem chiméren EGF-
Rezeptor/AxlI-Kinase Konstrukt transfiziert wurden, wiesen keine Modifikation in

Morphologie und Wachstum, unabhangig von der Anwesenheit des aktivierenden Liganden
EGF, auf. Parallel dazu wurden auch die Wildtyp-AxI transfizierten Zellen mit EGF stimuliert
und eine Wachstumskurve erstellt.

Dabei konnte in mehreren unabhangigen Versuchen gezeigt werden, daf3 die Zellzahl Wildtyp-
Axl transfizierte Zellen, deren Medium EGF zugesetzt wurde, deutlich schneller zunahm als
Axl transfizierte Zellen, deren Medium kein EGF zugesetzt wurde (siehe Abb. 19, Abb. 20

und Abb. 21). Die mit EGF stimulierten Zellen zeigten autonomes Wachstum, das nur vom
Liganden und nicht mehr von anderen Wachstumsfaktoren abhéngig war.

Ein Einflu von endogenem Gas6 und anderen bekannten Gas6 bindenden AxI-RTK-
Familienmitgliedern konnte, wie schon diskutiert, ausgeschlossen werden. EGF scheint damit

auf Axl transfizierte Lungentumorzellinien eine stark mitogene Wirkung auszuiben.
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Unterschiede zwischen den transfizierten SCLC-Linien und der NSCLC-Linien lief3en sich
jedoch beobachten. Wahrend die SCLC Linien tUber die gesamte Dauer des
Beobachtungszeitraumes diesen EGF abhangigen Effekt zeigten, war eine mitogene Wirkung
des EGFs in den NSCLC-Linien nur in den ersten Tagen deutlich zu beobachten. Da sich die
Proliferation der NSCLC-Linie durch Serumentzug nicht vollstandig unterdricken liel3, ist
dieser Effekt wahrscheinlich auf eine EGF-unabhéangige Dichtearretierung der Zellen
zurickzufihren.

Um sowohl eine Verwechslung mit einem anderen Konstrukt als auch einen Einflul3 des
moglicherweise durch die Axl-Expression induzierten EGF-Rezeptors auszuschlie3en, wurde
mittels RT-PCR die Expression des EGF-Rezeptors an mRNA aus den transfizierten Zellen
uberpruft. Die AxI-transfizierten Zellen zeigten weder eine Expression des endogenen EGF-
Rezeptors noch EGF-Anteile des chimaren Konstrukts.

Aus diesen uberraschenden, inzwischen durch Wiederholung der Experimente bestatigten
Befunden ergeben sie mehrere moégliche Konsequenzen. Obwohl EGF als Ligand fur Axl
nicht beschrieben ist, kann von einem EGF-Axl-abhangigen Effekt ausgegangen werden.

Es ist dabei an die spekulative Méglichkeit zu denken, dal? EGF direkt AxI-Aktivitat, etwa
durch Bindung beeinfluf3t. Experimente, die nach Beendigung der Versuche fir diese Arbeit
durchgefuhrt wurden, belegten eine starke Aktivierung des MAP-Kinaseweges nach
Stimulation der AxI-transfizierten Zellen mit EGF. Eine solcher Anstieg einer durch die
aktivierte AxI-Kinase stimulierten MAP-Kinaseaktivitéat, allerdings mit Gas6 als Ligand, ist
bekannt (Bellosta et al., 1997; Goruppi et al., 1996 und 1997; Fridell et al., 1996). Wahrend
myeloide Vorlauferzellen der murinen 32D Zellinie weder eine Induktion der Proliferation
noch einen Apoptoseschutz durch die Gas6-AxlI-Interaktion erfuhren, lie3 sich in Fibroblasten
(NIH-3T3) ein mitogener Effekt und ein koordinierter S-Phaseeintritt beobachten. Allerdings
scheint der MAP-Kinaseweg, induziert tiber die Gas6-AxlI-Interaktion, dort hauptsachlich die
Zellen vor Apoptose unter Konditionen, die keine Proliferation zulassen, zu schitzen
(Goruppi et al., 1996 und 1997; Bellosta et al., 1997). Dabei ist jedoch zu beachten, daf3 3T3-
Zellen Mausfibroblasten sind und die beschriebenen Effekte von endogen exprimierten Axl
abhangig sind. Das zur Stimulation eingesetzte rekombinante Gas6 jedoch ist aus der
menschlichen Sequenz gewonnen. Wie schon bei der Protein S-Tyro3-Interaktion, sind hier
speziesabhéngige Kreuzreaktion denkbar. Die 32D Zellinie hingegen wurde mit einem die
menschliche AxI-Sequenz enthaltenden Expressionskonstrukt transfiziert und mit

rekombinantem humanem Gas6 stimuliert (McCloskey et al., 1994; Fridell et al.,1996). Diese
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Axl-Gas6 Interaktion zwischen humanem Rezeptor und humanem Ligand rief jedoch, wie
auch in den Bronchialkarzinomlinien (transfiziertes Axl mit endogenem Gas6) keinerlei
Veranderung der Zellen hinsichtlich einer mitogenen Induktion oder Transformation hervor.
Das den transfizierten Bronchialkarzinomzellinien zugesetzte humane EGF war jedoch in der
Lage, die Proliferation stark zu stimulieren. Es ist somit moglich, dal3 EGF ein neuer, bisher
nicht beschriebener Ligand der AxI-RTK ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte allerdings diese
Frage nicht abschlieRend geklart werden. Da aber der beobachtete Effekt reproduzierbar und
die Aktivierung der MAP-Kinase gesichert ist, ist davon auszugehen, daR EGF direkt oder
indirekt Uber die Axl-Kinase eine biologische Wirkung auf Bronchialkarzinomzellinien hat.
Eine private Mitteilung von Prof. Dr. Gullick (London) bestétigte, dal3 die Existenz eines
weiteren EGF-bindenden Rezeptors seit langem postuliert wird, dieser jedoch kein Mitglied
der EGF-Rezeptorfamilie sein kann. Somit ist eine Rezeptor-Liganden-Interaktion von
humanem EGF und humanem Axl denkbar. Sollte sich eine solche Beziehung bestatigen,
waren somit unterschiedliche, tber Axl vermittelte Einflisse auf Zellen Gber die Bindung
unterschiedlicher Liganden maoglich. Fir die Interaktion zwischen Axl und Gas6 wurde nur in
wenigen Zellsystemen ein reproduzierbarer proliferativer Effekt bzw. ein Gas6
konzentrationsabhangiger Apoptoseschutz beschrieben. Andere Axl exprimierende Zellen
reagieren nicht auf die Zugabe von Gas6 (McCloskey et al., 1994; Varnum et al., 1995; Stitt et
al., 1995; Goruppi et al., 1996; Nagata et al., 1996; Fridell et al., 1996; Goruppi et al., 1997,
Bellosta et al., 1997; Avanzi et al., 1997; Fridell et al., 1998). Weitere Funktionen von AxI
sind mit einem neuen Liganden auch in solchen Zellen denkbar.

Neben einem direkten tUber eine EGF-AXI Interaktion vermittelten Effekt ist es mdglich, dald
EGF in der Lage ist, in kooperativer Weise die Zellproliferation zu stimulieren. Als Beispiel
hierfir ist an einen Synergismus wie zwischen Insulin und EGF in Mausfibroblasten zu
denken (Pardee et al., 1981). In diesem Fall wéren residuale, in der RT-PCR nicht
nachgewiesene EGF-Rezeptoranteile in den untersuchten Linien zu vermuten. Aktivierte Axl-
Kinase konnte hier ahnlich der vermuteten Funktion als Apoptoseschutzfaktor (Bellosta et al.,
1997; Goruppi et al., 1996 und 1997), die Empfanglichkeit fir EGF-vermittelte Proliferation
drastisch verstarken. Diese Hypothese sollte sich durch Kontrollversuche mit variablen EFG-
Mengen in Gegenwart bzw. Abwesenheit von AxI-RTK sowie Blockadeexperimenten mittels

EGF- und EGF-Rezeptor-spezifischen Antikorpern tberprifen lassen.
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Da in den humanen Bronchialkarzinomzellinien kein Effekt von endogenem Gas6 und
humanem Ax| beobachtet werden konnte, eine Co-Expression dieser beiden Komponenten
aber in NHBE Zellen beobachtet wurde, kann, wenn tberhaupt, nur von einem
unterstitzenden Effekt dieses moglichen Rezeptor-Ligandensystems auf Proliferation und
Apoptoseschutz ausgegangen werden. Andere Aufgaben dieser Interaktion sind aber moglich.
Der stark proliferative Effekt von EGF in Axl-transfizierten Bronchialkarzinomzellinien
hingegen scheint auf eine eindeutige Wirkung hinzuweisen. Inwieweit in Lunge und
Lungentumoren ein solches System hinsichtlich der Genese und Progression von Tumoren
eine Rolle spielt, ist spekulativ. Aufgrund des beobachteten starken proliferativen Effekts ist
ein Einflu? auf die Regeneration des normalen Bronchialepithels, das auf Grund eines
standigen Kontaktes mit der Atemluft und darin enthaltenen Noxen permanenter Erneuerung
unterliegt, und die positive Selektion von Tumorzellen durchaus denkbar.

Es ist also moglich, dafld Axl zwei unterschiedliche Funktionen besitzt, die moglicherweise
ligandenabhangig gesteuert werden. So kénnte mit Gas6 als Liganden ein Schutz vor
Apoptose bei Wachstumsfaktormangel moglich sein (Goruppi et al., 1996; Bellosta et al.,
1997; Goruppi et al., 1997, Fridell et al., 1996; Stitt et al., 1995; Varnum et al., 1995;
McCloskey et al., 1994), eine Induktion der Chemotaxis (Fridell et al., 1997), eine Wirkung
auf die Adharenz von Zellen (Avanzi et al., 1997; Nakano et al., 1997; McCloskey et al.,1997;
Bellosta et al., 1995), und die Differenzierung hdmatopoetischen Gewebes induzieren (Avanzi
et al., 1997; Neubauer et al., 1997; Rinke de Wit et al., 1996; Challier et al., 1996; Neubauer
et al., 1994). Gleichzeitig kdnnte aber auch ein mitogener Effekt mit EGF (als Liganden) Uber
Axl vermittelt werden. Die Aktivierung von verschiedenen Liganden wirde auch das
Anschalten von unterschiedlichen Signallibertragungswegen erkléaren. Die Gas6 vermittelten
Signale kénnten Uber einen anderen Weg weitergeleitet werden als die, die EGF an den
Rezeptor vermittelt. Da sowohl eine Aktivierung des PI3-Kinase und des MAP-Kinaseweges
fur Axl beschrieben sind, lieRen sich so auch die unterschiedlichen beobachteten Wirkungen
erklaren.

Auch die differierenden Effekte des Chimars und des Wildtyprezeptors lie3en sich so
erklaren. Es kdnnte moglich sein, dafd das in der Literatur beschriebene Chimar (EGF-R
extraz. und transm., Axl intraz.) Signalwege angeschaltet hat, die bei einer AxI-EGF
Interaktion aktiviert werden. Die Gas6-AxI-Bindung dagegen scheint eine ganz andere
intrazellulare Signalkaskade in Gang zu setzten. Dies kann allerdings nicht der durch das

Chimar aktivierte PI3-Kinaseweg sein, da dieser nachweislich auch von dem in dieser Arbeit
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benutzten Chimar aktiviert wird, wie erganzende Experimente zu dieser Arbeit ergaben, und

zu keinerlei Effekt fuhrten.

4.3.2 Protein S-Synthese in Bronchialkarzinomzellinien

4.3.2.1 Expression des Protein S-bindenden Rezeptors Tyro3

Tyro3 scheint urséchlich in die Entwicklung und Differenzierung von Geweben involviert zu
sein (Lai und Lemke, 1991; Ohashi et al., 1994; Mark et al., 1994; Perez et al., 1996). Auch in
vielen Geweben und malignen Erkrankungen konnte Tyro3 nachgewiesen werden. Eine
fehlregulierte Expression eines solchen an der Kontrolle zellularer Vorgange beteiligten
Molekils scheint die Genese und Progression von Tumoren zu beeinflussen. Auch in
Bronchialkarzinomzellinien konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Tyro3-Expression
nachgewiesen werden. Eine Expression von Tyro3 in Lunge und Lungentumoren war bis jetzt
nicht bekannt. Zusatzlich konnte in vielen der untersuchten Zellinien nicht nur eine
unregulierte Tyro3 Expression beobachtet werden, sondern auch eine Co-Expression mit dem
die Kinase aktivierenden Liganden Gas6. Tyro3 besitzt somit die Mdglichkeit einer

autokrinen Stimulation mit Gas6 als Liganden. Aufgrund der in der Literatur beschriebenen
Wirkungsweisen von Tyro3 ist die MAglichkeit eines Uberlebens oder Proliferierens der

Zellen unter suboptimalen Bedingungen durch Inanspruchnahme dieses mdglichen autokrinen

Systems denkbar.

4.3.2.2 Co-Expression von Protein S und Tyro3

Auch die Expression des als Ligand fur Tyro3 kontrovers diskutierten Protein S (Stitt et al.,
1995; Godowski et al., 1995) konnte in den untersuchten Zellinien nachgewiesen werden
(siehe Abb. 11). Die Synthese und Sekretion des Proteins liel3 sich aber, mit einer Ausnahme,
nur fir NSCLC-Linien und NHBE Zellen belegen (siehe Abb. 12). Diese Protein S
synthetisierende SCLC Zellinie ist eine variante Linie, d.h. sie zeigt keine vollstandige SCLC-
Differenzierung, so daf3 die Synthese eine Folge ihrer unvollstandigen Differenzierung sein
kdnnte. Der spezifische Aktivitatsnachweis des Protein S stellte zusatzlich die
Funktionsfahigkeit des sezernierten Proteins heraus (siehe Abb. 14). Protein S wurde somit
von Bronchialkarzinomzellinien als gerinnungsphysiologisch aktiver Faktor sezerniert.
Untersuchungen von Resektionsmaterial belegten, dal? Protein S auch von Tumoren
unterschiedlichen histologischen Ursprungs synthetisiert wurde (siehe Abb. 15). Der Befund,

dal3 Protein S von Lungenkarzinomen exprimiert wurde, ist die erste Beschreibung der
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Synthese eines antikoagulatorisch wirkenden Proteins in soliden Tumoren. Zwar konnten
bereits unterschiedliche prokoagulatorisch wirkende Faktorentjsgiee factorein Faktor X
aktivierendes Protein, und der Prothrombin-Aktivator in Lungentumorzellinien aktiv
nachgewiesen werden (Seitz et al., 1993; Shoj et al., 1998), eine Expression
antikoagulatorisch wirkender Faktoren war aber, sowokltro als auchn vivo, in
Bronchialkarzinomen nicht bekannt.

Da Protein S auch von nicht tumorgenen NHBE-Zelleritro und Bronchialepithelzellen,
Endothelzellen und Alveolarmakrophagenvivo nachgewiesen werden konnte - dies deckt

sich mit Befunden aus der Literatur (He et al., 1995) - ist eine physiologische Aufgabe von
Protein S in Lunge nicht ausgeschlossen. Dies lal3t auch der Aktivitatsnachweis in den
Zellinien vermuten. Uber die Aufgabe von Protein S in diesem Organsystem kann nur
spekuliert werden. Denkbar ware zum einen eine klassische antikoagulatorische Aufgabe im
Lungengewebe, dal? aufgrund seiner Aufgabe als Gasaustauschsorgan fir Erythrozyten stark
durchblutet ist und extrem kleine und enge BlutgeféalRe besitzt. Die Bildung von Thrombosen
aul3erhalb der Kapillaren kdnnte hier durch Protein S verhindert werden.

Weiterhin ist das Bronchialepithel eines der am meisten von belebten und unbelebten Noxen
betroffenen Organe. Eine hohe Erneuerungsrate des Epithels ist deshalb notwendig. Da
Protein S auch mitogene Wirkung auf Zellen haben kann (Gasic et al., 1992; Maillard et al.,
1992; Phillips et al., 1993; Smiley et al., 1997), ware eine die Zellproliferation regulierende
Aufgabe denkbar. Die mdgliche Bindung an eine Rezeptortyrosinkinase gibt einen weiteren
Hinweis auf einen mogliche Beteiligung in die Regulation zellularer Vorgénge. In
Transfektionsexperimenten zeigten Zellen, die mit einem Tyro3-Expressionskonstrukt
transfiziert waren, ein Tyro3 abh&angiges Wachstum. Zellen, die sowohl mit einem Tyro3- als
auch einem Protein S-Expressionskonstrukt transfiziert waren, zeigten eine Vitamin K
abhangige autokrine Transformation (Stitt et al., 1995). Vermutlich ist dieser Effekt aber auf
eine Kreuzreaktion zwischen unterschiedlichen Spezies zurtickzufiihren, in der Protein S von
Rind und Mensch murines Tyro3 bindet und den Rezeptor phosphoryliert (Stitt et al., 1995;
Godowski et al., 1995). Weitere Studien belegten allerdings, daf3 fir humanes Tyro3 nur
humanes oder Gas6 der Ratte, nicht jedoch humanes Protein S ein potenter, ein den Rezeptor
phosphorylierender Ligand ist. Indes konnte nicht abschliel3end geklart werden, ob humanes
Protein S Gberhaupt an humanes Tyro3 binden kann (Godowski et al., 1995; Ohashi et al.,
1995; Nagata et al., 1996). Die zur Zeit verfigbaren Daten weisen daraufhin, da nur Gasé6 ein

physiologisch relevanter Ligand fur Tyro3 ist.
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4.3.2.3 Protein S hat keine mitogene Wirkung auf Bronchialkarzinomzellinien

Eine mitogene Wirkung von humanem, exogen zugefiigtem Protein S auf die untersuchten
Bronchialkarzinomzellinien mit endogener Tyro3 Expression konnte nicht nachgewiesen
werden. Dies kann zum einen mit der kontrovers diskutierten Mdglichkeit einer Bindung von
Protein S an Tyro3 zusammenhangen (Stitt et al., 1995; Ohashi et al., 1995; Godowski et al.,
1995; Nagata et al., 1996). In diesem Fall wiirde das zugefiigte Protein S nicht an den
Rezeptor binden bzw. diesen nicht aktivieren und so keine Wirkung entfalten kénnen. Zum
anderen kann eine Stimulierbarkeit des gewahlten Zellsystems nicht gewéhrleistet werden. Da
kein Tyro3 Expressionskonstrukt zur Verfiigung stand, wurden endogen Tyro3 exprimierende
Zellen mit und ohne eigener Protein S-Synthese stimuliert. Damit ist dieses System nur
eingeschrankt aussagekraftig. Unter den gewahlten Bedingungen jedoch hatte die Zugabe von

Protein S auf keine der gewéhlten Zellinien einen mitogenen oder transformierenden Effekt.

Eine Wirkung von Protein S mit Tyro3 ist allerdings auch ohne Aktivierung der

Kinaseaktivitat denkbar. Wenn Protein S an Tyro3 binden kann, so kann es dadurch zu einer
lokalen Anreicherung von Protein S im Mikromillieu kommen, die wiederum die
antikoagulatorisch Wirkung unterstiitzen kann. Dies konnte bedeuten, da? Tumorzellen diesen
Effekt ausnutzen, um neu einsprie3ende Gefal3e zu ihrer optimalen Versorgung offenzuhalten
und somit das Tumorwachstum und die Neoangiogenese indirekt hinsichtlich eines
schnelleren Tumorwachstums beeinflussen kbnnen. Der Befund, dal3 Protein S stark in
Gebieten reduzieren Blutflusses, in der Nahe nekrotischer Areale nachgewiesen werden

konnte unterstitzt diese Hypothese.

4.3.3 Konsequenzen der Interaktionen von Gas6 und Protein S mit RTKs der Axl-

Familie

Der Befund, daf3 Vitamin K abhangige Proteine in die Regulation von Protease-Kaskaden
involviert und gleichzeitig als Liganden fir RTKs dienen kénnen, war unerwartet. Dies
eroffnete die Mdglichkeit, dafl3 Proteasen (z.B. Protein C) und Protease-Regulatoren (z.B.
Protein S), spezifische Zelloberflachenrezeptoren aktivieren konnen. Es wéare so mdglich,
Koagulation mit damit verbundenen zellularen Antworten, die fur die Gewebereparatur und
das Wachstum bendtigt werden, zu vereinen. Auch eine Koordination von Protease-Kaskaden
und assoziierte zellulare Antworten anderer Systeme, die involviert sind in Wachstum und

Wiederaufbau des nervésen Systems, ware so moglich (Stitt et al., 1995).
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Paradox erscheint allerdings, dal3 ausgerechnet ein aus gehungerten Zellen isolierter Faktor
ein Ligand fur eine Familie von RTKs ist, die an mitogenen Transformationsprozessen
beteiligt sind. Es ist fraglich, ob die Wirkung von Gas6, ein aus gehungerten Zellen isolierter
Faktor, in den Zellzyklus-arretierten Zellen ursachlich mit dem Wachstumsstop
zusammenhangt. Das Auftreten von Gas6 kdonnte unter solchen die Proliferation nicht
erlaubenden Bedingungen einen durch eine Axl-Interaktion vermittelten Apoptoseschutz der
Zellen parakrin oder sogar autokrin vermitteln, dabei jedoch nicht einen Eintritt in die S-Phase
auslosen. Dies wirde sowohl das Vorkommen von Gasé6 in Zellen, die unter
Wachstumsfaktormangel kultiviert werden erkléren, als auch die Apoptoseschutzwirkung von
Axl. Gas6 diente bei unter Wachstumsfaktormangel leidenden Zellen als ,Uberlebensfaktor®,
der seine Wirkung tber Axl weiterleitet. Diese Wirkung von Gas6 uber die AxI-RTK ist
deshalb deutlich von der mitogenen Wirkung zu trennen (Goruppi et al., 1996). In einer
myeloiden Zellinie konnte eine Interaktion von Gas6 und Axl allerdings weder sie
Zellproliferation unterstiitzen noch die Apoptose blockieren (Fridell et al., 1996), was eine
Wirkungsweise als ,Uberlebenssystem* in Frage stellt.

Neben dem teilweise beobachteten Apoptoseschutz hat Gas6 auch eine proliferative Wirkung
auf Zellen. So wird durch die mitogene Wirkung von Gas6 auf NIH3T3 Zellen ein

koordinierter Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus induziert (Goruppi et al., 1996). Dabei

fuhrt die Bindung des Liganden an seinen Rezeptor zur Aktivierung der Tyrosinkinase-
Domane des Rezeptors durch Dimerisierung. Die phosphorylierten Tyrosine des
zytoplasmatischen Teils des Rezeptors assoziieren mit deD8Skhane im Adaptorprotein.

Das aktive SHC |6st durch Phosphorylierung der Zielproteine den Signaltransduktionsweg der
MAP-Kinase aus, das mitogene Signal wird tiber den ras/raf /MAP-Kinaseweg in den

Zellkern weitergeleitet. Dabei mul3 jedoch die mdgliche, bereits diskutierte Spezies-
Kreuzreaktion, wie bei Protein S und Tyro3 beschrieben, in Betracht gezogen werden. Andere
Studien konnten eine Induktion des MAP-Kinase-Signalweges durch die Mitglieder der Axl-
RTK-Familie bestéatigen und zeigen, daf3 Src-Kinasen in die Regulation der Signalibertragung
involviert sind, ebenso wie die Phosphatidyinositol-3-Kinase (P13-K) und die Phospholipase

Cy (Fridell et al., 1996; Toshima et al., 1995; Ling et al., 1995).

Auch fir Protein S gibt es deutliche Hinweise, dal3 es aul3er der negativen Regulation der
Koagulation weitere Funktionen hat. So interagiert Protein S mit dem C4b-Bindungsprotein,

einem Inhibitor der Komplementkaskade und wirkt mitogen auf glatte Muskelzellen (Gasic et
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al., 1992; Hessing et al., 1991). Dieser Hinweis auf eine Rolle von Protein S im
Zellmetabolismus wird durch die Befunde verstérkt, daf} Protein S auch von Osteoblasten und,
in Folge einer Verletzung, von Neural- und Gliazellen exprimiert wird (Maillard et al., 1992;
Stitt et al., 1995). Da Tyro3 im Hirn stark exprimiert wird und eine Bindung von Protein S an
Tyro3 denkbar ist, kdnnte hier Protein S direkt in den Metabolismus der Zellen eingreifen.

Jedoch mul’ diese Wirkung von Protein S mit einem Rezeptor noch gesichert werden.

4.4 CDA44 Spleildvarianten als histiotypische Differenzierungsmarker des
Bronchialkarzinoms

CD44 ist ein transmembrandéses Glykoprotein, das in den meisten Geweben und in einem
Groliteil der Neoplasien exprimiert wird. Da das Gen alternativ gespleil3t werden kann,
existieren multiple Isoformen des Proteins, von denen einige mit spezifischen Tumortypen

und einem erhdhten Metastasierungsrisiko assoziiert werden (Sy et al., 1997)

4.4.1 Multiple CD44 Isoformen in Bronchialkarzinomzellinien

Exon-spezifische RT-PCR Nachweise des CD44 Rezeptors an mRNA aus
Bronchialkarzinomzellinien zeigten, daf3 viele der untersuchten Zellinien mehrere
unterschiedlich gespleilite mMRNAs aufwiesen (siehe Tab. 15). Dabei fanden sich in nahezu
allen NSCLC-Linien und etwa 50% der SCLC-Linien Transkripte fur CD44H oder CD44E
(v8-v10). Quantitativ zeigten sich grof3e individuelle Unterschiede zwischen den Linien. Drei
Linien (1/12 NSCLC; 2/10 SCLC) wiesen keinerlei CD44 Transkripte auf. Spleil3varianten
waren in 8/12 NSCLC und 2/8 SCLC Linien zu finden. NSCLC-Linien zeichneten sich
allgemein durch eine starke Expression der Exons v8-v10 aus, die die epitheliale CD44 Form
bilden. Da angenommen wird, daf Bronchialkarzinomzellen Abkémmlinge von Zellen des
Bronchialepithels sind, stellt diese Expression wahrscheinlich physiologische Gegebenheiten
dar.

In den untersuchten NSCLC-Linien traten alle variablen, einzuspleiRenden Exons auf; das
Exon 5 war jedoch in den SCLC-Linien nicht nachweisbar. Diese Expression von CD44v5 in
Bronchialkarzinomzellinien stellte den deutlichsten Zusammenhang zwischen dem Histiotyp
und der CD44 Expression dar. Eine solche tumortypspezifische Expression von CD44v5 ist
auch in anderen neoplastischen Geweben zu finden. So scheint die Tumordifferenzierung
verschiedener Magenkarzinome mit der CD44v5 Expression in Zusammenhang zu stehen.
Dort exprimieren vor allem schlecht differenzierte Tumoren diese Isoform (Harn et al., 1995;

Heider et al., 1993). In den Bronchialkarzinomzellinien hingegen zeigten die
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entdifferenzierten SCLC-Linien keine v5 Expression, so dal3 v5 nicht in Zusammenhang mit
dem Differenzierungsgrad zu stehen scheint, sondern einen histiotypischen Marker darstellt.
Die zur Sicherung der RT-PCR Ergebnisse durchgefiihrten immunhistochemischen
Nachweise der CD44 Varianten bestatigten, mit wenigen Ausnahmen, die Befunde der
exonspezifischen RT-PCR Analysen (siehe Tab. 18). Zu diesen Ausnahmen gehorten der
fehlende Proteinnachweis bei positivem mRNA Befund in einigen der Linien. Dies kann mit
einer translationalen Kontrolle der Zelle erklart werden, da eine ,fehlerhafte® RNA (u.a. durch
sinnwidriges Spleil3en) nicht translatiert wird. In drei Fallen konnte das Protein nachgewiesen
werden, ohne die entsprechende mRNA nachweisen zu kénnen. Da eine RT-PCR
Amplifikation nur Gber 25 Zyklen erfolgte, die monoklonalen Antikérper aber hoch sensitiv
sind, ist die Amplifikation sehr geringer Mengen cDNA nicht ausreichend gegeben. Ein
entsprechender mMRNA Nachweis konnte in einigen Fallen bei hoherer Zyklenzahl gezeigt

werden.

4.4.2 CDA44 Expression in normalem Lungengewebe

Um die physiologische Situation der CD44 Expressiositu zu erfassen, wurde an Schnitten
normalen Lungengewebes mit monoklonalen Antikdrpern eine CD44 Expression
nachgewiesen. Im Drisengewebe, den Alveoli (Pneumozyten und Makrophagen) und im
Epithel der Bronchioli und der Bronchialschleimhaut ebenso wie im Stroma liel3 sich eine
CD44 Expression detektieren. Dabei war der epitopspezifische Nachweis von CD44 v6 in
Zellen der Basalreihe des Bronchialepithels besonders aufféllig. Isoformen, die v6 enthalten,
waren nur sehr schwach in Bronchioli und Driisengewebe nachzuweisen, die Basalreihe des
normen Epithels hingegen zeigte eine starke Expression (Abb. 32). Diese stark begrenzte
Lokalisierung des Auftretens von v6 a3t auf eine wichtige zellspezifische Funktion schlieRen.
Das physiologische Vorhandensein von CD44 und vor allem des Epitops v6 in der
Bronchialschleimhaut gibt einen wichtigen Hinweis auf eine obligate Aufgabe in normaler
Lunge, evtl. in Zusammenhang mit der Differenzierung und Spezialisierung der Zellen. Das
Vorhandensein dieses Epitops in einigen Tumoren kann einen Hinweis auf den Ursprung der
Tumorzellen liefern, aber auch eine fehlregulierte ,Differenzierung” in Richtung
spezialisierter Bronchialepithelzellen darstellen.

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestatigen eine Expression von CD44H, -v3, -v5, -v6, -v7
und -v10 in Zellen der Basalreihe des normalen saulenartigen Bronchialepithels. Dabei liel3
sich die Expression von CD44H auf die Basalreihe des respiratorischen Epithels und das

darunterliegende Bindegewebe beschranken. Andere Isoformen hingegen konnten nur im

166



4 Diskussion

Epithel nachgewiesen werden. Mukdse Driisen waren generell negativ, nur sehr wenige
zeigten eine schwache CD44 Expression. Lymphoide Zellen andererseits zeigten haufig
CD44H, allerdings keine Expression von CD44v3 und -v6 (Ariza et al., 1995; Givehchian et
al., 1996).

CD44H konnte zusatzlich zu diesen Zellen auch in Lymphozyten und Alveolarmakrophagen
des Parenchyms ebenso wie in einigen intestinalen und epithelialen Zellen nachgewiesen
werden (Kasper et al., 1995; Fasano et al., 1997). Die Ergebnisse dieser Gruppen scheinen in
einigen Fallen im Widerspruch zu den detektierten Befunden zu stehen. Da viele der
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an Biopsiematerial durchgefiihrt wurden, ist das
Ausbleiben einer Detektion der CD44-Expression durch die Wahl des Untersuchungsmaterials
zu erklaren.

Welche Aufgabe dabei die einzelnen Isoformen einnehmen bleibt unklar, auch das lokale
Auftreten von CD44v6-Isoformen laf3t sich zur Zeit keiner direkten Funktion zuordnen. Da
aber ausschlie3lich die Basalreihe CD44v6 positiv war, liegt eine Funktion in einem Zell-Zell

bzw. Zell-Matrix-Kontakt mit anderen Geweben bzw. der Abgrenzung zu diesen nahe.

4.4.3 CDA44 Isoformen in priméaren Lungenkarzinomen

4.4.3.1 RNA-Expression von CD44 in Tumorgewebe

Die Regulation der Expression von Adhasionsmolekilen, die Zell-Matrix-Interaktionen
vermitteln, ist haufig von dem die Zellen direkt umgebenden Substrat abhangig. Um den
Status der CD44 Isoformexpression in Tumoren zu untersuchen, wurden RT-PCR Analysen
an isolierter RNA aus Tumorschnitten durchgefiihrt (siehe Abb. 25). Als Ergebnis fiel eine
Expression vielfaltiger CD44-Isoformen auf. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der
Qualitat (Expressionsmuster) der CD44 Isoformen zwischen Normalgewebe und Tumoren,
unabhangig von der histologischen Differenzierung. Da die zur RNA-Isolierung verwendeten
Schnitte nicht nur aus Tumorzellen bestand sondern auch Umgebungsgewebe, das u.a.
Entztndungszellen aller Art und Fibroblasten, ist dieses Resultat vermutlich auf die
Kontamination von Nicht-Tumorzellen zurickzufiihren. Eine RT-PCR Analyse mit aus
Tumorschnitten isolierter RNA a3t damit keine Aussage Uber die Anwesenheit spezifischer
SpleiRvarianten in Tumorzellen zu.

Dieses Problem, dal3 ein mit Hilfe der RT-PCR durchgefuhrter Vergleich der CD44
Expression von normalem Gewebe mit Primartumoren und Metastasen in nahezu allen Fallen

kein Unterschied der CD44 Expression in den Proben zu finden war, wurde durch
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Publikationen anderer Arbeitsgruppen bestatigt (Washimi et al., 1994; Tarin et al., 1995).
Abweichungen wurden nur in der erhéhten CD44 Expression aus einem einer Metastase
entnommenen Gewebe beobachtet (Washimi et al., 1994). Aber auch hier wurde
Gesamttumormaterial verwendet, so dal’ von einer mMRNA Kontamination des

Umgebungsgewebes auszugehen ist.

4.4.3.2 Histiotypische Expression von CD44v6 in NSCLC

Aufgrund der Erfahrungen mit den durchgefiihrten RT-PCRs an RNA aus Tumorgewebe sind
Aussagen uber das Vorhandensein von Isoformen auf den Tumorzellen nur méglich, wenn die
Tumorzellen selbst beurteilt werden. Zur Untersuchung der CD44 Expression in
Lungentumoren wurden Tumorschnitte mit monoklonalen, gegen einzelne Epitope der
Isoformen gerichteten Antikdrpern immunhistochemisch gefarbt. Serienschnitte wurden
alternierend mit den jeweiligen Antikdrperseren gegen CD44 Isoformen und zur Detektion
proliferierender Zellen, mit einem Ki67-Antikdrper gefarbt.

Die untersuchten Tumorsubtypen wiesen eine unterschiedliche Reaktivitat und Intensitat mit
dem jeweiligen Antikdrper auf. Generell war eine Abnahme der CD44 Expression,

unabhé&ngig von der Isoform, in schlecht differenzierten Tumoren zu beobachten.

Deutliche tumorspezifische Unterschiede konnten in der Expression von CD44v6 zwischen
den unterschiedlichen histologischen Subtypen beobachtet werden. Plattenepithelkarzinome
und Bronchioalveolarkarzinome exprimierten diese Isoform in tber 80% der untersuchten
Falle, andere Subtypen hingegen kaum. Die anderen untersuchten Isoformen, wie v5 und v7/8,
zeigten kein klares histiotypisches Auftreten in primaren Lungentumoren (siehe Tab. 20).
Diese Befunde wurden spéater durch Studien anderer Arbeitsgruppen, in denen Biopsiematerial
von Plattenepithelkarzinomen ebenfalls eine hohe Expression von CD44H, -v5 und -v6, aber
nur eine geringe Expression von CD44v7 und v10 aufwies, belegt (Givehchian et al., 1996).
Die Expression von CD44v6 in SCC konnte die Expression von Basalzellen des normalen
Epithels, wie sie auch in der Haut, dem Osophagus und den Bronchien (Mackay et al., 1994;
Heider et al., 1993) gefunden wird, widerspiegeln. Da Epithelien h&ufig hyperplastische
Basalzellen beherbergen, die zu SCC transformieren kdnnen (Gazdar und Linnoila, 1988),
kdnnte die v6 Expression in SCC ein konservierter histiotypischer Marker sein.

Vergleicht man die Spezifitat von v6 mit anderen gewebespezifischen Markern, wie z.B. dem
SCC-Antigen (Picardo et al., 1994) oder dem spr-1 Protein (Tesfaigzi et al., 1995), so ist der

prozentuale Anteil von CD44v6 in Plattenepithelkarzinomen der héchste, der bisher
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beobachtet werden konnte. Damit bekommt CD44v6 eine besondere Relevanz fur die
histologische Diagnostik dieses Lungentumortyps.

Eine Evalution von CD44 Serumspiegeln von Patienten mit NSCLC Tumoren ergab, daf sich
die Spiegel der CD44H und CD44v6 Isoformen nicht signifikant von denen benigner
Lungenerkrankungen unterschieden. Unterteilte man allerdings die Gruppe der NSCLC nach
ihrer Histiotypisierung, so zeigte sich, daf3 sich der CD44v6 Serumspiegel in SCC signifikant
hoher war als bei benignen Lungenerkrankungen. Innerhalb der Gruppe der NSCLC
Karzinome konnte beobachtet werden, dal3 eine CD44v6 Expression am haufigsten in der
Gruppe der Plattenepithelkarzinome zu beobachten war, gefolgt von grof3zelligen Karzinomen
und nur in etwa einem Finftel der Adenokarzinome. Eine histiotypische Assoziation kann
damit sogar bei CD44v6 Spiegeln von NSCLC-Patienten gefunden werden (Takigawa et al.,
1997).

Eine quantitativ und qualitativ deutlich eingeschrankte CD44 Expression von Varianten
konnte in den untersuchten Adenokarzinomen nachgewiesen werden. Vergleichende Studien
anderer Arbeitsgruppen zwischen SCC und ADC zeigten, dafl3 drei Viertel der SCC
CD44v4/5, aber nur ein Funfzigstel der ADC diese Isoform exprimierten. In nahezu allen
metastasierten Tumoren liel3 sich CD44v6 nachweisen (Tran et al., 1997). In einer anderen
Studie konnte in Adenokarzinomen allerdings kein CD44 nachgewiesen werden, wohl aber in
Bronchioalveolarkarzinomen, die eine schwache CD44H Expression aufwiesen (Givehchian
et al., 1996). Da in dieser Studie nur Biopsiematerial verwendet wurde, kdnnen die
gefundenen Unterschiede auf das Vorhandensein nur weniger Zellen in solchen Biopsieproben
zurliickzufiihren sein, da gerade bei den Adenokarzinomen h&ufig nur ein geringer
prozentualer Anteil der Tumorzellen CD44 positiv war.

Das im Vergleich wesentlich geringere und schwéchere Auftreten von CD44 in diesem
Tumortyp ist funktionell schwer zu deuten. Da die untersuchten Adenokarzinome einen
relativ hohen Differenzierungsgrad aufwiesen, ist das verminderte Auftreten von CD44 nicht
auf eine schlechtere Differenzierung der Adenokarzinome gegentber den
Plattenepithelkarzinomen zurtckzufihren. Vielmehr scheint ein genereller, die histiotypische
Auseinanderentwicklung von Zellen beeinflussender Mechanismus vorzuliegen. Aber auch
der Erhalt eines Merkmals der Ursprungszellen kdnnte Ursache der beobachteten
unterschiedlichen CD44v6 Expression sein. Dies wirde allerdings bedeuten, dal die

unterschiedlichen Subtypen des Bronchialkarzinoms aus verschiedenen Zellen des
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respiratorischen Trakts entstehen. Es laf3t sich jedoch festhalten, daf3 die durchgangig
schwache und geringe CD44 Expression ein Kennzeichen der Adenokarzinome zu sein

scheint.

Interessant ist die beobachtete starke Expression von CD44 und CD44v6 in den untersuchten
Bronchioalveolarkarzinomen. BACs gelten als ein Subtyp der Adenokarzinome. Sie stellen
eine Gruppe gut differenzierter Tumoren mit der Tendenz des Wachstums entlang der
oberflachlichen Luftwege dar. Invasives, die pulmonale Architektur zerstérendes Wachstum
wird in dieser Gruppe nicht beobachtet (Hammar, 1987). Aufgrund ultrastruktureller
Ahnlichkeiten mit Clarazellen bzw. Typ Il Pneumozyten gelten diese Zellen als Vorlaufer der
BACs. Analog zu der v6 Expression in Plattenepithelkarzinomen laf3t sich vermuten, daf? die
v6 Expression der BACs der physiologische Ausdruck eines Merkmal einer bestimmten
Gruppe von Vorlauferzellen ist. Da ADCs diese Isoform nicht exprimieren, obwohl eine
Abstammung aus der selben respiratorischen Epithelzelle postuliert wird, missen diese
Tumortypen entweder verschieden differenzieren, CD44v6 konnte hier als
Differenzierungsmarker gelten, oder beide Tumortypen haben unterschiedliche
Vorlauferzellen. Welchen Einflu3 die Expression einzelner CD44-Isoformen auf die
Entwicklung und Differenzierung der Tumortypen hat, ist aber nur schwer abzuschéatzen.

Auch andere Studien zeigen eine CD44v6 Expression in mehr als zwei Drittel der
Bronchioalveolarkarzinome (Fasano et al., 1997). Diese spater publizierten Befunde beziiglich
einer histiotypischen Expression des CD44v6 Exons bestatigen vollstandig die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit.

Eine relativ starke CD44 Expression konnte in Karzinoiden nachgewiesen werden, jedoch
zeigten diese Tumoren nur ein eingeschranktes Auftreten von Spleil3varianten, vor allem v7/8.
Grol3zellige Karzinome wiesen ebenfalls CD44 auf, jedoch oft schwach und nur in einem
geringen Anteil der Zellen. Splei3varianten waren in diesen Tumortyp generell selten zu
finden. Auch andere Studien zeigten, dal3 die meisten grof3zelligen Karzinome, ebenso wie

Karzinoide und alle kleinzelligen Tumoren CD44v6 negativ waren (Fasano et al., 1997).

4.4.3.3 Verlust von CD44 in SCLC

In SCLC-Tumoren war kaum CD44 Expression belegbar, nur in einem sehr geringen Anteil
der kleinzelligen Karzinome (unter 5%) war eine CD44 Expression nachweisbar. Die

untersuchten SCLC-Tumorzellen wiesen keinerlei Isoformexpression auf. Publikationen
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anderer Arbeitsgruppen zeigten ebenfalls, dal kleinzellige Tumoren CD44 negativ waren
(Fasano et al., 1997). SCLC Tumoren scheinen damit, im Vergleich zu allen andern
Lungentumortypen, einen generellen Verlust von CD44 aufzuweisen. Ein Verlust der
Expression in Tumoren gegenidber dem Normalgewebe konnte ebenfalls in
Ovarialkarzinomen, Endometriumkarzinomen, Prostatakarzinomen und einigen Hirntumoren
gezeigt werden (Cannistra et al., 1993; Shtivelman und Bishop, 1991; Combaret et al., 1995;
Christiansen et al., 1995; Nagabhushan et al., 1996; Fujita et al., 1994).

Da SCLC im Verlauf der Tumorprogression schon in einem sehr frithen Stadium
metastasieren, kann der Verlust eines u.a. zur Verankerung dienenden Molekils die
Metastasierung unterstitzen. Dies gilt vor allem fiir CD44H, da CD44H der Interaktion mit
Hyaluron dient. Wenn eine solche Interaktion die Verankerung von Zellen im Gewebe
bewirkt, kann das Fehlen von funktionellem CD44H dann dazu fuhren, dal3 sich Zellen aus
hyaluronreichem Gewebe |I6sen kdnnen und somit den Prozel3 der Metastasierung in Gang

gesetzt wird.

4.4.3.4 Zusammenhang der CD44 Expression mit Differenzierung und Metastasierung

In vielen anderen Tumorgeweben liel3 sich eine Korrelation mitlderovoExpression

varianter Isoformen mit dem Tumortyp oder der Progression zeigen. Ein solcher
Zusammenhang zwischen dem Auftreten spezifischer Isoformen mit der Tumorgréfie, dem
Proliferationsindex oder der Dissemination/Metastasierung des Tumors (TNM-Status) konnte
fur die untersuchten Lungentumoren nicht belegt werden (siehe Tab. 21). Auch in anderen,
sich mit der CD44-Expression und Lungentumoren auseinandersetzender Studien, lief3 sich
eine Korrelation zwischen der Expression von CD44H und varianten Isoformen mit dem
Tumorstadium, erneutem Auftreten oder Uberlebensraten nicht erkennen (Tran et al., 1997).
Da das Auftreten von CD44v6 mit einem hoheren Metastasierungspotential in
Zusammenhang gebracht wird, fiel auf, daf3 vor allem solche Lungentumoren diese Isoform
zeigen, die normalerweise nur in einem fortgeschrittenen Stadium metastasieren, wie SCCs
und BACs. Zusatzlich ist ein genereller Verlust von CD44 in niedrig differenzierten und friih
metastasierenden Tumoren zu beobachten. Das Auftreten von CD44 Varianten in
Lungentumoren scheint damit, im Gegensatz zu vielen Befunden anderer Tumoren und
Zellinien, einen positiven prognostischen Marker darzustellen und Zellen mit reduziertem
metastatischen Potential zu kennzeichnen.

Dies wird durch Studien bestétigt, die der CD44 Expression eine histogenetische Funktionen

im respiratorischen Epithel zuschreiben und ebenfalls den Verlust der CD44 Expression als

171



4 Diskussion

die Metastasierung untersttitzend beschreiben (Givehchian et al., 1996), bzw. keine
Korrelation der CD44v6 Expression mit klinischen Stadien belegen konnten. Aufgrund der
histiotypischen Expression von CD44 wird eine unterschiedliche Abstammung der
untersuchten Tumortypen postuliert. Eine Expression von CD44 wird von diesen
Arbeitsgruppen nicht als notwendig fur den Prozel3 der malignen Transformation von
Bronchialepithelzellen angesehen (Washimi et al., 1994; Fasano et al., 1997). Auch der
CD44v6 Serumspiegel von Patienten mit NSCLC korrelierte weder mit dem Tumorstadium
noch mit dem Grad der Metastasierung. Der CD44v6 Spiegel kann somit nicht als Indikator
fur das Tumorstadium oder die Metastasierung dienen, vielmehr scheint fir diese CD44

Variante eine histiotypische Assoziation vorzuliegen (Takigawa et al., 1997).

4.4.4 Veranderungen der CD44 Expression in praneoplastischen Geweben

Da die beobachtete generelle CD44 Expression und das histiotypische Auftreten der v6-
Isoform Hinweise auf die Differenzierung und evtl. auch den Ursprung der Lungentumoren
gab, wurden Préaneoplasien auf ihnre CD44 Expression hin untersucht. Dies sollte Aufschluf3
uber frihe Vorgange der malignen Transformation in Bezug auf das Auftreten eines solchen
Differenzierungsmarkers geben.

Es liel3 sich nachweisen, dal3 schon Dysplasien eine besonders starke Expression von CD44
und v6 aufwiesen. Auch squamgdse Metaplasien und atypische Basalzellhyperplasien zeigten
noch eine starke CD44 und v6 Expression. Bei Basalzellhyperplasien und mukdsen
Zellhyperplasien hingegen war dazu im Vergleich eine leichte CD44 Abnahme zu vermerken,
adenomatése Proben wiesen kaum noch CD44 und v6 auf (siehe Tab. 23). Doch nicht nur eine
Abweichung in der Quantitat der CD44 Expression war festzustellen, viele der untersuchten
praneoplastischen Gruppen zeigten eine Veranderung in der Lokalisation der CD44
Expression. Wahrend in normalem Bronchialepithel eine Uber alle Zellen des Epithels
verbreitete CD44 Expression zu beobachten war, beschrankte sich das Vorkommen von v6
Isoformen ausschlief3lich auf die Basalreihe. Die Dysplasien und squamdsen Metaplasien
wiesen ohne diese lokale Beschrankung in allen Schichten des Epithels eine CD44v6
Expression auf (siehe Abb. 33). In squamdsen Metaplasien wurde zuvor bereits eine starke
CD44 Expression beschrieben (Penno et al., 1994). Auch in den Basalzellhyperplasien, mit
und ohne Atypie, war ein mehrreihiges Auftreten von v6 zu erkennen. Die mukdsen
Zellhyperplasien wiesen, im Vergleich zu den Befunden in normalem Bronchialepithel, kaum

Abweichungen in ihrer v6 Expression auf. Die Adenomatosis-Proben zeigten einen CD44
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Verlust. Eine sehr frihe, schon im pramaligen Stadium zu detektierende histiotypische
Differenzierung der Zellen war offensichtlich.

Diese Befunde belegen bereits friilhe Veranderungen im CD44 Expressionsmuster von
neoplastischen Umbauten des respiratorischen Epithels. Inwieweit diese Modifikationen
schon eine Folge bereits begonnener Umwandlungen oder ursachlich fur die neoplastischen
Veranderungen sind, mul3 Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Diese frihen
veranderlichen Prozesse der CD44 Expression deuten allerdings auf eine entscheidende Rolle
bei der Genese und Progression von Lungentumoren, auch hinsichtlich ihrer Differenzierung
hin.

Befunde Uber das Auftreten der CD44v6-Variante in Assoziation mit der Progression und der
Metastasierung von colorektalen Karzinomen betreffen, stitzen die Hypothese einer in der
Genese und Differenzierung wichtigen Rolle von CD44. Erhéhte CD44v6 Spiegel wurden
bereits in benignen adenomatésen Colorektalpolypen und adenomatdsen Polypen mit milder
Dysplasie nachgewiesen, was den Schluf3 einer friihen Funktion in der colorektalen

Karziogenese nahelegt (Herrlich et al., 1995).

4.5 Relevanz einer histiotypischen Expression von Oberflachenrezeptoren

Die Progression von Tumoren ist von einer Kaskade genetischer Veranderungen begleitet. Die
Selektion eines malignen Phanotyps, ein selten vorkommendes Ereignis einer geringen
Anzahl von Zellen, ist begrenzt durch eine erfolgreiche und vollstandige Akkumulation vieler
die Metastasierung unterstiitzender Aktivitaten, wie u.a. die Uberwindung der Apoptose.

Diese schlie3en die Induktion der Vaskularisierung, das Losen aus dem primaren
Tumorgewebe, Invasion in benachbarte Gewebe, die Intravasion der Blut- und Lymphwege
und die hamatogene und lymphogene Wanderung zu den ,Zielorganen“ ein. Der Erwerb der
Fahigkeit, Aggregate zu bilden und die Passage der durch das Endothel gebildeten natirlichen
Barriere erlauben es den Tumorzellen, sich in den Kapillaren festzusetzen und sich im
Sekundargewebe anzusiedeln (Fidler, 1995).

Analysen unterschiedlicher Phasen der Tumorprogression liel3en die dichte Assoziation dieses
Prozesses mit der Aktivitat einer Vielzahl von Signallibertragungs- und Adhasionsmolekilen
zutage treten. Dabei wurde klar, dal3 maligne Zellen die gleichen Gegebenheiten zur Adhasion
und Signallbertragung nutzen, die auch von normalen Zellen zur Unterhaltung ihrer normalen
physiologischen Aktivitaten benutzt werden.

Oberflachenrezeptoren spielen bei diesen Prozessen eine entscheidende Rolle. Sie kdnnen

sowohl der Verankerung der Zellen dienen als auch der Ubertragung von Signalen in die
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Zelle. Von vielen beschriebenen Rezeptoren ist bekannt, dal3 sie nicht nur eine Funktion im
normalen Metabolismus der Zelle haben, sondern auch in den Prozel3 der malignen
Transformation und Metastasierung involviert sind. Haufig ist die physiologische Aufgabe
dieser Rezeptoren nicht bekannt, man beobachtet nur eine Veranderung ihrer Expression oder
Struktur in Tumorzellen. Damit ist es offensichtlich, dal3 diese Rezeptoren eine wichtige Rolle
in der Genese und Progression des Karzinoms spielen. Es ist jedoch nicht immer Klar,
welchen Einflul? sie darauf nehmen. Solche Rezeptoren, von denen man nur eingeschrankt
ihre Aufgabe in normalen Geweben kennt, deren Expression und Struktur aber in Tumoren
verandert ist, sind die Axl-Rezeptortyrosinkinase und CD44. Beide Gene sind involviert in die
Entwicklung von Tumoren. AxI spielt in Tumoren des hamatopoetischen Gewebes eine
wichtige Rolle, CD44 ist eines der in Tumoren am haufigsten veranderten Gene tberhaupt.
Uber die Rolle dieser Rezeptoren in Lunge war nur wenig bekannt.

Lungentumoren sind eine der heterogensten Tumorgruppen. Sie lassen sich in zwei grol3e
Untergruppen aufteilen, kleinzellige und nicht-kleinzellige Tumoren, von denen letztere
wiederum in Subtypen zu unterteilen ist. Vor allem zwischen den beiden grof3en Subgruppen
lassen sich Unterschiede in der Expression von Genen, einschlie3lich denen fur
Oberflachenrezeptoren, belegen. Welche Rolle diese Unterschiede in der Genese,
Entwicklung und Differenzierung der Tumoren spielen, ist jedoch weitestgehend unklar.

Wie die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, sind auch die beiden Rezeptoren Axl und
CD44 histiotypisch exprimiert. Sowohl CD44, ein an der Adhésion von Zellen beteiligtes
Molekdl, als auch Axl, eine an der Signallibertragung involvierte Rezeptortyrosinkinase,
lassen sich nur in Zellen nicht-kleinzelliger Tumoren nachweisen. Wahrend Axl generell in
solchen Tumorzellen zu finden ist, a3t eine spezielle Isoform des CD44, v6, eine weitere
Sub-Differenzierung der NSCLC-Tumoren zu. Im Falle des AxI-Rezeptors konnte der
zugrunde liegende Mechanismus nicht geklart werden, fir CD44 allerdings zeigten die
Befunde an Praneoplasien eine friilhe Beteiligung an Prozessen der malignen Umwandlung.
Das histiotypische Auftreten dieser beiden Rezeptoren Ial3t klar auf eine Rolle in der
Differenzierung von Bronchialkarzinomzellen schlie3en. Diese Befunde haben damit zunachst
nur Bedeutung fir die Diagnostik von Tumoren, kbnnen aber zum weiteren Verstandnis der

zellbiologischen Vorgange dieser Tumoren beitragen.
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4.6 Probleme und L6sungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine grundlegend unterschiedliche Differenzierung
der verschiedenen Typen des Bronchialkarzinoms hin.

Die Bedeutung der histiotypischen Expression Axl-Rezeptortyrosinkinase im untersuchten
Zellsystem blieb, auch mit Co-Expression des als physiologisch beschriebenen Liganden,
unklar. Es liel3 sich weder ein direkter Einfluld auf den Phéanotyp noch auf die Proliferation
nachweisen. Auch Versuche mit einem EGF-Rezeptor-Axl-Kinase-Rezeptorchimar waren nur
bedingt aussagekraftig. Uberraschenderweise konnte eine stark mitogene Wirkung in
Zusammenhang mit der AxI-RTK und EGF gezeigt werden. Es mul} jedoch abschlieRend
geklart werden, ob die beobachtete Wirkung des EGFs direkt durch Axl vermittelt wird, ob
EGF tatsachlich ein physiologischer Ligand von Axl ist, oder ob die AxI-EGF-Synergie
indirekt, z.B. in der Form kooperativer Effekte (Adaptorproteine; Heterodimerisierung mit
einem anderen Rezeptor) stattfindet. Hierzu waren weitere Stimulationsexperimente
notwendig. Mit Hilfe eines AxI-Fc Konstrukts soll weiterfuhrend versucht werden, die
Wirkung des zugegebenen EGFs aufzuheben. Falls die Bindung von EGF an Axl direkt und
nicht tber weitere Proteine vermittelt ist, sollte der I6sliche AxIl-Rezeptor durch kompetitive
Bindung den Effekt des zugesetzten EGFs aufheben. Damit soll auch der Zusammenhang
einer moglicherweise ligandenabhangigen Wirkung geklart werden (Gas6 und EGF). Fur
einen Nachweis von Axh situ, zur Bestimmung der Bedeutung von Axl in Tumoren, sollen
u.a. Methoden entwickelt werden, die einen immunhistochemischen Nachweis an

Tumorschnitten ermdglichen.

Aufgrund der veranderten CD44 Expression in Praneoplasien soll weiterhin untersucht
werden, ob solche Veranderungen ein generelles, sehr friihes Ereignis maligner
Lungenerkrankungen sind, oder ob ein veréndertes CD44 Expressionsmuster auch in nicht-
malignen Lungenerkrankungen zu finden ist. Diese anstehenden Untersuchungen sollen
schlie3lich zeigen, ob die veranderte CD44v6 Expression als Frihmarker dienen kann und ein

frihes Ereignis in der Genese maligner Lungenerkrankungen ist.
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5 Zusammenfassung

Autonomes Zellwachstum menschlicher Tumoren wird durch eine Reihe auto- bzw.
parakriner Mechanismen ermagglicht. Auch das Bronchialkarzinom, die haufigste maligne
Erkrankung des Menschen, weist haufig eine solche, von anderen Umweltfaktoren
unabhangige, Proliferation auf.

Die Untersuchung potenter autokriner Stimulationswege in Bronchialkarzinomzellinien
zeigte, dal} alle verwendeten Zellinien mehrere Moglichkeiten besitzen, ihnr Wachstum tber

solche autokrinen Wege zu beeinflussen.

Ein auffalliges Expressionsmuster zeigte die Rezeptortyrosinkinase Axl, ein als onkogen
beschriebener Rezeptor, der seine tumorgene Wirkung durch Uberexpression entfaltet und der
durch einen speziellen Aufbau der extrazellularen Domane gekennzeichnet ist. Axl konnte
ausschlieflich in Zellinien nicht-kleinzelligen Ursprungs nachgewiesen werden. In vielen
Fallen wurde sie dort, im Vergleich zu normalen Bronchialepithelzellen, Uberexprimiert. Alle
kleinzelligen Linien zeigten keine Expression. In diesen Linien ist folglich von einem Verlust
der Expression auszugehen. Ein in allen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom-Subtypen
exprimiertes Gen, das somit als Marker fir nicht-kleinzellige Zellinien dienen kann, war bis
dahin nicht beschrieben worden. Erganzend konnte der physiologische Ligand fiir die Axl-
RTK, das Produkt degrowth arrest specific gene &as6, in den untersuchten Zellinien
nachgewiesen werden. Viele der NSCLC-Zellinien besal3en somit die Mdglichkeit zu einer

autokrinen Stimulation mit Axl und Gas6.

Als weiterer Ligand der Axl-Rezeptorfamilie konnte, neben der Sekretion von Gas6, zum
ersten Mal auch das antikoagulatorisch wirkende Protein S in Lungentumoren nachgewiesen
werden. Durch Separation dieses Proteins aus Kulturiiberstadnden verschiedener Zellinien
konnte erganzend die physiologische Wirksamkeit in einem Protein S-abhangigen

Gerinnungstest demonstriert werden.

Um die Funktion des AxI-Rezeptors in Lungenkarzinomen naher zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Expressionskonstrukte, die das Gen fur den Wildtyprezeptor bzw. ein
chimares Rezeptorkonstrukt aus EGF-Rezeptor und Axl-Kinase enthielten, in ausgewahlte

Zellinien transfiziert. Die Beobachtung der transfizierten Zellen zeigte, daf3 die AxI-Kinase
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keinen Einflu3 auf die Morphologie hat, und mit ihrem endogen exprimierten Liganden Gas6
die Proliferation nicht positiv beeinflussen konnte. Auch der chimére Rezeptor, so konstruiert,
daf die AxlI-Kinase durch Stimulation mit EGF aktiviert wird, hatte keine Wirkung auf die
Proliferation. Interessanterweise konnte jedoch eine Proliferationsinduktion der mit der
Wildtyp-AxI-RTK transfizierten Zellen nach Zugabe von EGF beobachtet werden, so dal3

EGF einen mdglichen physiologischer Ligand der AxI-RTK darstellen konnte.

Einen weiteren wichtigen Bestandteil dieser Arbeit bildeten Untersuchungen des CD44
Rezeptors einschlielilich einiger in Zusammenhang mit Tumormetastasierung diskutierten
SpleilBvarianten. Analysen der CD44 Expression in Bronchialkarzinomzellinien zeigten, dafl3
in allen Zellinien Isoformen nachzuweisen waren. Kleinzellige Linien integrierten jedoch

nicht das variable Exon v5 in die mRNA ihrer CD44-Rezeptoren. Immunhistochemische
Nachweise einzelner Isoformen an Tumorschnitten demonstrierten einen Expressionsverlust
in allen kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Innerhalb der Gruppe der nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinome hingegen liel3 sich eine Sub-Differenzierung in Bezug auf die Expression
es Epitops v6 erkennen. Eine starke CD44 und v6 Expression fand sich in
Plattenepithelkarzinomen einschliel3lich angenommener friher Vorlauferstadien. Ferner
konnte eine solche Expression von v6 enthaltenden Isoformen auch in
Bronchioalveolarkarzinomen belegt werden. In Adenokarzinomen hingegen, ebenso wie in
adenomatésen Hyperplasien, war diese Isoform kaum exprimiert. Ein Zusammenhang
zwischen der CD44-Expression und dem Differenzierungsgrad (Grading) bzw. der
disseminierten Tumorausbreitung konnte nicht belegt werden. Die sich aus diesen
Untersuchungen ergebende friihe histiotypische Differenzierung von
Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen kénnte sowohl von funktioneller als auch

von diagnostischer Bedeutung sein.
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(W/IV) Gewicht pro Volumen; Gewichtsprozent
°C Grad Celsius

vl mikro

A Ampere

Abb. Abbildung

ADC Adenokarzinom
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APUD amine precurser uptake and decarboxylation
BAC Bronchioalveolarkarzinom

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD44 Cluster of Differeniation 44

cDNA komplementare DNA

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
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DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylebaminotetraessigsaure

EGF epidermal growth factor

et al. et aliter

FKS fotales Kalberserum

g Gramm

h Stunde

kD Kilodalton

I Liter

LCLC grof3zelliges Lungenkarzinom; large cell lung cancer
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