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1 Einleitung

1 Einleitung

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist eine der haufigsten Tumorerkrankungen in der
westlichen Welt [1]. Es entsteht in einem schrittweisen Prozess aus morphologisch
unauffalliger Kolonschleimhaut Uber die Bildung aberranter Krypten, adenomatoser
Polypen hin zum invasiven und metastasierenden Karzinom [109,394]. Eine
genetische Pradispostion erhoht das relative Risiko an CRC zu erkranken, allerdings
liegt der Anteil des erblich bedingten CRC nur bei 10 %. Der grof3te Anteil der
diagnostizierten Kolontumoren ist auf das sporadische CRC (90 %) zurtuckzufuhren.
Die Genese der sporadisch auftretenden Tumore im Kolon wird durch exogene
Faktoren gefoérdert. Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass insbesondere
Ernahrungsfaktoren (beispielsweise heterozyklische Amine, N-Nitrosoverbindungen,
polyzyklische = aromatische = Kohlenwasserstoffe) und  Umweltbelastungen
(z.B. Karzinogene der Umwelt) die Entstehung fordern [208,394].

Eine veranderte Proliferation, Differenzierung und die Bereitschaft zur
Metastasierung sind wichtige Parameter bei der Tumorgenese im Kolon. Diese
Vorgange werden grundlegend von Wachstumsfaktoren gesteuert. So konnte
kiurzlich gezeigt werden, dass es durch den Verlust des Imprintings des IGF2-Gens
im menschlichen Kolon zu erhdhter Bildung des Wachstumsfaktors IGF-II, verbunden
mit verstarkter Tumorbildung, kommt [145].

Das IGF-System besteht aus mehreren Komponenten. Dies sind zum einen die
Peptidhormone IGF-l und IGF-Il, welche in der Lage sind, mitogene Signale durch
Rezeptorbindung auszuldésen. Zum anderen sind zwei IGF-Rezeptoren zu nennen
IGF-IR, der die Vermittlung von mitogenen Signalen steuert, und IGF-IIR, der die
IGF-llI-Konzentration kontrolliert und an der Steuerung lysosomaler Enzyme beteiligt
ist. DarUber hinaus spielen die sechs hochaffinen IGF-Bindungsproteine IGFBP-1 bis
IGFBP-6 eine wichtige Rolle, da sie neben der Bindung von IGFs auch IGF-
unabhangige Funktionen besitzen, welche die Tumorgenese beeinflussen. Proteasen
der Bindungsproteine nehmen ebenfalls Einfluss auf die Tumorgenese durch den
Abbau der Bindungsproteine [184], auch wenn sie nicht direkt dem IGF-System
zugeordnet werden.

Die Untersuchung grundlegender Mechanismen des IGF-Systems im Rahmen der
Kolonkanzerogenese ist eine Voraussetzung fur das Verstandnis der Genese der

Erkrankung, als auch fur die Entwicklung zielgerichteter Therapien.
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2 Literatur

2.1 Das Kolonkarzinom

2.1.1 Wachstumsregulation der Zelle

Teilungsfahige Zellen durchlaufen einen Teilungsprozess von vier Phasen. Durch
DNA-Replikation in der S-Phase wird der diploide Chromosomensatz verdoppelt.
Daraufhin erfolgt eine pramitotische Ruhephase, welche als G,-Phase bezeichnet
wird. AnschlieBend entstehen durch Mitose in der M-Phase zwei Tochterzellen mit
diploiden Chromosomensatz. In der darauffolgenden Ruhephase G1 entscheidet es
sich, ob eine erneute DNA-Replikation erfolgt oder ob die Zelle in einer Ruhephase
(Go) auf unbestimmte Zeit verbleibt. Aus diesem Zellarrest kann die Zelle bei
Uberschreiten des sogenannten Restriktionspunktes (R-Punkt) wieder in den
Proliferationszyklus eintreten. Zellzykluslange und Phasendauer hangen vom
jeweiligen Zelltyp ab [337,389]. Die Zellteilung wird bevorzugt an den Gy/M- und
G1/S-Phasenubergangen durch Zykline (A, B, D, E), zyklinabhangige Kinasen
(CDK 2, 4, 6) sowie deren Inhibitoren (p16, p21, p27) reguliert [626]. Nach Ablauf
einer bestimmten Periode tritt in einer normalen Zelle der naturliche Zelltod, die
Apoptose, ein [306]. Der Ablauf des naturlichen Zellzyklus ist schematisch in
Abbildung 1 zusammengefasst. Der Prozess der Apoptose wird komplex reguliert
und durch spezifische zellulare Genprodukte eingeleitet oder verhindert. Innerhalb
des Zellzyklus fuhrt eine Hochregulierung von p53 zunachst zu einem Zellarrest in
der Gq-Phase, was zur Apoptose fuhren kann [342]. Durch Mutationen kann eine
Zelle die Fahigkeit zur Apoptose verlieren und zur Krebszelle werden. Maligne Zellen
kénnen die Fahigkeit der Differenzierung noch besitzen, sie kann aber auch verloren
gehen, so dass diese Zelle nur noch proliferiert [459]. Die Zellproliferation kann
besonders durch externe Stimuli modifiziert werden. Diese Faktoren binden an
Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren, die auf der Zelloberflache lokalisiert sind [222].
Die Wachstumsfaktorrezeptoren sind zumeist Transmembranproteine, die ein
intrazellulares Signal erzeugen. Diese intrazellularen Signale konnen die
Transkription im Zellkern modifizieren. Tyrosinphosphorylierung,
Serin/Threoninphosporylierung, Entstehung von zyklischen Nukleotiden (CAMP) nach
Bindung an G-Proteine (GTP-bindende Proteine) oder auch Calcium-

Phosphoinositol-Produktion sind Mechanismen der Signaltransduktion und spielen
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eine Rolle bei der Regulierung des Zellwachstums. Daruber hinaus kdnnen Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Adhasion Uber Integrine, Cadherine, Selektine sowie Proteoglykane

das Zytoskelett und die Zellproliferation beeinflussen [3,297,427].

RB
Dephosphorylierung

( Apoptose ) @iﬁerenzierung)
7 4

Cyklin B/A
+ CDC-2

Cyklin A
+ CDK-2

X D-Cykline
+ CDK-2,-4,-6
Cyklin E + CDK-2 T

RB
Dephosphorylierung

Abb. 1: Zellzykluskontrolle.

Die Abbildung wurde in Anlehnung an Schipper et al. 1998 [533] und Weinstein 2000 [626] erstellt.
Durch die Cyklin-CDK Verbindung kommt es zur Phosphorylierung von Proteinen, die den Eintritt in
die S-Phase bzw. M-Phase des Zellzyklus erlauben. Zielprotein ist u.a. das RB-Protein, das im
dephophorylierten  Zustand Transkriptionsfaktoren bindet und sie so inaktiviert. Durch
Phosphorylierung von RB durch Cyklin-CDK 16st sich die Bindung der Transkriptionsfaktoren, die
dadurch aktiviert werden. M = Mitose, S = Synthese, G = ,gap"“.

2.1.2 Zellreifung im Kolon

Das Mukosaepithel des menschlichen Dickdarms ist durch einen lebenslangen
raschen Zellumsatz mit nahezu komplettem Austausch der intestinalen
Epithelzellpopulation innerhalb von sechs bis acht Tagen gekennzeichnet [80,542].
Das proliferationsaktive Kompartiment ist normalerweise auf das untere Drittel der
Krypten begrenzt. Dort sind neben Stammzellen auch undifferenzierte
Kryptenepithelien vorhanden. Von der Kryptenbasis rucken die proliferierenden
Zellen, vermittelt durch Zelladhasionsmolekule, zur luminalen Oberflache. Wahrend
der Migration unterliegen Epithelzellen einer zunehmenden Differenzierung und

Spezialisierung. Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht
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zwischen der Neubildung von intestinalen Epithelzellen durch Zellproliferation und
dem Verlust von Epithelzellen durch Apoptose und mechanische Abschilferung
[80,505,542]. Wahrend eine verminderte Zellproliferation zu Ulzerationen oder
Atrophie fuhren kann, ist eine gesteigerte Zellproliferation oder eine verlangerte
Lebensdauer intestinaler Zellen flr Hyperplasie und daraus resultierende Neoplasie
verantwortlich. Neoplasien und Tumore entstehen also aufgrund von Veranderungen,
bei denen die normale Zellzyklusregulation aufller Kraft gesetzt wird
[80,505,542,626].

2.1.3 Mutationen

Mutationen kdnnen auf allen Ebenen der Genomstruktur auftreten und entweder
ganze  Chromosomen, Chromosomenabschnitte  oder einzelne  Basen
(Punktmutationen) betreffen. Andert sich die Zahl oder die Position von Nukleotiden
spricht man von einer Rekombinationsmutation. Eine Rekombinationsmutation kann
durch Deletion, Insertion, Duplikation, Inversion, Translokalisation oder Transposition
entstehen [271].

Mutationen, konnen in Folge von auferen Einwirkungen (Fremdstoffe, reaktive
Sauerstoffmediate, UV- oder ionisierende Strahlung) [232,271,396] auftreten oder
durch die natlrlichen Instabilitdt des Genoms sowie Fehler bei der DNA-Replikation
entstehen [273,274]. Keimbahnmutationen sind Defekte, welche vererbt werden
[314,315,369]. Welche Auswirkungen eine Mutation auf die Syntheserate,
Aminosauresequenz oder Struktur eines Genproduktes hat, hangt von ihrer
Lokalisation ab. Eine Mutation bleibt ohne nachteilige Folgen flr einen Organismus,
wenn die Proteinfunktion nicht beeintrachtigt wird oder der Defekt kompensiert
werden kann. Eine Mutation wirkt sich oft nicht aus, wenn der Trager heterozygot ist
und noch Uber eine zweites Allel verfugt. Dartber hinaus kénnen DNA-Schaden
durch die zelleigenen Reparatursysteme behoben werden oder zum Zelltod flihren
[52,198]. In der Karzinogenese tragen besonders ein Funktionsverlust von
Tumorsuppressorgenen (,loss-of-function Mutationen) bzw. die Erlangung einer
Funktion (,gain-of-function” Mutationen) bei Onkogenen zum malignem Phanotyp
einer Zelle bei. Bis heute geht man davon aus, dass fur alle umgebungsbedingten
oder angeborenen Mutationen gilt, dass einzelne diskrete Mutationen sich bei der
Tumorenstehung addieren und letztendlich nach der multiplen Alteration zu einer

malignen Transformation der Zelle fihren kdnnen [52,424].
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Um die Auswirkung bestimmter Faktoren in der Karzinogenese invivo zu
untersuchen, werden Mutationen in Nagern chemisch induziert oder Tiermodelle mit

einer bestimmten Keimbahnmutation, eingesetzt.

2.1.4 Mechanismus der chemisch induzierten Karzinogenese

Chemische Karzinogene induzieren Tumore, indem sie das Genom einer Zelle
modifizieren, was wiederum eine Veranderung des Zellphanotyps nach sich ziehen
kann. Der veranderte Phanotyp einer Zelle aul3ert sich beispielsweise im Verlust der
Differenzierung, im abnormalen proliferativen Verhalten und erhohter Invasivitat
[521].

Die Entstehung von Krebs durch chemische Kanzerogene wurde durch
Untersuchungen von lIsaac Berenblum schon im Jahre 1947 beschrieben. Das
Modell, welches bis heute Gultigkeit hat, erklart die Entstehung von Krebs in zwei
unterschiedlichen Stufen, der Initiation und der Promotion [51]. Die Initiation ist eine
kurzfristige und unwiderrufliche Wechselwirkung zwischen dem Karzinogen und dem
Genom [395]. Der durch chemische Induktion entstandene Schaden wird durch die
DNA-Replikation und Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben [8]. Durch einen
promovierenden Stimulus kénnen die initiierten Zellen starker proliferieren. Der
Promotor allein ist zwar nicht mutagen oder karzinogen, kann aber durch die
Beschleunigung der Proliferation die Zeit fur Reparaturprozesse der DNA vermindern
und dadurch die Wahrscheinlichkeit fur Mutationen erhohen [413,465,558]. Die
Mutationen akkumulieren welches schlie3lich zur Bildung von Tumoren fihren kann.
Uberdies muss der Promotor eine gewisse Zeit vorhanden sein, um eine biologisch
nicht mehr umkehrbare Wirkung zu entfalten [58,371]. Das 2-Phasenmodell von
Berenblum et al. 1947 [51] welches zunachst die Tumorentstehung in der Haut
erklarte, wurde durch Untersuchungen an weiteren Organen, wie Leber [456], Lunge
[631], Blase [127] und Kolon [491], bestatigt. Mittlerweile wurde dieses Modell noch
durch eine dritte Stufe erganzt. Die Progression, welche den Ubergang zur Malignitat
beschreibt, stellt ebenfalls ein irreversibles Ereignis dar und ist mit weiteren
Mutationen sowie einer zunehmenden Instabilitdt des Genoms assoziiert
[461,621,622].
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Abb. 2: Mehrstufenmodell der chemisch induzierten Karzinogenese.

Normalerweise besitzen Zellen mehrere Genprodukte, die verhindern, dass Zellen zu Krebszellen
entarten. Ein bdsartiger Tumor entsteht erst dann, wenn sich innerhalb einer Zelllinie Mutationen in
mehreren dieser Gene angehauft haben. Die Mutationen (dargestellt als rote Punkte an der DNA im
Zellkern) werden unter anderem durch Karzinogene ausgelést. Eine chemisch induzierte
Krebsvorstufe bildet sich in vielen Fallen zuriick oder wachst nur sehr langsam. Auch kann die
Tumorenstehung durch Antipromotoren verhindert werden. Antipromotoren sind Substanzen, die in
der Lage sind, eine Tumorentstehung zu hemmen. In einigen Fallen kommt es allerdings zur
Ausbildung eines invasiven und Metastasen-bildenden Tumors, der Tochtergeschwiilste an anderen
Stellen des Organismus bildet.

2.1.4.1 Das Karzinogen 1,2-Dimthylhydrazin (DMH)

Eine Reihe chemischer Kanzerogene erzeugt nach Verabreichung in Nagern
benigne (gutartige) und maligne (bosartige) Neoplasien im Kolon, welche in vieler
Hinsicht den Kolontumoren von Menschen gleichen. Dazu gehort das
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1,2-Dimethylhydrazin (DMH), das in der Maus eine ausgepragte Organotropie zeigt
und ausschlieBlich Kolonkarzinome verursacht.

DMH ist ein Prokarzinogen, das durch metabolische Aktivierung seine karzinogene
Eigenschaft entwickelt (Abbildung 3). DMH wird zu Azoxymethan oxidiert und
anschlielend zu Methylazoxymethanol N-hydroxyliert. Methylazoxymethanol, das bei
Kdérpertemperatur instabil ist und spontan in H,O, Formaldehyd (CH,O) und Stickstoff
(Nitrogen)  zerfallt, kann auch durch die Alkoholdehydrogenase zu
Methylazoformaldehyd verstoffwechselt werden. Das Kolon als Zielorgan von DMH
weist hohe Spiegel dieses Enzyms auf. Wahrend des Zerfalls von
Methylazoxymethanol wird der alkylierende Stoff Methyldiazonium gebildet, der
reaktive Carboniumionen generiert. Diese sind fahig, RNA, DNA oder Proteine zu

methylieren.

1,2-Dimethylhydrazin CH;-NH-NH-CH,4

¢ Abb. 3: Metabolische Aktivierung
von 1,2-Dimethylhydrazin.
Azomethan CH3;-N=N-CH,4 , , ] , ]
1,2-Dimethylhydrazin  wird in  die
‘# alkylierende Substanz Methyldiazonium
Azoxymethan CH;-N=N-CH, umgewandelt, die bei ihrem Zerfall hoch

I
O »# reaktive Carboniumionen bildet [340].
Methylazoxymethanol =~ CH;-N=N-CH,OH

I
O ¥
Methyldiazonium CH;N*=N

¢

reaktives Carbonium lon H3C° +N,

DMH ist aufgrund seiner hohen Spezifitat und Effektivitat im Kolon Tumore zu

erzeugen, im Tiermodell das bis heute meist verwendete Kolon-Karzinogen [58,340].

2.1.4.2 DMH induziertes CRC in Nagern: Zeitlicher Ablauf der

Tumorentstehung

Die Entwicklung kolorektaler Karzinome durch DMH in Nagern gleicht der
Entwicklung eines sporadischen CRC beim Menschen (siehe 2.1.5)
[93,103,109,448]. Nach Verabreichung von DMH erscheinen abhangig von der Dosis

zehn bis 15 Wochen nach der ersten Injektion atypische Krypten, sogenannte
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»<Aberrant Crypt Foci“ (ACF). Zwischen zwolf und 18 Wochen treten im Mikroskop
sichtbare Adenome/Adenokarzinome (Mikroadenome) auf und nach 24 bis 36
Wochen sichtbare Tumore [534,535]. Gutartige adenomatose Polypen sowie benigne
und maligne Neoplasien treten in den meisten Tieren gleichzeitig auf [534,620].
Diese neoplastischen Veranderungen der Kolonschleimhaut erscheinen am
haufigsten im mittleren und im distalen Bereich des Kolons sowie im Rektum,
wahrend im caecalen Bereich kaum oder keine Abnormalitdten gefunden wurden
[595]. Unterschiedliche Mausstamme unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Sensitivitat
gegenuber chemischen Karzinogenen. Die Anzahl der auftretenden Neoplasien

hangt somit auch vom genetischen Hintergrund und der Dosis ab [328,588,595].

2.1.5 Das Modell der kolorektalen Karzinogenese

90 % der kolorektalen Karzinome im Menschen treten sporadisch auf und nur 10 %
sind durch Keimbahnmutationen bedingt [209,394]. Das sporadische CRC ftritt
vermehrt im hohen Lebensalter auf, wahrend Gentrager mit pradisponierenden
Mutationen in der Keimbahn ein hoheres Risiko tragen, in relativ jungen Jahren am
CRC zu erkranken. Dies ist durch den Zeitraum zwischen einem Initiationsereignis
und dem Auftreten eines sichtbaren Tumors, der Latenzzeit, zu erklaren. Die
Latenzzeit beider Formen des CRC kann beim Menschen bis zu 20 Jahre betragen.
Im Falle des ererbten CRC bedeutet dies, dass aufgrund von Keimbahnmutationen
eine Transformation leicht durch wenige neue Mutationen ausgelost werden kann.
Sowohl beim sporadischen als auch bei den erblichen Formen, der familiaren
adenomatdsen Polyposis (FAP) und dem hereditaren nicht-polypdsen kolorektalen
Karzinom (HNPCC), gehen Kolonpolypen um etwa zehn bis 15 Jahre einer
Karzinomentstehung voran [394]. Aus der exponentiellen Zunahme der Falle von
Kolonkarzinomen mit steigendem Lebensalter wurde berechnet, dass etwa funf
Mutationen zur Entstehung eines Tumors notwendig sind [86,114]. Weiterhin ist die
Pravalenz von Adenomen in der Bevolkerung weitaus hoher als die Anzahl der CRC
Erkrankungen, was darauf hinweist, dass nicht alle Adenome im Laufe der Zeit zu
Tumoren werden [488]. Diese epidemiologischen Daten bestatigen einerseits die
Notwendigkeit der Akkumulation verschiedener Mutationen fur die CRC-Enstehung
und weisen andererseits auch auf eine Ruckbildung bestehender Adenome durch
Reparaturmechanismen hin [179,180,314,488].
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2.1.5.1 Die ACF-Adenom-Karzinom-Sequenz

Die lIdentifizierung und Charakterisierung atypischer Krypten (ACF), sowohl in
Karzinogen-behandelten Nagern als auch im Kolon von Patienten mit Dysplasien,
bewies, dass es sich um prakanzerogene Stadien des CRC handelt. Aus diesem
Grund wurde die traditionelle Adenom-Karzinom-Sequenz im Kolon zur ,ACF-

Adenom-Karzinom-Sequenz erweitert” [109].

2.1.5.1.1 Atypische Kolonkrypten: Aberrant Crypt Foci (ACF)

ACF wurden erstmals durch Bird et al. 1987 [57] im Kolon von Mausen beschrieben,
die mit einem Karzinogen behandelt worden waren. Vier Jahre spater wurden ACF
auch im menschlichen Kolon entdeckt [469,513]. Nach der Farbung des Kolon mit
Methylenblau [385] erscheinen ACF unter dem Mikroskop gréf3er als die normalen
umliegenden Krypten und zeichnen sich durch ein eher elipsenformiges Lumen
gegenuber dem runden Lumen der normalen umliegenden Krypten aus. Weiterhin
besitzen sie eine verdickte epitheliale Linie. Mehrere aneinander liegende abnormale
Krypten (AC) bilden eine Focus (ACF) [385,440,469,513]. Die Vergrofderung von
ACF wird durch den Prozess der Kryptenteilung bestimmt. Dieser Vorgang beginnt
an der Kryptenbasis und verlauft lumenwarts, bis aus einer zwei Krypten entstanden
sind. Die Kryptenteilung ist assoziiert mit der ,crypt multiplicity, die die Anzahl der
aberranten Krypten per Focus angibt. Die ,crypt multiplicity“ scheint mit der Malignitat
eines ACF in Verbindung zu stehen [598]. Im menschlichen Kolon treten ACF
bevorzugt im distalen Teil des Kolons auf [549] und sind am haufigsten im
Sigmoidum und Rektum zu finden. Die Lokalisation der praneoplastischen Foci
stimmt damit mit der Lokalisation eines spateren CRC uberein [469,512]. Die
Disposition der auftretenden ACF bezuglich der Kolonlokalisation bestatigte sich
auch in Nagern [200]. Die Charakterisierung menschlicher ACF als auch chemisch
induzierter ACF in Nagern zeigte, dass sich die ACF der verschiedenen Spezies sehr
stark im Wachstumsverhalten, der Morphologie und auch in molekularen Merkmalen
gleichen. ACF koénnen durch unabhangige Initiationsprozesse entstehen
[398,470,557,560] und weisen histologisch unterschiedliche Grade in ihrem malignen
Potential auf, die von einer milden Hyperplasie bis zu einer starken Dysplasie
reichen. ACF mit Dysplasie sind meist mit einer neoplastischen Progression

assoziiert, wahrend hyperplastische Krypten oder ACF mit einer milden Dysplasie
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einher gehen und eher gutartig sind [280,473,473,511,556]. Zusatzlich besteht die
Mdglichkeit, dass der Grad der Dysplasie von ACF nicht nur zunehmen, sondern
auch abnehmen kann [164,423,556].

2.1.5.1.2 Adenome

Adenomatdse Polypen sind neoplastische Veranderungen des Epithels der
Kolonschleimhaut [415]. Sie werden histologisch als tubulare, tubulovillose und
villdse Adenome klassifiziert [394]. Beim Menschen sind ca. 80 % der Adenome
tubular, villose Adenome treten dagegen weniger haufig auf. Darlber hinaus werden
auch Mischformen beschrieben, welche als tubulovillose Adenome bezeichnet
werden [143]. Tubuldre Adenome wachsen gestielt und besitzen meist nur eine
niedriggradige Dysplasie [147,501]. Villdose Adenome enthalten dagegen zu etwa
20 % Areale mit hochgradiger Dysplasie [499]. Kolonpolypen kdnnen neben den
adenomatdsen Arealen auch nicht-invasive karzinomatdse Anteile enthalten. Das
Karzinom reicht hier nur bis in die Lamina propia. Bei dieser Form treten keine

Fernmetastasen auf [185,316].

2.1.5.1.3 Karzinome

Kolorektale Karzinome entwickeln sich wahrscheinlich ausschlielllich aus
adenomatdsen Polypen. Aus diesem Grund kommt diesen Neoplasien, welche im
allgemeinen nur selten Symptome verursachen, eine klinische Bedeutung zu
[47,72,139,312]. Von einem invasiven Karzinom spricht man, wenn neoplastische
Zellen die Lamina propia uUberschreiten und die Muscularis mucosae durchsetzen
[77,262,475]. Ein Adenom mit einem invasiven Karzinom wird auch als maligner
Polyp bezeichnet. Das Risiko einer malignen Entartung hangt von der GroRRe des
Polypen, dem Grad der Dysplasie und vom histologischen Typ ab [499]. Sind
Polypen kleiner als 1 cm, enthalten sie in weniger als 1 % ein Karzinom. Bei einer
GroRe zwischen 1 und 2 cm erhoht sich die Anzahl auf 5 %. Polypen gréRer als 2 cm
enthalten zu etwa 10 % ein Karzinom. Das Risiko, ein invasives Karzinom zu
enthalten, ist bei villdosen bzw. tubulovillosen Adenomen hoher als bei tubularen
[394,488,499].
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2.1.5.2 An der Tumorenstehung im Kolon beteiligte Gene

2.1.5.2.1 Protoonkogene

Als Protoonkogene werden Gene bezeichnet, aus denen sich Onkogene ableiten.
Zellulare Onkogene sind aufgrund ihrer essentiellen Funktion meist evolutionar
konserviert. Mittlerweile sind mehr als 70 Onkogene identifiziert worden. Onkogene
kodieren fur Proteine, welche die Zellproliferation fordern bzw. die Apoptose

hemmen.

* Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-a, TGF-3, IGF-I, IGF-Il, EGF und FGF).

» Wachstumsfaktor-Rezeptoren und/oder Proteinkinasen (z.B. Tyrosinkinasen,
c-erb B, src-Familie)

* Monomere G-Proteine, die bei der Signaltransduktion an der inneren
Zellmembran wirken (z.B. H-ras, K-ras, N-ras)

» Transkriptionsfaktoren (z.B. c-myc, fos, jun)

Onkogene entstehen aus Protoonkogenen beispielsweise durch Gentranslokation,
Geninsertion, Genrearrangement oder Genamplifikation. Schon die Veranderung
eines Allels fuhrt in der Regel bereits zu Stérungen der normalen Funktion. Haufig
findet man aktivierte Onkogene in Kombination mit Inaktivierungen von

Tumorsuppressorgenen in Tumoren verschiedenster Art [300,378,453,624].

2.1.5.2.2 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene bilden eine Gruppe von Genen, die normalerweise die
Zellteilung unterdricken und somit in vitro als auch in vivo vor einer Transformation
und dem Entstehen eines malignen Phanotyps schutzen. In der kolorektalen
Karzinogenese sind Tumorsuppressorgene von zentraler Bedeutung. Die am

haufigsten beschriebenen Tumorsuppressorgene sind:

» APC (,adenomatosis polyposis coli“):
Regulation der Zellprogression/Zellproliferation im Zellzyklus, kontrolliert den

Ubergang von der G;-Phase zur S-Phase.



12 Literaturtbersicht

* DCC (,deleted in colon cancer®):
Regulierung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, ein Verlust des Gens
fuhrt zu Zellwachstum und Zellmetastasierung.

* p53:
Wachter des Genoms®, Regulation der Zellproliferation, indem es bei DNA-
Schaden einen Zellzyklusarrest vor der S-Phase induziert. Fordert die
Differenzierung und induziert Apoptose.

 MCC (,mutated in colon cancer®):

Zellzykluskontrolle.

Im Gegensatz zu den Onkogenen fuhrt meist erst eine Veranderung oder ein Verlust
von beiden normalen Allelen von Tumorsuppressorgenen zum Funktionsverlust in
der Zelle. Eine Ausnahme hiervon bilden Proteine, die als Multimere wirken, wie z.B.
p53 (Tetramer). Enthalt ein solcher Komplex ein mutiertes und somit inaktives
Protein, wird der ganze Komplex inaktiv [279,508]. Relativ haufig ist der Verlust von
Tumorsuppressorgenen mit dem Verlust eines gesamten Chromosoms durch
mitotische Fehlverteilung (,non-disjunction®) oder mit mitotischer Rekombination mit
Genkonversion verbunden. Allelische Deletionen oder der Ausfall des zweiten Allels
d.h. ein LOH (,Joss of heterozygosity”) sind ebenfalls an dem Verlust der
Funktionsfahigkeit eines Proteins beteiligt [225,267,424,466,569,607,608,625].

2.1.5.2.3 DNA-Mismatch-Reparaturgene (DNA-MMR-Gene)

Wird die zellulare DNA durch Strahlung, chemische Karzinogene oder durch
spontane Mismatch-Bildungen wahrend der normalen DNA-Replikation in ihrer
Integritat verandert, ist ein spezielles DNA-Mismatch-Reparatursystem der Zelle in
der Lage, DNA-Fehler oder Basenfehlpaarungen zu korrigieren. Identifiziert wurden
bisher sechs Reparaturgene (z.B. h(MSH2, hMLH1) [403].

Die Produkte dieser Gene sind Bestandteil eines Proteinkomplexes, der essentiell fur
eine effiziente Korrektur von DNA-Replikationsfehlern ist. In Tumorzellen, die Defizite
in diesen Reparaturgenen aufweisen, geht diese Kontrollfunktion verloren.
Infolgedessen treten Langenpolymorphismen auf, die beispielsweise im Bereich
repetitiver DNA-Sequenzen (Mikrosatelliten-DNA) nachgewiesen werden kdnnen.
Die Mikrosatelliten-Analyse macht es daher moglich, Tumore in einen

RER" (,replication-error-postive“)- bzw. einen RER (,replication-error-negative“)-
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Phanotyp einzuteilen. Der RER™-Phanotyp ist assoziiert mit multiplen
Replikationsfehlern, die sich als Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) ubigitar im Genom

von Tumorzellen manifestieren [175,196,314,319].

2.1.5.2.4 Weitere beteiligte Gene

Die Zyklooxygenase COX-2 spielt in der Karzinogenese des Kolon eine zentrale
Rolle. Dieses am Arachidonsaurestoffwechsel beteiligte Enzym wird durch
Entzindungsmediatoren, Wachstumsfaktoren und Tumorpromotoren aktiviert.
Tumorprotektive Substanzen, wie Acetylsalicylsaure oder Sulindac (nicht steroidale
entzindungshemmende Substanz), vermitteln ihre Wirkung beispielsweise durch die
Hemmung COX-2-induzierter Prostaglandin E2 Bildung. Hierdurch werden Effekte
wie die Induktion von Apoptose und eine verminderte Angiogenese erklart. Weiterhin
werden die Zellproliferation und die Metastasierung inhibiert [406]. Bei etwa 90 % der
sporadischen CRC-Falle sowie in pramalignen und auch malignen Lasionen weiterer
Tumorarten wurde eine Erhéhung der COX-2-Spiegel festgestellt. Aus diesem Grund
gilt COX-2 auch als Tumormarker [406,630]. Das Carcinoembryonic Antigen (CEA),
dessen Expressionshdhe negativ mit der Uberlebensrate des CRC-Patienten
korreliert, besitzt ebenfalls einen hohen prognostischen Wert [48,368,651]. Weiterhin
ist bekannt, dass das Glykoprotein CD44, die Metastasierung begunstigt [5632,573],
und das Produkt des DPC4 (,deleted in pancreatic cancer locus 4) Gens, den
proliferationsinhibierenden Effekt von TGF-3 beeinflusst [88,577].

2.1.5.3 CRC-relevante Gene und ihre Bedeutung fir die ACF-Adenom-

Karzinom-Sequenz

Sporadisch entstehende adenomatdse Polypen weisen ein Risiko fur eine maligne
Transformation von 5 % auf [394]. Fur die Entstehung kolorektaler Tumore wurde
eine schrittweise Akkumulation von Mutationen in Protoonkogenen (K-ras, c-myc
etc.), Tumorsuppressorgenen (APC, DCC, p53, MCC, DPC4), Mismatch-
Reparaturgenen (hMSH2, hMLH1, hPMS2 etc.) und in sogenannten modifizierenden
Genen (COX-2, CD44 etc.) beschrieben. Alle Mutationen tragen zur Tumorinitiation
und/oder Progression bei und begunstigen die Entstehung von unkontrolliert
proliferierenden Zellen [256,314,315]. Die individuelle Konstellation von

verschiedenen Defekten bildet das genotypische bzw. ein phanotypisches
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Erscheinungsbild [422]. Das Zusammenspiel molekularer Mechanismen, wird im
Folgenden anhand einiger fur die Entstehung des sporadischen CRC relevanter

Gene naher beschrieben und in Abbildung 4 graphisch dargestellit.

2.1.5.3.1 K-ras- und APC-Mutationen

K-ras nimmt eine wichtige Position in der Vermittlung der Signale von
Wachstumsfaktoren ein [69,256]. Da mutiertes ras seine GTPase-Aktivitat verliert,
wird GTP nicht mehr zu GDP hydrolisiert. Dadurch wirkt ras als permanent aktiviertes
Molekdl in der Signaltransduktion [52]. Folgen eines hyperaktivierten K-ras sind die
Induktion der Zellproliferation und die Unterbindung der Apoptose [92]. Uber die
Aktivierung unterschiedlicher cis- und trans-Elemente des Cyklin D1-Promotors
bewirkt K-ras in Verbindung mit B-Catenin eine Erhdhung der Cyklin D1-Expression,
[584]. D-Cykline agieren in der G¢-Phase und sind zusammen mit CDK-4 fir die
Phosphorylierung verschiedener Proteine verantwortlich, die den Entritt der Zelle in
die S-Phase erlauben [626].

Das multifunktionelle APC-Protein ist an der basolateralen Membran des
Kolonepithels lokalisiert und bindet neben anderen Proteinen (-Catenin [269].
B-Catenin hat eine wichtige Rolle in der Zelladhasion, die in APC mutierten Zellen
gestort ist [228,438,438,462]. Eine [(-Catenin-Akkumulation bzw. eine abnormale
B-Catenin-Expression wurde in ACF nachgewiesen [199,238] und gilt als
immunhistochemischer Marker fur das maligne Potential eines ACF [199]. In nicht-
transformierten Kolonozyten kontrolliert das Protein des APC-Gens durch Bindung
und Spaltung die Aktivitat von B-Catenin [243]. Durch die Mutation verliert das
APC-Protein diese Fahigkeit, was in einer abnormalen Aktivierung des
B-Catenin-Signalwegs resultiert [463], der wiederum eine vermehrte Bildung von
Transkriptionsfaktoren (z.B. Tcf4) zur Folge hat [414]. Die konstitutive Aktivierung
bestimmter Zielgene, wie z.B. Cyklin D1 [550,584] und c-myc [243], durch einen
B-Catenin-Tcf/Lef-Komplex, liefert einen Wachstumsvorteil fur Zellen und fuhrt zur
Anschaltung der Onkogenese [130]. So wird z.B. die durch c-myc gesteuerte
Expression des CDK-4-Gens erhoht, dessen Produkt fur das Durchlaufen der
G1-Phase verantwortlich ist [244].

K-ras-Mutationen treten in mehr als 60 % der dysplastischen ACF auf
[70,367,398,470,560,580,638] und die Inzidenz von K-ras-Mutationen in
nicht-dysplastischen ACF liegt sogar bei 82 % [580]. Im sporadischen CRC finden
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sich in ca. 50 % der Falle Punkmutationen des K-ras-Protoonkogens bei mindestens
einem der beiden Allele. Die Rate der K-ras-Mutationen im sehr frihen Stadium
(ACF) Ubersteigt somit noch die Haufigkeit von K-ras-Mutationen des sporadischen
CRC.

Auch Mutationen im APC-Gen sind, wie im Fall von K-ras, ein frihes Ereignis in der
Kanzerogenese [402,466]. APC-Mutationen, die zu 100 % die ACF in Patienten mit
familiarer Polyposis (FAP) charakterisieren [423], sind auch in ACF des sporadischen
CRC haufig zu finden [280,367,440,513,580]. APC-Mutationen sind generell mit einer
starkeren Dysplasie assoziiert [423,513], wahrend dies fur K-ras Mutationen nicht gilt
[590]. Die Bedeutung einer verstarkten Dysplasie fir die Entstehung des CRC wird
schliel3lich dadurch deutlich, dass 2/3 der sporadischen CRCs Mutationen im
APC-Gen aufweisen [141].

Obwohl K-ras und APC-Mutationen zu einer gesteigerten Cyklin D1-Aktivierung
fuhren, scheint fir die maligne Progression eines ACF die zeitliche Reihenfolge der
Mutationen einen entscheidenden Einfluss zu besitzen [280]. Anhand von
Untersuchungen praneoplastischer Lasionen im Kolon zeigte sich, dass ACF, in
denen zuerst eine K-ras-Mutation auftritt, weniger mit einer malignen Progression

assoziiert sind als ACF in denen zuerst eine Mutation im APC-Gen auftritt [280].

2.1.5.3.2 Mutationen in DNA-MMR Genen

DNA-MMR-Gene verhindern aufgrund ihrer DNA-Reparaturfunktion die Entstehung
von Mutationen bzw. deren Weitergabe an die Tochterzellen. Ihr Funktionsverlust
kann dementsprechend zu Mutationen und zu neoplastischen Transformationen
fuhren. Solche Mutationen aufgrund eines Funktionsverlustes von DNA-MMR-Genen
kdnnen auch im sporadischen CRC vorkommen und dort z.B. eine repetitive
Sequenz in der kodierenden Region des TGF-B-Rezeptor-ll-Gens sowie des
IGF-lI-Rezeptor-Gens betreffen [422].

Funktionsverluste von DNA-MMR-Genen sind nicht nur durch Mutationen bedingt,
sondern konnen auch durch eine verstarkte Methylierung von CpG-Inseln in der
Promotorregion und ein damit verbundenes ,silencing” des Gens verursacht sein.
Insgesamt weisen ca. 10 bis 15 % der sporadischen CRCs Funktionsverluste in
DNA-MMR-Genen (hMSH2, hMLH1) auf, die dann zum RER"-Phanotyp fihren, d.h.
mit gesteigerter Mutationsrate bzw. Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) assoziiert sind
[363,527]. Die MSI tritt sowohl in dysplastischen als auch in hyperplastischen ACF
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auf und ist nicht an die Grolke eines ACF gebunden [16,452]. Kolonkarzinomzellen,
die eine hohe MSI-Rate aufweisen, besitzen Mutationen im TGFp-Rezeptor
(TGFB-RII)-Gen [451]. Diese Inaktivierung des TGF(-RII ist die Ursache fur eine
TGFB-Resistenz im Kolonkarzinom [376]. Da TGFB-Signale uber eine vermehrte
Expression von p15 einen Zellzyklus-Arrest in der G4-Phase bedingen und damit eine
Hemmung der Proliferation auslosen, besitzen Defekte im TGFp-Signalweg eine
wichtige Rolle in der Tumorgenese [376]. Daruber hinaus ist TGFp1 in der Lage, die
Expression von c¢c-myc und dem Wachstumsfaktor IGF-Il in kolorektalen
Karzinomzellen zu unterdricken [333]. C-myc aktiviert die Dissoziation des
p27""1_Cyklin E-CDK-2-Komplexes und vermittelt so den Eintritt in die S-Phase des
Zellzyklus, wahrend IGF-ll in kolorektalen Tumorzellen ein autokriner
Wachstumsfaktor ist [332]. Ein Gen, das auch durch den TGF[-Signalweg aktiviert
wird, ist das Tumorsuppressorgen Smad4. Defekte im Smad4-Gen bewirken einen
verstarkten Abbau von TGF-3. Durch eine Inaktivierung des TGF-f3-Signalwegs lauft
die Proliferation ungebremst weiter und kann so die Entwicklung des CRC férdern.
Die Bedeutung des TGF-3-Signalwegs in der ACF-Adenom-Karzinom-Sequenz zeigt
sich zusatzlich darin, dass die Kombination von Smad4- und APC-Mutationen zu
einem rapiden Anstieg der Karzinombildung fuhrt, ohne dass es weiterer Mutationen
bedarf [579].

2.1.5.3.3 Mutationen in p53

Veranderungen im Tumorsuppressorgen p53 findet man bei 75 % der CRCs. Trotz
dieser hohen Inzidenz finden sich Mutationen, Deletionen bzw. LOH, die einen
Funktionsausfall von p53 bedingen, erst in spateren Stadien der kolorektalen
Karzinogenese. Dementsprechend scheinen Mutationen von p53 auch wichtig fr
das Auftreten von Fernmetastasen zu sein [439]. Die Aufgabe von p53 liegt u.a.
darin, den CDK-Inhibitor p21 zu induzieren und nach eingeleitetem Zellzyklusarrest
seine DNA-Proofreading-Funktion wahrzunehmen [173,613]. Dartber hinaus kann
p53 als Antwort auf einen DNA-Schaden die Expression des APC-Gens erhdhen
[277,278,421]. Falls dadurch keine Behebung des DNA-Schadens erfolgt, kann p53
u.a. Uber die Hemmung der antiapoptotischen Proteine BCL-2 und BCL-xL, die
Apoptose in der Zelle einleiten [33,318,342,543].
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Abb. 4: Wechselwirkungen verschiedener, an der Enstehung des sporadischen CRC
beteiligter Gene.
Die Abbildung wurde in Anlehnung an das von Vogelstein et al. entwickelte [314] und das von
Fearnhead et al. erweiterte Modell der CRC-Entstehung [178] erstellt. Der Beginn einer
neoplastischen Lasion im sporadischen CRC schlie3t neben einer APC-Mutation als Erst-Mutation,
auch K-ras Mutationen und Mutationen in den DNA-MMR Genen ein. Die Signalwege der
CRC-relevanten Gene Uberlappen sich oft in der Regulation Mitose-aktivierender Gene. K-ras bewirkt
z.B. in Verbindung mit B-Catenin eine Aktivierung von Cyklin D1. Eine APC-Mutation hingegen bewirkt
eine Akkumulation von B-Catenin. (B-Catenin wiederum bildet mit Tcf-4, das im Verlaufe des
DNA-MMR-Signalweg verandert sein kann, einen Komplex, der zum einen eine Aktivierung von c-myc
und zum andern eine Aktivierung von Cyklin D1 bewirkt. Die komplette Stillegung des
TGF-B-Signalweges wird aufgrund der Mutationen im IGF-IIR und TGF-BRII erreicht. Ein veranderter
IGF-IIR fihrt zum einen zur Hemmung von aktivem TGF-1 und bewirkt eine Akkumulation von IGF-II.

Darlber hinaus werden TGF-B-Signale durch die Mutation im TGF-BRII nicht weitergegeben.
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2.2 Das Insulin-like-growth-factor System

2.2.1 Allgemeine Wirkungsmechanismen von Wachstumsfaktoren

Regulatorische Peptide gehdren zu den wichtigsten Modulatoren von Wachstum im
Intestinaltrakt. Zu ihnen gehdren Wachstumsfaktoren, Zytokine, Interleukine,
Interferone und Stammzellfaktoren. Die Mitglieder dieser heterogenen Gruppe
regulatorischer Peptide besitzen in der Regel ein niedriges Molekulargewicht
(<25 000 Dalton) und unterscheiden sich in ihren strukturellen und funktionellen
Eigenschaften. Werden regulatorische Peptide als Wachstumsfaktoren bezeichnet,
besitzen sie in der Regel als charakteristische Eigenschaft einen
wachstumsmodulierenden Effekt. Daruber  hinaus  zeigen fast alle
Wachstumsfaktoren weitere biologische Eigenschaften, wie z.B. Modulation von
Zellmigration, Chemotaxis, Zytokinexpression, Proteinsynthese und anderen
Zellfunktionen. Wachstumsfaktoren wird ein autokriner, juxtakriner und parakriner
Wirkmechanismus zugeschrieben. Beim autokrinen Wirkungsmechanismus handelt
es sich um die Interaktion eines regulatorischen Peptides mit der Zelle, die es
unmittelbar gebildet hat. Es werden ein intern (Bindung des Peptides direkt an einen
intrazellularen Rezeptor) und ein extern (Sezernierung des Peptides in den
Extrazellularraum mit direkter Bindung an einen Zelloberflachenrezeptor auf der
sezernierenden Zelle) -autokriner Mechanismus unterschieden. Der juxtakrine
Mechanismus beschreibt die Sekretion eines regulatorischen Peptides, welches an
direkt benachbarte Zellen bindet und damit eine spezifische Reaktion auslost. Bei
einem parakrinen Wirkmechanismus diffundiert das regulatorische Peptid noch Uber
eine kurze Distanz und moduliert daher auch Zellpopulationen welche geringgradig
weiter entfernt liegen. Diese drei Wirkmechanismen unterscheiden sich deutlich von
dem klassischen endokrinen Wirkmechanismus der Peptidhormone, wo sezernierte
regulatorische Peptide Uber den Blutweg zu weiter entfernten Zielzellen transportiert
werden und dort ihre Wirkung entfalten [222,566,567].
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2.2.2 Liganden des IGF-Systems: IGF-I und IGF-II

IGF-l und IGF-Il wurden zunachst unter dem Synonym Somatomedin bekannt und
galten als Vermittler der Wachstumshormonwirkung [153]. Aufgrund der molekularen
Charakterisierung dieser Vermittler wurde festgestellt, dass es sich um zwei
miteinander verwandte Peptidhormone mit einer Homologie von 62 % handelt
[352,502,503,528]. Durch ihre Strukturverwandtschaft mit Insulin (Abbildung 5),
welche durch die Konservierung von Cystein- und Glycinresten bedingt ist [246],
erhielten diese Wachstumsfaktoren schliellich den bis heute gulltigen Namen
Insulin-like growth factor (IGF).

2.2.2.1 Genlokalisation von IGF-II

Das 30kb lange IGF2-Gen [254] befindet sich beim Menschen auf dem
Chromosom 11 und liegt in unmittelbarer Nahe zum Insulin- und zum
Tyrosinhydroxylasegen [592]. Bei Nagetieren befindet sich das 12 kb lange
IGF2-Gen [254] ebenfalls in der Nahe des Insulingens und ist bei Ratten auf dem

Chromosom 1 [564] und bei Mausen auf dem Chromosom 7 lokalisiert [519].

2.2.2.2 Struktur des IGF2-Gens und -Proteins

Das menschliche IGF2-Gen besteht aus neun Exons (E1-E9), vier Promotoren
(P1-P4) und Dbesitzt zwei Polyadenylierungssignale. Wahrend E1 bis E6
nicht-kodierende Exons darstellen, kodieren E7, E8 und der erste Abschnitt von E9
fur das prapro-IGF-lI-Protein. Die IGF2-Gene von Ratte und Maus, die aus
drei Promotoren sowie sechs Exons bestehen, besitzen drei nicht-kodierende
(E1 bis E3) und drei kodierende (E4 bis E6) Exons [254]. Der Promotor P1, welcher
dem Exon 1 vorgeschaltet ist, kontrolliert zum gréfdten Teil die postnatale Expression
von IGF-Il in der Leber, wahrend P2, P3 und P4, die den Exons E4, E5 und E6
vorrangestellt sind, die wichtigsten Promotoren in fetalen nicht-hepatischen Geweben
sind [444,445]. P2 bis P4 sind im Erwachsenenalter nur noch in nicht-hepatischen
Geweben aktiv und werden in der Leber abgeschaltet [444,445,610]. Da der
Promotor P1 in Ratten und Mausen fehlt, wird die Transkription des IGF2-Gens
postnatal eingestellt [519]. Eine Ausnahme bilden einige neuronale Gewebe

[417,518], die aber wahrscheinlich flr die Bereitstellung von systemisch verfigbarem
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IGF-Il keine Rolle spielen.

Die Struktur der IGF2-Gene der verschiedenen Spezies hat auch zur Folge, dass
verschiedene IGF-II-mRNAs mit einer Lange von 1,8 bis 7,5 kb transkribiert werden
konnen [517,575]. Daruber hinaus konnen durch differentielles Splei3en in einer
Zelle gleichzeitig mehrere Transkripte von IGF-Il produziert werden. Dies wurde
anhand der kolorektalen Karzinomzelllinie LS1034 gezeigt [332].

Das hauptsachlich vorkommende leicht saure IGF-lI-Peptid besteht aus
67 Aminosauren und wird wie IGF-l und Insulin aus einem aus mehreren Domanen
bestehenden Vorlaufermolekll prozessiert. Neben dieser Hauptform wurden
zusatzlich noch mehrere Varianten mit unterschiedlicher Lange beschrieben
[154,2486].

Neben den A- und B-Domanen, die sowohl in Insulin als auch den IGFs enthalten
sind, besitzen prozessierte IGFs noch eine C-Domane, die im Pro-Insulin vertreten
ist, allerdings im Reifungsprozess vom Pro-Insulin zum Insulin herausgeschnitten
wird. Ein weiteres gemeinsames Merkmal von Insulin und IGFs sind die N-terminalen
Signalpeptide pra- und die C-terminalen E-Peptide, welche postranslational bei allen
drei Hormonen abgespalten werden [246]. Im Gegensatz zum Insulin enthalten reife
IGFs zusatzlich noch eine D-Domane [352,490] am C-terminalen Ende, in der

zwischen den verschiedenen Spezies die grofte Variabilitat herrscht [517].

Insulin Proinsulin IGF

Abb. 5: Strukturhomologie zwischen Insulin und IGFs.

Schematische Darstellung der dreidimensionalen Strukturen von Insulin, Proinsulin und IGFs [246].

2.2.2.3 IGFs: Wirkung und Expression

Die Ahnlichkeit der IGFs mit Insulin existiert nicht nur auf struktureller, sondern auch
auf funktioneller Ebene. So stimulieren die |IGFs, ahnlich wie Insulin, die
Glukoseaufnahme in Fett- oder Muskelzellen [563,602] und gelten daher auch als
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pluripotente  Wachstumsfaktoren mit insulindhnlicher anabol-mitogener Wirkung
invitro als auch invivo. Trotz der strukturellen und funktionellen Homologie mit
Insulin werden IGFs von den meisten Zelltypen und Geweben produziert
[82,128,571]. Die im Blut zirkulierenden |IGFs werden hauptsachlich von der Leber
gebildet und wirken endokrin [637]. Parakrine und autokrine Mechanismen werden
durch die im Gewebe direkt gebildeten IGFs ausgelost [82,128,261,528,571].

Die Expression von IGF-Il ist im Gegensatz zur IGF-I Expression GH-unabhangig,
wird aber auch Uber Hormone und Wachstumsfaktoren gesteuert. Postnatal ist nur
das paternale IGF2-Gen aktiv. Das sogenannte ,genomic imprinting“ des maternalen
Allels macht die Regulierung der IGF-llI-Expression vergleichsweise kompliziert
[636,637,645]. Zusatzlich lasst nach der Geburt beim Menschen im Verlaufe von
zwei Jahren das ,imprinting“ in Organen in denen P1 aktiv ist (Leber, neuronales
Gewebe) nach, so dass dann dort eine biallelische Expression von IGF-Il stattfindet
[155,293,610].

IGF-1l wird vor allem in der fetalen Phase bei Nagern [157] und in der Entwicklung
des Zentralnervensystems (ZNS) eine Rolle als Wachstumsfaktor zugesprochen
[26,157,311]. Im Gegensatz zu Nagern, die die Expression von IGF-Il, bedingt durch
das Fehlen des Promotors P1 nach der Geburt in fast allen Geweben einstellen
[261], sind die IGF-lI-Serumkonzentrationen beim Menschen bei der Geburt niedrig
und steigen wahrend der Kindheit an [643].

2.2.2.4 Bedeutung von IGF-Il in der Tumorgenese

IGFs wirken stark mitogen. Dieses wurde anhand von Knorpelzellen, Gliazellen
Fibroblasten und nicht =zuletzt an verschiedenen Tumorzelllinien, wie z.B.
Kolonkarzinomzellen, gezeigt [41,332,455,536]. Die postnatale Reexpression von
IGF-1l in Mausen, ausgelOst durch ein leberspezifisches Karzinogen in den frihen
Stadien der Leberkarzinogenese [334] sowie die Uberexpression von IGF-Il in
kolorektalen Tumoren [195,591] und auch in Tumoren anderer Gewebe (z.B. Leber,
Magen, Nebennierenrinde, Brustdrisen) [37,148,239,257,268] weisen auf eine
potentielle Rolle von IGF-Il in der Tumorgenese hin. Bei Wilm’s-Tumoren wurde
erstmals ein Zusammenhang zwischen dem Verlust des Imprintings (,loss off
imprinting“ = LOI) von IGF2 und der Entstehung von Tumoren vermutet [433]. Dieses
Phanomen wurde in weiteren Karzinomen, z.B. der Lunge [576], des

Cervixkarzinoms [167] sowie in Leiomyosarkomen [611], festgestellt. Insbesondere in
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der kolorektalen Karzinogenese konnte gezeigt werden, dass der Verlust des
IGF2-Imprintings eng mit der Entstehung von Neoplasien verbunden ist [145].

Fur in vivo-Untersuchungen von Faktoren, die an der Tumorenstehung beteiligt sind,
eignet sich aufgrund der relativ kurzen Lebenszeit und der damit verbundenen relativ
kurzen Latenzzeit bis zur Tumorentstehung die Maus als lebender Organismus. Zur
Untersuchung von IGF-IlI-Effekten wurden bisher flnf verschiedene IGF-ll-transgene
Mausmodelle beschrieben [632]. In Tabelle 1 sind die mit der postnatalen
Uberexpression verbundenen Charakteristika der transgenen Mausmodelle
zusammengestellt. Anhand dieser Modelle wird deutlich, dass das transgene IGF-II
je nach Promotor in verschiedenen Organen exprimiert wird. Eine Uberexpression
von IGF-Il postnatal in Mausen fuhrt in der Mehrheit der Modelle nicht zu einer
Tumorbildung. Zwei IGF-lI-transgene Mausmodelle entwickelten allerdings einige
Tumore (Tabelle 1). Aus diesem Grund wird die Frage, ob IGF-ll eine direkte
Transformation von Zellen bewirkt, kontrar diskutiert. Im MUP (major urinary protein)-
IGF-llI-transgenen Modell entwickelten homozygote Tiere mehr Tumore als
heterozygote Tiere. Allerdings entwickelten auch 4 von 59 Kontrolltieren Tumore,
wahrend es 22 von 101 IGF-ll-transgenen Tiere waren [510]. Ausserdem wurden in
den MUP-IGF-ll-transgenen Mausen nicht in allen Geweben mit einer
IGF-lI-Expression Tumore gefunden, wohingegen auch in Geweben ohne postnatale
IGF-lI-Expression eine Tumorentwicklung stattfand [510]. Diese Resultate sind
mdglicherweise darauf zurickzufuhren, dass IGF-Il in der Lage ist, fur eine maligne
Transformation pradestinierte Vorlauferzellen sowohl Uber endo- als auch autokrine
Mechanismen zu stimulieren. Auch aufgrund der langen Latenzzeit in diesem
IGF-llI-transgenen Modell und im [-Lactoglobulin-IGF-lI-transgenen Modell scheint
IGF-II eher als Tumor-Progressions-Faktor zu fungieren und nicht als der eigentliche
Initiator der Tumorgenese [632].
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Tab. 1: Charakteristika transgener IGF-1I-Mausmodelle modifiziert nach Wolf et al. 1998 [632].

Charakteristika der IGF-1I-Expression

Proliferative und neoplastische

Veranderungen
Beginn der
. transgenen Serum IGF-II Pathologie, Tumorinzidenz und Beginn des
Promotor Sequenz IGF-Il kodierende Maus IGF-II Gewebe (im Vergleich zur Tumorwachstums
Sequenz Stamm E .
xpression Kontrolle)
MUP: human C57BL/6  3-4 Wochen Leber, Praputialdrisen, 20-30-fache Tiere sind kleiner, magerer und leichter,
Mouse major urinary  praprolGF-ll cDNA xCBA nach der Geburt  weniger stark in der Erhéhung besitzen verminderte Insulin und Glukosespiegel
protein Nebenniere im Serum nach 18 Monaten, (20 % der Tiere
(MUP-IGF-11) entwickeln Tumore in verschiedenen Organen,
hauptséachlich hepatozellulare Karzinome und
Lymphome mit einer signifikant héheren
Frequenz als Kontrolltiere
PEPCK: human B6D2 um die Geburt Leber, Niere, 2-6—fache erhohtes Gewicht von Niere und Hoden in vier
Rat Phospho- preprolGF-1l cDNA xNMRI Nebenniere, Jejunum,  Erhéhung Wochen alten Mausen,
enolpyruvate lleum, Kolon erhohtes Gewicht der Nebenniere in zwolf
carboxykinase Wochen alten Mausen;
(PEPCK-IGF-II) keine Tumorinzidenz
BKV: Maus C57BL/6 ab Tag 16,5 Haut, Duodenum, 2-4—fache Dysproportionales Wachstum der Haut,
Bovine keratine 10 IGF2-Minigen inklusive xCBA in der Fetal- lleum, Appendix, Kolon, Erhéhung erhohte Gewichte von Caecum, Kolon und
(BKVI-IGF-II) der kodierenden entwicklung Uterus Uterus, niedrigere Anteile an braunem und
Exons 4-6 weillem Fettgewebe durch gesteigerte Oxidation
diatetischer Lipide;
keine Tumorinzidenz
Mouse H-2K® human FVB/N vor der Geburt Thymus, Milz; niedrig in Linien aus II5’: Erhéhtes Thymusgewicht
(H-2Kb-IGF-II) IGF2-Minigen inklusive nur schwach Leber und Niere; 2-3-fach und keine Tumorinzidenz
der kodierenden Exons detektierbar, normaler Weise nicht 7-8-fach
7-9, denen ein trunkiertes postnatal deutlich im Gehirn nachweisbar,
Exon 5 (Konstrukt 115) einer Linie des
vorangestellt wurde Konstruktes 115’
BLG: Maus C57BL/6  postnatal, Starke Expression in 2-fach in Mausen Innerhalb von 4-12 Monaten entwickelten eine
Sheep B-lactoglobulin  IGF2-Minigen inklusive xCBA genauer der laktierenden ohne, 12-260-fach in  geringe Anzahl der weiblichen Mause
(BLG-IGF-II) der kodierenden Zeitpunkt nicht Brustdrise und in M&usen mit Brustdrisentumore mit erhohter IGF-I1
Exons4-6 bestimmt Brustdrisentumoren Tumorentwicklung Expression
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2.2.3 Rezeptoren des IGF-Systems: IGF-IR und IGF-IIR

Peptidhormone Uben ihre biologische Wirkung Uber spezifische Rezeptoren aus. Fur
die IGFs sind der IGF-I-Rezeptor (IGF-IR) und der IGF-II-Rezeptor (IGF-IIR), besser
bekannt als IGF-ll/Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, in fast allen Geweben
nachgewiesen worden. Zusatzlich binden die IGFs mit geringer Affinitat an den
Insulinrezeptor [27,489,516].

2.2.3.1 IGF-I-Rezeptor (IGF-IR)

Die meisten der biologischen IGF-Signale, wie ihre anabolen und mitogenen Effekte,
werden uber den IGF-IR vermittelt [83], der IGF-I mit einer 10 bis 15-fach hdheren
Affinitat als IGF-Il bindet [204]. Zudem kann er auch Insulin binden, wenn auch mit
geringer Affinitat [94]. Das Gen des IGF-IR liegt beim Menschen auf dem
Chromosom 15 [454], welcher strukturell dem Insulinrezeptor sehr ahnlich ist [516].
Der IGF-IR stellt ein glykosyliertes heterotetrameres Molekll dar, das aus zwei
extrazellularen a-Untereinheiten und zwei transmembranen [(-Untereinheiten
besteht, die durch Disulfidbricken miteinander verbunden sind (Abbildung 6). Die
B-Untereinheiten besitzen eine Tyrosinkinase-Aktivitat [301,600]. Bei Bindung eines
Liganden dimerisiert der vorher monomere Rezeptor. Diese Konformationsanderung
bewirkt eine Autophosphorylierung der zytoplasmatischen Domanen und die
Phosphorylierung verschiedener zytoplasmatischer Proteine [194].

Das Signal wird durch eine oder mehrere Signalkaskaden von intrazellularen
Faktoren, z.B. dem Insulin-Rezeptor-Substrat (IRS)-1, SHC (,SH containing®), ras
(,;rat sarcoma“), Raf-1 (Serin/Threonin-spezifische-Proteinkinase) oder der MAP
(Mitogen-Aktiviertes-Protein)-Kinase weiter Ubertragen [353,354]. Die in der
Signalkaskade gebildeten Substanzen sind fur Zellantworten wie Apoptose oder
veranderte Zellmobilitdt verantwortlich und greifen ebenfalls in die Regulierung des
Zellzyklus sowie der Genexpression ein [156]. Dadurch kommt dem IGF-IR eine
SchlUsselrolle in der Kanzerogenese zu, die nicht nur mitogene, sondern auch
antiapoptotische, transformierende und wachstumsstimulierende Eigenschaften
beinhaltet [34,35,83,226].

Die transformierende Eigenschaft des IGF-IR wurde sowohl in vitro als auch in vivo
in mehreren Studien untersucht. So konnten z.B. normale Fibroblasten durch eine
IGF-IR Uberexpression transformiert werden [79,291,292,540].
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Antiapoptotische Effekte des IGF-IR werden Uber die Hemmung oder Stimulierung
von Proteinen der BCL-2 Familie vermittelt. Dabei wird sowohl die Expression von
proapoptotischen (BAX, BCL-xs) als auch von antiapoptotischen (BCL-2, BCL-x,)
Proteinen beeinflusst und die Einschaltung verschiedener ,survival-pathways"
bedingt. Die durch den IGF-IR veranderten Signalkaskaden von BAX, BCL-xs, BCL-2
und BCL-x_ haben zur Folge, dass die Aktivierung der fir die Apoptose wichtigen
Caspasen verhindert wird [83]. Zusatzlich kann auch indirekt Gber den dem IGF-IR
nachgeschalteten, bisher nicht vollstandig aufgeklarten Phosphatidylinositol-3-
Kinase (P13-K)-Weg, die Aktivitat von Caspasen gehemmt werden [83]. Die
antiapoptotischen Eigenschaften des IGF-IR werden hauptsachlich durch die
Repression seiner Liganden IGF-I und IGF-Il, aber auch durch die Hemmung des
IGF-IR selbst, reduziert. Das Tumorsuppressorgen p53, dessen Funktionsverlust bei
der Entstehung und Progression verschiedener Tumoren eine zentrale Bedeutung
zukommt [173], hemmt beispielsweise die Transkription des IGF-IR und seiner
Liganden. Zusatzlich ist p53 in der Lage, die Expression des IGF-Bindungsproteins-3
zu steigern. Durch die Bindung von IGFs an ihre Bindungsproteine wird die
Bioverfugbarkeit der IGFs gehemmt [83]. Moglicherweise, bedingt durch eine
p53-Mutation, weisen transformierte Zellen eine vermehrte IGF-IR Expression auf
[34] und reagieren deshalb starker auf exogene Wachstumsfaktoren als normale
Zellen [304].
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Abb. 6:Struktur des IGF-IR und einige seiner Signaltransduktionswege.

Der IGF-IR gehort zur Klasse der Rezeptortyrosinkinasen. Die zwei a-Bindungseinheiten und die zwei
B-Tyrosinkinaseeinheiten sind durch Disulfidbricken miteinander verbunden. Die IRS-Proteine
verbinden den IGF-IR mit dem PI3K-Signalweg, wahrend dber SHC die Verbindung zum
MAP-Kinase-Signalweg hergestellt wird. Proteine des PI3K-Signalwegs interagieren mit dem
MAP-Kinase-Signalweg und umgekehrt. Die antiapoptotische Eigenschaft des IGF-IR kann entweder
durch eine Hemmung des Rezeptors selbst oder durch die Hemmung seiner Liganden IGF-I und
IGF-1I auf mRNA-Ebene, z.B. durch p53, unterbunden werden. Auch induziert p53 die Bildung von
IGFBP-3-mRNA.
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2.2.3.2 IGF-ll-Rezeptor (IGF-IIR)

Der IGF-IIR spielt eine wichtige Rolle fiir das Zellwachstum, die Uberlebensrate und
die Differenzierung von Zellen [353,551]. Im Gegensatz zu IGF-Il binden IGF-I und
Insulin nur mit geringer Affinitat an den IGF-IIR [75,321]. Bislang konnte nicht geklart
werden, ob dieser Rezeptor eine Funktion in der IGF-I SignalUbertragung besitzt
[75,240].

Der IGF-IIR ist ein 230 kDa groRRes, multifunktionelles, membrandurchspannendes
Glykoprotein mit einer hochaffinen Bindungsstelle fur IGF-Il (Abbildung 7) [75] und
zwei Bindungsstellen fir Mannose-6-Phosphat (M6P) [284]. Das Gen des IGF-IIR
liegt beim Menschen auf dem Chromosom 6 [344] und unterliegt in der Maus dem
maternalen Imprinting [31]. Der IGF-IIR ist an der Feinregulierung
wachstumsverantwortlicher Signale in der Embryonalentwicklung beteiligt und
kontrolliert die extrazellulare IGF-lIl Konzentration durch Internalisierung und
Degradation [75,240,617,619].

Durch seine Bindungsstellen fur M6P ist der IGF-IIR in der Lage, auch lysosomale
Enzyme zu binden [523]. Proliferin [351], Retinsaure [294] und mdglicherweise
Thyreoglobulin [531] binden ebenfalls an diesen Rezeptor. Durch Bindung an den
IGF-IIR werden IGF-Il und extrazellulare Enzyme durch Endozytose in die Zelle
befordert und dort in den Lysosomen proteolytisch abgebaut [75,240]. Weiterhin ist
der IGF-IIR an der Zielsteuerung von lysosomalen Enzymen vom Golgi-Apparat zu
pra-lysosomalen Kompartimenten beteiligt [75,240]. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass IGF-II die Endozytose lysosomaler Enzyme hemmt [307,310,379].

Die Rolle des IGF-IIR als Tumorsuppressorgen [236,350,432] wird deutlich bei einem
Funktionsverlust des IGF-IIR [353,551]. Dieser kommt haufig vor, da das IGF-IIR
Gen in seiner kodierenden Region verschiedene Mikrosatelliten beinhaltet, die leicht
mutieren [617,642]. Ein funktioneller IGF-IIR bindet nicht nur latentes TGF-$ als
Substrat [323,432], sondern aktiviert durch eine Plasmin-vermittelte Proteolyse
latentes TGF-B [617]. Aufgrund eines Funktionsverlustes des IGF-IIR kann es
dementsprechend zu einer Akkumulation von IGF-Il und der Herunterregulierung von

TGF-B1 kommen, verbunden mit einer erhdhten Zellproliferation [617,642].
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Abb. 7: Struktur und Wirkung des IGF-IIR.

Der IGF-IIR ist ein Glykoprotein mit einer groRen extrazelluldren Domane und einer kleinen
zytoplasmatischen Doméne, die durch eine Transmembran-Region miteinander verbunden sind. Der
IGR-IIR flhrt durch Induzierung einer Proteolyse latentes TGF-f3 in seine aktive Form Uber und
reguliert die extrazellulare IGF-llI-Konzentration.



29 Literaturtbersicht

2.2.4 Bindungsproteine fir IGFs

Im Gegensatz zum Insulin zirkulieren die IGFs im Serum nicht frei, sondern sind an
spezifische Bindungsproteine gebunden [528]. Zur Zeit sind sechs charakterisierte
hochaffine Bindungsproteine fur IGFs beschrieben, welche als IGFBP-1, -2, -3, -4,
-5 und -6 bezeichnet werden [266,547].

2.2.4.1 Genlokalisation der IGFBPs

Die Gene der menschlichen IGFBPs sind auf verschiedenen Chromosomen mit

unterschiedlichen Genlangen lokalisiert:

Bindungsprotein Chromosom Lange (kb)
* IGFBP-1 79 [172,266] 5,5 [266]
 IGFBP-2 2q [172,266] 32,0 [172,266]
» IGFBP-3 7q [172,266] 8,9 [172,266]
 |GFBP-4 17q [6,266] 15,3 [266,644]
* IGFBP-5 2q [172,266] 33,0 [172,266]
» IGFBP-6 12 [172,266] 4,7 [172,266]

2.2.4.2 Struktur der IGFBP-Gene und -Proteine

Die Gene der IGFBPs setzen sich aus vier Exons (Exon 1-4) zusammen, die durch
drei Introns voneinander getrennt sind (Abbildung 8). Eine Ausnahme bildet
IGFBP-3, das noch ein zusatzliches untranslatiertes Exon (Exon 5) enthalt. Die in
den IGFBPs korrespondierenden Exons haben vergleichbare Langen und korrelieren
mit den drei Domanen der gebildeten Proteine. Exon 1 kodiert mit einer Lange von
ca. 600 bp den 5’-untranslatierten Bereich, die N-terminale Domane und einige
wenige Aminosauren der Linker-Region. Exon 2 mit weniger als 230 bp kodiert die
Linker-Region. Exon 3 und Exon 4 kodieren die C-terminale Domane des Proteins
[266].

Die Lange der gebildeten mRNA unterscheidet sich zwischen den einzelnen IGFBPs
und variiert zwischen den verschiedenen Spezies. Die mRNAs der humanen
Bindungsproteine besitzen folgende GroRen: IGFBP-1, 1,6 kb; IGFBP-2, 1,5 kb;
IGFBP-3, 2,4 kb; IGFBP-4, 1,7 kb; IGFBP-5, 1,7 & 6,0 kb und IGFBP-6, 1,1 kb. Die
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Translation der entsprechenden mRNAs resultiert in 234 Aminosauren (AS) fur
IGFBP-1, in 289 AS flur IGFBP-2, in 264 AS flir IGFBP-3, in 237 AS fur IGFBP-4, in
252 AS fur IGFBP-5 und in 216 AS fur IGFBP-6 [266]. Daraus ergeben sich fur die
sechs Bindungsproteine im nativen Zustand Molekulargewichte zwischen 22,8 kDa
und 31,4 kDa [266].

Obwohl sich die IGFBPs unter anderem bezuglich ihrer chromosomalen Lokalisation,
ihrer GengrofRe, ihres Molekulargewichts, ihrer biochemischen Eigenschaften und
ihrer Gewebsspezifitdt unterscheiden, gibt es in den Strukturen der sechs
Bindungsproteine konservierte Bereiche, welche die Zugehdrigkeit zu einer Familie
determiniert [266]. In den hochkonservierten N-terminalen und C-terminalen
Regionen befinden sich zehn bis zwolf bzw. sechs konservierte Cysteinreste. Studien
mit IGFBP-Mutanten lassen vermuten, dass die beiden konservierten Domanen an
der hochaffinen Bindung der IGFs beteiligt sind [120]. Die zentrale Linker-Region der
IGFBPs ist dahingegen flir jedes der sechs Bindungsproteine sehr unterschiedlich
und besitzt bis auf IGFBP-4 keine Cysteinreste [266]. Hier konnen posttranslationale
Modifikationen stattfinden [266].

2.2.4.3 Posttranslationale Modifikationen und Bindungsmotive

IGFBP-3 bis -6 kommen in nicht-glykosylierten und in glykosylierten Formen vor.
Wahrend IGFBP-3 und -4 N-glykosyliert sind, werden IGFBP-5 und -6 O-glykosyliert
[266]. Diese Glykosylierung erhdht beispielsweise das Molekulargewicht von
IGFBP-3 in der SDS-Page von 29 kDa auf 40-43 kDa [184]. Daruber hinaus besitzen
alle IGFBPs potentielle Phosphorylierungsstellen, welche von Serin/Threonin-
Proteinkinasen phosphoryliert werden koénnen [142]. Bisher ist bekannt, dass
IGFBP-1, -3, und -5 als Phophoproteine sezerniert werden [42]. Wahrend die
Phosphorylierung von menschlichem IGFBP-1 eine Affinitdtserhbhung gegenuber
IGF-1 [287] bewirkt, konnten fur IGFBP-3 und -5 keine eindeutigen Effekte gezeigt
werden [42].

Definierte Expressionsmuster von Bindungsproteinen in den verschiedenen
Geweben und auch Zellkompartimenten lassen darauf schlieRen, dass IGFBPs
malfdgeblich an der gewebespezifischen Regulation der IGFs beteiligt sind. Da die
beschriebenen posttranslationalen Modifikationen ebenfalls gewebe- bzw.
zellspezifisch sind, scheinen sie die gewebespezifischen Wirkungen der IGFBPs mit

zu beeinflussen. Wahrend eine Glykosylierung in Zellinteraktionen eingreift, wirkt sich
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eine Phosphorylierung mehr auf die biochemischen Eigenschaften, wie die Affinitat
zu IGFs, die Membranbindung oder die Empfindlichkeit gegenliber Proteasen aus.
Hinweise, dass die in der Aminosauresequenz existierenden Bindungsmotive
mitverantwortlich fur zell- und gewebespezifische Effekte sind, existieren ebenfalls
[184].

Bindungsmotive, die durch eine bestimmte Aminosaurenabfolge determiniert sind,
lokalisieren sich vor allem in der C-terminalen Domane und sind in der Lage
bestimmte Proteine zu binden. So besitzen IGFBP-1 und IGFBP-2 eine
RGD-Sequenz als eine potentielle Integrin-Bindungsstelle [288,539]. Fiur IGFBP-3
und IGFBP-5 wird eine bestimmte Aminosaurenabfolge flir den nuklearen Import
verantwortlich gemacht. Dieser Import wird durch die Importin-B-Untereinheit
vermittelt [530]. Weiterhin besitzen IGFBP-3 und -5 eine Heparin-Bindungsstelle in
der C-terminalen Domane, die fur die Bindung von vielen unterschiedlichen
Molekulen verantwortlich sein kann, wie z.B. von Proteoglykanen der Zelloberflache
[66]. Die Bindung von Heparin, ALS, Plasminogen, Transferrin, Fibrin, Fibrinogen,
Osteopontin sowie von verschiedenen weiteren Glykosaminoglykanen wurde in
verschiedenen Studien gezeigt [184]. Eine fur die Heparin-Bindungsstelle
notwendige Aminosauresequenz liegt ebenfalls in IGFBP-6 vor, das aber nur als
unglykosyliertes Protein in der Lage ist Glykosaminoglykane zu binden [375]. Die
IGFBP-3, -5 und 6 sind in der Lage, eine Proteolyse von IGFBP-4 zu verhindern.
Dieser Proteolyse-inhibierende Effekt scheint mit der Heparin-Bindungsstelle
assoziiert zu sein [192]. IGFBP-2 ist ebenfalls in der Lage, auch ohne
Heparin-Bindungsmotiv Glykosaminoglykane zu binden [12,520]. Dies lasst darauf
schliellen, dass auch eine Glykosaminoglykanbindung zusatzlich Uber andere
Bindungsmotive verlauft. Fir IGFBP-4 wurden bisher keine solchen Bindungsmotive
beschrieben [184].
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Gen- und Proteinstruktur der IGFBPs.

IGFBPs besitzen vier Exons, welche fir die jeweiligen Domanen kodieren. IGFBP-3 enthalt als
einziges Bindungsprotein noch ein weiteres untranslatiertes Exon (Exon 5). Die N-terminale und
C-terminale Doméne sind hochkonserviert und enthalten die IGF-Bindungsstellen. In der kaum
konservierten Linker-Region finden die flr jedes Bindungsprotein spezifischen posttranslationalen

Modifikationen statt. Hier sind auch die Schnittstellen fiir den proteolytischen Verdau lokalisiert [266].

2.2.4.4 Expression und Serumspiegel

Die Beteiligung der IGFBPs an der Embryonalentwicklung ist in einigen Studien
beschriecben  worden.  Bindungsproteine sind ab dem 14.Tag der
Embryonalentwicklung in Ratte und Maus zu finden [98,603]. lhre unterschiedliche
Expression im Verlauf der pranatalen wie auch der postnatalen Periode weist
daraufhin, dass verschiedene Bindungsproteine zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
verschiedenen Organen unterschiedliche Aufgaben ubernehmen [98,223,603]. So
nimmt z.B. die Konzentration von IGFBP-1 im Laufe des Fetalwachstums bis zur
Geburt und daruber hinaus bis zur Pubertat standig ab und steigt danach erst wieder
an [233]. Zudem ist IGFBP-1 in den Geweben des Fetus sehr viel hoher konzentriert
als im Serum [44]. Im menschlichem Serum hangen die Spiegel der verschiedenen
IGFBPs ebenfalls von der jeweiligen Altersstufe ab. IGFBP-3 ist nach der Geburt
Haupttrager der IGFs im Serum [43,62]. Seine Serumkonzentration steigt nach der
Geburt an und erreicht wahrend der Pubertat die hochste Konzentration [43]. Im
Gegensatz dazu ist der Serumspiegel von IGFBP-2 zum Zeitpunkt der Geburt hoch,
nimmt wahrend der Pubertat ab und steigt im Alter wieder an [61]. IGFBP-4 ist im
Serum nach IGFBP-3 das zweithaufigste Bindungsprotein und steigt mit dem Alter an
[296,487].

Bindungsproteine im Serum werden nicht nur mit der normalen Wachstumskontrolle
assoziiert, sondern auch mit der Kanzerogenese in Zusammenhang gebracht.

Untersuchungen ergaben, dass hohe IGFBP-3-Spiegel im Serum z.B. das Risiko, an
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Brustkrebs zu erkranken senken [237]. Niedrige IGFBP-3-Spiegel scheinen das
Risiko, am kolorektalen Karzinom zu erkranken, zu begunstigen [212]. Ein Anstieg
von IGFBP-1 im Serum scheint eine protektive Wirkung in Bezug auf die Entwicklung
eines Kolonkarzinoms zu haben [290], was allerdings in einer weiteren Studie nicht
bestatigt werden konnte [446]. Hohe IGFBP-2-Spiegel in Tumorgewebe (Prostata,
Ovar oder Kolon) korrelieren mit der Malignitat dieses Gewebes [184]. Hohe
IGFBP-2-Spiegel im Serum sind hingegen mit einem protektiven Effekt auf die
Entstehung kolorektaler Karzinome assoziiert [290]. Allerdings konnte in einer
anderen Studie kein Zusammenhang zwischen Serum IGFBP-2 und
Kolonkrebsentstehung gefunden werden [446]. Bei manifestiertem Kolonkrebs

wurden ebenfalls erhdhte IGFBP-2-Spiegel im Serum gemessen [496,497].

2.2.4.5 Wirkungen der IGFBPs: IGF-abhangige und IGF-unabhéngige Effekte

IGFBP-1 bis -6 zeichnen sich durch eine hohe Affinitat gegenuber IGF-I bzw. IGF-II
aus, welche die Affinitat der IGFs zum IGF-lI Rezeptor noch Ubersteigt. Dies befahigt
diese Bindungsproteine nicht nur als Trager-Proteine zu agieren, sondern sie
verlangern auch die Halbwertszeit der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren und
gelten als Modulatoren fur die Verfugbarkeit und Aktivitat von IGFs [286]. Solche
Eigenschaften sind in der Kanzerogenese von grof3er Bedeutung [184]. Ein durch
IGFBPs gebundenes IGF ist normalerweise inaktiv, weil es in diesem Zustand keinen
Liganden flr seine Rezeptoren darstellt und somit auch kein Signal auslost [305]. Zu
dieser hemmenden Funktion sind alle bisher beschriebenen Bindungsproteine in der
Lage, was sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden konnte [42,119,184,552].
Neben der Hemmung der IGF-Aktivitat wird aber auch einigen Bindungsproteinen
eine Potenzierung der IGF-Wirkung zugeschrieben [121,122,408], an der teilweise
posttranslationale Modifikationen beteiligt sind.

Als Vermittler von Effekten, die unabhangig von einer IGF-Bindung sind, werden zur
Zeit intakte oder auch proteolytische Fragmente der IGFBPs [184] und das
Vorhandensein einer RGD-Sequenz, einer Integrin-Bindungsstelle [288], diskutiert.
Dartber hinaus scheinen IGFBP-Rezeptoren [9,348,434], die Lokalisation von
IGFBPs im Kern und Interaktionen der IGFBPs mit transkriptionalen Modulatoren
[7,364,485] an Effekten von IGFBPs beteiligt zu sein, die unabhangig von einer
IGF-Bindung stattfinden.

Wirkungen verschiedener IGFBPs, die abhangig oder unabhangig von einer
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IGF-Bindung sind, sollen im folgenden exemplarisch dargestellt werden. IGFBP-1
kann die mitogene Wirkung von IGFs je nach Phophorylierungszustand inhibieren
oder aktivieren [285]. Dephosphoryliertes IGFBP-1 besitzt eine reduzierte Affinitat fur
IGF-I und fordert die IGF-I vermittelte DNA-Synthese, wahrend phosphoryliertes
IGFBP-1 IGF-I vermittelte Effekte inhibiert [184]. Eine IGF-unabhangige Wirkung von
IGFBP-1 ist die Stimulierung der Zellmigration [288]. IGFBP-2 ist ebenso wie
IGFBP-1 in der Lage, bifunktionell zu agieren. In Kolonkarzinomzelllinien wirkt
IGFBP-2 auf die durch autokrines IGF-II stimulierte Proliferation hemmend. Da die
IGFBP-2-bedingte Hemmung in den IGF-sensitiven Zellen infolge einer Zugabe von
exogenem IGF-Il wieder aufgehoben werden konnte, Iasst dies auf die Beeinflussung
IGF-abhangiger Ereignisse in diesen Kolonkarzinomzellen durch IGFBP-2 schliel3en
[253]. Hinweise auf die hemmenden Eigenschaften von IGFBP-2 auf IGF-stimuliertes
Wachstum liefern auch in vivo erhobene Befunde [249]. IGF-unabhangige mitogene
Eigenschaften von IGFBP-2 wurden in verschiedenen Zelllinien, die aus anderen
Geweben als dem Kolon entstammen beschrieben [24,248,559] und wurden auch fur
IGFBP-5 gezeigt. Ausserdem erhoht IGFBP-5 die Proliferation von Zellen
unabhangig von der Stimulierung Uber den IGF-IR [10]. IGF-vermittelte Effekte
potenziert IGFBP-5 durch eine Bindung an die extrazellulare Matrix (ECM) [9]. Liegt
IGFBP-5 hingegen ungebunden vor, wirkt es inhibitorisch auf die mitogene
Stimulierung durch IGF [270]. Ahnlich verhalt sich IGFBP-3, das analog zu IGFBP-5
an Zellmembranen binden kann und dadurch die Wirkung der IGFs ebenfalls
moduliert [42,184,286]. Zusatzlich wird fir IGFBP-3 noch eine direkte
Wechselwirkung mit dem IGF-IR postuliert [411]. Neben seiner Fahigkeit IGFs zu
binden, blockiert IGFBP-3 das Wachstum von Fibroblasten IGF-unabhangig [124].
Inhibitorische IGF-unabhangige Effekte sind bisher nur fir IGFBP-3 beschrieben
worden [184]. IGFBP-6 scheint primar an IGF-abhangigen Wirkungen beteiligt zu
sein, uber IGF-unabhangige Effekte von IGFBP-6 ist bisher nichts bekannt [184].
Anhand einiger Studien konnte gezeigt werden, dass IGFBP-6 die IGF-ll-induzierten
mitogenen  Signale auf Proliferation, Differenzierung, Zelladhasion und
Koloniebildung in verschiedenen Zellen inhibiert [21,22,302,313,377,568].
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2.2.5 Proteasen der Bindungsproteine

Die Schnittstellen flr verschiedene Endoproteasen liegen in der Regel im zentralen
Bereich des Bindungsproteins, da sich die konservierten Bereiche, d.h. die
N-terminale als auch die C-terminale Domane, relativ resistent gegenuber
proteolytischen Angriffen zeigen [42]. Die Proteolyse der Bindungsproteine
beeinflusst die Affinitat zu ihren Bindungspartnern [42] und tragt somit zur lokalen
Verfugbarkeit von IGFs bei [131]. In der Regel fuhrt eine Proteolyse zu
IGFBP-Fragmenten die entweder keine oder nur noch eine verminderte Affinitat
gegenuber IGFs zeigen [184,570]. Die meisten Proteasen sind in der Lage
verschiedene Bindungsproteine zu spalten, wahrend einige Proteasen
Bindungsprotein-spezifisch sind [372].

Invitro wurden Cathepsin DundL, Matrix-Metalloprotease-11  (MMP-11) und
Plasmin als potentielle Proteasen fur IGFBP-1 beschrieben [91,118,131,374,652].
Gibson et al. 2001 konnten zeigen, dass die unphosphorylierte Form von IGFBP-1
spezifisch durch Proteasen gespalten wird, wahrend die phosphorylierte Form
resistent gegenuber dieser Proteolyse ist [206].

Proteolytische Fragmente von IGFBP-2 wurden in verschiedenen physiologischen
Flassigkeiten (Serum, Milch, etc.) detektiert [184]. Als potentielle Proteasen wurden
eine Ca®"-abhangige Serinprotease [129,216,450] und Plasmin beschrieben
[390,495]. PAPP-A, eine Metalloprotease, welche lange als IGFBP-4-spezifisch galt,
spaltet IGFBP-2 ebenfalls [412].

IGFBP-3 und IGFBP-5 werden durch folgende Proteasen gespalten: Plasmin
[90,338], Thrombin [648], Matrix-Metalloproteasen (MMP) [125,191,420],
Cathepsin D  [118,134], Prostate-specific-Antigen  (PSA) [123,126] und
Serinproteasen [295,381]. Daruber hinaus ist fur die Proteolyse von IGFBP-3 noch
eine Kation-abhangige Cysteinprotease [525] und der Nerven-Wachstumsfaktor
y-NGF [486] verantwortlich. IGFBP-5 wird zusatzlich von PAPP-A und PAPP-A-2,
Metalloproteasen der Metzincin—Familie gespalten. Diese Spaltung ist aber im
Gegensatz zur IGFBP-4-Spaltung durch PAPP-A IGF-unabhangig [345,441,504].
Neben der Proteolyse von IGFBP-4 durch y-NGF (,nerve growth factor®) [486] wird
IGFBP-4 von Cathepsin D [76,118] und den neutrophilen Proteasen Cathepsin G und
Elastase gespalten [207]. Die Annahme, dass IGFBP-4 mit dem proteolytischen
Plasmin-System interagiert, wird kontrovers diskutiert. Wahrend in einer

Kolonkarzinomzelllinie (HT-29-D4) gezeigt werden konnte, dass IGFBP-4 sowohl von
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I6slichem als auch von oberflachengebundenem Plasmin gespalten wird [495], zeigte
sich IGFBP-4 in einer anderen Studie relativ resistent gegenuber der Proteolyse
durch Plasmin [68]. Fur IGFBP-4 wurde eine Ca2+—abhéngige Serinprotease
beschrieben [111,113,383,450,493], die sich aber von der bisher am meisten
untersuchten IGFBP-4-spaltenden Metalloprotease PAPP-A [135,346] unterscheidet.
IGFBP-6 ist unter physiologischen Bedingungen sehr stabil gegentber Proteolyse.
In vitro konnte gezeigt werden, dass IGFBP-6 ein Substrat fur den y-NGF [486] als
auch fur die I6sliche Form des Plasmin ist [495]. Auch Chymotrypsin und Trypsin
sind in der Lage, IGFBP-6 zu spalten [375].
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2.2.6 Das IGF-Bindungsprotein-4 (IGFBP-4)

2.2.6.1 Genomische Lokalisation und Promotorregion

Neben dem bereits in Kapitel 2.2.4 erwahnten Gen fur hIGFBP-4 wurden auch die
Gene fur IGFBP-4 in Nagetieren identifiziert. Das IGFBP-4 Gen in der Ratte
(rIGFBP-4) besitzt eine Grofle von 12 kb [202] und das IGFBP-4 Gen in der Maus
(mIGFBP-4) besitzt eine Grole von 11,3 kb. In der Maus befindet sich das Gen fur
IGFBP-4 auf dem Chromosom 11 [650].

Das rlIGFBP-4-Gen ist ebenso wie das bereits beschriebene hIGFBP-4 und die
anderen funf Bindungsproteine aus vier Exons und drei Introns aufgebaut [144].
Wahrend die Grdolle der Introns [202] zwischen dem rIGFBP-4 und dem hiIGFBP-4
Gen ein wenig variiert, sind die ,splicing sites“ in den Genen der beiden Spezies
hoch konserviert [644]. Zusatzlich scheint es noch eine Zelltyp-abhangige
,Splicing“-Variante von IGFBP-4 in einer Fibroblastenzelllinie der Maus zu geben,
deren Produkt nicht mehr in der Lage ist, IGF zubinden [215].

Bei dem Vergleich der Promotorregion von Mensch, Maus und Ratte wurde
festgestellt, dass diese Region bis auf wenige Ausnahmen in allen drei Spezies hoch
konserviert ist [150,202,215,644]. Die IGFBP-4-Promotorregion enthalt eine typische
TATA-Box und in Nagern zusatzlich eine CAAT-Box [150,202,215]. Dartber hinaus
sind in der Promotorregion aller drei Spezies potentielle regulatorische Elemente, wie
CRE (,cAMP resonse elements”), AP-1, SP-1 und SRE (,steroid response elements®)
lokalisiert [150,202,215]. Diese Promotorsequenzen, auch cis-regulatorische
Kontrollelemente genannt, stellen Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren dar.
Auffallig im IGFBP-4-Gen ist die Frequenz der Alu-Repeat-Sequenzen, die im
Durchschnitt alle 1000 bp auftreten [644]. Da die Haufigkeit der Alu-Repeats im
IGFBP-4-Gen Uber der normalen Verteilung im menschlichen Genom liegt [258],
lasst sich vermuten, dass das IGFBP-4 Gen ein ,Hotspot” fur Alu-Integrationen ist.
Eine hohe Dichte von Alu-Regionen ist oft mit genomischer Instabilitat [87] und einer
hoheren Frequenz an Sequenz-Polymorphismen [38] assoziiert.

2.2.6.2 cDNA und Protein

Die cDNA des humanen IGFBP-4 (hIGFBP-4) besitzt einen [400 bp groRen nicht-

translatierten Bereich am 5-Ende und einen >900 bp untranslatierten Bereich am
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3’-Ende. Die cDNA fur IGFBP-4 aus der Ratte (rIGFBP-4) besitzt einen 185 bp
grolRen untranslatierten Bereich am 5-Ende und einen >318 bp untranslatierten
Bereich am 3’-Ende. Der offene Leserahmen kodiert in den cDNAs beider Spezies
ein 20 bis 21 bzw. ein 21 Aminosauren langes Signalpeptid und ein aus
237 Aminosauren bzw. 233 Aminosauren bestehendes reifes Protein fur hIGFBP-4
bzw. rIGFBP-4 [343,547].

2.2.6.3 IGFBP-typische Doménen: Aufteilung und Eigenschaften im IGFBP-4-

Protein
2.2.6.3.1 Die N-terminale Doméane: IGF-Bindung

Die N-terminale Doméane beinhaltet zwolf der 20 Cysteinreste und besitzt einen fur
die IGF-Bindung wichtigen Sequenzabschnitt (Leu’-Ser’") [484]. Dies ist fiir
IGFBP-4 die bisher einzige beschriebene Bindungsstelle, mit der IGF-I bzw. IGF-II
gebunden werden kann [484]. Dieser Sequenzabschnitt wurde in einer weiteren
Studie bestatigt, welche den hydrophoben Sequenzabschnitt (Leu’?-Met®®) fiir die
IGF-Bindung in IGFBP-4 identifizierte. = Mutationen innerhalb  dieses
Sequenzabschnittes (Leu’%-His™*, Gly">-Ser®") filhren zu einem vélligen Verlust der
|GF-Bindungsaktivitat, wahrend Deletionen wie (Leu’?) und (Met**-Ser®!) nur zu einer
reduzierten IGF-Bindung fuhrten [84].

Eine Beteiligung der fur alle Bindungsproteine konservierten Cysteinreste der
konservierten Domanen an der IGF-Il Bindung wurde ebenfalls gezeigt. Hierbei
scheint die Sekundar-Struktur der IGFBPs, die durch die Disulfidverbindungen
zwischen den Cysteinresten zustande kommt, die IGF-Bindung zu unterstutzen. Dies
zeigt sich daran, dass Fragmente der IGFBPs entweder eine reduzierte oder keine
Bindungsaktivitat aufweisen [341,425,484,570]. Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Einzelmutationen der Cysteinreste zu einer reduzierten
IGF-Bindungsaktivitat fuhren, wobei die Cysteinreste Cys 9 und Cys 12 in der
N-terminalen Region eine groRere Bedeutung bezlglich der |GF-Bindung
einnehmen, als die Cysteinreste Cys 17 und Cys 20 in der C-terminalen Region [84].
Die richtigen Verknupfungen der Disulfidbriicken dieser Cysteinreste sind ebenfalls
essentiell fur die biologische Aktivitat eines Bindungsproteins und sind fur IGFBP-4 in
Abbildung 9 dargestellt. Insgesamt wurden acht Disulfidbricken in IGFBP-4 ermittelt,

wovon vier allein in der N-terminalen Doméane lokalisiert sind. Zwei dieser vier
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Disulfidbricken sind in gleicher Form auch in den anderen finf Bindungsproteinen zu
finden [104].

Die Tertiar-Struktur ist fur die meisten der Bindungsproteine hingegen noch nicht
dargestellt worden [104,266].

2.2.6.3.2 Die Linker-Region: Glykosylierung

Im Gegensatz zu allen anderen Bindungsproteinen besitzt IGFBP-4 in der
nicht-konservierten Linker-Region zwei zusatzliche Cysteinreste [546,547], die
ebenfalls miteinander verbunden sind [104], aber scheinbar keinen Einfluss auf die
IGF-Bindung haben [104,484].

Spezifische Schnittstellen fur IGF-abhangige Proteasen liegen in Position
Lys'?-His'?' [492] und Meth'°-Lys'*® [135]. Fir die durch Proteolyse entstandenen
N- bzw. C-terminalen Fragmente von I|IGFBP-4 werden IGF-abhangige bzw.
IGF-unabhangige biologische Funktionen postuliert [570]. Weiterhin befindet sich in
der Linker-Region eine potentielle N-Glykosylierungsstelle und zwar an Position
Asn'% [97,266]. Das aus der Aminosauresequenz abgeleitete Molekulargewicht I&sst
auf ein ca. 26kDa grolles IGFBP-4-Protein schlieRen [547]. In der
nicht-reduzierenden SDS-PAGE werden zwei fur IGFBP-4 spezifische Banden
sichtbar. Durch seine N-Glykosierungsstelle existiert IGFBP-4 nicht nur als 24 kDa
groRes unglykosyliertes Protein, sondern auch als 28 kDa grol3es glykosyliertes
Protein [97]. Dies wurde durch die Verringerung des Molekulargewichts von 28 kDa
auf 24 kDa nach der Behandlung mit Endoglykosidase-F bestatigt, wahrend das
24 kDa-Protein nach dieser Behandlung keine Veranderung seiner molekularen
Masse aufwies [97]. Die Zusammensetzung der Glykosylreste in IGFBP-4 ist
gewebeabhangig und zusatzlich abhangig vom physiologischen Status des Gewebes
[104,320]. Bisher wurden funf verschiedene Glykosylierungsisoformen fur IGFBP-4
beschrieben [105]. Diese identifizierten Glykane sind zwei-antennig (,biantennary®)
und unterscheiden sich in der Anzahl der terminalen Sialinsaurereste und/oder
infolge einer Modifikation durch Fukose [104]. Die Aufgaben dieser
Oligosaccharideinheiten kénnen in ,spezifische” und ,unspezifische® Funktionen
unterteilt werden. ,Unspezifische® Funktionen konnen unter anderem an der
korrekten Proteinfaltung und an der Sekretion des Proteins beteiligt sein.
~opezifische Funktionen dieser Glykane beinhalten die Beteiligung an der
Zell-Zell-Adhasion oder auch an der Zell-ECM (Extrazellulare Matrix)-Adhasion. Die
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spezifische Funktion der Glykane konnte allerdings bislang nur fur IGFBP-3
nachgewiesen werden [183]. Wenngleich ein Zusammenhang zwischen IGF-Bindung
und der Glykosylierung von IGFBP-4 diskutiert wird [570], so ist doch Uber die
physiologische Bedeutung der IGFBP-4-Glykosylierung bislang nichts konkretes
bekannt [104,184].

2.2.6.3.3 Die C-terminale Doméane: Lokalisation von Bindungsmotiven

Neben Sequenzen, die fir die IGF-Bindung wichtig sind, findet man in der
C-terminalen Domane sechs der 20 Cysteinreste von IGFBP-4 [266]. Diese sechs
Cysteinreste sind durch drei Disulfidbricken miteinander verknupft. Das gleiche
Verknupfungsmuster in der C-terminalen Region findet sich auch in IGFBP-2 und -6
[104].

Zwar konnte in der Linker-Region und in der C-terminalen Domane bisher keine
direkte IGF-Bindungsstelle gefunden werden, doch sind die Fragmente His'?'-GIn™*’
und Arg'*?-GIn®*" trotzdem wichtig fiir die hochaffine Bindung von IGFs. Ein weiteres,

in der C-terminalen Domane liegendes Fragment (Cys®®-val?'®

), scheint zusatzlich
die IGF-Bindung zu erleichtern [484]. Es konnte gezeigt werden, dass im Serum
zirkulierende N-terminale Fragmente von IGFBP-4 IGF-I und IGF-ll mit reduzierter
Affinitat (5 bzw. 17 nM) und zirkulierende C-terminale Fragmente von IGFBP-4 IGF-|
und IGF-Il mit sehr geringer Affinitat (>60 bzw. 690 nM) binden [570]. Die
C-terminale Region, die eine IGF-Bindung fordert, scheint nicht nur fur IGFBP-4
[84,484,570], sondern auch fur IGFBP-2 [186] und IGFBP-3 [565] eine Bedeutung zu
haben. Da IGFBP-2 und IGFBP-6 IGF-II mit hoherer Affinitat als IGF-I binden, wurde
zunachst ein Zusammenhang zwischen der Disulfidbriickenbindung in der
C-terminalen Region und der IGF-lI-Bindung postuliert [186]. IGFBP-4, das die
gleiche Konstellation der Disulfidbrickenbindung wie IGFBP-2 und IGFBP-6 in der
C-terminalen Region besitzt [104], bindet allerdings IGF-I und IGF-II mit gleicher
Affinitat (IGF-Il Kq=1,7 nM; IGF-I Ks=1,2nM) [570]. Dies bedeutet, dass die
C-terminale Domane der IGFBPs die optimale Bindung von IGFs ermdglicht, dass
aber der Einfluss einer Disulfidbrickenbildung fur die IGF-Bindung vernachlassigbar
ist [570].

Die Bindung an die Zelloberflache oder an die extrazellulare Matrix (ECM), die Uber
Bindungsmotive in den C-terminalen Doméanen verschiedener Bindungsproteine
erfolgt, beeinflusst die Wirkung der IGFBPs auf die IGFs. Bisher konnte fur IGFBP-4,
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wahrscheinlich wegen des Fehlens solcher Bindungsmotive, keine Assoziation an
Membranen nachgewiesen werden. IGFBP-4 scheint also nur in I6slicher Form
vorzuliegen [184,305]. Das Vorhandensein solcher Bindungsmotive ist ausserdem
mitverantwortlich fur die Gewebsspezifitat eines Bindungsproteins. Perfusionsstudien
an Rattenherzen haben gezeigt, dass IGFBP-3 wie auch IGFBP-4 mikrovaskulares
Endothel durchwandern, sie distributieren aber in unterschiedliche Gewebe.
Wahrend IGFBP-3 sich in erster Linie im Herzmuskel verteilte, war IGFBP-4
vornehmlich im Bindegewebe zufinden [28,65]. Verantwortlich fur die spezifische
Bindung von IGFBP-3 an bestimmte Zellen, z.B. Endothelzellen, scheint eine kleine
Region in der C-terminalen Domane, die Heparin-Bindungsstelle zu sein [66,317]. Da
IGFBP-4 eine solche Stelle nicht besitzt, bindet es auch nicht an Endothelzellen [66].
Eine Chimare von IGFBP-4, in der diese Region spezifisch durch die entsprechende
Region aus IGFBP-3 ausgetauscht wurde, ist in der Lage, an Endothelzellen zu
binden und verhalt sich auch in den Perfusionsstudien in seiner Verteilung wie
IGFBP-3 [317]. Die Bedeutung des Heparin-Bindungsmotivs wurde schlielich
untermauert, indem diese Region als 18-mer-Peptid synthetisiert wurde und gezeigt
werden konnte, dass dieses Peptid auch als solches an Endothelzellen bindet [67].
Obwohl IGFBP-6 eine ahnliche Heparin-Bindungsstelle besitzt, bindet es nicht an
Endothelzellen. Wird die Heparin-Bindungsstelle in |IGFBP-6 durch das
18-mer-Peptid ersetzt, ist IGFBP-6 trotzdem nicht in der Lage an Endothelzellen zu
binden [317]. Zusammenfassend belegen diese Studien die Bedeutung von
Bindungsmotiven flr die Assoziation mit entsprechenden Strukturen, zeigen aber
auch, dass in einem Bindungsprotein noch andere Faktoren eine Rolle fur die
Bindung an Zellen bzw. Proteine spielen. In IGFBP-6 maskiert wahrscheinlich die
O-Glykosylierung diese Bindungsstelle [375]. Im Gegensatz zu IGFBP-6 sind
IGFBP-3 und IGFBP-4 N-glykosyliert [65].
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Abb. 9: Schematische Darstellung von IGFBP-4.

Die Abbildung zeigt die bisher bekannten Disulfidbindungen sowie ihre Position. In der Linker-Region
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sind die Glykosylierungsstelle an Position 104 und die beiden Schnittstellen fir einen Proteaseverdau
lokalisiert. Die in der N-terminalen Doméane lokalisierte IGF-Bindungsstelle, L(72) bis S(91), ist
durchgangig blau unterlegt. Cystein (C), Lysin (K), Histidin (H), Methionin (M), Asparagin (N), Leucin
(L) und Serin (S).

2.2.6.4 Regulation von IGFBP-4 auf Transkriptionsebene

Die Promotorregion fur die drei Spezies Maus, Ratte und Mensch ist fast Uber die
gesamte Sequenz konserviert, weshalb angenommen wird, dass trans-Elemente die
Expression von IGFBP-4 in den drei Spezies ahnlich beeinflussen [215]. Eine
Erklarung fur einen Spezies-ubergreifenden Regulationsmechanismus von IGFBP-4
bietet die Prasenz der CRE-Bindungsstelle in allen drei Spezies. Durch Forskolin
[89], einen cAMP-Agonisten, durch PTH (Parathormon) [343], dessen Wirkung
cAMP-vermittelt ist und durch cAMP selbst [108] wurde die Expression von IGFBP-4
in verschiedenen Geweben von Ratte und Mensch gesteigert. Daruber hinaus gibt es
trotz der starken Konservierung des Promotorbereichs auch verschiedene Stellen,
die zwischen den Spezies variieren und so einen Erklarungsansatz fur die
unterschiedlichen Effekte verschiedener Substanzen auf die Expression von
IGFBP-4 in unterschiedlichen Spezies bieten. In zahlreichen in vivo- und in vitro-

Studien wurde die gewebe- bzw. =zellspezifische Einflussnahme auf die
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IGFBP-4-Expression durch Hormone, Zytokine sowie verschiedene physiologische

Stimuli untersucht und ist in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tab. 2: IGFBP-4-regulierende Substanzen: in vitro und/oder in vivo.

Wachstumsfaktoren

Substanzen Zelltyp Spezies Expression

bFGF multiples Myelom Mensch in vitro — [181]
fotale Lungenfibroblasten Ratte in vitro 1 [476]

EGF fotale Lungenfibroblasten Ratte in vitro 1 [476]
Karzinomzellen desThyroidfollikels Mensch in vitro 1 [23]

GH [B-Zellen des Pankreas (TC3) in vitro — [303]
Serum (Zink Mangel) Ratte in vivo 1 [428]
Serum (Postmenopause) Mensch in vivo 1 [299]
Serum (bGH transgen) Maus in vivo 1 [60]

IGF-I Endothelzellen der Retina Mensch in vitro | [205]
Endothelzellen des Glomerulum Mensch in vitro | [205]
Myometrialzellen in vitro 1 [265]
Zellen der glatten Muskulatur Mensch in vitro | [327]
Zellen der glatten GefaBmuskulatur Ratte in vitro 1 [230]
Zellen der glatten GefalRmuskulatur Schwein in vitro | [169]
Zellen der glatten GefalRmuskulatur Mensch in vitro | [242]
Myoblasten (L6) Ratte in vitro 1 [384]
Fibroblasten Mensch in vitro | [133]
Fibroblasten Bovine in vitro 1 [133]
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) Mensch in vitro 1 [20]
Knochenzellen (TE 89) Mensch in vitro | [409]

IGF-II Knochenmarkzellen Mensch in vitro | [586]
Nebennierenrindenzellen Bovine in vitro 1 [188]
[-Zellen des Pankreas (TC-3) in vitro — [303]
Non-small cell lung cancer cells in vitro | [188]
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) Mensch in vitro 1 [20]
Knochenzellen (TE 89) Mensch in vitro | [409]

PDGF-BB fétale Lungenfibroblasten Ratte in vitro 1 [477]
multiples Myelom Mensch in vitro — [181]
Chondrozyten des Gelenkknorpels Mensch in vitro 1 [163]
Osteoblasten (Sa0S-2) Mensch in vitro 1 [325,326]

TGF-a Granulosazellen Ratte in vitro 1 [458]

TGF-B1 Endothelzellen der Glomerular Mensch in vitro 1 [205]
Endothelzellen der Aorta in vitro | [149]
multiples Myelom Mensch in vitro — [181]
GefalR-Bindegewebszellen Schwein in vitro 1 [500]

| Gerinnungsfaktoren
Substanzen Zelltyp Spezies Expression
Thrombin Zellen der glatten GefalRmuskulatur Ratte in vitro | [11]
| Interferone

Substanzen Zelltyp Spezies Expression

IFN-y multiples Myelom Mensch in vitro 1 [181]
Granulosazellen Mensch in vitro 1 [95]
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| Interleukine
Substanzen Zelltyp Spezies Expression
IL-1B Granulosazellen in vitro | [102]
Chondrozyten des Gelenkknorpels Mensch in vitro | [163]
fotale Lungenfibroblasten Ratte in vitro 1 [479]
IL-6 Hepatozyten Ratte in vitro 1 [182]
multiples Myelom Mensch in vitro — [181]
Hormone
Substanzen Zelltyp Spezies Expression
Proteohormone
ACTH Nebennierenrindenzellen Mensch in vitro — [187]
ACTH & IGFs  Nebennierenrindenzellen Mensch in vitro 1 [187]
Angiotensin Il  Zellen der glatten GefaBmuskulatur Ratte in vitro | [11,230]
FSH Granulosazellen Ratte in vitro | [458]
Ovar Ratte in vivo 1 [481]
GHRA Serum/Leber Maus in vivo 1 [604]
GHRP-2 Plasma (hohe Dosen) Bovine in vivo 1 [349]
Plasma (niedrige Dosen) Bovine in vitro — [349]
Glucagon Thecazellen des Ovars Bovine in vitro — [100]
Insulin Thecazellen des Ovars Bovine in vitro — [100]
Insulin &
Glucagon Thecazellen des Ovars Bovine in vitro | [100]
Myoblasten (L6) Ratte in vitro 1 [384]
B-Zellen des Pankreas (TC3) in vitro — [303]
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) Mensch in vitro 1 [20]
Granulosazellen Mensch in vitro 1 [224]
hCG Brustdrise Ratte in vivo | [264]
Ovar Ratte in vivo 1 [481]
LH Granulosazellen Mensch in vitro 1 [95]
PMSG Ovar Ratte in vivo 1 [481]
PTH Osteoblasten (Sa0S-2) Mensch in vitro 1 [325,326,343]
Osteoarkomzellen (TE85) Mensch in vitro 1 [255]
TSH Thyroidfollikelkarzinomzellen Mensch in vitro 1 [23]
Steroidhormone
Androgen Osteoblasten Mensch in vitro | [218]
Dexamethason Knochenmarkzellen Ratte in vitro 1 [397]
Knochenmarkzellen Mensch in vitro 1 [110]
Zellen der glatten GefalRmuskulatur Mensch in vitro 1 [242]
B-Zellen des Pankreas (TC3) in vitro 1 [303]
Fibroblasten Mensch in vitro | [133]
Oestrogen Brustkebszellen (MCF-7) Mensch in vitro 1 [482,544]
Osteoblasten (Sa0S-2) Mensch in vitro | [325,326]
hFOB/ER9 Osteoblasten Mensch in vitro 1 [298]
Knochen Maus in vivo 1 [361]
Serum (groRwuchsiger Frauen) Mensch in vivo 1 [514]
Amine (Schilddrisenhormone)
T3 Knochenmarkzellen Ratte in vitro 1 [397]

Sertolizellen Schwein in vitro 1 [30]
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primare Hepatozyten Ratte in vitro 1 [158,159]
Hepatomzellen (HepG2) Mensch in vitro — [158]
Osteoblasten Maus in vitro 1 [214]
Niere/Serum/Hypothyroid Ratte in vivo 1 [606]
Leber/Serum/Hypothyroid Ratte in vivo 1 [159]
Uterus Ratte in vivo 1 [71]
T4 Leber und Brustdriise Ratte in vivo 1 [515]
Second Messenger
cAMP multiples Myelom Mensch in vitro — [181]
Zellen der glatten GefalRmuskulatur Mensch in vitro 1 [242]
Osteoblasten Ratte in vitro 1 [108]
Myoblasten (L6) Ratte in vitro 1 [384]
Chondrozyten des Gelenkknorpels Mensch in vitro | [163]
Forskolin Fibroblasten Mensch in vitro 1 [89]
Thyroidfollikelkarzinomzellen Mensch in vitro 1 [23]
Makro- und Mikronahrstoffe
Substanzen Zelltyp Spezies Expression
Glucose Endothelzellen der Retina Mensch in vitro — [205]
D3 Knochenmarkzellen Mensch in vitro 1 [329]
EB1089 Prostata Ratte in vivo 1 [426]
Retinolsdure  Brustkebszellen (MCF-7) Mensch in vitro 1 [544]
Sertolizellen Schwein in vitro 1 [30]
Neuroblastomzellen (Sk-N-SH) Mensch in vitro | [19,101]
Osteoblasten Maus in vitro 1 [214]
Kolonkarzinomzellen (HT-29) Mensch in vitro 1 [140]
Sonstige Faktoren, Rezeptoren und Substanzen
Substanzen Zelltyp Spezies Expression
TNF-a multiples Myelom Mensch in vitro — [181]
fotale Lungenfibroblasten Ratte in vitro 1 [479]
Cerebellum (TNF-a transgen) Maus in vivo 1 [639]
WT-1 embryonale Stammzellen Maus in vitro 1 [612]
OP-1 Osteoblasten Ratte in vitro | [640]
N-myc Neuroblastomzellen (Sk-N-SH) Mensch in vitro 1 [101]
Aktivin Granulosazellen Ratte in vitro | [115]
Connexin 43 Gliomazellen (C6) Ratte in vitro 1 [74]
Clenbuterol Soleusmuskel Ratte in vivo 1 [17]
Nandrolon Diaphragmamuskel Ratte in vivo | [355]
PHA Lymphozyten Mensch in vitro 1 [431]

2.2.6.5 Regulierung von IGFBP-4 durch Proteolyse

Auf Proteinebene wird die Menge von |IGFBP-4 in der Hauptsache uUber die

Proteolyse reguliert. Dabei spielen die unter Punkt 2.2.5 beschriebenen Proteasen

eine

Wachstumsfaktoren,

wichtige

Rolle. Diese

Dexamethason, TNF-a etc. beeinflusst.

Proteasen

Hormone und andere Stimuli,

werden

durch

wie z.B.

verschiedene
IGFs, TGF-3,
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Die zunachst in Fibroblasten [137,189] entdeckte und am intensivsten untersuchte
IGF-abhangige Protease wurde erst spater als Pregnancy-accociated-plasma-
protein-A (PAPP-A) identifiziert [346]. PAPP-A wurde bereits 1974 aus dem Serum
von schwangeren Frauen isoliert und den Proteasen der Metzincin-Familie
zugeordnet [360]. PAPP-A bendtigt als Metalloprotease Kationen, um proteolytisch
aktiv zu sein. Bindet man durch ETDA verfiigbare zweiwertige Kationen (z.B. Ca®",
Zn2+) oder durch 1,10-Phenantholin verfugbares Zn?*, wird die Proteolyse von
IGFBP-4 inhibiert. Dahingegen haben Serinproteaseinhibitoren, wie z.B. PMSF,
3,4-DCI und Benzamidine, keine Wirkung [137,138,193,430]. Mittlerweile konnte
PAPP-A mittels spezifischer Antikdrper in konditionierten Medien von Osteoblasten
[483], in der glatten Muskulatur von Gefalden [46], in Granulosazellen [136], in
Trophoblasten, in Zellen des endometrialen Bindegewebes [213] und in der
Follikelflissigkeit des Ovars identifiziert [138] werden.

PAPP-A degradiert von allen IGFBPs bevorzugt IGFBP-4 [85,345,483]. Die Spaltung
von IGFBP-4 durch PAPP-A kann durch steigende IGF-II Konzentrationen induziert
werden [85]. Die dosisabhéngige Spaltung, die primar an der Position Met'**-Lys'%
erfolgt, wird nicht durch eine Interaktion von IGF-II mit PAPP-A beeinflusst, sondern
vielmehr durch die direkte Bindung von IGF-ll an IGFBP-4 [345,483]. Diese
Schlussfolgerung beruht auf der Tatsache, dass IGFBP-4 nur dann IGF-Il-abhangig
gespalten wird, wenn dessen IGF-Bindungsstelle (Leu’?-His™*) und dessen
,Enhancermotiv‘ (Cys'®-GIu*®*’) fiir die IGF-Bindung intakt sind [483]. Durch die
IGF-abhangige Spaltung von IGFBP-4 durch PAPP-A, wird gleichzeitig biologisch
verfugbares IGF freigesetzt [345,483].

Eine Verminderung der proteolytischen Aktivitat von PAPP-A liegt vor, wenn es mit
proMBP (proForm des ,Major Basic Proteins®) einen 500 kDa grof3en, kovalenten
heterotetrameren 2:2 Komplex bildet. Im Serum von Schwangeren zirkuliert diese
Form neben sehr geringen Mengen (<1 %) des nicht im Komplex vorliegenden
Dimers von 400 kDa, das allerdings eine wesentlich hohere spezifische
Spaltungsaktivitat als der PAPP-A/proMBP Komplex besitzt [442]. In Fibroblasten,
die proMBP normalerweise nicht exprimieren, wird proMBP nach Inkubation mit dem
Phorbolester 3-PDD induziert. Die Induktion von proMBP in Fibroblasten fuhrt zu
einer Verminderung der IGFBP-4-Protease-Aktivitat [106]. Eine Hemmung dieser
IGF-abhangigen Protease durch Phorbolester wurde ebenfalls in Osteoblasten-
ahnlichen Zellen (hOB Zellen) [171,483] beobachtet.

In einer Osteoblasten Zelllinie (MC3T3), die eine IGF-abhangige Protease mit den
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Eigenschaften von PAPP-A besitzen, verhindern IGFBP-3,-5und-6 eine
Degradierung von IGFBP-4. Der inhibitorische Effekt dieser drei IGFBPs auf die
Proteolyse von IGFBP-4 wird ihrem homologen Heparin-Bindungsmotiv (HBD) im
C-Terminus zugeschrieben [190]. Die Vermutung, dass das HBD-Bindungsmotiv der
Bindungsproteine die Proteolyse durch Inhibierung der Protease herabsetzt,
bekraftigt eine Studie, in der gezeigt wurde, dass ein aus der HBD-Region isoliertes
Peptid die Proteolyse von IGFBP-2 durch PAPP-A verhindert [412].
Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und Interleukin-B erhéhen in menschlichen
Hautfibroblasten nicht nur die Transkriptmenge von PAPP-A, sondern auch die
Expression des Proteins. Damit assoziiert sind die Erhdhung der proteolytischen
Aktivitat gegentber IGFBP-4 und der IGF-I-stimulierten Proliferation, die durch
Zugabe von Protease-resistentem IGFBP-4 geblockt werden konnte. IFN-y flUhrte zu
einer verminderten PAPP-A-Expression [498].

In Zellen der glatten Muskulatur und neuronalen Zellen wurde noch eine weitere
IGF-abhangige Protease mit ahnlichen Eigenschaften wie PAPP-A nachgewiesen
[111,113,493]. Diese Serinprotease besitzt eine Grolle von 48 kDa [450,493] und
unterscheidet sich nicht zuletzt dadurch von PAPP-A, dass sie IGFBP-4 in der
Position Lys'®-His'?' schneidet [493]. Im Gegensatz zu PAPP-A ist diese
Serinprotease durch die Serinproteaseinhibitoren PMSF, 3,4-DCI und Benzamidine
hemmbar [121,275,450]. lhre proteolytische Aktivitdt kann auch durch Heparin,
Antithrombin Ill, Heparin Cofaktor Il und Alpha 1-Antichymotrypsin reduziert werden
[450], wahrend Glukose in der Lage ist, die proteolytische Aktivitat zu steigern [275].
Glukokortikoide beeinflussen ebenfalls die Aktivitat dieser Serinprotease. Dies fuhrt
in der neuronalen Zelllinie B104 zur Dexamethason-induzierten Proteolyse von
nativem IGFBP-4, verbunden mit der gleichzeitigen Erhdhung von
IGFBP-4-Fragmenten [111,113].

Die Regulierung der Verfugbarkeit von IGFBP-4 in Zellen, Zelliberstanden oder
Korperflussigkeiten wurde schon Mitte der 90 iger Jahre untersucht, als die eine der
zwei postulierten IGF-abhangigen Proteasen noch nicht als PAPP-A identifiziert
worden war [111,113,131,493]. Es stellte sich bereits damals heraus, dass Zytokine
Einfluss auf die Regulation der proteolytischen Aktivitat gegenltber IGFBP-4 nehmen.
TGF-B in Osteoblasten [170], TGF-B1 in Muskelzellen [383], sowie FSH [272,365],
LH [95] und Oestrogen [272] in Granulosazellen bewirken eine Verminderung der
IGFBP-4-Proteinspiegel durch Steigerung der IGFBP-4-Proteolyse. Da die

Proteolyse-steigernden Substanzen keine direkte Aktivierung der Proteolyse von



48 Literaturtbersicht

IGFBP-4 in zellfreien Medien erzeugten, wurde vermutet, dass diese Substanzen
entweder die Expression bzw. Sekretion IGF-abhangiger Proteasen steigern, die
IGF-Produktion bzw. -Verfugbarkeit erhohen oder die verfiugbare Menge weiterer

regulatorischer Hormone beeinflussen [132].

2.2.6.6 Expression und Wirkung von IGFBP-4

Die cDNA von IGFBP-4 konnte aus vielen Zelltypen, wie z.B. Fibroblasten,
Osteoblasten, Myoblasten, Ephithelzellen, Endothelzellen und Chondrozyten isoliert
werden. Auch die meisten Tumorzelllinien weisen eine |IGFBP-4-Expression auf.
Daruber hinaus ist das IGFBP-4-Protein oftmals sowohl in der unglykosylierten als
auch der glykosylierten Form in konditionierten Medien von Zelllinien zu finden
[65,97,343,547,554,650].

In vivo wurden Transkripte fur IGFBP-4 im bis zu elf Tage alten Embryo der Maus in
unterschiedlichen Regionen wie Telencephalon, Mesencephalon, Schnauze, Zunge
und im differenzierten Sklerotom gefunden. Im 14 Tage alten Embryo konnte auf
mMRNA-Ebene IGFBP-4 deutlich in der Lunge, Leber, Niere, Intestinum, Rippen und
den Zahnanlagen detektiert werden, nicht aber im Gehirn [98,538]. In der
histochemischen Analyse eines 13,5 Tage alten Mauseembryos konnte das
IGFBP-4-Protein im Telencephalon, Mesencephalon, Herz, Leber, Lunge, Zunge,
Blutgefalen und der Niere detektiert werden [603]. Aus diesen Ergebnissen wurde
geschlossen, dass die Expression von IGFBP-4 einer spezifischen Kontrolle im
jeweiligen Entwicklungsstadium unterliegt [98,603].

In der adulten Ratte wurde die Expression von IGFBP-4 in fast allen Geweben,
inklusive Nebenniere, Niere, Hoden, Herz, Leber, Lunge, Milz, Magen,
Hypothalamus, Cortex [547], Intestinum [548], glatter Muskulatur und
Skelettmuskulatur [281,561], Pankreas [245], Uterus und Plazenta [99] detektiert. Die
Expression von IGFBP-4 wurde weiterhin im Ruckenmark der Maus [13], sowie im
Thymus von Maus und Mensch [358], in menschlichem Prostatagewebe [585], sowie
Knochen [407] und in den Ovarien verschiedener Spezies [174,649] gezeigt. Darlber
hinaus wurde IGFBP-4 in allen Korperflissigkeiten, inklusive Follikelflussigkeit,
Seminalplasma, Gelenkflussigkeit, interstitieller Flissigkeit und Serum detektiert
[487].

IGFBPs weisen oftmals sowohl stimulatorische als auch inhibitorische Eigenschaften

auf, die wiederum IGF-abhangig als auch IGF-unabhangig sein kénnen. IGFBP-4 ist
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das einzige Bindungsprotein fur das in invitro-Untersuchungen bislang
ausschlieBlich inhibitorische Eigenschaften in Bezug auf mitogene Signale gefunden
wurden. Auch die meisten in vivo-Studien zeigen bis auf wenige Ausnahmen
inhibitorische Effekte von IGFBP-4 auf mitogene Signale. Dennoch muss eine
Unterdrickung von IGFBP-4 nicht zwangslaufig zu einer Steigerung von mitogenen
Effekten fuhren [168,460]. Dies konnte z.B. anhand von IGFBP-4-Knockout-Mausen
invivo gezeigt werden. Homozygote |IGFBP-4-Knockout-Mause waren wider
Erwarten kleiner als der korrespondierende Wildtyp [460]. Gleichzeitig konnte gezeigt
werden, dass in der normalen Embryogenese die IGFBP-4-Expression strikt mit der
IGF-II-Expression korreliert. Diese Daten deuten darauf hin, dass IGFBP-4 an der
Feinregulation von IGF-Il in der Fetalentwicklung beteiligt ist [460].

In der Schwangerschaft ist IGFBP-4 das zweithaufigste in der Plazenta
vorkommende  Bindungsprotein. Gleichzeitig mit IGFBP-4  wird die
IGFBP-4-spaltende IGF-abhangige Protease PAPP-A gebildet. Fehlt die Expression
von PAPP-A in der Plazenta, wie in Patienten mit dem Cornelia de Lange Syndrom,
fuhrt das zu einer inkompletten und deformierten Entwicklung des Fotus [628]. Aus
diesen Beobachtungen wurde geschlossen, dass die Spaltung von IGFBP-4 eine
Freigabe von verfugbarem IGF zur Folge hat, die fur die Entwicklung des Fetus
wichtig ist.

IGFBP-4 ist weiterhin an der Reifung der Eizelle im Ovar beteiligt. Zum einen konnte
gezeigt werden, dass IGFBP-4 IGF-unabhangig [635] als auch durch Bindung von
IGF [464] die Steroidgenese in Ovarien hemmt. Die Inhibierung der Steroidgenese
durch IGFBP-4 erfolgt in humanen Ovarien sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit des IGF-IR. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei einem
Uberschuss an exogenem IGFBP-3 eine komplette Bindung von verfiigbarem IGF
erfolgt, IGFBP-4 aber dennoch die Steroidgenese hemmte [635]. Beide Ergebnisse
belegen die von einer IGF-Bindung unabhangige Hemmung der Steroidgenese durch
IGFBP-4. Daruber hinaus scheint die Freigabe von verfugbarem IGF fur die
Stimulierung der Proliferation von Granulosazellen wahrend der terminalen
Entwicklung der Eizelle im praovulatorischen Stadium durch die Expression von
PAPP-A [259,260] und der damit verbunden Spaltung von IGFBP-4 gesichert zu
werden [382]. IGFBP-4 besitzt somit eine wichtige Funktion fur die regulierte
Freigabe von IGF in der Embryonalentwicklung und fir die Reifung einer Eizelle im
Ovar.

IGFBP-4 hemmt die durch IGF induzierte Proliferation in Zellen der glatten
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GefaBmuskulatur oder Muskelzellen [151,169,176,229]. Invivo fuhrt eine
Uberexpression von IGFBP-4 in der glatten Muskulatur zu einer Muskelhypoplasie
[616,646], wobei die Protease-resistente Form gegenuber der normalen Form von
IGFBP-4 einen starkeren Effekt erzielt [646]. Eine IGF-I-Uberexpression in der
glatten Muskulatur fuhrt hingegen zu einer Hyperplasie [615]. In IGF-I/IGFBP-4
doppeltransgenen Mausen wurde ein vermindertes Nassgewicht verschiedener
Organe (Aorta, Blase, Magen) im Vergleich zum Wildtyp gemessen [616]. Diese
Ergebnisse zeigen, dass IGFBP-4 einen IGF-l-abhangigen Effekt nicht nur in vitro,
sondern auch in vivo besitzt.

Im Knochen ist IGFBP-4 zusammen mit IGFBP-5 ein wichtiger Regulator des
Knochenwachstums [408]. IGFBP-4 inhibiert sowohl die basale als auch die
IGF-induzierte Proliferation humaner Osteoblasten [343,408,484] sowie von
Chondrozyten der Wachstumsplatte [308]. Die hemmende Wirkung von IGFBP-4 auf
das |IGF-geforderte Knochenwachstum wurde in in vivo-Studien bestatigt [400,401].
Eine lokale Applikation von IGFBP-4 fuhrt zu einer Hemmung des durch IGF-I
induzierten Anstiegs der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat, verbunden mit einer
Verminderung der Knochenbildung [400,401]. Im Gegensatz zur lokalen Applikation
fuhrt eine systemische Applikation von IGFBP-4 hingegen zu einer gesteigerten
Knochenbildung. Der wachstumsstimulierende Effekt des systemisch gegebenen
IGFBP-4 wird durch die verstarkte Proteolyse von IGFBP-4 und der damit
verbundenen Steigerung der IGF-Bioaktivitat erklart. Die Erklarung basiert auf der
Beobachtung, dass nur systemisch injiziertes natives IGFBP-4 und nicht Protease-
resistentes IGFBP-4 in der Lage ist, im Serum die Menge an Osteocalcin sowie die
Menge der Alkalischen Phosphatase im Serum und im Knochen zu steigern.
Gleichzeitig war bei der systemischen Gabe von nativem IGFBP-4, nicht aber von
Protease-resistentem IGFBP-4, die proteolytische Aktivitdt gegenuber IGFBP-4 im
Serum erhoht und die Menge an frei verfugbarem IGF-I stieg deutlich an [400].
IGFBP-4 steigt im Serum mit zunehmenden Alter an, wahrend gleichzeitig die
IGFBP-5-Spiegel im Serum und in den Knochen abfallen [407]. Da die IGFBP-4-
Spiegel positiv mit den Parathyroid-Hormon-Spiegeln (PTH) und die IGFBP-5-
Spiegel positiv mit den IGF-Spiegeln im Serum korrelieren [407], werden die
veranderten IGFBP-4- und IGFBP-5-Spiegel im Serum im Zusammenhang mit dem
Verlust der Knochenmasse (Osteoporose) im Alter diskutiert [404].

IGFBP-4 unterliegt wahrend der Entwicklung der Niere einem Zelltyp-spezifischen

Expressionsmuster [380,474]. Im Serum von Patienten, die an chronischem
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Nierenversagen (CRF) leiden, ist IGFBP-4 vierfach erhoht und tragt zu einer 4 bis
10-fach starkeren IGF-Bindungskapazitat im Serum bei. Die inverse Korrelation
zwischen IGFBP-4-Spiegel im Serum und der Wachstumsrate junger CRF Patienten
[599,601] stimmt mit der gezeigten Hemmung auf die Knorpelbildung der
Wachstumsplatte durch IGFBP-4 Gberein [309,599].

2.2.6.7 Expression und Wirkung von IGFBP-4 in Tumorzelllinien und

Tumorgeweben

Eine Korrelation von IGFBP-4 im Serum und der Inzidenz, an Krebs zu erkranken,
wie sie fur verschiedene IGFBPs gezeigt wurde (Kapitel 2.9.4), ist bislang nicht
beschrieben. Trotzdem ist die Rolle von IGFBP-4 in der Kanzerogenese nicht von
der Hand zu weisen.

Zu den Tumorzelllinien, die eine Expression von IGFBP-4 aufweisen, gehdren unter
anderem A549-Lungen-Adenokarzinomzellen [478], Lungenkrebszellen [430,623],
MCF-7 Brustkrebszellen [482], Schilddrisenkarzinomzellen [23], C6-Gliomazellen
[73], multiple Myelomzellen [181], B104- und SH-SY5Y-Neuroblastomzellen
[19,20,112], TE89-Osteosarkomzellen [343], PC-3- und M12-Prostatakarzinomzellen
[152,168,568], PLC-Hepatomzellen [529] Karzinomzellen des Magens [641] sowie
Caco-2-, Colo205-, HT29- und SW620-Kolonkarzinomzellen [146,392,449].

Biopsien von Tumoren verschiedener Gewebe wurden ebenfalls hinsichtlich einer
veranderten Expression von |IGFBPs untersucht. Bezuglich IGFBP-4 konnte
festgestellt werden, dass in Neoplasien der Prostata eine signifikante, wenn auch nur
leichte Erhdhung gegenuber benignem Epithel bestand [583].

In isoliertem Tumorgewebe der Lunge sowie normalem Lungengewebe wurde
IGFBP-4 ebenfalls detektiert. neun der elf transformierten Biopsien exprimierten
weniger IGFBP-4 verglichen mit normalem Lungengewebe. Eine Korrelation der
Expressionsmenge von IGFBP-4 mit einem bestimmten Tumortyp war allerdings
nicht mdglich [623]. Hormonell aktive Karzinome der Nebenniere besitzen im
Vergleich zu gesundem Gewebe niedrige IGFBP-4-mRNA-Spiegel mit gleichzeitig
erhdhten IGF-11-Spiegeln [268].

Paarweise genommene Biopsien von normalem Gewebe und Tumorgewebe des
Kolons wurden ebenfalls auf IGFBP-4 Expression untersucht, wobei in Gber 50 % der
Biopsien beider Gewebetypen IGFBP-4 nachgewiesen werden konnte.

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten keinen deutlichen Unterschied in der
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Expression von IGFBP-4 in beiden Gewebetypen. Im Northernblot schien die
Expression von IGFBP-4-mRNA dagegen im malignen Gewebe niedriger als im
normalen Gewebe zu sein [393]. Flur das Kolon liegen allerdings bisher kaum Daten
bezuglich der Wirkung von IGFBP-4 auf Tumor-relevante Parameter vor.

2.2.6.7.1 IGF-bindungsabhéngige Effekte

Antimitogene |IGFBP-4-Effekte werden hauptsachlich Uber die Inhibierung der
autokrinen Wirkung von IGF-II erklart, wie schon unter Punkt 2.2.6.6 erwahnt. Dies
zeigt sich insbesondere in in vitro-Systemen. IGFBP-4 hemmt die Proliferation in
transformierten neuronalen Zellen (B104) [112], in Neuroblastomzellen (SH-SY5Y)
[20], in transformierten menschlichen und murinen Fibroblasten [135] und in zwei
Kolonkarzinomzelllinien (HT-29, Caco-2) [146,449]. Die Transfektion einer
Prostatakarzinomzelllinie (M12) mit IGFBP-4 fuhrt zu verminderter Proliferation, die
durch Zugabe von exogenem IGF-l kompensiert werden kann [152]. Eine
Transfektion mit IGFBP-4 antisense-cDNA fuhrt allerdings in diesen M12-Zellen
wider Erwarten ebenfalls zu einer verminderten Proliferation. Dies wird damit erklart,
dass die Unterdrickung von IGFBP-4 mit einer Erhéhung von IGFBP-3 und IGFBP-6
gekoppelt war. Beide IGFBPs sind in der Lage, IGF-Wirkungen zu unterdricken
[168].

Neben der Proliferation inhibiert IGFBP-4 auch die Koloniebildung, als Mal einer
Transformation, in Chondrozyten aus der Wachstumsplatte und in M12-Zellen. Die
antisense-Strategie fuhrt in M12-Zellen allerdings auch zu einer verminderten Anzahl
der Kolonien, was aber wiederum auf die Erhohung von IGFBP-3 und IGFBP-6
zurtckgefuhrt wird [168].

Wahrend der Differenzierung von Zellen steigt IGFBP-4 sowohl auf Transkript- als
auch auf Proteinebene an. Mit dem Anstieg von verfugbarem IGFBP-4 wurde auch
eine Erhdhung von Differenzierungsmarkern, wie z.B. der Saccharose-Isomaltase-
Aktivitat, festgestellt [140,252,255,370,449,555]. Dies ist insofern von Bedeutung, da
mit einer gesteigerten Proliferationsrate von Karzinomzellen oft auch ein Verlust der
Differenzierung einhergenht.

IGFBP-4 wirkt ferner auf Apoptoseprozesse. In M12-Zellen erhoht sich die
Apoptoserate in IGFBP-4-Uberexprimierenden Zellklonen. Auch diese Wirkung wird
Uber die Verminderung von bioaktivem IGF erklart [152]. Allerdings weisen mit

IGFBP-4 antisense-cDNA transfizierte M12-Zellen ebenfalls eine erhohte



53 Literaturtbersicht

Apoptoserate auf. Dies wird in Analogie zur Hemmung der Proliferation und der
erniedrigten Koloniebildung ebenfalls auf erhdhte IGFBP-3- und IGFBP-6-Spiegel
zuruckgefuhrt [168].

In vivo-Studien unterstitzen die invitro gemessenen Daten bezlglich des
wachstumsregulierenden Effektes von IGFBP-4 in der Tumorentwicklung. Werden
immundefiziente Mause mit Prostatakarzinomzellen (M12) injiziert, entwickeln sie
Tumore. Eine Uberexpression von IGFBP-4 in diesen Zellen verzdgert den Zeitpunkt
der Tumorbildung [152]. Die Transfektion der Tumorzellen mit IGFBP-4 antisense-
cDNA fuhrt auch in vivo zu einer verminderten Tumorbildung, einhergehend mit der
erhdhten Bildung von IGFBP-3 und IGFBP-6 [168].

Effekte von IGFBP-4, wie die Hemmung von Proliferation und Transformation sowie
die Forderung der Differenzierung und Apoptose, werden auf die
IGF-Bindungsfahigkeit von IGFBP-4 zurlckgefuhrt [152,405,408]. Unterstitzt wird
diese Hypothese durch die Tatsache, dass IGF-Analoga, die von IGFBPs nur mit
geringer Affinitat gebunden werden, keine Wirkungsverluste in Anwesenheit von
IGFBP-4 zeigen [152,405,408].

2.2.6.7.2 1GF-bindungsunabhangige Effekte

Wie bereits unter 2.2.6.6 erwahnt, wirkt IGFBP-4 nicht nur Uber die Bindung von IGF,
sondern besitzt auch Wirkungen, die davon unabhangig sind. Die ersten Hinweise
auf die IGF-unabhangige Wirkung von IGFBP-4 lieferten Singh et al. 1994 [553]. Sie
zeigten, dass endogenes IGFBP-4 die durch exogenes IGF induzierte Proliferation in
HT-29 Zellen hemmt und dass dieser antimitogene Effekt nicht vollstandig mit einem
Uberschuss an IGF, sondern nur mit einem IGFBP-4-Antikérper aufgehoben werden
kann [553].

Weiterhin hemmt IGFBP-4 in epithelialen Hs578T-Brustkrebs-Zellen, die keinen
funktionellen IGF-IR besitzen, Uber einen IGF-unabhangigen Mechanismus die
Ceramid-induzierte Apoptose [457].

Fur die Erklarung von IGF-unabhangigen IGFBP-4-Wirkungen kann die Tatsache
herangezogen werden, dass IGFBP-4 genau wie IGFBP-3 und -5 in der Lage ist, mit
dem TGFf( Type V-Rezeptor zu interagieren [347]. Bisher liegen aber keine weiteren
Erklarungen far mogliche Mechanismen der IGFBP-4-vermittelten,
IGF-unabhangigen Effekte vor [650].
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3 Problemstellung und Zielsetzung

Die Prasenz der Komponenten des IGF-Systems in verschiedenen Geweben und
Zelltypen ist in der Tumorentwicklung von entscheidender Bedeutung, da sie das
Wachstum von Zellen malgeblich beeinflusst. Eine zentrale Rolle im
Entwicklungsprozess von Tumoren nehmen die IGFBPs ein, die Uber die Bindung
von IGFs, aber auch davon unabhangig, wirken kdnnen. IGFBP-4 besitzt unter den
IGFBPs insofern eine Sonderstellung, als dass in vitro und in vivo ausschlieB3lich
inhibitorische Eigenschaften von |IGFBP-4 auf Prozesse der Tumorenstehung
gefunden wurden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkung von IGFBP-4 auf Proliferation,
Transformation und Invasion in Kolonkarzinomzellen zu untersuchen, da bislang
kaum Daten zur Wirkung dieses IGFBPs auf die kolorektale Karzinogenese
vorliegen. Zur Untersuchung der IGFBP-4-spezifischen Effekte auf die Krebs-
relevanten Parameter wurde in verschiedenen humanen Kolonkarzinomzelllinien
murines IGFBP-4 (mIGFBP-4) exprimiert. Neben einer IGF-insensitiven Zelllinie
wurden zwei Zelllinien transfiziert, von denen eine IGF-Il exprimierte, wahrend die
andere keine endogene |IGF-II-Produktion zeigte. Durch die Auswahl der Zelllinien
sollte sicher gestellt werden, Effekte von IGFBP-4, die abhangig von der Bindung von
IGF sind, von solchen zu unterscheiden, die unabhangig von der Bindung an IGF
verlaufen.

Die Wirkung von IGFBP-4 auf die mRNA-Spiegel sollte in den mIGFBP4-
exprimierenden Zellklonen durch Anwendung der von Diatchenko et al. 1996
erstmals beschriebenen Methode der ,Suppression Subtractive Hybridization* (SSH)
untersucht werden. Mit dieser Methode wurden cDNAs von Genen angereichert, die
in mIGFBP-4-transfizierten Zellklonen und der nicht-transfizierten Mutterlinie
differentiell exprimiert werden, und subtraktive cDNA-Banken angelegt. Durch
anschliessende Array-Hybridisierungen sollten Gene, die durch mIGFBP-4 in ihrer
Expression verandert wurden gefunden werden und durch Sequenzierung
identifiziert werden. Hierdurch sollten modgliche Wirkmechanismen von IGFBP-4
charakterisiert werden.

Neben den IGFBPs spielen IGFs eine wichtige Rolle in der Entwicklung kolorektaler
Tumore. So ist z.B. der Verlust des Imprintings im IGF2-Gen und die damit
verbundene erhohte IGF-II-Produktion mit der Entwicklung von Neoplasien im Kolon
des Menschen assoziiert.
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Um in vivo die Wirkung erhohter IGF-II-Spiegel auf frGhe und spatere Stadien der
Tumorenstehung des Kolons zu untersuchen, wurde ein transgenes Mausmodell
verwendet. Hierzu standen PEPCK-IGF-Il-transgene Tiere zur Verfugung, die IGF-II
in mehreren Organen inklusive des Kolons exprimieren. Diese Tiere verhalten sich
normal in ihrer Lebenserwartung und Gewichtsentwicklung, zeigen keine
Veranderung der Organe im Alter und entwickeln keine spontanen Tumore. Dies
zeigt, dass erhohte IGF-lI-Produktion alleine nicht ausreicht, ein Kolonkarzinom zu
induzieren. Deshalb sollten mittels eines organspezifischen chemischen Karzinogens
Kolontumoren erzeugt werden, um die Wirkung von IGF-Il auf frihe Stadien der
Tumorentstehung anhand der Bildung von aberranten Krypten und auf spatere

Stadien anhand der Entwicklung von Adenomen und/oder Karzinomen zu beurteilen.
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4 Material

4.1 Versuchstiere

Die Linie der PEPCK-IGF-Il-transgenen Mause, die
fur die vorliegende Arbeit zur VerflUgung stand,
wurde am Lehrstuhl fir Molekulare Tierzucht und
Biotechnologie erstellt. Tiere der ersten Generation
wurden durch Mikroinjektion in die Zygoten von
superovulierten B6D2F1 Mausen generiert, indem
die injizieten Zygoten in die Eileiter von

synchronisierten NMRI Empfangertieren transferiert
wurden. Das injizierte Fragment beinhaltet 550 bp des PEPCK-Promotors, welcher
die nachgeschaltete aus 768 bp bestehende kodierende Sequenz des humanen
IGF-II transkriptionell kontrolliert. Unter diesem Promotor wird humanes IGF-Il in
verschiedenen Organen, einschliel3lich des Kolons postnatal exprimiert [633]. Nach
dem Nachweis des Transgens wurden positive Tiere kontinuierlich mit NMRI-Tieren
angepaart. Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere entstammten mindestens der
sechsten Generation (G6) und haben einen NMRI-Anteil von mindestens 97,5 %.
Alle Tiere wurden unter den gleichen Versuchsbedingungen gehalten (21°C
Raumtemperatur, 55 % relative Luftfeuchtigkeit, Lichtprogramm mit 14 h Hellphase
und 10 h Dunkelphase). Die Versuchstiere erhielten V1534-Standardfutter (Ssniff,
Soest) Leitungswasser ad libitum. Alle beantragten Experimente wurden nach den
Vorschriften des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt
(Genehmigungsnummer des Tierversuchantrags: 2112531-37/00). Direkt nach der
Geburt wurden die mannlichen Mause eliminiert bzw. transgene mannliche Tiere fir
die Zucht verwendet. Die weiblichen Mause wurden nach drei Wochen entwohnt und
durch Ohrlochen markiert. Zur Analyse des Genstatus diente eine 0,5 cm lange
Schwanzprobe in Athernarkose, entnommen. Die Proben wurden sofort auf
Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert. Nach der Genanalyse wurden die
Wairfe in maximal funf Tiere pro Kafig aufgeteilt.
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4.2 Verwendete Zelllinien

In dieser Arbeit wurden 21 verschiedene Kolonkarzinomzelllinien und eine
nicht-transformierte Kolonepithelzelllinie auf Vertreter des IGF-Systems mittels
RT-PCR untersucht. FUr die meisten der Zelllinien lag schon die isolierte
Gesamt-RNA vor. Es werden im folgenden nur die Zelllinien beschrieben, die in
dieser Arbeit zur Gewinnung von RNA, Protein oder flr weitere Experimente kultiviert

wurden.

42.1 LS1034

LS1034-Zellen stammen urspringlich aus dem
Labor von Dr. L. Suardet, ISREC (Epalinges,
Schweiz) und wurden uns fur weitere Experimente
zur Verfugung gestellt. Die Kolonkarzinomzelllinie
LS1034 wurde 1989 aus einer primaren
Tumorbiopsie als adharent wachsende epitheliale
Zelllinie etabliert. Die Biopsie stammte aus einem
sporadischen caecalen Karzinom, das dem

Stadium Duke’s Typ C zugeordnet war.

LS1034-Zellen  weisen eine  Multiresistenz
gegenuber Cytostatika (,multidrug resistance®) und Mutationen in den
Tumorsuppressorgenen p53 und APC auf. Normale LS1034-Zellen differenzieren
sich schwach bis moderat und bilden in immundefizienten Mausen Tumore. In
in vitro-Untersuchungen bestatigte sich ihre tumorigene Eigenschaft, z.B. die Bildung
von Kolonien in semi-soliden Medien. Mehr als 90 % der LS1034-Zellen exprimieren
auf ihrer Oberflache das CEA. LS1034-Zellen exprimieren Major Histocompatibility
Class | (MHC-I)-Molekule. Die Proliferation der LS1034-Zellen kann durch TGF-f31,
TGFB2, TGFB3 und IL-4 inhibiert werden. LS1034-Zellen besitzen Transkripte fur
IGF-Il und weisen einen funktionellen IGF-I-Rezeptor auf [81,141,332,356,574].
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4.2.2 Isreco-1,-2,-3

Isreco-1, -2, -3-Zellen stammen ebenfalls urspringlich aus dem Labor von
Dr. L. Suardet und wurden uns fur weitere Experimente zur Verfligung gestellt. Die
Besonderheit dieser drei Zelllinien liegt darin, dass sie alle aus dem gleichen
Patienten stammen. Alle drei Isreco-Zelllinien besitzen keine Transkripte fur IGF-II,

wahrend fur SCF (,stem cell factor®) in allen Transkripte gefunden wurden [331].

Isreco-1-Zellen wurden aus dem primaren
Kolontumor etabliert. Das Biopsiematerial der
Isreco-1-Zellen entstammte aus dem Kolon
ascendens und wurde als Duke’s Typ C, Class llI
klassifiziert. Sie sind schwach bis Gberhaupt nicht
differenziert und bilden in semi-soliden Medien
Kolonien sowie Tumore in immundefizienten
Mausen. Obwohl Isreco-1-Zellen den IGF-IR
exprimieren, zeigt diese Zelllinie keine
Sensitivitat gegentber IGF-II.

Isreco-2-Zellen wurden aus der
korrespondierenden  Lebermetastase isoliert.
Isreco-2-Zellen differenzieren sich im Gegensatz
zu den lIsreco-1-Zellen moderat und reagieren
sensitiv gegenuber exogenem IGF-Il. Der auf
ihnrer Zelloberflache lokalisierte IGF-IR st
demnach funktionell. Isreco-2-Zellen bilden in
immundefienzienten Mausen Tumore, in vitro ist

die Bildung von Kolonien in semi-soliden Medien

eher gering.

Die dritte Zelllinie, Isreco-3, entstammt der korrespondierenden Lungenmetastase.
Isreco-3-Zellen sind sensitiv gegenuber IGF-II und es konnte der IGF-R auf der
Zelloberflache nachgewiesen werden. Isreco-3-Zellen teilen sich nur sehr langsam.
Sie bilden Tumore in immundefizienten Mausen, ihre Koloniebildung in semi-soliden
Medien ist sehr gering (0,019 %) [331].
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4.2.3 Colls

Co115 Zellen wurden bei ATCC (Rockville, USA)
bezogen. Sie wurden aus einem menschlichen
Kolonkarzinom isoliert, differenzieren schlecht bis
uberhaupt nicht und zeigen sich insensitiv

gegenuber IGF.

NCOL-1 Kolonepithelzellen stammen
ursprunglich aus dem Labor von
Prof. C. Deveney von der Oregon Health
Sciences University (Portland, USA) und wurden
uns von Dr. U. Wenzel von der Technischen
Universitat Munchen zu Verfigung gestellt. Die
Zellen wurden aus gesundem Biopsiematerial
isoliert und konnten als humane epitheliale

Kolonzellen etabliert werden. Im Gegensatz zu

anderen Primarkulturen konnen diese Zellen
mehrere Monate in Kultur gehalten werden ohne ihre Eigenschaften zu verandern
[162]. Dies wurde anhand morphologischer Charakteristika und der Expression von
Zytokeratin, einem typischen Zytoskelettmarker fur Epithelzellen gezeigt [162]. Zellen
wurden zwischen Passagen 80-90 benutzt. Bei einer Passagenummer Uber 100
bilden sie Kolonien in semi-soliden Medien und verlieren somit ihre

nicht-transformierte Eigenschaft (eigene nicht-veroffentlichte Ergebnisse).
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4.3 pCl-neo-mIGFBP-4 Konstrukt

Die cDNA vom murinen IGFBP-4 (mIGFBP-4) wurde von Dr. S. Drop, Universitat
Rotterdam (Niederlanden), zur Verfugung gestellt. Diese cDNA war bereits in den
Saugetier-Expressionsvektor pCl-neo  Expressionsvektor pCl-neo (Promega,
Madison, WI, USA) in die Restriktionsschnittstelle EcoR | kloniert worden. Die
Expressionskontrolle von mIGFBP-4 unterliegt in diesem Vektor dem CMV-Promotor.
Die richtige Klonierung von mIGFBP-4 wurde durch Spaltung mit dem

Restriktionsenzym EcoR | und Sma | vor der Transfektion der Konstrukte Uberpruft.

;fﬁ_hj a Abb. 10: Schematische Darstellung
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4.4 Chemikalien und sonstige Materialien

Anmerkung: Als Losungsmittel diente soweit nicht anders angegeben, durch eine
Milliporeanlage vollentsalztes Wasser, bezeichnet als Aqua bidest. Fir einige
Versuche wurde dieses Milliporewasser zusatzlich steril filtriert und/oder autoklaviert

(Aqua bidest. steril).

4.4.1 Antikorper

anti-BrdU (monoclonal mouse) Roche, Mannheim
anti-Maus 1gG-POD (Serum) Sigma, Deisenhofen
swine anti-rabbit IgG-POD (Serum) DAKO, Glostrup, DK

rabbit anti-IGFBP-4 antiserum Biomol, Hamburg
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442 Chemikalien

Alle Chemikalien sind soweit nicht anders angegeben in p.a.-Qualitat verwendet

worden.

1,2-Dimethylhydrazin

30 %Acrylamid/Bis Solution (29:1)

Agarose (15510-027)
Agarose (Typ VII Low Gelling)
Agarose Seakem LE
Ammoniumacetat

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Ather (Narkose)
Bicinchoninsaure

Borsaure

Bromphenolblau

BSA

Chloroform

DEPC

Desoxycholinsaure
di-Natriumhydrogenphosphat
DMSO

DTT (100 mM)

EDTA

Essigsaure (Eisessig)
Entellan

Eosin

Ethidiumbromid (Lésung: 1 %)
Fish gelantine (RPN416)

Formaldehyd
Geneticin (G418)
Glucose

Glycerin (100 %)
H202 (30 %)
Harnstoff
Hefeextrakt
HEPES
Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaiser’'s Gelantine
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Sigma, Deisenhofen
BioRad, Munchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biozym, Hess. Oldendorf
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Riedel-de Haen, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
DIFCO, USA

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Kupfersulfat

Methylcellulose

Methylenblau

MgCl,

Milchpulver

Mineraldl (Nujol)

MTT

NaOH (2 N)

Naphthol AS-BI-N-acetyl-3-glucosaminide
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS) ultrapure
Natriumhydroxid-Platzchen
NP-40 (Nonidet P40)
Polyvinylalkohol

Ponceau-S

p-Rosanilin Base

Saccharose

Salzsaure (37 %, 25 %)
Salzsaure 1N

Temed

Toluidine blue

Transfection Reagent Selector Kit
Trichloressigsaure (TCA) (20 %)
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan (Tris)
Tris/HCI

Trypanblau

Trypsin/EDTA (10x)

Trypton

Tween-20-L6sung

Xylol

Merck, Darmstadt
Fluka, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Topfer, Dietmannsried
Perkin Elmer, KdIn
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
ICN, Irvine, CA, USA
Merck, Darmstadt
Fluka, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
BD, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

4.4.3 Enzyme und Reagenzien fur die Molekularbiologie

Advantage cDNA Polymerase-Mix
DNA Ligase (E. coli) (10 U/pl)

DNA Polymerase | (E. coli) (10 U/ul)
DNase | (10 U/pl)

Erststrang-Puffer (5x) fur cONA
High-Prime-Mix (5x)

Human COT-1 DNA (1 mg/ml)
Ligasepuffer fur T4-Ligase (10x)

BD Clontech, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
New England Biolabs
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MessageMaker® Reagent Assembly
M-MLV-RT (200 U/ul)

Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1, pH 7.5)

Proteinase K (20 mg/ml)

Puffer L

Qiagen Plasmid Mini Kit

Qiaprep Spin Plasmid Mini Kit 250
Random Hexamer Primer (600ug/ml)
Restriktionsenzyme (Sma I, EcoR | Hind Il1)
Restriktionspuffer (Y*/Tango, EcoR I, R")
Ribonuclease H (E. coli) (2 U/ul)
RNase-Inhibitor (40 U/ul)

Rsal (10 U/pl)

SuperScript”Il RNaseH Reverse
T4-DNA-Ligase (2000 U/ul)
T4-DNA-Polymerase (1 U/pl)

Taq DNA Polymerase Kit

Transcriptase (200 U/ul)

TriPure® Isolation Reagent
Zweitstrang-Puffer (5x) fir cDNA

444 Gerate

1536 Pin-Replikationssystem
ABIPrism 377XL96 Sequencer

Analysenwaage

Automatische Pipette EDOS 5222
Brutschrank

E. coli-Pulser”

Eagleeye Il

Gelkammern fur Agarosegele
Gewebe-Homogenisator (Art-Mirco D8)
Heizplatte mit Magnetrahrer

Histo Embedder

Invasionskammer

Mehrkanalpipetten

Microm Einbettautomat HMP 300

Mikroskop & halbautomatisches Bildanalysegerat
Milliblot-Graphite Elektroblotter

Mini Protein |l System

Mini-Hybridisierungsofen

Neubauer Zahlkammer

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon Roth
MBI Fermentas, St. Leon Roth
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

New England, Biolabs
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Nunc, Roskilde, DK
Applied Biosystems,
Darmstadt

Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Minchen
BioRad, Munchen
Stratagene, Heidelberg
MWG-Biotech, Ebersberg
ART Labortechnik, Mihlheim
IKA Labortechnik, Staufen
Leica, Heidelberg

Neuro Probe Inc.,
Gaithersburg, MD, USA
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Millipore, Bedford, MA, USA
Bio Rad, Munchen

Saur, Reutlingen

MAGV, Rabenau-Londorf
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Omnigrid Accent Microarrayer
Optimas Software

Powersupply POWER PAC 300
Powersupply PPS 200-1D
Rotationsmikrotom fur Paraffinschnitte
Schattelinkubator KF-4

Schattler IKA-Vibrax

Solid pins (SSP015) fur Omnigrid Acc.
Spectra Max 250 (ELISA-Reader)
Storage Phosphor Screen

Storm 860

Thermocycler:

Biometra Uno Il Thermoblock

Cetus, 480 & Gene Amp 9600
GS-15R

GS-6K

Sigma 3K-2

Tischzentrifugen mit Kihlung (5417R)

Gene Machines, San Carlos,
CA, USA

PC-Systeme Stemmer,
Puchheim

Bio Rad, Munchen
MWG-Biotech, Ebersberg
Leica, Heidelberg

Infors, Bottmingen

IKA Labortechnik, Staufen
Telechem International,
Sunnyvale, CA, USA
Molecular Devices,
Sunnyvale,CA, USA
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Amersham Pharmacia,
Freiburg

Biometra, Gottingen
Perkin Elmer, KdIn

Beckman, Minchen
Beckman, Minchen
Sigma, Osterode am Harz
Eppendorf, Hamburg

4.45 Molekulargewichtstandards fir DNA und Protein

Molekulargewichtstandards fur DNA:

1 kb DNA Ladder (15615-016)
DNA-Langenstandard (BM-1X)

Gene Ruler™ (1 DNA Ladder: SM0311/2/3)

Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon Roth

Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder Plus: SM0321/2/3) MBI Fermentas, St. Leon Roth

Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder: SM0241/2/3)

pUC Mix Marker 8 (SM0301/2/3)
Molekulargewichtsmarker fiir Protein:

Low Molecular Weight Range (M-3913)
Protein Molecular Weight Marker (SM0431)

MBI Fermentas, St. Leon Roth
MBI Fermentas, St. Leon Roth

Sigma, Deisenhofen
MBI Fermentas, St. Leon Roth
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446 Radiochemikalien
0-[32P]-dCTP (3000 Ci/mmol)

a-[33P]-dCTP (2500 Ci/mmol)

1251-1GF-Il (2000 Ci/mmol)

Amersham Pharmacia,
Freiburg
Amersham Pharmacia,
Freiburg
Amersham Pharmacia,
Freiburg

4.4.7 Verbrauchs-und sonstiges Arbeitsmaterial

Aluminiumfolie

Kryogefalle

Deckglaser

DMEM/NUT MIX F12 (1:1) in Pulverform
ECL ,detection reagent* (RPN2109)

ECL-Hyperfilm MP

E. coli SURE"

Faltenfilter fein

Faltenfilter grob : 520 b V2
Gel-Blotting-Papiere (GB001, GB002, GB004)
Kulturflaschen mit Filter

Matrigel

MicroSpin™ G-25 Columns

Mikrotiterplatten 384-well

Millex GP (Filter)

Multiwellplatten fur die Zellkultur (TBB)
Multiwellplatten fur die Zellkultur
Objekttrager (Polylysin Microslides) Menzel
Dako-Zytomation-Pen

Parafilm

PCR-Platten 96-well

PCR-Reaktiongefalte (GO04A) Streifen &4 8
PCR-Reaktiongefale (0,2, 0,5 ml)
Polykarbonat-Filter

PVDF-Membran (Immobilon-P Transfermembran)
Qiabrane (neutrale Nylon Membran)
Quarzkulvette

Reaktionsgefalle ,safe lock“ (2, 1,5, 0,5, 0,2 ml)

Roth, Karlsruhe

Nunc, Roskilde, DK

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Amersham Pharmacia,
Freiburg

Stratagene, Heidelberg
Schleicher & Schull, Dassel
Schleicher & Schull, Dassel
Schleicher & Schill, Dassel
Nunc, Roskilde, DK
Collaborative Biomedical
Products, Bedford, MA, USA
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Nunc, Roskilde, DK
Millipore, Schwalbach
Renner, Darmstadt

Nunc, Roskilde, DK

Roth, Karlsruhe

DAKO, Glostrup, DK
American National Can
Neenah, Wi, USA
AbGene, Hamburg

Kisker, Steinfurt

Perkin Elmer, KdIn

Neuro Probe Inc.,
Gaithersburg, MD, USA
Millipore, Schwalbach
Qiagen, Hilden

Hellma, Mudhlheim
Eppendorf, Hamburg
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rhiGF-II Mediagnost, Tubingen
Saran®Wrap-Folie Dow Chemical Company
Zentrifugenréhrchen (50 ml, 15 ml) Schubert, Wackersdorf

45 Zusammensetzung der Puffer

45.1 Nahrmedien und Zusatze fur die Zellkultur

Kulturmedien, Zusatze und FKS fir die Zellkultur wurden, bis auf angegebene
Ausnahmen von Invitrogen oder PAA bezogen. Steril filtriert wurde mit einem Filter
GP Express Plus Membran (SCGPTO1RE) (0,22 pm) der Firma Millipore,
Schwalbach.

45.1.2 Fotales Kélberserum (FKS)
FKS wurde vor Gebrauch 30 min bei 56°C inaktiviert, steril filtriert und aliquotiert

Lagerung bei —20°C

45.1.3 Nahrmedium fir Co115- und LS1034-Zellen
Dulbecco’s MEM/ NUT MIX F-12 (HAM) mit 5 % FKS

451.4 Nahrmedium fiur Isreco-1-Zellen
Dulbecco’s MEM with Glutamax (Low Glucose) mit 5 % FKS

45.1.5 Nahrmedium fir Isreco-2- und Isreco-3-Zellen
Dulbecco’s MEM with Glutamax (Low Glucose) mit 10 % FKS

45.1.6 Nahrmedium fir NCOL-1-Zellen

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (High Glucose/25 mM Hepes)
11,7 ml MEM Aminosauren (50x)

5,88 ml Penicillin/Streptomycin (100x)

5,88 ml BME Vitamins (100x)

2ml Fungizone (250 pg/ml)

10 % FKS

125 pl Gentamicin (50 mg/ml)

6 ul/10ml  rhEGF (10 pg/ml)
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45.1.7 Methylcellulose (Stocklésung)

Die Stocklosung fur Methylcellulose-Assays wurde unter sterilen Bedingungen
hergestellt. 8,8 g Methylcellulose wurden in 208 ml Aqua bidest. unter Ruhren
aufgekocht und abgekuhlt. Dieser Vorgang wurde 3x fur 30 min wiederholt.
Anschliefiend wurden 188 ml 2x konzentriertes Kulturmedium zugeflgt und 48 h bei
4-8°C geruhrt. Bevor die Stocklosung aliquotiert wurde, diente ein Aliquot als
Sterilkontrolle, welche bei 37°C, 5 % CO,, 95 % H,O, fir drei Tage inkubierte. Die
Stocklosung wurde bei —20°C gelagert.

45.1.8 MTT (Stocklésung)

5 mg/ml MTT in PBS gel0st, steril filtriert und aliquotiert
Lagerung bei —20°C

Anwendung: 1:10 mit serumfreien DMEM verdinnt

45.1.9 Trypanblaulésung
0,5 % Trypanblau in PBS gelost

4.5.1.10 PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung, pH 7,4)
136 mM NaCl

8,1 mM NayHPO,4

2,7mM KCI

1,5 mM KH,PO4

steril filtriert und autolaviert

4.5.2 Puffer fir molekularbiologische Methoden
45.2.1 DEPC-H,0 (0,1 %)

1 ml DEPC wurden in 1000 ml Aqua bidest. fur 2 h bei 37°C unter Ruhren geldst und

dann autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei RT.
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4.5.2.2 10x DNase I-Puffer

250 mM Tris-HCI, (pH 8,3)

375 mM KCI

15 mM MgCI2

steril filtriert, autoklaviert und aliquotiert

Lagerung bei —20°C

4.5.2.3 Kawasaki-Puffer

20 mM Tris-HCI (pH 8,3)
1,5 mM MgClz

25 mM KCI

0,5 %(viv) Tween 20

45.2.4 Proteinase K-Lésung

20 mg/ml in Aqua bidest. geldst und aliquotiert

Lagerung bei —20°C

45.2.5 TE-Puffer

10 mM Tris/HCI, (pH 8,0)

1 mM EDTA

4.5.3 Puffer fir Agarosegele

45.3.1 Laufpuffer

4.5.3.1.1 50x TAE-Puffer

242 g Tris-Base
57,1 ml Essigsaure (konzentriert)
100 ml 0,5 M EDTA, (pH 8,0)

mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefullt, steril filtriert (0,22 ym) und autoklaviert
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4.5.3.1.2 10x TBE-Puffer

108 g Tris-Base
55¢ Borsaure
40 ml 0,5 M EDTA, (pH 8,0)

mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgeflillt steril filtriert (0,22 pm)

4.5.3.2 Probenpuffer

4.5.3.2.1 6x Probenpuffer fir DNA

3 ml Glycerin

7 ml aqua bidest.

1 Spatelspitze Bromphenolblau, aliquotiert

Lagerung bei 4-8°C

4.5.3.2.2 2,5x Probenpuffer (HSE)

2449 Harnstoff

59 Saccharose

1 mi 0,5 M EDTA (pH 8,0)
1 mi 1 % Bromphenolblau

mit Aqua bidest. auf 10 ml aufgefullt, aliquotiert
Lagerung bei 4-8°C

4.5.4 Puffer fir SDS-Page und Westernblot
4541 Puffer A
5% SDS

0,1M NaOH

4.5.4.2 5x Equilibrierungspuffer

62,5 mi 1 M Tris (pH 6,8)

100 ml Glycerin 100 %

2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

20g SDS in 37,5 ml Aqua bidest. geldst

0,02 % Bromphenolblau
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4.5.4.3 10x Laufpuffer

30,3 ¢ Tris
1440 g Glycin
10,0 g SDS

in 1000 ml Aqua bidest. gelost
Anwendung: 1:10 mit Aqua bidest. verdinnt

4.5.4.4 10x Transferpuffer

58 g Tris
29¢ Glycin
3,79 SDS

in 1000 ml Aqua bidest. gelost
Anwendung: 20 % Methanol zugesetzt und mit Aqua bidest. verdinnt

45.45 Ponceau-Losung
0,1 % PonceauS

1% Essigsaure

45.4.6 TBS (Tris gepufferte Salzlésung, Tris-Saline)
0,15 M NaCl
0,01 M Tris pH 7,4 mit HCI

455 Puffer fur subtraktive cDNA-Banken und cDNA-Arrays

45.5.1 4x Hybridisierungspuffer fur die subtraktive Hybridisierung
200 mM HEPES (pH 8,3)

2M NaCl

40 % PEG 8000

0,08 mM EDTA

455.2 Stopp-Puffer zum Beenden der subtraktiven Hybridisierung
20 mM HEPES (pH 8,3)

50 mM NaCl

0,2 mM EDTA
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4553 LB-Medium

1% Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1% NaCl gerlhrt bis sich alles gelost hatte

mit ca. 0,1 % 2 M NaOH auf einen pH-Wert von 7 bis 7,5 eingestellt, autoklaviert
Lagerung bei RT

45.5.4 LB-Agar-Platten

1,2 % Agar

1% Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1% NaCl

Das Gemisch wurde geruhrt bis sich alles geldst hatte und mit ca. 0,1 % 2 M NaOH
auf einen pH-Wert von 7 bis 7,5 eingestellt und autoklaviert. Bei einer Temperatur
von <50°C wurde Ampicillin (100 pg/ml) zugegeben und die Losung auf Petrischalen
(12 x 12 cm) ausgegossen. Nach Erkalten des Agars wurden die Petrischalen bei

4°C uber Kopf gelagert.

4555 SOC-Medium

2% Trypton

0,5 % Hefeextrakt
0,05 % NaCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSOq4

0,4 % Glucose

MgClz, MgSO4 und Glucose wurden nach dem Autoklavieren zugesetzt

455.6 1,2x PP-Puffer fur die Herstellung von cDNA-Arrays
1,2 M NaCl

24 mM Tris

1,2 mM EDTA

0,1 % Bromphenolblau
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45.5.7 10x PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung, pH 7,5)
250 mM NayHPO4

1,25 mM NaCl Losung A
250 mM NaH;PO4
1,25 mM NaCl Lésung B

Lésung B wurde zu Lésung A gegeben bis der PBS einen pH von 7,5 erreichte.

45.6 Puffer und Lésungen fur die Sektion und Histochemie

Chemikalien wurden von der Firma Merck in p.a.-Qualitdt bezogen, soweit nicht
anders angegeben. Fur die Praparation der Mausgewebe wurden alle Puffer auf 4°C
gekuhilt.

45.6.1 Injektions-Puffer

1 mM EDTA

0,9 % NaCl

steril filtriert (0,22 pym) und autoklaviert

45.6.2 Farbelésungen

4.5.6.2.1 DAB-Farbstoff (Stocklésung)

500 mg 3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB)

13 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer geldst, aliquotiert (200 pl Portionen)
Lagerung bei —20°C

4.5.6.2.2 DAB-Farbstoff (Farbelésung)

200 pl DAB-Stocklosung
10 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer
50 U| HzOz (3 %)

Lésung wurde vor jeder Farbung frisch angesetzt

4.5.6.2.3 Eosin-Ldsung, gelblich (0,5 %)
19 Eosin

200 ml Aqua bidest.

2ml Formalin (37 %)
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4.5.6.2.4 Hexazonium-p-Rosanilin-Lésung

p-Rosanilinbase-Ldsung: Losung A

400 mg p-Rosanilinbase

2,96 ml HCI (25 %)

7,07 ml Aqua bidest. » gemischt und filtriert (Faltenfilter fein)
Natriumnitritidsung:Lésung B

49 Natriumnitrit

100 ml Aqua bidest. 16sen

1 ml Loésung A mit 1 ml Losung B gemischt

Hexazonium-p-Rosanilin-Losung wurde immer frisch angesetzt

4.5.6.2.5 Hamatoxylin-L6ésung nach Ehrlich

29 Hamatoxylin

39 Kalium-Aluminium-Sulfat
0,449 Natriumjodat

100 ml Ethanol (96 %)

100 ml Aqua bidest.

100 ml Glycerin (87 %)

10 ml Eisessig

zur Umsetzung der Lésung mindestens 1 h geruhrt, filtriert (520 b 'z ,groben Filter®)

4.5.6.2.6 Methylenblaulésung
29 Methylenblau

1000 ml 0.01 M PBS (pH 7,5)
filtriert (520 b 7% ,groben Filter®)

Lésung wurde vor jeder Farbung frisch angesetzt

4.5.6.2.7 Methylengrinlésung
19 Methylengrin

100 ml 0,1 M Citratpuffer
filtriert (520 b V2 ,groben Filter®)

Lésung wurde vor jeder Farbung frisch angesetzt
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4.5.6.3 Fixierlésungen

4.5.6.3.1 Formalinlésung
270 ml Formalin (37 %)
730 ml 0,05 M Phosphatpuffer

Ldsung wurde vor jeder Praparation frisch angesetzt

4.5.6.3.2 Paraformaldehydlésung

20 g Paraformaldehyd

1000 ml 0,1 M Phosphatpuffer

geldst bei 55°C ca. 30 min (im Wasserbad)

4.5.6.4 Puffer und Waschlésungen

4.5.6.4.1 Borsaure-Borat-Puffer (pH 7,6)

6,29 Borsaure in 500 ml Aqua bidest. I6sen: Losung A

1,99 Natrium-Borat (Borax) in 100 ml Aqua bidest. |I6sen: Lésung B

ca. 85 ml Losung A wurden mit ca. 15 ml Lésung B gemischt

Das Mischungsverhaltnis wurde so eingestellt, dass der Borsaure-Borat-Puffer einen
pH von 7,6 erreichte

4.5.6.4.2 0,1 M Citratpuffer (pH 4,8)

29,419 CsHsNazO7x 2 H,O in 1000 ml Agqua bidest. I6sen: Lésung A

21,01 g CeHsO7x H2O in 1000 ml Aqua bidest. I6sen: Losung B

ca. 851,85 ml Lésung B wurden mit ca. 1000 ml Lésung A gemischt

Das Mischungsverhaltnis wurde so eingestellt, dass der Citratpuffer einen pH von 4,8

erreichte.

4.5.6.4.3 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5)

17,8 g Na;HPO4x 2 H,O in 1000 ml Aqua bidest. I6sen: Losung A

13,8 ¢ NaH,PO4x 1 H,O in 1000 ml Aqua bidest. I16sen: Lésung B

ca. 800 ml Lésung B wurden mit ca. 200 ml Lésung A gemischt

Das Mischungsverhaltnis wurde so eingestellt, dass der Phosphatpuffer einen

pH von 7,5 erreichte.
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4.5.6.4.4 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,5)

3,49 KH,PO4 in 500 ml Aqua bidest. I6sen: Losung A

17,8 g Na,HPO4x 2 H,0 in 2000 ml Aqua bidest. I0sen: Losung B

ca. 800 ml Lésung B wurden mit ca. 200 ml Lésung A gemischt

Das Mischungsverhaltnis wurde so eingestellt, dass der Phosphatpuffer einen

pH von 7,5 erreichte.

45.6.4.5 0,01 M PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung, pH 7,5)
1,36 g KH2P04

9¢g NaCl in 1000 ml Aqua bidest. I6sen: Losung A
1,78 g NaHPOsx 2 H,0
9g NaCl in 1000 ml Aqua bidest. I6sen: Losung B

ca. 800 ml Lésung B wurden mit ca. 200 ml Loésung A gemischt
Das Mischungsverhaltnis wurde so eingestellt, dass der PBS einen pHvon 7,5

erreichte.

4.5.6.4.6 0,05 M Tris-Puffer (pH 7,6)

6,05¢g Tris (CHoNC(CH20H)3)

40 mi 1 M HCI

in 900 ml Aqua bidest. gelost, den pH mit HCI auf 7,6 eingestellt
mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefullt

4.5.6.4.7 0,05 M Tris-HCI-Puffer (pH 7,8) fur Immunhistochemie

12,1g Tris (CHaNC(CH2;0H)s3)

20,0g CaClyx 2 H,O

in 1900 ml Aqua bidest. gelost, mit 1 N HCI auf pH 7,8 eingestellt (ca. 71,5 ml)
mit Aqua bidest. auf 2000 ml Endvolumen aufgefullt
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45.6.5 Reaktionslésungen

4.5.6.5.1 Antikorper-Stocks

Mouse anti-BrdU: 50 pyg wurden in 1 ml PBS gelost (Aliquots zu je 100 pl)

Lagerung bei —20°C

anti-Maus 1gG-POD: (Aliquots zu je 100 pl)

Lagerung bei —20°C

Anwendung: 1:10 verdunnt mit 1 % BSA in 0,05 M Tris-HCI-Puffer (frisch angesetzt)

4.5.6.5.2 Hexosaminidase-Substratlésung

10 mg Naphthol AS-BI-N-acetyl-3-glucosaminide

1 ml 2-methoxy-ethanol (ethylene-glycol-monomethyl-ether)
Ldsung frisch angesetzt oder in 1 ml Aliquots eingefroren

Lagerung bei —20°C

4.5.6.5.3 Hexosaminidase-Gebrauchlésung

1 ml Hexosaminidase- Substratlésung
8,1 ml Polyvinylalkoholl6sung
0,9 ml Hexazonium-p-Rosanilin-Losung

vermischt und mit 10 N NaOH auf pH 4,5 eingestellt

kurz vor Inkubation angesetzt

4.5.6.5.4 Trypsinldsung
200 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer auf 37°C erwarmen
20 mg Trypsin

kurz vor der Inkubation in den vorgewarmten Puffer gegeben und gut verruhrt
45.6.6 Sonstige Losungen
4.5.6.6.1 BSA-LGsung

19 BSA
100 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer
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4.5.6.6.2 Essigsaure (0,1 %)
250 pl Eisessig
250 ml Aqua bidest.
4.5.6.6.3 H,0,-Losung (3 %)
180 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer
20 mi H202 (30 %)
4.5.6.6.6 Polyvinylalkohollsung
15 ¢ Polyvinylalkohol M=22 000 g/mol (15 % w/v)
0,59 CaCl, (0,5 %)
100 ml 0,1 M Citratpuffer (pH 4,8)

vermischt und unter rihren auf 85°C erhitzt bis sich alles gelost hatte
Lagerung bei 4°C
Anwendung: Bei 37°C im Wasserbad verflissigt

4.5.6.6.7 Salzsaure-Ethanol-L6ésung
320 pl HCI (25 %)
250 ml Ethanol (70 %)

4.5.6.6.8 Saccharoselosung
50 ¢ Saccharose
1000 ml 0,1 M Phosphatpuffer
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4.6 Primer, Nukleotide und Oligonukleotide

dNTPs

MBI Fermentas, St. Leon Roth

Alle folgenden Primer und Oligonukleotide wurden vom Syntheseservice des

Genzentrums (Arbeitsgruppe Arnold) synthetisiert.

Oligo-dT (20):

hIGFBP-1#1: sense
hIGFBP-1#2: antisense
hIGFBP-2#1: sense
hIGFBP-2#2: antisense
hIGFBP-3#1: sense
hIGFBP-3#2: antisense
hIGFBP-4#1: sense
hIGFBP-4#2: antisense
hIGFBP-5#1: sense
hIGFBP-5#2: antisense
hIGFBP-6#1: sense
hIGFBP-6#2: antisense
IGF-11#5: sense
IGF-11#6: antisense
hIGF-Il #10: antisense
mIGF-Il #11: antisense
mIGFBP-4#1: sense
mIGFBP-4#2: antisense
pCl-neo#1: sense
pCl-neo#2: antisense
B-Aktin: sense#1

B-Aktin: antisense#2

Primer 1:
“nested”’-Primer 1:

“nested”-Primer 2:

STITTTITTTITTTITTITTITTT 3

5 TAACTG AGG AGG AGC TCCTGG 3’

5 TCT TCC CAT TCC AAG GGT AGA &

5 GTT GCA GAC AAT GGC GAT GAC &

5 GTT TGA GGT TGT ACA GGC CAT &
5°GCC GCG GGC TCT GCG TCAACGC 3
5" CTG GGA CTC AGC ACATTG AGG AAC &
5 GCC ATC CAG GAAAGC CTGCA3

5 TGGAAGTTGCCGTTGCGGTC 3

5 CTG AAG CAG TGA AGA AGG ACC 3’

5 ATC ACT CAACGT TGC TGC TGT 3’

5 AAG CTG AGG GCT GTC TCA GG 3’

5 AGC TTC CAT TGC CAT CTG GAG &
5°ATG GGA ATC CCA ATG GGG AAG 3’
5°CTT GCC CAC GGG GTATCT GGG 3
5°CGC GGT CTT GGG TGG GTA GAG 3
5" CGG GGT CTT TGG GTG GTA ACA3

5 CTGTGC CCCAGG GTTCCTGC 3
5°CTC CAAGCCAGG TCAACT CTACAZ
5 CCT GAATGAACT GCAGGACGAYZ

5 TGC GAATCG GGA GCG GCG ATA 3’

5 GGC ATC GTGATGGACTCCG Y

5 GCT GGA AGG TGG ACAGCGAZJ

5 GTAATACGA CTC ACT ATAGGG C &
5" TC GAG CGC GCC GCA GGG CAG TG 3
5°AG GGC GTG GTG CGC GCT GCT GG 3



79 Material

Adaptor 1:

Adaptor 2:

Adaptor 1XR:
Adaptor 2XR:
T7ex
T3ex

cDNA-Synthese-Primer NRAdT:
Sonden-Primer:
V=A, Coder G; N=A,C,GoderT

5 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC

GAG CGC GCC GCA GGG CAG TG 3'

5 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAG

GGC GTG GTG CGC GCT GCT GG 3

5' CAC TGC CCT GCG GG 3'

5' CCA GCA GCG CGC AG 3'

5 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 3'

5 TCA CTA AAG GGA ACA AAA GCT GGA
G3

5 AAC TGC GGC CGC GTA CAG C(T)VN

5 GAG A(T)0VN
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5 Methoden

5.1 Methoden der Zellkultur

5.1.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung aller in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurde in einem
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit in Gewebekulturflaschen
oder Schalen durchgefuhrt. Ein Wechsel des Kulturmediums fand im Abstand von
zwei bis drei Tagen statt, indem das alte Medium durch Absaugen entfernt wurde
und neues Medium in der entsprechenden Menge zugegeben wurde. Um
Kontaminationen der Zellen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten in der Zellkultur

unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgefihrt.

5.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Zelllinien wurden in 25 cm? Flaschen
bis zu einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert. 1 ml 1x Trypsinlésung wurde auf den
Zellrasen gegeben, welcher vorher durch zweimaliges Waschen mit PBS vom
Kulturmedium gereinigt worden war, und bei 37°C im Brutschrank 3-8 min inkubiert.
Losten sich die Zellen ab, wurde die Proteolyse durch die Zugabe der dreifachen
Menge an Kulturmedium abgestoppt. Die Suspension wurde durch mehrmaliges
Aufziehen mit der Pipette homogenisiert und die Zellen anschliefend bei 250 x g
5 min zentrifugiert. Zellpellets wurden in 1 ml Kulturmedium mit 10 % FKS und 10 %
DMSO suspendiert und in Kryogefale unmittelbar bei —80°C mindestens 24 h

eingefroren, ehe sie zur weiteren Lagerung in Flussigstickstoff Gberfuhrt wurden.

5.1.3 Re-Passagierung der Zellen

Alle Zellkulturversuche wurden mit vergleichbaren Zellkulturpassagen durchgefuhrt,
um Abweichungen innerhalb der unabhangig durchgefihrten Versuche moglichst
gering zu halten. Zu diesem Zweck wurden kryokonservierte Zellen rasch aufgetaut
und mit 5 ml Kulturmedium in ein Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden
bei 250 x g pelletiert, der Uberstand verworfen und erneut mit 5 ml Kulturmedium

suspendiert und unter den gleichen Bedingungen abzentrifugiert. Nach diesen
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beiden Schritten ist das im Einfriermedium enthaltene DMSO vollstandig entfernt. Die
Zellen konnten danach in Gewebekulturflaschen in ihren jeweiligen Kulturmedien
unter den angegebenen Standardbedingungen angezogen werden. Nach 24 h hatten
sich die Zellen in der Regel abgesetzt. Restliche Zelltrimmer und Zellen, die sich
nicht abgesetzt hatten, wurden durch einen Medienwechsel entfernt. Um eine
kontinuierliche Proliferationrate der Zellen zu erhalten, wurden die Zellen nach dem
Auftauen ein- bis zweimal passagiert, bevor sie fur weitere Experimente verwendet
wurden. Fur die Subkultivierung der Zellen und die Verwendung fur verschiedene
Zellkulturuntersuchungen wurde in der Regel von 80-90 % konfluenten Zellen

ausgegangen, die trypsiniert, ausgezahlt und erneut ausgesat wurden.

5.1.4 Zellzahlbestimmung und Vitalitatstest

Die Bestimmung der Zellzahl ist fur die Aussaatdichte der Versuchszellen wichtig,
damit gleiche Versuchsbedingungen flr die Experimente vorliegen und ist
ausserdem eine BezugsgroRe fur Auswertungen. Mit Hilfe eines Hamocytometers
(Neubauer-Zahlkammer) konnte die Zellzahl bestimmt werden. 80-90 % konfluente
Zellen wurden trypsiniert und vereinzelt. FUr die Zahlung wurde eine kleine Menge
der zu zahlenden Zellsuspension 1:5 mit Trypanblaulésung verdinnt. Da Trypanblau
im Gegensatz zu toten Zellen keine lebenden Zellen anfarbt, wird gesichert, dass
auch nur lebende Zellen in die Zellzahlermittlung einflieBen. Die Zellzahl berechnet
sich aus folgender Formel:

Zellzahl/ml = 0O der Zellen aus 8 grofRen Quadraten x Verdunnungsfaktor x 10*

5.1.5 Proliferationsmessung

Der in dieser Arbeit zur Bestimmung der Proliferation verwendete
MTT [(3,4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl tetrazolium Bromid]-Nachweis  beruht
auf einer Enzymreaktion. Die fur die Bildung des Farbstoffes verantwortliche, im
Mitochondrium lokalisierte Succinat-Dehydrogenase ist nur in lebenden Zellen aktiv.
Die optisch erfassbare Konversion des Tetrazoliumsalzes in ein Formazan ist
proportional zur Zahl lebender Zellen. Die Kristalle des gebildeten Formazans
kénnen mit organischen Losungsmitteln (DMSO) in L6sung gebracht werden und die

optische Dichte (OD) mit Hilfe eines ELISA-Readers bei einer Wellenlange von
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570 nm und einer Referenzwellenlange von 690 nm gemessen werden
[160,416,597]. Zellen wurden in einer Dichte von 2000 Zellen/well (LS1034, Isreco-1)
und 10 000 Zellen/well (lsreco-2) in 96-Multiwellplatten far Zellkultur in ihren
jeweiligen Kulturmedien  ausgesat. Zur  Bestimmung der  optimalen
Selektionskonzentration von Geneticin  (G418) wurde G418 in steigenden
Konzentrationen (0, 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 ug/ml)
zugesetzt. Fur die Bestimmung der Proliferation von nicht-transfizierten Zelllinien
gegenuber Vektor-transfizierten Kontrollen (mock-Klone) und den mIGFBP-4
sense- bzw. antisense-transfizierten Klonen, wurden die Zellen in Gegenwart oder
Abwesenheit von humanem IGF-Il (rhIGF-Il, 50 ng/ml oder 250 ng/ml) inkubiert.
Nach einem Inkubationszeitraum von 72 h unter Standardbedingungen (37°C, 5 %
CO,, 95 % H,0) wurde das Medium vollstdndig entfernt und die MTT-Lsung
(0,5 mg/ml) auf die Zellen gegeben. Die Umsetzung von MTT fand unter serumfreien
Bedingungen fur 2 h statt. Die MTT-Lésung wurde vorsichtig aber vollstandig
abgesaugt, die Kristalle wurden in DMSO geldst. Die Adsorption der Losung wurde
bei 570 nm mit einer Referenzwellenlange von 690 nm direkt im Anschluss im

ELISA-Reader gemessen.

5.1.6 Koloniebildung in semi-soliden Medien

Semi-solide Medien bieten die Moglichkeit, Zellen, die aufgrund ihrer Transformation
fahig sind Kolonien zu bilden, hinsichtlich dieser Eigenschaft genauer zu
untersuchen. Die Medien verhindern, dass sich adharent wachsende Zellen anheften
kénnen oder miteinander Kontakt aufnehmen. Nicht-transformierte Zellen gehen
unter diesen Bedingungen in Apoptose. Wie stark eine transformierte Zelle in der
Lage ist, Kolonien zu bilden, d.h. sich unter diesen erschwerten Bedingungen noch
zu teilen, hangt vom Grad ihrer Malignitat ab. Als semi-solides Medium wurde in
dieser Arbeit Methylcellulose benutzt. Isreco-1- und LS1034-Zellen sowie ihre
korrespondierenden Zellklone wurden in einer Dichte von 2000 Zellen/ml und
Isreco-2-Zellen sowie die korrespondierenden Zellklone mit 10 000 Zellen/ml in
unbeschichtete sterile 35-mm-Petrischalen ausplattiert. Das Volumen des 0,9 %
Methylcellulose-enthaltenden Kulturmediums betrug 1ml. FKS wurde flr
Isreco-1- und LS1034-Zellen in einer Konzentration von 5 % und fiur Isreco-2-Zellen
in einer Konzentration von 10 % zugesetzt. Ob rhlGF-Il einen Einfluss auf die

Kolonienbildung hatte, wurde durch exogene Zugabe einer Konzentration von
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50 ng/ml getestet. Die ausplattierten Zellen wurden flr 14 bis 16 Tage unter den
angegebenen Standardbedingungen inkubiert und die Kolonien unter dem Mikroskop

uber einem Rasterschema ausgezahilt.
5.1.7 Messung der Invasion

Der Grad der Invasivitat eines Tumors beschreibt neben anderen Kriterien das
Stadium in der Karzinogenese. In spateren Stadien bilden sich oft in Leber und
Lunge Metastasen, welche Folge eines invasiv wachsenden Tumors sind. In vitro
kann die Invasionsbereitschaft einer Zelllinie gemessen werden, indem man die
Migration von Zellen durch einen mit Matrigel beschichteten Polykarbonat-Filter mit
einer Porengrdlie von 12-um bestimmt. Die PorengréfRe richtet sich nach der Grole
der verwendeten Zellen und muss fur den jeweiligen Zelltyp ausgetestet werden. Die
Migration durch den beschichten Filter, der eine semipermeable Barriere darstellt, ist
ein aktiver Prozess und bendtigt einen Gradienten an chemoattraktiven Substanzen.
In dieser Arbeit wurde der Gradient mit 10 % FKS generiert. Die Polymerisierung des
Matrigels (1 % in PBS) auf dem Filter fand fur 2 h statt. AnschlieRend wurden die
Filter Luftblasen-frei auf das untere Kompartiment der Invasionskammer gebracht. Im
unteren Kompartiment der Invasionskammer befinden sich Vertiefungen, die mit
FKS-haltigem Kulturmedium und ohne oder mit rhiGF-II (50 ng/ml; 250 ng/ml) befullt
wurden, bevor der Filter aufgelegt wurde. Auf den Filter wurde ein Silikongummi zum
Abdichten aufgelegt und das obere Kompartiment aufgesetzt und festgeschraubt. Im
oberen Kompartiment befinden sich Bohrungen, die genau auf die Vertiefungen der
unteren Kammer passen. Dadurch, dass die beiden Kompartimente durch die
beschichtete Membran getrennt sind, konnte die obere Halfte des Kompartiments mit
1 x 10° Zellen/Bohrung befiillt werden. Diese Zellzahl wurde fiir alle Zelllinien und die
korrespondierenden Klone benutzt. Die fertig beflllten Systeme wurden 16 h im
Brutschrank inkubiert. Anschliefend wurden die Filter in 3,7 %igem Formaldehyd
fixiert und fir 2 min in 1 % Toludine-Blau/1 % Borax-Losung gefarbt. Die gefarbten
Zellen wurden 30 min in Aqua bidest. gewaschen und die Zellen der oberen Seite
des Filters entfernt, ausgeschnitten und in 200 pl 1 %igem SDS gel6st. Fur die
Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden Zellkreise ohne Entfernung der oberen
Zellen ausgeschnitten und in 200 pl 1 %igem SDS gelost. Nach der vollstandigen
Solubilisation der gefarbten Zellen bei 37°C fur 60 min wurde die Adsorption des

Farbstoffes bei einer Wellenlange von 620 nm im ELISA-Reader gemessen. Der
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Anteil der migrierten Zellen wurde mit folgender Formel bestimmt:

% Invasion = OD der migrierten Zellfraktion / OD der Gesamt-Zellen x 100

5.1.8 Stabile Transfektion der Kolonkarzinomzelllinien

Durch die Transfektion eines in einen Expressionsvektor klonierten Gens kann die
Funktion des entsprechenden Gens beispielsweise in einer Zelllinie untersucht
werden. Aus diesem Grund wurden drei verschiedene Kolonkarzinomzelllinien mit
einem Expressionsvektor, der die cDNA des murinen IGFBP-4 enthielt, transfiziert.
Nur in einigen Zellen wird die transfizierte DNA stabil in ein Chromosom eingebaut.
Diese Zellen werden mit Hilfe ihrer im Transfektionsvektor kodierten
Antibiotikaresistenz isoliert. Diesen Vorgang nennt man eine stabile Transfektion. Far
die Transfektion wurden die Zellen in zwei verschiedenen Konzentrationen auf
6-well-Platten ausgesat, so dass sie am Tag der Transfektion 40-60 % konfluent
waren. Alle Zelllinien wurden mit dem Transfektionsvektor pCl-neo (Transfektions-
Kontrolle (mock)), pCl-neo-mIGFBP-4 sense-Richtung und pCl-neo-mIGFBP-4
antisense-Richtung transfiziert. Fur die Transfektion wurde ein Transfektions-Kit von
Qiagen benutzt. Die Transfektion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die
Menge der transfizierten DNA betrug fir mit Superfekt-Reagens transfizierte Zellen
2,0 ug/well und fur mit Effektene-Reagens transfizierte Zellen 0,4 ug DNA/well. Der
Transfektionsprozess fand innerhalb eines Zeitraums von 48 h statt, anschliel3end
wurden die Zellen mit G418 mit den vorher ermittelten Konzentrationen selektioniert
(LS1034-Zellen mit 1 mg/ml; Isreco-1- und Isreco-2-Zellen mit 2 mg/ml). Das Medium
wurde im Abstand von zwei bis drei Tagen erneuert, und nach 14 Tagen konnten
einzelne Klone gepickt und subkultiviert werden. Alle gepickten Klone wurden
zunachst in 96-well-Platten bis zur Konfluenz kultiviert und anschlieBend auf
48-well-Platten subkultiviert. In diesem Stadium wurden alle gepickten Klone durch
einen Kawasakiverdau mit anschlieRender PCR auf die Integration der Konstrukte
gepruft. Die in der PCR mIGFBP-4 positiven Klone wurden auf 6-well-Platten bis zu
einer Konfluenz von 85-90 % subkultiviert und konditioniert. Fur die |dentifizierung
mIGFBP-4-exprimierender Klone auf Proteinebene wurden 10 ul serumfreies
Medium in der SDS-Page aufgetrennt und anschliellend ein Ligandenblot mit
'5_|GF-Il durchgefiihrt. Klone, die unter diesen Bedingungen ein positives Signal

ergaben, wurden subkultiviert, kryokonserviert und fir weitere Experimente
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verwendet.

5.1.9 Herstellung konditionierter Medien

Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 85-90 % Kkultiviert. Das Medium wurde
entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschliefend 72 h unter
serumfreien Bedingungen (2 ml Medium/well) inkubiert. Das Medium wurde
abgenommen, die Zelltrimmer abzentrifugiert (10 min 700 x g), der Uberstand
aliquotiert und bei —20°C gelagert. Aus den zuruckgebliebenen Zellen wurde
entweder RNA gewonnen oder sie wurden in Equilibrierungspuffer (2 ml/well) lysiert.
FUr die Proteinbestimmung und den anschliessenden Westernblot wurde das Protein
aus konditionierten Medien, soweit erforderlich, gefallt. Die zu fallende Menge des
konditionierten Mediums von LS1034-, Isreco-1-, Isreco-2-Zellen und ihren
transfizierten Zellklonen wurde fur Liganden— und Westernblots auf die

Proteinmenge des gleichzeitig gewonnenen Zelllysates standardisiert.

5.2 Methoden zur Proteinanalyse

5.2.1 Proteinfallung aus serumfreien Uberstanden

In den konditionierten Medien enthaltene Verbindungen konnen durch
Eigenabsorption oder eigene reduktive Eigenschaften die Proteinmessung stéren.
Durch eine Fallung der Proteine wurden diese Faktoren entfernt. Dartber hinaus
wurde so eine Aufkonzentrierung der Proteine erzielt. Die in den Medien enthaltenen
Proteine wurden mit Desoxycholinsdure 10 min bei RT inkubiert, indem 1000 pl
Medium mit 50 yl Desoxycholinsaure (0,3 %) versetzt wurden. Anschlieend wurden
die Proteine durch die Zugabe von 360 pl 20 %iger Trichloressigsaure (TCA) gefallt.
Die Pelletierung des Proteins fand 15min  bei 1700xg in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge bei RT statt. Das Pellet wurde nochmals mit 500 yl TCA

(20 %) gewaschen und anschliel3end in 20 pl Puffer A aufgenommen.

5.2.2 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure (BCA)

Das Prinzip der Proteinbestimmung mit BCA beruht darauf, dass Bicinchoninsaure

als wasserldsliches Natriumsalz sehr sensitiv, spezifisch und stabil mit Cu'*-lonen
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reagiert. Man macht sich hier die Biuret-Reaktion der Proteine zunutze, die Cu?* zu
Cu'* reduzieren. Der entstehende BCA-Cu'*-Komplex ist stabil und wasserldslich
und zeigt eine starke Absorption bei 562 nm. Proteine in wassrigen Ldosungen
kobnnen also bei 562 nm im Photospektrometer mit dieser Methode quantifiziert
werden. Proteinmessungen erfolgten in 96-well-Platten. Proben wurden in
Equilibrierungspuffer in einem Volumen von 50 ul verdinnt und in die Wells gegeben.
Aus einer Stockldosung von BSA wurde eine Verduinnungsreihe in
Equilibrierungspuffer mit 6 Standards hergestellt. 50 yl je Standard sowie ein
Leerwert wurden in die Wells gegeben. Bicinchoninsaure wurde mit 4 %iger
CuSO4-L6sung (50:1) gemischt und 200 pl dieser Lésung zu jedem Standard und zu
jeder Probe geben. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei
562 nm gemessen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte anhand der

gemessenen Eichkurve.
5.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine konnen mittels Elektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden. Die Trennung der Proteine im Polyacrylamidgel erfolgt in Anwesenheit von
einem anionischen Detergenz, SDS (sodium dodecyl sulfate). SDS geht eine
Bindung mit hydrophoben Regionen der Proteine ein und bewirkt dadurch eine
Denaturierung und eine stark negative Ladung der einzelnen Proteine, welche alle
normalerweise vorhandenen Ladungen Uberdeckt. Gibt man zusatzlich noch
reduzierende Agenzien (Mercaptoethanol) hinzu, werden die Uber Disulfidbricken
verbundenen Untereinheiten eines Proteins zusatzlich getrennt. In Anwesenheit von
SDS ist die Lauflange der Proteine eine lineare Funktion der Logarithmen ihrer
Molekulargewichte. Um ein besseres Trennergebnis zu erzielen, wird dem
eigentlichen Trenngel ein grobmaschiges Sammelgel vorgeschaltet. In diesem
Sammelgel werden die Proteine zu einer Bande fokussiert, was die Bandenscharfe
im Trenngel verbessert. Die Porengrofe eines Trenngels nimmt mit steigender
Vernetzung der Acrylamidketten ab.

5.2.3.1 Herstellung der analytischen Gele

Die 15 %igen analytischen Trenngele wurden nach der Methode von Lammli wie

folgt hergestellt:
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Trenngel: Angaben fiur 2 Gele

2,35 ml Aqua bidest.

2,50 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)

5,00 ml Acrylamid/Bis-Solution (29:1)
100 pl 10 % SDS

50 pl 10 % Ammoniumpersulfat (APS)
5 ul Temed

Dieses 15 %ige SDS-Polyacrylamidgel wurde zwischen die fur zwei Minigele
vorbereiteten Glasplatten eines Mini Protean II-Systems gegossen und sofort mit
Aqua bidest. Uberschichtet. Nach mindestens 60 minutiger Polymerisation wurde das
Aqua bidest. vollstandig entfernt und das Trenngel mit einem 5 %igen Sammelgel

Uberschichtet.

Sammelgel: Angaben fir 2 Gele

7,00 ml Aqua bidest.
1,25 ml 1,5 M Tris (pH 6.8)
1,50 mi Acrylamid/Bis-Solution (29:1)
100 pl 10 % SDS
100 pl 10 % APS
5l Temed

Die Kdmme wurden in das flussige Sammelgel gesteckt. Nach 60 min wurden die
polymerisierten Gele entweder gleich verwendet oder in Frischhaltefolie bei 4°C

gelagert und am nachsten Tag benutzt.

5.2.3.2 Vorbereitung der Proben

Die aufzutrennenden Proben wurden mit Equilibrierungspuffer versetzt und fir 5 min
bei 95°C denaturiert.

Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurden Marker mit Molekulargewichten von
66 kDa, 49 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14,2 kDa, 6,5 kDa (Low Molecular
Weight Range) der Firma Sigma oder 116 kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa,
18,4 kDa, 14,4 kDa (Protein Molecular Weight Marker #SM0431) der Firma MBI

Fermentas mit aufgetragen.
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5.2.3.3 Beladen des Gels und Elektrophoresebedingungen

Die fertigen Gele wurden in die vorbereitete Gelkammer eingesetzt und das
Pufferreservoir der Elektrophoresekammer mit Laufpuffer so aufgefullt, dass sich
Ober- und Unterkante der Glasplatten im Puffer befanden. Nach dem Ausspulen der
Sammelgeltaschen werden die Proben in die Geltaschen pipettiert. Anschliel3end
wurden fur 15 min eine Spannung von 100V und dann fur ca. 60 min 160V
angelegt. Um eine bessere Auftrennung der Proteine zu erzielen, wurde nach dem
Austritt des Bromphenolblaus aus dem Gel die Elektrophorese um 10 bis 15 min

verlangert und dann gestoppt.

5.2.3.4 \Westernblot

Der Westernblot beschreibt den Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel
auf eine inerte Membran mit anschlieRendem Antigen-Antikorper oder Protein-
Liganden-Nachweis. Die im Alkalischen negativ geladenen Proteine wandern im
elektrischen Feld, in Richtung positiv geladener Anode, und werden von der
PVDF-Membran gebunden. Dabei werden die Proteine auf der Membran
immobilisiert. Fur den Transfer wurde unmittelbar nach der Elektrophorese das
Sammelgel entfernt und die Gele fur 5 min im Transferpuffer leicht geschuttelt. Die
ImmobilonP-PVDF-Membranen, die auf die GréRe des Trenngels zurechtgeschnitten
wurden, schittelten leicht fur 10 min in 100 %igem Methanol und equilibrierten
nochmals 30 min im kompletten Transferpuffer. Der Aufbau des Blots fand unter
Vermeidung von Luftblasen unter ,semi-dry® Bedingungen auf der unteren

Graphit-Bloteinheit (Anode) folgendermalen statt:

Blotsandwich: Angaben fir einen Blot

 Lagen (3x2) in Transferpuffer getranktes Gel-Blotting-Papier (GB002)
(in Grolke des Gels)

* PVDF-Membran (nochmals mit Transferpuffer Gbersplilt)

* Gel

 Lagen (3x2) in Transferpuffer getranktes Gel-Blotting-Papier (GB002)
(in Grolke des Gels)

Anschlielend wurde die obere Graphit-Bloteinheit (Katode) unter leichtem Druck
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aufgebracht. Die Proteine wurden mit 1 mA/cm? fir 90 min auf die Membran

transferiert.
5.2.3.5 Ponceau-S-Farbung

Die auf der PVDF-Membran gebunden Proteine wurden mit Ponceau S reversibel
gefarbt. Diese Farbung diente dazu, die Eichproteine des Markers auf dem Blot zu
markieren, um bei nachfolgendem Immuno- oder Ligandenblot eine
Molekulargewichtsbestimmung zu ermdglichen. Die Farbung des Blots findet flr
ca. 2 min in der PonceauS-Ldsung statt. Danach wird der Blot bis zur Entfarbung des
Hintergrundes mit Aqua dest. gewaschen und die Marker am Rand mit einem
wasserfesten Stift markiert. Die Membranen konnen vor dem Immuno- oder
Ligandenblot zwischen Gel-Blotting-Papier (GB002) bis zu 4 Wochen im Kihlschrank

gelagert werden.
5.2.4 Immunoblot

Der Immunoblot beschreibt den Nachweis von spezifischen Proteinen mittels einer
Antigen-Antikérper-Kopplung. Auf das Antigen, in diesem Fall das zu untersuchende
Protein, wird ein erster Antikérper (AK) gegeben, der das Antigen spezifisch bindet.
Der zweite Antikoper ist mit einem Enzym (z.B. Peroxidase) gekoppelt und ist gegen
den ersten AK gereichtet.

In TBS welche 0,1 % Tween 20 enthielt (TBS-T) wurde die Blotmembran unter
Zusatz von 3 % Milchpulver (w/v) fur 60 min bei Raumtemperatur (RT) zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. Anschlieend folgten drei
Waschvorgénge mit TBS-T bei RT fiir 1x 15 min und 2x 5 min. Uber Nacht inkubierte
der erste Antikorper (Anti-IGFBP-4 rabbit polyclonal antiserum®) in einer
Verdinnung von 1:1000 im Blockierungspuffer bei 4°C. Es folgten drei
Waschvorgange bei RT mit TBS-T fur 1x 15 min und 2x 5 min und die Zugabe des
zweiten, Peroxidase-konjugierten Antikérpers (Anti-lgG-Kanichen aus Schwein), in
einer Verdunnung von 1:5000 ebenfalls im Blockierungspuffer fir 90 min bei RT.
Nach erneutem flinfmaligen Waschen fur 1x 15 min und 4x 5 min mit TBS-T fand die
Detektion der Proteine unter Verwendung einer ECL-(Enhanced
chemiluminescence)-Detektionslosung statt. Anschliefend wurden die Membranen in

Folie verpackt und ein ECL-Detektionsfilm (Rontgenfilm) aufgelegt.
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5.2.5 Ligandenblot

Ein Ligandenblot stellt die biologische Funktionalitat von Proteinen dar, in dem der
radioaktiv markierte Ligand an Proteine (z.B. Bindungsproteine, Rezeptoren) bindet,
die eine Affinitat ihm gegenlber aufweisen und somit autoradiographisch
nachgewiesen werden kdnnen. Samtliche Wasch- und Inkubationsschritte wurden
bei einem Ligandenblot bei 4°C durchgeflhrt. Bendtigte Losungen wurden ebenfalls
bei 4°C gelagert und benutzt.

Die Blot-Membranen wurden in TBS unter Zusatz von 3 % NP-40 fur 20 min
inkubiert, dabei wurden Reste von der PonceauS-Farbung vollstandig entfernt.
Anschliefend wurden die Blot-Membranen in TBS und 1 % Fischgelatine fur
mindestens 120 min zwecks Blockierung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert.
Mit TBS welche 0,1 % Tween 20 enthielt, wurden die Blot-Membranen nochmals fur
20 min inkubiert. Uber Nacht wurde der mit '®[l] markierte |GF-Il-Tracer
(500 000 cpm/ml) in TBS, 0,1 % Fischgelatine und 0,1 % Tween 20 Zzugesetzt.
Zunachst folgten zwei Waschschritte mit TBS mit 0,1 % Tween 20 als Zusatz fur
jeweils 30 min, um die Uberschussige Radioaktivitat zu entfernen, und nochmals drei
Waschschritte mit TBS fur jeweils 30 min um den Hintergrund zu klaren.
Anschliel3end wurden die Membranen luftblasenfrei in Folie verpackt und fur ca. 24 h
auf einen ,Storage Phosphor Screen“ und/oder einen Roéntgenfilm aufgelegt. Die
absorbierten Signale wurden mit Hilfe eines Phosphorimagers (Storm 860) oder
durch die Entwicklung des Films sichtbar gemacht.

5.3 Methoden der Molekularbiologie

5.3.1 Verdau mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen werden als Typl- und Typ Ill- Enzyme Kklassifiziert.
Wahrend Typ | Enzyme eine Sequenz erkennen, aber in der DNA an beliebiger
Sequenz schneiden, erkennt der Typ Il palindromische Sequenzen mit 4 bis 8 Basen
und schneidet dort spezifisch. In Abhangigkeit vom Restriktionsenzym entstehen
beim Schneiden entweder Uberhdngende Enden, sogenannte ,sticky ends®, mit
3’-oder 5’-Uberhang oder glatte Enden, sogenannte ,blunt ends“. EcoR | gehért z.B.
zu den Typ |l Enzymen und erzeugt 5’-Uberhangende Enden.

Zur Analyse der Konstrukte wurden (1 ul) 500 ng pCl-neo bzw. pcineo-mIGFBP-4 in
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sense- und antisense-Richtung mit 2 pl Reaktionspuffer (10x) des jeweiligen Enzyms
und 5 U Enzym in ein Reaktionsgefal} pipettiert. Das Ganze wurde mit sterilem Aqua
bidest. auf ein Endvolumen von 20 yl aufgefullt und 1 h bei 30°C oder 37°C, je nach
Restriktionsenzym, inkubiert. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz in einem
Ethidiumbromid-haltigen TAE-Agarosegel (1,5 %) aufgetrennt. Das Gel wurde mit

Hilfe des Stratagene Eagleeye || dokumentiert.

5.3.2 Kawasakiverdau

Fur die Gewinnung der genomischen DNA zur Detektion des Fremdgens in Mausen
oder transfizierten Zellen wurde die Kawasaki-Puffer-Methode [335] angewendet.

Wahrend der Vermehrungsphase jedes gepickten Zellklones wurde ein Teil der
Zellen in 48-well-Platten ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 90 % unter den
angegebenen Standardbedingungen kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium
komplett entfernt und 200 ul Kawasakipuffer und 12 pyl Proteinase K-Losung
zugegeben. Die gleiche Menge Kawasakipuffer und Proteinase K-Losung wurde flr
2-3mm der zu untersuchenden Schwanzprobe angesetzt. Zellen oder
Schwanzproben wurden Uber Nacht bei 56°C im Wasserbad verdaut. Anschlie3end
wurde die Proteinase K 15 min bei 95°C inaktiviert. Die unverdauten Gewebeteile
wurden kurz abzentrifugiert und ein Aliquot des Uberstandes in eine PCR eingesetzt.

Proben wurden bei 4 bis 8°C gelagert.

5.3.3 Praparation der Gesamt-RNA aus Zellen und Organen

Die Isolierung der RNA erfolgte nach einer optimierten
Guanidininisothiocyanat/Phenol-Methode, erstmals beschrieben durch Chomczynski
und Sacchi [117]. Fur die Gewinnung von Gesamt-RNA aus Zellen und Organen
wurde ein auf diesem Prinzip beruhendes kommerzielles Reagenz

(TriPure® Isolation Reagent) der Firma Roche verwendet.

Gesamt-RNA aus Zellen:

Fur die RNA-Praparation wurden Zellen einer Konfluenz von 80-90 % benutzt. Das
Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 1,5 ml pro 25 cm? zellbewachsener
Flache des TriPure® Isolation Reagent lysiert. Das komplette Zelllysat wurde in

Reaktionsgefalle uberfuhrt.
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Gesamt-RNA aus Organen:

1 ml TriPure® Isolation Reagent wurde in sterile 5 ml-Plastikréhrchen vorgelegt.
Gewebeproben wurden auf Trockeneis geschnitten und sofort in das
TriPure® Isolation Reagent  Uberfiihrt und gewogen  (50-100 mg Gewebe/ml
Tripure® Isolation Reagent). AnschlieRend wurden die Proben mit einem Gewebe-
Homogenisator (Art-Mirco D8) auf Stufe D (23500 rpm) 1 min bei Raumtemperatur
homogenisiert und vollstandig in ein Reaktiongefal tberfuhrt.

Die weitere Behandlung der Zell- bzw. Gewebe-Proben, wie Phasen-Separation,
Fallung und Waschung der RNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
Anschlieend wurde die RNA 10-20 min an der Luft getrocknet und je nach
Pelletgrofe in 20-100 pl DEPC-H,O geldst. Bevor die Quantitdt und Reinheit der
RNA bestimmt wurde, denaturierten die Proben 5 min bei 65°C und wurden sofort
auf Eis abgekuhlt. Anschlielend wurde 1 pl RNA in Aqua bidest. 1:100 verdinnt und
photometrisch unter Verwendung einer Quarzklvette quantifiziert. Der Quotient der
OD aus 260 nm/280 nm gibt die Reinheit der RNA an. Die Ratio der in dieser Arbeit
verwendeten RNA lag zwischen 1,7 und 1,9 und entspricht dem im Protokoll des
Herstellers angegebenen Erwartungsbereich. Die Konzentration der RNA errechnet

sich aus der Formel:

1 ODygonm = 40 Hg RNA/mI

5.3.4 Bestimmung der Qualitat der isolierten RNA

Die Qualitat der praparierten RNA wurde durch Elektrophorese in einem 1 %igen
TAE-Agarosegel Uberprift. Die ribosomale RNA, die den grofdten Teil der RNA
ausmacht, trennt sich in Form von zwei klaren Banden auf, wobei die untere Bande
der 18S- und die obere Bande der 28S-rRNA (ribosomalen RNA) entspricht. Liegt
keine Degradierung der RNA vor, ist das Verhaltnis von 28S zur 18S rRNA 2:1. Ab
einer Menge von 250 ng ist RNA im Gel deutlich zu sehen. In der Regel wurden
Mengen zwischen 500ng und 2 pug aufgetragen. Nur RNA, welche keine

Degradierung aufzeigte, wurde weiter verwendet.
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5.3.5 DNase-Verdau

Um evtl. Verunreinigungen der isolierten RNA mit genomischer DNA in der RT-PCR
vorzubeugen, wurde die isolierte RNA mit DNase | 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlielfend wurde die Reaktion 10 min bei 70°C beendet und sofort auf Eis
gestellt. 10 uyg RNA wurden Reaktionsgefal’e vorgelegt und mit DEPC-H,O auf ein

bestimmtes Volumen (z.B. 10 pl) aufgeflllt und der Mastermix (10 ul) zugegeben.

Mastermix: Angaben fir eine Reaktion

1 ul DNase | (10 U/ul)
2 ul DNase | Digest Puffer (10x)
7 ul DEPC-H,0O

Die Menge der einzusetzenden pl von DEPC-H,O bezieht sich auf ein Endvolumen
von 20 ul. Nach dem Verdau wurde die RNA bei —20°C gelagert.

5.3.6 Reverse Transkription (RT) fur Standard-PCR

RT fir Zellen und Gewebe:

Durch eine Denaturierung werden Sekundarstrukturen der RNA aufgelést und der
RNA-Strang liegt linear vor, was flur eine optimale Funktion der Reversen
Transkriptase wichtig ist. Wurde die mit DNase | behandelte RNA sofort in die PCR
eingesetzt, war eine Denaturierung der RNA schon durch die Inaktivierung der
DNase | gegeben. Gelagerte RNA wurde 5 min bei 65°C denaturiert und
anschlielend sofort auf Eis abgekuhlt. Die RT fand in einem Endvolumen von 20 pl
statt. 5,0 pl der verdauten RNA (2,5 ug) wurden in Reaktionsgefal3e vorgelegt und

15 pl Mastermix zugegeben.
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Mastermix fur eine Reaktion

1,0 ul Random Hexamer Primer (600 ug/ml)
oder Oligo(dT)-Primer (500 pg/ml)
2,0 pl dNTPs (10 mM)
2,0 pl DTT (100 mM)
4,0 ul First Strand Buffer (5x)
0,1 pl M-MLV-Reverse Transkriptase (200 Units/pl)
5,9 ul Aqua bidest.

Nach Zugabe des Mastermixes wurden die Proben 60 min bei 37°C inkubiert und
anschlielend fur 5 min bei 95°C inaktiviert und auf Eis abgekuhlt. Die cDNA wurde
bis zu ihrer weiteren Verwendung bei —20°C gelagert. Es wurden 2 pl dieser

Reaktion fur die weitere Amplifizierung in der PCR eingesetzt.

5.3.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR wurde entweder genomische DNA aus dem Kawasakiverdau oder
cDNA benutzt. Alle PCR-Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 20 pl
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde fur jede Probe -Aktin als konstitutiv exprimiertes
Gen analysiert (Primerpaar: B-Aktin#1,3-Aktin#2).

5.3.7.1 Kontrolle der Transfektion

Ob die selektionierten und gepickten Zellklone das transfizierte Konstrukt stabil
integriert hatten, wurde mittels PCR gepruft. Fur alle Analysen wurden jeweils 5 pl
Probe aus dem Kawasakiverdau eingesetzt. Um pCl-neo bzw. mIGFBP-4 in der
genomischen DNA nachzuweisen, wurden spezifische Primer fur pCl-neo (pcineo#1,
pcineo#2) sowie mIGFBP-4 (mIGFBP-4#1, mIGFBP-4#2) ausgewahilt.

5.3.7.2 Expressionsanalyse von IGFBPs und IGF-II

Die Analyse der Expression von IGFBP-1 bis 6 und IGF-Il in Kolonkarzinomzelllinien
sowie von IGFBP-4, mIGFBP-4 und IGF-Il in den ausgewahlten Zellklonen wurde mit
einer RT-PCR Uberpruft. Die RT erfolgte wie unter 5.3.6 beschrieben. 2 yl cDNA
wurden in der sich anschlieBenden PCR eingesetzt. Transkriptnachweise der
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IGFBPs und von IGF-Il wurden mit spezifischen Primern (hIGFBP-1#1, hIGFBP-1#2;
hIGFBP-2#1, hIGFBP-2#2; hIGFBP-3#1, hIGFBP-3#2; hIGFBP-4#1, hIGFBP-4#2;
hIGFBP-5#1, hiIGFBP-5#2; hIGFBP-6#1, hIGFBP-6#2; IGF-II#5, IGF-11#6; mIGFBP-
4#1, mIGFBP-4#2) durchgeflhrt.

5.3.7.3 Identifikation von PEPCK-IGF-II transgenen Mausen

Die Analyse des Genstatus aller Versuchtiere erfolgte im Alter von drei Wochen
durch PCR. Fur alle Analysen wurden jeweils 2,5 und 5 ul Probe aus dem
Kawasakiverdau in die PCR-Reaktionsgefalle vorgelegt. Um das PEPCK-IGF-II
Genkonstrukt nachzuweisen, wurden |IGF-ll-spezifische Primer (IGF-11#5, IGF-II#6)
eingesetzt. Im Gegensatz zu allen anderen Reaktionen wurde kein zusatzliches
MgCl, pro Reaktion im Mastermix zugesetzt, so dass eine Endkonzentration von

1,5 mM MgCl, vorlag.

5.3.7.4 Nachweis der mRNA von hIGF-Il und mIGF-Il im Kolongewebe DMH-

behandelter und unbehandelter Mause

Die Expression von humanem IGF-Il (hIGF-Il) und von endogen vorhandenem
murinem |IGF-Il (mIGF-Il) auf mRNA-Ebene wurde in einigen Tieren aus jeder der
vier im Versuch untersuchten Gruppen mit einer RT-PCR Uberprift. Die RT erfolgte
wie unter 5.3.6 beschrieben. 2 yl cDNA wurden in der sich anschlieRenden PCR
eingesetzt. Bei dem Nachweis von hIGF-II mit spezifischen Primern (IGF-II#5,
hIGF-11#10) wurde die Zyklenzahl der Standard-PCR auf 40 hochgesetzt. Um Signale
der endogenen Expression zu erfassen, die unter diesen Bedingungen evtl. unter der
Nachweisgrenze lagen, wurde die Sensitivitat der PCR erhoht, indem im Anschluss
an eine erste PCR mit 25 Zyklen eine weitere PCR mit 20 Zyklen durchgefuhrt
wurde. 2 yl der ersten PCR dienten als Matrize fur die zweite PCR. In der
ersten PCR wurden immer spezifische Primer flir murines IGF-Il (IGF-I1#5,
mIGF-11#11) eingesetzt. Die zweite PCR erfolgte mit dem sense-Primer (IGFII#5) und
einem antisense-Primer (IGF-lI#6), der als ,nested” Primer in weiter innenliegender
Position auf dem von IGF-I1#5 und mIGF-II#11 gebildeten Produkt hybridisiert. Die
Spezifitat der verwendeten IGF-II-Primer bezuglich ihrer Spezies waren zuvor
getestet worden [334]. Die Endkonzentration von MgCl, in der PCR-Reaktion betrug

hier ebenfalls nur 1,5 mM.
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5.3.7.5 PCR-Reaktion

Die Amplifikation von genomischer DNA oder cDNA fand in einem Endvolumen von
20 pl unter folgenden Bedingungen statt:

Mastermix fur eine Reaktion

x cDNA oder genomische DNA

1,00 pl Primer (sense) (2 uM)

1,00 pl Primer (antisense) (2 uM)

1,00 pl dNTPs (1 mM)

2,00 pl PCR reaction buffer (10x) [15 mM MgCl;]
{1,25 pl MgCl; (25 mM)}

4,00 pl Q Solution (5x)

0,10 pl Taq Polymerase (5 Unit/pl)

X Ml Aqua bidest.

Die entsprechende Menge Mastermix wurde zu der in den PCR-Gefallen (Streifen
a 8) vorgelegten cDNA/genomischen DNA oder der Negativkontrolle (Aqua bidest.)
gegeben und die anschlieBende Synthese fand in einem Thermocycler (Biometra
Uno Il oder Perkin Elmer 9600) statt. Die Annealing-Temperatur richtete sich nach

den Schmelzpunkten der eingesetzten Primer. Das Temperaturprofil der PCR war

wie folgt.
Anzahl der Zyklen Denaturation Annealing Synthese
94°C 63, 60 oder 56°C 72°C
1 240 s
36, 40, 25 oder 20 60 s 60 s 120 s
1 10 min

Nach Durchlaufen der Zyklen wurde das amplifizierte Produkt im Thermocycler auf
4°C abgekuhlt und anschlieBend mit 4 yl 6x Ladungspuffer versetzt und in einem
Ethidiumbromid-haltigen TAE-Agarosegel aufgetrennt, unter UV-Licht sichtbar

gemacht und dokumentiert.
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5.3.8 Agarosegelelektrophorese

Durch ihre negativ geladenen Phosphatgruppen wandern Nukleinsduren nach
Anlegen eines elektrischen Feldes zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit
verhalt sich bei linearisierten doppelstrangigen Molekulen im Agarosegel umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts. Zur Bestimmung der Lange
der aufgetrennten DNA wurden je nach GroRe der aufzutrennenden DNA folgende

Molekulargewichtstandards verwendet.

«  puc Mix Marker 8 (SM0301/2/3) (1116, 883, 692, 501-489, 404, 331, 242,
190, 147, 111-110 bp);

« 1 kb DNA Ladder (SM0311/2/3) (10 000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500,
250 bp);

« 1 kb DNA Ladder (15615-016) (12216, 11198, 10180, 9162, 8144,

7126, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036,
1636, 1018 bp);

« 100 bp DNA Ladder (SM0241/2/3) (1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100, 80 bp);

« 100 bp DNA Ladder Plus (SM0321/2/3) (3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100,
80 bp);

e BM-IX (1353, 1078, 872, 603, 310, 281/271,
234, 194, 118, 72 bp);

Agarosegele wurden zur Auftrennung von DNA und auch zur Kontrolle der Qualitat
von RNA verwendet. Fir die Analyse von RNA wurden Geltrager und
Elektrophorese-Apparturen zuvor mit 1 % SDS oder 1 M NaOH gereinigt. RNA wurde
zur Kontrolle sowohl in 1 %igen TAE/Agarose- als auch in 1 %igen TBE/Agarose-
Gelen aufgetrennt. Wahrend TAE-Agarosegele zur Auftrennung der DNA aus
RT-PCR-Analysen verwendet wurden, erfolgte die Auftrennung von cDNA bei der
Herstellung von subtraktiven Banken und cDNA-Hybridisierungssonden in
TBE-Gelen.
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5.3.8.1 TAE-Agarosegele

Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht, bis sich die
Agarose vollstandig gelost hatte. Das verdampfte Aqua bidest. wurde aufgefullt und
die Loésung einige Minuten abgekuhlt. Die Gellésung und gegebenenfalls der
Laufpuffer wurden mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt. Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA, welche dadurch unter UV-Licht sichtbar wird. Die DNA wurde

mit 12 V/cm 30 min oder mit 7,5 V/cm 90 min aufgetrennt.

5.3.8.2 TBE-Agarosegele

Die entsprechende Menge Agarose wurde in Aqua bidest. aufgekocht. Nachdem sich
die Agarose vollstandig aufgelost hatte, wurde das verdampfte Aqua bidest. ersetzt
und die entsprechende Menge an 10x TBE-Puffer flir eine 1x konzentrierte
Gellosung zugesetzt. Fertige Gellosung und Laufpuffer wurden mit Ethidiumbromid
(0,5 pg/ml) versetzt. Die Auftrennung der Nukleinsdurefragmente erfolgte bei 3 V/cm
fur 18 min und 5 V/cm fir 30 min bis zu 1,5 h.

Alle Gele wurden unter Verwendung des Stratagene Eagleeye || dokumentiert.
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5.4 Untersuchung der Genexpression

5.4.1 Theorie der Herstellung von subtraktiven cDNA-Banken

Die Methode der Suppression Subtractive Hybridization (SSH) zur Erstellung
subtraktiver Banken wurde erstmals durch Diatchenko et al. 1996 [166] beschrieben
(Abbildung 11) und durch Bauersachs et al. 2003/2004 modifiziert [39,40]. Bei
diesem Verfahren wird aus mRNA doppelstrangige cDNA hergestellt und mit einem
Restriktionsenzym zur Herstellung kirzerer DNA-Fragmente (600 bp bis zu 2000 bp)
verdaut, da sehr lange Fragmente die Effizienz der Hybridisierung beeintrachtigen.
Die zu subtrahierende ,Tester‘-cDNA wird geteilt und jeweils mit einem anderen
Adaptor an den 5’-Enden versehen. Es folgt eine erste subtraktive Hybridisierung der
beiden ,Tester-cDNAs mit einem 30-fachen Uberschuss an ,Treiber“-cDNA ohne
Adaptoren, mit einer sich anschlieRenden zweiten Hybridisierung, in der beide
Ansatze unter Zugabe von weiterer ,Treiber‘-cDNA zusammengefuhrt werden. Im
nachsten Schritt werden die einzelstrangigen Enden der Hybride, die Adaptoren
besitzen an den Enden aufgefullt. Zuletzt werden durch eine ,Suppressor-PCR" die
doppelstrangigen cDNA-Moleklle exponentiell amplifiziert, die an ihren Enden
unterschiedliche Adaptoren tragen. Der erste Schritt erfolgt mit Primern, die an die
auleren Enden der Adaptoren anlagern und der zweite Schritt mit sogenannten
,nested“-Primern, die an die innen liegenden Seiten der Adaptoren annealen. Die
Amplifikation von Fragmenten, die gleiche Adaptoren an den Enden besitzen wird
dadurch unterdrickt, dass nach dem Denaturierungsschritt die komplementaren
Enden hybridisieren und so die Bindung des Primers unterdricken (Supressor-
Effekt). Molekule mit nur einem oder gar keinem Adaptor konnen nicht exponentiell
vermehrt werden. Die erhaltenen PCR-Produkte werden fur die Herstellung von
cDNA-Banken in einem Plasmid-Vektor kloniert. Ein Vorteil dieser Methode
gegenuber anderen Subtraktionsverfahren ist unter anderem die Hybridisierung mit
relativ kurzen cDNA-Molekulen, die eine verbesserte Hybridisierungskinetik
gewahrleisten. Ein weiterer Vorteil ist die Normalisierung der differentiellen cDNAs
wahrend der ersten Hybridisierung. Zusatzlich erfolgt die Anreicherung der cDNAs
differentiell exprimierter Gene durch eine Suppressor-PCR, wodurch eine
physikalische Abtrennung der unerwunschten Hybride umgangen wird. Weiterhin
wird vergleichsweise wenig poly(A)’-RNA als Ausgangsmaterial bendtigt, was von

Bedeutung ist, wenn das zu untersuchende Material limitierend ist.
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Abb. 11: Schematische Darstellung des Ablaufs der Suppression Subtractive Hybridisation
(SSH)-Methode.
Bildliche Darstellung in Anlehnung an das Modell von Diatchenko et al. 1996 [166].
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5.4.2 Komponenten der subtraktiven cDNA-Banken

Zur Herstellung der subtraktiven cDNA-Banken wurde die mRNA nicht transfizierter
LS1034-Zellen (LS) und die mRNA von Zellen des mIGFBP-4-exprimierenden Klons
15 (CI15) ausgewanhlt. Es wurden zwei cDNA-Banken hergestellt, indem einmal LS
als ,Tester” und einmal CI15 als ,Tester” verwendet wurde.

5.4.3. Isolierung von poly(A)"-RNA

Aus der wie unter Punkt 5.3.3 beschrieben gewonnenen Gesamt-RNA wurde fur die
Erstellung der subtraktiven cDNA-Banken unter Verwendung des MessageMaker
Reagent” Assembly Kits poly(A)*-RNA angereichert. Das Prinzip der Aufreinigung
beruht auf der Bindung der poly(A)-Enden der mRNA an Oligo-(dT)-Moleklile, die an
Cellulose als festem Tragerstoff gekoppelt sind. Die in 1 ml Aqua bidest. geldste
Gesamt-RNA (550 ug) wurde zur Aufldsung der Sekundarstrukturen 10 min bei 65°C
inkubiert und anschlief’end sofort im Eis/Ethanolbad abgekuhlt und mit 110 pl 5 M
NaCl versetzt. AnschlieBend wurden 600 uyl Oligo-(dT)-Cellulose zugegeben und
durch gleichmafiges Umdrehen vermischt. Das Gemisch inkubierte 10 min bei 37°C
um die Bindung der mRNA zu gewahrleisten, und wurde dann in eine Filterspritze
umgefullt. Die anfallende Flussigkeit, welche die nicht gebundene ribosomale RNA
enthielt, wurde in einem Reaktionsgefal® aufgefangen und diente als Kontrolle. Das
Oligo-(dT)-Cellulose/mRNA-Gemisch wurde mit 1,8 ml des im Kit enthaltenen
Waschpuffers gespiilt. AnschlieRend wurde die poly(A)*-RNA mit 2x 300 ul Aqua
bidest., das auf 65°C erwarmt wurde, eluiert. Um die restliche Cellulose aus dem
Eluat zu entfernen, wurde 3 min bei 4°C und 20 800 x g zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfihrt. Die mRNA wurde wie unter 5.4.5

beschrieben gefallt und in 20 pl Aqua bidest. gelost.

5.4.4 Phenolextraktion von cDNA

Zum  Probenvolumen (150 pul) wurde das gleiche Volumen (150 pl)
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol Gemisch (25:24:1, pH 7.5) gegeben. Die Ansatze
wurden durch Vortexen gemischt und 2 min bei 20 800 x g und RT zentrifugiert. Die
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® uberfihrt und zur organischen
Phase erneut 150 yl TE-Puffer zugegeben und extrahiert. Der wassrige Uberstand
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wurde dem ersten wassrigen Uberstand zugefiigt und mit 300 pl Chloroform versetzt.
Beide Phasen wurden fur 30 Sekunden durch Vortexen gemischt und zentrifugiert
(2 min bei 20 800 x g und RT). AnschlieRend wurde der wassrige Uberstand in ein

neues Reaktionsgefal Uberfuhrt und wie unter Punkt 5.4.5 beschrieben gefallt.

5.4.5 Fallung von cDNA oder RNA

RNA oder cDNA wurde mit 3 M Natriumacetat pH 5.2 und Isopropanol 15 min bei RT
gefallt. Die zugegebene Menge Natriumacetat betrug 1/10 des Volumens an RNA
bzw. cDNA, wahrend Isopropanol in der Menge des Ausgangsvolumens zugesetzt
wurde. Nach 50 min Zentrifugation bei 18 800 x g bei 15°C wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet mit 1 ml 75 % EtOH gewaschen. Es wurde nochmals
10 min unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und der Uberstand vollstandig
abgenommen. Die Pellets wurden an der Luft getrocknet und in entsprechenden

Volumina TE-Puffer und/oder Aqua bidest. aufgenommen.

5.4.6 cDNA-Synthese fur die Herstellung der subtraktiven cDNA-Bank und
cDNA-Hybridisierungssonden

5.4.6.1 Erststrangsynthese

FUr die cDNA-Erststrangsynthese wurden 2 uyg mRNA (Herstellung der subtraktiven
cDNA-Bank) oder 50 ug Gesamt-RNA (Herstellung der cDNA-Sonden flr die
Hybridisierung) eingesetzt. Die angegebene Menge an mRNA oder Gesamt-RNA
wurde in 13,5 pl Aqua bidest. aufgenommen und zu den jeweiligen Proben 0,5 pl
cDNA-Synthese-Primer NRAdT (100 pmol/ul) (Herstellung der subtraktiven
cDNA-Bank) oder 0,5 pl Sonden-Primer (100 pmol/ul) (Herstellung der cONA-Sonden
fur die Hybridisierung) zugegeben und fur 10 min bei 65°C denaturiert. Nach dem
Abschrecken auf Eis/EtOH wurden 11 pl Mastermix auf Eis zugeben.
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Mastermix: Angaben fir eine Reaktion

0,5 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul)
2,5 pl 100 mM DTT

1,0 pl dNTP-Mix (10 mM each)
5,0 ul Erststrang-Puffer (5x)
2,0 ul Superscript || (200 U/ul)

Die Proben wurden 10 min bei 37°C und weitere 80 min bei 45°C inkubiert und

anschlie3end sofort auf Eis gestellt.

5.4.6.2 Zweitstrangsynthese

Der Erstrangsynthese schlie3t sich die Zweitstrangsynthese nahtlos an. Fir die
Synthese des zweiten cDNA-Stranges wurde DNA-Polymerase | aus E. coli und
RNase H eingesetzt. Da RNase H RNA nur degradiert, wenn sie als RNA-DNA
Hybrid vorliegt, kann das Verhaltnis von RNase H und DNA-Polymerase | so
eingestellt werden, dass die RNA nur teilweise abgebaut wird und die verbleibenden
RNA-Stucke von der DNA-Polymerase | als Primer benutzt werden. Die E. coli
DNA-Ligase wird verwendet um die bei der Zweitstrangsynthese auftretenden
Einzelstrangbriche zu beheben. Dadurch erhoht sich die Klonierungseffizienz. Zur
Synthese des zweiten cDNA-Stranges wurden 125 ul des folgenden Mastermixes

zugegeben.

Mastermix: Angaben fir eine Reaktion

86 ul Wasser

30 ul Zweitstrangpuffer (5x)

3l dNTP-Mix (10 mM)

1 ul E. coli DNA-Ligase (10 U/ul)
4 ul E. coli-Polymerase (10 U/ul)
1 ul E. coli RNase H (2 U/ul)

FuUr die Kontrolle im alkalischen Agarosegel wurden 2,5 pl des Ansatzes enthommen
und mit 0,2 pl Dig-11-dUTP (alkalistabil, 1 nmol/pl) versetzt (wurde nur bei Erstellung
der subtraktiven Bank durchgefiihrt). Alle Reaktionen und die Kontrollen wurden fur

2,5 h bei 16°C im Kuhlwasserbad inkubiert und anschlieRend sofort auf Eis gestellt.
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Die Reaktion wurde 10 min bei 75°C hitzeinaktiviert und wieder sofort auf Eis gestellt.

5.4.6.3 cDNA fur subtraktive Bank

Nach der Zweitstrangsynthese wurden die Enden der doppelstrangigen cDNA durch
Zugabe von 10 pyl T4-DNA-Polymerase (1 U/ul) 5min bei 16°C geglattet. Die
Reaktion wurde mit 10 yl 0,5 M EDTA gestoppt und die Polymerase bei 75°C 10 min
inaktiviert. Sofort im Anschluss wurde eine Phenolextraktion mit anschlieRender
Fallung durchgefuhrt. Das cDNA-Pellet wurde in 10 pyl TE-Puffer und 33,3 pyl Aqua
bidest. geldst. 0,8 ul dieser geldsten cDNA wurde fur die Kontrolle im Agarosegel

verwendet.

5.4.6.4 cDNA-Sonden fur die Hybridisierung

Bei der Herstellung der cDNA-Sonden fur die Hybridisierung wurde keine Glattung
der Enden durchgefuhrt, sondern nach der Zweitstrangsynthese 1 h bei 37°C mit 5 pl
RNase (0,5 mg/ml, DNase-frei) inkubiert. Daran schloss sich die Abtrennung
Uberschussiger Nukleotide unter Verwendung von Microspin G25-Saulen an.
Zunachst wurde die Equilibrierungsfliussigkeit des Saulenmaterials durch
Zentrifugation far 1 min bei RT und 720 x g entfernt und anschlief3end die Probe auf
das Saulenmaterial gegeben und 2 min bei 720 x g zentrifugiert. Das Proben-Eluat
(150 pl) wurde in einem Reaktionsgefald aufgefangen und gefallt. Das cDNA-Pellet
wurde in 15 yl TE-Puffer geldst. 0,75 pl der gefallten cDNA wurde fur die Kontrolle im
Agarosegel verwendet.

5.4.7 Spaltung mit Rsal

Zur doppelstrangigen cDNA von Punkt 5.4.6.3 wurden 5 pl Puffer L, 0,5 ul 100x BSA,
und 2 pl Rsal (10 U/ul) gegeben. Der Restriktionsverdau der cDNA erfolgte 2 h bei
37°C, wobei nach einer Stunde nochmals 1 pl frisches Restriktionsenzym zugegeben
wurde. Das Enzym wurde 20 min bei 65°C inaktiviert und 100 pl TE-Puffer
zugegeben. Die gespaltene cDNA wurde gefallt und in 10yl TE-Puffer
aufgenommen. 0,2 pl wurden fur die Kontrolle im Agarosegel verwendet und 1 ul der
gespaltenen cDNA fur die Adaptorligation eingesetzt.
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5.4.8 Adaptorligation an die cDNA

Als Kontrolle der Ligation von Adaptormolekilen wurden zusatzlich eine Ligation an
einen DNA-Langenstandard (M-1X) durchgeflhrt.
Fur die Adaptorligation wurden 1 pyl cDNA mit 5yl Aqua bidest. verdinnt und

folgende Reaktionen angesetzt:

Reaktion LS-1 LS-2 | CI15-1 | CI15-2 | BM-IX- | BM-IX-
1 2
Adaptor 1 (40 pmol/pl) 0,5 - 0,5 - 0,5 -
Adaptor 2 (40 pmol/ul) - 0,5 - 0,5 - 0,5
Adaptor 1 XR (40 pmol/pl) 0,5 - 0,5 - 0,5 -
Adaptor 2 XR (40 pmol/pl) - 0,5 - 0,5 - 0,5
Ligasepuffer (1x) 4 4 4 4 4 4

Bevor die cDNA und der Mastermix zugeben wurden, inkubierten die Proben 6 min
bei 65°C. Im Anschluss wurden die Proben in eine Plastikschale mit ca. 400 ml auf
65°C erwarmtem Wasser Uberfuhrt und im Kihlschrank auf ungefahr 14°C abgekuhilt.
Auf Eis wurden 2 ul verdinnte cDNA bzw. 2 yl BM-IX (Marker) (50 ng/ul) und 3 pl
Mastermix zugeben und gut gemischt. Als Kontrolle fur die Ligation an die cDNA
wurden je 1 pl aus den Ansatzen LS-1/LS-2 bzw. CI15-1/CI15-2) gemischt.

Mastermix: Angaben fir eine Reaktion

0,6 pl Ligasepuffer (10x)

0,2 ul T4-DNA-Ligase (2000 U/ul)
0,1 pl Rsal (10 U/pl)

2,1 ul Aqua bidest. steril

Alle Reaktionen wurden uUber Nacht bei 16°C inkubiert und anschlie®end 10 min bei
75°C inaktiviert. Nach der Ligation wurden die 2 yl der Kontrollen mit jeweils 250 pl
TE-Puffer verdiinnt.
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5.4.9 Subtraktive Hybridisierung

Die subtraktive Hybridisierung wurde in zwei Schritten durchgefuhrt (Abbildung 11).
Jede ,Tester“-cDNA, an die ein bestimmter Adaptor ligiert worden war, wurde mit der
entsprechenden ,Treiber‘-cDNA hybridisiert. Fur jeden Adaptor wurde ein getrennter

Ansatz hergestellt.

Reaktion LS-1 LS-2 Cl15-1 Cl15-2
Driver LS - - 1,5 pl 1,5 pl
Driver CI15 1,5 pl 1,5 ul - -
Tester LS-1 (Adaptor 1) 1,5 pl - - -
Tester LS-2 (Adaptor 2) - 1,5 ul - -
Tester CI15-1 (Adaptor 1) - - 1,5 pl -
Tester CI15-2 (Adaptor 2) - - - 1,5 ul
Hybridisierungspuffer (4x) 1l 1 ul 1l 1 Ml

Alle  Proben wurden vor Beginn der Hybridisierung mit Mineraldl
(Verdampfungsschutz) Uberschichtet und 1,5min bei 98°C im Thermocycler
denaturiert, in 20 min auf 68°C abgekuhlt, und bei dieser Temperatur 10 h
hybridisiert. Die zweite Hybridisierung erfolgte unmittelbar. Es wurden die Reaktionen
der ,Tester-cDNA/Adaptor-1 mit den Reaktionen ,Tester‘“-cDNA/Adaptor-2 unter
Zugabe von 1l frischer verdinnter denaturierter "Treiber‘-cDNA (1:4 mit
4x Hybridisierungspuffer und Aqua bidest.; 1,5 min bei 98°C) vereinigt und erneut
20 h bei 68°C hybridisiert. Anschliefend wurde die Hybridisierung durch Zugabe von
200 ul ,Stopp-Puffer beendet, und es folgte eine Inkubation flr 7 min bei 68°C. Die
Proben wurden auf Eis abgekuhlt und bei —20°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

5.4.10 Suppressor-PCR

Die Suppressor-PCR bestand aus zwei Schritten. Wahrend beim ersten Schritt
zunachst die Auffullung der Enden bei 75°C und die Amplifizierung mit dem auf3en
liegenden Primer erfolgte, wurde im zweiten Schritt mit den innenliegenden Primern,
den sogenannten ,nested“-Primern, amplifiziert. Die Suppressor-PCR wurde mit dem

»,Advantage cDNA Polymerase Mix“* von Clontech durchgefuhrt, dessen
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Polymerase-Gemisch eine besonders sensitive PCR ermoglicht und zusatzlich

Tag-Antikorper fur einen automatischen ,Hot-Start“ enthalt.

5.4.10.1 Erste PCR-Amplifizierung

Proben: LS und CI15 nach der Subtraktiven Hybridisierung

Kontrollen: LS und CI15 vor der subtraktiven Hybridisierung (1:250 mit TE-Puffer
verdinnt).

Je 1 pl Probe bzw. Kontrolle wurden in 0,5 ml PCR-Gefalde vorgelegt. Dazu wurden

24 ul des Mastermixes gegeben und mit einem Tropfen Mineraldl Gberschichtet.

Mastermix fur die erste PCR: Angaben fur eine Reaktion

19,5 ul Aqua bidest. steril

2,5 ul PCR-Puffer (10x)

1,0 ul Primer 1 (10 uM)

0,5 dNTP-Mix (10 mM)

0,5 pl Advantage cDNA Polymerase-Mix (50x)

Die fertigen Ansatze wurden unter folgenden Bedingungen im Thermocycler
(Perkin Elmer 480) amplifiziert.

Zyklen Temperatur/Zeit Temperatur/Zeit Temperatur/Zeit
1 75°C/5 min 96°C/1 min
27 94°C/30 s 66°C/30 s 72°C/1 min 30 s
1 72°C/3 min 4°C/oo

5.4.10.2 Zweite PCR-Amplifizierung

Alle Reaktionen aus der ersten Amplifizierung wurden 1:10 verdinnt (3 pl aus der
ersten PCR-Reaktion + 27 yl Aqua bidest.). Aus dieser Verdunnung werden 1 pl in

die zweite PCR eingesetzt.
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Mastermix fiir die zweite PCR: Angaben fiir eine Reaktion

19,5 ul Aqua bidest. steril

2,5 ul PCR-Puffer (10x) (Clontech)

0,5 ul “nested”-Primer 1 (10 yM)

0,5 pl “nested”-Primer 2 (10 yM)

0,5 dNTP-Mix (10 mM)

0,5 pl Polymerase-Mix (50x) (Clontech)

Es wurden je 24 pl des Mastermixes zum vorgelegten Template gegeben und mit
einem Tropfen Mineraldl Gberschichtet.

Zyklen der zweiten PCR wurden im Thermocycler (Perkin Elmer 480):

Zyklen Temperatur/Zeit Temperatur/Zeit Temperatur/Zeit
1 96°C/1 min
12 94°C/30 s 68°C/30 s 72°C/1 min 30 s
1 72°C/3 min 4°Cloo

8 ul aus der ersten und 5 pl aus der zweiten PCR wurden zur Analyse im Agarosegel

aufgetragen.

5.4.11 Klonierung der cDNA-Fragmente in ein geeignetes Plasmid

5.4.11.1 Fallung der PCR-Produkte

Zunachst wurden die Produkte aus vier PCR-Reaktionen der zweiten Runde der
Suppressor-PCR fur die jeweilige Probe vereinigt und mit TE-Puffer auf ein Volumen
von 150 yl aufgefullt. Die PCR-Produkte wurden Phenol-extrahiert (5.4.4) und
anschlieBend gefallt (5.4.5). Das Pellet wurde in 10 yl TE-Puffer und 30 pl Aqua
bidest. geldst.

5.4.11.2 Spaltung der cDNA mit BssH I
Die Erzeugung von uberhangenden Enden zur Ligation der cDNA in einen

Plasmid-Vektor erfolgte durch Spaltung mit dem Restriktionsenzym BssHII. Die
Erkennungssequenz ,GCGCGC" liegt im Bereich der Adaptorsequenz. Die
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entstandenen Uberhangenden Enden sind mit denen der Ascl-Schnittstelle
kompatibel, welche sich im Klonierungsvektor pBSIISK MO befindet. Zur cDNA
wurden BssHII (0,5 U/1 uyg DNA) und der entsprechende Reaktionspuffer zugegeben
und bei 50°C 2 h inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Hitzeinaktivierung (20 min bei
70°C). Das Plasmid pBSIISK MO wurde mit Ascl unter Verwendung des
entsprechenden Reaktionspuffers gespalten und anschlieend mit Alkalischer
Phosphatase aus dem Intestinaltrakt von Kalbern dephosphoryliert. Das
dephosphorylierte Plasmid wurde durch ein praparatives Gel aufgereinigt. Dadurch
wurde die bei der Klonierung stérende ungespaltenen ,supercoiled” Plasmid-DNA

entfernt.

5.4.11.3 GrolRRenfraktionierung der cDNA

Zur Abtrennung sehr kleiner DNA-Fragmente wurde vor der Klonierung die
gespaltene cDNA GroRenfraktioniert. Diese GroRenfraktionierung wurde durch
Auftrennung in einem ,Low geling“ Agarosegel (1 %) erreicht. Nach ca. 1 h und
45 min wurde das Gel unterhalb einer Molekulgrofle von 200 bp anhand des mit
aufgetrennten Molekulargewichtsstandards abgeschnitten. Anschlieiend wurde das
Gel wieder in die Elektrophoresekammer zurtiickgegeben und die Elektrophorese bei
umgekehrter Polung fur ca. 1 h 15 min fortgesetzt. Dies bewirkte, dass aus der
aufgetrennten cDNA wieder eine einheitlichen Bande entstand. Diese Bande wurde

aus dem Gel ausgeschnitten und die cDNA aus dem Gel eluiert.

5.4.11.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde der Qiaquick Gel
Extraction Kit benutzt. Die ausgeschnittenen Gelstucke, die die DNA-Fragmente
enthielten, wurden gewogen und mit dem 3-fachen Volumen Reaktionspuffer (QG)
versetzt. Die Praparation erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Zunachst
wurde das Gel 10 min bei 50°C geschmolzen und mit Isopropanol (Menge entspricht
eingesetztem Gelvolumen) versetzt. Die DNA wurde an Silicagel-haltige Saulen
gebunden und die Agarose durch Waschen der Saulen abgetrennt. Die
Waschschritte erfolgten mit den im Kit enthaltenen Puffern durch Zentrifugation fur
1 min bei 10000 xg bei RT. Die Elution der DNA von den Saulen mit dem

mitgelieferten Elutionspuffer (30 ul) fand fur 2 min bei RT statt mit nachgeschalteter
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Zentrifugation fir 2min bei RT. Das aufgefangene Eluat wurde durch

Gelelektrophorese eines Aliquots analysiert.

5.4.11.5 Ligation der cDNA in ein Plasmid

Die Ligation der cDNA erfolgte in das wie unter 5.4.11.2 beschrieben vorbereitete
Plasmid pBSIISK MO, ein Derivat von pBluescriptll SK . Die c¢DNA und
pBSIISK MO0 wurden 5 min bei 65°C inkubiert und dann sofort auf Eis abgeschreckt.
1 ul der eluierten cDNA wurde in ein Reaktionsgefald vorgelegt und mit 9 pl

Mastermix versetzt.

Mastermix fur die Ligation: Angaben fur eine Reaktion

2,0 ul Plasmid (pBSIISK MO)

1,0 ul Ligasepuffer (10x)

5,8 ul Aqua bidest.

0,2 T4-DNA-Ligase (2000 U/ul)

Die Reaktionen wurden Uber Nacht (ca. 18 h) bei 16°C inkubiert und die Ligase

anschliefend fur 10 min bei 75°C inaktiviert.
5.4.12 Mikrodialyse

Bevor ein Teil der Ligationsreaktion fur die Elektroporation in E. coli eingesetzt
wurde, wurden storende Salze im gesamten Ligationsansatz durch eine Mikrodialyse
entfernt. Die Mikrodialyse erfolgte auf einer Kernporenmembran von Millipore
(0,025 um) gegen 30ml 0,1x TE-Puffer fir 30 min bei RT. Die dialysierte
Ligationsreaktion wurde wieder von der Membran abgenommen und der Rest mit

3 ul TE-Puffer nachgespdult und den Proben beigeflgt.
5.4.13 Elektroporation

Bei -80°C gelagerte elektrokompetente E. coli-Zellen (5 x 10° cfulug
Transformationseffizienz bei superspiralisierter Plasmid-DNA) wurden auf Eis
langsam aufgetaut. 20 pl E. coli-Bakterien wurden mit 2 pl des Ligationsansatzes auf

Eis versetzt und 2-3 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde in auf Eis
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vorgekuhlte Elektroporationskivetten (1 mm Spaltbreite) Gberflhrt und so schnell wie
mdglich bei einer Feldstarke von 12,5 kV/cm in einem E. coli-Pulser” transformiert.
Nach dem Spannungspuls wurden die Zellen sofort mit eiskaltem SOC-Medium
(840 pl) aufgenommen und in 1,5 ml-Reaktionsgefalle Uberfihrt. 30 yl wurden auf
Ampicillin-haltigen LB-Platten (12 cm x12 cm) ausgestrichen und der Rest mit

Glycerin (Endkonzentration 15 %) versetzt und als Dauerkultur bei —80°C gelagert.

5.4.14 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde der ,Qiaprep Spin Plasmid Kit*
verwendet. Die Plasmid-DNA wird gewonnen, indem zuerst durch einen alkalischen
Puffer die Zellen lysiert werden und die Plasmid DNA Uber Silicagel-haltige Saulen

aufgereinigt wird.

5.4.14.1 Ausplattierung auf LB-Platten

Auf die Ampicillin-haltigen (100 ug/ml) LB-Platten (12 x 12 cm) wurden 100 ml
SOB-Medium vorgelegt. Anschliefend wurden 10 bzw. 20 yl der Dauerkulturen
zugegeben und ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37°C uber
Nacht. Die gewachsenen Kolonien wurden ausgezahlt. Die anschlielfend berechnete
Kolonienzahl der subtraktiven Banken lag bei 45000 (LS) bzw. 55000 (CI15)

Kolonien.

5.4.14.2 Abschwemmen der Kolonien und Isolierung der Plasmid-DNA

Die Kolonien wurden anschlielend mit insgesamt 15 ml LB-Medium von den zwei
Platten (10 pyl und 20 pl) pro Bank abgeschwemmt und in ein 15 ml Falcongefaly
Uberfuhrt. 300 pl der Bakteriensuspension wurden in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt
und bei 13 000 x g und 4°C fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 250 pl des im Kit enthaltenen P1-Puffers suspendiert. Die weitere
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die Zellen
wurden mit 250 yl P2-Puffer versetzt, vorsichtig gemischt und genau 5 min lysiert.
Durch die Zugabe von 350 ul Neutralisationspuffer N3 wurden der Hauptanteil der
bakteriellen Proteine und die genomische DNA, die Uber Proteine, mit der

Zellmembran verbunden ist, ausgefallt. Danach wurde fur 10 min bei 13 000 x g und
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4°C zentrifugiert. Der klare Uberstand, wurde auf die Silicagel-haltigen S&ulen
gegeben und mit den im Kit mitgelieferten Waschpuffern durch 1-minttige
Zentrifugationsschritte aufgereinigt. Die an das Silicagel gebundene Plasmid-DNA
wurde mit 50 pl Elutionspuffer (EB) 1 min bei RT abgelost und anschlielliend 1 min
bei RT durch Zentrifugation (13 000 x g) eluiert. AnschlieRend wurde ein Aliquot der

eluierten Plasmid-DNA im Agarosegel (1 %) analysiert.

5.4.15 Herstellung von cDNA-Arrays

Zur Analyse der cDNA-KIone, der subtraktiven cDNA-Banken wird eine bestimmte
Zahl an cDNA-Klonen mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Diese cDNA-Fragmente
kénnen dann auf einen festen Trager (z.B. Nylonmembran) Ubertragen werden und
mit Hilfe radioaktiv markierter cONA-Sonden hergestellt aus den zu vergleichenden
Zellen oder Geweben auf differentielle Expression hin untersucht werden.

5.4.15.1 PCR-Amplifizierung von cDNA-Fragmenten aus Bakterienzellen

5.4.15.1.1 Vorbereitung der PCR-Proben

Die PCR-Amplifizierung der cDNA wurde direkt aus den Bakterienzellen
durchgefuhrt. Dazu wurden von der Dauerkultur (4.5.13) entsprechende Mengen auf
LB—Platten (100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen (4.5.14.1) und die Kolonien mit
sterilisierten Plastikborsten gepickt. Die Bakterien wurden in 70 uyl LB-Medium
(100 pg/ml Ampicillin) angeimpft, das in 96-well-Platten vorgelegt wurde und Uber
Nacht bei 37°C unter Schutteln (1 000 U/min) und kultiviert. Anschliefiend wurden
2 yl der Kultur mit 40 pl TE-Puffer verdannt, 5 min bei 96°C erhitzt und bis zur
weiteren Verwendung bei —20°C in 96-well PCR Platten, die mit selbstklebender

Alufolie verschlossen wurden, gelagert.

5.4.15.1.2 Amplifizierung der Klone mit PCR

1 ul der verdinnten Zellen aus der Bakterienkultur wurden auf Eis mit Hilfe einer
12-Kanal-Pipette in 96-well PCR-Platten vorgelegt. Fir die PCR wurde der
PCR-Puffer und die Tag-DNA-Polymerase von Qiagen benutzt. Die Reagenzien fur

die PCR wurden als zwei getrennte Mastermixe angesetzt und mit einer
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automatischen Dispensor-Pipette an gegenuberliegende Seiten der Probenvertiefung

gegeben (je 9,5 pl).

Primer-Mix fur PCR aus Bakterienkultur: Angaben fir eine Reaktion

7,7 Aqua bidest. steril
1,0 ul PCR-Puffer (10x)
0,4 pl T7ex(15 pmol/pul)
0,4 pl T3ex (15 pmol/ul)

Enzym-Mix fur PCR aus Bakterienkultur: Angaben fir eine Reaktion

7,9 ul Aqua bidest. steril

1,0 pl PCR-Puffer (10x)

0,4 pl dNTPs (10 mM)

0,2 ul Tag-DNA-Polymerase

Die Reaktionen wurden bei 4°C kurz zentrifugiert, mit einer hitzstabilen Gummimatte
abgedichtet und bei 96°C in den Thermocycler gestellt und fir 2 min denaturiert. Das

weitere Temperaturprofil der PCR setzte sich folgendermalien zusammen:

Anzahl der Zyklen Denaturation Annealing Synthese
94°C 64°C 72°C
35 25s 25s 90 s
1 25s 300 s

Anschliel3end erfolgte eine automatische Kihlung auf 4°C. Von jeder PCR wurden
0,5yl in einem Agarosegel (1 %) analysiert. Pro Gel wurden 96 Proben mit der
12-Kanal-Pipette und ein DNA-Langenstandard (100 bp Ladder Plus; 100 ng)
aufgetragen.

FiUr jede Bank (LS bzw. CI15) wurden je 864 cDNA-Fragmente amplifiziert, d.h. es

wurden insgesamt 1728 Klone analysiert.

5.4.15.1.3 Herstellung von cDNA-Arrays mit 192 oder 1536 Proben

40 yl PP-Puffer (1,2x) wurden in 384-well-Mikrotiterplatten vorgelegt und dann
anschliefend 10 pl des PCR-Produkts (4.5.15.2) aus den 96-well-Platten zugegeben.



114 Methoden

Das restliche PCR-Produkt wurde bei -20°C gelagert. Vor der Herstellung von
Membranen mit 1536 Proben wurde die Qualitdt der Banken durch
Array-Hybridisierung von nur 192 Klonen untersucht. Die folgenden Angaben
beziehen sich auf die 1536 Proben, Membranen mit 192 Klonen wurden nach
gleicher Methode gehandhabt und hybridisiert. Auf eine 384-well-Platte wurden vier
der 96-well-Platten, unter Beibehaltung eines bestimmten Schemas (Abbildung 12),
Uberfuhrt (Platte entspricht LS oder CI15).

Platte-1
A/B
Platte-1
C/D
Platte-1
E/F
Platte-1
G/H
Platte-2
A/B
Platte-2
C/D
Platte-2
E/F
Platte-
2G/H
Platte-3
A/B
Platte-3
C/D
Platte-3
E/F
Platte-3
G/H
Platte-4
A/B
Platte-4
C/D
Platte-4
E/F
Platte-4
G/H

A1|B1|A2|B2|A3|B3|A4|B4|A5|B5|A6 |B6|A7|B7|A8|B8|A9|B9|A10 (B10 | A11|B11|A12|B12

C1|D1|C2|D2|C3|D3|C4|D4|C5|D5|C6|D6|C7|D7|C8|D8|C9|D9|C10|D10|C11|D11|C12|D12

E1|F1|E2|F2|E3|F3|E4|F4 |E5|F5|E6|F6|E7 |F7 |E8|F8|E9|F9|E10|F10|E11|F11|E12|F12

G1|H1|G2|H2|G3|H3|G4 |H4 |G5|H5|G6 |H6 |G7 |H7 |G8|H8|G9 |H9|G10 | H10 | G11 | H11|G12 | H12

A1|B1|A2|B2|A3|B3|A4|B4|A5|B5|A6|B6|A7|B7|A8|B8|A9|B9|A10|B10|A11|B11|A12|B12

C1|D1|C2|D2|C3|D3|C4|D4|C5|D5|C6|D6|C7|D7|C8|D8|C9|D9|C10|D10|{C11|D11|C12|D12

E1|F1|E2|F2|E3|F3|E4|F4 |E5|F5|E6|F6|E7 |F7 |E8|F8|E9|F9|E10|F10|E11|F11|E12|F12

G1|H1|G2|H2|G3|H3|G4 |H4 |G5|H5|G6 |H6 | G7 |H7 |G8|H8|G9 |H9|G10 | H10 | G11 | H11|G12 | H12

A1|B1|A2|B2|A3|B3|A4|B4|A5|B5|A6 |B6|A7|B7|A8|B8|A9|B9|A10 (B10 | A11|B11|A12|B12

C1|D1|C2|D2|C3|D3|C4|D4|C5|D5|C6|D6|C7|D7|C8|D8|C9|D9|C10|D10|{C11|D11|C12|D12

E1|F1|E2|F2|E3|F3|E4|F4|E5|F5|E6|F6|E7|F7|E8|F8|E9|F9|E10 |F10|E11|F11|E12 | F12

G1|H1|G2|H2|G3|H3|G4 |H4 |G5|H5|G6 |H6 | G7 |H7 |G8|H8|G9 |H9|G10 | H10 | G11 | H11|G12 | H12

A1|B1|A2|B2|A3|B3|A4|B4|A5|B5|A6 |B6|A7|B7|A8|B8|A9|B9|A10 (B10 | A11|B11|A12|B12

C1|D1|C2|D2|C3|D3|C4|D4|C5|D5|C6|D6|C7|D7|C8|D8|C9|D9|C10|D10|C11|D11|C12|D12

E1|F1|E2|F2|E3|F3|E4|F4|E5|F5|E6|F6|E7|F7|E8|F8|E9|F9|E10 |F10|E11|F11|E12 | F12

G1|H1|G2|H2|G3|H3|G4 |H4 |G5|H5|G6 |H6 | G7 |H7 |G8|H8|G9 |H9|G10 |H10 | G11 | H11|G12 | H12

Abb. 12: Beispiel fir die Anordung von Proben auf einer 384-well-Platte.

5.4.15.1.4 Herstellung von cDNA-Arrays mit einem Replikationssystem per Hand

Zur Herstellung von identischen Membranen wurde ein Replikationssystem
bestehend aus einem 384-Nadel-Replikator, Mikrotiterplatten-Kopierer und
,Omnitray“-Kopierer verwendet. Mit dem Nadelreplikator wurden die Proben (PCR-
Reaktionen in PP-Puffer) auf die Nylonmembranen Uberfuhrt, wahrend der
Mikrotiterplatten- und der ,Omnitray-Kopierer® durch ihre Flhrungsbohrungen im
Rahmen als Schablonen benutzt wurden. Die Nylonmembranen wurden auf eine

GroRe von 8,5x 12 cm zugeschnitten und auf Gel-Blotting-Papier (3x GBO002,
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8,5 x 12,5 cm) und einer Aluplatte eingespannt. Auf jede Membran wurde 15-mal auf
die gleiche Stelle gespottet um eine gleichmaliige DNA-Auftragung zu erreichen. Auf
eine Membran wurden die Proben von vier 384-Platten gespottet unter Beibehaltung
eines bestimmten Schemas (Abbildung 13). Es wurden in der Regel vier bis sechs

Membranen simultan hergestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 | 14 | 15 | 16 48
1 LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5| ... [LS-5
A1 | A1 | B1|B1|A2| A2 | B2 |B2|A3 | A3 | B3 | B3 | A4 | A4 | B4 | B4 B12
15-1(15-5(15-1|15-5|15-1|15-5|15-1|15-5({15-1|{15-56|15-1| 15-5| 15-1{16-56|15-1|15-56| .. | 15-5
2 A1 |A1|B1|B1|A2|A2 | B2 |B2|A3 | A3 | B3 | B3 | A4 | A4 | B4 | B4 B12
LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5| ... |LS-5
3 cCt|{C1|D1|D1|C2|C2|D2|D2|C3|C3|D3|D3|C4|C4|D4| D4 D12
15-1(15-5(15-1|15-5|15-1|15-5|15-1|15-5({15-1|15-56|15-1| 15-5| 15-1{16-56|15-1|15-56| .. | 15-5
4 C1|C1|D1|D1|C2|C2|D2|D2|C3|C3|D3|D3|C4|C4|D4|D4 D12
LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5| ... |LS-5

5 E1|E1|F1|F1|E2|E2|F2|F2|E3|E3|F3|F3|E4|E4|F4 | F4 F12
15-1(15-5(15-1|15-5|15-1|15-5|15-1|15-5({15-1|15-56|15-1| 15-5| 15-1{16-56|15-1|15-56| .. | 15-5

6 E1|E1|F1|F1|E2|E2|F2|F2|E3|E3|F3|F3|E4|E4|F4 | F4 F12
LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5|LS-1|LS-5(LS-1|LS-5| ... [LS-5
7 G1|G1T|H1T|H1|G2|G2|H2|H2|G3|G3|H3|H3| G4 | G4 | H4 | H4 H12
15-115-5|15-1|15-5{15-1|15-5|15-1|15-5|15-1| 15-5| 15-1 | 15-5| 15-1 | 15-5|15-1|15-5| .. | 15-5
8 G1|G1T|HT|H1|G2|G2|H2|H2 | G3|G3 |H3|H3| G4 | G4 | H4 | H4 H12
LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6| .. |LS-6
9 A1 | A1 |B1|B1T|A2| A2 | B2 |B2|A3| A3 | B3 | B3| A4 | A4 | B4 | B4 B12
15-2|15-6|15-2|15-6|15-2|15-6 |15-2|15-6| 15-2| 15-6 | 15-2 | 15-6| 15-2| 156 | 15-2|15-6| ... | 15-6
10 A1 | A1 | B1|B1|A2|A2 | B2|B2|A3 | A3 | B3 | B3 | A4 | A4 | B4 | B4 B12
LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS6| .. |[LS-6
11 cCt|{C1|D1|D1|C2|C2|D2|D2|C3|C3|D3|D3|C4|C4|D4| D4 D12
15-2|15-6|15-2|15-6(15-2|15-6 |15-2|15-6| 15-2| 15-6 | 15-2 | 15-6 | 15-2| 156 | 15-2|15-6| ... | 15-6
12 cCt|{C1|D1|D1|C2|C2|D2|D2|C3|C3|D3|D3|C4|C4|D4|D4 D12
LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2({LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6|LS-2|LS-6| ... |LS-6

13 E1|E1|F1|F1|E2|E2|F2|F2|E3|E3|F3|F3|E4|E4|F4 | F4 F12
15-2|15-6|15-2|15-6|15-2|15-6 |15-2|15-6| 15-2| 15-6 | 15-2 | 15-6 | 15-2| 156 | 15-2|15-6| ... | 15-6

14 E1|E1|F1|F1|E2|E2|F2|F2|E3|E3|F3|F3|E4|E4|F4 | F4 F12
15-4|15-8|15-4|15-8(15-4|15-8 |15-4|15-8|15-4 | 15-8 | 15-4 | 15-8| 15-4 | 15-8 | 15-4|15-8| ... | 15-8
32 G1|G1T|HT|H1|G2|G2|H2|H2|G3|G3|H3|H3| G4 | G4 | H4 | H4 H12

Abb. 13: Beispielhafter Ausschnitt von der Probenaufteilung auf einer handgespotteten
Membran.

Die ersten zwei Stellen der Klon-ldentifikationsnummer (ID) entsprechen der cDNA-Bank, dann folgen

die Nummer der 96-well-Platte und die Position auf der 96-well Platte (Buchstabe = Reihe,

Zahl = Spalte).

5.4.15.1.5 Vollautomatische Herstellung von cDNA-Mikroarrays mit bis zu 1536

Proben mit einem Spot-Roboter

Bei der Herstellung von cDNA-Arrays mit dem Omnigrid Accent Microarrayer
verkleinerte sich die Flache des Arrays bei gleicher Probenzahl auf eine Flache von

2 x5 cm. Die Arrays wurden mit sogenannten ,solid“ Pins (Grofde 0,015 Inches in
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Diameter, SSP015) gespottet, wobei jedes PCR-Produkt funfmal auf die gleiche
Stelle aufgetragen wurde. Arrays fur den gleichen Hybridisierungsansatz wurden
simultan hergestellt. Die Anordnung der Proben, die Abstande der Spots, etc.,
wurden vorher programmiert und konnten auch in Form einer Excel-Datei in das
benutzte Auswertungsprogramm (AIDA Image Analyzer) geladen werden. Damit war

die Zuordnung der Spots stets gewahrleistet.
5.4.15.1.6 DNA-Bindung an die Membran

Handgespottete oder mit dem Spotter hergestellte Arrays wurden nach dem
Auftragen kurz an der Luft getrocknet und anschlie®end mit 0,4 N NaOH denaturiert.
Die Membranen wurden dazu auf NaOH-getrankte Gel-Blotting-Papiere (GB004)
gelegt und 20 min inkubiert. Anschliel3end wurden die Membranen flr 30—-40 min bei
80°C ,gebacken“ und mit UV-Licht (120 mJ/cm?) bestrahlt. Die Arrays kdnnen (ber

eine bestimmte Zeit lichtgeschutzt gelagert werden.

5.4.15.2 Herstellung von radioaktiv markierten cDNA-Sonden fir die

Hybridisierung

Die Herstellung doppelstrangiger cDNA erfolgte wie unter 5.4.6 beschrieben. Fir die
handgespotteten Arrays wurden 6 pl cDNA eingesetzt und fur die mit dem Spotter
hergestellten Mikroarrays 3 yl cDNA. Die cDNA wurde in ein Reaktionsgefal®
vorgelegt und 10 min bei 96°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Direkt im
Anschluss wurde der Mastermix zugegeben und die Reaktionen wurden bei 37°C im

Metallblock in einem Hybridisierungsofen 20 h inkubiert.

Mastermix fur Hybridisierungssonden (6 ul cDNA): Angabe fir eine Reaktion:

0,75 pl dNTP-Mix (je 2 mM dATP, dGTP, dTTP, 0.3 mM dCTP)
10,0 pl a-[*P]-dCTP (3000 Ci/mmol)
4,0 pl High-Prime-Mix (5x)

Mastermix fur Hybridisierungssonden (3 pyl cDNA): Angabe fur eine Reaktion:
0,375 pl dNTP-Mix (je 2 mM dATP, dGTP, dTTP, 0.3 mM dCTP)

10,0 pl a-[**P]-dCTP (3000 Ci/mmol)

4,0 pl 5x High-Prime-Mix (5x)
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Nach der Inkubation wurde die Klenow-Polymerase fur 20 min bei 65°C inaktiviert
und die Ansatze mit 5 pl humaner Cot-1 DNA und 95 ul TE-Puffer versetzt. Die
Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide erfolgte uUber Microspin-G25-Saulen.
Zunachst wurde die Equilibrierungsflissigkeit des Saulenmaterials fur 1 min bei RT
und 720 x g entfernt und anschliellend die Probe auf das Saulenmaterial gegeben
und 2 min bei 720 x g zentrifugiert. Das Proben-Eluat wird in einem Reaktionsgefal®
aufgefangen und mit 40 uyl TE-Puffer gemischt. Anschliel3end erfolgte eine Messung
der Aktivitat pro Sonde, bei starken Schwankungen zwischen den
Hybridisierungssonden wurde mit TE-Puffer abgeglichen. In der Regel lag die

Markierung der Sonden auf einem vergleichbaren Niveau.

5.4.15.3 Hybridisierung mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden

Die Vorhybridisierung aller Membranen fand in Glashybridisierungsrohren (Lange
11 cm, O 3.5cm) in einem Hybridisierungsofen statt. Es wurden entweder ein
handgespotteter Array (8,5 x 12 cm) oder 5-6 Mikroarrays (2 x 5 cm) pro Glasrohre
hybridisiert. Die Vorhybridisierung diente zur Blockierung der Membranen und fand

folgendermalen statt:

Zeit [min] Volumen [ml] Puffer Temperatur [°C]
4x 10 15 1x PBS/10 % SDS 65
2x 10 15 0,1x PBS/1 % SDS 80
3x 10 15 1x PBS/10 % SDS 65

Die Hybridisierung fand in 1x PBS/10 % SDS (Hybridisierungslosung) fur 44 h bei
65°C in einem Hybridisierungsofen statt. Die Hybridisierung handgespotteten Arrays
erfolgte in einem Volumen von 7,5 ml weiterhin in den Glashybridisierungsréhren.
Die 2 x 5 cm groRen Mikroarrays wurden dagegen in Plastikvials Uberfuhrt und mit
einem Volumen von 2 ml hybridisiert. Die radioaktiv markierten Sonden wurden vor
der Hybridisierung 10 min bei 96°C denaturiert, sofort auf Eis gestellt und dann
zusammen mit der Hybridisierungslosung filtriert (Millex GP 0,22 uym). Zum Beenden
der Hybridisierung wurde die radioaktive Losung abgegossen und die Membranen
mit 10 ml 1x PBS/10% SDS gespult. Das Waschen der Mikroarrays fand ebenfalls in
Glashybridisierungsrohren statt (siehe Vorhybridisierung). Alle Membranen wurden

unter folgenden Bedingungen in einem Hybridisierungsofen gewaschen:
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Zeit [min] | Volumen [ml] Puffer Temperatur [°C]
3x5 12 1x PBS/10 % SDS 65
3x 10 12 1x PBS/10 % SDS 65
3x 10 10 0,1x PBS/1 % SDS 65
2x 10 12 1x PBS/1 % SDS/2 mM EDTA RT

Alle Membranen wurden bei 80°C fur 20 min getrocknet und mit einem ,Storage
Phosphor Screen“ entsprechende Zeiten exponiert. Die gespeicherten Signale

wurden mit Hilfe eines Phosphor-Imagers (Storm 860) eingelesen.

5.4.15.4 Auswertung der Signale

Die Auswertung der Arrays erfolgte mit der Software AIDA Image Analyzer Version
3.11 (Raytest). Es wurden zwei Exponierungen pro Hybridisierung analysiert (kurze
Exposition fur starke und lange Exposition fur schwache Signale). Der
Signal-Hintergrund wurde mit der Funktion “weighted background dot” abgezogen.
cDNAs mit differentiellen Hybridisierungssignalen (Kandidatengene) wurden
sequenziert. Dazu wurden 5 ul der cDNA-Proben aus den 384-well-Platten zum
Spotten der Arrays entnommen und einer Mikrodialyse unterzogen. Die
Sequenzierung wurde unter Verwendung eines ABIPrism 377XL96 Sequenzers vom
Sequenzierservice der Arbeitsgruppe Blum  (Genzentrum) durchgeflhrt.
Anschlielend wurden die erhaltenen Sequenzen mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
(National Center for Biotechnology Information) mit den Sequenzen offentlicher
Datenbanken (Gen Bank) abgeglichen. Informationen Uber die identifizierten Gene,
cDNAs wurden aus den angegebenen Datenbanken wie z.B. UniGene, OMIM,

LocusLink oder PubMed entnommen.

5.5 Invivo-Untersuchung zur Karzinogenese im Kolon der Maus

5.5.1 Erzeugung von aberranten Krypten (AC) und Tumoren

Weibliche PEPCK-IGF-IlI-transgene Mause und nicht-transgene Wurfgeschwister
wurden zur Untersuchung IGF-ll-spezifischer Effekte auf die Tumorgenese im Kolon

verwendet. ACF (,aberrante crypt foci“), die frihe Stadien der Tumorenstehung

darstellen, wurden mit Hilfe des Kolon-spezifischen Karzinogens Dimethylhydrazin
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(DMH) erzeugt. DMH wurde in NaCI-EDTA-Puffer in einer Konzentration von
3,2 mg/ml gelést und IGF-lI-transgenen und nicht-transgenen Tieren ab der
vierten Lebenswoche einmal pro Woche sechs Wochen lang i.p. gespritzt. Die
injizierte Menge betrug 40 mg DMH/kg KG fur jede Maus. Beiden Gruppen wurde
eine Kontrollgruppe zugeordnet, die das gleiche Volumen NaCI-EDTA-Puffer
gespritzt bekam. Zur Untersuchung friher Stadien pathologischer Veranderungen
der Darmschleimhaut erfolgte die Sektion der Tiere funf Wochen nach der letzten
Injektion. Die Sektion von Versuchstieren zur Untersuchung spaterer Stadien in der
Karzinogenese fand 34 Wochen nach der letzten Injektion statt. Alle Versuchtiere

wurden jede Woche gewogen und der Gesundheitszustand kontrolliert.

5.5.2 Gewinnung der Blutproben

Die Blutproben wurden vor der Sektion durch Punktion des retrobulbaren
Venenplexus unter Athernarkose gewonnen. Die Abtrennung des Serums erfolgte
nach Gerinnung der Proben (30 min bei RT) durch Zentrifugation (2x 10 min;
10 000 x g) bei 4°C. Das Serum wurde abgenommen und bei —20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

5.5.3 Bestimmung der IGF-II-Spiegel im Serum mittels Radioimmunoassay

Im Radioimmunoassay (RIA) konkurriert das aus den Proben stammende Antigen
mit dem radioaktiv markierten Antigen um die Bindungsstelle des ersten Antikorpers.
Der gebildete I6sliche Antigen-Antikdrper-Komplex fallt mit der Zugabe des zweiten
Antikdrpers als unldslicher Komplex aus. Die Hohe der gemessenen radioaktiven
Strahlung des  prazipitierten  Komplexes gibt  Aufschluss Uber die
Antigenkonzentration der Probe, welche anhand einer Standardkurve quantifiziert
werden kann. In allen gewonnenen Seren wurde die Konzentration von IGF-Il durch
Verwendung eines RIA bestimmt. Die Durchfuhrung des RIA erfolgte durch das
Hormon-Labor der Kinderklinik der Universitat Tubingen, in der IGF-lI-Bestimmungen
im Serum routinemafig durchgefuhrt werden. Der RIA basiert auf dem Protokoll von
Blum et al. 1988 [63].
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5.5.4 Organentnahme

Nach der Blutenthahme wurden die Mause durch zervikale Dislokation getétet. Die
Bauchdecke wurde hochgezogen, aufgeschnitten und zu den Seiten hin
aufgespannt, so dass der Gastrointestinaltrakt freilag. Das Kolon wurde direkt am
Analrand abgeschnitten und bis zum Caecum vorsichtig hochgezogen, distal des
Caecums abgeschnitten und direkt in geklhlten Tris-Puffer (4°C) gelegt. Unter
Verwendung einer Schlundsonde wurde das Kolon mit Tris-Puffer mehrmals
durchspllt, bis es vollstandig gereinigt war. Fir die Isolierung von RNA aus
Kolongewebe wurde das Kolon von einigen Tieren auf Trockeneis schockgefroren

und in Kryogefal3e bei —80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

5.5.5 Praparation der Darme zur Auswertung von ACF und

Tumorpréparation

Das Kolon wurde fur die Auswertung von ACF in Anlehnung an die von Tudek et al.
1989 beschriebene Methode [595] in drei Segmente, einen caecalen, mittleren und
rektalen Abschnitt, unterteilt. Das auf ein Stabchen (Glas oder Plastik @ 2 mm)
aufgezogene Kolon wurde mit einem Skalpell an der mesenterialen Seite longitudinal
aufgeschnitten und auf einen Polylysin-beschichteten Objekttrager geklappt. Die
mukosale Seite zeigte nach oben, wahrend die serosale Seite auf dem Objekttrager

auflag.

5551 ACF

Das Kolon wurde mit einem in Tris-Puffer getrankten Gel-Blotting-Papier (GB002)
Uberspannt und in die Formalinlosung gelegt. Die Fixierung fur die

Methylenblaufarbung fand mindestens 3 h bei 4°C statt. Fur die Bestimmung der
B-Hexosaminidase-Aktivitdt wurde das Kolon bei 4°C zunéachst flr 10 min in 2 %igem

Paraformaldehyd und danach fur 5 min in 1 %igem Paraformaldehyd fixiert.

5.5.5.2 Sichtbare Tumore

Sichtbare Tumore wurden nummeriert und ihre Lokalisation im Darmabschnitt notiert.

Tumore wurden mit einem Teil des Kolons ausgeschnitten und in Formalin Gber
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Nacht fixiert.

Abb. 14: Schema zur Vermessung eines Tumors.
d, (b Vor und nach der Fixierung wurden die Tumore in ihrer Lénge (1),
Hoéhe (h) und Breite (b), unter Verwendung einer Schieblehre

vermessen. Diese Messwerte bilden die Grundlage fir einen

ds ()

Mittelwert der korrespondierenden Durchmesser (d1-3), aus dem
wiederum der Mittelwert der Radien (r) berechnet werden kann,

d, (h) wobei r=d/2 ist. Im Ergebnisteil angegebene Volumenwerte

beziehen sich auf die Messung nach der Fixierung.

Das Volumen (V) des Tumors wurde unter Benutzung der folgenden Formel
berechnet [541]:

V=4/31rs3

Nach der Vermessung (Abbildung 14) wurden alle Tumore in Paraffin eingebettet.
Das restliche Kolon wurde wie unter 4.5.5.1 beschrieben fur die Auswertung der ACF

vorbereitet.

5.5.6 Bestimmung von ACF am ungeschnittenen Kolon

AC und ACF sind morphologische Veranderungen der Krypten im Kolon. Durch
Anfarbung der Mukosa mit Methylenblau kénnen diese atypischen Kolonkrypten
sichtbar gemacht werden [57]. Diese morphologisch veranderten Krypten sind durch
ein Fehlen der Aktivitat von [-Hexosaminidase charakterisiert [472]. Auch konnte
gezeigt werden, dass die Expression von [(-Hexosaminidase wahrend der
Differenzierung von epithelialen Kolonzellen anstieg [647]. Neben der anerkannten
Methylenblaufarbung wird die reduzierte 3-Hexosaminidase-Aktivitat ebenfalls als ein
Marker fur die Identifikation ablaufender Kolonkarzinogenese auf molekularer Basis
diskutiert [472].

5.5.6.1 Methylenblaufarbung

Methylenblau wurde als sogenannter Vitalfarbstoff (supravital) 1985 von P. Ehrlich
entdeckt. Methylenblau farbt in wassriger Losung Zellwande, Plasma und Kerne gut
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an und wird in der Histologie zur Farbung von fixierten als auch lebenden Zellen
eingesetzt. Eine Methylenblaufarbung ist wegen einer deutlicheren Farbung einer
Toluidinblau- oder Giemsafarbung vorzuziehen [57]. Methylenblau fungiert als
Wasserstoffakzeptator und geht dabei in reversibler Reaktion in eine farblose
Leukoform Uber. Aus diesem Grund ist es wichtig, die Mukosa des Kolons direkt
nach der Farbung zu beurteilen.

Die fixierten Segmente des Kolons wurden aus dem Formalin in 0,01 M PBS
Uberfuhrt und darin 5min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde das
Gel-Blotting-Papier entfernt und das Kolon noch einmal fir 2 x 5 min in 0,01 M PBS
gewaschen. Die auf den Objekttragern haftenden Kolonsticke wurden nun far
10 bis 15 min in der frisch angesetzten Methylenblauldsung (2 g/l) angefarbt, mit
Kaisers Glyzerin-Gelatine eingedeckelt und einige Minuten bei 4°C gekulhlit. Sofort im
Anschluss wurde die Anzahl der ACF und die Anzahl der beteiligten Krypten in einem
Foci unter dem Mikroskop bei 25-facher Vergrof3erung ausgezahlt und dokumentiert.
Die Flache des aufgespannten Kolons wurde mit einem halbautomatischen
Bildauswertegerat mit Hilfe der Optimas Software ermittelt.

5.5.6.2 Bestimmung der B-Hexosaminidase Aktivitat

Die enzymatische Aktivitat der [B-Hexosaminidase bewirkt die Hydrolyse von
N-acetyl-B-Galaktosamin bzw. N-acetyl-B-Glukosamin sowie von Oligosacchariden
und Glykosaminoglykanen, die terminale nicht reduzierende N-acetyl-f3-
Glukosaminyl- bzw. N-acetyl-B-Galaktosaminyl-Reste besitzen [197,506,572]. Der in
dieser Arbeit angewandte enzymatische Nachweis von 3-Hexosaminidase beruht auf
der von Robertson et al. [506] und Pretlow et al. 1987 [471] beschriebenen Methode
mit einigen kleinen Modifikationen. Bei einem pH-Optimum von 4,5 spaltet die
B-Hexosaminidase das ihr angebotene Substrat, das durch eine simultane
Azokopplung mit p-Rosanilin die enzymaktiven Stellen rot farbt.

Die fixierten Segmente des Kolons wurden aus dem Paraformaldehyd in 0,1 M PBS
Uberfihrt und darin 3x 5 min bei 4°C inkubiert und dann fir mindestens 2 h in
Saccharose-Puffer (4°C) ausgewaschen. Nach der Entfernung der Gel-Blotting-
Papiere wurde die Gebrauchslésung der Hexosaminidase-Farbung auf die
Darmabschnitte verteilt und das Ganze unter Verwendung einer Feuchtkammer bei
37°C 1-2 h inkubiert. Die Gebrauchslésung wurde schnell und grandlich (nicht langer
als 1 min) mit Citratpuffer von dem Gewebe gespilt. Die Kontrastfarbung fand fur
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1-4 s mit Methylengrin statt. Diese Farbung wurde fir 1-4s mit Aqua dest.
nachgewaschen und dann zur Auswertung mit Kaisers Glyzerin-Gelatine
eingedeckelt. Danach wurde fir einige Minuten bei 4°C gekuhlt und sofort die Anzahl
der ACF, die durch das Fehlen des Enzyms gekennzeichnet waren, und die Anzahl
der beteiligten Krypten in einem Foci unter dem Mikroskop bei 25-facher
Vergroflerung ausgezahlt und dokumentiert. Die Flache des aufgespannten Kolons
wurde mit einem halbautomatischen Bildauswertegerat mit Hilfe der Optimas
Software ermittelt.

5.5.7 Paraffineinbettung

Fur die Darstellung morphologisch normaler und veranderter Krypten im
histologischen Schnitt und zur histopathologischen Auswertung der entstandenen
Tumore wurden die fixierten Gewebe in Paraffin eingebettet. Die Einbettung der

Gewebe erfolgte vollautomatisch nach folgendem Protokoll:

Reagenz Verdinnung Zeit (h:min) Temperatur (°C)
Ethanol 70 % 0:30 40
Ethanol 80 % 0:30 40
Ethanol 95 % 0:45 40
Ethanol 95 % 0:45 40
Ethanol 100 % 0:45 40
Ethanol 100 % 0:45 40
Ethanol 100 % 0:45 40
Xylol 100 % 0:45 40
Xylol 100 % 0:45 40
Paraffin 0:30 58
Paraffin 0:30 58
Paraffin 0:30 58
Paraffin 0:30 58

Das Paraffin-durchtrankte Gewebe wurde mit Paraffin in Blocke gegossen und in
einer Dicke von 3-4 ym geschnitten. Die Schnitte wurden auf Objekttrager
aufgezogen und Uber Nacht bei 37°C getrocknet. Fur weitere histologische

Farbungen oder immunhistologische Untersuchungen wurden die Schnitte
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entparaffiniert und rehydriert.

5.5.8 Entparaffinierung und Rehydratisierung von Paraffinschnitten

Entparaffinieren und Rehydratisieren fand fur alle Paraffinschnitte nach dem gleichen

Schema statt:

Schritte Losung Zeit
1. Xylol 100 % 5 min
2. Xylol 100 % 5 min
3. Ethanol 100 % 2 min
4. Ethanol 100 % 2 min
5. Ethanol 96 % 2 min
6. Ethanol 70 % 2 min
7. Ethanol 50 % 2 min

5.5.9 Histopathologische Bewertung von ACF und Tumoren

5.5.9.1 Farbung mit Hamalaun und Eosin (H&E)

Die Farbung der Kerne der entparaffinierten Gewebe fand mit Hamatoxylin fir 5 min
statt. AnschlieRend wurden die Schnitte unter flieRendem Wasser 5 min geblaut und
fur knapp 1min in einer Salzsaure-Alkohol-Losung inkubiert. Bevor die
Gegenfarbung fir 1-2 min in Eosin (0,5 %) erfolgte, wurden die Schnitte nochmals
5 min unter flieBendem Wasser gewaschen. Nach der Eosinfarbung inkubierten die
Schnitte flr 1-2 min in Essigsaure (0,1 %) und wurden dann in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 95 %, 100 %) fur je 2 min dehydriert. Die Schnitte wurden in
Xylol Uberflhrt und nach 2 min mit Entellan eingedeckelt.

5.5.10 Identifikation von S-Phase-Zellen mit Bromdesoxyuridin (BrdU)

Fur die Identifikation von sich in Mitose befindenden Zellen mittels BrdU muss den
lebenden Tieren 2 h vor der Tétung BrdU (30 mg/kg KG) injiziert werden. Diese
Zeitspanne, welche die Inkorporation von BrdU in die DNA beinhaltet, sollte fir alle
Versuchstiere gleich gehalten werden. Weitere Behandlungen (Blut bzw.
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Organentnahme etc.) der Tiere erfolgten wie beschrieben.

5.5.10.1 Immunhistologie

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden kurz in Aqua dest. gespult, fur
15-30 min luftgetrocknet und mit einem Fettstift umrandet. Die Schnitte wurden durch
Tris-HCI-Puffer gezogen, bevor sie fur 15 min in 2N HCI bei 37°C inkubierten.
Anschlie3end wurden die Proben flr 1 min bei RT in Borat-Puffer Gberfuhrt, bei 37°C
mit Trypsin (0,01 %) fur 1-2 min angedaut und mit Aqua dest. fur 1 min bei RT
gespult. Alle weiteren Schritte erfolgten nun bei RT. Zunachst wurden die Schnitte
15 min in HxO2 (3 %) inkubiert, 2x 5 min in Tris-HCI gewaschen und dann in eine
Feuchtkammer Uberfihrt. Nachdem eine Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen mit BSA (1 %) fur 60 min stattgefunden hatte, wurden die Schnitte
mit einem anti-Bromdesoxyuridin-Antikorper (5 ug/ml) fur 90 min inkubiert und im
Anschluss der Uberschuss an Antikorper durch zweimaliges waschen mit
Tris-HCI-Puffer fir je 5 min entfernt. Die Kopplung des zweiten Peroxidase-
konjugierten, Antikorpers erfolgte fir 60 min in einer Verdinnung von 1:10 mit
anschlieBendem Waschschritt (2x 5 min in Tris-HCI-Puffer). Die Umsetzung des
Substrates DAB durch die Peroxidase betrug, nachdem die DAB-Farbeldsung auf die
Schnitte pipettiert war, ungefahr 10 bis 30 min. Die Farbelésung wurde mit Aqua
dest. fir 2 min abgesplilt, die Schnitte fur 5 min in Hamatoxylin inkubiert und weitere
5 min unter flieRendem Wasser gespllt. Es erfolgte eine differentielle Darstellung der
Kerne durch Inkubation flr knapp 1 min in einer Salzsaure-Ethanol-Loésung und
anschlieBendem Waschen fir 5 min unter flieBendem Wasser. Die Schnitte wurden
fur je 2min in aufsteigender Alkohohlreihe (30 %, 50 %, 70 %, 95 %, 100 %)
dehydriert und in Xylol (2 x) Uberflhrt, wo sie fur je 1 min inkubierten, bevor sie mit

Entellan eingedeckelt wurden.
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5.6 Statistik

5.6.1 Statistische Datenauswertung Zellkultur

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (means + SEM)
angegeben. Die Daten wurden mit Hilfe des Student’s T-test (Graph Pad, Prism)
analysiert. Messungen der Proliferation und Kolonieformation wurden in Triplikaten,
Invasionsmessungen in Duplikaten durchgefiihrt und alle Experimente wurden

mindestens dreimal unabhangig voneinander wiederholt.

5.6.2 Statistische Datenauswertung Genexpression

Hybridisierungen mit 1536 PCR-Produkten wurden mindestens sechsmal wiederholt
und unter Verwendung der AIDA Array Software ausgewertet. Von differentiell
exprimierten  Fragmenten wurden erneut Mikroarrays hergestellt. Alle
Kandidatenfragmente wurden dabei doppelt aufgespottet und die Hybridisierung
zweimal wiederholt.

Zur statistischen Datenauswertung wurden die Mikroarrays mit 1536 PCR-Produkten
(drei Hybridisierungen) und die Mikroarrays mit den Kandidatenfragmenten
(zwei Hybridisierungen) herangezogen. Aus den Werten der funf Hybridisierungen
wurde der Mittelwert mit Standardabweichung (mean + SD) gebildet. Die Differenzen
der Mittelwerte der verschiedenen Klone wurden unter Verwendung des LSD post

hoc tests (SPSS programm package; SpSS) miteinander verglichen.

5.6.3 Statistische Datenauswertung des in vivo Versuchs

Die gemessenen Daten wurden statistisch ausgewertet, indem die Signifikanz
zwischen jeweils zwei Tiergruppen ermittelt wurde. Die Werte sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (means + SEM) oder als Median, wie in
den Legenden der Abbildungen beschrieben, dargestellt. Die erhaltenen Daten
wurden mit Hilfe des Student’s T-test (Graph Pad, Prism) analysiert. Weiterhin wurde
der Mann Whitney Test (U-Test) zur Signifikanzermittlung herangezogen. Dieser

Test ist verteilungsunabhangig (nicht parametrisch).
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6 Ergebnisse

6.1 Expression von IGF-Bindungsproteinen und IGF-I in

Kolonkarzinomzelllinien

6.1.1 Nachweis der Expression mittels RT-PCR in 22 Karzinomzelllinien

des Kolons

Verschiedene Karzinomzelllinien unterscheiden sich in ihrer Expression der
einzelnen Komponenten des IGF-Systems. Um einen Uberblick tiber die Expression
der sechs IGFBPs und von IGF-Il speziell in Kolonkarzinomzelllinien zu bekommen,
wurden 21 humane Kolonkarzinomzelllinien im Vergleich zu einer Zelllinie aus
nicht-transformierten  Kolonozyten mittels RT-PCR-Analyse untersucht. Die
Untersuchung der sechs verschiedenen Bindungsproteine ergab, dass alle Zelllinien
Transkripte fur IGFBP-4 besitzen, aber nur eine einzige Zelllinie Transkripte fur
IGFBP-5. Das Vorhandensein von Transkripten der weiteren vier Bindungsproteine
ist zwischen den einzelnen Zelllinien sehr variabel. In zehn Zelllinien wurde mRNA
fur IGFBP-1 nachgewiesen und in 13 Zelllinien IGFBP-2-mRNA. IGFBP-3-mRNA
wurde in zwolf Zelllinien exprimiert und IGFBP-6-mRNA in 13 Zelllinien. Nur elf
Zelllinien besalen Transkripte fur IGF-Il. Im Vergleich dazu exprimiert die Zelllinie
aus normalen Kolonozyten (NCOL-1) IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-6 und
IGF-Il. Diese vier Bindungsproteine einschliel3lich IGF-Il scheinen also die normalen
Komponenten des IGF-Systems im Kolon zu sein. Auch in Gewebeproben des
gesunden Kolons wurde die Expression von IGF-Il festgestellt [195]. AulRerdem
wurde in gesundem Kolongewebe die mRNAs fur IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4 und
IGFBP-6 nachgewiesen [393]. In Tabelle 3 wurden die Ergebnisse aus mindestens

drei verschiedenen RT-PCR-Ansatzen zusammengestellt.
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Tab. 3: Expressionsmuster der mRNAs von IGF-Il und den IGFBPs in 22 verschiedenen

Kolonkarzinomzelllinien und einer Zelllinie aus normalen Kolonozyten.

IGFBP-
o Tumor Differenzierungs | Dukes’
Zelllinie 1 2 3 4 5 6 | IGF-II
Lokalisation -grad Stage
LS174T | Primar gut B - + + + - - -
Lovo Schlisselbein | moderat/gut NR + - + + - + -
LS411N | Primar moderat/gut B - - + + - - -
WIDR Primar moderat/gut NR - + - + - + +
HT29 Primar moderat/gut NR - + - + - + +
Caco-2 Primar moderat NR - - - + - - +
HCT-15 | Primér moderat C - + + + + + +
SW1116 | Priméar moderat A - + - + - + +
LS513 Primar moderat C + - - + - - -
LS1034 | Primar moderat C + + - + - + +
Isreco-2° | Leber moderat C - - - + - R R
Isreco-3° | Lunge moderat C + - - + - R R
Isreco-1° | Primar gering C - - - + - + -
Lisp-1 Primar gering NR - + + + - + +
Co115 Primar gering C + - + + - + -
Col0205° | Bauchhohle gering D + |+ | + | + - - i
Colo201° |Bauchhéhle | gering D + | + |+ |+ -]+ ¥
DLD-1 Bauchhohle gering C - + + + - + +
SW480° |Bauchhohle  |gering B + |+ |+ + | -1+ +
SW620° |Lymphknoten |gering C + |+ | + | + - + +
HPR600 | Bauchhohle NR NR + + + + - - -
NCOI-1* |/ / / - + + + - + +
y 10 | 14 | 13 | 22| 1 | 14 12

a, b, C

*= normale Kolonozyten; NR: Nicht beschrieben; stammen jeweils vom gleichen Patienten

Die Tabelle beinhaltet die zusammengefassten Ergebnisse aus mindestens drei RT-PCR Laufen.
(+: mRNA wurde detektiert; - mRNA wurde nicht detektiert)

6.1.2 Nachweis der Expression IGF-ll-bindender Proteine mittels

Ligandenblot in einigen ausgewahlten Zelllinien des Kolons

Die festgestellten Unterschiede beziglich der Transkripte der Bindungsproteine in
den verschiedenen Zelllinien spiegeln sich auch in deren sezernierten Proteinen
wieder. Konditionierte Medien verschiedener Kolonkarzinomzelllinien wurden im
Vergleich zum Medium von NCOL-1 Zellen im Ligandenblot auf ihre biologisch
aktiven Bindungsproteine getestet. Isreco-2-Zellen exprimieren auf mMRNA Ebene nur
IGFBP-4, im Ligandenblot zeigt sich ebenfalls nur eine einzige Bande mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa, die auf unglykosyliertes IGFBP-4 schliel3en lasst. Alle

weiteren getesteten Zelllinien besitzen ebenfalls Transkripte flir IGFBP-4 und weisen
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ein Protein mit einem Molekulargewicht von 24 kDa auf. Fur LS1034, Isreco-3,
Co115 und NCOI-1 wurde zusatzlich eine Bande in Hohe von 28 kDa nachgewiesen,
die der 28 kDa glykosylierten Form von IGFBP-4 entsprechen koénnte. Co115,
Isreco-1 und NCOL-1 Zellen exprimieren auf mRNA-Ebene IGFBP-6 (siehe
Tabelle 3). Das IGFBP-6-Protein wurde mit einem Molekulargewicht von 29 kDa
beschrieben [76]. Isreco-3-, LS1034- sowie NCOL-1-Zellen besitzen eine weitere
Bande zwischen 29 kDa und 36 kDa. LS1034 und Isreco-3 exprimieren IGFBP-1 und
NCOL-1 IGFBP-2 auf mRNA-Ebene. IGFBP-1 und IGFBP-2 wurden in der
SDS-Page mit einem Molekulargewicht von 28-36 kDa beschrieben [546], so dass
die entsprechenden Banden im Ligandenblot IGFBP-1 bzw. IGFBP-2 darstellen
kénnten. Co115 besitzt zwar ebenfalls Transkripte fir IGFBP-1, weist im
Ligandenblot aber keine Bande in der entsprechenden Héhe auf. Die fur IGFBP-3
typische Doppelbande bei 40-43 kDa konnte nur in Co115 Zellen deutlich
nachgewiesen werden, obwohl in NCOI-1 Zellen mRNA fur IGFBP-3 vorliegt. Die
Ergebnisse zeigen, dass erstens eine sehr heterogene Expression der IGFBPs und
von IGF-II in unterschiedlichen Kolonkarzinomzelllinien vorliegt, und zweitens nicht
unbedingt alle mRNAs, die flir IGFBPs kodieren, in ein funktionelles Protein
translatiert werden. Die beschriebenen Ergebnisse des Ligandenblots sind in
Abbildung 15 dargestellit.

NCol-1  Marker
3 kDa

66

LS1034 Isreco-1 Isreco-2 Isreco-3 Co1

Abb. 15: Autoradiographische Identifizierung IGF-ll-bindender Proteine aus conditionierten
Medien.
Zellkulturiberstande wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen in der SDS-Page aufgetrennt,

auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit '?°I-IGF-II inkubiert.

Wahrend die Expression von IGFBPs mit Ausnahme von IGFBP-4 sehr stark von der

jeweiligen Kolonkarzinom-Zelllinie abhangt, wurde IGFBP-4 durchweg von allen
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getesteten Linien exprimiert. Da die biologische Wirkung von IGFBP-4 in der Literatur
als inhibitorisch auf Krebs-relevante Parameter beschrieben wird [650], dies aber
bislang in Bezug auf die kolorektale Karzinogenese kaum untersucht wurde, sollte
anhand einer Uberexpression von IGFBP-4 in ausgewéhlten Kolonkarzinomzelllinien
seine Funktion auf verschiedene Parameter der Karzinogenese in vitro untersucht

werden.

6.2 Uberexpression von mIGFBP-4 durch Transfektion verschiedener

humaner Kolonkarzinomzelllinien

In verschiedenen Zellsystemen und auch invivo konnte gezeigt werden, dass
IGFBP-4 seine Wirkungen in der Regel uber die Bindung von IGF-Il bzw. IGF-I und
die damit verbundene reduzierte Verfugbarkeit dieser Wachstumsfaktoren vermittelt.
Unabhangig von dieser IGF-bindenden Eigenschaft besitzt IGFBP-4 aber auch die
Fahigkeit, direkt auf verschiedene Zellprozesse zu wirken.

Um die Wirkung von IGFBP-4 auf Tumor-relevante Parameter zu untersuchen,
wurde mIGFBP-4 in Kolonkarzinomzellen exprimiert. Durch Transfektion der
Mutterlinie mit dem Transfektionsvektor ohne mIGFBP-4 war die Moglichkeit
gegeben, spezifische Wirkungen von IGFBP-4 von einem evtl. Transfektionseffekt zu
unterscheiden. Zusatzlich war durch eine mIGFBP-4-Transfektion in antisense-
Richtung eine Unterdrickung des endogen gebildeten IGFBPs mdglich.

Fiar die Transfektion wurden LS1034-Zellen verwendet, die eine hohe endogene
IGF-II-Expression besitzen und gleichzeitig gegenuber exogenem IGF-Il sensitiv
sind, Isreco-1-Zellen, die kein IGF-Il produzieren und IGF-lI-insensitiv sind, sowie die
zu lIsreco-1-Zellen korrespondierende Lebermetastase Isreco-2 die zwar keine

eigene IGF-II Produktion zeigt, aber IGF-II-sensitiv ist.

6.2.1 Uberprifung der sense- und antisense-Richtung der mIGFBP-4
cDNA im Transfektionsvektor pCl-neo mittels Restriktionsanalyse

Die 1176 bp lange cDNA des murinen |IGFBP-4 wurde in sense- und
antisense-Richtung in den Expressionsvektor pCl-neo einkloniert. Fur diese
Klonierung wurde die Restriktionsschnittstelle EcoR | benutzt, die in der multiplen
Klonierungsstelle lokalisiert ist. Die Plasmid-DNA fur die mock-Transfektion des

leeren Expressionsvektors wurde mit dem Restriktionsenzym Hind Il Gberpruft.
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Hind Il schneidet pCl-neo an zwei Stellen. Die daraus resultierenden Fragmente
wurden im 1,5 %igen Agarosegel in der erwarteten Grofze von 3815 bp und 1659 bp
sichtbar (Abbildung 16). Die Klonierung der cDNA von mIGFBP-4 wurde Uberpruft,
indem pCl-neo-mIGFBP-4 mit EcoR | gespalten wurde. Die FragmentgroRen der
Expressionsvektoren mit sense- und antisense-mIGFBP-4 entsprechen nach dem
Verdau der Lange des leeren pCl-neo-Vektors sowie der Lange der eingeflgten
cDNA. Die Richtung der Klonierung wurde mittels Sma |-Restriktionsverdau
Uberpruft. Das Enzym Sma |l spaltet zum einen an einer Stelle in der multiplen
Klonierungsstelle des Vektors und zum anderen in der klonierten cDNA. Flr den
antisense-cDNA enthaltenden Vektor wurden Fragmente in der Grof3e von 6183 bp
und 467 bp erwartet und die Fragmente des sense-cDNA enthaltenden Vektors
sollten den Grdolen von 5879 bp und 771 bp entsprechen. Die im 1,5 % igen

Agarosegel detektierten Banden entsprachen den erwarteten GroRen (Abbildung 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 16: Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA
von pCl-neo, pCl-neo-mIGFBP-4 antisense und
pCl-neo-IGFBP-4 sense.

Spuren 1 und 9: 1 kb DNA Ladder; Spuren 3 und 7:
Puc Mix Marker 8; Spur 2: pCl-neo (Hind Ill); Spur 4:
pCl-neo-mIGFBP-4 antisense (EcoR I); Spur 5: pCl-
neo-mIGFBP-4 sense (EcoR l); Spur6: pCl-neo-
mIGFBP-4 antisense (Smal); Spur8: pCl-neo-
mIGFBP-4 sense (Sma l).

6.2.2 Selektion der Klone mit G418

Eine stabile Transfektion zielt auf ein hohes Expressionsniveau der eingeschleusten
cDNA ab. Zellen, welche die Plasmid-DNA aufgenommen hatten wurden mit G418
(Geneticin) selektioniert, weil sie auf der Plasmid-DNA das entsprechende
Neomycin-Phoshotransferase(neo)-Gen enthielten, welches ihnen eine Resistenz
gegenuber G418 verlieh. Um nach der Transfektion Zellen ohne aufgenommenes
Konstrukt zu eliminieren, wurde zunachst die spezifische letale Konzentration von
G418 in den Mutterlinien ermittelt. Abbildungen 17 bis19 zeigen die Hemmung der
Proliferation durch G418 im Vergleich zur Kontrolle.
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Wahrend fur LS1034-Zellen die letale Dosis 1 mg/ml betrug, erwiesen sich Isreco-1-
und Isreco-2-Zellen als resistenter. Deshalb wurden LS1034-Zellen bei einer
Konzentration von 1 mg/ml und Isreco-1- und Isreco-2-Zellen bei einer Konzentration
von 2 mg/ml G418 selektioniert.

Von jeder Zelllinie wurden zwischen 60 und 100 Klone gepickt, 10 bis 20 aus der
mock-Kontrolle, 40 bis 60 aus den sense-transfizierten Zellen und 10 bis 20 aus den

antisense-transfizierten Zellen. Alle sense-Klone, die in der PCR aus dem



133 Ergebnisse

Kawasakiverdau mIGFBP-4 positiv waren, wurden serumfrei gesetzt. Das daraus
resultierende konditionierte Medium wurde in einem Ligandenblot auf die Expression
eines funktionellen IGFBP-4-Proteins untersucht. Klone, die eine hohe funktionelle
IGFBP-4-Expression aufwiesen, wurden fur weitere Untersuchungen verwendet.
Darlber hinaus wurden jeweils ein mock-Klon und ein antisense-Klon fur weitere

molekularbiologische und funktionelle Analysen ausgewahit.

6.2.3 Expression von mIGFBP-4 und IGF-Il auf mRNA-Ebene in Mutterlinie

und Zellklonen

Wie aus den Abbildungen 20A, 21A und 22A ersichtlich wird, konnte das bereits
genomisch identifiziete mIGFBP-4 mit spezifischen Primern in den
mIGFBP-4-transfizierten Zellen auch auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Die
korrespondierenden Kontrollen zeigen keine Expression von mIGFBP-4. Mit Primern
fir hIGFBP-4 wurde die Expression von endogenem IGFBP-4 sowohl in den
Kontrollen als auch in den mIGFBP-4 positiven Klonen nachgewiesen (Abbildungen
20B, 21B und 22B). Zusatzlich wurde noch die mRNA von (-Aktin, einem konstitutiv
exprimierten Gen, als Kontrolle amplifiziert (Abbildungen 20D, 21C und 22C).
Transkripte fur IGF-Il wurden nicht nur in nicht-transfizierten LS1034-Zellen
detektiert, sondern auch in mock-transfizierten, sense-transfizierten und antisense-
transfizierten Klonen (Abbildung 20C). Isreco-1- und Isreco-2—Zellen sowie ihre

korrespondierenden Zellklone exprimieren kein IGF-Il (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20: Nachweis des endogen exprimierten hiIGFBP-4,
des exprimierten mIGFBP-4 sowie von IGF-Il und B-Aktin
RT-PCR in LS1034-Zellen und den
korrespondierenden Klonen.

Spur M: 500 ng Puc Mix Marker 8; Spur1: LS1034
(Mutterlinie), Spur 2: mock-Kontrolle CI01; Spuren 3, 4 und 5:
mIGFBP-4 sense-Klone CI12, CI14 und CI15; Spur 6:
mIGFBP-4 antisense-Klon CI23, Spur -: Negativkontrolle.

A: hIGFBP-4, 310 bp, B: mIGFIGFBP-4, 354 bp, C:IGF-Il,
336 bp, D: B-Aktin, 613 bp.

mittels

Abb. 21: Nachweis des endogen exprimierten hIGFBP-4,
des exprimierten mIGFBP-4 und von B-Aktin mittels RT-
PCR in Isreco-1-Zellen und den korrespondierenden
Klonen.

Spur M:  500ng Puc Mix Marker 8;  Spur 1:
(Mutterlinie), Spur 2: mock-Kontrolle CI0O7; Spuren 3, 4und 5:
mIGFBP-4 sense-Klone CI22, CI32 und CIl47; Spur 6:
mIGFBP-4 antisense-Klon CI89, Spur -: Negativkontrolle.

A: hIGFBP-4, 310 bp, B: mIGFIGFBP-4, 354 bp, C: B-Aktin,

613 bp.

Isreco-1

Abb. 22: Nachweis des endogen exprimierten hIGFBP-4,
des exprimierten mIGFBP-4 und von B-Aktin mittels RT-
PCR in
Klonen.
SpurM: 500ng Puc Mix Marker 8;
(Mutterlinie), Spur 2: mock-Kontrolle CI06; Spuren 3, 4 und 5:
mIGFBP-4 sense-Klone CI17, CI18 und CI26; Spur 6:
mIGFBP-4 antisense-Klon Cl48, Spur -: Negativkontrolle.

A: hIGFBP-4, 310 bp, B: mIGFIGFBP-4, 354 bp, C: B-Aktin,
613 bp.

Isreco-2-Zellen und den korrespondierenden

Spur 1:  Isreco-2
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6.2.4 Expression des mIGFBP-4-Proteins in Mutterlinie und transfizierten

Zellklonen von LS1034-, Isreco-1- und Isreco-2-Zellen

Die Analyse der Zelllinien LS1034 (Abbildung 23), Isreco-1 (Abbildung 24) und
Isreco-2 (Abbildung 25) und ihrer jeweiligen Zellklone mittels Westernliganden- und
Westernimmunoblot erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Endogenes IGFBP-4
und auch exprimiertes mIGFBP-4 sind in der Lage, '*°I-markiertes IGF-Il zu binden.
Dass eine starke Expression von mIGFBP-4 in den sense-Klonen der drei
verschiedenen Zelllinien stattfindet, wird vor allem an dem 24 kDa grof3en Protein
sichtbar, welches das unglykosylierte IGFBP-4 darstellt (Abbildungen 23-25A). In
LS1034-Zellen wird auch das glykosylierte 28 kDa grol’e IGFBP-4-Uberexprimiert
(Abbildung 23). Da neben IGFBP-4 weitere IGFBPs in den Zelllinien exprimiert
werden und diese ebenfalls IGF-II als Liganden besitzen, wurde die Expression von
IGFBP-4 mit einem IGFBP-4 spezifischen Antikdrper im Immunoblot bestatigt
(Abbildungen 23-25B). In LS1034-Zellen detektiert der IGFBP-4-Antikdrper zusatzlich
noch ein ca. 18 kDa groRes Protein, welches wahrscheinlich ein Spaltprodukt von
IGFBP-4 darstellt.

kDa
35— Abb. 23: Westernligandenblot (A) und

A Westernimmunoblot (B) der Zelllinie

25— PN p
LS Clo1 Ci2 ch4 cits Ci3 LS: Mutterlinie, CI01: mock-Kontrolle,
kDa Cl12, Cl14, CI15: sense-Klone, CI23:

25— antisense-Klon.

(|

18.4—

LS Clo1 Cl12 Cl14 Ci15 Ci23
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6.3 Funktionelle Analyse von IGFBP-4

6.3.1 Wirkung von IGFBP-4 auf die Proliferation

Es ist bekannt, dass die Komponenten des IGF-Systems in die Regulierung der
Proliferation eingreifen. Wahrend die Liganden IGF-l und IGF-Il in der Regel
mitogene Signale Uber den IGF-IR vermitteln, besitzen viele IGF-Bindungsproteine
das Potential, diese Signalvermittlung zu verhindern. In mehreren Zelltypen wurde
die hemmende Wirkung von IGFBP-4 auf die Proliferation beschrieben.

In dieser Arbeit sollte nun die Wirkung von IGFBP-4 auf die Proliferation von
kolorektalen Karzinomzellen untersucht werden. LS1034-Zellen, welche endogen
IGF-Il exprimieren, wurden durch die Uberexpression von IGFBP-4 in ihrer
Proliferation gehemmt (Abbildung 26). Bei Zugabe von exogenem IGF-Il in
steigenden Konzentrationen konnte sowohl bei nicht-transfizierten als auch bei
transfizierten LS1034-Zellen die Proliferation stimuliert werden (Abbildung 26).
Jedoch erreichten die IGFBP-4-Uberexprimierenden Klone auch unter Zugabe von

exogenem IGF-Il nicht das Proliferationsniveau der Mutterlinie (Abbildung 26). Dass
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die Proliferation in LS1034-Zellen stark IGF-abhangig ist, wird zusatzlich durch das
proliferative Verhalten des antisense-Klones (CI23) (Abbildung 26) unterstutzt,
dessen Proliferationsrate in An- und Abwesenheit von exogenem IGF-Il hdher war
als die der Mutterlinie oder von mock-transfizierten Zellen, weil im antisense-Klon die
Bildung von endogenem IGFBP-4 Protein unterdrickt wird (Abbildung 23).
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Abb. 26: Wirkung von mIGFBP-4 auf die basale und IGF-II-stimulierte Proliferation in LS1034-
Zellen.

Die Hemmung der basalen Proliferation von LS1034 durch Uberexpression von IGFBP-4 kann durch
Zugabe von IGF-II unterdriickt werden. Signifikante Steigerung der Proliferation in CI12, Cl14, CI15
(*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001) durch Zugabe von 50 bzw. 250 ng IGF-II/ml gegenliber den
korrespondierenden unbehandelten Klonen. ?P<0,05, ®P<0,01, °P<0,001 versus unbehandelten
LS1034; °P<0,05, °P<0,001 versus LS1034 + 50 ng/ml IGF-II; "P<0,05, 'P<0,01, 'P<0,001 versus
LS1034 + 250 ng/ml IGF-II.

Eine Veranderung der basalen Proliferation durch exprimiertes mIGFBP-4 in den
Zelllinien Isreco-1 (Abbildung 27) und Isreco-2 (Abbildung 28), die kein endogenes
IGF-II besitzen, konnte nicht festgestellt werden.

In der Isreco-1-Zelllinie sowie in deren transfizierten Klonen erfolgte auch durch
exogenes IGF-Il keine Anderung des Proliferationsverhaltens (Abbildung 27).
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Abb. 27: Wirkung von mIGFBP-4 auf die Proliferation in Isreco-1-Zellen mit und ohne IGF-II.

In Isreco-1-Zellen wurde kein Effekt von mIGFBP-4 auf die Proliferation beobachtet.

Der Einfluss von IGFBP-4 in den IGF-sensitiven Isreco-2-Zellen, zeigte sich erst in
der IGF-Il-induzierten Proliferation. Unter Zugabe von exogenem IGF-Il war die
Proliferation in den mIGFBP-4-exprimierenden Klonen niedriger als in der Mutterlinie
oder den mock-transfizierten Zellen (Abbildung 28).

Die erhobenen Befunde zur Wirkung von mIGFBP-4 auf die Proliferation in LS1034,
Isreco-1 und Isreco-2-Zellen sprechen daflir, dass IGFBP-4 die Proliferation in

diesen Kolonkarzinomzellen Uber die Bindung von verfigbarem IGF-II reguliert.
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Abb. 28: Wirkung von mIGFBP-4 auf die basale und IGF-II-stimulierte Proliferation in Isreco-2-
Zellen.

Ohne endogenes IGF-II liegt kein Unterschied im Proliferationsverhalten zwischen nicht-transfizierten
Isreco-2-Zellen und den mIGFBP-4 sense-Klonen vor. mIGFBP-4 hemmt die IGF-Il-stimulierte
Proliferation, was unter Zugabe von exogenem IGF-II sichtbar wird. Signifikante Steigerung der
Proliferation in den mIGFBP-4 sense-Klonen CI17, CI18 und CI26 *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
durch Zugabe von 250 ng IGF-II/ml. ®P<0,01, °P<0,001 versus unbehandelten Isreco-2; °P<0,05
versus Isreco-2 + 50 ng/ml IGF-Il; "P<0,05, 'P<0,01 versus Isreco-2 + 250 ng/ml IGF-II.

6.3.2 Wirkung von IGFBP-4 auf die Koloniebildung

Der maligne Phanotyp einer transformierten Zelle aufRert sich dadurch, dass das
Wachstum in diesen Zellen unaufhdrlich aufrecht erhalten wird und so schliellich ein
Tumor entsteht. Dieses Verhalten transformierter Zellen wird ermoglicht durch den
Verlust der Kontaktinhibition, die in normalen Zellen eine unaufhérliche Teilung
verhindert.

Der maligne Phanotyp von LS1034-, Isreco-1- und Isreco-2-Zellen, sowie ihrer
korrespondierenden Klone wurde anhand ihrer Koloniebildung im semi-soliden
Medium unter Verwendung von Methylcellulose getestet. Ebenso wurde untersucht,
ob exogenes IGF-Il auf die Koloniebildung der untersuchten Kolonkarzinomzelllinien
Einfluss nimmt.

Eine Uberexpression von IGFBP-4 fiihrte in allen drei Zelllinien zu einer signifikant
verminderten  Koloniebildung. Die Anzahl der Kolonien war in den
mIGFBP-4-exprimierenden Zellklonen in allen 3 Zelllinien gegenuber den Mutterlinien
um 50-80 % reduziert (Abbildung 29, 30 und 31). Dahingegen zeigte eine exogene
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Zugabe von IGF-Il in keiner der untersuchten Zelllinien einen Effekt auf die Anzahl
der Kolonien, was eine Bedeutung von frei verfugbarem IGF-Il fur die Koloniebildung
in Frage stellt (Abbildung 29, 30 und 31).

300
5 LS1034
g 250 B (mock) CI01
8 200 (sense) Cl12
Y 150 I (sense) Cl14
& 100 H (sense) Cl15
IS [ (antisense) CI23
S 50
0
< <t
oI 858 FIeq
HhOOCOODO HhOOCODOO
- -
50 ng/ml IGF-II

Abb. 29: Koloniebildung in LS1034-Zellen.

In LS1034-Zellen wurde die Anzahl der Kolonien in den mIGFBP-4 sense-Klonen um 55-76 %
reduziert. Exogenes IGF-Il hatte keinen Einfluss auf die Koloniebildung. °P<0,001, versus LS1034;
'P<0,001, versus LS1034 + 50 ng/ml IGF-II.

Die Expression von mIGFBP-4 antisense-cDNA fuhrte in Isreco-1-Zellen
(Abbildung 30) zu einer deutlich erhdhten Anzahl von Kolonien, wahrend in LS1034
(Abbildung 29) und in Isreco-2-Zellen (Abbildung 31) das antisense-Konstrukt zu

keiner Veranderung der Koloniebildung flhrte.
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Abb. 30: Koloniebildung in Isreco-1-Zellen.

In Isreco-1-Zellen wurde die Anzahl der Kolonien in den mIGFBP-4 sense-Klonen um 45-80 %
reduziert. Exogenes IGF-Il hatte keinen Einfluss auf die Koloniebildung. “P<0,001, versus Isreco-1;
'P<0,001, versus Isreco-1 + 50 ng/ml IGF-II.
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Abb. 31: Koloniebildung in Isreco-2-Zellen.

In Isreco-2-Zellen wurde die Anzahl der Kolonien in den mIGFBP-4 sense-Klonen um 61-79 %
reduziert. Exogenes IGF-II hatte keinen Einfluss auf die Koloniebildung. °P<0,001, versus Isreco-2;
'P<0,001, versus Isreco-2 + 50 ng/ml IGF-II.
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6.3.3 Wirkung von IGFBP-4 auf die Invasion

Die meisten kolorektalen Karzinome entstehen aus Adenomen. Das Risiko sich zu
einem invasiven Karzinom zu entwickeln nimmt mit zunehmender GrolRe eines
Adenoms zu. Die Tumorhistologie (Grad der Differenzierung, Grad der Infiltration

etc.) spielt hierbei ebenfalls eine Rolle.

In vitro kann man das invasive Potential von Zellen testen, indem man den Durchtritt
der Zellen durch eine semipermeable Barriere misst.

Unter Standardbedingungen migrierten 15 % der LS1034-Zellen innerhalb von 16 h
durch diese Barriere (Abbildung 32). Geringgradig differenzierende Isreco-1-Zellen
(Abbildung 33) zeigen von den drei untersuchten Kolonkarzinomzelllinien die héchste
Invasionsrate von ca. 30 %, wahrend Zellen der korrespondierenden Lebermetastase
Isreco-2, die etwas besser differenzieren, kaum durch diese Barriere wandern.
Wegen der fehlenden Migration der Isreco-2-Zellen konnte diese Untersuchung bei
diesem Zelltyp nicht durchgeflhrt werden.

Ob IGF-Il und IGFBP-4 einen direkten Einfluss auf die invasive Kapazitat von
LS1034 bzw. Isreco-1-Zellen nehmen, wurde anhand des Inavsionsassays ebenfalls
untersucht. Die Invasionsrate von LS1034-Zellen konnte durch exogenes IGF-II
signifikant gesteigert werden, wahrend IGF-Il als exogenes Stimulans keinen Effekt
auf die Migration von Isreco-1-Zellen hatte (Abbildung 32 und 33).

Die Uberexpression von IGFBP-4 bewirkte in LS1034 eine signifikante Hemmung der
aktiven Migration, sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von exogenem
IGF-II (Abbildung 32). Eine Uberexpression von IGFBP-4 hatte dagegen keinen
Einfluss auf die Migration von Isreco-1-Zellen (Abbildung 33).

Da Isreco-1-Zellen keinen funktionellen IGF-IR besitzen, sprechen die in
LS1034- und Isreco-1-Zellen erhobenen Befunde fiur eine IGFBP-4-bedingte

Regulation der Invasion, die auf der Bindung von IGF-II beruht.
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Abb. 32: Wirkung von mIGFBP-4 auf die Invasionsrate von LS1034-Zellen mit und ohne IGF-II

als ,Chemotaxin“.

Die Hemmung der Migration von LS1034-Zellen durch die Membran bei mIGFBP-4 Uberexpression,

konnte durch IGF-Il als zusatzliches Chemotaxin teilweise aufgehoben werden. Signifikante
Steigerung der Migration in CI12, Cl14 und CI15 (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001) durch Zugabe von
50 bzw. 250 ng IGF-II/ml. ®pP<0,01, °P<0,001) versus LS1034 ohne IGF-II; °P<0,05, 'P<0,01 versus
LS1034 + 50 ng/ml IGF-II; "P<0,05, 'P<0,01 versus LS1034 + 250 ng/ml IGF-I.
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Abb. 33. Wirkung von mIGFBP-4 auf die Invasionsrate von Isreco-1-Zellen mit und ohne IGF-II

als , Chemotaxin“.

Die Uberexpression von mIGFBP-4 bewirkt keine Verénderung des Migrationsverhaltens von

Isreco-1-Zellen und den korrespondierenden Klonen.
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6.4 Herstellung von subtraktiven cDNA-Banken aus nicht-transfizierten
und mIGFBP-4-exprimierenden LS1034-Zellen unter Verwendung

der , Suppression-Subtractive-Hybridization“-Methode

Fir die Herstellung der subtraktiven cDNA-Banken wurden LS1034-Zellen und der
korrespondierende CI15 (sense-mIGFBP-4) ausgewahlt, da die Uberexpression von
mIGFBP-4 in dieser Zelllinie bezuglich aller untersuchten Tumor-relevanten
Parameter starke Effekte zeigte. Folglich wurde in dieser Zelllinie die hochste Rate
an differentiell regulierten Genen erwartet.

Zur Erstellung der cDNA-Banken wurde das Verfahren der ,Suppression-Subtractive-
Hybridization“ verwendet, durch das differentiell exprimierte Gene angereichert
werden. Nachdem die subtraktiven-cDNA Banken aus LS1034-Zellen und dem
sense-mIGFBP-4-Klon (CI15) hergestellt waren, wurden cDNAs von differentiell
exprimierten Genen zwischen LS1034-Zellen und transfizierten Klonen mit Hilfe der

cDNA-Array-Hybridisierung identifiziert.

6.4.1 Isolierung der mMRNA aus Gesamt-RNA

Zum Zweck der Erstellung von cDNA-Banken wurde die Gesamt-RNA aus LS1034-
Zellen und den korrespondierenden Klonen isoliert. Die Isolierung der poly (A)"-RNA
erfolgte wie unter Punkt 5.4.3 beschrieben. Durch UV-Messung wurde die
RNA-Konzentration bestimmt und fiir die Anreicherung der poly (A)*-RNA jeweils

550 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Es wurden folgende Mengen an poly (A)"-RNA

isoliert:

Zelllinie Gesamt-RNA [ug] poly (A)"-RNA [ug]
LS1034 550 7,9
LS1034-mIGFBP-4 CI15 550 4,2

Der Anteil an mRNA in eukaryontischen Zellen bewegt sich je nach Zelltyp zwischen
1 % und 3 %. Wahrend der Anteil der isolierten mRNA von LS1034-Zellen bei 1,4 %
und damit im erwarteten Bereich lag, war die Ausbeute der mRNA aus
LS1034-mIGFBP-4 CI15 mit 0,76 % eher gering. Da fur die cDNA-Synthese
allerdings nur 2 uyg mRNA bendtigt wurden, reichte die gewonnene Menge an mRNA

aus.
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Zur Uberpriifung der Qualitdt der angereicherten poly (A)*-RNA, welche zur
Erstellung der subtraktiven Banken herangezogen werden sollte, wurde diese und
ein Aliquot der poly (A)-RNA in einem TBE-Agarosegel (1 %) aufgetrennt
(Abbildung 34). Es wurden 0,5 pl der in 20 pl Aqua bidest. gelésten mRNA
aufgetragen. Daraus ergaben sich die etwas unterschiedlichen Bandenstarken fur
LS1034 (198,5 ng) und CI15 (105, 5 ng). Als Kontrolle wurden ebenfalls 0,5 ul des
Durchlaufs (1 ml), d.h. ca. 250 ng der nicht an die Oligo-(dT)-Cellulose gebundenen
RNA aufgetragen (Spuren 4 und 5). Diese poly (A)-RNA weist deutlich 3 Banden
auf. Die beiden oberen Banden korrespondieren mit der 28 S-rRNA bzw. mit der
18 S-rRNA. Unterhalb von 200 bp des Langenstandards ist die tRNA im Gel zu
sehen. Da die RNA im Agarosegel deutliche Banden aufwies, wobei die 28SrRNA
ungefahr doppelt so stark war wie die 18SrRNA, konnte davon ausgegangen
werden, dass keine Degradation der RNA bis zu diesem Zeitpunkt der
mRNA-Anreicherung stattgefunden hatte. Die poly (A)*-RNA in den Spuren 2 und 3
wurde als breite Bande im Vergleich zum Langenstandard zwischen 12 000 bp und
400 bp aufgetrennt. Reste der ribosomalen RNA sind noch zu erkennen, die tRNA
war hingegen nicht mehr nachweisbar. Die GroRenverteilung der poly (A)*-RNA lieR

darauf schliel3en, dass keine RNA-Degradierung vorlag.

Abb. 34: Gelanalyse der angereichterten poly (A)*-RNA
und der poly (A)-RNA.

Spur 1: 100 ng kb DNA Ladder; Spur2: mRNA LS1034
(198 ng), Spur 3: mRNA CI15 (105 ng); Spuren 4 und 5:
nicht an Oligo-(dT)-Cellulose gebundene RNA (ca. 250 ng)
von LS1034 und CI15.
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6.4.2 CcDNA-Synthese und Spaltung mit Rsal

Zur Erstellung der subtraktiven Banken wurden insgesamt 2 ug der isolierten
poly (A)*-RNA verwendet. Die cDNA-Synthese, d.h. die Erststrangsynthese und die
sich anschlieRende Synthese des Zweitstranges wurden wie unter 5.4.6 beschrieben
durchgefuhrt. Nach Glattung der Enden mit T4-DNA-Polymerase und anschlieliender
Aufreinigung durch Phenolextraktion und Fallung, wurde die erhaltene cDNA mit
Rsal gespalten. Die Erzeugung kleinerer cDNA-Fragmente durch diese Spaltung
wurde in einem 0,8 %igen TBE-Agarosegel kontrolliert. Aufgetragen wurden
ungefahr 1/50 der cDNA vor und nach der Spaltung (Abbildung 35). Die Spaltung mit
Rsal ergab eine Verschiebung der cDNA-FragmentgréRen von grofer 10 000 bp bis
ca. 300 bp zu ca. 2000 bp bis ca. 150 bp. Die Rsal-gespaltene cDNA wurde als
»1reiber-cDNA in der subtraktiven Hybridisierung eingesetzt.

Abb. 35: Gelanalyse der cDNA vor und nach Rsal-
Spaltung.

e Die doppelstrangige cDNA aus LS1034-Zellen und dem
mIGFBP-4 sense-Klon (CI15) wurden mit
Rsal-gespalten. Der Probenauftrag im Gel war
folgendermafien: 100 ng kb DNA Ladder (Spur 1), cDNA
LS1034 ungespalten (Spur2), cDNA LS1034

Rsal-gespalten (Spur 3), Leerspur (Spur 4), cDNA CI15

4072
3054

2036
1636

1018

506/517

H

ungespalten (Spur5), cDNA CI15 Rsal-gespalten
(Spur 6).

6.4.3 Ligation der Adaptoren an Rsal-gespaltene cDNA-Fragmente

Zur Herstellung der ,Tester-cDNA wurden Adaptoren an die mit Rsal-gespaltene
cDNA ligiert. Zur Kontrolle der Ligation der Adaptoren 1 und 2 an die cDNA wurde
gleichzeitig eine Ligation der Adaptoren an die Fragmente eines
DNA-Langenstandards (BM-IX) durchgeflhrt, der ebenfalls mit Rsal gespalten
worden war. Weiterhin wurden an einen Teil der cDNA in einem Ansatz beide
Adaptoren ligiert, so dass ca. 1/3 der cDNA verschiedene Adaptoren an den Enden
trug. Abbildung 36 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung des Langenstandards
mit ligierten Adaptoren und Rsal-Spaltung im Vergleich zum Langenstandard ohne
Adaptoren. Nach der Ligation der Adaptoren an die cDNA-Fragmente des
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Langenstandards laufen ein Teil der jeweiligen Banden des Langenstandards etwas
langsamer im Gel. Die Analyse der Kontrolle im TBE-small-DNA-Agarosegel (2 %)
zeigte, dass die Ligation der Adaptoren zumindest an die Fragmente des Markers
unter den gegebenen Bedingungen (5.4.8) erfolgreich war.

Abb. 36: Gelanalyse der Kontrolligation der
1353

1078
872

Adaptoren 1und 2 an einen DNA-Langenstandard
(BM-IX).

Auftragung der Proben: 100 ng BM-IX (Spur 1 und4),
BM-IX-1 (Spur 2), BM-IX-2 (Spur 3).

603

310
281/271
234
194

118

Die erfolgreiche Ligation der Adaptoren an die cDNA wurde weiterhin durch eine
PCR mit dem PCR-Primer1 und der verdinnten Kontrollligation mit beiden
Adaptoren nachgewiesen. Die Produkte dieser PCR trennten sich von etwa 300 bp
bis 3000 bp nach der Gelelektrophorese im Agarosegel (1 %) auf (Abbildung 37,
Spuren 3 und 4).

6.4.4 Subtraktive Hybridisierung und Suppressor-PCR

Nachdem die Ligation der Adaptoren an die cDNA erfolgt war, wurde die subtraktive
Hybridisierung durchgefuhrt. Im ersten Schritt der subtraktiven Hybridisierung wurde
jeweils cDNA mit Adaptor (,Tester) mit cDNA ohne Adaptor (,Treiber) von der
jeweils anderen Zellinie hybridisiert. Pro Adaptor wurde eine Reaktion angesetzt. Bei
der ersten Hybridisierung erfolgt neben der Subtraktion (Hybridisierung von ,Tester*-
mit ,Treiber‘-Molekulen) auch eine Normalisierung der Haufigkeiten der cDNAs, die
nur in der ,Tester‘-Population, bzw. dort haufiger als in der ,Treiber‘-Population
vorkommen, weil beim SSH-Verfahren doppelstrangige cDNA verwendet wird.
Dadurch werden auch cDNAs von schwach exprimierten differentiellen Genen sehr
gut angereichert. Nach der ersten Hybridisierung wurden die korrespondierenden
Ansatze mit den beiden verschiedenen Adaptoren unter weiterer Zugabe frischer

»1reiber‘-cDNA zusammengegeben.
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Bei diesem zweiten Schritt konnten sich nun bis dahin einzelstrangig gebliebene
»1ester-Moleklile eines Gens finden und doppelstrangige Moleklile mit
verschiedenen Adaptoren an den Enden bilden. Nur solche Molekule wurden in der
sich anschlieRenden Suppressor-PCR exponentiell vermehrt, die in zwei Schritten,
erst mit einem in den Adaptoren auf3en liegenden Primer und dann mit weiter innen
liegenden ,nested“-Primern, erfolgte. Der eigentlich Suppressor-Effekt tritt dabei nur
bei der ersten PCR auf, weil dort noch die vollstandigen Adaptoren vorhanden sind.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Agarosegel (1 %) analysiert. Von der
ersten PCR wurden 8 ul und von der zweiten PCR 5 pl aufgetragen. Wahrend die
Produkte der ersten PCR-Amplifizierung relativ schwach zu erkennen waren, sind die
Signale der zweiten PCR-Amplifizierung deutlich starker (Abbildung 37). Vergleicht
man die Produkte aus der subtraktiven Hybridisierung mit denen der Kontrolle, wird
deutlich, dass diese schwacher waren als die Kontrollen vor der subtraktiven
Hybridisierung in der ersten PCR-Amplifizierung. In der zweiten PCR-Amplifizierung
war dieser Unterschied nicht mehr zu sehen, sondern eher eine Abnahme der
Signalstarke bei den Kontrollen. Die Produkte der Kontrollen trennen sich zwischen
ca. 300 bp und etwas mehr als 3000 bp im Vergleich zum Langenstandard auf. Die
Produkte nach der subtraktiven Hybridisierung bewegten sich zwischen 200 bp und
2000 bp in beiden PCR-Amplifikationen und sind klrzer als ihre Kontrollen.
Abbildung 37 zeigt reprasentative Suppressor-PCRs, die fir die Klonierung der

subtraktiven Bank verwendet wurden.
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Abb. 37: Suppressor-PCR.

Die Suppressor-PCR besteht aus zwei Stufen, die erste PCR wurde mit dem aullen liegenden
Primer 1 und die sich anschlieBende zweite PCR wurde mit weiter innen liegenden ,nested-Primern
durchgefuhrt. Die Aufteilung der Proben im Gel war wie folgt: 100 bp DNA Ladder Plus (100 ng)
(Spur M), LS1034 subtrahiert (Spur 1), CI15 subtrahiert (Spur 2), LS1034 Kontrolle nicht subtrahiert
(Spur 3), CI15 Kontrolle nicht subtrahiert (Spur 4). Links erste PCR, Rechts zweite PCR.

6.4.5 Klonierung der subtrahierten cDNA

Zur Entfernung der Tag-Polymerase, wurde die subtrahierte cDNA aus der zweiten
Suppressor-PCR durch Phenolextraktion mit anschlieliender Fallung aufgereinigt.
Bevor die subtrahierte cDNA in das Plasmid (pBSIISK MO) kloniert wurde, erfolgte
eine Spaltung in den Adaptoren mit BssHIl. Anschlielend wurde die subtrahierte
cDNA in einem TBE-Low Gelling Typ VIl-Agarosegel gréRenfraktioniert und
cDNA-Fragmente kleiner als 200 bp wurden durch Abschneiden des Gels unterhalb
dieser Molekulgrofle entfernt. Nach weiterer Gelelektrophorese bei umgekehrter
Polung wurden die cDNA-Molekule >200 bp in einer Bande ausgeschnitten und aus
dem Gel eluiert (Abbildung 38).

Die so aufgereinigte cDNA von LS1034 und CI15 wurde in das Plasmid
(pBSIISK MO) ligiert. Diese Plasmide wurden durch Elektroporation in E. coli
transformiert. Ein Teil (30 pl) der Bakterien wurde auf LB-Ampicillin-Platten
ausgestrichen, der Rest als Glycerin-Dauerkultur konserviert. Die erhaltenen
Bakterienkolonien wurden ausgezahlt und dann abgeschwemmt, um die

Plasmid-DNA zu isolieren.
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Die Hochrechnung der erhaltenen Kolonienzahl auf die gesamten Kulturen ergab
etwa 45 000 Kolonien fur die LS1034-Bank und etwa 55 000 Kolonien fur die CI15-
Bank.

LS1034 Cl15

Abb. 38: GroRenfraktionierung der
subtrahierten und BssHIl-gespaltenen
cDNA von LS1034- und Cl15-Zellen.

3000
2000
1500

1200 Nach der Elektrophorese wurde der untere

1031

900 Teil des Gels bei einem Molekulargewicht

700 von 200 bp abgeschnitten. Alle groéfReren
Fragmente wurden einer weiteren
Elektrophorese bei umgekehrter
Laufrichtung unterzogen und dann fir die
Klonierung ausgeschnitten. Als
Langenstandard wurden 500 ng

100 bp DNA Ladder Plus aufgetragen.

Die isolierte Plasmid-DNA wurde ungespaltenen im Vergleich zum Plasmid ohne
cDNA-Insertionen (pBSIISK MO) in einem TBE-Agarosegel (1 %) aufgetrennt
(Abbildung 39). Bei der Plasmid-DNA aus den Bakterienkolonien lief nur ein sehr
kleiner Anteil auf Hohe der Vektor-DNA im TBE-Agarosegel. Dies deutete darauf hin,
dass der Anteil des Vektors ohne cDNA-Insertion in den Banken sehr gering war. Der
groRte Teil der isolierten Plasmid-DNA lief deutlich hdher als der leere Vektor und
enthielt folglich cDNA-Fragmente.

10 000 Abb. 39: Isolierung der Plasmid-DNA aus abgeschwemmten
E. coli-Kolonien.
3000
2000 Die Probenauftragung im Gel war wie folgt: Spur 1: pBSIISK” MO-
1500 DNA LS1034 (1/50), Spur2:  pBSIISK"MO-DNA CI15 (1/50),
%% Spur 3: pBSIISK™MO (20 ng), Spur 4: 1 kb Ladder (250 ng). Die
»supercoiled“-Form des ,leeren“ Plasmids lauft auf einer Hohe von

ca. 1600 bp.

750

500
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6.4.6 Amplifizierung der cDNA-Insertionen mittels PCR

Nachdem gezeigt worden war, dass die Ligation der subtrahierten cDNA in den
Vektor erfolgreich war, wurden Kolonien fir die Amplifizierung der cDNA-Insertionen
gepickt. Insgesamt wurden aus 1728 Kolonien die cDNA-Insertionen wie unter Punkt
5.4.15 beschrieben amplifiziert. Die Amplifizierung der cDNA-Fragmente fand mit
Primern statt, die jeweils im Anschluss an die cDNA im Klonierungsvektor binden.
Die genauen Bedingungen der PCR wurden im Methodenteil beschrieben. Alle
amplifizierten Produkte wurden durch Auftrennung im TBE-Agarosegel (1 %)
analysiert. Zur Analyse wurden 0,5 pul PCR-Produkt im Vergleich zu einem
Langenstandard aufgetrennt. Abbildung 40 zeigt eine reprasentative Aufnahme eines
Agarosegels, das die aufgetrennten cDNA-Fragmente gegenuber dem
Langenstandard zeigt. In fast allen analysierten Ansatzen konnte ein Produkt
amplifiziert werden. Die GréRe der amplifizierten cDNA-Fragmente variierte zwischen
200 bp und maximal 2000 bp.

Abb. 40: PCR-Amplifizierung der
cDNA-Insertionen aus E. coli.
PCR-Reaktion mit 96-Proben. Pro
Reihe wurden 24 cDNA-Fragmente
aufgetragen, am &uleren Rand
b rmmnlionenn=ll ee®e.k T wurde der Langenstandard
(Spur M), 100 bp Ladder Plus
(100 ng), aufgetragen.

6.4.7 Herstellung von cDNA-Arrays und anschlieBende Hybridisierung mit

radioaktiv markierten cDNA-Sonden

Ob bereits differentiell exprimierte cDNA-Fragmente unter 192 cDNA-Klonen zu
finden waren, wurde ausgetestet, bevor Arrays mit 1536 Proben hergestellt wurden.
Es wurden zwei identische Arrays mit je 192 Proben mit Hilfe eines Replikators mit
der Hand aufgespottet. Bromphenolblau im PP-Puffer diente zur Sichtbarmachung
der Spots auf der Membran. Dadurch konnte man erkennen, ob die Proben

gleichmalig und punktgenau aufgetragen worden waren, nachdem 15-mal auf die
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gleiche Stelle gespottet worden war. Das mehrmalige Auftragen einer Probe auf
dieselbe Stelle sollte zum einen dazu dienen, dass eine ausreichend grof3e Menge
der Probe auf der Membran gebunden wurde und zum anderen gewahrleisten, dass
auf beiden Membranen die gleiche Menge appliziert wurde. Die weitere Behandlung
der Membran, z.B. Denaturierung und Fixierung der cDNA, ist im Methodenteil
beschrieben. Fur die Hybridisierung der Arrays des Vorversuchs (192 cDNA-
Fragmente) wurden cDNA-Sonden aus poly A'-RNA von LS1034 und CI15
hergestellt. In weiteren Versuchen stellte sich jedoch heraus, dass eine adaquate
Hybridisierung auch mit aus Gesamt-RNA hergestellten cDNA-Sonden mdglich war.
Hybridisierungen von Membranen mit mehr als 192 cDNA-Fragmenten erfolgten
deshalb mit aus Gesamt-RNA hergestellten Sonden. Bevor die cDNA radioaktiv
markiert wurde, wurde sie nochmals im Agarosegel (1 %) kontrolliert (Abbildung 41).
Nur qualitativ und quantitativ vergleichbare cDNAs wurden zur Hybridisierung

verwendet.

cDNAs vor der Markierung

Abb. 41: Beispiel verwendeter cDNAs fur die

radioaktive Markierung.

1116 —

692 — In  den auleren Spuren  wurden 500 ng

Puc Mix Marker 8 aufgetragen, in der Mitte cDNAs
190 — hergestellt aus Gesamt-RNA aus nicht-transfizierten
LS1034-Zellen (linke Spur) und transfizierten LS1034-

Zellen (restliche Spuren).

Nachdem die cDNA von LS1034 und CI15 mit a-[**P]-dCTP markiert worden war,
wurde sie fur die Hybridisierung eingesetzt. Nach der Hybridisierung wurden die
Arrays unter gleichen, stringenten Bedingungen gewaschen und die Signale mit dem
Phosphorimager nachgewiesen. Die Auswertung mit der Aida Software ergab, dass
von den 192 Proben 20 Kandidaten-Fragmente unterschiedlich exprimiert waren. Die
Sequenzanalyse der 20 cDNA-Fragmente zeigte, dass einige der cDNA-Fragmente
dem gleichen Gen oder der gleichen cDNA zugeordnet werden konnten. mIGFBP-4,
das in CI15 exprimiert ist, war z.B. dreimal unter diesen 20 cDNA-Fragmenten
vertreten. Nach dem Nachweis, dass die ldentifizierung differentiell exprimierter
Gene in den erstellten subtraktiven Genbanken grundsatzlich moglich war, wurden

Arrays mit 1536 cDNA-Fragmenten hergestellt.
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Die Herstellung der Arrays erfolgte zunachst mit dem Replikationssystem von Nunc
per Hand. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit stand jedoch ein Spot-Roboter zur
Verfligung, der die Arrays auf einer wesentlich kleineren Flache herstellen konnte.
Durch die kleinere Flache konnte das Hybridisierungsvolumen deutlich verringert
werden (von 7,5 ml auf 2 ml), wodurch die Hybridisierungskinetik, die proportional
zum Quadrat der Probenkonzentration ist, deutlich verbessert wurde. Weiterhin war
ein wesentlich gleichmalligeres Hybridisieren und Waschen der Arrays mdglich.
Zudem konnten sogenannte Hintergrundspots, die nur den Probenpuffer enthielten,
Uber die Membran verteilt als Kontrollspots aufgespottet werden. Diese Kontrollspots
dienten zum Abgleich des Hintergrunds in der jeweiligen Region und zur Kontrolle
der GleichmaRigkeit der Hybridisierung. Abbildung 42 stellt den Vergleich eines
handgespotteten Arrays (Makroarray) mit einem durch den Spot-Roboter

hergestellten Array (Mikroarray) dar.

Abb. 42: GroRenvergleich eines Makroarrys (A) zu einem Mikroarray (B).
Die Abbildung zeigt die Arrays nach ihrer Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten cDNA. Die

Membranen wurden mit dem Storm 860 1:1 eingescannt und sind in Originalgrof3e dargestellt.
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Alle Membranen wurden mit radioaktiv markierter cDNA von nicht-transfizierten
LS1034-Zellen, von mock-transfizierten LS1034-Zellen (CI01) und von mIGFBP-4
sense-transfizierten LS1034-Zellen (Cl14 und CI15) hybridisiert.

Im Gegensatz zu den Makroarrays, die mit a-[**P]-dCTP-markierter cDNA hybridisiert
wurden, eigneten sich fiir die Mikroarrays nur a-[>**P]-dCTP-markierte Sonden, die
pro Spot einen wesentlich kleineren Strahlungsradius erzeugten. Jede Hybridisierung
wurde mindestens zweimal unterschiedlich lang exponiert und mit der zur Verfigung
stehenden AIDA Software ausgewertet. Kurze Expositionszeiten dienten dazu, den
Unterschied zwischen starkeren Signalen zu ermitteln, ohne in den
Sattigungsbereich zu kommen. Langere Expositionszeiten wurden benutzt, um
Unterschiede zwischen schwacheren Signalen zu identifizieren. Der jeweils
reprasentative Wert wurde zur statistischen Auswertung herangezogen. Fur Signale,
die sich in beiden Expositionen im linearen Bereich befanden, wurde der
Durchschnitt ermittelt. Fur die statistische Auswertung wurden nur Membranen
herangezogen, die mit a-[**P]-dCTP-markierten Sonden hybridisiert worden waren,
um eine Vergleichbarkeit der Strahlungsintensitat zu gewahrleisten. Der in den
Abbildungen 43 bis 46 graphisch dargestellte Mittelwert mit Standardabweichung

setzt sich aus diesem Grund aus 5 unabhangigen Hybridisierungen zusammen.

6.5 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Nachdem gezeigt worden war, dass |IGFBP-4 effektiv die Proliferation, die
Transformation und die Invasion von LS1034 Kolonkarzinomzellen hemmt, war durch
die Herstellung und Analyse von subtraktiven Banken die Moglichkeit gegeben, die
Wirkung der mIGFBP-4-Uberexpression auf die Transkription verschiedener Gene zu
untersuchen. Anhand der ausgewerteten Hybridisierungen wurden insgesamt
66 cDNA-Fragmente identifiziert, die in allen Hybridisierungen in transfizierten Zellen
differentiell gegenuber der Mutterlinie reguliert waren. Nach der Sequenzierung
dieser cDNA-Fragmente konnten diese insgesamt 39 verschiedenen Genen
zugeordnet werden. 17 der 66 cDNA-Fragmente, die ein starkes Signal bei Cl14 und
CI15 aufwiesen, wurden als mIGFBP-4 identifiziert. Weiterhin waren noch sieben
andere Gene durch mehrere Fragmente vertreten, EMP-1 (epithelial membran
protein 1) viermal, HIF responsive RTP801 und HMGCS2 (mitochondriale 3-Hydroxy-
3-Methylglutaryl-Coenzyme A Synthase 2) jeweils dreimal, PTPRO (Protein Tyrosine
Phosphatase Rezeptor Type 0), VDAC2 (voltage-dependent anion channel 2) und
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HIG1 (hypoxia-inducible Gene 1) je zweimal.

Die identifizierten Gene sind in den folgenden Abbildungen unterteilt nach
Transkripten, die durch die mIGFBP-4-Expression hochreguliert wurden
(Abbildung 43), nach Transkripten, die durch die mIGFBP-4-Expression bedingt
verminderte Spiegel aufwiesen (Abbildung 44), nach Transkripten, die durch
mIGFBP-4 signifikant unterschiedlich zur Mutterlinie und zur mock-Kontrolle waren
und die durch die Transfektion (mock-Kontrolle) gegenteilig und signifikant
unterschiedlich zur Mutterlinie reguliert wurden (Abbildung 45), und sechs Gene fur
die nicht zwischen Transfektions- und mIGFBP-4-Effekt differenziert werden konnte
(Abbildung 46). Die veranderten Signale sind mit Pfeilen in den Ausschnitten
markiert. Somit ist schon ein sichtbarer Vergleich der Signalstarke zwischen den
Kontrollen (LS1034, CI0O1) und den mIGFBP-4-exprimierenden Klonen (Cl14, CI15)
maoglich. Rechts neben den Ausschnitten ist die graphische Darstellung der aus
Klonen und Mutterlinie gebildeten Expressionsunterschiede und links neben den
Hybridisierungssignalen das Kirzel des Gennamens gezeigt. Die zu den
Abbildungen 43 bis 46 korrespondierenden Tabellen 4 bis 7 fassen das Ergebnis der
Datenbanksuche mit der Genbank ,Accession number®, der Homologie zur in der
Datenbank angegebenen Sequenz und der Proteinfunktion zusammen. Des weiteren
besitzen die identifizierten Gene oft mehrere Aufgaben und Eigenschaften, so dass
die Zuordnung der identifizierten Kandidaten zu einer bestimmten Genklasse nicht

zwingend sein muss.

6.5.1 Durch mIGFBP-4-Expression hochregulierte Transkripte

8 Gene, einschliellich IGFBP-4, wurden nur in mIGFBP-4-exprimierenden Klonen
(CI14 und CI15) hochreguliert. RHOBTB3, das zur Familie der Rho-GTPasen gehort,
zeigte ein 60-fach starkeres Signal in diesen Klonen gegenuber der
LS1034-Mutterlinie oder der mock-Kontrolle (CI01). Signale fur Cystain SN (CST1),
das Cysteinproteinasen reversibel und kompetitiv hemmt [32], und PTPRO, das im
Zellzyklus einen Go/G4-Arrest vermittelt [4], waren in mIGFBP-4-exprimierenden
Klonen 10-fach bzw. 5-fach starker. Weitere mIGFBP-4 induzierte Gene, deren
MRNA-Spiegel ebenfalls signifikant gegenuber den Kontrollen erhéht waren, sind die
Metalloendopeptidase MEP1A (N-benzoyl-L-tyrosysl-p-amino-benzoic acid hydrolase

alpha subunit) und die im Mitochondrium lokalisierte Cytochrom C-Oxidase
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(MTCO2), die fur die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies verantwortlich ist und in
Kolonpolypen gegenlber normalem Gewebe herunterreguliert wird [387]. Zwei der

acht durch mIGFBP-4 induzierten Gene konnten nicht identifiziert werden.

cf mm Cl15 (sense)
TCRA/TCRD EE@@FQ mmm Cl14 (sense)
of B Cl101 (mock)
e || ) P
cf
rviosTes | 9] [ P
woo> QIQRRP -
proro | 4| 4| o s
PP
o]
mIGFBP-4 i..._ - l

\ T T T | T
e \\ 12 10 12 14 16 18 20 40 6080100 on

& 0 >
\,6 o° © [x-fache Steigerung der Expression]

&

‘ollikllk

Abb. 43: Durch mIGFBP-4 Expression hochregulierte mRNAs.

Links in der Abbildung sind die Kirzel der identifizierten Gene aufgelistet. Reprasentative
Hybridisierungssignale aus LS1034-Zellen, der mock-Kontrolle (ClI01) und den mIGFBP-4-
exprimierenden Klonen (Cl14, CI15) sind in den Ausschnitten mit Pfeilen gekennzeichnet. Auf der
rechten Seite der Abbildung wurden die Ratios der Signalintensitdten der cDNAs von transfizierten
Zellen zu LS1034-Zellen graphisch dargestellt. Die Ratios sind als Mittelwert£ SD mit n=5
angegeben. Signifikante Unterschiede der Hybridisierungsintensitaten in mIGFBP-4-exprimierenden
Klonen gegeniber Ls1034 sind gekennzeichnet mit: ®p<0,01, °P<0,001. Signifikante Unterschiede der
Hybridisierungsintensitdten in mIGFBP-4-exprimierenden Klonen gegeniber der mock-Kontrolle
(Cl01) sind gekennzeichnet mit °P<0,05, ®P<0,01, 'P<0,001.
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Tab. 4: Nomenklatur der Gene, deren

LS1034-Zellen hochreguliert wurden.

Transkripte durch mIGFBP-4 Expression in

Genbank )
] Homologie ) )
cDNA/Gen “Accession %) Proteinfunktion
0
number”
Mus musculus Insulin-like growth factor binding ) )
) BC019836 100 IGF-Bindungsprotein
protein 4 (mIGFBP-4)
Cystatin SN (CST1) NM_001898 100 Proteinaseinhibitor
Homo sapiens N-benzoyl-L-tyrosyl-p-amino- .
o ) AF478685 100 Metalloendopeptidase
benzoic acid hydrolase alpha subunit (MEP1A)
Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, Signaltransduktion,
NM_030671 100
receptor type, 0 transcript variant 5 (PTPRO) Tyrosine Phosphatase
Homo sapiens Cytochrome C oxidase (MTCO2) | NM_173705 99 Oxidase
. ] Signaltransduktion,
Homo sapiens Rho-related BTB domain
o NM_014899 100 “subfamily” der Rho
containing 3 (RHOBTB3)
GTPasen
Myosin, heavy polypeptide 7B, cardiac muscle,
y y polypep NM_033424 100 Unbekannt
beta (MYH7B) KIAA1512
Homo sapiens T cell receptor alpha delta locus
NG_001332 100 Unbekannt

(TCRA/TCRD) bp 886172-886777

Die angegebene Homologie in % zeigt die Ahnlichkeit der sequenzierten cDNAs zu den Sequenzen,

die durch BLAST-Datenbank-Suche identifiziert wurden. Dartber hinaus ist, soweit bekannt, noch die

Proteinfunktion des Genprodukts angegeben.
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6.5.2 Durch mIGFBP-4 Expression verminderte Transkripte

Bei dem Hauptanteil (25) der differentiell exprimierten Gene wurden die
korrespondierenden Transkripte durch die Uberexpression von mIGFBP-4 vermindert
(Abbildung 44 und 45). Von diesen mRNAs wurden 13 ausschlie3lich durch die
Uberexpression von mIGFBP-4 beeinflusst (Abbildung 44), wahrend 12 auch durch
die Transfektion verandert wurden, ohne allerdings die signifikante Reduktion durch
mIGFBP-4 aufzuheben (Abbildung 45). In den mIGFBP-4-exprimierenden Klonen
(CI14, CI15) wurde die Expression der COX-2-mRNA um mehr als das 4-fache und
die mRNA einer Serinprotease (TMPRSS2) um mehr als das 1,5-fache
herunterreguliert (Abbildung 44). Viele der mRNAs, die durch IGFBP-4 signifikant
reduziert wurden, stammen von Zellzyklus-relevanten Genen. Zu diesen Genen
gehdoren unter anderem MRG 15 [53], TUBGCPP2, [418] und IFRD1 [227].
Signifikante Verminderungen im Expressionsniveau von an der Signaltransduktion
oder an der Apoptose beteiligten Genen, wie TNFRSF1A [107], CAPN2 [14] und
CSNK1A1 [56], konnten ebenfalls identifiziert werden (Abbildung 44). Schlielilich
wurden die mRNA-Spiegel von Genen signifikant reduziert, die wichtige Funktionen
im Metabolismus der Zellen erflllen (PTS, SLC7AS), sowie von solchen, die am Auf-
und Umbau des Zytoskeletts beteiligt sind, wie z.B. Ezrin [373]. Die mRNAs von zwei
weiteren Genen, deren Funktionen nicht genau bekannt sind, wurden ebenfalls durch
mIGFBP-4 signifikant vermindert (Abbildung 44).



159 Ergebnisse

> EIEIEF] il Soe
wo PIFEE T —— T
s [Aefl4[4 vl

sieres (oo . il

COX-2 EEEEM’—M_ y

o Plflle] o

mersra (B B[99 ol

il el 2

cownt (A4 T

eccr: ) /el .

MRG15-2 g!&m of @1
CAPN2 @BBD “ o R N
TMPRSS2 @@.B o N

\b‘% r~rr—T~T1T 1 711171 7171 r~r~1r~T1T1rT1r 71

Q‘b 0\00\'\0\'\ 6 55545 4353252151 1152253354

N

N oc‘;‘“ x-fache Verminderung x-fache Steigerung
N\ der Expression der Expression

Abb. 44: Durch mIGFBP-4 in ihrer Menge reduzierte Transkripte.

Links in der Abbildung sind die Abklirzungen der identifizierten Gene aufgelistet, deren mMRNA-Spiegel
durch IGFBP-4 Expression abnahmen. Reprasentative Hybridisierungsintensitaten aus LS1034, der
mock-Kontrolle (Cl01) und aus den mIGFBP-4-exprimierenden Klonen (Cl14, CI15) sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Auf der rechten Seite der Abbildung wurden die korrespondierenden Ratios der
Signalintensitaten der cDNAs von transfizierten Zellen zu LS1034-Zellen graphisch dargestellt. Die
Ratios sind als Mittelwert+SD mit n=5 angegeben. Signifikante  Unterschiede
mIGFBP-4-exprimierender Klone zu den Kontrollen wurden wie folgt gekennzeichnet: °P<0,05,
®P<0,01, °P<0,001 (versus LS1034) und 4p<0,05, °P<0,01, P<0,001 (versus CI01).
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Tab. 5: Nomenklatur der Gene, deren Transkript-Spiegel durch mIGFBP-4 Expression in

LS1034-Zellen vermindert wurden.

Genbank )
] Homologie ) )
cDNA/Gen “Accession %) Protein Funktion
0
number”
Homo sapiens transmembrane protease, )
. NM_005656 99,6 Serinprotease
serine 2 (TMPRSS2)
Homo sapiens calpain 2 (m/Il) large subunit Calcium aktivierte
NM_001748 100
(CAPN2) Protease,
Homo sapiens MORF-related gene 15 (MRG15) | NM_006791 100 Protein des Zellzyklus
Komponente des
Homo sapiens tubulin gamma complex )
] } NM_145806 100 “Tubulin-ycomplex” in der
associated protein 2 (TUBGCP2)
mitotischen Spindel
Homo sapiens casein kinase 1, alpha 1
NM_001892 100 Proteinkinase
(CSNK1A1)
. . Substrat der Protein-
Homo sapiens villin 2 (EZRIN) (VIL2) NM_003379 100 o
Tyrosinkinase
Homo sapiens tumor necrosis factor receptor Signaltransduktion,
NM_001065 100
superfamily, member 1A (TNFRSF1A) TNF-receptor
Wahrend der zellularen
Homo sapiens interferon-related developmental ) .
NM_001550 100 Differenzierung und der
regulator 1 (IFRD1) ] .
Entwicklung reguliert
Homo sapiens prostaglandin-endoperoxidase Prostaglandin-
synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and NM_00963 99 Biosynthese
cyclooxygenase) (PTGS2) (COX-2) Tumormarker
Homo sapiens solute carrier family 7 (cationic
amino acid transporter, y system) member 5 NM_003486 100 Aminosaure Transporter
(SLC7A5)
Homo sapiens 6-pyruvoyltetrahydropterin Neurotransmitter-
P PyTuvoy yerop NM_000317 99
synthase (PTS) Biosynthese
Komponente des
Homo sapiens exosome component Rrp40 Exosomen Komplexes,
AF281132 100
(Rrp40) 3’-5" Exoribonuclease
Aktivitat
Unbekannt
Homo sapiens CGl protein (CGI-07) NM_015938 99

Elektronentransport

Die angegebene Homologie in % zeigt die Ahnlichkeit der sequenzierten cDNAs zu den Sequenzen,

die durch BLAST-Datenbank-Suche identifiziert wurden. Dartber hinaus ist, soweit bekannt, noch die

Proteinfunktion des Genprodukts angegeben.
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Von den 25 mRNAs, die durch mIGFBP-4 vermindert wurden, waren zwolf auch
durch die Transfektion beeinflusst, d.h. in mock-transfizierten Zellen (CI01) lagen im
Vergleich zur Mutterlinie signifikant veranderte Transkript-Spiegel vor. Drei dieser
zwoOlf Gene, wiesen in der mock-Kontrolle erniedrigte mRNA-Spiegel auf, allerdings
waren die mRNA-Spiegel dieser Gene in den mIGFBP-4-exprimierenden Zellen
nochmals signifikant gegenliber der mock-Kontrolle reduziert (Abbildung 45). Bei
diesen Genen handelte es sich um den Tumormarker Gluthathion S-Transferase
(GSTPI) [5], sowie die Phosphoserin-Aminotransferase (PSA) wund die
Asparaginsynthetase (ASNS), die im Metabolismus der Zelle eine Rolle spielen [36]
bzw. eine Funktion im Zellzyklus besitzen [220] (Abbildung 45). Neun der zwdlf durch
Transfektion beeinflussten mMRNAs wiesen signifikant hohere Spiegel als die
LS1034-Mutterlinie auf (Abbildung 45). In den mIGFBP-4-exprimierenden Klonen
(Cl14, CI15) hingegen wurde die Expression dieser mRNAs signifikant gegentber
der Mutterlinie und der mock-Kontrolle reduziert. Dies betraf z.B. die mRNA-Spiegel
der Tumormarker CEACAM5 und CEACAMG6 [217] (Abbildung 45). Des weiteren
wurden durch mIGFBP-4 Transkripte Zellzyklus-relevanter Gene signifikant reduziert,
wie die von EREG, einem Wachstumsfaktor der EGF-Familie [589], des am Auf- und
Umbau des Zytoskeletts beteiligten Gens CLP-36 [322], sowie von APLP2 [609] und
von EMP1 [366]. Auch die Transkript-Spiegel des am Anionen-Transport beteiligten
Gens VDAC2, eines an der Stressantwort beteiligten Gens (HIG1) und einer
Protease (BACE) [235] nahmen signifikant ab.
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Abb. 45: Transkripte, die in ihrere Menge durch mIGFBP-4 und durch die Transfektion
beeinflusst wurden.

Links in der Abbildung sind die Abklrzungen der identifizierten Gene aufgelistet, die sowohl durch
mIGFBP-4 (Cl14, CI15) als auch durch die Transfektion alleine (Cl01) auf mRNA-Ebene beeinflusst

wurden. Reprasentative Hybridisierungen aus LS1034, der mock-Kontrolle (CI01) und aus mIGFBP-4-

exprimierenden Klonen (Cl14 und CI15) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Auf der rechten Seite der

Abbildung wurden die korrespondierenden Ratios der Signalintensitaten der cDNAs von transfizierten

Zellen zu LS1034-Zellen graphisch dargestellt. Die Ratios sind als Mittelwert + SD mit n = 5 angeben.

Signifikante Unterschiede zwischen mIGFBP-4-exprimierenden Klonen und LS1034-Zellen bzw. der

mock-Kontrolle wurden mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet: °P<0,05, ®P<0,01,
°P<0,001 (versus LS1034) und 9p<0,05, °P<0,01, 'P<0,001 (versus CI01).
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Tab. 6: Nomenklatur der Gene, deren Transkript-Spiegel durch mIGFBP-4 Expression, aber

auch durch die Transfektion in LS1034-Zellen beeinflusst wurden.

Genbank )
] Homologie ) )
cDNA/Gen “Accession %) Protein Funktion
0
number”
Homo sapiens asparagine synthetase (ASNS), Wird fur die G1-

. . NM_13336 100 . v
transcript variant 1 Progression bendtigt
Homo sapiens beta-site APP-cleaving enzyme atypischer Vertreter der

AF190725 99
(BACE) Pepsin-Familie
Homo sapiens amyloid beta (A4) precursor-like In mitogenen Zellen
NM_001642 100
protein 2 (APLP2) stark vertreten
Homo sapiens PDZ-LIM protein mystique (CLP- Adapter zwischen
XM_011687 98
36) Kinasen und Zytoskelett
Homo sapiens hypoxia-inducbile gene 1 (HIG1) | AF145385 100 Stress “response” Protein
Homo sapiens epiregulin (EREG) NM_001432 100 Vertreter der EGF-Familie
Homo sapiens carcinoembryonic antigen-
XM_029919 99 Tumor marker
related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6)
Homo sapiens carcinoembryonic antigen-
) NM_004363 99 Tumor marker
related cell adhesion molecule 5 (CEACAMS5)
Homo sapiens epithelial membrane protein 1 Zellzyklus-Protein
NM_001423 100
(EMP1) Tumormarker
Homo sapiens, voltage-dependent anion Mitochondriales Integral-
BC000165 100 .
channel 2 (VDAC2) Membran Protein
Homo sapiens glutathione S-transferase pi S-conjugation von
NM_000852 100
(GSTPI) Glutathion
Homo sapiens phosphoserine aminotransferase o
NM_058179 98 Serin-Biosynthese

(PSA) transcript variant 1

Die angegebene Homologie in % zeigt die Ahnlichkeit der sequenzierten cDNAs zu den Sequenzen,

die durch BLAST-Datenbank-Suche identifiziert wurden. Dartber hinaus ist, soweit bekannt, noch die

Proteinfunktion des Genprodukts angegeben.
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6.5.3 Transkripte, deren Menge durch die Transfektion beeinflusst wurde

Sechs Gene waren in Bezug auf ihre mRNA-Spiegel in den LS1034-Zellen durch den
Transfektionsprozess und/oder die G418 Selektion signifikant verandert. Die
Regulation dieser Gene durch die Transfektion unterschied sich nicht signifikant von
der Regulation durch mIGFBP-4 (Abbildung 46).
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Abb. 46: mMRNA-Spiegel, die durch den Transfektionsprozess und/oder die G418-Selektion
verandert wurden.

Links in der Abbildung sind die Abklrzungen der identifizierten Gene aufgelistet, die durch den
Transfektionsprozess und/oder die G418-selektion beeinflusst wurden. Reprasentative
Hybridisierungssignale aus LS1034, der mock-Kontrolle (CI01) und aus mIGFBP-4-exprimierenden
Klonen (Cl14 und CI15) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Auf der rechten Seite der Abbildung sind die
korrespondierenden Ratios der Signalintensitdten der cDNAs von ftransfizierten Zellen zu
LS1034-Zellen graphisch dargestellt. Die Ratios sind als Mittelwert+ SD mit n=5 angeben.
Signifikante Unterschiede mIGFBP-4-exprimierender Klone und der mock-Kontrolle zu LS1034-Zellen
sind wie folgt gekennzeichnet: °P<0,05, °P<0,01, °P<0,001 (versus LS1034).
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Tab. 7: Nomenklatur der Gene, deren Transkript-Spiegel durch den Transfektionsprozess

und/oder die G418-Selektion verandert wurden.

Genbank ]
] Homologie ) )
cDNA/Gen “Accession %) Protein Funktion
0
number”
Human ribosomal nontranscribed spacer
X12818 100 Unbekannt
(HSRGNTS)
Homo sapiens formyltetrahydrofolate
. . NM_144776 99 Aldehyd-Dehydrogenase
dehydrogenase (FTHFD) transcript variant 2
Homo sapiens serine proteinase inhibitor, clade
A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin) member 1 | NM_000295 100 Serinproteaseinhibitor
(SERPINAT1)
Homo sapiens 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme A synthase 2 (mitochondrial) NM_005518 100 Ketogenese
(HMGCS2)
Homo sapiens HIF responsive RTP801 .
AF335324 100 Stress “response” Protein
(RTP801)
Homo sapiens Gene 33/Mig-6 (MIG-6) NM_018948 100 Stress “response” Protein

Die angegebene Homologie in % zeigt die Ahnlichkeit der sequenzierten cDNAs zu den Sequenzen,

die durch BLAST-Datenbank-Suche identifiziert wurden. Dartber hinaus ist, soweit bekannt, noch die

Proteinfunktion des Genprodukts angegeben.
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6.6 Wirkung von IGF-Il auf die chemisch induzierte kolorektale

Karzinogenese in vivo

6.6.1 Identifikation von PEPCK-IGF-lI-transgenen Tieren

Die insgesamt 124 fur den Versuch verwendeten Tiere wurden auf die
Transgenintegration von PEPCK-hIGF-II untersucht. In 60 dieser Tiere konnte ein
positives Signal fir das humane IGF-lI-Transgen nachgewiesen werden. Der
Nachweis des Transgens in einigen Tieren bzw. das Fehlen des IGF-II-Signals in

den nicht-transgenen Wurfgeschwistern (Wildtyp) ist in Abbildung 47 dargestellt.

tg1  tg2 tg3 wtl w2 wi3 wtd tg4d wts Kk - +

336 bp

tg1tg2tg3wtiwi2wtdwtdtgdwts k - +

Abb. 47: PCR-Analyse der PEPCK-hIGF-lI-transgenen (tg)- und Wildtyp (wt)-Tiere nach
Kawasakiverdau der Schwanzprobe.
Der Nachweis des PEPCK-hIGF-Il Transgens erfolgte mit IGF-Il spezifischen Primern in einer
Doppelbestimmung (A). Als Kontrolle wurde fiir jede Probe eine PCR mit 3-Aktin spezifischen Primern
durchgefiihrt (B). Die Grolke des IGF-II Produktes betrug 336 bp, die des [B-Aktins 613 bp.
Die B-Aktin-Primer amplifizierten bei genomischer DNA als Matrize noch zusatzlich 2 schwache Uber
der 613 bp groRen Bande laufende Fragmente. Rechts und links wurde Puc Mix Marker 8
aufgetragen. Spur +: (Positivkontrolle), Spur —: (Negativkontrolle), Spur k: (Kawasaki-Puffer als zweite

Negativkontrolle), Spur tg: (transgene Tiere); Spur wt: (wildtyp).

6.6.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Nach der Genotypisierung, die ab der dritten Lebenswoche stattfand, wurden die
Tiere in vier Versuchsgruppen eingeteilt. Tiere mit gleicher Behandlung teilten sich
einen Kafig, wobei die Anzahl der Tiere im Kafig maximal funf Tiere betrug. Die
Versuchsgruppen setzten sich zusammen aus Tieren, die mit DMH (40 mg/kg KG)
behandelt wurden, und Kontrollgruppen, die kein Karzinogen erhielten.
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1. PEPCK-IGF-Ill-transgene Tiere: Behandlung: 6x DMH in NaCI-EDTA-Puffer
2. nicht-transgene Wurfgeschwister: Behandlung: 6x DMH in NaCI-EDTA-Puffer
3. PEPCK-IGF-lI-transgene Tiere: Behandlung: 6x NaCI-EDTA-Puffer

4. nicht-transgene Wurfgeschwister: ~ Behandlung: 6x NaCI-EDTA-Puffer

In einem Vorversuch, in dem die DMH-Konzentrationen fur die Induzierung von
Tumoren in der spateren Phase ausgetestet wurde, erwies sich eine Konzentration
von 20 mg DMH/kg KG als zu gering. Keines der Tiere entwickelte unter
sechsmaliger Gabe von DMH in diesem Vorversuch Mikroadenome oder sichtbare
Tumore (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund erhielten alle Versuchsgruppen, die
mit DMH behandelt wurden, eine DMH-Konzentration von 40 mg/kg KG pro Injektion
sowohl fir die Induzierung von ACF in der frihen Phase (beurteilt finf Wochen nach
der letzten DMH-Injektion) als auch zur Untersuchung spaterer Phasen (beurteilt 34

Wochen nach der letzten DMH-Injektion).

6.6.3 Wirkung der DMH-Behandlung auf die Expression von IGF-Il im
Kolon

Im Lebergewebe von Mausen, die mit einem Leber-spezifischen Karzinogen
behandelt worden waren, war eine dosisabhangige Reexpression von murinem
IGF-Il festgestellt worden [334]. Die Reexpression des endogenen IGF-Il war unter
PCR-Standardbedingungen zunachst nicht deutlich nachweisbar, weswegen eine
zweistufige RT-PCR zum Nachweis endogenen IGF-lIs etabliert wurde [334]. Ob
eine Behandlung mit DMH einen vergleichbaren Effekt auf die Expression von
endogener IGF-II-mRNA im Kolon hatte, wurde mit der bereits etablierten RT-PCR
mit den Spezies-spezifischen Primern untersucht. Zur Untersuchung des Kolons
wurden reprasentativ drei IGF-ll-transgene Tiere und vier nicht-transgene Tiere
herangezogen, die jeweils DMH erhalten hatten. Als Kontrollen dienten drei IGF-II-
transgene und zwei nicht-transgene Tiere, die nur das Vehikel injiziert bekommen
hatten.

Wie aus Abbildung 48A hervorgeht, wiesen nur die IGF-lI-transgenen Tiere eine
spezifische Bande in der erwarteten Hohe von 499 bp auf, die mit den Spezies-
spezifischen Primern IGF-II#5 und hIGF-II#10 fur humanes IGF-Il amplifiziert wurde.
Dieses Ergebnis zeigt, dass eine Transgen-Expression von humanem I[GF-Il im

Kolon stattfindet und ist konform mit den bereits fir dieses Mausmodell
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veroffentlichten Daten [633].

Ob eine Reexpression von IGF-Il im Kolon DMH-behandelter Tiere stattgefunden
hatte, wurde =zusatzlich mit den sensitiveren PCR-Bedingungen (zweistufige
RT-PCR) uberpruft. Die erste PCR (20 Zyklen) wurde mit den Maus-spezifischen
Primern IGF-11#5 und mIGF-II#11 durchgeflhrt. Die nachfolgende PCR (25 Zyklen),
wurde mit ,nested“-Primern (IGF-II#5 und IGF-II#6) (Abbildung 48B) durchgeflhrt.
Weder in DMH-behandelten noch in unbehandelten Tieren konnte endogene
IGF-II-mRNA im Kolon detektiert werden (Abbildung 48B).

Aus dieser PCR kann geschlossen werden, dass DMH im Gegensatz zum
Leber-spezifischen Karzinogen keinen Einfluss auf die Reexpression von IGF-Il im
Kolon hat und dass nur in IGF-ll-transgene Tiere eine postnatale Expression von

humanem IGF-Il im Kolon nachweisbar ist.

g wt

DMH Vehikel DMH Vehikel +

C

Abb. 48: Expression von hIGF-Il und mIGF-Il im Kolongewebe DMH-behandelter und
unbehandelter Tiere.

Als Positivkontrollen (+) dienten fur hIGF-Il die genomische DNA eines PEPCK-IGF-II-transgenen
Tieres und fir mIGF-1l cDNA aus einem 17 Tage alten Mausembryo. Als Negativkontrolle (-) wurde
Aqua bidest. verwendet. Die GroRRen der amplifizierten Produkte entsprachen den erwarteten Banden;
B-Aktin: 613 bp (C), humanes IGF-II: 499 bp (A) und endogene IGF-II Expression: 336 bp (B). Spuren
tg = PEPCK-IGF-II-transgene Tiere; Spuren wt = Wildtyp; Spuren DMH = Tiere mit DMH-Behandlung;
Spuren Vehikel = Tiere, die nur NaCI-EDTA-Puffer erhalten hatten.

6.6.4 Wirkung der DMH-Behandlung auf die Gewichtsentwicklung

Abbildung 49  stellt die  Gewichtsentwicklung der vier verschiedenen
Versuchsgruppen wahrend der sechswochigen DMH-Behandlung (siehe Punkt 5.5.1)

und den darauffolgenden funf Wochen dar. DMH-behandelte Tiere wiesen keinen
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Unterschied zu ihren unbehandelten Kontrollen in der Gewichtszunahme auf. Ebenso
hatte das IGF-II-Transgen keinen Effekt auf die Gewichtsentwicklung.

Der Verlauf der Gewichtentwicklung tuber 34 Wochen nach der DMH-Behandlung
unterschied sich ebenfalls nicht zwischen den vier Gruppen (Daten nicht gezeigt).

504
—_ ] —e—tg + DMH
Q i
= 404 ——1g
8 ] —Oo—wt + DMH
g 307
o 1 —o—wt
g 207
:’6 ]
X 10
0-

Wochen

Abb. 49: Wachstumskurven von PEPCK-IGF-ll-transgenen Mausen (tg) und nicht trangenen
Wurfgeschwistern (wt) mit oder ohne DMH-Behandlung.

6.6.5 Quantifizierung von ACF im Kolon nach Initiation mit DMH

Die Quantifizierung der Lasionen am ganzen Kolon fand mit der unter Punkt 5.5.6
beschriebenen Methylenblaulésung oder anhand der Bestimmung der Enzymaktivitat
von [(-Hexosaminidase statt. Diese ersten Lasionen bestehen aus
hyperproliferativem Epithel und werden als ,aberrante crypt foci“ (ACF) bezeichnet.
Sie sind im angefarbten Gewebe deutlich von den normalen Krypten zu
unterscheiden. Kriterien dieser Auffalligkeiten sind ihre GroRe und die Ausdehnung
des Lumens in der Krypte. Daruber hinaus ist der auRere Rand der Krypte durch die
unregelmafRige Anordnung der Kerne verdickt. Lasionen einzelner Krypten (AC) und
Lasionen, die mehrere Krypten betreffen (ACF), entstanden nach einer
Karzinogenbehandlung sowohl in IGF-ll-transgenen Mausen als auch in
Wildtyptieren. In den nur mit Vehikel behandelten Kontrollgruppen der beiden
Genotypen wurden zu keinem gemessenen Zeitpunkt solche Lasionen gefunden. Die
Darmmukosa der nicht mit DMH-behandelten Tieren prasentierte sich mit
gleichmafdiger Anordnung ihrer Krypten in der Methylenblaufarbung (Abbildung 50a)
und die Aktivitat der B-Hexosaminidase war ebenfalls in jeder Krypte nachweisbar
(Abbildung 51a). Foci, die aus bis zu sechs AC (Abbildung 50b-f und 51b-f)
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bestanden, konnten nach DMH-Behandlung sowohl in IGF-ll-transgenen als auch in
nicht-transgenen Mausen dargestellt werden. Nach 15 Wochen wurden Foci mit
mehr als acht betroffen AC (Abbildung 50g) nur in IGF-ll-transgenen Tieren
festgestellt. Der Verlust der B-Hexosaminidase-Aktivitat war nicht in allen AC gleich
stark, trotzdem konnen bei dieser Art von Nachweis die morphologisch veranderten

Krypten von normalem Gewebe unterschieden werden (Abbildung 51b-g).

Abb. 50: Methylenblau-gefarbte Kolonmukosa des frischen ungeschnittenen Kolons aus
DMH-behandelten und unbehandelten Tieren.

Die Aufnahmen zeigen reprasentative Beispiele von ACF mit unterschiedlicher Anzahl betroffener AC

im Foci. Vergrofierung (50 x 0,5).

Abb. 51: Nachweis der B-Hexosaminidase-Aktivitdt am frischen ungeschnitten Kolon von
DMH-behandelten und unbehandelten Tieren.

Die Aufnahmen zeigen reprasentative Beispiele von ACF mit unterschiedlicher Anzahl AC im Foci.

Morphologisch verénderte ACF zeigen eine verringerte oder keine [-Hexosaminidase-Aktivitat.

VergréRRerung (50 x 0,5).

Entsprechend der Anzahl bzw. der ,crypt multiplicity® aberranter Krypten in einem
ACF, konnten in den DMH-behandelten Tieren ACFs unterschieden werden, die aus

1, 2, 3, 4 oder mehr als 5 AC zusammengesetzt waren. Die quantitative Auswertung
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morphologisch veranderter Foci (ACF) in DMH-behandelten IGF-lI-transgenen
Mausen und im Wildtyp ist in Abbildung 52 dargestellt. In der frGhen Phase, d.h.
5 Wochen nach der letzten DMH-Injektion, entwickelten PEPCK-IGF-II-transgene
Tiere deutlich mehr ACF. Hierbei waren ACFs, die aus mindestens 3 AC
zusammengesetzt waren, in IGF-ll-transgenen Tieren signifikant (***P<0,001;
*P<0,05) gegenuber dem Wildtyp erhéht (Abbildung 52). In der spaten Phase, d.h.
34 Wochen nach der letzten DMH-Injektion, hatte sich die Gesamtzahl der ACF
sowohl in IGF-ll-transgenen als auch in nicht-transgenen Tieren stark
zurlickentwickelt. Es kam insbesondere zu einer signifikanten Abnahme (°P<0,001)
von ACF mit 1-3 AC im Focus gegenuber der fruhen Phase, wahrend die Anzahl der
ACF mit mehr als 3 AC im Focus nahezu konstant blieb. In der spaten Phase konnte
kein signifikanter Unterschied bezuglich der Anzahl von AC in einem ACF zwischen

den beiden Genotypen festgestellt werden (Abbildung 52).
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Abb. 52: Anzahl von ACFs mit unterschiedlicher Anzahl ACs im Focus in IGF-ll-transgenen
Mausen (tg) oder ihren Wildtyp Wurfgeschwistern (wt).

***P<0,001, *P<0,05 zeigen signifikante Unterschiede zwischen den zwei Genotypen auf. Buchstaben

geben signifikante Unterschiede innerhalb der gleichen genetischen Gruppe zu den unterschiedlichen

Zeitpunkten an (°P<0,05, °P<0,01, °P<0,001).

Aus der Zusammenfassung aller ermittelten Foci pro Genotyp ergibt sich eine
signifikant (***P<0,001) héhere Gesamtanzahl der ACF in PEPCK-IGF-Il-transgenen
Tieren im Vergleich zum Wildtyp in der frihen Phase (Abbildung 53). Insgesamt war
die Ausbildung von ACF in IGF-IlI-transgenen Tieren um ca. 63 % gegenuber dem

Wildtyp gesteigert.
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Innerhalb der spaten Phase konnte kein Unterschied der gesamten ACF zwischen
IGF-lI-transgenen Tieren und dem Wildtyp festgestellt werden. Im Vergleich zur
frthen Phase wurden in der spaten Phase 67 % weniger ACF in
PEPCK-IGF-lI-transgenen Tieren verzeichnet. Fur diese Abnahme der Gesamtzahl
der ACF ergibt sich in PEPCK-IGF-ll-transgenen Tiere eine Signifikanz von
°P<0,001. Der Riickgang von 55 % der ACF von der friihen bis zur spaten Phase war
im Wildtyp ebenfalls signifikant (*P<0,05) (Abbildung 53).
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Abb. 53: Gesamtanzahl an ACF in DMH-behandelten Mausen.

Nur DMH-behandelte Mause entwickelten ACF in der frihen und in der spateren Phase der
Karzinogenese. ***P<0,001 zeigt signifikante Unterschiede der ACF-Gesamtzahl zwischen den zwei
Genotypen in der frihen Phase. Buchstaben geben signifikante Unterschiede innerhalb der gleichen
genetischen Gruppe zu den unterschiedlichen Zeitpunkten an (°P<0,001, °P<0,05).

6.6.6 Quantifizierung von IGF-Il im Serum

Um die Menge von IGF-II mit der Anzahl der entwickelten Foci zu korrelieren, wurde
IGF-Il im Serum aller Versuchtiere mit Hilfe eines RIAs quantifiziert (Abbildung 54).
IGF-IlI-transgene Tiere zeigten signifikant (***P<0,001) hohere IGF-II-Spiegel im
Serum als ihre nicht-transgenen Wurfgeschwister, sowohl im Alter von 15 (3-fach) als
auch im Alter von 44 Wochen (2,3-fach). Die Menge des im Blut zirkulierenden IGF-II
nahm in allen getesteten Mausen mit dem Alter zu. Eine Behandlung mit DMH hatte

keinen Einfluss auf die Hohe von IGF-Il im Serum.
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Abb. 54: Effekte von DMH und Alter auf die Serum-IGF-II-Spiegel von IGF-lI-transgenen und
nicht-transgenen Mausen.

Signifikante (°P<0,001) Unterschiede innerhalb der genetischen Gruppe zu unterschiedlichen

Zeitpunkten sind durch Buchstaben gekennzeichnet. ***P<0,001 zeigt die signifikante Differenz

zwischen den beiden Genotypen zum selben Zeitpunkt.

6.6.7 Korrelation der Serum-IGF-II-Spiegel mit der Anzahl von entwickelten
ACF

Im frihen Stadium der Tumorentstehung konnte ein Bezug zwischen der Gesamtzahl
entwickelter ACF und dem IGF-Il im Serum hergestellt werden (Abbildung 55). In der
spaten Phase konnte diese Korrelation in Anbetracht des fehlenden Effekts von
IGF-Il auf die ACF-Entwicklung zum spateren Zeitpunkt (Abbildung 53) nicht
hergestellt werden (Abbildung 55).
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Abb. 55: Korrelation von Serum-IGF-Il und der Anzahl gebildeter ACF.

Korrelation zwischen dem Serum-IGF-II-Spiegel und der Gesamtzahl von ACF pro Maus in
PEPCK-IGF-II-transgenen Mausen (tg) und Wildtyp (wt) nach DMH-Behandlung in der friihen Phase
(links) und spaten Phase (rechts) der Transformation. Eine signifikante Korrelation (P<0,001) konnte

nur in der frihen Phase festgestellt werden (n.s. = nicht signifikant).

6.6.8 Darstellung von ACF im histologischen Schnitt

Wahrend die quantitative Auswertung von morphologisch veranderten Krypten am
frischen Darm unter Verwendung der beschriebenen Methoden erfolgte, wurden ACF
auch anhand einer histologischen Farbung im Schnitt identifiziert. ACF scheinen sich
nicht nur in der Anzahl ihrer betroffenen Krypten zu unterscheiden, sondern zeigen in
der H&E-Farbung auch unterschiedliche Grade der Dysplasie.

Abbildung 56A stellt einen Querschnitt durch Kolongewebe eines unbehandelten
Tieres dar. In den Krypten kann man die deutlich ausgepragten Becherzellen sehen,
die das sekretorische Kompartiment im Kolon darstellen. Basolateral ordnen sich
gleichmalig die runden Kerne an. Abbildung 56B zeigt Ausschnitte aus der
Kolonmukosa von DMH-behandelten Tieren im H&E-Schnitt links und nach
BrdU-Farbung rechts. In Abbildung 56B weisen die ACs im ACF noch Becherzellen
mit Schleimproduktion auf, wahrend die Kerne am aufleren Rand anfangen, sich
palisadenformig zu staffeln. Dies geht einher mit dem Verlust der Stratifikation.
Daruber hinaus weisen die Kerne eine eher langliche anstatt einer runden Form auf,
ein Zeichen fur den Beginn einer Zellteilung. In der BrdU-Farbung zeigt dieser AC
noch keine gesteigerte Proliferation. Gegenlber dieser noch moderaten Form von
Dysplasie zeigen die ACs der in Abbildung 56C dargestellten ACF keine
Becherzellen mehr, und auch der stark ausgepragte Verlust der Stratifikation und die
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Form der Kerne sind Anzeichen einer starkeren Dysplasie. Die obere Reihe im Bild
zeigt Schnitte nach H&E-Anfarbung, die untere Reihe Schnitte nach einer
immunhistochemischen Farbung mit BrdU. Die verstarkte BrdU-Antikorper Bindung
an das in die DNA von S-Phasezellen inkorporierte BrdU zeigt, dass die gesteigerte
Proliferation mit dem Rlckgang des sekretorischen Kompartiments im Kolon und
dem Verlust der Kernanordnung assoziiert sind. Umliegende gesunde Krypten

zeigen hingegen keine gesteigerte Proliferation (Abbildung 56C)

"T-ﬁ Iﬁ?
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Abb. 56: ACF im H&E-Schnitt und nach Immunhistochemischerfarbung des inkorporierten
BrdU.

Histologischer Schnitt der Kolonmukosa von einem unbehandelten Tier (A) und nach

DMH-Behandlung (B und C). Linkes Bild (B) und obere Reihe (C) H&E x100. Rechtes Bild (B) und

untere Reihe (C) korrespondierende BrdU-Farbung der Darmabschnitte mit ACF-Bildung.



176 Ergebnisse

6.6.9 Tumorentwicklung in der spaten Phase der Karzinogenese

Wahrend es in der frihen Phase der Karzinogenese ausschliel3lich zur Entwicklung
von ACF kam, erwies sich die sechsmalige Dosis von 40 mg/kg KG als ausreichend,
um sichtbare Tumore (Abbildung 57) sowohl in PEPCK-IGF-II-transgenen (B und C)
als auch in Wildtyp Mausen (A) in der spaten Phase zu induzieren. Tumore in den

IGF-lI-transgenen Tieren waren sichtbar groer (Abbildung 57B und C).

Abb. 57: Sichtbare Tumore auf der
Darmmukosa 34 Wochen nach der
letzten DMH-Injektion.
Darmabschnitt aus einem nicht-
transgenen Tier (A) und
Darmabschnitte aus PEPCK-IGF-II-
Tieren (B und C).

IGF-ll-transgene Tiere entwickelten

transgenen

sichtbar gréRere Tumore.

56 % (4 von 7) der IGF-ll-transgenen Tiere und 40 % (4 von 10) der nicht-transgenen
(Tabelle 7). Wahrend in
IGF-II-transgenen Tieren die Tumorinzidenz im mittleren und distalen Abschnitt des

Tiere entwickelten neben ACF sichtbare Tumore

Kolons gleich war, trat im Wildtyp die Mehrheit 87,5 % der Tumore im distalen Kolon

und nur 12,5 % im mittleren Segment des Kolons auf.

Tab. 8: Inzidenz, Verteilung und Gesamtanzahl der Tumore.

Tumor Gesamtzahl Kolonabschnitt
Genotyp n )

Inzidenz d. Tumore Proximal Transversal Distal
PEPCK-IGF-II 7 4 (56 %) 12 0 6 (50 %) 6 (50 %)
Wildtyp 10 4 (40 %) 8 0 1(12,5 %) 7 (87,5 %)

n: Anzahl der Mause
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Die Anzahl der Tumore pro Tier ist aus Abbildung 58 ersichtlich. Ein IGF-II-
transgenes Tier entwickelte 6 Tumoren und ein Mikroadenom. Aus diesem Grund
erhoht sich der Mittelwert der gebildeten Tumore pro Tier in den IGF-Il-transgenen

Tieren etwas, aber nicht signifikant gegenuber den nicht-transgenen Tieren.

5 1007 Abb. 58: Effekt von IGF-Il auf die Anzahl der

E 7_5_5 v Tumore.
g 56 % der IGF-ll-transgenen und 40 % der nicht-
i 5'0_5 v transgenen Mause entwickelten 34 Wochen nach der
;@ 2.5 ey v letzten DMH-Injektion Tumore. Die horizontale Linie
] v vv zeigt den Median innerhalb des Genotyps an. Dafir
0.0- wurde die Gesamtanzahl der Tumore pro Genotyp

tg wit

durch die Anzahl der Tiere geteilt, die Tumore

entwickelt hatten.

PEPCK-IGF-ll-transgene Tiere entwickelten zwar pro Tier nicht signifikant mehr
Tumore als nicht-transgene Tiere, aber die Tumore IGF-lI-transgener Tiere wiesen
ein grolkeres Volumen auf. Die Erhdhung um das 5,7-fache des Tumorvolumens in
PEPCK-IGF-Il Mausen gegenuber der nicht-transgenen Gruppe war signifikant
(Abbildung 59).

75_: Abb. 59: Effekt von IGF-1l auf das Tumorvolumen.
"’E 60 * Das Tumorvolumen wurde mit der Formel V = 4/3 itr®
%45-: A berechnet. Die horizontale Linie zeigt den Median
g 30_: A innerhalb des jeweiligen Genotyps an. Das
= 15] * :A Tumorvolumen in IGF-ll-transgenen Tieren ist
0_2 ::: Lbd signifikant erhoht (*P<0,05)
tg wit

6.6.10 Korrelation der IGF-1I-Spiegel im Serum mit der Anzahl und dem
Volumen der entwickelten Tumore

Die Hohe von IGF-Il im Serum korrelierte nicht mit der Anzahl der entwickelten

Tumore pro Tier (Abbildung 60). Allerdings konnte gezeigt werden, dass der
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Mittelwert der gemessenen Tumorvolumen pro Tier mit der Hohe des IGF-lIs im
Serum korreliert (r?=0,701).
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Abb. 60: Korrelation von Serum-IGF-Il mit Tumoranzahl und Tumorgrofe.

Korrelation zwischen Serum-IGF-II-Spiegel und der Anzahl von Tumoren pro Maus in PEPCK-IGF-II-
transgenen Mausen (tg) und Wildtyp (wt) nach DMH-Behandlung (links). Korrelation zwischen Serum
IGF-1I-Spiegel und dem Durchschnittsvolumen von Tumoren pro Maus in PEPCK-IGF-II-transgenen
Mausen (tg) und Wildtyp (wt) nach DMH-Behandlung (rechts). Eine signifikante Korrelation (**P<0,01)
zwischen dem Tumorvolumen und dem IGF-lI-Spiegel im Serum konnte festgestellt werden

(n.s. = nicht signifikant).
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7 Diskussion

7.1 IGFBP-4 und Kolonkarzinogenese

IGF-Bindungsproteine nehmen durch die Bindung ihrer Liganden IGF-I und IGF-II
starken Einfluss auf die Wachstumskontrolle einer Zelle. Ausserdem besitzen
IGFBPs auch Wirkungen, die unabhangig von der Bindung der IGFs sind, wie z.B.
Effekte auf die Wachstumsregulation oder die Migration bei der Wundheilung [184].
Die Bedeutung der IGFBPs flr die Wachstumsregulation wird auch dadurch deutlich,
dass Veranderungen von IGFBP-Spiegeln im Serum mit Prozessen der
Kanzerogenese assoziiert sind. So findet man z.B., dass niedrige IGFBP-3-Spiegel
im Serum mit einem erhdhten Risiko an einem CRC zu erkranken [210,211]
assoziiert sind oder dass niedrige IGFBP-3-Spiegel mit einem progressiven Verlauf
der Prostatakarzinogenese in Verbindung stehen [582,583]. IGFBP-2, das im
gesunden Gewebe invivo einen hemmenden Einfluss auf das Wachstum besitzt
[247,251], korreliert positiv in malignem Gewebe des Kolons [399] und der Prostata
[582] mit dem Grad der Malignitat [250,496] und dem Auftreten von Metastasen
[250,496]. IGFBP-4, fur das sowohl in Bezug auf das Wachstum normaler Zellen, als
auch auf das von Tumorzellen, fast ausschlie3lich inhibitorische Eigenschaften
gezeigt wurden [184], ist in der Lage, die IGFBP-2-Proteinspiegel in
Prostatakarzinomzellen zu senken [152]. Inwieweit IGFBP-4 in der
Kolonkarzinogenese ein Rolle spielt, war bislang kaum bekannt.

Um die Rolle von IGFBP-4 in der kolorektalen Karzinogenese im Rahmen dieser
Arbeit zu untersuchen, wurden zunachst verschiedene Kolonkarzinomzellen
respektive ihres Expressionsmusters von IGFBPs und IGF-Il untersucht, um dieses
im Vergleich zu einer nicht-transformierten Kolonozytenzelllinie darzustellen. Im
weiteren Verlauf wurde auf die Wirkungen von |IGFBP-4 fokussiert und
IGF-abhangige sowie unabhangige Effekte dieses Bindungsproteins auf Tumor-
relevante Parameter in drei unterschiedlichen Tumorzelllinien bestimmt. Schlief3lich
erfolgte die lIdentifizierung von Genen, deren mRNA-Spiegel durch mIGFBP-4
Expression verandert werden, um Erklarungsansatze fir die molekularen

Wirkmechanismen von IGFBP-4 zu erhalten.
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7.1.1 Expressionsmuster der IGFBPs in Kolonzelllinien

Die Expressionsanalyse der IGFBP-mRNAs in 21 untersuchten
Kolonkarzinomzelllinien und der nicht-transformierten Kolonzelllinie NCOL-1 zeigte,
dass IGFBP-4 in allen Zelllinien vertreten war. Da sowohl gesundes als auch
malignes Kolongewebe IGFBP-4 exprimierten und IGFBP-4 in Tumorgewebe einer
Regulation unterliegt [268,393,583], scheint IGFBP-4 zusammen mit weiteren
Kolon-typischen IGFBPs fur eine Regulation der IGF-Aktivitat verantwortlich zu sein.
Transkripte von IGFBP-1, -2, -3 und -6 waren in einigen, aber nicht allen 21 Zelllinien
detektierbar. In der nicht-transformierten Kolonzelllinie NCOL-1 ist IGFBP-1 nicht
vertreten, was zeigt, dass die Expression von IGFBP-1 fur einige der untersuchten
Kolonkarzinomzelllinien  charakteristisch  ist. IGFBP-1  kdonnte in  den
Kolonkarzinomzellen eine verstarktes Wachstum bewirken, wie es in Kerantinozyten
und Fibroblasten gezeigt werden konnte [184,324]. Im Gegensatz zu IGFBP-1
werden IGFBP-2, -3 und -6 und auch IGF-Il mRNA in NCOL-1-Zellen exprimiert.
Auch bezuglich dieser Komponenten des |IGF-Systems unterscheiden sich die
Kolonkarzinomzellen mehr oder weniger deutlich von den nicht-transformierten
Zellen. Da Bindungsproteine Einfluss auf die Proliferation, Invasion und/oder das
Differenzierungsverhalten einer Zelllinie nehmen, kann die Veranderung der
Expression eines oder mehrerer IGFBPs zu einem veranderten Verhalten der Zellen
beitragen. IGFBP-5 besitzt als einziges Bindungsprotein scheinbar keine Bedeutung
fir den Transformationsgrad von Kolonozyten, da es weder in NCOL-1 Zellen noch

in den meisten Kolonkarzinomzellen vorkommt.

7.1.2 Expression von mIGFBP-4

Antiproliferative Effekte von IGFBP-4 in Kolonkarzinomzellen wurden in Bezug auf
ihre IGF-Abhangigkeit bislang kontrovers diskutiert [449,553]. Darlber hinaus gab es
bislang keinerlei Hinweise auf eine Beeinflussung weiterer Krebs-relevanter
Parameter, wie die Koloniebildung oder die Invasion. In dieser Arbeit wurde deshalb
die Wirkung von IGFBP-4 in drei verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien auf die
Proliferation sowie auf spatere Stadien der malignen Progression untersucht. Spate
Stadien der malignen Progression wurden anhand der Fahigkeit von Zellen sich in
semi-soliden Medien zu teilen bzw. invasives Verhalten zu zeigen, beurteilt.

Die Auswahl der verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien wurde so getroffen, dass die
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Mdglichkeit gegeben war, zwischen [GF-abhangigen und IGF-unabhangigen
Wirkungen von IGFBP-4 zu unterscheiden. LS1034, eine IGF-produzierende und
IGF-sensitive Zelllinie, Isreco-2 eine IGF-sensitive Zelllinie, die kein IGF-II produziert,
und Isreco-1, eine IGF-insensitive Zelllinie ebenfalls ohne endogenes IGF-II, wurden
mit einem murinen |IGFBP-4 Expressionsvektor transfiziert. Von jeder Zelllinie
wurden stabile Klone, d.h. eine mock-Kontrolle, drei mIGFBP-4 sense-Klone und ein
antisense-Klon etabliert.

Wahrend endogenes IGFBP-4 in allen Mutterlinien und deren Klonen auf
mMmRNA-Ebene nachgewiesen werden konnte, wurden Transkripte fur mIGFBP-4 nur
in mIGFBP-4 transfizierten Zellen gefunden.

In LS1034-Zellen zeigte sich, dass sowohl in der Mutterline als auch in den Klonen
das unglykosylierte 24 kDa- und das glykosylierte 28 kDa-Protein [112,629] gebildet
werden. Dahingegen wurde in Isreco-2- und Isreco-1-Zellen nur die unglykosylierte
24 kDa grolRe Form von IGFBP-4 nachgewiesen. In den LS1034-Zellklonen wurde
zusatzlich ein 18 kDa groBes Protein detektiert. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um ein proteolytisches Spaltprodukt, da durch IGF-abhangige und
IGF-unabhangige Proteasen erzeugte Spaltprodukte von IGFBP-4 in dieser Grolie
bereits in der Literatur beschrieben wurden [85,135,346,495]. Da solche
Spaltprodukte von IGFBP-4 nur in den LS1034-Zellklonen detektiert wurden und
LS1034-Zellen als einzige Zellen endogenes IGF-Il besitzen, kann man davon
ausgehen, dass in LS1034-Zellen eine IGF-ll-abhangige Protease aktiv ist, die
IGFBP-4 spaltet und dieses Fragment erzeugt.

Die Funktionalitat der detektierten IGFBP-4-Proteine wurde mit der Bindung von
IGF-II in einem Westernligandenblot bestatigt. Der Nachweis der Bindung der 24 kDa
grolRen unglykosylierten IGFBP-4-Form an IGF-Il konnte in allen drei untersuchten
Zelllinien erbracht werden. In den LS1034-Zellen und den korrespondierenden
Klonen war die glykosylierte 28 kDa grof3e IGFBP-4-Form ebenfalls fahig, IGF-Il zu
binden, wahrend das Spaltprodukt keinerlei Bindungsaktivitat zeigte. Spaltprodukte
von IGFBP-4 kdnnen zwar prinzipiell noch Uber eine geringe IGF-II-Bindungsaktivitat
verfugen [570], allerdings lag diese, falls vorhanden, bei den hier angewendeten
Methoden unterhalb der Nachweisgrenze.

Die sezernierte Menge von mIGFBP-4 in den sense-Klonen war deutlich héher als
die sezernierte Menge des endogenen IGFBP-4 durch die Mutterline und die
mock-Kontrolle. Durch die Expression von mIGFBP-4 in antisense-Richtung war die

Menge des sezernierten endogenen IGFBP-4 im konditionierten Medium vermindert,
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was vermuten lasst, dass die mIGFBP4-antisense-mRNA die humane
IGFBP-4-mRNA blockiert.

7.1.3 Effekte von mIGFBP-4 auf Proliferation, Transformation und Invasion

Nachdem die Uberexpression von mIGFBP-4 in den mIGFBP-4-transfizierten Klonen
sichergestellt werden konnte, war die Voraussetzung fur die Untersuchung von
Parametern gegeben, die malRgeblich Einfluss auf die Karzinogenese nehmen.

Die basale Proliferation wurde durch die Uberexpression von mIGFBP-4 nur in
LS1034-Zellen gehemmt. Die Uberexpression von mIGFBP-4 fiihrte in dieser Zelllinie
zum Abfangen des endogen gebildeten IGF-Il, wodurch die IGF-ll-vermittelte
autokrine Stimulation in den sense-Klonen (Cl12, Cl14, CI15) unterdrickt wurde.
Diese Annahme wird durch das Ergebnis unterstitzt, dass der antisense-Klon (CI23)
unter gleichen Bedingungen starker als die LS1034-Zellen und die mock-Kontrolle
wachst. Ausserdem zeigt die Applikation von IGF-Il, dass der hemmende Effekt von
IGFBP-4 auf die Proliferation aufgehoben werden kann. Diese Ergebnisse sprechen
dafir, dass die Spiegel an freiem IGF-II maligeblich die Proliferation in
LS1034-Zellen beeinflussen.

Diese Hypothese wird bestatigt durch die in Isreco-1 und Isreco-2 erhaltenen
Ergebnisse. Da Isreco-1- und Isreco-2-Zellen kein endogenes IGF-II besitzen, flhrt
eine Uberexpression von mIGFBP-4 hier zu keiner Anderung des basalen
Proliferationsverhaltens. Bei Applikation von exogenem IGF-Il zeigt sich, dass die
Proliferation in der IGF-sensitiven Zelllinie Isreco-2 stimuliert, die IGF-ll-stimulierte
Proliferation aber durch IGFBP-4 reduziert wird. Isreco-1-Zellen und ihre
korrespondierenden Klone zeigten keine Anderung im Wachstumsverhalten nach
IGF-II-Applikation oder in Abhangigkeit von mIGFBP-4, da sie IGF-insensitiv sind.
Ahnliche Befunde ergaben sich auch bei Uberexpression von IGFBP-4 in einer
menschlichen IGF-sensitiven Prostatakarzinomzelllinie [152]. In dieser Zelllinie war
zusatzlich zu einer IGFBP-4-bedingten Hemmung der Proliferation auch die
Apoptose erhoht. Dass die Proliferation der sense-Klone in LS1034-Zellen und
Isreco-2-Zellen bei IGF-Il Zugabe nicht komplett auf das Niveau der Mutterlinie und
mock-Kontrolle gehoben werden konnte, kdonnte mit darauf zurtckzuflihren sein,

dass mIGFBP-4 moglicherweise auch Apoptose ausloste.
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Die Wirkung von IGFBP-4 auf die Koloniebildung in semi-soliden Medien wurde
bisher nur fur Prostatakarzinomzellen und fir Chondrozyten untersucht. In beiden
Zelltypen wird die Koloniebildung durch IGFBP-4 unterdriickt und konnte durch
Zugabe von IGF zum Teil wieder stimuliert werden [152,308]. Da durch eine
Hemmung des IGF-IR mit spezifischen Antikérpern eine Reduzierung der Bildung
von Kolonien von LS1034-Zellen in Methylcellulose gezeigt werden konnte [332], lag
es nahe zu vermuten, dass die Koloniebildung von Kolonkarzinomzellen ebenfalls
Uber IGF-abhangige Mechanismen gesteuert wird.

Allerdings konnte in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefliihrten Untersuchungen
die exogene Gabe von IGF-Il keine Stimulierung der Koloniebildung in IGF-sensitiven
LS1034-Zellen oder deren Klonen bewirken. Ebenso wie in LS1034-Zellen war auch
in IGF-sensitiven Isreco-2-Zellen keine Stimulierung der Koloniebildung durch IGF-II
zu finden, wahrend mIGFBP-4 nicht nur die Koloniebildung in Isreco-2 und
LS1034-Zellen reduzierte, sondern auch in der IGF-insensitiven Zelllinie Isreco-1. Die
Ergebnisse belegen somit eindeutig einen hemmenden Effekt von IGFBP-4 auf die
Koloniebildung  von Kolonkarzinomzellen, der unabhangig von der
IGF-Bindungskapazitat von IGFBP-4 ist.

In Bezug auf die Beeinflussung der Migration durch das IGF-System konnte fur
Rhabdomyosarcoma-Zellen gezeigt werden, dass deren Migration durch IGF
gesteigert wird [201]. Dartber hinaus konnte die Migration von Ovar-(CHO)-Zellen
durch IGFBP-1 stimuliert werden [288]. Insgesamt wurden sowohl IGF-abhangige
wie auch IGF-unabhangige Mechanismen beschrieben, welche die Migration
transformierter Zellen beeinflussen kénnen [526].

Eine Uberexpression von mIGFBP-4 in LS1034-Zellen bewirkte eine deutliche
Verringerung migrierender Zellen. Durch Zugabe von exogenem IGF-Il konnte die
durch mIGFBP-4 reduzierte Invasionsrate von LS1034-Zellen wieder erhéht werden.
Da Isreco-1-Zellen keine Hemmung der Invasionsrate mIGFBP-4-exprimierender
Klone zeigten, deutet dies darauf hin, dass die Hemmung der Invasion durch
IGFBP-4 in den untersuchten Kolonkarzinomzelllinien von der Bindung von IGF
abhangt.

Unterstutzt werden diese Ergebnisse durch die Befunde von Reinmuth et. al. 2002,
die die Wirkung eines dominant negativen IGF-IR in Kolonkarzinomzellen in vivo
untersuchten [494]. Die dominant negative Form des IGF-IR fuhrte zu vermindertem

Tumorwachstum in immundefizienten Mausen verbunden mit einer verminderten
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Proliferation der Kolonkarzinomzellen. Wurden die mit dem dominant negativen
IGF-IR transfizierten Zellen in die Milz injiziert, waren sie im Gegensatz zu
nicht-transfizierten oder mock-transfizierten Karzinomzellen nicht mehr in der Lage,
Lebermetastasen zu bilden [494]. Bei der Metastasierung maligner
Kolonkarzinomzellen hat demnach das IGF-IR-Signal eine wichtige Funktion. Damit
kommt dem IGF-IR und seinem Liganden IGF-Il eine bedeutende Rolle in der

Progression eines Tumors zu.

Da sich LS1034-Zellen einerseits und Isreco-1- bzw. Isreco-2-Zellen andererseits in
der Expression des glykosylierten IGFBP-4 unterschieden, stellt sich die Frage, ob
es einen Zusammenhang zwischen der Glykosylierungsform und dem Effekt von
IGFBP-4 auf die gemessenen Tumor-relevanten Parameter gibt. Fir IGFBP-3, das
ebenso wie IGFBP-4 einer N-Glykosylierung unterliegen kann, wurde gezeigt, dass
unglykosyliertes IGFBP-3 starker an die Zellmembran bindet und dadurch seine
Affinitat zu IGF vermindert wird. Dies bedeutet umgekehrt, dass eine
N-Glykosylierung die Verfugbarkeit von IGFBP-3 fir die IGF-Bindung unterstutzt und
somit inhibitorisch auf IGF-vermittelte Signale wirkt [183,184]. Eigenschaften von
IGFBP-4, die mit seiner N-Glykosylierung zusammenhangen, wurden bisher nicht
beschrieben. Zudem konnte auch noch keine direkte Assoziation von IGFBP-4 mit
der Zellmembran nachgewiesen werden [184]. LS1034-Zellen, in denen mIGFBP-4
inhibitorisch auf alle drei gemessenen Parameter wirkte, exprimieren zusatzlich zur
24 kDa unglykosylierten |IGFBP-4-Form auch das glykosylierte 28 kDa grolde
IGFBP-4-Protein. In den ebenfalls IGF-sensitiven Isreco-2-Zellen konnte hingegen
nur das 24 kDa groRe IGFBP-4-Protein detektiert werden. Die Hemmung der
IGF-abhangigen Proliferation durch mIGFBP-4 findet allerdings sowohl in
LS1034- als auch in Isreco-2-Zellen statt, was dafir spricht, dass die
Glykosylierungsform von IGFBP-4 die Bindung von IGF-II nicht beeinflusst.

In Bezug auf die Invasion der Zellen, die ebenfalls IGF-abhangig war, kann ein Effekt
von glykosyliertem IGFBP-4 nicht vollstandig ausgeschlossen werden, da
Isreco-2-Zellen in einer nicht ausreichenden Anzahl durch die Membran wanderten
und so nicht als Kontrolle fur die Wirkung von unglykosyliertem IGFBP-4 auf die
Invasion zur Verfligung standen. Die fehlende Hemmung der Invasion von
mIGFBP-4 in Isreco-1-Zellen kénnte daher nicht nur auf die IGF-Insensitivitat dieser
Zelllinie zurdckzuflhren sein, sondern moglicherweise auch auf das Fehlen von
glykosyliertem mIGFBP-4.
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7.2 Genexpressionsanalyse

Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen, durch die Proliferation,
Transformation und Migration von mIGFBP-4-exprimierenden Zellen beeinflusst
wurden, diente eine Genexpressionsanalyse in LS1034-Zellen, deren mock-Kontrolle
(CI01) und zwei sense-Klonen (Cl14 und CI15). LS1034-Zellen wurden fur diese
Analyse ausgewahlt, weil in dieser Zelllinie sowohl IGF-abhangige (Proliferation) als
auch IGF-unabhangige Effekte (Koloniebildung) von mIGFBP-4 auftraten. Mit Hilfe
von subtraktiven cDNA-Banken wurden cDNAs von solchen Genen angereichert, die
durch die Uberexpression von IGFBP-4 in ihrer Expression verandert wurden. Es
wurden 1728 cDNA-Fragmente aus den subtraktiven cDNA-Banken mit
cDNA-Array-Hybrisierungen analysiert. Davon waren 66 cDNA-Fragmente zwischen
nicht-transfizierten und transfizierten LS1034-Zellen differentiell exprimiert. Nach
|dentifizierung dieser cDNA-Fragmente durch Sequenzierung konnten diese 39
verschiedenen Genen zugeordnet werden. Von diesen 39 Genen wurden die
Transkripte von sieben Genen durch mIGFBP-4 hochreguliert. Verminderte mRNA-
Spiegel durch mIGFBP-4 wurden bei 25 Genen detektiert. Obwohl die
mock-Kontrolle sich bezuglich der untersuchten biologischen Parameter
(Proliferation, Transformation und Invasion) nicht signifikant von der
nicht-transfizierten Zelllinie unterschied, wurde deutlich, dass die Zellen auf die
Transfektion und die anschlieBende G418-Selektion mit gesteigerter oder
verminderter Expression bestimmter Gene reagierten. Zwolf der 25 Gene, deren
Transkripte durch mIGFBP-4 vermindert wurden, wurden ebenfalls durch die
Transfektion beeinflusst. Neun der durch mIGFBP-4 auf Transkriptebene reduzierten
Gene wurden durch die Transfektion signifikant auf mMRNA-Ebene erhdht. Drei Gene
wurden durch die Transfektion auf Transkriptebene signifikant vermindert, allerdings
waren diese mMRNAs durch mIGFBP-4 signifikant starker reduziert. Bei sechs Genen
fuhrte die Uberexpression von mIGFBP-4 zu einer signifikanten Anderung der
Transkriptmenge, die sich aber nicht signifikant vom Transfektionseffekt unterschied.
Die Veranderung der Mengen spezifischer mMRNAs durch den Transfektionsprozess
ist am wahrscheinlichsten auf den Selektionsdruck wahrend der Etablierung und
Erhaltung von stabilen Klonen zurtckzuflihren. Diese Annahme wird dadurch
unterstutzt, dass zwei der sechs Gene, RTP801 und MIG-6, die durch die
Transfektion in deren Expression reduziert wurden, an der Stressantwort der Zelle

beteiligt sind. Neben den Transkripten solcher ,stress-response® Gene wurden auch
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zwei Gene des Metabolismus, die Formyltetrahydrofolat-Dehydrogenase und ein
Gen, dessen Produkt (HMGCS2) im Mitochondrium den ersten Schritt der
Ketogenese katalysiert [507] durch die Transfektion beeinflusst. Weiterhin wurde die
mRNA von SERPINA1, das an der Regulation verschiedener proteolytischer
Prozesse beteiligt ist [29] und als antiinflammatorisches Protein [177] gilt, in allen
Klonen (sense-Klone und mock-Klon) mehr als 2-fach hochreguliert. Eine Zelle
reagiert also deutlich mit veranderten Transkript-Spiegeln spezifischer Gene auf
exogene Stress-Faktoren. Wie bereits erwahnt hatte die Veranderung dieser Gene
jedoch keinen Einfluss auf das Proliferations- und Invasionsverhalten bzw. auf den

Transformierungsgrad in LS1034-Zellen.

7.2.1 Effekte von mIGFBP-4 auf die Transkript-Spiegel Proteolyse-

relevanter Gene

Einer der durch die Genexpressionsanalyse ermittelten moglichen Wirkmechanismen
von IGFBP-4 ist, die eigene Proteolyse zu verhindern. Dies lasst die Konstellation
folgender, verstarkt oder vermindert exprimierten mRNAs, nach mIGFBP-4
Transfektion vermuten. So sind z.B. die Transkripte von Cystatin SN in den
mIGFBP-4 Klonen mehr als 10-fach gegenuber der mock-Kontrolle oder der
Mutterlinie erhoht. Cystatin SN gehdrt zur Familie der S-Typ Cystatine [524], die
Cysteinproteinasen, wie Cathepsin C, reversibel und kompetitiv inhibieren [593]. Da
IGFBP-4 ein Substrat verschiedener Cathepsine ist [207,652], erscheint es moglich,
dass IGFBP-4 entweder direkt oder durch die Akkumulation seiner Spaltprodukte das
Cystatin-SN-Gen aktiviert oder dessen mRNA stabilisiert, um sich so vor weiterer
Spaltung zu schutzen. Die mRNA-Spiegel einer weiteren Cysteinprotease, der
Ca®*-abhangigen Calpainprotease, wurden durch mIGFBP-4 vermindert. Die
physiologische Rolle solcher Calpaine ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings
weisen verodffentliche Studien auf Funktionen in der Zellteilung, Migration,
Integrin-vermittelten Signaltransduktion und Apoptose hin [14,263,330,537]. So wird
beispielsweise das zellulare Kontrollprotein p53 durch Calpaine degradiert [447].
Eine Hemmung der Calpaine fihrt hingegen zu einer Aktivierung der p53-
abhangigen Apoptose [15]. Auch Cyklin D1, das den Ubergang der Gi-Phase zur
S-Phase bestimmt, wird durch Calpaine reguliert [116,388]. Die mRNA-Spiegel der
Zink-abhangigen Metalloendopeptidase MEP1A [282], die in der Lage ist, die B-Kette
von Insulin zu hydrolysieren [634], wurden durch mIGFBP-4 erhoht. Die fur das
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Insulin beschriebene B-Kette ist auch in der Proteinstruktur der IGFs vorhanden
[528]. Eine gesteigerte Hydrolyse von IGFs kdonnte somit neben der Bindung der
IGFs einen Mechanismus darstellen, durch den IGFBP-4 seine antimitogene Wirkung
entfaltet. Eine weitere Wirkung einer erhdhten IGF-Spaltung koénnte sein, dass
dadurch die |IGFBP-4-Proteolyse vermindert wird, da IGFBP-4 durch eine
IGF-ll-abhéangige Protease (PAPP-A) gespalten wird [345], die auch im Kolon
vorkommt [443]. Neben der Spaltung von IGFBP-4 durch PAPP-A kann IGFBP-4
durch eine bisher nicht genau identifizierte Serinprotease gespalten werden
[113,493]. Ein zusatzliches Indiz fir den Eigenschutz von IGFBP-4 vor Proteolyse ist
daher die Reduzierung der Transkripte von TMPRSS2, einer Serinprotease, die auch
auf der Zelloberflache im Kolon exprimiert wird [2,276,359].

7.2.2 Effekte von IGFBP-4 auf mRNA-Spiegel Zellzyklus-relevanter Gene
und von Wachstumsfaktor-Genen

Der antimitotische Einfluss von IGFBP-4 in LS1034-Zellen wird durch die Wirkung
auf Zellzyklus-relevante Gene deutlich. IGFBP-4 erhdhte die Transkript-Spiegel von
solchen Genen, die Zellzyklus-Arrest und Differenzierung foérdern, wahrend
Transkripte der an der Mitose beteiligten Gene reduziert wurden.

Der mRNA-Spiegel der Asparaginsynthetase (ASNS), die fur die Progression in der
G;-Phase benétigt wird [220,221], wurde durch die Uberexpression von mIGFBP-4
vermindert, wahrend der mRNA-Spiegel der Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTPRO),
die einen Zellzyklus Arrest (Go/G1-Arrest) vermittelt [4] und die Differenzierung von
Zellen initiiert [49], mindestens um einen Faktor 5 erhoht wurde. Die Expression des
Interferon-related developmental Regulator1 (IFRD1) wurde durch die
Uberexpression von IGFBP-4 reduziert. In einer Myoblastenzelllinie wurde
beobachtet, dass IFRD1 in den ersten Stunden nach Anschaltung der
Differenzierung vermindert exprimiert wird [227], was darauf hinweist, dass
mIGFBP-4 schon die Differenzierung von sich noch teilenden Zellen (90 % Konfluenz
bei RNA-Extraktion) fordert. Der natlrliche Alterungsprozess einer Zelle beinhaltet
einen terminalen Status, in dem sich eine Zelle nicht mehr teilt. Dieser Status geht
einer entarteten Zelle verloren. Zellen, die sich in einem nicht-teilenden Status
befinden, besitzen niedrigere MRG-15-mRNA-Spiegel als proliferativ aktive Zellen
[54]. Dies lasst vermuten, dass MRG-15 fur die Progression des Zellzyklus gebraucht

wird [53]. Durch die Uberexpression von mIGFBP-4 wurde der mRNA-Spiegel von
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MRG-15 deutlich gesenkt, was mit dem Befund Ubereinstimmt, dass LS1034-Zellen,
die mIGFBP-4-exprimieren, eine niedrigere Proliferationsrate aufweisen.
Antimitogene Effekte von IGFBP-4 sind weiterhin mit verminderten Transkript-
Spiegeln von TUBGCP2 (y-Tubulin complex associated Protein 2) assoziiert. Das
y-Tubulin ist essentiell fur die Funktion der mitotischen Spindeln [418,578]. Seine
verminderte Expression konnte somit eine Folge der Hemmung der Mitose durch
mIGFBP-4 sein. Auch besalten mIGFBP-4-exprimierende LS1034-Zellen deutlich
weniger Transkripte fur Epiregulin (EREG) als die Kontrollen. Epiregulin wurde aus
einer Kolonkarzinomzelllinie (HCT-15) kloniert und gehoért zur Familie der
epidermalen Wachstumsfaktoren (EGFs). In seiner Struktur ahnelt es am meisten
TGF-a [589]. Epiregulin vermittelt ein starkeres mitogenes Signal als EGF [545] und
wird in normalem Kolongewebe in sehr niedrigen Mengen exprimiert. In
Kolonkarzinomzelllinien wird die hohe Expression von Epiregulin [589] durch ein
Ki-Ras-vermitteltes Signal induziert [18]. Das maligne Potential von Epiregulin duRert
sich in der Korrelation seiner Menge und der Tumor-Wachstumsrate in
immundefizienten Mausen [18]. Bei der Immortalisierung von Fibroblasten wird das
Epiregulin-Gen aktiviert [362], wahrend eine Blockade von Epiregulin das Wachstum
und die Koloniebildung von transformierten Fibroblasten deutlich reduziert [362]. Die
Expression von Epiregulin wird durch IKK und NF-kB aktiviert [357]. Dies ist insofern
von Bedeutung, da die Transkriptmengen des Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptors
(TNFRSF1A), dessen Aktivierung wiederum zur Aktivierung von IKK und NF-kB
fuhren [107], ebenfalls durch mIGFBP-4 auf mRNA-Ebene vermindert wurden. Somit
konnte die Reduktion der Epiregulin-Expression in LS1034-Zellen durch mIGFBP-4
auf einer verminderten Signalweitergabe durch den TNF-Rezeptor beruhen.

7.2.3 Wirkung von IGFBP-4 auf mRNA-Spiegel von Signaltransduktions-
relevanten Genen

Die Untersuchung der Genexpression auf mRNA-Ebene ergab weiterhin, dass eine
Uberexpression von mIGFBP-4 wahrscheinlich auch Einfluss auf apoptotische
Signale nimmt. Dazu gehdren die Verminderung des Transkript-Spiegels der bereits
erwahnten Calpainprotease, was die Induzierung einer p53-abhangigen Apoptose
bewirken kann [15], sowie die fast vollstandige Inhibierung von COX-2 in
mIGFBP-4-exprimierenden Zellklonen. COX-2, deren Expression durch TNF [480],
einem Liganden des TNFRSF1A, erhéht werden kann, verschafft transformierten
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Zellen einen Wachstumsvorteil durch Inhibierung der Apoptose [522]. Der mRNA-
Spiegel eines weiteren Gens, das mit der Signalweitergabe Uber den TNF-Rezeptor
in Verbindung steht, wurde ebenfalls durch mIGFBP-4 Expression reduziert. Die
Caseinkinase-1 (CSNK1A1) phosphoryliert den Tumornekrosefaktorrezeptor (TNF-R)
[56] und schitzt dadurch die Zelle vor Apoptose. Neben dem TNF-R ist auch das
beta-site APP-cleaving Enzyme (BACE 1) ein Subrate der Caseinkinase-1 [614] und
wird ebenso wie der TNFRSF1A in mIGFBP-4-exprimierenden Klonen der LS1034-
Zellen auf mRNA-Ebene deutlich niedriger exprimiert. Bisher wurde allerdings noch
keine Funktion von BACE 1 im Zusammenhang mit dem |IGF-System oder der
Karzinogenese beschrieben. Bekannt ist, dass BACE 1 mit seinen proteo- und
peptidolytischen Eigenschaften eine kritische Rolle in der Spaltung des
Amyloid Precursor Proteins (APP) im Rahmen der Alzheimer Erkrankung spielt [605].
Das Amyloid beta Precursor-like Protein 2 (APLP2), das dem APP-Protein vom
Aufbau her sehr homolog ist, stellt ebenfalls ein Substrat der BACE dar [45] und wird
vermehrt in mitotischen Zellen exprimiert [609]. Trotz verminderter Mengen an
BACE-Transkripten wurden auch reduzierte mRNA-Spiegel von APLP2 in IGFBP-4-
exprimierenden Klonen detektiert, was zeigt dass die Uberexpression von mIGFBP-4
scheinbar die Menge an APLP2 nicht nur Uber BACE regulieren kann. Weitere
Proteine, die in intrazelluldre Signal-Kaskaden involviert sind und deren Transkripte
durch mIGFBP-4 reduziert wurden, sind das PDZ-Lim Protein CLP-36 und Ezrin.
Beide Proteine fungieren als Bindeglieder zwischen Plasmamembran und Zytoskelett
[231,373,436]. Hinsichtlich der Wirkung von mIGFBP-4 scheint insbesondere die
Reduktion von Ezrin interessant, da Ezrin nach Stimulierung mit EGF zur ,ruffeled®,
sprich gekrauselten, Oberflache der Zellmembran wandert [78] und ausserdem eine
Assoziation zwischen dieser Membraneigenschaft (,membran-ruffeling“) und der
Motilitdt bzw. dem invasiven metastatischen Potential von Tumorzellen besteht
[283,410,436]. Die verminderten Ezrin-Transkript-Spiegel in den |IGFBP-4-
Uberexprimierenden Klonen koénnten somit ursachlich verantwortlich flr deren

verminderte Migration sein.
7.2.4 Wirkungen von IGFBP-4 auf Tumormarker
IGFBP-4 regulierte die Transkript-Spiegel der Tumormarker CEACAM 5 und 6

(,carcinoembryonic antigen-related cell adhesion moleculs), die beide als

Kolon-spezifische Tumormarker gelten, konsequent nach unten [48,368,651]. Auch
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die mRNA der Glutathion-S-Transferase, die in die Entgiftung zahlreicher chemischer
Kanzerogene, Mutagene und antikanzerogener Wirkstoffe sowie deren Metabolite
involviert ist, war in den mIGFBP-4-exprimierenden Zellklonen erniedrigt.
Interessanterweise wurden in den meisten Tumoren oder praneoplastischen
Lasionen erhohte GSTPI-Spiegel gefunden, wahrend im umliegenden gesunden
Gewebe keine oder nur niedrige GSTPI-Expression zu finden war. In der Klinik
werden daher hohe GSTPI-Spiegel mit der malignen Transfomation, der Resistenz
des Tumors  gegen antikanzerogene  Wirkstoffe  sowie schlechten
Uberlebenschancen des Patienten in Verbindung gebracht [5].

EMP-1 ist ein weiterer Biomarker kolorektaler Karzinome [50,366] und unterliegt
wahrend des Zellzyklus einer genauen Regulation. Zellen, die sich in der Gy-Phase,
d.h. in einem sich nicht-teilenden Status befinden, besitzen nur niedrige EMP-1-
Spiegel [581]. Solche erniedrigten EMP-1-Spiegel wurden ebenfalls in mIGFBP-4-
exprimierenden LS1034-Zellen gefunden.

Seit festgestellt wurde, dass COX-2, auch unter dem Namen Prostaglandin-Endo-
Peroxidase-Synthetase 2 (PTGS2) bekannt, in 90 % aller sporadisch auftretenden
Kolontumore erhoht ist, gilt dieses Enzym als ultimativer Marker fur Kolontumoren
[630]. Neben den bereits erwahnten antiapoptotischen und
metastasierungsfordernden Eigenschaften [522] konnte gezeigt werden, dass eine
erhohte COX-2-Expression zur verstarkten Produktion proangiogener Faktoren und
einer  Stimulation der endothelialen  Migration  fihrt [594].  Solche
Regulationsprinzipien sind notwendig fur die Angiogenese in wachsenden Tumoren.
Die Expression von COX-2 wird nicht nur durch TNF stimuliert, sondern auch durch
IGF-1I Gber den IGF-IR [165]. Der Zusammenhang von IGF-Il und COX-2 ist insofern
bedeutsam, da IGF-Il in sporadischen Kolontumoren durch Verlust des Imprintings
des IGF2-Gens deutlich erhoht ist [145]. Der verminderte COX-2-mRNA-Spiegel in
mIGFBP-4-exprimierenden LS1034-Zellen konnte daher einerseits durch eine
Verminderung von verfugbarem |GF-Il erklart werden, aber auch durch eine
Inhibierung des TNF-Rezeptor-Signalwegs. Die Reduktion von verflugbarem IGF-II
kann entweder durch die Bindung von IGF-Il an IGFBP-4 oder durch eine mogliche
Spaltung von IGF-Il auf Grund der in den mIGFBP-4-exprimierenden Klonen

vermehrt vorhandenen Transkripte der Metalloendopeptidase MEP1A erklart werden.
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7.2.5 Wirkung von IGFBP-4 auf Gene, die am Elektronen- oder Anionen-

Transport beteiligt sind

Die Sequenz von in den Mitochondrien lokalisierten Enzymen, die flr den Transport
der aus oxidierbaren Substraten gewonnenen Reduktionsaquivalente verantwortlich
sind, wird als Atmungskette bezeichnet. Der in der Atmungskette betriebene
Elektronentransport fuhrt zur Bildung von Energie in Form von ATP. Im Rahmen
einer Zelltransformation unterliegen in der Regel auch solche Enzyme einer
Dysregulation. Die Cytochrom C Oxidase Untereinheit || (MTCOZ2) gehoért zu dem an
der Atmungskette beteiligten Komplex IV. Dieser Komplex ist in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert und katalysiert die Oxidation von Cytochrom C. Es
konnte gezeigt werden, dass in Kolonpolypen der mRNA-Spiegel der Cytochrom C
Oxidase herrunterreguliert wurde [387]. Crotondl zeigt in hohen Dosen einen
antiproliferativen Effekt auf glatten Muskelzellen des Kolons einhergehend mit der
Steigerung der MTCO2-Expression und einer Senkung der COX-2-mRNA-Spiegel
[618]. Neben der verminderten Expression von COX-2 konnte in mIGFBP-4-
exprimierenden LS1034-Zellen auch eine Steigerung des MTCO2-mRNA-Spiegels
festgestellt werden.

Die aullere Mitochondrienmembran, die das Mitochondrium vom Zytosol abgrenzt, ist
fur die meisten Verbindungen durchlassig und ist im Gegensatz zur inneren
Mitochondrienmembran relativ arm an membrangebundenen Enzymen. Transkripte
des in dieser aulleren Membran lokalisieten VDAC2 (voltage-dependent anion
channel 2) wurden durch eine Uberexpression von IGFBP-4 reduziert. Spannungs-
abhangige Anionen-Kanale werden als membranintegrale Proteine beschrieben, die
grolRe hydrophile Poren bilden [391] und damit den Haupttransportweg fir
Adeninnukleotide durch die aullere Mitochondrienmembran darstellen [59]. Dadurch
scheinen diese Kanale auch eine entscheidende Rolle im Energiemetabolismus der
Zelle zu spielen, indem sie als Pforte zwischen Zytoplasma und der mitochondrialen
Matrix  fungieren [391]. Da sich  Tumorzellen durch einen sehr
energieverbrauchenden Stoffwechsel auszeichnen, koénnte die verminderte
Expression dieser Anionenkanale darauf hinweisen, dass mIGFBP-4-exprimierende
Zellen an Energie verarmen und deswegen Apoptose begehen. [203]. Die
verminderte Expression dieser Anionenkanale kdnnte aber ebenso ein sekundarer
Effekt der deutlich verringerten Proliferation in den mIGFBP-4-exprimierenden

Klonen sein. Ein konkreter Zusammenhang zwischen dem IGF-System oder der
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Kanzerogenese und dem VDAC2 ist allerdings bislang ebenso wenig erforscht wie
fur das am Elektronentransport beteiligte und im Kolon stark exprimierte Gen CGI-07

[336], dessen Transkripte ebenfalls durch mIGFBP-4 vermindert wurden.

7.2.6 IGFBP-4-Wirkung auf Gene des Metabolismus

Neben dem verminderten Transkript-Spiegel der fiur die Biosynthese von Asparagin
verantwortlichen Asparaginsynthetase (ASNS-1), wurden verminderte mMRNA-Spiegel
weiterer am intermedidren Stoffwechsel beteiligter Gene in mIGFBP-4-
exprimierenden LS1034-Zellklonen identifiziert. Die Phosphoserin-Aminotransferase
(PSA), die den zweiten Schritt in der Serin-Biosynthese katalysiert [36], wird im
normalen Kolongewebe in relativ niedrigen Mengen exprimiert [25] und zeigt eine
gesteigerte Expression in Kolontumoren und neoplastischen Geweben [437,562]. Die
Pyruvoyltetrahydropterin ~ Synthase (PTS) ist ebenfalls ein Enzym des
Aminosaurestoffwechsels und katalysiert den zweiten Schritt der Tetrahydrobiopterin
(BH4)-Synthese [587,596]. Neben dieser Verminderung der mRNA-Spiegel von
Enzymen, die an der Synthese neutraler Aminosauren (Asparagin, Serin,
Phenylalanin) beteiligt sind, wurde auch die mRNA des fur den Transport neutraler
Aminosauren verantwortlichen Transporters SLC7A5 [468] in mIGFBP-4-
exprimierenden Klonen reduziert. Dieser Transporter, auch unter dem Namen LAT1
bekannt, férderte das Wachstum von Tumoren, wenn Kolonkarzinomzellen in die
Milz von Ratten injiziert wurden [435]. Die Expression eines weiteren Gens, das auf
mRNA-Ebene durch die Uberexpression von mIGFBP-4 vermindert wurde, war die
des ,Hypoxia inducible Gene 1 (HIG1), das durch Hypoxie und Glucosemangel
induziert werden kann und zur Angiogenese in Tumoren fuhrt [161]. mIGFBP-4
konnte somit das Tumorwachstum inhibieren, indem es einerseits die Versorgung
des Tumors mit Nahrstoffen (z.B. Aminosauren) und andererseits die

HIG1-geforderte Angiogenese inhibiert.
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7.3  Wirkungen von IGF-Il im sporadischen CRC in vivo

Neue Studien weisen daraufhin, dass die Entstehung des CRC beim Menschen mit
erhohten IGF-lI-Spiegeln assoziiert ist [195,353], bedingt durch den Verlust des
IGF2-Gen-Imprintings [339]. Allerdings ist wenig darlber bekannt, in welcher Phase
der Tumorentstehung IGF-Il wirkt und ob erhdéhte IGF-II-Spiegel ausreichen, um
Tumore zu induzieren. Um diese Fragen zu beantworten, wurde in IGF-ll-transgenen
Mausen und nicht-transgenen Kontrolltieren die Entstehung spontaner kolorektaler

und die Entstehung von chemisch induzierten Kolontumoren untersucht.

Fir die Untersuchung wurden vier Gruppen aus IGF-ll-transgenen Mausen und ihren
nicht-transgenen Wurfgeschwistern zusammengestellt. Zwei der vier Gruppen
dienten als Kontrollgruppen, in denen IGF-ll-transgene und nicht-transgene Tiere
nicht mit DMH, sondern nur mit dem Vehikel behandelt wurden. In diesen Gruppen
sollten eventuelle spontan entstehende Veranderungen der Kolonmukosa durch
IGF-Il untersucht werden. In den zwei weiteren Gruppen, d.h. wiederum in
IGF-llI-transgenen und nicht-transgenen Tieren, wurden praneoplastische Foci und
Tumore durch DMH induziert, um die Wirkung von IGF-II auf die chemisch induzierte

Karzinogenese zu untersuchen.
7.3.1 DMH-induzierte Kolonkarzinogenese versus APC-Mutationsmodelle

Die Effekte einer IGF-ll-Uberexpression auf die Tumorbildung im Kolon wurden
in vivo schon an APCM"*-Mausen untersucht [241]. APC""*-Mause (Min, multiple
intestinale Neoplasien) besitzen eine Mutation im APC-Gen, die zu einem
Funktionsverlust des APC-Proteins fuhrt, der auch fur die Entstehung der familiaren
adenomatésen Polyposis (FAP) charakteristisch ist [64,314,419]. Der
Funktionsverlust des APC-Proteins fuhrt allerdings in der Maus neben Tumoren im
Kolon zusatzlich zu Karzinomen im Dunndarm sowie zu Tumoren und
Abnormalitaten in verschiedenen weiteren Geweben [178,219,234,386]. Obwonhl
Mutationen im APC-Gen haufig auch in der Entwicklung des sporadischen CRC zu
finden sind, ist das Mutationsmuster in den Tumoren heterogener [109,141]. Beim
sporadischen CRC kann z.B. auch eine K-ras Mutation als initiales Ereignis auftreten
[109].

Da das chemische Karzinogen DMH vornehmlich neoplastische Lasionen im
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deszendierenden Kolon der Maus hervorruft [467,509,595,627], vergleichbar zur
Lokalisation des sporadischen CRC beim Menschen, wurde dieses Modell der

kolorektalen Tumorenstehung der APCM™*

-Maus vorgezogen. Daruber hinaus
entspricht nicht nur die Lokalisation, sondern auch die Histopathologie der durch
DMH erzeugten Neoplasien dem Krankheitsbild eines sporadischen CRC beim

Menschen [109].

7.3.2 IGF-ll und spontane Tumorenstehung

Im IGF-llI-transgenen Mausmodell wird die Expression des humanen IGF-Il durch
einen vorangestellten PEPCK-Promotor reguliert [633]. Dieses Modell wurde schon
fur die Untersuchung von chemisch induzierten Neoplasien in der Leber verwendet
[334]. Das humane IGF-Il wird postnatal in diesem Modell in der Niere, der Leber,
dem Jejunum, dem lleum und im Kolon exprimiert [633]. Durch die Uberexpression
von IGF-Il in den verschiedenen Organen ist auch gleichzeitig eine erhohte
Serumkonzentration von IGF-Il zu erwarten. In den PEPCK-IGF-ll-transgenen
Mausen sind die IGF-lI-Spiegel im Serum ungefahr um den Faktor 3 erhdht [633].
Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Die Expression von hIGF-II
hatte keinen Einfluss auf die Entwicklung des Korpergewichts ab der vierten Woche.
Dies ist konform mit vorausgegangenen Studien, die ebenfalls keinen Unterschied im
Korpergewicht zwischen IGF-lI-transgenen und nicht-transgenen Tieren feststellen
konnten [633]. In den vorausgegangenen Studien waren die Organgewichte von
Niere und Testis im Alter von vier Wochen erhdht, wahrend in einem Alter von zwolf
Wochen nur in IGF-ll-transgenen Tieren noch eine signifikante Erhdhung des
Gewichts der Nebenniere verzeichnet werden konnte [633]. Diese Daten geben
keinen Hinweis auf einen basalen Effekt von IGF-Il auf das Kolon. Dies wird auch
durch die in dieser Arbeit vermessene Flache des Kolons belegt, die ebenfalls keinen
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen aufwies.

Die unbehandelten IGF-lI-transgenen Tiere und die unbehandelten nicht-transgenen
Tiere entwickelten keine in der Methylenblau- bzw. B-Hexosaminidasefarbung
sichtbaren Abnormalitaten des Kolons. Der Befund, dass eine Uberexpression von
IGF-1I, wie sie in den PEPCK-IGF-lI-transgenen Mausen gegeben ist, alleine keine
Neoplasien weder in frihen noch im spaten Stadium im Kolon ausldst, steht im
Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen bezuglich des Einflusses von IGF-Il auf

die Tumorgenese [334,632]. Eine Veranderung der IGF-Il Menge im Serum oder die
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Veranderung der IGF-ll Expression auf mMRNA-Ebene im Kolon scheint damit alleine
nicht auszureichen, um Tumore zu induzieren und stellt somit kein Initiationsereignis
dar. Dieser in vivo erhobene Befund wird durch die in dieser Arbeit durchgeflhrten
Untersuchungen von IGF-lI-Effekten auf Kolonkarzinom-Zelllinien gestutzt. Exogenes
IGF-1I wirkte hier weder in |IGF-sensitiven noch in IGF-insensitiven Zelllinien
transformationsférdernd, d.h. durch die Zugabe von IGF-Il konnte keine Erhdhung
der Kolonienanzahl in semisolidem Medium erreicht werden. Insgesamt drei der
bisher funf verdffentlichten IGF-lI-transgenen Mausmodelle zeigen keine spontane
Tumorformation. Ausnahmen bilden das IGF-lI-transgene Mausmodell, dessen
IGF-lI-cDNA unter der Kontrolle des MUP (maijor urinary protein) Promotors steht, in
dem ca. 20 % der Tiere in verschiedenen Organen Tumore entwickelten und das
unter dem BLG (B-Lactoglobulin)-Promotor regulierte IGF-II-transgene Mausmodell,
in dem allerdings nur einzelne weibliche Mause Tumore in der Brustdruse
entwickelten [632]. Auch unter Bericksichtung dieser Ergebnisse ist es insgesamt

wahrscheinlich, dass IGF-II kein Initiationsereignis auslost.

7.3.3 Wirkung von IGF-II auf fruhe Stadien und spate Stadien der

chemisch-induzierten Karzinogenese

In der ACF-Adenom-Karzinom-Sequenz der Tumorgenese stellen ACF
praneoplastische Lasionen des Kolons dar [109]. Zur Entwicklung von
neoplastischen Lasionen im Kolon, sowohl in IGF-ll-transgenen als auch in
nicht-transgenen Mausen, musste ein initiierender Stimulus vorangehen, was durch
die DMH-Gabe erreicht wurde. Dieser initiierende Stimulus fuhrte zu der Entstehung
von Tumoren 34 Wochen nach der letzten DMH-Behandlung in 56 % der
IGF-ll-transgenen Tiere und 40 % der Kontrolltiere assoziiert. Die Inzidenz der CRC-
Entwicklung ist in IGF-lI-transgenen Tieren somit etwas hoher.

IGF-II-transgene Tiere wiesen funf Wochen nach der letzten DMH-Behandlung
(frihes Stadium der Karzinogenese) signifikant (P<0,001) mehr ACF auf als ihre
nicht-transgenen Wurfgeschwister. IGF-Il ist demnach in der Lage, die Bildung
prakanzerogener Lasionen, die durch DMH initiiert werden, zu fordern. Im frihen
Stadium weisen IGF-ll-transgene Mause vor allem ACF auf, die aus 3 oder mehr
betroffenen ACs im Focus bestehen.

In einer Studie, in der ebenfalls ACF mit DMH im Kolon induziert worden waren,

konnte gezeigt werden, dass die potentielle Malignitat eines ACF mit der Anzahl der
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Krypten im Focus korreliert. Wahrend ACF mit 1 bis 3 AC im Focus das Potential
beinhalten, sich zu einer malignen Lasion zu entwickeln, besitzen Foci mit 6-13 ACs
schon bestimmte histochemische Profile von Adenomen [598].

34 Wochen nach der letzten DMH-Behandlung (spates Stadium der Kanzerogenese)
bildeten sich in beiden Genotypen die aus 2 ACs bestehenden ACF signifikant
zurtck. Zusatzlich entwickelten sich in den IGF-ll-transgenen Tieren die ACF mit
mehr als 3 ACs im Focus ebenfalls signifikant zurick, wahrend in den
nicht-transgenen Tieren die Anzahl der ACF mit mehr als 3 ACs im Focus gegenlber
der Frihphase konstant blieb. Im Wildtyp erhdhte sich sogar die Anzahl der ACF mit
mehr als 5 AC.

Dass die Anzahl von kleinen Lasionen zwdlf Wochen nach DMH-Behandlung in den
Mausen groer war als 36 Wochen nach DMH-Behandlung, wurde schon von
Thurnherr und Reinhart beobachtet, die daraus schlossen, dass atypische
Veranderungen, die nur 1 AC umfassen, wieder ausheilen [588]. Diese Beobachtung
wird durch die in dieser Arbeit erhobenen Daten bestatigt. Es konnte in dieser Arbeit
allerdings zusatzlich gezeigt werden, dass sich auch ACF mit 1-3 ACs im Focus
zurUckbilden kdnnen.

Weiterhin bildeten 34 Wochen nach der letzten DMH-Behandlung beide Genotypen
sichtbare Tumore aus, wobei die Anzahl der Tumore pro Kolon sich nicht wesentlich
zwischen den beiden Genotypen unterschied, wohl aber das Tumorvolumen, das in
den IGF-ll-transgenen Tieren deutlich erhdht war.

Unter Beachtung der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse scheint IGF-Il einen
Wachstumsvorteil der Lasionen im frlhen Stadium zu verschaffen, der aber
ausgeglichen werden kann, solange die zellularen Reparaturmechanismen des
Organismus noch funktionieren. Zu einem spateren Zeitpunkt in der Karzinogenese,
in der die Entwicklung eines Tumors nicht mehr verhindert werden kann, beeinflusst
IGF-Il offenbar wieder das Wachstum, was am signifikant (P<0,05) erhohten
Tumorvolumen in IGF-ll-transgenen Tieren deutlich wird. Ein signifikant hdherer
Durchmesser der Adenome wurde ebenfalls in APCM™_Mausen, die IGF-II

Uberexprimieren, bestimmt [241].
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7.3.4 IGF-Il und Initiation

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde deuten daraufhin, dass die Anzahl
der ACF im frihen Stadium zwar IGF-llI-abhangig ist, nicht aber mit der Anzahl der
entstandenen Tumore korreliert. Dies spricht nicht fir eine Rolle von IGF-II in der
Initiation. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu dem Befund einer

IGF-11-Uberexpression in APCM"*

-Mausen, in denen erhdhte IGF-1I-Spiegel mit einer
héheren Anzahl von Adenomen assoziiert waren [241]. Eine Erklarung fur die
widerspruchliche Wirkung von IGF-Il auf die Tumorentstehung kdénnte in der
Erst-Mutation liegen, die wahrscheinlich in dem hier verwendeten Modell nicht das
APC-Gen betrifft. Diese Annahme beruht darauf, dass Zellen mit einer Erst-Mutation
im APC-Gen stets maligne entarten [96,280,289,429,580]. Moglicherweise ist eine
APC-Mutation im Gegensatz zu den durch DMH erzeugten Mutationen nicht durch
zelleigene Reparatursysteme zu kompensieren, so dass IGF-Il entsprechend seiner
wachstumsfordernden Eigenschaften auch das Wachstum von Zellen fordert, deren
Transformationsprozess nicht mehr umkehrbar ist.

Die Tatsache, dass ACF sich zurickbilden kénnen in Abhangigkeit von der initialen
Mutation, zeigt, dass die Auswertung der Gesamtanzahl der ACF am frischen Darm
alleine nicht ausreicht um einen Rickschluss auf das maligne Potential eines ACF zu
schlielen. Eine Methylenblaufarbung ist daher immer nur ein Indikator flr die Menge
der auftretenden ACF, die das Potential einer malignen Entartung besitzen, sich aber
nicht zwangslaufig zu einem Tumor entwickeln missen. Aus diesem Grund erscheint
eine gleichzeitige histologische Begutachtung der ermittelten ACF wichtig, um das
maligne Potential einer prakanzerogenen Lasion im sporadischen CRC zu erfassen.
Dies ist vor allem fur die Unterscheidung benigner und maligner ACF im

sporadischen CRC von Bedeutung.
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8 Zusammenfassung

Die Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und IGF-Il vermitteln ihre Wirkung
durch die Interaktion mit ihren transmembranaren Rezeptoren. |hre Wirkung wird
aber auch malgeblich durch Bindung an sechs |IGF-Bindungsproteine
(IGFBP-1 bis-6) beeinflusst, die IGFs mit hoher Affinitat binden. Diese Interaktion
beeinflusst die Halbwertszeit von zirkulierenden IGFs und auch ihre Verfugbarkeit fur
ihre Rezeptoren. Weiterhin gibt es Hinweise, dass IGFBPs zusatzlich Wirkungen

besitzen, die unabhangig von einer IGF-Bindung sind.

Um Wirkungen des IGFBP-4 auf Parameter des malignen Wachstums von
Kolonkarzinomzellen zu untersuchen, wurden IGF-sensitive (LS1034, Isreco-2) und
IGF-insensitive (Isreco-1) Kolonkarzinomzelllinien mit einem Expressionsvektor, der
murines IGFBP-4 (mIGFBP-4) enthielt, stabil transfiziert. Unter Verwendung einer
RT-PCR konnte eine starke mIGFBP-4 Expression auf mRNA-Ebene in mIGFBP-4-
transfizierten Klonen der drei Zelllinien festgestellt werden. Auf Proteinebene wurde
das transfizierte mIGFBP-4 mit einem |IGFBP-4-spezifischen Antikorper
nachgewiesen und seine biologische Aktivitat im Ligandenblot mit IGF-II bestatigt.

In IGF-insensitiven Isreco-1-Zellen filhrte eine Uberexpression von mIGFBP-4 zu
einer reduzierten Koloniebildung, die als Maf} der Transformation benutzt wurde. Die
Zellproliferation und die invasive Kapazitat wurden dahingegen durch mIGFBP-4
nicht beeinflusst. In IGF-sensitiven LS1034-Zellen inhibierte mIGFBP-4 sowohl die
Koloniebildung als auch die Proliferation und Invasion. Durch IGF-II-Zugabe konnte
die Hemmung der Proliferation und der Invasion teilweise wieder aufgehoben
werden, wahrend die Hemmung der Koloniebildung durch IGF-Il-Zugabe
unbeeinflusst blieb. Auch in Isreco-2-Zellen, die zwar endogen kein IGF-II
produzieren, aber durch IGF-II stimulierbar sind, wurden die Koloniebildung und die
IGF-Il-stimulierte Proliferation durch die Uberexpression von IGFBP-4 reduziert und
nur die hemmende Wirkung auf die Proliferation durch exogenes IGF-Il vermindert.

Aufgrund dieser Daten konnte gezeigt werden, dass spezifische Parameter der
Progression von Karzinomzellen des Kolons durch IGF-abhangige und
IGF-unabhangige Wirkungen von mIGFBP-4 modifiziert werden konnen.
Insbesondere die hemmende Wirkung auf die Koloniebildung konnte auf

IGF-bindungsunabhangige Effekte des mIGFBP-4 zurlickgeflhrt werden.
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Um molekulare Wirkmechanismen von mIGFBP-4 aufzuklaren, wurden
Genexpressionsanalysen auf mRNA-Ebene in LS1034-Zellen mittels Herstellung
subtraktiver cDNA-Banken in Kombination mit cDNA-Array-Hybridisierungen
durchgefuhrt. Der grofdte Vorteil dieser kombinierten Methode liegt in der initialen
Anreicherung von cDNAs differentiell exprimierter Gene durch eine subtraktive
Hybridisierung, wodurch die Anzahl der zu analysierenden cDNA-Klone bei der
Array-Hybridisierung stark reduziert wird. Subtraktive cDNA-Banken wurden von
nicht-transfizierten LS1034-Zellen und einem mIGFBP-4-exprimierenden Klon
hergestellt. Insgesamt wurden 1728 cDNA-Klone dieser Banken mit der cDNA von
nicht-transfizierten LS1034-Zellen, der mock-Kontrolle und zwei
mIGFBP-4-exprimierenden Klonen hybridisiert. Dabei wurde festgestellt, dass die
MRNA-Spiegel zentraler, in den Transformationsprozess involvierter Gene quantitativ
verandert werden. Die Transkript-Spiegel proliferations- und motilitatsfordernder
Gene wurden durch mIGFBP-4 reduziert, wahrend die mRNA-Spiegel von
differenzierungsférdernden Genen erhoht wurden. Die Expression von mIGFBP-4
scheint ausserdem mit erhdhter IGF-II-Degradation einherzugehen, wie sich aus
erhdhter mRNA-Expression einer Metalloendopeptidase schlieRen  |asst.
Transkriptmengen von Tumormarkern, wie dem “carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule” (CEACAM) oder von COX-2, wurden durch mIGFBP-4
Expression deutlich reduziert.

Um die Bedeutung von IGF-Il fur die frihe und spate Phase der Tumorentwicklung
zu untersuchen, wurde die chemisch induzierte Tumorenstehung im Kolon von
IGF-lI-transgenen und nicht-transgenen Mausen in vivo untersucht. In unbehandelten
Mausen traten weder ,aberrante crypt foci“ (ACF) als Marker praneoplastischer
Lasionen noch Tumore auf, was zeigt, dass IGF-Il alleine nicht in der Lage ist,
Tumore auszulésen. IGF-llI-transgene Mause entwickelten nach DMH-Behandlung
63 % mehr ACF als der Wildtyp. Auch war die Anzahl der ACF mit mehr als
drei aberranten Krypten (AC) in transgenen Tieren hoher als in nicht-transgenen. Die
Inzidenz von Foci mit einer niedrigeren Anzahl von ACs im Focus (1-3) war funf
Wochen nach der letzten DMH-Behandlung deutlich hdher als nach 34 Wochen. Dies
deutet darauf hin, dass Foci mit einer niedrigen ,crypt multiplicity® (1-3) sich nicht
unbedingt im Laufe des Beobachtungszeitraums zu Tumoren weiterentwickeln
mussen. 34 Wochen nach der letzten DMH-Behandlung waren Adenome und

Karzinome mit Infiltrierung im Kolon beider Genotypen sichtbar. Wahrend die Anzahl
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der Tumore pro Tier sich zwischen den IGF-ll-transgenen und den nicht-transgenen
Wurfgeschwistern  kaum unterschied, war das Tumorvolumen in den
IGF-llI-transgenen Tieren signifikant erhoht. Die in vivo Studie lieferte den Beweis,
dass hohe IGF-II-Spiegel im Serum einen promovierenden Effekt auf das Wachstum

sowohl in frihen als auch in spaten Stadien der Tumorentwicklung besitzen.



201 Summary

9 Summary

The insulin-like growth factor (IGF) signaling system functions through interactions of
the ligands IGF-I and IGF-Il with a family of transmembrane receptors on the one
hand and through binding of IGFs by six IGF-binding proteins (IGFBP-1 to -6) on the
other hand. IGFBPs bind IGFs with high affinity and the interaction affects the
half-lives of IGFs in the circulation as well as the availability of IGFs for their
receptors. Moreover, besides IGF-binding activity IGFBPs possess IGF-independent

actions as well.

In order to investigate the impact of IGFBP-4 on parameters of malignant growth in
colorectal cancer cells, colon cancer cell lines that are either IGF-sensitive (LS1034,
Isreco-2) or -resistant (Isreco-1) were stably transfected with murine IGFBP-4
(mIGFBP-4). Strong expression of mIGFBP-4-mRNA was detected in mIGFBP-4
transfected clones by RT-PCR. At the protein level mMIGFBP-4 was detected with an
mIGFBP-4 specific antibody and the biological activity was confirmed by a Western
ligand blot.

In IGF-insensitive Isreco-1 colon cancer cells expression of mIGFBP-4 reduced
significantly colony formation, that served as a parameter for transformation, whereas
cell proliferation or invasive capacity remained unaffected. In IGF-dependent LS1034
colon cancer cells colony formation but also proliferation and invasion were reduced
by mIGFBP-4. Exogenous IGF-Il reversed partially the inhibition of proliferation and
invasion whereas the reduced colony formation remained IGF-independent. Also in
IGF-deficient, but -sensitive Isreco-2 cells colony formation and IGF-ll-stimulated
proliferation was reduced by mIGFBP-4, whereas exogenous IGF-Il restored cell
proliferation only.

These results show that specific parameters of malignant progression are distinctly
affected in colon cancer cells by IGF-dependent and IGF-independent effects of
IGFBP-4. Especially the inhibiting effects on colony formation were found to be

based on IGF-independent mechanisms of mIGFBP-4.

In order to investigate the effects of IGFBP-4 at the molecular level a subtractive
cDNA library approach was used in combination with cDNA array hybridization in
order to detect changes in the mRNA expression profiles. The major advantage of
this approach is the initial enrichment of differentially regulated transcripts by
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subtractive hybridization that reduces the number of cDNA clones which have to be
analyzed by array hybridization. Subtracted cDNA libraries were constructed from
untransfected LS1034 control cells and a mIGFBP-4 overexpressing clone. 1728
cDNA clones of these libraries were finally hybridized with cDNA from untransfected
control cells, the mock-transfected control, and two mIGFBP-4 overexpressing
clones. The mRNA levels of several proteins that play a central role in the
transformation process were quantitatively affected. Transcript levels of genes
responsible for proliferation or migration were reduced by expression of mIGFBP-4,
whereas those that favour differentiation were upregulated. In addition, by inducing
the mRNA-levels of a metalloendopeptidase, mMIGFBP4 seems to promote IGF-I
degradation. Transcript levels of tumor markers, such as the carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule (CEACAM) or COX-2, were reduced

significantly by mIGFBP-4 expression.

To assess the role of IGF-Il in early and late stages of tumor development in vivo,
tumors were induced chemically in the colon of IGF-Il transgenic and non-transgenic
mice. In untreated mice no “aberrant crypt foci” (ACF), which are markers of
preneoplastic lesions, nor tumors emerged. This indicates that IGF-Il alone does not
induce tumors. IGF-Il transgenic animals displayed 63 % more ACF after
DMH-treatment than wild type mice. Moreover, the numbers of ACF consisting of
more than 3 “aberrant crypts” (AC) were higher in IGF-ll-transgenic mice. The
incidence of ACF consisting of 1-3 AC was higher 5 weeks after the last
DMH-treatment than after 34 weeks. This suggests that focal atypias confined to
small ACF (1-3) do not necessarily progress towards a tumor. At 34 weeks
adenomas and carcinomas with infiltration were visible in the colons of both
genotypes. Whereas the number of tumors per animal was not significantly increased
in IGF-Il transgenic mice compared to the nontransgenic littermates, the tumor
volume was significantly higher. The in vivo studies thus provide evidence that a high
serum IGF-Il exerts growth promoting effects in early as well as in late stages of

tumor development.
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