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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1994 fuhrte Barondes den Begriff ,,Galektin® ein (Barondes, Castronovo et al. 1994),
um eine klare Nomenklatur flr dieses zunehmend ins wissenschaftliche Interesse
geratene Protein zu schaffen, welches bis dahin unter verschiedenen Namen in
diversen Arbeiten publiziert wurde. Die zu erfillenden Kriterien, um in die Klasse
der Galektine zu gehoéren, waren eine Affinitat zu B-Galaktosiden, Glykoside mit
Galaktose als Kohlenhydratkomponente, und signifikante Ahnlichkeiten in der
Kohlenhydratbindungssequenz, deren Aminosaureketten ein Jahr zuvor in X-Ray
Kristallographie spezifiziert worden waren (Lobsanov, Gitt et al. 1993; Barondes,
Castronovo et al. 1994). Es wurden damals vier Galektine unterschieden, deren
Nummerierung sich nach dem Entdeckungsdatum richtete. In den kommenden
Jahren erfolgte die Charakterisierung von weiteren Galektinen, was Barondes und
Cooper zu einem gewagten Titel ihrer im Jahre 1999 verdéffentlichten Publikation
veranlasste ,Gott muss Galektine lieben: er hat so viele von ihnen gemacht., in
Anlehnung an Abraham Lincolns Zitat ,Gott muss gewohnliche Menschen lieben: er

hat so viele von ihnen gemacht.“ (Cooper and Barondes 1999).

1.1 Lektine

Lektine sind Proteine, die Mono- und Oligosaccharide reversibel und hoch spezifisch
binden. Sie sind di- oder polyvalent, d.h. sie besitzen mindestens zwei
Kohlenhydratbindungsstellen. Sie sind somit in der Lage, Zellen zu agglutinieren und
Glykokonjugate zu prazipitieren (Lis and Sharon 1998). Da sie urspringlich aus
Pflanzenextrakten isoliert und zur Agglutination von Erythrozyten eingesetzt wurden,
sprach man zunachst von Phytohamagglutininen. Spater stellte sich heraus, dass sie
auch aus tierischen Zellen und Geweben isoliert werden kénnen, und dass sie nicht
nur Erythrozyten binden. Ihr Name leitet sich von dieser Eigenschaft ab: ,lego“, daher
“auswahlen” (Boyd and Shapleigh 1954).

Lektine werden in vielen Organismen exprimiert, unter anderem in Viren, Bakterien,
Pflanzen und Tieren. Sie bilden eine heterogene Gruppe von oligomeren Proteinen,
die in ihrer GroRRe, Struktur und molekularen Anordnung variieren. Sie konnen in funf
Gruppen eingeteilt werden, gemal® dem Monosaccharid, flir das sie die hdchste
Affinitat besitzen: Mannose, Galaktose/N-Acetylgalaktosamin, N-Acetylglukosamin,

Fukose und N-Acetylneuramininsaure (Lis and Sharon 1998).



2 1. Einleitung

Die tierischen Lektine konnen in funf Hauptgruppen eingeteilt werden: C-Typ, I-Typ,
S-Typ (Galektine), P-Typ und Pentraxine (Gabius 2001) (siehe Abb. 1).

Familie Strukturmotiv Zuckerligand

CT konservierte CRD variabel (u. a. Mannose, Galaktose, Fucose,

yp (Ca®lonen) Heparin-Tetrasaccharid)

] P variabel (Man6GIcNAc2, HNK-1 Epitop,

g Immunglobulin-éhnliche CRD Hyaluronséure, a2,3/a2,6-Sialyllaktose)
GalB1,3(4)GIcNAc Basisstrukturen mit Spezies
und Galektintyp-abhéngigen

Galektine (S-Typ) | konservierte CRD Affinitdtsunterschieden fiir die Verldngerung,
Affinitdt auch zu Poly-(N-Acetyl-Lactosamin)-
Ketten

Pentraxine Pentamerische Anordnung 4,6-Ringazetale von B-Galaktose, Galaktose,

der Untereinheiten sulfatierte und phosphorylierte Monosaccharide

P-Typ konservierte CRD Mannose-6-Phosphat enthaltende Glykoproteine

Abb. 1: Tabelle der verschiedenen tierischen Lektin Familien (Gabius 2001).

1.2 Galektine

Galektine sind eine Proteinfamilie der B-Galaktosid-bindenden Lektine. Die bisher
beschrieben Galektine besitzen ein oder zwei Kohlenhydrat erkennende Domanen
(CRD). Die Galektin-CRD ist nicht mit anderen Proteindoméanen assoziiert. Die
Mono-CRDs kénnen als Monomer, Dimer oder Oligomer vorliegen.

1993 schlugen Hirabayashi und Kasai vor, Galektine in Proto-, Chimera- und
Tandemtypen einzuteilen, beruhend auf ihrer Kohlenhydrat erkennenden Domane:
Prototypen besitzen demnach zwei gleiche CRDs, der Chimeratyp eine CRD und
einen weiteren Domantypen und der Tandemtyp zwei unterschiedliche CRDs.
Letztere sind durch eine Prolin-Glyzinreiche Bindungsstelle getrennt (Hirabayashi
and Kasai 1993) (siehe Abb. 2). Die bisher beschriebenen Galektin-CRDs haben
ahnliche Affinitaten zu Lactose oder N-Acetyl-Lactosamin. Sie besitzen etwa 135
hochkonservierte Aminosauren, die verantwortlich sind fir die Bindung zu -
Galaktosiden. Geringe Unterschiede in der Kohlenhydrat erkennenden Bindung
lassen vermuten, dass jedes Galektin mit unterschiedlichen Glykokonjugatrezeptoren
interagieren kann. Daraus ergibt sich eine spezifische Wirkung der einzelnen
Proteine (Hughes 1999).
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Bindungsstelle
CRD Domintyp CRD CRD l CRD
1 KRS8 ] [ B
Prototyp Chimera Tandem
Galektin Galektin Galektin
1,2,5,7,10, 3 4,6,8,9,12

11,13, 14

Abb. 2: Die verschiedenen Galektin-Typen beruhen auf ihrer CRD: Proto-, Chimera- und Tandemtyp.

Die Multivalenz bestimmter Galektine und die daraus resultierende Quervernetzung
rufen verschiedene biologische Wirkungen hervor. Zwei Multivalenz-Typen wurden in
dimerischen Galektinen beschrieben: Typ | bildet einen Komplex zwischen einem
divalenten Kohlenhydratmolekil und einem divalenten Galektinmolekl, Typ Il bildet
einen Komplex zwischen einem Kohlenhydratmolekil und einem Galektinmolekall,
bei dem einer der beiden Molekule eine Valenz >2 besitzt. Die Fahigkeit bestimmter
Galektine, Typ | oder Typ Il Komplexe einzugehen, kann verschiedene biologische
Aktivitaten hervorrufen und sogar gegensatzliche Wirkungen auslosen (Sacchettini,
Baum et al. 2001)(Cho et al., 1997).

Galektine kommen hauptsachlich in Saugetieren vor, wurden aber auch in
Wirbeltieren, wie z.B. im Frosch (Ahmed, Pohl et al. 1996) und in Invertebraten, wie
z.B. im Schwamm (Wagner-Hulsmann, Bachinski et al. 1996), nachgewiesen.
Galektin-1 (Gal-1) wurde als erstes Mitglied dieser Familie zwanzig Jahre zuvor aus
dem elektrischen Organ des Zitteraals isoliert (Teichberg, Silman et al. 1975).

Einige Galektine haben individuelle Namen, abhangig von ihrer Funktion, ihrer
Lokalisation oder ihrer biochemischen Eigenschaften: Gal-1 (L-14, Bovine heart
lectin oder Galaptin, s. 2.3), Gal-3 (Mac-2, L-29, CBP-35 oder ¢-BP fir ‘IgE-
bindendes Protein’), Gal-9 (Ecalectin), Gal-10 (Charcot-Leyden crystal eosinophiles
Protein), Gal-11 (GRIFIN fur Galectin-related interfiber protein) und Gal-13 (PP-13)
(Rabinovich 1999).

Gal-1 -4, -7, -9 und -12 kommen im Menschen, in der Ratte, in der Maus und in
weiteren Saugetieren vor. Gal-5 konnte nur in Ratten, Gal-6 nur in Mausen, Gal-15
nur in Ziegen und Schafen und Gal-10 und -13 nur im Menschen identifiziert werden
(Leffler, Carlsson et al. 2004; Lewis, Farmer et al. 2007) (siehe Abb. 3).
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Humanes Galektin

Strukturmerkmale

Galektin-1 (Galaptin, L-14)

Homodimer; eine CRD pro Untereinheit
(14-15 kDa): Proto-Typ

Galektin-2

Homodimer; eine CRD pro Untereinheit: Proto-
Typ

Galektin-3 (CBP35, Mac-2 Antigen, L-29, IgE-
bindendes Protein, L-34)

Monomer mit einer CRD (27-36 kDa): Chimé&ren-
Typ

zwei homologe CRDs, verbunden durch ein

Galektin-4 Linkerpeptid (36 kDa): Tandem-repeat-Typ
Galektin-7 Homodimer; eine CRD pro Untereinheit
(15 kDa): Proto-Typ
i Tandem-repeat-Anordnung von zwei CRDs mit
Galeklin-8 einem Linkerpeptid, (34 kDa)
Galektin-9 Tandem-repeat-Anordnung von zwei CRDs mit

einem Linkerpeptid, (36 kDa)

eine CRD-&hnliche Struktur mit Spezifitat fiir D-

Charcot-Leyden Kristallprotein (Galektin-10) Man (16,5 kDa): Prototyp

Tandem-repeat-Anordnung von zwei CRDs mit

Galektin-12 einem Linkerpeptid, (35,3 kDa)

. Homodimer; eine CRD pro Untereinheit
Galektin-13 (16.1 kDa): Prototyp
Galektin-14 eine CRD, die den Proto-Typ-Galektinen &hnelt

(18,2 kDa): Prototyp

Abb. 3: Tabelle der humanen Galektine (Gabius, Siebert et al. 2004; Thijssen, Hulsmans et al. 2008).

Galektine besitzen typische Merkmale von zytoplasmatischen Proteinen: sie werden
an zytosolischen Ribosomen synthetisiert, haben keine Signalsequenz, daflir aber
acetylierte N-Termini (Hsu and Liu 2004). Trotz vorliegender Glykosilierungsmotive
sind Galektine nicht glykosiliert, was dafur spricht, dass sie nicht das
Endoplasmatische Retikulum- (ER) und Golginetzwerk passieren. Ein Vorteil dieses
unkonventionellen Proteinexports ist, dass die Galektine dadurch vermeiden, Uber
den klassischen Weg potentielle Glykoproteinbindungen einzugehen (Hughes 1999).
In den letzten Jahren sind zahlreiche Funktionen von Galektinen erforscht worden.
Einige sollen im Folgenden kurz dargestellt werden.

Galektine spielen eine Rolle in der Apoptose: Gal-3 hat eine pro-apoptotische, Gal-1
eine anti-apoptotische Wirkung (Yang, Hsu et al. 1996), Gal-12 bewirkt einen
Zellzyklus-Arrest und Apoptose in Adipozyten (Yang, Hsu et al. 2001), Gal-9 induziert
hingegen eine Apoptose in murinen Thymozyten (Wada and Kanwar 1997).

Ebenso wurde ein Zusammenhang in der Allergologie beschrieben: in einer
Publikation konnte gezeigt werden, dass Gal-14 beim bronchialen Asthma freigesetzt
wird (Dunphy, Barcham et al. 2002). Gal-9 agiert als eosinophiler Chemolockstoff
(Matsumoto, Matsumoto et al. 1998) und Gal-3 hat eine Funktion als eosinophiles
Adhasionsmolekul (Rao, Wang et al. 2007).
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Ein weiteres Forschungsgebiet betrifft die Tumorpathologie: es wurde eine erhdhte
Konzentration von Gal-3 bei Fernmetastasierung beschrieben (lurisci, Tinari et al.
2000). Gal-7 wurde eine Funktion als fruher Transkriptionsfaktor fur das
Tumorsuppresorgen p53 zugeschrieben (Bernerd, Sarasin et al. 1999).

Galektin spielt zudem eine Rolle in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Gal-3
fordert beispielsweise die Neutrophilenadhdsion zu Laminin (Kuwabara and Liu
1996), Gal-8 hingegen inhibiert die Zelladhasion, indem es Komplexe mit Mitgliedern
der Integrin Familie bildet (Yoshii, Fukumori et al. 2002).

1.3 Galektin-1

Gal-1 wurde als erstes Mitglied der B-Galaktosid-bindenden Proteine entdeckt
(Barondes, Castronovo et al. 1994). Es hat ein Molekulargewicht von 29,0 kDa
(Monomer 14,5 kDa).

1.3.1 Struktur von Gal-1

Gal-1 wird zu der Gruppe der Protypen der Galektine (s. Abb.1) nach Hirabayashi
gezahlt (Hirabayashi and Kasai 1993). Es wird durch das LSGALS1-Gen kodiert, das
sich auf Chromosom 22q12 befindet. Zwei identische Monomere bilden ein nicht
kovalent verknupftes Homodimer mit zwei Kohlenhydrat erkennenden Domanen
(CRD) fur die Bindung von GalB1-4GIcNAc Sequenzen. Es hat eine 3-,Sandwich”
Struktur, bestehend aus 2 antiparallelen B-Faltblattstrukturen von funf (F1-F5) und
sechs (S1-S2a/b) Strangen. Die N- und C-Termini der beiden Monomere befinden
sich an der Kopplungsstelle.

Die Integritat des Dimers wird durch Interaktionen an der Kopplungsstelle zwischen
den Monomeren und dem hydrophoben Kern erreicht. Es gibt vier
Hydrogenbindungen zwischen Val5 und Ser7 auf beiden S1 Strangen der
Vorderflache, und funf Hydrogenbindungen zwischen Lys129, Phe133 und Val131
auf den F1 Strangen der gegenuberliegenden Seite. Die Seitenketten der nicht-
polaren Reste von S1 (Leu4, Ala6 und Leu9) und F1 (lle128, Val131, Phe133) ragen
in das Innere des Molekils rein: der so entstandene hydrophobe Kern ist flr die
Stabilitat der Dimerstruktur verantwortlich (Lopez-Lucendo, Solis et al. 2004) (siehe
Abb. 4).

In niedrigen Konzentrationen kann das Dimermolekil spontan zu zwei Monomeren

dissoziieren (Cho and Cummings 1995).
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S1 F2 83
MACGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKD

54 85 S6
SNNLCLHFNPRFNAHGDANTIV CNSKDGGA //GTEQREAV

F3 F4 F5
FPFQPGSVAEVCITFDQANLTVKLPDGYEFKFPNRL

52 F1
NLEAINYMAADGDFKIKCVAFD

Abb. 4: Kristallographische Darstellung von Gal-1 (Lopez-Lucendo, Solis et al. 2004).

1.3.2 Sekretion von Gal-1

Wie bereits unter 1.2 beschrieben, wird Gal-1 an freien zytosolischen Ribosomen
synthetisiert (Wilson, Firth et al. 1989). Das Protein besitzt acetylierte N-Termini,
jedoch keine Signalsequenz (Couraud, Casentini-Borocz et al. 1989). Es weist nicht
die typischen Zeichen einer klassischen Sezernierung auf: es hat einen blockierten
N-Terminus, ist nicht glykosiliert, obwohl es Glykosilierungsmotive enthalt, und
besitzt keine Disulfidbricken. Es wird daher unkonventionell sezerniert und umgeht
somit den Transport Uber das ER- und Golginetzwerk. Somit wird vermieden, dass
es vorzeitig von Glykolipiden und -proteinen gebunden wird (Cooper and Barondes
1990; Hughes 1999; Hsu and Liu 2004). Ein Hinweis hierfur ist die Resistenz
gegenuber Brefeldin A, das die ER- und Golginetzwerkabhangige Sekretion inhibiert
(Misumi, Miki et al. 1986; Lippincott-Schwartz, Yuan et al. 1989).

Die B-Galaktosid-spezifische CRD ist verantwortlich fir die Zielsteuerung des
Proteins zur Aulienseite. Hierfir soll die Bindung an Glykokonjugate, die als
Cargorezeptoren fungieren, essentiell sein (Nickel 2005). In den letzten Jahren
wurde aullerdem diskutiert, ob Gal-1 in einem exosomassoziierten
Exportmechanismus in den Extrazellularraum gelangt (Nickel 2003). Dies konnte in

einer neuen Studie widerlegt werden (Seelenmeyer, Stegmayer et al. 2008).

1.3.3 Bindungsaffinitat von Gal-1

Gal-1 bindet bevorzugt Disaccharid-N-Aceltyllactosamin-Sequenzen (Gal-f1-3/4
GIcNAc oder LacNAcl/ll). Die Bindungsaffinitat ist erhoht, wenn diese in
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multiantennaren repetitiven Seitenketten (Schwarz, Ahmed et al. 1998; Ahmad,
Gabius et al. 2004) oder als terminale LacNAc-Sequenzen vorliegen (Ahmad et al.
2002), ist jedoch nicht gesteigert, wenn LacNAc als Poly-N-Lactosamin vorliegt, also
als repetitive Einheit in einem Seitenstrang (Ahmad, Gabius et al. 2004). Die Affinitat
der Glykane ist auBerdem erhoht, wenn diese zelloberflachengebunden sind oder
sich an der Extrazellularmatrix befinden (He and Baum 2004), und erniedrigt, wenn
diese in freier Losung vorliegen (Leppanen, Stowell et al. 2005).

Eine Sedimentanalyse und eine Spektrometriemessung konnten zeigen, dass Gal-1
in Losung bevorzugt als Dimer vorliegt (Morris, Ahmad et al. 2004). Die daraus
resultierende Bivalenz erleichtert eine glykanvermittelte
Zelloberflachenrezeptorbindung, die wichtig ist, um Signalwege zu beeinflussen
(Perillo, Pace et al. 1995, Walzel, Blach et al. 2000). Weiterhin konnten
Zirkulardichroismusmessungen  und  Energieprofile = von  Bindungs-  und
Dimerisationsprozessen zeigen, dass die Bindung von spezifischen Disacchariden
an Gal-1 dessen Struktur nicht verandert, aber zu Energiealterationen fuhrt, die
dessen thermale Stabilitédt erhdhen (Di Lella, Marti et al.).

1.3.4 Effekte auf das Zellwachstum durch Gal-1

Gal-1 hat sowohl inhibitorische als auch aktivierende Effekte auf das Zellwachstum,
abhangig von Zelltyp und Aktivierungsstatus der Zelle. So hat Gal-1 beispielsweise
einen positiven Effekt auf das Zellwachstum in Lymphknotenzellen (Symons, Cooper
et al. 2000) Mammagefalizellen (Moiseeva, Javed et al. 2000), Kupffer-Sternzellen
der Leber (Maeda, Kawada et al. 2003) und in neuronalen Stammzellen (Sakaguchi,
Shingo et al. 2006), und einen negativen Effekt auf das Zellwachstum in
Neuroblastomzellen  (Kopitz, von Reitzenstein et al. 2001), stromalen
Knochenmarkszellen (Andersen, Jensen et al. 2003) und Chondrozyten (Marsich,
Mozetic et al. 2008).

1.3.5 Einfluss auf das Immunsystem durch Gal-1

Viele Studien haben in den letzten Jahren deutlich gemacht, dass Gal-1 das
Immunsystem auf verschiedenen Ebenen beeinflusst. So wurde Gal-1 in zahlreichen
immunpriviligierten Geweben nachgewiesen, z.B. im Gehirn (Joubert, Kuchler et al.
1989), in Hodengewebe (Dettin, Rubinstein et al. 2003) und in der Plazenta (Poirier,
Timmons et al. 1992). Zudem wird Gal-1 in primaren und sekundaren lymphatischen

Organen und in zirkulierenden Zellen exprimiert: in stromalen Thymuszellen (Baum,
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Pang et al. 1995), in inflammatorischen Makrophagen (Rabinovich, Castagna et al.
1996; Zuniga, Gruppi et al. 2001), in aktivierten B- (bone marrow, engl. far
Knochenmark) (Zuniga, Rabinovich et al. 2001) und T-Lymphozyten (Thymus-
abhangige Lymphozyten) (Blaser, Kaufmann et al. 1998; Rabinovich, Ramhorst et al.
2002). Die Effekte von Gal-1 auf die Immunzellen beruhen weitestgehend auf der
Bindung von Glykoproteinen, die sich auf der Zelloberflache befinden (Galvan,
Tsuboi et al. 2000, Amano, Galvan et al. 2003). Zusatzlich spielen intrinsische
Faktoren, wie Dimer- oder Monomer-Konfiguration des Proteins, und extrinsische
Faktoren, wie Zelltyp oder Aktivierungsstatus eine Rolle. Gal-1 ruft somit
unterschiedliche Immunreaktionen in verschiedenen Zellen hervor, wie z.B. pro- oder
anti-inflammatorische Effekte, Induktion von Zelliberleben oder programmiertem
Zelltod (Rabinovich and llarreqgui 2009).

1.3.5.1 Einfluss auf das T-Zell-System durch Gal-1

Der Einfluss von Gal-1 auf das T-Zell-System wurde in den letzten Jahren genauer
untersucht.

Bereits 1995 konnte gezeigt werden, dass Gal-1 in seiner Dimer-Konfiguration die
Apoptose aktivierter T-Zellen humaner T- und Leukamiezelllinien fordert (Perillo,
Pace et al. 1995). Die proapoptotische Aktivitat von Gal-1 wurde auch in frisch
isolierten T-Zellen untersucht. Gal-1 kann die ruhenden Zellen fir die Apoptose
sensibilisieren und den Fas-(CD95)-vermittelten Zelltod der aktivierten T-Zellen
potenzieren, welcher durch einen anti-Fas-neutralisierenden Antikorper inhibiert
werden kann. Weiterhin scheinen p56-Leukozyten-spezifische Proteintyrosinkinase
(Lck) und Zeta-Ketten-assoziierte Proteinkinase 70 (ZAP70) eine Rolle zu spielen
(Kovacs-Solyom, Blasko et al.). Zudem ist Caspase-8 in die apoptotische Kaskade
der frisch isolierten T-Zellen involviert (Matarrese, Tinari et al. 2005). In einer
anderen Studie wurde hingegen gezeigt, dass Gal-1 die Apoptose in einer
Lymphoblastoidtumorzelllinie Uber einen Caspase-unabhangigen Weg induziert
(Hahn, Pang et al. 2004). Weiterhin wurde demonstriert, dass Gal-1 die Apoptose-
Induzierung in Jurkat T-Lymphozyten Uber den mitochondrialen Signalweg fordert
(Lange, Brandt et al. 2009). Zudem scheinen sich auch Galektine untereinander zu
beeinflussen: so fuhrt die intrazellulare Gal-3 Expression in T-Zellen zu einer
Resistenz gegenuber Gal-1-induziertem programmierten Zelltod (Rabinovich and
llarregui 2009).
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Viele Zelloberflachenglykoproteine von T-Zellen enthalten Lactosaminsaccharide,
aber nur eine bestimmte Anzahl bindet Gal-1. Die Bindung von Gal-1 an die T-Zellen
induziert die Umlagerung von spezifischen Glykoproteinen in Mikrodomainen der
Zelloberflache. Die Bindung zu den Glykoproteinen CD45, CD43 und CD7 wurde in
den letzten Jahren mehrmals beschrieben (Pace, Lee et al. 1999; Fulcher, Chang et
al. 2009).

Die CD45-Bindung kann ein pro-apoptotisches Signal in humanen T-Zellen
induzieren (Klaus, Sidorenko et al. 1996, Lesage, Steff et al. 1997). In einer anderen
Studie wurde CD45 hingegen als negativer Regulator der T-Zell-Apoptose
beschrieben (Byth, Conroy et al. 1996). Die Rolle von CD45 in Gal-1-vermittelter T-
Zell-Apoptose wird kontrovers diskutiert: Pace et al. zufolge wird die Apoptose
dadurch geférdert, in anderen Studien wurde hingegen gezeigt, dass Gal-1 die
Apoptose in CD45-defizienten T-Zellen foérdert (Fajka-Boja, Szemes et al. 2002).
Nguyen et al. nach, kann Gal-1 den Zelltod positiv und negativ beeinflussen: der
Glykosilierungsstatus von Gal-1 spielt demnach die entscheidende Rolle (Nguyen,
Evans et al. 2001).

Seit 1996 ist bekannt, dass eine CD43-Bindung den Zelltod in Jurkatzellen fordert
(Brown, Shuford et al. 1996). Lange Zeit war der genaue Einfluss der Gal-1-Bindung
von CD43-Rezeptoren auf T-Zellen nicht bekannt. In einer neueren Studie wurde
gezeigt, dass der CD43-Verlust in murinen Thymozyten und in humanen T-
Lymphoblastoidzellen den Gal-1-induzierten Tod hemmt. Dies weist darauf hin, dass
CD43 fir die maximale T-Zell-Suszeptibilitat zu Gal-1 von Bedeutung ist (Hernandez,
Nguyen et al. 2006).

CD7 wird von humanen unreifen T-Zellen exprimiert und ist in aktivierten T-Zellen
hochreguliert. Beide Zellpopulationen werden durch Gal-1 beeinflusst (Perillo,
Uittenbogaart et al. 1997). Patienten mit rheumatoider Arthritis, die mit anti-CD7 mAK
behandelt wurden, zeigten eine Abnahme der peripheren T-Zellen um 50% (Kirkham,
Thien et al. 1992). Wie bereits oben beschrieben, bindet Gal-1 bevorzugt Gal-31-
4GIcNAc Sequenzen auf N- oder O-gebundenen Glykanen. Humanes CD7 hat 2 N-
gebundene Glykane und viele O-gebundene Glykane (Sempowski, Lee et al. 1999).
Die Anordnung dieser Glykane scheint optimal zu sein, um Gal-1 zu binden (Sgroi,
Nocks et al. 1996). Weiterhin mussen CD7-positive-Zellen bestimmte
Glykosyltransferasen exprimieren, um das Todessignal zu erhalten (Galvan, Tsuboi
et al. 2000). Pace et al. konnten zeigen, dass CD7 fur den Gal-1 induzierten T-Zell-
Tod bendtigt wird (Pace, Hahn et al. 2000).



10 1. Einleitung

Im Gegensatz zu dieser proapoptotischen Aktivitat bewirkt die Gal-1 Sekretion in
Stromazellen von Lymphknoten das Uberleben naiver T-Zellen, ohne die Proliferation
zu férdern (Endharti, Zhou et al. 2005). Zudem inhibiert Gal-1 die T-Zell-Adhasion
Uber Glykoproteine der Extrazellularmembran wie Fibronektin und Laminin und
reduziert die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a
und Interferon-y durch aktivierte T-Zellen. Das spricht daflr, dass Gal-1 seine anti-
inflammatorischen Effekte auch unabhangig vom programmierten Zelltod ausiben
kann (Rabinovich, Ariel et al. 1999).

Gal-1 stellt auferdem einen Schlusseleffektor in der Regulierung von
Regulatorischen T-Zellen (TReg-Zellen) dar (Garin, Chu et al. 2007). TReg-Zellen
sind bedeutend in der Regulierung selbst-reaktiver T-Zellen in der Peripherie
(Shevach 2000). Diese Zellen stellen eine kleine Zellpopulation von CD4-positiven
Zellen dar, die die a-Kette (CD25) des Interleukin-2R (IL-2R) Komplexes exprimieren
(Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). CD4"CD25"-T-Zellen konnen die Entwicklung
von Autoimmunkrankheiten sowohl auf Zytokin-abhangigem (Seddon and Mason
1999), als auch -unabhangigem Weg (Suri-Payer and Cantor 2001) inhibieren. Nach
polyklonaler T-Zell-Rezeptor (TCR)- Aktivierung der TReg-Zellen kommt es nicht zur
Produktion von IL-2, IL-10, IL-4 oder Interferon-y (Thornton and Shevach 1998). Gal-
1 ist nach TCR-Aktivierung jedoch hochreguliert. Zudem kann die spezifische
Blockade der Gal-1-Bindung humaner TReg-Zellen mit einem neutralisierenden Gal-
1 mAK (monoklonalen Antikorper), die inhibitorischen Effekte von humanen CD4-
und CD25-coexprimierenden T-Zellen hemmen. Die TReg-Zellen der Gal-1-Null-

Mause zeigen eine weniger inhibierende Wirkung als die der Wildtyp-Mause.

1.3.5.2 Therapeutische immunologische Wirkung von Gal-1

Die therapeutische Wirkung von Gal-1 wurde bereits in mehreren Studien untersucht.
In einem murinen Modell von Stammzelltransplantation supprimierte Gal-1 die Graft-
versus-host-Immunantwort (GvH) und die Produktion von Typ [-Zytokinen. Das
Uberleben der Mause wurde von 3% (Kontrollen) auf 68% (mit Gal-1 behandelte
Mause) verbessert. Zudem konnten bei den unbehandelten Mausen auch mehr
inflammatorische Infiltrate im Gewebe nachgewiesen werden. Bei den mit Gal-1
behandelten Mausen wurde aullerdem die Wiederherstellung der normalen
Milzstruktur geférdert (Baum, Blackall et al. 2003).

Gal-1 wurde auch in tierexperimentellen Modellen erfolgreich zur Behandlung von

Autoimmunkrankheiten eingesetzt. Bei der experimentellen Autoimmun-Uveitis,
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einem T-Helfer 1-vermittelten Erkrankung der Retina, wurde nach Behandlung mit
Gal-1 eine Inhibierung von Leukozyteninfiltration und pathogenen Th1-Zellen, eine
Verbesserung der klinischen Symptomatik und auf’erdem eine Foérderung der
Apoptose in Lymphknoten der behandelten Mause erzielt (Toscano, Commodaro et
al. 2006).

In einem murinen Diabetes-Mellitus-Modell fuhrte aul3erdem die intravendse Gabe
von Gal-1-produzierenden dentritischen Zellen zu einer erhdhten Rate an
apoptotischen T-Zellen und einer Inhibierung von Interferon-y-produzierenden CD4+
T-Zellen in Pankreaslymphknoten (Perone, Bertera et al. 2006). In einem weiteren
murinen Diabetes mellitus Typ 1-Modell wurden nach der Galektin-Therapie die Th1
Zellen signifikant reduziert und periphere (pankreatische) Betazell- reaktive T-Zellen
zerstort (Perone, Bertera et al. 2009).

Gal-1 hemmt auch akute Entziindungsreaktionen in-vivo. In einem experimentellen
Ansatz in Ratten flhrte die Injektion von Phospholipase-A2 zu einer
Entzindungsreaktion. Gal-1 konnte die histamininduzierte Odemreaktion in den
Rattenhinterpfoten reduzieren. Histopathologisch wurde eine Hemmung der
polynuklearen neutrophilen Granulozyten und den degranulierten Mastzellen
nachgewiesen (Rabinovich, Sotomayor et al. 2000).

Weiterhin konnte ein therapeutischer Effekt von Gal-1 in einem murinen
Autoimmunhepatitis- (Santucci, Fiorucci et al. 2000), Kolitis- (Santucci, Fiorucci et al.
2003), Autoimmunenzephalitis- (Offner, Celnik et al. 1990) und Arthritis-Modell

(Rabinovich, Daly et al. 1999) nachgewiesen werden.

1.3.5.3 Einfluss auf die fetomaternale Immuntoleranz durch Gal-1

Multiple Mechanismen beeinflussen die Immuntoleranz an der fetomaternalen
Grenzflache: unter anderem das Th1-Th2-Gleichgewicht, die spezifische
Rekrutierung CD4'CD25"-TReg-Zellen, die Expansion der NK-Zellen und die
Induzierung der dezidualen T-Zell Apoptosis (Rabinovich and llarregui 2009).

In einem Stressinduzierten murinen Abort-Model fuhrte die Gal-1 Expression und die
Therapie mit rekombinantem Gal-1 zu einer geringeren Anzahl von Aborten, indem
das Th1-Th2 Gleichgewicht wiederhergestellt wurde und die Expansion von IL-10
produzierenden TReg-Zellen induziert wurde (Blois, llarrequi et al. 2007). Aulierdem
konnten Kopcow et al. zeigen, dass humane deziduale NK-Zellen hohe Mengen an
Gal-1 produzieren, das zur Apoptose von dezidualen, jedoch nicht von peripheren T-
Zellen fUhrt (Kopcow, Rosetti et al. 2008).
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1.3.6 Effekte auf die Tumorprogression durch Gal-1

Gal-1 wird eine wichtige Rolle in der Karzinogenese und Tumorprogression in vielen
verschieden Tumoren zugeschrieben. Die Aggressivitat und der metastasierende
Phanotyp korrelieren hierbei oft mit der Expression von Gal-1. Diese wurde in
malignem Gewebe unter anderem in Kolon- (Hittelet, Legendre et al. 2003), Prostata-
(van den Brule, Waltregny et al. 2001), Glioma- (Rorive, Belot et al. 2001), Thyroid-
(Chiariotti, Berlingieri et al. 1995), Cholangio- (Shimonishi, Miyazaki et al. 2001),
Pankreas- (Berberat, Friess et al. 2001), Ovarial- (van den Brule, Califice et al. 2003)
Urothel- (Langbein, Brade et al. 2007), oralen Plattenepitel- (Ding, Dong et al. 2009),
pulmonalen Adenokarzinomen (Wu, Hong et al. 2009) und Vulvakarzinomen
(Kohrenhagen, Voelker et al.) beschrieben.

Die klinische Bedeutung von Gal-1 in tumorassoziiertem Stromagewebe konnte in
mehreren Studien gezeigt werden. Die Uberexpression von Gal-1 in Stromagewebe
von Prostatakarzinomen korreliert Uberdies mit der schlechten Prognose der
Patienten (van den Brule, Waltregny et al. 2001). AuRerdem wird Gal-1 mRNA in
stromalen Fibroblasten von Pankreaszellkarzinomen (Berberat, Friess et al. 2001)
und in peritumoralen Fibroblasten von humanen Ovarialkarzinomen exprimiert. Gal-1
wird zudem von aktivierten Fibroblasten sezerniert (van den Brule, Califice et al.
2003). Jung et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Gal-1 Expression in
tumorassoziiertem Stromagewebe mit Kklinisch-pathologischen Parametern wie
Tumorinvasion, T- Stadium, TNM-Stadium und axillarer Lymphknotenmetastasierung
korreliert (Jung, Moon et al. 2007).

Gal-1  beeinflusst die Tumorprogression auf vielen Ebenen: in der
Protoonkogenenmutation, der Zelladhasion, der Angiogenese und der

Immuntoleranz.

1.3.6.1 Einfluss auf die Proto-Onkogenmutation durch Gal-1

In humanen Tumoren sind Ras-Proto-Onkogene haufig mutiert und induzieren eine
maligne Entartung. Die Ras-Transformation bendtigt eine Membranverankerung, die
durch die Uberexpression von Gal-1 begiinstigt wird. Zudem wird die Konversion von
inaktivem Ras-GDP zu aktivem Ras-GTP geférdert (Paz, Haklai et al. 2001).

Gal-1 verlangert die Aktivierung von Ras Uber eine Farnesyl-Bindung und verhindert
gleichzeitig die Bindung zur Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K). Wenn Gal-1 mit H-Ras
interagiert, gewinnt es eine Ras (35S) Effektor-Loop-Mutationskonformation, die eine

Aktivierung vom Raf1-MEK-ERK (Rapidly growing fibrosarcoma - Mitogen aktivierte



1. Einleitung 13

Proteinkinase - Extrazellular regulierte Kinase) Signalweg induziert, welcher aus
einer linearen Sequenz aus drei Proteinkinasen besteht, bei der die Aktivierung
durch Phosphorylierung tUbermittelt wird: Raf1, MEK und ERK (Sugden and Clerk
1997; Elad-Sfadia, Haklai et al. 2002).

1.3.6.2 Einfluss auf die Zelladhasion bei der Tumorprogression durch Gal-1

Gal-1 interagiert mit Molekllen der extrazellularen Matrix (ECM) wie Laminin,
Fibronektin, 90 K (MAC-BP) und Integrin, und reguliert somit Zell-Zell und Zell-ECM
Adhasion. Es modifiziert Zellmotilitat und Aggregation, welche wichtige Stufen in der
Tumorzellinvasion und Metastasierung darstellen (Hughes 2001).

Dimerisches Gal-1 bindet B1-Integrin und erhdht dessen Aktivitat (Moiseeva,
Williams et al. 2003). In einem transgenen murinen Model von humanem
Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass die [(1-Integrin Expression
entscheidend flr die Initiation des Zellwachstums der Karzinomzellen ist (White,
Kurpios et al. 2004). In humanen epithelialen Tumoren hemmt Gal-1 das Wachstum
Uber eine Integrin-abhangige Zellzyklus-Regulierung. Gal-1 bindet an den a531-
Fibronektin-Rezeptor und inhibiert die Ras-MEK-ERK-Kaskade und die G1/S-
Zellzyklusprogression (Fischer, Sanchez-Ruderisch et al. 2005). In anderen Studien
konnte gezeigt werden, dass Gal-1 in mesenchymalen Zellen mit a7p1- und a1f1-
Integrin (Gu, Wang et al. 1994) und in T-Zellen mit B-Integrin interagiert, was darauf
hinweist, dass eine zellspezifische Integrinexpression verschiedene Effekte von Gal-
1 in mesenchymalen, lymphoiden und epithelialen Tumorzellen hervorruft (Moiseeva,
Spring et al. 1999; Sturm, Lensch et al. 2004).

1.3.6.3 Einfluss auf die Angiogenese bei der Tumorprogression durch Gal-1

Gal-1 wird in Endothelzell-Tumoren Uberexprimiert. Die Stimulierung aktivierter
Endothelzellen mit einem Gal-1 spezifischen antisense-Oligodesoxynukleotid sowie
mit einem polyklonalen Anti-Gal-1-Antikdrper resultiert auflerdem in einer
Proliferations- und Migrationshemmung (Thijssen, Postel et al. 2006). Die Gal-1
Sekretion durch Endothelzellen fordert insbesondere die H-Ras Interaktion zur
Raf/MAPK/ERK Kinase (MEK)/ERK Kaskade (Thijssen, Barkan et al.). Gal-1
vermittelt aulerdem die angiostatische Aktivitat von Anginex, welches das
Tumorwachstum hemmt, indem es die Tumorangiogenese inhibiert. Gal-1 dient dem
Peptid als Rezeptor. Im Vergleich zum Wildtyp (Gal-1+/+), hatte Anginex in Gal-1-

Null Mausen (Gal-1-/-) keinen Effekt auf das Tumorwachstum. In Gal-1-Null Mausen
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(Gal-1-/-) war auBerdem das Tumorvolumen nach 15 Tagen viermal geringer als in
Wildtyp-Mausen. Daraus kann man schliel3en, dass Gal-1 fur die Tumorangiogenese
bendtigt wird und es somit als Targetprotein in der angiostatischen Therapie

fungieren konnte (Thijssen, Postel et al. 2006).

1.3.6.4 Einfluss auf die Inmuntoleranz bei der Tumorprogression durch Gal-1

Gal-1 beeinflusst die T-Zellhomdostase durch T-Zell Apoptose und Inhibierung von
proinflammatorischen Zytokinen (Rabinovich, Ariel et al. 1999; Rabinovich, Daly et al.
1999). In murinen Melanomzellen fihrte die Hemmung der Gal-1 Expression durch
die Transfektion mit einer Gal-1-antisense-cDNA zu einer Verbesserung der
Tumorabwehr und zu einer CD4" - und CD8" -T-Zell vermittelten tumorspezifischen
Immunantwort (Rubinstein, Alvarez et al. 2004).

Gal-1 tragt auch auf einem weiteren Weg zur Erhaltung der Immuntoleranz von
Tumoren bei: unter Hypoxiebedingungen, bei der die maligne Transformation
beschleunigt ist und dem Tumor eine zellulare Resistenz gegeniuber Chemotherapie
verliehen wird (Yun and Giaccia 2003), war die Produktion und Sekretion von Gal-1
in Kopf- und Halsplattenepithelkarzinomen hochreguliert, die T-Zell-Produktion
hingegen inhibiert. Gal-1 konnte also als Zielprotein in der hypoxischen
Tumortherapie dienen (Le, Shi et al. 2005).

1.4 Trophoblastzellen
1.4.1 Physiologie der Plazenta

Die Befruchtung und daraus folgend die Verschmelzung der mannlichen und
weiblichen Gameten erfolgt 6-12 Std. nach der Ovulation in der Ampulle des
Eileiters. Bei der Furchung gehen Blastomeren aus einer Serie von Zellteilungen
hervor. Am 3. Tag nach der Befruchtung erreicht die Zygote, daher die befruchtete
Eizelle, im 12-16-Zellen Stadium als Morula die Gebarmutterhdhle. Hier verliert sie
ihre Zona Pellucida, ihre Schutzhille, und bildet eine Blastozystenhdhle aus. Die
Blastozyste bildet eine duRere Zellschicht, aus der der Trophoblast, der embryonale
Teil der Plazenta, entsteht, und eine innere Zellmasse, aus welcher der Embryo
hervorgeht. Im Verlauf der 2. Woche dringt die Blastozyste mit dem embryonalen Pol
in die Gebarmutterschleimhaut ein (Implantation). Im Kontakt mit der Schleimhaut
verdickt sich der Trophoblast und besteht aus einer inneren Schicht mit einkernigen
Zellen, dem Zytotrophoblasten, und einer &ufleren, vielkernigen Schicht, dem

Synzytiotrophoblasten. Im Zytotrophoblast teilen sich die Zellen und verschmelzen
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unter Verlust der eigenen Membran mit dem Synzytiotrophoblasten. Dieser gewinnt
somit stetig an Dicke. Die Zellen im Endometrium beladen sich mit Glykogenen und
Lipiden, das Gewebe wird 6dematds (deziduale Reaktion). Am embryonalen Pol
erscheinen Vakuolen im Synzytium, welche zusammenflielen und weite Lakunen
bilden. Mit dem weiteren Eindringen entwickeln sich Verbindungen zwischen den
Lakunen und dem mutterlichen Kreislaufsystem. Zwischen den Lakunen bleiben
Trabekel (synzytiotrophoblastare Zellsaulen) als trennende Grenzen stehen.
Zytotrophoblastzellen wachsen in die Trabekel hinein, welche damit zu primaren
Zotten werden. Zellen aus dem extraembryonalen parietalen Mesoderm
(Chorionmesoderm) dringen in den Zottenkern ein. Dadurch entsteht die
Sekundarzotte. Das villése Mesenchym durchdringt die trophoblastare Hulle nicht
vollstandig, so dass die basalen Segmente der Trabekel im Primarzottenstadium
verbleiben. Der trophoblastare Fuld der Trabekel, bzw. der Ankerzotten, ist der
Entstehungsort des extravilldosen Trophoblasten. Embryonale Blutgefal3e entstehen
innerhalb des Mesenchyms und wandeln die Sekundar- in Tertiarzotten um. Die
villdsen Zytotrophoblasten bilden die innere Schicht der Chorionzotten. Sie
proliferieren und fusionieren zu Synzytiotrophoblasten. Sie synthetisieren
schwangerschaftsassoziierte Hormone und Proteine und bilden die funktionelle
Barriere zwischen maternalem Blut und foétalem Stroma. Zytotrophoblastzellen 16sen
sich  von der Basalmembran der  Ankerzotten, durchwandern die
synzytiotrophoblastare Schicht und bilden als extravilldse Trophoblasten Zellsaulen.
Von hier aus wandern Zellen in die Dezidua und das Myometrium ein und verandern

das Endometrium und das Gefal3system (siehe Abb. 5).

5T

B oo NG
'n._m'i M Ci':&?,lr@cl

|I,'!|
g ¥

Abb. 5: ST = Synzytiotrophoblast, VZT = villbser Zytotrophoblast, ZS = Zellsdule, DZ = Deziduazelle
(Modifiziert nach (Malassine and Cronier 2002)).
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1.4.2 Trophoblasttumorzellen BeWo

Obwohl es naheliegend ware, die Effekte von Gal-1 auf die Synzytiumbildung in
Trophoblastzellen von primaren Zellkulturen zu untersuchen, dienten in dieser Studie
Trophoblasttumorzellen BeWo als Untersuchungsmaterial. Primare Zellkulturen
stellen eine heterogene Population von isolierten Zyto- und Synzytiotrophoblastzellen
dar und weisen eine Variabilitat in der Zellproliferation und Zellfusion auf. Der Einsatz
von etablierten Zelllinien in der Untersuchung der Trophoblastenfunktion wurde von
vielen Wissenschaftlern beflirwortet (Ringler and Strauss 1990; King, Thomas et al.
2000) und letztlich nochmals durch Sullivan bestatigt (Sullivan 2004). Die
Trophoblasttumorzelllinie BeWo wurde 1968 durch Pattillo et al. etabliert (Pattillo and
Gey 1968). Diese Zelllinie weist zwei koexistierende Phanotypen auf: einen
Zytotrophoblast-ahnlichen, und einen Synzytiotrophoblast-ahnlichen Phanotyp
(Grummer, Hohn et al. 1994).

1.4.3 Hormonsynthese in der Plazenta

Humanes Choriongonadotropin (hCG) ist ein heterodimeres Glykoprotein, das aus a-
und B- Einheiten gebildet wird. Die hCG-Untereinheiten werden schon im 8-Zell-
Stadium transkribiert. Der Trophoblast synthetisiert das Hormon bereits bevor es im
maternalen Serum messbar ist, d.h. 8-10 Tage nach der Ovulation (Jameson and
Hollenberg 1993) (Srisuparp, Strakova et al. 2001). Die hCG-Konzentration steigt
exponentiell an und erreicht ein Maximum ca. 6 Wochen nach der Ovulation. Danach
fallen die hCG- Werte langsam ab und erreichen ihren Tiefstand am Anfang des
zweiten Trimesters. In den ersten sechs Schwangerschaftswochen ist hCG flr die
Schwangerschaftsaufrechterhaltung essentiell, indem es den Gelbkorper zur
Ausschuittung von Progesteron stimuliert (Malassine and Cronier 2002).

In der Plazenta wird Pregnenolon aus Cholesteron durch das Zytochrom P450scc
(side chain cleavage enzyme) gebildet. Anschliel3end wird Pregnenolon durch die 3-
B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase in Progesteron umgewandelt (Morel, Mebarki et al.
1997) (Beaudoin, Bonenfant et al. 1997). Wahrend dem Menstruationszyklus wird
Progesteron durch den Gelbkorper produziert. Nach der Befruchtung und
Implantation produziert der Gelbkdrper weiterhin Progesteron unter dem Einfluss von
hCG. 6-8 Wochen nach der Ovulation sinkt die Progesteronproduktion durch den
Wegfall der Stimulierung durch den Synzytiotrophoblasten (s. oben) (Aspillaga,
Whittaker et al. 1983).
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Die Plazenta ubernimmt nun die Progesteronproduktion. Da die humane Plazenta
keine Zytochrom P450 17-a-Hydroxylase exprimiert, kann sie Pregnenolon oder
Progesteron nicht zu Androgenen fiir die Synthese von Ostrogenen umwandeln.
Daher hangt die Ostrogensynthese von Androgen-Vorstufen ab
(Dehydroepiandrosteron-Sulfat [DHEA-S]), die durch die maternale Nebenniere (zu
50%) und die fotale Nebenniere (zu 50%) produziert werden. DHEA und DHEA-S
diffundieren von dem fétalen Blut zu dem Synzytiotrophoblasten, werden durch eine
Steroidsulfatase hydrolysiert und durch die synzytiotrophoblastare Zytochrom P450-
Aromatase in Ostrogen umgewandelt (Strauss, Martinez et al. 1996) (Malassine and
Cronier 2002).

1.4.4 Galektin-1 und Trophoblastzellen

Gal-1 wird initial im Trophektoderm von dem expandierten Blastozysten unmittelbar
vor der Implantation synthetisiert (Poirier, Timmons et al. 1992). Es wird durch den
Synzytiotrophoblasten, jedoch nicht durch den villdsen Zytotrophoblasten exprimiert.
Der in die Dezidua eindringende Zytotrophoblast exprimiert Gal-1 nur schwach,
Trophoblasttumorzellen BeWo Zellen dagegen besonders stark (Walzel, Neels et al.
1995; Vicovac, Jankovic et al. 1998). Gal-1 bindet Trophoblasten und BeWo Zellen,
welche ein Synzytium in-vitro bilden, jedoch nicht frisch isolierte Trophoblastzellen
aus dem ersten Schwangerschaftstrimester und Zellen der Trophoblasttumorzelllinie
JEG-3, welche kein Synzytium bilden kdnnen (Jeschke, Reimer et al. 2004).

Das Thomsen—Friedenreich Epitop (TF-Antigen) beinhaltet das Kohlenhydratmolekul
Galactose-B1-3N-acetylgalactosamine (GalB1-3GalNAc). Es wird in mehr als 85%
der humanen Karzinome exprimiert (Springer 1984). Aullerdem ist es ein
blutgruppenbezogenes spezifisches onkofetales Antigen und ist in normalem
Gewebe nur begrenzt vorhanden (Cao, Stosiek et al. 1996). Trotzdem wird es von
fetalen Epithelien und Mesothelien (Barr, Taylor et al. 1989) und von
Trophoblastzellen exprimiert (Richter, Jeschke et al. 2000). Das TF-Antigen wird von
Synzytiotrophoblasten an der materno-fetalen Grenzflache, durch extravillése, in die
Dezidua eindringende Trophoblasten und durch Trophoblasttumorzellen BeWo, die
ein Synzytium bilden, exprimiert. Isolierte Zytotrophoblasten und Zellen der JEG-3
Trophoblasttumorzelllinie, die kein Synzytium bilden kdnnen, exprimieren hingegen
kein TF-Antigen.

Es ist daher vorstellbar, dass das TF-Antigen in Adhasionsprozesse involviert ist, die
zu der Bildung von multizellularen Aggregaten fuhren. Da Synzytiotrophoblasten in-
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vivo auch das TF-Antigen exprimieren, reprasentieren die TF- positiven Zellen
héchstwahrscheinlich den Synzytiotrophoblast-ahnlichen Phanotypen (Jeschke,
Richter et al. 2002). Dieses Expressionsschema von Gal-1 ist in Ubereinstimmung
mit der TF-Antigen Expression. Jeschke et al. konnten zeigen, dass Gal-1 an das TF-
Antigen in  Synzytiotrophoblasten,  extravillésen  Trophoblastzellen  und
Trophoblasttumorzellen BeWo bindet (Jeschke, Karsten et al. 2006).

Gal-1 hat einen biphasischen Effekt auf die Zellproliferation (Adams, Scott et al.
1996). In BeWo-Zellen inhibiert Gal-1 die Proliferation in  einer
konzentrationsabhangigen Weise: die Proliferation ist bei hohen Konzentrationen (30
und 60 pg/ml) im Gegensatz zu niedrigen Konzentrationen (10 und 20 pg/ml)
signifikant reduziert (Jeschke, Karsten et al. 2006).

Gal-1 beeinflusst auch die Hormonsynthese: es inhibiert die hCG- und Progesteron-
Produktion in BeWo Zellen. Die hCG-Produktion wird sowohl auf mRNA-, wie auch
auf Proteinebene gehemmt. Die Effekte scheinen mit der Expression von dem TF-
Antigen auf der Zelloberflache in Verbindung zu stehen (Jeschke, Reimer et al.
2004).

Obwohl zahlreiche Signalwege in Trophoblastzellen in den letzten Jahren erortert
wurden, darunter Mitglieder der mitogen-activated protein Familie (MAPK) (Daoud,
Amyot et al. 2005) (Kita, Mitsushita et al. 2003), der Janus Kinase (JAK) und der
Signal transducer and activator of transcription cytokine signal transducing pathway
(STAT) (Fitzgerald, Busch et al. 2005; Fitzgerald, Poehlmann et al. 2008), besteht
wenig Information bezuglich der durch Gal-1 beeinflussten Signalwege in diesen
Zellen. Um die extra- und intrazellularen Bedeutung von Gal-1 in Trophoblastzellen
zu verstehen, ist es notwendig, die interagierenden Glykokonjugate und Signalwege
zu identifizieren. Rezeptor-Tyrosinkinasen spielen hierbei eine wichtige Rolle, da
Tyrosin-Phosphorylierung zahlreiche biologische Prozesse kontrolliert, unter

anderem die Zelldifferenzierung und -proliferation (Hunter 1998).
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2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Synzytiumbildung ist ein aul3ergewohnlicher Prozess, der nur in wenigen Zelllinien
stattfindet. Einen besonderen Schauplatz stellt hier die Plazenta dar, deren
Entstehung in vielen Aspekten der Invasion durch maligne Tumore ahnelt (Hammer,
Blaschitz et al. 1999). Einige molekulare Mechanismen der Fusionsbildung der
Trophoblastzellen wurden bereits aufgedeckt (Getsios and MacCalman 2003)
(Frendo, Cronier et al. 2003). Allerdings gibt es noch viele extra- und intrazellulare
Ablaufe, welche noch genau spezifiziert werden missen. Ebenso ist es wichtig, die
interagierenden Signalwege zu identifizieren. Es ist von groRer Bedeutung, den
genauen Ablauf dieses komplexen Mechanismus zu erforschen, um Krankheiten,
welche das sensible Zusammenspiel zwischen FoOtus und Plazenta storen,
aufzudecken. Tatsachlich beeinflussen multiple Mechanismen die Immuntoleranz an
der fetomaternalen Grenzflache. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Galektin-
1 hier eine grol3e Rolle spielt (Blois, llarregui et al. 2007). Der Bindungsweg von Gal-
1 an die Trophoblastzellen und die Beeinflussung der Proliferation sind daher von
zentraler Bedeutung. Aufgrund der Tatsache, dass Galektin-1 als humanes Lektin mit
zwei Kohlenhydratbindungsstellen (Perillo, Pace et al. 1995, Walzel, Blach et al.
2000) an Trophoblastzellen sowie an Trophoblasttumorzellen BeWo und
insbesondere an das Thomsen-Friedenreich Epitop bindet, stellt sich die Frage, wie
Gal-1 die Fusionsbildung von Trophoblasttumorzellen BeWo stimuliert (Jeschke,
Reimer et al. 2004). Da es spezifisch die hCG- und Progesteronproduktion und die
Proliferation von BeWo Zellen inhibiert (Jeschke, Reimer et al. 2004), stellt sich
zudem die Frage, wie Gal-1 die Expression von weiteren Proteinen und die

Signalweiterleitung in BeWo Zellen beeinflusst.
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3 Material und Methoden

Ein detailliertes Bezugsquellenverzeichnis aller verwendeten Gerate und
Chemikalien sowie die Zusammensetzung der verwendeten Medien befinden sich im

Anhang.

3.1 In vitro Kultur der BeWo Zellen

Bei der Zellkultur handelte es sich um Trophoblasttumorzellen der Zelllinie BeWo
(European Collection of Cell Cultures, ECACC, Salisbury, UK). Die
Trophoblasttumorzelllinie BeWo wurde 1968 durch Pattillo und Gey etabliert (Pattillo
and Gey 1968). Diese Zelllinie weist zwei koexistierende Phanotypen auf: einen
Zytotrophoblast-ahnlichen, und einen Synzytiotrophoblast-ahnlichen Phanotyp
(Grummer, Hohn et al. 1994).

Die Zellen wurden, abhangig von der Zelldichte, in T25, bzw. T175-Zellkulturflaschen
in 6 ml, bzw. 25 ml DMEM Nahrmedium (500 ml Dulbecco's Modified Eagle’s
Medium, 50 ml (= 10%) fetales Kalberserum) ausgesat und bei 37°C kultiviert (5%
CO2). Einmal woéchentlich wurde das Nahrmedium steril entnommen und durch

frisches ersetzt, einmal pro Woche erfolgte die Zellzahlung.

3.2 Zellzahlung

Das Medium wurde abgezogen und verworfen. AnschlieRend wurde die Kulturflasche
mit PBS gewaschen. Es wurde eine definierte Menge an Trypsin zugefuhrt (T25: 1 ml
und T175: 3 ml) um adharente Zellen vom Boden zu lésen. Nun wurde die
Suspension in einer bestimmten Menge Nahrmedium verdinnt (T25: 4 ml und T175:
12 ml). 25 pl dieser Suspension wurden mit 50 uyl PBS und 25 ul Trypanblau
vermengt. Dieser Farbstoff dringt bei beschadigter Zellmembran in die Zelle ein und
farbt sie blau. So kann man zwischen vitalen und toten Zellen unterscheiden. Die
Zellsuspension wurde in eine Neubauer-Zahlkammer geflllt. Es wurden dann jeweils
4 x 16 Kastchen ausgezahlt. Die Summe der Zellzahl wurde durch 4 dividiert. Je
nach Verdunnung im Medium wurde die ermittelte Anzahl X dann mit dieser
Verdunnung multipliziert. Die so errechnete Zellzahl entsprach dann X x 10* Zellen
absolut. Es wurde im Anschluss eine neue Passage durch das Aussaen einer

gewissen Anzahl an Zellen in eine Zellkuluturflasche mit Zellmedium angelegt.
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3.3 Immunzytochemie

3.3.1 Anfertigen von Chamberslides fiir die Inmunzytochemie

Es wurden insgesamt 6 Chamberslides fur die Immunzytochemie angelegt. Ein
Chamberslide enthielt je vier Kammern. Je 100.000 Zellen wurden in 1 ml
DMEM/FCS Kulturmedium pro Kammer ausgesat. Galektin-1 wurde in drei der vier
Kammern von jedem Chamberslide in ansteigender Konzentration zugesetzt: 10
pg/ml, 30 pg/ml und 60 pg/ml. Die jeweilig vierte Kammer diente als Negativ-
Kontrolle (nur Zellmedium). Die Zellen von drei Chamberslides (Ki67, B-Catenin und
Leptin) wurden fur 24 h bei 37°C kultiviert (5% CQO2), die Zellen der drei weiteren flr
48 h (je einer fur Ki67, B-Catenin und Leptin). AnschlieRend wurden die Uberstande

abgezogen.

3.3.2 ABC (Avidin-Biotin-Complex)-Peroxidase-Methode

Zum Nachweis von B-Catenin, Ki67 und Leptin wurde die Avidin-Biotin-Complex-

Peroxidase-(ABC)-Methode angewendet.

Diese Methode basiert auf der hohen Affinitdt vom Glykoprotein Avidin zum B-
Vitamin Biotin. Da es teilweise zu unspezifischen Reaktionen bei der Verwendung
von Avidin kommt, wurde auf gentechnischem Weg ein reineres Produkt gewonnen:
das Streptavidin, das aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert wird.

Bei der Avidin-Biotin-Verbindung ist an drei von vier mdglichen Bindungsstellen des
Avidins ein Molekul Biotin gebunden. An diesen Komplex ist das Enzym Peroxidase
gekoppelt, das aus der Meerrettichwurzel gewonnen wird und ein Molekulargewicht
von 40 kDa hat.

Uber einen gegen die Tierspezies des Primarantikdrpers gerichteten biotinylierten,
d.h. mit Biotin markierten Brickenantikorper, wird der Primarantikbrper mit dem
vorgeformten Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex verbunden (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Noll S, Schaub-Kuhnen S: Praxis der Immunhistochemie. Miinchen, Jena, Urban & Fischer,
2000, pp 147.

Es kommt zu einer Farbreaktion, indem die Peroxidase mit dem Substratpuffer H,O,
und dem Chromogen, in diesem Fall AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol), ein rotbraunes
Endprodukt bildet. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun nach
Mayer: es handelt sich hierbei um einen basischen Farbstofflack in saurer Losung
(pH-Wert von 4,5). In diesem sauren Milieu lagern sich die positiv geladenen
basischen Farbstoffe an die negativ geladene Phosphatgruppe der Kern-DNA an.
Das anschlielende Blauen und Auswaschen erfolgte im Leitungswasser. Das
Eindecken erfolgte mit Aquatex auf wassriger Basis, da AEC in organischem
Ldsungsmittel I6slich ist. Es hat den gleichen Brechungsindex wie Glas und
verschlie3t die Praparate luftdicht (siehe Abb. 7).
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Schema der ABC-Methode
Alle Inkubationen werden soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur und in der feuchten
Kammer durchgefiihrt.

Vorbereitung der Seren:

-Normalserum = 3 Tropfen Normalserum + 10 ml steriles PBS

-Sekundérantikérper = 3 Tropfen Normalserum + 1 Tropfen Anti-Mouse-Ig/bzw. Anti-Rabbit-Ig/bzw.
Anti-Sheep-Ig + 10 ml PBS

-ABC-Komplex = 4 Tropfen Reagenz A + 4 Tropfen Reagenz B + 10 ml steriles PBS (die L6ésung

muss 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt werden)

-Mit PBS spiilen 5 min
-50% Ethanol/50% Methanol 10 min
-Lufttrocknen ca. 15 min
-Mit PBS splilen 5 min
-Normalserum 30 min

-Serum entfernen, nicht spiilen

-Primdrantikérper 4°C 18h
-Mit PBS/Brij spiilen 5 min
-biotinylierter Briickenantikérper 30 min
-Mit PBS/Brij splilen 5 min
-ABC-Komplexelite 30 min
-Mit PBS sptilen 5 min
-AEC 10-12 min

-flieBend wéssern (lauwarmes Wasser)

-in Hdmalaun: Kern-Gegenféarbung 30 sec
-flieBend wéssern

-eindecken mit Aquatex

-trocknen ca. 15 min

Abb. 7: Schema der ABC Methode.

Die Zellen wurden wie unter 3.3.1 beschrieben auf Chamberslides ausgesat und
kultiviert. In Folge wurden die Zellen 10 min mit 50% Ethanol/50% Methanol fixiert
und getrocknet. AnschlieRend wurden die Chamberslides 5 min in PBS gewaschen,
um Reste des Ethanols und Methanols zu entfernen.

Im nachsten Schritt wurden die jeweiligen Chamberslides mit ,Horse“- Normalserum
aus dem Vectastain-ABC-Elite-Kit (Fa. Vector) bedeckt. Nach 30 min wurde das
Serum entfernt. Die enthaltenen Serumproteine lagern sich an die fur den
Primarantikorper unspezifischen Bindungsstellen an und blockieren diese: somit wird

eine unspezifische Anfarbung reduziert bzw. nahezu verhindert.
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Zusatzlich wurden entsprechende Negativ-Kontrollen fur die jeweiligen Antikorper
durchgefuhrt, indem BeWo Zellen mit Maus IgG, Kaninchen IgG bzw. Schaf 1gG in
einer Konzentration von 2-10 uyg/ml inkubiert wurden. Desweiteren wurden Positiv-
Kontrollen fur die einzelnen Antikorper angefertigt: die Leptin Positiv-Kontrolle an
Plazenta-Gewebe, die E-Cadherin-, [(-Catenin- und Ki67 Positiv-Kontrolle an
Mamma-Karzinom-Gewebe.

FiUr die immunzytochemischen Reaktionen wurden die jeweiligen Chamberslides mit
dem entsprechenden Primarantikérper gegen B-Catenin, Ki67 und Leptin bedeckt:
die Inkubation erfolgte 18 h bei 4°C in der feuchten Kammer. Die optimale
Verdlinnung der Primarantikdrper musste vorher ermittelt werden, um eine deutliche

Anfarbung bei reduzierter Hintergrundfarbung zu erreichen (siehe Abb. 8).

Verdiinnung in

Antikérper | Isotyp Klon PBS, pH 7,2-7,4 Inkubation | Firma

B-Catenin Rabbit IgG Polykilonal 1:600 18 h, 4°C Diagnostic Biosystems
Ki67 Mouse IgG Mib-1 1:500 18 h, 4°C DAKO

Leptin Sheep IgG Polyklonal 1:10 000 18 h, 4°C AbD Serotec

Abb. 8: Tabelle der verwendeten Antikérper, Inmunzytochemie.

Am nachsten Tag wurden die Chamberslides zuerst 5 min in mit Brij versetztem PBS
gewaschen, um die Oberflachenspannung der Praparate zu reduzieren. So konnten
Uberschussige, nicht gebundene Antikdrper entfernt werden.

Anschlieend wurden die Chamberslides 30 min mit dem biotinylierten
Bruckenantikdrper inkubiert und anschlieBend erneut 5 min in mit Brij versetztem
PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Chamberslides 30 min mit dem
ABC-Elite-Komplex bedeckt und 5 min mit PBS gewaschen.

Im Anschluss wurden die Chamberslides 10-12 min mit AEC-Reagenz inkubiert. Es
wurde wahrenddessen kontrolliert, wann die positiven Zellen ihre typische braun-rote
Farbung erreichen. Nach Spulung unter flieBRendem Wasser wurden die
Chamberslides fir 30 sec in Hamalaun getaucht, um die Zellen gegenzufarben.
Anschlietend wurden die Chamberslides flir 5 min in Leitungswasser geblaut. Die
Chamberslides wurden in Folge mit Aquatex eingedeckt und mit einem Deckglas

versehen. Die positiven Zellen farbten sich braun-rétlich, die negativen blaulich.
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3.3.3 Auswertung der Immunzytochemie

Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Lichtmikroskop (Leica, Solms,
Deutschland) durch drei unabhangige Begutachter, darunter die Pathologin Frau PD
Dr. Doris Mayer. Zuerst wurden die Zellen bei Lupenvergro3erung (10-fach)
aufgesucht. AnschlieRend wurden sie bei starkerer VergroRerung (25-fach) beurteilt.
Parallel wurden Positiv- und Negativ-Kontrollen aus jeder Farbereihe mitgefuhrt, die
die immunzytochemische Farbereaktion bestatigten. Mit Hilfe einer digitalen Kamera
(JVC; Victor Company of Japan, Japan) wurden die entsprechenden Abbildungen

erstellt.

3.3.3.1 Auswertung der Ki67 und Leptin Farbung

Die Schnitte wurden nach dem immunoreaktiven Score (IRS) von Remmele und
Stegner (Remmele and Stegner 1987) ausgewertet. Dieser semiquantitative
immunoreaktive Score berlcksichtigt die Parameter Farbeintensitat (Staining
Intensity = Sl) und den Prozentsatz der immunzytochemisch positiven Zellen (PP)

und wird aus dem Produkt dieser beiden Parameter errechnet.
Die Farbeintensitat (Sl) wird wie folgt unterteilt:

0 = keine Farbereaktion
1 = schwache Féarbereaktion
2 = méllige Férbereaktion

3 = starke Farbereaktion
Der Prozentsatz positiver Zellen (PP) wird eingeteilt in:

0 = keine positiven Zellen
1 =< 10% positive Zellen
2 = 10-50% positive Zellen
3 = 51-80% positive Zellen
4 => 80% positive Zellen

Durch Multiplikation beider Parameter kann der IRS — Score einen Wert zwischen 0
und einem Maximalwert von 12 annehmen. Die Auswertung der Ergebnisse ergab
folgende Expressionsgrade:
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0 = keine Expression
1 — 3 = geringe Expression
2 — 8 = méRige Expression

9 -12 = starke Expression

Der IRS-Score wurde anhand des nicht parametrischen Wilcoxon Tests verglichen.
Die Signifikanz der Unterschiede wurde bei einem p-Wert von <0,05 beidseitig

festgelegt.

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des

Computerstatistikprogramms SPSS fur Windows®.

3.3.3.2 Auswertung der -Catenin Farbung

Die Intensitat der B-Catenin Farbung wurde anhand der prozentualen Veranderung
des gefarbten Zellmembrananteils an der Zellanzahl gemessen. Bei 100% waren alle
Zellmembranen positiv, bei 0% gar keine.

Der nicht parametrische Wilcoxon Test wurde genutzt, um die Farbeintensitat zu
vergleichen. Die Signifikanz der Unterschiede wurde bei einem p-Wert von <0,05
beidseitig festgelegt.

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des

Computerstatistikprogramms SPSS fir Windows®.

3.4 Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

3.4.1 Anfertigen von Chamberslides fiir die Imnmunfluoreszenz

Es wurden insgesamt 7 Chamberslides fur die Immunfluoreszenz angelegt (3 fur die
Simultanexpression von E-Cadherin und Zytokeratin, 2 fur die Simultanexpression
von Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase und Anti-P450-Aromatase, 2 fir die
Syncytin Expression).

Ein Chamberslide enthielt je vier Kammern. Pro Kammer wurden je 100.000 Zellen in
1 ml DMEM/FCS Kulturmedium ausgesat. In vier Chamberslides wurde flir den E-
cadherin und fur den Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase-Versuch, Gal-1 in jeweils
drei Kammern in ansteigender Konzentration zugesetzt: 10 pg/ml, 30 ug/ml und 60
pg/ml. Die jeweilig vierte Kammer diente als Negativ-Kontrolle (nur Zellmedium). In

einem weiteren Chamberslide wurde fur den Syncytin Versuch 60 pg/ml Gal-1 in
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zwei Kammern zugesetzt, die zwei weiteren Kammern dienten als Negativ-Kontrollen
(nur Zellmedium). In wiederum zwei Chamberslides wurde fur den Syncytin und E-
Cadherin Versuch 60 ug/ml Forskolin in zwei Kammern zugesetzt, die zwei weiteren
Kammern dienten als Negativ-Kontrollen (nur Zellmedium). Die Zellen der
Chamberslides wurden bei 37° C (5% CO2) kultiviert. Nach 48 h wurde der

Uberstand abgezogen.

3.4.2 Durchfiihrung der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

Bei der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wird eine Simultanexpression von zwei
Proteinen an derselben Zelle nachgewiesen: hier wurde die Expression von E-
Cadherin und Zytokeratin sowie die Expression von Anti-3-
Hydroxysteroiddehydrogenase und Anti-P450-Aromatase an Trophoblasttumorzellen
BeWo in vitro nachgewiesen. AuRerdem wurde die Expression von Forskolin in vitro
nachgewiesen.

Die angegebenen Inkubationen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei

Raumtemperatur (RT) durchgefuhrt.

3.4.2.1 Erste Simultanexpression: E-Cadherin und Zytokeratin

A Verdiinnung in , ,
Priméar-AK Isotyp Klon DAKOS3022 Inkubation Firma
E-Cadherin Mouse HECD-1 1:80 utzer Nacht, | - ibiochem

IgG1 4°C
Pan-Keratin . )
Cy3 Mouse IgG | Klon A45-B/B3 | 1:1000 45 min, RT Micromet
- Verdiinnung in , ,
Sekundér-AK | Isotyp Klon DAKO S3022 Inkubation Firma
Rabbit-anti-— | o bbit 1gG | Polyclonal 1:50 30 min, RT | Dianova
mouse Cy2

Abb. 9: Tabelle der verwendeten Antikérper, erste Simultanexpression, E-Cadherin und Zytokeratin.
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Schema der ersten Simultanexpression

Mit PBS spiilen 3 x 2 min

Blockierung 15 min

Ultra V Block: zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, d.h. zur Verhinderung unspezifischer Anfarbung

Serum entfernen, nicht spiilen

1. Priméar-AK E-Cadherin: 16 h bei 4°C

Mit PBS splilen 3 x 2 min

ab hier im Dunkeln arbeiten

Sekundér-AK Rabbit-Anti-Mouse 1gG 1:50 mit Farbstoff Cy2 markiert — griin: 30 min

Mit PBS spiilen 3 x 2 min
2. Primér-AK Pan-Keratin Klon A45-B/B3 Mouse IgG mit Farbstoff Cy3 .

. . 45 min
markiert — rot:
Mit PBS splilen 3 x 2 min

Préparate im Dunkeln trocknen lassen

Eindecken mit Mounting Medium fiir Fluoreszenz, mit DAPI versetzt

Abb. 10: Schema der ersten Simultanexpression, E-cadherin und Zytokeratin.

Die Zellen wurden wie unter 3.4.1 beschrieben auf Chamberslides ausgesat und
kultiviert. In Folge wurden die Zellen 10 min mit 50% Ethanol/50% Methanol fixiert
und getrocknet. Dann wurden die Chamberslides mit PBS 3 x fur 2 min gespult. Um
eine unspezifische Farbung zu verhindern, wurden die Chamberslides mit Ultra V
Block fur 15 min inkubiert und anschlief3end entfernt.

Der Primarantikérper E-Cadherin wurde 1:80 verdinnt. Anschlielend wurde er auf
die Praparate aufgetragen. Die Chamberslides wurden Uber Nacht (ca. 16 h) im
Kuhlschrank (ca. 4°C) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Chamberslides erneut
3 x flr 2 min mit PBS gespulilt.

Die nachsten Arbeitsschritte sollten mdglichst ohne Lichteinwirkung erfolgen, da die
Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die Antikdrper markiert sind, sonst schnell zerfallen
warden.

Der mit dem grinen Farbstoff Cy 2 markierte Sekundarantikérper Rabbit-Anti-Mouse
IgG (Fa. Dianova) wurde 1:50 verdunnt und auf die Praparate aufgetragen.
Anschlieend wurden die Chamberslides fir 30 min inkubiert. In Folgedessen

wurden die Chamberslides 3 x flir 2 min mit PBS gespuilt.
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Der mit dem roten Farbstoff Cy3 markierte Mouse IgG-Antikorper wurde 1:1000
verdunnt und auf die Chamberslides aufgetragen. AnschlieBend wurden die
Chamberslides fir 45 min inkubiert. Erneut wurden die Praparate 3 x flr 2 min mit
PBS gespdlt.

Nachdem die Praparate im Dunkeln getrocknet waren, wurden sie mit Mounting
(DAPI) enthalt,

Medium der Fa. Vector,

eingedeckt (siehe Abb. 9 und 10).

welches 4,6-Diamino-2-Phenylindol

3.4.2.2 Zweite Simultanexpression: Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase und
Anti-P450-Aromatase

A Verdiinnung in : -
Priméar-AK Isotyp Klon DAKOS3022 Inkubation | Firma
Anti-f3 Hydroxy- . . Uber Nacht, ) .
Steroiddehydrogenase Rabbit IgG | Polyklonal | 1:15 4°C Biogenesis
Anti-P450-Aromatase | MoUse H4 1:60 60 min, RT | Acris
19G2a
s Verdiinnung in : -
Sekundar-AK Isotyp Klon DAKOS3022 Inkubation | Firma
Goat-Anti-Rabbit Cy2 | Rabbit IgG | Polyklonal | 1:100 30 min, RT | Jackson
Immunoresearch
Goat-Anti-Mouse Cy3 | Mouse IgG | Polyklonal | 1:500 30 min, RT | /ackeon
mmunoresearch

Abb. 11: Tabelle der verwendeten Antikérper, zweite Simultanexpression, Anti-3
Hydroxysteroiddehydrogenase und Anti-P450-Aromatase.
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Schema der zweiten Simultanexpression

Mit PBS spiilen 3 x 2 min

Blockierung 15 min

Ultra V Block: zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, d.h. zur Verhinderung unspezifischer
Anfarbung

Serum entfernen, nicht spiilen

1. Priméar-AK: Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase 16 h bei 4°C
Mit PBS splilen 3 x 2 min

2. Primér-AK: Anti-P450-Aromatase 30 min

Mit PBS splilen 3 % 2 min

ab hier im Dunkeln arbeiten

Beide Sekundarantikérper vorher im 1:1 Verhéltnis mischen 30 min

Goat-anti-rabbit IgG mit Farbstoff Cy2 markiert — griin

Goat-anti-mouse IgG mit Farbstoff Cy3 markiert — rot

Mit PBS splilen 3 x 2 min

Préaparate im Dunkeln trocknen lassen

Eindecken mit Mounting Medium fiir Fluoreszenz, mit DAPI versetzt

Abb. 12: Schema der zweiten Simultanexpression, Anti-8 Hydroxysteroiddehydrogenase und Anti-
P450-Aromatase.

Die Zellen wurden wie unter 3.4.1 beschrieben auf Chamberslides ausgesat und
kultiviert. In Folge wurden die Zellen 10 min mit 50% Ethanol/50% Methanol fixiert
und getrocknet. Anschlielfend wurden die Chamberslides mit PBS 3 x flir 2 min
gespult. Um eine unspezifische Farbung zu verhindern, wurden die Chamberslides
mit Ultra V Block fir 15 min inkubiert und anschlie3end entfernt.

Der erste Primarantikorper Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase wurde 1:15
verdinnt und auf die Praparate aufgetragen. Die Inkubierung erfolgte Uber Nacht (ca.
16 h) im Kuhlschrank (ca. 4°C). Am nachsten Tag wurden die Chamberslides erneut
3 x flr 2 min mit PBS gespdlt. AnschlielRend wurde der zweite Primarantikérper Anti-
P450-Aromatase 1:60 verdunnt und auf die Praparate aufgetragen. Die Praparate
wurden fur 60 min inkubiert und anschlieend erneut 3 x fur 2 min mit PBS gespdlt.
Die nachsten Arbeitsschritte sollten mdglichst ohne Lichteinwirkung erfolgen, da die
Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die Antikorper markiert sind, sonst schnell zerfallen

wurden.




3. Material und Methoden 31

Die beiden Sekundarantikorper wurden erst folgendermaflen verdunnt: Goat-anti-
rabbit IgG mit dem grunen Farbstoff Cy2 markiert: 1:100 und Goat-anti-mouse IgG
mit dem roten Farbstoff Cy3 markiert 1:500. Die Antikérper wurden anschlie3end in
einem 1:1 Verhaltnis vermischt, auf die Praparate aufgetragen. Nach 30 min wurden
die Chamberslides 3 x fur 2 min mit PBS gespuilt.

Nachdem die Praparate im Dunkeln getrocknet waren, wurden sie mit Mounting
Medium der Fa. Vector, welches DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindol) enthalt,
eingedeckt (siehe Abb. 11 und 12).

3.4.2.3 Syncytin Expression

Verdiinnung in

Priméar-AK Isotyp Klon DAKOS3022 Inkubation Firma
Syncytin Rabbit IgG | Polyklonal | 1:20 Z?gr Nacht, | Apnova
. Verdiinnung in . -
Sekundéar-AK Isotyp Klon DAKOS3022 Inkubation Firma
Goat-Anti-Rabbit Cy2 | IgG Polyklonal | 1:100 30 min, RT Dianova

Abb. 13: Tabelle der verwendeten Antikérper, Syncytin-Expression.

Die Zellen wurden wie unter 3.4.1 beschrieben auf Chamberslides ausgesat und
kultiviert. In Folge wurden die Zellen 10 min mit Aceton fixiert. Anschlielfend wurden
die Chamberslides mit PBS 3 x fur 2 min gespult. Um eine unspezifische Farbung zu
verhindern, wurden die Chamberslides mit Ultra V Block flir 15 min inkubiert und
anschlieend entfernt.

Der erste Primarantikorper Syncytin wurde 1:20 verdinnt und auf die Praparate
aufgetragen. Die Inkubierung erfolgte Uber Nacht (ca. 16 h) im Kuhlschrank (ca.
4°C). Am nachsten Tag wurden die Chamberslides erneut 3 x fir 2 min mit PBS
gespult.

Die nachsten Arbeitsschritte sollten mdglichst ohne Lichteinwirkung erfolgen, da die
Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die Antikérper markiert sind, sonst schnell zerfallen
wurden.

Der Sekundarantikérper Goat-Anti-Rabbit-lgG mit dem griinen Farbstoff Cy2 markiert
wurde erst 1:100 verdunnt. Nach 30 min wurden die Chamberslides 3 x fir 2 min mit
PBS gespdlt.

Nachdem die Praparate im Dunkeln getrocknet waren, wurden sie mit Mounting
Medium der Fa. Vector, welches DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindol) enthalt,
eingedeckt (siehe Abb. 13).
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3.4.3 Auswertung der Inmunfluoreszenz-Doppelfarbung

Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Immunfluoreszenzmikroskop (Axio
Vision Zeiss). durch drei unabhangige Begutachter, darunter die Pathologin Frau PD
Dr. Doris Mayer. Mit Hilfe einer digitalen Kamera (Axiocam, Zeiss) wurden

Abbildungen erstellt.

3.4.3.1 E-Cadherin - Zytokeratin Doppelexpression, Syncytin Expression

Die Intensitat der grinen E-Cadherin-, bzw. der Syncytin- Expression wurde anhand
der prozentualen Veranderung des exprimierten Zellmembrananteils an der
Zellanzahl gemessen. Bei 100% waren alle Zellmembranen positiv, bei 0% gar keine.
Der nicht parametrische Wilcoxon Test wurde genutzt, um die Farbeintensitat zu
vergleichen. Die Signifikanz der Unterschiede wurde bei einem p-Wert von <0,05
beidseitig festgelegt.

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des

Computerstatistikprogramms SPSS fir Windows®.

3.4.3.2 Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase-Anti-P450-Aromatase
Doppelexpression

Die rot gefarbten Zellen, die Anti-P450-Aromatase exprimierten, wurden im
gesamten Praparat durch drei unabhangige Begutachter ausgezahlt. Es wurde ein
Mittelwert gebildet.

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des

Computerstatistikprogramms SPSS fiur Windows®.

3.5 PCR

3.5.1 Zellkultivierung fur die RNA Isolation

Fir diesen Versuchsaufbau wurden in vier T25 ml Flaschen je 1 Million Zellen in je
1,5 ml DMEM Kulturmedium ausgesat. Die Zellen von zwei Flaschen wurden mit 60
pMg/ml Gal-1 stimuliert. Die Zellen der zwei weiteren Flaschen dienten als Negativ-
Kontrolle (nur Zellmedium). Die Zellen wurden bei 37°C (5% CO2) inkubiert. Nach 1
h wurde der Uberstand abgezogen.



3. Material und Methoden 33

3.5.2 RNA-Isolation

Direkt danach wurden die Zellen fur eine RNA-Isolation in 3 ml PBS resuspendiert.
Fur die Isolation der mRNA wurde ein KIT der Firma Macherey-Nagel verwendet. Zur
Zelllyse wurden in einem ersten Schritt 350 pl RA1 Lysis Puffer und 3,5 pl B-
Mercaptoethanol auf das Zellpellet pipettiert und anschlielend vermischt. Zur
Filtration des Lysats wurde diese Losung auf einen Nucleo Spin Filter, der vorher in
ein Sammelgefall gesetzt wurde, pipettiert und 1 min bei 11000 g zentrifugiert. Der
Nucleo Spin Filter wurde verworfen. AnschlieRend wurden 350 pl 70% Ethanol auf
das Lysat gegeben und gut vermischt. Zur RNA Bindung wurde das Lysat auf eine
Nucleo Spin RNA Il Saule, die vorher in ein Eppendorf Tube platziert worden war,
pipettiert und 30 Sekunden bei 11000 g zentrifugiert. Zur Entsalzung der Silica
Membran wurden anschlieBend 350 pyl Membran Desalting Buffer auf die Saule
pipettiert und 1 min bei 11000 g zentrifugiert.

FUr den nachsten Schritt wurde 90 ul DNAse Inkubationspuffer mit 5 pl DNAse in
einem RNAse-freiem Tube gemischt. Diese Mischung wurde dann auf den Filter
pipettiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung der genomischen
DNA wurden 200 ul RA2 Waschpuffer auf den Filter gegeben und 30 sec bei 11000 g
zentrifugiert. Die Saule wurde anschlieBen in eine neues Sammelgefall platziert.
Eine erneute Waschung erfolgte durch Zugabe von 600 pl RA3 Waschpuffer auf den
Filter und Zentrifugation bei 11000 g fir 30 Sekunden. Nach der Entsorgung des
Durchlaufs wurden 250 pl des RA3 Waschpuffers auf die Nucleo Spin RNA |l Saule
gegeben und 2 min bei 11000 g zentrifugiert. Der Filter wurde nach diesem Schritt in
ein neues nukleasefreies 1,5 ml Mikrozentrifugierungsréhrchen gesetzt und nach
Zugabe von 60 pl RNAse freies Wasser 1 min bei 11000 g zentrifugiert. Im
Anschluss an diesen letzten Schritt wurde die RNA-Suspension sofort bei —80°C

eingefroren (siehe Abb. 14).
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Schema der RNA-Isolation

Zellen in 3 ml PBS suspendiert
1
350 ul RA1Lysis-Puffer und 3,5 ul-Mercaptoethanol hinzugeben und intensiv mischen
1

Nucleo Spin Filter in Sammeltube einsetzen und Probe dazugeben
1
Zentrifugation bei 11000 g fiir 1min
1

Nucleo Spin Filter verwerfen

2
350 ul Ethanol (70%) auf Lysat pipettieren
2

Nucleo Spin RNA Il Sdule in Eppendorf Tube setzen
2
Lysat auf Séule pipettieren
Zentrifugation bei 11000 g fiir 30 sec
2

Séule in neues Sammelgefal3 setzen
2
350 ul Membran Desalting Buffer auf Séule pipettieren

2
Zentrifugation bei 11000 g fiir 1 min
2

90 ul DNAse Inkubationspuffer + 5 ul DNAse in RNAse-freiem Tube mischen
2
DNAse auf Filter pipettieren, 15 min bei RT inkubieren
2
Waschen der Lésung in 200 ul RA2 Puffer fiir 39 sec bei 11000 g
2

Séule in neues Sammelgefal3 setzen

2
Waschen der Lésung in 600 ul RA3 Puffer fiir 30 sec bei 11000 g
\A

Durchlauf verwerfen
Waschen der Lésung in 250¢ul RAS3 fiir 2 min bei 11000 g
Durchlauf¢ verwerfen
Filter in ein RNAsefreies 1,5 ml Eippendorf-Probengeféﬂ einsetzen

A
60 ul RNA freies Wasser auf den Filter geben und 1 min bei 11000 g zentrifugieren
A

sofortiges Einfrieren der Probe bei —80°C

Abb. 14: Schema der RNA-Isolation.
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3.5.3 Reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde sofort mittels Reverser Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Hierflr wurde ein cDNA Synthese KIT der Firma Applied Biosystems
verwendet, das bei -20°C gelagert wurde.

Zunachst wurden 10 x RT Puffer, 10 x RT Random Primer, 25 x dNTP Mix und
RNAse Inhibitor kurz angetaut und auf Eis gestellt. 3,2 yl Nuklease freies Wasser
und 2 yl 10 RT Puffer wurden in einem 0,5 ml sterilen PCR-Reaktionsgefal}
vermischt.

Nacheinander wurden folgende Reagenzien dazugegeben: 0,8 ul 25 x ANTP Mix, 2
Ml 10 x RT Random Primer und 1 pul RNAse-Inhibitor.

Anschliefend wurden 10 pl der RNA-Probe kurz angetaut und zu der Mischung
gegeben. Zuletzt wurde 1 pl Reverse Transkriptase kurz angetaut und dazugegeben.
Die folgenden Inkubationen wurden im Eppendorf Mastercycler durchgefuhrt: 10 min
bei 25°C, anschlielRend 120 min bei 37°C und zuletzt 5 sec bei 85°C, um die Losung
zu denaturieren. Die Lésung wurde dann 5 min bei 4°C abgekuhlt. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C (siehe Abb. 15).

Schema der Umschreibung von RNA in cDNA mittels Reverser Transkriptase

10 x RT Puffer, 10 x RT Random Primer, 25 x dNTP Mix, RNAse Inhibitor kurz antauen und auf Eis
stellen
\2
3,2 ul Nuklease freies Wasser und 2 ul 10 RT Puffer mischen

2
Hinzugabe von 0,8 ul 25 x dNTP Mix

Hinzugabe von 2 ul 10 x RT Random Primer

A
Hinzugabe von 1 ul RNAse-Inhibitor
A
10 ul RNA-Probe kurz antauen lassen und hinzugeben
A
1 ul Reverse Transkriptase kurz antauen lassen und hinzugeben
A
10 min Inkubation bei 25°C
A
120 min bei 37°C

A

5 sec bei 85°C
A

5 min bei 4°C
\A

Lagerung bei —20°C

Abb. 15: Schema der Umschreibung von RNA in cDNA mittels Reverser Transkriptase.
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3.5.4 Durchfiihrung der PCR

3.5.4.1 Real-time PCR

Bei der Polymerasekettenreaktion erfolgt eine in-vitro Vervielfaltigung eines
bestimmten spezifischen DNA-Abschnitts.

Bei der Real-Time PCR geht es um den quantitativen Nachweis einer bestimmten
MRNA Sequenz. Im Gegensatz zur konventionellen PCR erfolgt die Messung der
Anzahl der entstandenen Kopien direkt nach jedem Zyklus. Die Real-Time PCR
erlaubt die Quantifizierung der DNA mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen, die
wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden. Die Messung kann wie hier mit Hilfe
fluoreszierender Farbstoffe erfolgen. Diese lagern sich an doppelstrangige DNA an
und andern dabei ihr Emissionsmaximum. Die Zunahme der DNA korreliert daher mit
der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Es wird eine Mindestmenge an
DNA-Molekulen bendtigt, bevor ein Signal detektiert wird. Es kommt erst zu einer
exponentiellen Phase des Signals, dann zu einer Ubergangsphase und schlieBlich zu
einem Fluoreszenzmaximum. Als Signalgrenzwert (threshold) gilt der Fluoreszenz-
Wert, der der 10-fachen Standardabweichung des Hintergrundsignals entspricht. Der
Moment des Uberschreitens des Signalgrenzwertes wird als Durchbruchszyklus CT
(cycle threshold) definiert. Die Quantifizierung erfolgt also im quasi linearen Teil der
exponentiellen Kurve. Am Ende eines Laufs wird mit Hilfe der erhaltenen
Fluoreszenzsignale die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR
vorgenommen. Nach abgelaufener PCR wird eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt, anhand derer die Fragmentlangen und dadurch die Spezifitat bestimmt

werden kann.

Far 1 yl cDNA musste folgende Mischung hergestellt werden:

- 1 pl Assay Mix (20 x): enthalt 2 Primer (komplementare Oligonukleotide zum
sequenzierten cDNA Abschnitt, legen auf den Einzelstrangen der cDNA den
Startpunkt fest, wodurch der zu vervielfaltigende Bereich von beiden Seiten
begrenzt wird, diese Primer uUberspannen Introns und sind somit cDNA

spezifisch) und die TagMan Sonde (es wurde mit einer TagMan Sonde

gearbeitet, die nach dem ,Forster resonance energy transfer® (= FRET) -
Prozess funktioniert. Die Sonde ist an einem Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (FAM) und am anderen Ende mit einem Quencher-

Fluoreszenzfarbstoff markiert. Beim FRET-Prinzip wird die Photonenenergie
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strahlungsfrei, im Wesentlichen durch eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung, von
dem durch eine Lichtquelle angeregten Fluorophor auf den Quencher

ubertragen, wenn der Abstand zwischen beiden nicht mehr als 1710

nm betragt.
Wahrend der Annealing Phase lagert sich die TagMan Sonde an den durch
die Denaturierungsphase der PCR einfach vorliegenden DNAStrang an. Die
5°-3"Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase baut das 5'-Ende der Sonde
ab und fihrt zur Freisetzung des Reporters. Dadurch entfernen sich Quencher
und Reporter. Die Fluoreszenz des Reporters wird nicht mehr auf den
Quencher Ubertragen und kann gemessen werden. Diese Messung findet am
Ende der Elongation in jedem Zyklus statt (MCPherson M. J. & Mgaller S. G.
2000. PCR. Oxford: BIOS Sienctific) (siehe Abb. 16).

- 10 pyl TagMan®PCR Master Mix (2 x) (enthalt hitzestabile DNA

TagPolymerase (aus dem Bakterium Thermus aquaticus, Elongation des

Einzelstrangs), Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP: Bausteine fir den

DNA Strang), Mg-lonen (grundlegend fir die DNA Polymerase Funktion) und
Puffersubstanzen.

- 8 pl steriles Wasser (um die Flussigkeitsmenge auf 20 pl zu bringen)

L

Denature

Anneal

Y + .

Abb. 16: FRET-TagMan Sonden Prinzip, Department of Biology, Davidson College, Davidson, 2003.

Far die Real Time RT-PCR wurden kommerziell verfugbare Kits fur die Bestimmung
der Gen Expression fur E-Cadherin (Hs00170423_m1, Applied Biosystems), Ki67



38 3. Material und Methoden

(Hs00606991_m1, Applied Biosystems) und GAPDH (Hs99999905 m1, Applied
Biosystems) hergenommen. Als house-keeping Gene wurden GAPDH und 3-Aktin
getestet. Als endogene Amplifikations-Kontrolle diente die Expression von GAPDH,
da sich B-Aktin in den BeWo Zellen als nicht geeignet herausstellte.

Fir folgende Assays (GAPDH, E-Cadherin und Ki67) wurden Mastermixe mit dem
jeweils entsprechenden Assay Mix in 14facher Menge hergestellt, wie in folgender
Tabelle beschrieben (siehe Abb. 17). Auf je 19 ul Mastermix erfolgt spater die
Zugabe von 1 ul entsprechender c-DNA

1 Reaktion 14 Reaktionen
Assay Mix (20 %) 1 ul 14 ul
TagMan®PCR Master Mix (2 x) 10 ul 140 ul
steriles Wasser 8 ul 112 ul
Summe 19 ul 266 ul

Abb. 17: Mastermix Berechnungstabelle.

Unter einer sterilen Werkbank wurden in einer PCR 96well Platte in die erste Reihe
(A1 bis A12) sowie in H1 jeweils 19 ul des GAPDH Mastermix, in die zweite Reihe
(B1 bis B12) sowie in H2 jeweils 19 pl des E-Cadherin Mastermix, und die dritte
Reihe (C1 bis C12) sowie in H3 jeweils 19 pl des Ki67 Mastermix.

In A1 bis A3, B1 bis B3 und C1 bis C3 wurde jeweils 1 pl der ersten cDNA Kontrolle,
in A4 bis A6, B4 bis B6 und C4 bis C6 wurde jeweils 1 pl der zweiten cDNA Kontrolle,
in A7 bis A9, B7 bis B9 und C7 bis C9 wurde jeweils 1 ul der ersten Gal-1
stimulierten cDNA, in A10 bis A12, B10 bis B12 und C10 bis C12 wurde jeweils 1 pl
der zweiten Gal-1 stimulierten cDNA in pipettiert.

In H1 bis H3 wurde jeweils 1 pl Wasser gegeben (siehe Abb. 18).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Ko1 Ko1 Ko1 Ko2 Ko2 Ko2 G1 G1 G1 G2 G2 G2
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
B Ko1 Ko1 Ko1 Ko2 Ko2 Ko2 G1 G1 G1 G2 G2 G2
Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad Ecad
C Ko1 Ko1 Ko1 Ko2 Ko2 Ko2 G1 Ki67 G1 Ki67 G1 Ki67 G2 Ki67 G2 Ki67 G2
Ki67 Ki67 Ki67 Ki67 Ki67 Ki67 Ki67
D
E
F
G
H H20 H20 H20
GAPDH Ecad Ki67

Abb. 18: 96well Platte: Ko1 = Kontrolle1, Ko2 = Kontrolle2, G1 = mit Gal-1 stimulierte Zellen1, G2 =
mit Gal-1 stimulierte Zellen2, GAPDH = GAPDH Primer, Ecad = E-Cadherin Primer, Ki67 = Ki67
Primer.

Die 96well Platte wurde im nachsten Schritt mit einer Optic cap, einer speziellen
optisch klaren Folie, luftdicht und blasenfrei mit Hilfe des Cap installing tools
verschlossen, in das 7500 Fast RealTime PCR System Gerat platziert und mit Hilfe
der Sequence Detection Software v1.3.1 7500 Fast System gemal} folgendem
Temperatur-Zeit Programm inkubiert:

Im 7500 Fast RealTime PCR System Gerat wurde der DNA-Doppelstrang zunachst
auf 95°C fur 20 sec erhitzt und in Einzelstrange getrennt (Denaturierung). Der
folgende Zyklus wurde 40mal durchgefihrt: 3 sec 95°C, 30 sec 60°C (siehe Abb. 19).
Die Primer konnten sich nun an die Einzelstrange anlagern (primer annealing).

Die komplementaren DNA-Abschnitte wurden durch die DNA-Polymerase gebildet:

sie beginnt am 3'-Ende des angelagerten Primers (Elongation).

Schema der PCR-Zyklen:
1 Zyklus: 95°C fiir 20 sec

40 Zyklen: 3 sec 95°C, 30 sec 60°C
Hold: 25°C

Abb. 19: Schema der PCR-Zyklen.

3.5.4.2 Auswertung der Real-Time-PCR

Der CT-Wert (Threshold Cycle, "Schwellenwert-Zyklus®) definiert den Zyklus, in dem

die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz Ubersteigt.

Berechnung (nach der delta-delta CT-Methode) der relativen Quantifizierung:
die CT-Werte werden subtrahiert (ACT), die beiden ACT-Werte der einzelnen Proben
(Negativ-Kontrollen oder mit Gal-1 stimuliert) subtrahiert (A - ACT) und in folgende
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Gleichung eingesetzt:

n-fache Expression = 2 ~*-4CT)

3.6 RayBio®Phosphorylation Antibody Array |

3.6.1 Zellkultivierung fur den RTK Kit

Fir diesen Versuchsaufbau wurden in zwei T175 je 40 Millionen in je 15 ml DMEM
Kulturmedium ausgesat. Die Zellen der einen Flasche wurden mit 60 ug/ml Gal-1
stimuliert, die Zellen der anderen Flasche dienten als Negativ-Kontrolle (nur
Zellmedium). Die Zellen wurden bei 37°C inkubiert. Nach 24 h wurde der Uberstand

abgezogen.

Das RayBio®Phosphorylation Antibody Array | ist eine schnelle und sensitive
Methode, um simultan multiple Proteinphosphorylierungen zu detektieren. Es kann
die Aktivierung von wichtigen biologischen Signalwegen aufzeigen. Somit kann der
relative Grad der Phosphorylierung von 71 unterschiedlichen humanen Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKs) in Zelllysaten simultan identifiziert werden.

Stimulierte und unstimulierte (Negativ-Kontrolle, nur Zellmedium) Zelllysate werden
auf die Antikérpermembran aufgetragen. Diese werden dann gewaschen. Mithilfe
von biotinyliertem (mit Biotin markiertem) Anti-Phosphotyrosin-Antikdrper werden die
phosphorylierten Tyrosine an aktivierten Rezeptoren detektiert. Nach der Inkubation
mit HRP-Streptavidin werden die Signale Uber den Chemilumineszenzweg
visualisiert (Zur Avidin-Biotin-Methode siehe 3.3.2) (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: RayBio®Phosphorylation Antibody Array I, User Manual, 2004 RayBiotech, Inc.
3.6.2 Durchfiihrung des RayBio®Phosphorylation Antibody Array |

3.6.2.1 Erstellung des Lysats

Die Zellen wurden wie unter 3.6.1 beschrieben stimuliert und isoliert. Direkt danach
wurden die mit Gal-1 stimulierten (Konzentration: 60 ug/ml) sowie die unstimulierten

(Negativ-Kontrolle, nur Zellmedium) Zellen zweimal in 2 ml PBS resuspendiert.

Das 2 x Zell Lysispuffer wurde in einem 1:2 Verhaltnis mit Aqua dest. verdinnt (= 7 x
Zell Lysispuffer).

Das Gefald mit Protease Inhibitor wurde kurz abzentrifugiert und 60 pl des 1 x
Lysispuffer dazugegeben (= 7100 x Protease Inhibitor Cocktail Konzentrat).

Das Gefall mit Phosphatase Inhibitor wurde ebenfalls kurz abzentrifugiert und 180 pl
des 1 x Lysispuffer dazugeben (= 25 x Phosphatase Inhibitor Cocktail Konzentrat).

In zwei verschiedenen 2 ml Eppendorf GefalRen wurden jeweils 1,9 ml des 7 x Zell
Lysispuffer mit 20 yl des 100 x Protease Inhibitor Cocktail Konzentrats und 80 ul des
100 x Protease Inhibitor Cocktail Konzentrats vermischt.
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Die beiden 2 ml Mischungen wurden anschlieBend auf die jeweiligen Zellpellets
(Kontrolle und stimulierte Probe) pipettiert und in 2 ml Eppendorf Gefalke Uberflhrt.
Die Lysate wurden abgezogen und bei 2-8°C fur 30 Minuten auf einem Ruttler

gemixt. Danach wurden die Lysate bei 14000 g fur 10 Minuten abzentrifugiert.

3.6.2.2 Durchfiuhrung des Bradford Tests

Das Bradfordreagenz musste zunachst in einem 1:5 Verhaltnis mit Aqua dest.
verdunnt werden.

Die Zellproben wurden ebenfalls mit Aqua dest. verdinnt und zwar in einem 1:10
Verhaltnis.

Fir die Standardkurve musste nun eine Verdiinnungsreihe durchgefihrt werden:

1000 ug/ml = 735 ul Standard (unverdiinnt) + 265 ul Aqua dest.

800 ug/ml = 400 ul Standardlésung (1000 ug/ml) + 100 ul Aqua dest.
400 ug/ml = 200 ul Standardlésung (800 ug/ml) + 200 ul Aqua dest.
200 ug/ml = 200 ul Standardlésung (400 ug/ml) + 200 ul Aqua dest.
100 ug/ml = 200 ul Standardlésung (200 ug/ml) + 200 ul Aqua dest.
50 ug/ml = 200 ul Standardlésung (100 ug/ml) + 200 ul Aqua dest.

FUr den Nullwert wurden 1ml Bradfordreagenz mit 20 ul Aqua dest. vermischt.

20 ul der entsprechenden Standardlésungen und 20 ul der Proben wurden jeweils
mit 1 ml Bradfordreagenz vermischt.

Anschliefiend wurden je 1ml der angesetzten Réhrchen in eine Kivette Gberflhrt.
Das Photometer wurde auf 595 nm eingestellt und eine lineare Regression als
Aufzeichnungsart gewahlt.

Die Kuvette mit dem Nullwert wurde im nachsten Schritt in das Gerat platziert. Die
erste Messung wurde durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Kivette mit dem ersten
Standard 50 pg/ml eingestellt und erneut gemessen. Um eine Standardkurve zu
erstellen, wurde mit den weiteren Standards in aufsteigenden Konzentrationen
genauso verfahren. Als letztes wurden die Kuivetten mit den Proben einzeln
eingestellt und gemessen. Die Proteinkonzentrationen der zwei Proben wurden nun

abgelesen.
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Die Proben wurden anschliel3end wie in 4.4.1 beschrieben in Blockingpuffer auf eine
Konzentration von 1000 ug/ml verdunnt und auf ein Gesamtvolumen von 1,2 ml

gebracht und weiterverarbeitet.

3.6.2.3 Phosphorylierungsassay

Far die weiteren Versuche mussten zunachst folgende Vorbereitungen getroffen
werden:

25 ml des 20fachen Waschpuffer Konzentrats wurden in 475 ml Aqua dest. verdlnnt
(= 1 x Waschpuffer).

Das Gefald mit Biotinyliertem Anti-Phosphotyrosin wurde kurz abzentrifugiert und 100
pI des Blockierungspuffers hinzugegeben. Der gesamte Inhalt wurde anschlie3end in
ein Gefaly uberfuhrt, das 2,5 ml Blockingpuffer enthielt (= 7 x biotinylierter Anti-
Phosphotyrosin).

Das Gefaly mit HRP-Streptavidin Konzentrat wurde ebenfalls kurz abzentrifugiert. 5
pl HRP-Streptavidin Konzentrat wurden mit 5 ml Blockingpuffer vermischt (= 1 x
HRP-konjugiertes-Streptavidin).

Zwei Membranen wurden anschlie3end in das 8-Well Gefald mit der Markierung (-)
nach oben eingelegt. Um die Membran zu blocken wurden jeweils 1 ml
Blockingpuffer auf die Membranen pipettiert und eine Stunde bei RT inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde der Blockingpuffer dekantiert, je 1,2 ml der Proben (die
Negativ-Kontrolle (nur Zellmedium) und mit Gal-1 stimulierte Probe) auf die
jeweiligen Membranen aufgetragen und zwei Stunden bei RT inkubiert.

Anschlielend wurden die Proben dekantiert und 3 x 3 Minuten mit 2 ml 1 x
Waschpuffer | bei RT auf dem Ruttler gewaschen.

Die Membranen wurden dann vorsichtig entnommen und jeweils in eine Petrischale
mit 20 ml 1 x Waschpuffer | gelegt und 3 x 5 Minuten auf dem Ruttler gewaschen.
Wahrenddessen wurde das 8-Well Gefald mit Aqua dest. gewaschen und getrocknet.
Im nachsten Schritt wurden die Membranen jeweils in eine Petrischale mit 20ml 1 x
Waschpuffer Il gelegt und erneut 3 x 5 Minuten auf dem Rittler gewaschen.
AnschlieRend wurden die Membranen zurlck in das 8-Well Gefal} gelegt.

Jetzt wurden jeweils 1,2 ml des verdlinnten biotinylierten Anti-Phosphotyrosin auf die
Membranen gegeben und zwei Stunden bei RT inkubiert um phosphorylierte

Tyrosine auf aktivierten Rezeptoren zu detektieren.
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Die Membranen wurden im nachsten Schritt nach dem oben beschriebenen
Prozedere gewaschen. Jeweils 1,5 ml des 1 x HRP-konjugierten Streptavidin wurden
dann auf die Membranen pipettiert bei 4°C im Kihlschrank Gber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Membranen erneut nach dem oben beschriebenen
Prozedere gewaschen.

Fir jede Membran wurde folgende Mischung gefertigt: 250 ml Detektionspuffer A und
250 ul Detektionspuffer B. Diese wurde dann auf die jeweilige Membran pipettiert.
Das 8-Well Gefald wurde anschlieRend in das Gel-Dokumentations-Gerat von Bio-
Rad platziert.

Die Detektion des Signals erfolgte auf dem Chemilumineszenz-Weg.

3.6.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Zuordnung der Phosphorylierung der unterschiedlichen Rezeptor-Tyrosinkinasen

erfolgte anhand folgender Tabelle:

A B c D E F G H 1 J K L
1 POS1 POS1 POS2 POS2 POS3 POS3 ABL1 ABL1 ACK1 ACK1 AKL AKL

2 NEG NEG NEG NEG AXI AXl Blk Blk BMX BMX Btk Btk

3 Csk Csk Dtk Dtk EGFR EGFR EphA1 EphA1 EphA2 EphA2 EphA3 EphA3
4 EphA4 EphA4 EphA5 EphA5 EphA6 EphA6 EphA7 EphA7 EphA8 EphA8 EphB1 EphB1
5 EphB2 EphB2 EphB3 EphB3 EphB4 EphB4 EphB6 EphB6 ErbB2 ErbB2 ErbB3 ErbB3
6 ErbB4 ErbB4 FAK FAK FER FER FGFR1 FGFR1 FGFR2 FGFR2 FGFR2 FGFR2
7 Fgr Far FRK FRK Fyn Fyn Hck Hok HGFR HGFR IGF-I R IGF-I R
8 InsulinR ~  InsulinR Itk Itk JAK1 JAK1 JAK2 JAK2 JAK3 JAK3 LCK LCK

9 LTK LTK Lyn Lyn MATK MATK M-CSFR  M-CSFR  MUSK MUSK NGFR NGFR
10 PDGFRa PDGFRa PDGFRB PDGFRR  PYK2 PYK2 RET RET ROR1 ROR1 ROR2 ROR2
1 ROS ROS RYK RYK SCFR SCFR SRMS SMRS SXK SYK Tec Tec

12 Tis-1 Tis-1 Tis-2 Tis-2 TNKA1 TNK1 TRKB TRKB TXK TXK NEG NEG
13 Tyk2 Tyk2 TYRO10 TYRO10 VEGFR2 VEGFR2 VEGFR3 VEGFR3  ZAP70 ZAP70 POS2 POS2

Abb. 21: Tabelle der 71 RTKs, Phosphorylation Antibody Array.

Die Veranderung der Signalintensitat zwischen Kontrolle und der mit 60 pg/ml Gal-1
stimulierten Membran wurde anhand des Programms Quantity One Version 4.5.2
verglichen und durch den Mittelwert der Positiv-Kontrollen und den Mittelwert des
Grundrauschens korrigiert. Der nicht parametrische Wilcoxon Test wurde genutzt,
um die Farbeintensitat zu vergleichen. Die Signifikanz der Unterschiede wurde bei
einem p-Wert von <0,05 beidseitig festgelegt.

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Computerstatistikprogramms SPSS fur Windows®.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunzytochemie

4.1.1 Positiv- und Negativ-Kontrollen

In Abb. 22 sind die Ergebnisse der Positiv-Kontrollen der einzelnen Antikorper
dargestellt: Leptin Positiv-Kontrolle an Plazenta-Gewebe, die E-Cadherin-, -

Catenin- und Ki67 Positiv-Kontrolle an Mamma-Karzinom-Gewebe.

Abb. 22: A: Leptin Positiv-Kontrolle an Placenta-Gewebe, B: E-Cadherin Positiv-Kontrolle an
MammaCa-Gewebe, C: Beta-Catenin Positiv-Kontrolle an MammaCa-Gewebe, D: Ki67 Positiv-
Kontrolle an MammaCa-Gewebe (x20).

In Abb. 23 sind die Ergebnisse der Negativ-Kontrollen fur die Mouse und Sheep
Antikdrper dargestellt. Dafur wurden die Primarantikérper durch Isotypenkontrollen

aus der jeweiligen Spezies ersetzt.
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100 pm 100 pm

Abb. 23: A: Mouse Negativ-Kontrolle an BeWo Zellen, B: Sheep Negativ-Kontrolle an BeWo Zellen
(%40).

4.1.2 Ki67 Kernfarbung

Die Intensitat der Ki67 Kernfarbung wurde anhand des semiquantitativen IRS-Scores
gemessen (siehe 3.3.3.1). Bei der 24 h BeWo Zellkultur zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Reduktion der Ki67 Expression: bei der Kontrolle betrug
der MW (Mittelwert) des IRS-Scores 9 (SEM = 0,35), bei den mit 10 yg/ml Gal-1
stimulierten BeWo Zellen zeigte sich eine signifikante Abnahme (p = 0,025) auf 6
(SEM = 0,35) im Gegensatz zur Kontrolle, bei den mit 30 pg/ml Gal-1 stimulierten
BeWo Zellen eine signifikante Abnahme (p = 0,039) auf 4 (SEM = 0,41) im
Gegensatz zur Kontrolle und bei den mit 60 ug/ml Gal-1 stimulierten BeWo Zellen
eine signifikante Abnahme (p = 0,041) auf 3,8 (SEM = 0,41) im Gegensatz zur
Kontrolle (siehe Abb. 24 und 25).

Bei der 48 h Kultivierung der BeWo Zellen zeigte sich keine weitere Abnahme der

kernstandigen Ki67 Farbung.
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Ki67 Expression in BeWo Zellen, 24h

*p=0,041

9 - *p=0,025 “p=0,039

o

IRS Score
=y

BeWo 10pg/ml Gal-1 30ug/ml Gal-1 60pg/ml Gal-1

Abb. 24: Ki67 Expression in BeWo Zellen, 24 h Kultivierung in-vitro: Abnahme der Ki67 Kernfdrbung
mit steigender Gal-1 Konzentration. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Abb. 25: A: Ki67 Expression in BeWo Zellen, 24 h Kultivierung in-vitro, B: Ki67 Expression in BeWo
Zellen nach Stimulierung mit 10 ug/mi Gal-1, 24 h Kultivierung in-vitro, C: Ki67 Expression in BeWo
Zellen nach Stimulierung mit 30 ug/ml Gal-1, 24 h Kultivierung in-vitro, D: Expression von Ki67 in
BeWo Zellen nach Stimulierung mit 60 ug/ml Gal-1, 24 h Kultivierung in-vitro (x20).
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4.1.3 Leptin Zytosolfarbung

Die Intensitat der Leptin Zytosolfarbung wurde anhand des semiquantitativen IRS-
Scores gemessen (siehe 3.3.3.1). Bei der 48 h BeWo Zellkultur zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Hochregulierung: bei der Kontrolle betrug der Mittelwert
(MW) des IRS-Scores 3 (SEM = 0,35), bei den mit 10 ug/ml Gal-1 stimulierten Zellen
zeigte sich eine nicht signifikante Zunahme auf 3,2 (SEM = 0,41), bei den 30 pg/ml
Gal-1 stimulierten BeWo Zellen zeigte sich eine nicht signifikante Zunahme auf 4,2
(SEM = 0,22) im Gegensatz zur Kontrolle und bei den mit 60 ug/ml Gal-1 stimulierten
BeWo Zellen eine signifikante Zunahme (p = 0,041) auf 9 (SEM = 0,22) im
Gegensatz zur Kontrolle.

Bei der 24 h Zellkultur zeigte sich noch keine Zunahme der Leptin-Farbung (siehe
Abb. 26 und 27).

Leptin Expression in BeWo Zellen, 48h

10

9 - *p=0,041

2]

IRS Score
o

B

BeWo 10pg/ml Gal-1 30pg/ml Gal-1 60ug/ml Gal-1

Abb. 26: Leptin Expression in BeWo Zellen, 48 h Kultivierung in-vitro: Zunahme der Zytosolfdrbung
mit steigender Gal-1 Konzentration. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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Abb. 27: A: Leptin Expression in BeWo Zellen, 48 h Kultivierung in-vitro, B: Leptin Expression in
BeWo Zellen nach Stimulierung mit 60 ug/ml Gal-1, 48 h Kultivierung in-vitro (x20).

4.1.4 B-Catenin Membranfarbung

Die Intensitat der B-Catenin Farbung wurde anhand der prozentualen Veranderung
des gefarbten Zellmembrananteils an der Zellanzahl gemessen (siehe 3.3.3.2): es
zeigte sich eine konzentrationsabhangige Abnahme. Bei der Kontrolle der 24 h
Zellkultur betrug der Mittelwert (MW) 80% (SEM = 3,53), bei den mit 10 uyg/ml Gal-1
stimulierten Zellen zeigte sich eine signifikante Abnahme (p = 0,042) auf 54% (MW)
(SEM = 5,7) im Gegensatz zur Kontrolle, bei der Stimulierung mit 30 uyg/ml Gal-1 eine
signifikante Abnahme (p = 0,042) auf 34% (MW) (SEM = 5,7) und bei der
Stimulierung mit 60 pg/ml Gal-1 eine signifikante Abnahme (p = 0,041) auf 20%
(MW) (SEM = 4,18). Bei der 48 h Kultivierung zeigte sich keine weitere Abnahme der
B-Catenin Membranfarbung (siehe Abb. 28 und 29).
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p-Catenin Expression in BeWo Zellen, 24h

*p=0,041

80 A *p=0‘042 *p=0,042

BeWo 10pg/ml Gal-1 30pg/ml Gal-1 60pg/ml Gal-1

Abb. 28: 3-Catenin Expression in BeWo Zellen, 24 h Kultivierung in-vitro: Abnahme der
Membranfédrbung mit steigender Gal-1 Konzentration. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Abb. 29: B-Catenin Expression in BeWo-Zellen, 24 h Kultivierung in-vitro (A), B-Catenin Expression in
BeWo-Zellen nach Stimulierung mit 60 ug/ml rek. Gal-1, 24 h Kultivierung in-vitro (B) (x20).

4.2 Immunfluoreszenz

4.2.1 E-Cadherin-Zytokeratin Doppelexpression

Die Intensitat der E-Cadherin Expression wurde anhand der prozentualen
Veranderung des positiven Zellmembrananteils an der Zellanzahl gemessen (siehe
3.4.3.1).
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Die E-Cadherin Expression zeigte eine signifikante Abnahme von 70 % (SEM = 4,18)
(in den unstimulierten Zellen) auf 30 % (SEM = 4,18) in der mit plazentarem 60 pg/ml
Gal-1 stimulierten 48 h BeWo Zellkultur (p = 0,025) und auf 33 % (SEM = 4,47) in der
mit rekombinanten 60 ug/ml Gal-1 stimulierten 48 h BeWo Zellkultur (p = 0,042).
Zusatzlich zeigte die E-cadherin Expression eine signifikante Abnahme von 70 % auf
33 % (SEM = 4,47) in der mit 60 pg/ml Forskolin stimulierten 48 h BeWo Zellkultur (p
= 0,025) (siehe Abb. 30 und 31).

E-Cadherin Expressionin BeWo Zellen. 48 h

70 - *p=0,025 *p=0,042 *p=0,025

BeWo 60pg/ml plaz. Gal-1 60pg/ml rek. Gal-1 s0pg/ml Forskolin

Abb. 30: E-Cadherin Expression in BeWo Zellen, 48 h Kultivierung in-vitro. Abnahme der Expression
in den mit Gal-1 und Forskolin stimulierten Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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Abb. 31: A: E-Cadherin an unstim. BeWo Zellen (Kontrolle), B: E-Cadherin an BeWo Zellen mit 60
ug/ml plac. Gal-1 stim., C: E-Cadherin an BeWo Zellen mit 60 ug/ml rek. Gal-1 stim., D: E-Cadherin
an BeWo Zellen mit forskolin stim., 48 h in-vitro (%20).

4.2.2 Syncytin Expression

Die Intensitat der Syncytin Expression wurde anhand der prozentualen Veranderung
des positiven Zellmembrananteils an der Zellanzahl gemessen (siehe 3.4.3.1).

Die Syncytin Expression zeigte eine signifikante Zunahme von 29 % (SEM = 3,95) (in
den unstimulierten Zellen) auf 78 % (SEM = 2,85) in der mit 60 ug/ml Gal-1
stimulierten 48 h BeWo Zellkultur (p = 0,011) und auf 85 % (SEM = 3,95) in der mit
60 pg/ml Forskolin stimulierten 48 h BeWo Zellkultur (p = 0,012) (siehe Abb. 32 und
33).
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Syncytin Expressionin BeWo Zellen. 48 h
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Abb. 32: Syncytin Expression in BeWo Zellen, 48 h Kultivierung in-vitro. Abnahme der Expression in
den mit Gal-1 und Forskolin stimulierten Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.

Abb. 33: A: Syncytin an unstim. BeWo Zellen, B: Syncytin an BeWo Zellen mit 60 ug/ml Forskolin
stim., C: Syncytin an BeWo Zellen mit 60 ug/ml Gal-1 stim., 48 h in-vitro (x20).
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4.2.3 Humane Zytochrom P450-Aromatase

Die rot gefarbten Zellen, die Anti-P450-Aromatase exprimierten, wurden im
gesamten Praparat durch drei unabhangige Begutachter ausgezahlt (siehe 3.4.3.2).
Es wurde ein Mittelwert (MW) gebildet. Bei der der Negativ-Kontrolle betrug dieser
MW 260, bei den mit 10 pg/ml Gal-1 stimulierten Zellen sank diese Zahl nicht
signifikant auf 242 im Gegensatz zur Kontrolle, bei den mit 30 pg/ml Gal-1
stimulierten Zellen nicht signifikant auf 164 im Gegensatz zur Kontrolle und bei den
mit 60 pg/ml Gal-1 stimulierten Zellen nicht signifikant auf 122 im Gegensatz zur
Kontrolle (siehe Abb. 34 und 35).

Humane Zytochrom P 450-Aromatase Expression in BeWo

Zellen, 48h
300

250 -

200 -

Zellzahl —~
n
=)

1

jen]
(=]
I

BeWWo 10pg/ml Gal-1 30pg/ml Gal-1 60pg/ml Gal-1

Abb. 34: Humane Zytochrom P450-Aromatase Expression in BeWo Zellen, 48 h Kultivierung in-vitro:
Abnahme der exprimierenden Zellzahl mit steigender Gal-1 Konzentration. Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM.
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200 pm 200 pm

Abb. 35: Humane Zytochrom P450-Aromatase an BeWo Zellen (A), 48 h Kultivierung in-vitro,

Expression von Humaner Zytochrom P450-Aromatase in BeWo Zellen stimuliert mit 60 ug/ml Gal-1,
48 h Kultivierung in-vitro (B) (%20).

4.3 PCR-Ergebnisse

4.3.1 Ki67 und E-Cadherin mRNA Expression

Es zeigte sich eine Herunterregulierung der Ki67 mRNA Expression in der mit 60
pg/ml Gal-1 stimulierten Probe auf 93,4 % mit einer Signifikanz von p<0,01 (siehe
Abb. 36). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Kie7 mRNA Expression in BeWo Zellen, 1h

! "p<0,01

2enpddCT

BeWo BeWo + 60pg/ml Gal-1

Abb. 36: Ki67 mRNA Expression in BeWo Zellen, 1 h Kultivierung in-vitro. . Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM.
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Es zeigte sich eine Herunterregulierung der E-Cadherin mRNA Expression in der mit
60 pg/ml Gal-1 stimulierten Probe auf 78,8 % mit einer Signifikanz von p<0,01 (siehe
Abb. 37).

E-Cadherin mRNA Expression in BeWo Zellen, 1h

"p=<0,01

05 4

FazpddCt

BeWo BeWo + 60pgimi Gal-1

Abb. 37: E-Cad mRNA Expression in BeWo Zellen, 1 h Kultivierung in-vitro. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM.

4.4 Rezeptor-Tyrosinkinase Ergebnisse

4.41 Proteinassay nach Bradford Ergebnisse

Bei der Kontrolle zeigte sich nach der Proteinassay nach Bradford Durchflihrung eine
Konzentration von 0,991 mg/ml. Da zuvor die Probe 1:10 verdunnt worden war,
musste das Ergebnis mal 10 multipliziert werden um auf die tatsachliche
Konzentration zu kommen. Zur Durchfihrung des Phosphorylation Antibody Array
war eine Konzentration von 50-1000 pl/ml erforderlich. Die Probe wurde daraufhin in
Blockingpuffer in einer Konzentration von 1000 pl/ml verdinnt und auf ein
Gesamtvolumen von 1,2 ml gebracht, d.h. 121 yl Probe wurden in 1079 ul
Blockingpuffer verdunnt (= 1200 pl).

Bei der mit 60 ug/ml Gal-1 stimulierten Probe zeigte sich eine Konzentration 0,717

MI/ml. Auch diese wurde wieder mal 10 multipliziert und dann in Blockingpuffer in



4. Ergebnisse 57

einer Konzentration von 1000 ul/ml verdinnt und auf ein Gesamtvolumen von 1,2 ml
gebracht, d.h. 167 pl Probe wurden in 1033 pl Blockingpuffer verdinnt.

Die Proben wurden dann wie in 3.6.2.3 beschrieben weiterverarbeitet.

4.4.2 Signalintensitatsergebnisse

Die Ergebnisse wurden anhand der Tabelle Phosphorylation Antibody Array Assay
(siehe 3.6.3) interpretiert. Es zeigte sich eine Hemmung der Signalintensitat der
REarranged during Transfection (RET) Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) in der mit 60
Mg/ml Gal-1 stimulierten Membran im Vergleich zu der unstimulierten Membran auf
54,3 % mit einer Signifikanz von p = 0,012. Damit inhibiert Gal-1 die
Phosphorylierung von RET intrazellular an Tyr905. Zudem =zeigte sich eine
Hemmung der Signalintensitat der Janus Kinase 2 (JAK2) RTK in der mit 60 ug/ml
Gal-1 stimulierten Membran auf 72,6 % mit einer Signifikanz von p = 0,035 und eine
Verstarkung der Signalintensitat der Vascular endothelial growth factor receptor 3
(VEGFR3) RTK in der mit 60 pg/ml Gal-1 stimulierten Membran auf 168,2 % mit
einer Signifikanz von p = 0,016 (siehe Abb. 38 und 39).
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Abb. 38: Chemilumineszenz Signale der RTKs auf den Membranen in BeWo Zellen (A) verglichen mit
60 ug/ml Gal-1 stimulierten Zellen (B): JAK2 (G8, H8), RET(G10, H10), VEGFR3 (G13, H13), 24 h
Kultivierung in-vitro.
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Rezeptor-Tyrosinkinasen in BeWo Zellen, 24 h

*p=0,016

BeWo Kontrolle

*p=0,012 ‘
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Abb. 39: Prozentuale Signalintensitdtsénderung von RET, JAK2 and VEGFR3 in mit 60 ug/ml Gal-1
stimulierten BeWo Zellen im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle (= 100%), 24 h in vitro.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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5 Diskussion

Ergebnisse dieser Arbeit zur Analyse der Funktion von Galektin-1 bei der Synzytium-
Bildung und Proliferation von Trophoblasttumorzellen BeWo waren: die Ki67- und die
B-Catenin Expression wurden in der in-vitro 24 h Zellkultur konzentrationsabhangig
durch Gal-1 inhibiert. Aulerdem wurden die E-Cadherin Expression in-vitro in der 48
h Zellkultur und die Ki67- und die E-Cadherin-mRNA in der 1 h Zellkultur gehemmt.
Die Syncytin Expression und die Leptin Expression wurden hingegen in der 48 h
Zellkultur ~ hochreguliert. ~ Zusatzlich  inhibierte  Gal-1  die intrazellulare
Phosphorylierung der Rezeptor-Tyrosinkinasen REarranged during Transfection
(RET) und Janus Kinase 2 (JAK2) und stimulierte die Phosphorylierung der
Rezeptor-Tyrosinkinase Vascular endothelial growth factor 3 (VEGFR3) in der 24 h
Zellkultur.

Ergebnis zur Analyse der Beeinflussung der Enzyme der Hormonsynthese durch
Gal-1 war: die P450 Aromatase wurde in der 48 h Zellkultur herunter reguliert.
Ergebnisse zur Beeinflussung der 48 h BeWo Zellkultur durch Forskolin waren: die
E-Cadherin Expression wurde gehemmt, die Syncytin Expression wurde hingegen

hochreguliert.

5.1 Eigenschaften von Gal-1

Gal-1 wird in vielen Geweben exprimiert und hat sowohl inhibitorische Effekte auf
das Zellwachstum, wie in Neuroblastomzellen oder Chondrozyten (Kopitz, von
Reitzenstein et al. 2001; Marsich, Mozetic et al. 2008), als auch aktivierende Effekte,
wie in Lymphknotenzellen oder Mammagefalizellen (Moiseeva, Javed et al. 2000;
Symons, Cooper et al. 2000). Es wird in zahlreichen immunpriviligierten Geweben
nachgewiesen, wie im Hodengewebe (Dettin, Rubinstein et al. 2003) oder der
Plazenta (Poirier, Timmons et al. 1992) und wird in humanen Reproduktionsorganen
exprimiert (von Wolff, Wang et al. 2005).

In der Plazenta spielt Gal-1 eine besonders groRe Rolle: es wird bereits im
Trophektoderm von dem expandierten Blastozysten unmittelbar vor der Implantation
synthetisiert (Poirier, Timmons et al. 1992) und durch den Synzytiotrophoblasten
exprimiert. Der in die Dezidua eindringende Zytotrophoblast exprimiert Gal-1
allerdings nur schwach (Walzel, Neels et al. 1995; Vicovac, Jankovic et al. 1998).

Der Mechanismus, wie Gal-1 mit den Zellen der Plazenta interagiert, an die
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Trophoblastzellen bindet und die Proliferation der Trophoblastzellen beeinflusst, ist

also von grofRer Bedeutung.

5.2 Gal-1 inhibiert die Proliferation von BeWo Zellen

Wir konnten die Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe nochmals bestatigen, die bereits
gezeigt hatten, das Gal-1 die Proliferation von Trophoblasttumorzellen BeWo in einer
konzentrationsabhangigen Weise inhibiert. Dies wurde uber eine 5-bromo-2’-deoxy-
uridine (BrdU) Inkorporation mit Hilfe einer ELISA-Technik durchgeflihrt (Jeschke,
Karsten et al. 2006). In der hier vorliegenden Studie konnte nun immunzytochemisch
gezeigt werden, dass Gal-1 die Expression von Ki67 in der 24 h BeWo Zellkultur
herunter reguliert, was mit einer Hemmung der Proliferation einhergeht (Zabaglo,
Ormerod et al. 2003). Diese Inhibierung von Ki67 bestatigte sich auch auf
molekularer Ebene in der 1 h Zellkultur. Die schnelle Hemmung auf mRNA Ebene
kann durch die Natur der Signaltransduktion und Transkriptionsinduktion erklart
werden (Fischer, Schulze et al. 2009). In einer vorangegangenen Studie konnten wir
zeigen, dass die Apoptose von BeWo Zellen durch Gal-1 nur durch zusatzliche
Stimuli wie Hyperthermie oder CO2 Entzug geférdert wird. Die Hemmung von Ki67
ist also nicht durch den Untergang der Zellen bedingt (Wiest, Seliger et al. 2005).

5.3 Gal-1 inhibiert die Hormonsynthese in BeWo Zellen

Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppen hatten bereits gezeigt, dass Gal-1 die
Hormonsynthese beeinflusst, indem es die humanes Choriongonadotropin- (hCG)
und Progesteronproduktion in BeWo Zellen inhibiert: die hCG - Produktion war
sowohl auf mRNA-, wie auch auf Protein-Ebene gehemmt. Aulierdem scheinen die
Effekte mit der Thomsen-Friedenreich Antigen Expression auf der Zelloberflache in
Verbindung zu stehen (Jeschke, Reimer et al. 2004). In der hier vorliegenden Studie
wurde nun gezeigt, dass Gal-1 auch die Enzyme der Hormonsynthese inhibiert: die
P450 Aromatase wurde in der 48 h Zellkultur gehemmt.

5.4 Gal-1 fordert die Synzytium Bildung in BeWo Zellen

Synzytiumbildung ist ein ungewohnlicher Prozess der nur in wenigen Zelllinien
stattfindet, z.B. in Myoblasten, Osteoklasten und Trophoblasten. Der Einfluss durch
Gal-1 auf die Zellfusion wurde bereits in anderen Zelltypen belegt. Gal-1 spielt

demnach eine Rolle in der myogenen Fusion in-vivo und in-vitro und wird wahrend
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der Muskelfaserbildung maximal exprimiert. Auflerdem koénnen in dessen
Abwesenheit Myoblasten nicht so effektiv fusionieren (Cooper and Barondes 1990;
Harrison and Wilson 1992; Georgiadis, Stewart et al. 2007). In Endothelzellen hemmt
Gal-1 hingegen die Nipah Virus induzierte Zellfusion, welche durch das
Oberflachenglykoprotein NiV-F vermittelt wird und zum Zelluntergang fuhrt (Garner,
Aguilar et al.).

Die molekularen Mechanismen der Fusion der Trophoblastmembranen sind noch
nicht vollstandig erforscht. Proteine, die in die Zelladhasion (Cadherin11) (Getsios
and MacCalman 2003) und Zell-Zell Kommunikation (Connexin 43) (Frendo, Cronier
et al. 2003) beeinflussen, spielen dabei eine Rolle. Es wurde zudem demonstriert,
dass das Produkt des HERV-W env Gen (Env-W) ein fusogenes
Membranglykoprotein ist (Syncytin), das die Synzytiumbildung in Interaktion mit dem
Retrovirusrezeptor RDR induziert. Da es aber auch in Trophoblastzellen der
Zellsaule, in interstitiellen und endovaskularen Trophoblasten exprimiert wird, und
daher in nicht-fusionierenden Zellen, suggerieren Malassine et al., dass es fur die
Trophoblastzellenfusion bendtigt wird, aber nicht ausreichend ist (Malassine,
Handschuh et al. 2005).

Es wurde bereits gezeigt, dass Gal-1 Synzytiotrophoblasten und BeWo Zellen,
welche in-vitro ein Synzytium bilden kdnnen, bindet. Gal-1 bindet jedoch nicht frisch
isolierte Trophoblastzellen und Trophoblasttumorzellen JEG-3, welche kein
Synzytium bilden kdnnen (Jeschke, Reimer et al. 2004). Aullerdem bindet Gal-1 an
das Thomsen-Friedenreich Epitop (TF-Antigen), welches das Kohlenhydratmolekul
Galactose-B1-3N-acetylgalactosamine (GalB1-3GalNAc-) enthalt, und in mehr als
85% der humanen Karzinome (Springer 1984), in Synzytiotrophoblasten,
extravilldosen Trophoblastzellen und Trophoblasttumorzellen BeWo exprimiert wird
(Jeschke, Karsten et al. 2006).

Es wurde zudem demonstriert, dass zwei identische Galektin-Monomere ein nicht
kovalent verknupftes Homodimer mit zwei Kohlenhydrat erkennenden Domanen
(CRD) fir die Bindung von GalB1-4GIcNAc Sequenzen, bilden. AuRerdem liegt Gal-1
in Losung bevorzugt als Dimer vor (Morris, Ahmad et al. 2004). die daraus
resultierende Bivalenz erleichtert eine glykanvermittelte
Zelloberflachenrezeptorbindung, welche wichtig ist um Signalwege zu beeinflussen
(Perillo, Pace et al. 1995; Walzel, Blach et al. 2000). Es stellte sich daher die Frage,
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ob Gal-1 mit seinen zwei Kohlenhydratbindungsstellen die Fusionsbildung von
Trophoblastzellen beeinflussen kann.

In dieser Studie wurde nun gezeigt, dass Gal-1 die Fusion in BeWo Zellen fordert.
Um die Synzytiumbildung zu untersuchen, wurde immunzytochemisch die B-Catenin
Expression bestimmt, welche ein Indikator fur die Synzytiumbildung in
Trophoblastzellen darstellt (Getsios, Chen et al. 2000). Es zeigte sich eine
konzentrationsabhangige @ Abnahme der (-Catenin Farbung der BeWo
Zellmembranen in der 24 h Zellkultur. Die Induzierung der Fusionsbildung wurde
zudem durch die Hochregulierung der immunzytochemischen Expression von Leptin
in der 48 h Kultur bestatigt, welches einen Marker fur die Synzytiumbildung darstellt
(Masuzaki, Ogawa et al. 1997).

Weiterhin zeigte sich eine Hemmung der E-Cadherin Expression in der
Immunfluoreszenz nach Gal-1 Stimulierung der 48 h BeWo Zellkultur. Die
Herrunterregulierung von E-Cadherin zeigte sich auch auf mRNA Ebene in der 1 h
BeWo Zellkultur. Das Verschwinden von E-Cadherin von den Zellgrenzen, parallel
zur Herunterregulierung der mRNA, wird als Indikator der Synzytiumbildung in
normalen Trophoblastzellen und -tumorzellen BeWo verwendet (Coutifaris, Kao et al.
1991). Dies konnte auch durch immunoneutralisierende Studien mit einem E-
Cadherin Antikdrper bestatigt werden. In Ubereinstimmung mit diesen Studien
zeigten immunzytologische E-Cadherin Farbungen, dass die Synzytiumbildung der
BeWo Zellen nach Stimulierung mit Forskolin beschleunigt ist (Wice, Menton et al.
1990; Al-Nasiry, Spitz et al. 2006). Um unsere Ergebnisse zu unterstreichen,
untersuchten wir den Einfluss von Forskolin auf die Synzytiumbildung in BeWo
Zellen: die Farbeintensitatsergebnisse waren identisch mit den
Immunfluoreszenzbildern nach Gal-1 Stimulierung. Um zu beweisen, dass diese
Kaskade ein De novo Ereignis ist welches durch Gal-1 induziert wird, wurde der
Einfluss auf Syncytin untersucht, welcher als Fusionsmarker fungiert (Malassine,
Handschuh et al. 2005): Syncytin war in der 48 h BeWo Zellkultur nach Stimulierung
mit Gal-1 hochreguliert. Dieser Effekt konnte auch auf mRNA Ebene nachgewiesen
werden (Fischer, Redel et al.).

Die Hemmung der Proliferation durch Gal-1 kann nun folgendermal3en erklart
werden. Synzytiumbildung und Proliferationsinhibierung sind gekoppelte Ereignisse:
da nur nicht-fusionierte BeWo Zellen proliferieren, wird Ki67 als Proliferationsmarker

bereits in der 24 h durch Gal-1 verandert; Leptin und Syncytin als Synzytium
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Bildungs-Marker und E-Cadherin, als Synzytium Indikator werden hingegen erst in
der 48 h Zellkultur durch Gal-1 beeinflusst. Die Assoziation mit 3-Catenin, welches
mit dem zytoplasmatischem Ende des Transmembran-Adhasionsmolekil E-Cadherin
interagiert (Ozawa, Baribault et al. 1989) und es Uber a-Catenin an das Aktin-
Zytoskelett koppelt (Hinck, Nathke et al. 1994), ist fur die Cadherin vermittelte Zell-
zu-Zell Adhasion erforderlich (Polakis 2000). Dies ist im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Studie, da die B-Catenin Expression bereits nach 24 h durch Gal-
1 gehemmt wird, die E-Cadherin Expression erst nach 48 h.

In einer Studie wurde der Effekt von Forskolin auf zwei verschiedene
Trophoblasttumorzelllinien verglichen: hierbei zeigte sich, dass die Proliferation,
welche durch eine Immunfarbung mit einen monoklonalen Antikdrper gegen Ki67
deutlich gemacht wurde, in BeWo Zellen erniedrigt ist, in JEG-3 Zellen, welche kein
Synzytium bilden kénnen, hingegen erhoht ist (Al-Nasiry, Spitz et al. 2006). Die
unterschiedliche Reaktion konnte auf die Eigenschaft zur Fusionsbildung
zuruckgefuhrt werden. Diese Eigenschaft kdnnte bei der Signalwegauswahl in der
Trophoblastdifferenzierung eine Rolle spielen. Obwohl man vorsichtig sein sollte, die
Ergebnisse solcher Studien auf physiologische Trophoblastzellpopulationen zu
ubertragen, kann es jedoch hilfreich sein, diese Zelllinien als spezifische Modelle in
der Identifikation von Defekten in der Synzytiumbildung herzunehmen. Das kdnnte
dazu beitragen, die Mechanismen, welche die Signalwegauswahl in der
Trophoblastdifferenzierung  kontrollieren, in  normalen und pathologischen
Schwangerschaften zu untersuchen.

Es wurde demonstriert, dass eine starke Expression von Gal-1 in dezidualen
stromalen Zellen in Praeklampsie Plazenten und eine starke Gal-1 Membranfarbung
in extravilldsen Trophoblasten in Praeklampsie Plazenten im Vergleich zu normalen
Kontrollen von einer signifikant erhdohten TF Expression in extravillésen
Trophoblasten in Praeklampsie Plazenten begleitet wird. Daher ist es wahrscheinlich,
dass die starke Gal-1 Expression oder die Gal-1 Bindung an die Membran der EVT in
Praeklampsie Plazentas durch eine starke TF-Antigen Expression dieser Zellen
hervorgerufen wird (Jeschke, Mayr et al. 2007). Die Trophoblasttumorzelllinie BeWo
wurde kiarzlich mit kultivierten Zotten einer Praeklampsie Plazenta, welche durch
Crocker et al. beschrieben wurde, verglichen. Hierbei zeigte sich, dass sich die
Zellkulturen in zwei Aspekten ahneln: erstens zeigten beide eine hohere hCG-

Sekretion und eine verstarkte Apoptoseantwort auf TNFa im Vergleich zu JEG-3
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Zellen und normalen Zotten, zweitens zeigten BeWo Zellen und Praeklampsie-Zotten
eine Hemmung der Proliferation in Antwort auf Forskolin und Hypoxie, im Vergleich
zu normalen Zotten und JEG-3-Zellen, welche kein Synzytium bilden kénnen
(Crocker, Tansinda et al. 2004; Al-Nasiry, Spitz et al. 2006). Es ist daher moglich,
dass Defekte in der Synzytiumbildung eine Rolle in der Pathologie der Praeklampsie
spielen. Diese Erklarung, zusammen mit der Annahme, dass Gal-1 die
Synzytiumbildung stimuliert und in Praeklampsie-Plazenten verstarkt exprimiert wird,
konnte vermuten lassen, dass die Rolle von Gal-1 in der Pathologie von der

Praeklampsie mit seiner Eigenschaft zur Synzytiumbildung zusammen hangt.

5.5 Gal-1 beeinflusst Rezeptor-Tyrosinkinasen in BeWo Zellen

Tyrosinphosphorylierung, welche Signalwege wesentlich beeinflusst, wird durch zwei
gegensatzliche Enzymaktivitaten kontrolliert: Proteintyrosinkinasen (PTK) und
Proteintyrosinphosphatasen (PTP). PTKs sind in die Trophoblastdifferenzierung und
-proliferation (Hamlin and Soares 1995; Daoud, Rassart et al. 2006), PTPs sind in die
Trophoblastfusion involviert (Vargas, Moreau et al. 2008). Wir haben nun untersucht,
welche Tyrosinkinase-Rezeptor Phosphorylierungen an Trophoblastzellen durch Gal-
1 beeinflusst werden: hierbei zeigte sich eine starkere Phosphorylierung der
Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) REarranged during Transfection (RET) in der
Kontrolle im Vergleich zu den mit Gal-1 stimulierten Zellen. Zusatzlich konnten wir in
ein Studie immunzytochemisch zeigen, dass Gal-1 die Phosphorylierung von RET®%
hemmt (Fischer, Schulze et al. 2009).

Das RET-Protoonkogen codiert eine Rezeptor-Tyrosinkinase (Takahashi, Buma et al.
1988), welche wichtig ist fir die Entwicklung des Nervensystems und der Niere
(Schuchardt, D'Agati et al. 1994). Die glialen Familien-Liganden (GFL) uben ihre
physiologische Funktionen Uber eine Aktivierung von RET Tyrosinkinasen aus,
binden hierbei aber nicht direkt an die extrazellulare Domane von RET, sondern Uber
Glykosylphosphatidylinositolgebundene Zelloberflachenproteine (Airaksinen,
Titievsky et al. 1999). Gal-1 konnte eine ahnliche, Kohlenhydratvermittelte
Zelloberflachenbindung an RET aufweisen, z.B. Uber das TF-Antigen. Zahlreiche
Signalwege, unter anderem Ras-Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK), PI3K,
p38, Extrazellular regulierte Kinase (ERK)-5, Phospholipase C-y und signal
transducers and activators of transcription 3 (STAT3) werden durch RET aktiviert
(Chiariello, Visconti et al. 1998; Schuringa, Wojtachnio et al. 2001, Fukuda, Kiuchi et
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al. 2002). RAS/ERK, p38MAPK spielen auch eine Rolle in T-Zellaktivierungen durch
Gal-1 (Hayashi, Ichihara et al. 2000; Paz, Haklai et al. 2001; Fuertes, Molinero et al.
2004). Obwohl bisher keine Mutationen von RET in Trophoblastzellen untersucht
worden sind, ist bekannt, dass RET in zahlreichen anderen Zellen mutiert ist (Jhiang
2000). Aufkerdem konnten Plaza Menacho et al. zeigen, dass RETY"®'F und RETS%'A
uber den STATS3- und den Janus Kinase (JAK) Signalweg phosphoryliert und aktiviert
werden. Da vier verschiedene Zelllinien (HepG2, HEK293, COS-7, and SKN-SH)
ahnliche Ergebnisse lieferten, ist die Aktivierung von STAT3 durch RET'°" und
RETS®' Mutanten nicht Zelltyp-abhédngig. Dies suggeriert, dass STAT3 durch
verschiedene Krankheitsassoziierte  RET-Mutationen Uber unterschiedliche
Signalwege aktiviert wird (Plaza Menacho, Koster et al. 2005). Analysen der
Signalwege welche Uber phosphoryliertes Y905 in Trophoblastzellen aktiviert
werden, werden dazu beitragen, Mutationen aufzudecken, welche durch
Konformationsanderungen des Tyrosinrestes bedingt sind und fur die Entstehung
von Krankheiten verantwortlich sind (Fischer, Schulze et al. 2009).

Zuvor konnte demonstriert werden, dass JAK-STAT einen wichtigen Signalweg in
Trophoblastzellen darstellt (Fitzgerald, Poehlmann et al. 2008). Wir konnten nun
zeigen, dass die Phosphorylierung von JAK2 in den mit Gal-1 stimulierten Zellen,
ahnlich wie bei RET, herunter reguliert war im Vergleich zur Kontrolle, was
suggeriert, dass JAK2 und RET BeWo Zellen Uber den gleichen Signalweg
beeinflussen kdnnten, der auch Uber STAT3 laufen kénnte (Fischer, Schulze et al.
2009).

Unsere Arbeitsgruppe konnte kirzlich zeigen, dass Gal-1 die Proliferation von BeWo
Zellen konzentrationsabhangig inhibiert (Jeschke, Karsten et al. 2006). In einer
weiteren Studie, konnten wir demonstrieren, dass Gal-1 die Apoptose-Rate von
MCF7 und BeWo Zellen nicht signifikant fordert. Nur unter Stressbedingungen
(Hyperthermie, CO, und FCS Entzug) war die Apoptose-Rate in beiden Zelllinien
signifikant erhoht (Wiest, Seliger et al. 2005). In dieser Studie konnten wir nun
zeigen, dass die Phosphorylierung der Rezeptor-Tyrosinkinase Vascular endothelial
growth factor receptor 3 (VEGFR3) in den Gal-1 stimulierten Zellen héher war als in
der Kontrolle (Fischer, Schulze et al. 2009). VEGFR3 wird in lymphatischen
Endothelzellen, sowie in Kapillaren und Venen von endokrinen Organen exprimiert.
In einem murinen Modell konnte demonstriert werden, dass die Behandlung mit

einem VEGFR3-Ig Fusionsprotein zu einer Inhibierung der
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Lymphknotenmetastasierung und Tumorangiogenese fuhrte (Shibuya and Claesson-
Welsh 2006). Aulierdem wurde die VEGFR3 Expression in Trophoblastzellen zuvor
beschrieben (Schiessl, Innes et al. 2009). Kurenova et al. konnten zudem zeigen,
dass die VEGFR3 Uberexprimierung in MCF7 Zellen die Proliferation um 40%
erhohte und zu einer Forderung der Motilitat und Invasion und zu einer Stimulierung
des Zelluberlebens unter Stressbedingungen (Staurosporin Behandlung) fuhrte
(Kurenova, Hunt et al. 2009). Zusammen mit den Ergebnissen dieser Studie, gehen
wir davon aus, dass die Inhibierung der Proliferation durch Gal-1 nicht durch die
Apoptoseinduktion der Zellen vermittelt wird, sondern durch die VEGFRS-

Phosphorylierungsinduktion erklart werden konnte.

5.6 Mogliche zukunftige klinische Anwendung von Gal-1

Gal-1 beeinflusst das Immunsystem auf vielen Ebenen und moduliert die
Immunzellfunktionen, indem es die T-Zell-Proliferation inhibiert (Rabinovich,
Ramhorst et al. 2002), die Apoptose von T-Zellen fordert (Perillo, Pace et al. 1995),
das Zytokingleichgewicht in-vivo zum Typ |l verschiebt (Rabinovich, Daly et al. 1999),
in experimentellen Autoimmunmodellen einen Shift der Immunantwort hin zu einem
T-Helfer 2 (Th2) stimuliert (Toscano, Commodaro et al. 2006) und einen
Schllsseleffektor in der Regulierung der CD4°CD25" T-Regulatorischen Zellen
(TReg Zellen) darstellt (Garin, Chu et al. 2007). Ein Th2 Profil ist bedeutend flr eine
erfolgreiche Schwangerschaft (Lin, Mosmann et al. 1993). Zudem spielen
CD4"CD25" TReg Zellen eine wichtige Rolle in der fetomaternalen Toleranz (Sasaki,
Sakai et al. 2004). In einer neueren Studie konnte in einem murinen Modell gezeigt
werden, dass eine Gal-1-Behandlung das Zytokinprofii wahrend der
Schwangerschaft hin zu einem Th2-Typ verschiebt, CD4*CD25" TReg Zellen in der
Gebarmuttermukosa wiederherstellt und einen fetalen Abgang unterbindet. Gal-1
stellt somit ein potentielles therapeutisches Targetprotein dar (Blois, llarregui et al.
2007).

Des Weiteren weisen Trophoblast- und Tumorzellen viele Ahnlichkeiten auf, unter
anderem die Reduktion oder den Verlust der MHC Antigen Expression: so hat der
Synzytiotrophoblast keine HLA Klasse | Proteine (Proll, Blaschitz et al. 1999).
Obwohl dies zu einem Schutz des Feten vor dem Immunsystem fuhrt, sensibilisiert
es dennoch den Trophoblasten fur eine Erkennung und Zerstorung durch Naturliche

Killerzellen (NK). Da Trophoblastzellen aber dagegen resistent sind (Avril,
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Jarousseau et al. 1999), diskutieren Clark et al. ein spezieserkennendes System, das
durch Rezeptoren und Glykoproteinliganden gebildet wird (Clark, Dell et al. 2001),
und in welchem das TF-Antigen eine Rolle spielen kdnnte.

Tatsachlich ahnelt die Plazentabildung in vielen Aspekten der Invasion durch maligne
Tumoren. An der Implantationsseite dringen Trophoblastzellen in die maternale
Dezidua ein: der Kontakt ist im ersten Trimester der Schwangerschaft am intimsten
(Hammer, Blaschitz et al. 1999). Da die TF-Antigen Expression der extravilldsen
Trophoblastzellen aber auf das erste und zweite Trimester beschrankt ist, kdnnte
Gal-1 eine Rolle als Suppressor von maternalen T-Zellen innerhalb der Dezidua
spielen. In einem experimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass die Hemmung
der Gal-1 Expression durch die Transfektion mit einer Gal-1 antisense cDNA zu einer
Verbesserung der Tumorrejektion und zu einer CD4" und CD8" T-Zell vermittelten
tumorspezifischen Immunantwort in murinen Melanomzellen fihrt (Rubinstein,
Alvarez et al. 2004). Zudem wurde Gal-1 ein Einfluss in der Tumorprogression
zugeschrieben, unter anderem in der Zelladhasion: Gal-1 reguliert demnach die Zell-
Zell und Zell-ECM Adhasion (Extrazellulare Membran) und modifiziert Zellmotilitat
und Aggregation, welche wichtige Stufen in der Tumorzellinvasion und
Metastasierung darstellen (Hughes 2001). Zusatzlich konnte in einem murinen
Modell gezeigt werden, dass Gal-1 fur die Tumorangiogenese benétigt wird und
somit als Targetprotein in der angiostatischen Therapie fungieren konnte (Thijssen,
Barkan et al. ; Thijssen, Postel et al. 2006).

Ob dieser Effekt therapeutisch beim Menschen genutzt werden kann, ist allerdings
noch unklar. Aufgrund der aktuellen intensiven Forschungen bezlglich von Gal-1
werden sich in den nachsten Jahren sicherlich weitere klinische Anwendungen

dieses Lektins etablieren.
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6 Zusammenfassung

Galektin-1 wird in vielen Geweben exprimiert, unter anderem in humanen
Reproduktionsorganen (von Wolff, Wang et al. 2005) und in zahlreichen
immunpriviligierten Geweben (Poirier, Timmons et al. 1992). Das Lektin hat sowohl
inhibitorische (Marsich, Mozetic et al. 2008), als auch aktivierende Effekte auf das
Zellwachstum (Moiseeva, Javed et al. 2000). Zudem wird Gal-1 ein Einfluss in der
Tumorprogression zugeschrieben, unter anderem in der Zelladhasion (Hughes 2001)
und in der Tumorangiogenese (Thijssen, Postel et al. 2006): tatsachlich ahnelt die
Plazentabildung in vielen Aspekten der Invasion durch maligne Tumoren. In den
letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Gal-1 in der Plazenta eine gro3e Rolle
spielt. Die Bindung von Gal-1 an die Trophoblastzellen und die Beeinflussung der
Proliferation sind daher von zentraler Bedeutung.

Da zwei identische Galektin-Monomere ein nichtkovalent verknupftes Homodimer mit
zwei Kohlenhydrat erkennenden Domanen (CRD) bilden (Morris, Ahmad et al. 2004),
stellte sich die Frage, wie Gal-1 mit seinen zwei Kohlenhydratbindungsstellen die
Fusionsbildung von Trophoblastzellen beeinflusst.

Wir konnten nun in der hier vorliegenden Studie zeigen, dass Gal-1 die
Synzytiumbildung férdert. Dies wurde anhand der Inhibierung der 3-Catenin- und der
E-Cadherin Expression und der Hochregulierung der Leptin- und Syncytin-Protein
Expression durch Gal-1 in vitro in BeWo Zellen demonstriert. Da die
Synzytiumbildung und Proliferationsinhibierung gekoppelte Ereignisse sind, kann die
Hemmung der Proliferation durch Gal-1, welche wir mit der Inhibierung von Ki67 auf
Protein- und auf mMRNA-Ebene demonstriert haben, erklart werden (Fischer, Redel et
al.).

Wir haben aufl’erdem den Einfluss von Gal-1 auf die Phosphorylierung von
Tyrosinkinase-Rezeptoren an Trophoblastzellen untersucht: hierbei zeigte sich eine
verstarkte Phosphorylierung der Rezeptor-Tyrosinkinase vascular endothelial growth
factor receptor 3 (VEGFR3) in den Gal-1 stimulierten BeWo Zellen (Fischer, Schulze
et al. 2009). Die Uberexprimierung von VEGFR3, das in Trophoblastzellen exprimiert
wird (Schiessl, Innes et al. 2009), stimuliert die Proliferation in MCF7 Zellen unter
Stressbedingungen (Kurenova, Hunt et al. 2009). Da wir zuvor zeigen konnten, dass
Gal-1 die Apoptose-Rate von MCF7 nur unter Stressbedingungen erhoht (Wiest,

Seliger et al. 2005), gehen wir davon aus, dass die Proliferationsinhibierung durch
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Gal-1 nicht durch die Apoptoseinduktion der Zellen vermittelt wird, sondern durch die
VEGFR3-Phosphorylierungsinduktion erklart werden konnte.

Zusatzlich konnten wir zeigen, dass die Phosphorylierung der Rezeptor-
Tyrosinkinasen REarranged during Transfection Rezeptor (RET) und Janus Kinase 2
(JAK2) in den mit Gal-1 stimulierten Zellen im Vergleich zu der Kontrolle inhibiert
wurden (Fischer, Schulze et al. 2009). Zuvor konnten Plaza Menacho et al.
demonstrieren, dass RET'®'F und RET®*' (ber den STAT3- und den JAK
Signalweg phosphoryliert und aktiviert werden (Plaza Menacho, Koster et al. 2005).
Aulerdem ist bekannt, dass der Janus Kinase-Signal transducer und activator of
transcription cytokine signal transducing pathway (JAK-STAT) ein wichtiger
Signalweg in Trophoblastzellen ist (Fitzgerald, Poehlmann et al. 2008). Zusammen
mit unseren Ergebnissen suggeriert dies, dass die Rezeptor-Tyrosinkinasen JAK2
und RET die BeWo Zellen Uber den gleichen Signalweg beeinflussen kdnnten, der
auch uber die STAT3 Kinase laufen kdnnte (Fischer, Schulze et al. 2009). Da die
Kenntnis Uber die genaue Signalweiterleitung von Gal-1 in Trophoblastzellen von
zentraler Bedeutung ist, wird weiterhin intensiv untersucht werden, ob eine
therapeutische Anwendung dieses in den letzten Jahren zunehmend ins

wissenschaftliche Interesse geratenen Proteins moglich ist.
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Zellkultur

Verbrauchsmaterialien
Zellkulturflaschen: 25 cm2, 175 cm?
Sterile Tubes

Reaktionsgefale 2,0 mi
~Pipett-Boy*

Sterile Pipettenspitzen, 2ml-50ml
Pipetten, versch. GréRRen
Zentrifugen

Mini Spin

Neubauer Zahlkammer

Chamberslides

Reagenzien

Dulbecco’s MEM, 500ml

PBS, 500ml

FCS (fotales Kalber-Serum), 500ml
Trypsin-EDTA 0,5/0,2%

Trypan Blau

Chemikalien

Plazentares Galectin-1

Rekombinantes Humanes Gal-1, 250 ug

Bezugsquelle

Falcon Becton Dickinson Labware, USA
Falcon Becton Dickinson Labware, USA
Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Marienfeld - Deutschland

Nunc, USA

Bezugsquelle

Biochrom AG, Deutschland

Biochrom AG, Deutschland

Biochrom AG, Deutschland

GibcoBRL Life Technologies, Schottland
Sigma Missouri, USA

Bezugsquelle

Arbeitsgruppe Dr. Walzel, Institut fir Biochemie und
Molekularbiologie, Uni Rostock - Deutschland
Sigma Missouri, USA

Immunzytologie

Chemikalien

Vectastain Elite ABC-Kit Mouse 1gG
Vectastain Elite ABC-Kit Sheep IgG
Vectastain Elite ABC-Kit Rabbit IgG
Vectashield Mounting Medium with DAPI
Ultra V Block, Blockierserum
Verdinnungsmedium

Kaisers Glyceringelatine

Methanol, Ethanol

Hamalaun

AEC+

Antikorper

Monoclonaler Anti-human Ki67 Antigen
Klon Mib-1 Code Nr. M 7240
Polyklonaler Sheep anti Leptin
Polyklonaler Rabbit anti B-Catenin

Bezugsquelle

Vector Laboratories, USA

Vector Laboratories, USA

Vector Laboratories, USA

Vector Laboratories, USA

Lab Vision, USA

Dako, Danemark

Merck, Deutschland

Apothekenbedarf der LMU Miinchen - Deutschland
Apothekenbedarf der LMU Miinchen - Deutschland
Dako, Danemark

Bezugsquelle

Dako, Danemark

AbDSerotec, UK
Diagnostic Biosystems, USA
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Immunfluoreszenz

Reagenzien

Vectashield Mounting Medium with DAPI
Ultra V Block, Blockierserum
Verdinnungsmedium

Forskolin

Primérantikorper

E-Cadherin Mouse Ig1, Klon: HECD-1
Pan-Keratin Klon A45-B/B3
Ausgangskonzentration:1mg/mi
Mouse IgG direkt markiert mit Cy3
Anti-B-Hydroxysteroiddehydrogenase
Rabbit (polyklonal)

Syncytin 1gG (polyklonal)
Sekundarantikorper
Rabbit-Anti-Mouse IgG Cy2 markiert
Ausgangskonzentration: 1,6mg/ml
Goat-Anti-rabbit IgG Cy 2 markiert
Goat-Anti-Mouse 1gG Cy 3 markiert
Goat-Anti-Rabitt IgG Cy2 (polyklonal)

Bezugsquelle

Vector Laboratories, USA
Lab Vision, USA

DAKO, Danemark

Sigma Aldrich, USA
Bezugsquelle

Calbiochem, Deutschland
Mikromet, Deutschland
BioGenesis, USA

Abnova, USA

Bezugsquelle

Dianova, Deutschland

Jackson Immunoresearch, USA

Jackson Immunoresearch, USA
Dianova, Deutschland

RNA-Gewinnung

Reagenzien

96% Ethanol
B-Mercaptoethanol
Verbrauchmaterial
NucleoSpin Filter
NucleoSpin Saule
Sammelgefaly

2ml Gefal
Chemikalien
Nucleospin®RNAII Kits
RNAse freie rDNAse
Reaction Puffer fur rDNAse
RNAse freies Wasser
RA1, RA2, RA3 Puffer

Membran Desalting Puffer

Bezugsquelle

Apothekenbedarf der LMU Miinchen - Deutschland
Apothekenbedarf der LMU Miinchen — Deutschland
Bezugsquelle

Macherey-Nagel, - Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Bezugsquelle

Macherey-Nagel, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland
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RNA-Umschreibung

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
10 x RT Puffer

10 x RT Random Primer

25 x dNTP Mix

RNAse Inhibitor

Nuklease freies Wasser

Reverse Transcriptase

Mastercycler

Applied Biosystems, Deutschland
Applied Biosystems, Deutschland
Applied Biosystems, Deutschland
Applied Biosystems, Deutschland
Applied Biosystems, Deutschland
Applied Biosystems, Deutschland
Applied Biosystems, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

PCR

Verbrauchsmaterialien

1000 pl Sterile Filter Spitzen mit Sealing Filter
100 pl Sterile Filter Spitzen mit Sealing Filter
10 ul Sterile Filter Spitzen

PCR Tubes 0,5 ml

MicroAmp FastOptical 96-Well Reaktionsplatte
mit Barcode (0,1 ml)

MicroAmp Optical Cabs

Cap installing Tool

Gerit, Software

7500 FastSystems Real Time PCR Systems
Sequence Detection Software v1.3.1

7500 Fast Systems

Chemikalien

TagMan®PCR Master Mix (2 x)

steriles Wasser

Primer&Probe

GAPDH, Hs99999905_m1

E-Cadherin, Hs00170423 _m1

Ki67, Hs00606991_m1

Bezugsquelle

Biozym, Deutschland
Biozym, Deutschland
Biozym, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Applied Biosystems, USA

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Bezugsquelle

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA

Bezugsquelle

Applied Biosystems, USA
Machery-Nagel, Deutschland
Bezugsquelle

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
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RTK

Chemikalien

RayBio Phosphorylation Antibody Array |
Protease Inhibitor Cocktail

Phosphatase Inhibitor Cocktail
Lysispuffer

Washing Buffer | und Il

Biotinylierter Anti-Phosphotyrosin
Blockingpuffer

HRP-konjugiertes Streptavidin Konzentrat
Detektionspuffer A und B
Verbrauchsmaterialien

Membran

8 Well-Gefaly

Petrischalen

Gerite, Software

Rattler, Typ 3006
Gel-Dokumentations-Gerat

Universal Hood I

Quantity One Version 4.5.2

Bezugsquelle

Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Bezugsquelle

Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Ray Biotech, Inc. Nr. AAH-PRTK-1-8, USA
Bezugsquelle

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, UK

Bradford

Verbrauchsmaterial, Gerdte, Reagenzien
Photometer Ultrospec 3100 pro
Bradfordreagenz, 450ml

Bradford Standard, 20ml

Bezugsquelle

GE Healthcare, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, UK
Bio-Rad Laboratories, UK

Aqua dest. Apothekenbedarf der LMU Miinchen - Deutschland
Sonstiges
SPSS Windows, Social Sciences computer software version 14.0;

SPSS Inc., USA
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