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1. Einleitung
1.1. Apoptose

Fiir multizelluldre Lebewesen ist die Fihigkeit, storende Zellen zu beseitigen,
essentiell. Diese Zellen bilden 2z B. Strukturen, die wihrend der
Embryonalentwicklung tiberproduziert werden, wie der Miiller'sche Kanal, aus dem
sich die Gebarmutter in weiblichen Lebewesen entwickelt und der in ménnlichen
Lebewesen entfernt wird. Oder sie sind {iberschiissige Zellen die entfernt werden
miissen, um das Gleichgewicht mit den entstehenden Zellen zu gewéhrleisten.
AuBlerdem miissen kranke, z.B. Virus-infizierte, oder entartete Zellen vernichtet
werden, um den Gesamtorganismus zu schiitzen.

All diese Zellen werden durch einen spezifischen Mechanismus eliminiert, den jede
Zelle in sich trigt und der durch unterschiedlichste Stimuli ausgeldst werden kann.
Diesen regulierten Zelltod nennt man Apoptose.

Apoptose besteht im Wesentlichen aus drei Schritten. Im ersten Schritt wird von der
Zelle ein Apoptose-auslosendes Signal verarbeitet, das im zweiten Schritt zur
Einleitung und Ausfithrung der Apoptose fiihrt. Im dritten Schritt werden die
Zelliiberreste unschidlich fiir den Korper durch phagozytotische Zellen
aufgenommen.

Die charakteristischen morphologischen Verdnderungen wihrend der Apoptose, die
diese Form des physiologischen Zelltods von der nicht physiologischen Nekrose
unterscheiden, wurden zuerst von Kerr, Wyllie und Currie (Wyllie et al., 1972)
beschrieben. Apoptose ist zuerst gekennzeichnet durch Zellverkleinerung, Ausbildung
von Zellmembranblédschen und schlielich Abschniirung von so genannten "apoptotic
bodies", von Plasmamembran umhiillten Zellteilen. Die Zelle wird abgebaut. Durch
die Umhiillung der Zellteile gelangt der potentiell toxische Zellinhalt nicht in den
Korper. AnschlieBend werden die Zellteile durch phagozytotische Zellen
aufgenommen. Die Ausfilhrung der Apoptose und die Phagozytose der Zellteile
erfolgt sehr schnell (oft in weniger als einer Stunde), so dall selbst bei hoher
Apoptoserate im Kdrper nur wenige apoptotische Zellen detektiert werden kdnnen.
Dagegen erfolgt die Nekrose, durch eine nicht mehr tolerierbare Verwundung der

Zelle, bei der die Zelle anschwillt und schlieBlich platzt, was zu einer Uberreaktion
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des Immunsystems durch Einwanderung von Immunzellen zu der Stelle im

Organismus (Inflammation) fithren kann (Thompson, 1995).

1.2. Der Apoptose-Mechanismus

Die ersten Beweise fiir ein evolutiondr konserviertes Apoptoseprogramm kamen
durch Untersuchungen an dem Nematoden Caenorhabditis elegans. Wihrend der
Entwicklung des Wurms sterben 131 der 1090 Zellen, so dal der Wurm im
erwachsenen Zustand noch aus 959 Zellen besteht. Durch Analyse von Apoptose-
defizienten Mutanten des Wurms durch Ellis und Horvitz wurden Gene identifiziert,
die fiir die Initiation und Ausfiihrung der Apoptose und die anschlieBende
Phagozytose verantwortlich sind (Ellis and Horvitz, 1986). Vier der gefundenen Gene
sind fiir den regulierten Zelltod essentiell: egl-1, ced-3, ced-4 wirken proapoptotisch
wihrend ced-9 Apoptose hemmen kann. Das Apoptose-Programm ist
hochkonserviert, da Homologe der C. elgans Gene unter anderem auch in der
Fruchtflliege Drosophila Melanogaster, der Maus Mus Musculus und im Menschen
gefunden wurden. Das unterstreicht die lebenswichtige Bedeutung der Apoptose. Im
Vergleich zu C. elegans aber ist Mechanismus des programmierten Zelltodes in
evolutiondr hoheren Organismen wesentlich komplizierter und verzweigter aufgebaut
(Aravind et al., 2001), die Grundmechanismen scheinen jedoch die gleichen zu sein.
Im folgenden werden die Prozesse im humanen Organismus beschrieben, so wie sie
bis jetzt verstanden sind. Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber die Grundziige des

Apoptosemechanismus.
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Apoptoseausloser

Fas-L, TNF DNA-Schaden, Serumentzug

\/ N/

mac/Diabld;
\/ }7 @@
Pro-Caspase-3
Apaf-1
o Cytochrom ¢ C

= —
Apoptosom

v v
Apoptose

i
4

i

Abb. 1 Der Apoptose-Mechanismus in Sdugetierzellen
Pfeile: Aktivierung oder Freisetzung aus Mitochondrien

Linie mit Querbalken: Hemmung
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1.2.1. Caspasen

Als zentral in der Ausfiihrung der Apoptose haben sich die Homologe von ced-3, die
Caspasen, erwiesen, welche die meisten der morphologischen Verdnderungen in der
Apoptose herbeifiithren. Caspasen sind eine Familie von Cystein-Proteasen, die ihre
Substrate an ein oder wenigen Stellen nach Aspartat-Resten schneiden. Im Menschen
gibt es 14 Caspasen. Die meisten von ihnen sind an der Apoptose beteiligt (Aravind
etal., 2001).

Zu den Substraten der Caspasen gehdren zytoskeletale Proteine wie Fodrin und
Gelsolin, deren Verdau wahrscheinlich zum allgemeinen Abbau der Zelle beitrdgt und
Proteine im Zellkern wie Laminin, dessen Verdau wichtig ist fiir das Schrumpfen des
Zellkerns. So 148t sich auch eines der herausragensten Kennzeichen von Apoptose mit
der Aktivierung von Caspasen verbinden, die internukleosomale Spaltung der
genomischen DNA. Da die Nukleosomen etwa 200 bp voneinander entfernt sind,
fiihrt die Spaltung der DNA zu Fragmenten mit Lingen, die jeweils einem Vielfachen
der 200 bp entsprechen. In einem Agaraose-Gel zur Untersuchung von DNA aus
apoptotischen Zellen sieht man deshalb die charakteristische DNA-Leiter.
Normalerweise liegt die dafiir verantwortliche Nuklease CAD (Caspase Activated
DNAse) in einem Komplex mit einer inhibitorischen Untereinheit ICAD (Inhibitor of
Caspase Activated Nuclease) vor. Spaltung dieser Untereinheit durch Caspase-3
aktiviert CAD. Auch einige Enzyme, die in der Signaltransduktion der Zelle eine
Rolle spielen, werden von Caspasen gespalten. Diese Spaltung kann sowohl eine
Deaktivierung (Song et al., 1996; Wen et al., 1997) als auch eine Aktivierung (Deak
et al.,, 1998a; Denning et al., 1998) der betreffenden Enzyme zur Folge haben. Fast
100 Substrate von Caspasen wurden bisher gefunden, was die Komplexitit des
Apoptose-Programms verdeutlicht. Bisher konnte allerdings nur von einigen wenigen
dieser Substrate ein Einflul auf den Verlauf der Apoptose nachgewiesen werden.
Moglicherweise werden neben Apoptose-relevanten auch Proteine verdaut, deren
Spaltung keinen Einflu} auf Apoptose hat, die aber auch nicht mehr benotigt werden,
da die Zelle stirbt.

Die meisten Caspasen werden wie viele Proteasen durch Spaltung ihrer inaktiven
Vorlédufer, der Zymogene, aktiviert. Die Spaltung erfolgt in der Regel durch andere

Caspasen, so dal} eine Caspase-Kaskade entsteht, die zur Amplifikation des Signals
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fiihrt. Caspasen, die die Kaskade starten, werden Initiator-Caspasen und ihre Substrate
Effektor-Caspasen genannt. Die Effektor-Caspasen spalten anschlieBend die oben
erwihnten zelluldren Substrate und fithren so die Apoptose aus. Als Startpunkt der
Kaskade konnen Initiator-Caspasen nicht durch andere Caspasen aktiviert werden. Es
muf3 daher andere Mechanismen zur Aktivierung geben. Eine Mdglichkeit ist der
Aktivierungsmechanimus von Caspase-8. Durch Bindung ihrer Liganden aggregieren
Rezeptoren der TNF (Tumor Necrosis Factor)-Familie wie z. Bsp. der Fas-Rezeptor
und bilden einen Membran-gebundenen Signalkomplex. Diese Komplexe binden
dann tiber Adapterproteine weitere Molekiile zur Signalweiterleitung, unter anderem
Caspase-8. Die hohe lokale Konzentration an Caspase-8 wiirde es erlauben, daf} die
sehr schwach aktiven Zymogen-Molekiile einander spalten und aktivieren. Eine
dhnliche Aktivierung wurde fiir Caspase-2 und die C. elegans-Caspase ced-3
vorgeschlagen. Ein weiterer Mechanismus wurde fiir Caspase-9 untersucht. Im
Gegensatz zu anderen bekannten Caspasen bewirkt die Spaltung von Caspase-9 nur
eine sehr geringe Aktivititssteigerung. Vielmehr ist zur vollen Aktivierung die
Bindung an Apaf-1 (Apoptosis associated factor-1), ein ced-4 Homolog, notwendig.
Zusammen mit Cytochrom-c, das aus den Mitochondrien freigesetzt wird, bilden die
drei Molekiile ein Holoenzym. Dieses so genannte Apoptosom ist ein sehr grofler

Komplex, der wahrscheinlich noch andere Proteine enthélt. (Hengartner, 2000)

1.2.2. Bcl-2 Homologe

Eine weitere humane Genfamilie, die Apoptose beeinfluit, wurde durch Suche nach
Homologen von ced-9 gefunden. Das menschliche Homolog ist bcl-2 (B-cell
lymphoma-2), ein Gen, das in B-Zell-Lymphomen verstirkt exprimiert wird
(Tsujimoto et al., 1985a; Tsujimoto et al., 1984; Tsujimoto et al., 1985b; Tsujimoto et
al., 1985c). Die Bcl-2 Familie kann in drei Gruppen unterteilt werden. Die Mitglieder
von Gruppe [ inhibieren Apoptose wihrend Mitglieder von Gruppe II und III
Apoptose auslosen kénnen. Die meisten Bel-2 Homologe besitzen einen hydrophoben
Bereich, mit dem sie in intrazelluliren Membranen, vorzugsweise in
Mitochondrienmembranen verankert sind. Die Homologe kénnen sowohl homo-als
auch heterodimerisieren. Heterodimerisiserung von pro-und antiapoptotischen Bcl-2

Homologen fiihrt zu einer Hemmung der Funktion der antiapoptotischen Homologe.
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Daher kann die Sensitivitit einer Zelle gegeniiber Apoptose durch den relativen
Gehalt von pro-und antiapoptotischen Bcl-2 Homologen bestimmt werden. Bei
Uberexpression von antiapoptotischen Bcl-2 Homologen wird die Zelle resistenter
gegen Apoptose und Uberexpression von proapoptotischen Homologen kann
Apoptose induzieren. AuBer iiber das Mengenverhéltnis in der Zelle wird die
Dimerisierung der Bcl-2 Homologe auch durch Phosphorylierung gesteuert
(Hengartner, 2000).

Die Hauptfunktion der Bcl-2 Familie scheint die Regulation der Freisetzung von
proapoptotischen Faktoren, besonders von Cytochrom ¢, aus den Mitochondrien zu
sein. Wie genau Cytochrom ¢ die Mitochondrien-Membran durchquert, ist unbekannt,
doch Bcl-2 Homologe spielen dabei eine Rolle. Zugabe von proapoptotischen Bcl-2
Homologen zu isolierten Mitochondrien bewirkt die Freisetzung von Cytochrom c,
die bei Anwesenheit von antiapoptotischen Bcl-Homologen gehemmt wird.
Dariiberhinaus gibt es noch zahlreiche andere Proteine, die durch Mitochondrien bei
Apoptose freigesetzt werden. Beispiele dafiir sind AIF (Apoptosis Initiating Factor,
ein Flavoprotein), Smac/DIABLO (Second mitochondria-derived activator of
caspases/Direct IAP-binding protein with low pH - siche unten) und verschiedene
Pro-Caspasen wie Pro-Caspase-2,-3 und -9. Uber den Mechanismus der Freisetzung
von mitochondrialen Proteinen durch Bcl-2 Proteine gibt es zur Zeit drei verschiedene
Theorien.

1.)

Die erste Theorie griindet sich auf die strukturelle Ahnlichkeit von Bcl-2 Homologen
der Untereinheit von Diphterie-Toxin, die Membranporen bildet. Wie das bakterielle
Toxin konnen auch Bcl-2-Familienmitglieder Kanéle in kiinstlichen Lipidmembranen
mit spezifischen Leiteigenschften formen (Minn et al., 1997). Es ist aber unklar, ob
die Kanile grof genug sind, um Proteine durchzulassen.

2)

Nach der zweiten Theorie binden Bcl-2 Homologe andere integrale Proteine der
duBeren Mitochondrienmembran und bilden mit ihnen einen groflen Kanal, den auch
Proteine passieren konnten. Beispielsweise binden verschiedene Bcl-2 Homologe an
VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) und regulieren seine Aktivitdt (Shimizu
et al., 1999). Da auch der VDAC-Kanal zu klein ist fiir Proteine, miiite er nach

Bindung von Bcl-2 Homologen eine bedeutende Konformationsdnderung ausfiihren .
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3.)

Eine dritte Moglichkeit ist schlieBlich, da Bcl-2 Proteine das elektrochemische
Gleichgewicht der Mitochondrien beeinflussen. Demnach koénnten Bcl-2
Familienmitglieder alleine (z. Bsp. durch ihre Kanalaktivitét) oder im Zusammenspiel
mit anderen mitochondrialen Proteinen (z. B. VDAC oder ANT: Adenosine
Nucleotide Transporter) die Physiologie der Mitochondrien (Ionenaustausch oder
oxidative Phosphorylierung) so beeinflussen, da3 die Mitochondrien anschwellen und
schlieflich platzen. So konnte VDAC als Teil der mitochondrialen PTP (Permeability
Transition Pore) zur Offnung dieses groBen unspezifischen Kanals beitragen, was den
Verlust des Membranpotentials und Anschwellen des Mitochondriums zur Folge hat.
Offnung der PTP fiihrt schnell zu Cytochrom c Freisetzung und Apoptose (Vander
Heiden and Thompson, 1999). Da Cytochrom ¢ auch ohne Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials freigesetzt wird, kann die PTP nicht der einzige

Angriffspunkt der Bcl-2 Homologe zur Cytochrom c Freisetzung sein.

1.2.3. Weitere Regulationsmechanismen

Auch auf der untersten Stufe des Apoptose-Mechanismus kommt es zu weiterer
Regulation der Apoptose. So gibt es beim Menschen und anderen Spezies
(Drosophila Melanogaster, einige Viren) eine Familie von Caspase-Inhibitoren, die
IAP's (Inhibitor of Apoptosis) (Birnbaum et al., 1994; Crook et al., 1993; Liston et al.,
1996; Rothe et al., 1995; Vucic et al., 1998; Wang et al., 1999). Sie binden und
hemmen dadurch die Caspasen und konnten als Puffer wirken, der eine versehentliche
Auslosung des Mechanismus verhindert oder ein immer latent vorhandenes
Apoptosesignal kontrolliert. Interessanterweise gibt es auch IAP bindende Proteine,
die die antiapoptotische Wirkung der IAP’s aufheben. Neben den Drosophila
Proteinen Reaper, Hid und Grim (Goyal et al., 2000; Wang et al., 1999) wurde
kiirzlich das humane Protein Smac/DIABLO identifiziert, welches selber IAP's bindet
und somit verhindert, daf} diese Caspasen hemmen. Smac/DIABLO befindet sich in
Mitochondrien und wird wihrend der Apoptose freigesetzt (Du et al., 2000; Verhagen
et al., 2000).

Durch die Freisetzung von mitochondrialen Proteinen werden Caspasen demnach

sowohl aktiviert (Cytochrom c) als auch ihre Inhibition aufgehoben (Smac/DIABLO).
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Ahnlich wie die IAP’s konnen deshalb auch Bcl-2 Homologe als Pufferzone
angesehen werden, die die versehentliche Auslosung von Apoptose verhindert, in

diesem Fall durch die Kontrolle der mitochondrialen Homdostase.

1.2.4. Caspase-unabhangige Apoptose

Neben dem oben beschriebenen Caspase-abhingigen Apoptosemechanismus scheint
es auch noch Caspase-unabhingige Apoptose zu geben. So kdnnen pharmakologische
Inhibitoren von Caspasen die Zellen nicht immer vor Apoptose schiitzen. AuB3erdem
zeigen knock-out Méuse von Caspase-3 und-9 sehr spezifische Deffekte in der
Apoptose (reduzierte neuronale Apoptose wihrend der Entwicklung und bei
bestimmten Apoptoseausldsern) und nicht eine allgemeine Apoptosedefizienz (Kuida
et al., 1998; Kuida et al., 1996). D. h. es muB3 noch Apoptose geben, die unabhingig
ist von den zentralen Caspasen-3 und -9 AuBerdem wurde gezeigt, daB3 das
motochondriale Flavoprotein AIF (Apoptosis Inducing Factor) Caspase-unabhéngig
Apoptose auslost. Wihrend der Embryonalentwicklung von Maiusen ist AIF
beispielsweise essentiell fiir die ersten Einschniirungen der Embryos, die durch
Apoptose an diesen Stellen entstehen. Dariiberhinaus sind embryonale
Mausfibroblasten ohne AIF resistent gegen Apoptose durch Serumentzug (Joza et al.,
2001). Wie genau diese Form der Apoptose funktioniert ist zur Zeit noch vollkommen

ungeklért.
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1.3. Regulation von Apoptose

1.3.1. Apoptoseausloser

Ein Apoptosesignal kann in vivo durch verschiedene Stimuli ausgelost werden. So
sterben wihrend der Embryonalentwicklung die Nervenzellen ab, die keine
neurotrophen  Wachstumsfaktoren mehr erhalten. Das Ausbleiben eines
Uberlebenssignales kann also zum Zelltod filhren und trigt damit z. B. zur
Strukturbildung im Gehirn bei (Raff, 1992). Auch irreparable Schiden in der DNA
losen Apoptose aus. Damit schiitzt sich der Organismus vor Mutationen, die entartete
Zellen hervorbringen konnten. Der Verlust von Zell-Zell wie auch Zell-Extrazellulédre
Matrix —Kontakten fiihrt in normalen nicht entarteten Zellen zum Zelltod so dal das
Uberleben von Zellen, die aus ihrem Zellverband ausbrechen, verhindert wird
(Thompson, 1995).

Einige Rezeptoren der Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR) Familie
membranstindiger Rezeptoren konnen nach Stimulation durch ihre Liganden
Apoptose auslosen. Diese Rezeptoren besitzen keine katalytische Funktion in ihrer
zytoplasmatischen Doméne, sondern binden iiber Adapterproteine an Enzyme, die das
Signal weiterleiten. Bei den apoptoseauslosenden Rezeptoren der TNFR-Famile zéhlt
zu diesen Enzymen Caspase-8, die nach Bindung des entsprechenden Liganden an
den Rezeptor aktiviert wird und als Initiatorcaspase die Apoptose einleitet. Neben
Caspase-8 binden auch Proteinkinasen-und phosphatasen, die Einflufl auf den Zelltod
nehmen konnen, an die Rezeptoren. Das Ausldsen von Apoptose ist jedoch nicht die
einzige Funktion der TNFR-Familie. Inflammatorische und sogar proliferative
Signale konnen von allen Mitgliedern dieser Familie libertragen werden. Rezeptoren
der TNFR-Familie und ihre Liganden spielen bei der Immunmodulation und
Immunantwort eine wichtige Rolle. So werden durch das System Fas (ein Rezeptor)
und Fas-Ligand (FasL) die T-Zellen, die bei der Immunantwort stark gewachsen
waren, bei der Beendigung der Immunantwort eliminiert. Die T-Zellen beginnen
dabei FasL zu exprimieren. Der Ligand bindet an Fas auf anderen oder den gleichen
T-Zellen und leitet dadurch die Apoptose ein. Zytotoxische T-Zellen tdten Virus
befallene und entartete Zellen ebenfalls durch Expression von FasL auf ihrer

Zelloberflache. Die T-Zellen binden durch den FasL, der Fas auf der Oberfliche von
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infizierten oder entarteten Zellen erkennt, an diese Zellen und leiten wiederum deren
Apoptose ein. (Nagata, 1999).

Ob eine Zelle in Apoptose iibergeht, entscheidet sich aus dem Zusammenspiel von
apoptotischen und antiapoptotischen Signalen. In den letzten Jahren wurden neben

dem Apoptosemechanismus auch die Signale untersucht, die Apoptose beeinflussen.
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1.3.2. Pro-und antiapoptotische Signalwege
1.3.2.1. Antiapoptotische Signale

\v Wachstumsfaktor/Zytokin -Rezeptor

(riei el el el el el el el el el L el sl el el el el S Sl el e e e el e COOOOOOO0OLE000E

""""""""" (Aqaaaaqaang
L4

2000000000000000000000000000000 o000000000000000 U‘ U‘&I'

MEK

\ ERK

PKA RSK

Apoptose

Abb. 2 Antiapoptotische Signale in der Zelle
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Abb. 2 zeigt die zur Zeit am besten untersuchten antiapoptotischen Signalwege.
Wachstumsfaktorezeptoren wie der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR),
Platelet Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) oder Nerve Growth Factor
Receptor (NGFR) und Zytokinrezeptoren wie Interleukin-3 Receptor (IL-3R)
dimerisieren nach Bindung der entsprechenden Liganden. Im Fall der
Wachstumsfaktorrezeptoren fiihrt dies zur Autophosphorylierung und damit
Aktivierung der Tyrosinkinasedoméne im zytoplasmatischen Teil des Rezeptors. Die
aktivierte Tyrosinkinase phosphoryliert anschlieBend noch andere Tyrosinreste
auBlerhalb der Tyrosinkinasedoméne, die als Bindungsstellen fiir weitere Molekiile
dienen konnen (Weiss et al.,, 1997). Da die Zytokinrezeptoren keine intrinsische
Tyrosinkinaseaktivitit besitzen, wird deren Funktion von zytoplasmatisch assoziierten
Tyrosinkinasen, den JAK-kinasen iibernommen. An die so entstehenden
phosphorylierten Tyrosinreste kann die regulatorische p85 Untereinheit der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) mit ihren Src-Homology-2 (SH2)-Doménen
binden. Die Bindung fiihrt zu einer Konformationsianderung, die die katalytische p110
Untereinheit von PI3K aktiviert. PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol-4-
phosphat und Phosphatidylinositol-4,5-phosphat in der Zellmembran an 3’- Stelle
(Schlessinger, 2000). Das so entstehende Phosphatidylinositol-3,4-phosphat und
Phosphatidylinositol-3,4,5-phosphat wird von der Pleckstrin Homology (PH)-Doméne
der Serin/Threonin Kinase Akt/PKB gebunden. Dadurch wandert die Kinase an die
Membran, wo sie durch die Phosphatdylinositol Dependent Kinase 1 (PDK-1), die auf
dem gleichen Weg an die Membran gebunden wird, phosphoryliert und teilweise
aktiviert. Eine weitere noch unbekannte Kinase phosphoryliert Akt an einem zweiten
Serinrest und fiihrt zur vollen Aktivierung von Akt. Aktivierte Akt-Kinase kann eine
Reihe von Substraten phosphorylieren und so Apoptose hemmen (Dudek et al., 1997).
Der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt in den unterschiedlichsten zelluldren Prozessen
eine Rolle. Eine seiner Funktionen ist die antiapoptotische Wirkung durch
Transkription von antiapoptotischen Proteinen wie Bcl-X; und IAP (Barkett and
Gilmore, 1999). NF-kB liegt unstimuliert in einem Komplex mit ,,Inhibitor of NF-
KB (IkB) vor, welches den Transkriptionsfaktor im Zytoplasma zuriickhélt.
Aktiviertes Akt kann IkB-Kinase a (IKKa) phosphorylieren und damit aktivieren.

IKKa phosphoryliert wiederum IKB. Das fiihrt letztendlich zur Degradation von
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IkB. NFKB wandert in den Zellkern und induziert oben genannte antiapoptotische
Gene (Madrid et al., 2000; Ozes et al., 1999; Romashkova and Makarov, 1999).

Ein weiteres Substrat von Akt sind so genannte Forkhead Transkriptionsfaktoren wie
FKHRL1 und AFX. Diese Transkriptionsfaktoren konnen, wenn aktiviert, Apoptose
ausldsen, beispielsweise durch Transkription von FasL. Phosphorylierung durch Akt
hilt diese Proteine im Zytoplasma zuriick und hemmt dadurch deren proapoptotische
Funktion (Brunet et al., 1999; Kops et al., 1999).

Akt phosphoryliert auch die Initiatorcaspase Caspase-9. Phosphorylierung fiithrt zur
Hemmung dieser Protease und damit des Apoptosemechanismus (Cardone et al.,
1998).

Zusitzlich kann Akt Bad phosphorylieren, ein proapoptotisches Mitglied der Bcl-2
Familie. Akt phosphoryliert Bad an Serin-136, was zur Bindung von 14-3-3 Proteinen
fiihrt (Datta et al., 1997; Peso et al.,, 1997). 14-3-3 Proteine gehdren zu einer
ubiquitiren Proteinfamilie, die Proteine mit phosphorylierten Serinen oder
Threoninen binden und als Chaperone wirken. Durch die Bindung der 14-3-3 Proteine
wird ein weiterer Serinrest von Bad zuginglich fiir Phosphorylierung durch die cAMP
aktivierte Proteinkinase (PKA). Eine weiter Kinase, die Ribosomale Protein S6
Kinase (RSK), kann BAD ebenfalls phosphorylieren. RSK ist eine MAP-Kinase
aktivierte Kinase (MAPKAPK) die von MAP-Kinasen aktiviert wird. Neben BAD
phosphoryliert RSK auch den Transkriptionsfaktor cAMP response element binding
protein (CREB) und hemmt dadurch Apoptose (Bonni et al., 1999). Die Aktivierung
der MAP-Kinase Kaskade fiihrt so zur transkriptionsunabhingigen (BAD) und
abhingigen (CREB) Hemmung von Apoptose, einer gut bekannten Funktion von

MAP-Kinasen (Chang and Karin, 2001).

Die Aktivierung von PKC nach Stimulation von z. B. Rezeptortyrosinkinasen und G-
protein-gekoppelten Rezeptoren durch ihre Liganden kann antiapoptotisch wirken. Es
gibt drei verschiedene Klassen von PKC. Die konventionellen PKC’s a, 3 und Yy sind
Ca®" und Diazylglyzerol abhingig, die neuen PKC’s &, & 1, @ und psind nur
Diazlglyzerol abhingig und die atypischen Isoformen , | und A werden weder von
Ca’" noch von Diazylglyzerol aktiviert. Isoformen aller Klassen wurden mit
antiapoptotischen Signalen (Berra et al., 1997; Diaz-Meco et al., 1996; Murray and Fields,
1997), in einigen Zellen auch mit proapoptotischen Signalen (Fuji et al., 2000) in
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Verbindung gebracht. Antiapoptotische Signale kdnnen auch hier von PKC ausgehend
durch RSK-abhéngige Phosphorylierung von BAD vermittelt werden (Bertolotto et
al., 2000; Tan et al., 1999).

1.3.2.2. Proapoptotische Signale

Zu den proapoptotischen Signalen zéhlen die Signale, die von Rezeptoren der TNFR-
Familie ausgehen (s. 1.3.2.), die hier aber aus Platzgriinden nicht genauer beschrieben
werden sollen. Dazu zdhlen aber auch Signale die durch die c-jun-N-terminale-
Kinase (JNK) vermittelt werden, die Transkriptionsfaktoren p53 und c-myc sowie das

Lipid Ceramid.

JNK wird von einer vergleichbaren Signalkaskade aktiviert wie Erk1/2. Die Ausloser
der Aktivierung konnen StreBsignale wie osmotischer Schock, UV-Licht sowie
inflammatorische Zytokine sein. Aktivierung von JNK kann zu Apoptose beitragen.
Embryonale Mausefibroblasten bei denen alle 3 Isoformen von JNK deletiert wurden,
zeigen keine UV-induzierte Apoptose und keine Cytochrom c Freisetzung mehr
(Tournier et al., 2000). Ein Moglicher Mechanismus konnte die Phosphorylierung und
Inaktivierung von Bcl-2 und Bcl-Xp sein (Kharbanda et al., 2000; Yamamoto et al.,

1999).

Der Transkriptionsfaktor p53 ist in mehr als 50% der humanen Krebsarten genetisch
verdndert. Er dient als Kontrollpunkt, der DNA-Schidden {berwacht. Bei
Beschiddigung der DNA wihrend der normalen Replikation oder durch Mutagene
wird entweder der Zellzyklus durch p53 angehalten, so dal3 die Zelle die entstandenen
Schédden reparieren kann, oder bei irreparablen Schiden wird Apoptose eingeleitet
(Agarwal et al., 1998). Wahrscheinlich induziert p53 Apoptose durch ein ganzes
Netzwerk von Signalen. Zum Einen gehort dazu die verstirkte Expression Apoptose-
induzierender Gene wie z. B. die Bcl-2 Homologe Bax, Noxa und PUMA (Nakano
and Vousden, 2001; Oda et al., 2000; Yu et al., 2001) und p53AIP1, ein p53-
induziertes mitochondriales Protein, das auf noch nicht ganz gekliarte Weise Apoptose
auslost. Zum Anderen kann p53 aber auch transkriptionsunabhéngig Apoptose

auslosen (Vousden, 2000).
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Der Transkriptionsfaktor c-myc ist ein starkes Onkogen. Er kann zusammen mit
anderen Onkogenen primédre embryonale Rattenfibroblasten transformieren. Viele
chromosomale Verdnderungen, die den Locus von c-myc umfassen, sind bekannt, und
c-myc wird in Tumoren, deren c-myc Locus unverindert ist, iiberexprimiert (Steiner
et al., 1996). Wird c-myc aber in Zellen unter Serumentzug exprimiert, so werden die
Zellen apoptotisch. Serum oder einzelene Wachstumsfaktoren wie Insulin like Growth
Factor-1 (IGF-1) oder Platelet Derived Growth Factor (PDGF) verhindern die
Apoptose (Evan et al., 1992). Der Mechanismus dieser Apoptoseauslosung ist auch
hier ungeklart. Was man weil} ist, da3 funktionelles p53 dafiir notwendig ist. Diese
Ergebnisse fiihrten zu der Theorie, dal die Transformation einer Zelle durch ein
Onkogen ein apoptotischer Stimulus ist, der durch antiapoptotische Signale von

Uberlebensfaktoren unterdriickt wird (Evan and Littlewood, 1998).

Das Lipid Ceramid ist ein Botenmolekiil in der Zelle, dessen Konzentration durch
verschiedene Stimuli erh6ht wird. So bewirken TNF-a, FasL, ionisierende-und UV-
Strahlung die Neusynthese von Ceramid oder die Hydrolyse von Sphingomyelin in
Cholinphosphat und Ceramid (Hannun and Luberto, 2000). Ceramid kann Apoptose
auslosen, da Zugabe von membranpermeablen Ceramid-Analogen zu bestimmten
Zellen, vor allem Krebszellen, Apoptose auslost (Obeid et al., 1993). Menschliche
Zellen, die das Enzym, das Sphingomyelin hydrolysiert, die saure Sphingomyleinase,
nicht besitzen, und knock-out Méiuse von saurer Sphingomyelinase zeigen
verminderte Apoptose durch ionisierende Strahlung (Santana et al., 1996; Zhang et
al., 1997).

Ceramid kann durch die Aktivierung des JNK-Signalweges apoptotisch wirken
(Verheij et al., 1996). AuBlerdem aktiviert Ceramid bestimmte Phosphatasen wie
Protein Phosphatase 2A (PP2A), welche Bcl-2 an Ser-70 dephosphoryliert. Die
Dephosphorylierung dieses Serin-Restes fiihrt zur Inaktivierung des antiapoptotischen

Bcl-2 Homologs (Ruvolo et al., 1999).
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1.4. Deregulation von Apoptose in Krankheiten

Die Deregulation von Apoptose spielt in vielen pathogenen Prozessen eine Rolle.
Vermehrte Apoptose fiihrt zur Zerstérung von Zellen, die lebensnotwendig sind,
wihrend eine verminderte Apoptose zur Anhdufung erkrankter oder transformierter

Zellen fihrt.

1.4.1. Vermehrte Apoptose

1.4.1.1. Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch ein Absterben von Nervenzellen
gekennzeichnet. Auch hier spielt Apoptose eine Rolle. So werden apoptotische
neuronale Zellen in ischdmischen Gehirnen, bei Alzheimer-und Parkinson-
Erkrankungen und Huntington gefunden. Neben den apoptotischen Zellen findet man
aber auch nekrotische Zellen. Wegen des chronischen Verlaufs dieser Krankheiten
sind zu einem bestimmten Zeitpunkt immer nur wenige Zellen apoptotisch, die auf
Grund schneller Phagozytose schwer nachzuweisen sind. Daher ist noch strittig,
welche Bedeutung Apoptose im Vergleich zu Nekrose fiir die Entstehung dieser
Krankheiten hat.

Bis auf die Ischidmie ist allen oben genannten Erkrankungen die Entstehung von
toxischen Proteinaggregaten gemein. Der genaue Wirkungsmechanismus dieser
Proteinaggregate ist trotz einiger Hinweise ungekldrt. Wahrscheinlich 16sen sie

Apoptose durch verschiedene Mechanismen aus (Yuan and Yankner, 2000).
1.4.1.2. AIDS

Das Acquiered Immunodeficiency Syndrom (AIDS) ist gekennzeichnet durch ein
apoptotisches Absterben von CD4 positiven T-Helfer-Zellen. Eine kleiner Teil (
weniger als 1 in 1000) CD4" Zellen werden vom HI-Virus befallen. Es sterben aber
sowohl infizierte CD4" Zellen als auch nicht infizierte. Eine Erklirung fiir das
Absterben auch der nicht infizierten Zellen konnte die Produktion von viralen
Genprodukten (z.B. HIV-1 Tat) sein, die auch in nicht befallene CD4+ Zellen

eindringen und sie empfindlicher gegen Fas-induzierte Apoptose (Krammer, 2000).
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1.4.2. Verminderte Apoptose
1.4.2.1. Krebs

In den letzten Jahren sind viele Beweise dafiir gefunden worden, daf3
Apoptoseresistenz  eine Eigenschaft ist, die Tumorzellen wéhrend des
Transformationsprozesses erwerben. Diese Apoptoseresistenz ist fiir die Krebszellen
erforderlich, weil Zellen, die entarten normalerweise apoptotisch werden. Der Zelltod
ist hier ein Schutzmechanismus des Organismus. Die Tumorzellen miissen
beispielsweise resistent gegen Apoptose werden, die durch Immunzellen und durch
das Ablosen von der extrazelluldiren Matrix wéihrend der Metastasierung in ihnen
ausgelost wird. Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um diesen
apoptotischen Stimuli zu entgehen (Thompson, 1995). Im Folgenden werden
Beispiele beschrieben, in denen ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung von
antiapoptotischen oder der Inaktivierung von proapoptotischen Signalen in

menschlichen Tumoren nachgewiesen werden konnte.

p33 Status

Wenn der Transkriptionsfaktor p53 genetisch verdndert und dadurch inaktiviert ist,
konnen die Zellen resistent gegen bestimmte apoptotische Stimuli werden. So sind in
einem Mausmodell die Zellen, die ein funktionelles p53 enthalten, sensitiver gegen
Apoptose durch Rontgenstrahlung oder das Chemotherapeutikum Adriamycin als in
Maiusen ohne funktionelles p53 (Lowe et al., 1994). Spezifische Mutationen in p53
von Brustkrebspatienten konnten aulerdem mit einer Resistenz gegen Chemotherapie
mit Doxorubicin korreliert werden. Alle so gefundenen Mutationen befanden sich im
Zink-bindenden Teil von p53, der fiir die DNA-Bindung essentiell ist (Aas et al.,
1996). Das beweist die physiologische Relevanz inaktivierender p53 Mutationen fiir
eine Apoptoseresistenz auch im Menschen und unterstreicht, warum p53 in so vielen

Tumoren inaktiviert ist.

Bax

Die liber p53 ausgeloste Apoptose ist abhingig von dem proapoptotischen Bcl-2
Homolog Bax (McCurrach et al., 1997). p53 bindet an den Promoter des Bax-Genes
und stimuliert so die Transkription von Bax (Miyashita and Reed, 1995).
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Gehirntumore, die ein funktionelles p53 besitzen, wachsen wesentlich besser in Bax-
knock-out Méusen, weil hier die normalerweise auftretende p53 vermittelte Apoptose
um tiiber 50% reduziert wird (Yin et al., 1997). Desweiteren hemmt die Inaktivierung
des Bax-Gens in primédren M4iusefibroblasten die p53 vermittelte Chemotherapie-
induzierte Apoptose (McCurrach et al., 1997). Schlielich wurden in humanen Colon
Karzinomen Mutationen im Bax-Gen gefunden, die zu einer Verschiebung des
Leserahmens fithren (Rampino et al., 1997). Diese Untersuchungen zeigen, dafl Bax

Krebswachstum durch vermehrte Apoptose in den Tumorzellen hemmen kann.

Bcl-2

Bcl-2 ist der Prototyp eines Gens, das Krebs durch Blockieren von Apoptose fordern
kann. Bcl-2 wurde als ecin Gen kloniert, das in humanen follikuldren B-Zell
Lymphomen mit einer t(14;18) Translokation vom Chromosom 14 auf das
Chromosom 18 iibertragen wird. Die Translokation ist kennzeichnend fiir diese
Krebsart und fiithrt zur vermehrten Produktion eines Immunoglobulin-Fusionsproteins
von Bcl-2, was wiederum Apoptose der B-Zellen hemmt und dadurch das
Krebswachstum fordert (Cleary et al., 1986; Reed et al., 1988; Tsujimoto et al.,
1985a; Tsujimoto et al., 1984; Tsujimoto et al., 1985¢; Vaux et al., 1988). Transgene
Maiuse, die dieses Fusionsprotein exprimieren, entwickeln ebenfalls B-Zell
Lymphome. Die lange Latenzzeit, die es dauert bis die Méiuse diesen Krebs
entwickeln, 1aBt auf zusdtzlich notwendige sekundidre Verdnderungen schliefen.
Wahrscheinlich kommt es zu einer Kooperation mit weiteren Onkogenen wie z. B. c-

myc (McDonnell et al., 1989; McDonnell and Korsmeyer, 1991).

Akt/PI3K-Signalweg

Mehrere Komponenten dieses Signalweges (s. 1.3.2.) sind in Tumoren so veréndert,
daf} dessen antiapoptotische Wirkung verstarkt wird.

Das Gen fiir PTEN ist ein Tumorsuppressor, der in veschiedenen Tumorarten wie
Glioblastoma, Melanoma und Brusttumoren inaktiviert ist. PTEN ist eine
Phosphatase, die Phosphatidylinositolphosphat an der 3’ Position dephosphoryliert.
Damit ist sie ein Gegenspieler der antiapoptotisch wirkenden PI3-Kinase (siehe
1.3.2.). Der Verlust von PTEN in Tumoren fiithrt daher zu einer Verstirkung der
antiapoptotischen Signale durch eine verringerte negative Regulation des Akt-

Signalweges (Myers et al., 1998; Wu et al., 1998).
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Weiterhin ist in etwa 40% von untersuchten Gebdrmutterkrebszellinien das Gen fiir
die katalytische Untereinheit der PI3-Kinase selber amplifiziert (Shayesteh et al.,
1999). Zusitzlich sind auch die Gene der Isoformen Aktl und Akt2 in
Gebiarmutterkrebs amplifiziert (Cheng et al., 1992; Yuan et al., 2000). Diese

Verianderungen bewirken eine Aktivierung des antiaoptotischen Signalweges.

DCC

Die Enwicklung von Darmkrebs ist mit dem Verlust von spezifischen Genen
verbunden, die aus diesem Grund Tumorsuppressoren sein konnten. Eines dieser
Gene ist deleted in colorectal cancer (DCC), ein Zelloberflichenrezeptor, der auch in
anderen Krebsarten deletiert ist (Fearon et al., 1990). DCC kann Apoptose ausldsen
wenn es nicht an seinen Liganden Netrin gebunden ist. Fiir den proapototischen Effekt
ist die Caspase-abhingige Spaltung von DCC selber notwendig (Mehlen et al., 1998).
Dabei wird Caspase-9 in einen Komplex mit DCC und Caspase-3 rekrutiert. Caspase-
9 aktiviert hier Caspase-3 ohne dall Apaf-1 oder Caspase-8 noétig sind (Forcet et al.,
2001). Der Mechanismus der Apoptoseauslosung unterscheidet sich daher von den
bisher bekannten, die iiber Bildung des Apoptosomes oder Caspase-8 laufen (sieche
1.2.). Knock-out Miuse von DCC zeigen zwar keine erhohte Tumorrate (Fazeli et al.,
1997). Diese Beobachtung 146t sich aber mit dem oben beschriebenen Mechanismus
erkldren. Eine Eine hohere Zahl von Tumoren wie z. B. Adenome wére nicht zu
erwarten. Vielmehr wiren eventuell auftretende Tumore aggressiver, weil der Verlust
von DCC eine Metastasierung auf3erhalb des Bereiches, in denen der Ligand gebildet

wird, beglinstigt.

DAP-Kinase

DAP-Kinase ist eine Serin/Threonin Kinase, die Apoptose auslost, wenn sie
iiberexprimiert wird und auch an der Weiterleitung des apoptotischen Signals des Fas-
Rezeptors beteiligt ist (Cohen et al., 1999). DAP-Kinase kann in verschiedenen
humanen Krebszellinien aus Blasentumoren, Nierentumoren und Brusttumoren nicht
mehr nachgewiesen werden (Kissil et al., 1997). AuBBerdem wird DAP-Kinase in stark
metastasierenden Maus-Lungenkrebszellinien sehr viel geringer exprimiert als in
nicht metastasierenden Lungenkrebszellinen. Ektopische Expression von DAP-Kinase
in den metastasierenden Zellinien fiihrt zu einer verminderten Metastasierung, da die

Zellen in Nacktmdusen vermehrt apoptotisch werden (Inbal et al., 1997). DAP-Kinase
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ist daher dhnlich wie DCC ein Tumorsuppressor, der die Metastasierung hemmt. Die
Auslosung von Aptose geschieht wahrscheinlich durch Aktivierung von p53 (Raveh
et al.,, 2001). DAP-Kinase kann daher gemeinsam mit p53 als Tumorsuppressor

wirken.

Defekte im Apoptose-Mechanismus

Defekte im eigentlichen Apoptose-Mechanismus wurden in mehreren Krebsarten
gefunden. So wird in etwa 50% der untersuchten primiren Lungen-und Darmkrebs-
Proben ein Rezeptor der TNFR-Familien fiir den Fas-Liganden iiberamplifiziert, der
die Apoptose durch den Fas-Liganden hemmt. Dieser Rezeptor (DcR3 — Decoy
Receptor 3) wird von den Tumorzellen sezerniert, bindet an den Fas-Liganden und
neutralisiert dadurch dessen Wirkung (Pitti et al., 1998).

Survivin ist ein IAP, das in verschiedenen Krebsarten, aber nicht in normalem
adultem Gewebe exprimiert wird. Inhibition der Wirkung von survivin in Krebszellen
fiihrt zu Apoptose von mitotischen Zellen. Das deutet auf eine weitere Verbindung
von Apoptose mit dem Zellzyklus hin (Ambrosini et al., 1997; Li et al., 1999a; Li et
al., 1998).

In Melanomen wird der Apoptosom-Bestandteil Apaf-1 oft nicht mehr exprimiert. Ein
Allel von Apaf-1 ist in den meisten Melanomen nicht mehr vorhanden wihrend die
Expression von dem verbliebenen Allel durch Methylierung eines Apaf-1 Enhancers
unterdriickt wird. Diese Unterdriickung der Apaf-1 Expression fithrt zu einer
verringerten Apoptoserate durch Chemotherapeutika und Bax-Expression. Der
Verlust von Apaf-1 in Melanomen konnte daher zu der Resistenz von malignen
Melanomen gegeniiber allen bisher verwendeten Therapien beitragen (Soengas et al.,
2001).

Proliferation und Apoptose sind eng miteinander verbunden. So konnen Signale, die
zum Wachstum der Zelle fithren auch antiapoptotische Wirkung haben. Deshalb
konnen neben den oben beschriebenen Genen viele Onkogene, die mitogen wirken
und dadurch das unkontrollierte Wachstum von Tumorzellen auslosen, auch
antiapoptotisch wirken. In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 z.
B. Rezeptortyrosinkinasen wie der Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), der
Humane Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (Her2) oder der PDGF-Rezeptor in

verschiedenen Tumoren iberexprimiert werden (Bange et al., 2001). Diese
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Rezeptoren kénnen nach Bindung an ihre Liganden gleichzeitig oben beschriebene
Wachstumssignale und antiapoptotische Signalwege aktivieren (siche 1.3.2.).

Der EGF-Rezeptor ist in bestimmten Glioblastomen {iberexprimiert und wirkt deshalb
wahrscheinlich in der Tumorentstehung (Libermann et al., 1985b). Aber auch bei
normaler EGFR-Expression kann der EGFR zur Entstehung von Tumoren beitragen.
In Zellen, die durch andere Onkogene transformiert werden, kann der EGF-Rezeptor
fiir das Uberleben der Zellen verantwortlich sein. Basale Keratinozyten kénnen nur
bei Expression des EGFR durch einen dominant aktiven
Guaninnukleotidaustauschfaktor Son of Sevenless (SOS) transformierten werden.
Wihrend die Expression einer dominanten aktiven Form von SOS in basalen
Keratinozyten von Wildtyp-Méusen zur Entwicklung von Hautpapillomen fiihrt, wird
die Bildung dieser Krebsart in EGFR-defizienten wa2-Maiusen durch verstéirkt
auftretende Apoptose in den Keratinozyten inhibiert (Sibilia et al., 2000). Dabei zeigt
sich auch ein augenscheinliches Paradox in der Krebsforschung — die Induktion von

Apoptose durch ein Onkogen (hier durch dominant aktives SOS).

Onkogene als Apoptoseausloser

Gene, die als Onkogene in der Tumorentstehung wirken, kdnnen unter bestimmten
experimentellen Bedingungen zur Apoptoseauslosung fiihren. Wenn der onkogene
Trankriptionsfaktor c-myc in Fibroblasten ektopisch konstitutiv exprimiert wird, so
sterben die Zellen ab, wenn sie unter Bedingungen gehalten werden, die einen
Zellzyklusarrest induzieren koénnen, z. B. unter Serumentzug. In c-myc
exprimierenden Zellen tritt der Zellzyklusstop zwar nicht ein. Wegen einer
vermehrten Apoptoserate nimmt die Zellzahl aber auch nicht zu. Da c-myc nur bei
Serumentzug Apoptose auslost, mufl die Apoptose von Faktoren im Serum
unterdriickt werden (Evan et al., 1992). Auch bei der Expression von onkogenem Ras
in Adipozyten und Schilddriisenzellen sterben diese bei Serumentzug (di Jeso et al.,
1995; Navarro et al., 1999).

D. h. ob c-myc oder Ras transformierend wirken koénnen, hidngt von anderen
Genprodukten ab, die mit den beiden Onkogenen zusammenwirken miissen, um
unkontrolliertes Wachstum zu erzeugen. Eines dieser Genprodukte kann auch Bcl-2
sein, da die c-myc induzierte Apoptose durch eine erhohte Expression von Bcl-2

gehemmt wird, wéihrend die Ras-induzierte Apoptose durch PKC inhibiert wird (Liou
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et al., 2000; Nalca et al.,, 1999). Die Faktoren im Serum wiederum stimulieren
Rezeptoren, die antiapoptotische Signalwege aktivieren kdnnten (siehe 1.3.2.).

Das Auslosen der Apoptose durch Onkogene kann sowohl durch Expression
proapoptotischer Gene als auch durch Inaktivierung noch nicht identifizierter
Inhibitoren von Apoptose erfolgen (Duelli and Lazebnik, 2000).

Durch die eben beschriebenen Daten kann man die Empfindlichkeit von priméren
nicht invasiven Tumoren gegeniiber Chemotherapeutika erkldren, die wesentlich
héher ist als die der nicht transformierten Zellen, aus denen sich diese Tumoren
entwickelt haben. Die Expression eines Onkogens in nicht transformierten Zellen
aktiviert einen Mechanismus, der die entartete Zellen empfindlicher gegen Apoptose
macht. Zum Uberleben brauchen die Zellen sekundire Verinderungen, die die
Apoptose hemmen. Im Primirtumor konnen Chemotherapeutika die Hemmung
iberwinden — die Zellen sterben. Wéhrend der Entwicklung zum metastatischen
Tumor erhalten die Zellen aber weitere Mutationen, die sie durch zusétzliche Defekte
im Apoptosemechanismus resistent gegen Chemotherapeutika machen (Evan and

Littlewood, 1998).

1.4.2.2. Virale Infektionen

Virus infizierte Zellen werden im Korper in der Regel eliminiert. Entweder fiihrt die
Deregulation der normalen Zellphysiologie zu Apoptose oder die infizierten Zellen
werden vom Immunsystem erkannt und durch Apoptoscausldsung beseitigt. Viren
haben Mechanismen entwickelt, um ihre Wirtszelle am Leben zu erhalten.

So exprimieren Adenoviren das E1B Protein, welches Apoptose wahrscheinlich
ghnlich wie Bcl-2 inhibiert (White et al., 1992). AuBerdem vermittelt das adenovirale
Protein RID die Internalisation und Degradation von Fas (Tollefson et al., 1998). Die
Inhibition des Fas-Signalweges wird auch von y-Herpesviren benutzt. Diese Viren
exprimieren v-Flip (v-Flice Inhibitory Protein), ein Protein, das an das Adapterprotein
FADD bindet und dadurch die Bindung und Aktivierung von Caspase-8 inhibiert
(Thome et al., 1997). Das virale Flip besitzt ein zelluldres Homolog c-Flip (Irmler et
al., 1997).
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Andere Viren hemmen direkt die Caspasen. So inhibieren Baculoviren Caspasen
direkt durch die Expression der Caspase-Inhibitoren p35 und iap (Clem et al., 1991;
Crook et al., 1993) und Poxviren durch die Expression von crmA (Miura et al., 1993).
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1.5. Zielstellung

In der vorliegenden Arbeit sollen Mechanismen untersucht werden, mit denen
Krebszellen apoptotischen Signalen entgehen, die normalerweise auf sie einwirken,
um den Organismus zu schiitzen. Dazu sollen Unterschiede in der Genexpression
untersucht werden. Eine verdnderte Genexpression wéhrend der Transformation von
normalen zu Krebszellen kennzeichnet diese Krankheit. Die Untersuchung von
Signalwegen, deren antiapoptotische Wirkung durch eine verénderte Genexpression
verstiarkt wurde, konnte deshalb Angriffspunkte fiir eine mogliche Krebstherapie
aufzeigen.

Insbesondere soll die verstirkte Resistenz gegen zwei apoptotische Signale untersucht
werden. Im ersten Fall des c-Kit Rezeptors in Melanomzellen wurde die Resistenz
durch unterschiedliche Genexpression in vivo erworben. Im zweiten Fall des Fas-
Rezeptors im Plattenepithelkarzinom soll die Resistenz zusétzlich in vitro verstirkt

werden.

1.) Der c-Kit Rezeptor in Melanomzellen

Die Rezeptortyrosinkinase c-Kit ist in vielen Melanomzellen nicht nachweisbar,
obwohl sie in den nicht transformierten Ausgangszellen, den Melanozyten, stark
exprimiert wird und dort mitogen wirkt. Reexpression von c-Kit und anschlielende
Stimulation des Rezeptors mit seinem Liganden Stem Cell Factor (SCF) kann zu
Apoptose fiihren.

Es soll geklart werden, ob der beobachtete Effekt auch eine physiologische Relevanz
hat oder ob er nur auf der ektopischen Uberexpression des c-Kit Rezeptors beruht. Bei
einer physiologischen Relevanz des Effektes soll der Mechanismus der
Apoptoseausldsung untersucht werden, um zu erfahren, wie c-Kit in diesen Zellen den

Zelltod herbeifiihrt.

2.) Der Fas Rezeptor im Plattenepithelkarzinom
In einem weiteren Ansatz sollen antiapoptotische Signalwege durch eine funktionelle
Genexpressionsanalyse identifiziert werden. Dazu sollen Krebszellen in vitro so auf

Apoptoseresistenz selektioniert werden wie in vivo.
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Es sollen klonale Zellinien der Plattenepithelkarzinomzellinie Hela S3 etabliert
werden, die resistenter gegen den apoptotischen Effekt des Fas-Liganden sind. Ein
anschlieBender Vergleich der Genexpression mittels cDNA-Arrays soll die Gene
identifizieren, die in den resistenten Klonen und der Ausgangszellinie Hela S3
unterschiedlich exprimiert werden und daher Apoptose in dieser Krebsart beeinflussen

konnten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Bezugsquellennachweis
2.1.1. Chemikalien

Acrylamid

AGI1295

AG1478

Agar

Agarose

Ampicillin

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Batimastat (BB94)

Bisacrylamid

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Coomassie G250
Desoxynukleotide (dG/A/T/CTP)
Dimethyldichlorsilan

Digitonin

DTT (Dithiothreitol)
Ethidiumbromid

Geneticin (G418)

HEPES (4-2-Hydroxyethyl-1-piperazin-
ethansulfonsiure)
Heringsperma-DNA

L-Glutamin

Lysozym

Natriumazid

Natriumfluorid
Natriumorthovanadat

PD 98059

Phenol

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Polybren (Hexadimethrinbromid)
Polyethylenglycol 4000

Ponceau S

Propidiumiodid

Protein A-Sepharose

SB 202190

SDS (Natriumdodecylsulfat)

SU 5402

TEMED (N,N,N'N’-Tetraethylmethylendiamin)

TPA (tetradecanoyl-phorbol-13-acetate)
Triton X-100

tRNA ,,bakers yeast*

Wortmannin
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Serva, Heidelberg
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Difco, U.S.A.

BRL, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Bio-Rad, Miinchen
British Biotech,Oxford
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Aldrich, Steinheim
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Pharmacia, Freiburg
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe
Sugen, U.S.A.

Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Boehringer. Mannheim
Sigma, Taufkirchen
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Xylencyanol

30

Merck, Darmstadt

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in analysenreiner Qualitdt von der

Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.2. Radiochemikalien

[a-**P]-dATP

>5000 Ci/mmol

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma NEN (Briissel) bezogen und vor Ablauf

der ersten Halbwertzeit eingesetzt.

2.1.3 ,Kits" und Sonstiges

cDNA-Arrays

ECL Kt

Filterpapier 3SMM
HiTrap™ HIC Test Kit
HiTrap™ IEX Test Kit
Hyperfilm MB
KulturgefiaBe, Plastik

Mega Prime DNA Labelling Kit

Micro BCA Protein Assay Kit
Parafilm

Protein A-Sepharose

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
Random Primed DNA Labeling Kit
Sephadex G-50 (DNA Qualitit)
Sterilfilter 0.22 pm, Zelluloseacetat
Sterilfilter 0.45 pm, Zelluloseacetat
Superdex 75

TUNEL-Assay-Kit

»Wheat Germ* Sepharose

,Lentil“ Sepharose

Axxima, Martinsried
NEN, Briissel

Whatman, USA
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Amersham, Braunschweig
Greiner, Solingen
Nunclon, Danemark
Falcon, U.K.
Amersham-Pharmacia,
Freiburg

Pierce, USA

Dynatech, Denkendorf
Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hllden
Boehriner, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
Nalgene Company, USA
Nalgene Company, USA
Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
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2.1.4. Wachstumsfaktoren und Liganden

IL-1a TEBU, Frankfurt/Main
Interferon-a TEBU, Frankfurt/Main
Interferon-y TEBU, Frankfurt/Main
Oncostatin M Boehringer, Mannheim
SCF TEBU, Frankfurt/Main
TNF-a Biomol, Haub

TGF- Biomol, Haub

2.1.5. Medien und Puffer
2.1.5.1. Medium fur E.coli Bakterien

LB-Medium 1,0 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl
pH 7,2

Bei Bedarf wurden dem Medium nach dem Autoklavieren folgende Antibiotika
zugesetzt:

Ampicillin 100  pg/ml
Kanamycin 100  pg/ml

Zur Herstellung fester Nahrboden wurde dem Medium 1,5% Agar zugesetzt.

2.1.5.2. Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien sowie alle Zusdtze wurden von der Firma Gibco (Eggenstein)
bezogen, fotales Kalberserum wurde von Sigma (Taufkirchen) bezogen.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 mg/ml Glukose
5% oder 10% FCS, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat.

Ham’s F12, 10% FCS, 2mM Glutamin
MEM, 10% FCS, 2 mM Glutamin, | mM Natriumpyruvat
RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM Glutamin.

Einfriermedium
90% FCS, 10% DMSO.
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2.1.5.3. Stammldsungen und haufig verwendete Puffer

Die hier aufgefiihrten Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

BBS (2x) 50 mM BES
280 mM  NaCl
1,5 mM NazHPO4
pH 6.96 (NaOH)

Denhardt (100x) 2,0 % Polyvinylpyrollidon
20 % Ficoll
20 % BSA

DNA-Auftragspuffer (6 x) 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
30,0 % Glyzerin
100,0 mM EDTA pH 8,0

Hybridisierungspuffer 5 x SSC

0,1 % SDS
Hypotonischer Puffer 0,1 % Na-citrat
fiir DNA-Férbung 0,1 % Triton X-100
Laemmli-Puffer (2x) 187,5 mM  Tris/HCI pH 6,8

6,0 % SDS

30,0 % Glyzerin

0,01 % Bromphenolblau
50 % 3-Mercaptoethanol

NET (1x) 150,0 mM NaCl
5 mM EDTA
50 mM Tris
0,05 % Triton X-100
pH 7,4 (HCI)

PBS 13,7 mM NaCl
27 mM KCl
80,9 mM NazHPO4
1,5 mM KH,PO,, pH 7,4 (HCI)

Prahybridisierungs- 10 x Denhardt
puffer (2x) 2 X SSC
100 mM  NazPOy, pH 6,8
2 mM Na4P207

RNA-Auftragspuffer 2x) 48,0 % Formamid
17,0 % Formaldehyd
11,0 % Glyzerin
0,1 % Bromphenolblau
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SD-Transblot 50,0 mM  Tris/HClpH 7,5
40,0 mM  Glycin
20,0 % Methanol
0,004 % SDS

SSC (20x) 30 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

TAE (10x) 400 mM  Tris/Acetat
10 mM  EDTA
pH 8,0 (Eisessig)

TE 10,0 mM  Tris/HCI pH 8,0
1,00 mM EDTA pH 8,0

Tris-Glycin-SDS (10x) 248,0 mM  Tris/HCl pH 7,5
1918,0 mM  Glycin
o % SDS

W1 (Waschpuffer 1) 300 mM Nacl
30 mM  Natriumcitrat
0,1 % SDS

W2 (Waschpuffer 2) 30 mM  NaCl

3 mM  Natriumcitrat
0,1 % SDS

2.1.6. Bakterienstamme, Zellinien und Antikorper

Im folgenden sind die verwendeten Bakterienstimme, Zellinien und Antikérper unter
Angabe ihrer Eigenschaften und von Referenzen tabellarisch aufgefiihrt.

2.1.6.1. Bakterienstamme

Stamm Eigenschaften Referenz

E.coli 298 F’ F+, Kanr, Lambdar, recA-, tonA- Genentech,
lacl- San Francisco

E.coli DH5a F'F'/endA1, hsd17, (rymy), Stratagene

Kanr, Ampr,
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2.1.6.2. Zellinien

Zellinie

Phoenix A

Hela S3

HS 294T pLEN-cKit

WM 983A

WM 983B

WM 115

WM 239A

WM 278

WM 1617

WM 983A pLEN

WM 983B pLEN

WM 115 pLEN

WM 239A pLEN

WM 278 pLEN

Ursprung

modifizierte HEK293 Linie
zur Produktion von
helfervirusfreien,
amphotrophen Retroviren
klonale Zellinie, die von der
Hela Zellinie gewonnen
wurde, sehr tumorigen in
Nacktmédusen

menschliche
Melanomzellinie, ektopisch
c-kit exprimierend
menschliche Melanomzellinie
von primdrem Melanom von
Patient A

menschliche Melanomzellinie
von metastatischem Melanom
von Patient A

menschliche Melanomzellinie
von primdrem Melanom von
Patient B

menschliche Melanomzellinie
von metastatischem Melanom
von Patient B

menschliche Melanomzellinie
von primdrem Melanom von
Patient C

menschliche Melanomzellinie
von metastatischem Melanom
von Patient C

WM 983 A mit stabil im
Genom integriertem
Leervektor pLEN

WM 983B mit stabil im
Genom integriertem
Leervektor pLEN

WM 115 mit stabil im Genom
integriertem Leervektor
pLEN

WM 239A mit stabil im
Genom integriertem
Leervektor pLEN

WM 278A mit stabil im
Genom integriertem
Leervektor pLEN

Referenz

Garry P. Nolan, Stan-

ford University

ATCC, Manassas,

U.S.A:

(Winkler, 1994)

(Herlyn, 1990)

(Herlyn, 1990)

(Herlyn, 1990)

(Herlyn, 1990)

(Herlyn, 1990)

(Herlyn, 1990)

d. A.

d. A.

d. A.

d. A.

d. A.
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WM 1617 pLEN

WM 983A pLEN-cKit
WM 983B pLEN-cKit
WM 115 pLEN-cKit
WM 239A pLEN-cKit
WM 278 pLEN-cKit
WM 1617 pLEN-cKit

Melanozyten

2.1.6.3. Antikdrper

WM 1617 mit stabil im
Genom integriertem
Leervektor pLEN

WM 983A, ektopisch c-Kit
exprimierend

WM 983B, ektopisch c-Kit
exprimierend

WM 115, ektopisch c-Kit
exprimierend

WM 239A, ektopisch c-Kit
exprimierend

WM 278, ektopisch c-Kit
exprimierend

WM 1617, ektopisch c-Kit
exprimierend

NHEM - ,,Normal Human
Epidermal Melanocytes*

35

d. A.

d. A.
d. A.
d. A.
d. A.
d. A.
d. A.

Clonetics,
Walkersville

Die folgenden Antikérper wurden zur Immunprézipitation oder als primére
Antikdrper zur Detektion in der Immunoblot-Analyse eingesetzt.

Antikorper

4G10

3d6

LJ-11

LJ-17

CH-11

Eigenschaften

Maus, monoklonal, gegen
Phospho-(3)-Tyrosinreste
Maus, monoklonal, gegen die

extrazelluldre Doméne von c-Kit

Kaninchen, polyklonal, gegen die
intrazelluldre Doméne von c-Kit

Kaninchen, polyklonal, gegen die
intrazelluldre Doméne von c-Kit

Maus, monoklonal, gegen Fas
aktivierend

Referenz

UBI, Lake Placid

Boehringer, Mannheim

Ronald Herbst, d. A.

Ronald Herbst, d. A.

BD Biosciences

Die bei der Immundetektion von Proteinen verwendeten sekundédren Antikorper waren
mit Meerretichperoxidase (HRP) konjugiert

Antikdrper Verdiinnung
Ziege gegen Maus 1:20000
Ziege gegen Maus 1: 10000
Ziege gegen Kaninchen 1 :20000

Bezugsquelle

BioRad (Miinchen)
Sigma /Taufkirchen)
BioRad (Miinchen)
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2.1.7. Plasmide

Ausgangsvektoren

Vektor

pRKS

pcDNA3

pLEN

pBluescript

Eigenschaften

Expressionsvektor, Amp',
CMYV Promotor, SV40 poly A,
hohe Kopienzahl

Expressionsvektor, Amp',
CMYV Promotor, BGH poly A,
hohe Kopienzahl

retroviraler Expressionsvektor, Amp',
Neo', ori aus pBR322, 5°-, 3’-LTR aus
MoMuLV, Ribosomenbindungsstelle IMP
aus ECMV, niedrige Kopienzahl

ColE1 ori, Amp', LacZ, f1 (+) IG,
KS (MCS), hohe Kopienzahl

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Vektoren

Vektoren

pLEN-cKit

pQE —SCF

Eigenschaften

Expression von c-Kit nach retroviraler
Infektion in Sdugetierzellen

Expression eines Fusionsproteins von
SCF mit einem 6xHis-tag in Bakterien
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Referenz

Genentech,
San Franzisco

Invitrogen,
USA

E.F. Wagner &
T. von Riden,
Wien

Stratagene, U.S.A.

Referenz

(Winkler, 1994)

(Winkler, 1994)
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2.1.8. cDNA's

c¢DNA’s folgender Zellinien wurden von Tatjana Knyazewa (diese Arbeitsgruppe)
isoliert und bereitgestellt:

Zellinie Ursprung Referenz

HlaC78 Plattenepithelkarzinom, Larynx, (Carey et al., 1989)
Primértumor Patient A

HIaC79 Plattenepithelkarzinom, Larynx, (Carey et al., 1989)

Metastase Patient A

UMSCC-10A Plattenepithelkarzinom,  Pharynx, (Carey et al., 1989)
Primértumor Patient B

UMSCC-10B Plattenepithelkarzinom,  Pharynx, (Carey et al., 1989)
Metastase Patient B

UMSCC-17A Plattenepithelkarzinom, Larynx, (Carey et al., 1989)
Primédrtumor Patient C

UMSCC-17B Plattenepithelkarzinom, Larynx, (Carey et al., 1989)
Metastase Patient C

UMSCC-22A Plattenepithelkarzinom,  Pharynx, (Carey et al., 1989)
Primértumor Patient D

UMSCC-22B Plattenepithelkarzinom,  Pharynx, (Carey et al., 1989)
Metastase Patient D

SCaBER Plattenepithelkarzinom,  Pharynx, ATCC
Metastase

FaDu Plattenepithelkarzinom, Pharynx ATCC
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Plasmidpraparation fur analytische Zwecke

Fiir analytische Zwecke wurden kleine Mengen von DNA (2-10 pg) nach der
Methode von Lee und Rasheed (Lee and Rasheed, 1990) prépariert.

2.2.2. Plasmidpraparation fur praparative Zwecke

Fiir die Transfektion der Phoenix A Zellen, von Hela S3 und den Apoptose resistenten
Klonen wurden groflere und kleinere DNA Mengen bendtigt, deren Aufreinigung mit
Hilfe des Qiagen Maxi-Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt
wurde.

2.2.3. Gelelektrophorese von DNA

Doppelstrangige DNA-Molekiile im GroBenbereich von 250 Bp bis 14 kBp wurden in
0,6-2%igen horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x TAE.
Die aufzutrennende DNA wurde mit 1/5 Vol 6x DNA-Auftragspuffer vesetzt. Die
Auftrennung erfolgte je nach Gelgréfe bei 30-120 Volt innerhalb von 1-2 h. Danach
wurde das Gel fiir 10 min mit 1x TAE/Ethidiumbromid (2 pg/ml) gefarbt und 10 min
in 1x TAE entférbt.

2.2.4. Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte durch die
Verwendung des Quiquick Kits fiir Gelextraktion der Firma Qiagen nach Angaben
des Herstellers.

2.2.5. DNA-Transfer in E.coli Bakterien

2.2.5.1. Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

Es wurde die Methode von Chung und Miller (Chung and Miller, 1993) verwendet.
Die Transformationseffizienz war groBer als 5x 10° Klone/pg DNA.

2.2.5.2. Transformation von kompetenten E.coli Bakterien

Zur Transformation von E.coli wurden 10 pl des entsprechenden Ligationsansatzes
verwendet. Dazu wurden 20 pl 5x KCM (500 mM KCl, 150 mM CaCl,, 250 mM
MgCl,), 70 ul H,O und 100 ul kompetente, auf Eis aufgetauter Bakterien pipettiert
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und 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz 10 min bei RT
inkubiert, dann mit 400 pl LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C geschiittelt. Die
Reaktionsansitze wurden auf LB/ Ampicillin-Agarplatten ausplattiert.

2.2.5.3. Dauerkulturen von E.coli Bakterien

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden jeweils 0,5 ml einer stationédren
Bakterienkultur (LB-Medium mit Antibiotikazusatz) mit 0,5 ml einer 50%igen
Glyzerinlosung versetzt, kurz gemischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Diese Kulturen konnen ldngere Zeit bei -70°C gelagert werden.

2.2.6. Arbeiten mit RNA

Die Prdparation von RNA macht die Verwendung gesonderter, RNasen-freier
Losungen und ReaktionsgefiBe notwendig. Die Losungen wurden in Millipore™-
Wasser angesetzt und autoklaviert. Reaktionsgefdf3e wurden 2 h bei 200°C gebacken.
Wiéhrend der RNA-Préiparation ist das Tragen von Handschuhen zum Schutz vor
RNasen der Haut unverzicht-bar, ebenso empfiehlt sich das hdufige Wechseln der
Handschuhe.

2.2.6.1. Praparation von Gesamt-RNA

Die Préparation der RNA erfolgte nach Puissant und Houdebine (Puissant and
Houdebine, 1990) durch Extraktion der RNA mittels saurem Phenol.

Die Zellen wurden auf 15 cm Zellkulturschalen bis zu 80%iger Konfluenz wachsen
gelassen. Die Lyse der Zellen erfolgte mit 2 ml Puffer GTC (4 M
Guanidiniumthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, pH 7.0, 0.5% Sarkosyl, 0.1 M
Mercaptoethanol, 10 mM EDTA) pro Platte. Nach einigen Minuten wurden die
lysierten Zellen mit Hilfe eines Schabers abgelost und mehrmals mit Hilfe einer
Spritze durch eine Kaniile (0.9 x 95 mm) gepresst, um die DNA zu scheren. Es wurde
1 ml 2 M Natriumacetat, pH 4.0, 10 ml Wasser gesittigtes Phenol und 2 ml
Chloroform hinzgegeben, wobei nach Zugabe jeder einzelnen Losung stark gemischt
wurde (Vortex). Das Gemisch wurde fiir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die obere
Phase wurde abgenommen und mit 10 ml Isopropanol versetzt. AnschlieBend wurde
wieder fiir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde durch sehr starkes
Vortexen in 2 ml 4 M LiCl resuspendiert, wobei nicht das gesamte Pellet wieder
aufgelost werden konnte. Es wurde erneut wie zuvor zentrifugiert und das Pellet in 2
ml 10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0,5 % SDS aufgenommen. 2 ml Chloroform
wurden zugesetzt, und es wurde weiderum zentrifugiert. Die obere Phase wurde mit 3
Volumen Ethanol und 0.3 M Natriumazetat, pH 6.0 versetzt und fiir 30 min auf
Ethanol/Trockeneis inkubiert. AbschlieBend wurde die RNA in H,O aufgenommen.
Zur Konzentrationsbestimmung wurde die OD bei 260 nm gemessen. Die Qualitit der
RNA wurde durch Gelelektrophorese und anschlieBendes Féarben mit Ethidiumbromid
iiberpriift.
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2.2.6.2. Praparation von poly-A" RNA

Die Isolation von polyA"™-RNA erfolgte mit Hilfe con Oligo-dT-Cellulose iiber eine
Séule. Hierbei kommt es zur Abtrennung und Anreicherung der mit einem polyA’-
Signal versehenen mRNA von anderen RNA-Spezies.

Oligo-dT-Cellulose wurde ii. N. bei 4 °C in Puffer A (10 mM Tris/Cl pH 7.4, 0.5 M
NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% SDS) bei einer Konzentration von 1g/40ml quellen
gelassen. 1 ml dieser Suspension wurde in eine silikonisierte mit silikonisierter
Glaswolle verschlossene Pastuerpipette gegeben und die Saule mit 20 Volumen Puffer
A gewaschen. 1 mg Gesamt-RNA wurde fiir 5 min auf 70 °C erhitzt. Die RNA wurde
auf 1 x Puffer A eingestellt und das Volumen auf 1 ml erhoht. Die RNA wurde auf die
Sdule gegeben und der Durchflul gesammelt. Der Durchflufl wurde nochmal auf die
Sdule gegeben. Das wurde insgesamt viermal wiederholt. Die Sdule wurde mit 5 x 1
ml Puffer A gewaschen und der Durchflufl gesammelt. Von dem Durchfluf3 wurde der
OD bei 260 nm bestimmt. Wenn er weniger als 0.05 betrug, wurde die polyA"™-RNA
mit 2 x 0.8 ml Puffer B (10 mM Tris/Cl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.2% SDS) eluiert.
Der OD bei 260 nm beider Fraktionen wurde bestimmt und die Fraktionen
gegebenenfalls vereinigt. Die RNA wurde mit 3 Volumen Ethanol und 300 mM
Natriumazetat pH 6.0 in einem silanisierten Corex-Zentrifugenrdhrchen versetzt.
Nach 30 min Inkubation auf Ethanol/Trockeneis wurde die RNA 30 min bei 10000 x
g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in H,O mit einer Konzentration von 1 pg/pl
aufgenommen.

2.2.6.3.Elektrophoretische Auftrennung von RNA

Die Auftrennung der RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
horizontalen Agarosegelkammern. 1.2 g Agarose wurden in 77 ml H,O in der
Mikrowelle aufgekocht und 10 min bei RT abgekiihlt. Danach wurde der Ansatz mit
10 ml 10x MOPS und 13 ml Formaldehyd (37% (v/v)) aufgefiillt und das Gel
gegossen.

Die RNA wurde fiir die Gelelektrophorese folgendermaBlen vorbereitet: 10 ug
Gesamt-RNA wurde mit 5 pl 10x MOPS, 8.75 ul Formaldehyd (37%(v/v)) und 25 ul
Formamid versetzt, und das Gesamtvolumen mit H,O auf 50 ul gebracht. Die Proben
wurden 10 min bei 65°C erhitzt, anschlieBend mit 10 ul RNA-Probenpuffer versetzt,
auf Eis gestellt und auf das Gel aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1x MOPS. Pro cm,
Gelflache wurden 0,8 Volt Spannung angelegt. Nach der Elektrophorese wurde das
Gel in 200 ml Laufpuffer mit 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) gefirbt und im
gleichen Volumen Laufpuffer ohne Ethidiumbromid 30 min entfarbt. Die RNA wurde
unter UV-Licht (1=302 nm) detektiert und unter Einsatz eines Orangefilters
photographiert.

2.2.7. Praparation von cDNA

Fiir die Préparation von cDNA wurden ein Oligo-dT-Primer, der das 3’ Ende von
mRNA erkennt (K1, Clontech Inc., U.S.A.), und ein ,,SMART"“-Primer (Clontech
Inc., U.S.A.) verwendet, der die 5’ terminale CAP-Struktur von mRNA erkennt (K2).
Es erfolgte nur die Synthese des zu der RNA komplementiren DNA-Stranges. Ein
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Verdau der RNA nach der Strangsynthese und eine Synthese von doppelstrangiger
cDNA erfolgte nicht.

3 pg polyA"-RNA wurden in einem Volumen von 5 pl mit 10 pM K1 und 10 pM K2
fir 2 min bei 70 °C erhitzt, anschlieBend fiir 5 min bei RT inkubiert und auf Eis
gelagert. Zu diesem Mix wurden folgende Volumina gegeben:

RNAse Inhibitor (MBI, 20 u/pl) 0.5 ul
5 x RT Puffer (Boehringer, Mannheim) 4 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
DTT (100 mM) 2 ul
H20 (steril, Bidest) 4.5 ul

AMV-Reverse Transkriptase (25 u/pl, Boehringer, Mannheim) 2 ul

Der Ansatz wurde fir 1 — 2 h bei 42 °C in einem Wirmeschrank inkubiert, um
Verdunstungen zu vermeiden. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 80
ul TE-Puffer und Erhitzen der Ansétze auf 72 °C fiir 7 min abgestoppt. Die cDNA
wurde daraufthin mit Hilfe des ,,QuiQuick PCR purification kit (Qiagen, Hilden)
gereinigt und mit 50 pl Tris/Cl pH 8.0 von der Séule des Kits eluiert.

2.2.8. Arbeiten mit cDNA-Arrays
2.2.8.1. Konstruktion der cDNA-Arrays

Die cDNA-Arrays wurden con der Firma Axxima (Martinsried) bezogen. Die Arrays
waren Nylonmembranen von 12 x 8 cm Gréfle, auf denen Plasmide in Punktform
aufgetragen waren. Auller einiger Punkte mit Leervektor, die der Kontrolle dienten,
enthielten alle Plasmide cDNA-Sequenzen, die einer kodierenden Region eines
bestimmten Gens entsprachen. Die GroBe dieser Sequenzen variierte zwischen 200 bp
und 4000 bp. Die Mehrheit der Sequenzen kodierte fiir Proteinkinasen- und
phosphatasen. Aber auch die Sequenzen von Proteasen und anderen Molekiilen, die in
der Signaltransduktion eine Rolle spielen, befanden sich auf den Filtern. Fiir viele der
Gene befanden sich mehr als eine Sonde auf den Filtern. Diese Sonden kodierten zwar
fiir das selbe Gen, die verwendeten Sequenzen waren aber aus unterschiedlichen
Bereichen des Gens, und sie waren unterschiedlicher Lange. Jede Sonde war zweimal
auf einem Filter aufgetragen. Die Gen-und Sondennamen konnen der beiliegenden
CD entnommen werden.

2.2.8.2. Prahybridisiation der cDNA-Arrays

Jede Membran wurde zuerst mit Puffer W1 benetzt, so dal die gesamte
Membranflache feucht war. Die Membran wurde mit 15 ml Prahybridiserungspuffer
mit 100 pg/ml tRNA in einem Hybridiserungsrohrchen verschlossen. Die
Prahybridisation erfolgte unter Rotation in einem Hybridisierungsofen (MWG-
Biotech, Ebersbach) bei 68 °C fiir wenigstens 4h.

2.2.8.3. Radioaktive Markierung der cDNA

Die ¢cDNA’s wurden mit P** markiert. Dieses Radiosotop hat den Vorteil, daB es nicht
so stark iiberstrahlt wie P*2. Zur Markierung wurde der ,,Megaprime DNA Labelling
Kit* von Amersham-Pharmacia verwendet und leicht modifiziert.



2. Material und Methoden 42

Folgender Ansatz wurde 5-10 min bei 95 °C inkubiert:

cDNA 5 ul (oder 300 ng)
Primer (aus dem Kit, Hexanukleotide, ,,random® primer) 2.5 ul
H,O 2.5 ul

Der Ansatz wurde fiir 5 min auf Eis inkubiert und herunterzentrifugiert. Zu diesem
Mix wurden folgende Reagenzien gegeben:

dGTP 2 ul
dCTP 2 ul
dTTP 2 ul
Reaktionspufter 2.5 ul
Klenow-Enzym 1.5 ul
a-P*-ATP 5 ul (50 pCi)

Der Ansatz wurde fiir 3 h bei 37 °C in einem Warmeschrank inkubiert, um
Verdunstungen zu vermeiden. AnschlieBend wurde die markierte cDNA mittels des
,»PCR purification kit* (Qiagen, Hilden) gereinigt und mit 150 pl des Elutionspufters
von der Sdule des Kits eluiert.

2.2.8.4. Hybridisation

Die gereinigte P**-markierte cDNA wurde mit COT-DNA (Gibco, U.S.A.) inkubiert.
Diese DNA bindet besonders stark an repetitive Sequenzen und blockiert somit die
repetitiven Sequenzen der cDNA, die bei Hybridisation mit den Arrays unspezifische
Signale verursachen konnten.

Dazu wurde die 150 pl markierte cDNA mit 40 pl 20 x SSC, 2 ul 10% SDS und 10 pl
COT-DNA (1 mg/ml) versetzt und fiir 10 min bei 95 °C inkubiert. AnschlieBend
wurde der Ansatz fiir 30 min bei 68 °C inkubiert. Danach wurde dieser Mix ohne
Temperaturverlust zu 10 ml Hybridisierungspuffer gegeben, der vorher auf 70 °C
vorgewdrmt und mit 100 pg/ml tRNA versetzt wurde. Fiir den Beginn der
Hybridisierung wurde der Prihybridisationspuffer auf den cDNA-Arrays ohne
Temperaturverlust gegen den Hybridisierungspuffer ausgetauscht. Die Hybridisierung
erfolgte bei 68 °C und Rotation der Hybridisierungsrohrchen fiir mindestens 16 h.

2.2.8.5. Waschen der cDNA-Arrays

Nach Entfernen des Hybridisierungspuffers wurden die Arrays folgendermal3en
gewaschen:

1) W1, 20 min, 42 °C
2) W1, 20 min, 42 °C
3) W2, 20 min, 42 °C
4) W2, 60 min, 65 °C

Danach wurden die Arrays mit H,O abgespiilt, getrocknet und in Haushaltsfolie
eingewickelt. Die Exposition erfolgte auf Phosphoimagerplatten (Fuji, Japan) fiir 48
h.
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2.3. Auswertung der cDNA-Arrays

2.3.1. Ermittlung der starker und schwacher exprimierten Gene

Die exponierten Phosphoimagerplatten wurden mittels eines Phosphoimagers (Fuji
Bas2500, Fuji, Japan) eingelesen. Die so erhaltenen Computerdateien wurden weiter
verarbeitet.

Die Schwirzung der einzelnen Punkte wurde mit Hilfe des Computerprogramms
ArrayVision (RayTest, Kanada) ermittelt. Von den Schwérzungen der Punkte wurde
der unspezifische Hintergrund in der Umgebung der Punkte abgezogen. Die so
erhaltenen Werte wurden in das Computerprogramm Excel (Microsoft, U.S.A.)
exportiert, wo sie weiter bearbeitet wurden. Dazu wurde eine selber geschriebene
Auswertungsroutine (in VisualBasic) verwendet, die die Werte automatisch
normalisierte und die in den Klonen stirker oder schwicher exprimierten Gene
identifizierte (siehe auch 3.2.2.1.).

Zur Normalisierung wurde zuerst der Durchschnitt der Werte fiir den Leervektor
pBluescript eines cDNA-Arrays von allen Werten des selben Arrays abgezogen. Auf
diese Art wurde der Hintergrund, den jeder Punkt wegen unspezifischer Bindungen an
den Plasmidvektor enthielt, in weiteren Berechnungen nicht mehr berticksichtigt.
AnschlieBend wurde fiir jeden cDNA-Array die Summe aller Werte gebildet und jeder
Punkt durch diese Summe geteilt. Dadurch konnten Schwankungen in der
Gesamtintensitét aller Punkte der cDNA-Arrays untereinander ausgeglichen werden.
Jeder Wert wurde dann mit 10000 multipliziert, um handlichere Werte fiir die spéitere
Auswertung zu erhalten. Diese Rechenoperation dnderte nicht das Verhiltnis der
Werte untereinander.

Mit den normalisierten Werten wurden die in den Klonen im Vergleich zur
Ausgangszellinie anders exprimierten Gene ermittelt. Als stirker exprimiert wurde ein
Gen in einem Klon angesehen, wenn dessen Wert iiber dem Durchschnittswert der 4
cDNA-Arrays der Ausgangszellinie plus 2 x Standardabweichung lag. Als schwécher
exprimiert wurde ein Gen in einem Klon angesehen, wenn dessen Wert unter dem
Durchschnittswert der 4 cDNA-Arrays der Ausgangszellinie minus 2 X
Standardabweichung lag. Die so ermittelten unterschiedlich exprimierten Gene
wurden in zwei Tabellen fiir starker und schwécher exprimierte Gene eingetragen und
nach der Anzahl der Klone, in denen eine veridnderte Expression festgestellt wurde,
sortiert.

Der Programmcode der Auswertungsroutine befindet sich auf der beigelegten CD.

2.3.2. Gruppieren der Gene

Durch Vergleich der Expressionsdaten konnen die einzelnen Gene entsprechend der
Ahnlichkeit ihrer Expressionsprofile eingeteilt werden. Die Expressionsprofile zweier
Gene dhneln sich, wenn die Gene in den seclben Klonen stirker oder schwécher
exprimiert werden. Diese gemeinsame Expression konnte bedeuten, daB die
entsprechenden Gene auch funktionelle Gemeinsamkeiten besitzen. Wenn mehrere
Gene, die eine Rolle in der Signaltransduktion spielen, dhnliche Expressionsprofile
haben, so konnten sie z. B. in einem gemeinsamen Signalweg wirken. Auf diese
Weise konnen also nicht nur einzelne Gene identifiziert werden, die antiapoptotisch
wirken, sondern ganze Signalwege.
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Fiir das Gruppieren der Gene wurden die normalisierten Expressionsdaten mit dem
Computerprogramm ,,Cluster” (Eisen et al., 1998) analysiert. Es wurden nur die Gene
verwendet, die in wenigstens 80 % der cDNA-Arrays einen Wert von 1.0 oder grof3er
aufwiesen. Dadurch wurden die Gene ausgeschlossen, deren Werte so klein waren,
daB sie zu dicht am unspezifischen Hintergrund der Filter lagen. Dafiir wurde die
Filterfunktin des Programms verwendet. AnschlieBend wurden die Daten im
Programm logarithmiert und nochmals normalisiert. Das Gruppieren der Gene
erfolgte durch einen hierarchischen Gruppierungsalgorithmus. Es wurde der ,,Average
Linkage* Modus mit der zentrierten Korrelation benutzt. Bei dieser Art des
Gruppierens werden zuerst kleinere Gengruppen gefunden und die Ahnlichkeit der
Gengruppen untereinander bestimmt, indem ein durchschnittliches Expressionsprofil
aus den Genen in einer Gengruppe gebildet wird und dieses dann mit dem
durchschnittlichen Expressinsprofil der anderen Gengruppen verglichen wird. Die
Ergebnisse des Gruppierens wurden in einem Ergebnisdatenfile abgelegt und mit dem
Programm ,, TreeView* (Eisen et al., 1998) angesehen. Wie gut die Expressionsprofile
der Gene und Gengruppen miteinander korrelieren wurde durch den
Korrelationsfaktor ausgedriickt, der von 1.0 fiir identische Profile bis -1.0 fiir genau
engegengesetzte Profile reichte. Fiir weitere Untersuchungen wurden nur Gengruppen
verwendet, die einen Korrelationsfaktor von 0.7 oder grofler besaBBen. Die Ergebnisse
des Gruppierens befinden sich ebenfalls auf der beiliegenden CD.
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2.4. Methoden zur Arbeit mit eukaryontischen Zellen

2.4.1. Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle in dieser Arbeit verwendeten Sdugetierzellen wurden in Brutschrinken (Heraeus,
B5060 Ek/CO;) bei 5-7% CO,, 37°C und wasserdampfgesittigter Atmosphére
kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden aseptisch in Sterilbdnken (Heraeus,
Laminair) ausgefiihrt. Die Zellen wurden regelméBig mit frischem Medium versorgt
und passagiert. Weiterhin wurden die Zellkulturen routinemifBig auf Infektion mit
Mykoplasmen untersucht. Das Einfrieren von Zellen erfolgte im sog. Einfriermedium
aus 90% FCS und 10% DMSO. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer
Neubauer Zahlkammer.

2.4.2. Mykoplasmentest

Mykoplasmenkontamination von Zellkulturen beeinfluit die Expression von
Zellober-flachenproteinen, die Vermittlung extrazellulidrer Signale, den Stoffwechsel
und andere Vorginge und flihrt hierdurch zu einer Verfilschung von
Versuchsergebnissen. Subkonfluente Zellen auf 6 cm Schalen wurden mit Methanol
fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und dann fiir 15 min mit dem DNA-Farbstoff
Bisbenzimid (0,1 mg/ml in PBS) bei 37°C gefirbt. AnschlieBend wurden die Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop auf Mykoplasmen hin untersucht.

2.4.3. MTT-Assay

Zur Ermittlung der Wachstumsrate wurden Ilebende Zellen mittels eines
kalorimetrischen =~ Assays angefdarbt. Das Substrat MTT (Thiazolblau; 3-
[Dimethylthiazolyl-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium Bromid) dringt in die Zellen ein und
wird durch Aufbrechen des Tetrazoliumringes von den Dehydrogenasen aktiver
Mitochondrien in ein alkohollésliches Formazanprodukt umgesetzt, dessen
Konzentration photometrisch mit einem ELISA-Lesegerit gemessen werden kann.

Die Zellen wurden wenigstens in Triplikaten auf 96 Loch Platten zu 1000-5000 Zellen
pro Loch in 100 pl Zellkulturmedium ausgesit. Am nédchsten Tag wurde das Medium
gegen 50 pl Medium mit gegebenenfalls weniger FCS oder anderen Zusétzen
ausgetauscht. Alle 2 bis drei Tage wurde die Zellkonzentration bestimmt. Dazu wurde
zu jedem Loch 25 pl einer MTT-Losung (2.5 mg/ml in PBS) gegeben und fiir drei
Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die gebildeten Prizipitate
durch Hinzugabe von 150 ul 0,02 N HCl/Isopropanol aufgelost. Die Farbung wurde in
einem ELISA Reader (BioRad) bei 570 nm und einer Referenzwellenléinge von 690
nm quantifiziert.
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2.4 4. Kalziumphosphat-Transfektion

Zur Transfektion von Phoenix A-Zellen mit Plasmid-DNA hat sich eine modifizierte
Kalzium-phosphat-Methode bewéhrt, die durch eine hohe Transfektionseffizienz
gekennzeichnet ist (Chen and Okayama, 1987). Dazu wird eine Mischung der DNA
mit CaCl, und einer BES gepuffereten Phosphatlosung (BBS) ein
Kalziumphosphatprizipitat der DNA gebildet, das nach einem noch unbekannten
Mechanismus von den Zellen aufgenommen wird (Graham and van der Eb, 1973).
Die DNA liegt als Transgenom in den Zellen vor und geht ohne Anwendung eines
Selektionsverfahrens im Laufe der Zellteilungen verloren (Scangos and Ruddle, 1981)
Daraus resultiert in der sogenannten transienten Expression ein Expressions-
maximum bei etwa 48-72 h nach der Transfektion.

Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion auf eine 10 cm Zellkulturschale (8 ml
Medium) ausgesit. Pro Transfektion wurden 6 ng DNA mit H>O zu einem Volumen
von 260 pl verdiinnt, mit 40 pl einer 2,5 M CaCl,-Lésung gemischt und unter
gleichzeitigem Schiitteln 400 ul BBS (2x) zugetropft. Nach 15 min Inkubation bei RT
wurde das Prézipitat gleichméBig auf die Zellen verteilt und diese ii.N. bei 37°C und
3% CO; inkubiert. Am nédchsten Morgen wurden die Zellen mit Medium gewaschen
und eventuell mit serumfreien Medium bis zur Verwendung fiir 24 h gehungert.

2.4.5. Bestimmung der Transfektionseffizienz

Bei diesem Test werden Saugerzellen mit Expressionsplasmid der B-Galaktosidase
oder des Green Fluorescent Protein (GFP) wie unter 2.2.3 bzw. 2.3.4 beschrieben
transfiziert.

Bei Transfektion mit [(-Galaktosidase wurden die Zellen 48 h nach
Transfektionsbeginn mit PBS gewaschen, und 10 min bei RT mit 3%iger
Paraformaldehydlésung in PBS fixiert und nach zweimaligem Waschen mit PBS 10
min mit 0,2% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen
viermal mit PBS gewaschen und zur Blau-farbung transfizierter Zellen 60 min bei
37°C mit X-Gal-Losung (4 mg/ml) inkubiert.

Bei Transfektion mit GFP wurden die griin fluoreszierenden Zellen 48h nach
Transfektionsbeginn mittels eines Fluoreszenzmikroskopes (Axiovert S 100, Zeiss)
oder eines Durchflufizytometers (FacsCalibur, BD Biosciences) detektiert.

2.4.6. Retroviraler Gentransfer in Melanomzellen

Zu Herstellung von Melanomzellen, die den c-Kit Rezeptor stabil exprimieren,
wurden Phoenix A Zellen auf 10 cm Kulturschalen ausgesdt und mit der zu
exprimierenden Rezeptor-cDNA in einem retroviralen Expressionsvektor pLEN nach
der unter 2.3.4 beschriebenen Kalziumphosphat-Methode transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die transfizierten Zellen zum Sammeln von Virusiiberstand ii.N.
mit 5 ml Medium kultiviert. Das Medium wurde dann durch einen 0,45 pm Filter
sterilfiltriert. Zur Infektion der Melanomzellen wurden Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase verwendet und auf 6 cm Kulturschalen ausgesdt. 3 ml des
gesammelten Virusiiberstands der transfizierten Bosc23 Zellen wurde auf die Rat-1
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Zellen gebracht und in Gegenwart von 8 pg/ml Polybren bei 37°C fiir 4-16 h
inkubiert. Bei Mehrfachinfektionen wurde jeweils nach 4 h erneut infiziert. Nach
Abschlufl der Infektionen wurde das Medium gewechselt und die Zellen zur
Herstellung stabiler Zellinien in Selektionsmedium kultiviert. Die Selektion von
infizierten Rat-1 Zellen erfolgt mit Geneticin (G418), einem Aminoglykosid-
Antibiotikum (3-Desoxystreptamin), das am 80S Ribosom wirkt und die
eukaryontische Proteinbiosynthese blockiert. G418 wird durch die bakterielle
Phosphotransferase APH(3’)Il, fiir die ein Gen im Transposon Tn5 (Neo-
Resistenzgen) kodiert, inaktiviert. Zellen ohne Neo-Resistenzgen sterben innerhalb
weniger Tage ab.

2.4.7. Herstellen von wachstumshemmendem Zellkulturuberstand

Zellen von WM 983B pLEN-cKit KI. 10 oder HS 294T pLEN-cKit wurden mit einer
Konzentration von 1x10° Zellen/15 cm Schale ausgesit. Am nichsten Tag wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und Medium mit 0.5% FCS oder ohne FCS und
mit 3 pg/ml SCF (selbst hergestellt) oder 100 ng/ml SCF (Fa. TEBU) hinzugefiigt.
Nach 2 bis 4 Tagen wurde der Uberstand abgenommen und durch einen 0.45 pm
Filter filtriert. Dieser Uberstand wurde zu mit Leervektor infizierten Zellen gegeben,
die am Vortag mit 5000 Zellen/Loch in einer 96 Loch Platte ausgesit worden waren.
Nach 2 bis 4 Tagen wurde ein MTT-Assay ausgefiihrt und die Werte des
konditionierten Uberstandes mit denen des unkonditionierten Uberstandes verglichen.
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2.5. Proteinchemische Methoden
2.5.1. Triton X100-Lyse von Zellen

Zur spezifischen Aufreinigung von Proteinen wurden die Zellen mit Hilfe des
Detergens Triton X-100 lysiert. Dabei werden die Zellmembranen aufgeldst, wihrend
der Zellkern und die ibrigen Zellkompartimente intakt bleiben und durch
Zentrifugation abgetrennt werden konnen.

Die Zellen wurden vor der Lyse mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis mit einem
entsprechenden Volumen Lysepuffer (50 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NacCl, 10%
Glyzerin, 5 mM EDTA pH 8,0, 1% Triton X-100), das sich nach der GroBle der
Zellkulturschale richtete, lysiert. Zusétzlich wurden frisch zugegeben: 10,0 pg/ml
Aprotinin, 1| mM PMSF, 100 mM Natriumfluorid, 10 mM p-Nitrophenylphosphat, 20
mM Natriumpyrophosphat, 2 mM NaOrthovanadat (pH 10). Nach 5-10 min auf Eis
wurde das Zellysat gesammelt und in ein 1,5 ml Eppendorff-Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Nach der Ab-trennung unldslicher Zellbestandteile wie Zellkerne und
Zytoskelett mittels Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4°C), wurde der Uberstand,
der alle zytosolischen und membranstindigen Proteine enthélt, in ein frisches
Eppendorff-Reaktionsgefid iiberfilhrt. Der Uberstand wurde entweder zur
Immunprézipitation verwendet oder als Gesamtzellysat weiterverarbeitet.

2.5.2. Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde der ,,Micro BCA Protein Assay Kit” nach Angaben
des Herstellers verwendet. Diese Methode der Proteinbestimmung wird nicht durch
Deter-gentien, wie sie bei der Lyse von Zellen eingesetzt werden, gestort, und ist in
Mikrotiter-platten durchfiihrbar. Als Standard wurde eine Rinderserumalbumin-
Konzentrationsreihe (100-1000 pg Protein/ml ) eingesetzt.

2.5.3. Immunprazipitation von Proteinen

Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus Zelllysat dienen spezifische, an
Protein A-Sepharose gekoppelte Antikorper, mit denen eine sog. Immunprézipitation
durchgefiihrt werden kann.

Protein A ist ein Membranprotein des Bakteriums Staphylococcus aureus, das
spezifisch an den Fc-Teil einer Reihe von Immunglobulinen zu binden vermag. Durch
die Bindung des Antikorpers an die Protein A-Sepharose wird die Isolierung des
Immunkomplexes, Anti-kdrper und Protein, erleichtert (Chenais et al., 1977). Zur
Immunprézipitation wurden je 30 pl Protein A-Sepharose und 1-5 pg monoklonaler
Antikdrper oder 3-10 pl polyklonaler Antikorper zu den mit dem gleichen Volumen
HNTG-Puffer (50 mM Hepes, pH 7,5, 150 mM NaCl, 10% Glyzerin, 5 mM EDTA,
pH 8,0, 0,1% Triton X-100) versetzten Zellysaten gegeben und fiir 2-3 h bei 4°C auf
dem Drehrad inkubiert. Die Ansédtze wurden bei 13000 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand  vorsichtig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgenommen.
AnschlieBend wurden die Immunpréizipitate dreimal mit HNTG-Puffer ge-waschen
und in 50 pl 2x Laemmli-Puffer aufgenommen. Vor dem Auftragen auf ein SDS-
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PAGE Gel wurden die Proben fiir 3 min bei 100°C gekocht, um den Immunkomplex
von der Protein A-Sepharose zu 16sen.

2.5.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gele ermoglichen die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
(Laemmli, 1970). Durch das Detergenz SDS werden die Proteine unter Aufhebung
ihrer Sekundérstruktur komplexiert, d.h. Konformationseffekte werden dadurch
weitgehend aufgehoben. Zugleich erhalten die Proteine eine negative Ladung, sodal3
ihre Wanderung im Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird und
nicht von ihrer Aminosdurezusammensetzung bzw. ihrer Eigenladung. Abhéngig vom
Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine wurden 7-15%ige SDS-
Polyacrylamidgele gegossen, ferner Gradientengele mit einen kontinuierlichen
Polyacrylamidgradienten von 15% nach 7,5% bzw. 11% nach 6%. Auf die Trenngele
wurde in Anschluf} ein 4%iges Sammelgel gegossen. Die Gele wurden entweder mit
Coomassie G250 gefirbt, oder die Proteine auf Nitrozellulose transferiert. Als
Molekulargewichtsstandard ~ bei  der  Gelelektrophorese =~ wurde  folgendes
Proteingemisch verwendet:

Protein: MG (in kD): Protein: MG (in kD):
Myosin 205,0 Ovalbumin 42,7
3-Galaktosidase 116,25 Carboanhydrase 29,0
Phosphorylase b 97,4 Trypsin-Inhibitor 21,5
BSA 66,2 Lysozym 14,4

2.5.5. Farbung und Fixierung von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden mit Coomassie-Losung (1% Coomassie G250, 10% Essigsdure, 40%
Methanol) 5 min gefarbt und dann mit 40% Methanol, 10% Essigsdure entfarbt. An-
schlieBend wurden die Gele auf 3 MM Whatmann-Papier bei 80°C unter Vakuum
getrocknet. Falls die aufgetrennten Proteine radioaktiv markiert waren, wurden die
getrockneten Gele auf einen Rontgenfilm aufgelegt und abhéngig von der
Signalstérke 12 h bis 1 Woche bei -80°C exponiert.

2.5.6. Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Gelelektrophorese auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (Gershoni and Palade, 1983). Der Transfer
erfolgte mit Transblot-SD Puffer fiir 2 h bei 0,8 mA/cm; Nitrozellulosemembran auf
einer "Semidry”-Blotapparatur. Nach dem Transfer wurden die Proteine mit Ponceau
S (2 g/l in 2% TCA) gefarbt, die Banden des Molekulargewichtsstandards markiert
und die Membran mit NET-Gelatine entférbt.
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2.5.7. Immundetektion (Immunoblot-Analyse)

Bei der Immundetektion wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten
Pro-teine mit einem Antikorper-gekoppelten Detektionsverfahren nachgewiesen. Das
Prinzip dieser Methode basiert darauf, dafl in einem ersten Schritt die spezifischen
Antikdrper die immobilisierten Antigene auf der Nitrozellulose erkennen, wéhrend im
zweiten Schritt diese ihrerseits durch Antikorper erkannt werden, an die Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt ist. Durch diese enzymatische Aktivitdt werden schlieBlich die
Antigenbanden detektiert. Die Detektion erfolgte mit dem ,,ECL-Kit” der Firma NEN.
Um die unspezifische Bindung von Antikérpern an die Nitrozellulosemembran zu
ver-hindern, wurde diese fiir 1 h mit 0,25% Gelatine in 1x NET inkubiert. Zur
Detektion der Proteine in der Immundetektion wurden sowohl monoklonale als auch
polyklonale Antikérper verwendet. Soweit die Konzentration bekannt war, wurden die
Antikorper-16sungen auf 1 pg/ml in NET, 0.25% Gelatine eingestellt, ansonsten
wurden die Anti-korper 1:500 bzw. 1:1000 in NET, 0,25% Gelatine verdiinnt. Der
Filter wurde 3 h oder iiber Nacht bei 4°C mit der Antikorperldsung inkubiert, danach
zweimal 5 min mit 0,25% Gelatine in 1x NET gewaschen. AnschlieBend wurde die
Membran 60 min bei RT mit dem zweiten Antikorper in 0,25% Gelatine in 1x NET
inkubiert. Als sekunddre Antikdrper wurden Peroxidase-gekoppelte Spezies-
spezifische Antikorper verwendet. Vor der Detek-tion mit dem ECL-Kit (NEN) wurde
der Blot schlieBlich mindestens dreimal 15 min mit 0,25% Gelatine in 1x NET
gewaschen. Zur Detektion wurde der Filter 1 min in einer 1:1 Mischung von ECL
Reagenz 1 und 2 inkubiert. AnschlieBend wurde der Blot mit Zellophan luftblasenfrei
abgedeckt und auf einem Rontgenfilm exponiert.

Sollte dieselbe Membran ein weiteres Mal benutzt werden, konnten die gebundenen
Antikdrper durch Inkubation in einer spezifischen Losung (62,5 mM Tris/HCI pH 6,8,
100 mM B-Mercaptoethanol, 2% SDS) bei 50°C fiir 1 h entfernt werden.

2.5.8. Lyophilisation von Zellkulturuberstand

Um die Salzkonzentration im Zellkulturiiberstand, die wihrende der Lyophilisation
und bei weiteren Reinigungsschritten storen konnte, zu senken, wurde der Uberstand
zuerst gegen leicht fliichtiges Ammoniumbicarbonat dialysiert. Dazu wurden jeweils
100 ml Uberstand in einer Dialysemembran mit einer AusschluBgrenze von 2 kDa
(SpectrPor 7, Spectrum, U.S.A.) in 5 1 50 mM Ammoniumbicarbonat fiir 24 h
dialysiert. Das Ammoniumbicarbonat wurde dabei 2 Mal gewechselt. AnschlieBend
wurden je 50 ml in einem 50 ml Glaskolben mit weitem Hals unter Drehen des
Kolbens in Ethanol/Trockeneis eingefroren. und gefriegetrocknet.

2.5.9. Gelfiltration des eingeengten Zellkulturiberstandes

Das Lyophilisat wurde so in H>O aufgenommen, dal3 eine 100 fache Konzentration
gegeniiber dem nicht lyophilisierten Uberstand erfolgte, und die Proteinkonzentratin
wurde mittels des BCA Protein Assays gemessen (Pierce, U.S.A.).
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2.5.9.1. Geffiltration mittels SMART-Anlage

Um kleine Mengen des Lyophilisates zu fraktionieren, wurde eine SMART-Anlage
(Amersham-Pharmacia) verwendet, die es erlaubt geringe Substanzmengen
aufzutrennen. Es wurden 40 pg des Lyophilisates in 50 pl auf eine Superdex 75
SMART Sédule (Volumen 1.2 ml) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer
FluBrate von 40 pl/min in PBS mit 3 mM EDTA, 10 mM Mercaptoethanol. Die
Retention von Proteinen wurde durch Messen des OD 280 nm verfolgt. Zur
Abschidtzung des Molekulargewichts der Proteine, wurde 40 pg eines
Molekulargewichtsstandards in 50 ul PBS aufgetrennt. Der
Molekulargewichtsstandard bestand aus folgenden Proteinen: Phosphorylase B (98
kDa), BSA (66 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Trypsin Inhibitor (21 kDa) und Lysozym
(14 kDa).

Es wurden 50 pl Fraktionen gesammelt und auf ihre Aktivitat getestet. Dazu wurde zu
jeder Fraktion 200 pl Zellkulturmedium (RPMI, 0.5% FCS, Pennecillin/Streptomycin,
Amphotericin B) gegeben und jeweils 4 Locher einer 96 Loch Platte, auf die am Tag
zuvor 5000 Zellen/Loch WM 983B pLEN ausgesit worden waren, mit diesem
Gemisch iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde ein MTT-Assay ausgefiihrt,
um wachstumshemmende Fraktionen zu identifizieren.

2.5.9.2. Gelffiltration mitels FPLC-Anlage

Um groBBere Mengen der apoptotischen Fraktion zu erlangen, die weiter analysiert
werden konnten, wurde mehr Lyophilisat an einer FPLC-Anlage (Amersham-
Pharmacia) aufgetrennt. Es wurden 20 mg Lyophilisat in 250 pl auf eine selbst
gepackte Superdex 75 Sdule (110 ml, 11000 Boéden/m) geladen. Die Auftrennung
erfolgte wiederum mit PBS, 3 mM EDTA, 10 mM Mercaptoethanol bei einer Flu3rate
von 0.5 ml/min. Es wurden 500 ul Fraktionen gesammelt. 50 pl jeder Fraktion wurde
wie nach Auftrennung mittels SMART Saule auf Aktivitdt getestet. Die Abschétzung
der GroBe der Fraktionen erfolgte ebenfalls durch Auftrennung des oben genannten
Molekulargewichtsstandards, von dem 10 mg in 250 pl aufgetrennt wurden.

2.5.10. Ultrafiltration des Zellkulturiberstandes

Eine andere Art der Konzentration des Zellkulturiiberstandes wurde durch
Ultrafiltration erreicht. Dabei wird der Zellkulturiiberstand durch eine Membran mit
sehr kleinen Poren filtriert. In diesem Fall betrug die Ausschlullgrenze der Membran 3
kDa (YM3-Membran, Millipore, U.S.A.), d. h. Molekille mit einem
Molekulargewicht von etwa 3 kDa werden von der Membran zuriickgehalten. 200 ml
Zellkulturiiberstand wurden bei RT in einer Riihrzelle (200 ml-Riihrzelle, Amersham-
Pharmacia) mittels Anlegen von Stickstoff langsam durch die Membran geprefit. Der
Zellkulturiiberstand wurde dabei geriihrt, um ungleichmifige
Konzentrationsverteilung in der Lésung und damit ein Ausfallen von Proteinen zu
verhindern, bis der Uberstand auf 10 ml eingeengt war. Der eingeengte Uberstand
wurde sterilfiltriert und auf seine Aktivitit auf das Wachstum von WM 983B pLEN
iiberpriift.
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2.5.11. ,Reversed Phase“ Chromatographie

Zur weiteren Aufreinigung der apoptotischen Fraktion wurde diese durch eine
»Reversed Phase® Chromatographie aufgetrennt. Dabei werden die denaturierten
Proteine durch Wechselwirkung mit den hydrophoben Kohlenwasserstoffen der Séule
gebunden. Eine Auftrennung erfolgt dann durch Elution mit einem Gradienten eines
hydrophoben Losungsmittels. Bei kleinen Proteinen wie dem wahrscheinlich
gesuchten 14 kDa Protein ist es sehr wahrscheinlich, dal das Protein dann wieder
renaturiert werden kann.

Die Chromatographie erfolgte an einer SMART-Anlage (Amersham-Pharmacia) 500
ul der apoptotischen Fraktion wurden mit 0.08% TFA angesduert und denaturiert und
auf eine pRP C,-C;3 Sdule (Amersham-Pharmacia) geladen. Der Laufpuffer zum
Binden der Proteine war Puffer A (H,O, 0.08% TFA). Die Proteine wurden durch
einen Gradienten von 0-60% Puffer B (Acetonitril, 0.08% TFA) eluiert. Die Flufrate
betrug 100 pl/min. Es wurden 50 pl Fraktionen gesammelt. Jeweils 10 upl einer
Fraktion wurden mit 200 pul RPMI, 0.5% FCS verdiinnt und die Aktivitdt auf das
Wachstum von 983B pLEN getestet.

2.5.12. lonenaustauschchromatographie

Der Zellkulturiiberstand wurde sowohl durch Anionen-als auch Kationenaustauscher
fraktioniert mit Hilfe einer FPLC-Anlage (Pharmacia, Schweden). Es wurde der [EX
Test Kit von Amersham-Pharmacia mit 1 ml vorgepackten Séulen der entsprechenden
Ionenaustauscher verwendet. Die verwendeten Ionenaustauscher waren die
Anionenaustauscher MonoQ, DEAE und der Kationenaustauscher SP. Der Uberstand
wurde durch Verdiinnung mit einem 14 fachen UberschuB8 des jeweiligen Puffer A
(20mM Tris/Cl pH 8.0 fiir Anionenaustauscher, 50 mM Acetatpuffer pH 5.0 fiir
Kationenaustauscher) auf den notwendigen pH eingestellt und die Salzkonzentration
gesenkt fiir das Binden an die Sdule. Die Adsorption an die Sdule erfolgte mit einer
FluBrate von 4 ml/min. AnschlieBend wurden die Proteine durch einen linearen
Gradienten von 0-50% Puffer B (Puffer A mit 1M NaCl oder 0.5 M (NH4)3;SO,) bei
einer FluBrate von 0.3 ml/min eluiert. Es wurden 500 ul Fraktionen gesammelt und
auf ihre Aktivitdt auf das Wachstum von WM 983B pLEN getestet.
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2.6. Zellbiochemische und -biologische Untersuchungen

2.6.1. Untersuchung der Tyrosinphosphorylierung verschiedener

Proteine

Durch Stimulation sollte die Aktivierung  von  unterschiedlichen
Signaltransduktionswegen und die damit einhergehende Zu- oder Abnahme der
Tyrosinphosphorylierung bestimmter Proteine in Zellen untersucht werden. Dazu
wurden die Zellen nach dem Aussden auf Kulturschalen geeigneter Grofle 18 bis 24 h
in serumfreien Medium gehungert. Unmittelbar vor der Zellyse (2.4.1) wurden die
Zellen fiir 2 bis 10 min mit verschiedenen Wachstums-faktoren, Liganden G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren oder einer Isotonischen KCI-Lésung zur Induktion der
Membrandepolarisation stimuliert. Wurden die Auswirkungen von Inhi-bitoren
verschiedener Proteine auf die Tyrosinphosphorylierung zu untersuchender Proteine
getestet, so wurden die Zellen vor der Stimulation mit den Inhibitoren oder den
entsprechenen Kontrollsubstanzen fiir 10 bis 30 min vorbehandelt. Nach der Zellyse
wurde das zu untersuchende Protein aus den Lysaten durch Immunprézipitation
(2.4.3) isoliert, durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.4.4) aufgetrennt und
der Phosphory-lierungszustand mit Hilfe eines Phosphotyrosin (aPY)-spezifischen
Antikdrpers im Immunoblot (2.4.7) analysiert.

2.6.2. TUNEL-Assay

Der TUNEL (Terminal Transferase mediated dUTP Nick End Labelling)-Assay
ermoglicht das Markieren von freien DNA 3’-Enden durch das Anhédngen eines
markierten Nukleotides mittels der terminalen Transferase. In diesem Fall ist das
Nukleotid Fluorescin markiertes dUTP. Auf diese Art werden die wéhrend der
Apoptose durch die DNA-Spaltung entstehenden freien 3’-Enden gekennzeichnet.
Apoptotische  Zellen konnen wunter dem Fluoereszenzmikroskop oder im
Durchflulzytometer iiber ihre griine Fluoreszenz detektiert werden. Der TUNEL-
Assay wurde nach den Angaben des Herstellers (Roche-Boehringer) ausgefiihrt.

2.6.3. DNA-Farbung in hypotonischem Puffer

Um den Anteil apoptotischer Zellen quantitativ zu bestimmen, wurde die DNA in
einem hypotonischen Puffer mit Propidiumiodid angeférbt, dessen rote Fluoreszenz
im Durchflulzytometer gemessen wurde (Nicoletti et al., 1991). Der hypotonische
Puffer fiihrt zum Platzen der Zellen, so daB3 nur der Zellkern iibrig bleibt, dessen DNA
durch das Propidiumiodid geférbt wird. Ist eine Zelle apoptotisch, so werden die dabei
entstehenden DNA-Fragmente aus dem Zellkern extrahiert, so dal} dieser Zellkern
weniger DNA  enthdlt. Apoptotische Zellkerne konnten  deshalb  im
DurchfluBBzytometer als hypodiploider Peak detektiert werden.

50000 Zellen in 2 ml Ham’s F12 mit 10% FCS der Apoptose resistenten Klone oder
von Hela S3 wurden pro Loch in eine 12 Loch-Platte gesdt. Am ndchsten Tag wurde
das Medium gegen 1 ml Ham’s F12 mit 10% FCS ausgetauscht. 3 Tage spéter wurden
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die inzwischen 60-70% konfluenten Zellen gehungert indem jedes Loch zweimal mit
1 ml Ham’s F12 ohne FCS gewaschen wurde und anschlieBend 1 ml Ham’s F12 ohne
FCS hinzugegeben wurde. 24 h spiter wurden der aktivierende anti-Fas Antikorper
CH-11 und Inhibitoren hinzugegeben und 16 h iiber Nacht inkubiert. Am néchsten
Tag wurde das Zellkulturmedium abgenommen und in ein Eppendorfgefal tiberfiihrt.
Jedes Loch wurde mit 200 ul PBS gewaschen und das PBS in das Eppendorfgefaf3
tiberfiihrt. Die verbleibenden Zellen wurden mit 100 ul PBS mit Trypsin/EDTA
abgelost und ebenfalls in das Eppendorfgefal3 tiberfiihrt. Die Zellen wurden mit 300 x
g abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in 500 pul
hypotonischem Puffer mit Propidiumiodid aufgenommen. Nach 2 stiindiger
Inkubation bei 4°C wurde die Propidiumiodid Fluoreszenz der Zellkerne in einem
FacsCalibur (BD Biosciences) DurchfluBzytometer mit einem Bandpassfilter 585 nm
gemessen und der Anteil der hypodiploiden Kerne ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Rolle von c-Kit in der Melanomentstehung

Die Rezeptortyrosinkinase c-Kit ist ein Protoonkogen, das wihrend der
Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle in der Pigmentierung der Haut, der
Gametogenese und der Entwicklung von hémotopoeitischen Stammzellen spielt
(Alexander et al., 1991; Tan et al., 1990). Im Zusammenspiel mit seinem Liganden
Stammzellfaktor (Stem Cell Factor — SCF) reguliert die Kinase die Migration der
Melanozyten und das Uberleben von Gameten und Blut-Stammzellen (Copeland et
al.,, 1990; Flanagan et al., 1991; Flanagan and Leder, 1990; Huang et al., 1990;
Williams et al., 1990; Zsebo et al., 1990).

Der Rezeptor c-Kit ist strukturell verwandt mit dem PDGF-Rezeptor und dem
Rezeptor fiir Makrophagen Kolonie Stimulierender Faktor (Macrophage Colony
Stimulating Factor — MCSF) (Besmer et al., 1986; Yarden et al., 1987). Er besitzt im
extrazelluliren Teil 5 Immunglobulin — &hnliche Doménen. Die intrazellulédre
Kinasedoméne wird von einem langen hydrophilen Teilstiick unterbrochen. Wie alle
Rezeptortyrosinkinasen wird c-Kit durch Dimerisierung nach Binden seines Liganden
SCF aktiviert (Lev et al., 1992).

c-Kit kann bei einer aktivierenden Mutation transformierend wirken und solche
Mutationen wurden auch bei Patienten mit gastrointestinalen Tumoren gefunden
(Herbst et al., 1995; Hirota et al., 1998; Nishida et al., 1998; Taniguchi et al., 1999).
Dariiberhinaus kann die Aktivierung des c-Kit Rezeptors Apoptose in
hédmatopoietischen und Keimbahnzellen (Caceres-Cortes et al., 1994; Lee, 1998; Yan
et al., 2000) hemmen.

Trotz der offensichtlichen Fahigkeit von c-Kit transformierend zu wirken, wurden in
Melanomen Beobachtungen gemacht, die in diesen Zellen eine gegensitzliche
Funktion von c-kit vermuten lassen. In diesem Labor und in anderen wurde gefunden,
dal der c-Kit Rezeptor nur noch in wenigen Melanomzellinien und Melanom-
Tumorproben exprimiert wird wéhrend er in Melanozyten, den Ausgangszellen der
Melanome, stark exprimiert wird (Gutman et al., 1994; Lassam and Bickford, 1992;
Natali et al., 1995; Winkler, 1994). Die verminderte Expression des c-Kit Rezeptors

in dieser Krebsart konnte also notig sein fiir die Progression dieser Krebsart und c-Kit
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wiirde sich in Melanomen wie ein Tumorsuppressor und nicht wie ein
Tumorpromoter verhalten. Tatsdchlich kann die ektopische Reexpression des c-Kit
Rezeptors in Melanomzellen und die anschlieBende Stimulation mit SCF apoptotisch
wirken(Huang et al., 1996; Winkler, 1994). Diese Zellen bilden wegen einer héheren
Apoptoserate auch wesentlich schlechter Tumore in Nacktmédusen (Huang et al.,
1998; Huang et al., 1996). c-Kit scheint also in diesem Zellsystem die Entartung zu
verhindern indem das in Melanozyten urspriinglich wachstumsfordernde Signal
umgewandelt wird in ein wachstumshemmendes in Melanomen. Aus den sich
entwickelnden Melanomzellen wiirden daher nur die Zellen selektiert, die diesem
Signal durch eine verminderte Expression des c-Kit Rezeptors entgehen. Die Signale,
die von dem Rezeptor ausgehen wirken aus diesem Grund wie ein
Schutzmechanismus gegen die Transformation der Zellen.

Allerdings sind die erwahnten Untersuchungen zur Auslosung von Apoptose durch c-
Kit nur in 2 Zellinien unternommen worden. In der einen Zellinie wurde die
Expression in den Melanomzellen nicht mit der in Melanozyten verglichen (Huang et
al., 1998; Huang et al., 1996) und in der anderen Zellinie weisen die Melanomzellen
eine betrdchtlich hohere Expression als in Melanozyten auf. Deshalb besteht die
Moglichkeit, dal die beobachteten Effekte auf einen Artefakt durch eine
Uberexpression des Rezeptors zuriickzufiihren sind und keine physiologische
Relevanz besitzen. Sollte das Apoptosesignal durch den c-Kit Rezeptor jedoch auf
einem physiologischen Effekt beruhen, so konnte eine genauere Kenntnis der Art und
Weise der c-Kit vermittelten Apoptose sowohl Einblicke in einen neuen
Apoptosemechanismus als auch Angriffspunkte fiir eine mogliche Therapie liefern.
Zuerst sollte deshalb die physiologische Relevanz der Beobachtungen festgestellt

werden und anschlieend die Signale untersucht werden, die die Apoptose auslosen.

3.1.1. Reexpression von c-Kit in Melanomzellinien

Zur Untersuchung der c-Kit vermittelten Apoptose in Melanomzellen muflten zuerst
Melanomzellinien konstruiert werden, die den Rezeptor wieder mit einer dhnlichen
Stiarke wie Melanozyten exprimieren. Dazu wurden 6 Melanomzellinien ausgewdhlt,

die jeweils aus dem primdren Melanom und einer Metastase von 3 Patienten



3. Ergebnisse 57

gewonnen wurden (Herlyn, 1990). Somit konnten auch mdgliche Unterschiede
zwischen primirem Tumor und Metastase untersucht werden.

Die ektopische Expression von c-Kit erfolgte durch retroviralen Gentransfer. Klone
oder stabile polyklonale Zellinien wurden auf G 418 Resistenz selektioniert. Die
Zellen der polyklonalen Zellinien, die c-Kit stiarker exprimierten, wurden mit Hilfe
eines Durchflulzytometers aussortiert und weiter verwendet. Dazu wurden die c-Kit
Rezeptoren an der Zelloberfliche durch Binden des monoklonalen c-Kit Antikorpers
3d6 (Roche-Boehringer) und eines sekundiren fluoreszenzmarkierten anti-Maus-
Antikorpers markiert. Abhéngig von der Expressionsstirke des c-Kit Rezeptors
zeigten die Zellen im DurchfluBzytometer eine unterschiedliche Fluoreszenz. Zellen
mit hoher c-Kit Expression und daher starkem Fluoreszenzsignal konnten durch den
Sortiermechanismus des Zytometers aussortiert und wieder kultiviert werden. Die
Zellinien, die eine dhnliche Expression auf Proteinebene aufwiesen wie Melanozyten
wurden weiter verwendet. Abbildung 3 zeigt die Expressionskontrolle der Zellinien
im Vergleich zu der hoch exprimierenden Zellinie HS 294T pLEN-cKit (hergestellt in
dieser Arbeitsgruppe durch A. Winkler, s. 2.1.) und Melanozyten, deren
Expressionsniveau in einem separaten Gel mit WM 983B pLEN-cKit Kl. 10
verglichen wurde. Alle c-Kit-infizierten Zellen weisen ein dhnliches
Expressionsniveau auf wie WM 983B pLEN-cKit KI. 10, und da diese Zellinie etwa
soviel c-kit exprimiert wie Melanozyten, ist das c-Kit Expressionsniveau der
infizierten Melanomzellen auch dhnlich dem in Melanozyten. Die vorher generierte
Zellinie HS 294T pLEN-cKit zeigte dagegen eine sehr starke Uberexpression von c-
Kit.



3. Ergebnisse 58

< =
S ar
s s
= ]
0 o = b < g s
£ 5 % 5§ z 2z &=z 2 = 2 3
3238 3 a 49 4 4 43 o g g F 5
<<rmgg£-ﬂhmo.ao.a-d_d
P I ® = = 0 0 o o = =
so] o M~ ~ 0 0 @~ @~
e 8 &6 a0 = =~ - - &8 99 8 &8
§§§§§§§§§§§§NN
= = = = = = = £ 2
205 kDa
_+ "
C-Kit
-«—
116 kDa
—

98 kDa
66 kDa

43 kDa
s

WM 983B pLEN-cKit KI. 10

Melanozyten

Abb. 3 Expression von c-Kit in Melanomen und Melanozyten
Jeweils 60 pg Lysat wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Die
Detektion von c-Kit erfolgte mittels a-cKit 3d6 (Roche-Boehringer).
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3.1.2. Einfluld der c-kit Stimulation auf das Wachstum der

Melanomzellen

Um den Einflufl der Stimulation des c¢-Kit Rezeptors auf das Wachstum der infizierten
Melanomzellinien zu untersuchen, wurden Wachstumsassays mit und ohne den
Liganden SCF ausgefiihrt. Alle c-Kit infizierten Zellinien zeigten eine
Wachstumsreduktion oder Zellzahlreduktion bei Stimulation mit c-Kit wihrend die
Kontrollzellinien, die nur mit dem Leervektor infiziert wurden, keinen oder einen
wesentlich geringeren Effekt zeigen. Es konnte kein Unterschied zwischen priméiren
und metastatischen Melanomen beobachtet werden (Abb. 4). Bei Melanozyten

dagegen wirkt SCF stark wachstumsfordernd. (Abb. 5)
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Melanozyten
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—x—100 ng/ml SCF
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02+

0,15 +

01+
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Abb. 5§ MTT-Wachstumsassay der Melanozyten bei verschiedenen SCF-
Konzentrationen

Es wurden 5000 Zellen pro Loch in einer 96 Loch Platte ausgesét. SCF (Fa. Tebu) wurde an
den Mefitagen mit den angegebenen Konzentrationen hinzugefiigt.

3.1.3. SCF 16st in den c-Kit infizierten Melanomzellen Apoptose

aus

Um nachzuweisen, dal das Absterben der Zellen auf vermehrte Apoptose
zuriickzufiihren ist, wurde untersucht, ob die SCF-Stimulation zur Fragmentierung der
DNA fiihrt, ein typisches Merkmal der Apoptose. Dazu wurde die TUNEL- (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase dUTP mediated Nick End Labelling) Reaktion
verwendet. Bei diesem Prozel3 iibertrdgt die Terminale Deoxynukleotidyl Transferase
dUTP auf die bei der Apoptose durch die DNA-Fragmentierung entstehenden freien
3’-DNA-Enden. Das dUTP ist durch Fluoreszin markiert, so da3 apoptotische Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop griin fluoreszieren. Der apoptotische Anteil ist in
den c-Kit infizierten Zellen nach Stimulation mit SCF deutlich groBer als bei den

unstimulierten Zellen (Abb. 6, 7).
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WM 278 pLEN-cKit ohne SCF

Abb. 6 TUNEL-Assay von WM 278 pLEN-cKit bei Wachstum mit SCF
Die Zellen wurden in einer 12 Loch Platte mit oder ohne SCF inkubiert. Der TUNEL-Assay
wurde nach 10 Tagen entsprechend den Anweisungen des Herstellers ausgefiihrt.
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WM 983A pLEN-cKit Klon 4 ohne SCF

Abb. 7 TUNEL-Assay von WM 983A pLEN-cKit Klon 4 bei Wachstum mit SCF
Die Zellen wurden in einer 12 Loch Platte mit oder ohne SCF inkubiert. Der TUNEL-Assay
wurde nach 10 Tagen entsprechend den Anweisungen des Herstellers ausgefiihrt.
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3.1.4. Ein extrazellularer Faktor verursacht die Apoptose
3.1.4.1. Mediumwechsel hemmt den Effekt von SCF

Die Wachstumsinhibition von c-Kit exprimierenden Melanomzellen konnte nur
beobachtet werden, wenn das Kulturmedium wéhrend des MTT-Assays nicht durch
frisches Medium ersetzt wurde. Es gibt zwei Erklarungsmdoglichkeiten dafiir.
Entweder fihrt das Wachstum ohne Mediumwechsel dazu, dall die Zellen
empfindlicher gegeniiber dem apoptotischen Signal durch SCF werden, weil das
verbrauchte Medium weniger Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren enthdlt, die
antiapoptotisch wirken konnten. Oder die Zellen sezernieren durch die SCF-
Stimulation einen Faktor in das Zellkulturmedium, der zum Absterben fiihrt. Bei
einem Mediumwechsel wiirde der Faktor entfernt werden. Zur Unterscheidung dieser
Moglichkeiten wurden MTT-Assays durchgefiihrt mit Mediumwechsel gegen
verbrauchtes Medium von gleichzeitig wachsenden nicht stimulierten Zellen. Eine
mogliche Sensibilisierung der Zellen gegeniiber apoptotischen Signalen durch
verringerte Nahrstoff-und Wachsumsfaktorkonzentration ist dadurch immer noch
gegeben. Dagegen wiirde die Akkumulation eines toxischen Faktors im
Zellkulturiiberstand gehemmt.

Auch der Mediumwechsel gegen verbrauchtes Medium fiihrt zu einer starken
Hemmung des apoptotischen Effektes von SCF (Abb. 8), was zeigt, daBl der
apoptotische Effekt von SCF in c-Kit exprimierenden Melanomzellen tatsichlich auf

die Akkumulation eines Faktors nach SCF-Stimulation zuriickzufiihren sein kann.



3. Ergebnisse 67

WM 983B pLEN-cKit Klon 10 mit Mediumwechsel
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Abb. 8 MTT-Assay mit und ohne Mediumwechsel
An jedem zweiten Tag erfolgte entweder Mediumwechsel gegen verbrauchtes Medium (siche
Text) oder nicht. SCF (1pg/ml) wurde an den Meftagen hinzugegeben.

3.1.4.2. SCF-konditionierter Uberstand der Melanomzellen ist

wachstumshemmend

Wenn nach SCF-Stimulation tatséchlich ein toxischer Faktor von den Zellen
sezerniert  wird, dann sollte SCF-konditionierter Zellkulturiiberstand
wachstumshemmend wirken. Um das zu untersuchen wurden Zellen, die nur mit dem
Leervektor infiziert wurden, in diesem Uberstand wachsen gelassen. Weil diese

Zellen keinen c-Kit Rezeptor exprimieren, kann ein mdglicher wachstumshemmender




3. Ergebnisse 68

Effekt nur auf einen anderen Faktor als SCF zuriickzufiihren sein. Als Kontrolle
wurde nicht konditionierter Uberstand mit SCF vesetzt bevor der Uberstand auf die
Leervektor—infizierten Zellen {ibertragen wurde.

Nach 4 tigigem Wachstum in dem konditioniertem Uberstand wurde eine etwa 25%

ige Hemmung des Wachstums festgestellt (Abb. 9).

WM 983B pLEN mit Uberstand von WM 983B pLEN-cKit Klon 10

120

100

80 -

@ nicht konditioniert
W nicht konditioniert + SCF
O konditioniert

40 4

20

Abb. 9 MTT-Assay von WM 983BpLEN mit SCF-konditioniertem
Zellkulturiiberstand von WM 983B pLEN-cKit Klon 10

WM 983B pLEN wurde 4 Tage mit SCF-konditioniertem oder nicht konditioniertem
Uberstand von WM 983B pLEN-cKit Klon 10 inkubiert. Als Kontrolle wurde nicht
konditionierter Uberstand nach Zugabe zu WM 983B pLEN mit SCF versetzt.

Dies ist der zweite Beweis fiir die Sekretion eines wachstumshemmenden Faktors

nach SCF-Stimulation.

3.1.3. Der zytotoxische Faktor ist keiner der bekannten getesteten

Liganden

Als nichstes wurde versucht, die Aktivitdt im Uberstand zu identifizieren Als Erstes
wurde dazu die Empfindlichkeit der Melanomzellen fiir bekannte zytotoxische
Liganden untersucht. Dabei wurden die Melanomzellen unter den selben
Bedingungen gehalten wie zur Apoptoseauslosung durch SCF und die entsprechenden

Liganden hinzugefiigt. Die Liganden gehoren zur TNF-Familie wie TNF-a oder Fas-
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Ligand oder sind Zytokine, die in Melanomzellen oder anderen Krebszellen

apoptotische Wirkung gezeigt haben. Tabelle 1 zeigt die getesteten Zytokine.

Zytokin Referenz

TNF-a (Tumor Nekrose Faktor o) (Dollbaum et al., 1988)

CH-11 aktivierender Antikorper gegen Fas | (Trauth et al., 1989)

TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing | (Wiley et al., 1995)
Ligand)

INF-a (Interferon-a) (Rubin and Gupta, 1980)
INF-y (Interferon-y) (Rubin and Gupta, 1980)
Oncostatin M (Zarling et al., 1986)

TGF- (Transforming Growth Factor-[3) (Manning et al., 1991)

IL-1 (Interleukin-1) (Hayashi et al., 1997)

Tabelle 1 Auf Zytotoxizitit gegen WM 983B pLEN-cKit Kl. 10 getestete
Zytokine

Wie aus den Abbildungen 10 und 11 ersichtlich, wirken alle getesteten Liganden
wachstumshemmend, aber keiner der Liganden verursacht trotz sehr hoher
Konzentration im Medium ein Absterben der Zellen wie bei der SCF-Stimulation von

WM 983B pLEN-cKit Klon 10 (siche Abb. 4, 8).
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WM 983B pLEN-cKit CI. 10
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Abb. 10 MTT-Assay von WM 983B pLEN-cKit Klon 10 mit verschiedenen
Zytokinen

Die Zellen wurden wie beim Wachstum mit SCF inkubiert, aufler da} die
Zytokine/Antikorper (100 ng/ml) in PBS oder nur PBS jeden zweiten Tag hinzugegeben
wurde

WM 983B pLEN-cKit Klon 10

03

I
025 /T\T>\l7%

0,2
E T —&— keine Zytokine
£ 0151 —m— 2 ng/m INF-alpha
o -
e _'F 50 ng/m IL-1

0,14

0,05 -
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Tage

Abb. 11 Effekt von Interferon-0 und Interleukin-1 auf das Wachstum von WM
983B pLEN-cKit Klon 10

Die Zellen wurden wie beim Wachstum mit SCF inkubiert, auBBer daB3 die Zytokine (100
ng/ml) in PBS oder nur PBS jeden zweiten Tag hinzugegeben wurde
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Zur weiteren Kontrolle wurde der SCF-konditionierte Uberstand von WM 983B
pLEN-cKit Klon 10 auf seine Wirkung gegeniiber Jurkat-Zellen getestet. Diese
Zellinie ist empfindlich gegen Fas-Ligand und Trail (Trauth et al., 1989; Wiley et al.,
1995). Inkubation mit dem konditionierten Uberstand hat dagegen keine Wirkung
(Abb. 12).

140

WM 983B pLEN Jurkat

120 4

100

80 4

[ nicht konditioniert
W konditioniert

% Wachstum

60

40

20 4

o

Abb. 12 Inkubation von Jurkat-Zellen mit konditioniertem Uberstand von WM
983B pLEN-cKit Klon 10

WM 983B pLEN und Jurkat wurden 4 Tage mit SCF-konditioniertem oder nicht
konditioniertem Uberstand von WM 983B pLEN-cKit Klon 10 inkubiert. Die Werte wurden
als prozentualer Anteil des OD 570 nm bei nicht konditioniertem Uberstand ausgedriickt.

Demzufolge ist die sezernierte toxische Aktivitit auf keinen der getesteten bekannten
Liganden zuriickzufiihren und es erdftnet sich die Mdglichkeit, daB die Stimulation

mit SCF einen noch unbekannten toxischen Liganden freisetzt.

3.1.4. Teilweise Reinigung des zytotoxischen Faktors

3.1.4.1. Gelfiltration des konditionierten Uberstandes

Um die Identitdt des zytotoxischen Faktors zu bestimmen, wurde der Versuch einer
Aufreinigung des Faktors unternommen. Zunichst sollte eine grobe Fraktionierung
des konditionierten Uberstandes so erfolgen, daB zumindestens eine teilweise

Reinigung und Konzentration des Faktors erfolgte.
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Hierzu wurde der konditionierte Uberstand durch Gelfiltration fraktioniert. Da in der
Gelfiltration die Substanzen auf Grund ihrer GroBle aufgetrennt werden, erhélt man
schon wichtige Informationen {iber das Molekulargewicht der gesuchten Aktivitét.
AuBlerdem konnen fiir eine Gelfiltration die unterschiedlichsten Puffersysteme
verwendet weden solange eine Mindest-Salzkonzentration eingehalten wird, die
elektrostatische Wechselwirkungen mit der Matrix vermeiden. Aufwendige
Umpufferungen, bei denen Protein verloren geht entfallen daher. Wegen der
Verdiinnung der Probe withrend einer Gelfiltration muBte der Uberstand konzentriert
werden. Durch Lyophilisation konnte eine 100 fache Konzentration erreicht werden.
Die anschlieBende Auftrennung von 400 pug Lyophilisat iiber eine Superdex-75 Séule
an einer SMART Anlage (Pharmacia) ergab 50 pl Frakionen, die weiter getestet
wurden. Die Fraktionen wurden mit Zellkulturmedium verdiinnt und mit WM 983B
pLEN inkubiert. Bereits nach 16 stiindiger Inkubation konnten Fraktionen identifiziert
werden, die die Zellen vollstindig absterben lieBen. Damit waren die Fraktionen
wesentlich aktiver als der nicht konzentrierte Uberstand, der nach 3 Tagen lediglich
eine Wachstumsreduktion von 20-30 % verursachte. Die Fraktionen hatten etwa die

Retentionszeit eines 14 kDa Proteins (Abb. 13, 14).

Lys
14 kDa

0D 280 nm

1234 & 8§ 10 02 14 16 16 20 22 24 .26 28 3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

min

Abb. 13 Gelfiltration des Lyophilisates des konditionierten Uberstandes

40 pg Protein in 50 pl (Lyophilisat aufgenommen in ddH,0) wurden mit einer Flurate von
40 pl/min tiber eine Superdex 75 pc3.2, 30 Sdule (Amersham-Pharmacia) an einer SMART-
Anlage (Amersham-Pharmacia) aufgetrennt. Laufpuffer: PBS, 2mM EDTA, 10 mM [-
Mercaptoethanol; 50 pl Fraktionen. Die Pfeile kennzeichnen die Retentionsvolumen der
Markerproteine
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Abb. 14 Test der Fraktionen der Gelfiltration auf zytotoxische Effekte

50 ul der entsprechenden Fraktionen der Gelfiltration wurden mit 200 ul RPMI mit 0.5% FCS
verdiinnt. Jeweils 50 pl wurden zu 4 Lochern einer 96 Loch Platte mit WM 983B pLEN
gegeben und iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde ein MTT-Assay ausgefiihrt.

Um eine groflere Menge des Faktors aufzureinigen als es durch die 2.4 ml SMART-
Sdule méglich ist, wurde konditionierter Uberstand iiber eine 120 ml Superdex-75
Sdule an einer FPLC-Anlage (Amersham-Pharmacia) aufgetrennt. Das Ergebnis war
das Gleiche wie bei der kleineren SMART-Sédule. Fraktionen bei einem
Molekulargewicht von 14 kDa wirkten zytotoxisch (Abb. 15, 16). Gleichzeitig mit
dem konditionierten Uberstand wurde nicht konditionierter Uberstand aufbereitet.
Hier konnte keine zytotoxische Aktivitit festgestellt werden, was zeigt, dafl die

Aktivitit durch die SCF-Stimulation induziert wurde (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 15 Fraktionierung des konditionierten Uberstandes iiber eine 115 ml
Gelfiltrationssiule

20 mg Protein in 300 pl (Lyophilisat aufgenommen in ddH,0O) wurden mit einer FluBrate von
0.5 ml/min iiber eine Superdex 75 Saule (selbst gepackt) an einer FPLC-Anlage (Amersham-
Pharmacia) aufgetrennt. Laufpuffer: PBS, 2mM EDTA, 10 mM [3-Mercaptoethanol; 500 pl
Fraktionen. Die Pfeile kennzeichnen die Retentionsvolumen der Markerproteine.
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Abb. 16 Aktivitiitstest der Fraktionen der Gelfiltration

50 ul der entsprechenden Fraktionen der Gelfiltration wurden mit 200 ul RPMI mit 0.5% FCS
verdiinnt. Jeweils 50 pl wurden zu 4 Lochern einer 96 Loch Platte mit WM 983B pLEN
gegeben und iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde ein MTT-Assay ausgefiihrt.
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3.1.4.2. Die zytotoxische Fraktion wirkt apoptotisch

Zum Nachweis, da3 die zytotoxische Fraktion wie erwartet apoptotisch wirkt, wurde
wiederum ein TUNEL-Assay ausgefiihrt. Dieser Assay war positiv. Die zytotoxische

Fraktion 16st Apoptose aus (Abb. 17).

Abb. 17 TUNEL-Assay nach Zugabe der zytotoxischen Fraktion

WM 983B pLEN wurden iiber Nacht mit einer 1:10 Verdiinnung der apoptotischen Fraktion
in 0.5% RPMI inkubiert. Am néchsten Tag wurde der TUNEL-Assay entsprechend den
Angaben des Herstellers (Roche-Boehringer) ausgefiihrt.

3.1.4.3. Die apoptotische Fraktion wirkt kaum bei Melanozyten

Bei einem Schutzmechanismus gegen die Transformation von Melanozyten durch
Sekretion eines apoptotischen Faktors in der Haut sind zwei Moglichkeiten denkbar.
Entweder wiirden entartete Melanozyten in der Haut den Faktor nach SCF-
Stimulation sekretieren und sich damit selber téten. Oder Melanozyten bilden den
Faktor nach SCF-Stimulation in der Haut konstitutiv und entartete Melanozyten
werden dadurch abgetdtet. Die Reexpresion von c-Kit in Melanomzellen wiirde dann
die normalen Signalwege von c-Kit, wie sie in Melanozyten vorkommen,
wiederherstellen. Um selektiv nur die transformierten Zellen abzutoten, miiliten bei

beiden Moglichkeiten normale Melanozyten resistent gegeniiber dem Faktor sein.
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Die Empfindlichkeit von Melanozyten gegen die apoptotische Fraktion wurde
tiberpriift. Wie aus Abbildung 18 zu ersehen ist, sind Melanozyten kaum empfindlich
gegen die Fraktion wihrend die Melanomzellen fast vollstandig gestorben sind.

Damit er6ffnet sich tatsdchlich die Moglichkeit, da3 der gesuchte Faktor ein neuer
Ligand ist. Denn nur einer der laut Literatur getesteten Liganden besitzt eine
anndhernd so starke Aktivitdt wie die hier gereinigte Fraktion und tétet selektiv nur
die transformierten Zellen und nicht die normalen untransformierten. Der einzige
bisher bekannte Faktor mit diesen Eigenschaften ist der Ligand der TNF-Familie
TRAIL. Dieser Ligand wurde aber als Ursache fiir die Wachstumshemmung durch
den konditionierten Uberstand ausgeschlossen (s. Abb. 12).
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Abb. 18 Empfindlichkeit von Melanozyten gegeniiber der apoptotischen
Fraktion

Melanozyten oder WM 983B pLEN wurden mit einer 1:4 Verdiinnung der apoptotischen
Fraktion in Medium iiber Nacht inkubiert. Am ndchsten Tag wurde ein MTT-Assay
ausgefiihrt.Die Werte wurden als prozentualer Anteil des OD 570 nm bei nicht
konditioniertem Uberstand ausgedriickt.
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3.1.4.4. Die zytotoxische Fraktion ist gereinigt aktiver als ungereinigt

Es stellt sich die Frage, warum die apoptotische Fraktion nach der Reinigung durch
die Gelfiltration so viel aktiver ist als der konditionierte Uberstand. Zwei
Moglichkeiten sind denkbar. Entweder die erhohte Konzentration des apoptotischen
Proteins bewirkt die verstirkte Aktivitdt oder die Aufreinigung entfernt hemmende
Aktivititen. Zur Klarung dieser Frage wurde die apoptotische Fraktion so verdiinnt,
dal die Konzentration in der hochsten Verdiinnungsstufe geringer war als im
unbehandelten konditionierten Uberstand.

Die Lyophilisation und anschlieBende Aufnahme in Puffer bewirkte eine 100fache
Konzentration des konditionierten Uberstandes. Diese Konzentratin sank in der
apoptotischen Fraktion durch die Verdiinnung wéhrend der Gelfiltration auf das
18fache (260 pl aufgeldstes Lyophilisat ergaben 2 ml apoptotische Fraktion). Durch
weitere Verdiinnung mit Zellkulturmedium wurde die Konzentration bis etwa auf ein
Viertel der urspriinglichen Konzentration im Uberstand erniedrigt. Die auf die
Konzentration im Ausgangsiiberstand zuriickverdiinnte Fraktion zeigte mit einer
60%igen Reduktion des Wachstums nach einer Inkubation iliber Nacht eine wesentlich
stiarkere Aktivitit als der konditionierte Uberstand, der eine Wachstumsreduktion von
20-30% nach einer 4 tagigen Inkubatin aufwies. Wie aus Abbildung 20 zu ersehen ist,
bewirkt die Fraktion selbst bei ecinem Viertel der Konzentration, die im
konditionierten Uberstand vorkam, diese Wachstumsreduktion von 30%. Damit ist die
Fraktion bei dieser Verdiinnung immer noch aktiver als der nicht gereinigte

Uberstand, da der Effekt schon bei einer iiber Nacht Inkubation eintritt.
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Abb. 20 Verdiinnung der apoptotischen Fraktion

Die vereinigten apoptotischen Fraktionen wurden mit RPMI mit 0.5% FCS verdiinnt. so daf3
sich die entsprechenden Konzentrationsfaktoren im Vergleich mit konditioniertem
Ausgangsiiberstand ergaben. WM 983B pLEN wurde mit den Verdiinnungen iiber Nacht
inkubiert. Am nichsten Tag wurde ein MTT-Assay ausgefiihrt. Alle Werte sind als
prozentuale Anteile der Kontrolle (Verdiinnung mit Laufpuffer) angegeben.

Die verstarkte Aktivitdt der apoptotischen Fraktion ist demzufolge ein Ergebnis der
Aufreinigung und nicht der Konzentrationssteigerung. Deshalb konnte die

Aktivitatssteigerung wirklich auf den erhohten Reinheitsgrad zuriickzufiihren sein.

3.1.4.5. SDS-Polyacrylamidgelanalyse der apoptotischen Fraktion

Um Proteine in der apoptotischen Fraktion zu detektieren wurde die Fraktion durch
ein SDS-Polyacrylamidgl aufgetrennt und anschlieBend durch eine Silberfairbung
angefiarbt. Da keine Banden zu sehen waren, wurde die apoptotische Fraktion
konzentriert. Weil die Aufkonzentration der Salze im PBS-Laufpuffer der
apoptotischen Fraktion die SDS-PAGE gestort hitte, mufBite die Fraktion zuerst
entsalzt werden. Das geschah durch Adsorption an eine Reversed Phase SMART-
Sdule. AnschlieBende Elution des Protein Peaks mit Azetonitril ermoglichte ein
Eindampfen der Probe ohne daB3 Salze mittkonzentriert wurden. Die gleichen nicht-
apoptotischen Fraktionen der Gelfiltration des nicht-konditionierten Uberstandes

wurden ebenso behandelt, um sie mit der apoptotischen Fraktion zu vergleichen.
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Proteine, die nur in der apoptotischen Fraktion zu finden waren, kénnten durch die
SCF-Stimulation induziert worden sein und wéren somit Kandidaten fiir den
gesuchten Liganden.

Abbildung 21 zeigt die Auftrennung der Fraktionen durch ein SDS-Polyacrylamidgel.
Zur Abschitzung der Proteinmenge wurden bekannte Mengen von Lysozym
aufgetragen, die mit den Proteinmengen in den Fraktionen verglichen werden kénnen.
Wihrend in der nicht-apoptotischen Fraktion kein Protein detektiert werden konnte,
befinden sich in der apoptotischen Fraktion drei Banden bei etwa 50 kDa, 14 kDa und
eine noch kleinere Bande auf Hohe der Lauffront. Neben einem Protein von 14 kDa
gibt es also noch zwei weitere Kandidaten fiir den gesuchten Liganden. Fiir das
Trennverhalten von Proteinen in einer Gelfiltration ist deren Umfang entscheidend.
Kleine kompakte Molekiile diffundieren besser in die Poren der Gelfiltrationsmatrix
als groBle. Der Umfang eines Proteins korreliert oft mit seinem Molekulargewicht, es
gibt aber auch Abweichungen von dieser Regel. So ist zu erkldren, dafl in dieser
Fraktion, die nur etwa 14 kDa groBe Proteine enthalten sollte, auch ein Protein von
rund 50 kDa gefunden wird. Das Verhalten dieses Proteins in der Gelfiltration
korreliert nicht mit seinem Molekulargewicht.

Zur Identifizierung durch Ansequenzieren benétigt man wenigstens 80 ng des
Proteins. Da keine der Banden mehr als 10 ng Protein enthilt, war eine Identifikation

durch Sequenzierung aber nicht méglich.
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2 —3 ng Lysozym

66 kDa_ 3 -9 ng Lysozym

o o 4 — 14 kDa Fraktion konditioniert
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Abb. 21 SDS-Polyacrylamidgel der 14 kDa Fraktionen aus konditioniertem und
nicht konditioniertem Uberstand

Die Auftrennung und Féarbung erfolgte in einem PHAST-Gel-System (Amersham-
Pharmacia).
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3.1.4.6. Weitere Reinigungsschritte

Die Fraktionierung des konditionierten Uberstandes war nur schlecht reproduzierbar,
weil meistens nach der Gelfiltration keine Aktivitit mehr in den Fraktionen
feststellbar war. Eine Reproduktion der Ergebnisse gelang zwar einige Male, doch nur
etwa einer von 8 Versuchen war erfolgreich. Hochstwahrscheinlich ist die unter
2.1.4.4. genannte Aktivitdtssteigerung durch die Lyophilisation eine Bedingung, die
nur schlecht zu kontrollieren war. Aus diesem Grund wurden noch andere Arten der
Aufkonzentration des Uberstandes getestet.

Beispielsweise wurde der Uberstand durch Ultrafiltration eingeengt. In diesem Fall
wurde Serum-freies Zellkulturmedium verwendet, um auch auszuschlief3en, dafl der
Effekt der apoptotischen Fraktion auf einem Protein aus dem FCS beruhte. Durch eine
siebzehnfache Konzentration mit einer Filtrationsgrenze von 3 kDa konnte die
Aktivitit des Uberstandes betrichtlich gesteigert werden. Die Wachstumshemmung
betrug jetzt 60 % gegeniiber etwa 20% des nicht konzentrierten Uberstandes. Um
sicherzustellen, dafl der Effekt nicht auf der verstirkten Konzentration des SCF im
konditionierten Uberstand beruht, wurde zu dem nicht konditionierten Uberstand vor

der Konzentration SCF hinzugegeben (Abb. 22).
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Abb. 22 Effekt des konzentrierten Uberstandes

Jeweils 200 ml konditionierter und nicht konditionierter Uberstand von serumfreiem
Zellkulturmedium wurde in einer Rithrzelle (Amersham-Pharmacia) mit einer Membran mit 3
kDa AusschluBgrenze auf 12 ml eingeengt. Der eingeengte Uberstand wurde mit WM 983B
pLEN fiir 2 Tage inkubiert. AnschlieBend wurde ein MTT-Assay ausgefiihrt.
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Dieser Versuch zeigt noch starker als die 20-30%ige Wachstumshemmung des nicht
konditionierten Uberstandes das Vorhandensein eines zytotoxischen Faktors in dem
SCF-konditionierten Uberstand und daB dieser Faktor groBer als 3 kDa sein muB. Die
teilweise Reinigung des so konzentrierten Uberstandes durch eine anschlieBende
Gelfiltration ergab aber keine Aktivitdt in den gesammelten Fraktionen.

Weiterhin wurde durch Ionenaustauschchromatographie versucht, die Proteine im
Uberstand zuerst an den Ionenaustauscher (sowohl Anionen-als auch
Kationenaustauscher) zu binden und dann durch einen steilen Salzgradienten so zu
eluieren, daBl eine etwa 10fache Konzentration der Proteine erfolgte. Der so
erhaltenene Protein-Peak wirkte aber ebenso wenig wachstumshemmend wie die
Fraktionen, die durch eine weitere Auftrennung dieses Proteingemisches durch
Gelfiltration gewonnen wurden.

Auch durch Reversed Phase Chromatographie wurden die Proteine aufkonzentriert
und vor und nach weiterer Auftrennung durch Gelfiltration erfolglos auf
wachstumshemmende Aktivitidt gestestet. Bei Reversed Phase Chromatographie
verdndert sich allerdings durch die hydrophobe Wechselwirkung mit der Séule die
Sekundérstruktur von Proteinen. Bei kleinen Proteinen wie einem 14 kDa Protein
besteht aber die Moglichkeit, dall das Protein durch Renaturierung wieder seine aktive
Form annimmt.

Desweiteren wurde versucht, Glykoproteine durch Adsorption an Lektin
aufzukonzentrieren. Viele bekannte Liganden sind glykosyliert, und es ist deshalb
wahrscheinlich, dafl auch der gesuchte Ligand ein Glykoprotein ist. Es war aber in
diesem Fall nicht moglich die gebundenen Proteine in nativer Form mittels N-
Acetylglukosamin, das auch an das Lektin binden sollte und somit um Bindungsplitze
kompetiert, von der Sdule zu eluieren.

Oben genannte Methoden wurden auch als weitere Reinigungsschritte verwendet, um
die apoptotische Fraktion weiter zu reinigen wenn die Lyophilisation und
anschliefende Gelfiltration erfolgreich war. Nach keinem weiteren Reinigungsschritt
konnte aber die Aktivitét erhalten bleiben.

Auch Anwendung der eben genannten Reinigungsmethoden als ersten Schritt in
einem Reinigungsprotokoll schlug fehl. Die Aktivitit des Uberstandes konnte nicht in
den Fraktionen wiedergefunden werden.

Da jeder Reinigungsschritt in jedem Fall ein Verlust an Aktitidt des zu reinigenden

Proteins mit sich bringt, muf3 die Anfangskonzentration des Proteins relativ hoch sein.
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Im vorliegenden Fall wurden aber jeweils nur maximal 200 ml konditionierter
Uberstand eingesetzt weil bei Einsatz von nur 50 ml und Konzentration durch
Lyophilisation die gewiinschte apoptotische Fraktion erhalten wurde. Angesichts der
Tatsache, dall Liganden in physiologischen Konzentrationen von nur 1-20 ng pro ml
vorliegen, erwies sich die eingesetzte Menge im Nachhinein als zu gering, um nach
den Reinigungsschritten noch eine Aktivitit vorzufinden. Wegen dieser
Schwierigkeiten konnte der vermutete neue apoptotische Ligand deshalb nicht im

Rahmen dieser Doktorarbeit identifiziert werden.
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3.2. Identifizierung antiapoptotischer Signalwege in

Krebszellen durch funktionelle Expressionsanalyse

Ein anderer Ansatz zur Identifizierung antiapoptotischer Mechanismen in Krebszellen
ist die Untersuchung der Expression von Genen in Zellen, die sich hinscihtlich ihrer
Empfindlichkeit gegen Apoptose unterscheiden. Die verdnderte Expression einzelner
Gene oder Gengruppen kann zur Apoptoseresistenz beitragen und damit auch bei der
Tumorigenese eine wichtige Rolle spielen.

Durch den Einsatz von cDNA-arrays ist es moglich die Expression vieler hunderter
oder tausender Gene gleichzeitig zu untersuchen. Durch die Analyse von Krebszellen,
die hinsichtlich ihrer Apoptoseresistenz selektioniert wurden, sollten so Gene
identifiziert werden, die Apoptose regulieren. Abbildung 23 zeigt die Strategie zur
Identifizierung dieser Gene. Krebszellen wurden einer Selektion auf
Apoptoseresistenz unterworfen. Auch im Organismus sind Krebszellen einer solchen
Selektion unterworfen (siehe 1.4.2.1.), so da3 man hier von einer in vitro Evolution
eines Tumors sprechen kann. Die selektionierten Zellen sollten resistenter gegen
Apoptose sein. Anschlieend konnen die Unterschiede in der Genexpression zwischen
den Apoptose resistenten Zellen und der Ausgangszelle mittels cDNA-Array Analyse
ermittelt werden.

Als Modell wurde die Cervix Karzinom Zellinie Hela S3 verwendet. Diese Zellinie ist
ein Klon der bekannten Hela Zellinie, der besonders gut Tumore in Nacktméusen
bildet. Trotzdem die Zellen eines Klons identisch sein sollten, kann man annehmen,
daf} sich wihrend der langen Kultur die genetisch instabilen Tumorzellen verdndert
haben. Aus diesem Grund kann es innerhalb der Hela S3 Zellpopulation einzelne
Zellen geben, die resistenter gegen Apoptose sind als die iiberwiegende Mehrheit der
Zellen.

Die Hela S3 Zellen wurden auf Apoptose-Resistenz selektioniert, in dem sie mit dem
Antikdrper CH-11, der den Fas-Rezeptor erkennt und aktiviert, inkubiert wurden.
Dies geschah ohne Serum im Zellkulturmedium, weil Serum die CH-11 induzierte
Apoptose in Hela S3 Zellen hemmt. Einige wenige Zellen iiberlebten und waren
deshlab resistenter gegen Fas-vermittelte Apoptose. Zu diesem Zeitpunkt wurde CH-

11 entfernt und die Zellen in normalem Medium mit Serum wachsen gelassen. Die
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vereinzelten Zellen wuchsen zu Klonen aus, die anschlieend weiter untersucht

wurden.

Abtdten von Hela S3 durch Inkubation mit a-Fas CH-11

Entfernen von CH-11 nach Tod fast aller Zellen

Klonales Wachsen der verbleibenden Apoptose-resistenten Zellen

Praparation von cDNA der Ausgangszellinie und der Apoptose-resistenten Klone

Hybridisation aller CDNA's mit CDNA-Arrays

Analyse der differentiell exprimierten Gene

Abb. 23 Strategie zur Erkennung antiapoptotischer Signalwege in Krebszellen
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3.2.1. Apoptoseempfindlichkeit der Zellen

Die Klone unterschieden sich morphologisch kaum von der Ausgangszellinie Hela S3
(Daten nicht gezeigt). Nach der Selektion mufite zuerst festgestellt werden, ob die
Klone wirklich unempfindlicher gegen Apoptose sind als die Ausgangszellinie. Als
quantitativer Apoptoseassay wurde die DNA-Fragmentierung mit Hilfe von
Durchflulzytometrie gemessen. Dabei wird der DNA-Gehalt der Zellkerne
untersucht. Die fragmentierte DNA wird wihrend der Aufarbeitung aus dem Kern
extrahiert, so daf} apoptotische Zellkerne einen geringeren DNA-Gehalt haben als die
Kerne in der G1/GO Phase des Zellzyklus. Der Anteil der apoptotischen Kerne kann
als Anteil der Gesamtpopulation mit dem Zytometer deshalb leicht bestimmt werden,
wobei mit Hilfe des Computerprogramms zur Steuerung des Zytometers (CellQuest,
BD Biosciences) die Anzahl der Zellkerne einer bestimmten Fluoreszenz in einem
definierten Bereich des Histogramms (M1 - der Sub G1/GO Peak) bestimmt wurde
(Abb. 24).
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Abb. 24 Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen

Die Zellkerne wurden in einem hypotonischen Puffer mit Propidiumiodid gefarbt. Die
Analyse erfolgte mittels eines FacsCalibur (BD Biosciences) Durchflulzytometers. Anregung
durch 488 nM Argon Laser, Detektion iiber einen 585 nm Bandpassfilter
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Wie aus Abbildung 25 zu ersehen, sind alle Klone resistenter gegen CH-11 induzierte
Apoptose als die Ausgangszellinie, wobei das AusmalBl der Resistenz der Klone

unterschiedlich ist.
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Abb. 25 Apoptoseempfindlichkeit der Klone im Vergleich mit Hela S3

70 Prozent konfluente Zellen wurden fiir 24h in Medium ohne FCS gehungert. AnschlieBend
wurde 100 ng/ml CH-11 zu den Zellen gegeben. Nach 16 h wurden die Zellkerne in
hypotonischem Puffer mit Propidiumiodid angefarbt und iiber FACS analysiert. Der
prozentuale Anteil des Sub-G1-Peaks wurde ermittelt. Die Apoptoserate ohne CH-11 wurde
von der mit CH-11 subtrahiert.

Die Mechanismen, die zur Apoptoseresistenz der Klone fithren, kdnnten spezifisch
die durch Fas induzierte Apoptose oder die Apoptose allgemein. In diesem Fall
sollten die Klone auch resistenter gegen andere Apoptoseausloser sein. Zum Test
dieser Moglichkeiten wurde die Zellen mit TNF-a, Cisplatin und Taxol stimuliert.
TNF-a 16st Apoptose auf dhnliche Weise wie CH-11 durch Fas durch den TNF-
Rezeptor aus (Strasser et al., 2000). Der Wirkungsmechanismus von Cisplatin ist
nicht vollstdndig geklart, aber wahrscheinlich fiihrt dessen Komplexierung mit DNA
zum Absterben der Zellen (Yang et al., 1995). Taxol verhindert die Depolymerisation
von Mikrotubuli und hemmt daher den Zellzyklus, was letztendlich zum Zelltod fiihrt
(Bhalla et al., 1993; Schiff et al., 1979; Schiff and Horwitz, 1980).
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Die hierzu getesteten 3 Klone waren auch gegen diese anderen Apoptoseausloser
resistenter als Hela S3. Das Ausmal} der Resistenz war abhingig vom verwendeten

Ausloser - gegeniiber Taxol zeigten die Klone die geringste Resistenz (Abb. 26).
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Abb. 26 Apoptoseempfindlichkeit mit anderen Apoptoseauslosern

70 Prozent konfluente Zellen wurden fiir 24h in Medium ohne FCS gehungert. AnschlieBend
wurden 10 pg/ml Cisplatin oder 15 ng/ml TNF-a plus 0,1 pg/ml Cycloheximid zu den Zellen
gegeben. Nach 16 h wurden die Zellkerne in hypotonischem Puffer mit Propidiumiodid
angefarbt und liber FACS analysiert. Taxol wurde fiir 3 h zu 50 nM mit den Zellen inkubiert.
AnschlieBend wurde frisches Medium mit 10% FCS hinzugegeben. 2 Tage spéter wurde der
prozentuale Anteil des Sub-G1-Peaks ermittelt. Die Apoptoserate ohne Apoptoseausloser
wurde von der mit Apoptoseausldser subtrahiert.
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3.2.2. Vergleich der Expressionsprofile aller Zellinien

Aus der Gesamt-RNA der Klone und Hela S3 wurde die mRNA isoliert und die
komplementire DNA (cDNA) hergestellet. Die cDNA wurde mit P radioaktiv
markiert und mit den cDNA-Arrays (Axxima Pharmaceuticals) hybridisiert. Die
Arrays waren Nylonmembranen die Sonden mit Sequenzen von etwa 700 Genen,
hauptséchlich Proteinkinasen und Proteinphosphatasen, enthielten. Jede Sonde wurde
doppelt aufgetragen und fiir die meisten Gene befanden sich zwei oder mehr Sonden
mit unterschiedlichen Sequenzen des selben Gens auf dem Filter. Durch das
zweimalige Auftragen und das Verwenden mehrerer Sonden werden
Mehrfachbestimmungen fiir die Expression eines Gens durchgefiihrt und so die
Zuverldssigkeit der Daten gesteigert. Die Sonden waren pBluescript Plasmide, die
Sequenzen der entsprechenden Gene mit einer Lidnge von 200 bp bis 4000 bp
enthielten. Insgesamt enthielten die Arrays so 2400 Sonden. Die Filter wurden auf
Phosphoimager-Platten exponiert und durch einen Phosphoimager eingelesen und die

Daten digitalisiert. Ein Beispiel fiir einen hybridisierten Filter zeigt Abbildung 27.
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Abb. 27 Beispiel eines hybridisierten Filters (hybridisiert mit cDNA von Klon 14)
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3.2.2.1. Analyse der cDNA-Array Daten

Die Schwirzung der Punkte auf den cDNA Arrays wurden mit Hilfe des Programms
ArrayVision (Raytest, Kanada) ermittelt und die Daten in Microsoft Excel exportiert.
In Excel wurden die Daten durch ein selbst geschriebenes Programm ausgewertet.

Abbildung 28 zeigt die Auswertungsroutine.

8) Subtraktion des Durchschnitts der pBluescript Werte von jedem Wert eines Filters
=
D
L
O
g Division jeden Wertes eines Filters durch die Summe aller Werte des Filters
O Multiplikation jeden Wertes mit 10 000
=
)
Berechnen des Durchschnitts und der Standardabweichung
w der Werte eines Spofs der Referenzfilter
>
Ist der Wert der Schwérzung eines Punktes auf dem Filter eines Klons groBer
als der Durchschnitt + 2 x Standardabweichung

c des gleichen Punktes der Referenzfilter (erhdhte Genexpression) oder

kleiner als der Durchschnitt - 2 x Standardabweichung (verminderte Genexpression)
O

ja \ nein
c Uberpriifen des néchsten Wertes
) Sind beide Werte der Schwdarzungen einer Sonde Uber/unter
oben definiertem Grenzwert?
_|_
ia \ne:n

O Entfernen des Wertes aus der Liste
()

Aufnehmen in Liste der starker oder schwécher exprimierten Gene
Berechnen des Durchschnitts der Werte beider Punkte einer Sonde

Abb. 28 Routine zur Auswertung der Filter
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Zuerst wurde der Durchschnitt der Hybridisierungssignale von pBluescript gebildet,
dem Plasmid, in das alle Konstrukte kloniert wurden. Dieser Wert wurde wiederum
von den Werten aller anderen Hybridisierungssignale abgezogen. Ergaben sich dabei
Werte kleiner als Null, so wurde der Wert Null gesetzt. AnschlieBend wurden die
Gesamtsignalstirken der einzelnen Filter abgeglichen in dem jeder Wert eines
Punktes auf dem Filter durch die Summe der Werte aller Punkte desselben Filters
geteilt wurde. Zur besseren Handhabung der Werte wurden alle Werte darauffolgend
mit 10000 multipliziert. Diese Operation verdnderte das Verhéltnis der
Expressionsdaten nicht. Auf diese Art wurden die normalisierten Werte gewonnen,
die fiir die weitere Analyse verwendet wurden.

Je kleiner das Volumen eines Punktes auf einem Filter ist, desto groBer sind die
Abweichungen verglichen mit dem gleichen Punkt eines anderen Filters, der mit der
selben cDNA hybridisiert wurde. Beim Auftragen der Werte fiir die
Hybridisierungssignale zweier Filter im sogenannten ,,Scatter Plot* erhilt man daher
eine typische Glockenform (Abb. 29). Je kleiner die Werte sind, desto eher liegen sie
abseits der 45 © Ideallinie, die sich bei Ubereinstimmung der Werte beider Filter

ergeben wiirde.

Log (Volumen) Hela S3 1 b

Log (Volumen) Hela S3 | a

Abb. 29 Scatter Plot zweier Filter der selben cDNA (Hela S3)
Die normalisierten Werte der beiden Filter wurden mit einer logarithmischen Skalierung
aufgetragen, um kleine Werte durch die Axenspreizung besser sichtbar zu machen.
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Die hohere Fehlerrate bei geringen Werten fiihrt zu einer geringeren Zuverléssigkeit
dieser Werte, weil der Fehler wegen der geringen Anzahl der Werte (2 Werte fiir eine
Sonde) nicht genau bestimmbar ist. Um zu erkennen, ob Unterschiede zwischen der
Ausgangszellinie Hela S3 und den resistenten Klonen nur auf Schwankungen
innerhalb des Fehlerbereiches zuriickzufiihren sind, wurde die Ausgangszellinie Hela
S3 mehrfach hybridisiert. Hela S3 diente also als Referenz mit der die Klone
verglichen wurden. Darum wurde cDNA aus zwei unabhingigen Gesamt-RNA-
Priparationen hergestellt und jede cDNA in zwei unterschiedlichen Hybridisierungen
verwendet. Fiir jeden Punkt auf dem Filter gab es demnach vier Werte, von denen der
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet wurde. Wegen des doppelten
Auftragens jeder Sonde ergibt das pro Gen mindestens 8 Werte (meist mehr, weil
mehrere Sonden verwendet wurden), die reichen, um fiir jede Sonde -eine
Fehlerabweichung zu berechnen. Lag der Wert eines Punktes eines Klones iiber dem
des gleichen Punktes der Referenzfilter plus der Standardabweichung, dann sollte das
entsprechende Gen im Klon tatséchlich stirker exprimiert werden. Zur Sicherheit
wurde als Grenzwert der Mittelwert aus den vier Werten flir einen Punkt der
Referenzfilter plus (fiir eine erhdhte Expression) bzw. minus (fiir eine verminderte

Expression) 2 mal der Standardabweichung verwendet.

3.2.2.2. Ergebnisse der cDNA-Array Analyse

Uberschritt eine Sonde den Grenzwert fiir erhdhte oder verminderte Expression, so
wurde sie in eine vorldufige Liste aufgenommen. Wenn beide Punkte einer Sonde in
der vorldufigen Liste erschienen, wurde der Durchschnitt aus den Werten fiir das
prozentuale Uber-oder Unterschreiten der jeweiligen Grenzwerte und aus den Werten
fiir die Anzahl der Klone, in denen der Grenzwert iiberschritten wurde, gebildet.
Diese Werte wurden in eine endgiiltige Tabelle iibertragen, die unten abgebildet ist
(Tabelle 2, 3).

Die Sonden der Gene sind nach der Anzahl der Klone, in denen sie hoher oder
niedriger exprimiert sind, sortiert. Die Moglichkeit, dal Abweichungen, die bei der
RNA-und cDNA Préparation entstehen, das Ergebnis beeinflussen, sollte umso
kleiner sein, desto mehr Klone ein bestimmtes Gen stirker oder schwécher

exprimieren. Denn die statistische Wahrscheinlichkeit, daf ein hdherer oder
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niedrigerer Wert fiir eine Sonde in den Klonen auf einen zufilligen Fehler bei der
RNA-Isolation und der Hybridisation zuriickgeht, ist je geringer desto mehr Klone
diesen Wert aufzeigen. Beide Listen fiir erhoht und vermindert exprimierte Gene
enthalten jeweils etwa 200 Sonden, was durch das Vorhandensein mehrerer Sonden
fiir ein Gen rund 150 Genen entspricht. Eine genauere Beschreibung der Gene
befindet sich in der Diskussion (Abschnitt 3)

Folgende Bezeichnungen wurden gewahlt:

MP 130 MMP-15_1 2

Genfamilie Sonde "b" Punkt “1”
der Sonde

inferne Gennummer Genname

Genfamilien:

CO: “House Keeping”

GP: G-Protein

MP: Metalloprotease

LIG: Ligand

OT: andere

PP: Phosphatase

STK: Serin/Threonin Kinase
UK: unbekannte Kinase

UP: unbekannte Phosphatase
YK: Tyrosin Kinase
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Gen/Sonde IAnzahI der Klone mit (% liber Durchschnittlich
erhohter Expression [Grenzwert |er Wert fiir
fiir erhohte [Schwarzung der
Expression|Punkte in diesen
Klonen

MP_13b_MMP-15_1_2 19,5 82 8,3
MP_1a_TIMP-1_1_1 18 180 21
STK_94a_MAPKK3_1_5 16,5 34 59
PP_44a PPX_1_3 16,5 18 23,5
STK 69a_GRK6_1 4 15,5 71 10,5
CO_19a_MHC-1_1_1 15,5 44 141,8
STK_167a_Rac-alpha_1_6 15,5 33 10,8
STK 79a IRAK-2 1 5 15 79 3,8
CO_1a_90k_1_1 15 43 63,4
MP_1c_TIMP-1_1_1 14,5 45 88,1
OT_32a EF-2 1 2 14,5 30 32,5
OT_13a_pBTUB_1_2 14,5 16 8,9
CO_30a_Vimentin_1_1 14,5 14 57,4
MP_1b_TIMP-1_1_1 14 43 115,6
GP_3a_alphai2S48C_1_1 14 42 21,3
STK_157a_PKN-H4_1_6 14 34 21,5
MP_3a_TIMP-3_1_1 14 26 6,9
OT_39a_IL1-beta_1_2 13 573 1,0
MP_6a_MMP-3_1_1 13 62 2,5
GP_5a_alphai2_1_1 13 35 15,0
STK_17a_Bcr_1_4 13 32 3,2
PP_94a_CDC25B_1_3 13 30 3,6
PP_42a PP5 1 3 13 22 3,1
STK_98b_MAST205 1_5 13 20 59
YK 62b RON_1 11 13 18 4,3
OT_47a_ADAM8_1 2 12,5 18 23,7
STK_167b_Rac-alpha_1_6 12,5 14 11,5
LIG_6a_TGFalpha_1_1 12 78 0,5
MP_2a TIMP-2_1_1 12 37 12,2
MP_2b_TIMP-2_1_1 12 37 13,0
OT_49a_ADAM15 1 2 12 32 6,6
OT_55a_Bcl-x_1_2 12 26 10,3
STK_162a_PLK-1_1_6 12 21 26,5
YK _17b_EphA2_1 9 12 16 9,9
STK _52a_DAPK_1_4 11,5 35 8,8
STK_254a_MAPKKK6_1_7 11,5 33 2,7
STK_93b_MAPKK2 1 5 11,5 21 14,9
ST 8a_SHB_1_3 11,5 15 6,3
OT_19a_Furin_1_2 11 60 1,6
STK _17b _Bcer 1 4 11 29 3,9
YK _43b_Hyl 1_11 11 18 8,4
STK_4b_AKT2_1 4 11 12 6,9
STK_308c_PKNbeta_1_8 10,5 49 1,6
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PP_53a_PTP-Meg2_1_3 10,5 42 2,2
CO_29a VHL_1_1 10,5 40 1,5
STK_91a_MAPKAPK2_1 5 10,5 10 6,5
OT_36a_neurolektin_1_2 10,5 10 83,7
STK_103a_MSTH1_1_5 10 255 0,4
STK_171a_*RSKHU2_1_6 10 43 9,4
PP_21c_PCP-2_1_2 10 30 3,6
CO_25a rS9 1_1 10 16 274.8
STK_104a_MLK3_1_5 9,5 35 51
YK _82b_Tyk-2_1_11 9 20 4,5
PP_78a_VH3 1_3 9 19 30,3
YK _66b_Rse_1_11 9 14 5,6
STK_224a_JNKK2alpha_1_7 9 9 6,4
PP_66b_PTPsigma_1_3 8,5 109 0,4
STK_266a_KIAA0135_1_7 8,5 33 0,6
STK_57c_ERK1_1 4 8,5 31 53
STK _14a_beta-ARK-1_1_4 8,5 25 3,3
STK_78a_IRAK_1_5 8,5 20 26,1
PP_87a_PTP-J_1_3 8,5 19 50
OT_37a_IL-4Stat 1_2 8,5 18 8,8
STK_96a_MAPKK5_1 5 8,5 7 2,6
YK 15b_Lyk 1.9 8 46 0,5
STK_57b_ERK1_1_4 8 35 7.1
PP_21a_PCP-2_1 2 8 30 1,0
STK_222a MSK2_1_7 8 30 4,8
YK _31a_FGFR_1_9 8 29 2,0
YK_13b_Csk 1 9 8 15 9,3
STK_237a_IKKgamma_1_7 8 13 4,7
CO_3a_beta-Aktin_1_1 8 8 114,1
MP_13c_MMP-15_1_2 7,5 48 0,5
LIG_2a VEGF_1_1 7.5 34 1,3
STK_133a_PIM-2h_1_5 7.5 18 4,0
YK_60a_Pyk-2xxx_1_11 7,5 18 3.1
STK 45a_CKll-alphaxxx_1_4 7,9 17 7.6
STK 211c_CAMKK_1_6 7.5 16 2,2
STK_100b_MKK7_1_5 7,5 15 4,7
STK_226a_AMPK-beta1_1_7 7.5 11 4,6
STK_267b_KIAAO0151_1_7 7.5 11 55
OT_48a_ADAM12_1_2 7 57 0,7
YK _79a_TrkC_1_11 7 52 1,8
YK _1a_Abl_1_9 7] 36 1,7
STK_276a_KIAA0561_1_7 7 29 1,0
YK _17a_EphA2_1 9 7] 27 0,9
OT_46a_PLM110_1_2 7 27 1,8
STK_57d_ERK1_1_4 7 23 51
STK 4a_AKT2_1_4 7] 18 13,9
ST 3a_Grb-2_1_3 7 18 141
STK_98a_MAST205 1_5 7 14 1,8
YK _32b_FGFR-2_1_9 7] 9 6,2
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LIG_17a_p91/ISGF-3_1_1 6,5 122 18,4
CO_2a_alpha-tubulin_1_1 6,5 40 274,8
STK 285a HsGAK 1 7 6,5 23 2,7
STK 110a_MST-3_1 5 6,5 21 29,9
STK _133b_PIM-2h_1_5 6,5 17 4,2
OT_34a _KIF-1c_1_2 6,5 16 27,5
STK _200a_MAPKAPK3 1 6 6,5 12 9,4
STK 46a_CKill-beta_1_4 6,5 10 31,6
OT_38a_IL1-alpha_1_2 6 90 2,0
PP_1a B23 1 2 6 20 40,2
ST_6a_PLCgamma_1_3 6 19 3,8
STK 122a PCTAIRE1_1 5 6 13 32,6
YK 9b Brk 1_9 6 11 3,9
STK 77a_ILK_1_5 6 10 26,5
STK 38a_CKl-delta_1 4 6 9 17,6
YK _1b_Abl_1_9 6 9 5,5
STK_131a_PHK-gammaT_1_5 6 8 3,5
YK 42a_ HER4_1_11 5,5 38 3,5
PP_33b_PP2A-Rb55 1 3 5,5 23 2,0
STK 92a_MAPKK1_1_5 5,5 22 1,3
STK 75a_IKK1_1 5 5,5 17 4,5
ST 5a SHC _1_3 5,5 12 26,9
YK_14b_EGFR_1_9 5,5 10 15,6
STK 252a PAK1- 5,5 2 43,7
PP_86b_PYST1_1_3 5 59 0,5
YK 39a_Hck_1_9 5 35 4,7
CO_15a_HPB_1_1 5 16 422.6
PP_24a PP1-Calpha_1_2 5 8 13,3
UK_11a_UK11_1_8 5 8 1,6
UP_2d PB-27_1 8 4.5 48 1,0
STK _267a_KIAAO0151_1_7 4,5 31 1,9
PP_64a_PTPkappa_1_3 4.5 29 1,4
YK 7b Blk_ 1.9 4,5 28 1,6
UP_3b PB-28 1 8 4,5 20 1,3
STK_124a PCTAIRE3_1_5 4.5 13 0,7
PP_57b PTP-SL_1_3 4,5 11 24,2
STK_135a_PITALRE_1_5 4,5 8 13,7
STK_272b _Dyrk4_1_7 4 136 21
YK 40a_HER2_1 9 4 49 2,3
ST _10a_Rafxxx_1_4 4 45 1,6
STK_85a_LIMK-1_1_5 4 36 6,0
YK 45b_IR_1_11 4 28 1,2
UK _10a_UK10_1_8 4 19 5,2
VP_11a_UL112-113_1_8 4 17 4.4
YK_57b_PDGFRalpha_1_11 4 13 49,6
YK _79b_TrkC_1_11 4 13 4,3
STK 210a_ARK2_1_6 4 11 20,3
STK_41a_CKl-gamma2_1_4 4 8 7.6
STK_24a_CaM-Kllgamma_1_4 4 8 3,0
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CO_14a_GPDH_1_1 4 7 272,4
GP_9a_GPIR-3_1_1 4 6 41,9
STK_274a_KIAAQ0537_1_7 4 6 6,2
STK_168b_Raf_1_6 4 3 10,8
STK_194b_p38betal_1 6 3,5 91 0,2
UP_1c_PB-26_1_8 3,5 41 1,2
STK_251a_lok_1_7 3,5 40 2,6
UP_2b PB-27_1_8 3,5 27 2,1
STK_175a_SGK_1_6 3,5 19 38,1
STK_93a_MAPKK2_1_5 3,5 16 22,4
CO_26a_Thymosinbeta_1_1 3,5 12 309,7
OT_24a_CK-8_1_2 3,5 11 139,6
PP_67b_PTPzeta_1_3 3,5 9 2,8
YK_27b_EphB4_1_9 3,5 8 3,3
STK_110b_MST-3_1_5 3,5 8 10,3
LIG_20a_rAR_1_1 3,5 5 4,3
GP_7a_GPIR-1_1_1 3,5 4 2,6
STK_239b_KIAA0687Nck- 3,5 3 9,6
STK_228a_PRKC-L_1_7 3 98 0,4
STK_191a_ ZPK 1 6 3 71 0,3
UP_1d_PB-26_1_8 3 29 5,3
UP_1a_PB-26_1_8 3 24 2,9
STK_11a_AMPK-alpha1_1_4 3 20 0,7
UP_2c _PB-27_1_8 3 19 24
YK_24a_EphB1_1_9 3 18 1,0
PP_36a_PP2B-Cbeta_1_3 3 14 3,0
UP_1b_PB-26_1_8 3 12 3,2
STK_250a_MSSK1_1_7 3 9 3,5
YK_93a_FGFR-3xxx_1_12 3 8 1,6
UK_21a_UK21_1_8 3 8 2,5
CO_10a_myc_1_1 3 7 83,5
PP_65c_PTPmu_1_3 3 6 9,9
STK_132b_PIM-1_1_5 3 5 18,7

Tab. 2 Liste der Gene mit erhohter Expression in den resistenten Klonen
Nur Gene, von denen beide Punkte einer Sonde liber dem Grenzwert fur erhohte

Expression lagen, wurden in die Liste aufgenommen. Fiir die Anzahl der Klone mit
erhohter Expression wurde der Durchschnitt aus beiden Punkten einer Sonde gebildet.
Verschiedene Sonden fiir ein Gen wurden in der Tabelle belassen. Die prozentuale

Steigerung iiber dem Grenzwert bezeichnet den Median der Steigerungen in den

Klonen mit erhdhter Expression.
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Gen/Sonde Anzahl der % unter Durchschnittlicher
Klone mit Grenzwert fiir |Wert fir
verminderter |verminderte Schwarzung der
Expression |[Expression Punkte in der

Referenzzellinie

(Hela S3)
STK_112a_Ndr_1_5 19,5 59 5,7
YK_90c_hPTK_1_11 19 161 8,5
STK 59b_ERK3_1 4 19 159 5,6
CO_27a_Topoisomerase2_1 1 19 143 43,7
PP_81c_AZP- 19 92 15,7
ISredacidphosphatase 1 3
PP_25a PP1-Cbeta_1 2 19 45 31,5
CO_21a_PCNA_1_1 19 27| 23,7
STK_118b_p160ROCK_1_5 18,5 333 3,0
PP_25b_PP1-Cbeta_1_2 18,5 161 9,4
PP_72b_TC-PTP_1_3 18,5 155 3,9
PP_81b_AZP- 18 121 20,2
ISredacidphosphatase 1 3
STK 217a_ CHK1_1 6 18 104 3,9
STK_294a_AMP- 18 81 71
activatedproteinkinaseal-

pha1subunit 1 7

PP_108a_YVH1_1_3 18 72 11,5
STK_164a_PRK-2_1_6 18 57 6,2
STK _257b_hSLK_1_ 7 17,5 177 2,3
STK_189b_WEE1_1_6 17,5 73 3,9
STK_36a_CKl-alpha_1_4 17,5 49 21,3
STK_136a_PK38_1_5 17,5 30 12,4
STK_118a_p160ROCK_1_5 17 208 3,1
CO_4a BRCA1_1_1 17, 99 6,3
STK_170a_RICK_1_6 17 90| 3,1
STK_153a_PKC-iota_1_6 17 74 7,7
STK_136b_PK38_1_5 17, 56 6,9
STK_176a_SLK 1_6 17 41 8,8
STK_115a_NEK3_1 5 16,5 234 1,2
STK_215a_MAD-3likePK_1_6 16,5 104 3,9
STK 201b_NIk_1 6 16,5 82 1,8
STK_199b_TAK1_1_6 16,5 53 9,8
UP_7b_PB-32_1 8 16 178 7,0
STK_153b_PKC-iota_1_6 16 156 5,0
STK_198a_HsCdc7_1_6 16 138 51
STK_215b_MAD-3likePK_1_6 16 90 5,3
STK_180a_SRPK-2_1_6 16 70 2,8
PP_81a_AZP- 16 55 26,0
ISredacidphosphatase 1 3

STK_97a_MAPKK6_1_5 16 54 4,2
STK 81c_JNK2_1 5 16 52 10,5
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STK_199c_TAK1 1 6 16 37 11,4
STK 63a_ GCK_1 4 15,5 324 34
STK_59a_ERK3_1 4 15,5 285 9,0
STK_277a_KIAA0619 1 7 15,5 239 4.4
PP_46a_Pten_1_3 15,5 70 5,6
STK_321a_TIP30_1_8 15,5 53 12,6
YK_90b_hPTK_1_11 15 301 53
STK_129a_PHK-beta 1 5 15 246 3,7
OT 33a Enx-1_1 2 15 187] 2,9
STK_165b_PRP4m_1_6 15 156 6,4
STK_214a_Bub1 1 6 15 121 6,5
PP_72a_TC-PTP_1_3 15 59 1,9
STK_114a_NEK2_1 5 15 37| 8,5
STK_258b_PK428 1 7 14,5 237 1,3
STK 83a_KHS 1 5 14,5 121 3,1
PP_98b PIR1_1 3 14,5 51 7.8
PP_43a PP6_1 3 14,5 30 8.4
OT 6a_HSP86_1 2 14 943 9,1
STK_105a_MNB_1_5 14 90| 3,9
YK_47b_Jak-1_1_11 14 78 6,4
GP_8a_GPIR-2_1_1 14 15 20,2
STK_187a_VRK1_1 6 13,5 286 1,9
STK _34a_CHED_1 4 13,5 75 2,6
STK_175a_SGK_1 6 13,5 70 30,5
PP_98a PIR1_1 3 13,5 42 53
CO_18a_HPRT_1_1 13,5 29 10,3
STK_71a_GSK-3beta_1 4 13,5 22 3,8
STK_186a_TTKxxx_1_6 13 465 1,7
UK _6¢c_PB-11_1 8 13 168 2,9
PP_73a Tep-1_1 3 13 124 5,9
STK_189a_WEE1 1 6 13 67| 3,2
PP_28b_PP2A-Cbeta_1 2 13 33 9,0
YK_55¢_MET_1_11 12,5 727| 4.9
UK_20a_UK20 1 8 12,5 282 1,3
STK_255a_GLK_1_7 12,5 140 1,6
STK_180b_SRPK-2_ 1 6 12,5 127| 2,5
STK_258a_PK428 1 7 12 254 1,8
STK_216b_SIK_1_6 12 154 17,6
UK _6d_PB-11_1 8 12 63 33
STK_168b_Raf 1 6 12 19 8,8
STK _32b CDK7 1 4 11,5 195 9,5
STK_26b_CDC2_1 4 11,5 168 8,5
STK _31a CDK6 1 4 11,5 137] 1,3
PP_45c Pri-1_ 1 3 11,5 74 22,1
PP_45b Prl-1 1 3 11,5 69 24,8
YK_8b_Bmx_1_9 11,5 44 12,1
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STK 243a_ DRAK1_1_ 7 11,5 38 4,2
STK_238a_cyclinK_1_7 11,5 31 3,9
STK _127a_PHK-alphaL_1_5 11,5 24 2,3
STK _172a_p70S6K_1_6 11 824 2,4
YK _83b_Yes_1_11 11 661 1,7
STK 179a_SRPK-1_1_6 11 504 2,3
STK _255b GLK_1_7 11 278 1,9
STK 23a_CaM-Klldelta_1 4 11 216 3,0
YK _67b_Ryk 1 _11 11 166 5,1
PP_97a_PRL-3_1_3 11 74 65,7
STK 81b_JNK2_1 5 11 65 8,4
PP_26a_PP1-Cgamma_1_2 1" 59 23,8
STK 270a_Dyrk2_1 7 11 37 1,5
PP_28a PP2A-Cbeta_1 2 11 8 14,4
STK_272a_Dyrk4_1_7 10,5 135 2,5
YK _67c_ Ryk 1_11 10,5 125 5,8
OT _11a_G-25 1.2 10,5 45 8,6
GP_7a_GPIR-1_1_1 10,5 32 2,1
STK _203a_KIAA0834_1_6 10 589 2,7
STK_54a_DNA-PKcN4_1_4 10 321 4,3
STK _108a_MST-1_1 5 10 275 24
STK 76a_IKK2_1_5 10 16 4,0
YK _90d_hPTK_1_11 9,5 736 3,1
STK_169b_RCK_1_6 9,5 433 1,2
PP_71b_Shp-2 1 3 9,5 219 7.9
ST 13a_nck 1 4 9,5 201 5,9
CO_7a CD24 1 1 9,5 71 3,4
STK 270b_Dyrk2_1 7 9,5 62 2,5
STK _70a_GSK-3alpha_1_4 9,5 19 4,8
CO_28a_Transferrin_1_1 9 1005 4.5
STK_54b_DNA-PKcN4_1 4 9 664 2,5
STK 269a_MTK1_1_7 9 305 1,1
LIG_3a_ ACTH_1_1 9 188 6,1
PP_40a_PP2C-alpha_1_3 9 167 3,6
STK 216a_SIK_1 6 9 157 12,3
STK 199a TAK1_1 6 9 100 3,8
PP_34a_PP2A-Rb65_1_3 9 60 2,6
STK 264a Myt1_1 7 9 18 3,6
PP_64c PTPkappa_1_3 8,5 649 1,8
CO_28b_Transferrin_1_1 8,5 522 4,9
STK 246a_S6K-2_1 7 8,5 76 1,3
STK_128a_PHK-alphaM_1_5 8,5 50 2,7
STK _117a_NRK2_1_5 8 856 2,9
STK _196b_PRAK 1 _6 8 827 3,5
PP_51b_PTP-H1_1_3 8 805 1,4
STK _309b_SID6-1512_1_8 8 715 2,2
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STK 7a_ALK-3_1_4 8 487 1,5
STK _260a_p150AdaptorProtein_1_7 8 306 3.4
PP_6b_Dep-1_1_2 8 274 2,5
PP_54b PTP-Pest 1 3 8 188 10,3
STK_108b_MST-1_1_5 8 171 4,0
STK_239b_KIAA0687Nck- 8 97 7.4
interactingkinase 1 7

PP_45a_Prl-1_1_3 8 80 13,1
STK _250a_MSSK1_1_7 8 27 2,1
OT_15a_RNP-K_1_2 8 26 42,2
PP_78a_VH3_1_3 8 17| 17,9
OT_23a_TAP-2_1 2 8 8 14,5
OT_46a_PLM110_1_2 7,5 408 0,9
STK 280a_CASK_1_7 7,5 285 1,4
ST 9a_GAP_1_4 7,5 226 2,9
PP_31a_PP2A-Ra55_1_2 7,5 223 1,3
STK_126a_PDK1xxx_1_5 7.5 74 3,3
PP_80a_VHR_1_3 7,5 55 1,5
STK _72a_hPAK1_1 4 7.5 51 2,7
STK_132a_PIM-1_1_5 7.5 22 11,8
STK_104a_MLK3_1_5 7,5 20 3,1
OT_26a_annexin_1_2 7,5 11 120,6
STK_119a_p38_1_5 7 1023 2,6
PP_50b_PTP-D1_1_3 7 710 1,3
STK _74a_HPK1_1_5 7 223 1,0
LIG_17a_p91/ISGF-3_1_1 7 188 6,6
PP_38a_PP2B-R_1_3 7 180 4.1
CO_10a_myc_1_1 7| 28 64,6
STK _275b_KIAA0551_1_7 7 15 3,3
PP_1a_B23 1_2 7 15 254
UK 1a_PB-2_1_8 7 15 20,5
STK_73b_hPAK2_1_4 7 11 6,2
STK 283b_EPK2_1_7 6,5 403 21
STK_199d_TAK1_1_6 6,5 77 3,4
YK _53b_Lyn_1_11 6,5 75 41
STK 43a_CKIGX5_1_4 6,5 36 4,2
STK_45a_CKll-alphaxxx_1_4 6,5 31 55
STK_143b_PKA-Rllalpha_1_5 6,5 15 3,2
OT_17a_Ezrin_1_2 6,5 9 31,8
STK_159a_PKU-alpha_1_6 6 910 2,8
STK 248c_Chk2_1_7 6 296 24
STK_141a_PKA-Rlalpha_1_5 6 205 8,0
STK 27a_CDK2_1_4 6 105 5,7
PP_37a_PP2B-Cgamma_1_3 6 60 1,9
STK_206a_Mnk1_1_6 6 42 23
STK 26a_CDC2_1 4 6 25 29,7
STK _267b_KIAA0151_1_7 6 16 4,5
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STK _301a_PSK_1_7 6 13 12,0
STK_16a_B-Raf _1_4 6 11 5,0
PP_65b_PTPmu_1_3 5,5 509 54
CO_29a_VHL_1_1 5,5 299 0,8
PP_65¢c_ PTPmu_1_3 5,5 263 5,6
STK 248a_Chk2_1_7 5,5 174 3,4
STK_44a_CKll-alpha_1_4 5,5 66 6,7
STK_272c_Dyrk4_1_7 5,5 44 23
GP_12a_GPIR-6_1_1 5,5 28 28,9
PP_24a_PP1-Calpha_1_2 5,5 22 9,9
GP_10a_GPIR-4_1_1 5,5 18 25,2
GP_11a_GPIR-5_1_1 55 16 42,8
STK_30a_CDK5_1_4 5,5 7] 3,8
STK_300a_KIAA0630_1_7 5 1007 3,0
STK 242a_S6K-1I_1_7 5 776 3,3
YK_94b_KIAA0641_1_12 5 586 24
PP_67b_PTPzeta_1_3 5 374 1,5
STK_99a_MDPK_1_5 5 279 1,3
CO_17a_Histon3.3_1_1 5 17| 27,2
STK_1b_A-Raf-1_1_4 5 17] 20,3
OT 4a_ARa_1_2 5 10 28,2
STK_210a_ARK2_1_6 5 8 14,3
OT_14a_pHE-A1_1_2 4,5 547 23
STK 9a_ALK-5_1_4 4,5 380 21
STK_202b_ULK1_1_6 4,5 141 0,8
STK 77a_ILK_1_5 4,5 50 18,8
PP_47b_PTP-1B_1_3 4,5 20 6,6
STK_130a_PHK-gammaM_1_5 4,5 11 13,7
STK 48a_CLK2_1 4 4 623 1,8
LIG_20a_rAR_1_1 4 407 1,9
PP_42a PP5_1_3 3,5 612 1,8
STK_24a_CaM-Kllgamma_1_4 3,5 172 1,9
STK_110b_MST-3_1_5 3,5 57 71
STK_132b_PIM-1_1_5 3,5 7| 14,6
YK_1b_Abl_1_9 3 715 2,8
STK_138b_PKA-Calpha2_1_5 3 560 24
STK_137a_PKA-Calpha_1_5 3 530 1,9
STK_285a_HsGAK_1_7 3 292 1,3
STK_290a_Ste- 3 31 8,5
20likeproteinkinase3 1 7

Tab.3 Liste der Gene mit verminderter Expression in den resistenten Klonen

Nur Gene, von denen beide Punkte einer Sonde unter dem Grenzwert fiir erniedrigte
Expression lagen, wurden in die Liste aufgenommen. Fiir die Anzahl der Klone mit
niedrigerer Expression wurde der Durchschnitt aus beiden Punkten einer Sonde gebildet.
Verschiedene Sonden fiir ein Gen wurden in der Tabelle belassen. Die prozentuale Steigerung
unter dem Grenzwert bezeichnet den Median der niedrigeren Werte in den Klonen mit
niedrigerer Expression. Bezeichnungen wie bei Liste der induzierten Gene.
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3.2.1. Gruppieren der Gene

Zur weiteren Analyse der Expressionsdaten wire eine Gruppierung in Gene, die
zusammen reguliert werden, sehr niitzlich. Eine gemeinsame Regulation lieBe auch
auf eine gemeinsame Funktion schlieBen. Wenn mehrere Gene z. B. in Klon 1
zusammen stérker exprimiert werden, in Klon 2 unveridndert in der Expression sind
und in Klon 3 wieder gemeinsam stirker exprimiert werden, dann kann man
vermuten, daBl die verstirkte gemeinsame Expression der Gene fiir den
antiapoptotischen Phénotyp von Klon 1 und 3 verantwortlich ist. In je mehr Klonen
diese gemeinsame Regulation der beiden Gene auftritt, desto wahrscheinlicher ist
auch eine gemeinsame Funktion in der Zelle. Aus diesem Grund wurden mit Hilfe des
Programms Cluster die Expressionsprofile der Sonden durch einen hierarchischen
Gruppierungsalgorithmus verglichen (Eisen et al., 1998). Dabei wurden die Sonden
mit dhnlichen Expressionsprofilen in einem Dendrogramm auf benachbarten Zweigen

dargestellt (Abb. 30).
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STK 94a MAPKK3 1 5

Abb. 30 Gruppieren der Gene nach ihren Expressionsprofilen

a) Dendrogramm aller gruppierten Gene. b) Ausschnitt aus a) — die Gene, die auf
benachbarten Zweige gruppiert wurden sind dargestellt

griin: niedrige Expression schwarz: mittlere Expression rot: hohe Expression

Hela S3 I a :RNA Préparation I von Hela S3, Filter a
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Auch die Zellinien wurden auf Grund der Ahnlichkeit ihrer Expressionsdaten
gruppiert. Ahnlichkeit der Expressionsdaten heiBt in diesem Fall, daB die Klone, die
dhnliche Gengruppen exprimieren, auch als dhnlich eingestuft werden. Dadurch
kénnen also unterschiedliche Gruppen von Klonen erkannt werden, die auf Grund
unterschiedlicher antiapoptotischer Mechanismen resistent gegen Apoptose sind. Wie
erwartet werden die 4 Filter der zwei unabhéngigen cDNA-Praparationen von Hela S3
auf diese Art dicht zusammen gruppiert. Nur Klon 2 ist nicht von der cDNA
Préparation 1 zu unterscheiden. Die Apoptose resistenten Klone und die
Ausgangszellinie Hela S3 sind in 3 Hauptgruppen zu finden. Zusammen gruppiert
sind folgende Zellinien:

Gruppe 1:

Klon 19, 15, 22, 3, 11, 21,9, 5

Gruppe 2:

Klon 35, 36, 58, 34, 40, 8

Gruppe 3:

Klon 20, 14, 18, 2, 6, 17, Hela S3 1I a, Hela S3 I b, Hela S3 Ia, 2, Hela S3 Ib

Somit wurden Gruppen von Genen gefunden, die stirker in den resistenten Klonen
exprimiert werden und ein dhnliches Expressionsprofil in den untersuchten Zellinien
aufweisen

Das Computerprogramm Cluster kann die Gene und Zellinien mit unterschiedlichen
Benutzer-definierten Einstellungen gruppieren. Diese unterschiedlichen Einstellungen
waren z. B. die Filtermoglichkeiten, mit denen die Gene herausgefiltert wurden, die
iiberhaupt zuverldssig gruppiert werden konnen. Oder sie betrafen die genauere
Spezifikation des mathematischen Algorithmus zum Gruppieren. Ein Andern der
Einstellungen bewirkte auch teilweise unterschiedliche Gruppierungen der Gene. Es
gab aber auch Gene, die unabhingig von den Einstellungen immer zusammen
gruppiert wurden.. Diese Gengruppen wurden als stabile Gruppen angesehen, deren
Zusammensetzung nicht durch willkiirliche Einstellungen in dem Computerprogramm
beeinfluBt werden konnte und deren Gruppierung daher objektiver war als die anderer
Gengruppen. Als weiteres MaB3 fiir die Zuverldssigkeit einer Gruppe wurde der
Korrelationskoeffizient ~verwendet. Dieser beziffert die Ahnlichkeit der
Expressionsprofile einer Gruppe. Der Koeffizient liegt zwischen -1 (genau

entgegengesetzte Profile) bis 1 (identische Profile). Fiir weitere Betrachtungen



3. Ergebnisse 105

wurden nur die stabilen Gengruppen verwendet, die sich durch einen
Korrelationskoeffizienten von 0,7 oder hoher auszeichnteten.

In Abbildung 31 sind die so identifizierten Gengruppen aufgefiihrt. Die Gruppen
beinhalten zum Grofteil die Gene, die in den Klonen stirker exprimiert werden und

deshalb zur Apoptoseresistenz beitragen konnten.
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Abb. 31 Gengruppen der Apoptose resistenten Klone
Gene, die mit der gleichen Farbe unterstrichen wurden, konnten auch in einer Gruppe in
Plattenepithelkarzinomzellinien gefunden werden
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Wenn Krebszellen im Kdrper eine dhnliche Selektion auf Apoptoseresistenz erfahren
wie in diesem experimentellen Ansatz die Hela S3 Zellen, so konnten die
»Apoptoseresistenz-Gengruppen® auch in anderen Krebszellen auftreten. Um das zu
untersuchen wurden c¢cDNA Arrays mit den cDNA’s von 10 Zellinien aus
Plattenepithelkarzinomen hybridisiert. Plattenepithelkarzinome wurden gewéhlt, weil
auch Hela S3 aus ecinem Plattenepithelkarzinom der Cervix etabliert wurde. Die
ausgewdhlten Plattenepithelkarzinomzellinien waren die Larynx-Karzinome HLaC78,
HLaC79, UMSCC-17A, UMSCC-17B, die Pharynx-Karzinome UMSCC-10A,
UMSCC-10B, UMSCC-22A, UMSCC-22B, FaDu und das Harnblasenkarzinom
SCaBER. In Abbildung 31 sind die Gene, die sowohl in den hier dargestellten
Apoptose resistenten Klonen als auch in den Plattenepithelkarzinomzellinien
zusammen gruppieren, durch farbige Unterstreichung hervorgehoben. Wie aus der
Abbildung zu ersehen gibt es wirklich Gengruppen, die sowohl in den Apoptose
auch

resistenten Klonen als in den anderen Plattenepithelkarzinomzellinien

vorkommen. Die so gefundenen Gengruppen sind in Tabelle 4 nochmals aufgefiihrt.

Gen Beschreibung Referenz Anzahl der
antiapoptot
ischen
Klone mit
verstirkter
Expression

Gruppe 1
YP_PTP-SL Tyrosinphosphatase, kann Erk|(Pulido et al,|5
dephosphorylieren und | 1998)
inaktivieren
OT Kif-1c Motorprotein der Kinesin-Familie |(Dorner et al,|7

1998; Dorner et
al., 1999)

STK MAPKAPK-3 MAP-Kinase aktivierte Kinase, |(Tanoue et al, |7
aktiviert von p38 MAP-Kinase 2001)

AD SHB Adapterprotein,  enthdlt  SH2-|(Welsh et al.,|12
Dominen und  bindet  an|1994)
aktivierten PDGF-Rezeptor

Gruppe 2

STK IRAK bindet und wird aktiviert durch |(Cao et al., 1996; | 15
Interleukin-Rezeptoren, die NFkB | Li etal., 2001b)
aktivieren konnen

STP PPX dephosphoryliert und aktiviert | (Huetal., 1998) |17
NFkB

STK IKKgamma Teil des Kinase-Komplexes, der |(Rothwarf et al., |8

NFkB aktiviert

1998)
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Gruppe 3
STK Ber besitzt Serin/Threonin-Kinase — (Diekmann et al., | 13
Aktivitdt und GAP-AKktivitét fiir 1991; Maru and
p2lrac Witte, 1991)
MP_Adam 15 Metalloprotease, die auch an (Kratzschmar et | 12
Integrine bindet al., 1996; Nath et
al., 1999)
STK_MAPKK3 aktiviert p38 MAP-Kinase (Derijard et al., | 17
1995; Ichijo et
al., 1997; Mori-
guchi et al., 1996;
Rane et al., 2001)
Gruppe 4
MP_MMP-15 Transmembran-Metalloprotease, (Butler et al., | 20
prozessiert wahrscheinlich pro- 1997; Will and
Gelatinase A (MMP-2) Hinzmann, 1995)
MP_Timp-1 hemmt verschiedene (Alexander et al., | 18
Metalloproteasen, wirkt mitogen 1996; Li et al.,
und/oder antiapoptotisch in 1999b)
verschiedenen Zellen
Gruppe 5
STK_GRK-6 phosphoryliert und desensitiviert | (Dale et al., 2000) | 16

Agonist-gebundene G-Protein
gekoppelte Rezeptoren

STK_MAST205

bindet an Mikrotubuli und
[32—Syntrophin

(Lumeng et al., | 13
1999; Walden

and Cowan,
1993)
Gruppe 6
MP_Adam-8 Transmembranmetalloprotease, (Schlomann et | 13
die durch TNF-a induziert wird al., 2000;
Yoshiyama et al.,
1997)
STK ZIP Homolog von DAP-Kinase, kann |(Kawai et al,|keine
Apoptose auslosen 1998)
Gruppe 7
OT Bcl-X beeinfluflt Apoptose durch siche Abb.l und |12
Hemmung der Freisetzung von Abschnitt 1.2.
proapoptotischen mitochondrialen
Faktoren
YK Axl Rezeptortyrosinkinase (O'Bryan et al.,[keine

1991)

Tabelle 4 Gengruppen, die sowohl in den Apoptose

den Plattenepithelkarzinomzellinien vorkommen

resistenten Klonen als auch
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3.2.2. Validierung der antiapoptotischen Gene

Ob die in den Klonen stirker exprimierten Gene auch tatsdchlich fiir den
antiapoptotischen Phénotyp verantwortlich sind, konnte iiberpriift werden, indem
diese Enzyme gehemmt wurden. Die Hemmung sollte eine verstirkte Apoptose
verursachen, da die antiapoptotische Wirkung vermindert wurde, und der Anstieg der
Apoptose sollte in den Klonen grofer sein als in Hela S3, weil die gechemmten Gene
wegen ihrer stirkeren Expression einen groferen Einflul auf die Resistenz gegen

Apoptose haben sollten.

3.2.2.1. Verwendung niedermolekularer Inhibitoren

Dazu wurden niedermolekulare spezifische Inhibitoren verwendet. Es wurden
Inhibitoren gegen die MAP-Kinase Kinase 1/2 (MAPKK1/2) verwendet (PD 98059),
gegen die p38 MAP-Kinase (SB 202190), gegen den PDGF-Rezeptor (AG 1295),
gegen FGF-Rezeptoren (SU 5402) und die PI3-Kinase (Wortmannin).

MAPKK?2 wird in 12 Klonen durchschnittlich 20% stdrker exprimiert als in der
Ausgangszellinie Hela S3.

Der p38 Inhibitor wurde verwendet, weil in 17 Klonen die MAP-Kinase Kinase 3
etwa 30% stirker exprimiert wird und diese die p38 MAP-Kinase aktiviert (Derijard
et al., 1995).

Der Inhibitor AG 1295 wirkt sowohl gegen die a als auch die f—Untereinheit des
PDGF-Rezeptors. Die a—Untereinheit wird in 4 Klonen mit 13% iiber dem Grenzwert
fiir verstirkte Expression exprimiert.

Der Inhibitor SU 5402 wirkt gegen alle FGF-Rezeptoren und wurde verwendet, weil
die Expression des FGF-Rezeptor-1 in 8 Klonen 30% und die des FGF-Rezeptors-2 in
7 Klonen 9% tiber dem Grenzwert fiir erhohte Expression liegt.

Als weiterer Inhibitor wurde AG 1478 verwendet, das spezifisch den EGF-Rezeptor
hemmt. Der EGF-Rezeptor wird in 6 Klonen 10% iiber dem Grenzwert exprimiert.
Wortmannin hemmt durch die Inhibition der PI3-Kinase den AKT-Signalweg. AKT1
ist in 16 Klonen 33% starker exprimiert und AKT2 in 11 Klonen 11%.
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Fiir die Experimente wurden die Klone 14, 19 und 36 verwendet, weil sie die drei
Hauptgruppen der Zellinien repréisentieren, die durch die Gruppierung der Gene und
Klone ermittelt wurden (s. Abb. 31).

Abbildung 32 zeigt, dal der EGF-Rezeptor-Inhibitor kaum Einflufl auf die Apoptose
der Klone hat. Lediglich in Klon 14 konnte eine leichte Erhohung der Apoptoserate
von etwa 50% festgestellt werden.

Die Hemmung von MAPKK1/2 fiihrt in Hela S3 und Klon 19 zu einer dhnlichen
Steigerung der Apoptoserate von ungefahr 100 %. In den Klonen 14 und 36 dagegen
bewirkt die Hemmung eine Verdreifachung des Anteils der apoptotischen Zellen. Das
heilt, in diesen Klonen trigt die MAPKKI1/2 tatsdchlich verstirkt zum
antiapoptotischen Phénotyp bei.

Der p38 MAP-Kinase Inhibitor SB 202190 bewirkt bei Hela S3 wie der MAPKK-
Inhibitor PD 98059 eine Verdopplung des Anteils apoptotischer Zellen. In Klon 19
bewirkt SB 202190 eine dhnliche Zunahme an apoptotischen Zellen. In den Klonen
14 und 36 bewirkt der Inhibitor dagegen eine Vervierfachung der Apoptoserate.
Hemmung des PDGF-Rezeptors beeinflult die Apoptoserate in Hela S3 und Klon 19
wiederum dhnlich (30%ige Steigerung in Hela S3, 50%ige Steigerung in Klon 19). In
Klon 14 konnte eine Vervierfachung des Anteils apoptotischer Zellen beobachtet
werden und in Klon 36 eine Verdopplung.

Der FGF-Rezeptor-Inhibitor SU 5402 verursacht eine Verdopplung des Anteils
apoptotischer Zellen in Hela S3, eine Verdreifachung in Klon 19, eine Vervierfachung
in Klon 14 und mehr als eine Verdopplung in Klon 36.

Wortmannin fiihrt zu Verdopplungen der Apoptoseraten in Hela S3 und Klon 19, zu
einer Vervierfachung in Klon 14 und nicht ganz zu einer Verdopplung in Klon 36.

Die Klone zeigten damit die erwartete starkere Induktion der Apoptose bei Hemmung
der Signalmolekiile als Hela S3. Inwieweit sich die Induktion zwischen den Klonen
und Hela unterschied, korrelierte mit der allgemeinen Apoptosesensitivitit. Die Klone
mit der ausgeprigteren Apoptoseresistenz, Klon 14 und Klon 36, zeigten auch eine
stirkere Verdnderung der Apoptoserate bei Inkubation mit den Inhibitoren als Hela S3

und der Klon mit der geringsten Apoptoseresistenz, Klon 19.
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4. Diskussion

4.1. Der Mechanismus der c-Kit vermittelten Apoptose

Das Melanom ist eine Hautkrebsart, die durch Entartung von Melanozyten in der Haut
entsteht. In den letzten Jahren stieg die Anzahl der diagnostizierten malignen
Hautkrebsfélle unter hellhdutigen Menschen stirker an als andere Krebsarten. Bei
einer frithen Erkennung, d.h. bevor der Tumor metastatisch und damit maligne wird,
sind die Heilungschancen sehr hoch. Wird aber schon metastatischer Tumor
diagnostiziert, so besteht kaum Aussicht auf Heilung, weil maligne Melanome nicht
gegen bisher verwendete Chemotherapeutika oder Bestrahlung empfindlich sind
(Herlyn, 1990). Da Chemotherapeutika und Bestrahlung in Krebszellen durch
Auslosen von Apoptose wirken konnen, scheint die Resistenz der Melanomzellen
gegen Apoptose eine Ursache fiir den geringen Behandlungserfolg zu sein. Eine
Wiederherstellung der Apoptoseempfindlichkeit in den Melanomzellen konnte
deshalb die Therapie wesentlich verbessern. Die Regulation von Apoptose in
Melanomzellen durch die Rezeptortyrosinkinase c-Kit wurde aus diesem Grund néher
untersucht.

In diesem Labor und in anderen wurde eine verringerte oder keine nachweisbare
Expression von c-Kit in Melanomzellen festgestellt, obwohl dieser Rezeptor in den
nicht transformierten parentalen Zellen, den Melanozyten, stark exprimiert wird
(Gutman et al., 1994; Lassam and Bickford, 1992; Ohashi et al., 1996; Winkler,
1994). Eine ektopische Reexpression von c-Kit in Melanomzellen und anschlieBende
Stimulation mit SCF fiihrte zu Apoptose (Winkler, 1994). Auch in vivo bei Wachstum
von c-Kit exprimierenden Zellen in Nacktméusen konnte vermehrte Apoptose und
damit verringertes Wachstum des Tumors beobachtet werden (Huang et al., 1998;
Huang et al, 1996). Auf Grund dieser Untersuchungen konnte man c-Kit in
Melanozyten als Tumorsuppressor ansehen, der eine Transformation der Zellen
verhindert, indem er Apoptose auslost, wenn die Zellen transformiert werden. Die
verminderte Expression von c-Kit wire demzufolge notwendig, um die
Transformation der Melanozyten zu ermoglichen. Eine genauere Kenntnis des
Mechanismus der Apoptoseauslosung durch c-Kit konnte weitere Einblicke in die
Regulation von Apoptose ermdglichen und Ansatzpunkte fiir eine Therapie von

Melanomen liefern.



4. Diskussion 112
Da zuvor die Effekte nur in zwei Zellinien bei einer hohen ektopischen c-kit
Konzentration beobachtet wurden, mufite die physiologische Relevanz der
Apoptoseauslosung durch c-Kit zuerst untersucht werden (Winkler, 1994; Huang et
al., 1996). Dazu wurden 6 weitere Melanomzellinien verwendet, die c-Kit ektopisch
stabil auf einem Niveau exprimieren, das vergleichbar ist mit dem in Melanozyten.
Die Zellinien waren Paare von jeweils einem primdren Melanom und einer Metastase
aus 3 Patienten, so daBl auch Unterschiede zwischen den Tumorstadien erforscht
werden konnten. Bei Stimulation des c-Kit Rezeptors in diesen Zellinien mit seinem
Liganden SCF starben die Zellen oder zeigten eine deutliche Wachstumshemmung.
Ein Unterschied zwischen primiren und metastatischen Melanomen konnte nicht
beobachtet werden. Im Unterschied zu den c-Kit sehr stark exprimierenden Zellen HS
294T pLEN-c-Kit aus der fritheren Arbeit (Winkler, 1994), dauerte es mit zwei
Wochen doppelt so lange, bis man einen deutlichen Effekt sah. Das zeigt, dal der c-
Kit Rezeptor auch bei einer geringeren, physiologischen Konzentration in
Melanomzellen apoptotisch wirken konnte und unterstreicht die angenommene
Tumorsuppressorfunktion in diesem System.

Drei Bedingungen mufiten beachtet werden, damit die Zellen nach SCF-Stimulation
starben. Die Zellen mufiten bei einer niedrigen FCS-Konzentration gehalten werden,
und sie durften nicht zu konfluent werden (Daten nicht gezeigt). Sowohl FCS als auch
Zell-Zell-Kontakte 16sen antiapoptotische Signale aus. Die Unterdriickung
antiapoptotischer Signale war deshalb eine Voraussetzung fiir die Auslosung von
Apoptose durch SCF. AuBlerdem durfte das Zellkulturmedium wéhrend des Assays
nicht gewechselt werden unabhidngig davon ob es gegen frisches Medium oder
verbrauchtes ausgewechselt wurde. Das heif3it, nach SCF-Stimulation akkumuliert ein
Faktor im Zellkulturiiberstand, der zur Apoptose der Zellen fiihrt. Das wiirde auch
erkldren, warum die Zellen so lange mit SCF stimuliert werden miissen (1 Woche,
sieche oben), bis sie beginnen zu sterben. Erst nach einer bestimmten Zeit ist die nétige
effektive Konzentration des Faktors im Uberstand erreicht, die zur Apoptose fiihrt.
Ein weiterer Beweis fiir die Anreicherung eines apoptotischen Faktors im Uberstand
konnte erbracht werden durch die Wachstumshemmung von c-Kit nicht
exprimierenden Melanomzellen durch Inkubation mit SCF-konditioniertem Uberstand
von c-Kit exprimierenden Melanomzellen. Es wurde Uberstand verwendet, der unter
den gleichen Bedingungen gewonnen wurde, unter denen der apoptotische Effekt von
SCF detektiert wurde. Der Uberstand wurde 4 Tage konditioniert, also gewonnen

bevor die ersten Zellen abstarben. Dadurch wurde verhindert, daB eine mogliche
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Wachstumshemmung durch den zytotoxischen Zellinhalt der sterbenden Zellen
verursacht wurde. Das Wachstum mit dem konditionierten Ubestand wurde
reproduzierbar um 20-30% verringert.

Es sind einige Liganden bekannt, die Apoptose oder Wachstumshemmung ausldsen
konnen und deshalb in den Melanomzellen nach Stimulation mit SCF sezerniert
werden konnten. Dazu zdhlen Liganden der TNF-Familie, die Apoptose ausldsen
konnen wie TNF-a, Fas-L und TRAIL (Dollbaum et al., 1988; Suda et al., 1993;
Wiley et al., 1995) und die Zytokine TGF-3, OSM, IL-1, INF-a und INF-y, die das
Wachstum von Zellen hemmen und ebenfalls apoptotisch wirken kdnnen (Hayashi et
al., 1997; Manning et al., 1991; Zarling et al., 1986). Die genannten Zytokine wurden
auf ihren Einflufl gegeniiber dem Wachstum der Melanomzellen getestet. Der Effekt
mit SCF konnte aber trotz FEinsatz sehr hoher Zytokinkonzentrationen nicht
nachgeahmt werden. Da keiner der getesteten bekannten Liganden fiir das Absterben
bei SCF-Stimulation verantwortlich sein kann, besteht die Moglichkeit, dafl ein noch
unbekannter Ligand in diesem System apoptotisch wirkt.

Der Ligand wurde proteinchemisch teilweise aufgereinigt. Dazu wurde der
konditionierte Zellkulturiiberstand nach Konzentration mittels Lyophilisation durch
Gelfiltration fraktioniert. Der Test der Fraktionen ergab eine sehr aktive Fraktion bei
einer GroBe von rund 14 kDa. Diese Fraktion fiihrte zum Tod aller Zellen innerhalb
von 8 Stunden. Damit war sie wesentlich aktiver als der unkonzentrierte Uberstand.
Die Aufreinigung und nicht die stirkere Konzentration bewirkte die erhohte Aktivitét
der Fraktion gegeniiber dem konditionierten Uberstand, da eine Zuriickverdiinnung
der Fraktion auf ein Viertel der Konzentration im Uberstand die Aktivitit nicht
vollstindig hemmte. DaBl die Zellen wirklich apoptotisch wurden, bewies ein
TUNEL-Assay.

Interessanterweise war die apoptotische Fraktion kaum aktiv gegeniiber Melanozyten.
Darum konnte der gesuchte Ligand die Tumorsuppressorfunktion ausiiben. Wenn eine
einzelne Melanozytenzelle entartet wie es zum Anfang der Krebsentstehung der Fall
ist, konnte das bei anhaltender Expression von c-Kit zur Sekretion des Liganden
fiihren. Dieser wiirde nur die sich entwickelnde Melanomzelle abtéten und den
umliegenden gesunden Melanozyten nicht schaden.

In einem SDS-Polyacrylamidgel der apoptotischen Fraktion von konditioniertem
Medium und der gleichen nicht-apoptotischen Fraktion aus nicht konditioniertem

Medium konnten 2 Banden bei 14 und 55 kDa in der Bahn der apoptotischen
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Fraktion detektiert werden. Die Proteinmenge in der apoptotischen Fraktion war
jedoch nicht ausreichend fiir eine Sequenzierung und Identifizierung.

Die teilweise Reinigung durch Gelfiltration war nur schlecht reproduzierbar (etwa
einer von 8 Versuchen gelang), weil in den aufgetrennten Fraktionen oft keine
Aktivitdt mehr feststellbar war. Moglicherweise war der nicht kontrollierbare Schritt
das Einfrieren des Uberstandes vor der Lyophilisation oder die Lyophilisation selber.
Einfrieren von Proteinen kann ihre Sekundéarstruktur dndern, so dal} die Proteine ihre
Aktivitdt verlieren. Wegen dieser Schwierigkeiten wurden andere Moglichkeiten zur
Konzentration des Uberstandes und auch als alternative erste Reinigungsschritte
probiert.  Dazu  gehdrten  Ultrafiltration,  lonenaustausch, = Hydrophobe
Interaktionschromatographie und Lektin-Affinitidtschromatographie. Lediglich die
Ultrafiltration des konditionierten Uberstandes erhdhte dessen zytotoxische Aktivitit
betrichtlich. Keine der anschlieBenden Reinigungschritte war aber erfolgreich.
Allerdings wurden jeweils hdchstens 200 ml Uberstand eingesetzt, weil fiir die
Lyophilisation und Gelfiltration nur 50 ml ausreichten, um die apoptotische Fraktion
zu erhalten. Im Nachhinein 148t sich sagen, dal moglicherweise diese Menge nicht
ausreichte, weil die Reinheit der apoptotischen Fraktion nach der Gelfiltration, die zu
der Aktivititssteigerung fithrte (sieche oben), durch die anderen Methoden nicht
erreicht wurde.

Die Identitit des gesuchten neuen apoptotischen Liganden kann erst durch eine
Ansequenzierung des Proteins geklért werden. Durch anschlieBende Klonierung und
Expression kann der Ligand dann nidher untersucht weden. Eine Methode zur
Identifizierung des Liganden wire die 2D-Gelelektrophorese. Durch Auftrennung der
Proteine im Uberstand von SCF-konditioniertem und nicht konditioniertem
Zellkulturiiberstand sollten Spots erkennbar sein, die in konditioniertem aber nicht in
unkonditioniertem Uberstand vorkommen. Diese Proteine wiren Kandidaten fiir den
Liganden und damit einer Ansequenzierung. Ein neuer apoptotischer Ligand, der
Tumorzellen, aber nicht normalen Zellen angreift, wire auch von betrichtlichem
therapeutischen Potential. Zur Zeit ist nur ein solcher Ligand bekannt und in
praklinischer Entwicklung: TRAIL. TRAIL wurde aber in diesem System
ausgeschlossen.

c-Kit gehort durch seine potentielle Tumorsuppressorfunktion in Melanomzellen zu
einer Reihe von Genen, die sowohl Krebs fordern als auch unterdriicken konnen.
Dazu zéhlen die Transkriptionsfaktoren c-myc und E2F-1 und der EGF-Rezeptor.

Die verstirkte Expression oder Mutation des EGF-Rezeptor ist mit mehreren
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Krebsarten wie z. B. Glioblastoma und Plattenepithelkarzinomen assoziiert
(Libermann et al., 1985a; Libermann et al., 1985b; Ullrich et al., 1984). AuBBerdem
kann die Aktivierung des Rezeptors in einigen Zellen antiapoptotisch wirken (Baker
and Yu, 2001; Leu et al., 2000; Miyoshi et al., 1997; Sibilia et al., 2000). In
bestimmten Krebszellinien, die den Rezeptor sehr stark iiberexprimieren, kann der
EGFR aber auch Apoptose auslosen. Die Expression von c-myc und E2F-1 verursacht
ebenfalls nur unter bestimmten Bedingungen Apoptose. c-myc verursacht Apoptose
bei Serumentzug wihrend E2F-1 in einem pRb negativen genetischen Hintergrund
Zelltod induziert (Almasan et al., 1995). Alle diese Untersuchungen und die
vorliegende Arbeit unterstreichen, daf3 die Definition eines Signals von der zelluldren
Umgebung bestimmt wird. Die verstiarkte Aktivitit wachstumsfordernder Enzyme
kann ein apoptotisches Signal auslosen, wenn die Gefahr der Entartung der Zelle
besteht. Damit Krebs fortschreiten kann, miissen dieses und andere apoptotische
Signale, verursacht durch das Immunsystem oder das Wachstum in einer fremden
Umgebung im Korper, unterdriickt werden. Fiir eine Therapie konnte es somit
moglicherweise ausreichen, die Unterdriickung der apoptotischen Signale aufzuheben,
um die Krebszelle abzutéten (Evan and Vousden, 2001). Im vorliegenden Fall von c-
Kit scheint die Stimulation des Rezeptors, die zur Sezernierung eines apoptotischen
Faktors fiihrt, das apoptotische Signal zu sein, das in Krebszellen durch Erniedrigung

der Expression des Rezeptors unterdriickt werden muf.
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4.2. Funktionelle Expressionsanalyse apoptoseresistenter

Zellen

In zusétzlichen Untersuchungen wurden weitere Mechanismen der Apoptoseresistenz
in Krebszellen gefunden. Es wurden Gene gesucht, die wie c-Kit in Melanomzellen
durch eine verdnderte Expression die Empfindlichkeit von Krebszellen gegeniiber
Apoptose vermindern. Dazu wurde eine Strategie verwandt, die Krebszellen in vitro
einer dhnlichen Selektion auf Apoptoseresistenz unterwirft wie im Korper. Die so
selektionierten Zellen sollten daher auch den Krebszellen dhneln, die im menschlichen
Organismus die in vivo Selektion auf Apoptoseresistenz iiberstanden und daher die
grofte Gefahr darstellen.

Nach der Selektion wurden klonale Zellinien gewonnen, die resistenter gegen
Apoptose sind als die Ausgangszellinie. Dafl in den Klonen, wenn auch schwerer,
immer noch Apoptose induziert werden konnte, bewies, daBl der
Apoptosemechanismus selber funktionierte. Die Steuerung der Apoptose mufite sich
deshalb im Vergleich mit der Ausgangszellinie unterscheiden. Apoptose wurde durch
die Stimulation des Fas-Rezeptors in den Plattenepithelkarzinomzellen Hela S3
ausgelost. Somit waren die Klone resistenter gegen Fas-vermittelte Apoptose. Die
Apoptosecausloser  TNF-a und Cisplatin  waren ebenfalls wirksamer in der
Ausgangszellinie Hela S3 als in den Klonen, ein anderer Apoptoseausloser — Taxol-
dagegen nicht. Der TNF-Rezeptor gehort zur gleichen Rezeptorfamilie wie Fas und
bewirkt Apoptose durch &dhnliche Signalwege (Nagata, 1999). Cisplatin ist ein
Chemotherapeutikum, das zur Behandlung von Gebarmutterkrebs wie dem Tumor,
aus dem HelaS3 isoliert wurde, verwendet wird (Morris et al., 1999). Es bewirkt
Schédden in der DNA wihrend der Zellteilung, die zur Apoptose der Zellen fiihren
(Gong et al., 1999). Die Crossresistenz der Klone gegen die Apoptoseausloser
offenbart, dal} in den Fas-resistenten Klonen Signalwege verstérkt sind, die Apoptose
durch verschiedene (TNF-a , Cisplatin und Taxol) Ausléser hemmen kénnen.

Die mRNA-Expressionsprofile von 700 Genen der Klone und der Ausgangszellinie
HelaS3 wurden mit Hilfe von cDNA-arrays verglichen. Eine unterschiedliche
Expression von bestimmten Genen in den Klonen verglichen mit Hela S3 konnte die
Ursache fiir den antiapoptotischen Phénotyp der Klone sein. Die untersuchten Gene
waren hauptsichlich Proteinkinasen-und phosphatasen. Diese Enzyme spielen eine

wichtige Rolle in allen signalverarbeitenden Prozessen in der Zelle so auch bei
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Apoptose (s. 1.3.2.). Dariiberhinaus weil3 man, wie Mutanten herzustellen sind (durch
Austausch des Lysins/Cysteins im reaktiven Zentrum der Kinasen/Phosphatasen), die
bei Expression den Wildtyp hemmen und einen pro-oder antiapoptotischen Einfluf3
des Enzyms bestdtigen kdnnen.

Es wurden etwa 300 Gene mit einer unterschiedlichen Expression in den Klonen
verglichen mit Hela S3 gefunden. Ubereinstimmend mit der nicht vollstindigen
Apoptoseresistenz der Klone und der morphologischen Ahnlichkeit mit Hela S3
waren die ermittelten Expressionsunterschiede nicht sehr hoch. Allgemein wurden
mehr Gene gefunden, die eine niedrigere Expression in den Klonen aufzeigten als eine
hohere, und die Expression dieser Gene unterschied sich stérker von der in Hela S3
als bei den hochregulierten Genen. Dieser Unterschied 146t sich nur dadurch erkléren,
daB wéhrend der RNA — und cDNA Préparation etwas RNA oder cDNA unspezifisch
abgebaut wurde, was zu tendentiell geringeren Signalen fiihrte. Wenn ein Gen daher
in den Hela S3 ¢cDNA’s weniger abgebaut wurde, war die Wahrscheinlichkeit grofer,
daB es in den Klonen ein schwécheres Signal ergab als ein stirkeres. Es muf an dieser
Stelle aber betont werden, daB die Kontrolle der Gesamt-RNA, Poly-A"-RNA und
cDNA durch Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfarbung keinen Hinweis auf eine
verstirkte Degradation lieferte. Der Abbau muf3 daher ein geringes Ausmalf} haben.

In Tabelle 5 und 6 sind die Gene, die in den Klonen anders exprimiert werden als in
der Ausgangszellinie Hela S3, aufgefiihrt. Die Gene sind nach der Anzahl der Klone,
in denen eine verdnderte Expression festgestellt wurde, angeordnet. Wegen der (wenn
auch geringen) Fehler bei den RNA-Préparationen sind die Daten fiir unterschiedlich
regulierte Gene je besser in desto mehr Klonen das jeweilige Gen verstarkt oder
vermindert exprimiert wird, weil die Wahrscheinlichkeit, dal der Wert von einem
zufdlligen Fehler (wie z.B. geringe RNA-Degradation) verursacht wurde, mit
steigender Anzahl der RNA-Priparationen sinkt. Aus diesem Grund wurden fiir
weitere Betrachtungen nicht alle 300 gefundenen unterschiedlich exprimierten Gene
verwendet, sondern nur die 65 Gene, die in den meisten Klonen jeweils verstirkt oder
vermindert exprimiert werden. Zur weiteren Kontrolle der Giite der Daten wurde in
der vorhandenen Literatur gesucht, ob diese Gene schon mit der Regulation von
Apoptose in Verbindung gebracht wurden, ob sie pro-oder antiapoptotisch oder
abhingig von den experimentellen Bedingungen sowohl pro-als auch antiapoptotisch
wirken konnen. In der Liste der stirker exprimierten Gene sollten die
antiapoptotischen Gene iiberwiegen und in der List der schwicher exprimierten Gene

die proapoptotischen. Die verwendeten Artikel wurden nicht hinsichtlich ihrer
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Qualitit beurteilt, um eine subjektive Verfilschung zu verhindern. Es wurden jedoch
nur Zeitschriften mit einem hohen ,,impact-Faktor* verwendet (sieche Erkldrung zu

den Tabellen). Folgende Verteilungen wurden gefunden: Induzierte Gene

proapoptotisch: 4 Gene
pro/antiapoptotisch: 6 Gene
antiapoptotisch: 18 Gene

Reduzierte Gene

proapoptotisch: 9 Gene

pro/antiapoptotisch: 3 Gene

antiapoptotisch: 3 Gene
Es zeigt sich, daB die erwarteten Verteilungen zutreffen. Die Liste der induzierten
Gene enthélt wesentlich mehr bekannte antiapoptotische Gene als proapoptotische.
Bei der Liste der reduzierten Gene ist es umgekehrt. Die Liste der induzierten Gene
enthdlt anscheinend die zuverldssigeren Daten weil hier mehr als viermal so viele
antiapoptotische Gene gefunden wurden wie proapoptotische. Die Liste der
reduzierten Gene enthdlt lediglich 3 mal so viele proapoptotische Gene wie
antiapoptotische. Diese Beobachtung deckt sich mit den obigen Ausfithrungen zur
Gesamtzahl der gefundenen reduzierten Gene und der Qualitdt der RNA-Priparation.
AuBlerdem wurden mehr induzierte Gene gefunden, die bekanntermafien einen Einfluf3
auf Apoptose haben, als reduzierte Gene. Vielleicht ist aber auch allgemein mehr {iber
Gene bekannt, die eine antiapoptotische Wirkung haben, weil diese Gene
experimentell zuginglicher sind. Ubereinstimmend mit der Annahme, daB die Daten
je zuverldssiger sind in desto mehr Klonen ein Gen unterschiedlich exprimiert wird,
ist die Dichte der anti-bzw. proapoptotischen Gene an der Spitze der Tabellen fiir
induzierte und reduzierte Gene am grofSten. Dort besteht demzufolge auch die hohe
Wabhrscheinlichkeit, dal die Gene, die noch nicht mit Apoptose in Verbindung
gebracht wurden, tatsichlich eine anti-bzw. proapoptotische Rolle spielen. Warum
auch Gene, die proapoptotisch wirken wie z. B. Dap-Kinase, in den Klonen verstérkt
exprimiert werden, ist mnoch ungeklirt. Moglicherweise werden pro-und
antiapoptotische Gene immer zusammen reguliert, in den resistenten Klonen
iiberwiegen aber die antiapoptotischen Gene. Beispielsweise konnte die apoptotische
Wirkung des Tumorsuppressors Dap-Kinase durch die Expression antiapoptotischer

Gene gehemmt werden. Vielleicht ist DAP-Kinase in den Klonen auch mutiert, so daf3
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die Kinase dominant negativ auf ihren Signalweg wirkt

wurden verwendet:

LIG: Ligand

MP:  Metalloprotease oder Metalloprotease assoziiert
OT:  andere

STK: Serin/Threonin Kinase

STYK: dualspezifische Kinase

YK:  Tyrosin Kinase

STP:  Serin/Threonin Phosphatase

YP: Tyrosin Phosphatase

STYP: dualspezifische Phosphatase

119

. Folgende Bezeichnungen
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In einem weiteren Auswertungsschritt wurden die Expressionsprofile der Gene in den
Klonen gruppiert, so dal Gruppen von Genen gefunden wurden, deren Expression
gemeinsam reguliert wird. Die gemeinsame Regulation der Gene konnte auch auf eine
gemeinsame Funktion schlieBen lassen. Gengruppen mit induzierten Genen konnten
also zusammen in einem Signalweg den antiapoptotischen Phéinotyp der Klone
bestimmen. Auf diese Art kann es moglich sein, nicht nur einzelne Gene zu finden,
die Apoptose beeinlussen, sondern ganze anti-oder proapoptotische Gengruppen.
Wenn die vorgenommene in vitro Selektion der Tumorzellen auf einen
apoptoseresistenten Phénotyp wirklich einer in vivo Selektion dhnelt, so miiiten die
antiapoptotischen Gengruppen auch in anderen Krebszellinien zu finden sein. Deshalb
wurden in einem weiteren Experiment cDNA’s von 10
Plattenepithelkarzinomzellinien mit ¢cDNA Arrays hybridisiert und gruppiert. Die
Gengruppen der Plattenepithelkarzinomzellinien und der Apoptose resistenten Klone
wurden dann auf gemeinsame Genen untersucht. Tatséchlich wurden Teile der
antiapoptotischen Gengruppen der Klone in den Plattenepithelkarzinomzellinien
wiedergefunden.

DaB} die verdnderte Expression der in Tabelle 4 und 5 aufgefiihrten Gene wirklich fiir
den antiapoptotischen Phinotyp der Klone verantwortlich ist, wurde durch selektive
Hemmung einzelner hochregulierter Gene/Signalwege bewiesen. Die Hemmung
erfolgte durch spezifische Inhibitoren und fiihrte zu einer verstiarkten Apoptose wie es
bei Unterbrechung von antiapoptotischen Signalwegen zu erwarten war.

Aus den beschriebenen Untersuchungen lassen sich 5 Signalwege ableiten, die zum
antiapoptotischen Phédnotyp der Klone beitragen und im Folgenden beschrieben

werden.

1. Timp-1, MMP-15

Der Metalloprotease-Inhibitor Timp-1 und die Transmembranmetalloprotease MMP-
15 sind die beiden ersten Gene in der Liste der induzierten Gene. Dariliberhinaus
befinden sich beide Gene sowohl in den Apoptose resistenten Klonen als auch in den
Plattenepitelkarzinomzellinien in einer Gengruppe, die gemeinsam reguliert wird.
Wihrend fiir Timp-1 antiapoptotische Wirkungen beschrieben wurden(Alexander et
al., 1996; Li et al., 1999b), ist MMP-15 noch nicht mit Apoptose in Zusammenhang

gebracht werden. In Anlehnung an MMP-14, die in einem Komplex mit Timp-1 Pro-
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Gelatinase A prozessiert, konnte MMP-15 zusammen mit Timp-1 die Prozessierung

einer anderen Protease beeinflussen (Butler et al., 1997).

2. MAP-Kinasen
In den Apoptose resistenten Klonen sind Komponenten von drei MAP-Kinase
Signalwegen stirker exprimiert. Diese Gene sind Teile der p38, JNK und Erkl-

Signalwege.

Der p38-Signalweg

Dem p38 Signalweg wurden abhéngig vom Zellsystem sowohl apoptotische als auch
antiapoptotische Wirkung zugeschrieben (Nemoto et al., 1998; Xia et al., 1995).

Vier Komponenten dieses Signalweges werden in den Apoptose resistenten Klonen
verstirkt exprimiert, MAP-Kinas-Kinase-3 (MAPKK3), BCR, MAP-Kinase aktivierte
Protein Kinase —2-und 3 (MAPKAPK2, MAPKAPK3).

MAPKKS3 ist eine dualspezifische Kinase, die p38 durch Phosphorylierung direkt
aktivieren kann (Derijard et al., 1995). BCR ist ein Protein mit noch unerforschter
Kinase-Aktivitdt und mit GAP-Aktivitét fiir p21rac (Diekmann et al., 1991; Maru and
Witte, 1991). Dieses G-Protein aktiviert im GTP-gebundenen Zustand die p38 MAP-
Kinase Signalkaskade (Minden et al., 1995). BCR konnte daher durch sein GAP-
Aktivitit die Hydrolyse von GTP durch rac stimulieren und die Aktivierung von p38
hemmen. MAPKK3 und BCR werden sowohl in den Apoptose resistenten Klonen als
auch in den Plattenepithelkarzinomzellinien gemeinsam in einer Gengruppe gefunden.
Es werde hier also zwei Gene, die einen gegensétzlichen EinfluB auf die Aktivierung
von p38 haben konnen, zusammen reguliert.

MAPKAPK2 und MAPKAPK3 sind beides Substrate von p38, deren
Phosphorylierung durch p38 zu ihrer Aktivierung fiihrt (Freshney et al., 1994; Tanoue
et al.,, 2001). MAPKAPK-3 zihlt zwar nicht zu den 65 am héaufigsten stirker
exprimierten Genen in den Apoptose resistenten Klonen, doch diese Kinase wird
zusammen mit 3 anderen Genen (SHB, PTP-SL und Kif-1¢) sowohl in den Apoptose
resistenten Klonen als auch in den Plattenepithelkarzinomzellinien gemeinsam
reguliert. Diese Gengruppe ist damit die grofte, die in den beiden untersuchten
Gruppen von Zellinien gefunden wurde. Trotz der weniger verbreiteten verstirkten
Expression in den Apoptose resistenten Klonen, konnten diese Gene deshalb wichtig

fiir den antiapoptotischen Phinotyp sein.
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Dal3 die Hemmung von p38 durch den spezifischen Inhibitor SB202190 zu einer
verstarkten Apoptose fiihrt, zeigt, dal der p38 Signalweg in diesem Zellsystem

tatséchlich antiapoptotisch wirkt.

Der Erk Signalweg

Eine Reihe von Untersuchungen zeigt die antiapoptotische Wirkung des Erk
Signalweges. Die antiapoptotischen Signale wirken sowohl transkriptionsabhingig-als
auch unabhéngig (Bonni et al., 1999; Xia et al., 1995).

Der Erk-Signalweg konnte durch die vermehrte Expression von MAPKK?2, einer Erk-
aktivierenden dualspezifischen Kinase (Derijard et al., 1995) und die verstirkte
Expression von Erk1 selber aktiviert werden. Die Hemmung von MAPKK2 durch den
spezifischen Inhibitor PD98059 flihrt zu vermehrter Apoptose und beweist daher die

antiapoptotische Wirkung von Erk1 auch in diesem System.

Der JNK Signalweg

Der JNK Signalweg kann sowohl pro-als auch antiapoptotisch wirken (Davis, 2000).
Fiir eine mogliche Aktivierung des INK-Signalweges gibt es nur den Hinweis, daf} die
JNK-aktivierende Kinase JNKK2-alpha (Wu et al., 1997) in den Apoptose resistenten

Klonen verstirkt exprimiert wird.

3. NFkB-Aktivierung

Es ist bekannt, dal die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB durch
Relokalisation in den Zellkern antiapoptotisch wirken kann (s. Kapitel 1.3.2.).

Eine Reihe von NFkB-aktivierenden Genen sind in den Klonen verstirkt exprimiert.
Dazu zihlen die Phosphatase PPX (in 17 Klonen), die Kinase IRAK-1/2 ( in 15/9
Klonen), der Ligand Interleukin-1f (in 13 Klonen) und die Kinase IKKy (in 8
Klonen). Interleukin-1 kann den Interleukin-1-Rezeptor aktivieren, der mit der Kinase
IRAK assoziiert und die Aktivierung des Interleukin-Rezeptors kann NFkB iiber
IRAK aktivieren (Kothny-Wilkes et al., 1999; Li et al., 2001b; McConkey et al.,
1990) (Li et al., 2001b; Muzio et al., 1997) (Hu et al., 1998). Die Kinase IKKy ist
Teil des Multienzymkomplexes, der IkB phosphoryliert, ein Protein, das NFkB durch
Assoziation im Zytoplasma zuriickhilt. Die Phosphorylierung von IkB signalisiert

seine Degradation, wodurch NFkB in den Zellkern wandern kann und unter anderem
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antiapoptotische Gene reguliert (Mayo et al., 1997; Wang et al., 1996a). Im Zellkern
kann NFkB zusétzlich durch Dephosphorylierung durch PPX aktiviert werden (Hu et
al., 1998). Drei dieser Gene, PPX, Irak und IKKYy, wurden auch zusammen in einer
Gengruppe sowohl in den Apoptose resistenten Klonen als auch in den

Plattenepithelkarzinomzellen gefunden.

4. Akt

Die antiapoptotischen Signale durch die Aktivierung von Akt sind in den letzten
Jahren intensiv untersucht worden (s. Kapitel 1.3.2. (Franke et al., 1997)). In den
Klonen sind sowohl Aktl als auch AKT2 stirker exprimiert. Gleichzeitig ist der
Tumorsuppressor, die Lipidphosphatase PTEN schwécher exprimiert. PTEN
dephosphoryliert Phosphatidylinositol-3’-phosphat, das zur Aktivierung von AKT
beitrdgt (Di Cristofano and Pandolfi, 2000). Phosphatidylinositol-3’-phosphat entsteht
durch  Phosphorylierung  von  Phosphatidylinositol  katalysiert von  der
Phosphatidylinositol-3’-Kinase (PI3K). Die Hemmung des AKT-Signalweges durch
die Inhibition der PI3K durch den spezifischen Inhibitor Wortmannin fiihrte folglich

auch zu vermehrtem Zelltod in den Apoptose resistenten Klonen.

5. Zellzyklus

Auch wenn der Zellzyklus nicht systematisch untersucht wurde, sprechen einige in
den Klonen verstirkt oder vermindert exprimierte Gene fiir eine Beschleunigung des
Zellzyklus. Die Phosphatase CDC25 wird verstdrkt exprimiert. Sie dephosphoryliert
cde-2 und ermdglicht so den G2/M-Ubergang (Galaktionov and Beach, 1991). Auch
die Kinase PLK-1 wird wéhrend des Zellzyklus aktiviert (Toyoshima-Morimoto et al.,
2001) und ist in 12 Klonen stérker exprimiert. Die Kinase CHK1 wird fiir den Halt im
Zellzyklus bei G2/M nach DNA-Schidden bendtigt und wird schwécher exprimiert
(Furnari et al., 1997). Ebenso vermindert exprimiert wird die Kinase weel, die
ebenfalls den G2/M-Ubergang hemmen kann (Heald et al., 1993). Andererseits
werden die Kinasen cdc-7 und oben erwihnte cdc-2 auch weniger exprimiert. Beide
Kinasen werden fiir das Fortschreiten des Zellzyklus benétigt (Jiang and Hunter,
1997; Riabowol et al., 1989). Daher kann eine definitive Aussage iiber eine Anderung

des Zellzyklusprofils erst durch weiterfithrende Untersuchungen gemacht werden.
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Die oben genannten Ergebnisse zeigen deutlich die Komplexitit von
Signaltransduktionswegen. Die Apoptoseresistenz der Klone wird nicht von einem
dominanten Signalweg verursacht, sondern die Aktivierung mehrerer Signalwege
fiihrt zu einer verringerten Apoptoserate. Von solchen einzelnen Signalwegen ist
allerdings bekannt, daf sie auch Verbindungen untereinander besitzen konnen. Ein
Beispiel im Fall von Apoptoseresistenz ist etwa die Aktivierung von NFKB auch tiber
den Akt-Signalweg (Ozes et al., 1999; Romashkova and Makarov, 1999).
Wabhrscheinlich ist sogar eine noch intensivere Kommunikation zwischen den
Signalwegen als sie bis jetzt bekannt ist, weil solche Querverbindung ein
Signalnetzwerk bilden, das weniger anfillig gegen Storungen ist. Beim
Vorhandensein mehrerer paralleler antiapoptotischer Signalwege kann der Ausfall
eines Signalweges z. B. durch eine inaktivierende Mutation in einer Komponente
dieses Signalweges durch die verbleibenden Signalwege kompensiert werden.
AuBlerdem kann der Ausfall eines Teil des Signalweges auch dadurch aufgefangen
werden, indem die verbleibenden Signalwege {iber oben genannte Querverbindungen
den ausgefallenen Signalweg aktivieren.

Die gefundenen Verdnderungen der Expressionsstirke besonders der stirker
exprimierten Gene sind nicht sehr hoch. Die stirksten zu beobachtenden
Verénderungen sind hochstens eine Verdopplung der Expressionsstirke. Oft liegen
die Expressionsstirken in den Klonen bei 20-30% iiber dem Grenzwert fiir verstarkte
Expression (s. Tab. 4 und 5). Das zeigt nochmals die feine Abstimmung der
Signalwege auch auf Expressionsebene. Auch geringe Verdnderungen in der
Expression konnen somit einen Einfluf auf die entstehenden Signale haben.
Dariiberhinaus konnen kleine Verdnderungen mehrerer Komponenten eines
Signalweges (beispielsweise die stirkere Expression von Akt und die geringere
Expression von PTEN, s. oben) den gesamten Signalweg ebenso beeinflussen wie
eine sehr starke Anderung nur einer Komponente. Bei einem Signalweg wie z. B. der
MAP-Kinase Kaskade kann ein Molekiil aktivierter MAP-Kinase-Kinase-Kinase
mehrere MAP-Kinase-Kinase Molekiile aktivieren und bewirkt damit eine
Potenzierung des Signals. Die geringe Expressionssteigerung zweier Komponenten
dieses Signalweges konnte deshalb sogar zu einem stérkeren Signal fithren als die
starke Expressionssteigerung nur einer Komponente.

Innerhalb einer Population von Zellen, selbst von klonalen Zellinien, gehorcht die

Genexpression einer Gaul3’schen Verteilung. Es gibt daher immer Zellen, die sich



4. Diskussion 137

hinsichtlich der Genexpression etwas unterscheiden. Es ist sehr wahrscheinlich, daf3
durch die Selektion vermehrt die Zellen gefunden wurden, die auf Grund dieser
geringen Expressionsunterschiede resistenter gegen Apoptose sind als die {ibrige
Mehrzahl der Zellen. Folgende Griinde sprechen dafiir. Die Apoptose resistenten
Klone unterscheiden sich nicht sehr hinsichtlich ihrer Morphologie oder
Genexpression von den Ausgangszellen Hela S3. Sie sind zwar deutlich resistenter
gegeniiber Apoptose als Hela S3, doch immer noch empfindlich gegen alle getesteten
Apoptoseausloser. Das heilit, mit dieser Methode kann jede Zellinie auf
Apoptoseresistenz selektioniert werden. Die so ermittelten Gene miiiten dann die
iiberwiegende Mehrheit der Apoptose relevanten Signalwege dieser Zellinie
reprasentieren, weil die Unterschiede zwischen den Ausgangszellen und den Klonen
auf unterschiedlicher Expression beruhen und es statistisch sehr wahrscheinlich ist,
daBl die Expression wenigstens einer Komponente eines Signalweges verdndert ist.
Mutationen in bestimmten wichtigen Genen, die zu der verstirkten Apoptoseresistenz
beitragen, konnen nicht ausgeschlossen werden. Die Wahrscheinlichkeit, da3 die
unterschiedliche Apoptoseresistenz auf einer verdnderten Genexpression beruht, ist
aber ungleich groBer.

Durch die Sequenzierung des menschlichen Genoms ist ein bedeutender Schritt zu
einem wesentlich verbessertenVerstindnis der zelluldren Vorginge gegeben. Der
nichste Schritt besteht nun darin, die Funktion der durch die Sequenzierung
ermittelten neuen Gene zu bestimmen. Dazu miissen Methoden gefunden werden, mit
denen die Funktion moglichst vieler Gene effizient untersucht werden kann. Eine sehr
gute Mdglichkeit dazu bietet die hier angewandte Strategie, mit der die Mechanismen
jedes zelluldiren Vorgangs untersucht werden konnen, fiir den sich ein Assay
entwickeln 14Bt, mit dem die Zellen selektioniert werden. So ist vorstellbar, die Zellen
auf weitere FEigenschaften von Krebszellen zu selektionieren, wie z.B.
Metastasierungsfahigkeit oder Adhédsion an Endothelzellen. Aber auch die zelluldren
Vorginge normaler Zellen konnten so besser untersucht werden. Beispielsweise wire
eine Selektion auf Zellen die nach bestimmten Stimuli besser Kalzium mobilisieren
denkbar. Dazu konnten fluoreszierende, zellpermeable Kalziumindikatoren eingesetzt
werden und die Zellen durch ein Durchflu8zytometer heraussortiert werden, die einen
stirkeren Anstieg der innerzelluldren Kalziumkonzentration aufweisen. Es konnte
auch moglich sein, durch ein DurchfluBzytometer die Zellen zu selektionieren, die

innerhalb einer Zellpopulation schneller differenzieren. Differenzierte Zellen
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unterscheiden sich in ihrem Aussehen von nicht differenzierten Zellen und kdnnen
deshalb mittels Vorwirts- und Seitwértsstreulicht im Zytometer unterschieden und
aussortiert werden. Bei einer geniigend groen Anzahl von selektionierten Klonen
kénnen so viele Gene identifiziert werden, die fiir den entsprechenden Phéinotyp
verantwortlich sind. Durch ein Gruppieren der Expressionsdaten konnten
anschlieend Gene, die gemeinsam an der Regulation des Phinotyps beteiligt sind,
identifiziert werden. Die genaue Analyse, auf welche Art die entsprechenden Gene
zusammenwirken und wie die Gene, die nicht gruppiert werden konnten, den
Phénotyp beeinflussen, kann in weiteren Experimenten durchgefiihrt werden. Damit
stellt die angewandte Methode eine sehr gute Moglichkeit dar, die physiologische
Funktion von Genen zu ergriinden und sollte in der Zukunft auch bei der Bekdmpfung
bisher unzureichend therapierbarer Krankheiten wie Krebs ein wichtiges

Forschungsmittel darstellen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden antiapoptotische Mechanismen in Krebszellen
untersucht. Diese Mechanismen tragen zur Widerstandsfahigkeit von Krebszellen
gegen die Therapie und die korpereigene Abwehr bei. Ein besseres Verstindnis der
Resistenz gegen Apoptose kann daher neue Ansatzpunkte fiir eine Behandlung der
Krankheit aufzeigen.

Viele Unterschiede von Krebszellen gegeniiber ihren nicht transformierten parentalen
Zellen lassen sich auf unterschiedliche Genexpression zuriickfiihren. Aus diesem
Grund wurden solche Unterschiede in der Genexpression ndher untersucht, die zu
dem antiapoptotischen Phénotyp von Krebszellen beitragen. Es wurden zwei

Krebsarten untersucht, Melanome und Plattenepithelkarzinome.

In Melanomen ist die Expression der Rezeptortyrosinkinase c-Kit stark vermindert
oder nicht mehr detektierbar wéhrend c-Kit in den Ausgangszellen von Melanomen,
den Melanozyten, stark exprimiert wird. Dort wirkt der Rezeptor mitogen. Die
ektopische Uberexpression von c-Kit in zwei Melanomzellinien und die
anschlieBende Stimulation des Rezeptors mit seinem Liganden SCF in fritheren
Arbeiten fiihrte zur Apoptose der Zellen in vitro und in vivo.

Zur Untersuchung des Mechanismus dieser Apoptoseauslosung wurden sechs weitere
Melanomzellinien konstruiert, die den c-Kit Rezeptor auf einer &hnlichen Stufe
exprimieren wie Melanozyten. Die sechs Melanomzellinien waren Paare von
metastatischen und primiren Melanomen aus drei Patienten. Alle so konstruierten
Melanomzellinien zeigten bei Stimulation mit SCF ein Absterben oder eine
Wachstumshemmung. Der proapoptotische Effekt des Rezeptors in Melanomzellen
konnte also auch bei physiologischen Konzentrationen des Rezeptors beobachtet
werden und war unabhédngig vom Stadium der Krebszellen.

Ein Wechsel des Zellkulturmediums wihrend der SCF-Stimulation hemmte den
beobachteten Effekt. Das beweist, dal die Stimulation des c-Kit Rezeptors in
Melanomzellen zur Ausschiittung eines apoptotischen Faktors fiihrt, der nach
Anreicherung im Zellkulturiiberstand die Zellen totet. Folgerichtig wirkt der SCF-
konditionierte ~ Uberstand ~ von c-Kit  exprimierenden = Melanomzellen

wachstumshemmend bei den Melanomzellen, die keinen c-Kit Rezeptor exprimieren.
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Zur Identifikation des apoptotischen Faktors wurden mehrere bekannte apoptotische
Liganden auf ihre Wirkung gegen die Melanomzellen getestet. Keiner der getesteten
Liganden (TNF-a, Fas-Ligand, TRAIL, INF-a, INF-y, IL-1, OSM, TGF-3) bewirkte
ein Absterben der Zellen. Daher besteht die grofie Wahrscheinlichkeit, da3 ein neuer
apoptotischer Ligand fiir das Absterben der Melanomzellen verantwortlich ist. Die
Fraktionierung des konzentrierten SCF-konditionierten Zellkulturiiberstandes mittels
Gelfiltration ergab eine stark apoptotische Fraktion mit einem wahrscheinlichen
Molekulargewicht von 14 kDa. Diese Fraktion 18ste in Melanomzellen innerhalb von
Stunden vollstindige Apoptose aus, wihrend sie kaum einen Effekt auf Melanozyten
hatte. Kein bekannter Ligand (auBler TRAIL, der ausgeschlossen wurde - s. oben)
besitzt dieser Eigenschaften. Die Auftrennung der Fraktion mittels SDS-PAGE und
anschlieBende Silberfarbung ergab zwei Banden bei 14 kDa und 60 kDa. Die
Proteinmenge war jedoch so gering, dal der Ligand im Rahmen dieser Arbeit nicht
identifiziert werden konnte.

Aus den oben genannten Ergebnissen 146t sich folgende Theorie ableiten. Obwohl c-
Kit wie viele Rezeptortyrosinkinasen onkogen wirken kann, erfiillt der Rezeptor in
Melanozyten die Funktion eines Tumorsuppressors. Wenn Melanozyten transformiert
werden, fithrt die Stimulation von c-Kit zur Ausschiittung eines bisher unbekannten
Liganden, der den Zelltod der transformierten Melanozyten einleitet ohne den nicht
transformierten Zellen zu schaden. Nur die transformierten Melanozyten, die der c-Kit
Stimulation durch verminderte Expression des c-Kit Rezeptors entgehen, konnen sich
weiter zu bosartigen Melanomen entwickeln. Die Identifikation des sezernierten
apoptotischen Liganden konnte daher zu einer Heilung dieser therapieresistenten

Krebsart beitragen.

Um weitere Gene festzustellen, die wie der c-Kit Rezeptor Apoptose beeinflussen,
wurden Krebszellen einer vergleichbaren Selektion auf Apoptoseresistenz
unterworfen wie im Organismus. Die Gene, die in den selektierten, Apoptose
resistenten Zellen unterschiedlich exprimiert werden, sollten zu deren
Apoptoseresistenz beitragen.

Dazu wurden Zellen der Ausgangszellinie Hela S3 so selektiert, dal 20 klonale
Zellinien erhalten wurden, die resistenter gegen Apoptose durch den Fas-Rezeptor

waren. Diese Zellen zeigten 10-50% der Apoptoserate von Hela S3. Auch gegen die
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Apoptoseausloser TNF-a, Taxol und Cisplatin waren die Klone resistenter als die
Ausgangszellinie. Zum Expressionsvergleich wurde die ¢cDNA der Apoptose
resistenten Klone und Hela S3 mit cDNA-Arrays hybridisiert, so daf3 die Expression
von 700 Genen (hauptsdchlich Proteinkinasen-, phosphatasen und Proteasen)
gleichzeitig verglichen werden konnte. Jeweils 100 Gene mit verstirkter oder
verminderter Expression wurden identifiziert. Dafl die stirker exprimierten Gene
tatsdchlich zur Apoptoseresistenz der Klone beitragen, wurde durch Hemmung mittels
niedermolekularer Inhibitoren bewiesen, welche zu einer vermehrten Apoptose fiihrte.
Die Expressionsdaten der Apoptose resistenten Klone und Hela S3 wurden auflerdem
durch einen hierarchischen Algorithmus so gruppiert, da3 die Gene ermittelt werden
konnten, deren Expression gekoppelt ist. Befinden sich Gene in einer
Expressionsgruppe, so besteht die Wahrscheinlichkeit, dafl sie beispielsweise in
einem Signalweg liegen. Einige der Gengruppen enthalten Gene, die in den Klonen
stairker exprimiert werden, und diese Gengruppen konnen auch in den
Expressionsdaten von 10 weiteren untersuchten Plattenepithelkarzinomzellinien
gefunden werden. Daher konnen diese Gruppen als antiapoptotische Signalwege
gesehen werden, die den Krebszellen die gesteigerte Resistenz gegeniiber Apoptose

verleihen. Folgende Signalwege wurden so identifiziert:

1.) Timp-1, MMP-15

Der Metalloprotease-Inhibitor Timp-1 und die membranstindige Metalloprotease
MMP-15 werden in fast allen Klonen verstérkt exprimiert, und beide Gene werden
mit hohem Korrelationsfaktor zusammen gruppiert.

2.) MAP-Kinasen

Sowohl Signalmolekiile des p38-Signalweges als auch des Erkl/2 Signalweges
werden verstirkt exprimiert. Die Hemmung dieser Signalwege fiihrt zu verstirkter
Apoptose.

3.) PI3K, Akt

Dieser gut untersuchte antiapoptotische Signalweg wird sowohl durch die verstirkte
Expression von aktivierenden Elementen (Aktl/2) als auch die verminderte
Expression von hemmenden Elementen (PTEN) verstirkt. Hemmung fiihrt zu

verstiarkter Apoptose.
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4.) NFKB

Drei Elemente (IRAK, PPX, IKKY) dieses bekannt antiapoptotischen Signalweges
werden in den Apoptose resistenten Klonen verstirkt exprimiert und zusammen
gruppiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dall mehrere Signalwege den antiapoptotischen Phinotyp
der Klone bedingen. Das zeigt die hohe Komplexitét der Signalregulation in der Zelle.
Weitere Untersuchungen miissen zeigen, inwieweit die einzelnen Signalwege
untereinander vernetzt sind. Eine Hemmung obiger antiapoptotischer Signalwege

konnte zu einer verbesserten Therapie von Plattenepithelkarzinomen beitragen.
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