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Zusammenfassung

Variante Formen von CD44 unterscheiden sich von der Standardform von CD44 durch die
Insertion zusitzlicher Proteinsequenzen, die von 10 varianten Exons kodiert werden, in den
extrazellulidren Anteil des Molekiils. Fiir CD44-Varianten, die das Exon v6 enthalten, konnte
in der Ratte gezeigt werden, daB sie kausal am Metastasierungsgeschehen beteiligt sind. In
der vorliegenden Arbeit wurden Antikorper gegen humane CD44-Varianten hergestellt, mit
deren Hilfe die Expression von varianten CD44-Molekiilen in humanen Normalgeweben
sowie verschiedensten Tumortypen untersucht wurde.

Im Normalgewebe ist die Expression von CD44-Varianten vorwiegend auf epitheliale
Gewebe beschrinkt, wihrend die Standardform von CD44 nahezu ubiquitir exprimiert
wird. In Tumoren konnte vor allem in Karzinomen eine Expression von CD44-Varianten in
26% bis 100% der untersuchten Fille nachgewiesen werden, je nach verwendeten
Antikorper und Tumortyp. Immunhistochemische und RNA-Analysen haben gezeigt, daf in
ein und demselben Tumortyp verschiedene CD44-Varianten exprimiert werden. In den
entsprechenden Normalgeweben konnte entweder keine oder nur eine sehr uniforme
Expression nachgewiesen werden, woraus ersichtlich wird, daB in den Tumoren im
Vergleich zum Normalgewebe eine Stérung im SpleiBmechanismus vorliegt.

Fiir Nicht-Hodgkin-Lymphome und kolorektale Karzinome korreliert die Expression von
CDA44-Varianten, die das variante Exon v6 enthalten, mit der Aggressivitit bzw. der
Progression der Tumoren. In 100% der Lymphknotenmetastasen von Mammakarzinomen
und einem GroBteil der invasiven Primirtumoren werden CD44-Varianten exprimiert. Die
Uberlebenschance von 93 Patientinnen mit primiren Mammakarzinomen war invers mit der
Expression von Exon v6 enthaltenden CD44-Varianten korreliert. Diese Ergebnisse machen
es wahrscheinlich, dal CD44-Varianten, die das Exon v6 enthalten, auch beim Menschen, in
Analogie zum Rattensystem, kausal am Metastasierungsgeschehen beteiligt sind.




Abstract

CD44 variants as metastasis marker in human tumors

Variant forms of CD44 differ from the standard form of CD44 by the insertion of additional
protein sequences, which are encoded by ten variant exons, into the extracellular portion of
the molecule. CD44 isoforms, which contain the variant exon v6, have been shown to play
an important role during metastasis formation in a rat model system. In this work, antibodies
have been developed which were used to investigate the expression of variant CD44

molecules in normal human tissues and different human tumor types.

In normal tissues, the expression of CD44 variants is mainly restricted to epithelial tissues,
whereas the standard form of CD44 is ubiquitously expressed. In tumors, especially in
carcinomas, expression of CD44 variants was detected in 26% to 100% of all investigated
samples, depending on the tumor type and the antibody used. Immunohistochemical and
RNA analyses have revealed that in one certain tumor type different CD44 variants are
expressed. In corresponding normal tissues, there was either no or a very uniform

expression detectable, indicating that there is a splice disorder in the tumor cells.

In non-Hodgkins' lymphomas and colorectal carcinomas, the expression of exon v6
containing CD44 variants correlates with tumor aggressiveness and progression,
respectively: In most of the investigated primary invasive breast carcinomas and in 100% of
axillary lymph node metastases, CD44 variants are expressed. The overall survival
probability of 93 patients with breast cancer was inversely correlated with the expression of
exon v6 containing CD44 variants. These results suggest that CD44 variants, especially

those containing exon v6, are causally involved in the metastatic process in humans.
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung
1.1 Krebs, eine lebensbedrohliche Erkrankung

"Cancer the Crab lies so still that you might think he was asleep if you did not see the
ceaseless play and winnowing motion of the feathery branches round his mouth. That
movement never ceases. It is like the eating of a smouldering fire into rotten timber in that it

is noiseless and without haste"
Rudyard Kipling, 1893

Dieses genau vor hundert Jahren niedergeschriebene Zitat 148t erkennen, daB zum damaligen
Zeitpunkt Krebs als eine duBerst bedrohliche und gleichzeitig geheimnisvolle Krankheit
betrachtet wurde. Daran hat sich bis heute nicht viel gedndert. Noch immer sind die
Ursachen und Mechanismen der Tumorentstehung nur sehr unvollkommen verstanden. In
der Statistik der Todesursachen stehen Krebserkrankungen an zweiter Stelle, wobei sie nur
noch von Herz-und Kreislauferkrankungen iibertroffen werden. Allein in der
Bundesrepublik Deutschland sterben pro Jahr fast 160000 Menschen an Krebs, in den
Vereinigten Staaten von Amerika betrigt die Anzahl der jahrlichen Neuerkrankungen
schitzungsweise 600000 Fiille.

Die Bezeichnung "Krebs" steht dabei fiir eine Vielzahl verschiedenster Tumorarten, die ein
zum Teil sehr unterschiedliches Wachstumsverhalten zeigen. Eine Reihe von Tumortypen
(z.B. Adenome, Fibrome oder einige Hirntumore) zeigen nur ein lokal begrenzies Wachstum
und bilden nie Metastasen. Obwohl diese Tumoren aufgrund ihrer Lokalisation (z.B.
Gehirn) durchaus todlich fiir den betroffenen Patienten sein kénnen, werden sie als gutartig
(benigne) bezeichnet. Bei der iiberwiegenden Mehrheit der Tumoren handelt es sich jedoch
um bosartige (maligne) Entartungen, die sich durch starke Invasivitit und die Fihigkeit
Tochtergeschwiire zu bilden auszeichnen. Zu diesen malignen Tumoren gehoren auch die
drei hiufigsten Tumortypen tiberhaupt, ndmlich Lungenkarzinome, kolorektale Karzinome
und Mammakarzinome, die alle drei zur groBen Gruppe der epithelialen Tumoren
(Karzinome) gehoren. Daneben gibt es jedoch noch eine Reihe anderer, hochgradig maligner
Tumortypen, wie z. B. das maligne Melanom oder lymphatische Tumoren, die aus anderen
Zelltypen hervorgehen.
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1.2 Tumormetastasierung bildet die Haupttodesursache bei
Tumorpatienten

Wie die Bezeichnung "maligne" schon impliziert, stellen solche Tumoren in der Regel ein
hohes Todesrisiko fiir den Betroffenen dar. Dabei ist nicht der Primértumor selbst, sondern
die Metastase die hauptsichliche Todesursache der meisten Tumorpatienten (Fidler et al.,
1978; Sugarbaker, 1981). Wihrend der Primédrtumor mit Hilfe moderner chirurgischer
Techniken oft relativ problemlos fiir den Patienten entfernt werden kann, stellt das
unkontrollierbare Auftreten von Tumormetastasen nach wie vor das Hauptproblem in der
Krebsbehandlung dar. Die Tumormetastasen konnen in den verschiedensten Organen des
Organismus auftreten, welche in keiner offensichtlichen Beziehung zum Organ, in dem der
Primértumor entstanden ist, stehen miissen. Oft findet man auch ein multiples Auftreten von
Metastasen in verschiedenen Organen ein und desselben Patienten. Die Metastasen werden
oft zeitgleich mit dem Primédrtumor diagnostiziert, es konnen aber auch Monate bis Jahre
zwischen der Diagnose und dem Entfernen des Primirtumors, und dem Auftreten der
Tumormetastasen liegen. In seltenen Fillen kann die Metastase schon vor dem Primértumor

diagnostiziert werden.

1.3 Das "Stufenmodell" der Tumormetastasierung

Bereits 1898 hatte der Arzt Stephen Paget die Beobachtung gemacht, dal Tumormetastasen
eine gewisse Organpriferenz zeigen, die nicht einer statistischen Verteilung entsprechen
kann. Bei Obduktionen von Tumorpatienten, hauptsichlich Frauen, die an Brustkrebs
gestorben waren, hatte er festgestellt, daB auffilligerweise oft die Leber von Metastasen
befallen war, wihrend dhnlich gut durchblutete Organe wie die Milz kaum von Metastasen
betroffen waren. Daraus leitete er die fiir damalige Verhiltnisse bahnbrechende Theorie ab,
daB jede Tumorzelle eine spezielle Umgebung braucht, in der sie auswachsen kann ("Seed
and Soil"-Theorie). Dabei stellt die einzelne Tumorzelle den Samen dar, der sich im Prinzip
gleichmiiBig iiber den ganzen Korper verteilen kann. Erst wenn dieser Samen geeigneten
Nihrboden findet, sprich ein passendes Gewebe (entspricht "Soil"), kann es zur Entstehung
von Tochtergeschwiiren kommen. Diese Theorie konnte mittlerweile von mehreren
Arbeitsgruppen untermauert werden (Shearman et al., 1980; Poste und Fidler, 1980;
Bendicht et al., 1990).

Inzwischen sind die einzelnen Schritte des komplexen Vorgangs "Tumormetastasierung” im

wesentlichen erkannt und verstanden worden. Man nimmt an, daB fiir die Metastasierung
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sowohl selektive als auch zufillige Mechanismen notwendig sind. Dies hat zu einem
Stufenmodell der Metastasierung gefiihrt, das im folgenden beschrieben werden soll. Im
ersten Schritt des Metastasierungsprozesses miissen sich einzelne Tumorzellen oder kleine
Zellverbidnde von der primidren Tumormasse loslosen und in das umgebende Stroma
eindringen. Dieser Vorgang wird durch das Aufbauen eines mechanischen Druckes
innerhalb des Primértumors, die Freisetzung lytischer Enzyme und einer erhdhten Motilitit
der Tumorzellen begiinstigt (Hart et al., 1989). Nach erfolgter Loslosung vom Primértumor
miissen die Tumorzellen in einer potentiell feindlichen Umgebung iiberleben und sowohl
spezifische als auch unspezifische Attacken des Immunsystems tolerieren (Raz et al., 1981).
Die Tumorzellen penetrieren die Blut- oder Lymphgefifie (Intravasation) und proliferieren
dann entweder an der Penetrationsstelle im Gefillsystem oder 16sen sich von der Gefidlwand
ab. Der - wahrscheinlich - passive Transport im Gefdf3system bringt die Tumorzellen an das
Zielorgan, wo sie sich festsetzen konnen (Arretierung). Die Festsetzung kann durch
Adhision an endotheliale Zellen oder an die Basalmembran erfolgen (Kramer und Nicolson,
1979). Die Tumorzellen verlassen dann das Gefdfsystem und dringen in das Zielgewebe ein
(Extravasation), wahrscheinlich unter Anwendung dhnlicher Mechanismen wie fiir die
Intravasation. Im Zielgewebe findet die Proliferation der Tumorzellen statt, ein

Tochtergeschwulst entsteht.

1.4 Adhiasionsmolekiile spielen eine wichtige Rolle im
Metastasierungsprozel

Eine Tumorzelie, die einen bestehenden Gewebeverband verldfit, umgebendes Gewebe
durchdringt, sich an bestimmte Zielzellen anheftet, und dann wiederum Gewebe
durchwandert, um endlich zu proliferieren und einen sekundédren Tumor zu bilden, ist einer
sich stindig dndernden Mikroumgebung ausgesetzt (van Roy und Mareel, 1992). Die
Umgebung der Tumorzelle kann dabei maf3geblich am Prozell der Metastasierung beteiligt
sein, z.B. durch die Sekretion proteolytischer Enzyme oder sogenannter "Motilitétsfaktoren”
(Hart et al., 1989). Neben diesen "externen"” Faktoren sind jedoch auch eine Reihe
Tumorzell-spezifischer Eigenschaften fiir den Metastasierungsprozefl notwendig. So weifl
man, daf3 sich Tumorzellen oft ganz deutlich in der Expression von Zelladhisionsmolekiilen
von ihren nicht-transformierten Vorliduferzellen unterscheiden (zur Ubersicht siehe Artikel
von Honn und Tang, 1992). Da solche Adhédsionsmolekiile sowohl an homotypischen als
auch an heterotypischen Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt sind, ist es
plausibel, dafl eine Anderung in der Expression solcher Molekiile in einer Tumorzelle fiir
ihre metastatischen Eigenschaften verantwortlich ist. Eine mogliche Beteiligung von
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Adhidsionsmolekiilen gibt es bei fast allen Schritten der Tumormetastasierung, z.B. bei der
Loslésung der Tumorzellen von der priméren Tumorzellmasse, der Wanderung durch das
den Tumor umgebende stromale Gewebe, der Intravasation, der Bindung der zirkulierenden
Tumorzellen an das Zielorgan und der anschlieBenden Extravasation. Damit stellen die
Adhisionsmolekiile, zumindest nach heutigem Wissensstand, die Gruppe von Molekiilen
dar, die am héufigsten am MetastasierungsprozeB beteiligt ist. Einige Vertreter dieser Gruppe
mit ihren Funktionen im Metastasierungsproze sollen im folgenden beschrieben werden.

1.5 Der Verlust von E-Cadherin begiinstigt die Invasion von
Tumorzelien

Mehr als 90% aller menschlichen Tumoren sind Karzinome. In Karzinomen wachsen
transformierte epitheliale Zellen in einer unkontrollierten Weise, einzelne Tumorzellen
verlassen den Zellverband des Primértumors, durchbrechen die Basalmembran und
invadieren in das umliegende mesenchymale Gewebe. Die Karzinome konnen nach
morphologischen und funktionellen Kriterien in zwei grofe Gruppen unterteilt werden.
Hochdifferenzierte Tumoren, die stark dem Gewebe dhneln, aus dem sie entstanden sind
und in denen epitheliale Strukturen erhalten sind, sind in der Regel wenig invasiv und zeigen
ein geringeres Metastasierungspotential als wenig differenzierte Tumoren, die sich durch
eine amorphe Gewebestruktur und wenige Zell-Zell-Kontaktstellen auszeichnen (Weinstein
et al., 1976; Gabbert et al., 1985). Es konnte gezeigt werden, daB der Differenzierungsgrad
und die Invasivitit eines Tumors die Prognose eines Tumorpatienten bestimmen koénnen. So
iiberleben z.B. 80% der Patienten mit einem hoch differenzierten kolorektalen Karzinom
einen postoperativen Zeitraum von 5 Jahren, im Gegensatz zu nur 25% von Patienten mit
schlecht differenzierten Tumoren (Morson und Dawson, 1979). Wihrend diese
morphologischen und funktionellen Charakteristiken der Karzinome schon seit lingerem
bekannt sind, werden die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen erst seit kurzem
untersucht, Dabei zeigte sich, daBl Adhisionsmolekiile der Cadherin-Familie eine wichtige

Rolle spielen.

Die Cadherine gehoren zur Familie der Ca++-abhingigen Transmembranglykoproteine, die
homophile Zell-Zell-Adhdsion vermitteln. Drei wichtige Unterfamilien sind gut
charakterisiert: E-Cadherin (epitheliales Cadherin), P-Cadherin (plazentales Cadherin) und
N-Cadherin (neurales Cadherin). Vor allem E-Cadherin scheint bei
Differenzierungsprozessen in epithelialen Tumoren eine wichtige Rolle zu spielen. So
konnten Frixen und Mitarbeiter (1991) nachweisen, daB verschiedene humane epitheliale
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Zellinien eine unterschiedlich starke Expression von E-Cadherin zeigen. Wie die von dieser
Arbeitsgruppe durchgefiihrten Invasionsexperimente an einer kiinstlichen Kollagenmembran
und am embryonalen Hiihnerherzen gezeigt haben, korreliert bei diesen Zellinien die
Expression von E-Cadherin in inverser Weise mit der Invasivitit. Zellinien, die E-Cadherin
exprimieren sind deutlich weniger invasiv als E-Cadherin negative Zellen. Nach
Transfektion der Maus-cDNA fiir E-Cadherin in eine E-Cadherin negative humane
Brustkarzinomzellinie zeigte diese eine 5-fach verringerte Invasivitit im Kollagengel im
Vergleich zu der nicht-transfizierten Zellinie. Antikorper gegen das exprimierte Maus-E-
Cadherin auf diesen Zellen konnten dagegen den invasiven Phinotyp wieder rekonstituieren.

In analogen Experimenten mit epithelialen Tumorzellinien von Hunden und Méusen konnte
ebenfalls gezeigt werden, da8 die Expression von E-Cadherin nach Transfektion dieser
Zellinien mit einer E-Cadherin-cDNA die Invasivitdt der Zellen in den oben genannten
Testsystemen verringert (Vleminckx et al.,, 1991). Dariiberhinaus konnte diese
Arbeitsgruppe zeigen, daB8 durch die Expression einer E-Cadherin-Antisense-RNA in einer
epithelialen Maus-Zellinie die Cadherin-Expression reduziert wurde, was zur Induktion eines
fibroblastendhnlichen Phinotyps in den Mauszellen und zu einer erhdhten Invasivitit im

embryonalen Hithnerherzen gefiihrt hat.

Ein Hinweis darauf, daB der Verlust der E-Cadherin-Expression nicht nur mit der Invasivitit
von Tumorzellen in in vitro-Testsystemen, sondern auch mit der Tumorigenitit von
epithelialen Tumorzellen in vivo korreliert, konnte durch Untersuchungen der Karzinogenese
von epidermalen Tumorzellinien in der Nacktmaus erbracht werden (Navarro et al., 1991).
Epidermale Maus-Keratinozytenzellinien, die verschiedene Stadien der epidermalen
Karzinogenese reprisentieren, wurden auf ihre Tumorigenitit nach subkutaner Injektion in
eine Nacktmaus untersucht. In diesem Testsystem wurde eine inverse Korrelation zwischen
der E-Cadherin-Expression und der Tumorigenitit der verschiedenen Zellinien festgestellt.
Durch die Transfektion einer E-Cadherin-cDNA in eine urspriinglich E-Cadherin nicht
exprimierende, hochmaligne epitheloide Zellinie konnte deren Tumorigenitit in der
Nacktmaus partiell reduziert werden, d.h. die entstehenden Tumoren zeigten eine lingere
Latenzzeit und ein langsameres Wachtumsverhalten als die Tumoren der nicht-transfizierten
parentalen Zellinie. Morphologisch gesehen zeigten die durch die E-Cadherin exprimierende
Zellinie verursachten Tumoren einen hoheren Differenzierungsgrad als die durch die E-

Cadherin negative Zellinie verursachten.

Parallelen zu den Ergebnissen aus diesen in vitro- und in vivo-Testsystemen wurden auch in
menschlichen Tumoren in situ gefunden. In Karzinomen der Brust, des Magens und des
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Hals-Nacken-Bereiches wurde eine inverse Korrelation der E-Cadherin-Expression mit dem
Grad der Tumordedifferenzierung und, im Falle der Plattenepithelkarzinome des Hals-
Nacken-Bereiches, mit dem Aufireten von Lymphknotenmetastasen in den Tumorpatienten
beobachtet (Schipper et al., 1991; Mayer et al., 1993; Oka et al., 1993). Zusammen mit den
vorher beschriebenen experimentellen Befunden untermauern diese Ergebnisse die
Hypothese, dal es sich bei E-Cadherin um ein Invasions-Suppressorgen handelt. E-
Cadherin stellt somit ein Adhésionsmolekiil dar, dessen Verlust in einem frithen Stadium des
Metastasierungsprozesses eine Rolle spielt. Aus den oben beschriebenen Ergebnissen wird
auch ersichtlich, daB im Falle von E-Cadherin der Wegfall einer Funktion (ndmlich des
durch E-Cadherin vermittelten Zell-Zell-Kontaktes) fiir das veriinderte Verhalten der
Tumorzellen verantwortlich ist. Es gibt jedoch auch Arten von Adhésionsmolekiilen, die
durch eine zusitzliche oder erhGhte Expression auf bestimmten Zelltypen fiir ein gedndertes
metastatisches Verhalten dieser Zellen verantwortlich sind. Ein Beispiel dafiir sind Integrine.

1.6 Uberexpression des Integrins VLA-2 verleiht Tumorzellen
metastatische Eigenschaften

Integrine sind heterodimere Transmembranglykoproteine, die aus einer a- und f-
Untereinheit aufgebaut sind. Bis heute sind 11 B- und 14 a-Untereinheiten beschrieben
(Ruoslahti und Giancotti, 1989; Albeda und Buck, 1990; Hynes und Lander, 1992). Die
verschiedenen Untereinheiten konnen in unterschiedlichen Kombinationen vorliegen, was
eine Vielzahl verschiedener Integrine ermoglicht. Integrine sind weit verbreitet und fiir die
dynamische Regulation von Adhidsion und Migration notwendig. Sie sind intrazelluldr mit
Komponenten des Zytoskeletts verbunden und binden extrazelluldr an verschiedene
Liganden (Vitronektin, Fibrinogen, Fibronektin, Laminin). Damit stellen die Integrine eine
Verbindung zwischen dem Zytoskelett und der extrazelluldren Umgebung dar.

Die Mitglieder der B;-Unterfamilie der Integrine werden auch als VLA-Proteine bezeichnet.
Mitglieder dieser Unterfamilie konnen die Bindung an Kollagen (VLA-1, VLA-2, VLA-3),
Fibronektin (VLA-3, VLA-4, VLA-5) und an Laminin (VLA-1, VLA-2, VLA-6) vermitteln.
Eine Evidenz fiir die Beteiligung von B;-Integrinen am MetastasierungsprozeBl brachten
Blockierungsexperimente mit monoklonalen Antikdrpern (mAks) und synthetischen
Peptiden. MAks gegen VLA-Proteine konnen die Zellmigration und Invasion durch
Basalmembranen in vitro blockieren (Yamada et al., 1990), wihrend kleine synthetische
Peptide, die potentielle Integrin-Liganden nachahmen ko&nnen, mit dem

Metastasierungspotential von Tumorzellen im experimentellen Metastasierungsexperiment
/
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interferieren konnen (Humphries et al., 1986; Gehlsen et al., 1988). Im experimentellen
Metastasierungsexperiment werden Tumorzellen intravends in die Blutbahn von
Versuchstieren injiziert. Diese konnen sich dann an Zielorganen festsetzen und Tumoren
ausbilden. Damit werden in diesem Experiment die spiteren Schritte der Metastasierung
nachgeahmt. Um auch die ersten Schritte im Metastasierungsprozel3 simulieren zu kénnen,
muf} das sogenannte spontane Metastasierungsexperiment durchgefiihrt werden. Dabei
werden Tumorzellen subkutan in das Versuchstier injiziert. Die Tumorzellen miissen, um
metastasieren zu konnen, in das umgebende Gewebe einwandern, Gefidfle invadieren und im
Gefilsystem zirkulieren, um dann schlieBlich am Zielorgan einen Tumor ausbilden zu
konnen. Daher stellt das spontane Metastasierungsexperiment den realitdtsndheren Ansatz

zur Untersuchung der metastatischen Kapazitiit von Tumorzellen dar.

Fiir einen Vertreter der Intergrin-Familie, nimlich das VLA-2-Integrin, konnte in den beiden
oben beschriebenen Metastasierungsexperimenten ein kausaler Zusammenhang zwischen der
Expression und dem metastatischen Potential der VLA-2 exprimierenden Tumorzellen
nachgewiesen werden. Durch die Transfektion der cDNA fiir die op-Integrinuntereinheit in
humane Rhabdomyosarkomzellen konnte eine Expression von VLLA-2 auf der Oberfldche der
vor der Transfektion VLA-2 negativen Tumorzellen erreicht werden (Chan et al., 1991). Die
VLA-2 exprimierenden Zellen zeigten eine bessere Bindung an Kollagen als die parentale
Zellinie. Diese Bindung konnte durch Anti-VLA-2-Antikorper inhibiert werden. In in vivo-
Experimenten in Nacktmiusen konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dal VLA-2-Expression
das Metastasierungspotential dieser Zellen sowohl im spontanen als auch im experimentellen
Metastasierungsexperiment erhoht. Im experimentellen Metastasierungsexperiment zeigten
die Tiere, denen die VLA-2 exprimierenden Zellen injiziert wurden, mehr Tumoren in der
Lunge und zusitzlich auch Tumoren in anderen Organen (Knochen, Lymphknoten) als die
Tiere, denen die parentale Zellinie injiziert wurde. Im spontanen Metastasierungsexperiment
wurden in 66% der Versuchstiere Tumoren in sekundédren Organen gefunden, wihrend die
Kontrolltiere, denen die nicht-transfizierte Zellinie injiziert wurde, in keinem Fall Metastasen
entwickelt haben. Da alle Versuchtiere Primértumoren an der Injektionsstelle von dhnlicher
Grofe entwickelt haben ist nicht anzunehmen, daf3 die VLA-2 exprimierenden Tumorzellen
nur aufgrund einer erhdhten Proliferation oder Tumorigenitit metastasieren. Vielmehr konnte
durch die VLA-2-Expression eine Bindung der Tumorzellen an bestimmte Liganden (z.B.

Kollagen, Laminin) vermittelt werden,

Im Gegensatz zu dem vorhin beschriebenen Verlust der E-Cadherin-Expression handelt es
sich im Falle der VLA-2-Expression um den Erwerb neuer Eigenschaften der Tumorzellen.
Ein anderes Beispiel dafiir, dal der Erwerb neuer Eigenschaften urspriinglich nicht-
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metastasierenden Tumorzellen metastatische Eigenschaften verleiht, lieferten Mitglieder der
CD44-Familie. Fiir verschiedene CD44-Isoformen konnte in einem Tiermodell gezeigt
werden, daf} sie kausal am Metastasierungsgeschehen beteiligt sind.

1.7 Variante Formen von CD44 sind ausreichend und notwendig
zur Tumormetastasierung

Mitglieder der CD44-Familie sind typische Transmembranglykoproteine, die sich durch
einen zytoplasmatischen Anteil, einer hydrophoben Region zur Verankerung in der
Zellmembran und einen extrazelluliren Anteil auszeichnen. Das humane CD44-Gen enthilt
mindestens 20 verschiedene Exons, die auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 lokalisiert
sind (Goodfellow et al., 1982; Screaton et al., 1992; Tolg et al., 1993). Zehn dieser Exons,
die fiir Proteinsequenzen im extrazelluldren Anteil des CD44-Molekiils codieren, werden
auch als "variante" Exons bezeichnet, da sie in verschiedenen Kombinationen in den reifen
CD44-Molekiilen vorkommen konnen (Herrlich et al., 1993; siehe auch Abb. 1). Solche
Isoformen von CD44 werden im folgenden mit "variante CD44-Formen" oder kurz mit
"CD44-Varianten" bezeichnet.

Die erste Form von CD44, die genauer charakterisiert wurde, war die sogenannte
"Standardform" oder "hdmatopoetische Form" von CD44 (Goldstein et al., 1989;
Stamenkovic et al., 1989; Nottenburg et al., 1989; Idzerda et al., 1989). Sie zeichnet sich
durch das Fehlen der 10 varianten Exons im extrazelluldren Bereich des Molekiils aus. Diese
Standardform von CD44 konnte auf vielen verschiedenen Zelltypen nachgewiesen werden,
darunter Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, epitheliale Zellen und Keratinozyten
(Jalkanen et al., 1988; Picker et al., 1989). Fiir die Standardform von CD44 wurden eine
Reihe verschiedenster Funktionen beschrieben. Sie ist am Prozefl des "Lymphocyte
homings" (Jalkanen et al., 1986; Jalkanen et al., 1988), der Bindung an Hyaluronsiure
(Aruffo et al., 1990; Miyake et al., 1990; Underhill, 1992), Kollagen (Carter und Wayner,
1988) und Fibronektin (Jalkanen und Jalkanen, 1992), sowie der Lymphohédmatopoese
(Myake et al., 1990) beteiligt. Neben diesen physiologischen Vorgingen scheinen CD44-
Molekiile auch eine Rolle in malignen Prozessen zu spielen. So konnte gezeigt werden, dal
eine erhohte Expression von CD44 in Nicht-Hodgkin-Lymphomen mit einer erhohten
Aggressivitit dieser Tumoren korreliert (Pals et al., 1989a; Horst et al., 1990; Jalkanen et
al., 1991).
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1991 wurde von 1. Stamenkovic und Mitarbeitern eine Isoform von CD44 charakterisiert,
die, im Gegensatz zur Standardform von CD44, zusiitzlich die varianten Exons v8 bis v10
(siche Abb. 1) im extrazelluldren Anteil des Molekiils inseriert hatte. Da diese Isoform aus
einer epithelialen Tumorzellinie isoliert worden war, wurde sie als "epitheliale" Form von
CD44 bezeichnet (Stamenkovic et al., 1991). cDNAs, die sowohl fiir die Standardform als
auch fiir die epitheliale Form von CD44 codieren, wurden in die CD44-negative, humane B-
Zell Lymphomzellinie Namalwa transfiziert und das metastatische Potential dieser
Transfektanten in der Nacktmaus untersucht (Sy et al., 1991). Im experimentellen
Metastasierungsexperiment zeigte sich, dafl die die Standardform von CD44 exprimierenden
Lymphomzellen signifikant hdufiger Tumoren in den Tieren verursachten als die mit der
epithelialen Form von CD44 transfizierten Zellen oder die parentale Zellinie. Spéter konnte
diese Arbeitsgruppe zeigen, dall 16sliches humanes Standard-CD44-Immunglobulin die
Tumorigenitit der mit der Standard-CD44-cDNA transfizierten Tumorzellen in der
Nacktmaus supprimieren kann (Sy et al., 1992). Bei den simultan mit den Tumorzellen
applizierten Standard-CD44-Immunglobulinen handelt es sich um chimire Proteine, bei
denen der extrazelluldre Anteil des Standard-CD44-Molekiils an die schwere Kette von
Immunglobulinen fusioniert wurde. Eine mogliche Erkldrung fiir den beobachteten
Suppressoreffekt konnte sein, daB das CD44-Immunglobulin die Interaktion der Standard-
CD44-Molekiile auf den Tumorzellen mit ihren Liganden im Wirtsgewebe blockieren kann.
Die CD44-Variante mit den varianten Exons v8 bis v10 scheint im Gegensatz dazu nicht an

einer solchen Interaktion beteiligt zu sein.

Der direkte Nachweis, daf variante Formen von CD44 im Metastasierungsprozef3 eine Rolle
spielen, konnte in einem Rattensystem erbracht werden. Aus den Zellen eines
metastasierenden Ratten-Adenopankreaskarzinoms (BSp73ASML) wurden bislang nicht
beschriebene variante Formen von CD44 isoliert, die im Gegensatz zur Standardform von
CD44 zusitzliche Aminosauren im extrazelluldren Anteil des Transmembranproteins inseriert
hatten (Giinthert et al., 1991). Fiir zwei dieser Varianten wurde im spontanen
Metastasierungsexperiment in der Ratte gezeigt, dal sie ausreichend und notwendig zur
Metastasierung sind. Die Uberexpression der CD44-Variante Meta-1 (enthilt die varianten
Exons v4 bis v7; siche Abb. 1) und Meta-2 (enthilt die varianten Exons v6 und v7) verleiht
den urspriinglich nicht metastasierenden BSp73AS-Zellen Metastasierungsfihigkeit
(Giinthert et al., 1991; Rudy et al., 1993). Eine ﬂbcrexpression der Standardform von
CD44 dagegen fiihrt nicht zur Metastasierung dieser Tumorzellen im spontanen
Metastasierungsexperiment. Dall diese von varianten CD44-Isoformen vermittelie
Metastasierung nicht auf das BSp73AS-System beschrinkt ist, zeigt die Tatsache, daB die

Uberexpression von Meta-1 in einer nicht-metastasierenden Rattenfibrosarkom-Zellinie




10 EINLEITUNG

ebenfalls zur Metastasierung fiihrt (Hofmann et al., unveroffentlicht). Damit konnte erstmals
gezeigt werden, daB die Uberexpression eines einzelnen Genproduktes in Tumorzellen vollig
unterschiedlicher Abstammung (Pankreasadenokarzinom, Fibrosarkom) zur Ausbildung des
metastatischen Phiénotyps im spontanen, d.h. realititsnahen Metastasierungsexperiment
ausreichend ist. Dariiberhinaus konnte nachgewiesen werden, daBl ein mAk (1.1 ASML),
der ein Epitop in der vom varianten Exon v6 codierten Proteindomine erkennt, die
Metastasierung der Tumorzellen retardieren oder sogar ginzlich blockieren kann. Appliziert
man gleichzeitig mit der subkutanen Injektion der metastasierenden, Meta-1 oder Meta-2
exprimierenden Tumorzellen den mAk 1.1 ASML in die Schwanzvene der Versuchstiere und
wiederholt diese Antikorperinjektion zweimal pro Woche, so wird die Bildung von
Tumormetastasen verzogert oder ginzlich verhindert (Giinthert et al., 1991; Seiter et al.,
1993). Mit entsprechenden Kontrollantikrpern wurde die Metastasierung nicht beeinflufit.
Eine mogliche Erklidrung fiir diesen Effekt ist eine Interferenz des mAks mit den
proliferierenden Tumorzellen im Lymphknoten, evtl. durch eine Blockierung der CD44-
Interaktion mit einem Liganden. Somit ist die Expression dieser varianten CD44-Molekiile
sowohl ausreichend als auch notwendig, um Tumorzellen metastatische Eigenschaften zu
verleihen.

Da die oben beschriebenen Beobachtungen in Experimenten mit Ratten-Tumorzellinien in
einem Rattensystem gemacht wurden, stellte sich natiirlich die Frage, ob CD44-Varianten,
die das variante Exon v6 enthalten, auch eine Rolle im menschlichen
Metastasierungsgeschehen spielen. Erste Hinweise auf eine mogliche Funktion kamen von
RNA-Untersuchungen an humanen Zellinien. Northern-Blot-Analysen von RNAs
verschiedener Zellinien ergaben, dafl neben immortalisierten Keratinozyten auch
unterschiedliche Karzinomzellinien (z.B. Brust- oder Lungenkarzinome) CD44-Boten-
RNAs exprimieren, die eine Homologie zu den varianten Exons v4 bis v7 besitzen
(Hofmann et al., 1991). Die Frage jedoch, ob auch menschliche Tumoren dhnliche CD44-
Varianten exprimieren und insbesondere, ob die Expression dieser Varianten mit dem
Metastasierungspotential der Tumoren korreliert, kann nur durch die Analyse von klinischem

Tumormaterial geklért werden.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel meiner Arbeit war es zu untersuchen, ob in humanem klinischen Tumormaterial
variante Formen von CD44 exprimiert werden. Der Nachweis der CD44-Expression sollte
auf RNA- und Proteinebene erfolgen. Da keine variantenspezifischen Anti-human-CD44-
Antikorper verfiigbar waren, sollten diese hergestellt und charakterisiert werden. Falls in den
Tumoren eine deutlich andere Expression von CD44-Varianten als in den entsprechenden
Normalgeweben festzustellen war, wollte ich herausfinden, ob die Expression solcher
CD44-Varianten mit dem Metastasierungspotential der Tumoren korreliert. Dies sollte durch
die Auswertung der klinischen Daten der Tumorpatienten, insbesondere des
Uberlebenszeitraumes, im Vergieich mit der CD44-Expression erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Bezugsquellen

Acrylamid

AEC

Agarose (Typ II)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bakterienplatten

BSA

Chamber slides
Coomassie Brilliant Blau R250
DAB

DEPC

dNTP

ddNTP
Dimethyldichlorsilan
DMEM

DTT

ECL

Eichproteine
Eichproteine, vorgefdrbt
Elutip-d Sdulen
Emulsifier-safe

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Folin-Ciocalten’s Phenolreagenz
Freund's Adjuvanz
Glasspritzen Inaltera-Supra
Glyzerin (doppelt dest.)
Glykogen

Serva, Heidelberg

Dako, Hamburg
Appligene, Heidelberg
BioRad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen

Serva, Heidelberg

Nunc, Wiesbaden
BioRad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Fluka, Buchs (Schweiz)
Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim
Fluka, Buchs (Schweiz)
Gibco, Eggenstein

Sigma, Miinchen
Amersham, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
BioRad, Miinchen
Schleicher & Schiill, Dassel
Packard, Groningen, NL
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein
Henke-Sass, Tuttlingen
BRL, Neu-Isenburg
Boehringer, Mannheim
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Glyzergel Dako, Hamburg
Glutathion-Agarose-Beads Sigma, Miinchen

Glutathion reduziert Sigma, Miinchen

Hématoxylin-Losung
Hamilton-Spritzen

Harnstoff

Hefe-RNA

Hybond N+
Lachssperma-DNA
Mikrotiterplatten 96-Loch
N,N’-Methylenbisacrylamid
Oligo-dT Zellulose

Oligo-dT Primer
Penicillin/Streptomycin
Poly-Prep Chromatographiesiulen
Proteinase K

PVDF-Membran Immobilon-P
Quiagen tip 500 Séulen

RNase A

RNasin

Rotihistol

RPMI 1640

Sepharose 4B, CNBr aktiviert

Streptavidin-Komplex, Peroxidase gekoppelt

TEMED
Thrombin

Triton X-100
Trypsin
Zellkulturschalen

Sigma, Miinchen
Bonaduz AG, Schweiz
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Amersham, Braunschweig
Sigma, Miinchen
Dynatech, Denkendorf
BioRad, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Gibco, Eggenstein
BioRad, Miinchen
Merck, Darmstadt
Millipore, Bedford, USA
Diagen, Diisseldorf
Sigma, Miinchen
Promega, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Gibco, Eggenstein
Pharmacia, Freiburg
Dako, Hamburg

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
BioRad, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit

Greiner, Niirtingen

Restriktionsenzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: New England Biolabs,

Schwalbach; Boehringer, Mannheim; BRL, Neu-Isenburg; Pharmacia, Freiburg und

Promega, Heidelberg.

Enzyme fiir die "Modifikation" von DNA wurden von folgenden Firmen erworben:

Polynukleotid-Kinase

Biolabs, Schwalbach
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T4-DNA-Ligase Amersham, Braunschweig
T4-DNA-Polymerase Boehringer, Mannheim
AMYV-Reverse Transkriptase Promega, Heidelberg
Tag-Polymerase Amersham, Braunschweig
alkalische Kélberdarmphosphatase Boehringer, Mannheim

Alle Radiochemikalien stammen von Amersham (Braunschweig).

2.1.2 Bakterienstimme

E.coli K12/DHS50
F-; endA1; hsdR17 (rk-, mk™), supE44; thi-1; 17; recA1; gyrA96; relAl

2.1.3 Zellinien

Colo205 (ATCC #CCL 222)
Die Zellen wurden aus der Aszites-Fliissigkeit einer Patientin mit einem kolorektalen
Karzinom etabliert. Die Zellen benotigen RPMI 1640 + 10% FCS.

Colo320 (ATCC #CCL 220)
Humane Kolonkarzinomzellinie aus einem méBig undifferenzierien Adenokarzinom. Die
Zellen wurden in RPMI 1640 + 10% FCS kultiviert.

HaCat (zur Verfiigung gestellt von Dr. M. Diirst, DKFZ)
Humane Keratinozytenzellinie, die durch ras-Transformation primérer Hautkeratinozyten
erhalten wurde. Die Zellen benétigen zum Wachstum DMEM + 10% FCS.

HPKII (zur Verfiigung gestellt von Dr. M. Diirst, DKFZ)
Humane Keratinozytenzellinie, die durch Pappilomvirustransformation aus priméren
Hautkeratinozyten etabliert wurde. Die Zellinie wichst in DMEM + 10% FCS.

HT29 (ATCC #HTB 38)
Diese Zellinie wurde aus einem humanen kolorektalen Primédrtumor etabliert. Sie benotigt

DMEM + 10% FCS.
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MeWo ( Carey et al., 1976)
Humane Melanomlinie, die in DMEM + 10% FCS kultiviert wurde.

SW480 (ATCC #CCL 228)
Zellinie, die aus einem humanen kolorektalen Adenokarzinom (Grad III-1V) etabliert wurde.
Die Zellen wurden in DMEM + 10% FCS kultiviert.

SW620 (ATCC #CCL227)
Die Linie wurde aus der Lymphknotenmetastase eines humanen Kolonkarzinoms etabliert.
Zur Kultivierung wurde DMEM + 10% FCS verwendet.

2474 (Vollmers et al., 1993)
Diese Zellinie wurde aus einer Lymphknotenmetastase eines humanen Magenkarzinoms vom
intestinalen Typ etabliert. Als Kulturmedium wurde RPMI + 10% FCS verwendet.

2957 (Vollmers et al., 1993)

Humane Magenkarzinomlinie, die aus einer Lymphknotenmetastase eines Karzinoms vom
intestinalen Typ etabliert wurde. Sie benotigt zum Wachstum RPMI + 10% FCS.

3051 (Vollmers et al., 1993)
Humane Zellinie, die aus einem primidren Magenkarzinom des intestinalen Typs angelegt
wurde. Als Kulturmedium wurde RPMI + 10% FCS verwendet.

2.1.4 Oligonukleotide

Alle angegebenen Positionen beziehen sich, soweit nicht anders vermerkt, auf die von
Hofmann et al. (1991) veroffentlichte variante CD44-Sequenz. Erkennungssequenzen fiir
die im Namen angegebenen Restriktionsenzyme sind unterstrichen.

5'-v3 EcoRI: Pos. 25-51
5S'-TATGAATTC CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATG-3'

3'-v10 EcoRI: Pos. 984-1013
5-TATGAATCC TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGTTGGA-3'
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5'-v5: Pos. 243-271
5'-GTAGACAGAAATGGCACCACTGCTTATGA-3'

3'.v5: Pos. 327-356
5'-TGTGCTTGTAGAATGTGGGGTCTCTTCTTC-3'

5'-v6 BamHI: Pos. 357-383
5'- ATAGGATCC ATCCAGGCAACTCCTAGTAGTACAACG-3'

3'-v6 EcoRI: Pos. 456-482
5'-ATAGAATTC TGTCCCTGTTGTCGAATGGGAGTCTTC-3'

5'-v8: Pos. 621-647
5'-ATGGACTCCAGTCATAGTACAACGCTT-3'

3'-v8: Pos. 692-718
5'-GTTGTCATTGAAAGAGGTCCTGTCCTG-3'

5'-v9: Pos. 722-750
5'-GCAGAGTAATTCTCAGAGCTTCTCTACAT-3

3'-v9: Pos. 779-808
5S-TTGATGTCAGAGTAGAAGTTGTTGGATGG-3'

5'-EcoRI: Pos. 61-85 (Stamenkovic et al., 1989)
5"TATGAATTCCGCCCAGGGATCCTCCAGCTCCTTT-3'

3'-BglIl: Pos. 1180-1204 (Stamenkovic et al., 1989)
5S"TATAGATCTGTGTTACACCCCAATCTTCATGTCC-3'

5'-constant: Pos. 513-540 (Stamenkovic et al., 1989)
5'-CAGACCTGCCCAATGCCTTTGATGGACC-3'

3'-constant-1: Pos. 934-958 (Stamenkovic et al., 1989)
5'-CCATTCTGGAATTTGGGGTGTCC-3'
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3'-constant-2: Pos. 849-874 (Stamenkovic et al., 1989)
5'-TCCACCTTCTTGACTCCCATGTGAGT-3'

5'-GAPDH: Pos. 8-29 (Allen et al., 1987)
5-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'

3'-GAPDH: Pos. 339-362 (Allen et al., 1987)
5'-GCCAGAGATGATGACCCTTTTGGC-3'

2.1.5 Plasmide

pGEX (Smith und Johnson, 1988)

Expressionsvektor fiir bakterielle Fusionsproteine. Codiert fiir den C-terminalen Anteil von
Sj26, einem 26kD-Fragment der Glutathion-S-Transferase (GST) des Parasiten
Schistosoma japonicum. Durch die Verwendung von 3 verschiedenen multiplen
Klonierungsstellen (Vektoren pGEX-1, pGEX-2T und pGEX-3X) kénnen Fremdsequenzen
in alle 3 moglichen Leserahmen kloniert werden. Die exprimierten Fremdsequenzen kdnnen
im Falle des Vektors pGEX-2T mit Thrombin und im Falle des Vektors pGEX-3X mit dem
Gerinnungsfaktor Xa vom GST-Anteil des Fusionsproteins abgespalten werden.

pSVT7

Eukaryontischer Expressionsvektor mit SV40-Promotor/Enhancer-Region, B-Globin-Intron
sowie synthetischem Polyadenylierungssignal. Dieser Vektor wurde fiir die Expression von
cDNA-Sequenzen in eukaryontischen Zellen konstruiert (U. Giinthert, pers. Mitteilung).
Der Vektor besitzt in "sense"-Orientierung zur Transkriptionsrichtung einen T7-Promotor
fiir die in vitro-Transkription von klonierten Sequenzen.

pT7T3-S (Dr. U. Giinthert)

Dieser Vektor eignet sich zur in vitro-Transkription und Amplifikation von klonierten
Sequenzen. Zu beiden Seiten des Polylinkers befidet sich ein Promoter fiir die T3- bzw. T7-
RNA-Polymerase. Dariiberhinaus enthilt der 2,2 kb groBe Vektor das Ampicillin-
Resistenzgen und einen colE1-Replikationsursprung.
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PATH (Angel et al., 1983)
Der 3,8 kb grole Vektor eignet sich zur bakteriellen Expression von Fusionsproteinen. Er
enthélt die codierende Region fiir das B-Lactamase und Trp-E-Gen, an welche iiber eine

multiple Klonierungsstelle fremde Gensequenzen angefiigt werden konnen.,

2.1.6 Plasmidkonstruktionen zur Herstellung bakteriell exprimierter

Fusionsproteine

pGEX-CD44v3-v10

Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit den varianten CD44-Exons v3
bis v10. Der variante Bereich von CD44 (Position 25 bis 1013; Hofmann et al., 1991)
wurde mittels PCR-Amplifikation unter Verwendung der Oligonukleotide 5'-v3 EcoRI und
3'-v10 EcoRI aus HPKII-cDNA amplifiziert und in den Vektor pGEX-2T in die EcoRI-
Schnittstelle kloniert.

pGEX-DI
Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit dem varianten CD44-Exon v3
und einen geringen Anteil des Exons v4. Die entsprechende CD44-Sequenz von Position

744 (Stamenkovic et al., 1989) bis 142 (Hofmann et al., 1991) wurde in den Vektor pGEX-
2T kloniert,

pGEX-DIII

Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit den varianten CD44-Exons v6
und v7 (Position 378 bis 638; Hofmann et al., 1991). Das EcoRI-HindIIl Fragment des
Plasmides pT7T3-S-DII-IV wurde mit Rsal verdaut und das resultierende Fragment, das die
Sequenz fiir die Exons v6 und v7 enthielt, wurde in den Vektor pGEX-3X unter
Zuhilfenahme der Smal-Restriktionsstelle kloniert,

pGEX-vé6

Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit dem varianten CD44-Exon v6
(Position 357 bis 482, Hofmann et al., 1991). Das Exon v6 wurde aus HPKII-cDNA
mittels PCR-Amplifikation unter Verwendung der Oligonukleotide 5'-v6 BamHI und 3'-v6
EcoRI amplifiziert und in den Vektor pGEX-2T unter Verwendung der Schnittstellen
BamHI und EcoRI kloniert.
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pGEX-v8

Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit dem varianten CD44-Exon v8
(Position 621 bis 718, Hofmann et al., 1991). Das Exon v8 wurde vom Plasmid pSV-
HPKII mittels PCR-Amplifikation unter Verwendung der Oligonukleotide 5'-v8 und 3'-v8
amplifiziert und in den Vektor pGEX-3X unter Verwendung der Schnittstelle Smal kloniert.

pGEX-DIII-VI

Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit den varianten CD44-Exons v7
bis v10 und einem Bereich im 3'-Standardanteil des CD44-Gens (Pos. 583, Hofmann et al.,
1991 bis Pos. 953, Stamenkovic et al., 1989). Es handelt sich dabei um ein Ncol/Styl-
Fragment der CD44-cDNA, das stumpf in den Vektor pGEX-2T kloniert wurde.

pGEX-DI-IV

Codiert fiir ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein mit dem varianten CD44-Exons v3
bis v8 und einem Bereich im 5'-Standardanteil des CD44-Gens (Pos. 560, Stamenkovic et
al., 1989 bis Pos. 699, Hofmann et al., 1991). Das entsprechende Fragment der CD44-
cDNA (HincIl/EcoO109) wurde nach Auffiillen der iiberhingenden Enden in den Smal-
verdauten Vektor pGEX-3X kloniert.

TrpE-DII/III

Codiert fiir ein Tryptophan-E-Fusionsprotein mit Teilen der varianten CD44-Exons v5 und
v6 (Position 290 bis 460; Hofmann et al., 1991). Es handelt sich um ein Pstl/Sacll-
Fragment, das in den Vekior pATH kloniert worden war.

2.1.7 Sonstige Plasmidkonstruktionen

pSV-HPKII

Der gesamte fiir CD44-codierende Bereich (Standardanteil mit den varianten Exons v3 bis
v10) wurde aus HPKII-cDNA mittels PCR (Oligonukleotide 5'-EcoRl/ 3'-BgllIl)
amplifiziert und in die entsprechenden Klonierungsstellen des Vektors pSV-T7 kloniert.

pT7T3-S-DII-IV
Enthilt den varianten Bereich von CD44 von Pos. 204 bis 700 (Hofmann et al., 1989) im
Vektor pT7T3-S. Wurde zur Klonierung von pGEX-DIII verwendet.
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pT7T3-S-CD44v3-v10
Enthilt den varianten Bereich von CD44, Exons v3-v10. Wurde durch Umklonierung des
EcoRI-Fragmentes aus dem Plasmid pGEX-CD44v3-v10 in die EcoRI-Restriktionsstelle

von pT7T3-S hergestellt.

pT7T3-S-CD44ds
Enthélt ein 350 bp langes BamH 1/ Pstl-Fragment aus dem 5'-konstanten Bereich des CD44-

Gens (Pos. 385-744, Stamenkovic et al., 1989), das nach dem Auffiilllen der
iiberhdngenden Enden in die EcoRV-Schnittstelle des Vektors pT7T3-S kloniert wurde.

pT7T3-S-DII/III
Enthilt ein 250 bp langes Pstl/ Sacll-Fragment aus dem varianten Bereich von CD44 (Exons
vS und v6), das nach Auffiillen iiberhingender Enden in die EcoRV-Schnittstelle des

Vektors pT7T3-S kloniert wurde.

pT7T3-S-DIV/V
Enthilt ein 360 bp langes Hinfl-Fragment aus dem varianten Bereich von CD44 (Exons v8
bis v10), das nach Auffiillen tiberhidngender Enden in die EcoRV-Schnittstelle des Vektors

pT7T3-S kloniert wurde.

2.1.8 Antikorper

Hermes 3 (Jalkanen et al., 1987)
Dieser mAk erkennt ein Epitop im extrazelluldren Standardanteil des CD44-Molekiils. Fir

die Immunisierung der BALB/c-Miuse wurde gereinigtes Hermes-1 Antigen von KCA-
Zellen, einer B-lymphoblastoiden Zellinie, verwendet. Er wurde freundlicherweise von Dr.

S. Jalkanen zur Verfiigung gestellt.

NKI-PI (Pals et al., 1989b)
Der Maus-mAk erkennt ein Epitop im Standardbereich des CD44-Molekiils und wurde
durch die Immunisierung von M#usen mit immunoprizipitierten LFA-1-Familie-Antigen von

humanen Monozyten gewonnen. Er wurde von Dr. S. Pals zur Verfiigung gestellt.

FSP77 (Harwerth et al., 1992)
Der mAk erkennt das c-erbB2-Genprodukt und eignet sich besonders fiir die

immunhistochemische Analyse von Gefrierdiinnschnitten. Er wurde durch die
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Immunisierung von Médusen mit humanen Brustkarzinomzellen hergestellt und erkennt ein
Epitop im extrazelluldren Anteil des Molekiils. Dieser mAk wurde freundlicherweise von Dr.
Nancy Haynes zur Verfiigung gestellt.

Ab-1 (Oncogene Science)

Kommerziell erhéltlicher Antikérper, der ein Epitop des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGF-R) erkennt, Er wurde durch Immunisierung von Miusen
mit partiell gereinigten EGF-Rezeptoren von humanen A431 Karzinomzellen der Epidermis
gewonnen,

2.1.9 Sekundéirantikorper

Die nachfolgenden Reagenzien wurden als Sekundirantikorper fiir die Western-Analyse,
Immunhistochemie, Fluoreszenz-Analyse oder FACS-Analyse verwendet.

Schaf-anti-Maus-IgG, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert Amersham, Braunschweig
Esel-anti-Kaninchen-IgG, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert Amersham, Braunschweig
Kaninchen-anti-Maus-IgG, F(ab'); biotinyliert Dako, Hamburg
Schwein-anti-Kaninchen-IgG, F(ab'), biotinyliert Dako, Hamburg
Schaf-anti-Maus-IgG, TRITC-konjugiert Dako, Hamburg
Schwein-anti-Kaninchen-IgG, TRITC-konjugiert Dako, Hamburg
Ziege-anti-Maus-IgG, FITC-konjugieri Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Kaninchen-1gG, FITC-konjugiert Dianova, Hamburg

2.1.10 Gewebeproben

Gewebematerial, das fiir Protein- und RNA-Analysen verwendet wurde, wurde im Rahmen
normaler klinischer Vorginge gewonnen und sofort nach der Entnahme aus dem Patienten in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurde das Material bei -
80°C aufbewahrt. Die unterschiedlichen Gewebeproben wurden aus folgenden Quellen
bezogen:

Brusttumoren/ Normalgewebe Dr. M. Kaufmann, Universititsfrauenklinik
Heidelberg
Hauttumoren/ Normalgewebe Dr. J. Simon, Universitdtshautklinik, Freiburg
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kolorektale Tumoren/ Normalgewebe

Magentumoren/ Normalgewebe

Nicht-Hodgkin-Tumoren
verschiedene Normalgewebe

Dr. S. Pals, Institut fiir experimentelle
Pathologie, AMC Amsterdam

Dr. J. Ddmmrich, Pathologisches Institut der
Universitit Wiirzburg

Dr. S. Pals

Dr. S. Pals
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunisierung von Kaninchen

Zur Herstellung variantenspezifischer Anti-CD44-Antikérper wurden einem
neuseelédndischen weilen Kaninchen 200 ug des affinitétsgereinigten Fusionsproteins GEX-
CD44v3-v10 zusammen mit 400 pl Freund's Adjuvanz subkutan in Abstinden von je 3
Wochen appliziert. Vor jeder Injektion wurde das Adjuvanz mit dem Fusionsprotein (in 400
pl PBS gelost) in einer Glasspritze so lange gemischt, bis eine weiliche Emulsion
entstanden war. Fiir die erste Injektion wurde komplettes Freund's Adjuvanz verwendet, fiir
alle nachfolgenden Immunisierungen inkomplettes Adjuvanz. Gleichzeitig mit jeder
Immunisierung wurde dem Kaninchen Blut aus der Ohrvene zur Uberpriifung des
Antikorpertiters abgenommen. Nach 9 Wochen wurden 30 ml Blut abgenommen und das
daraus erhaltene Serum fiir die Affinitdtsaufreinigung (siehe 2.2.7) eingesetzt. Die
Immunisierung und Blutabnahme wurde fiir weitere 30 Wochen fortgesetzt, wobei das
erhaltene Serum bei -20°C aufbewahrt und bei Bedarf aufgereinigt wurde.

2.2.2 Priinkubation von Kaninchenseren mit Fusionsproteinen

Zur Bindung spezifischer Antikbrper wurde das Kaninchenserum Anti-CD44v3-v10 mit
verschiedenen Fusionsproteinen vorinkubiert. 10 pl des Kaninchenserums wurden 1:500 in
PBS verdiinnt und mit je 10 pg des jeweiligen Fusionsproteins (GEX-CD44v3-v10; GEX-
2T; abgespaltener varianter CD44-Anteil v3-v10) gemischt. Nach Inkubation bei 4°C fiir 1 h
oder auf Eis iiber Nacht wurde zentrifugiert (10000 x g, 4°C, 15 Min.) und der Uberstand
nochmals fiir die selbe Zeitdauer mit dem gleichen Protein inkubieri. Nach erneuter
Zentrifugation wurde die Antikorperlosung auf 5% Magermilchpulver und 0,3% Tween 20
eingestellt und direkt fiir die Western-Analyse verwendet.

2.2.3 Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteinen

Eine Ubernachtkultur der das jeweilige Fusionsprotein produzierenden Bakterien (in 2x TY-
Medium) wurde am néchsten Morgen 1:10 verdiinnt und 1 Stunde bei 37°C geschiittelt.
Dann wurde die Expression des Fusionsproteins durch die Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 0,1 mM) induziert und fiir weitere 3 bis 7 h bei 37°C geschiittelt. Die
Bakterien wurden pelletiert (3000 x g, 10 Min., 4°C), der Uberstand verworfen und das
Pellet in 1/100 des urspriinglichen Kulturvolumens PBS (4°C) resuspendiert. Zum
Aufbrechen der Bakterien wurde die Suspension 3x fiir 20 Sek. auf Eis sonifiziert (Branson
Sonifier cell disruptor B15, 70% Leistung). Nach Zugabe von Triton X-100
(Endkonzentration 1%) wurden die unldslichen Bakterienbestandteile abzentrifugiert (106000
X g, 5 Min., 4°C) und der Uberstand mit Glutathion-Agarose-Beads vermischt (1 ml
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gequollene Beads fiir 8 mg Protein), Nach 10-miniitigem Rotieren bei RT wurden die
Glutathion-Agarose-Beads mit dem gebundenen Fusionsprotein 3x mit PBS gewaschen und
anschlieBend auf eine Poly-Prep Chromatographiesidule geladen. Die Elution des
Fusionsproteins von den Glutathion-Agarose-Beads erfolgte mit Eluationspuffer (50 mM
Tris/HCL pH 8,0; 5 mM reduziertes Glutathion) bei 4°C, wobei 3 bis 5 Fraktionen zu je 1
ml gesammelt wurden. Die Konzentration des eluierten Fusionsproteins in den einzelnen
Fraktionen wurde durch eine Proteinmessung (nach Lowry, 1951) bestimmt, die Reinheit
des Fusionsproteins wurde auf einem SDS-Acrylamidgel nach Anfirbung mit Coomassie-
Brilliant-Blau tiberpriift.

2.2.4 Proteinbestimmung nach Lowry (1951)

Je 5 pl der zu bestimmenden Proteinlésung wurden auf 500 pl mit Losung I (2% NapCO3
in 0,1 N NaOH) aufgefiillt und dann mit 1 ml alkalischer Kupfersulfat-Tartrat-Losung (1 ml
2%ige NaK-Tartrat-Losung + 1 ml 1%ige CuSO4x5H20-Losung + 100 ml Losung I)
gemischt. Als Konzentrationsstandard wurden Eichproteinenlosungen bekannter
Proteinkonzentration parallel dazu verarbeitet. Nach 10-miniitiger Inkubation bei RT wurden
100 pl Folin (1:1 verdiinnt in A.dest.) zugegeben und fiir weitere 30 Min. bei RT inkubiert.
Je 300 pl des Reaktionsansatzes wurden dann in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und
die Extinktion bei 600 nm in einem ELISA-Reader (Titertek Multiskan PLUS) gemessen.
Anhand der gemessenen Werte fiir die Eichproteinlgsungen konnte dann der Proteingehalt in
den zu bestimmenden Proben errechnet werden.

2.2.5 Spaltung von Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteinen mit
Thrombin

Fusionsproteine, die von dem Plasmid pGEX-2T codiert werden, kdnnen mittels des
Enzyms Thrombin gespalten werden (Smith und Johnson, 1988). Die Spaltung erfolgt dabei
zwischen dem GST-Anteil und den klonierten Fremdsequenzen. Zur Abspaltung und
Aufreinigung des varianten CD44-Anteils v3-v10 aus dem Fusionsprotein GEX-CD44v3-
v10 wurden 100 pg des gereinigten Fusionsproteins (in PBS) mit 2 u Thrombin (aus
humanem Plasma) fiir 30 Min. bei 25°C inkubiert. Zum Spaltansatz wurden 100 pl
Glutathion-Agarose-Beads gegeben, 10 Min. bei RT inkubiert und der Ansatz dann auf eine
Poly-Prep Chromatographiesidule gegeben. Dabei binden ungespaltene Fusionsproteine
bzw. der abgespaltene GST-Anteil des Fusionsproteins an die Glutathion-Agarose-Beads,
wihrend im Sdulendurchlauf der abgespaltene Fusionsproteinanteil zu finden ist. Dieser
Durchlauf wurde gesammelt und die Reinheit und Konzentration des abgespaltenen Proteins
auf einem SDS-Acrylamidgel bestimmt.




26 MATERIAL UND METHODEN

2.2.6 Kopplung von Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteinen an
Sepharose 4B

Zur Herstellung von Affinitédtssidulen, mit denen CD44-spezifische Antikorper aus den
Kaninchenseren aufgereingt werden konnten, wurden verschiedene bakteriell exprimierte
Fusionsproteine kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B gebunden. Die Bindung erfolgt
dabei iiber primdre Aminogruppen des Proteins. Fiir die Kopplung wurden die
Fusionsproteine GEX-2T, GEX-DI und GEX-DIII verwendet. Das in Eluationspuffer
(siehe 2.2.3) vorliegende Fusionsprotein wurde iiber Nacht gegen Kopplungspuffer (0,1 M
NaHCOj3, pH 8,0-8,3; 0,5 M NaCl) dialysiert und dann mit der in 1 mM HCl
vorgequollenen und anschlieBend mit Kopplungspuffer gewaschenen Sepharose 4B
vermischt. Dabei wurden fiir 10 mg Protein 5 ml der gequollenen Sepharose 4B verwendet.
Nach Inkubation (2 h RT oder iiber Nacht bei 4°C) wurde die Sepharose mit dem
gebundenen Protein abzentrifugiert (2000 x g, 4 Min., RT), der Uberstand verworfen und
die Sepharose zum Blockieren freier Gruppen mit 0,2 M Glycin, pH 8,0 fiir 2 h bei RT
inkubiert. Nach emeuter Zentrifugation wurde das Pellet abwechselnd je 3x mit Azetatpuffer
(Na-Azetat 0,1 M, pH 4,0; NaCl 0,5 M) und Blockierungspuffer (Glyzin 0,2 M, pH 8,0)
gewaschen. Die Sepharose mit den gekoppelten Proteinen wurde dann nach Zugabe von
0,1% Na-Azid in Kopplungspuffer bei 4°C aufbewahrt.

2.2.7 Affinitdtsreinigung von Kaninchenseren

Zur Isolierung von variantenspezifischen CD44-Antikorpern aus den Kaninchenseren nach
der Immunisierung wurde eine Affinititsreinigung mittels an CNBr-aktivierter Sepharose 4B
gekoppelter Fusionsproteine durchgefiihrt. Die CNBr-aktivierte Sepharose 4B mit den
gekoppelten Proteinen (GEX-2T, GEX-DI, GEX-DIII) wurde auf eine Poly-Prep
Chromatographiesiule gegeben und mit dem 20-fachen Siulenvolumen PBS gewaschen.
Danach wurde das Kaninchenserum (ca. 10 ml) auf die Siule gegeben und der gesammelte
SéulendurchfluB wurde weitere 2x auf die Siule appliziert. Dann wurde die Sdule mit dem
20-fachen Sédulenvolumen Kopplungspuffer (NaHCO3 0,1 M, pH 8,0; NaCl 0,5 M) und
anschlieBend mit dem 10-fachen Volumen Prieluationspuffer (10 mM Phosphatpuffer, pH
6,8) gewaschen. Die Eluation der gebundenen Antikorper erfolgte mit Eluationspuffer (100
mM Glycin, pH 2,5), wobei je 5 Fraktionen zu je 1 ml gesammelt wurden. Das Eluat wurde
in 0,1 Volumen Sammelpuffer (IM Phosphatpuffer pH 8,0) aufgenommen. Die
Antikorperkonzentration der einzelnen Fraktionen wurde durch eine Proteinbestimmung
nach Lowry ermittelt, die Reaktiviiﬁt der Antikoérper wurde immunhistochemisch auf
Gefrierdiinnschnitten normaler menschlicher Haut iiberpriift. Fiir die im Ergebnisteil
beschriebenen Experimente wurden die affinitiitsgereinigten Seren Anti-CD44v3-v10, Anti-
DI und Anti-DIII in einer Konzentration von 40 pg/ml verwendet.
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2.2.8 Extraktpriparation aus kultivierten Zellen

Proteinextrakte aus Zellen wurden durch Lyse von ca. 1 x 107 Zellen in 500 pl Laemmli-
Proteinprobenpuffer (2% SDS, 0,1 M DTT, 620 mM Tris/HCI pH 6,8, 65% Glyzerin,
0,01% Bromphenolblau) hergestellt. Zur Herabsetzung der Viskositiit und zur vollstindigen
Desintegration der Zellbestandteile, insbesondere der DNA, wurde der Extrakt mit einem
Ultraschall-Generator ("Branson-Sonifier") fiir 30 Sek. bei 70% Leistung sonifiziert. Durch
Aufkochen des Extrakts (3 Min. bei 95°C) wurden die Proteine vollstindig denaturiert und
Proteasen inaktiviert. Das so gewonnene Lysat wurde 10 Min. bei 12000 x g zentrifugiert,
das Sediment verworfen und der Uberstand (das fertige Proteinlysat) in ein neues
ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Die Konzentration des so gewonnenen Extrakts wurde nach
SDS-Gelelektrophorese und Anféirben des Gels mit Coomassie Brilliant Blau durch einen
Vergleich mit einem Proteinlysat bekannter Konzentration bestimmt. Die Proteinproben
wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.2.9 Extraktpraparation aus Gewebe

Die Gewebestiicke (GroBe ca. 0,5 cm3) wurden in einem Mérser unter fliissigem Stichstoff
pulverisiert, in 500 pl Laemmli-Proteinprobenpuffer iiberfiihrt und mit einem Ultraschall-
Generator 30 Sek. bei 70% Leistung sonifiziert. Die Proben wurden zentrifugiert (10 Min.,
12000 x g), der Uberstand 3 Min. bei 95°C aufgekocht und erneut zentrifugiert (10 Min.,
12000 x g). Das Sediment wurde verworfen und die Proteinkonzentration im Uberstand
(des fertigen Proteinlysats) wie unter 2.2.8 beschrieben bestimmt. Die Extrakte wurden bei -
20°C aufbewahrt.

2.2.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970)

Fiir das Trenngel wurden Acrylamidkonzentrationen von 6-12 %, mit einem Verhiltnis von
Acrylamid zu Bisacrylamid von 30:0.8 in 375 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1% SDS verwendet.
Zum Start der Polymerisation wurden der Gellosung 8 pl TEMED/10 ml Gellosung und
0,5% APS zugegeben. Nachfolgend wurde diese Losung zwischen zwei Glasplatten
gegossen. Das Trenngel wurde mit ca. 200 pl wassergesittigtem Isobutanol iiberschichtet.
Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Isobutanol entfernt und ein 5%iges
Sammelgel (4,8 % Acrylamid; 0,2 % Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCI pH 6,8; 1% SDS;
0,02% TEMED; 0,1% APS) auf das Trenngel gegossen. AnschlieBend an die
Polymerisation des Sammelgels wurde das Gel in eine vertikale Elektrophoresekammer
montiert und die Proteinproben wurden nach 3 Min. kochen bei 95°C mit einer Hamilton-
Spritze auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Laemmli-Laufpuffer (25 mM
Tris Base, 192 mM Glyzin, 0,1% SDS, pH 8,3) fiir 30 Min. bei 100 V und dann, je nach
der Linge des Geles und dem Anteil von Acrylamid im Gel, fiir weitere 90 bis 180 Min. bei
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einer Spannung von 150 bis 200 V. Nach der Elektrophorese wurde das Gel entweder fiir
den Western-Transfer montiert oder mit Coomassie-Brilliant-Blau gefirbt (15 Min.
Anfirbung in 0,2% CBB R250, 50% Methanol, 7,5% Essigsdure) und anschlieBend
entfirbt (50% Methanol, 7,5% Essigsiure; bis zur Sichtbarkeit der Banden).

2.2.11 Western-Analyse (modifizierte Version der Methode von Towbin et
al.,, 1979)

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert.
Fiir Minigele (6x9 cm) und kleinere Proteine (10-100 kD) wurde dafiir eine "Semi-Dry"-
Blotkammer (BioRad, Miinchen) verwendet, fiir gréBere Gele und fiir Proteine mit einem
Molekulargewicht von 100 bis 250 kD wurde eine NaB-Blotkammer (Trans-Blot-Kammer
der Firma BioRad) verwendet. Fiir beide Systeme wurde das Gel vorher im entsprechenden
Transferpuffer (Semi-Dry: 48 mM Tris Base, 39 mM Glyzin, 0,0375% SDS, 20%
Methanol; NaBblot: 20 mM Tris Base, 200 mM Glyzin, 0,5% SDS, 20% Methanol) fiir 10
Min. dquilibriert und danach mit der PVDF-Membran bedeckt. Gel und Membran wurden
zwischen je 2 Lagen befeuchtetes Whatman-Papier gelegt und eventuell vorhandene
Luftblasen entfernt. Dieser "sandwich"-Aufbau wurde in die jeweilige Transferkammer
verbracht (Membran auf der Seite der Anode) und Spannung angelegt. Fiir den NaBtransfer
wurde iiber Nacht bei 30-50 V transferiert, fiir die Semi-Dry Methode wurden 10-15 V fiir
20-30 Min. angelegt. Nach Beendigung des Transfers wurde die Lage des Gels auf der
PVDF-Membran markiert und die Membran zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen
fiir ein bis zwei Stunden mit 10%iger, fettfreier Milch (in PBS) bei RT inkubiert. Die
anschlieBende Inkubation der Membran mit dem Primérantiikorper erfolgie in
Hybridisierungslosung (5% fettfreie Milch in PBS; 0,3% Tween 20) fiir 1 Stunde bei RT
oder iiber Nacht bei 4°C in einem Folienschlauch. Die verwendeten Antikorper-
Konzentrationen schwankten zwischen 10 ng/ml und 1 pg/ml Hybridisierlésung, je nach
verwendeten Antikoérper und Art des nachzuweisenden Proteins. Anschlieend wurde die
Membran 4 x 10 Min. gewaschen (PBS, 0,3% Tween 20) und mit dem
Meerrettichperoxidase-konjugierten-Sekundir-Antikérper (1:4000 verdiinnt in
Hybridisierungslésung) fiir 1 Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen (4 x 10 Min. in
PBS, 0,3% Tween 20) wurden die vom Primérantikérper spezifisch erkannten Proteine
mittels ECL-Detektion (Amersham, Braunschweig) visualisiert. Bei dieser
Detektionsmethode wird ein zyklisches Diazylhydrazid (Luminol, Losung 1) durch 072-
Ionen, welche bei dem Meerrettichperoxidase (gebunden an den Sekundirantikorper)-
katalysierten Umsatz von HpO7 (Losung 2) entstehen, oxidiert. Die oxidierie Zwischenstufe
von Luminol ist instabil und beim Ubergang in den Grundzustand wird Licht emitiert,
welches den Rontgenfilm schwirzt. Bei der Durchfiihrung wurden gleiche Volumen von
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Losung 1 und Losung 2 gemischt und fiir 1 Min. auf die Membran appliziert. AnschlieBend
wurde ein Rontgenfilm fiir 5 Sek. bis 5 Min. der Membran exponiert, je nach der erhaltenen
Signalstiirke.

2.2.12 Immunfluoreszenzanalyse von Membranproteinen intakter Zellen
Adhirent wachsende Zellen wurden in speziell beschichteten Zellkulturkammern fiir die
Immunfluoreszenzanalyse ("chamber slides" der Firma NUNC) kultiviert, in denen auch
alle weiteren Schritte des Experiments durchgefiihrt wurden. Fiir die Fluoreszenzanalyse
wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen und anschlieBend 15 Min. mit 1%igem
Paraformaldehyd in PBS (-Ca++, -Mgt+) fixiert. Das Fixativ wurde durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt und die Inkubation mit dem Primarantikorper (5-10 pg/ml in
PBS mit 1% BSA) fiir 30 Min. bei RT durchgefiihrt. Nicht gebundener Primérantikérper
wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und der Sekundirantikoérper (Schaf-
anti-Maus-IgG konjugiert mit TRITC; 1:200 bzw. Schwein-anti-Kaninchen-IgG konjugiert
mit TRITC; 1:30 verdiinnt in PBS mit 1% BSA) fiir 30 Min. bei RT auf die Zellen gegeben.
Nach erneutem Waschen (3x mit PBS) wurden die Zellen kurz bei RT getrocknet, mit
Glyzergel eingebettet und anschlieBend in einem Zeiss Axioskop Mikroskop unter UV-Licht
analysiert und gegebenenfalls photographiert. Die Filterkombinationen fiir TRITC waren
BP546/ FT580/ LP590.

2.2.13 FACS-Analyse von kultivierten Zellen

Mit dieser Methode wurde die Expression varianter CD44-Molekiile auf der Oberfliche von
kultivierten Zellen nachgewiesen. Die Zellen wurden kurz abtrypsiniert und 2x mit PBS
gewaschen. Je 5x 105 bis 1x 106 Zellen wurden mit dem Primérantikorper (10 pg/ml in
PBS mit 1% FCS) fiir 45 Min. bei RT in 96-Loch-Mikrotiterplatten inkubiert. Danach
wurden die Zellen abzentifugiert (3 Min., 1000 x g, 4°C) und mit PBS gewaschen, Dieser
Vorgang wurde 3x wiederholt. AnschlieBend wurde mit dem FITC-konjugierten
Sekundirantikorper (Ziege-Anti-Maus-1gG, 1:250 oder Ziege-Anti-Kaninchen-IgG, 1:200
in PBS/ 1% FCS) fiir 30 Min. bei RT inkubiert und danach wieder 3x mit PBS gewaschen.
Die Zellen wurden dann in 500 pl PBS aufgenommen und an einem FACStarPlus Geriit

(Becton Dickinson, San Jose, USA) analysiert.

2.2.14 Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Analyse von klinischem Probenmaterial wurden sowohl
Paraffinschnitte als auch Gefrierschnitte verwendet. Das in Paraffin eingebettete Material
wurde im Mikrotom (Reichert-Jung) zugeschnitten (6 pm Schichtdicke) und bei 50°C im

Wasserbad auf silanisierte Objekttriger (10 Sek. 2% 3-Aminopropyltriethoxysilan geldst in
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wasserfreiem Aceton, 10 Sek. Aceton, 10 Sek. A.dest., 2 Stunden bei 80°C trocknen)
aufgezogen. Danach wurden die Gewebeschnitte deparaffiniert (2x 10 Min. Rotihistol; 2x 5
Min. EtOH 100%; S Min. EtOH 95%), 5 Min. in PBS gewaschen und in 10%igem
Ziegenserum inkubiert (s. u.). Unfixiertes Gewebematerial wurde sofort nach der Entnahme
aus dem Patienten in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C aufbewahrt. 5-7 pm
starke Serienschnitte wurden mit einem Reichert-Jung "cryocut"-Gefriermikrotom bei -25°C
angefertigt, auf silanisierte Objekttriger aufgebracht, luftgetrocknet (1 h oder iiber Nacht)
und fixiert (4 Min. Ethanol -20°C und 1 Min. Aceton -20°C). Danach wurden die
Objekttriger 10 Min. in PBS gewaschen und anschlieBend fiir 15 Min. mit 10%igem
Ziegenserum (in PBS) zum Absiittigen unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. Danach
wurde das Ziegenserum abgekippt und der Gewebeschnitt fiir 1 h mit dem Primérantikorper
(in PBS mit 1% BSA) inkubiert (verwendete Antikorperkonzentrationen: mAks 5-10 pg/ml;
polyklonale Seren 1-5 pg/ml). Die Objekttriger wurden dann 3x 2 Min. in PBS gewaschen
und anschlieBend zur Inaktivierung endogener Peroxidasen fiir 15 Min. bei RT mit 0,3%
H207 in Methanol inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde wiederum 3x 2 Min.
mit PBS gewaschen. Nachfolgend wurden die Gewebeschnitte fiir 30 Min. bei RT mit dem
Sekundérantikorper inkubiert. Hierfiir wurden F(ab')2-Fragmente eines gegen humane
Serumproteine voradsorbierten, Biotin-konjugierten Kaninchen-anti-Maus bzw. Schwein-
anti-Kaninchen-Antikorper verwendet. Dieser Antikorper wurde 1:400 verdiinnt in PBS mit
1% BSA eingesetzt. Wihrend der Inkubationszeit wurde der Streptavidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex vorbereitet: 10 pl Biotin, 10 pl Streptavidin-Peroxidase sowie 20 pl
normales Ziegenserum wurden in 2 ml PBS resuspendiert und fiir 30 Min. bei RT inkubiert.
Die Pridparate wurden gewaschen (mit PBS, 3x 2 Min.) und fiir 30 Min. mit dem
Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex inkubiert (RT). Wihrend dieser Zeit wurde das
Substrat fiir die Peroxidase angesetzt. Hierfiir wurden 12,5 pg AEC in 1,25 ml
Dimethylformamid gelost und in 25 ml Na-Acetat Puffer (50 mM, pH 5,0) verdiinnt. Vor
Gebrauch wurde die Losung im Dunkeln durch einen Faltenfilter filtriert. Alternativ wurde
DAB (5 mg in 10 ml PBS) fiir die Fidrbereaktion benutzt. Die Schnitte wurden 5-10 Min. in
die Substratlosung eingetaucht (nach Zugabe von 16,5 pl 30% HyO2 pro 50 ml
Substratlosung) und dann die Reaktion durch eine einminiitige Inkubation in A.dest.
abgestoppt. Die Gegenfirbung der Zellkeme wurde durch eine fiinfminiitige Inkubation mit
Himatoxylin-Losung und anschlieBender Inkubation fiir 10 Min. in Leitungswasser
durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die Schnitte getrocknet, mit Glyzergel eingebettet und
mit einem Zeiss Axioskop-Mikroskop (im Hellfeld) analysiert.
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2.2.15 Auswertung immunhistochemischer Priparate

Die Auswertung der immunhistochemischen Priiparate erfolgte semiquantitativ durch das
Beurteilen der Stiirke der erhaltenen Firbung. Dazu wurde in jedem Versuchsansatz als
Positivkontrolle Gewebe bekannter Reaktivitiit (z.B. normale menschliche Haut) parallel
mitverarbeitet. Zur Abschitzung des unspezifischen Hintergrunds (z.B. durch die
verwendeten Sekundirreagenzien) wurden im selben Versuchsansatz Antikorper
mitverwendet, die keine spezifische Reaktion mit den Geweben gezeigt haben bzw. auf den
Primérantikdrper ganz verzichtet. Die eigentliche Farbreaktion wurde anhand dieser
Kriterien (Vergleich mit der Positivkontrolle und unspezifischer Hintergrundsfirbung) in
folgende Kategorien eingeteilt. negativ (0-1), schwach positiv (2), miBig positiv (3) und
stark positiv (4). Zur Beurteilung der Quantitit der Reaktion wurde abgeschitzt, wieviele
Zellen eines Gewebetyps positiv angefirbt waren (z.B. Anteil der positiven Tumorzellen
eines Priparates im Vergleich zur Gesamtheit der Tumorzellen dieses Prdparates). Die
Reaktion wurde als fokal bezeichnet, wenn weniger als 10% der Zellen positiv waren und
als diffus, wenn mehr als 10% der Zellen positiv waren. In Einzelfillen wurde der
Prozentsatz der positiven Zellen durch Auszihlen genau ermittelt.

2.2.16 Analyse von Nukleinsduren
Auf grundlegende Methoden der Reinigung und Ausfillung von Nukleinsduren wird nicht
eingegangen, da die Methoden standardisiert sind und in den molekularbiologischen

Laborhandbiichern nachgeschlagen werden konnen.

2.2.17 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wissriger Losung wurde spektralphotometrisch
durch Messen ihrer optischen Dichte (OD) bei 260 nm bestimmt. Eine OD2¢0 = 1 entspricht
50 pg/ml doppelstringiger DNA, 40 pg/ml RNA oder 20 pg/ml eines einzelstringigen
Oligonukleotids. Einen Hinweis fiir die Reinheit der DNA bzw. RNA gibt das Verhiltnis
OD260 zu OD28(). Dieses sollte bei DNA 1,8:1 und bei RNA 2:1 betragen.

2.2.18 Praparation von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab (modifizierte
Version der Methode von Birnboim und Doly, 1979)

1,5 ml einer dichtgewachsenen Bakterienkultur wurden in EPPENDORF-Reaktionsgefidfie
iiberfiihrt. Die Bakterien wurden dann fiir 3 Min. bei 12000 upm in einer EPPENDORF-
Tischzentrifuge sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl Tris-
EDTA-Losung (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM EDTA pH 8) resuspendiert und die
Bakterien anschlieBend durch Zugabe von 200 pl alkalischer SDS-Losung (200 mM NaOH;
1% SDS) lysiert. Nach vorsichtigem Mischen wurde 5 Min. auf Eis inkubiert und
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anschlieBend 150 pul 3 M Natriumacetat pH 4,8 zugegeben. Nach einer fiinfminiitigen
Inkubation auf Eis wurde 5 Min. bei 12000 upm abzentrifugiert und die Plasmid-DNA im
Uberstand mit dem gleichen Volumen Isopropanol gefillt (3 Min. bei RT). Die prizipitierte
DNA wurde durch Zentrifugation (10 Min. bei RT und 12000 upm) pelletiert, in 70%igem
Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert und im Exsikkator getrocknet. AbschlieBend
wurde die DNA in 100 pl A.dest. mit 4 ug RNase A gelost und 1/10 davon der Analyse

durch Restriktionsenzym-Verdauung unterzogen.

2.2.19 Priparation von Plasmid-DNA in groflem MabBstab (Qiagen-Methode)
Die Priparation groerer DNA-Mengen wurde mit Ionenaustauschersidulen der Firma Diagen
durchgefiihri. Die Methode wurde genau nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
Bakterien einer 200 ml Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation sedimentiert (5 Min.
bei 4°C und 5000 x g). Das Bakterienpellet wurde in 10 ml Puffer P1 (50 mM Tris/HC1 pH
8,0; 1 mM EDTA, 10png/ml RNase A) resuspendiert und mit weiteren 10 ml Puffer P2 (200
mM NaOH, 1% SDS) lysiert. Nach einer fiinfminiitigen Inkubation bei RT wurden 10 ml
Puffer P3 (2,55 M Kaliumacetat) vorsichtig zugegeben und das Gemisch bei 4°C und 20000
x g fiir 30 Min. zentrifugiert. Der Uberstand aus diesem Zentrifugationsschritt wurde auf
eine mit Puffer QB (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15% EtOH, pH 7,0) édquilibrierte
Qiagensiule gegeben. Nach Bindung der DNA an die Sdulenmatrix wurde die DNA zweimal
mit 10 ml Puffer QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% EtOH, pH 7,0) gewaschen und mit 5
ml Puffer QF (1,2 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% EtOH, pH 8,0) eluiert. AnschlieBend an
eine Isopropanolfillung wurde die Plasmid-DNA mit 70%igem EtOH gewaschen,
getrocknet und in sterilem TE-Puffer aufgenommen. Die Konzentration der DNA wurde im
Spektralphotometer bestimmt.

2.2.20 Restriktionsverdauung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Eine Einheit (1U) einer Restriktionsendonuklease ist definiert als die Enzymmenge, die
1 pg DNA des Phagen A in einer Stunde verdaut. In der Regel wurde ein 2-3 facher
UberschuB an Enzym verwendet, um einen vollstindigen Verdau zu gewihrleisten. Die vom
Hersteller fiir die einzelnen Restriktionsenzyme empfohlenen Puffer- und

Reaktionsbedingungen wurden eingehalten.

2.2.21 Umwandlung iiberhdngender Enden in stumpfe Enden mit T4-DNA-
Polymerase

Um iiberhdngende 3'-Enden zu entfernen wurde die 3'-5' Exonukleaseaktivitit von T4-
DNA-Polymerase eingesetzt. S00 bis 1000 ng DNA wurden in 1x konzentriertem T4-Puffer
(50 mM Tris/HCI pH 8,8; 5 mM MgClp; 5 mM DTT) und in Anwesenheit von 100 pmol
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dNTPs mit 2U T4-DNA-Polymerase fiir 20 Min. bei 11°C inkubiert. AnschlieBend wurde
das Enzym durch eine 10 Min. Inkubation bei 70°C inaktiviert und eine Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt. Die DNA wurde mit EtOH gefillt, einmal mit 70%igrm EtOH
gewaschen, getrocknet und in sterilem TE aufgenommen.

2.2.22 Umwandlung iiberhingender Enden in stumpfe Enden mit Klenow-
Polymerase

Durch die DNA-Polymeraseaktivitit und die 3'-5' Exonukleaseaktivitéit des Klenow-
Fragmentes der DNA-Polymerase I konnen sowohl 3' als auch §' tiberhingende DNA-
Enden in stumpfe Enden umgewandelt werden. 10 - 88 pl eines DNA-Restriktionsansatzes
wurden mit 10x Klenow-Puffer (70 mM Tris/HCI pH 7,5; 70 mM MgCly; 500 mM NaCl,
10 mM DTT), dNTP's (je 25 uM final) und Klenow-Polymerase (1-5 U) auf 100 pl
aufgefiillt und 15 Min. bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde 10 Min. bei 75°C
abgestoppt, phenolisiert und gefillt.

2.2.23 Dephosphorylierung von DNA

Fiir die Entfernung der 5'-Phosphatgruppen von durch Restriktionsenzyme linearisierter
DNA wurde eine Behandlung mit alkalischer Kdlberdarm-Phosphatase (CIP) durchgefiihrt.
Dabei wurden ca. 3 pmol DNA in 1x CIP-Puffer (100 mM Glyzin pH 10,5; 1 mM MgCly;
0,1 mM ZnCl9) mit 10 U CIP fiir 60 Min. bei 37°C inkubiert und anschlieBend phenolisiert.

Nach der Prizipitation wurde die dephosphorylierte DNA fiir die Ligation eingesetzt.

2.2.24 Phosphorylierung von 5'-OH-Enden

PCR-Amplifikationsprodukte wurden vor der stumpfen Ligation in einen Vektor mit
Polynukleotidkinase (PNK) phosphoryliert. Dazu wurden 5 pl des prizipitierten PCR-
Ansatzes in 1x PNK-Puffer (70 mM Tris/HCI pH 7,6; 10 mM MgClp; 5 mM DTT) in
Anwesenheit von rATP (1 mM) mit 10-30 Enzymeinheiten PNK bei 37°C fiir 1 h inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 75°C fiir 10 Min, beendet. Zur Reinigung wurde die
DNA im Agarosegel aufgetrennt und das entsprechende Fragment isoliert.

2.2,25 Ligation von DNA

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten (z.B. PCR-Produkte) wurden Vektor und
Fragment mit einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten bzw. iiberhéingende Enden
aufgefiillt und der Vektor dephosphoryliert. Bei der enzymatischen Verkniipfung von
Fragment und Vektor (Ligation) wurden in einem Reaktionsvolumen von 20 pl 100 ng

Vektor mit 300-500 ng Fragment in 1x Ligasepuffer (20 mM Tris/HCl pH 7,6; 10 mM
MgCl2: 10 mM DTT) in Anwesenheit von 1 U T4-DNA-Ligase bei 15°C iiber Nacht
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inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde der Ligationsansatz in kompetente Bakterien
transformiert.

2.2,.26 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Methode von Sanger (1977) durchgefiihrt.
Dabei wurde ein Kit der Firma United States Biochemicals (USB; Sequenase-Kit)
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte leicht modifiziert nach den Angaben des Herstellers:
10 pg DNA wurden eingetrocknet, in 200 pl Denaturierungspuffer (0,2 M NaOH; 0,2 mM
EDTA) gelost und 15 Min. bei RT denaturiert. Die DNA wurde nach Neutralisation mit 20
pl 2 M NH4Ac pH 4,5 mit 440 pl Ethanol bei -20°C iiber Nacht gefillt, mit maximaler
Drehzahl bei 4°C in der EPPENDORF-Zentrifuge abzentrifugiert, mit 80%igem Ethanol
gewaschen und getrocknet. Die denaturierte DNA wurde in 7 pl Wasser gelost, mit 2,0 il
5x Sequenzier-Puffer versetzt und 1 pl Primer (1 pmol) zugefiigi. Nach 3 Min. Erhitzen auf
65°C kiihlte der "Annealing-Mix" im Becherglas binnen 30 Min. langsam auf
Raumtemperatur ab. Wihrenddessen wurden vier EPPENDORF-ReaktionsgefiBe (fiir
AT,G und C) mit jeweils 2,5 il des entsprechenden "Terminationsmixes" (ddATP, ddTTP,
ddGTP und ddCTP; s.u.) auf Eis vorbereitet. Zur "Labeling Reaktion" wurden zu den 10 pl
"Annealing-Mix" 1 pl 0,1 M DTT, 2 pl 1:5 verdiinnter "Labeling Mix " (1,5 mM dGTP, 1,5
mM dTTP, 1,5 mM dCTP), 1 pl a35S-dATP und 3 U modifizierte T7-DNA-Polymerase
("Sequenase" der Firma USB) gegeben und 5 Min. bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden
die 4 TerminationsgefiBe bei 37°C vorgewirmt. Je 3,5 |l aus der "Labeling Reaktion"
wurden im zeitlichen Abstand von 1 Min. mit dem "Terminationsmix" gemischt und weitere
5 Min. bei 37°C inkubiert, bevor die Reaktionen mit je 4 pl 1x Formamid-Ladepuffer
("SSB") abgestoppt wurden. Vor dem Auftragen auf ein denaturierendes 6%iges PAA-
Harnstoff-Sequenziergel wurden die Produkte 3 Min. auf 95°C erhitzt und in Eiswasser
abgeschreckt.

Die Terminationsmischungen enthielten:

"ddATP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddATP

und 50 mM NaCl

"ddTTP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddTTP
und 50 mM NaCl

"ddGTP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, § mM
ddGTP und 50 mM NaCl

"ddCTP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddCTP
und 50 mM NadCl
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2.2.27 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele mit einem
Agarosegehalt von 0,8 bis 1,5 % verwendet. Die Agarose wurde dafiir in 1x TAE-Puffer
(20 mM Tris/HCl; 10 mM Essigsdure; 1 mM EDTA, pH 8,3) durch Kochen geldst,
verdampftes Wasser ersetzt und das Gel anschlieBend mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml, f.c.)
versetzt. Die Agaroselosung wurde auf ca. 60°C abgekiihlt und dann in eine
Elektrophoresekammer gegossen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde die
DNA unter UV-Licht visualisiert und photographiert.

2.2.28 Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Molekiilen unter denaturierenden Bedingungen (z.B. nach der
DNA-Sequenzierung) erfolgie mit Hilfe der Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.
Die entsprechenden Gele wurden mit einer Dicke von 0,2 mm gegossen. Dazu wurden 30
ml Gelmix (6 M Harnstoff, 7,75% Acrylamid, 0,25% Bisacrylamid in 1x TBE: 90 mM
Tris/HCl; 90 mM Borséure; 2,5 mM EDTA, pH 8,3) mit 300 pl APS und 30 pl TEMED
versetzt, gemischt und die Gelmischung zwischen die Glasplatten gegossen. Eine
Vorbehandlung der Ohrenglasplatte mit Repell-Silan (4% Dichlordimethylsilan in |
Tetrachlorkohlenstoff) erméglichte es, die Glasplatten nach der Elektrophorese zu trennen
und das Gel auf ein Whatman-Papier zu transferieren. Nach der Polymerisation wurde das
Gel in die Gelapparatur eingespannt und die Kammern mit Puffer (1xXTBE) gefiillt. Fiir eine
optimal denaturierende Wirkung des Harnstoffs ist eine Temperatur von ca. 60°C
notwendig, daher wurde ein einstiindiger Vorlauf des Gels (bei 30 mA) durchgefiihrt, bevor
die Proben auf das Gel aufgetragen wurden. Die Auftrennung erfolgie bei einer Stromstérke
von 30 mA. Nach Beendigung des Laufes wurde die mit Repell-Silan behandelte Glasplatte
abgehoben und das Gel auf ein Stiick Whatman-Papier der entsprechenden Grofe
transferiert. AnschlieBend wurde das Gel eine Stunde bei 60°C getrocknet und nach dem
Abkiihlen einem Rontgenfilm exponiert. Die Exposition erfolgte bei Raumtemperatur fiir 24
bis 48 h.

2.2.29 Eluation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das entsprechende DNA-Fragment wurde nach dem Auftrennen im Agarosegel unter UV-
Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 0,5 ml EPPENDORF-Gefi8, das halb
mit Plastikwolle gefiillt war, transferiert. Im Boden des EPPENDORF-Gefif3es befand sich
ein Loch. Das 0,5 ml EPPENDORF-Gefi8 wurde in ein 1,5 ml EPPENDORF-
ReaktionsgefdB eingesetzt und fiir 10 Min. bei 7000 upm in einer EPPENDORF
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der DurchfluB, der sich im 1,5 ml ReaktionsgefdBl gesammelt
hatte und das DNA-Fragment enthielt, wurde entweder direkt fiir Klonierungen verwendet
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oder gefillt und dann in A.dest. resuspendiert. Die Reinheit und Konzentration des
Fragmentes konnten dann im Agarosegel iiberpriift werden.

2.2.30 Southern-Analyse

Der Nachweis spezifischer PCR-Amplifikationsprodukte wurde mit Hilfe der Southern-
Analyse durchgefiihrt. Die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mittels
eines alkalischen Kapillarblots (nach Southern, 1975) auf eine Nylonmembran (Hybond
N+) transferiert. Nach dem Transfer (2-3 h) wurde die Membran kurz in 2x SSC-Puffer
gewaschen und anschlieBend bei 65°C fiir 1-2 h prihybridisiert. Dazu wurde die
Nylonmembran in einen abgeschnittenen Polypropylen-MeBzylinder (250 ml; Bachofer,
Reutlingen) plaziert und 10 ml Hybridisierlosung (6x SSC; 0,5% SDS; 5x Denhardt's
Losung; denaturierte Lachssperma-DNA 200 pg/ml; denarurierte Hefe-RNA 200 pg/ml)
zugegeben. Die Hybridisierung fand in einem Warmluft-Hybridisierschrank (Bachofer,
Reutlingen) statt. Fiir die eigentliche Hybridisierung wurde die radioaktiv markierte DNA-
Sonde kurz aufgekocht (100°C, 3 Min.), auf Eis abgekiihlt und zur Prihybidisierlésung
gegeben (spezifische Aktivitit: 2-5 x 106 cpm/ml Hybridisierlosung). Nach Hybridisierung
iiber Nacht bei 65°C wurde die Nylonmembran 1x im Hybridisierzylinder mit Waschlosung
I (2x SSC, 1% SDS) und danach 3x 60 Min. mit Waschlésung II (2x SSC, 0,1% SDS) bei
65°C in einer Plastikschale im Wasserbad gewaschen. Nach dem Waschen wurde die
Membran luftgetrocknet und je nach Signalstirke zwischen 10 Min. und 48 h einem
Autoradiographiefilm exponiert. Die Exposition erfolgte bei -80°C zwischen zwei
Reflektorfolien (Du Pont). Nach der Exposition wurde die Radioaktivitdt durch 10-
miniitiges Kochen in 0,5%iger SDS-Losung entfernt. Als Kontrolle auf etwaige
Restaktivitit wurde die Membran iiber Nacht einem Autoradiographiefilm exponiert und
konnte dann fiir eine nochmalige Hybridisierung verwendet werden.

2.2.31 Random Priming von DNA-Sonden

Zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten zwischen 100 und 1000 bp Linge
wurde ein "Prime-it II-Random Primer Labeling"-Kit von Promega verwendet. 30 ng des
DNA-Fragmentes (nach Eluation aus dem Agarosegel) wurden mit 10 pl Primern vermischt,
3 Min. bei 95°C inkubiert und anschlieBend bei RT kurz abzentifugiert. Nach Zugabe von 10
pl 5x Primer-Puffer, 3 pl a32P-dCTP und 1 pl Exo () Klenow-Polymerase wurde 5 Min.
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pul Stoplosung beendet. Das
Abtrennen der freien Nukleotide erfolgte mittels Elutip-d Séulen. Die Séulen wurden laut
Herstelleranweisung #quilibriert und danach wurde der gesamte Markierungsansatz in 3 ml
Niedrigsalzpuffer (0,2 M NaCl; 20 mM Tris/HCI pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0) in einer 5
ml Spritze auf die Sdule geladen. Dieser Ansatz wurde dann langsam durch die Séule
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gedriickt. AnschlieBend wurde das radioaktiv markierte Fragment mit 400 pl Hochsalzpuffer
(1 M NaCl; 20 mM Tris/HCI1 pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0) unter Zuhilfenahme einer 1 mi
Spritze aus der Sdule eluiert. 2 pl des Eluates wurden in 3 ml Szintillationsfliissigkeit
(Emulsifier-safe) verbracht und die spezifische Aktivitit der Probe mit einem Fliissig-
Szintillationszihler (1211 Minibeta, LKB) bestimmt Das Eluat wurde direkt fiir die
Hybridisierung verwendet oder bei -20°C gelagert.

2.2.32 PCR-Markierung von DNA-Sonden

Zur radioaktiven Markierung CD44-exonspezifischer DNA-Sonden wurde eine "heie” PCR
durchgefiihrt. Als Mutterstrang fiir die PCR-Reaktion wurden 5 ng des Plasmids pSV-
HPKII (siehe Materialien) verwendet. Primer, Reaktionspuffer und Taq-Polymerase wurden
analog einer normalen PCR eingesetzt. Der spezielle Nukleotid-Mix (10x) enthielt dATP,
dGTP, dTTP (je 2,5 mM) und dCTP (25 pM). Als radioaktives Nukleotid wurden 3 ml
a32P-dCTP (30 uCi) pro Reaktionsansatz verwendet. Fiir die Amplifikation wurden 30
Zyklen unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 94°C, 1 Min.; 60-62°C, 1 Min.; 72°C, 2
Min. Freie Nukleotide wurden mittels Elutip-d Siulen abgetrennt und danach die spezifische -
Aktivitdt der Sonde bestimmt (siehe 2.2.31).

2.2.33 Isolation von PolyA+-RNA

Diese Methode wurde zur Gewinnung polyadenylierter RNAs aus kultivierten Zellen
angewendet. Die adhéirent wachsenden Zellen (ca. 5x 107) wurden in der Zellkulturschale 3x
mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlieBend mit 10 ml STE-Puffer (0,1 M NaCl; 20 mM
Tris/HCI pH 7,4; 10 mM EDTA pH 8,0; 0,5% SDS (w/v)) inkubiert. Das entstehende
Zellysat wurde mittels eines Gummischabers in ein 50 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, mit
300 pl Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und im Ultraturrax (Janke & Kunkel, Staufen)
homogenisiert (30 Sek. bei 50% Leistung). Danach wurde die Losung 20 - 40 Min. bei
37°C inkubiert und anschlieBend mit NaCl auf eine Endkonzentration von 0,5 mM
eingestellt. Im AnschluB daran wurden 20 mg gequollene Oligo-dT-Zellulose zugegeben und
2 h oder iiber Nacht bei RT unter Drehen inkubiert. Die Zellulose mit der gebundenen RNA
wurde danach auf eine Poly-Prep Chromatographieséiule gegeben und mit dem 3-fachen
Saulenvolumen Waschpuffer (0,1 M NaCl; 10 mM Tris /HCI pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0;
0,2% SDS) gewaschen. Die Eluation der RNA erfolgte mit 2x 3 ml Eluationspuffer ( ImM
Tris /HC1 pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0; 0,2% SDS). Die RNA im Eluat wurde durch die
Zugabe von 1,2 ml 3M NaAc pH 5,5 und 9 ml EtOH iiber Nacht bei -20°C gefillt. Nach der
Zentrifugation (10000 x g, 30 Min., 4°C) wurde die prizipitierte RNA in 200 pl A.dest.

resuspendiert, phenolisiert und nochmals prizipitiert. Nach abermaliger Zentrifugation
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wurde die RNA in 100 pl A.dest. aufgenommen und die optische Dichte bestimmt. Die
RNA wurde sofort fiir die cDNA-Synthese verwendet oder bei -80°C aufbewahrt.

2.2.34 Isolation von gesamtzellulirer RNA

Gesamizellulldire RNA wurde aus klinischem Tumormaterial und aus Normalgeweben zur
spiteren Synthese von cDNA isoliert. Es wurde dabei ein modifizeries Verfahren nach
Glisin et al. (1974) und Ullrich et al. (1977) angewendet. Tiefgefrorene Gewebestiicke
(GréBe ca. 0,5 cm3) wurden bei RT mit 2 ml Guanidium-Losung (4 M Guanidium-
Isothiocyanat; 0,1 M Tris/HCI pH 7,5; 1% [-Mercaptoethanol) iiberschichtet und sofort mit
einem Ultraturrax mechanisch zerkleinert (3x 30 Sek. bei 50% Leistung). Alternativ dazu
wurden im Gefriermikrotom 50 Schnitte a 20 pm Dicke angefertigt und das anfallende
Material in Guanidium-Losung aufgenommen und mechanisch zerkleinert. Nach dem
Homogenisieren wurden unlosliche Bestandteile abzentrifugiert (10000 x g; 10 Min.; 12°C)
und zum Uberstand 0,1 Volumen 20%iges Sarkosyl gegeben. Die Proben wurden dann fiir
2 Min. bei 65°C erhitzt und anschlieBend vorsichtig auf ein 5,7 M CsCl-Kissen
aufgeschichtet. Die Zentrifugation erfolgte in einer Beckman Ultrazentrifuge (Modell L8-55)
im Swing-Out Rotor SW 50.1 fiir 12-20 h bei 18°C und 35000 upm. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt, das
Zentrifugenrohrchen kopfiiber fiir 5 Min. auf Kleenex-Tiicher gestellt und danach der Boden
des Zentrifugenrohrchens mit einem Skalpell abgeschnitten. Die sedimentierte RNA wurde
in 200 pl A.dest. resuspendiert, phenolisiert und gefillt. Nach der Fillung wurde das
Prizipitat in A.dest. resuspendiert und die Konzentration der RNA im Spektralphotometer
bestimmt. Die RNA wurde entweder sofort zur cDNA-Synthese verwendet oder bei -80°C
aufbewahrt.

2.2.35 cDNA-Synthese (Erststrangreaktion)

1-2 pg PolyA+-RNA bzw. 5 pg Gesamt-RNA wurden zusammen mit dem Oligo-dT Primer
(0,5 pg Primer/1 ig DNA) oder CD44-spezifischen Primern (0,5 pg Primer/1 pg DNA) in
einem Gesamtvolumen von 10 pl fiir 5 Min. bei 70°C inkubiert und dann kurz bei RT
abzentrifugiert. Nach dem Abkiihlen auf RT wurden 5 pl 5x AMV-Reaktionspuffer, 2,5 pl
100 mM DTT, 2,5 pl dNTP-Mix (je 10 mM), 0,7 pl RNasin (40 U/ ul), 2 ul AMV-Reverse
Transkriptase (8 U/ul) und 2,3 pl A.dest. zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig
gemischt und 1 h bei 42°C inkubiert. Danach wurden 175 pl TE-Puffer zugegeben und die
cDNA bei -20°C aufbewahrt oder sofort fiir die PCR-Reaktion eingesetzt. Die Qualitit und
Abundanz der mit den Oligo-dT Primern synthetisierten cDNA wurde mitiels GAPDH-PCR
tiberpriift (s. 2.2.37).
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2.2.36 PCR-Amplifikation

Die PCR-Reaktion wurde mit einem Gene Amp PCR-System 9600 der Firma Perkin Elmer
Cetus durchgefithrt. 5 pl einer Erststrangreaktion (s. cDNA-Synthese) bzw. 0,1-5 ng
Plasmid-DNA wurden mit je 125 ng 3'- und 5'- Amplifikationsprimern in 1x PCR-Puffer in
Gegenwart von 250 uM dNTPs gemischt. Das Reaktionsvolumen wurde auf 50 pl erhoht
und die Amplifikation durch Zugabe von 5 U Tag-Polymerase gestartet. Fiir die
Amplifikation wurden folgende Bedingungen gewihlt: Denaturierung 1 Min., 94°C;
Annealing 1-2 Min., 60-62°C; Extension: 90-180 Sek., 72°C. Je nach Anwendung wurden
20-50 Amplifikationszyklen gefahren. Nach dem Ende der Amplifikation wurden 10 pl der
Reaktion auf einem Agarosegel analysiert.

2.2.37 GAPDH-PCR

Zur semiquantitativen und qualitativen Uberpriifung der cDNA-Synthese mit Oligo-dT
Primern wurde eine GAPDH-PCR durchgefiihrt. Die PCR wurde analog 2.2.36
durchgefiihrt, wobei als spezifische Primer die Oligonukleotide 5'-GAPDH und 3'-GAPDH
(s. Materialien) benutzt wurden. Folgende Bedingungen wurden fiir den PCR-Zyklus
gewihlt: 94°C/ 1 Min., 62°C/ 1 Min., 72°C/ 1,5 Min., wobei in parallelen Ansitzen 18, 20
und 25 Zyklen durchgefiihrt wurden. Je 10 pl einer jeden Reaktion wurden im Agarosegel
miteinander verglichen. Aufgrund der Intensitdt der erhaltenen Banden in den jeweiligen
Ansiitzen konnte die Effizienz der cDNA-Synthese angeschitzt werden.

2.2.38 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Eukaryontische, adhdrent wachsende Zellen wurden trypsiniert, abzentrifugiert (3 Min., 800
x g) und in FCS mit 10% DMSO resuspendiert. Die Zellen wurden dann sofort in
Kryordhrchen pipettiert und auf Eis gestellt. Nach 1 Stunde bei 0°C wurden die Zellen bei -
80°C eingefroren. Fir die Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen unter fliissigem
Stickstoff bei - 160°C gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryorohrchen im 37°C
Wasserbad schnell erwidrmt, der Inhalt in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und
abzentrifugiert (3 Min., 800 x g). Die Zellen wurden dann in neuem Zellkulturmedium
resuspendiert und in Kulturschalen ausgesit.

2.2.39 Passagieren von eukaryontischen Zellen

Adhirente Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsinlosung (0,25% in PBS) bei
37°C fiir 5-10 Min. inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt und fiir 3 Min. bei 800 x g sedimentiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden
die Zellen in frischem Medium aufgenommen und auf Kulturschalen verteilt.
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2.2.40 Einfrieren von Bakterien
Eine Ubernachtkultur der Bakterien wurde auf 30% Glycerin (steril) eingestellt und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakterien wurden bei -80°C gelagert.

2.2.41 Priparation kompetenter Bakterien (Hanahan, 1983)

Bakterien aus einer Ubernachtkultur von E. coli DH5a wurden in 200 ml SOB (20 g/l
Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4,
2,5 mM KCI) in einem 500 ml Erlenmeyerkolben beimpft und bei 37°C kriftig geschiittelt.
Bei einer ODs5g0 von 0,3 wurden die Bakterien in 50 ml Rohrchen tiberfiihrt und in
Eiswasser gekiihlt. AnschlieBend wurden die Bakterien 10 Min. bei 3500 x g und 4°C
abzentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und die Bakterien in eiskaltem STB (100 mM
KCl, 45 mM MnCl? x 4 H20, 10 mM CaCl2 x 2 H20, 3 mM Hexa-Amino-Kobalt-
Chlorid, 10 mM K-MES pH 6,5, 15% Glycerin) vorsichtig resuspendiert. Es folgte eine 30-
miniitige Inkubation der resuspendierten Bakterien auf Eis. AnschlieBend wurden sie
wiederum 10 Min. bei 3500 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
nun fiir die DNA-Aufnahme kompetenten Bakterien vorsichtig, auf Eis, in 4 ml STB
resuspendiert, in 200 pl Aliquots abgefiillt und sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei -80°C.

2.2.42 Transformation von Bakterien

10 pl eines Ligationsansatzes oder 10 ng ungeschnittene Plasmid-DNA wurden mit 100 pl
kompetenten Bakterien eine Stunde auf Eis (OOC) inkubiert. AnschlieBend wurde der
Transformationsansatz 3 Min. bei 37°C wirmebehandelt (Hitzeschock) und wiederum in Eis
abgekiihlt. Danach wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 3000 x g bei RT
sedimentiert und in 2x TY-Medium resuspendiert. Fiir die phinotypische Expression des
Resistenzgens auf dem Plasmid wurden die Bakterien 45 Min. bei 37°C inkubiert und
anschlieBend auf LB-Platten (+ 100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert. Nach Inkubation iiber
Nacht bei 37°C konnten eventuell angewachsenen Klone analysiert werden.

2.2.43 Statistische Analysen

Statistische Analysen (Berechnung der Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier (1958)
und Signifikanzberechnungen mit Hilfe des Log-Rank-Tests (Peto et al., 1977)) wurden mit
dem Statistikprogramm "Testimate" (Version 5.0) von IDV Datenanalyse und
Versuchsplanung (Gauting bei Miinchen) durchgefiihrt. Als Hardware wurde ein IBM-
kompatibler 486er-ProzeBor verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung und Charakterisierung von Antikorpern, die
variante Formen des humanen CD44-Molekiils erkennen

Ein wichtiges Instrument zum Nachweis vorgegebener Proteine in klinischen Gewebeproben
stellen monoklonale Antikorper (mAk) bzw. polyklonale Seren dar. Gegen variante Formen
des humanen CD44-Molekiils gerichtete Antikdrper waren bislang nicht verfiigbar, Der mAk
1.1ASML, der CD44-Varianten der Ratte (Meta-1 und Meta-2 in der metastasierenden
Tumorzellinie BSp73ASML eines Ratten-Adenopankreaskarzinoms; Giinthert et al., 1991;
W. Rudy, 1993) identifiziert, zeigt keine Kreuzreaktion mit CD44-Varianten in mensch-
lichen Geweben (Dr. W. Rudy, personliche Mitteilung). Daher habe ich Antikorper, die die
verschiedenen varianten Bereiche des humanen CD44-Molekiils erkennen, hergestellt.

3.1.1 Ein polyklonales Kaninchenserum erkennt spezifisch Varianten des
humanen CD44-Molekiils

Neuseelindische weiBe Kaninchen wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit
einem bakteriell exprimierten Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein, das den von den
Exons v3 bis v10 codierten varianten Bereich von CD44 enthalt, immunisiert (GEX-
CD44v3-v10, sieche Abb. 1B). Sechs Wochen nach Beginn der Immunisierung hat das
Kaninchenserum mit dem zur Immunisierung verwendeten Fusionsproiein GEX-CD44v3-
v10 sowie mit dem Glutathion-S-Transferase-Anteil GEX-2T des Fusionsproteins allein
nach gelelektrophoretischer Auftrennung dieser Proteine und Transfer auf eine PVDEF-
Membran (Western-Analyse) reagiert (nicht gezeigt).

Um zu priifen, ob das Serum spezifisch mit eukaryont exprimierten varianten CD44-
Molekiilen reagiert, wurde eine Western-Analyse mit Extrakten von verschiedenen humanen
Zellinien durchgefiihrt. Die Zellinien wurden auf der Basis frilherer RNA-Analysen
ausgewihlt (Hofmann et al., 1991). Die immortalisierten Keratinozytenzellinien HaCat und
HPKII exprimieren hauptsichlich eine RNA-Spezies die komplementir zu den varianten
Exons v3 bis v10 ist. Als Beispiel fiir eine CD44-variantennegative Zellinie wurde die
Melanomzellinie MeWo ausgewihlt, die nur die Standardform von CD44 exprimiert
(Hofmann et al., 1991). In einer Western-Analyse mit dem Kaninchenserum ist deutlich zu
sehen, daB in HaCat- und HPKII-Zellextrakten Proteine mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 130 Kilodalton erkannt werden. Mit dem MeWo-Zellextrakt ist keine
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Abb. 1

A: Schematische Darstellung einer CD44-Variante mit den varianten Exons v1 bis v10. Die
Insertionsstelle des varianten Anteils in den extrazelluldren Anteil der Standardform von
CD44 (schraffierte Balken) ist angedeutet.

B: Schematische Darstellung des zur Immunisierung von Kaninchen und Miusen
verwendeten Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteins GEX-CD44v3-v10 mit den
varianten CD44-Exons v3 bis v10; GST: Glutathion-S-Transferase-Anteil des
Fusionsproteins.

C: Darstellung der Exonspezifitit der CD44-variantenspezifischen monoklonalen Antikdrper
und polyklonalen Seren. Die Epitoplokalisation der jeweiligen Antikorper und Seren ist
durch die entsprechenden Linien gekennzeichnet.
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Abb. 2 Ein polyklonales Kaninchenserum erkennt spezifisch zellulir
exprimierte variante Formen von CD44

Je 100 pg von Zellextrakten aus MeWo-, HPKII- und HaCat-Zellen wurden in einem SDS-
Gel (7,5% Acrylamid) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als
Primédrantikorper fiir die Western-Analyse wurde eine 1:500 Verdiinnung des nicht
affinitdtsgereinigten Kaninchenserums Anti-CD44v3-v10 entweder nicht vorinkubiert (A)
oder nach Vorinkubation mit 2 pg Fusionsprotein GEX-CD44v3-v10 (B), GEX-2T (C)
bzw. mit dem mittels Thrombin abgespaltenen varianten Anteil v3-v10 (D) pro ml
Hybridisierlosung verwendet.

Reaktion mit einem Protein dieses Molekulargewichts zu erkennen (Abb. 2A). Neben dieser
sehr deutlichen Reaktion im Bereich von 130 kD sind mehrere Signale mit Proteinen anderen
Molekulargewichts zu erkennen, die jedoch wesentlich weniger intensiv sind. Zum Teil sind
diese Signale in den Extrakten aller drei Zellinien zu erkennen (z. B. die Bande bei 110 kD),
zum Teil reagieren nur Proteine aus den Keratinozytenzellinien mit den Antikdrpern (Bande
bei 120 und 180 kD). Nach Priinkubation des Kaninchenserums mit dem zur
Immunisierung verwendeten Fusionsprotein GEX-CD44v3-v10 und anschlieender
Western-Analyse ist eine deutlich reduzierte Reaktion des Serums mit den 130 kD Proteinen
aus den Keratinozytenzellinien zu sehen, ein Signal bei 120 kD ist nicht mehr zu erkennen
(Abb. 2B). Die Reaktion des préiinkubierten Serums mit anderen Proteinen wurde dagegen
nicht beeintrichtigt. Eine Priinkubation des Kaninchenserums mit dem bakteriell
exprimierten Glutathion-S-Transferase-Anteil des Fusionsproteins hingegen beeintrichtigt
die Reaktivitit der Antikorper in der Western-Analyse nicht (Abb. 2C). Pridinkubation des
Kaninchenserums mit dem durch Thrombin abgespaltenen CD44v3-v10-Anteil des
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Fusionproteins fiihrt wiederum zum nahezu vollstindigen Verlust der Reaktivitit mit den
130 kD Proteinen in den Extrakten aus Keratinozytenzellinien, eine Reaktion mit einem
Protein mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 120 kD in HaCat-Zellen ist nicht mehr
zu beobachten (Abb. 2D). Damit konnte gezeigt werden, daB in dem Kaninchenserum
Antikorper vorhanden waren, die spezifisch mit zelluldr exprimierten varianten Formen von
CD44 reagieren.

3.1.2 Affinitidtsreinigung des polyklonalen Kaninchenserums zur
Herstellung exonspezifischer Antikorperfraktionen

Um nun mogliche Kreuzreaktivititen, hervorgerufen durch bereits vor der Immunisierung
im Serum vorhandene Antik6rper, zu beseitigen (z.B. 110 kD-Bande in Abb.2A-D) und um
gleichzeitig exonspezifische Fraktionen des Kaninchenserums zu erhalten, wurde eine
Affinititsreinigung des Serums durchgefiihrt. Zur Entfernung der Anti-Glutathion-S-
Transferase-Antikorper wurde das Serum von mehreren Immunisierungen vereinigt und
iiber eine GEX-2T-Sdule geschickt (siehe Material und Methoden). Ein Teil des so
erhaltenen Anti-Glutathion-S-Transferase-Antikorper-freien Anteils des Serums wurde
konsekutiv iiber eine GEX-DI- und GEX-DIII-S4dule geschickt (siche Material und
Methoden). Die von den Siulen eluierten Antikorperfraktionen (Anti-DI, Anti-DIII) und das
Anti-Glutathion-S-Transferase-Antikorper-freie Gesamtserum (Anti-CD44v3-v10) wurden
in einer Western-Analyse mit bakteriell exprimierten Fusionsproteinen auf ihre Spezifitit
getestet. Die Antikorperfrakiion Anti-DI erkennt das Fusionsprotein GEX-DI (Exons v3/v4)
und GEX-CD44v3-v10 (Exons v3-v10), nicht jedoch das Fusionsprotein GEX-DIII (Exons
v6/v7) und GEX-2T (Glutathion-S-Transferase-Anteil ohne varianten CD44-Bereich) (Abb.
3A). Die Antikorperfraktion Anti-DIII reagiert nur mit dem Fusionsprotein GEX-DIII und
GEX-CD44v3-v10 (Abb. 3B), das Gesamtserum Anti-CD44v3-v10 reagiert mit den drei
varianten CD44-Fusionsproteinen, nicht aber mit dem Glutathion-S-Transferase-Anteil
GEX-2T (Abb. 3C). Die Exonspezifitiit dieser Seren ist schematisch in Abb. 1C dargestellt.
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Abb. 3 Charakterisierung der Exonspezifitit von affinitatsgereinigten,
polyklonalen Seren gegen variante CD44-Proteine

Je 100 ng der bakteriell exprimierten Fusionsproteine GEX-DI (Spur 1), GEX-DIII (Spur
2), GEX-CD44v3-v10 (Spur 3) und GEX-2T (Spur 4) wurden in einem SDS-Gel (10%
Acrylamid) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als Primérantikorper fiir
die nachfolgende Western-Analyse wurde die affinititsgereinigte Serumfraktion Anti-DI
(Konzentration 40 ng/ml; A), Anti-DIII (Konzentration 20 ng/ml; B) und Anti-CD44v3-v10
(Konzentration 10 ng/ml; C) verwendet. In D ist das mit Coomassie-Brilliant-Blau gefirbte
SDS-Gel zu sehen (aufgetragene Proteinmenge: 1 pg pro Spur).

Die Reaktivitdt des aufgereinigten Serums Anti-CD44v3-v10 wurde wiederum in einer
Western-Analyse mit Extrakten aus verschiedenen Zellinien iiberpriift (Abb. 4). Das Serum
erkennt im HaCat-Zellextrakt Proteine mit einem scheinbaren molekularen Gewicht von 120,
130, 190 und 230 kD. Die Proteine mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 120 bzw.
130 kD wurden bereits in der Western-Analyse mit dem ungereinigten Kaninchenserum
detektiert (s. Abb. 2), wobei jedoch das 120 kD Protein nur sehr schwach zu erkennen war.
Proteine groBer als 180 kD konnten aufgrund des Trennbereichs des verwendeten Geles
nicht nachgewiesen werden, Im HPKII-Extrakt wird ein Protein von ca. 130 kD angefirbt.
Die Kolonkarzinomzellinie HT29 exprimiert eine dominante RNA-Spezies, die Homologie
zu den varianten Exons v8 bis v10 des CD44-Gens aufweist (Hofmann et al., 1991). Das
polyklonale Serum Anti-CD44v3-v10 erkennt im Zellextrakt dieser Zellen ein Protein mit
einem scheinbaren Molekulargewicht von 180 kD. Mit Extrakten aus der fiir CD44-
Varianten negativen Melanomzellinie MeWo ist keinerlei Reaktion zu erkennen,
unspezifische Reaktionen wie in Abb. 2 sind nicht zu bemerken.
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Abb. 4 Menschliche Zellinien exprimieren variante CD44-Proteine

Je 100 pg von Zellextrakten der indizierten Zellinien wurden in einem SDS-Gel (6%
Acrylamid) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als Priméarantikorper fiir
die Western-Analyse wurde eine 1:500 Verdiinnung des Kaninchenserums Anti-CD44v3-
v10 (Konzentration 80 ng/ml) nach der Affinititsreinigung verwendet.

Um auszuschlieBen, dal} es sich bei den in der Western-Analyse festgestellten Signalen mit
dem Kaninchenserum nicht um intrazelluldr lokalisierte Formen von varianten CD44-
Molekiilen handelt, z.B. um Vorldufermolekiile des reifen Proteins, wurden im Labor von
Dr. Steven Pals (Academic Medical Center, Amsterdam) FACS-Analysen mit intakten Zellen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, da sowohl die Antikérperfraktionen Anti-DI und Anti-DIII
als auch das gesamte Serum Anti-CD44v3-v10 Oberflichenproteine auf HaCai- und HPKII-
Zellen erkennen (siehe Tabelle 1). Auf HT29-Zellen wurde nur mit dem Gesamtserum Anti-
CD44v3-v10 ein Signal erhalten, wihrend Zellen der fiir variantes CD44 negativen
Kolonkarzinomzellinie SW480 mit keinem der variantenspezifischen Antikorper reagiert
haben (Tabelle 1). Als Positivkontrolle fiir die Reaktion diente der Anti-Standard-CD44-
Antikorper NKI-PI, der mit allen vier Zellinien eine deutliche Fiarbung gezeigt hat (Tabelle
1). Damit konnte nachgewiesen werden, daB die hergestellten Seren spezifisch mit an der
Zelloberfliche exprimierten CD44-Varianten reagieren und keine Kreuzreaktion mit der
Standardform von CD44 zeigen.
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Tabelle 1
FACS-Analyse verschiedener humaner Zellinien mit variantenspezifischen
Anti-CD44-Kaninchenseren

Zellinien
Antikorperspezifitét HaCat HPKII HT29 SW480
Anti-CD44v3-v10 + + + -
Anti-DI (Exons v3/v4) + + - -
Anti-DIII (Exons v6/v7) + + - -
NKI-P1 (Anti-Standard-CD44) + + + +

+: positive Fluoreszenz; -: keine Fluoreszenz

3.1.3 Die variantenspezifischen polyklonalen Serem eignen sich zum
immunhistochemischen Nachweis von CD44-Varianten

Die urspriingliche Intention der Herstellung variantenspezifischer Anti-CD44-Antikorper war
es, ein geeignetes Mittel zur Untersuchung von klinischem menschlichen Tumormaterial zur
Verfiigung zu haben. Die am hédufigsten angewandte Methode stellt dabei die
immunhistochemische Analyse von Tumordiinnschnitten dar. Um zu priifen, ob die oben
beschriebenen affinitdtsgereinigten Kaninchenseren fiir diese Methodik geeignet sind,
wurden Diinnschnitte normaler menschlicher Haut hergestellt und auf Reaktivitdt mit den
genannten Antikorpern untersucht. Normale menschliche Haut wurde deshalb gewihit, weil
aus Voruntersuchungen bereits bekannt war, daf immortalisierte Keratinozytenzellinien
CD44-Varianten exprimieren (Hofmann et al.,, 1991). Aus den oben beschriebenen
Experimenten wurde auch ersichtlich, dal die Antikorper spezifisch mit varianten CD44-
Proteinen auf diesen Zellinien reagieren. Auerdem wurde von Wang et al. (1992) eine
starke Expression von CD44 in Paraffindiinnschnitten menschlicher Haut nachgewiesen,
wobei jedoch ein Anti-Standard-CD44-Antikorper verwendet wurde. Somit war es
naheliegend, auch eine Expression von CD44-Varianten in normaler menschlicher Haut zu
erwarten, zumal die Zellen im Stratum germinativum quasi einen immortalisierten Phdnotyp
aufweisen (analog zu HaCat- und HPKII-Zellen). In Abb. 5A ist deutlich zu erkennen, dafl
das Kaninchenserum Anti-CD44v3-v10 mit allen Schichten der Keratinozyten in der Haut
mit Ausnahme des Stratum corneum regiert. Eine Reaktion mit Zellen im Bereich der Dermis
ist nicht zu erkennen. Mit einen Antikérper, der ein Epitop im Standardanteil des CD44-
Molekiils erkennt (NKI-PI), ist ein identisches Reaktionsmuster mit den Keratinozyten zu
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beobachten, wobei zusitzlich noch Fibroblasten und lymphozytire Zellen im Bereich der
Dermis angefirbt sind (Abb. 5B). Die beiden Antikorperfraktionen Anti-DI und Anti-DIII
zeigen ein identisches Reaktionsmuster wie das Serum Anti-CD44v3-v10 (Ein Beispiel fiir
das Serum Anti-DI ist in Abb. 5C gezeigt). Verwendet man an Stelle von Gefrierschnitten
Paraffinschnitte, so 148t sich ein interessantes Phinomen beobachten. Das Serum Anti-
CD44v3-v10 zeigt im wesentlichen die gleiche Fiarbung wie mit Gefriermaterial, mit dem
Unterschied, da im Paraffinschnitt das Stratumn granulosum nicht angefirbt wird (Abb. 5D,
Pfeile). Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Wang et al. gemacht, die jedoch, wie
bereits oben erwihnt, einen Antikorper gegen die Standardform von CD44 verwendet
haben. Somit scheint die Fixierung und Einbettung von Geweben einen entscheidenden
EinfluBl auf die Reaktivitit der Antikorper zu haben, wobei Kryokonservation im
allgemeinen als die schonendere Methode betrachtet wird, da in diesem Fall das Gewebe
unfixiert konserviert wird. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von anderen
Arbeitsgruppen berichtet (Battifora und Kopinsky, 1986; Battifora, 1988; Slamon et al.,
1989).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB} die affinitdtsgereinigten Seren gegen variante
Bereiche des CD44-Molekiils spezifisch mit varianten CD44-Molekiilen in situ reagieren und
somit fiir die Untersuchung von klinischem Tumormaterial geeignet sind. Aufgrund der
verringerten Reaktivitdt mit Paraffin-fixierten Gewebematerial wurde fiir alle weiteren

immunhistochemischen Analysen Gefriermaterial verwendet.
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Abb. § Normale menschliche Hautkeratinozyten exprimieren variante Formen
von CD44

Gefrierdiinnschnitte (A-C) und ein Paraffindiinnschnitt (D) normaler menschlicher Haut
wurden immunhistochemisch mit den affinitétsgereingten polyklonalen Seren Anti-CD44v3-
v10 (A, D; Verdiinnung 1:30) und Anti-DI (C; Verdiinnung 1:30) gegen variantes CD44 und
mit dem mAk NKI-P1 gegen die Standardform von CD44 (B; Verdiinnung 1:100)
untersucht. Man sieht, dal in den Keratinozyten mit Ausnahme des Stratum corneum
variante Formen von CD44 exprimiert werden. Im Paraffinschnitt erfolgte keine Reaktion
mit den Zellen des Stratum granulosum (D, Pfeile). Die Farbentwicklung erfolgte mittels
DAB (A, B) oder AEC (C, D), die Gegenfirbung mit Himatoxylin. Originalvergréferungen
8x (A, B), 20x (C) und 40x (D).
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3.1.4 Charakterisierung von variantenspezifischen, monoklonalen Anti-
CD44-Antikorpern

Parallel zur Herstellung der polyklonalen Seren wurden in Zusammenarbeit mit der Firma
Bender und Co GmbH in Wien Méuse mit dem eingangs beschriebenen Fusionsprotein
GEX-CD44v3-v10 (siche auch Abb. 1) immunisiert, um monoklonale Antikérper gegen
variante Formen des CD44-Molekiils zu erhalten. Der Vorteil von mAks gegeniiber den
polyklonalen Seren liegt in einer nahezu unbegrenzten Verfiigbarkeit und, was im Falle der
Untersuchung von bestimmten CD44-Varianten wesentlich wichtiger ist, in der Spezifitit der
Antikorper fiir eines oder maximal zwei der moglichen varianten Exons von CD44. Die nach
der Fusionierung von Milzzellen der Maus mit Myelomzellen erhaltenen Hybridome wurden
von Bender und Co im ELISA auf Reaktivitidt mit dem Fusionsprotein GEX-CD44v3-v10
und dem Vektoranteil GEX-2T getestet. Alle Hybridomiiberstinde, die mit dem
erstgenannten Fusionsprotein, nicht aber mit dem Glutathion-S-Transferase-Anteil allein,
reagiert haben, wurden zur genaueren Kartierung der Exonspezifitit in einer Western-
Analyse mit verschiedenen bakteriell exprimierten Fusionsproteinen getestet. Dabei wurden
Fusionsproteine verwendet, die unterschiedliche variante Bereiche von CD44 in
iiberlappender Weise enthalten (eine genaue Beschreibung dieser Fusionsproteine ist in
Material und Methoden zu finden). Aus den jeweils erhaltenen Reaktionsmustern konnte
somit auf die Exonspezifitit der einzelnen mAks geschlossen werden. Fiir die mAks VFF6,
VFF7, VFF9 und VFF11 ist exemplarisch eine solche Western-Analyse dargestellt (Abb. 6).
Eine Ubersicht aller getesteten mAks mit ihrer Reaktivitit in der Western-Analyse ist in
Tabelle 2 dargestellt, die schematische Darstellung der Exonspezifitit ist in Abbildung 1C zu
sehen. Aus dieser Darstellung wird ersichilich, daB die Mehrzahl der erhaltenen mAks mit
dem von den Exons v5 bis v7 codierten Bereich des CD44-Molekiils reagieren.

Analog zu den Kaninchenseren wurde die Spezifitit der mAks mit eukaryont exprimierten
CD44-Varianten im FACS getestet (Labor Dr. S. Pals, Amsterdam). Als Zellinie wurden
wiederum HaCat-Zellen verwendet, da diese aufgrund der bekannten RNA-Daten und den
Ergebnissen mit den variantenspezifischen polyklonalen Seren (siehe vorhergehendes
Kapitel) mit groBer Wahrscheinlichkeit die varianten Exons v3 bis v10 auf der Zelloberfldche
exprimieren. Als Negativkontrolle wurde die CD44-variantennegative Zellinie SW480
verwendet. Alle getesteten mAks reagierten positiv mit den HaCat-Zellen. Eine Reaktion mit
SW480-Zellen wurde mit keinem der mAks beobachtet (nicht gezeigt).
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Abb. 6 Charakterisierung der Exonspezifitit von variantenspezifischen Anti-
CD44-mAks

Je 100 ng der bakteriell exprimierten Fusionsproteine GEX-DI (Spur 1), TrpE-DII/III (Spur
2) und GEX-DIII (Spur 3) wurden in einem SDS-Gel (10% Acrylamid) aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. Als Primérantikorper fiir die Western-Analyse wurden die
monoklonalen Antikdrper VFF6 (A), VFFT (B), VFF9 (C) und VFF11 (D) verwendet. Die
Verdiinnung der Hybridomiiberstinde betrug 1:2000. In E ist das mit Coomassie-Brilliant-
Blau gefirbte SDS-Gel zu sehen. In den Spuren 1 und 3 wurden affinitdtsgereinigte
Fusionsproteine aufgetragen, in Spur 2 ein ungereinigtes Bakterienlysat. M:
Proteinmolekulargewichtsstandard

Tabelle 2
Kartierung variantenspezifischer Anti-CD44-mAks

monoklonale Antikorper: VEFE
Fusionsproteine 6 7 8 9 11 14 ] 16 7

[\
N
ot

GEX-CD44v3-v10 + + + + + + + + + +
(Exons v3-v10)

GEX-DI - - - - - - + - - -
(Exons v3/v4)

TrpE-DIVIII + + + + + - - - - -
(Exons v5/v6)

GEX-DIII + + - + - + - - - +
(Exons v6/v7)

GEX-DI-DIV + + + + + + + - - +
(Exons v3-v8)

GEX-DIII-DVI - - - - - - - + + +
(Exons v7-v10)

GEX-v6 + + - + - - - - - -
(Exon v6)

GEX-v8 - - - - - - - - - -
(Exon v8)

+: Reaktion des mAk mit dem Fusionsprotein in einer Western-Analyse; -: keine Reaktion
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3.1.5 Exonspezifische monoklonale Antikorper zeigen unterschiedliche
Reaktionsmuster mit menschlicher Haut

Die immunhistochemische Analyse von Gefrierschnitten menschlicher Haut mit diesen mAks
hat gezeigt, daB alle variantenspezifischen Antikorper positiv mit Keratinozyten reagieren,
wobei es erhebliche Unterschiede im beobachteten Reaktionsmuster gibt. Die mAks VFF4,
VFF6, VFF7, VFF8, VFF9, VFF14 und VFF16 reagierten deutlich mit allen
Kertinozytenschichten mit Ausnahme des Stratum corneum, analog zu den polyklonalen
Seren (Abb. 7A, C). Dabei zeigen die gegen die Exons v9 und v10 gerichteten mAks
(VFF14 und VFF16) eine diffusere Firbung der Keratinozyten als die gegen die anderen
Exons gerichteten mAks (Abb. 7C). Der Antikérper VFF2 zeigt nur eine Reaktion mit dem
Stratum basale und dem Stratum corneum der Haut (Abb. 7B), wihrend mAk VFF11
hauptséchlich mit dem Stratum corneum reagiert (nicht gezeigt). Der mAk VFF17 zeigt eine
schwache Firbung aller Schichten mit einer Zunahme im apikalen Bereich (Abb. 7D).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal es mir in dieser Arbeit erstmalig gelungen ist,
polyklonale Seren und monoklonale Antikorper gegen variante Bereiche des humanen
CD44-Molekiils herzustellen und zu charakterisieren. Mit Hilfe der affinitdtsgereinigten
Serumfraktionen und der exonspezifischen mAks stehen dariiberhinaus Werkzeuge zur
Verfiigung, mit denen die Expression varianter Formen von CD44 in klinischem
menschlichen Tumormaterial in groferem Umfang mittels Immunhistochemie untersucht

werden kann,
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C

Abb. 7 Variantenspezifische Anti-CD44-mAks reagieren unterschiedlich mit
Hautkeratinozyten

Immunhistochemische Analyse von Gefrierdiinnschnitten normaler menschlicher Haut. Fiir
die Antikérperreaktion wurden die mAks VFF7 (A), VFF2 (B), VFF16 (C) und VFF17 (D)
in einer Konzentration von 5 pg/ml verwendet. OriginalvergroBerung 20x, Gegenfirbung
Himatoxylin.
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3.2 Expression von CD44-Varianten in normalen menschlichen
Geweben

CD44-Molekiile werden auf einer Vielzahl verschiedenster Zelltypen exprimiert. Starke
Expression findet man besonders auf Zellen des hidmatolymphoiden Systems (z.B.
Lymphozyten, Makrophagen) und in epithelialen Geweben (Thyroidea, Bronchien), aber
auch auf Fibroblasten, Zellen des glatten Muskels und auf Astrozyten (Picker et al, 1989;
Haynes et al., 1989). Da bei diesen Untersuchungen Antikorper verwendet wurden, die ein
Epitop im Standardanteil des CD44-Molekiils erkennen, konnte zum damaligen Zeitpunkt
keine Aussage iiber die Art der exprimierten CD44-Molekiile gemacht werden. Um zu
untersuchen, ob normale, d. h. nicht pathologisch veridnderte menschliche Gewebe CD44-
Varianten exprimieren, wurden Gefrierdiinnschnitte bzw. Ausstrichpriparate verschiedenster
Gewebe- und Zelltypen immunhistochemisch mit Hilfe der variantenspezifischen
polyklonalen Seren analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3
zusammengefalt. Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, werden CD44-Varianten,
nachgewiesen durch das polyklonale Serum Anti-CD44v3-v10, vorwiegend auf epithelialen
Zellen exprimiert, z.B. dem Epithel der Haut (siehe auch Kapitel 3.1.3), der Schilddriise
und der Tonsille (sieche auch Abb. 8A). Himatolymphoide Zellen sowie andere Zelltypen
(Fibroblasten, Endothelzellen, Muskelzellen, Neuronen) zeigen keine oder nur eine
schwache Expression von CD44-Varianten, wihrend eine starke Expression von Standard-
CD44 nachgewiesen werden kann (Ein Beispiel ist in Abb. 8A und B gezeigt). Verwendet
man die exonspezifischen Seren Anti-DI und Anti-DIII so findet man in Keratinozyten, der
Mukosa von Tonsille und Pharynx, in den Pankreasgingen, im Urothel und im Epithel der
Bronchien eine Expression der Exons v3/v4 und v6/v7 (ein Beispiel ist in Abb. 8C
dargestellt). In der foveoldren Proliferationszone und dem mukoiden Oberflichenepithel der
Magenschleimhaut (siche auch Kapitel 3.4.2) und in der Thyroidea ist dagegen nur eine
Reaktion mit dem Serum Anti-DIIT festzustellen, alle anderen untersuchten Epithelien zeigen
keine oder nur eine sehr schwache Reaktion mit den variantenspezifischen Antikdrpern
(nicht gezeigt).

Somit ist die Expression varianter Formen von CD44 auf wenige menschliche
Normalgewebe, vor allem epithelialen Ursprungs, beschrinkt, wihrend die Standardform
von CD44 zusitzlich noch in vielen anderen Gewebetypen nachgewiesen werden kann.
Diese eingeschrinkte Expression von CD44-Varianten konnte jedoch die Voraussetzung fiir
eine wichtige Rolle in malignen Prozessen, in Analogie zum eingangs beschriebenen Ratten-

system, sein.
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Tabelle 3

Expression von CD44-Varianten in normalen menschlichen Geweben

Gewebearten

Antikorperspezifitat

NKI-PI

Anti-

Ant-DIII

Anti-DI

Anti-CD44s

v3-v10)

vo.v7)

(v3,v4)

Hamatolymphoide Gewebe

Lymphozyten

&)

Granulozyten

Monozyten/Makrophagen

Q)

Erythrozyten

R Ed Bt

Thrombozyten

Epitheliale Gewebe

Keratinozyten

+

Mukosa von Tonsille u. Pharynx

Pankreas

-Giinge

-Azini

Thyroidea

Mamma

-Génge

-Azini

Magen

Leber

-Hepatozyten

-Gallenginge

Bronchialepithel

Nierentuben

+1 1 41

Urothel

Diinndarm

-Krypten

<+

-Villi

Dickdarm

-Kryptenbasis

-Krypten

Andere Gewebe

Fibroblasten

Endothel

_glatter Muskel

Skelettmuskel

Gehirn

-Neuronen

-Astrozyten

-Mikroglia

+: deutliche Expression; (+): schwache Expression; -: keine Expression
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Abb. 8 Expression von CD44-Varianten in normalen menschlichen Geweben
Gefrierdiinnschnitte von menschlicher Tonsille (A, B) und von Bronchialepithel (C) wurden
immunhistochemisch mit dem polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 (A; Verdiinnung
1:30), Anti-DIII (C; Verdiinnung 1:30) und dem Anti-Standard-CD44-mAk NKI-P1 (B;
Verdiinnung 1:100) untersucht. Man sieht, daB in der Tonsille nur die epithelialen Zellen mit
dem variantenspezifischen polyklonalen Serum reagieren (A), wihrend nach Inkubation mit
dem Anti-Standard-CD44-mAk zusitzlich die Lymphozyten angefirbt werden (B). In C ist
eine Expression von CD44-Varianten in der Basalschicht des Bronchialepithels zu erkennen.
E: Epithel, M: Mantelzone, G: Keimzentrum. Originalvergroerung 8x (A, B) und 40x (C).
Gegenfirbung Hidmatoxylin.
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3.3 Expression von CD44-Varianten im Verlauf der kolorektalen
Karzinogenese

Kolorektale Tumoren gehdren mit zu den am besten untersuchten Tumortypen iiberhaupt.
Aufgrund von histopathologisch gut definierten Stadien der Karzinogenese und intensiver
Untersuchung genetischer Verinderungen wihrend dieses Prozesses konnte ein Modell der
Tumorentstehung postuliert werden (Fearon und Vogelstein, 1990). Aus dysplastischen
Verinderungen der Kolonschleimhaut entstehen benigne Tumoren, sogenannte Adenome
oder adenomatdse Polypen. Diese Tumoren wachsen nur lokal begrenzt, sind nicht invasiv
und zeigen keinerlei Metastasierung. Die ndchste Stufe bilden die Karzinome, die je nach
Invasivitit und Art der gebildeten Metastasen in verschiedene Stadien eingeteilt werden
(Klassifikation nach Dukes (1932): Stadium A: nicht invasiv, auf Mukosa beschrinkt;
Stadium B: lokal invasiv, keine Metastasen; Stadium C: invasiv mit Befall regionaler
Lymphknoten; Stadium D: invasiv mit Ausbildung von Fernmetastasen). Man nimmt an, daf
der groBte Teil der malignen Tumoren aus bereits existierenden, gutartigen Adenomen
hervorgeht. Die Untersuchung einer Vielzahl solcher kolorektaler Tumoren hat ergeben, dal
die verschiedenen morphologischen Phinotypen mit einer progressiven Akkumulation
genetischer Verdnderungen einhergehen, z.B. Mutationen oder Verlust von Onkogenen und
Tumorsuppressor-Genen (Fearon und Vogelstein, 1990; siehe auch Abb. 24). Mit den im
folgenden beschriebenen Experimenten sollte gekldrt werden, inwieweit variante Formen

von CD44 im Verlauf dieses Transformationsprozesses exprimiert werden.

3.3.1 Die Expression von CD44-Varianten nimmt im Verlauf der

kolorektalen Tumorprogression zu

68 Gewebeproben von kolorektalen Tumoren (22 adenomatdse Polypen, 38 Karzinome, 8
Lymphknotenmetastasen) und 10 Gewebeproben normaler Kolonschleimhaut wurden
immunhistochemisch mit den variantenspezifischen polyklonalen Seren und mAks
untersucht (siche Tabelle 4). Normales Kolonepithel zeigte nur eine sehr schwache, lokal
begrenzte Reaktion mit dem polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 und den mAks VFF17
(Exon v7) und VFF14 und 16 (Exon v9 oder v10). Diese sehr schwache Reaktion war nur
an der Basis der Darmkrypten zu finden, wihrend das restliche Epithel vollkommen negativ
war (Abb. 9A).
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Tabelle 4
Expression von CD44-Varianten im Verlauf der kolorektalen Karzinogenese

Antikorperspezifitit

Anti-CD44 VFF11 VFF8 VFF4/7 VFF17 VFF14/16
Stadium v3-v10 v3/v4 vS vb v] v9/v10
normales 10/102 0/10 0/10 0/10 10/108 10/102
Epithel
frilhe Adenome 11/11 0/11 9/11 1/11b 11/11 11/11
(<1 cm)
spite Adenome 11/11 0/11 11/11 5/11b 11/11 11/11
(>1cm)
Karzinome
- Dukes A 8/8 0/8 8/8 5/8 8/8 8/8
- Dukes B 12/12 0/12 12/12 6/12 12/12 12/12
- Dukes C/D 18/18 0/18 18/18 15/18 18/18 18/18
Lymphknoten- 8/8 n.g. n.g. 8/8 8/8 n.g.
Metastasen

a fokale Expression an der Basis der Krypten; P iiberwiegend fokale Expression (weniger als
10% der Tumorzellen positiv); n.g.: nicht getestet

Das Muster der CD44-Expression in kolorektalen Tumoren unterscheidet sich dagegen
deutlich von dem in normaler Schleimhaut. Mit dem polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10
und mit den fiir die varianten Exons v7 bis v10 spezifischen mAks (VFF14, VFF16,
VFF17) konnte eine generelle Zunahme der Expression auf den Tumorzellen im Vergleich zu
Zellen der normalen Mukosa beobachtet werden, sowohl was die Stidrke der Firbung als
auch die Anzahl der positiven Tumorzellen betrifft (Tabelle 4; ein Beispiel ist in Abb. 9C und
D gezeigt). Dariiberhinaus konnte schon in frithen Stadien der Karzinogenese (in friihen
Adenomen) das Auftreten eines neuen Epitopes detektiert werden, das in normaler
Kolonschleimhaut nicht cXprimiert wird. Bereits 82% aller frilhen Adenome zeigten eine
deutliche Expression von Exon v5 (nachgewiesen mit dem mAk VFF8; siehe Tabelle 4). In
spiteren Stadien der kolorektalen Tumorprogression (spidte Adenome und Karzinome)
konnte eine Expression von Exon v5 enthaltenden Isoformen von CD44 in 100% der Fille
nachgewiesen werden. Interessanterweise gab es eine deutliche Korrelation mit der
Expression des varianten Exons v6 (nachgewiesen durch die mAks VFF4 und VFF7) und
der fortschreitenden Progression der kolorektalen Tumoren. In 9% der frilhen Adenome,
45% der spiten Adenome und 68% der Karzinome konnte eine Expression dieses Exons
nachgewiesen werden, wihrend in normaler Kolonschleimhaut keine Expression feststellbar
war (Tabelle 4). Dariiberhinaus zeigte die Expression von Exon v6 eine Korrelation zum
Tumorstadium (nach Dukes). Der Anteil der v6-positiven Tumoren betrug im Falle der nicht
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Abb. 9 Expression von CD44-Varianten in kolorektalen Neoplasien
Gefrierdiinnschnitte von normaler Kolonschleimhaut (A), einem adenomatdsen Polypen (B,
C) und einem invasiven kolorektalen Karzinom (D) wurden immunhistochemisch mit den
polyklonalen Seren Anti-CD44v3-v10 (A-C) und Anti-DIII (D) untersucht. Wihrend in
normaler Magenschleimhaut keine Fiarbung zu erkennen ist (A), zeigt der adenomattse
Polyp Expression von CD44-Varianten. Diese Expression ist deutlich mit Bereichen
fortgeschrittenen Dysplasiegrades im Polypen korreliert (B, C). In D ist die Expression von
CD44-Varianten auf den invasiven Tumorzellen des Kolonkarzinoms zu sehen.
OriginalvergrofBerung 8x (A, B, D) und 32x (C). L: Darmlumen; Gegenfirbung
Héimatoxylin.

metastasierenden Karzinome (Dukes A und B) 55%, wihrend in den metastasierenden
Dukes C und D Karzinomen 83% dieses Exon exprimierten (Tabelle 4; ein Beispiel ist in
Abb. 9D gezeigt). Diese Zunahme der Expression von Exon v6 enthaltenden CD44-
Isoformen im Verlauf der Tumorprogression wurde nicht nur durch eine erhdhte Anzahl
VFF4- bzw. VFF7-positiver Fille, sondern auch durch einen erhéhten Prozentsatz an
positiven Tumorzellen innerhalb eines Tumors und stirkerer Expression (Zunahme der

Intensitit der Firbung) auf den Tumorzellen reflektiert (nicht gezeigt). In den Adenomen war




60 ERGEBNISSE

nur eine fokale Expression von Exon v6 nachzuweisen (weniger als 10% der Tumorzellen
positiv), im Gegensatz zu den Karzinomen, die iiberwiegend eine diffuse Expression (mehr
als 10% der Tumorzellen positiv) gezeigt haben. Die Expression von Exon v6 war
dariiberhinaus mit dem histologischen Tumorgrad der Adenome, der ein MaB fiir den Grad
der Dysplasie des Tumors darstellt, korreliert. In keinem der niedriggradigen (d.h. wenig
dysplastischen) Adenome konnte eine Expression von Exon v6 nachgewiesen werden,
wihrend 4 von S hochgradigen Adenomen mit den mAks VFF4 und VFF7 reagiert haben.
In den Lymphknotenmetastasen der Karzinome wurde in 100% der Fille eine Reaktion mit
den Antikérpern Anti-CD44v3-v10, VFF4, VFF7 und VFF17 festgestellt (Tabelle 4).

Damit zeigte sich, daB im Verlauf der kolorektalen Karzinogenese bereits zu einem sehr
frilhen Zeitpunkt CD44-Varianten exprimiert werden. Besonders hervorzuheben ist, dafl
Varianten, die das Exon v6 enthalten, in signifikanter Weise verstirkt in weiter

fortgeschrittenen und damit maligneren Tumorstadien zu finden sind.

3.3.2 Kolorektale Karzinome unterscheiden sich in ihrer CD44-Expression
auf RNA-Ebene deutlich von der Expression in normaler Schleimhaut

Aus den Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchungen an normaler
Kolonschleimhaut und an Kolontumoren wird ersichtlich, da in den Tumoren im Vergleich
zu normaler Mukosa andere CD44-Varianten exprimiert werden (siehe vorhergehendes
Kapitel). Dieses Auftreten zusitzlicher Isoformen von CD44 sollte auch auf RNA-Ebene
durch das Auftreten neuer bzw. anderer Boten-RNAs nachweisbar sein. Eine Methode zum
Nachweis solcher Boten-RNAs in klinischem Probenmaterial stellt die reverse
Transkription-PCR Amplifikation von RNA aus solchen Proben dar. Im Gegensatz zur
vorhin beschriebenen Methode der Immunhistochemie kann damit zwar nicht das
Vorhandensein des Genproduktes auf den Zellen nachgewiesen werden, es ist aber moglich,
Information iiber die Anzahl und Zusammensetzung verschiedener Boten-RNAs eines
bestimmten Genes zu erhalten. Im vorliegenden Fall wurde aus je sechs Proben von
invasiven Kolonkarzinomen und normaler Kolonschleimhaut gesamtzelluldre RNA isoliert
und mittels eines Standard-CD44-spezifischen Oligonukleotids (3'-constant-1, siche Material
und Methoden) revers transkribiert. Die so erhaltene cDNA wurde mittels zweier
Oligonukleotide PCR-amplifiziert. Die Oligonukleotide (5'-constant; 3'-constant-2) wurden
dabei so gewihlt, daB neben der Standard-CD44-cDNA auch cDNAs mit zusitzlich
inserierten Sequenzen (also Varianten von CD44) amplifiziert werden. Nach Auftrennung
der Amplifikationsprodukte im Agarosegel und Anfirbung mit Ethidiumbromid ist in allen
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untersuchten Proben ein Produkt mit einer Linge von 370 Nukleotiden zu erkennen (Abb.
10A). Diese Bande entspricht der Standard-CD44-cDNA. In allen untersuchten
Normalgewebeproben stellt dieses Amplifikationsprodukt die bei weitem hiufigste Form
dar, nur in Spur 2 und 5 ist schwach ein etwas gréBeres Amplifikationsprodukt zu erkennen.
Im Gegensatz dazu treten bei den Tumorgeweben eine Vielzahl groBerer Banden auf, die
teilweise sogar die Standard-CD44-cDNA an Intensitiit iibertreffen (z.B. Spur 5 und 6). Die
Linge dieser Amplifikationsprodukte reicht von ca. 420 bis 700 Nukleotiden. Dies indiziert,
daB in Tumoren im Gegensatz zur normalen Darmschleimhaut eine deutlich erhohte
Expression von CD44-Varianten stattfindet und bestidtigt die durch die
immunhistochemischen Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse (siehe Kapitel 3.3.1).
Dariiberhinaus ist auch das Auftreten neuer Boten-RNAs in den Tumoren festzustellen, die
nicht oder zumindest nicht in derartiger Abundanz in normalem Kolonepﬁhcl exprimiert

werden.

Aufgrund des komplexen Expressionsmusters in den Tumoren stellte sich die Frage, welche
der varianten CD44-Exons in den Amplifikationsprodukten enthalten sind. AuBerdem solite,
zumindest nach den Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchungen, auch im
Normalgewebe eine geringe Expression von CD44-Varianten nachzuweisen sein. Um dies
abzukldren wurden die Amplifikationsprodukte auf eine Nylonmembran transferiert und mit
radioaktiv markierten, CD44-exonspezifischen DNA-Sonden hybridisiert (Abb. 10B-E). In
den Spuren mit den PCR-Produkten der Tumor-RNAs ist mit allen variantenspezifischen
Sonden (Exon vS5, v6 und v9) eine Hybridisierung zu erkennen, in den meisten Fillen
hybridisieren zwei oder mehr Amplifikationsprodukte mit den exonspezifischen Sonden.
Aus dem erhaltenen Hybridisierungsmuster wird auch ersichtlich, dal in den verschiedenen
Transkripten verschiedene Exonkombinationen enthalten sind und daB es in den Tumoren
weniger abundante Transkripte gibt, die erst nach der Hybridisierung mit der jeweiligen
exonspezifischen Sonde sichtbar werden (z.B. obere Bande in Abb. 10D, Spur 3, Tumors).

Um qualitative Aussagen iiber das Vorhandensein solcher wenig abundanten Transkripte
auch im Normalgewebe machen zu konnen, wurden die Membranen mit den PCR-
Produkten aus den Normalgeweben linger dem Autoradiographiefilm exponiert als die
Membranen mit den Amplifikationsprodukten aus den Karzinomen. Nach Expositionszeiten
zwischen 18 und 24 Stunden sind auch im Normalgewebe Amplifikationsprodukte mit
varianten CD44-Sequenzen zu erkennen. Zusitzlich zu Exon v9 konnte, im Gegensatz zu
den immunhistochemischen Untersuchungen, auch eine Expression der varianten Exons v5
und v6 nachgewiesen werden (Abb. 10B-D). Im Gegensatz zu den Tumoren hat in den

L
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Abb. 10 Kolorektale Tumoren exprimieren andere CD44-Boten-RNAs als
normale Kolonschleimhaut
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Legende zu Abb. 10

Gesamtzellulidre RNA aus Proben normaler Kolonmukosa (Normal 1-6) und kolorektalen
Karzinomen (Tumors 1-6) von sechs unterschiedlichen Patienten wurde CD44-spezifisch
revers transkribiert (Oligonukleotid 3'-constant-1) und mittels Standard-CD44-spezifischer
Oligonukleotide (5'-constant, 3'-constant-2) PCR-amplifiziert. In Spur 7 (Tumors) wurde
A. dest. als Negativkontrolle verwendet. Nach 45 Amplifikationszyklen wurden je 10 pl des
Ansatzes auf einem 1,2%igen Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angeférbt und
unter UV-Licht photographiert (A). AnschlieBend wurde die DNA auf eine Hybond-N+-
Membran transferiert und diese nacheinander mit folgenden radioaktiv markierten DNA-
Sonden hybridisiert: B Exon v5 (Pos. 243-271, Hofmann et al., 1991); C Exon v6 (Pos.
357-482, ibid.); D Exon v9 (722-808, ibid.); E Standard-CD44 (Pos. 385-744;
Stamenkovic et al., 1991). Nach jeder Hybridisierung wurde die Membran einem
Autoradiographiefilm exponiert (zwischen drei und 24 Stunden) und anschlieBend die
Radioaktivitit mittels einer 0,5%igen SDS-Losung abgewaschen. bp: DNA-Lingenstandard
in Basenpaaren.

meisten Fillen nur eines der Amplifikationsprodukte mit den Sonden hybridisiert, was zu
einem wesentlich uniformeren Hybridisierungsmuster verglichen mit den Tumoren gefiihrt
hat. Alle drei Sonden hybridisieren mit einem Amplifikationsprodukt von ca. 500
Basenpaaren, wobei die unterschiedlichen Intensitdten darauf schlieBen lassen, daf die
nachgewiesenen Exonsequenzen auf verschiedenen Boten-RNAs lokalisiert sind.

Aus diesen Ergebnissen kann man folgern, daB die Expression von CD44-RNA in
Kolonkarzinomen gegeniiber normaler Kolonmukosa nicht nur drastisch erhoht ist, sondern
daB auch eine Reihe neuer Spleifivarianten in den Tumoren zu finden ist. Da aber in den
RNA-Priparationen immer auch RNA von Nicht-Tumorzellen enthalten ist (z.B.
Lymphozyten und Makrophagen) konnte es auch sein, dal zumindest ein Teil der
beobachteten Transkripte von solchen Zellen stammt. So wurde gezeigt, dal Lymphozyten
nach Aktivierung CD44-Varianten exprimieren (Arch et al., 1992; Koopman et al., 1993).
Aus diesem Grunde wurde untersucht, inwieweit die Expression von CD44-Varianten in den
Tumorgeweben der in kolorektalen Zellinien gleicht.

3.3.3 Vergleich der Expression von CD44-Varianten in kolorektalen

Zellinien und Karzinomen

Bereits Untersuchungen von Stamenkovic et al. (1991) haben gezeigt, daB in humanen
kolorektalen Zellinien und in Tumormaterial von Kolonkarzinomen Varianten von CD44
exprimiert werden, die von ihm als "epitheliale” Formen von CD44 bezeichnet wurden. Da
zu diesem Zeitpunkt keine Antikorper gegen die varianten Formen von humanen CD44 zur
Verfiigung standen, konnten diese Untersuchungen nur auf RNA-Ebene durchgefiihrt
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werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Extrakte von fiinf verschiedenen kolorektalen
Karzinomen, in denen bereits immunhistochemisch die Expression von CD44-Varianten
nachgewiesen werden konnte, in einer Western-Analyse mit dem variantenspezifischen
polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 untersucht (Abb. 11). Man erkennt, daB drei
verschiedene Proteine mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 90, 130 und 180 bis
200 kD mit den Antikorpern reagieren (siehe Pfeile in Abb. 11). Die scheinbar negative
Reaktion der Extrakte in den Spuren 1 bis 3 ist dadurch erklirbar, daB in diesen Tumoren
auch in der Immunhistochemie mit dem polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 nur 30 bis
50% der Tumorzellen eine schwache bis mittelstarke Expression von CD44-Varianten
gezeigt haben, wihrend in den anderen beiden Tumoren (Spur 4 und 5) 90% der
Tumorzellen eine starke Variantenexpression gezeigt haben. Im Vergleich dazu wurden
Extrakte von vier verschiedenen Kolonzellinien untersucht. Nur einer dieser Zellextrakte
(aus Colo205-Zellen) zeigte eine positive Reaktion mit den Antikdrpern (Abb. 11). Das
scheinbare Molekulargewicht von 130 kD stimmt mit dem von einem der drei Proteine
iiberein, die in der Tumorprobe in Spur S detektiert wurden. Die mit den Zellinien erhaltenen
Ergebnisse decken sich mit den RNA-Daten dieser Zellinien. Bereits in fritheren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB in den Zellinien SW480 und SW620 nur
Standard-CD44 exprimiert wird (Hofmann et al., 1991). In der Zellinie Colo205 konnte
mittels reverser Transkription und PCR-Amplifikation variantenspezifische CD44-cDNA
nachgewiesen werden, wihrend in Colo320-Zellen nur die Standardform von CD44
nachweisbar war (Abb. 12). Zusammen mit den bereits gezeigten Ergebnissen der
kolorektalen Zellinie HT29, die eine variante Form von CD44 mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 180 kD exprimiert (siche Abb. 4) kann man feststellen, da8 nur in
einem Teil der untersuchten kolorektalen Zellinien variante Formen von CD44 exprimiert
werden. Die gefundenen Formen stimmen im scheinbaren Molekulargewicht mit CD44-
Varianten iiberein, die in Kolonkarzinomen exprimiert werden. Im Gegensatz zu den
Zellinien, in denen nur jeweils eine Form von variantem CD44 zu finden ist, reagieren in den
Tumorextrakten zwei oder drei Proteine mit den Antikérpern, was ein Hinweis auf eine
heterogene Expression von CD44-Varianten in Tumoren sein konnte. Diese Vermutung wird
auch durch die Ergebnisse der RNA-Untersuchungen an menschlichem Tumormaterial
(siehe vorhergehender Abschnitt) bekriftigt.

Nach den Ergebnissen der vorangehenden beiden Kapitel wiirde man vermuten, da das
Expressionsmuster von varianten CD44-Transkripten in Tumormaterial komplexer ist als in
Zellinien, da in den invasiven Karzinomen mehrere variante CD44-Proteine mit
verschiedenen scheinbaren Molekulargewichten detektierbar sind und zudem in den meisten

Karzinomen eine Vielzahl verschiedener Transkripte nachgewiesen werden kann. Zum
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Abb. 11 Western-Analyse verschiedener kolorektaler Zellinien und
kolorektaler Karzinome

Je 100 pg von Zellexirakten verschiedener kolorektaler Zellinien wurden zusammen mit
Gewebeextrakten aus kolorektalen Karzinomen von fiinf verschiedenen Patienten auf einem
SDS-Gel (6% Acrylamid) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als
Kontrolle zur Identifizierung unspezifischer Kreuzreaktionen wurde ein Zellextrakt der
CD44-variantennegativen Zellinie MeWo verwendet. Als Primiarantikérper fiir die Western-
Analyse wurde das CD44-variantenspezifische Serum Anti-CD44v3-v10 (Verdiinnung
1:200 nach der Affinitdtsreinigung) verwendet. Die Pfeile kennzeichnen die Reaktion des
Serums mit varianten CD44-Proteinen. kD: Molekulargewichtsstandard.

direkten Vergleich der RNA-Expression in invasiven Karzinomen und kolorektalen Zellinien
wurde RNA, die aus den in Abb. 11, Spur 4 und 5 gezeigten Tumoren isoliert wurde,
parallel mit RNA aus den Zellinien Colo205 und Colo320 revers transkribiert und PCR
amplifiziert (Abb. 12). Uberraschenderweise kann man feststellen, da das Muster der
Amplifikationsprodukte aus den beiden Tumoren und der Zellinie Colo205 nahezu identisch
ist. In allen drei Féllen sind neben der Standardform von CD44 (Bande bei 440 bp) zwei
dominante Amplifikationsprodukte mit 650 und 750 Basenpaaren im Ethidiumbromid-
gefiirbten Agarosegel nachweisbar.
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Abb. 102 Kolorektale Karzinome dhneln in ihrer RNA-Expression der Zellinie
Colo205

Gesamtzelluldre RNA aus zwei verschiedenen kolorektalen Karzinomen (identisch mit den in
Spur 4 und 5 gezeigten Tumoren von Abb. 11) und PolyA+-RNA der Zellinien Colo205 und
Colo320 wurde mittels Oligo-dT Primern revers transkribiert und mit Standard-CD44-
spezifischen Oligonukleotiden (5'-constant; 3'-constant-1) PCR-amplifiziert. Als
Positivkontrolle wurden 0,05 ng des Plasmides pSV-HPKII verwendet. Nach 45
Amplifikationszyklen wurden je 10 pl des Ansatzes auf einem 1,2%igen Agarosegel
aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefédrbt und unter UV-Licht photographiert. bp: DNA-
Lingenstandard in Basenpaaren.

3.3.4 Zusammenfassung

Im Verlauf der kolorektalen Karzinogenese kommt es zu einer Neu- bzw. Uberexpression
von varianten Formen von CD44 im Vergleich zur Expression in normaler
Kolonschleimhaut. Interessanterweise korreliert dabei die Expression des varianten Exons
v6 sowohl mit dem Tumorstadium als auch mit dem histologischen Tumorgrad. Wiihrend in
friihen Tumorstadien und niedriggradigen Tumoren keine Expression nachgewiesen werden
konnte, wurde eine deutliche Zunahme der Expression in fortgeschritteneren Tumorstadien
und hohergradigen Tumorbereichen festgestellt. Eine Zunahme der CD44-
Variantenexpression konnte auch auf RNA-Ebene mittels reverser Transkription-PCR
Amplifikation nachgewiesen werden. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, daB in den
Tumoren neue variantenspezifische Boten-RNAs transkribiert werden, die in normalem
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Kolonepithel nicht exprimiert werden. Der direkte Vergleich von kolorektalen Zellinien und
zwei Kolonkarzinomen hat ergeben, dafl die kolorektale Zellinie Colo205 auf RNA-Ebene
stark den zwei Karzinomen #hnelt, jedoch weniger variante CD44-Proteine exprimiert als die
beiden Tumoren.
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3.4 Differentielle Expression von CD44-Varianten in humanen
Magenkarzinomen des intestinalen und diffusen Typs und in
normaler Magenschleimhaut

Magenkarzinome gehoren mit zu den hiufigsten Tumoren weltweit und sind alleine in den
Vereinigten Staaten fiir ein Sechstel aller Krebstoten verantwortlich (Howson et al., 1986;
Correa, 1992). Trotz einer leicht zuriickgehenden Zahl von Erkrankungen in Mitteleuropa
und Nordamerika stellen diese Tumoren immer noch ein betrichtliches gesundheitliches
Risiko dar, zumal iiber ihre Entstehungsursachen relativ wenig bekannt ist. 97% aller
Magentumoren sind Adenokarzinome, die man in zwei groBe histologische Typen
untergliedern kann, die Karzinome des intestinalen Typs und des diffusen Typs (Lauren,
1965). In Patienten mit Adenokarzinomen des intestinalen Typs findet man hiufig auch eine
chronische Gastritis B der Magenschleimhaut und intestinale Metaplasien, die als mogliche
Vorstufen von Tumoren angesehen werden (Jida und Kusama, 1982; Jass, 1983; Sipponen
et al., 1983). In jlingster Zeit werden auch Infektionen mit dem Bakterium Helicobacter
pylori mit der Entstehung von Karzinomen des intestinalen Typs in Zusammenhang gebracht
(Parsonnet et al., 1991; Nomura et al,, 1991). Patienten mit Karzinomen des diffusen Typs
gehoren iiberdurchschnittlich oft zur Blutgruppe A, was ein Hinweis auf eine mogliche
Beteiligung genetischer Faktoren an der Krebsentstehung sein kénnte (Piper, 1978). Das
Ziel meiner Arbeit war es, die Expression von CD44-Varianten im Verlauf der
Tumorprogression dieser histopathologisch klar zu trennenden Typen von

Magenkarzinomen zu untersuchen.

3.4.1 Magenkarzinome exprimieren CD44-Varianten

Gefrierdiinnschnitte von 42 primiren Adenokarzinomen des Magens (17 Fille des diffusen
Typs, 25 Fille des intestinalen Typs) und 10 Lymphknotenmetastasen (je 5 von
Primiirtumoren des diffusen und intestinalen Typs) wurden immunhistochemisch mit den
variantenspezifischen Anti-CD44-Antik6rpern untersucht. Dabei zeigte sich, daf} alle
untersuchten Primédrtumoren und Lymphknotenmetastasen positiv mit dem polyklonalen
Serum Anti-CD44v3-v10 reagieren (sieche Tabelle 5 und 6). In Abb. 13A und 13B ist ein
Beispiel eines Primirtumors mit dazugehoriger Lymphknotenmetastase gezeigt. Die
Reaktion mit dem Serum war heterogen sowohl im Hinblick auf die Intensitit der Firbung
als auch auf den Prozentsatz der positiven Tumorzellen (Tabelle 6). Zwischen 10% und
100% aller Tumorzellen des jeweiligen Priparates zeigten eine Reaktion mit dem Serum
Anti-CD44v3-v10, wobei die Anfirbung der Tumorzellen in verschiedenen
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Tabelle §
Expression von CD44-Varianten in Adenokarzinomen des Magens

Tumortyp Antikorperspezifitit

oCD44v | VFF11 VFF8 VFF4 VFF9 VFF14
Adenokarzinome | (v3-v10) | (v3/v4) (v5) (v6) ~7) (vo/v10)
Diffuser Typ 17/172 0/17 14/17 3/17 0/17 0/17
Intestinaler Typ 25/25 0/25 25/25 23/25 0/25 0/25
Gesamt 42/42 " 0/42 39/42 26/42 0/42 0/42

0CD44v = Serum Anti-CD44v3-v10; aAnzahl positiver Tumoren/Anzahl getesteter Tumoren

Tabelle 6
Expression von CD44-Varianten in primdren Magenkarzinomen und
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen

Tumortyp Antikorperspezifitit
Anti-CD44v3-v10 VFF8 (Exon v5) VFF4 (Exon v6)
Intensitit Anteil Intensitit Anteil Intensitit Anteil
Adenokarzinome pos. Zellen s. Zellen pos. Zellen
Diffuser Typ
645/89a ++b 1 100/100d]  ++ 20/90 - 0/0
12589/89 ++ 40/50 ++ 80/90 - 0/0
12924/89 ++ 70/80 ++ 40/30 - 0/0
25501/89 ++ 90/70 ++ 70/70 ++ 30/30
33383/89 ++ 80/30 ++ 40/20 - 0/0
Intestinaler Typ
32761/88 ++ 60/10 + 10/20 + 20/90
33295/88 ++ 90/10 ++ 80/60 + 40/40
9891/89 +++ 100/80 ++ 70/70 ++ 20/5
18352/89 +++ 90/90 +++ 90/80 ++ 70/50
9069/90 ++ 90/90 ++ 60/60 + 20/80

aDie Nummern beziehen sich auf die Primirtumoren und die korrespondierenden
Lymphknotenmetastasen (nicht separat aufgefiihrt); bIntensitit der Antikérperreaktion. Da es
keine Unterschiede zwischen Primértumor und Lymphknotenmetastase gab, bezieht sich der
angegebene Wert auf beide Tumorproben: - negativ, + schwach, ++ mittel, +++ stark;
cProzentsatz der positiven Tumorzellen im Primirtumor; dProzentsatz der positiven
Tumorzellen in einer Lymphknotenmetastase des gleichen Patienten
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Abb. 13 Expression von CD44-Varianten in Magenkarzinomen und normaler
Magenschleimhaut

Gefrierdiinnschnitte eines miBig differenzierten Adenokarzinoms vom intestinalen Typ (nach
Lauren) (A) mit dazugehoriger Lymphknotenmetastase (B), von normaler Magenschleimhaut
(C und D) und von einem Adenokarzinom des diffusen Typs (E und F) wurden
immunhistochemisch mit CD44-variantenspezifischen Antikérpern untersucht. Eine positive
Reaktion mit dem polyklonalen Serum ‘Anti-CD44v3-v10 kann im Karzinom vom
intestinalen Typ (A) und der Lymphknotenmetastase (B) beobachtet werden. In normaler
Magenschleimhaut mit chronischer Gastritis reagieren die Bereiche mit intestinaler
Metaplasie positiv mit den mAks VFF4 gegen das Exon v6 (C, Pfeile) und VFF8 gegen das
Exon v5 (D, Pfeile). Mit dem mAk VFFS8 ist eine zusitzliche Reaktion mit dem mukoiden
Oberfldachenepithel zu erkennen (E, Pfeilspitzen). Im Karzinom des diffusen Typs erfolgt
keine Reaktion mit dem mAk VFF4 (E), auch normales mukoides Epithel ist negativ (E,
Pfeilspitzen). Im Gegensatz dazu reagiert der mAk VFF8 positiv mit den Tumorzellen (F)
und dem normalen mukoiden Epithel (F, Pfeilspitzen). OriginalvergroBerung 20x (A, B); 8x
(C, D); 40x (E, F). Gegenfirbung Hidmatoxylin.
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Priparaten von mittel bis stark variiert hat (bewertet nach einer 4-stufigen Skala: negativ,

schwach, mittel und stark).

Um nun herauszufinden, welche der varianten Exons von CD44 auf der Oberfliche der
Tumorzellen exprimiert werden, wurden die Tumordiinnschnitte mit den exonspezifischen
monoklonalen Antikorpern untersucht. Annéhernd alle Tumoren zeigten eine Reaktion mit
dem mAk VFF8, der spezifisch fiir das variante Exon v5 ist (Tabelle 5; Abb. 13F). Im
Gegensatz dazu war die Reaktion mit dem mAk VFF4 deutlich eingeschriinkt, da nur 26 der
42 Primidrtumoren mit diesem mAk reagierten (Tabelle 5). Interessanterweise gehorten 23
der 26 VFF4-positiven Tumoren zur Gruppe des intestinalen Typs, wohingegen 14 der 16
VFF4-negativen Proben Karzinome des diffusen Typs waren (ein Beispiel ist in Abb. 13E
zu sehen). Alle anderen verwendeten mAks (VFF11, VFF9, VFF14) zeigten keine Reaktion
mit den Tumorzellen, obwohl ihre Reaktivitit auf normaler menschlicher Haut iiberpriift
worden war (siehe Abschnitt 3.1.5).

Von 10 Patienten war sowohl der Primédrtumor als auch eine Lymphknotenmetastase
verfiigbar. Fiinf dieser Paare gehorten zum intestinalen Typ und fiinf zum diffusen Typ. Wie
bereits oben erwihnt reagierten sowohl die Primértumoren als auch die Metastasen positiv
mit dem Serum Anti-CD44v3-v10 (Tabelle 6). Alle Tumorpaare farbten auch positiv mit dem
Exon v5-spezifischen mAk VFF8. Im Gegensatz dazu reagierte nur eines der Karzinome des
diffusen Typs positiv mit dem mAk VFF4 (Exon v6), wihrend alle fiinf Paare des
intestinalen Typs positiv mit diesem Antikorper reagierten (Tabelle 6). Es wurden keine
essentiellen Unterschiede in der Expression der CD44-Varianten zwischen Primédrtumor und
Lymphknotenmetastase beobachtet, sowohl im Hinblick auf die Stirke der Expression als
auch auf den Prozentsatz der positiven Tumorzellen. Dies gilt besonders auch fiir die
Lymphknotenmetastasen der VFF4 (Exon v6)- negativen Primértumoren des diffusen Typs,
die genauso wie der Primiriumor keine Reaktion mit diesem Antikorper gezeigt haben
(Tabelle 6).

3.4.2 Normale Magenschleimhaut zeigt eine eingeschrinkte Expression von
CD44-Varianten

Um herauszufinden, ob die Expression von CD44-Varianten in den Magenkarzinomen das
Ergebnis eines Transformationsprozesses ist oder ob CD44-Varianten schon in normaler
Magenschleimhaut exprimiert werden, wurden Gefrierdiinnschnitte normaler Magenmukosa
von 12 verschiedenen Patienten immunhistochemisch untersucht. Tatséchlich findet man
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auch in normaler Schleimhaut eine eingeschriinkte Expression von CD44-Varianten. Mit dem
polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 und dem mAk VFF8 (Exon v5) wurde eine positive
Reaktion mit Zellen des mukoiden Oberflidchenepithels, in der foveoldren Proliferationszone
und in Bereichen mit intestinaler Metaplasie beobachtet (Abb. 13D). Letztere Bereiche
reagierten auch positiv mit dem mAk VFF4 (Exon v6), wihrend andere Bereiche der
Magenschleimhaut keine Anfirbung gezeigt haben (Abb. 13C). Alle anderen mAks (VFF11,
VFF9, VFF14) zeigten keine Reaktion mit normaler Mukosa. Somit wird in definierten
Bereichen normaler Magenschleimhaut eine Variante von CD44 exprimiert, die, in Analogie
zu den Karzinomen des diffusen Typs, das variante Exon v5 enthilt. In Bereichen
intestinaler Metaplasien jedoch konnte die Expression der varianten Exons v5 und v6
nachgewiesen werden, die auch in Karzinomen des intestinalen Typs exprimiert werden.
Dieses Ergebnis wiirde dafiir sprechen, daB8 die unterschiedlichen Tumortypen aus
verschiedenen Populationen normaler Zellen entstehen, die dieses Expressionsmuster fiir
variantes CD44 zeigen und es wihrend der Tumorgenese aufrecht erhalten.

3.4.3 Magenkarzinome unterscheiden sich dramatisch in der Expression
varianter CD44-Boten-RNAs gegeniiber normaler Magenschleimhaut

Nach den Ergebnissen der immunhistochemischen Analysen stellte sich die Frage, inwieweit
sich diese scheinbare Ubereinstimmung der Expression von CD44-Varianten auch auf der
RNA-Ebene wiederspiegelt. Zur Aufklirung dieser Fragestellung wurde gesamtzelluldre
RNA aus primidren Tumormaterial, Lymphknotenmetastasen und normaler
Magenschleimhaut isoliert, revers transkribiert und PCR-amplifiziert (siehe Material und
Methoden). Als Primer fiir die cDNA-Synthese wurde ein Oligo-dT-18mer verwendet, fiir
die PCR-Amplifikation die bereits beschriebenen Oligonukleotide 5' und 3' der. potentiellen
Insertionsstelle der varianten Exonsequenzen (5'-constant; 3'-constant-1). Nach
Auftrennung der Amplifikationsprodukte im Agarosegel und Anfirbung mit Ethidiumbromid
wurde in allen Proben im wesentlichen eine dominante Bande festgestellt, die der
Standardform der CD44-RNA entspricht (nicht gezeigt). Zur Charakterisierung weniger
abundanter Amplifikationsprodukte wurden diese auf eine Nylonmembran transferiert und
mit exonspezifischen DNA-Sonden hybridisiert. Hybridisierung mit einer Exon v5- bzw.
Exon v6-spezifischen Sonde ergab in allen untersuchten Gewebeproben Expression
variantenspezifischer RNAs (Abb. 14). Dariiberhinaus war ein deutlicher Unterschied in der
Variantenexpression zwischen Tumor- und Normalgeweben zu erkennen, sowie zwischen
den verschiedenen Tumorproben untereinander.
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Abb. 14 Normale Magenschleimhaut exprimiert andere CD44-Spleiivarianten
als Magenkarzinome

Southern-Analyse von PCR-Amplifikationsprodukten von vier individuellen Proben
normaler Magenschleimhaut (6-8: Korpus-Region; 9: Andrum-Region), vier Proben von
primiren Adenokarzinomen des intestinalen Typs (PT) mit den korrespondierenden
Lymphknotenmetastasen (LN) (1-4) und von einem primiren Adenokarzinom des diffusen
Typs (PT) mit zugehoriger Lymphknotenmetastase (LN) (5). Fiir die PCR-Amplifikation mit
Standard-CD44-spezifischen Oligonukleotiden (5'-constant; 3'-constant-1) wurde
gesamtzelluldre RNA isoliert und revers transkribiert (mit Oligo-dT Primern). Die Qualitit
und Abundanz der cDNA wurde mittels GAPDH-PCR {iberpriift (nicht gezeigt). Nach 36
Amplifikationszyklen wurden je 10 ul des jeweiligen Reaktionsansatzes auf einem 1,2%igen
Agarosegel aufgetrennt und auf eine Hybond-N+-Membran transferiert. Die Filter wurden
dann hintereinander mit einer Exon v5- (A) und Exon v6- (B) spezifischen Sonde
hybridisiert (siche auch Abb. 10) und einem Autoradiographiefilm exponiert. kb: DNA-
Lingenstandard in Kilobasenpaaren.
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Mit RNA aus zehn der zwolf Proben normaler Magenmukosa, die bereits
immunhistochemisch untersucht wurden (siehe vorhergehenden Abschnitt), ergab sich ein
Hybridisierungsmuster von je zwei Banden mit der Exon v5- bzw. Exon v6-spezifischen
Sonde (vier reprisentative Beispiele sind in Abb. 14A und B zu sehen). Die relative
Intensitdt der Hybridisierung mit den zu Exon v5 und v6 homologen Sonden variierte
deutlich von einer Gewebeprobe zur anderen, woraus man folgern kann, da die Exon v5
und v6 enthaltenden Boten-RNAs nicht Teil des selben Transkripts sein konnen. Im
Gegensatz dazu wurde mit RNA aus den Tumorproben ein wesentlich komplexeres Muster
an Amplifikationsprodukten erhalten. Zum Teil enthielten die Tumoren grofere
SpleiBvarianten, deren Linge auf das Vorhandensein aller varianten Exons (v3-v10)
schlieBen 148t (z.B. Abb. 14A, Spur 4 PT). Derartige CD44-Varianten konnten allerdings
immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden (siche Kapitel 3.4.1). Ein Vergleich der
verschiedenen Tumorproben untereinander macht sichtbar, daB sich die Primédrtumoren im '
Expressionsmuster von den Lymphknotenmetastasen unterscheiden. Auffilligerweise ist
dabei das Hybridisierungsmuster mit der Exon v5-spezifischen Sonde wesentlich
heterogener als mit der Exon v6-spezifischen Sonde. Sowohl Karzinome des diffusen Typs
als auch des intestinalen Typs zeigen eine Expression von Exon v5 (Abb 14A, Spuren 1-5),
wihrend die Hybridisierung mit der Exon v6-spezifischen Sonde eine Expression dieses
Exons nur in den vier Proben der Tumoren des intestinalen Typs aufzeigt (Abb. 14B,
Spuren 1-4). In der Probe eines Karzinoms des diffusen Typs konnte nur eine sehr
schwache Expression von Exon v6 nachgewiesen werden (Abb. 14B, Spur 5). Dies ist
iibereinstimmend mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchungen, nach
denen diffuse Karzinome des Magens nur in vereinzelten Fillen eine Expression von Exon

v6 gezeigt haben.

Damit haben die RNA-Analysen gezeigt, daf3 die Tumorgewebe ein wesentlich komplexeres
Muster an varianten CD44-Boten-RNAs exprimieren als das Normalgewebe. Es muB jedoch
angemerkt werden, dall die RNA-Pridparationen heterogen im Hinblick auf den Inhalt
verschiedener Zelltypen im Probenmaterial waren (siehe auch Kapitel 3.3.2). So findet man
in Tumorgeweben neben Tumorzellen auch Lymphozyten, Makrophagen und mesenchymale
Zellen, die alle zu dem beobachteten komplexen Boten-RNA-Muster beitragen kénnen. Aus
diesem Grunde wurden aus Magentumoren etablierte Zellinien untersucht um festzustellen,
ob die beobachteten Unterschiede in den klinischen Tumorproben auch in verschiedenen
Zellinien klonalen Ursprungs nachgewiesen werden konnen.
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3.4.4 Expression von CD44-Varianten in Magenkarzinomzellinien

Drei erst kiirzlich aus Adenokarzinomen des Magens etablierte Zellinien (Vollmers et al.,
1993) wurden fiir die Untersuchung der Expression von CD44-Varianten verwendet. Zwei
dieser Linien (2957, 2474) wurden aus einer Lymphknotenmetastase eines Karzinoms des
intestinalen Typs isoliert, die Dritte (3051) aus einem Primértumor. Die beiden Linien 2957
und 3051 zeigen eine deutliche Expression von varianten CD44-Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 90 bis 180 kD in einer Western-Analyse mit dem Serum Anti-
CD44v3-v10 (Abb. 15). Die Zellinie 2474 unterscheidet sich nur unwesentlich von MeWo-
Zellextrakien, die als Negativkontrolle zur Identifizierung unspezifischer Reaktionen des
Antikorpers verwendet wurde. MeWo-Zellen exprimieren, wie bereits frither gezeigt wurde
(Hofmann et al., 1991), nur die Standardform von CD44. Reverse Transkription und PCR-
Amplifikation bestitigten das in der Western-Analyse erhaltene Ergebnis. Wihrend in den
Zellinien 2957 und 3051 neben einem Amplifikationsprodukt mit einer Linge von 0,44 kb
(entspricht der Standardform von CD44) eine abundante Bande mit einer Linge von 0,85 kb
nachgewiesen werden kann, ist mit 2474-cDNA neben der 0,44 kb Bande nur
andeutungsweise eine Bande bei 0,85 kb zu erkennen (Abb. 16). Mit MeWo-cDNA konnte
nur die Standard-CD44-Bande amplifiziert werden (nicht gezeigt). Nach Transfer der
Amplifikationsprodukte auf eine Nylon-Membran und Hybridisierung mit
variantenspezifischen DNA-Sonden konnten zwar auch in der Zellinie 2474 variante CD44-
Transkripte nachgewiesen werden, doch waren diese sehr viel weniger abundant als in den
beiden anderen Zellinien (Abb. 17). AuBlerdem ist ersichtlich, daB3 neben dem dominanten
Amplifikationsprodukt von 0,85 kb noch viele weitere Transkripie vorhanden sind, wobei
die beiden Zellinien 2957 und 3051 wiederum ein identisches Muster (mit Ausnahme von
Intensitétsunterschieden) gezeigt haben. Die Verwendung der exonspezifischen Sonden 1463t
dabei den Schlu} zu, daBB sowohl die varianten Exons v5 und/oder v6 und v8 bis v10

exprimiert werden.

Zum Nachweis der Oberflichenexpression der varianten CD44-Molekiile wurden die
verschiedenen Zellinien mit unterschiedlichen variantenspezifischen mAks und dem
polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 inkubiert, mit einem fluoreszierenden
Sekundirantikbrper markiert und unter UV-Licht ausgewertet. Alle Magenkarzinomzellinien
zeigten eine Reaktion mit dem Serum Anti-CD44v3-v10 und den mAks VFF7 und VFF8
(Beispiele siche Abb. 18). Der mAk VFF9 (Exon v7) hat nur sehr schwach mit den Zellinien
2474 und 3051 reagiert, mit der Zellinie 2957 war keine Fluoreszenz zu beobachten. Der
mAk VFF11 reagierte nicht mit den drei Zellinien (nicht gezeigt). Mit dem mAk Hermes 3,
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der ein Epitop im Standardanteil des CD44-Molekiils erkennt, wurde in allen drei Fillen eine

starke Reaktion mit Membranproteinen beobachtet (nicht gezeigt).

=]
3
=

2474
1 2957

3051

=~

-]

2474
2957
=
g

3051

GAPDH

Abb. 15 Magenkarzinomzellinien
exprimieren variante CD44-Proteine
Western-Analyse verschiedener Magen-
karzinomlinien mit dem CD44-varianten-
spezifischen Serum Anti-CD44v3-v10
(nach Affinititsreingung; Verdiinnung
1:200). Zur Identifizierung unspezifischer
Reaktionen des Serums wurde die CD44-
variantennegative Melanomzellinie MeWo
verwendet. Je 100 pg der Zellextrakte
wurden auf einem SDS-Gel (6%
Acrylamid) aufgetrennt. Die Pfeile
indizieren variante CD44-Proteine. kD:
Proteinmolekulargewichtsstandard in Kilo-
dalton.

Abb. 16 Magenkarzinomzellinien
exprimieren mehr variante CDd44-
Transkripte als Standard-CD44-
Transkripte

Reverse Transkription-PCR Amplifikation
von CD44-Transkripten in Magenkar-
zinomzellinien. PolyA+*-RNA aus den
indizierten Zellinien wurde revers
transkribiert und mit Standard-CD44-
spezifischen Oligonukleotiden PCR-
amplifiziert (siehe auch Abb. 14). Die
Amplifikationsprodukte wurden auf einem
1,2%igen Agarosegel aufgetrennt und unter
UV-Licht photographiert. Die untere Hilfte
der Abbildung zeigt die GAPDH-
spezifischen PCR-Amplifikationsprodukte
der gleichen cDNA-Proben.
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Abb. 17 Magenkarzinomzellinien exprimieren unterschiedliche variante
CD44-Transkripte

Southern-Analyse von PCR-Amplifikationsprodukten verschiedener Magenkarzinom-
zellinien (siehe Abb. 16). Nach der Auftrennung auf einem 1,2%igen Agarosegel wurden
die Amplifikationsprodukte auf eine Hybond-N+-Membran transferiert und diese
nacheinander mit den exonspezifischen Sonden v3-10, v5/6 und v8-10 hybridisiert. Im
unteren Bereich der Abbildung ist die Lokalisation der Sonden schematisch dargestellt. kb:
DNA-Lingenstandard in Kilobasenpaaren; s: Standardanteil des CD44-Molekiils.
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3.4.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl in Magenkarzinomen eine deutliche Expression von
CD44-Varianten stattfindet. Dabei zeigen primidre Karzinome des diffusen Typs und
korrespondierende Lymphknotenmetastasen ein anderes Expressionsmuster als
Primértumoren und Lymphknotenmetastasen des intestinalen Typs. In letzteren konnte in
fast allen untersuchten Proben die Expression der Exons v5 und v6 nachgewiesen werden,
wihrend in der iiberwiegenden Mehrheit der Karzinome des diffusen Typs nur eine
Expression von Exon v5 nachgewiesen werden konnte. Diese Unterschiede wurden sowohl
auf RNA- als auch auf Proteinebene gefunden. Eine begrenzte Expression solcher CD44-
Varianten ist auch in normaler Magenschleimhaut zu finden. RNA-Untersuchungen haben
auBerdem gezeigt, daB3 es zu einer deutlichen Zunahme von variantenspezifischen Boten-
RNAs in den Tumoren gegeniiber normaler Magenschleimhaut kommt. Diese Vielfalt von

CD44-Transkripten konnte auch in verschiedenen Magenkarzinomzellinien nachgewiesen

werden.

Abb. 18 Magenkarzinomzellinien exprimieren CD44-Varianten auf ihrer
Oberfliche

Immunfluoreszenzanalyse der Magenkarzinomzellinie 2957 (A) und 3051 (B) mit den
variantenspezifischen Anti-CD44-Antikorpern Anti-CD44v3-v10 (A) und VFF7 (B). In
beiden Fillen ist eine Membranfluoreszenz der Tumorzellen zu erkennen.
Originalvergrofierung 40x.
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3.5 Expression von CD44-Varianten in Brusttumoren

Derzeit erkankt jede 8. bis 10. Frau in westlichen Lindern an einem Mammakarzinom und
die Inzidenz ist weiter steigend (Special Report, Science, 1993). Damit ist dieses Karzinom
der hidufigste bosartige Tumor bei Frauen und nach dem Bronchialkarzinom der am
hédufigsten zum Tode fiihrende Tumor iiberhaupt. Mammakarzinome sind charakterisiert
durch eine frithe Bildung von Mikrometastasen und eine ausgesprochen grofle Heterogenitit.
Zur genauen Einschitzung des individuellen Rezidiv- und Todesrisikos gibt es bisher kein
verldBliches Verfahren, es werden vor allem histopathologische GroBen wie die Tumorgro3e
oder der axilldre Lymphknotenstatus zur Beurteilung herangezogen. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob in Mammakarzinomen CD44-Varianten exprimiert werden und ob eine solche
Expression gegebenenfalls als prognostischer Parameter benutzt werden kann.,

3.5.1 Expression von CD44-Varianten in normalem Brustgewebe und
benignen Lasionen der Mamma

Die Expression von CD44-Varianten wurde immunhistochemisch an Gefrierschnitten von
normalem Mammagewebe, fibros-zystischen Mastopathien und Fibroadenomen untersucht.
Die Intensitédt der Farbung wurde auf einer 5-stufigen Skala mit O bis 4 bewertet, wobei
Werte von 0 und 1 als keine Expression und Werte von 2 bis 4 als positive Expression
eingestuft wurden. Im normalen, luminalen Epithel der Génge und Lobuli war keine
Reaktion der Antikorper Anti-CD44v3-v10, Anti-DI, Anti-DIII, VFF7, VFF8 und VFF16
zu erkennen (Tabelle 7; Abb. 19A, B). Mit dem mAk VFF17 konnte eine lokal begrenzte
Expression nachgewiesen werden (Tabelle 7, Abb. 19C). Im Gegensatz dazu zeigten die
Myoepithelien (sowohl duktal als auch lobulér) eine Reaktion mit den genannten Antikdrpern
mit Ausnahme des mAk VFF16 (Tabelle 7, Abb. 19A-C). Die Intensitit der Firbung war
dabei heterogen und teilweise lokal begrenzt (mit dem Serum Anti-DI und den mAks VFF7
und VFF17; siehe Tabelle 7 und Abb. 19C). Der Antikorper VFF9 reagierte weder mit dem
luminalen Epithel noch mit dem Myoepithel des Normalgewebes und wurde im folgenden
als Kontrollantikorper verwendet (Abb. 19D).

In zwei Fibroadenomen der Mamma, die eine gutartige, echte Mischgeschwulst mit einer
epithelialen und einer mesenchymalen Tumorkomponente darstellen, konnte eine schwache
Expression des varianten CD44-Exons v7 (mAk VFF17) festgestellt werden, alle anderen
Antikorper zeigten keine Reaktion (Abb. 20C). Die Myoepithelien reagierten analog wie im
Normalgewebe (Abb. 20A, B).
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Tabelle 7
Expression von CD44-Varianten in normalem Brustgewebe und
hyperplastischem Epithel
Gewebetyp

luminal Epithel Myoepithel Epithel
Antikorperspezifitit lobulér/ ductal hyperplastisch
polyklonale Seren
Anti-CD44v3-v10 - + (+)
Anti-DI (Exon v3/v4) - +) -
Anti-DIII (Exon v 6/v7) - + (+)
monoklonale Antikorper
VFF8 (Exon v5) - + (+)
VFF7 (Exon v6) - (+) (+)
VFF9 (Exon v7) - - -
VFF 17 (Exon v7) (+) () +
VFF16 (Exon v9/v10) - - (+)

- keine Expression; (+): schwach und/ oder fokal positiv; +: positiv

Ein etwas anderes Bild ergab sich bei der Untersuchung von acht Fillen mit zystisch-

fibroser Mastopathie, einer ebenfalls benignen Erkrankung der weiblichen Brustdriise, bei

der Atrophie, Hyperplasie und Metaplasie des Gewebes mit unterschiedlicher Ausprigung

vorkommen konnen. Wihrend augenscheinlich normales luminales Epithel und das

Myoepithel das gleiche Reaktionsmuster mit den verwendeten Antikérpern wie normales

Mammagewebe zeigten, konnte in hyperplastischen Epithelien eine deutlich andere

Expression von CD44-Varianten festgestellt werden (Tabelle 7). Sowohl mit den
polyklonalen Seren Anti-CD44v3-v10 und Anti-DIII als auch mit den mAks VFF7, VFFS,
VFF16 und VFF17 konnte eine Expression nachgewiesen werden, wobei die Stirke der

Antikorperreaktion mit dem Grad der Hyperplasie des luminalen Epithels korrelierte (Ein

Beispiel ist in Abb. 20D dargestellt).
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Abb. 19 Expression von CD44-Varianten in normalem Mammagewebe
Immunhistochemische Analyse von Gefrierdiinnschnitten normalen Brustgewebes mit dem
polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 (A, B) und den mAks VFF17 (C) und VFF9 (D).
Eine Reaktion der Antikorper Anti-CD44v3-v10 und VFF17 mit dem Myoepithel, nicht
jedoch mit dem luminalen Epithel, ist deutlich zu erkennen. OriginalvergroBerung10x (A),
20x (C, D) und 40x (B). Gegenfirbung Hamatoxylin.

3.5.2 Expression von CD44-Varianten in in situ-Karzinomen der Mamma

Bei in situ-Karzinomen der Mamma handelt es sich um Tumoren, die entweder intraduktal
oder intralobuldr wachsen koénnen. Aufgrund ihres nicht invasiven Charakters werden sie als
benigne eingestuft. In vielen Patientinnen ist neben dem in situ-Anteil auch eine invasive
Komponente des Tumors nachzuweisen, was zu der Annahme gefiihrt hat, daB} es sich bei in
situ-Karzinomen um echte Vorstufen von malignen Tumoren handelt. Andererseits gibt es
jedoch Patientinnen, bei denen diese in situ-Tumoren eine beachtliche Grofle erreichen, aber
weder eine Invasion in das umgebende Gewebe noch eine Metastasierung festgestellt werden

kann.
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Abb. 20 Expression von CD44-Varianten in einem Fibroadenom und in
hyperplastischem luminalen Epithel

Immunhistochemische Analyse eines benignen Fibroadenoms der Mamma und von
hyperplastischem luminalen Epithel in einer Patientin mit zystisch-fibréser Mastopathie. Im
Fibroadenom ist eine Reaktion des Myoepithels mit den Antikorpern VFF7 (A, 10x), Anti-
CD44v3-v10 (B, 40x) und VFF17 (C, 20x) zu sehen. Das hyperplastische Epithel reagiert
positiv mit dem polyklonalen Serum Anti-DIII (D, 20x). Gegenfiarbung Himatoxylin.

Im vorliegenden Fall wurden 16 verschiedene Fille von in situ-Karzinomen der Brust
immunhistochemisch auf die Expression von CD44-Varianten untersucht. Es handelte sich
dabei um vier Fille von reinen in situ-Karzinomen des duktalen Typs (CDIS), um zwei Fille
von reinen in situ-Karzinomen des lobuldren Typs (CLIS) und um 10 Fille von Tumoren
mit einer zusitzlichen invasiven Komponente (IDK+CDIS). Die Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchung zeigten, daB es keinen signifikanten Unterschied
zwischen den reinen in situ-Karzinomen vom duktalen und lobuldren Typ gibt. In fast allen
Fillen konnte eine deutliche Expression der varianten Exons v3, v5 bis v7 und v9/v10
nachgewiesen werden (Tabelle 8, Abb. 21A). In den Fillen, in denen sowohl ein invasiver

als auch ein in situ-Anteil im gleichen Préparat vorhanden war, konnte kein deutlicher
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Unterschied in der Expression von CD44-Varianten in den beiden verschiedenen
Tumoranteilen festgestellt werden (Abb. 21B-D). Auffallend war, daB deutlich weniger
Tumorproben mit dem mAk VFF16 (Exons v9/v10) reagiert haben als im Vergleich zu den
reinen in situ -Karzinomen (Tabelle 8). Die Expression der CD44-Varianten war bisweilen
sehr heterogen, sowohl in den invasiven Anteilen des Tumors als auch in der in situ-
Komponente (Abb. 21D).

Tabelle 8
Expression von CDd44-Varianten in in situ-Karzinomen der Mamma

Tumortyp
Antikérperspezifitit IDK+CDIS CLIS CDIS
polyklonale Seren invasiv in situ
Anti-CD44v3-v10 9/10* 10/10 2/2 4/4
Anti-DI (Exon v3/vd) 6/10 8/10 2/2 | 2/4
Anti-DIII (Exon v6/v7) 8/10 9/10 2/2 4/4
monoklonale Antikorper
VFF8 (Exon v5) 8/10 8/10 2/2 4/4
VFF7 (Exon v6) 6/10 6/10 2/2 3/4
VFF 17 (Exon v7) 5/10 5/10 0/2 2/4
VFF16 (Exon v9/v10) 2/10 0/10 2/2 4/4
IDK+CDIS:  invasiv duktales Karzinom mit in situ-Komponente
CLIS: "carcinoma lobulare in situ"
CDIS: "carcinoma ductale in situ"

* Anzahl positiver Fille/ Anzahl untersuchter Fille
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Abb. 21 Expression von CD44-Varianten in in situ-Karzinomen der Mamma
Die Expression von CD44-Varianten in einem reinen in situ-Karzinom (A) und einem in situ-
Karzinom mit invasiver Komponente (B-D) ist gezeigt. Es wurden die Antikdrper Anti-
CD44v3-v10 (A-C) und VFF7 (D) verwendet. Originalvergrolerungl10x (B), 20x (A, D)
und 40x (C). Gegenfirbung Himatoxylin.

3.5.3 Expression von CD44-Varianten in invasiven Mammakarzinomen und
axilliren Lymphknotenmetastasen

Insgesamt wurden 114 Fille invasiver Primédrtumoren, 11 Rezidive und 16 axilldre
Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch mit den variantenspezifischen polyklonalen
Seren und monoklonalen Anti-CD44-Antikérpern analysiert. Unter den Primértumoren
befanden sich 95 Fille von invasiv duktalen Karzinomen und 19 Fille von invasiv lobuléren
Karzinomen. Alle Priparate wurden zufillig ausgewihlt und beinhalten einen reprdsentativen
Querschnitt histologischer Tumortypen, Gradierungen und Tumorstadien. Die Ergebnisse
der immunhistochemischen Untersuchungen sind in Tabelle 9 dargestellt. Daraus wird
ersichtlich, daB die iiberwiegende Mehrheit aller invasiven Tumoren und
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Lymphknotenmetastasen CD44-Varianten exprimiert, wobei mit dem exonspezifischen
polyklonalen Serum Anti-DI und den mAks VFF7, VFF16 und VFF17 der Anteil der
positiven Fille deutlich geringer ist als mit den polyklonalen Seren Anti-CD44v3-v10, Anti-
DIII und dem mAk VFF8. Lymphknotenmetastasen zeigen mit allen polyklonalen Seren und
den mAks VFF7 und VFF8 in nahezu 100% der Fille eine positive Reaktion. Das
Farbemuster in individuellen Tumordiinnschnitten, insbesondere in den Primértumoren, war
bisweilen sehr heterogen. In diesen Tumoren variierte der Anteil der positiven Tumorzellen
von 5% bis 100%, wobei vereinzelte Tumorzellen meist deutlich positiv waren. GréBere
Tumorzellaggregate zeigten an der Grenze zum umgebenden Stroma eine besonders starke
Firbung (Abb. 22A und B). In Préparaten, in denen neben dem Tumoranteil auch normale
Milchginge erhalten waren, reagierte nur das Myoepithel des Ductus neben den Tumorzellen
mit den variantenspezifischen Antikorpern (Abb. 22C). In den axilldren
Lymphknotenmetastasen war das Reaktionsmuster der Antikérper mit den Tumorzellen
wesentlich homogener als in den Primédrtumoren (Abb. 22D).

Tabelle 9
Expression von CD44-Varianten in invasiven Mammakarzinomen, Rezidiven

und axilliren Lymphknotenmetastasen

Tumortyp

Antikorperspezifitit IDK ILK Rezidive | LK-Metastasen
polyklonale Seren n=95 n=19 n=11 n=16
Anti-CD44v3-v10 91%* 89% 91% 100%
Anti-DI (Exon v3/v4) 56% 47% 54% 100%
Anti-DIII (Exon v6/v7) 83% 89% 100% 100%
monoklonale Antikorper

VFFS8 (Exon v5) 85% 68% 91% 100%
VFF7 (Exon v6) 73% 47% 82% 94%
VEF 17 (Exon v7) 38% 32% 50% 46%
VFF16 (Exon v9/v10) 44% 26% 80% 70%

IDK: invasiv duktales Karzinom; ILLK: invasiv lobulédres Karzinom; LK: Lymphknoten
n: Anzahl der untersuchten Tumorproben von verschiedenen Patienten
*Prozentsatz der in der immunhistochemischen Analyse positiven Tumoren
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Abb. 22 Expression von CDd44-Varianten in invasiven Mammakarzinomen
und einer axilliren Lymphknotenmetastase

Gefrierdiinnschnitte eines invasiv duktalen Karzinoms (A, C), eines invasiv lobuliren
Karzinoms (B) und einer axilldren Lymphknotenmetastase eines invasiv duktalen Karzinoms
(D) wurden immunhistochemisch mit CD44-variantenspezifischen Antikdrpern untersucht.
In allen Fillen ist eine positive Reaktion der Antikorper mit den Tumorzellen zu erkennen. In
C ist zu sehen, daf} in residualem Normalgewebe nur das Myoepithel positiv reagiert
(Pfeile), wihrend das luminale Epithel des Ductus negativ ist. Im tumorbefallenen
Lymphknoten erfolgt nur eine Reaktion mit den Tumorzellen, nicht mit den Lymphozyten
(D). Verwendete Antikorper: Anti-CD44v3-v10 (A, B, D) und VFF8 (C).
OriginalvergroBerung 20x (A, C, D) und 40x (B); Gegenfarbung Hamatoxylin.

3.5.4 Die Expression von CD44-Varianten in primiren Mammakarzinomen
korreliert invers mit dem Uberleben von Brustkrebspatientinnen

Die wichtigsten Faktoren fiir die Prognose von Brusttumoren sind die GroBe des
Primirtumors, das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose, der Hormonrezeptorstatus
und die Anzahl der axilliren Lymphknotenmetastasen (Clark et al., 1983). Dem zuletzt
genannten Parameter wird dabei die groBte Bedeutung zugemessen. Neben diesen
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"klassischen" Parametern finden auch andere Gréen Anwendung in der Klinik, so z B. die
Ploidie der Tumor-DNA, die Anzahl der Zellen in der S-Phase, Angiogenese im
Primértumor und, seit kurzem, auch die Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren EGF-R
(epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) und c-erbB2 (Slamon et al., 1987; Berger et al.,
1988; Sainbury et al., 1987). Fiir das hier untersuchte Kollektiv von Brustkrebspatientinnen
wurden einige dieser bekannten Prognoseparameter mit dem Uberlebenszeitraum der
Patientinnen in Beziehung gesetzt. Parallel dazu wurde die Expression von CD44-Varianten

mit dem Uberleben der Patientinnen verglichen.

Von 93 Patientinnen mit invasiven Primirtumoren, die immunhistochemisch untersucht
worden waren (Kapitel 3.5.3) lagen Daten iiber einen klinischen Nachbeobachtungs-
zeitraum von durchschnittlich 34 Monaten (variierend von 6 bis 90 Monaten) vor. Das
Durchschnittsalter der Patientinnen lag bei 52 Jahren (von 31 bis 78 Jahren). Neben der
TumorgroBe waren der Tumorgrad, der axillire Lymphknotenstatus, die Ploidie der DNA,
der Anteil der Zellen in der S-Phase und der Hormonrezeptorstatus bekannt. Alle diese Daten
wurden im Verlauf der normalen klinischen Routinediagnostik gewonnen. Zusétzlich zu
diesen bereits vorhandenen Daten wurde die Expression von CD44-Varianten (siehe Kapitel
3.5.3) und von c-erbB2 und EGF-R immunhistochemisch bestimmt (nicht gezeigt). Dabei
wurden 42% der Primdrtumoren als c-erbB2 positiv und 47% als EGF-R positiv gewertet.

Fiir alle der vorhin genannten GroBen wurde das Gesamtiiberleben dieses
Patientenkollektivs in einer univariaten Analyse nach der Methode von Kaplan und Meier
(1958) berechnet. Die Zufilligkeit der so erhaltenen Uberlebenskurven wurden mit Hilfe des
Log-Rank-Tests errechnet (Peto et al., 1977). P-Werte von 0,05 und kleiner wurden dabei
als statistisch signifikant erachtet. Die fiir die Berechnungen gewihlten Parameter sind aus
Tabelle 10 zu entnehmen. Die Auswertung der Uberlebenskurven ergab, daB der
histologische Tumorgrad (p=0,04), der axillire Lymphknotenstatus (p=0,004), der
Hormonrezeptorstatus (p<0,001) und die Expression von CD44-Varianten signifikant mit
der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten korreliert. Die Anti-CD44-Antikérper mit
denen eine signifikante Korrelation mit dem Gesamtiiberleben erhalten wurde, waren Anti-
DI (p=0,017), Anti-DIII (p=0,004), VFF8 (p=0,01) und VFF7 (p=0,03) (Tabelle 10). Die
Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir die Antikérper Anti-DII und VFF7 sind in Abbildung
23A und B dargestellt. Alle anderen untersuchten Parameter zeigten keine signifikante
Korrelation mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit (Tabelle 10).
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Tabelle 10

Univariate Analyse zum Vergleich von klassischen Tumorprognosefaktoren
und der Oberflichenexpression von CD44-Varianten in priméren
Mammakarzinomen mit dem Gesamtiiberleben von Brustkrebspatientinnen

Parameter Kriterium OAS (P-Wert)
Tumorgrad I, II/ 111 0,04
Axill. Lymphknotenstatus 0/ 1-3/4-9/ >9 pos. LK 0,004
Ploidie <1,1/ >1,1 0,5
S-Phase <5/ >5% 0,1
Ostrogen-Rezeptor <20/ >20* <0,001
Progesteron-Rezeptor <20/ >20%* <0,001
c-erbB2 0-1/2-4 0,6
EGF-R 0-1/2-4 0,6
Anti-CD44v3-v10 0-1/2-4 0,13
Anti-DI (Exon v3/v4) 0-1/2-4 0,017
Anti-DIII (Exon v6/v7) 0-1/2-4 0,004
VFF8 (Exon v5) 0-1/2-4 0,01
VFF7 (Exon v6) 0-1/2-4 0,03
VFF17 (Exon v7) 0-1/2-4 0,8
VFF18 (Exon v9/v10) 0-1/2-4 0,5

OAS: Gesamtiiberleben des Patientenkollektivs, angegeben als P-Wert fiir die statistische
Zufilligkeit der erhaltenen Uberlebenskurven; LK: Lymphknoten; Ploidie (der Tumorzell-
DNA): dargestellt durch den DNA-Index; S-Phase: Anteil der Tumorzellen in der S-Phase
(in %); *fmol/ mg Zytosolprotein; die Intensitit der Firbung mit den Antikérpern wurde mit
0 bis 4 bewertet, wobei Werte von 0 und 1 als negativ und Werte von 2 bis 4 als positiv
gezihlt wurden.
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Abb. 23 Die Expression von CDd44-Varianten in primiren Mammakarzinomen
korreliert invers mit dem Gesamtiiberleben der Patientinnen
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir Tumorpatientinnen, deren Primdrtumor auf eine
Expression von CD44-Varianten mit Hilfe der Antikérper Anti-DIII (A) und VFF7 (B)
untersucht wurde. A: keine von 14 Patientinnen mit Anti-DIII-negativen Primértumor (-&-)
bzw. 26 von 79 Patientinnen mit Anti-DIII-positiven Primirtumor (-O-) sind wihrend des
Beobachtungszeitraums von 90 Monaten verstorben. B: 3 von 29 Patientinnen mit VFEF7-
negativen Primédrtumor (-&-) bzw. 23 von 64 Patientinnen mit VFF7-positiven Primértumor
(-0-) sind wihrend des Beobachtungszeitraums von 90 Monaten verstorben.
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3.5.5 Zusammenfassung

Die immunhistochemische Analyse von normalem Brustgewebe, benignen Lisionen der
Brust, in situ- und invasiven Karzinomen sowie axilldren Lymphknotenmetastasen hat
ergeben, daB schon in frithen Stadien der Transformation (in hyperplastischem Epithel)
CD44-Varianten exprimiert werden, wihrend in normalem Mammaepithel keine Expression
stattfindet. Bei den invasiven Karzinomen schwankte der Prozentsatz der CD44-
variantenpositiven Fille zwischen 26 und 100%, je nach der Spezifitit der verwendeten
Antikorper, was darauf schlieBen 148t, daB unterschiedliche CD44-Varianten in den Tumoren
exprimiert werden. Die Reaktivitit der verwendeten exonspezifischen Anti-CD44-Antikorper
war dabei #uBerst heterogen. Im Gegensatz dazu zeigten alle untersuchten
Lymphknotenmetastasen eine wesentlich homogenere Expression bestimmter CD44-
Varianten. Ein Vergleich der CD44-Variantenexpression in den invasiven Primértumoren mit
dem Gesamtiiberleben der Patientinnen hat ergeben, daB die Expression bestimmter CD44-
Varianten mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen invers korreliert. Damit
konnten CD44-Varianten eine molekulare Determinante fiir das Metastasierungspotential
dieser Tumoren darstellen.
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3.6 Expression von CD44-Varianten in Nicht-Adenokarzinomen

Die in den vorigen Kapiteln beschriebenen Tumoren gehéren alle zur groBen Gruppe der
Adenokarzinome und zeichnen sich durch ein mehr oder weniger hohes
Metastasierungspotential aus. Daneben gibt es aber auch nicht-epitheliale Tumoren (z.B.
Melanome, Lymphome), die ein hohes Metastasierungspotential besitzen, wihrend
andererseits bestimmte epitheliale Tumoren (z.B. Basalzellkarzinome der Haut) nicht
metastasieren. Um zu untersuchen, ob die Expression von CD44-Varianten auf
metastasierende bzw. epitheliale Tumoren beschrinkt ist, wurden verschiedene andere
Tumortypen immunhistochemisch mit den CD44-variantenspezifischen Antikorpern
untersucht.

3.6.1 Nicht-metastasierende Basalzellkarzinome der Hauf exprimieren andere
CD44-Varianten als stark-metastasierende maligne Melanome

Im Zeitalter einer zunehmenden Strahlenbelastung der Haut durch verinderte
Umweltbedingungen spielen Hauttumoren eine immer groBer werdende Rolle in der
klinischen Onkologie. Aus den verschiedenen Zelltypen der Haut konnen verschiedene Arien
von Tumoren entstehen, die sich in ihrem biologischen Verhalten unterscheiden. Drei dieser
Tumortypen wurden immunhistochemisch auf die Expression von CD44-Varianten
untersucht. Das Basalzellkarzinom (Synonym: Basaliom) ist ein lokal destruierend
wachsender Tumor der Haut, der histologisch aus basaloiden Zellen besteht und aus Zellen
des follikulidren Epithels entsteht. Eine Metastasierung findet extrem selten statt.
Plattenepithelkarzinome (Carcinoma spinocellulare) entstehen aus dem interfollikuldren
Epithel der Haut und kénnen, im Gegensatz zu den Basaliomen, Metastasen bilden, wenn
auch mit sehr geringer Frequenz. Sowohl Basaliome als auch Plattenepithelkarzinome der
Haut zeigten eine fast 100%ige Reaktion mit allen verwendeten variantenspezifischen Anti-
CD44-Antikorpern (Tabelle 11). Sie zeigen damit ein dhnliches CD44-Expressionsmuster
wie normale Haut (siehe Kapitel 3.1.3 und 3.1.5).

Deutlich anders war die Reaktion von malignen Melanomen und Metastasen dieser Tumoren
mit den variantenspezifischen Anti-CD44-Antik6rpern. Melanome entstehen aus
Melanozyten, also Zellen ekto-neurodermalen Ursprungs, und besitzen schon in frithen
Stadien der Tumorentwicklung ein sehr hohes Metastasierungspotential. Wie aus Tabelle 11
zu ersehen ist, konnte in den Melanomen und zugehorigen Metastasen nur eine Expression
der varianten Exons v7 und v9/v10 nachgewiesen werden, wihrend eine Firbung mit den




92 ERGEBNISSE

Exon v5- und v6-spezifischen mAks nicht festzustellen war. Die Intensitdt der
Antikorperreaktion und der Prozentsatz der reagierenden Tumorzellen war deutlich geringer
als in den untersuchten Karzinomen der Haut (nicht gezeigt).

Tabelle 11
Expression von CD44-Varianten in Hauttumoren

Antikorperspezifitit
oaCD44v | VFF8 VFF7 VFF17 VFF16
Tumortyp (v3-v10) (v5) (v6) (v7) (v9/v10)
Basaliome 9/102 10/10 11/11 11/11 11/11
Plattenepithelkarzinome 8/8 8/8 8/8 6/6 8/8
Maligne Melanome PT 2/6 0/6 0/6 4/5 4/5
Maligne Melanome Met. 0/8 0/8 0/8 5/8 8/8

a Anzahl positiver Tumoren/Anzahl getesteter Tumoren; PT: Primédrtumor; Met: Metastase

3.6.2 Die Expression des varianten CD44-Exons v6 korreliert mit der
Aggressivitit von Nicht-Hodgkin-Lymphomen

Bereits frithere Untersuchungen konnten zeigen, da die Expression von CD44-Molekiilen
in Nicht-Hodgkin-Lymphomen mit der Tumordissemination und dem aggressiven Verhalten
der Tumoren korreliert (Horst et al., 1990; Pals et al., 1989a; Jalkanen et al., 1990). Zum
damaligen Zeitpunkt konnte aber nicht unterschieden werden, ob auf den Tumorzellen
variante Formen von CD44 oder nur die Standardform exprimiert wird, da die in den
damaligen Studien verwendeten Antikorper ein Epitop im Standardanteil des CD44-Molekiils
erkannt haben. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Typen von Nicht-Hodgkin-
Lymphomen mit den variantenspezifischen Anti-CD44-Antikérpern immunhistochemisch
analysiert. Zur Klassifizierung der Tumoren wurde dabei die Arbeitsformulierung des
National Cancer Institute (1982) verwendet. Es zeigte sich, da in keinem der
niedriggradigen Lymphome eine Expression von CD44-Varianten nachweisbar war,
withrend in mittel- und hochgradigen Tumoren ausschlieBlich eine Reaktion mit dem mAk
VFF7 (Exon v6) zu sehen war (Tabelle 12). Dabei waren je ca. 40% der diffus groBzelligen,
immunoblastischen und anaplastischen Lymphome positiv fiir diesen Antikorper. Alle
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anderen verwendeten mAks (VFF11, VFF6, VFF9) zeigten keine Reaktion mit den

Tumoren.

Tabelle 12

Expression von CD44-Varianten in Nicht-Hodgkin-Lymphomen

Antikorperspezifitit

oaCD44v | VFF11 VFF6 VFF7 VFF9
Tumortyp (v3-v10) (v3) (v5) (v6) 7)
niedriggradig
diffus kleinzellig 0/72 077 077 0/7 077
follikuldr 077 077 0/7 0/7 0/7
mittel- und hochgradig
diffus groBzellig 7/14 0/14 0/14 6/14 0/14
immunoblastisch 3/5 0/5 0/5 2/5 0/5
anaplastisch 4/5 0/5 0/5 2/5 0/5

4 Anzahl positiver Tumoren/ Anzahl getesteter Tumoren

3.6.3 Zusammenfassung

Die Untersuchungen an Tumoren nicht-epithelialen Ursprungs haben gezeigt, da8 die

Expression von CD44-Varianten nicht nur auf Karzinome beschrinkt ist. Dabei war im Falle
der Nicht-Hodgkin-Lymphome der Prozentsatz der CD44-variantenpositiven Tumoren
deutlich geringer als bei allen bis jetzt untersuchten Karzinomen. In malignen Melanomen,

einem ebenfalls nicht-epithelialen, hochgradig metastasierenden Tumor, konnte keine

Expression des varianten CD44-Exons v6 nachgewiesen werden, wihrend nicht-

metastasierende Basaliome und Plattenepithelkarzinome der Haut dhnliche CD44-Varianten

exprimieren wie menschliche Hautkeratinozyten.
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4 Diskussion

Bei den urspriinglich mit CD44 beschriebenen Molekiilen handelt es sich um eine Familie
verschiedener Proteine, die sich sowohl in Art und AusmaB der posttranslationellen
Modifikationen als auch in ihrer Aminosaureprimérsequenz unterscheiden. Ursache fiir die
verschiedenen Proteinisoformen ist differentielles SpleiBen der Vorldufer-Boten-RNA. Die
am hiufigsten exprimierte Form von CD44 ist die sogenannte Standardform oder
hématopoetische Form von CD44. Sie entsteht durch das HerausspleiBen von 10 Exons des
CD44-Gens, die fiir einen Anteil im extrazellulidren Bereich des Proteins codieren und als
variante Exons bezeichnet werden. Fiir diese Standardform von CD44 wurden eine Reihe
verschiedener Funktionen beschrieben. Dabei handelt es sich in der Mehrzahl um
physiologische Prozesse, bei denen Zell-Zell oder Zell-Matrix Interaktionen eine wichtige
Rolle spielen. Solche Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen haben jedoch auch bei der
Tumormetastasierung eine groe Bedeutung. Daher war es naheliegend zu vermuten, da

bestimmte Formen von CD44 eine Rolle in dem letztgenannten ProzeB spielen konnten.

1991 konnte erstmals gezeigt werden, dafl variante Formen des CD44-Molekiils sowohl
notwendig als auch ausreichend sind, um einer nicht-metastasierenden Rattenpankreas-
Adenokarzinomzellinie metastatische Eigenschaften zu verleihen. Damit wurde erstmals ein
kausaler Zusammenhang zwischen der Expression von CD44-Varianten in Tumorzellen und
dem metastatischen Potential dieser Zellen hergestellt. Interessanterweise enthalten alle bis
dato untersuchten Varianten von CD44, die metastatisches Potential auf nicht-
metastasierende Tumorzellen iibertragen konnen, das variante Exon v6 (Giinthert et al.,
1991; Rudy et al., 1993; Dr. J. Sleeman, personliche Mitteilung). In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob CD44-Varianten, insbesondere solche, die das variante Exon v6 beinhalten,
auch in humanen Tumoren in situ exprimiert werden und ob aus dieser Expression ein
Zusammenhang mit dem Metastasierungspotential der Tumoren hergestellt werden kann.

Zum Nachweis varianter CD44-Proteine in humanem klinischen Tumormaterial wurden
sowohl polyklonale Seren als auch monoklonale Antikérper hergestellt. Die durchgefiihrten
Western- und FACS-Analysen haben gezeigt, da diese Antikorper spezifisch mit eukaryont
exprimierten CD44-Molekiilen reagieren, die die varianten Exons v3 bis v10 enthalten. Eine
Kreuzreaktion mit der Standardform des CD44-Molekiils wurde nicht beobachtet. Diese
Antikorper stellen damit nach meinem Wissen die ersten verfiigbaren Antikorper dar, die
spezifisch mit den varianten Bereichen des humanen CD44-Molekiils reagieren.
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Eine Untersuchung der CD44-Variantenexpression in der Keratinozytenzellinie HaCat hat
gezeigt, daB sie auf ihrer Oberfliche die varianten Exons v3 oder v4, v5 bis v7 und v9 oder
v10 exprimiert. Da mittels reverser Transkription-PCR Analyse das Vorhandensein eines
dominanten Transkripts mit diesen Exons nachgewiesen werden konnte (Hofmann et al.,
1991) liegt es nahe, daB es sich bei dem mit den variantenspezifischen Antikorpern
nachgewiesenen CD44-Molekiil um eine Variante mit den Exons v3 bis v10 handelt. Die
Tatsache, daB} in einer Western-Analyse mit dem polyklonalen Serum Anti-CD44v3-v10 vier
Proteine mit unterschiedlichem Molekulargewicht nachgewiesen werden konnten ist ein
Hinweis darauf, daB das CD44-Protein in verschiedenen Modifikationen in dieser Zellinie
vorliegt. Fiir eine CD44-Variante, die die varianten Exons v8 bis v10 enthilt und in
humanen neonatalen Vorhautkeratinozyten exprimiert wird, wurden solche Modifikationen
nachgewiesen (Brown et al., 1991). Es konnte jedoch auch sein, daf in den HaCat-Zellen
unterschiedliche variante CD44-Proteine mit unterschiedlichen Aminosdureprimérsequenzen
synthetisiert werden. Dafiir spricht, daB man in diesen Zellen und in priméren Keratinozyten
nach reverser Transkription-PCR Amplifikation auch kiirzere Amplifikationsprodukte
nachweisen kann, die nicht alle varianten Exons v3 bis v10 enthalten (Goldstein und
Butcher, 1990; Brown et al., 1991; Hofmann et al., 1991 und eigene Beobachtungen).

Die immunhistochemische Analyse von Hautdiinnschnitten mit den variantenspezifischen
Antikérpern hat ergeben, daf in allen Schichten der Haut CD44-Varianten exprimiert
werden. Durch das Reaktionsmuster mit den verschiedenen affinititsgereinigten Seren und
mAks wurde ersichtlich, dal CD44-Varianten mit den Exons v3 oder v4, v5 bis v7 und v9
oder v10 exprimiert werden. Es konnte sich dabei um die gleiche Variante von CD44
handeln, die auch in immortalisierten Keratinozyten (HaCat) exprimiert wird und die
varianten Exons v3 bis v10 enthilt. Ein cDNA-Klon, der fiir eine solche CD44-Variante
codiert, wurde erst kiirzlich aus einer cDNA-Bibliothek normaler humaner Keratinozyten
isoliert (Kugelman et al., 1992). AuBerdem konnte ich zeigen, daB aus primiren
Hautkeratinozyten angelegte Zellkulturen eine CD44-RNA-Spezies exprimieren, die die
gleiche Linge wie die Maximalvariante in HaCat- und HPKII-Zellen besitzt (Daten nicht
gezeigt). Sie stellt die groBte CD44-Spleifivariante dar, die bis jetzt aus humanen Zellen
isoliert werden konnte. Moglicherweise werden CD44-SpleiBvarianten, die zusitzlich die
Exons vl und v2 enthalten, in menschlichen Geweben nicht exprimiert. Dafiir spricht ein
vor kurzem von G. Screaton verdffentlichter Bericht, wonach im humanen Exon vl ein
Stopcodon vorhanden ist (Screaton et al., 1993).

Die oben diskutierten Ergebnisse zeigen, dal immortalisierte Keratinozytenzellinien und
primire Hautkeratinozyten die gleichen CD44-Varianten exprimieren. Es handelt sich dabei
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sehr wahrscheinlich um die "humane Maximalvariante" von CD44 mit den varianten Exons
v3 bis v10. Aufgrund der Expression der varianten Exons v3 bis v10 in priméren
Hautkeratinozyten wurden Gefrierdiinnschnitte normaler menschlicher Haut als
Kontrollgewebe fiir die Antikdrperreaktion in der Immunhistochemie verwendet.

4.1 Die Expression von CD44-Varianten in Normalgeweben ist auf
wenige Gewebetypen beschrinkt

Vor der Isolierung der variantenspezifischen Anti-CD44-Antikorper konnte der Nachweis

der Expression von humanen CD44-Varianten nur auf RNA-Ebene durchgefiihrt werden.

Dabei wurden sowohl Zellinien als auch menschliche Normal- und Tumorgewebe auf ihre

CD44-Expression untersucht (Stamenkovic et al., 1991; Brown et al., 1991; Dougherty et
al., 1991; Hofmann et al., 1991; Cooper et al., 1992; Jackson et al., 1992; Matsumura und
Tarin, 1992; Tanabe et al., 1993). Im Vergleich zur nahezu ubiquitiren Expression der
Standardform von CD44 konnte nur eine sehr eingeschridnkte Expression von CD44-

Varianten in Normalgeweben beobachtet werden. Eine deutliche Expression varianter CD44-

Transkripte konnte in mononukleidren Zellen des peripheren Blutes nachgewiesen werden
(nach Hybridisierung mit Sonden homolog zu den Exons v8 bis v10 bzw. v10; Dougherty et
al., 1991), eine schwache Expression wurde in normalem Brust- und Kolongewebe

gefunden (nach Hybridisierung mit Sonden homolog zu den Exons v5 und v6; Matsumura
und Tarin, 1992; Tanabe et al, 1993).

Meine Untersuchungen an verschiedensten menschlichen Normalgeweben haben gezeigt,
daf} die Expression varianter CD44-Proteine im wesentlichen auf Gewebe epithelialen
Ursprungs beschrinkt ist (siche Tabelle 3). Anhand der unterschiedlichen Reaktivitit mit den
exonspezifischen polyklonalen Seren kann gesagt werden, daB verschiedene epitheliale
Gewebe unterschiedliche CD44-Varianten exprimieren. Es ist allerdings nicht
auszuschlieen, dafl eine negative Reaktion der Antikorper auf eine Maskierung dieser
Epitope zuriickzufiihren ist, z.B. durch gewebespezifische Modifikationen der CD44-
Molekiile.

Im Vergleich zu der homogenen Expression in epithelialen Geweben konnte in
hédmatolymphoiden Geweben nur eine Expression von CD44-Varianten auf einzelnen Zellen
nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um Lymphozyten bzw. Monozyten und
Makrophagen. Bei den CD44-variantenpositiven Lymphozyten konnte es sich um aktivierte
T- oder B-Zellen handeln, die in transienter Weise CD44-Varianten exprimieren, Diese
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Vermutung wird dadurch unterstiitzt, daf3 ich zusammen mit der Arbeitsgruppe von S. Pals
zeigen konnte, daBl humane T-Lymphozyten nach antigener Stimulation mit dem
Phorbolester PMA oder mit Interleukin-2 und einem Anti-CD3-mAk transient eine CD44-
Variante exprimieren, die das variante Exon v6 enthilt (Koopman et al, 1993). Ahnliche
Ergebnisse wurden auch in Ratten-B- und T-Lymphozyten nach antigener in vivo-
Stimulation gefunden (Arch et al., 1992),

Die Untersuchungen an menschlichen Normalgeweben haben gezeigt, dal die Expression
varianter CD44-Molekiile auf wenige Gewebe, vor allem epithelialen Ursprungs, beschrinkt
ist. Dies impliziert, dafl CD44-Varianten eine Funktion in physiologischen Prozessen
besitzen. Uber solche Funktionen kann bis jetzt nur spekuliert werden. Das Vorhandensein
zusitzlicher varianter Exons in den CD44-Molekiilen konnte ihre Affinitit zu bestimmten
Liganden im Vergleich zur Affinitdt der Standardform von CD44 verindern. Einen Hinweis
darauf lieferten in vitro-Experimente, bei denen das Vorhandensein der varianten Exons v8
bis v10 die Bindung an Hyaluronsiiure, einen Liganden fiir die Standardform von CD44
(Aruffo et al., 1990), im Vergleich zur Bindung der Standardform von CD44 verringert hat.
Gleichzeitig wurde die Adhiision von Lymphozyten, die diese CD44-Variante exprimieren,
an kultivierte Endothelzellen (HEVs) verringert (Stamenkovic et al., 1991). Die Bindung
von CD44 an andere Liganden in der extrazelluldren Matrix wie Kollagen (Carter und
Wayner, 1988) und Fibronektin (Jalkanen und Jalkanen, 1992) konnte durch zusétzliche
variante CD44-Exons ebenfalls beeinfluflt werden. Alternativ dazu konnte das Einfithren
neuer Sequenzen in den extrazelluliren Anteil des Standard-CD44-Molekiils vollig neue
Bindeeigenschaften vermitteln. Auf diese Weise konnten variante CD44-Formen zum

gewebespezifischen "Homing" bestimmter Zelltypen beitragen.

4.2 Tumorzellen exprimieren CDd44-Varianten

Mit der Untersuchung von klinischem Tumormaterial sollte die Frage beantwortet werden,
ob in menschlichen Tumoren die Expression von CD44-Varianten mit dem
Metastasierungspotential der Tumoren korreliert. Um einen moglichst repridsentativen
Querschnitt von Tumoren zu erfassen, wurden neben verschiedenen Typen von
Adenokarzinomen, die ca. 90% aller Tumoren ausmachen, auch Nicht-Adenokarzinome
immunhistochemisch auf die Expression varianter CD44-Molekiile untersucht. Bei den
Nicht-Adenokarzinomen handelte es sich um Tumoren epithelialen Ursprungs (Basaliome,
Plattenepithelkarzinome der Haut), neuro-ektodermalen Ursprungs (Melanome) und

mesenchymalen Ursprungs (Nicht-Hodgkin-Lymphome).
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Interessanterweise zeigten dabei Basaliome und Plattenepithelkarzinome der Haut, also
beides nicht oder extrem selten metastasierende Tumoren, eine Expression von CD44-
Varianten in 100% der untersuchten Fille. Immunhistochemische Analysen und reverse
Transkriptions-PCR Analysen (Daten nicht gezeigt) haben ergeben, daf3 Basaliome dhnliche
CD44-Varianten exprimieren wie primédre Hautkeratinozyten. Somit gibt es Tumoren, die
CD44-Varianten exprimieren, aber offensichtlich nicht metastasieren. Dafiir sind mehrere
Griinde denkbar. Zum einen konnte es bedeuten, daBl generell in humanen Tumoren, im
Gegensatz zum Rattensystem, CD44-Varianten keine Rolle im Metastasierungsprozef3
spielen. Dagegen sprechen die spiter diskutierten Ergebnisse. Wahrscheinlicher ist es, daf3
in diesen nicht-metastasierenden Tumoren den Tumorzellen noch eine Reihe anderer
Eigenschaften fehlen, um metastasieren zu konnen. Diese Annahme stiinde in
Ubereinstimmung mit dem Modell der multifaktoriellen Metastasierung (van Roy und
Mareel, 1992). Es konnte jedoch auch sein, daBl in den Basaliomen und
Plattenepithelkarzinomen andere CD44-Varianten, die per se nicht im Stande sind, .
Metastasierungsfihigkeit zu vermitteln (z.B. "Keratinozytentyp" v3-v10 versus Meta-1 (v4-

v7) oder Meta-2 (v6-v7)), exprimiert werden als in den metastasierenden Tumoren.

Im Gegensatz zu den meisten anderen untersuchten Tumortypen war in den stark
metastasierenden malignen Melanomen keine Expression von CD44-Varianten, die das
variante Exon v6 enthalten, nachweisbar. Eine Ursache dafiir konnte die Maskierung der
entsprechenden Antikorper-Epitope in diesen Tumoren sein. Dagegen sprechen meine
prélimindren RNA-Untersuchungen an diesen Tumoren, nach denen das Exon v6 auch auf
RNA-Ebene nicht oder nur sehr schwach exprimiert wird. Nimmt man also an, daf}
bestimmte variante Formen von CD44, die das Exon v6 enthalten, im kausalen
Zusammenhang mit dem Metastasierungspotential bestimmter Tumortypen stehen, so muf3
man aus diesen Ergebnissen folgern, dafl es auch andere Wege der Metastasierung gibt, die
unabhéngig von solchen CD44-Varianten ablaufen (siche auch Adenokarzinome des Magens

vom diffusen Typ).

In Nicht-Hodgkin-Lymphomen korreliert die Expression von CD44-Varianten, die das Exon
v6 exprimieren, in signifikanter Weise mit der Aggressivitit dieser Tumoren. Im Gegensatz
zu den untersuchten Karzinomen konnte in den Lymphomen nur die Expression des Exons
v6 nachgewiesen werden, andere exonspezifische Antikorper reagierten nicht. Damit
scheinen diese Tumoren die selben CD44-Varianten wie aktivierte Lymphozyten zu
exprimieren (Arch et al., 1992; Koopman et al.,, 1993). Da die Lymphome #hnliche
infiltrative und migratorische Eigenschaften wie die aktivierten Lymphozyten aufzeigen,
konnte es sein, daB die Expression der CD44-v6 Varianten auf den Tumorzellen
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verantwortlich fiir deren aggressiveres Verhalten gegeniiber den nicht exprimierenden Zellen
ist.

In Adenokarzinomen konnte generell eine Expression von CD44-Varianten in 90% bis 100%
der untersuchten Tumorproben nachgewiesen werden (mit dem polyklonalen Serum Anti-
CD44v3-v10). Die Verwendung der exonspezifischen mAks hat jedoch ergeben, daB es
betrichtliche Unterschiede beziiglich der CD44-Variantenexpression zwischen verschiedenen
Tumortypen einerseits und individuellen Tumorproben des selben Tumortyps andererseits
gibt. Die Normalgewebe, aus denen diese Tumoren hervorgehen, zeigten in allen
untersuchten Fillen eine deutlich andere CD44-Variantenexpression als die jeweiligen
Tumoren.

Normale Magenschleimhaut gehort zu den wenigen Normalgeweben, die eine Expression
von CD44-Varianten zeigen. Es wurden zwei unterschiedliche Expressionsmuster
beobachtet. Definierte Bereiche normaler Magenschleimhaut (foveolire Proliferationszone
und mukoides Oberflichenepithel) exprimieren CD44-Varianten, die das Exon v5 enthalten,
withrend in intestinalen Metaplasien CD44-Varianten mit den Exons v5 und v6 exprimiert
werden. Interessanterweise unterscheiden sich auch die beiden untersuchten
Magenkarzinomtypen in ihrer Expression von CD44-Varianten. In Karzinomen des diffusen
Typs wurde iiberwiegend eine Expression von CD44-Varianten mit dem Exon v5
festgestellt, wihrend in Karzinomen des intestinalen Typs eine Expression der Exons v5 und
v6 nachweisbar war. Dies ist ein Hinweis darauf, dal die beiden Typen der

Magenkarzinome aus unterschiedlichen Vorlduferzellen entstehen (P. Correa, 1992).

Die immunhistochemischen Analysen vermitteln den Eindruck, daB die Tumoren das CD44-
Expressionsmuster aufrecht erhalten, das bereits in normaler Magenschleimhaut anzutreffen
ist und daB die Expression der CD44-Varianten in keinster Weise mit der Tumorprogression
bzw. dem Metastasierungspotential der Tumoren in Zusammenhang steht. Die reversen
Transkriptions-PCR Analysen haben jedoch gezeigt, da sich die Expression von CD44-
Varianten in den Karzinomen auf RNA-Ebene dramatisch von der Expression im
Normalgewebe unterscheidet. Im Vergleich zur sehr uniformen Expression im
Normalgewebe (ein bis zwei Transkripte, die die Exons v5 und/ oder v6 enthalten) werden
in den Tumoren eine Vielzahl verschiedener Transkripte synthetisiert. Ursache dafiir ist eine
Stoérung im SpleiBmechanismus der Tumorzellen (Hofmann et al., 1993). Somit findet in
den transformierten Tumorzellen eine deutlich andere CD44-Expression statt als in den nicht-
transformierten Vorlduferzellen. Ob diese Storung im SpleiBmechanismus kausal mit der
Transformation der Tumorzellen in Verbindung steht kann zur Zeit nicht gesagt werden.
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Bei der Anwendung der reversen Transkription-PCR Analyse kann man nie ausschlieBen,
daB die erhaltenen Signale auch von Nicht-Tumorzellen stammen. So findet man in
Tumorgewebe neben dem Tumorstroma auch infiltrierende Lymphozyten und Makrophagen.
In vitro- und in vivo-Experimente haben gezeigt, daB B- und T-Zellen nach antigener
Stimulation transient CD44-Varianten exprimieren (Arch et al., 1992; Koopman et al.,
1993). Aus den Daten, die mit den Magenkarzinomzellinien erhalten wurden, kann man
jedoch folgern, daBl das komplexe SpleiBmuster, das in den Tumorzellen nachgewiesen
werden konnte, nicht nur das Ergebnis einer Kontamination mit anderen Zellen sein kann.
Die Zellinien produzieren eine Reihe verschiedener CD44-Varianten dhnlicher Groe wie die
Tumoren und nur wenig Standard-CD44. Das a8t darauf schlieBen, dal die Mehrheit der
nachgewiesenen Standard-CD44-Transkripte in den Tumorproben von Nicht-Tumorzellen
stammt, wihrend die CD44-Varianten von den Tumorzellen exprimiert werden.

Lymphknotenmetastasen von Magenkarzinomen exprimieren in allen Fillen CD44-.
Varianten. Vergleicht man diese Expression mit der Expression in den korrespondierenden
Primédrtumoren, so stellt man eine Diskrepanz zwischen Exon v5- und Exon v6-enthaltenden
Transkripten fest. Bei Verwendung der Exon v6-spezifischen Sonde in der Southern-
Analyse (nach reverser Transkription-PCR Amplifikation) zeigten die Paare von
Primértumor und Metastase des intestinalen Typs ein dhnliches Muster an CD44-Varianten,
wihrend keine offensichtliche Korrelation zwischen den Exon v5-enthaltenden Transkripten
in diesen Primdrtumoren und Metastasen festgestellt werden konnte. Daraus kann man
folgern, daf3 es in den Primértumoren und Lymphknotenmetastasen Populationen von Zellen
gibt, die sich im Hinblick auf ihre v6-Expression dhneln, was ein Indiz fiir eine mogliche
Rolle dieses Exons im metastatischen Proze8 sein konnte.

Es ist bemerkenswert, dal die meisten untersuchten Tumoren des diffusen Typs nicht das
Exon v6 exprimieren. Dies wurde sowohl auf Proteinebene als auch auf RNA-Ebene
beobachtet. Derselbe Befund trifft iiberraschenderweise auch fiir die
Lymphknotenmetastasen dieser Tumoren zu. Falls Spleilvarianten, die das Exon v6
enthalten, irgendeinen Selektionsvorteil fiir die Tumorzellen bedeuten, so muB es sich im
Fall der diffusen Tumoren um einen anderen Weg der Tumorprogression handeln, bei dem
solche CD44-Varianten keine Rolle spielen.

Sowohl die immunhistochemischen als auch die RNA-Daten indizieren, dal es einen
Unterschied zwischen Magenkarzinomen des intestinalen Typs und des diffusen Typs
beziiglich ihrer CD44-Variantenexpression gibt. Die meisten Siegelringkarzinome des
diffusen Typs exprimieren CD44-SpleiBvarianten, die das Exon v5 enthalten, wihrend
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Karzinome vom intestinalen Typ sowohl Exon v5 als auch Exon v6 exprimieren. Eine
Subpopulation von Zellen der normalen Magenschleimhaut exprimiert ebenfalls nur das
Exon v5. Intestinale Metaplasien, die als Vorlduferstadien in der Karzinogenese von
Magenkarzinomen des intestinalen Typs betrachtet werden (Correa et al., 1990), exprimieren
dagegen CD44-Varianten mit den Exons v5 und v6, in Analogie zu den intestinalen
Tumoren. Diese Unterschiede zwischen Adenokarzinomen des diffusen und intestinalen
Typs erlauben es zum ersten Mal, diese beiden Tumortypen durch molekulare Marker zu
unterscheiden. Dariiberhinaus sind auch potentielle Vorlduferldsionen von Tumoren leicht
von normaler Magenschleimhaut aufgrund ihrer Expression des Exons v6 zu unterscheiden.
Diese Unterschiede unterstiitzen auch die Hypothese, daB Magenkarzinome des diffusen
Typs und des intestinalen Typs aus verschiedenen Vorlduferzellen entstehen und sich entlang
verschiedener "Tumorpfade" entwickeln (P. Correa, 1992).

4.3 Die Expression von Exon v6 korreliert mit der
Tumorprogression

Kolorektale Tumoren eignen sich besonders gut zum Studium der Zwischenschritte der
Karzinogenese, da bei diesem Tumortyp klar abgegrenzte, histopathologisch definierte
Stadien der Tumorentstehung unterschieden werden konnen. Diese unterschiedlichen
Stadien (adenomatdse Polypen (= Adenome) und Karzinome) zeichnen sich durch ein
unterschiedliches Verhalten in Bezug auf ihr Metastasierungspotential aus. Wihrend
Adenome nicht metastasieren und als benigne Tumoren betrachtet werden, zeigen Karzinome
je nach Tumorstadium (Dukes A bis D) ein unterschiedlich groes Metastasierungspotential.

Durch umfangreiche Untersuchungen an menschlichem Tumormaterial konnte gezeigt
werden, daB im Verlauf der kolorektalen Tumorentstehung eine Vielzahl genetischer
Verinderungen auftreten (zur Ubersicht siehe Fearon und Vogelstein, 1990 und Abb. 24).
Ein Teil dieser genetischen Veriinderungen ist schon in frithen Stadien der Tumorgenese
nachzuweisen, wihrend andere hdufiger in spéteren Stadien auftreten. So findet man in 50%
aller kolorektalen Karzinome und in einem #hnlichen Prozentsatz spiter Adenome
(Durchmesser > 1cm) eine Mutation im ras-Gen, wiihrend solche Mutationen nur in 10% der
frithen Adenome (Durchmesser < 1cm) nachweisbar sind (Bos et al., 1987; Forrester et al.,
1987; Vogelstein et al., 1988). Somit sind Mutationen im ras-Gen relativ friihe Ereignisse im
Prozel} der kolorektalen Tumorentstehung. Neben diesen Mutationen findet man in
kolorektalen Tumoren hdufig den Verlust von chromosomalen Regionen, wobei
iiberdurchschnittlich oft die Region 17p (mehr als 75% aller Karzinome) und 18q (mehr als
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70% aller Karzinome) betroffen ist (Vogelstein et al., 1988; Delattre et al., 1989). Die Gene,
die durch diese Deletionen verloren gehen, sind die Tumorsuppressorgene p53 (17p; Baker
et al., 1989) und DCC (18q; Fearon et al., 1990). Im Gegensatz zu den ras-Mutationen
wurde ein Verlust der Region 17p in verstirktem MaBe in spiteren Tumorstadien
nachgewiesen, was darauf schlieBen 14Bt, daBl es sich um ein relativ spites Ereignis im
ProzeB der kolorektalen Tumorgenese handelt (siche Abb. 24). Die in diesem Modell
dargestellte zeitliche Abfolge des Erwerbs der genetischen Veridnderungen sollte jedoch nicht
als unbedingte Voraussetzung fiir die Tumorprogression betrachtet werden. So findet man
z.B. den Verlust der chromosomalen Region 17p auch schon in einem geringen Prozentsatz
der frilhen Adenome. In einem anderen Fall, bei dem von einem Patienten ein Adenom mit
einer Karzinomkomponente untersucht worden war, wurde der Verlust der Region 18q im
Adenom gefunden, wihrend im Karzinomanteil die ras-Mutation nachzuweisen war. Dies
hat zu dem SchluB} gefiihrt, daf3 nicht die zeitliche Reihenfolge des Erwerbs der genetischen
Verinderungen, sondern vielmehr ihre Akkumulation fiir die Progression dieser Tumoren
verantwortlich ist. Dies wird dadurch bestitigt, daB in mehr als 90% der Karzinome eine
Verinderung von zwei oder mehr genetischen Markern nachzuweisen ist (Mutation im ras-
Gen und Deletionen der chromosomalen Regionen 5q, 17p und 18q), wihrend nur 7% der
frilhen Adenome eine Verédnderung in mehr als einem dieser Marker aufzeigen (Fearon und
Vogelstein, 1990).

5q 12p 17p
Mutation oder Verlust Mutation Verlust DS
FAP K-ras p53 °
18q
H rlr?fjﬂ? lierun Verlust
Ypo y g DCC
Normales Hyperprolif. Friihe Spiite .
Epithel ) Epithel _'W Adenome Adenome Karzinome |—t Metastasen
Uberexpression Expression
CD44-Varianten CD44-v6

Abb. 24 Stadienmodell der kolorektalen Karzinogenese (modifiziert nach
Fearon und Vogelstein)

Die mogliche Beteiligung von varianten CD44-Proteinen am ProzeB der kolorektalen
Tumorentstehung ist eingezeichnet. FAP: Familial adenomateous polyposis; DCC: Deleted in
colorectal carcinoma.
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Versucht man nun, die von mir gefundenen Ergebnisse beziiglich der Expression von CD44-
Varianten im Verlauf der kolorektalen Karzinogenese in das von Fearon und Vogelstein
vorgeschlagene Stadienmodell einzubinden, so kann man zwei verschiedene Ereignisse
unterscheiden. Zum einen ist dies eine Uber- bzw. Neuexpression von CD44-Varianten, die
die varianten Exons v7 und v9 oder v10 bzw. v5, v7 und v9 oder v10 enthalten, in friihen
Stadien (Adenome) der Karzinogenese. Zum anderen findet man eine prozentuale Zunahme
von Tumoren, die CD44-Varianten mit dem Exon v6 exprimieren, in spiteren Stadien der
Karzinogenese (siche Tabelle 4 und Abb. 24).

Der Erwerb des varianten CD44-Exons v6 kénnte den Zellen einen Selektionsvorteil
verschaffen, da sich solche Varianten in zunehmendem MaBe in den progressiveren Stadien
der Tumorentwicklung (83% der metastasierenden Karzinome (Dukesstadium C und D) und
alle untersuchten Metastasen) nachweisen lassen. Solch ein Selektionsvorteil konnte durch
veridnderte adhdsive Eigenschaften der Tumorzellen, bedingt durch diese CD44-Varianten,
verursacht werden und zu einer Expansion der v6-positiven Zellen fiihren, die dann
metastasieren. Dies wiirde bedeuten, da3 auch in einem humanen Tumor, in Analogie zum
Rattensystem, CD44-Varianten kausal am Metastasierungsgeschehen beteiligt sind. Damit
konnte der Nachweis solcher CD44-Varianten in Tumoren, bei denen im Patienten noch
keine Metastasen nachgewiesen werden konnten (Dukesstadium A und B), einen Hinweis
auf das Metastasierungspotential dieser Tumoren liefern und mogliche Therapieschemata
beeinfluflen.

Der Grund fiir das Auftreten neuer CD44-Spleilvarianten in den Karzinomen ist eine
Storung im SpleiBkontrollmechanismus der Tumorzellen (Hofmann et al., 1993). Ursache
fiir diese Storung konnte die Expression eines mutierten ras-Genproduktes in den Tumoren
sein. Diese Annahme wird durch die Tatsache bestirkt, daB in einem groBen Prozentsatz
kolorektaler Tumoren Mutationen im ras-Gen gefunden wurden (Bos et al., 1987; Forrester
et al., 1987). AuBerdem konnte in vitro gezeigt werden, daB die Uberexpression von c-Ha-
ras in klonierten embryonalen Rattenfibroblasten zu einer erhohten CD44-Promotoraktivitit
und dem transienten Anstieg der Expression von CD44-Varianten im Verhéltnis zur Gesamt-
CD44-Expression fiihrt (Hofmann et al.,, 1993). In diesem Zusammenhang ist es
interessant, da Mutationen im ras-Gen zu frithen Zeitpunkten im Verlauf der kolorektalen
Karzinogenese auftreten, wihrend eine Expression von CD44-Varianten, die das Exon v6
enthalten, erst in spéteren Stadien nachzuweisen ist (siche Abb. 24). Im Moment liegen
keine experimentellen Daten dariiber vor, in welchem Prozentsatz der CD44-v6-

exprimierenden Kolontumoren gleichzeitig eine Mutation im ras-Gen nachzuweisen ist, es ist
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jedoch plausibel anzunehmen, daB8 die ras-Mutationen eine erhdhte CD44-
Variantenexpression in einem Teil der Tumoren zur Folge haben.

Die prozentuale Zunahme von CD44-v6 positiven Tumoren im Verlauf der kolorektalen
Tumorprogression ist ein starker Hinweis darauf, daB CD44-Varianten auch in humanen
Tumoren kausal am Metastasierungsgeschehen beteiligt sind. Einen indirekten Nachweis fiir
eine solche Kausalitiit konnen Uberlebensanalysen der Tumorpatienten liefern. Fiir die hier
untersuchten kolorektalen Tumoren waren solche Daten nicht verfiigbar. Im Fall der
Mammakarzinome konnte jedoch gezeigt werden, dal die Expression bestimmter CD44-
Varianten mit dem Metastasierungspotential der Primédrtumoren korreliert.

4.4 Die Expression bestimmter CD44-Varianten korreliert mit
dem Metastasierungspotential von Mammakarzinomen

Verglichen mit anderen Malignomen ist das Mammakarzinom durch eine besonders grof3e
Tumorheterogenitiit charakterisiert (M. Kaufmann, 1991). Diese Tatsache erschwert die
Prognose fiir die betreffenden Patientinnen. Um das individuelle Risiko einer
Brustkrebspatientin besser abschitzen und eine Therapie entsprechend gestalten zu konnen,
werden eine Reihe verschiedenster prognostischer Faktoren verwendet. Als wichtigster wird
immer noch der axillidre Lymphknotenstatus der Patientin angesehen (Clark et al., 1983). Es
gibt jedoch eine Reihe von Patienten, deren Krankheitsverlauf durch die "klassischen"
Prognoseparameter nicht befriedigend vorhergesagt werden kann. Um so wichtiger wire es,
einen biologischen Marker auf den priméren Tumorzellen zu identifizieren, mit dem das
Metastasierungspotential dieser Tumoren bestimmt werden konnte. Meine Arbeiten an
Mammakarzinomen haben gezeigt, daf} bestimmte CD44-Varianten solche Marker darstellen.

Die immunhistochemische Analyse von primidren Mammakarzinomen hat ergeben, dall 90%
dieser Tumoren CD44-Varianten exprimieren (nachgewiesen durch das polyklonale Serum
Anti-CD44v3-v10). Im Gegensatz dazu konnte im normalen luminalen Epithel, dem
Entstehungsgewebe dieser Tumoren, nur eine Expression der Standardform von CD44
nachgewiesen werden (Sinn et al., Manuskript eingereicht zur Publikation). Die Analyse der
Tumoren mit den exonspezifischen Anti-CD44-mAks und -Seren hat ergeben, daBl es
signifikante Unterschiede in der Expression der verschiedenen varianten Exons in den
priméren Tumoren gibt (Tabelle 9). Dabei reagierten vor allem die Antikdrper gegen die
varianten Exons v3/v4, v6, v7 und v9/v10 mit einem geringeren Prozentsatz der Tumoren
als die anderen Antikorper. Dies 148t den SchluB zu, daB in unterschiedlichen Tumoren
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verschiedene CD44-Varianten exprimiert werden. Dies wird durch die RNA-Analyse von
klinischem Tumormaterial bestitigt (Daten nicht gezeigt). Da in dem untersuchten Kollektiv
ein reprisentativer Querschnitt aller histologischen Gradierungen enthalten war und der
histologische Tumorgrad in signifikanter Weise mit dem Gesamtiiberleben von
Brustkrebspatientinnen korreliert (Clark et al., 1983), kann man annehmen, daB in dem
untersuchten Patientenkollektiv Primédrtumoren mit unterschiedlichem Metastasierungs-
potential vorhanden waren. Die unterschiedliche Positivitit der einzelnen Antikoérper war
somit ein erster Hinweis darauf, da8 die Expression bestimmter CD44-Varianten mit den
biologischen Eigenschaften der Tumorzellen korrelieren konnte.

Im Gegensatz zu den Primértumoren zeigten die axilldren Lymphknotenmetastasen in nahezu
100% der Fille eine Reaktion mit den verwendeten variantenspezifischen Anti-CD44-
Antikorpern, mit Ausnahme der mAks VFF16 und VFF17. Dies konnte bedeuten, da ein
gewisser Prozentsatz der Tumorzellen des Primértumors, der bestimmte CD44-Varianten
exprimiert, einen Selektionsvorteil beziiglich der Metastasierung besitzt und deshalb
bevorzugt Metastasen bilden kann (siche auch Expression in kolorektalen Tumoren). Somit
konnte die Expression bestimmter CD44-Varianten in den Tumorzellen des Primértumors

AufschluB iiber das Metastasierungspotential dieses Tumors geben.

Um Information iiber das Metastasierungspotential eines Primédrtumors zu erhalten, wird der
Uberlebenszeitraum der Patientin nach der Entfernung des Primirtumors herangezogen. Da
ein Patient in der Regel an den Folgen des Primértumors, also an den Fernmetastasen,
verstirbt, kann der postoperative Uberlebenszeitraum als MaB fiir das Metastasierungs-
potential des Primértumors angesehen werden. Will man nun eine Korrelation einer
bestimmten Eigenschaft des Primiértumors (z.B. Tumorgrad oder Expression eines
bestimmten Antigens) mit dem Metastasierungspotential dieses Tumors bestimmen, so kann
man eine univariate Analyse nach der Methode von Kaplan und Meier (1958) ausfiihren.
Dabei wird das Gesamtiiberleben eines Patientenkollektivs in Bezug auf diese
Tumoreigenschaft statistisch errechnet. Anhand der erhaltenen Uberlebenskurven kann man
dann beurteilen, ob diese Tumoreigenschaft eine prognostische Signifikanz fiir das
Patientenkollektiv besitzt (Peto et al., 1977).

Die univariate Analyse der Uberlebensrate der Brustkrebspatientinnen des von mir
untersuchten Kollektivs hat ergeben, dal die Expression von CD44-Varianten, die die
varianten Exons v3 bis v7 enthalten, in den Primértumoren mit dem Gesamtiiberleben der
Patientinnen invers korreliert. Die erhaltenen P-Werte fiir die Zufilligkeit der
Uberlebenskurven zeigen dabei zum Teil die gleiche Signifikanz wie die P-Werte von
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"klassischen" Prognoseparametern (z.B. p=0,004 fiir den axilléren Lymphknotenstatus und
die Expression einer CD44-Variante, nachgewiesen mit dem Serum Anti-DIII). Somit kann
die Expression bestimmter CD44-Varianten als prognostischer Parameter fiir
Mammakarzinome verwendet werden.

Wie die Experimente in einem Rattensystem zeigen konnten, sind CD44-Varianten, die das
Exon v6 enthalten, maBgeblich am MetastasierungsprozeB beteiligt (Giinthert et al., 1991;
Rudy et al., 1993). Dabei scheint dieses Exon eine funktionelle Rolle bei der Metastasierung
zu spielen, da ein mAk, der ein Epitop in diesem Exon erkennt, das
Metastasierungsverhalten der Tumorzellen entscheidend beeinflussen kann (Seiter et al.,
1993; Herrlich et al., 1993). Auch in primidren Mammakarzinomen werden solche Exon v6-
enthaltenden CD44-Varianten exprimiert (nachgewiesen durch die Antikorper Anti-DIII und
VFF7) und die Expression dieser Varianten korreliert invers mit dem Uberleben der
Patientinnen (p=0,004 bzw. 0,03). Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, da} dieses "
variante CD44-Exon auch in humanen Tumoren mit dem Metastasierungspotential der

Tumorzellen in kausalem Zusammenhang steht.

4.5 Ausblick

Zusammenfassend kann man feststellen, daB variante Formen von CD44 in hohem Mafle in
menschlichen Tumoren exprimiert werden, wihrend ihre Expression auf wenige
Normalgewebe beschrinkt ist. In der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, daBl die
Expression bestimmter CD44-Varianten sowohl mit der Aggressivitiit als auch mit dem
Metastasierungspotential einiger Tumortypen in signifikanter Weise korreliert. Fiir einen der
hiufigsten und lebensbedrohlichsten Tumoren iiberhaupt, das Mammakarzinom, kann die
Expression bestimmier CD44-Varianten als neuer prognostischer Faktor benutzt werden.
Diese Ergebnisse lassen an verschiedene mogliche Anwendungen denken. So konnte der
Nachweis der Expression von CD44-Varianten in der Tumordiagnostik eingesetzt werden,
um z.B. Vorlduferstadien von Karzinomen (z.B. intestinale Metaplasien bei
Magenkarzinomen) zu identifizieren. Der Nachweis der Expression des varianten Exons v6
in Primértumoren konnte zudem die angewandten Therapieschemata beeinflussen (z.B. in
Mammakarzinomen und Kolonkarzinomen).

Viel verlockender ist jedoch der Gedanke, die Anti-CD44-Varianten-Antikorper fiir die
Tumordiagnose und Therapie in vivo ("Tumorimaging" bzw. "Tumortargeting”) zu
benutzen. Das Prinzip ist dabei, daB der Antikorper als Sonde spezifisch an die Tumorzellen
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bindet und iiber ein an ihn gekoppeltes Agens die Tumorzellen entweder zerstort (z.B. durch
Toxine oder Zytostatika; Schrappe et al., 1992; Vitetta et al., 1991; Kreitman et al., 1993)
oder durch extern angewandte Methoden sichtbar macht (Szintigraphie, Kernspinresonanz;
Larson et al., 1991; Thomas et al., 1989; Greiner et al., 1993). Fiir eine Reihe von
tumorassoziierten Antigenen wurden klinische Studien zur Behandlung von Tumoren oder
zum Imaging der Tumoren bereits durchgefiihrt (Mulshine et al., 1991; Vitetta et al., 1991;
Larson et al., 1991). Die von mir in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, daB sich
bestimmte CD44-Varianten fiir die Durchfiihrung solcher Methoden eignen und damit einen
wichtigen Beitrag zur Diagnose und Therapie von Tumorerkrankungen liefern kénnen.
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6 Abkiirzungen

Abb.

AEC

A. dest.
AMV

APS

ATP

bp

BSA

bzw.

C

CBB R250
CD

cDNA

Ci

CIP

cpm
C-terminal
CTP

d

Abbildung
3-Amino-9-Ethylcarbazol
destilliertes Wasser

Avian Myoblastosis Virus
Adenosin 5" -Phosphosulfat
Adenosintriphosphat

Basenpaar

Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Celsius

Commassie-Brilliant-Blau R250
"cluster of differentiation”
komplementiire DNA

Curie

alkalische Kilberdarmphosphatase
"counts per minute"
Carboxyterminal
Cytidintriphosphat

deoxy

Diaminobenzidin
Desoxyadenosintriphosphat
"deleted in colorectal carcinoma”
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanositriphosphat
Deoxyribonukleotidtriphosphat
Dideoxyribonukleotidtriphosphat
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethysulfoxid
Deoxyribonukleinsiure
Deoxythimidin
Desoxythymidintriphosphat
Dithiotreitol

“enhanced chemoluminescence"
Ethylendiamintetraessigsiure
epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
"enzyme linked immunosorbent assay"
Ethidiumbromid

Ethanol _
"fluorescence activated cell sorter"
"familial adenomatous polyposis"
Endkonzentration

fotales Kilberserum
Fluoreszin-Isothiozyanat

relative Beschleunigung
Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
Glutathion-S-Transferase

Stunde

"high endothelial venules"
Immunglobulin

Isopropyl B-D-Thiogalaktopyranosid
Kilobasenpaare

Kilodalton
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k-ras Kirsten-ras

LB Luria-Bertani Medium

M molar

mAk monoklonaler Antikorper

Min, Minute

mg Milligramm

mM millimolar

MOPS Morpholino-propan-sulfonsédure
mRNA Boten-RNA

NaAc Natrium-Acetat

NTP Nukleosidtriphosphat

ab optische Dichte

p Plasmid

PAA Polyacrylamid

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PNK Polynukleotidkinase

PVDF Polyvinyldifluorid

P-Wert Wahrscheinlichkeitswert

rATP Ribo-Adenosintriphosphat
RNA Ribonukleinsiure

RNase Ribonuklease

RNasin RNase-Inhibitor

RT Raumtemperatur

SDS Natrium-Dodecylsulfat

Sek. Sekunde '

STB Standard-Transformationspuffer
STE NaCl-Tris-EDTA-Puffer

SSC "standard saline citrat”-Puffer
SV 40 Simian Virus 40

TAE Tris-Azetat-EDTA-Puffer

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat
Trp Tryptophan

U Einheit

upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

\Y Volt

VLA "very late activation"

w/v Gewicht pro Volumen
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