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Einleitung 1

I. Einleitung

1. Das Ovarkarzinom

1.1 Klinische Bedeutung des Ovarkarzinoms (Epidemiologie und Atiologie)

Das Ovarkarzinom ist die fiinfthdufigste Todesursache bei Krebserkrankungen der Frau und die
haufigste Todesursache gynikologischer Krankheiten in Nordamerika und Europa. Aus diesen
Griinden kommt dieser Erkrankung eine besondere Bedeutung zu, obwohl Ovarkarzinome mit
7.900 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland deutlich seltener auftreten als beispielsweise
Mammakarzinome. Nach dem Bronchialkarzinom hat das Ovarkarzinom die zweitschlechteste
Prognose, einerseits bedingt durch eine meist schnelle Zellteilung (Proliferation), andererseits
durch die erst spét, meist im fortgeschrittenen Stadium in Erscheinung tretenden Symptome. Bei
etwa 75 % der Frauen hat sich der Tumor zum Zeitpunkt der Diagnose bereits iiber das kleine
Becken hinaus ausgedehnt. Die Fiinfjahres-Uberlebensrate bei einer Diagnose im fortgeschrittenen

Stadium liegt zwischen 20 und 40 % (Ries et al., 2000).

Etwa 90 % der Neuerkrankungen sind sporadische Karzinome, die restlichen Ovarkarzinome sind
hereditar bedingt. Die Erkrankung entsteht {iberwiegend nach der Menopause, wobei das mittlere

Erkrankungsalter bei 66,3 Jahren liegt (Schildkraut und Thompson, 1988).

Risikofaktoren sind Nullipara, friihe Menarche, spite Menopause und fortgeschrittenes Alter,
wéhrend eine Suppression der Menses, die Einnahme oraler Kontrazeptiva, Schwangerschaft und
Laktation die Gefahr einer solchen Erkrankung senken. Fiir die Entstehung epithelialer
Ovartumoren ist anscheinend der sich stindig wiederholende Eisprung von Bedeutung, da die
Erkrankung haufiger bei Frauen auftritt, die nie schwanger waren bzw. nie Medikamente nahmen,

die den Eisprung unterdriicken (Cannistra, 1993).

Wichtige Risikofaktoren beim Ovarkarzinom finden sich in der Familienanamnese. Das Risiko
einer Frau, in ihrem Leben einen epithelialen Ovartumor zu entwickeln, betrdgt ca. 1,4 %, wird
aber beim Vorhandensein einer positiven Familienanamnese auf 15 — 60 % geschétzt (Antoniou et
al., 2003; Boyd, 2003). Zwei oder mehr Verwandte ersten Grades mit diagnostiziertem Eierstock-
oder Brustkrebs bedeuten ein zehnfach erhohtes Risiko. Zwei familidre Syndrome, die mit einem
erhohten Risiko einhergehen, sind das Mamma-/Ovarkarzinom-Syndrom mit Mutationen entweder

im BRCA1-Gens oder im BRCA2-Gens (Miki et al., 1994) und das Lynch-Syndrom mit
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Mutationen des MSH II-Gens bzw. des MLH I-Gens (Lynch und Lynch, 2002; s. Kap. 1.1.3.2, S.
6).

1.2 Pathogenese und Histologie

Der Eierstock (lat. Ovar) ist ein paariges weibliches Organ, welches im kleinen Becken rechts und
links von der Gebérmutter liegt, vom Bauchfell gehalten wird und mit der Gebarmutter iiber das
Eierstockband verbunden ist. Der mandelformige Eierstock ist ca. 5 — 8 Gramm schwer, 25 — 50
mm Lang und 15 — 50 mm dick. Man kann eine aullen gelegene ca. 2 Millimeter dicke Rinde und

das innen liegende Mark unterscheiden.

Das Ovar setzt sich aus drei verschiedenen Zelltypen zusammen; den Keimzellen, den

Stromazellen und den epithelialen Zellen, welche die Oberfldche des Ovars einschichtig bedecken.

Mormaler Eierstock

Ursprung der drei
Eierstockrabs-Arten

Stroma-Lellen 2-10%
keim-Lellen  10-15%
Epthel-Zellan B0%

Abbildung 1: Ursprung der Eierstockkrebs-Arten, ihre histologische Herkunft und Verteilung in Prozent (nach
Johns Hopkins Pathology).

Von keinem anderen Organ nimmt eine derartige Vielfalt histogenetisch verschiedener Tumoren
seinen Ausgang wie vom Ovar. Man unterscheidet drei Eierstockkrebsarten, je nach dem, von
welchem Zelltyp sich der Tumor ableitet. Keimzelltumoren, wie z. B. Dysgerminome oder
Teratome, entwickeln sich aus den Oozyten und treten vor allem bei jungen Frauen vor dem 20.
Lebensjahr auf. Stromazelltumoren, wie z. B. Thekome oder Granulosazelltumoren, kommen in
jedem Alter vor, jedoch etwas héufiger in der Postmenopause. Beide treten jedoch relativ selten auf

(s. Abb. 1, oben). Die Karzinome entwickeln sich aus den epithelialen Zellen des Ovars.
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1.2.1 Histologische Einteilung der Ovarkarzinome

Die epithelialen Tumoren des Eierstocks sind mit 80 — 90 % die statistisch bedeutsamste Gruppe
unter den bosartigen Tumoren (Malignome) des Ovars (Auersperg et al., 1999; Lloyd und Yin,
2001). In dieser Gruppe existieren verschiedene Subtypen, basierend auf ihren histologischen
Merkmalen. Vom Coelomepithel (Mesothel) und vom darunter liegenden Stroma nehmen die
epithelial-stromalen Tumoren ihren Ausgang, die Abkommlinge des Miiller'schen Ganges
nachbilden. Die ser6sen Tumoren &hneln dem Tubenepithel, die muzindsen Tumoren dem

endozervikalen Epithel und die endometrioiden Tumoren dem Epithel des Endometriums.

Klinische Merkmale und Haufigkeit dieser Tumoren sind in Tabelle 1 dargestellt.

Histologie

Klinische Merkmale

Seroses Karzinom

Haufigkeit: 50 %

Hoch differenzierte serése Karzinome sind iiberwiegend
papilldr, wahrend niedrig differenzierte serdse Karzinome
v.a. solide gebaut sind. Makroskopisch bestehen sie aus einer

oder mehreren Zysten, die mit serdsem Inhalt gefiillt sind.

Endometrioides Karzinom

Haufigkeit: 10 - 25 %

Diese dhneln histologisch einem Endometriumkarzinom und
zeigen eine bessere Prognose als die anderen Karzinomtypen.
Bei 15 % der Patienten findet man ein gleichzeitiges

Auftreten eines Endometriumkarzinoms als Zweittumor.

Muzinoses Karzinom

Haufigkeit: 10 - 15 %

Muzindse Karzinome treten meist unilateral auf, erreichen oft
betrachtliche Grofe und sind meist aus zahlreichen Zysten

mit schleimigem Inhalt aufgebaut.

Klarzelliges Karzinom

Haufigkeit: 5 %

Weist ein klares Zytoplasma auf (zuriickzufiihren auf den
Glykogen-Gehalt des Zytoplasmas). Es zeigt die geringste

Chemotherapie-Sensibilitit aller epithelialen Ovarkarzinome.

Brennertumoren

Haufigkeit <1 %

Die seltenen Brennertumoren sind meist gutartig.
Histologisch sind sie aus fibrosem Stroma aufgebaut, in das
Nester eines Platten- oder Ubergangsepithels eingelagert

sind.

Undifferenzierte Karzinome

Haufigkeit: 5—10 %

In diese Gruppe werden jene Tumoren eingeordnet, deren
weitgehende Entartung (Anaplasie) eine histogenetische

Zuordnung nicht mehr zuldsst.

Tabelle 1: Subtypen epithelialer Ovarkarzinome, ihre Charakteristika und Héaufigkeit.
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Eine Besonderheit der epithelialen Ovartumoren sind die Borderline-Tumoren, bei denen es sich
um Tumoren mit niedriger maligner Potenz handelt. Sie werden hinsichtlich ihrer Dignitét
(Krankheitswert) und Prognose zwischen den benignen Tumoren und den Karzinomen eingeordnet
(Crispens, 2003). Kennzeichen sind eine gesteigerte Proliferation verbunden mit zelluldren
Atypien, vermehrtem Mitosegehalt und Storung der Architektur. Im Unterschied zu den
Karzinomen fehlt ihnen aber in den meisten Féllen ein invasives Wachstum. Absiedelungen von
Borderline-Tumorzellen im Bauchraum, die bei 30 — 40 % der Fille vorkommen, kénnen in ca.

10 % auch invasives Wachstum zeigen (Bell et al., 1988).

1.2.2 Histologischer Differenzierungsgrad

Der histologische Differenzierungsgrad (Grading) stellt einen vom Stadium unabhingigen
Prognosefaktor dar. Nach den Richtlinien der UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
werden vier Stufen unterschieden. Tumoren mit dem Differenzierungsgrad G1 sind hoch
differenziert, G2 bedeutet eine méaBige Differenzierung, und niedrig differenzierte und
undifferenzierte Ovarkarzinome werden meist in eine Gruppe zusammengefasst (G3/G4). Bei den
serdsen, muzindsen und endometrioiden Karzinomen wird die Kernatypie und —polymorphie bei
der Bestimmung des Differenzierungsgrades berlicksichtigt, wobei klarzellige Karzinome und

Brennertumoren in erster Linie nach ihren Kernverdnderungen eingestuft werden.

1.3 Familidres Ovarkarzinom

Eine Familien-Anamnese beim Ovarkarzinom ist der wichtigste und am besten untersuchte
Risikofaktor fiir die Entwicklung dieser Krankheit. Bei bis zu 10 % der Patientinnen findet man
eine positive Familienanamnese als Hinweis auf eine genetische Pradisposition zu Eierstockkrebs,
aber auch zu Brust- oder in geringerem Mal3 zu Darm- bzw. Gebarmutterkrebs. Es gibt derzeit drei
bekannte Arten von vererblichen Eierstockkrebs-Syndromen, wobei das Mamma-/Ovarkarzinom-
Syndrom und das Lynch-Syndrom relativ gut untersucht sind, das vererbliche Seiten-spezifische

Ovarkarzinom aber noch kaum erforscht ist.

1.3.1 Mamma-/Ovarkarzinom-Syndrom

Mutationen in den BRCA1- und BRCA2-Genen sind fiir ca. 90 % der Krebsfille bei Frauen mit
familidrer Ovarkarzinom-Pridisposition verantwortlich. Das Risiko, im Lauf des Lebens an
Eierstockkrebs zu erkranken, liegt fiir Trdgerinnen von Mutationen in diesen Genen bei 60 — 70 %
(Antoniou et al., 2003). Thre ubiquitdr exprimierten Protein-Produkte spielen eine Rolle in so
fundamentalen Prozessen wie DNA-Reparatur und -Rekombination, Zellzyklus-Kontrolle und

Transkription (Welcsh und King, 2001).
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Eine defekte Kopie von BRCA1 oder BRCA2 in der Keimbahn reicht fiir die Pradisposition zu
Eierstock- und Brustkrebs aus. Durch den Verlust des zweiten intakten Allels (LOH, Verlust der
Heterozygotie) konvertiert die Epithelzelle zur phénotypisch malignen Zelle. Die BRCA-Gene
stellen also das klassische Paradigma von Tumorsuppressorgenen dar (Nathanson et al., 2001).
Selten kommen somatische Mutationen in sporadischen Krebsfillen vor. Zwischen dem Phénotyp
von Trigern der BRCAI1-Mutation bzw. der BRCA2-Mutation gibt es einige wichtige
Unterschiede. BRCAI1-Mutationen sind oft mit einem frith auftretenden Mammakarzinom
verbunden. Das Risiko der Entwicklung eines Mammakarzinoms im Verlauf des Lebens liegt bei
50 bis 80 % (Nkondjock und Ghadirian, 2004). Auch scheint bei Tragern der BRCA 1-Mutation ein
gering hoheres Risiko fiir ein kolorektales Karzinom und ein Prostatakarzinom zu bestehen. Das
Risiko, im Laufe des Lebens ein Ovarkarzinom zu entwickeln, liegt bei Tragerinnen der BRCA1-
Mutation zwischen 16 — 40 % (Struewing et al., 1997; Burke et al., 1997b). Auflerdem konnen
Patienten mit der BRCA1-Mutation primidre peritoneale serdse Karzinome entwickeln, die
histologisch den Ovarkarzinomen entsprechen und vermutlich eine maligne Transformation
peritonealer mesothelialer Oberflachenzellen darstellen (Tobacman et al., 1982). Muzindse bzw.
Borderline-Tumoren treten im Zusammenhang mit BRCA-Genmutationen nicht auf (Wemess et

al., 2004).

Mutationen von BRCA?2 fiihren dagegen seltener zu einem friih auftretenden Mammakarzinom; das
Risiko, im Laufe des Lebens an einem Mammakarzinom zu erkranken, ist jedoch dhnlich hoch
(Krainer et al., 1997). Mutationen von BRCA2 erhohen das Risiko der Entwicklung eines
Mammakarzinoms bei Minnern und moglicherweise auch die Entwicklung von Pankreas-
karzinomen. Die Héufigkeit von Ovarkarzinomen bei Mutationen von BRCA2 liegt bei 10 %

(Burke et al., 1997a).

BRCA1 und BRCA2 kodieren fiir nukledre Proteine, die in vielen verschiedenen Geweben
wéhrend der S- und G2-Phase des Zellzyklus exprimiert werden. Beide Proteine sind
verantwortlich fiir die Integritit des Genoms. BRCA2 bindet direkt an RADS1, das eukaryotische
Homolog zum bakteriellen RecA, das fiir die Doppelstrangbruch-Reparatur durch homologe
Rekombination verantwortlich ist (Sharan et al., 1997; Wong et al., 1997). Auch BRCA1 wird fiir
eine effiziente homologe Rekombination bendtigt, aber eine direkte Kontrolle der RADS51-Aktivitét
erscheint unwahrscheinlich (Scully et al., 1997). Die genaue Wirkungsweise von BRCA1 und
BRCAZ2 bei der Aufrechterhaltung der chromosomalen Struktur ist noch nicht vollstindig geklart.
Bis jetzt ist noch unbekannt, warum die mit BRCA-Genen assoziierte Krebspradisposition sich vor
allem in epithelialen Geweben von Mamma, Ovar oder Prostata manifestiert. Eine der Hypothesen
besagt, dass hormonelle FEinfliisse fiir die Gewebespezifitit verantwortlich sein konnten, da
BRCA1 die Aktivierung des Ostrogenrezeptors sowohl in Ligand-abhingiger als auch Ligand-

unabhéngiger Weise inhibieren kann (Zheng et al., 2001). Es gibt aber viele weitere zum Teil
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widerspriichliche Hypothesen, die sich mit dieser Thematik beschiftigen (Venkitaraman, 2001),

was auch an den unterschiedlichen Arten der Mutationen im Gen liegen kann (Zheng et al., 2001).

1.3.2 Lynch-Syndrom

Das Lynch-Syndrom (auch Syndrom hereditirer nicht-polyposer Kolonkarzinome, HNPCC) ist
gekennzeichnet durch eine familidre Pradisposition zu Kolonkarzinomen, aber auch zu Ovar- und
Endometriumkarzinomen (Dunlop et al., 1997; Aarnio et al., 1999). Die Patientinnen sind oft
jinger als 50 Jahre (Rustgi et al., 1994). Das Risiko, an einem Kolonkarzinom zu erkranken, liegt
fiir Ménner mit Mutationen in den verantwortlichen Genen mit iiber 70 % deutlich hoher als das
von Frauen, welches zwischen 25 und 50 % liegt, verglichen mit 3 % in der Normalbevdlkerung
(Watson und Lynch, 2000; Vasen et al., 2001). In diesem Vergleich haben Frauen von HNPCC-
Familien zusitzlich ein bis zu neunmal héheres Risiko, Eierstockkrebs zu entwickeln (Brown et al.,
2001). Wenn ein Ovarkarzinom im Rahmen eines HNPCC-Syndroms diagnostiziert wird, findet
sich in der Regel in der Familienanamnese eine Hiaufung von Kolonkarzinomen, nicht aber von

Ovarkarzinomen.

Die genetische Pradisposition beruht auf einer Keimlinienmutation der Gene MSH2, MLHI, und
seltener von PMS1, PMS2 oder MSH6 (Lynch und Lynch, 2002; Nicolaides et al., 1994). Die
Protein-Produkte dieser Gene erfiillen wichtige Aufgaben bei der Fehlpaarungs-Reparatur der DNA
(Rustgi et al., 1994).

Durch das HNPCC-Syndrom verursachte Ovarkarzinome unterscheiden sich von anders bedingten
dadurch, dass sie deutlich frither auftreten. HNPCC-Patientinnen mit Eierstockkrebs haben
auBerdem hiufiger gleichzeitig Gebarmutterkrebs und werden oOfter in frilheren Stadien
diagnostiziert. Letzteres konnte bedingt sein durch regelmifBBige prophylaktische Untersuchungen
und Operationen im Rahmen einer umfangreicheren Krebsvorsorge dieser Risikopatienten (Watson
et al, 2001). Wie héaufig und ab welchem Alter sich HNPCC-Patienten regelméBigen
medizinischen Kontrollen unterziehen sollten, ist Gegenstand einiger laufender Studien und ist
unter anderem abhingig von umfangreichen statistischen Daten zum Krankheitsverlauf (Rijcken et

al., 2003).
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2. Diagnostik

2.1 Klinische Merkmale

Wie schon zuvor erwidhnt ist in ca. 75 % der Félle das Ovarkarzinom bereits zum Zeitpunkt der
Diagnose in einem fortgeschrittenen Zustand (Ries et al., 2000). Hauptursache hierflir ist die
Symptomfreiheit im Frithstadium der Erkrankung, in dem der Tumor auf das kleine Becken
beschrénkt ist, so dass eine Diagnose sehr schwierig ist. In einigen Fillen fithren Zyklusanomalien
jingerer Frauen und postmenopausale Blutungsstorungen alterer Frauen zur Diagnose eines
Ovarkarzinoms. Nur in seltenen Fillen kann ein Tumor bei einer Routineuntersuchung ertastet

werden.

Frauen mit fortgeschrittenem Ovarkarzinom bemerken oft als ersten Hinweis eine Zunahme des
Leibesumfangs und eine Tendenz zu Verstopfung (Meteorismus). Diese Symptome sind Folge
eines malignen Aszites, der sich in den Bauchraum ergief3t. In diesem Erguss von Lymphfliissigkeit
befinden sich Zellen, die sich vom priméren Tumor geldst und in der Peritonealhéhle ausgebreitet
haben, woraus diffus verteilte Tumorknoten im groflen Netz, an der Unterseite des Zwerchfells und
auf der ser6sen Haut der Bauchhohle und des Darms resultieren konnen. GroBe Tumorknoten in
der Bauchhohle konnen durch Kompression des Magens zu friih einsetzendem Sattigungsgefiihl
und dadurch zu Gewichtsverlust fithren. Ein solcher Gewichtsverlust wird jedoch hiufig durch die
gleichzeitige Bildung des Aszites ausgeglichen. Die unspezifische Natur der durch Aszites und
peritoneale Metastasierung hervorgerufenen abdominellen Beschwerden fiihrt in vielen Fillen zu
einer Fehldiagnose; oft wird erst nach einer vergeblichen gastrointestinalen Untersuchung die

korrekte Diagnose eines Ovarkarzinoms gestellt.

Zur Untersuchung der Organe des kleinen Beckens hat sich die transvaginale sonographische
Methode als sehr spezifisch und sensitiv erwiesen (Karlan, 1997). Ist die Diagnose durch eine
solche Untersuchung bestitigt, erfolgt zur weiteren histologischen Diagnose eine explorative
Laparotomie. Dabei wird das Tumorstadium erfasst und der Tumor moglichst vollstindig entfernt.
Die histologische Diagnosesicherung hat den Vorteil gegeniiber der zytologischen Untersuchung
bei Aszitespunktion, dass zwischen einem Primirtumor und einem metastatischen Befall der
Ovarien unterschieden werden kann. Da Ovarkarzinome im Friithstadium potentiell heilbar sind, ist
die operative Exploration bei Patientinnen, die nur eine Raumforderung des kleinen Beckens
zeigen, besonders wichtig. Bei Tumoren im fortgeschrittenen Stadium ist es oft sinnvoller, die
Risiken einer Operation gerade bei dlteren Patientinnen zu vermeiden und direkt mit einer
Chemotherapie zu beginnen, zumal der Nutzen einer operativen Tumorreduktion im

fortgeschrittenen Stadium (FIGO IV; s. Tab. 2, S. 8) umstritten ist.
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2.2 Stadieneinteilung

Das System der Stadieneinteilung beim Ovarkarzinom wurde durch die FIGO (Internationale

Fdderation fiir Gynédkologie und Geburtshilfe) entwickelt. In folgender Tabelle sind die Kriterien

fiir die einzelnen Stadien dargestellt.

FIGO 1 Erkrankung auf den Eierstock begrenzt

Stadium A Beschrankt auf einen Eierstock; Kapsel intakt, keine Tumorruptur,
Peritoneallavage negativ, kein maligner Aszites;

Stadium IB Tumor auf beide Eierstocke beschriankt, sonst wie Stadium IA

Stadium IC Tumor an der Oberfliche der Eierstocke, Tumorruptur, maligne Zellen in
der Peritoneallavage, oder maligner Aszites

FIGO 11 Erkrankung im Becken ausgebreitet

Stadium ITA Befall der Gebarmutter oder der Eileiter

Stadium II1B Befall anderer Organe des kleinen Beckens (Blase, Scheide, Enddarm)

Stadium IIC Stadien IIA oder IIB mit malignen Zellen im Aszites oder der
Peritoneallavage

FIGO 111 Peritonealkarzinose bzw. Lymphknotenmetastasen

Stadium IIIA Mikroskopische Peritonealmetastasen au3erhalb des kleinen Beckens

Stadium II1B Makroskopische Peritonealmetastasen unter 2 cm Grof3e

Stadium IIIC Makroskopische Peritonealmetastasen iiber 2 cm Groe oder Befall
retroperitonealer Lymphknoten

FIGO IV Fernmetastasen, am hiufigsten Bauchfell, selten Leber oder Milz

Tabelle 2: Pathologische FIGO-Stadieneinteilung der Ovarkarzinome und ihre Kriterien.
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2.3 Tumormarker

Tumormarker (TM) sind korpereigene Substanzen, deren Auftreten bzw. erhdhte Konzentration in
Korperfliissigkeiten (humorale TM) bzw. in Zellen (zelluldare TM) Riickschliisse auf das Vorliegen,

den Verlauf oder die Prognose einer Tumorerkrankung ermoglicht.

Der einzige momentan klinisch relevante Tumormarker fiir epitheliale Ovartumoren CA125 ist
aufgrund seiner zu niedrigen Sensitivitdt und Spezifitidt fiir den generellen Einsatz in der
Erstdiagnose ungeeignet (Jacobs und Bast, 1989). Der CA125-Wert sollte aber vor Beginn jeder
Therapie bestimmt werden, da er sich gut zur Beurteilung des Ansprechens des Tumors auf die
Chemotherapie und zur Fritherfassung eines Rezidivs eignet (Makar et al., 1992). Wenn bei den
Patientinnen bei der Diagnose ein erhdhter CA125-Wert festgestellt werden kann, spiegelt der
Verlauf dieses Wertes den Krankheitsverlauf in iiber 70 % der Fille wieder (Tuxen et al., 1995).

CA125, ein von Ovartumoren gebildetes Glykoprotein auf der Zelloberflache, ist bei ca. 80 % der
Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarkarzinom (FIGO III/IV) iiber die Norm erhoht. Im frithen
Stadium (FIGO I) findet sich jedoch nur in 50 % der Félle ein erhdhter CA125-Wert (Jacob und
Bast, 1989). In der Postmenopause ist CA125 von hoherer Aussagekraft als in der Prdmenopause.
Endometriose, genitale und peritoneale Infektionen, Uterus myomatosus, Schwangerschaft oder
Lebererkrankungen konnen ebenfalls erhohte CA125-Werte verursachen (Meden und Fattahi-
Meibodi, 1998).

Weitere Tumormarker, welche derzeit untersucht werden, sind CA 72-4 und CA 19-9, die bei
CA125-negativen Ovarkarzinomen und speziell bei muzindser Histologie eine hohere Sensitivitét

aufweisen (Stenman et al., 1995).
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3. Therapie

3.1 Therapie nach Stadienunterteilung

3.1.1 Frithe Tumorstadien (FIGO I und II)

Bei lokal begrenztem Befall werden in der Regel beide Eierstocke, die Gebarmutter und das Netz,
also ein Teil des Bauchfells, operativ entfernt. Bei Patientinnen mit prognostisch giinstigen
Faktoren wie einem Ovarkarzinom im Stadium FIGO IA/IB mit einem guten oder mafBig guten
Differenzierungsgrad (G1/G2) ohne Tumoradhésion oder Tumorruptur ist eine postoperative
(adjuvante) Chemotherapie in der Regel nicht sinnvoll; die Fiinfjahres-Uberlebensrate liegt bei

diesen Patientinnen auch ohne jede weitere Nachbehandlung bei 90 - 95 % (Young et al., 1990).

Patientinnen mit Risikofaktoren wie Befall der Kapsel des Eierstocks, Tumorruptur, Nachweis von
Tumorzellen in der peritonealen Lavagefliissigkeit, eine undifferenzierte Histologie (G3) bzw. ein
Tumorstadium FIGO 1I, welche mit einer Rezidivrate zwischen 20 und 40 % verbunden ist,
erhalten in der Regel eine adjuvante Chemotherapie (Bolis et al., 1995). Die Fiinfjahres-
Uberlebensrate von Patientinnen mit frithem Stadium und prognostisch ungiinstigen Faktoren liegt

nach adjuvanter Chemotherapie bei etwa 80 % (Young et al., 1990; Young et al., 2003).

3.1.2 Fortgeschrittene Tumorstadien (FIGO III und I'V)

Wihrend sich das Schicksal von Patientinnen mit frithem Stadium des Ovarkarzinoms durch
bessere Diagnostik, ausgedehnte Operation und adjuvante Therapiemainahmen im letzten
Jahrzehnt sehr verbessert hat, ist die Fiinfjahres-Uberlebensrate fiir die Patientinnen

fortgeschrittener Stadien trotz aggressiver Chemotherapie nur wenig angestiegen.

Bei etwa 75 % der Patientinnen wird bei der explorativen Laparotomie ein fortgeschrittener Tumor
vorgefunden. Da sich die Prognose des Ovartumors linear mit der Menge des zuriickgelassenen
Tumors verschlechtert, sollte auf jeden Fall versucht werden, so zu operieren, dass kein Resttumor
verbleibt bzw. der kleinste zurlickbleibende Tumor nicht mehr als 1 —2 cm im Durchmesser betragt
(Munkarah et al., 1997; Liu et al., 1997). AuBBerdem sollten alle pelvinen (lat. Pelvis: Becken) und
paraaortalen Lymphknoten systematisch entfernt werden, da schon im Stadium FIGO III mit etwa
60 — 80 % positiver Lymphknoten in allen Abschnitten zu rechnen ist (Burghardt et al., 1984). Eine
ausgedehnte Lymphadenektomie ist nicht erforderlich, wenn groere Tumorreste aus technischen

Griinden zuriickbleiben miissen.
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Verbleiben Tumorreste im Abdomen, ist eine postoperative Chemotherapie erforderlich, die
abhéngig ist vom genauen Tumorstadium und von der verbleibenden Tumormasse. Diese fiihrt bei
10 bis 30 % der betroffenen Frauen zu langem krankheitsfreiem Uberleben. Aber auch bei einem
optimal rezesierten Tumor werden die Patientinnen in der Regel einer adjuvanten Chemotherapie

unterzogen (Almadrones, 2003).

3.2 Therapieansitze

3.2.1 Chemotherapie

Die Chemotherapie sollte mdglichst bald nach der Operation begonnen werden, idealerweise
innerhalb der ersten zwei Wochen und wird in sechs Zyklen im Abstand von je drei Wochen
gegeben. Epitheliale Ovartumoren reagieren in der Regel relativ empfindlich auf

Chemotherapeutika.

Am wirksamsten sind platinhaltige Substanzen (z. B. Carboplatin), die in Kombination mit anderen
Substanzen gegeben werden. Frither erfolgte die Kombination mit Cyclophosphamid oder
Antrazyklinen, heute werden Taxane (z. B. Paclitaxel) empfohlen. Die Kombination von Paclitaxel
und Carboplatin gilt seit Jahren als Standarttherapie beim fortgeschrittenen Ovarkarzinom im
Stadium FIGO II-IV (McGuire et al., 1996; Piccart et al., 2000). Das mit Paclitaxel verwandte
Docetaxel, welches gerade in einer umfassenden Studie (Scotish Randomised Trial in Ovarian
Cancer; SCOTROC) getestet wird, scheint noch effektiver und gerade in Bezug auf die
Neurotoxizitdt vertrdglicher zu sein. Allerdings zeigte sich kein Vorteil gegeniiber Paclitaxel in

Bezug auf die mittlere Uberlebensdauer (Vasey, 2003).

Die zytotoxische Wirkung von Platinverbindungen beruht auf der Schidigung der DNA durch die
Ausbildung von Molekiilbriicken innerhalb und zwischen ihrer Einzelstringe. Taxane sind
Krebsmedikamente, welche die Teilung von Krebszellen hemmen bzw. stoppen sollen, indem sie
wihrend der Ausbildung der mitotischen Spindel bei der Zellteilung an Tubulin binden und dieses
dadurch stabilisieren. Die Mitosespindel kann sich nicht wieder aufldsen, die Zelle wird in der M-

Phase des Zellzyklus arretiert und stirbt anschlieBend durch Apoptose ab (Strobel et al., 1996).
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3.2.2 Strahlentherapie

Die Strahlensensibilitit des Ovarkarzinoms, also die Empfindlichkeit gegeniiber ionisierenden
Strahlen, ist bekannt. Vor der Einfiihrung platinhaltiger Chemotherapien waren Chemotherapie und
Strahlentherapie in etwa gleich wirksam. Heute haben neue Chemotherapie-Schemata die
Strahlentherapie etwas in den Hintergrund gedringt. Bei Vorliegen von Kontraindikationen fiir die
Chemotherapie oder bei Ablehnung der Chemotherapie durch die Patientin kommt die
Strahlentherapie aber weiterhin zum Einsatz. Treten nach intensiver Polychemotherapie Rezidive

auf, so ist die Strahlentherapie die einzig verbleibende Therapiemoglichkeit.

Nach einer Operation umfasst die Strahlentherapie eine Bestrahlung der gesamten Bauchhdhle vom
Zwerchfell bis zum Beckenboden, wobei in verschiedenen Gebieten auch verschiedene

Strahlendosen unter Beriicksichtigung von Risikoorganen appliziert werden (Tewari und DiSaia,

2002).

3.2.3 Hormontherapie

Generell nimmt die Hormontherapie bei der Bekdmpfung von Tumoren des Eierstocks nur eine
untergeordnete Rolle ein. Bei platinresistenten Ovarkarzinomen stellen die nebenwirkungsarmen
endokrinen Therapien aber eine wichtige therapeutische Option dar. Auch wenn deren objektive
Ansprechraten in einem Bereich unter 20 % liegen und wahrscheinlich sogar etwas geringer sind
als die von Chemotherapien bei Rezidiven, so ist deren Toxizitdt deutlich geringer und die

Lebensqualitidt wird dadurch gesteigert (Pritchard, 2003).

Antiostrogene Tamoxifen
GnRH-Analoga Leuprorelin,
Goserelin
Gestagene Medroxyprogesteronacetat,
Megestrolacetat

Tabelle 3: Hormonell aktive Substanzen beim Ovarkarzinom.

Im Gewebe von Ovarkarzinomen findet man in etwa 60 % der Fille Ostrogen- und in ca. 50 %
Gestagenrezeptoren (Rao und Slotman, 1991). Bei Patientinnen mit frithen Rezidiven wird gepriift,
inwieweit durch Hormontherapien, z. B. mit Tamoxifen, Medroxyprogesteronacetat oder GnRH-
Analoga, Erfolge zu erzielen sind. Angesichts des gilinstigen Nebenwirkungsprofils sind
insbesondere Patientinnen mit schlechtem Allgemeinzustand und platinrefraktdrem Karzinom fiir

eine solche Therapie geeignet. In der GOG (Gynecology Oncology Group)-Studie konnte an einem
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platinrefraktdren Kollektiv in 13 % der Fille ein objektives Ansprechen nachgewiesen werden.
38 % der Patientinnen zeigten aullerdem ein stationdres Tumorverhalten, das {iber mehrere Monate
anhielt (Markman et al., 1996). Fiir GnRH-Analoga wurden in frithen Studien Remissionsraten bis
zu 17 % beschrieben (Emons et al., 1992). Androgene haben sich in der Rezidivsituation als
unwirksam erwiesen. Die Ansprechraten von Anti-Androgenen liegen bei weniger als 10 % (van

der Vange et al., 1995).

3.2.4 Gentherapie

Fiir die Behandlung von Ovarkarzinomen wird die Gentherapie mehr und mehr als viertes
therapeutisches Konzept nach Operation, Chemo- und Strahlentherapie angesehen. Solche Ansédtze
basieren auf dem betrdchtlichen Fortschritt in der Erforschung der molekularen Grundlagen des
Ovarkarzinoms. Mdgliche Zielgene sind Zellzyklus-Regulatoren, Wachstumsfaktor-Rezeptoren,

Komponenten von Signaliibertragungswegen und GefaBbildung.

Eierstockkrebs ist ein geeignetes Modell fiir die Gentherapie, da diese intraperitoneal angewendet
werden kann und auf diese Weise Lokalisierungsprobleme, welche bei systemischer Anwendung
auftreten, vermieden werden konnen. Die Einfiihrung eines Transgens in betroffene Zellen kann
einen Genverlust wiederherstellen (Gensubstitution), eine neue Genfunktion einbringen
(Genaddition) oder eine Genfunktion unterdriicken (Geninhibierung). In zytotoxischen Ansdtzen
wird versucht, Gene zu transferieren, die fiir Enzyme kodieren, welche inaktive Vorstufen von

Medikamenten in zytotoxische Agenzien umwandeln.

Das Tumorsuppressorgen p53 ist das haufigste Zielgen fiir préklinische und klinische Gentherapie-
Studien bei Ovarkarzinomen (Barnes und Pustilnik, 2001). Der Verlust von Wildtyp-p53 ist der
héufigste bekannte Defekt bei soliden Karzinomen und kann in mehr als der Halfte aller
epithelialen Ovartumoren festgestellt werden. In einer viel versprechenden klinischen Gentherapie-
Studie wurde den Patienten, bei denen p53-Mutationen nachgewiesen werden konnten, Wildtyp-
p53 in einem adenoviralen Vektor intraperitoneal in Kombination mit einer Standard-
Chemotherapie verabreicht (Wen et al., 1999; Buller et al., 2002). Eine erste Zwischenanalyse
zeigte aber, dass dadurch die therapeutische Effektivitdt nicht verbessert werden konnte. Die
Griinde daflir sind vielfdltig. Das adenovirale Vektor-System und seine intraperitoneale
Anwendung konnte aber das Hauptproblem darstellen (Buller et al., 2002). Der entscheidende
Schritt ist das Eindringen des Vektors in die Zielzelle, das iiber eine Anheftung an den Cosackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) auf der Oberflache der Zielzelle und anschlieBende Internalisierung
iiber Integrine (avPB3 und avf5) vermittelt wird. Ein Mangel in einer oder beiden dieser
Molekiilklassen verleiht Resistenz gegeniiber adenoviralen Vektoren (Hasenburg et al., 2002).

Deutliche Unterschiede in der Expression dieser Rezeptoren wurden bei Tumorzellen des Ovars



Einleitung 14

aufgrund relativ groBer Heterogenitit innerhalb des Tumors immunohistochemisch nachgewiesen,
so dass eine negative Selektion wihrend der Adenovirus-basierenden Therapie auftreten kann.
Undifferenzierten Ovarkarzinomen fehlt die avp3-Integrin-Expression vollig (Zeimet et al., 2002).
Ein Hauptproblem bei der Gentherapie ist also nach wie vor der Mechanismus der Geniibertragung

in die Zielzellen und erst in zweiter Linie das geeignete Zielgen.

Viele Ansdtze mit viralen und nicht-viralen Transportsystemen wurden getestet, um durch die
Einfiihrung von spezifischen Genen den malignen Phénotyp der Krebszellen zu verdndern.
Adenoviren sind momentan die effektivsten Vektoren hinsichtlich des Prozentsatzes der
transfizierten Tumorzellen und des Genexpressionsspiegels (Vorburger und Hunt, 2002).
Retroviren, die sich in die DNA der Zielzelle integrieren und so zu einer chronischen Infektion
fiihren, haben den Nachteil, dass sie nur in proliferierende Zellen eindringen und anschlieend das
Transgen translatieren konnen (Miller et al., 1990; Verma und Somia, 1997). Lentiviren, wie z. B.
der HI-Virus, haben dagegen den Vorteil, dass sie sowohl proliferierende als auch nicht
proliferierende Zellen befallen. Herpes-Viren konnen bis zu 30 kb exogener DNA in die Zielzellen
beforden, haben also in dieser Hinsicht zu einer Transportkapazitit von 5 — 8 kb der zuvor
erwahnten Vektoren einen deutlichen Vorteil, sind aber komplex hinsichtlich ihres
Andockmechanismus an die Zielzellen, bei dem viele virale Proteine benotigt werden (Vorburger
und Hunt, 2002). Zu den nicht viralen Transportmechanismen gehort z. B. der Gentransfer mittels

kationischer Liposomen.

Die Entwicklung von gewebespezifischen Promotoren hat die Spezifitit der adenoviralen
Transduktion, der am haufigsten verwendeten Methode, deutlich erhéht. Klinische Testverfahren in
der Phase I (Zielgene p53, BRCA1, Her2/neu, Bcl-2, MDR, E1A, und HSV-TK Gene) wurden
durchgefiihrt, um die Sicherheit der verschiedenen Strategien zu testen. In weiteren Studien wird
die Effektivitdt dieser Behandlungen evaluiert. AuBBerdem sollen neue Studien die Kombination
von Gentherapie und zytostatischen Behandlungsweisen untersuchen, da préklinische Studien
chemosensitivierende Effekte von einigen Zielgenen aufgezeigt haben. Das wachsende Wissen
iiber den genetischen Hintergrund von Ovarkarzinomen wird wahrscheinlich viele Zielgene fiir

neue Gentherapie-Ansitze liefern.
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3.2.5 Immuntherapie

Die Immuntherapie riickt bei der Behandlung des Ovarkarzinoms mit zunehmendem Verstidndnis
des Zusammenspiels zahlreicher Faktoren bei der Immunantwort und den speziellen
immunologischen Bedingungen in der Bauchhohle, in welche die Krebszellen besonders hiufig
metastasieren, immer mehr in den Vordergrund klinischer Studien. Um die Standardtherapie

sinnvoll zu ergénzen, sind mehrere Ansitze denkbar.

Die passiven humoralen Immuntherapien sind vor allem bei minimaler Resterkrankung als
effektives Adjuvans sinnvoll. Eine Moglichkeit ist der Einsatz von therapeutischen monoklonalen
Antikorpern. Mit dieser Therapie-Methode wurde ein Durchbruch beim rezidivierten Non-
Hodgkin-Lymphom mit einem Antikorper erreicht, welcher gegen das CD20-Antigen gerichtet ist
und zu Ansprechraten von bis zu 50 % fiihrt. Anti-Her2-Antikorper (Trastuzumab/Herceptin)
erwiesen sich als effektive Therapie beim fortgeschrittenen Mammakarzinom sowie beim
Ovarkarzinom, auch wenn hier die Ansprechraten deutlich niedriger sind (GOG, Gynecologic
Oncology Group, 2000). In anderen Ansdtzen wird die Spezifitdt der Antikorper als Vehikel
eingesetzt, um konjugierte Toxine, Zytostatika oder radioaktive Substanzen gezielt zu den
Tumorzellen zu beférdern. In einer klinischen Studie zeigte der getestete, mit Yttrium-90 (°°Y)
radioaktiv markierte Antikdrper gegen HMFGI, ein Epitop des polymorphen epithelialen Mucin,
das von 90 % der Ovarkarzinome exprimiert wird, gute Tolerierbarkeit bei peritonealer
Anwendung (Hird et al., 1993). AuBerdem zeigte sich ein Erfolg hinsichtlich einer verldngerten
Uberlebenszeit von Patientinnen mit minimaler Resterkrankung bei einer Anwendung nach

vorausgegangener Chemotherapie (Nicholson et al., 1998).

Eine neuere Therapiestrategie ist die aktive zellulire Immuntherapie, die auf der gezielten
Rekrutierung zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL) zu Tumorzellen mittels bispezifischer
Antikorper basiert. Dabei handelt es sich um Hybridmolekiile, die zwei unterschiedliche
Antigenbindungsstellen besitzen. Sie konnen entweder durch chemische Verkniipfung von zwei
monovalenten Fab-Antikdrperfragmenten oder Fusion zweier Hybridome zu einem Hybrid-
Hybridom oder Quadrom, welches bispezifische Antikdrper sezerniert, erhalten werden. Durch
diese zwei unterschiedlichen Bindungsstellen wird ihnen die duale Erkennungseigenschaft
verliehen, zytotoxische T-Zellen am Tumor zu rekrutieren, um diesen zu zerstoren. Ein Beispiel
dafiir ist der bispezifische Antikdrper HEA125xCD3, der zum einen mit dem Oberfladchenprotein
Ep-CAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), welcher auf praktisch allen Karzinom-Zellen
exprimiert wird, interagiert und zum anderen an das CD3-Antigen auf T-Zellen bindet. Mit sehr
geringen Mengen dieses Antikorpers konnen zytotoxische Lymphozyten auf die Tumorzellen von
Patientinnen gelenkt werden. Erste Ergebnisse einer Pilotstudie zeigten, dass die Patientinnen

durch den Einsatz dieses bispezifischen Antikorpers einen deutlichen Gewinn an Lebensqualitét
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erhielten (Moldenhauer et al., 1999).

Ein zentrales Problem bei der therapeutischen Anwendung von herkommlichen sowie
bispezifischen Antikdrpern ist die meist unzureichende Penetration der grolen Molekiile (150 kD)
in das Tumorgewebe, speziell bei soliden und wenig vaskularisierten Tumoren. AuBlerdem ist die
Produktion und Aufreinigung von Hybrid-Hybridomantikérpern sehr aufwendig und
kostenintensiv. Daher wird seit einigen Jahren versucht, rekombinante Antikorper herzustellen. Die
zur Antigenbindung notwendige kleinste Einheit eines Antikorpers ist das F,-Fragment, welches
aus je einer VH und VL Domine besteht. Diese sind iiber eine Peptidbriicke verbunden und werden
als sog. ,,Single Chain“ Antikoérper (30 kD) bezeichnet. Solche Ansétze sind aber noch in der

experimentellen Phase.

Eine weitere Variante besteht in einer Immunmodulation durch eine intraperitoneale Applikation
von Zytokinen (Zytokin-Therapie). Interferon alpha und gamma wurden in klinischen Studien als
wirksam gegen Ovarkarzinome eingestuft (Berek et al., 1999; Pujade-Lauraine et al., 1996;
Windbichler et al., 2000). Interferone zeigen neben einem antiproliferativen Effekt auch eine
antiangiogene Wirkung (Berek et al., 2003). Aktuelle Studien zeigen, dass Interferone bei
biologisch optimaler Dosierung die Expression von MMP-2, MMP-9, bFGF, VEGF, IL-8 hemmen
konnen und dadurch Apoptose in Tumor-Endothelzellen hervorrufen konnen und so die
Angiogenese vermindern (Bast et al., 2000). Die geringe Toleranz schubweise verabreichter, hoher
Dosen von Interferonen in frithen klinischen Studien fiihrte zu der Entwicklung von pegylierten
Interferonen, welche die Erhaltung von niedrigen Spiegeln dieser Substanzen bei weniger hdufiger

Verabreichung ermdglichen (Grace et al., 2001).

Eine weitere Option ist die allgemeine Immunstimulation (u. a. Mistellektin), welche vielfach als
unspezifisches Adjuvans eingesetzt wird. Diese muss aber, da keine spezifische Immunantwort

gegen Tumorzellen hervorgerufen wird, hinsichtlich ihrer Wirksamkeit kritisch beurteilt werden.
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4. Tumorprogression

Epithelialer Eierstockkrebs ist eine aggressive Erkrankung. Da die Progression oft asymptomatisch
verlduft, wird die Diagnose meist erst in fortgeschrittenen Stadien mit peritonealer Dissemination
und Fernmetastasen gestellt. Zum Diagnosezeitpunkt hat sich bei 75 % der Patientinnen der Krebs

iiber die Ovarien und in 60 % tiber das Becken hinaus verbreitet (Ries et al., 2000).

Beim Ovarkarzinom werden Krebszellen vom Karzinoma in situ abgeschert und gelangen so in die
peritoneale Fliissigkeit. Bei iiber 65 % der Patientinnen bildet sich durch verstérkte Produktion der
Peritoneal-Fliissigkeit und lymphatische Stauung ein maligner Erguss im Bauchraum (Aszites), in
dem sich die abgeldsten Tumorzellen anreichern. Diese Zellen konnen sich an das einschichtige
Mesothel anlagern, welches die Bauchhohle auskleidet. AnschlieBend migrieren die Tumorzellen
durch die mesotheliale Zellschicht, durchbrechen die darunterliegende Basalmembran und wachsen
invasiv durch die assoziierte extrazellulire Matrix (EZM) in lokale Organe. Metastasen werden am
hiufigsten in der Bauchhohle, Gebarmutter, Bauchnetz, Darmoberfliche und an den
retroperitonealen Lymphknoten gefunden. In geringerem Umfang metastasiert diese Tumorart {iber
die Blutbahn (hdmatogen) oder das Lymphsystem (lymphogen) in Lunge, Gehirn oder Knochen.
Dieser vielschichtige Prozess der Adhésion, Migration und Invasion von Krebszellen fiihrt oft zum
Tod der Patienten. Die Heilung von fortgeschrittenen Ovarkarzinomen ist sehr schwierig, da es
meist nicht moglich ist die Tumorzellen auf der Oberfliche des Peritoneums vollstindig zu

entfernen und sich Chemotherapie-Resistenz entwickeln kann.

4.1 Zelladhisions-Molekiile

Obwohl ein frither Schritt der Metastasierung die Ablosung der Ovarkarzinomzellen vom
Primértumor und darauf folgende Adhédsion an die mesothelialen Zellen des Bauchnetzes und die
assoziierte EZM beinhaltet, haben sich nur wenige Studien auf diese Interaktion fokussiert. Einige
Familien von Adhéisionsmolekiilen, welche in Zell-Zell- und Zell-EZM-Interaktionen involviert
sind, werden in anderen Systemen beschrieben. Oberflaichen-Adhisionsmolekiile werden aufgrund
von strukturellen Ahnlichkeiten in fiinf Klassen eingeteilt, bestehend aus den Proteoglykanen,
Integrinen, Cadherinen, Selektinen und der Immunglobulin-Superfamilie. In Bezug auf
Ovarkarzinome wurden bisher vor allem das Proteoglykan CD44, Integrine und E-Cadherin

ausfithrlich untersucht.
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4.1.1 CD44

Die CD44-Proteoglykane gehdren zur Familie der Hyaladherine und werden von einer grof3en
Vielfalt von Zelltypen exprimiert, einschlieBlich epithelialer und hdmatopoietischer Zellen, und
spielen eine Rolle bei der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion. Bedingt durch alternatives Spleillen
und differentielle Glykosylierung gibt es viele Varianten von CD44 in verschiedenen Gréflen. Die
150-160 kD CD44-Isoform wird in epithelialen und mesenchymalen Zellen gefunden und scheint
als Hauptrezeptor fiir Hyaluronat zu dienen, wihrend beispielsweise die 85 kD CD44-Isoform die
pridominante Form in Leukozyten ist und vermutlich fiir die gezielte Rekrutierung (Homing) zu
lymphatischen Organen und Entziindungsherden verantwortlich ist. Die Interaktion zwischen CD44
und Hyaluronat konnte Tumorwachstum und Metastasierung verstiarken (Zeng et al., 1998). Andere
Studien haben aber gezeigt, dass die Invasivitit bestimmter Tumoren mit einer Inhibierung der
CD44-Expression einhergeht (Salmi et al.,, 1993) und das Hyaluronat nicht an der

Tumorprogression beteiligt zu sein scheint (Sherman et al., 1996).

4.1.2 Integrine

Integrine bilden eine ubiquitdr exprimierte Familie von Zelladhdsions-Rezeptoren, bestehend aus
einer o-Untereinheit, die nicht-kovalent mit einer B-Untereinheit assoziiert ist. Diese beiden
Untereinheiten vermitteln die Bindung von Zellen an spezifische Bestandteile der EZM, an
Zelladhdsionsmolekiile sowie an Komponenten des Blutgerinnungs- und Komplementsystems. Es
gibt mindestens 16 o-Untereinheiten und acht B-Untereinheiten. Bisher sind 22 verschiedene
Kombinationen von a- und B-Untereinheiten bekannt. Integrin-vermittelte Signalweiterleitung
kann Zellproliferation, Genexpression, Differenzierung und Apoptose regulieren. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass Integrine bei der Invasion und Metastasierung einer Vielzahl von

Krebsarten beteiligt sind (Dedhar et al., 1993).

4.1.3 Cadherine

Die Cadherine gehoren zur Familie der Ca*"-abhingigen Adhasionsmolekiile, welche mit einer
Transmembrandomédne in der Membran verankert sind und in der Regel homotypische
Proteinbindungen eingehen. Epitheliales Cadherin (E-Cadherin) ist das am héufigsten
vorkommende Cadherin in epithelialen Zellen. Das reife Protein entsteht durch proteolytische
Spaltung eines Vorlduferproteins und hat eine Grofle von 120 kD (Shore und Nelson, 1991). Der
zytoplasmatische Teil des Proteins ist hochkonserviert und bildet Komplexe mit Cateninen aus,
welche den Zell-Zell-Kontakt stabilisieren, indem sie via Aktin an das Zytoskelett binden
(Gumbiner, 1996). Neben E-Cadherin zihlen das neuronale (N-) Cadherin und das plazentale (P-)

Cadherin zu den klassischen Cadherinen.
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Der E-Cadherin-Komplex liegt bei den meisten Krebsarten verdndert vor. Die hochsten
Expressionsspiegel findet man in den meisten Organen im Epithelgewebe; in differenzierten
Karzinomen ist dieser deutlich geringer. In undifferenzierten und invasiven Tumorzellen ist E-
Cadherin kaum mehr nachweisbar oder mutiert. Verringerte E-Cadherin-Expression korreliert mit
geringer histologischer Differenzierung, erhdhtem Risiko lokaler Invasion und Metastasierung
sowie einer schlechten Prognose, wodurch E-Cadherin in die Kategorie der Tumorsuppressoren
eingereiht wird (Birchmeier et al., 1991; Okegawa et al., 2002). In den Zellen des Oberflichen-
Epithels (OSE) des Ovars findet sich im Gegensatz zu den meisten anderen epithelialen Geweben
keine oder eine sehr geringe E-Cadherin-Expression (Maines-Bandiera und Auersperg, 1997). Dies
kann moglicherweise durch die Histologie dieses Gewebes erklirt werden, da Zellen mesothelialen
Ursprungs kein E-Cadherin, sondern N-Cadherin exprimieren (Schofield et al., 1997). In
Ovarkarzinomen wird E-Cadherin jedoch stark exprimiert, was durch den frilhen Wechsel vom
mesenchymalen Oberflichen-Epithel zum epithelialen Tumor bedingt sein konnte und dadurch,
dass die epithelialen Charakteristiken erhalten bleiben (Sundfeldt, 2003). Eine wechselnde
Aktivierung und Inhibierung der E-Cadherin-Expression konnte einen Proliferationsvorteil fiir die

Tumorzellen bedeuten und wiederholte Invasion fordern (Sundfeldt, 2003).

Mitglieder verschiedener Familien von Adhésionsmolekiilen scheinen eine wichtige Rolle bei der
Progression des Ovarkarzinoms einzunehmen. Bedingt durch die Komplexitit der Krankheit ist es
sehr wahrscheinlich, dass erst die Identifizierung von bislang in diesem Kontext noch unbekannten
Adhésionsmolekiilen Vorginge wie Adhision, Migration, Invasion, Wachstum, Proliferation und
Apoptose und ihre Zuordnung zu bestimmten Stadien der Tumorprogression zum Verstindnis

dieser Vorginge verhelfen werden.
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4.2 Invasion

Bosartige Tumorzellen sind in der Lage, die Grenzen von Organen zu durchbrechen und in Blut-
und Lymphgefale einzudringen. Das erfordert die Degradation von Proteinen der Basalmembran,
welche Organe und GefaBle umgibt, sowie Abbau der extrazelluliren Matrix (EZM). Diese
Abbauprozesse werden anscheinend vorwiegend durch verschiedene proteolytische Systeme der
Tumorzellen vermittelt, welche mit der Oberfldche dieser Zellen assoziiert sind (Stack et al., 1998).
Die verschiedenen Proteasen unterscheiden sich im Mechanismus der Peptidbindung, beziiglich
ihrer Lokalisierung und ihrer Substrate. Anhand dieser Kriterien werden sie in die Klassen der
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Cysteinproteinasen, Aspartatproteasen und Serinproteasen
eingeteilt. Besonders gut untersucht sind bislang die MMPs (s. Kap. 1.4.2.2, S. 21) und die

Serinproteasen (s. unten).

4.2.1 Das Plasminogen(PA)-Aktivatorsystem

Das PA-System besteht aus mehreren Komponenten. Die Plasminogen-Aktivatoren (PAs) stellen
eine Klasse von Serin-Proteasen dar, welche effizient die Hydrolyse des Arg’*-Val®*' Bindung von
Plasminogen katalysieren, und so diese inaktive Vorstufe in das katalytisch aktive Plasmin
umwandeln. Es existieren zwei physiologische PAs, die urinary-type PA (uPA oder Urokinase) und
die Gewebetyp-spezifische PA (tPA, tissue-type PA). Das aktive Plasmin ist eine Serinprotease mit
breitem Spektrum, welche eine groBe Anzahl von EZM-Komponenten wie Fibronektin, Laminin
und Vitronektin degradieren kann. AuBlerdem ist es in der Lage, weitere Zymogene in ihre aktive

Form umzuwandeln und so proteolytische Kaskaden zu initiieren, die ihrersseits die EZM abbauen.

Ein uPA-spezifischer Rezeptor (uPAR) wurde auf vielen normalen und neoplastischen Zellen
identifiziert (Andreason et al., 1997). Eine Kolokalisierung von uPAR und Plasminogen erleichtert
eine perizelluldre Plasminogen-Aktivierung. Aullerdem gibt es verschiedene PA-Inhibitoren
(PAIs), von denen PAI-1 abundant exprimiert wird. PAI-1 inhibiert sowohl 16sliches als auch
Rezeptor-gebundenes uPA durch Bildung kovalenter Enzym-Inhibitor-Komplexe. uPAR ist ein
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol(GPI)-verankerter Zelloberflichen-Rezeptor, der die Aktivierung
von perizellulirem Plasminogen reguliert, indem er die Enzymaktivitdt am invasiven Pol der
migrierenden Zellen fokussiert (Conese und Blasi, 1995b). Zusitzlich ist uPAR auch an der
Inhibierung der uPA-Aktivitdt durch Internalisierung des uPA/uPAR/PAI-1-Komplexes beteiligt.
Internalisiertes uPA wird degradiert und der freie Rezeptor gelangt wieder zur Zelloberfliche
(Conese und Blasi, 1995a; Mondino et al., 1999). PAI-1 inhibiert nicht nur uPA, sondern moduliert
auch die adhdsiven Eigenschaften der Tumorzellen an die EZM-Komponente Vitronektin
(Stefansson und Lawrence, 1996). So ist PAI-1 auch an der Regulierung von Adhésion und

Ablosung beteiligt, welche fiir migrierende Zellen entscheidend sind (Lauffenburger, 1996).
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Die Expression von PAI-1 ist mit Tumorinvasion und Metastasierung assoziiert (Bajou et al., 1998;
Andreasen et al., 2000) und ist ein Marker fiir eine schlechte Prognose fiir Brust-, Eierstock-,
Speiserohren-, Magen-, Darm- und Leberkrebs (Schmitt et al., 1997). Im Gegensatz dazu
korrelieren hohe Spiegel an PAI-2 im Tumorgewebe mit einer guten Prognose fiir Brustkrebs-
Patientinnen (Foekens et al., 2000). Hohe Expression von uPA und uPAR ist wiederum mit einer
schlechten Prognose in verschiedenen Krebsarten verbunden (Schmitt et al., 1997; Reuning et al.,
1998; Fisher et al., 2000). Zudem korreliert die uPA-Expression mit dem klinischen Tumorstadium.
So zeigen Patientinnen mit fortgeschrittenem FIGO III-Tumor einen vierfach hoheren uPA-Gehalt
in Tumorgewebe-Homogenaten, verglichen mit Proben von nicht-metastasierenden Tumoren

(FIGO I/IT; Kuhn et al., 1994).

Die Inhibierung der uPA/uPAR-Interaktion ist ein mogliches Angriffsziel fiir molekulare
Krebstherapie. Im Gegensatz zur herkdmmlichen Chemotherapie richtet sich dieser Ansatz direkt
gegen Komponenten des uPA-Systems, um die Verbreitung von Tumorzellen und Metastasierung

zu verhindern (Sperl et al., 2001).

4.2.2 Matrix-Metalloproteinasen (MMP)

MMP nehmen eine wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen ein. Sie
stellen eine Familie von Zink-abhéngigen Metalloendopeptidasen dar, welche im Gegensatz zum
uPA-System in der Lage sind, verschiedene Komponenten der EZM wie Elastin, Gelatin und vor
allem Kollagene zu degradieren. Aufgrund ihrer Substratspezifitit und Proteinstruktur werden die
Mitglieder der MMP in die Untergruppen der Gelatinasen, Kollagenasen, Stromelysine, Membran-
gebundene MMP (MT-MMPs) und andere MMP eingeteilt. Wie uPA und Plasmin werden die
meisten MMP als enzymatisch inaktive Zymogene synthetisiert und sezerniert. Zusétzlich wird ihre
Aktivitdt unter normalen physiologischen Bedingungen durch die Familie der TIMP (Tissue
Inhibitors of Metalloproteinasen, Gewebe-Inhibitoren der MMP) reguliert. Diese bilden einen
nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex und unterbinden so die katalytische Aktivitdt ihrer

Zielprotease (Massova et al., 1998; Woessner, 1999).

Eine Vielzahl von MMP wie MMP-1 (Kollagenase-1), MMP-2 (Gelatinase A), MMP-7
(Matrilysin), MMP-9 (Gelatinase B), MMP-13 (Kollagenase-3) und MMP-14 (MT1-MMP) wurden
mit Ovarkarzinomen in Verbindung gebracht (Ghosh et al., 2002). Besonders intensiv wurden
MMP-2 und MMP-9 untersucht, welche bei der Proteolyse der Komponenten der Basalmembran
Kollagen Typ IV und Laminin-1 involviert sind. Die Analyse einer Anzahl von Ovartumor-
Zelllinien zeigte eine abundante Expression von beiden MMP, wéhrend diese in normalem
Ovarepithel in nicht nachweisbaren Mengen produziert wurden (Moser et al., 1994). Aullerdem

korreliert die MMP-Sekretion mit der Fahigkeit der Tumorzellen, native sub-endotheliale EZM



Einleitung 22

abzubauen und die Basalmembran zu durchdringen (Young et al., 1996). Eine Quantifizierung des
MMP-2-Spiegels in Patientenseren zeigte erhohte Expression bei Patienten mit serdsen FIGO I1I-
klassifizierten Zystadenokarzinomen verglichen mit Borderline Tumoren und Zystadenomen;
dieser Befund indiziert MMP-2 als diagnostischen Serummarker (Garzetti et al., 1996; De Nictolis
et al., 1996). Signifikante Erhéhung von MMP-9-Expression wurde in serésen und muzindsen
Ovarkarzinomen im Vergleich zu gutartigen und Borderline-Tumoren beschrieben (Huang et al.,

2000).

Mit zunehmenden experimentellen Beweisen fiir die kritische Rolle von MMP in der Progression
von Ovarkarzinomen sind Inhibitoren der MMP ein attraktives Ziel fiir eine neue Klasse von Anti-
Krebs-Agenzien geworden. Zwei synthetische Inhibitoren, Batimastat (BB-94) und Marimastat
(BB-2516), inhibieren ein breites Spektrum von MMP und wurden besonders intensiv in
Xenograft-Modellen und klinischen Studien auf ihre mogliche therapeutische Wirkung getestet
(Rasmussen und McCann, 1997); weitere MMP-Inhibitoren wie AG 3340, MMI 270B und BAY
12-9566 werden derzeit in verschiedenen Entwicklungsstadien getestet. Weiterfithrende klinische

Studien werden die therapeutische Wirksamkeit dieser Stoffklasse ermitteln.

4.3 Angiogenese

Solide Tumoren bzw. Metastasen konnen nur {liber einen kritischen Durchmesser von 1 — 2 mm
hinauswachsen, wenn sie die Bildung neuer Blutgefa3e induzieren konnen, um so die Versorgung
mit Sauerstoff und Nihrstoffen zu gewihrleisten. Die Angiogenese ist also ein entscheidender
Faktor in der Progression solider Tumoren und Metastasen (Kerbel et al., 1998; Sharma et al.,
2001). Die Tumorzellen sezernieren Modulatoren, die den angiogenen Prozess initiieren. Der
sogenannte ,,Angiogenic Switch*, die Aneignung des angiogenen Phénotyps, resultiert aus einem

Ungleichgewicht von GefaB-stimulierenden und -inhibierenden Faktoren.

Mehrere Wachstumsfaktoren und Zytokine sind in die Bildung neuer Blutgefille durch
Stimulierung des endothelialen Zellwachstums und der Migration involviert. Eine Schliisselrolle
wird dem vaskulidren endothelialen Wachstumsfaktor VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
zugeschrieben. Dieses potente endotheliale Mitogen ist in einer Reihe von epithelialen Tumoren
wie z. B. Brust-, Blasen-, Gebiarmutter-, Gebarmutterhals- und Eierstock-Karzinomen
iiberexprimiert (Dobbs et al, 1997; Dvorak et al., 1995; Senger et al., 1993; Toi et al., 1994; Olson
et al., 1994; Brown et al., 1993; Emoto et al., 1999). Neben seiner Fahigkeit als Endothelzell-
Mitogen verstiarkt VEGF die vaskulire Permeabilitdt, wodurch die Bildung von Aszites gefordert
werden konnte (Nagy et al., 1995). Der Verlust von Wildtyp-p53 scheint die Angiogenese zu
fordern, indem VEGF-Expression induziert wird und die Expression von Thrombospondin-1 (TSP-

1), einem Angiogenese-inhibierenden EZM-Molekiil, unterdriickt wird (Dameron et al., 1994). Die
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genetische Expression von TSP-1 wird durch direkte Interaktion mit p53 aktiviert und wird
zusitzlich durch zwei Mitglieder der Ras-Familie, K-ras und H-ras, reguliert (Larcher et al., 1996;

Okada et al., 1998).

Weitere entscheidende Funktionen bei der Angiogenese haben Wachstumsfaktoren wie z. B.
TGF-B (Transforming Growth Factor beta), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) und
Angiopoietin-1, aber auch Zytokine wie Interleukine (IL), die sowohl stimulierende (IL-8, IL-6) als
auch inhibitorische Einfliisse (IL-10, IL-12) auf die Gefdfbildung haben konnen, sowie MMPs
(MMP-2, MMP-9) und Interferone (Brown et al., 2000). Die Komplexitit der Angiogenese wird
mit jedem neu entdeckten Faktor deutlicher und das Interesse an antiangiogenen Substanzen fiir
therapeutische Zwecke wichst stetig. Die groBe Auswahl an molekularen Angriffszielen in der
gefdfBbildenden Kaskade und an Wirkstoffen, welche diese modulieren, zeigt viele neue Therapie-
Moglichkeiten auf. Kombinationen dieser verschiedenen Ansétze konnten dieses Spektrum noch

zusitzlich erweitern.
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5. Methoden zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene

Die Entstehung von soliden Tumoren ist auf eine Reihe von genetischen Verdnderungen
zurlickzufithren, welche in einer modifizierten Expression vieler Gene resultiert. Die Analyse von
mRNA und Proteinen wird verbreitet genutzt, um Genexpressionsmuster von Zellen oder Geweben
unterschiedlicher Herkunft oder unter unterschiedlichen Bedingungen zu vergleichen. Die
Untersuchung dieser Unterschiede in der Genexpression von Tumoren verschiedener Stadien
untereinander bzw. mit Normalgeweben ist ein viel versprechender Ansatz, neue Gene zu finden,

welche fiir die Entstehung und Progression von Krebs verantwortlich sind.

Das erfolgreichste Beispiel in den Anfangen der Erforschung differentiell exprimierter Gene ist die
Entdeckung des Tumorsuppressor-Proteins p53, das bei einem Vergleich von normalen Zellen mit
SV40-Tumorviren-infizierten Zellen durch eindimensionale Protein-Gelelektrophorese entdeckt

wurde (Linzer und Levine, 1979).

Neben der Weiterentwicklung dieser Techniken auf Proteinebene in Richtung Proteomics,
konzentrierte sich die Forschung zunehmend auf die Analyse von mRNA. Einer der ersten Ansitze
brachte die sogenannte differentielle Hybridisierung hervor (Sargent, 1987). Obwohl mit dieser
Technik einige Erfolge erzielt wurden hat sich schnell abgezeichnet, dass dieser Ansatz fiir die
Detektion von Genen, die schwécher exprimiert werden, nicht geeignet ist. Seit der Entwicklung
dieser Methode wurden einige PCR-basierende subtraktive Hybridisierungs-Strategien kreiert, wie
z. B. die RDA-Analyse (Representational Difference Analysis; Lisitsyn und Wigler, 1993) und die
Methode der subtraktiven Hybridisierung (Diatchenko et al., 1996). Hierbei werden die cDNAs, die
Gene reprasentieren, welche in beiden zu vergleichenden Zelltypen exprimiert werden, entfernt;
nur die einzelstringigen cDNAs, welche die wenigen differentiell exprimierten Gene

reprasentieren, werden analysiert.

Um die Identifizierung differentiell exprimierter Gene zu beschleunigen, entwickelten Liang und
Pardee die Methode des Differential Display, in der PCR und DNA-Sequenzierung durch
Gelelektrophorese integriert wurden (Liang und Pardee, 1997). Einer der Hauptvorteile ist die
leichte Durchfiihrbarkeit der Technik, die keine Information iiber mRNA- oder Gen-Sequenzen

voraussetzt.

In der Entwicklung des Human Genome Projects entwickelte die Gruppe um Craig Venter die
Strategie der sogenannten EST-Sequenzierung (Expressed Sequence Tags), um nur exprimierte
Gene anstatt des gesamten Genoms zu sequenzieren (Adams et al., 1992). Dabei werden die 3’-
Enden von zufillig gewdhlten cDNA-Klonen einer cDNA-Bibliothek ansequenziert. Diese ESTs

repriasentieren Fragmente exprimierter Gene. Diese Methode nahm eine Schliisselrolle in der
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Entdeckung von Genen und in der Katalogisierung fiir das Cancer Genome Anatomy Program des
NIH (National Institutes of Health) ein, wird aber aufgrund der hohen Kosten und des hohen

Arbeitsaufwandes nur noch selten zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene verwendet.

Bis heute wird dagegen die sogenannte SAGE-Technik (Serial Analysis of Gene Expression)
angewendet, die erstmals die quantitative und simultane Analyse einer groen Anzahl von
Transkripten ermdglichte (Velculescu et al., 1995). Bei dieser Methode werden von der mRNA
ausgehend sogenannte SAGE-Sequenzmarker (SAGE-Tags) von 10 — 14 Basen Lénge hergestellt,
welche ein Transkript eindeutig identifizieren, und den Genexpressionsspiegel aufgrund der
Frequenz des Auftretens der 3’-Signatur der SAGE-Tags ermitteln. Da die Sequenz-Information,
die in den 10 — 14 Basen des SAGE-Tags enthalten ist, sehr gering ist, wird eine umfangreiche

Sammlung an cDNA-Sequenzen fiir das zu analysierende biologische System benoétigt.

Die Weiterentwicklung dieser Techniken fiihrte schlieBlich zu den cDNA-Mikroarrays (Schena et
al., 1995) und den Oligonukleotid-Mikroarrays (Genchips) von Affymetrix (Chee et al., 1996),
welche die simultane Analyse der mRNA-Expression von mehreren tausend Genen moglich
machen. Bei diesen werden zwischen 100 bis 40000 Gen-spezifische Sonden, entweder cDNA-
Fragmente (500 bis 5000 bp lang) oder Oligonukleotide (25 bis 80 bp lang), auf einer Oberflache
(Glas, Kunststoff bzw. Silizium) verankert, an welche die zu analysierende Fluoreszenz-markierte
RNA bindet. Das Fluoreszenz-Signal ist anhdngig von der Stirke der RNA-Expression und wird
mit einem hochauflésenden Farbscanner gemessen. Einer der grofften Vorteile dieser Methode
gegeniiber den bereits erwihnten ist, dass jeder Punkt auf dem Mikroarray eine bekannte Sequenz
enthilt, d. h. jedes Signal kann sofort mit einer Gensequenz in Verbindung gebracht werden. Das
bedeutet gleichzeitig, dass, anders als bei Differential Display oder SAGE, nur bekannte Sequenzen
analysiert werden konnen. Mit dieser Technik konnen umfassende Genexpressionsprofile von
Zellen und Geweben erstellt werden und durch den Einsatz entsprechender Software mit anderen
verglichen werden, um in kiirzester Zeit die Unterschiede in der Genexpression zweier Systeme zu

erfassen.
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6. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Affymetrix Genchip Technologie Gene in
Ovarkarzinomzellen zu ermitteln, welche als neue Angriffsziele in der Diagnostik oder Therapie
des Ovarkarzinoms dienen konnen. Geeignete Zielgene fiir diese Zwecke sollten im Vergleich mit

normalen epithelialen Zellen des Eierstocks im Karzinom iiberexprimiert sein (Bast et al., 2000).

Durch den Vergleich des Genexpressionsprofils von elf Ovartumor-Zelllinien mit dem zweier
Kontroll-Zelllinien, die aus gesundem Epithelgewebe des Ovars etabliert wurden, sollten zunéchst
differentiell exprimierte Gene ermittelt werden. Bei der Suche nach Kandidatengenen sollte
besonderer Fokus auf Gene gelegt werden, welche in den Tumorzellen iiberexprimiert sind und
deren Proteine entweder auf der Oberfliche der Zellen lokalisiert sind bzw. auf solche, die fir

sezernierte Proteine kodieren.

Kandidatengene sollten in Expressionsstudien in Ovartumor-Gewebeproben bzw. Patientenseren
hinsichtlich ihres Potentials als Tumormarker getestet werden. In funktionellen Studien sollte dann
mittels einer transfizierten Ovartumor-Zelllinie untersucht werden, ob ein Kandidatengen den

Phénotyp der Tumorzellen verdndern und zur Malignitét beitragen kann.
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II. Material und Methoden

1. Material und Bezugsquellen

1.1 Verwendete Kulturen und Gewebe

1.1.1 Humane Zelllinien

AT FIGO- | Differenzierungs- | Histologische S
Stadium grad Klassifizierung
'HI I * serOs-papillar Aszites
'HB I 3 adeno-papillér Aszites
'oC I * serOs-papillar Aszites
'GG I 2 seros-papillar Bauchnetzmetastase
'DW I 3 adeno-papillar Aszites
*0OV-MZ-1 11 2 * Aszites
*0V-MZ-2 v * * Aszites
*OV-MZ-6 v 2 seros-papillér Aszites
*0V-MZ-9 I 2 serds-papillér Pleura
*0V-MZ-15 11 2 serds-papillér Solides Ovarkarzinom
*0V-MZ-30 v * seros-papillar Pleura

Tabelle 4: Humane Ovartumor-Zelllinien. ' Erhalten von Prof. Sepp Kaul, Frauenklinik der Universitit Heidelberg
(unverdffentlicht); * erhalten von Prof. Sepp Kaul, Frauenklinik der Universitit Heidelberg (Mobus et al., 1992); * RNA
erhalten von Prof. Robert Zeillinger, Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynikologie, Universitit Wien (Mobus et al., 1994);

* keine Angabe.

Humane SV-40 large T-immortalisierte ovariale Epithel-Zelllinien

IOSE 80

SV40 large T-immortalised ovarian surface epithelian cell line

IOSE 144

SV40-large T-immortalised ovarian surface epithelian cell line

Tabelle 5: IOSE-Zelllinien. Referenz-Zelllinien, etabliert aus Oberflachen-Epithelzellen des Eierstocks, bereitgestellt
von Prof. Nelly Auersperg, Universitdt von British Colombia, Vancouver, Kanada (Maines-Bandiera et al., 1992).
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1.1.2 Humane Gewebeschnitte

Alle verwendeten Gewebeschnitte wurden von Dr. Helmut Deissler, Frauenklinik Ulm, erhalten.

1.1.3 E. coli-Stimme

Fiir Klonierungen werden superkompetente XL 1-Blue-Zellen der Firma Stratagene (Heidelberg)

verwendet.

1.2 Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung

T7-(T)y4 5’GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC | cDNA-Synthese
ACT ATA GGG AGG CGG TTT TTT TTT TTT Affymetrix
TTTTTTTTT TTT-3°

L1CAMFL3Notl for | 5’-ATT TGC GGC CGC AAA GAT GGT CGT | Klonierung
GGC GCT GCG G-3

LICAMFL2Xbal rev | 5’-CAG CAT CTA GAG TCC TGG ACT CCA | Klonierung
CTATTCT-3°

SeqL1CAMO601 _for 5’-ACT TTG CCA ATG TGC TCA CCT C-3° Sequenzierung

SeqL1CAM1210 rev | 5°-GTG ACA CAA TGG TGA CCC AAT G-3° Sequenzierung

SeqL1CAM1807 for | 5’-AAC TGG ATG TGG TGG AGA GTA G-3’ Sequenzierung

T7 for 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’ Sequenzierung

BGHR rev

5’-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3’

Sequenzierung

L1CAMNB _for

5’-GGA AGG CAT TGA AAT CCT CA-3°

Northern-Sonde,
Sequenzierung

LICAMNB_rev

5’-CTG TAC TCG CCG AAG GTC TC-3’

Northern-Sonde

Jag2NB _for 5’-AAT GGT GGC ATC TGT GTT GA-3’ Northern-Sonde
Jag2NB rev 5’-TTG CAC TGG TAG AGC ACG TC-3’ Northern-Sonde
NMUNB _for 5’-AGA TGC TGCTGC GAA CAG AGA GC-3° Northern-Sonde
NMUNB _rev 5’-CAA CAC AGG GAT TTT CAA CAG A-3° Northern-Sonde
GAPD_for 5’-TCG GAG TCA ACG GAT TTG GTC GTA-3’ | Northern-Sonde
GAPD _rev 5’-ATG GAC TGT GGT CAT GAG TCC TTC-3" | Northern-Sonde
LCL1CAM_for 5’-CCT TTC GCC ACA GTA TGT CAG-3’ PCR*
LCL1CAM rev 5’-ACT CAC AAA GCC GAT GAA CC-3’ PCR*
LC18srRNA_for 5’-AGT TGG TGG AGC GAT TTG TC-3’ PCR*
LC18srRNA _rev 5’-CGC TGA GCC AGT CAG TGT AG-3’ PCR*
LCcycloph_for 5’-ATG GCA AGC ATG TGG TGT T-3° PCR*
LCcycloph_rev 5’-AGG ATA CTG CGA GCA AAT GG-3° PCR*
LCE-CAD _for 5’-TGG CTT CCC TCT TTC ATC TC-3’ PCR*
LCE-CAD rev 5’-CAT CTC CAA GCC CAC TTT TC-3’ PCR*
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Name Sequenz Verwendung
LCDDRI _for 5’-TGT ACC TCA ACG ACT CCA CCT-3’ PCR*
LCDDRI rev 5’-AGC CGG TCA AAC TCA AAC TC-3 PCR*

Jag2 for 5’-GGG TCG TAC TTG CAC TCA CA-3’ PCR*
Jag2 rev 5’-CCG TTG ATC TCA TCC ACA CA-3’ PCR*
LCNMU _for 5’-ACA GCC TGA ACA ACA GCT ACA-3’ PCR*
LCNMU rev 5’-TGC CCA ACT TCT GTG TCT TC-3’ PCR*
LCSLPI_for 5’-TGT GGA AGG CTC TGG AAA GT-3’ PCR*
LCSLPI rev 5’-GCT TCC TCC TTG TTG GGT TT-3’ PCR*
LCTetraspanl/2 _for | 5’-GTG TGG AAC ACC ACC ATG AA-3’ PCR*
LCTetraspanl/2 _rev | 5’-GCT GAT TGA AGC AAC CCT CT-3’ PCR*

Tabelle 6: Oligonukleotide und ihre Verwendung. Alle Oligonukleotide wurden bei MWG-Biotech (Ebersberg)
synthetisiert. *PCR basierend auf dem LightCycler System

1.3 RNA-, DNA- und Proteinstandards

RNA Millenium Marker Ambion, Austin, USA

DNA Langenmarker IV Roche Diagnostics, Mannheim
DNA Liangenmarker VII Roche Diagnostics, Mannheim
DNA 500 bp Ladder Roche Diagnostics, Mannheim
Low DNA Mass Ladder Roche Diagnostics, Mannheim
Multimark Multi-Colored Standard Invitrogen, Carlsbad, USA

1.4 Vektor

Fiir die Klonierung von LICAM wird der Expressionsvektor pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen,
Carlsbad, USA) verwendet.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Vektors pcDNA3.1/Hygro von Invitrogen.
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1.5 Antikorper

1.5.1 Primére Antikorper

Immunzytochemie 1ZC

Name Verwendung Bezugsquelle
LICAM IgG/x  (Maus, | Westernblot, Immunhisto- | Neomarkers, Freemont, CA,
mAb), Klon UJ125 chemie IHC (ready-to-use), | USA

L1CAM IgG,, (Ziege, mADb),
Klon 5G3

FACS

BD Pharmingen, San Diego,
CA, USA

Negativ Kontrolle, Maus IgG,

Isotyp-Kontrolle fiir FACS

Neomarkers, Freemont, CA,
USA

Negativ-Kontrolle, Maus IgG;

Isotyp-Kontrolle bei IHC

Cederlane, Ontario, Canada

Tabelle 7: Primére Antikorper, ihre Verwendung und Bezugsquelle.

1.5.2 Sekundére Antikorper

Name Verwendung Bezugsquelle
Anti-Streptavidin IgG (Ziege) | Affymetrix Santa Cruz, Heidelberg
Biotinylierter Anti-Ziege IgG | Affymetrix Sigma-Aldrich, Deisenhofen
(Maus)

Phycoerythrin-gekoppelter FACS Jackson  ImmunoResearch,
Anti-Ziege 1gG (Maus) Pennsylvania, USA
CY3-gekoppelter Anti-Maus | Immunzytochemie Jackson  ImmunoResearch,
IgG (Ziege) Pennsylvania, USA
Peroxidase-gekoppelter Westernblot Roche Diagnostics GmbH,
Anti-Maus IgG (Ziege) Mannheim

Envision Mouse HRP-System | Immunhistochemie Dako, Hamburg

Ready-to-use

Tabelle 8: Sekundiire Antikorper, ihre Verwendung und Bezugsquelle.
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1.6 Arrays

1.6.1 Affymetrix-Arrays

Affymetrix HG U95Av2 Array
Affymetrix Test2-Array

1.6.2 Gewebe-Array

Ovartumor-Gewebearray CJ1

1.7 Reaktionssysteme

BCA Protein Assay Kit

DNA-Free Kit

DAKO ChemMate Detection Kit,
DAB/Peroxidase

Expand High Fidelity"™"S PCR-System
First Strand cDNA-Synthese Kit

for RT-PCR (AMV)

High Fidelity PCR Master
LightCycler DNA Master

SYBR Green I Kit

Lumi-Light ™ Western blotting Substrat
Megascript T7 Kit

QIAPrep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAshredder

Strip-EZ DNA Kit

Rapid DNA Ligation Kit
RNeasyMini/Midi Kit

Superscript 11 Kit

WST-1 Proliferation Kit

1.8 Enzyme

Superscript I RT
E. coli DNA-Ligase
Alle verwendeten Restriktionsenzyme

(und passende Puffer)

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Biocat, Heidelberg

Pierce Rockford, IL, USA
Ambion, Austin, USA

Dako, Hamburg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Ambion, Austin, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Ambion, Austin, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Carlsbad, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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1.9 Nukleinsiduren

First Choice Normal Tissue Ovary Total RNA

Ambion, Austin, USA

Gesamt-RNA der Zelllinien OV-MZ-6, OV-MZ-9, OV-MZ-15 und OV-MZ-30 (s. Tab. 4, S.27)
sowie Gesamt-RNA aus 38 Geweben von Ovartumoren fortgeschrittenen Grades (G3/4) wurde von
Prof. Robert Zeillinger, Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynékologie, Universitdt Wien erhalten.

1.10 Chemikalien und biochemische Reagenzien

[a-*P]dATP (370 MBg/ml)

Agarose MP

Antifoam O-30

Complete Mini, EDTA-free
Proteasehemmer

Dulbeccos MEM/NUT MIX F-12 (HAM)
Eosin

Ethanol absolut pro analysis
Ethidiumbromid

ExpressHyb Northern Hybridisierungsldsung
Fibronektin

FKS

Hématoxylin

Hygromycin B

Hybridoma-SFM

Insulin/Transferrin

Isopropanol

Kollagen I

Kollagen IV

Laminin

LE-Agarose

Magermilchpulver

3-Mercapto-EtOH

MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonséure)
NaCl, 5M, RNase-free

NorthernMax, 10x Denaturing Gel Puffer
NorthernMax, Formaldehyd Loadingbuffer
NorthernMax, Running Buffer

Northern ULTRAHyb-Losung

NuPAGE LDS Auftragspuffer 4x
NuPAGE MES Running Buffer

Amersham, Braunschweig
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen/Gibco, Carlsbad, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ambion, Austin, USA

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim
Invitrogen Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen/Gibco, Carlsbad, USA
BioWitthaker, Walkersville, USA
Merck, Darmstadt

BD Bioscience, San Jose, USA

BD Bioscience, San Jose, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Ambion, Austin, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ambion, Austin, USA

Ambion, Austin, USA

Ambion, Austin, USA

Ambion, Austin, USA

Ambion, Austin, USA

Invitrogen Carlsbad, USA

Invitrogen Carlsbad, USA
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NuPage Reducing Agent

PBS, steril

Penicillin/Streptamycin
Perhydrol®

Ponceau S

Reveal Antigen Retrieval Solution 10x
RNaseZap

SDS-Losung, 20 %

SSC-Losung (20 %)
Streptavidin/Phycoerythrin (SAPE)
Triton®X-100
Trypsin-EDTA-Losung

Tween-20, 10 %

Velcorin (Dimethyldicarbonat)
Vitronektin

Xylol

Velcorin (Dimethyldicarbonat)

1.11 Verbrauchsmaterialien

Affymetrix HG_U95A_Genechip

BD BioCoat™Matrigel™ Invasion Chamber
BrightStar-Plus Nylonmembran

LightCycler Kapillaren

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film
Nitrocellulose Membran (0,2 pm PorengroB3e)
NuPage Bis-Tris Gele, 10 %

Quick Spin Columns

Rontgenfilm Cronex 5

SuperfrostPlus Objekttriger

Whatmanpapier 3MM

Invitrogen Carlsbad, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biocarta, Carlsbad, USA

Ambion, Austin, USA

Ambion, Austin, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bayer, Leverkusen

BD Bioscience, San Jose, USA
Merck, Darmstadt

Bayer, Leverkusen

Affymetrix, Santa Clara, USA

BD Bioscience, San Jose, USA
Ambion, Austin, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Agfa-Gevaert N.V., Belgien
Menzel-Gldser, Braunschweig

Biometra, Gottingen
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1.12 Puffer und Losungen

Fragmentierungspuffer

MES-Hybridisierungspuffer

Stringenter Waschpuffer

Nicht-stringenter Waschpuffer

2x Farbepuffer

Férbelosung 1

Férbeldsung 2

200 mM Tris-Acetat, pH 8,1
150 mM Magnesium-Acetat
500 mM Kalium-Acetat

Kontroll-cRNA (1,5; 5; 25 und 100 pM)

50 pM Kontroll-Oligonukleotide

100 pg/ml fragmentierte Heringssperma-DNA
500 pg/ml azetyliertes BSA

50 mM MES

0,5 M NaCl

10 mM EDTA

0,005 % Tween 20

75 mM MES Na-Salz

27,5 mM MES-freie Sdure

100 mM NaCl

0,01 % Tween-20; sterilfiltrieren, 0,22 um

0,9 M NaCl

60 mM NaH,PO,

6 mM EDTA

0,005 % Triton X-100

0,01 % (w/v) Antifoam-30

0,02 % Tween-20; sterilfiltrieren, 0,22 pm

150 mM MES Na-Salz
200 mM MES-freie Saure
1 M NaCl, RNase-frei

0,1 % Tween-20

0,01 % (w/v) Antifoam-30;

sterilfiltrieren, 0,22 um

1x Féarbepuffer
10 pg/ml rekombinantes Streptavidin und
2 pg/ul azetyliertes BSA

1x Farbepuffer

100 pg/ml Anti-Streptavidin IgG (Ziege)
3 png/ml biotinylierter Anti-Ziege IgG

2 pg azetyliertes BSA
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SAPE-Férbelosung

Northern-Waschpuffer 1

Northern-Waschpuffer 2

RIPA-Puffer

TBS-Puffer

TBS-Tween

10x MOPS-Puffer

Transferpuffer

TAE-Puffer

PBS

1x Farbepuffer

1 mg/ ml Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE)

2 ug azetyliertes BSA

2x SSC-Losung
0,05 % SDS-Ldsung (20 %)

0,1x SSC-Losung
0,1 % SDS-Losung (20 %)

50 mM Tris/CL, pH 7,5
375 mM NaCl

1 % Nonidet P40

0,5 % Na-Desoxycholat
0,1 % SDS

1x Proteaschemmer Complete Mini

100 mM Tris/Cl, pH7,5
150 mM NacCl

100 mM Tris/Cl, pH7,5
150 mM NacCl
0,1 % Tween-20

0,2 M MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA

50 mM Tris

39 mM Glycin
0,037 % (w/v) SDS
20 % (v/v) MeOH

0,4 M Tris
0,2 M Eisessig
0,1 M EDTA; pH 8,4

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM Na,HPO,4 x 7 H,O
1,4 mM KH,POy; pH 7,4
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IHC-Block

LS-Na-Phosphatpuffer

HS-Na-Phosphatpuffer

GSDB-Puffer

1.13 Medien

1.13.1 Zellkultur humaner Zellen

Spezial-Medium

Einfriermedium

1.13.2 E. coli-Medien

LB-Medium

LB-Glyzerin-Medium
(fiir Dauerkulturen)

LB-Platten

10 % Ziegenserum
1 % BSA
1x PBS

150 mM NaCl
10 mM Na-Phosphat

500 mM NaCl
20 mM Na-Phosphat

20 % Ziegenserum

0,3 % Triton X-100

450 mM NacCl

20 mM Na,HPO,/NaH,PO,, pH 7,4

400 ml Hybridoma-SFM

400 ml Dulbeccos MEM/NUT MIX F-12

320 pl Pen/Strep 1x
100 pl Insulin/Transferrin
8 % FKS

10 % DMSO
90 % FKS

1 % Bacto-Trypton

0,5 % Hefeextrakt

0,5 % NaCl

LB-Medium und 100 %iges Glyzerin
im Verhéltinis 1:1

LB-Medium mit 2 % Bacto-Agar
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2. Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Arbeiten mit E. coli

2.1.1.1 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli

E. coli-Stimme werden bei 37 °C im LB-Flissigmedium bei 180 RPM geschiittelt oder auf LB-
Platten kultiviert. Fiir eine kurzfristige Lagerung konnen die Zellen bei 4 °C deponiert werden. Fiir
eine langfristige Aufbewahrung werden Dauerkulturen angelegt. Dazu werden die Zellen aus 1 ml
Ubernachtkultur kurz abzentrifugiert, in 0,5 ml LB-Medium resuspendiert und 0,5 ml 100 %iges
Glyzerin zugegeben. Die Dauerkultur wird anschlieBend schockgefroren und bei — 80 °C gelagert.

2.1.1.2 Transformation

Ein Aliquot kompetenter E. coli XL1-Blue Zellen wird auf Eis aufgetaut. Zu 100 pl kompetenter
Zellen werden 1,7 pl B-Mercaptoethanol zugegeben und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Dann werden
0,1 — 50 ng DNA aus dem Ligationsansatz zugegeben und fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgt der Hitzeschock bei 41 °C fiir exakt 45 s und eine Inkubation fiir 2 min auf
Eis. Nach Zugabe von 900 pl vorgewarmtem SOC-Medium wird der Ansatz 1 h bei 37 °C bei 250
RPM geschiittelt und danach auf vorgewarmte LB/Amp-Platten ausplattiert. Die Inkubation erfolgt
iiber Nacht bei 37 °C.

2.1.1.3 Plasmid-Minipriparationen

4 ml einer Ubernachtkultur werden nacheinander in einem 2 ml-EppendorfgefiB abzentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Die weitere Priiparation erfolgt mit Hilfe des Qiaprep Spin

Miniprep Kits (Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers.
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2.1.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.1.2.1 Auftauen von Kryokulturen

In fliissigem Stickstoff gelagerte Zellen werden so schnell wie mdglich bei 37 °C im Wasserbad
erwarmt und direkt in reichlich (20 — 40 ml; je nach Empfindlichkeit der Zellen) vorgewarmtes
Medium gegeben. Nach Pelletierung bei 1000 RPM fiir 5 min werden die Zellen in warmem
Medium resuspendiert und in eine T75-Kulturflasche gegeben. Die Inkubation erfolgt {iber Nacht
bei 37 °C, 5 % CO,. Am nichsten Tag wird das Medium gewechselt, um Reste von DMSO zu

entfernen.

2.1.2.2 Einfrieren von Zellen

Es werden ca. 1 x 10° Zellen in 4 °C in 1 ml kaltem FKS mit 10 % DMSO resuspendiert, in einer
vorgekiihlten Isopropanol-Box mind. 24 h in —80 °C aufbewahrt und anschlieBend in fliissigem

Stickstoff gelagert.

2.1.2.3 Kultivierung der Zelllinien

Die Zelllinien IOSE 80, IOSE 144, DW, GG, HB, HI, OC, OV-MZ-1 und OV-MZ-2 werden im
angegebenen Spezial-Medium bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei 70 —
80 % Konfluenz werden die Zellen subkultiviert. Die Zelllinien OV-MZ-6, -9, -15 und -30 werden

unter gleichen Bedingungen im Labor der Arbeitsgruppe von Prof. Zeillinger kultiviert.

2.1.2.4 Subkultivierung

Das Medium wird abgesaugt, die Zellen mit 37 °C warmem PBS gewaschen. AnschlieBend wird
Trypsin/EDTA zu den Zellen gegeben und bis zum Ablosen der Zellen (Mikroskop) bei RT oder
37 °C inkubiert. Mit warmem Medium werden die Zellen vom Boden der Kulturflasche abgespiilt
und in ein Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellen werden 5 min bei 1000 RPM pelletiert, in
frischem Medium aufgenommen und je nach Bedarf 1:3 oder 1:5 in eine neue Kulturflasche

uberfihrt.
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2.1.2.5 Zellernte

Die Zellen werden bei einer Konfluenz von 70 — 80 % geerntet. Dazu werden die Zellen nach
Absaugen des Mediums zunédchst mit 10 ml vorgewarmtem PBS gewaschen, um Mediumreste und
nicht adhdrente Zellen zu entfernen. Anschlieend werden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA bis
zum Abldsen der Zellen bei RT inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 20 ml Medium
gestoppt und die Zellen in ein Falcon-Réhrchen {iiberfiihrt. Nach Pelletierung der Zellen bei 1000
RPM fiir 5 min werden die Zellen in 10 ml PBS resuspendiert. In einem Aliquot wird mit Trypan-
Blue-Farbung (1:1) die Lebend-Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Danach
werden die Zellen in Aliquots von ca. 1x 10® in 15 ml Falcon-Réhrchen pippetiert, bei 1000 RPM
fiir 5 min pelletiert und nach Abnahme des Uberstandes in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Lagerung erfolgt bei —80 °C.

2.1.2.6 Herstellung stabiler Transfektanten

Am Vortag werden 5 x 10° Zellen in 6-Lochplatten ausgesiht und iiber Nacht bis zu einer

Konfluenz von 80 % im Brutschrank inkubiert.

Am Tag der Transfektion wird zunéchst das Transfektionsreagens Lipofectamine2000 (Invitrogen)
mit serumfreiem Medium vermischt und 5 min bei RT inkubiert (Ansatz 1). In der Zwischenzeit
wird die zirkuldre Plasmid-DNA in serumfreies Medium gegeben (Ansatz 2) und nach der obigen
Inkubationszeit mit dem Ansatz 1 vermischt und fiir weitere 20 min bei RT inkubiert. Das
eingesetzte Verhiltnis Lipofectamine2000 zu Plasmid-DNA betrdgt nach vorausgegangener
Optimierung 6:3 (6 pl Lipofectamine2000: 3 pg Plasmid-DNA). Die Zellen werden in 500 pl
serumfreies Medium gegeben und der gesamte Ansatz nach der Inkubationszeit dazugegeben. Nach
6 h Inkubation im Brutschrank wird das Transfektionsmedium durch serumhaltiges Medium
ersetzt. Nach zwei Tagen werden die Zellen in verschiedenen Verdiinnungen (unverdiinnt, 1:2, 1:4,
1:5) in 10 mm Kulturschalen umgesetzt und in Selektionsmedium mit 100 pg/ml Hygromycin B
kultiviert, bis einzelne Kolonien resistenter Zellen sichtbar werden. Diese resistenten Kolonien
werden mit Hilfe von Klonierungszylindern isoliert, in 96-Lochplatten umgesetzt und vermehrt.
Die transfizierten Zellen werden stindig unter Selektionsdruck (100 pg/ml Hygromycin B)

kultiviert.
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2.1.2.7 Invasions- und Motilititstest

Im Invasionstest werden die Zellen in eine Kammer ausgesiht, die von einer zweiten Kammer
durch eine mit Matrigel beschichtete Kunststoff-(PET-)Membran mit einer Porengrofle von 8§ pm
getrennt ist. Das Matrigel ist so zusammengesetzt, dass es die Basalmembran imitiert. Wachsen die
Zellen invasiv, so dringen sie durch die Matrigelschicht und die Membran in der sogenannten
Boyden-Kammer in das untere Kompartiment vor. Der Motilitétstest entspricht dem Invasionstest
mit der Ausnahme, dass die Kunststoffmembran nicht mit Matrigel beschichtet ist und die Zellen

nur durch die Poren der Membran migrieren konnen.

Fiir diesen Versuch werden 24-Lochplatten mit Filtereinsdtzen von BD Bioscience verwendet. Die
Filtereinsitze fiir den Invasionstest (BD BioCoat™Matrigel™ Invasion Chamber) werden 2 h vor
Versuchsbeginn im Standard-Kulturmedium rehydriert. Es werden jeweils 1 x 10° Zellen in 500 pl
Medium mit 5 % FKS aufgenommen und in das obere Kompartiment gegeben (Zweifach-
Bestimmung). In die untere Kammer werden 800 ul Medium mit 20 % FKS als Chemoattraktant
pippetiert. Nach 72 h Inkubation bei 37 °C im Brutschrank werden die Zellen von der oberen Seite
der Membran vorsichtig mit einem Baumwollstdbchen entfernt. Die Zellen, die sich auf der unteren
Seite der Membran und in der unteren Kammer befinden werden mit Hilfe des WST-1 Tests
bestimmt. Dazu werden in die untere Kammer 500 pl Medium mit 10 % WST-1 Reagenz gegeben
und 3 h bei 37 °C inkubiert. Bei der Kontrolle werden alle Zellen gemessen und dazu in die obere
Kammer 250 pl und in die untere 500 pl Medium mit 10 % WST-1 Reagenz gegeben.
AnschlieBend werden 100 pl zur Messung in eine 96-Loch-Platte iiberfiihrt und die optische Dichte
bei 450 nm (Referenzwellenlinge 620 nm; TECAN X-Read Plus, Tecan, Crailsheim) bestimmt.
Die Invasion bzw. Motilitiat der Zellen wird, wie folgt, prozentual zur ausgesiten Zellzahl nach

Inkubationszeit in beiden Kammern berechnet:

% Invasion/Motilitét = 0D4s (untere Kammer) * 100 / 0D4s0 (obere + untere Kammer)

2.1.2.8 Adhésionstest

2.1.2.8.1 Beschichtung der Platten

Im Adhésionstest werden 96-Lochplatten eingesetzt, deren Oberfliche unbehandelt ist. Die
verwendeten Hauptkomponenten der extrazelluldren Matrix Kollagen Typ I, Kollagen Typ IV,
Laminin, Fibronektin und Vitronektin werden in den vom Hersteller empfohlenen Konzentrationen

von 40 pg/ml (bzw. 0,4 pg/ml fiir Vitronektin) verdiinnt. Je Vertiefung werden 50 pl der
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Proteinlésungen (5pg/cm” bzw. 50 ng/ecm’ fiir Vitronektin) zugegeben und die Platten fiir 1 h bei
RT und dann iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am niichsten Tag werden die Uberstinde abgenommen

und die Vertiefungen zweimal mit PBS gewaschen.

2.1.2.8.2 Durchfiihrung des Adhédsionstests

Bei einer Konfluenz von 80 % werden die Zellen mit einer 0,5 mM EDTA-L6sung in PBS vom
Boden der Kulturflasche abgeldst. Nach zwei Waschschritten mit PBS bringt man die Zellen in
serumfreiem Medium auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml und inkubiert sie fiir 30 min
bei RT mit 10 pl Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM). Nach dieser Markierung werden die
Zellen zweimal mit warmem serumfreien Medium gewaschen und auf eine Konzentration von 1 x
10° Zellen/ml gebracht. Je 100 pl dieser Zellsuspension werden in die beschichteten Vertiefungen
gegeben und fiir 90 min bei 37 °C inkubiert (Achtfach-Bestimmung). Ein gleiches Aliquot von je 1
x 10° markierten Zellen werden zur Bestimmung der Ausgangszellzahl in unbeschichtete
Vertiefungen gegeben. Nach der Inkubationszeit werden die nicht adhdrenten Zellen zweimal
vorsichtig mit warmem PBS abgewaschen, und die verbleibenden Zellen werden mit einer 1:1
Mischung aus PBS und serumfreiem Medium iiberschichtet. Die Fluoreszenz der adhirenten Zellen
wird mit Hilfe eines SpectraFluor Plus-Lesers (Tecan, Crailsheim) mit einem Fluoreszenzfilter von
485 nm bei einer Referenzwellenlédnge von 535 nm gemessen. Die Anzahl der adhdrenten Zellen ist
direkt proportional zur detektierten Fluoreszenz und wird relativ zur Ausgangszellzahl wie folgt

berechnet:

% Adhésion= F,g5 (adhdrente Zellen) * 100 / F455 (Ausgangszellzahl)

2.2 Arbeiten mit RNA

Bei allen Arbeiten mit RNA wird RNase-freies Wasser, das zu diesem Zweck mit
Dimethyldicarbonat behandelt wird, verwendet. Alle Komponenten, die mit RNA in Beriihrung
kommen koénnen, werden fiir 10 min mit RNaseZap behandelt und anschlieBend mit RNase-freiem

Wasser gespiilt. Auerdem werden spezielle RNase-freie Reaktionsgefdfie verwendet.

2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA

1 x 10® Zellen werden in 7,6 ml RLT-Puffer resuspendiert und mit einem Ultraturrax T25 (Janke
und Kunkel, IKA Labortechnik) ca. 1 min lang aufgeschlossen. Anschlieend wird die RNA von je
3,8 ml Zellen mit Hilfe des QIAquick RNeasy Midikits nach Vorschrift des Herstellers isoliert und
die Konzentration photometrisch (s. Kap. 11.2.2.2, S. 42) bestimmt.
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2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationen werden mit einem Spektralphotometer (Kontron Spektralphotometer, Uvikon
931) bestimmt. Nach Abgleichen der Nullwerte wird das Absorptionsmaximum der untersuchten
Nukleinsduren bei 260 nm bestimmt und gleichzeitig Verunreinigungen durch Proteine (bei 280
nm) bzw. Salze (bei 230 nm) ermittelt. Die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration wurde nach

folgender Formel durchgefiihrt:

C [mg/ml] = (E260 — E320) * f * ¢

C = Konzentration der Probe

E = Extinktion

f = Verdiinnungsfaktor

¢ = Konzentration standard/ Extinktion standard
fiir doppelstrangige DNA: ¢ = 0,05 mg/ml

fiir einzelstringige DNA: ¢ = 0,025 mg/ml

fiir RNA: ¢ = 0.04 mg/ml

E230 = Extinktion von Salzen

E260 = Extinktion von DNA/RNA

E280 = Extinktion von Proteinen

E320 = Nullwert

Der Quotient E260/E280 ist ein MaB fiir die Reinheit der DNA/RNA und sollte 2,0 + 0,3 betragen.

2.2.3 Northernanalyse

2.2.3.1 Northerntransfer

8 ng Gesamt-RNA werden in einem Volumen von 5 pl mit 15 pl Formaldehyd-Ladepuffer fiir 15
min bei 65 °C denaturiert und in einem 1 %igen denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Nur dem GroBenmarker (RNA-Millenium Marker, Ambion) wird
zur Sichtbarmachung unter UV-Licht (254 nm) Ethidiumbromid zugegeben, welches eventuell den

anschlieBenden RNA-Transfer der Proben beeintrichtigen konnte.

Die so aufgetrennte RNA wird mittels Kapillartransfer abwérts vom Gel auf eine Nylonmembran
iberfiihrt (Chomczynski, 1992). Der Transferaufbau erfolgt nach Angaben des Membran-
Herstellers (Ambion). Nach zweistiindigem Transfer wird die Membran kurz im Laufpuffer

gewaschen und die RNA im Stratalinker (Stratagene UV Stratalinker2400) bei 120 mJ kovalent auf
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der Membran fixiert. AnschlieBend kann die Membran bis zur weiteren Verwendung in Plastikfolie

eingeschweiflt und bei -20 °C gelagert werden.

2.2.3.2 Radioaktive Markierung von RNA

Die Markierung der RNA mit [0-32P]dATP wird nach der Methode von Feinberg und Vogelstein
(1983) mit Hilfe des Strip-EZ™ DNA-Kits (Ambion) durchgefiihrt. Dazu werden 25 ng des DNA-
Fragmentes in 9 pl Gesamtvolumen fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieBend in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Klenow-Reaktion wird gemid den Angaben des Herstellers
angesetzt und nach 30 min bei 37 °C im Wasserbad mit 1 ul EDTA gestoppt. Der Ansatz wird dann
auf eine Sephadex-Sdule (Mini Quick Spin RNA Column, Roche) pippetiert und fiir 4 min bei 5000
RPM zentrifugiert, um nicht eingebautes [a-32P]dATP zu entfernen. Von diesem Eluat wird

wieder 1 pl abgenommen und die Einbaurate gemessen.

2.2.3.3 Northernblot-Hybridisierung

Nach einer Hitzedenaturierung fiir 10 min bei 90 °C werden 1x 10’ cpm der markierten Sonde zu
10 ml der bei 68 °C vorgewarmten ExpressHyb-Losung (Ambion) zugegeben. Die Nylonmembran
mit der transferierten RNA wird in eine Plastikhiille eingeschweiit und fiir 30 min mit der
Hybridisierungslosung vorhybridisiert. AnschlieBend erfolgt die Zugabe der Hybridisierungslosung
mit der denaturierten Sonde; die Inkubation erfolgt tiber Nacht bei 68 °C.

Am néchsten Tag wird die Membran zuerst fiir 30 min in Northern-Waschpufferl bei RT und
anschlieBend im stringenten Northern-Waschpuffer2 fiir 15 min bei 50 °C gewaschen. Zur
Signaldetektion wird ein Rontgenfilm bei -80 °C exponiert und am Entwicklerautomaten

entwickelt (Agfa Curix HT330U).

2.2.3.4 , Strippen* von radioaktiv markierten Northernblots

Radioaktiv markierte DNA-Sonden kdnnen mittels des Strip-EZ DNA-Kits (Ambion) wieder von
der Membran abgelost werden. Die Verwendung erfolgt nach Herstellerangaben.

2.2.4 DNase-Verdau

25 — 100 pg total RNA wird mit Hilfe des DNA-free Kits von Ambion nach Vorschrift des
Herstellers von DNA-Kontamination aufgereinigt und die Konzentration der RNA photometrisch

(Kontron Photometer, Uvikon 931) bestimmt.
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2.2.5 RT-PCR (Erststrang cDNA-Synthese)

Von 1 pg DNA-freier Total-RNA wird mit Hilfe des First Strand cDNA-Synthese Kit for RT-PCR
(AMV, Roche) die Erst-Strang-cDNA-Synthese nach empfohlenem Programm mit Random-

Hexamer-Primern durchgefiihrt.

2.2.6 PCR basierend auf dem LightCycler System

2.2.6.1 Prinzip der PCR basierend auf dem LightCycler System

Die PCR basierend auf dem LightCycler System ist ein hochsensitives und sehr selektives
Verfahren zur DNA- und RNA-Quantifizierung. Da beim LightCycler PCR-Gerit und Fluorimeter
kombiniert sind, bietet es gegeniiber der konventionellen PCR den Vorteil, dass zum einen die
Reaktion wesentlich schneller ablaufen kann und zum anderen die Amplifikation der PCR-

Produkte in jedem Zyklus, also in Echtzeit, aufgezeichnet und beobachtet werden kann.

Fiir diese Methode gibt es zwei verschiedene Fluoreszenz-Techniken, die die Messung der
Amplifikationsrate ermdglichen: Die ,,Hybridisation-Probes®- und die ,,SYBR-Green“-Methode. In
dieser Arbeit wurde nur mit der SYBR-Green-Methode gearbeitet, da sie einfacher zu Handhaben
und fiir die Fragestellung optimal geeignet ist. SYBR Green I ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der in
die kleine Furche doppelstrangiger DNA (dsDNA) bindet. Befindet sich der Farbstoff in Losung,
fluoresziert er nur minimal; sobald er an die dsDNA binden kann, verstirkt sich die Fluoreszenz
um ein Vielfaches. Zu Beginn der Amplifizierung liegen DNA und Primer in denaturierter Form
sowie der Farbstoff in Losung vor, wodurch ein schwaches Hintergrund-Fluoreszenzsignal
produziert wird. Wéahrend der Elongation entstehen mehr und mehr dsDNA-Fragmente, an die
SYBR Green I binden kann. Die Fluoreszenz-Emission steigt mit wachsender Anzahl der
Amplifikate exponentiell an. Die Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus gemessen, so dass die

Reaktion genau erfasst wird.

2.2.6.2 Semiquantitative Analyse von PCR-Produkten

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt direkt zu Beginn der exponenticllen Phase. Dazu
wird zunichst eine zur x-Achse parallel liegende sogenannte ,,Kreuzungs-Linie® von der log-
linearen Region jeder Kurve ermittelt, die signifikant iiber der Hintergrund-Fluoreszenz liegt. Der
Punkt, an dem diese Linie auf die Fluoreszenzkurve zu Beginn der exponentiellen Phase trifft, ist
der sogenannte ,,Kreuzungspunkt®, anhand dessen die Konzentration des PCR-Produktes berechnet
wird. Die Fluoreszenz-Intensitit tritt umso frither in die exponentielle Phase ein, je mehr Matritze

in der Probe enthalten ist. Um die Zyklenanzahl des Kreuzungspunktes zu ermitteln, wird die
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»oecond Derivative Maximum*-Methode verwendet, die das Maximum der zweiten Ableitung
einer Kurve bestimmt, an dem sich die Probenfluoreszenz am deutlichsten von der

Hintergrundfluoreszenz absetzt.

Die Quantifizierungssoftware ermittelt anhand einer Standardkurve einen Wert fiir die jeweilige
Probe. Diese wird von dem Haushaltsgens Cyclophilin A erstellt, und jedes untersuchte Zielgen
wird anhand dieser Standardkurve relativ zu Cyclophilin A quantifiziert. Je 1 pg DNase-verdaute
Gesamt-RNA einer Zelllinie (OV-MZ-1) wurde revers transkribiert und pro Reaktion je 2 pl einer
Verdiinnung von 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000 und unverdiinnt eingesetzt und daraus die
Standardkurve erstellt. In jedem Lauf wurde Cyclophilin A aus einer 1:10-Verdiinnung der cDNA
aus einer der Zelllinien (OV-MZ-1) mitamplifiziert und iiber die Standardkurve die relativen Werte
berechnet. Da Cyclophilin A deutlich starker als die untersuchten Zielgene exprimiert wird, werden
die Werte der Zielgene mit dem Faktor 1000 multipliziert, um positive Werte zu erhalten. Wird
also bei einem Zielgen der gleiche Kreuzungspunkt ermittelt wie bei der 1:10-Verdiinnung von
Cyclophilin A, so betrdgt sein Wert 100. Bei den angegebenen Werten handelt es sich also um

relative Werte bezogen auf die Expression von Cyclophilin A.

2.2.6.3 Normalisierung

Um zu gewihrleisten, dass immer die gleiche Menge an cDNA eingesetzt wird und um
Abweichungen, die eventuell aus der RT-PCR resultieren konnen, auszugleichen, werden die
Werte anhand der Expression der 18S rRNA normalisiert. Jede RT-PCR wird durch Amplifikation
der 18S rRNA f{iberpriift und der erhaltene Wert zur Abgleichung der Proben herangezogen. Dazu
werden die Werte der 18S rRNA-Expression der verwendeten Zelllinien gemittelt und die

Abweichung der einzelnen Werte vom Mittelwert nach folgender Formel berechnet:

F z)=En/Ew

E normalisiert (Zielgen) = F(ZL) *E (Zielgen)

F (z1) = Faktor der jeweiligen Zelllinie
Eqv) = Expression der 18S rRNA in der jeweiligen Zellline
E(a) = Gemittelte Expression der 18S rRNA aller verwendeten Zelllinien

E(zicigeny = Expression eines Zielgens in der jeweiligen Zelllinie

Der Faktor ist fiir jede Zelllinie verschieden, je nach dem, wie stark die Expression der 18S rRNA
(Eqv) einer Zelllinie vom Mittelwert der 18S rRNA Expression aller verwendeten Zelllinien (E(a))

abweicht.
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2.2.6.4 Schmelzkurvenanalyse

Um die Spezifitit des PCR-Produktes zu bestimmen, wird nach der PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, die die Analyse des Produktes mittels Gelelektrophorese
ersetzt. Diese Methode basiert darauf, dass jede dsDNA einen charakteristischen Schmelzpunkt
aufweist. Durch kontinuierliches Erhitzen der PCR-Produkte in der Kapillare wird die dsDNA
langsam denaturiert und die Fluoreszenz sinkt mit zunehmender Temperatur. Da das erwiinschte
PCR-Produkt einen anderen Schmelzpunkt hat als eventuelle Nebenprodukte oder Primerdimere,

kann so die Spezifitdt der Reaktion ermittelt und die PCR gegebenenfalls optimiert werden.

2.2.6.5 Durchfiihrung

Fiir die PCR wird der LightCycler DNA-Master SYBR Green [-Kit (Roche) verwendet. Als
Matritze werden geméll der Empfehlung des Herstellers 2 pl cDNA verwendet. Die Amplifikation
erfolgt in speziellen Glaskapillaren (Roche). Die Menge an MgCl,, die fiir eine optimale
Primerbindung erforderlich ist, wird fiir jedes Primerpaar neu ermittelt, ebenso die Annealing-
Temperatur. Alle Werte werden aus zwei unabhidngigen cDNA-Synthese-Ansétzen ermittelt. Als
Kontaminationskontrolle wird in einem Ansatz pro Lauf statt cDNA Wasser verwendet. Der

Ablauf der gesamten Reaktion ist in Tabelle 9 dargestellt.

Programm Temperatur [°C] | Haltezeit [s] AT/Zeit [°C/s]
Denaturierung 95 60 20
PCR (40 Zyklen) 95 0 20

57-60** 5 20

72 10 20

84* 20
Schmelzkurvenanalyse | 95 0 20

60 15 20

95%* 0 0,1
Kiihlen 40 30 20

Tabelle 9: Protokoll der semiquantitativen RT-PCR im LightCycler System. Bei den mit * gekennzeichneten
Temperaturen erfolgt die Messung der Fluoreszenz wihrend der PCR-Reaktion. Bei der Schmelzkurvenanalyse erfolgt diese
kontinuierlich bis zum Erreichen der Endtemperatur. Die Annealing-Temperatur (**) ist fiir die jeweiligen Primer verschieden.
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2.3 Affymetrix Genchip Technologie

2.3.1 Erststrang-Synthese von cDNA

20 pug Gesamt-RNA werden fiir die Erststrang-Synthese mit dem SuperScript cDNA-Synthese Kit
eingesetzt und gemill den Angaben des Herstellers synthetisiert. Als Primer diente der T7-(T)24-
Primer (s. Tab. 6, S. 28), der eine T7 RNA-Promotor-Stelle enthdlt. Die cDNA wird durch
Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt und der gesamte Ansatz fiir die nachfolgende IVT

verwendet (s. unten).

2.3.2 Synthese biotinylierter cRNA (in vitro Transkription, IVT)

Bei der in vitro Transkription wird komplementdre RNA (cRNA) mit Hilfe des MegaScipt T7-Kits
(Ambion, Austin, USA) in Gegenwart von biotinyliertem UTP gemidl dem Protokoll des
Herstellers synthetisiert. Die Aufreinigung der markierten cRNA erfolgt anschlieBend mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen). Die Konzentration der cRNA wird im Spektrometer (Uvikon 931) bei
260 nm bestimmt. 20 pg cRNA werden in Fragmentierungspuffer fiir 35 min bei 95 °C inkubiert.
Der Ansatz kann bei —20 °C gelagert werden oder unmittelbar in die Hybridisierung eingesetzt

werden.

2.3.3 Hybridisierung und Waschen der Genchips

15 ng fragmentierte cRNA werden in Hybridisierungspuffer gegeben (Endvolumen 300 ul). Dieser
Hybridisierungscocktail wird in einen Genchip U95Av2 (Affymetrix, Santa Clara, USA) pippetiert
und anschlieBend 16 h bei 45 °C unter Rotation im Hybridisierungsofen (Memmert, Schwabach)
inkubiert. Nach der Hybridisierung werden die Genchips in einer Waschstation (Affymetrix
FluidicsStation 400) gemafl den Herstellerangaben computergesteuert mit stringenten und nicht
stringenten Waschpuffern gewaschen. Zum Nachweis und zur Verstiarkung der Fluoreszenzsignale
werden die Genchips nacheinander mit den Affymetrix-Farbelosungen 1-3 inkubiert. Zwischen
jedem Firbeschritt und abschlieBend werden die Chips mit nicht stringentem Waschpuffer
gewaschen. Kontroll-Oligonukleotide, die im Hybridisierungspuffer enthalten sind, hybridisieren
am Rand und als Kreuz in der Mitte des Chips, um das Orientierungs-Gitter fiir die Auswertung

positionieren zu konnen.
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2.3.4 Beschreibung der Affymetrix Genchips

Auf den verwendeten Genchip U95Av2 Arrays der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) sind die
Sequenzen von 12625 verschiedenen cDNAs repréasentiert. Diese Sequenzen stammen aus der

Datenbank ,,GenBank® und konnen unter http://www.netaffx.com eingesehen werden. Auf eine

Glasoberfliche von 20 pm x 20 pm werden ca. 10’ Kopien eines Oligonukleotids von
durchschnittlich 25 bp Linge synthetisiert. Diese Fldche wird als ,,Probenzelle” bezeichnet. Die
Sequenz des Oligonukleotids entspricht exakt derjenigen der jeweiligen cDNA und wird mit ,,PM*
(PerfectMatch) bezeichnet. Direkt neben einer PM-Zelle befindet sich ein Oligonukleotid mit
einem homomeren Basenaustausch an Position 13, das mit , MM*“ (MisMatch) bezeichnet wird. Ein
Probenpaar (PP) besteht aus einer PM- und einer MM-Zelle. 16 Probenpaare entsprechen 16
verschiedenen Sequenzen jeder einzelnen cDNA und stellen ein ,,Probenset® (PS) dar. Die
Segmente eines Probensets sind iiber den gesamten Chip verteilt, so dass z. B. bei mechanischer
Beschéddigung eines Teilbereichs der Hybridisierungfldche oder anderer UnregelméBigkeiten die

Information des Probensets erhalten bleibt.

Probenset
* 7\ *
PM \
L N
MM
Probenzelle Probenpaar

Abbildung 3: Anordnung von 16 Oligonukleotiden auf dem Chip, die einer cDNA aus den Datenbanken
entsprechen. Die Abkiirzungen sind im Text erldutert.

2.3.5 Scannen der Genchips

Das Scannen der Genchips erfolgt mit einem HP GeneArray™ Scanners (Affymetrix). Als sog.
Average Difference (AvgDiff) wird der Mittelwert der Fluoreszenzintensitit innerhalb eines
Probensets ermittelt, die einzelnen Fluoreszenzsignale ergeben sich aus der Intensitit des
PerfectMatch im Vergleich zum MisMatch. Die durch einen Laser erzeugte Fluoreszenz wird bei
einer Auflésung von 3 pum/Pixel als ,,.dat-Datei” gespeichert. Es werden 64 Pixel/Probenzelle
berechnet. Da die Intensitéten aufgrund von Randeffekten u. 4. auf der Flidche nicht gleichméBig
verteilt sind, wird eine durchschnittliche Intensitit pro Probenzelle berechnet, die als ,,.cel-Datei*
gespeichert wird. Diese ,,.cel-Datei bildet die Grundlage der quantitativen Datenauswertung, die in

der ,,.chp-Datei‘ gespeichert werden.


http://www.netaffx.com/
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2.3.6 Bestimmung des ,,Absolute Call*

Bei der Auswertung der Genchips wird fiir jedes Probenset der ,,Absolute Call*“ (AbsCall)
bestimmt, der angibt, ob ein Probenset als anwesend (present = p) oder nicht anwesend (absent = a)
berechnet wird. Fiir jede Probenzelle wird eine durchschnittliche Intensitit kalkuliert und das
Hintergrundrauschen (Q), welches durch unspezifische SAPE Bindung an die Chip-Matrix entsteht,
wird davon abgezogen. Liegt die Differenz aus den Intensititen von PM und MM iiber einem
signifikanten Schwellenwert (empirisch festgelegt) und der Quotient aus PM und MM iiber 1,5, so
ist ein Probenpaar positiv. Entsprechend definiert sich ein negatives Probenpaar, wenn die Werte
unter den Schwellenwerten liegen. Die Anzahl von positiven und negativen Probenpaaren
beschreibt die Hybridisierungseffizienz jedes Probensets. Diese wird durch die ,,Positive Fraktion*
und die Positiv/Negativ Ration angegeben. Die positive Fraktion gibt den Anteil positiver
Zellen/Chip an. Die Positiv/Negativ Ratio ist der Quotient aus der Anzahl positiver Zellen und
negativer Zellen. Die AvgDiff, der Mittelwert der Fluoreszenzintensitét innerhalb eines Probensets,
betrdgt fiir ein Probenset, welches als anwesend gewertet wird, einen Schwellenwert von 200.
Zudem wird die ,,LogAvgRatio“ ermittelt, die ein Mal} fiir die Hybridisierungseffizienz von
PerfectMatch und MisMatch darstellt. Aus diesen GroBen wird der AbsCall ermittelt, der aufgrund

empirischer Schwellenwerte die Signale als ,,present”, ,,marginal® oder ,,absent* berechnet.

2.3.7 Auswertung der Ergebnisse (RACE-A)

Die Auswertung der Daten wurde mit der von Roche entwickelten Software RACE-A (Roche
Affymetrix Chip Experiment-Analysis) Version 1.3.3. durchgefiihrt. Dazu werden die ,,.chp-
Dateien* vom Affymetrix Genchip Programm zu RACE-A transferiert. Alle Chip-Experimente, die
miteinander verglichen werden sollen, werden als ,,Set” bezeichnet. Dieses Set wird zundchst
kreiert und die sog. Konditionen festgelegt, die miteinander verglichen werden sollen, d. h. jedes
Chip-Experiment mit dem Expressionsprofil einer Zelllinie entspricht einer Kondition mit einer
bestimmten Anzahl von Replikaten, in dieser Arbeit jeweils zwei. Die Referenz-Zelllinien werden
als die ,,Basislinie” festgelegt und als Replikate gemittelt (4 Stiick). Mit dieser Basislinie
(AvgDiffgyginie) werden alle gewiinschten Experimente (AvgDiffg,,) verglichen und die
Unterschiede in der Genexpression, gemessen als AvgDiff, als sog. ,,Change Factor* (CHGF)

angegeben. Dieser Wert wird wie folgt berechnet:
CHGF = (AvgDiffgy,/ AvgDiffp.isinie) —1 flir iiberexprimierte Gene bzw.
CHGF = -(AvgDiff,isiinic/ AvgDiffe,,,) +1 fiir unterexprimierte Gene.

Die statistische Relevanz des CHGFs wird durch die “Change Factor Quality” (CFQ) bestimmt. In
dieser Arbeit wird eine CFQ von >1 als Qualitits-Kriterium gewihlt, was bedeutet, dass die

Standardabweichungen der AvgDiffs nicht iiberlappen.
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2.3.8 Cluster-Analyse

Dieser Schritt der Datenanalyse dient zum Vergleich der Expressionsprofile der verwendeten
Zelllinien, um Zelllinien mit dhnlichen Genexpressionsmustern und &hnlich deregulierten Genen
gruppieren (engl.: to cluster) zu kénnen. Mit dem Programm ,,Cluster” wurde sog. hierarchisches
Clustern nach Eisen (Eisen et al., 1998) durchgefiihrt, das auf paarweisem Vergleich aller Gene
basiert. Die Beziehungen der Gene werden durch gemeinsame Zweige in einem Stammbaum
repréasentiert. Jedes Gen kann als Blatt dieses Baumes interpretiert werden, und der Abstand zum
Verzweigungspunkt reflektiert die Entfernung, die iiberbriickt werden muss, um die Gene in ein
gemeinsames Cluster zu gruppieren. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dem
Programm ,,Treeview* (Eisen et al., 1998). Beide Programme sind frei erhéltlich unter

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm.

2.4 Arbeiten mit DNA

2.4.1 Gelelektrophorese (Sambrock et al., 1989)

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden meistens 1 %ige Agarosegele verwendet. Dazu
wird 1 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach Abkiihlung auf etwa 60 °C wird
Ethidiumbromid zugesetzt. Als Laufpuffer wird ebenfalls 1x TAE-Puffer verwendet. Die DNA
kann dann unter UV-Licht (UV-Transilluminator, UVP, San Gabriel, USA) sichtbar gemacht und

mit einer Polaroidkamera fotografiert werden.

2.4.2 Restriktionsspaltung

Alle Restriktionsspaltungen werden unter den empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt. Die
gewlinschten Fragmente werden nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel unter UV-

Licht durch Einlagerung von Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

2.4.3 Gelelution

Die DNA wird in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschte Bande mit
einer Skalpellklinge ausgeschnitten. Die DNA wird mit Hilfe des Qiaquick Gelextraktionskits
(Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.


http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
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2.4.4PCR

Fiir die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente zur Klonierung wird die Methode der PCR in
einem Volumen von 50 pl mit dem Expand High Fidelity™ " PCR-System (Roche) durchgefiihrt.

Die Primer werden in einer Konzentration von je 10 uM eingesetzt.

2.4.5 Ligation

Die kovalente Verkniipfung von linearen DNA-Fragmenten erfolgt mit Hilfe des Rapid Ligation
Kits (Roche) nach Anleitung des Herstellers.

2.5 Arbeiten mit Proteinen

2.5.1 Isolierung von Proteinlysat

Die Zellen werden bis zu einer Konfluenz von ca. 70 - 80 % in T75-Kulturflaschen inkubiert und
dann nach Absaugen des Mediums einmal mit 10 ml PBS gewaschen. Anschliefend werden die
Zellen mit 1 ml Accutase vom Boden abgeldst und in ein Falcon-Rohrchen iiberfithrt. Nach
Pelletierung werden die Zellen in 300 — 500 ul eiskaltem RIPA-Puffer resuspendiert und bei 4 °C
ca. 20 min geschiittelt, bis die Zellen lysieren. Das Lysat wird in ein 1,5 ml Eppendorff-
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und bei 4 °C fiir 15 min bei 14000 RPM zentrifugiert, um Zelltriimmer
zu entfernen. Der Uberstand wird abgenommen und auf Eis aufbewahrt, wihrend die
Proteinkonzentration bestimmt wird (s. Kap. 11.2.5.2, unten). Anschliefend wird das Proteinlysat in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei — 80 °C gelagert.

2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Proteinbestimmung werden mehrere Verdiinnungen der Proteinldsung angesetzt (z. B. 1:3,
1:6). Diese werden in Doppelbestimmungen neben einer Albumin-Verdiinnungsreihe auf eine 96-
Lochplatte aufgetragen und 200 ul BCA-Losung dazugegeben. Nach 30 s auf dem Schiittler wird
der Ansatz 30 min bei 37 °C inkubiert und die Proteinkonzentration anschliefend bei 562 nm
gemessen (Referenzwellenldinge 700 nm; TECAN X-Read Plus, Tecan, Crailsheim). Die
Proteinkonzentration wird anhand einer Eichkurve bestimmt, die aus Verdiinnungen eines

Albumin-Standards (Pierce) von 2000 pg/ml bis 25 pg/ml erstellt wird.
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2.5.3 NuPAGE Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wird die diskontinuierliche
Gelelektrophorese angewendet. Dazu werden 4-12 %ige Bis-Tris Gradientengele von NuPage (1,0
mm x 12 Taschen) verwendet. Als Laufpuffer dient der 1x NuPage MES/SDS-Puffer mit 500
ul/200 ml Antioxidans. Pro Probe werden 20 pg Gesamtprotein mit 1x NuPage LDS-Ladepuftfer
fiir 10 min bei 70 ° C denaturiert und nach kurzem Abkiihlen bei RT aufgetragen. Der Lauf erfolgt
bei 100 V fiir ca. 2 h.

2.5.4 Westernblot

Nach der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese werden die aufgetrennten Proteine zur Detektion
mit Antikorpern auf eine Nitrozellulosemembran (0,2 um Porengrof3e; Invitrogen) transferiert. Der
Transfer erfolgt in einer Semidry-Blotting-Apparatur (LKB Bromma). Das Gel wird aus der
Elektrophoresekammer geldst und kurz in Semidry-Blottingpuffer geschwenkt. Auf die
Graphitplatte der Transferkammer werden zuerst zwei in Semidry-Blottingpuffer getridnkte
Whatman-Papiere iibereinander gelegt, darauf kommt die im gleichen Puffer getriankte
Nitrozellulosemembran. Auf diese wird das Gel und abschliefend wieder zwei getrdnkte Whatman-
Papiere gelegt. Bei dem Aufbau ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den Schichten
entstehen, da sonst an diesen Stellen der Transfer gestort wird. Der Transfer erfolgt bei 60 mA pro
Blot fiir 80 min. Die Kontrolle des Transfers und eines gleichméBigen Proteinauftrags erfolgt durch

Poinceau S-Féarbung.

2.5.5 Antikorper-Nachweis (Immundekoration)

Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wird die Membran nach dem Transfer in TBS/MP
unter leichtem Schiitteln bei RT fiir mindestens 1 h blockiert. AnschlieBend wird der primére
Antikorper 1:500 in TBS/MP verdiinnt und der Blot darin iiber Nacht bei 4 °C geschwenkt. Am
nichsten Tag wird die Membran viermal 5 min in TBST/MP gewaschen und danach mit dem
sekundéren Peroxidase-gekoppelten Antikérper 1:2000 verdiinnt in TBS/MP fiir ca. 1 2 h bei RT
geschwenkt. Dann wird die Membran viermal 5 min in TBST/MP, einmal 5 min mit TBST und
einmal 1 min mit TBS gewaschen, um stérendes Milchpulver und Tween zu entfernen. Danach
wird die Membran mit LumiLight plus (Roche) geméafl den Herstellerangaben fiir 10 min inkubiert

und in der Dunkelkammer ein LumiLight Film (Roche) auf der Membran belichtet und entwickelt.
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2.5.6 Immunzytochemie

5 x 10* Zellen werden auf ein steriles Deckglas (Assistant) aufgetropft, mit Medium iiberschichtet
und in 6-Lochplatten iiber Nacht bis zu einer Konfluenz von 50-70 % kultiviert. Am néchsten Tag
werden sie mit PBS gewaschen und anschlieend im Fixierungspuffer fixiert. Nach zweimaligem
Waschen in LS-Na-Phosphatpuffer und zweimaligem Waschen in HS-Na-Phosphatpuffer werden
die Zellen fiir 30 min mit GSDB-Puffer inkubiert und danach mit dem priméren Antikdrper in einer
1:1000 Verdiinnung in GSDB-Puffer 1-2 h bei RT inkubiert. Dann wird dreimal mit HS-Na-
Phosphatpuffer und einmal mit LS-Na-Phosphatpuffer gewaschen und anschlieBend mit dem
sekundidren CY3-gekoppelten Antikorper, 1:70 in GSDB-Puffer verdiinnt, 1 h bei RT inkubiert.
Danach wird erneut dreimal mit HS-Na-Phosphatpuffer und einmal mit LS-Na-Phosphatpuffer
gewaschen. Die Kernfarbung erfolgt mit 1:1000 verdiinnter DAPI-Losung fiir 2-3 min. Nach
dreimaligem Waschen in HS-Na-Phosphatpuffer, einmaligen Waschen in LS-Na-Phosphatpuffer
und Entfernen letzter Salzriickstinde mit PBS werden die Zellen in eine 10 % Glyzerin/PBS-
Losung auf einem Objekttrager eingebettet und mit Nagellack fixiert. Zur Analyse werden die
Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan, Gottingen) mit Licht der Wellenldnge
546 nm bestrahlt und mit einer Digitalkamera (CCD-Kamera, Photometrics, Ottobrunn)
fotografiert. Die Weiterbearbeitung erfolgt mit dem Bildverarbeitungsprogramm MetaMorph
4.5.0.0. (Universal Imaging, Downtown, PA, USA).

2.5.7 Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence Activated Cell Scanner)

1 x 10° Zellen werden pelletiert und in 100 pl einer 1:25 Verdiinnung des primiren Antikorpers in
Kulturmedium aufgenommen und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Anschliefend werden die Zellen
mit 3 ml Medium gewaschen und bei 1000 RPM fiir 10 min abzentrifugiert. Nach Inkubation mit
100 pl einer 1:20 Verdiinnung eines sekundiren Phycoerythrin-gekoppelten Antikorpers bei 4 °C
fiir 30 min wird erneut mit 3 ml Medium gewaschen und die Zellen in 400 pl Medium
aufgenommen. Die Messung der Oberflichenexpression des Proteins erfolgt mit dem FACScan

Durchflusszytometer (Beckton Dickinson, Heidelberg).
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2.6 Arbeiten mit Paraffinschnitten

2.6.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Gewebeproben werden im Autotechnikon in einer aufsteigenden Ethanolreihe bis zum Xylol
dehydriert und anschlieBend in einen Paraffinblock gebettet. Das so fixierte Gewebe wird dann mit
einem Mikrotom (Leica, Bensheim) in 3 um diinne Schichten geschnitten, die auf einem

SuperfrostPlus Objekttrager fixiert werden.

2.6.2 Immunhistochemie mit Paraffinschnitten (IHC)

Die Paraffinschnitte werden zunéchst in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanol-
Reihe rehydriert. Zur Antigen-Demaskierung werden die Schnitte 20 min im Dampfgarer
(Multigourmet, Braun) in 1x Reveal-Losung gekocht. AnschlieBend ldsst man die Schnitte 5 min in
der bei RT abkiihlenden Losung stehen und tiberfiithrt die Préparate dann fiir weitere 5 min in
warmes Wasser, das ebenfalls erhitzt wurde und bei RT langsam abkiihlt. Danach werden die
Schnitte kurz in Aqua dest. geschwenkt und dann in PBS bis zur Weiterbehandlung gestellt. Um
die endogene Peroxidase-Aktivitit zu blockieren werden die Gewebeschnitte fiir 5 min mit einer 3-
%igen Hydrogen-Peroxid-Losung inkubiert und anschlieBend 5 min in PBS gespiilt. Dann werden
30 Minuten lang mit IHC-Block unspezifische Bindungsstellen blockiert, bevor das Praparat mit
dem gebrauchsfertigen priméren L1CAM-Antikorper UJ127 iiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten

Kammer inkubiert wird.

Am nichsten Tag wird das Priparat 2 x 3 min mit PBS/0,05 % Tween gewaschen und anschlieend
30 min mit dem gebrauchsfertigen sekundiren Envision-HRP-System (Dako) bei RT in der
feuchten Kammer inkubiert. Dabei handelt es sich um ein Dextran-Polymer, das sowohl mit dem
Peroxidase-Enzym als auch mit dem sekundidren Anti-Maus-Antikorper konjugiert ist. Dann wird
wieder 2 x 3 min mit PBS/0,05 % Tween gewaschen bevor die Farbung mit DAB-Substrat (Dako)
fiir 2 — 10 min erfolgt, wobei der Farbeprozess im Mikroskop kontrolliert wird und bei gewiinschter
Intensitit mit einer PBS-Spiilung abgebrochen wird. Durch das Enzym Peroxidase wird unter
Zusatz des Elektronendonors H,0O, das Chromogen 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)
zu einem braunen Farbniederschlag ausgefillt. Die Gegenférbung erfolgt mit Himalaun fiir 10 s.
Der fertig gefarbte Schnitt wird dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert, automatisch
eingedeckt (Tissue-Tek® SCAT™ Coverslipper, Niederlande) und lichtgeschiitzt aufbewahrt. Die
mikroskopischen Aufnahmen der immunhistochemisch untersuchten Gewebeschnitte werden an
einem Mikroskop (Axioscop; Zeiss, Jena) mit integrierter Kamera (opto-electronics, Gleichen)

vorgenommen und unter Verwendung der Software Kappa Image-Base Control DX30 visualisiert.
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2.6.3 Himalaun/Eosin-Farbung ( H&E-Farbung)

Die Gewebeschnitte werden von der Firbung entparaffiniert und in einer absteigenden
Ethanolreihe rehydriert. Anschlieend werden die Schnitte 20 min in Hidmalaun gefarbt und danach
15 min unter flieBendem Leitungswasser gebldut. Nach kurzem Schwenken in bidestilliertem
Wasser werden die Schnitte in Eosin ca. 1 min gefarbt. Nach erneutem kurzem Eintauchen in

bidestilliertes Wasser werden die Priparate in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert.
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III. Ergebnisse

1. Identifizierung Ovartumor-assoziierter Gene

1.1 Genexpressionsanalyse von Ovartumor-Zelllinien mit der Affymetrix Genchip

Technologie

Mit Hilfe der Affymetrix Genchip Technologie wurden die Genexpressionsprofile von elf
Ovartumor-Zelllinien und zwei Referenz-Zelllinien, die aus gesundem Epithelgewebe des Ovars
ctabliert wurden, erstellt (s. Tab. 4 und 5, S. 27). Dazu wurde der HG-U95Av2-Genechip

verwendet, auf dem die Sequenzen von 12652 bekannten Genen reprasentiert sind.

Die Expression dieser Gene wird iiber die Fluoreszenzintensitét ihrer Biotin-markierten cRNA auf
dem Chip gemessen und diese wird als sog. Average Difference (AvgDiff) angegeben. Die cDNA
der Gene sind durch 16 verschiedene Oligonukleotide auf dem Genchip vertreten, die jeweils eine
Léange von 25 Nukleotiden besitzen. Eine genaue Beschreibung der Genchips findet sich in Kapitel
11.2.3.4 (S. 48). Das Expressionsprofil der einzelnen Zelllinien ist die Gesamtheit der AvgDiffs
aller Gene des Chips und gibt Auskunft dariiber, welche dieser Gene in welcher Stirke in der
jeweiligen Zelllinie exprimiert sind. Durch den Vergleich des mittleren Expressionsprofils der
beiden IOSE-Referenz-Zelllinien mit dem der einzelnen Ovartumor-Zelllinien wurden
Abweichungen in der Genexpression ermittelt, welche die Tumorzellen von den Referenz-
Zelllinien unterscheidet. Dieser Unterschied wird als sog. Change Factor (CHGF) angegeben (s.
Kap. 11.2.3.7, S. 49). Betragt der CHGF beispielsweise +2, so ist das jeweilige Gen in der
Tumorzelllinie dreimal so stark exprimiert verglichen mit dem Mittelwert der IOSE-Zelllinien
gemdf3 der Formel CHGF = (AvgDiffe,,/ AvgDiffp.sinie) —1 fiir iberexprimierte Gene bzw.
CHGEF = -(AvgDiffgsisiinie/ AvgDiffg,,) +1 flir unterexprimierte Gene.

Um aus der Datenmenge der 12652 erfassten Gene diejenigen herauszufiltern, die bestimmten

Qualitéts- und Relevanzkriterien standhalten, wurden folgende Auswahlbedingungen festgelegt.

Es wurden nur Gene analysiert, die eine signifikante Fluoreszenzintensitit auf dem Genchip
zeigten. Der Schwellenwert des als AvgDiff gemessenen Wertes liegt bei 200. Die Change Factor
Quality wurde fiir alle vergleichenden Analysen mit einem Wert von > 1 festgesetzt (s. Kap.
11.2.3.7, S. 49).
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In dieser Arbeit sollten Gene identifiziert werden, die in den Ovartumor-Zelllinien im Vergleich zu
den Referenz-Zelllinien liberexprimiert sind und fiir sezernierte oder transmembranlokalisierte
Proteine kodieren. Um in diesen Kategorien eine Auswahl an Genen zu erhalten, deren Expression
in der Mehrheit der untersuchten Tumorzelllinen signifikant von derjenigen der Referenz-Zelllinien
abweicht, wurde folgende Rahmenbedingung festgesetzt: Es werden nur Gene erfasst, die in
mindestens sieben der elf verwendeten Ovartumor-Zelllinien mit einem CHGF von > 2 bzw. < -2

dereguliert sind.

Mit diesen Auswahlkriterien wurden 300 deregulierte Gene ermittelt; davon sind 135 Gene in
mindestens sieben von elf Ovartumor-Zelllinien im Vergleich zu den Referenz-Zelllinien

iiberreprasentiert (1,1 %) bzw. 165 Gene unterreprisentiert (1,3 %).

Diese Gene wurden anhand ihrer in der Literatur beschriebenen Funktion oder Zell-Lokalisation
ihrer Protein-Produkte in folgende zehn Kategorien eingeteilt: Enzyme, Transmembran-Proteine,
sezernierte Proteine, intrazelluldre Signalmolekiile, Zellzyklus-Regulatoren, extrazellulire Matrix-
Proteine, Transkriptionsfaktoren, Zytoskelett-Proteine, Proteine anderer Funktion und Proteine

unbekannter Funktion (Genliste s. Tab.16, Anhang ab S. 133).

Kategorien Anzahl der Anzahl der Anzahl der
deregulierten | iiberexprimierten | unterexprimierten
Gene Gene Gene
(CHGF >2) (CHGF <-2)
Enzyme 37 21 16
Transmembran-Proteine 56 31 25
Sezernierte Proteine 47 13 34
Intrazelluldre Signalmolekiile 34 20 14
Zellzyklus-Regulatoren 10 4 6
Extrazelluldre Matrix-Proteine 14 2 12
Transkriptionsfaktoren 28 12 16
Zytoskelett-Proteine 13 7 6
Proteine anderer Funktion 40 15 25
Proteine unbekannter Funktion 21 10 11

Tabelle 10: 300 deregulierte Gene in mindestens sieben aus elf Ovartumor-Zellininen im Vergleich zu I0SE-
Referenz-Zelllinien aus der Affymetrix-Analyse, eingeteilt in zehn Kategorien anhand der Funktion oder
Lokalisierung ihrer Protein-Produkte. Jedes Gen ist nur einmal vertreten. Alle deregulierten Gene sind im Anhang (ab
S. 133) aufgelistet.
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Gemil} dem Ziel dieser Arbeit, tumorassoziierte Zielmolekiile zu identifizieren, die entweder auf

der Oberfliche der Tumorzellen als Zielmolekiile exprimiert werden oder von den Tumorzellen als

moglicher Marker sezerniert werden, konzentrierte sich die Suche nach Kandidatengenen

ausschlieBlich auf {iberexprimierte Gene aus den Kategorien ,,Transmembran-Proteine und

,.Sezernierte Proteine®. Diese sind in Tabelle 11 und 12 aufgelistet.

A NS 212l gl a

Gen-Bezeichnung = | = E E E E
dEHHEERREHEHEE

DDRI1: (CAK), Hs.423573 3 3 3 3 5 5 4 5 4
TGFBR3: TGF receptor beta 3, Hs.342874 -1 1 1
FGFR2:FGF receptor 2, Hs.404081 0 0 0 0
FGFR3: FGF receptor 3 Hs.1420 3 0 1 0 4
ERBB3: Hs.199067 (HER3) 0 1 5 4
CXCR4: chemokine receptor 4, Hs.421986 1 0 1 0 5
CELSR3: Hs.55173 4 4 1 5 4 0 4
IL6R: interleukin 6 receptor Hs.193400 2 4 4 4 0 2 0 3 0
PRAME: melanoma antigen, Hs.30743 0
TIP3 tight junction protein 3 (ZO3) Hs.25527 1 1 3
CLDN3: claudin 3 Hs.25640 -5 0 0 1
CLDN4: claudin 4 Hs.5372 0 0 0 0
CLDN7: claudin 7 Hs.278562 0 0 1 3
TSPAN-1: tetraspan 1 Hs.38972 4
SORLI: sortilin-related receptor Hs.82845 5 3 1
UPKI1B: uroplakin 1B Hs.271580 3 2 0 -5 -1
GPC4, glypican-4 Hs.58367 0 0 1 2
ABCA2: Hs.94806 0 4 3 -2 4 2
TACSTDI: (Ep-CAM) Hs.692 1
KCNKI1: (TWIK-1). Hs.79351 -2 2 2 5 2
ENT2: NBMPR nucleoside transporter Hs.32951 3 3 0 3 2
SLC6AS: solute carrier family 6 Hs.187958 0 2
MUCI: mucin 1 Hs.89603 0| 7] -2 0 4 2
ITGB4: integrin, beta 4 Hs.85266
ITGBS: integrin, beta 8 Hs.52620 2 1 2 4 -3 -3 0 2
CDHI1: E-cadherin Hs.194657 0
L1CAM: L1 cell adhesion molecule, Hs.445201 -1 1 5 -3 4
JAG2: jagged 2 Hs.433445 4 2 3
EFNA3 ephrin-A3 Hs.37054 2 2 1 1 4 2 3 3 3 4
NEO1: neogenin (chicken) homolog 1 Hs.90408 2 -2 -2
FAT2: FAT (Drosophila) homolog 2 Hs.158159 0 0 3 5 1 2 1 4 3

Tabelle 11: Liste der in mindestens sieben aus elf Ovartumor-Zellinien im Vergleich zu den IOSE-Referenz-
Zelllinien iiberexprimierten Gene (CHGF > 2), die fiir Transmembran-Proteine kodieren. Jedes Feld der
Farbmatrix représentiert den CHGF eines Gens. Rote Felder zeigen einen positiven CHGF an, griine Felder einen
negativen CHGF und weille Felder signalisieren einen CHGF von 0. Die Farbséttigung spiegelt die Hohe des CHGF

wider. Die Gene sind nach der UniGene-Datenbank annotiert.
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Gen-Bezeichnung

NMU, neuromedin U Hs.2841
IGFBP2, Hs.433326
WFDC2,(HE4) Hs.2719

SERPINI1 (neuroserpin) Hs.78589
SERPINBI (ovalbumin) Hs.183583
SLPI, Hs.169793

CTSL2, cathepsin L2 Hs.87417
CTSH, cathepsin H Hs.288181
HBP17, Hs.1690

MDK, midkine (NEGF2) Hs.82045
TGFA, Hs.170009

FGF18, fibroblast growth factor 18, Hs.49585
APOE, apolipoprotein E Hs.169401

Tabelle 12: Liste der in mindestens sieben aus elf Ovartumor-Zellinien im Vergleich zu den IOSE-Referenz-
Zelllinien iiberexprimierten Gene (CHGF > 2), die fiir sezernierte Proteine kodieren. Jedes Feld der Farbmatrix
reprisentiert den CHGF eines Gens. Rote Felder zeigen einen positiven CHGF an, griine Felder einen negativen CHGF
und weille Felder signalisieren einen CHGF von 0. Die Farbsittigung spiegelt die Hohe des CHGFs wider. Die Gene sind
nach der UniGene-Datenbank annotiert.

In diesen beiden Genlisten sind auch Gene zu finden, die bereits im Zusammenhang mit
Karzinomen des Ovars zum Zeitpunkt der experimentellen Evaluierung beschrieben waren. Diese
schieden als Kandidatengene fiir weitere Untersuchungen aus, bestitigen aber die Verwendung
dieses Zelllinien-System und die gewéhlten Parameter zu Identifizierung neuer Antigene gemal3 der

Aufgabenstellung.

Von 31 iiberexprimierten Genen wurde fiir folgende zehn Gene bereits eine Rolle in Karzinomen
des Ovars beschrieben: Claudin-3 und -4, CXCR4, DDR1, E-CAD, ErbB3, Ep-CAM, FRFG2,
MUCI und TGFBR3 (s. Kap. IV.2.2, S. 93). Aus den verbleibenden 21 Genen wurden drei Gene
fir weitere Untersuchungen ausgewdhlt. Besonderer Fokus wurde auf Gene gelegt, deren
Proteinprodukte zur Malignitit der Tumorzellen beitragen konnten. Nach einer Literaturrecherche
wurden JAG2, L1ICAM und TSPAN-1 ausgewahlt (s. Kap. IV.2.3, S. 95). Fiir diese Gene war zum
Zeitpunkt ihrer Selektion keine Assoziation mit Ovarkarzinomen bekannt. TSPAN-1 wurde
allerdings zuriickgestellt, da zu diesem Zeitpunkt keine Antikorper fiir den Nachweis des

Proteinprodukts erhéltlich waren.

In der Kategorie der sezernierten Proteine wurden sechs Gene bereits im Kontext mit Karzinomen
des Eierstocks beschrieben (s. Kap. IV.2.1, S. 92). Die sieben Gene, deren Uberexpression in
Ovartumor-Zelllinien zum ersten Mal in dieser Arbeit ermittelt wurde, sind Serpinll, SerpinB1,

Cathepsin L2 und H, HPB17, FGF18 und NMU. Von diesen Genen wurde nur dem Neuropeptid
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NMU noch keine Rolle in Tumorzellen anderer Krebsarten zugesprochen. Mitglieder der
Neuropeptid-Familie sind als Wachstumsfaktoren in die Tumorgenese involviert (Heasley et al.,
2001). Aus diesen Griinden wurde dieses Gen, das eine deutliche Hochregulierung in einem
GroBteil der Ovartumorzelllinien aufweist, als dritter Kandidat fiir weitere Analysen ausgewdhlt (s.

Kap. IV.2.3, S. 95).

1.2 Cluster-Analyse

Mit Hilfe einer sogenannten Cluster-Analyse konnen Gene und Zelllinien in Gruppen mit
dhnlichem Expressionsmuster eingeteilt werden. Mit dem Verfahren des hierarchischen Clusterns
(Eisen et al., 1998) entstehen einerseits Cluster von Genen, die dhnlich in verschiedenen Zelllinien
exprimiert werden, und andererseits erfolgt eine Gruppierung der Zelllinien anhand der Ahnlichkeit

ihres Genexpressionsprofils.

Da die verwendeten Zelllinien von Ovartumoren verschiedener Patientinnen abstammen, sollte
durch die Cluster-Analyse ermittelt werden, in wie weit die Abweichungen in der Genexpression
(CHGFs) der untersuchten Ovartumor-Zelllinien zu den Referenz-Zelllinien auf die bekannten
Merkmale der Zelllinien zuriickzufiihren sind. Diese Ahnlichkeiten konnen in dem sogennanten
Dendrogramm abgelesen werden, das sich iiber den Bezeichnungen der Zelllinien befindet (s. Abb.
4, S. 61). Gen-Cluster, die Aufschluss liber gemeinsam regulierte Gene geben konnen, sind nicht

eingezeichnet, da nur Gene aus bestimmten Kategorien fiir diese Arbeit im Vordergrund standen.

Das Dendrogramm ordnet die Zelllinien in zwei Hauptgruppen, die wiederum in zwei
Untergruppen untergeteilt sind. OV-MZ-9 und OV-MZ-30 zeigen groBe Ahnlichkeit im
Genexpressionprofil und wurden beide aus Tumorzellen der Pleura-Fliissigkeit etabliert. Ebenso
bilden GG und OV-MZ-15 eine gemeinsame Untergruppe. Beide wurden aus Tumorzellen solider
Tumoren isoliert, wobei die Zelllinie OV-MZ-15 aus einem Ovarkarzinom, die Zelllinie GG
dagegen aus einer Netzmetastase etabliert wurde. Die anderen Zelllinien stammen von Tumorzellen
ab, die aus Aszitesfliissigkeit gewonnen wurden. Diese weisen keine auffallenden Unterschiede im
Genexpressionprofil zu den Zelllinien auf, die aus Pleuralfliissigkeit oder soliden Tumoren
gewonnen wurden. Die histologische Klassifizierung der Ursprungstumoren, von denen die
Zelllinien abstammen, sowie deren Stadium und Differenzierungsgrad (s. Tab. 4, S. 27) spiegelt
sich nicht in der Gruppierung der Zelllinien wider. Gene, die aus dieser Analyse hervorgehen,
kennzeichnen also nicht nur einen bestimmten Subtyp bzw. Stadium. Weitere Informationen zu den
Zelllinien, die ndheren Aufschluss z. B. iiber die Bildung der beiden Hauptgruppen geben konnten,

standen nicht zur Verfiigung.
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OV-MZ-15
OV-MZ-6

Abbildung 4: Auswertung von Expressionsprofilen mittels hierarchischer Cluster-Analyse nach Eisen et al (1998).
hierbei werden die untersuchten Zelllinien (horizontal) und die 300 deregulierten Gene (vertikal) nach Ahnlichkeiten im
Expressionsmuster sortiert. Jedes Feld der Farbmatrix repriasentiert den CHGF eines Gens. Rote Felder zeigen einen
positiven CHGF an, griine Felder einen negativen CHGF und weifle Felder signalisieren einen CHGF von 0. Die
Farbsittigung spiegelt die Hohe des CHGFs wider. Das Dendrogramm zeigt die Ahnlichkeiten zwischen den Ovartumor-
Zelllinien an.
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1.3 Bestitigung der Affymetrix-Ergebnisse durch semiquantitative RT-PCR

Um die Ergebnisse der Affymetrix-Experimente mit einer unabhéngigen Methode zu bestétigen,
wurden ingesamt sieben ausgewdihlte Gene, darunter drei Kandidatengene (s. Kap III.1.1, S. 56)
mittels semiquantitativer Echtzeit-RT-PCR im LightCyler Gerét hinsichtlich der Expression ihrer
mRNA untersucht (s. Kap. 11.2.2.6, S. 44). Diese Technologie bietet ein hochsensitives Verfahren
zur RNA-Quantifizierung und kann im Vergleich zur Northern-Analyse mit relativ wenig RNA
durchgefiihrt werden. Letzteres war in diesem Fall entscheidend, da von vier der verwendeten 13
Zelllinien die verfiigbare Menge an Gesamt-RNA sehr begrenzt war. Pro Ansatz wurde 1 ug
Gesamt-RNA mittels Zufalls-p(dN)s-Primern revers transkribiert und ein Zehntel davon im zweiten
Schritt mit Gen-spezifischen Primern im LightCycler Gerét amplifiziert. Die Werte wurden auf die
als Standard definierte Expression des Haushaltsgens Cyclophilin A aus einer 1:10-Verdiinnung der
cDNA der Zelllinie OV-MZ-1 bezogen, die bei jedem Lauf mitamplifiziert wurde. Da die meisten
Zielgene schwicher exprimiert waren als Cyclophilin A, wurden die Werte der Zielgene mit 1000
multipliziert, um positive Werte zu erhalten. Wurde also bei einem Zielgen der gleiche
Kreuzungspunkt ermittelt wie bei der 1:10-Verdiinnung von Cyclophilin A, so betrigt sein Wert
100 (s. Kap. 11.2.2.6.2, S. 44). Diese Relation wurde gewéhlt, um alle getesteten mRNA auf einen
gleichen Wert zu bezichen. Zur Abgleichung der Werte (Normalisierung) wurde die 18S
ribosomale RNA verwendet, da sich diese als konstanter Bezugspunkt zur Bestimmung gleicher

Mengen und gleich effizient verlaufender cDNA-Synthese herausstellte (s. Kap. 11.2.2.6.3, S. 45).
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Abbildung 5: Exemplarische Darstellung des Verlaufs einer PCR mit dem LightCycler Gerit (DDR1). 1 pg
Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und ein Zehntel davon mit Gen-spezifischen Primern im LightCycler Gerit
amplifiziert. Die Fluoreszenz der einzelnen Proben ist halblogarithmisch in Abhéngigkeit der Zyklenzahl dargestellt. Je
hoher die Anzahl an Transkripten in einer Zelllinie ist, desto friiher erreicht die Fluoreszenz der Amplifikate die log-
lineare Region. Die Wasserkontrolle ist in blau, die Cyclophilin A-Kurve als relativer Bezugspunkt ist in pink dargestellt.
Die anders-farbigen Kurven zeigen die Expression von DDRI1 in den jeweiligen Zelllinien an (siche Legende in
Abbildung).
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Mittels Schmelzkurvenanalyse wurden die amplifizierten Produkte hinsichtlich ihrer Spezifitit

untersucht und die Primer dementsprechend optimiert.
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung einer Schmelzkurve (DDR1). Schmelzkurve zum Nachweis der
spezifischen Amplifizierung eines PCR-Produktes. Die blaue Kurve zeigt den Schmelzpunkt von Primer-Dimeren an, die
sich in der Wasserkontrolle ohne cDNA-Matritze bilden. Die pinkfarbene Kurve gibt den Schmelzpunkt des Cyclophilin
A PCR-Produktes an. Die anders-farbigen Kurven zeigen den Schmelzpunkt des DDR1 PCR-Produktes.

Durch die als Standard definierte Bezugsgrofle der Cyclophilin A-Verdiinnung wurden die
Kreuzungspunkte in relative Werte umgerechnet, die sich in Diagrammen darstellen lassen. Zum
direkten Vergleich sind in Abbildung 7 (s. S. 64 - 66) die Genexpressionsdaten (AvgDiff) der
Affymetrix-Analyse dargestellt.
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Abbildung 7: Bestiitigung der Affymetrix-Daten mit semiquantitativer RT-PCR basierend auf dem LightCycler
System. 2 pl cDNA wurden mit Gen-spezifischen Primern amplifiziert. Die Expression der Gene ist relativ zu
Cyclophilin A dargestellt. Auf der linken Seite sind zum Vergleich die Expressionswerte aus der Affymetrix-Analyse
(AvgDiff) dargestellt. Affymetrix-Analyse: A,C;E;G;I;K;M; RT-PCR-Analyse: B;D;F;H;J;L;N; A,B: DDRI1; C,D: E-
CAD; E,F: TSPAN-1; G,H: SLPI; L,J: NMU; K,L: LICAM; M,N: JAG2. Normalisierung erfolgte auf die Expression der
18S rRNA.

Die differentielle Expression der getesteten Gene in den Ovartumor-Zelllinien im Vergleich zu den
IOSE-Referenz-Zelllinien konnte in allen Féllen bestitigt werden. In einigen Féllen sind
Schwankungen in der Genexpression im Vergleich der beiden Methoden zu sehen. Diese kdnnen
zum einen aus der unterschiedlichen reversen Transkription entstehen, da im Genchip-Experiment
poly-T-Primer und in der RT-PCR Zufallshexamer-Primer eingesetzt wurden, um die 18S rRNA
als Kontrolle verwenden zu kénnen. Zum anderen wurden die Gen-spezifischen Primer fiir die RT-
PCR im offenen Leserahmen der jeweiligen mRNA gewihlt, wihrend die Oligonukleotide, die auf

den Genchips verwendet werden, bevorzugt aus dem 3’-untranslatierten Bereich stammen.

Die Unterschiede in der Genexpression zeigen, dass eine Bestitigung der Affymetrix-Daten
unerlésslich ist. Gleichzeitig kann man aber erkennen, dass die Auswahlkriterien der Affymetrix-
Analyse fiir Kandidatengene, die in den Ovartumor-Zelllinien im Vergleich zu den IOSE-Referenz-
Zelllinien iiberexprimiert sind, hoch genug angesetzt sind, um einer Bestitigung der differentiellen

Expression mit einer unabhidngigen Methode standzuhalten.
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1.3 Bestitigung der deregulierten Kandidatengene mittels Northernanalyse

Die Bestitigung der Affymetrix-Ergebnisse wurde mittels semiquantitativer RT-PCR durchgefiihrt,
da sich diese Methode sehr gut zum Quantifizieren von Transkripten eignet und da die RNA von
vier der 13 verwendeten Zelllinien nur in sehr begrenzten Mengen zur Verfiigung stand. Um aber
die Affymetrix- und RT-PCR-Daten mit einer gingigen Methode zum direkten Nachweis der RNA
vergleichen zu konnen und um die TranskriptgroBBen sichtbar zu machen, wurden die Transkripte
der Kandidatengene NMU, LICAM und JAG2 mittels Northernanalyse in neun der verwendeten
elf Zelllinien untersucht (s. Kap. 11.2.2.3, S. 42). Die erwartete Lange der mRNA betrégt fiir NMU
818 Nt. Fiir LICAM und JAG2 sind zwei Isoformen bekannt. Die erwarteten Lingen fiir die
Isoformen von LICAM sind 4525 Nt bzw. 4513 Nt und fiir JAG2 5077 Nt bzw. 4963 Nt (s.
UniGene-Datenbank). Die Unterschiede in der Lange der Transkripte sind aber in beiden Féllen zu
gering, um als Finzelbanden sichtbar gemacht zu werden. Die Deregulierung der Gene konnte

bestdtigt werden.
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Abbildung 8: Northernanalyse der drei Kandidatengene in zwei IOSE-Referenz-Zelllinien und sieben
Ovartumorzelllinien. 8 pg Gesamt-RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran {ibertragen.
Der Nachweis erfolgte mit radioaktiv markierten, Gen-spezifischen Sonden im Bereich des ORF. A: NMU; B: L1ICAM;
C: JAG2; D: GAPDH-Kontrolle.
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1.4 Expressionsanalyse der Kandidatengene in Ovartumorgeweben

Da Zelllinien in Kultur aufgrund ihrer verinderten Umgebung nicht exakt das gleiche
Genexpressionsmuster zeigen wie Tumorzellen in vivo, wurde die Expression der Kandidatengene
in  Tumorgewebeproben des Eierstocks untersucht. Verwendet wurden ausschlielich
Gewebeproben aus schlecht differenzierten humanen Ovarkarzinomen (G3). Dazu wurde pro
Ansatz 1 pg Gesamt-RNA aus 38 verschiedenen Ovartumorproben und einem Normalgewebe des
Ovars mittels Zufalls-p(dN)s-Primern revers transkribiert. Ein Zehntel der entstandenen cDNA
wurde mit Gen-spezifischen Primern im LightCycler Gerét amplifiziert. Die Werte wurden auf die
als Standard definierte Expression des Haushaltsgens Cyclophilin A aus einer 1:10-Verdiinnung der

cDNA der Zelllinie OV-MZ-1 bezogen (s. Kap. 11.2.2.6.2, S. 44).
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Abbildung 9: Relative Expression der mRNA von drei Kandidatengenen in 38 Ovartumorgewebeproben im
Vergleich zu normalem Ovargewebe (K) mit semiquantitativer RT-PCR basierend auf dem LightCycler System. 2
ul cDNA wurden mit Gen-spezifischen Primern amplifiziert. Die Expression der Gene ist relativ zu Cyclophilin A
dargestellt. Als Kontrolle (K) wurde RNA isoliert aus normalem Ovargewebe verwendet. Normalisierung erfolgte auf die
Expression der 18S rRNA. A:JAG2; B: LICAM; C: NMU.

Eine deutliche Uberexpression im Vergleich zur Kontrolle aus normalem Ovargewebe (mind.
fiinffach) war bei NMU in 24 (53 %), bei JAG2 in 25 (66 %) und bei L1ICAM in 16 der 38
Ovartumor-Gewebeproben (42 %) zu sehen. Ein Vergleich mit der Genexpression der IOSE-
Referenz-Zelllinien war nicht moglich, da die Werte auf die Expression der 18S rRNA normalisiert
wurden, welche in ihrer Expressionshohe nicht mit derjenigen in den Gewebeproben vergleichbar

ist.
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1.5 Expressionsstudien auf Proteinebene

Nachdem die Affymetrix-Daten auf RNA-Ebene bestitigt werden konnten, wurde die
Expressionsanalyse der Kandidaten auf Proteinebene ausgeweitet. Mittels Immunhistochemie von
Paraffinschnitten humaner Ovartumoren sollten die Proteine der Kandidatengene und ihre
Lokalisierung in den Zelltypen der Gewebeproben nachgewiesen werden. Um die Spezifitit der
jeweiligen Antikorper zu untersuchen, wurden diese zundchst mittels Westernblot-Analyse im
Lysat bzw. Uberstand einer Ovartumor-Zelllinie getestet. Die Proteine NMU und JAG2 konnten
nicht eindeutig identifiziert werden, da die getesteten Antikdrper starke Kreuzreaktionen zeigten.

Aus diesem Grund wurden weitere Analysen auf L1CAM beschrinkt.

1.5.1 Spezifischer Nachweis des L1CAM-Proteins

Um die Spezifitit des monoklonalen L1CAM-Antikérpers UJ127 (s. Tab. 7, S. 30) zu testen,
wurden 10 pg des Gesamtproteins aus dem Zelllysat der Ovartumor-Zelllinie GG, die eine
deutliche Expression der LICAM-mRNA zeigte, elektrophoretisch aufgetrennt und nach dem
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran immunologisch nachgewiesen (s. Kap. 11.2.5.1-5, S. 51-
52). Die verwendeten Zellen wachsen adhirent und wurden schonend mit Akkutase vom Boden der
Kulturflasche abgeldst, um membranstdndige Proteine nicht zu degradieren. LICAM ist Mitglied
der Immunglobulin-Superfamilie und besteht aus 1257 Aminosduren und 22 mdglichen N-
Glykosilierungstellen. Das Molekiil ist aus vier Strukturelementen aufgebaut. Die extrazelluldre
Region ist aus sechs Immunglobulin(Ig)-dhnlichen Doménen und fiinf Fibronektin TypIII(FNIII)-
dhnlichen Doménen zusammengesetzt (Nayeem et al., 1999). Nach einer kurzen Transmembran-

Domaine folgt ein kiirzerer zytoplasmatischer Teil.

» L Ly
gl
I

g2

g3

g4

1g5
L1200 le6 Abbildung 10: Schema des L1CAM-Proteins nach Fogel et al. (2003).
- Zu sehen ist eine schematische Darstellung des L1CAM-Molekiils und
zwei proteolytische Spaltstellen. Die extrazellulire Domédne besteht aus
N sechs Ig-Doménen gefolgt von fiinf Fibronektin TypIII(FNIII)-dhnlichen
~ N s 2 Dominen. Die Spaltstelle fiir Plasmin befindet sich in der dritten FNIII-
1 dhnlichen Doméne (gepunktete Linie) und erzeugt ein membransténdiges
II M 85 kD und ein 16sliches 140 kD Fragment. Die Spaltstelle fir ADAM10
1 N befindet sich zwischen der fiinften FNIII-dhnlichen Doméne und der
S o ---- Transmembran-Doméne (gestrichelte Linie) und erzeugt ein 16sliches 200
1185 kD und ein membranstindiges 32 kD Fragment. Die Bindestellen der
1132 L1.220 verwendeten Antikorper sind eingezeichnet (nach Mechtersheimer et al.,
2001): (I) mAb 5G3 (nur fiir FACS-Analyse, s. Kap. 111.2.1.3, S. 82); (II)

mADb UJ127.
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Das Molekulargewicht von L1ICAM betragt 200 - 220 kD, je nach Glykosilierungszustand
(Nayeem et al., 1999). Das Protein besitzt zwei bekannte Spaltstellen fiir posttranslationale
Spaltungen in vivo. Die Serin-Protease Plasmin spaltet L1ICAM in der dritten FNIII-dhnlichen
Doméne. Die Spaltung an dieser Stelle resultiert in einem l8slichen Amino-terminalen Fragment

von ca. 140 kD und einem membranstdndigen Fragment von ca. 85 kD (Nayeem et al., 1999).

AuBer Plasmin ist die Metalloprotease ADAMI10 in der Lage, LICAM zu spalten. Die Spaltung
erfolgt extrazellular zwischen der fiinften FNIII-d4hnlichen Doméne und der Transmembran-
Domaéne und resultiert in einem loslichen 200 kD Fragment und einem membranstindigen 32 kD

groflen Fragment (Mechtersheimer et al., 2001).

o «— 220kD

Abbildung 11: Westernblot-Analyse von L1ICAM.
Zum Nachweis des LICAM Proteins wurde der mAb
UJ127 verwendet 10 pg Gesamtprotein aus dem
Lysat der Ovartumor-Zelllinie GG  wurden
elektrophoretisch in einer SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine Nylonmembran transferiert. Zu sehen
sind zwei Banden bei 220 und bei 85 kD.

+—— 85kD

Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, zeigt der mAb UJ127 spezifische Bindung sowohl an die 220 kD
als auch an die 85 kD groBBen membranstindigen Formen von L1CAM. Das Molekiil wird
anscheinend zu einem gewissen Anteil von Plasmin gespalten. Spaltung durch ADAMI10 kann mit
diesem Antikdrper nicht nachgewiesen werden, da der Antikdrper nicht mehr an das prozessierte

membranstdndige 32 kD-Fragment binden kann (s. Abb. 10, S. 70).
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1.5.2 Nachweis von LICAM durch Immunzytochemie

Nachdem die Expressionsunterschiede der Kandidatengene auf RNA-Ebene bestitigt werden
konnten, wurde untersucht, ob die jeweiligen Proteine ebenfalls differentiell exprimiert werden und
ob die Lokalisierung in der Zelle korrekt ist. Dazu wurden die Referenz-Zelllinie IOSE 144 und die
Ovartumor-Zelllinie GG verwendet, um die L1CAM-Expression der Zelllinie aus gesundem
Ovarepithel mit derjenigen der Ovartumor-Zelllinie vergleichen zu konnen. Eine definierte Zellzahl
wurde {iber Nacht auf einem Deckglas kultiviert und am nédchsten Tag fixiert. Die Farbung erfolgte
mit dem primdren LICAM mAb UJ127 und einem Cy3-gekoppelten Sekundir-Antikérper und
zeigt im Bild rote Fluoreszenz. Die Zellkerne wurden mit DAPI-Blau geféarbt (s. Kap. 11.2.5.6, S.
53). Die beiden Einzelbilder der Cy3- und der DAPI-Farbung wurden iibereinander gelegt.

Abbildung 12: Immunzytochemie der L1CAM Proteinexpression in der SV-40 large T immortalisierten
Ovarepithel-Zelllinie IOSE 144 und der Ovartumor-Zelllinie GG. A: I0SE 144; B: GG; Die Zellen wurden auf
Deckgléser fixiert und permeabilisiert. Die Proteinexpression wurde mit dem primédren L1ICAM mAb UJ127 und einem
Cy3-gekoppelten Sekundér-Antikdrper nachgewiesen und ist an der Rot-Farbung zu erkennen. Die Zellkerne wurden mit
DAPI-Blau gefarbt. Die Einzelbilder wurden iibereinandergelegt. VergroBerung: GG: 0,1675 nm/pixel; IOSE 144:
0,22333 nm/pixel.

In Abbildung 12 kann man deutlich den Unterschied in der Expression zwischen den verwendeten
Zelllinen feststellen. Wie schon auf RNA-Ebene gezeigt wurde, ist LICAM in der Ovartumor-
Zelllinie im Vergleich zu der Referenz-Zelllinie IOSE 144 aus gesundem Ovarepithelgewebe stark
iiberexprimiert. Zudem ist klar zu erkennen, dass das L1CAM-Protein auf der Oberfliche der
Zellen lokalisiert ist. An Zell-Zell-Kontakten scheint das Protein verstdrkt vorhanden zu sein. Die
schwicheren Signale im Inneren der GG-Zellen konnen nicht eindeutig als zytoplasmatisch
interpretiert werden, da die starke Fluoreszenz der Zellmembran durch mehrere Ebenen hindurch
sichtbar ist. Dies konnte nur durch eine konfokale Mikroskopie bestimmt werden, die es moglich

macht, eine Ebene isoliert zu betrachten.



Ergebnisse 73

Die rot fluoreszierenden IOSE-Zellen im Mittelpunkt der Abbildung 12A scheinen mdglicherweise
durch die Immortalisierung mit dem groflen SV-40 T-Antigen entartet zu sein und zeigen Cy3-
Féarbung. Die vergroBerten Zellkerne konnen durch karyotypische Instabilitdt erkliren werden, wie
sie bei SV40 large T-immortalisierten Zellen verkommen kann (Toouli et al., 2002). Solche Zellen
waren sehr selten zu beobachten (ca. 1 %o) und verdeutlichen hier die Uberlagerung der beiden

Férbungen, da die IOSE 144-Zellen mit typischem Zellkern L1CAM-negativ waren.

1.5.3 Expression von L1ICAM in Tumor- bzw. Normalgewebe des Ovars

Mittels Immunhistochemie wurde die L1CAM-Expression auf Proteinebene in Gewebeschnitten
humaner Ovartumorproben untersucht. Bei dieser Methode sind die verschiedenen Zelltypen
innerhalb des Gewebeschnitts eindeutig voneinander abgrenzbar. So ist genau erkennbar, in
welchen Zelltypen L1CAM exprimiert wird, was bei der Untersuchung von RNA aus
homogenisiertem Gewebe nicht hervorgeht. Zudem ist die Lokalisierung des Proteins in der Zelle
zu erkennen. Die Methode wurde zundchst an Paraffinschnitten eines endometrioiden
Adenokarzinom des Ovars etabliert und zum Vergleich ein Gewebeschnitt durch normales
Ovargewebe mitgeférbt (s. Kap. II.1.1.2, S. 28). Nach Demaskierung des Antigens und Séttigung
unspezifischer Bindungen wurden die Schnitte iiber Nacht mit dem L1CAM mAb UJ127 inkubiert.
Die Farbung erfolgte nach Inkubation mit einem sekundiren Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus-
Antikorper mit dem Substrat DAB (s. Kap. 11.2.6.2, S. 54), das zu einem braunen Niederschlag

umgesetzt wird. Die Zellkerne wurden mit Hémalaun blau gegengefarbt.

| P

Abbildung 13: Immunhistochemische Firbung von Paraffinschnitten aus humanen Tumoren und Normalgewebe
des Ovars mit LICAM mAb UJ127. Verwendet wurde der LICAM mAb UJ127 und ein sekundérer Peroxidase-
gekoppelter Anti-Maus-Antikérper. Die Farbung erfolgte mit DAB-Substrat, die Gegenfirbung mit Hamalaun. A:
L1CAM-negatives Normalgewebe des Ovars. B: LICAM-positives endometrioides Adenokarzinom des Ovars (G2).
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In Abbildung 13A sind die Oberflichenzellen im Normalgewebe des Ovars als einschichtiges
Epithel angeordnet, in welchem L1CAM-Expression nicht nachweisbar war. Das Endothel der
Blutgefifie zeigte L1CAM-Féarbung. In den entarteten Epithelzellen des Ovartumorgewebes in
Abbildung 13B ist dagegen L1CAM deutlich exprimiert und membranstindig lokalisiert. Man
erkennt die L1CAM-positven Tumorzellen benachbart zu den kleineren, ungefiarbten Stromazellen

des Ovargewebes.

Um die L1ICAM-Expression in einer groleren Anzahl verschiedener Tumoren des Eierstocks zu
untersuchen, wurde ein Gewebe-Array angefarbt (s. Kap. 11.1.6.2, S.31). Dies ist ein Objekttrager,
auf dem 58 Schnitte von Tumorgewebeproben verschiedener Patientinnen fixiert sind. Die
Gewebeproben stammen von Ovartumoren verschiedener Histologie und vier Metastasen. Die
immunhistochemische Farbung wurde auf die gleiche Weise wie bei den einzelnen
Gewebeschnitten durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Pathologen der

Frauenklinik Ulm.

Epitheliale Tumoren Nicht epitheliale Tumoren des
des Ovars Ovars und Metastasen

Histologie ++ - Histologie ++ -
Serose Karzinome 7 6 | Granulosazelltumoren 0 3
Endometrioide Karzinome 4 0 | Sertoli-Leydig Tumoren 0 2
Borderline Tumoren 0 8 | Thekome 0 6
Klarzellige Karzinome 4 1 | Stroma ovarii 0 1
Brennertumoren 0 1 | Fibrome 2 2
Gemischte Karzinome 1 1 | Dysgerminome 0 4
Undifferenzierte Karzinome 1 0 | Metastasen 0 4

Tabelle 13: Auflistung der S8 verschiedenen epithelialen und nicht epithelialen Ovartumoren bzw. Metastasen des
Gewebe-Arrays und ihre LICAM-Firbung. L1CAM-Férbung ist in positiv (++) oder negativ (-) unterschieden.

Um einen Uberblick iiber die Expression von LICAM in den verschiedenen Tumoren zu
bekommen, wurden die Gewebeschnitte in Tumoren epithelialer und nicht epithelialer Herkunft
eingeordnet. In 17 der insgesamt 26 untersuchten epithelialen Tumoren konnte L1CAM
nachgewiesen werden (65 %). Ausgenommen wurden die Borderline-Tumoren, die zwar

epithelialen Ursprungs sind, aber im Vergleich zu den anderen Karzinomen eine besonders gute
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Prognose haben. Auffillig war, dass in keinem der acht Borderline-Tumoren L1CAM-Farbung zu
erkennen war. Von den insgesamt 20 nicht epithelialen Ovartumoren zeigten zwei Proben L1CAM-
Féarbung (10 %). Dabei handelte es sich um sehr selten auftretende Fibrome. Die Metastasen, zu

denen keine ndheren Angaben zu Herkunft und Histologie bekannt sind, waren L1CAM-negativ.

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der immunhistologischen Férbung des Tumorgewebe-Arrays in

einer Ubersicht mit Ausnahme der Metastasen zusammengefasst.

Epitheliale Borderline Nicht epitheliale
L1CAM-Farbung
Ovartumoren Tumoren Ovartumoren
++ 17 0 2
- 9 8 18

Tabelle 14: Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung eines Gewebe-Arrays mit 54 verschiedenen
Ovartumoren grob unterteilt in epitheliale Tumoren, Borderline-Tumoren und nicht epitheliale Tumoren.
L1CAM-Firbung ist in positiv (++) und negativ (-) unterschieden.

Da die einzelnen Tumorausschnitte mit 2 mm Durchmesser sehr klein waren, konnte nicht vollig
ausgeschlossen werden, dass ein als L1CAM-negativ beurteilter Tumor L1CAM exprimiert, da er

nicht in seinem vollen Querschnitt untersucht werden konnte. Reprisentative Farbungen sind in

Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis von L1ICAM im Ovartumorgewebe-Array. Verwendet wurde der
L1CAM mAb UJ127 und ein sekundérer Peroxidase-gekoppelter Anti-Maus-Antikorper. Die Farbung erfolgte mit DAB-
Substrat, die Gegenfarbung mit Himalaun. Gezeigt werden repréasentative Farbungen eines L1CAM-positiven Fibroms
(A, B), eines LICAM-negativen Borderline-Tumors (C), eines L1CAM-negativen Fibroms (D), eines L1CAM-positiven
serdsen Karzinoms (E, G) und eines L1CAM-positiven endometrioiden Karzinoms (F, H).
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10 - 20 % aller epithelialen Tumoren sind Borderline-Tumoren, die im Gegensatz zu malignen
Karzinomen mit einer auBlergewohnlich guten Prognose verbunden sind (Zanetta et al., 2001).
Allerdings ist dieser Subtyp von Karzinomen oft nur schwer von invasiven Karzinomen zu
unterscheiden. Bisher gibt es keinen histologischen Marker, der eine eindeutige Abgrenzung
ermdglicht. Nach dem Ergebnis des Ovartumorgewebe-Arrays stellte sich die Frage, ob LICAM
moglicherweise als histologischer Marker geeignet ist, um Borderline-Tumoren von Karzinomen
zu unterscheiden. Um diese Frage zu kldren, wurden gezielt Gewebeschnitte von Karzinomen und
Borderline-Tumoren des Ovars einer immunhistologischen Analyse unterzogen (s. Kap. 11.1.1.2, S.

28).

Da diese Gewebeschnitte komplette Querschnitte durch Ovartumoren darstellen, konnte hier die
Intensitdt der L1CAM-Fiarbung genauer beschrieben werden. So wurden grof3flachig und stark
gefdrbte Tumoren mit ++ (iiber 70 % positive Tumorzellen), Tumoren, die eine schwichere und
differenzierte L1CAM-Firbung zeigten mit + (unter 40 % positive Tumorzellen), und L1CAM-

negative Tumoren mit - gekennzeichnet.

Intensitit der Borderline
Karzinome
L1CAM-Firbung Tumoren
++ 9 3
+ 7 2
- 6 12

Tabelle 15: Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung von insgesamt 39 Tumoren des Ovars unterteilt in
22 Karzinome und 17 Borderline-Tumoren. LICAM-Firbung ist in stark gefdrbten Tumoren mit ++ (iiber 70 %
positive Tumorzellen), in Tumoren, die eine schwéchere und differenzierte L1CAM-Farbung zeigten mit + (unter 40 %
positive Tumorzellen), und in LICAM-negativen Tumoren mit - gekennzeichnet.

Von insgesamt 22 Karzinomen waren 16 L1CAM-positiv (73 %), wobei in neun Karzinomen die
Farbung sehr stark und groBflachig war (++). In den getesteten Borderline-Tumoren konnte in fiinf
von insgesamt 17 Gewebeschnitten L1CAM nachgewiesen werden (29 %), davon in drei Proben in
der iiberwiegenden Mehrheit der Tumorzellen. Représentative Farbungen sind in Abbildung 15

dargestellt (s. S. 78).
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Abbildung 15: Immunhistochemische Firbung von Paraffinschnitten aus humanen Karzinomen und
Normalgewebe des Ovars mit LICAM mAb UJ127. Verwendet wurde der LICAM mAb UJ127 und ein
sekundédrer Peroxidase-gekoppelter Anti-Maus-Antikdrper. Die Férbung erfolgte mit DAB-Substrat, die
Gegenfirbung mit Hadmalaun. Gezeigt werden reprdsentative Firbungen eines schwach L1CAM positiven
Adenokarzinoms (A), eines stark LICAM positiven Adenokarzinoms (B), eines LICAM positiven Borderline-
Tumors (C), und eines LICAM positiven Adenokarzinoms, besonders stark gefarbt am invasiven Pol zum
benachbarten Stroma (D).
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2. Untersuchungen zur Funktion von L1CAM in Ovarkarzinom-Zellen

anhand stabiler Transfektanten

LICAM ist im Vergleich zu den IOSE-Referenz-Zelllinien in acht der elf untersuchten Ovartumor-
Zelllinien deutlich tiberexprimiert und in Tumorgeweben vorwiegend in malignen Karzinomen
exprimiert. Zelladhdsionsmolekiile spielen bei der Verbreitung von Tumorzellen eine wichtige
Rolle. Um zu untersuchen, ob die Expression von LICAM zur Malignitdt von Ovartumor-Zellen
beitrdgt, wurden stabile Transfektanten hergestellt. Dazu wurde in eine Ovartumor-Zelllinie, die
iber eine sehr geringe endogene L1CAM-Expression verfiigt, der offene Leserahmen von LICAM
unter einem konstitutiv aktiven Promotor eingefiihrt. Durch den Vergleich der Transfektanten mit
ektopischer L1CAM-Expression und Kontroll-Transfektanten, welche den Vektor ohne L1CAM-
Insertion erhalten haben (Vektor-Transfektanten), sollte der Einfluss des Proteins auf den Phénotyp
dieser Zelllinie in verschiedenen zelluldren Experimenten untersucht werden. Die Ovartumor-
Zelllinien OV-MZ-2 und OV-MZ-30 zeigten eine sehr geringe Expression von L1CAM und
stellten daher geeignete Zielzellen fiir die Transfektion dar. Da nur die Zelllinie OV-MZ-2 in
unserem Labor zur Kultivierung bereitstand, wurde diese verwendet. In Vorversuchen zeigte sich,

dass sie mit ausreichender Effizienz (16 %) transfiziert werden konnte.

2.1 Herstellung und Verifizierung stabiler Transfektanten von LICAM

2.1.1 Konstruktion des Expressionsvektors

Die kodierende Sequenz von L1ICAM (3771 bp) wurde mittels PCR durch die Primer
L1CAMFL3Notl for und LICAMFL2Xbal rev (s. Tab. 6, S. 28) aus cDNA der Zelllinie DW
amplifiziert, die eine starke L1CAM-Expression aufweist, und iber die eingefiigten
Restriktionsschnittstellen Notl bzw. Xbal in die multiple Klonierungsstelle des Vektors
pcDNA3.1/Hygro (s. Abb. 2, S. 29) ligiert. Der offene Leserahmen (ORF) des L1CAM-Gens
wurde unter die Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-Promotors gebracht. Da der ORF mit 3771
bp relativ groB} ist, wurde ein spezielles PCR-Reaktionssystem verwendet, das bis zu 5 kb fehlerfrei
amplifizieren kann (s. Kap. 11.2.4.4, S. 51). Das fertige Konstrukt wurde durch Sequenzierung
mittels {iberlappender Primer iiberpriift (Medigenomix, Miinchen). Dabei stellte sich heraus, dass
die Sequenz des amplifizierten ORF einer Isoform von LICAM entspricht, in welcher die Exons 2
und 27 deletiert sind (s. Kap. 111.2.1.2, S. 80). Eine andere Isoform konnte auch aus der Zelllinie
GG, die ebenfalls eine starke L1CAM-Expression zeigte und zuséitzlich verwendet wurde, nicht

isoliert werden. L1CAM,,,7 stellt also in diesen Zelllinien die vorherrschende Isoform von
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L1CAM dar und wurde daher fiir die Transfektion und anschlieBende Experimente verwendet. Der

OREF dieser Isoform hat eine Lange von 3744 bp.

Der entstandene Vektor wurde als L1CAMa,,7-pcDNA3.1/Hygro bezeichnet.

bp
8576 4 _
7427 [
6106 e bt <+«—— 56kb
4899 R

<«—— 3,7kb
3639
2799
1953 Abbildung 16: Vektor LI1CAM,;,;-
1882 pcDNA3.1/Hygro geschnitten mit Xba I
1515 und Not I. Auftrennung der Fragmente
1482 erfolgte im 1 %igen Agarose Gel. Der
1164 linearisierte Vektor hat eine GréBe von 5,6
992 kb. Die Insertion zeigt die GroBe des ORF

der Isoform von LICAM (3744 bp).

710

2.1.2 Isoform L1CAMa2 27

Wie im vorigen Kapitel beschrieben konnte aus den Ovartumor-Zelllinien DW und GG nur die

SpleiBvariante L1CAM,, 7 isoliert werden. Auf genomischer Ebene besteht L1CAM aus 28 Exons.

0o o \j\jm]p:
T

Exon 2 Exon 27
ATGAAGGACACCATG AGGTCCCTGGAG
YEGHH RSLE

Abbildung 17: Schematische Anordung der genomischen Exon-Intron-Struktur von LICAM. Die grauen Kisten
stellen die GroBe der Exons, die verbindenden Linien die Grofle der Introns dar. Die Exons 2 und 27 sind mit Pfeilen
angezeigt und ihre Nukleotid- und Aminoséure-Sequenz ist angegeben.

Die Isoform, die alle 28 Exons exprimiert, wurde bisher nur in Nervenzellen beschrieben. Nicht-
neuronale Zellen exprimieren eine Isoform von L1ICAM, welcher das Exon 27, das flir vier

Aminosduren (RSLE) kodiert, fehlt (Miura et al., 1991; Reid und Hemperly, 1992).
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Ig Doménen FN-III-dhnliche Doménen Zytoplasmatische
Doméne

NH, COOH
Neuronale Isoform .E TFGEY RSULESDN E E..
von LICAM

5¢........GGC GAG TAC AGG TCC CTG GAG AGT GAC AAT ......... 3¢
Exon 26 Exon 28

Nicht-neuronale
ISOfOHIl von L1ICAM .. T F G E Y S D N E E...

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Exon 27 in der neuronalen und nicht-neuronalen Isoform von
L1CAM. Rote Balken symbolisieren die Ig-Doménen, blaue Balken die FNIII-dhnlichen Bereiche, der schwarze Balken
zeigt die Transmembrandoméne an. Die fiir Exon 27 kodierende Region ist dick hervorgehoben.

Alternatives Spleifien des Exons 2, das fiir die Aminosduren YEGHH kodiert, wurde zuerst in B-
Zellen beschrieben (Jouet et al., 1995). Eine Isoform von LICAM, in der Exon 27 und Exon 2
deletiert sind, wird in nicht-neuronalen Zellen wie Schwannschen Zellen, Astrozyten und

Oligodendrozyten (Takeda et al., 1996), aber auch in renalen Karzinomzellen exprimiert (Meli et
al., 1999).

Ig-Doménen FN-III-dhnliche Doménen Zytoplasmatische
Domiéne

NH, COOH

...Signalpeptid Ig-Doméne 1...
Neuronale Isoform ..» CL L 1TQIPEEY EGHHV MEZPZP V..
von LICAM

5, GAG GAA TAT GAA GGA CAC CAT GTG ATG GAG......... 3¢
Exon 1 v Exon 3

Nicht-neuronale Signalpeptid Ig Domine 1
Isoform von L1CAM .PCLLIQIPEETULMETPZP V..

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Exon 2 in der neuronalen und nicht-neuronalen Isoform von
L1CAM. Rote Balken symbolisieren die Ig-Doménen, blaue Balken die FNIII-&dhnlichen Bereiche, der schwarze
Balken zeigt die Transmembrandoméne an. Die fiir Exon 2 kodierende Region ist dick hervorgehoben. Der Tyrosin-
Rest an Position 26 wird durch Spleilen des Exons zu Leucin.
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2.1.3 Herstellung und Selektion stabiler L1CAMa; 27-Transfektanten

Wie in den Affymetrix-Ergebnissen zu sehen ist, zeigt die Zelllinie OV-MZ-2 eine sehr geringe
L1CAM-Expression. Diese wurde auf ihre Transfizierbarkeit getestet, indem sie transient mit dem
Kontrollvektor pCl-neo-GFP mit verschiedenen Transfektionsreagentien und nach verschiedenen
Protokollen getestet wurde. Die FACS-Analyse der Transfektanten auf GFP-Fluoreszenz (GFP,
Green Fluorescent Protein) ergab nach Optimierung des giinstigsten Transfektionsprotokolls mit
Lipofektamine2000 eine Transfektionseffizienz von 16 %. Diese Zelllinie wurde fiir die
Transfektion des Vektors L1CAMy,27-pcDNA3.1/Hygro sowie des Leer-Vektors verwendet. Die
Zellen wurden vier Wochen unter Selektionsdruck (100 pg Hygromycin B) kultiviert und

entstandene Einzelkolonien mit Klonierungszylindern vereinzelt (s. Kap. 11.2.1.2.6, S. 39).

Mit Hilfe der FACS-Analyse wurde die L1CAMay 7-Expression auf der Oberfldche der
Tranfektanten gemessen (s. Kap. 11.2.5.7, S. 53). So konnte gezeigt werden, dass das L1CAMa; »7-
Protein nicht nur exprimiert wird, sondern auf der Zellmembran lokalisiert ist. Der verwendete
mAb 5G3 (s. Tab. 7, S. 30) bindet am &uBeren N-Terminus der extrazelluliren Domine von
L1CAM (s. Abb. 10, S. 70). Als sekunddrer Antikdrper wurde ein Phycoerythrin-konjugierter Anti-
Ziege-Antikorper verwendet (s. Tab. 8, S. 30).

. A Isotyp-Kontrolle g B OV-MZ-2
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Abbildung 20: FACS-Analyse der L1CAM,; »;-Transfektanten. L1CAM-Protein wurde mit einem priméren LICAM
mAb 5G3 (B-H) und einem sekundiren Phycoerythrin-gekoppelten Anti-Ziege-Antikdrper nachgewiesen; A: Isotyp-
Kontrolle (24-1); B: OV-MZ-2; C: Vektor-Kontrolle M-1; D-H: LICAM,, 57-Transfektanten: D: 24-1; E: 24-2; F: 24-4;
G: 24-5; H: 24-6.

Wie in Abbildung 20C zu erkennen ist, ist die LICAM-Expression in den Vektor-transfizierten
Zellen (M-1) wie in den Zellen der Ursprungszelllinie OV-MZ-2 (Abb. 20B) heterogen, aber eine
schwache Expression des Proteins auf der Oberfliche der Zellen ist sichtbar. In den L1CAMjy; 27~
Transfektanten (Abb. 20D-H) ist diese Expression deutlich stirker. Die gezeigten fiinf Klone

wurden fiir die nachfolgenden zelluldren Assays ausgewéhlt.

Mittels Westernblot-Analyse wurde Gesamt-Protein aus Zelllysaten untersucht, um die Expression
von L1CAM,,,7 in den L1ICAM,y, p7-Transfektanten im Vergleich zu den Vektor-Transfektanten
auf Proteinebene zu zeigen und die Grofe des Proteins darzustellen (s. Kap. 11.2.5.1-5, S. 51-52).
20 ug Gesamt-Protein aus Zelllysaten wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine

Nitrozellulose-Membran iibertragen. Der Proteinnachweis von L1CAM erfolgte mit dem priméren
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mAb UJ127 und einem sekundéren Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus-Antikorper (s. Tab. 7 und
8, S. 30). Der Antikorper UJ127 bindet an die extrazellulire Doméne (s. Abb. 10, S. 70) und eignet
sich zum Nachweis der 200-220 kD-Form und der 85 kD-Form von L1CAM, die durch
proteolytische Spaltung in der dritten FNIII-dhnlichen Doméne entsteht (Nayeem et al., 1999).
Durch unterschiedliche Glykosilierung liegt die GroBe des ungespaltenen L1CAM-Proteins
zwischen 200 und 220 kD.

220 kD
- +—
—_—-e © «—— 200kD

- 8 e W ¢« 38kD

Abbildung 21: Westernblot-Analyse der L1CAM-Expression der Transfektanten. Aufgetragen wurden je 20 pg
Gesamt-Protein aus Zelllysaten bestimmt mit BCA-Proteinbestimmung. L1CAM-Protein wurde mit dem L1CAM mAB
UJ127 und einem sekundédren Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus-Antikorper nachgewiesen. Spur a: Vektor-Kontrolle
M-1; Spur b-f: LICAM,y, »7-Transfektanten 24-1, 24-2, 24-4, 24-5, 24-6.

Man erkennt in Abbildung 21, dass die Expression des Proteins in den mit dem L1CAMg;,7-
pcDNA3.1/Hygro-Vektor transfizierten Zellen deutlich hoher ist als in den Vektor-transfizierten
Zellen, in denen man die L1CAM-Expression der Ursprungs-Zellline OV-MZ-2 erwartet. Die
GroBlen entsprechen den in der Literatur beschriebenen Werten (s. Kap. II1.1.5.1, S. 70). Die

gezeigten Transfektanten wurden fiir die nachfolgenden zelluldren Tests verwendet.
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2.2 Versuche zur Funktion der Isoform L1CAMa,; 27

2.2.1 Bestimmung der Zelladhdsion an Substrate der extrazelluldren Matrix

Im Adhésionstest wurde untersucht, ob L1CAMay;,,7 eine Rolle bei der Anheftung der Zellen an
verschiedene Substrate der extrazelluldren Matrix (EZM) spielt. Die Zusammensetzung der EZM,
welche aus der Basalmembran und dem interstitiellen Bindegewebe besteht, enthilt neben Organ-
spezifischen Bestandteilen bestimmte Komponenten wie Laminin, Kollagen I und IV, Vitronektin,
und Fibronektin, an die bestimmte Zelladhdsionsmolekiile binden konnen. Die Interaktion der
neuronalen Isoform von LICAM an Laminin wurde von Hall et al. gezeigt (1997). Die Bindung
erfolgt im Bereich der Ig-Doménen des Zelladhédsionsmolekiils (Hall et al, 1997). Durch das Fehlen
der fiinf Aminosduren im N-terminalen Bereich der Isoform L1CAMay; 7 ist das Bindungsverhalten
sowohl bei homophilen als auch bei bestimmten heterophilen Interaktionen verandert (De Angelis
et al., 2001; Jacob et al., 2002). Mdglicherweise ist die Isoform L1CAMa,,7 nicht in der Lage,

Adhésion an Laminin zu vermitteln.

Spezielle 96-Lochplatten mit einer unbehandelten Oberfliche wurden mit den jeweiligen
Substraten beschichtet und gleiche Aliquots Calcein-AM-markierter Zellen ausgesét (s. Kap.
11.2.1.2.8, S. 40). Nicht adhirente Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von 90 min durch
vorsichtige Waschschritte entfernt. Die Zellen, die nach dem Waschen noch am Substrat hafteten,
wurden an einem Fluoreszenz-Messgerit bei 485 nm relativ zur Gesamtzahl der ausgeséten Zellen

quantifiziert und sind in Prozent angegeben. Getestet wurde die Adhédsion an die genannten

Komponenten.
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Abbildung 22: Adhiision der L1CAM,;,;-Transfektanten im Vergleich zu den Vektor-Transfektanten an
Komponenten der EZM. Blaue Balken zeigen die Adhdsion der L1CAM,, 7-Transfektanten, rote Balken die der
Vektor-Transfektanten. Nicht adhdrente Zellen wurden nach 90 min Inkubationszeit entfernt. Adhdrente Zellen sind
prozentual im Vergleich zur Gesamtzahl der ausgeséten Zellen angegeben. Die Werte sind aus Achtfach-Bestimmungen
von zwei unabhdngigen Experimenten gemittelt. Die Standardabweichungen sind als Striche iiber den Balken
eingezeichnet. A: Kollagen I, B: Kollagen IV; C: Fibronektin; D: Vitronektin; E: Laminin.

Die Adhision an die Substrate Kollagen I, Kollagen IV, Fibronektin und Vitronektin zeigte keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den L1CAMy, 7-Transfektanten und den Vektor-
Transfektanten. In Abbildung 22E ist zu erkennen, dass die L1CAMy;,,7-Transfektanten deutlich
besser an Laminin haften bleiben als die Vektor-Transfektanten. Die Adhédsion an dieses Substrat
war insgesamt niedriger als die an die anderen getesteten Substrate. Diese Isoform von L1ICAM ist

also auch in der Lage Adhidsionsfahigkeit an Laminin zu vermitteln.

2.2.2 Invasionstest

Die Interaktion von Tumorzellen mit Laminin trégt tiber die Induktion von proteolytischer Aktivitit
zur Invasivitdt der Zellen bei (Pupa et al., 2002). Da die L1CAMy;7-transfizierten Zellen deutlich
besser an Laminin adhérierten als die Vektor-transfizierten Zellen (s. Abb. 22, oben), stellte sich

die Frage, ob die Interaktion mit Laminin Auswirkungen auf die Invasivitét hat.

Das invasive Potenzial der Zellen wurde in einer Matrigel-Invasionskammer getestet. Diese besteht
aus zwei Kammern, die durch einen Kunststoff-Filter voneinander getrennt sind. Der Kunststoft-
Filter hat eine Porengréf3e von 8 mm und ist mit einer Matrigel-Schicht versehen. Matrigel besteht
aus den Hauptkomponeten der Basalmembran wie Laminin, Entaktin, Kollagen IV und Heparan-

Sulfat-Proteoglykan und imitiert diese in vitro. Invasive Zellen kénnen durch die Matrigelschicht
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und die Poren der Membran in das untere Kompartiment gelangen. Ein wichtiger Mechanismus im
Prozess der Invasion ist die Beweglichkeit der Zellen. Zellen mit einer groferen invasiven Aktivitdt
besitzen meist auch eine groBere Motilitdt (Chu et al., 1993). Der Motilitdtstest entspricht dem
Invasionstest mit dem Unterschied, dass die Kunststoffmembran unbeschichtet ist. Die Anzahl der
Zellen in der unteren Kammer und auf der Unterseite des Einsatzes wurde nach einer
Inkubationszeit von 72 h mit Hilfe des WST-1-Tests bestimmt und relativ zur Gesamtzahl der

ausgesiten Zellen berechnet (s. Kap. 11.2.1.2.7, S. 40).
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Abbildung 23: Invasion und Motilitit der L1CAM,,,;-Transfektanten im Vergleich zu Vektor-transfizierten
Zellen in der modifizierten Boyden-Kammer. Blaue Balken zeigen die Invasion der L1ICAM,, »7-Transfektanten, rote
Balken zeigen die der Vektor-Transfektanten. Die blau- bzw. rotgestreiften Balken zeigen die Motilitdt der Zellen im
Versuch ohne Matrigelschicht an. Zellen die sich nach Inkubationszeit von 72 h im unteren Kompartiment bzw. auf der
Unterseite der Membran befanden, wurden im WST-1-Test nachgewiesen und sind prozentual zur Gesamtzellzahl in
beiden Kompartimenten angegeben. Die Werte wurden aus Doppelbestimmungen von zwei unabhéngigen Experimenten
gemittelt. Die Standardabweichungen sind als Striche tiber den Balken eingezeichnet.

L1CAMy, p7-transfizierte Zellen zeigten im Bezug auf Motilitdt und Invasivitét im Vergleich zu den
Vektor-transfizierten Zellen keine signifikanten Unterschiede. L1CAMa,,7 scheint also weder
durch eine Erhéhung der Beweglichkeit noch iiber eine Induktion von proteolytischer Aktivitit zu

einer verstdrkten Invasivitit beizutragen.
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IV. Diskussion

Patientinnen mit epithelialen Tumoren des Ovars haben eine sehr niedrige Uberlebensrate aufgrund
unzureichender Diagnose- und Therapie-Moglichkeiten. Klinische Symptome sind im frithen
Stadium der Krankheit kaum vorhanden und im spiten Stadium unspezifisch, so dass bei dem
Grofteil der Patientinnen die Diagnose mit bereits fortgeschrittener Krankheit gestellt wird. Die
Fiinfjahres-Uberlebensrate liegt in diesen Fillen bei 30 %. Bei dem kleinen Anteil an Patientinnen,
der im Stadium 1 diagnostiziert wird, liegt diese Rate dagegen bei 90 %. Obwohl die meisten
Patientinnen im fortgeschrittenen Stadium ein gutes Ansprechen auf die gingige Therapie zeigen,
ist die Riickfallquote aufgrund verbleibender mikroskopischer Tumorreste hoch (Menon und

Jacobs, 2002).

Der einzige Biomarker, der fiir die Uberwachung des Krankheitsverlaufs, nicht fiir die Diagnose,
derzeit standardméBig eingesetzt wird, ist CA125. Die Sensitivitét und Spezifitit von CA125 ist
vor allem dazu geeignet, in Kombination mit anderen diagnostischen Tests gutartige von bdsartigen
Tumoren zu unterscheiden und das Ansprechen der Krankheit auf die Therapie zu verfolgen

(Fritsche und Bast, 1998; Jacobs und Menon, 2004).

Die Pathogenese ist bislang noch weitgehend unbekannt und ein Progressionsmodell, wie es fiir
kolorektale Karzinome beschrieben ist (Kinzler und Vogelstein, 1998), konnte noch nicht
entwickelt werden. Ein besseres Verstindnis der molekularen Zusammenhinge bei der Entstehung
und Ausbreitung von Krebszellen kann dazu beitragen, neue Angriffsziele fiir Diagnostik und
Therapiestrategien zu identifizieren. Vergleichende Analysen der Genexpressionsprofile von
normalen Epithelzellen des Ovars mit Tumorzellen des gleichen Organs sind ein viel
versprechender Ansatz, um biologische Marker der zelluldren Transformation zu identifizieren
(Ismail et al., 2000). Ein optimales Zielgen wiirde fiir ein Molekiil kodieren, das entweder auf der
Oberflaiche von Tumorzellen zugénglich ist oder von den Tumorzellen in Serum oder Urin der

Patientinnen abgegeben wird (Haviv und Campbell, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Genexpressionsprofile von elf Ovartumor-Zelllinien mit
denen von zwei Zelllinien verglichen, welche aus normalem Oberflachenepithel des Ovars etabliert
wurden. Um ein diagnostisches oder therapeutisches Zielgen zu identifizieren, welches die
Tumorzellen kennzeichnet, wurden nur Gene beriicksichtigt, die sich auf der Oberfliche der

Tumorzellen befinden oder von diesen sezerniert werden.
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1. Zelllinien-System

Bei den Zelllinien, die fir diese Arbeit verwendet wurden, handelt es sich zum einen um
immortalisierte Zelllinien, welche aus den Oberflédchenepithel des Ovars isoliert wurden (IOSE),
und zum anderen um Zelllinien, welche aus verschiedenen Karzinomen des Ovars etabliert wurden
(s. Tab. 4 und 5, S. 27). Gewebe enthalten viele verschiedene Zellpopulationen, von denen jeder
Zelltyp ein spezielles Genexpressionsmuster aufzeigt. Da die groBe Mehrheit der Tumoren des
Eierstocks (80 - 90 %) aus Epithel-Gewebe hervorgeht (Auersperg et al., 1999; Lloyd und Yin,
2001) sollte der Vergleich mit nicht malignen Zellen des ovariellen Epithels geeignet sein, um
Gene, welche die Krebszellen kennzeichnen und eventuell zu ihrer Malignitdt beitragen, zu

identifizieren.

Epithelzellen stellen nur einen kleinen Teil der Zellpopulation des Ovars dar, da sie das Organ in
einer einzelligen Schicht umgeben (s. Abb. 1, S. 2). Die Moglichkeit, humane Epithelzelllinien von
normalem Gewebe und Karzinomen des Ovars zu kultivieren erméglicht es, Zellen in groflen
Mengen zu erhalten, die frei von kontaminierenden Zellen sind. Das bietet den Vorteil gegeniiber
dem Vergleich von Geweben, differentielle Genexpression zwischen homogenen Populationen von
normalen mit Tumor-abgeleiteten Zellen zu untersuchen. Diese Art des Vergleichs minimiert
Genexpressionsunterschiede, welche die Anwesenheit nicht-epithelialer Zellen wie Stroma- oder
Keimzellen in normalem Gewebe bzw. Immunzellen in Tumorgewebe widerspiegelt (Ismail et al.,
2000). Epithelzellen des Eierstocks kdnnen ca. 15-mal passagiert werden (Auersperg et al., 1994).
Durch Immortalisierung mit dem gro3en Antigen des Simian Virus-40 ist es moglich, die Zellen
unbegrenzt in Kultur zu halten. Durch diese Modifizierung entstehen Zellen, welche denen in der
frithen Phase der neoplastischen Progression dhneln, aber nicht tumorigen sind (Maines-Bandiera et
al., 1992; Nitta et al., 2001). Durch den Vergleich dieser IOSE-Zellen mit Tumorzellen sollten also

Gene identifiziert werden konnen, die nach dem Ubergang zum Neoplasma dereguliert werden.

Die Ovartumor-Zelllinien sind von Tumorzellen abgeleitet, die von Patientinnen mit histologisch
unterschiedlichen Karzinomen des Ovars isoliert wurden (s. Tab. 4, S. 27). Da jede der Ovartumor-
Zelllinien von einer anderen Patientin abstammt, ergeben sich individuelle Unterschiede in der
Genexpression. Um trotz dieser nicht Tumor-assoziierten Divergenzen die Gene zu identifizieren,
welche die maligne Entartung der Tumorzellen im Gegensatz zu den IOSE-Zellen charakterisieren,
wurden elf Ovartumor-Zelllinien fiir diesen Vergleich verwendet. Durch diese Anzahl an malignen
Zelllinien soll gewéhrleistet werden, dass Verdnderungen in der Genexpression, die in einem
GroBteil dieser Zelllinien nachweisbar sind, auf den Prozess der Tumorentstehung und -progression

zuriickzufiihren sind.

Da die Ovartumor-Zelllinien von Patientinnen stammen, deren Tumoren sich in Merkmalen wie

Histologie, Stadium der Erkrankung, Differenzierungsgrad und in der Herkunft der Zellen - aus
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Aszites-Fliissigkeit bzw. soliden Tumoren - unterscheiden, wurde eine Clusteranalyse durchgefiihrt
(s. Abb. 4, S. 61). Dabei wurden die Zelllinien basierend auf Variationen in der Genexpression der
300 selektierten Gene gruppiert. So sollte untersucht werden, ob sich verschiedene Merkmale des
Karzinoms wie Histologie, Stadium der Erkrankung, Differenzierungsgrad oder die Herkunft der
Zellen in der Genregulierung widerspiegeln. Es konnten nur Unterschiede beziiglich der Herkunft
der Zellen erkannt werden, wie es auch in anderen Clusteranalysen beschrieben wurde (Schaner et
al., 2003). Zellen, die aus soliden Tumoren bzw. aus der Pleuralfliissigkeit isoliert wurden, wurden
auch anhand der Deregulierung ihrer Gene zusammen gruppiert. Zellen, die aus der
Aszitesfliissigkeit gewonnen wurden, zeigten dagegen kein separates Cluster, sondern bildeten
zwei Gruppen, in denen jeweils eines der schon erwédhnten Cluster enthalten war. Der
Differenzierungsgrad, das Stadium bzw. die Histologie des Ursprungstumors spiegelten sich in der
Gruppierung der Zelllinien nicht wider. Daraus l4sst sich schliessen, dass ein Markergen, welches
iber die gewihlten Kriterien selektiert wurde, allgemein anwendbar ist, und nicht nur fiir einen

bestimmten histologischen Subtyp bzw Stadium epithelialer Ovartumoren dienen kann.

2. Identifizierung Tumor-assoziierter Gene

Ziel dieser Arbeit war es, Gene zu identifizieren, deren Proteinprodukte zum einen die Tumorzellen
des Eierstocks auf ihrer Oberfliche von normalen Epithelzellen unterscheiden und damit gezielte
Molekiile fiir histologische Diagnostik bzw. eine Antikorper-basierende Antikrebs-Therapie
darstellen, oder zum anderen von den Tumorzellen sezerniert werden und als Tumormarker dienen
konnten. Deshalb wurden die Kriterien der Affymetrix-Analyse so festgelegt, dass in diesen
Kategorien eine gewisse Auswahl an Genen identifiziert werden konnte, welche in der Mehrheit
der getesteten Ovartumor-Zelllinien signifikant tiberexprimiert sind. In der Kategorie ,,Sezernierte
Proteine wurden 13, in der Kategorie ,,Transmembran-Rezeptoren” 31 iiberexprimierte Gene
identifiziert (s. Tab. 11 und 12, S. 58 und S. 59). Die Zuverldssigkeit der Affymetrix-Analyse
wurde in der Bestitigung von sieben ausgewédhlten Genen mittels semiquantitativer RT-PCR
gezeigt (s. Abb. 7, S. 64-66). Die Deregulierung der Gene im Vergleich zu den IOSE-Zelllinien
konnte in jedem Fall bestitigt werden. Die Stirke der Expression zeigte in einigen Fillen
Abweichungen zwischen beiden Methoden. Diese resultieren moglicherweise aus der Wahl der
Primer fiir die RT-PCR, welche im ORF der Gene gewdhlt wurden, bzw. der Oligonukleotid-
Sequenzen auf dem Genchip, welche vorwiegend im 3’-untranslatierten Bereich der Gene gewéhlt
und zum Nachweis der cDNA bzw. cRNA verwendet wurden. Zum anderen konnen auch durch
unterschiedliche reverse Transkription mit poly-T-Primemn bzw. Zufallshexamer-Primern leichte
Schwankungen entstehen. Diese Unterschiede zeigen, dass eine stringente Auswahl der Gene in der

Affymetrix-Analyse von entscheidender Bedeutung ist, um verldssliche Daten beziiglich einer
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signifikanten Deregulierung von Genen zu filtern.

Einige der aufgelisteten Gene sind bereits im Zusammenhang mit Karzinomen des Ovars
beschrieben worden, andere wurden zum ersten Mal in diesem Kontext identifiziert. Im Folgenden
sind Gene aus den genannten Kategorien beschrieben, die bereits im Zusammenhang mit
Ovarkarzinomen bekannt sind und in unserer Analyse als {iberexprimiert identifiziert worden sind.
Anhand dieser Gene kann beurteilt werden, ob sich das verwendete Zelllinien-System eignet, um
Gene zu identifizieren, deren Uberexpression mit der Tumorgenese des Ovarkarzinoms verbunden
ist. In den beiden folgenden Kapiteln werden diese Gene im Zusammenhang mit diesem

Krankheitsbild diskutiert.

2.1 Bekannte sezernierte Ovarkarzinom-Antigene

In der Kategorie der sezernierten Proteine wurden folgende Gene bereits im Kontext mit

Karzinomen des Ovars beschrieben.

Die Uberexpression von verschiedenen IGF-Bindeproteinen (Insulin-like Growth Factor) in
Karzinomen des Ovars, darunter auch IGFBP-2 (IGF Binding Protein) ist von Hofmann et al.
beschrieben worden (1994). IGF-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation,
Differenzierung und Apoptose. Sie werden durch die IGFBP-Proteine, von denen bisher 6
verschiedene identifiziert wurden, reguliert. IGFBP-2 bewirkt einen inhibitorischen Effekt auf
Zellwachstum und Proliferation in der Mehrheit der Gewebe, aber in einigen Tumorzellen, wie
beispielsweise in adrenokortikalen Karzinomzellen und Prostatakrebszellen, konnte ein
stimulatorischer Effekt nachgewiesen werden (Hoeflich et al., 2000; Moore et al., 2003). Kanety et
al. zeigten, dass erhohte IFGBP-2-Spiegel mit der Aggressivitit von Ovartumoren korreliert
(1996), und Baron-Hay et al. konnten nachweisen, dass der IGFBP-2-Spiegel von Patientinnen mit
Ovarkarzinom schon zum Zeitpunkt der Diagnose erhdht ist und als prognostischer Marker dienen

kann (2004).

HE4, das zuerst in epithelialen Zellen aus humanem Nebenhoden (Human Epididymis) entdeckt
wurde und einer heterogenen Gruppe kleiner Sdure- und Hitze-stabiler Proteine divergenter
Funktion zugeschrieben wurde, wird in Ovarkarzinomen iiberexprimiert (Hough et al., 2001;
Schummer et al., 1999). Hellstrom et al. identifizierten HE4 als moglichen diagnostischen Marker

bei Ovarkarzinom-Patientinnen ( 2003). Die Funktion des Proteins ist bislang unbekannt.
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Die Antileukoprotease SLPI, ein Inhibitor, der epitheliale Gewebe vor Serinproteasen schiitzt, ist
stark liberexprimiert in Karzinomen des Ovars und anderen epithelialen Tumoren (Hough et al.,
2001; Shigemasa et al., 2001; Garver et al., 1994). Der Promotor dieses Gens enthilt
gewebespezifische regulatorische Sequenzen und ist in Tumorgewebe stark exprimiert, wahrend
seine Aktivitit in normalem Gewebe deutlich reduziert ist. Dadurch ist dieser Promotor fiir den
Einsatz in der Gentherapie von Ovarkarzinomen von besonderer Bedeutung (Barker et al., 2003).
Einige proteolytische Systeme tragen iiber (anti-) adhisive und migratorische Prozesse zur
Tumorprogression und Metastasierung bei (s. auch Kap. 1.4.2.1, S.20). Die Rolle von Protease-
Inhibitoren bei diesen Vorgédngen ist nicht eindeutig geklart. Obwohl verschiedene Serinprotease-
Inhibitoren das Tumorwachstum und die Verbreitung der Tumorzellen verhindern kénnen (Liotta
et al., 2001), resultiert die Uberexpression von anderen Mitgliedern dieser Enzymklasse in einer

Verstarkung der Malignitét (Bajou et al, 1998; Devoogdt et al., 2003; Suminami et al., 2001).

Midkine ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor, der in einer Vielzahl von menschlichen
Tumoren, darunter auch in Ovarkarzinomen, {berexprimiert ist. Midkine Antisense
Oligonukleotide resultierten in verringerter Tumorigenese in Rektalkarzinomzellen der Maus in
vivo (Takei et al., 2001). Der biologische Mechanismus ist noch nicht vollig geklart, aber Ohuchida
et al. beschrieben Midkine als antiapoptotischen Faktor, der TRAIL-vermittelte Apoptose iiber
Herabregulierung von Caspase-3-Aktivitit reguliert (2004).

Chow et al. beschrieben die Uberexpression von TGFalpha (Transforming Growth Factor) in
Karzinomen des Ovars (Chow et al., 1996). Der Phédnotyp von unterschiedlichen malignen
epithelialen Tumoren einschlieBlich Ovarkarzinomen ist mit der Aktivierung des EGFR/TGFalpha-
Signalwegs (EGFR Epidermal Growth Factor Receptor) assoziiert, wodurch die Zelle mitogen
stimuliert wird (Niikura et al., 1997). TGFalpha-exprimierende Ovarkarzinome zeigten in einer
Studie hohe Ansprechraten auf Chemotherapeutika, wihrend TGFalpha-negative Tumoren keine
Anderung oder fortschreitenden Krankheitsverlauf nach Chemotherapie zeigten (Bauknecht et al.,

1991).

Die Uberexpression von Apolipoprotein E, das in die Lipid-Homdostase involviert ist, wurde durch
SAGE-Analyse von Ovarkarzinomen identifiziert (Hough et al., 2001). Eine Funktion wurde noch
nicht postuliert.
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2.2 Bekannte membranstindige Ovarkarzinom-Antigene

Unter den iiberexprimierten Transmembranrezeptoren wurde die Rezeptor-Tyrosinkinase HER3
(ERBB3), ein Mitglied der Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR)
identifiziert. Die Funktion des HER3-Rezeptors in Ovarkarzinomen ist weniger gut definiert als die
des HER2-Rezeptors, der zum Wachstum von Tumorzellen beitriigt und dessen Uberexpression in
Ovarkarzinomen mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Slamon et al., 1989; Berchuck et al.,
1990). Es wurde aber eine Korrelation der Uberexpression von HER3 mit einer schlechten
Prognose bei Patientinnen mit endometrioidem Karzinomen des Eierstocks beschrieben (Leng et

al., 1997).

Chemokin-Rezeptor 4 (CXCR4) ist der einzige von 14 bekannten Chemokin-Rezeptoren, der in
Ovartumorzellen exprimiert ist. Interaktion dieses Rezeptors mit seinem Liganden CXCL12 kdnnte
die Migration von Tumorzellen in das Peritoneum beeinflussen und damit ein Angriffsziel in der
Bekdmpfung der Dissemination von Tumorzellen darstellen (Scotton et al., 2001, Scotton et al.,

2002).

Claudin-3 und Claudin-4, sogenannte Tight Junction-Proteine, die stabile Zell-Zell-Kontakte
ausbilden und durch diese physikalischen Barrieren den parazelluldren Transport regulieren, sind
hiufig in Ovarkarzinomen tliberexprimiert (Schummer et al., 1999; Hough et al., 2000; Shridhar et
al., 2001; Ismail et al., 2000; Sawiris et al., 2002). Thre Funktion in bdsartigen Tumoren ist aber
bislang ungeklart (Rangel et al., 2003).

Ep-CAM (TACSTD1), ein Transmembranrezeptor, der homophile Zelladhdsion vermittelt, ist in
Ovarkarzinomen und vielen Karzinomen anderen Ursprungs liberexprimiert (Hough et al., 2001;
Balzar et al., 1999). Ep-CAM ist in Signalwege der Proliferation, Differenzierung und Apoptose
involviert und fordert Invasion und Metastasierung (Gumbiner, 1996; Litvinov et al., 1997; Balzar
et al., 1999). Ep-CAM Autoantikdrper sind in Seren von Ovarkarzinom-Patientinnen verglichen
mit Seren von Patientinnen mit gutartigen gynikologischen Krankheiten und gesunden Frauen
erhoht, was Ep-CAM als Tumormarker indiziert (Kim et al., 2003). Inzwischen ist Ep-CAM ein
klinisch validiertes Zielmolekiil fiir Antikdrper-basierende Krebstherapie (Schwartzberg, 2001).

Mucin-1 ist ein Zelloberflaichen-Glykoprotein, das in Karzinomen des Ovars iiberexprimiert wird
und die Metastasierung beeinflusst (Dong et al., 1997; Hough et al, 2000). Eine hohe Expression

von Mucin-1 trigt zu einer schlechten Prognose bei diesem Krankheitsbild bei (Dong et al., 1997;
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Feng et al., 2002). In Mamma- und Kolon-Karzinomen korreliert die Mucin-1-Expression mit
fortgeschrittenem Erkrankungs-Stadium (McGuckin et al., 1995 ; Hanson et al., 2001; Nakamori et
al., 1994).

Die Expression von E-Cadherin in Tumorzellen wird in der Literatur widerspriichlich beschrieben.
E-Cadherin-Expression ist in vielen Epithelgeweben zu finden, aber seine Expression ist sehr
niedrig oder abwesend in undifferenzierten und invasiven Tumorzellen, was eine mogliche
Funktion als Tumorsuppressor anzeigt (Birchmeier et al., 1991; Okegawa et al., 2002). Zellen aus
dem Oberfldchen-Epithel des Ovars (OSE, Ovarian Surface Epithelium) zeigen keine oder eine
sehr schwache Expression von E-Cadherin (Maines-Bandiera und Auersperg, 1997). In
Ovarkarzinomen wurde aber eine starke Expression von E-Cadherin nachgewiesen, welche durch
die Aufrechterhaltung von epithelialen Eigenschaften der Tumorzellen erkliart werden konnte
(Sundfeldt et al., 1997). Ein Wechsel zwischen Hoch- und Herab-Regulierung der E-Cadherin-
Expression konnte die Proliferation und wiederholte Invasion von Tumorzellen férdern (Sundfeldt,

2003).

Die Rezeptor-Tyrosinkinase DDR1 (Discoidin Domain Receptor) wurde erstmals aus einer cDNA-
Bank isoliert, welche aus einer epithelialen Ovartumor-Zelllinie (SKOV-3) generiert wurde. DDR1
war in dieser im Vergleich zu normalem Ovargewebe, gutartigen und Borderline Tumoren
iiberexprimiert (Laval et al., 1994) und wurde als mdglicher Tumormarker in CNS-Tumoren
beschrieben (Weiner et al., 2000). Zudem wurde DDR1 als wichtiger Regulator der Proliferation in
Karzinomen des Oesophagus identifiziert (Nemoto et al., 1997).

Die Uberexpression des TGFbeta3-Rezeptors ist widerspriichlich beschrieben, da TGFbeta-
Rezeptoren auf Ovartumor-Zellen einen direkten inhibitorischen Effekt zeigten (Jakowlew et al.,
1997). Die Expression des TGFbeta3-Rezeptors scheint aber das Fortschreiten des Tumors zu
verstirken, korreliert mit fortgeschrittenem Stadium und senkte die Uberlebensrate von

Patientinnen mit TGFbeta3-positivem Ovartumor (Bartlett et al., 1997).

Die Uberexpression der Rezeptor-Tyrosinkinase FGFR2 in Ovarkarzinomen in Vergleich zu
normalem Oberflachenepithel ist von Steele et al. beschrieben worden (2001) und ist im
Zusammenhang mit dem komplexen epithelialen Phénotyp diskutiert worden, welchen

Ovarkarzinome beibehalten (Maines-Bandiera und Auersperg, 1997; Sundfeldt et al., 1997).
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2.3 Ausgewihlte Kandidatengene

Fir die Auswahl der Kandidatengene erschienen die Gene besonders interessant, die
moglicherweise zur Malignitdt der Tumorzellen beitragen. Bei den ausgewédhlten Genen handelt es
sich zum einen um ein sezerniertes Neuropeptid und zum anderen um zwei
Transmembranrezeptoren, welche selbst noch nicht mit Ovarkarzinom in Verbindung gebracht
wurden, die aber in ihrer Genfamilie Mitglieder haben, denen eine Funktion in Tumorzellen

zugeschrieben wird.

NMU ist ein sezerniertes aus 25 Aminosduren bestehendes Neuropeptid, das von einem grofleren
Vorlaufer-Peptid gespalten wird (Minamino et al., 1988). NMU ist an der Kontraktion der glatten
Muskulatur und der Steigerung des Blutdrucks beteiligt (Minamino et al., 1985; Chu et al., 2002).
AufBlerdem ist bekannt, dass das Peptid den lonentransport im Magen modifiziert und dadurch
moglicherweise iiber die Regulation der sekretorischen Funktion an der Aufrechterhaltung der
Mukosa beteiligt ist (Brown und Quito, 1988; Hedrick et al., 2000). Zudem unterdriickt NMU die
Nahrungsaufnahme bei Ratten (Howard et al., 2000) und induziert die Freisetzung von Stress-
vermittelnden Molekiilen wie adrenokortikotropes Hormonen (ACTH) und Kortikosteronen
(Hanada et al., 2001; Wren et al., 2002). NMU ist der Ligand fiir zwei G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren: NMUIR (FM-3), der in peripheren Geweben exprimiert wird, und NMU2R (FM-4),
der in spezifischen Regionen des Gehirns exprimiert wird (Howard et al., 2000; Fujii et al., 2000;
Szekeres et al., 2000; Kojima et al., 2000). Einige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind an der
Regulation der Zellproliferation beteiligt und fiihren durch chronische Stimulierung oder
konstitutive Aktivierung bedingt durch Mutationen zu onkogener Transformation (Whitehead et al.,
2001). Verschiedene Mitglieder von Neuropeptid-Familien wie Bombesin-verwandte Peptide,
Gastrin oder Neurotensin sind als Wachstumsfaktoren in die Tumorgenese involviert. Autokrine
und parakrine Effekte von Neuropeptiden sind in Lungen-, Magen-, Kolorektal-, Pankreas- und

Prostatakrebs beschrieben (Chave et al., 2000; Heasley, 2001; Moody et al., 2003; Reubi, 2003).

JAG?2 ist ein Mitglied der DSL(Delta-Serrate-Lag-2)-Familie membranstidndiger Liganden, welche
Signalwege iiber Notch-Rezeptoren regulieren. Die extrazelluldre Doméne dieser Liganden enthélt
eine konservierte sogenannte DSL-Domaine, die fiir die Bindung an Notch essentiell ist (Luo et al.,
1997). Notch-vermittelte Signalwege sind an vielen essentiellen zelluldren Vorgéngen wie
Wachstum, Differenzierung, Proliferation und Apoptose beteiligt und sind auch bei einigen
Krebsarten von Bedeutung (Baron, 2003). Konstitutiv aktive Formen von Notch sind mit Leukdmie
beim Menschen und epithelialen Tumoren bei Méusen assoziiert (Aster und Pear, 2001; Jhappan et

al., 1992). Komponenten des Notch-Signalweges sind bei Zervix-Karzinomen hochreguliert
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(Zagouras et al., 1995). Verkiirzte Formen von Notch-Rezeptoren vermitteln transformierende
Aktivitdt in vitro und in vivo (Capobianco et al., 1997). JAG1 und JAG2 werden durch die
Mitglieder der p53-Genfamilie p63 und p73 hochreguliert (Sasaki et al., 2002). JAG2 wurde
bislang noch nicht im Zusammenhang mit Krebs beschrieben. Die Aktivierung des JAG2/Notch-
Signalwegs induziert kontinuierlichen Zellzyklus in konfluenten Fibroblasten von Kaninchen,

welche flir Dichte-abhingige Inhibierung des Zellzyklus sensitiv sind (Cereseto und Tsai, 2000).

Das dritte Kandidatengen kodiert fiir das Zelladhdsionsmolekiil L1ICAM, das ein 200-220 Typ I-
membranstdndiges Glykoprotein der Immunglobulin-Super-Familie ist. Es ist aus sechs Amino-
terminalen Ig-Dominen, gefolgt von fiinf Fibronektin-Typ IIl-dhnlichen Doménen, einer
Transmembran-Region und einer zytoplasmatischen Domine aufgebaut (Hortsch, 1996). In
neuronalen Zellen ist es an diversen Prozessen beteiligt wie Migration, Myelinisierung, und Axon-
Wachstum (Brummendorf et al., 1998; Hortsch, 1996). Die Bedeutung von LICAM bei der
Entwicklung des Nervensystems wird durch schwere neurologische Defekte untermauert, die auf

Mutationen des L1CAM-Gens zuriickzufiihren sind (Weller und Gartner, 2001).

L1CAM wurde zuerst im Nervensystem charakterisiert und wurde dort besonders intensiv
untersucht. Seine Expression wurde aber auch in blutbildenden und bestimmten epithelialen Zellen
(Kowitz et al., 1992; Ebeling et al., 1996; Pancook et al., 1997; Debiec et al., 1998), sowie in einer
Reihe von humanen Tumorzelllinien wie Neuroblastome, Melanome und Karzinome der Lunge
nachgewiesen (Linnemann und Bock, 1989; Patel et al., 1991; Reid und Hemperly, 1992;
Katayama et al., 1997). LICAM vermittelt Zell-Zell-Adhision durch Ca®*-unabhingige homophile
Interaktion der Amino-terminalen Ig-Dominen des Proteins (Hall et al., 1997; Jacob et al., 2002),
bindet aber auch heterophil an andere Adhdsionsmolekiile wie N-CAM (Kadmon et al., 1990),
TAG-1/axonin (Kuhn et al., 1991) oder Integrine (Kadmon und Altevogt, 1997).

Neben der Lokalisation auf der Zelloberflache kann L1ICAM durch Spaltung als 16sliches Molekiil
freigesetzt werden (Beer et al, 1999; Gutwein et al., 2000). Die Spaltstelle der Matrix-
Metalloprotease ADAMI10 befindet sich im Bereich nahe der Zellmembran und fiihrt zu einem
aminoterminalen Fragment von 180 kD und einem Membran-assoziierten 30 kD-Fragment
(Gutwein et al., 2000; Mechtersheimer et al., 2001). Durch diese Spaltung wird Integrin-vermittelte
Zelladhdsion gefordert und Migration auf Fibronektin und Laminin durch Bindung des 16slichen
L1CAMs an avps-Integrine stimuliert (Beer et al., 1999; Gutwein et al., 2000; Mechtersheimer et
al., 2001). Eine weitere Spaltstelle wird von der Serin-Protease Plasmin erkannt und befindet sich
in der dritten FNIII-dhnlichen Domine. Spaltung fiihrt zu einem loslichen 140 kD und einem
membranstdndigen Fragment von 85 kD. Dadurch werden Zell-Zell-Kontakte, vermittelt durch

homophile Bindung von LICAM, aufgelost (Nayeem et al., 1999).
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2.4 mRNA-Expression der Kandidatengene in Tumorgewebeproben des Ovars

Zelllinien behalten zwar die Transkriptionsprofile ihres urspriinglichen Gewebes weitgehend bei,
zeigen aber aufgrund der verdnderten Umgebung in Kultur gewisse Variationen in der
Genexpression (Liotta und Kohn, 2003; Hampton und Frierson, 2003). Aus diesem Grund wurde
die Expression der drei Kandidatengene auf RNA-Ebene in 38 humanen Gewebeproben von
Ovarkarzinomen untersucht (s. Abb. 9, S. 68). Als Kontrolle wurde RNA verwendet, die aus
normalem Gewebe des Ovars isoliert wurde. Es konnte eine signifikante Uberexpression von NMU
(24/38), JAG2 (25/38) und L1CAM (16/38) festgestellt werden. Die Deregulierung der getesteten
Gene, welche im Zelllinien-System ermittelt wurde, konnte also auf RNA aus Tumorgewebeproben

erweitert werden.

2.5 Studien zur Expression des L1CAM-Molekiils

Obwohl die Messung der mRNA eine etablierte Methode zur Identifizierung neuer molekularer
Marker darstellt, korreliert mRNA-Abundanz nicht zwangsldufig mit Protein-Abundanz (Anderson
und Seilhamer, 1997; Griffin et al., 2002; Chen et al., 2002). Zudem kann aufgrund der
Uberexpression der mRNA-Sequenz nicht vorhergesagt werden, ob die subzellulidre Lokalisierung
des Proteins korrekt erfolgt (Griffin et al., 2002). Der Nachweis des Proteins und seiner

Lokalisierung ist deswegen erforderlich.

Die Antikérper fir NMU und JAG2 zeigten keine ausreichende Spezifitit in Ovartumor-
Zelllysaten bzw. —iiberstinden und waren aus diesem Grund fiir weitere Untersuchungen in
Gewebeproben bzw. Patientenseren ungeeignet. Die Spezifitit des verwendeten L1CAM-
Antikorpers UJ127 konnte in der Ovartumor-Zelllinie GG mittels Westernblot-Analyse gezeigt
werden (s. Abb. 11, S. 71). Die Deregulierung und Lokalisierung des L1CAM-Proteins in den
Zelllinien GG und IOSE 144 wurde mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen (s. Abb. 12, S. 72). In
diesem Vergleich korrelierte die deutliche Uberexpression von LICAM in der Zelllinie GG mit der
zuvor festgestellten mRNA-Abundanz des L1CAM-Transkripts in der Ovartumor-Zelllinie. Die
Lokalisierung war eindeutig in der Plasmamembran zu erkennen. In Zytoplasma war eine
schwache Fluoreszenzfarbung zu sehen, die aber aufgrund des verwendeten nicht-konfokalen
Fluoreszenzmikroskops nicht eindeutig als zytoplasmatisch identifiziert werden konnte, da die

starke Fluoreszenz der Plasmamembran durch mehrere Ebenen hindurch sichtbar sein kann.

Die Expression des LI1CAM-Molekiills wurde anschlieBend immunhistochemisch in
Paraffinschnitten humaner Gewebeproben des Ovars untersucht. Auch im Tumorgewebe war die
Expression des Molekiils auf der Plasmamembran der Tumorzellen nachzuweisen. In epithelialen

Zellen eines Paraffinschnitts von normalem Ovargewebe war keine Expression von L1CAM



Diskussion 99

nachzuweisen (s. Abb. 13, S. 73). Da das Molekiil auch in hdmatopoietischen Zellen exprimiert

wird, zeigten die Blutgefidle L1CAM-Férbung (Pancook et al., 1997).

Um die Expression von LICAM in verschiedenen Tumoren des Ovars zu untersuchen, wurde
zunéchst ein Tumorgewebe-Array getestet, auf dem 58 Ovartumorproben vertreten waren (s. Tab.
13, S. 74). Diese wurden in epitheliale und nicht-epitheliale Tumoren eingeordnet, da epitheliale
Tumoren den Hauptteil der malignen Tumoren des Ovars ausmachen und deswegen in dieser
Arbeit im Vordergrund stehen. Unter den Karzinomen wurden die Borderline-Tumoren aufgrund
ihres geringen malignen Potenzials gesondert betrachtet. Auf dem Array waren auch vier
Metastasen vertreten, die L1CAM-negativ waren. In malignen Tumoren nicht epithelialen
Ursprungs war LICAM nicht nachweisbar. Der Gewebe-Array enthielt vier Gewebeschnitte von

Fibromen, von denen zwei L1CAM-Farbung aufwiesen.

L1CAM war in der Mehrheit der getesteten Karzinome exprimiert (63 %). In den acht Borderline-
Tumoren war keine L1CAM-Expression nachweisbar. Borderline-Tumoren haben eine sehr gute
Prognose und entwickeln sich nur in ca. 2 % zu malignen Karzinomen (Zanetta et al., 2001).
Deshalb ist die LICAM-Expression in dieser Sonderform der epithelialen Tumoren sowohl in
Bezug auf L1ICAM als prognostischer oder diagnostischer Marker, als auch in Bezug auf eine

mogliche Funktion bei der Tumorgenese oder Progression gesondert zu erwéhnen.

Nach der Analyse des Tumorgewebe-Arrays wurden die Untersuchungen auf Gewebeschnitte von
22 Ovarkarzinomen und 17 Borderline-Tumoren des Ovars ausgeweitet, um zu klaren, ob LICAM
moglicherweise als Marker zur Abgrenzung der Borderline-Tumoren von den Ovarkarzinomen
dienen konnte (s. Tab. 15, S. 77). Da sich die Therapie dieser Sonderform zwischen gut- und
bosartigen Tumoren von derjenigen der Karzinome unterscheidet, konnte ein Marker zur
Abgrenzung hilfreich sein, welche bis jetzt nicht eindeutig zu vollziehen ist. In dieser Analyse
konnte aber gezeigt werden, dass LICAM auch in Borderline-Tumoren nachweisbar ist (5/17),
wenn auch in geringerem Mal als in den getesteten Karzinomen (16/22). In den Borderline-
Tumoren, welche auf dem Gewebe-Array analysiert wurden, war keine L1CAM-Expression
nachzuweisen. Moglicherweise ist das darauf zuriickzufiihren, dass die Tumorausschnitte mit 2 mm
Durchmesser wesentlich kleiner sind als die Gewebeschnitte durch den gesamten Tumor (1 - 2 cm
Durchmesser). Auch die Anzahl an positiven Karzinomen war in den einzelnen Gewebeschnitten
mit 74 % etwas hoher als in den Proben auf dem Gewebe-Array (63 %), was aus den gleichen

Grinden resultieren kann.
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Fogel et al. zeigten zeitgleich zu unseren IHC-Analysen, dass LICAM in Karzinomen des Ovars
und des Uterus iiberexprimiert ist und mit kurzer Uberlebenszeit korreliert (2003). L1CAM-
positive Tumoren des Uterus waren assoziiert mit hohem Risiko des Fortschreitens der Erkrankung
sogar in Tumorarten, die normalerweise eine gute Prognose haben. In der genannten Studie konnte
L1CAM in gutartigen Tumoren, nicht epithelialen bdsartigen Tumoren und in gesundem
Gewebeproben des Ovars nicht nachgewiesen werden. Zudem fanden Fogel et al. heraus, dass
L1CAM-Expression bei Patientinnen mit Adenokarzinomen des Endometriums im frithen Stadium,
denen fiblicherweise eine sehr gute Prognose erstellt wird, mit einem Rezidiv und kurzer
Uberlebenszeit korrelierte (2004). Da in der vorliegenden Arbeit zu den getesteten Gewebeproben
keine Daten zur Patientengeschichte verfligbar waren, konnte keine Korrelation zwischen L1CAM-
Expression und dem Verlauf der Erkrankung ermittelt werden. Die Ergebnisse der Studie von
Fogel et al. bestitigten nicht nur die Uberexpression von LICAM in Karzinomen des Ovars,
sondern zeigen LICAM als Marker mit prognostischem Wert in verschiedenen gyndkologischen
Tumoren. In der vorliegenden Arbeit konnte zusitzlich gezeigt werden, das L1CAM auch in
Borderline-Tumoren exprimiert wird. Mdglicherweise kann L1ICAM auch bei Borderline-Tumoren
als diagnostischer Marker fiir seltene invasive Varianten dienen. Eine erweiterte Studie mit
Tumorproben von Borderline-Tumoren mit Daten zur Patientengeschichte konnte den
prognostischen Wert von L1CAM-Expression auf diese Sonderform von epithelialen Tumoren
ausweiten. Unter den getesteten nicht-epithelialen Tumoren auf dem Gewebe-Array war in zwei
von vier Fibromen L1CAM-Protein nachweisbar. Da sich die L1CAM-Expression in allen {ibrigen
getesteten Paraffinschnitten auf die epithelialen Zellen beschriankte, war die Expression in den

Stromazellen unerwartet. Fogel et al. konnten keine L1CAM-Expression in gutartigen Tumoren

feststellen (2003). Allerdings geht aus ihren Daten nicht hervor, welche Histologie diese Tumoren
aufwiesen. Obwohl Fibrome zu den gutartigen Tumoren zéhlen, sind 10 — 15 % aller Ovarfibrome,
die groBer als 10 cm sind, von Aszites oder Pleuralerguss begleitet (Spinelli et al., 1999; Pfleiderer,
2002). Die Ursache dieses sogenannten Meigs-Syndroms ist unbekannt. Erhchte Serumspiegel des
Tumormarkers CA125 korrelieren zwar stark mit malignen Erkrankungen des Ovars, sind aber
auch beim Meigs-Syndrom beschrieben worden (Timmerman et al., 1995). Moglicherweise bildet
auch L1ICAM hier eine Ausnahme, deren Ursache noch unbekannt ist. Auch hier konnen erweiterte
Untersuchungen mit ausfiihrlichen Patientendaten der Tumorproben mdgliche Zusammenhinge

von L1ICAM mit Symptomen bdsartiger Tumorerkrankungen wie der Aszitesbildung klaren.
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3. In vitro Untersuchungen zum EinfluB der ektopisch exprimierten

Isoform L1CAM,; ;7 auf Ovartumor-Zellen

Proteine, welche in Tumoren iiberexprimiert sind, miissen nicht unbedingt eine Rolle bei der
Entstehung oder Progression des Tumors einnehmen. Durch die Anhdufung von Mutationen und
wachsender Instabilitdt des Genoms im Prozess der Tumorentstehung und -progression entstehen
zahlreiche Verdnderungen in der Genexpression, die nur teilweise zum malignen Phinotyp der
entarteten Zellen beitragen. Da sich LICAM als neuer Biomarker fiir eine schlechte Prognose bei
Karzinomen des Uterus, Endometriums und Ovars erwiesen hat (Fogel et al., 2003; Fogel et al.,

2004), stellt sich die Frage, ob LICAM zum Fortschreiten der Erkrankung beitragen kann.

L1CAM ist als Vermittler von Zelladhésion und Migration in Neuronen, aber auch in Melanoma-
Zellen beschrieben (Hortsch, 1996; Montgomery et al., 1996). Gerade bei der Entwicklung von
Karzinomen des Ovars spielt die Adhédsion und Invasion der Tumorzellen im Bauchraum, die
haufigste Art der Metastasierung, eine entscheidende Rolle. Die verstiarkte Expression von LICAM
in Tumorzellen des Ovars konnte also den malignen Zellen einen Vorteil bei der Ausbreitung der
Krankheit bieten. Vergleichende Untersuchungen einer stabil L1CAM-transfizierten Ovartumor-
Zelllinie, die eine sehr schwache endogene L1CAM-Expression zeigt, mit Vektor-Transfektanten

konnten Aufschluss dariiber geben, ob L1ICAM bei diesen Prozessen eine Rolle spielt.

Bei der Klonierung von L1CAM stellte sich durch Sequenzierung der Konstrukte heraus, dass nur
eine bestimmte Isoform von L1CAM aus den Ovartumor-Zelllinien isoliert werden konnte, in der
die Exons 2 und 27 alternativ gespleifit werden (s. Abb. 18 und 19, S. 81). Verschiedene Isoformen
von LICAM wurden zum ersten Mal von Miura et al. (1991) und Harper et al. (1991) beschrieben.
Neben der kompletten Form von LICAM (L1CAMg) wurde eine Isoform des Molekiils entdeckt,
der vier Aminosduren in der zytoplasmatischen Domine fehlen. Wéhrend diese Isoform in Zellen
des peripheren Nervensystems und einer Melanomazelllinie gefunden wurde, wurde die Expression
des Exon 27, das fiir die vier Aminosduren kodiert (RSLE) als Neuronen-spezifisch beschrieben
(Miura et al., 1991; Harper et al., 1991; Reid und Hemperly, 1992). Jouet et al. entdeckten in B-
Zellen eine weitere Isoform von L1CAM, in der zuséitzlich zu Exon 27 auch Exon 2 deletiert war,
das fiir flinf Aminoséuren im N-terminalen Bereich des Molekiils kodiert (YEGHH) (1995). Diese
Variante wird exklusiv auch in renalen Karzinomzellen sowie in nicht-neuronalen Zellen wie
Astrozyten, Schwannschen Zellen und Oligodendrozyten exprimiert (Meli et al., 1999; Takeda et
al., 1996). Die Anwesenheit von Exon 2 fiihrt zu einem YEGHHV-Motiv anstelle eines Leucin-
Rests im N-terminalem Bereich vor der ersten Ig-Doméne (s. Abb. 19, S. 81). LICAM,, bildet
keine homophilen Bindungen aus, bindet nur schwach an L1CAMg; und zeigt eine signifikant

reduzierte homophile Bindung zu TAX-1/TAG-1/Axonin und Contactin/F3/F11 (De Angelis et al.,
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2001; Jacob et al., 2002). Da in Mutationsanalysen des YEGHHV-Motivs keine Effekt auf das
Bindungsverhalten beobachtet werden konnte, scheint es wahrscheinlicher, dass dieses Motiv die
Hufeisen-Struktur, die zwischen den Ig-Doménen 4 und 5 liegt, stabilisiert. Die Region, die vor der
IG-Doméne 1 liegt und das YEGHHV-Motif enthélt, wird in Nachbarschaft zur Verbindung der Ig-
Doménen 4 und 5 vermutet (De Angelis et al., 2001; Su et al., 1998).

Die Prisenz des Exon 27 erzeugt die Sequenz YRSL, die von dem Clathrin-assoziierten Adaptor-
Molekiil AP-2 erkannt wird und zur Clathrin-vermittelten Endozytose von L1CAMg, aber nicht
von L1CAMy,; flihrt (Kamiguchi und Lemmon, 1998). Das zeigt Auswirkungen auf die Zell-Zell-
Adhision von L1CAM-exprimierenden Zellen, da LICAMg, bei homophiler Bindung internalisiert
wird und die Zell-Zell-Adhésion dadurch vermindert wird (Long et al., 2001). AuBBer dem Binde-
Motiv von AP-2 erzeugt Exon 27 die Tyrosin-Phosphorylierungsstelle YRSL in L1ICAMg. (Wong
et al,, 1996). Clathrin-vermittelte L1CAMEg -Endozytose kann durch Phosphorylierung von
Tyr1176 im YRSL-Motiv verhindert werden (Long et al., 2001). Neben der Zell-Zell-Adhédsion hat
Exon 27 auch Auswirkungen auf die Migration von L1CAM. L1CAMyy;-transfizierte Zellen
zeigen eine geringere Migration auf Laminin als L1CAMg -transfizierte Zellen (Takeda et al.,
1996). Der genaue Mechanismus der Migration durch LICAM ist nicht bekannt, aber Interaktionen
der zytoplasmatischen Doméidne von L1CAM mit Proteinen des Zytoskeletts spielen dabei eine
Rolle. Eine Phosphorylierung der RSLE-Sequenz konnte auch hier Interaktionen mit Proteinen des

Zytoskeletts und damit die Migration regulieren (Takeda et al., 1996).

3.1 Einfluf} stabiler L1CAMj;27-Expression auf die Adhisionsfihigkeit

Die extrazelluldre Matrix ist aus zwei Kompartimenten zusammengesetzt. Die Basalmembran, die
Epithel- und Endothelzellen vom interstitiellen Bindegewebe trennt, besteht vorwiegend aus
Kollagen Typ IV, Laminin, Perlecan und Entactin. Das interstitielle Bindegewebe ist hauptsichlich
aus Kollagenen (Typ I und III), Fibronektin, Elastin, Proteoglykanen und Hyaluronséure aufgebaut.
Die Adhésionsfihigkeit an fiinf verschiedene Substrate aus beiden Kompartimenten von fiinf
L1CAMa; 27-exprimierenden Klonen wurde mit der von drei Vektor-Transfektanten verglichen (s.
Abb. 22, S. 85-87). Die Bindung von neuronalem L1CAM iiber die Ig-Doménen an Laminin wurde
von Hall et al. demonstriert (1997). Diese Bindung konnte in der Isoform L1CAM,,,; verdndert
sein, da durch die Deletion des Exons 2 das Bindungsverhalten des Molekiils modifiziert ist (De
Angelis et al., 2001; Jacob et al., 2002). Es zeigten ca. 10 - 20 % der Transfektanten Adhésion an
Laminin in Vergleich zu ca. 5 % bei den Vektor-transfizierten Zellen. Verglichen mit der Adhésion
an weitere Substrate der EZM wie Kollagen I und IV, Fibronektin und Vitronektin, bei denen keine
deutliche Verdnderung der Adhision festgestellt werden konnte, war die Adhédsionrate relativ

gering. Da die Adhédsion der Vektor-Transfektanten an die anderen vier Substraten mit ca. 30 — 60
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% insgesamt hoher war, ist ein zusdtzlicher Effekt von L1CAMa,,; hier eventuell nicht mehr
eindeutig nachweisbar. Ob die Adhision an Laminin bei der Dissemination der Ovartumor-Zellen
im Bauchraum eine Rolle spielt, kann aber nur in vivo eindeutig bestimmt werden, da LICAM
durch viele &uBere Einfliisse sein Adhésionsverhalten dndern kann, wie die Regulation der
Internalisierung (Long et al., 2001) und die Abspaltung der extrazelluldaren Doméne durch Plasmin

und Metalloproteinasen gezeigt hat (Nayeem et al., 1999; Gutwein et al., 2000).

3.2 Einfluf} stabiler L1CAM-Expression auf die Invasionsfihigkeit

Die Interaktion von Tumorzellen mit Laminin ist ein Schliisselereignis bei Tumorinvasion und
Metastasierung (Menard et al., 1997; Malinda und Kleinman, 1996; Pupa et al., 2002). Einer der
Mechanismen, durch die Laminin zur Invasivitdt und metastatischen Verbreitung beitragt, ist die
Induktion proteolytischer Aktivitdt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, das
L1CAM,; 27 Adhésion an Laminin vermittelt (s. Abb. 22, S. 87). Um zu ermitteln, ob durch die
Interaktion der L1CAM,,,7-Transfektanten mit Laminin ein erhdhtes invasives Potential resultiert,
wurden die Transfektanten auf ihr Invasionspotential im Matrigel-Assay getestet (s. Abb. 23, S.
88). Matrigel besteht aus den Hauptkomponenten der Basalmembran wie Laminin, Entaktin,
Heparan-Sulfat-Proteoglykan (Perlekan) und Kollagen IV (Kleinman et al., 1986). Wenn die
Bindung von L1CAM,;,5,7 an Laminin oder an eine andere Komponente im Matrigel die Aktivitat
von Proteasen verstérkt, sollte dies durch eine erhohte Invasion der L1CAM,, 7-Transfektanten im
Vergleich zu dem Vektor-Transfektanten nachzuweisen sein. Dieser Effekt konnte aber nicht
beobachtet werden. Auch die Motilitét, die sowohl bei der Invasion, als auch bei der Migration eine
groBBe Rolle spielt, war in den Transfektanten im Vergleich zu den Vektor-transfizierten Zellen
unverindert. Die Expression von L1CAMa, »7 reicht also nicht aus, um einen invasiven Phénotyp in

OV-MZ-2-Zellen zu erzeugen.
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4. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die drei potentiellen Ovartumorantigene NMU, JAG2 und
L1CAM identifiziert. Weitere Analysen zur Proteinexpression von JAG2 in Tumorgewebeproben
und NMU in Patientenseren bzw. im Urin sind nétig, um deren Potenzial als Tumormarker zu
belegen. Auch ihre Funktion in Tumorzellen muss in ausfiihrlichen Studien niher charakterisiert

werden, um eine mogliche therapeutische Anwendung postulieren zu kdnnen.

Da schon fiir einige Neuropeptide gezeigt wurde, dass sie iiber autokrine Schleifen die
Zellproliferation fordern (Heasley, 2001), konnte auch NMU moglicherweise auf diese Art das
Wachstum der Tumorzellen fordern. Dazu miisste gezeigt werden, dass einer der beiden
Rezeptoren fiir diesen Liganden auf der Oberfliche der Zellen nachweisbar ist. Da diese
Rezeptoren (NMUIR/FM-3, NMU2R/FM-4) erst kiirzlich identifiziert wurden (Howard et al.,
2000; Fujii et al., 2000), waren sie nicht auf dem analysierten Genchip enthalten. AuBBerdem sind
die Signalwege, die NMU iiber die Rezeptoren beeinflusst, weitgehend unbekannt. Ob NMU einen
wachstumsstimulierenden Einfluss auf Zellen ausiibt, die einen NMU-Rezeptor exprimieren,
konnte in vergleichenden Studien mit NMU-Rezeptor-positiven bzw. —negativen Zellen getestet
werden. Da NMU iiber die Freisetzung des Kortikotropin-freisetzendem Hormons (CRH,
Corticotropin Releasing Hormon) die Nahrungsaufnahme beeinflusst (Wren et al., 2002; Hanada et
al., 2003), konnte seine erhohte Sezernierung aus Tumorzellen Auswirkungen auf den
Allgemeinzustand der Patientinnen haben. Derartige Zusammenhidnge konnten durch eine
entsprechende Anamnese in Korrelation mit der NMU-Expression des Tumorgewebes ermittelt

werden.

Die Funktion von JAG2 im Notch-Signalweg ist noch nicht ausfiihrlich untersucht worden.
Cereseto und Tsai konnten zeigen, dass ektopische Expression von JAG2 in Fibroblasten von
Kaninchen keinen Einfluss auf die Wachstumsrate oder den Zellzyklus in exponentiell wachsenden
Zellen ausiibt (Cereseto und Tsai, 2000). Erst in konfluenten Kulturen induziert JAG2 {iber den
Notch-Signalweg einen kontinuierlichen Zellzyklus und hebt die Dichte-abhéngige Inhibierung auf.
Da der Verlust dieses Kontrollmechanismus oft in transformierten Zellen festgestellt wird, konnte
die Aktivierung des JAG2/Notch-Signalwegs die neoplastische Transformation fordern (Cereseto
und Tsai, 2000). JAG2 ist von Luo et al. als Ligand flir Notchl identifiziert worden (1997). Wenn
die Expression dieses Rezeptors, der nicht auf dem Genchip reprisentiert war, auf den
Ovartumorzellen nachgewiesen werden kann, konnten die Zellen moglicherweise {iiber eine
autokrine Schleife die Dichte-abhéngige Inhibierung tiberwinden. Der Notch3-Rezeptor konnte mit
dem Genchip erfasst werden und war in sechs der elf verwendeten Zelllinien signifikant

iiberexprimiert (CHGF > 2). Moglicherweise kann JAG2 auch iiber Notch3-Signalwege induzieren
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und den Tumorzellen einen proliferativen Vorteil vermitteln. Ikeuchi und Sisodia beschrieben
2003, dass JAG2 intramembrands von Presenilin-abhédngiger y-Sekretase gespalten werden kann
und das resultierende zytosolische Fragment im Zellkern als Trankriptionsfaktor wirken kann.
Dadurch konnte dieses Molekiil sowohl als Ligand als auch als Rezeptor Signalwege beeinflussen.
Die Effekte und genauen Mechanismen dieses Spaltprodukts von JAG2 sind aber noch nicht

erforscht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen mit den Erkenntnissen von Fogel et al. zeigen,
dass LICAM in Karzinomen des Ovars iiberexprimiert ist und mit einer schlechten Prognose
korreliert (2003). Die Uberexpression von Zelladhisionsmolekiilen in malignen Tumoren wird
kontrovers diskutiert. Um sich vom Karzinoma in situ abzuldsen miissen Tumorzellen den Zell-
Zellkontakt unterbrechen. Damit sich diese Zellen in anderer Stelle wieder anheften kénnen, um
dort eventuell eine Metastase durch invasives Wachstum auszubilden, miissen sie in der Lage sein,
an Komponenten der EZM zu binden. Gerade beim Ovarkarzinom ist aufgrund der freien Lage des
Ovars in der Bauchhohle die Dissemination im Bauchraum fiir die Tumorprogression von
entscheidender Bedeutung. E-Cadherin beispielweise gilt als Tumorsuppressor, da es den Zell-Zell-
Kontakt verstdrkt und in invasiven Tumoren hdufig herabreguliert ist (Sundfeldt, 2003). Die
Korrelation des Zelladhésions-Molekiils LICAM mit dem Fortschreiten des Ovarkarzinoms ist
moglicherweise mit der Uberexpression der Isoform L1CAMyy,; zu erkldren, die keine
homotypische Bindung eingeht (Jacob et al., 2002). Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist diese
Isoform jedoch in der Lage, Adhdsion an Laminin, eine Komponente der Basalmembran, zu
vermitteln. Das durch die ektopische Expression von L1CAM,,,; die Invasionsfahigkeit der
Transfektanten nicht erhdht wurde, kann mit dem in vitro-Experiment zusammenhéngen. Fiir die
Invasionsfahigkeit ist die Induktion von Proteasen entscheidend. Diese werden in vielen Fillen von
den benachbarten Stromazellen durch Induktion der Tumorzellen produziert (Coussens und Werb,

1996), so dass ein in vitro-Versuch diese Moglichkeit nicht erfasst.

LICAM unterliegt aufgrund seiner vielfaltigen Aufgaben einer sehr komplexen Regulierung. So
kann die Anwesenheit der extrazelluliren Domine auf der Zelloberfliche durch Anderung der
Expressionsstérke, Internalisierung und durch Abspaltung durch Proteasen reguliert werden (Fogel
et al., 2003; Long et al., 2002; Nayeem et al., 1999; Mechtersheimer et al., 2001). Die Abspaltung
durch Proteasen fiihrt zu einem 16slichen L1CAM-Fragment, das im Serum von Patientinnen mit
Karzinomen des Uterus und des Ovars nachweisbar ist und als diagnostischer Serummarker dienen
konnte (Fogel et al., 2004). L1CAM-Spaltung durch die ADAMI10-Protease fiihrt zu erhohter
Migration von CHO-Fibroblasten iiber die Interaktion mit av-Integrinen (Mechtersheimer et al.,
2001). Fogel et al. konnten zeigen, dass LICAM durch die Vermittlung von Adhédsion und

Migration die Tumorprogression von malignen Melanomen foérdern kann (2003). Da auch in
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Ovarkarzinomen 16sliches L1CAM nachgewiesen werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass
auch hier LICAM in die Migration von Tumorzellen involviert ist. Die Motilitét, die auch bei der
Migration der Zellen eine Rolle spielt, wird von L1CAM,,,; nicht verdndert, wie im Matrigel-
Versuch nachgewiesen wurde. Die Bindung an Integrine ist moglicherweise hauptséchlich fiir die

Migrationsféhigkeit verantwortlich.

Neben einer diagnostischen bzw. prognostischen Anwendung der deregulierten L1CAM-
Expression ist auch eine Anwendung in der Therapie denkbar. Da die meisten Gene, die am
Wachstum von Tumorzellen beteiligt sind, auch fiir das Wachstum von normalen Zellen essentiell
sind, ist der Einsatz von wachstumshemmenden Antikdrpern meist problematisch. Ein geeignetes
Angriffsziel wiren also Gene, die nur in Tumorzellen fiir Wachstum und Proliferation benotigt
werden. Primiano et al. konnten nachweisen, dass monoklonale Antikoérper gegen LICAM die
Proliferation von Tumorzellen, nicht aber von normalen Zellen verhinderten (2003). In der gleichen
Studie wurde beobachtet, dass eine induzierbare Hemmung der L1CAM-Expression iiber GSE-
Elemente (Genetic Suppressor Elements) zu Apoptose in diesen Zellen flihrte. Diese Ergebnisse
zeigen, dass monoklonale Anti-L1CAM-Antikdrper als potentielle therapeutische Agentien in der

Tumorbekdmpfung dienen konnten.

Ein weiterer Ansatz in der Anti-L.1CAM-Antikdrper-basierenden Therapie ist durch die Expression
verschiedener Spleiivarianten denkbar. Die Entwicklung eines spezifischen Antikdrpers gegen die
Isoform, die in Tumorzellen exprimiert wird und in Nervenzellen nicht vorkommt, kdnnte den

therapeutischen Einsatz spezifizieren (Meli et al., 1999).

Zusammenfassend ist mit der Uberexpression von LICAM in Ovarkarzinomen ein Zielmolekiil mit
vielfdltigem Anwendungspotential identifiziert worden, das sowohl die Diagnostik als auch die

Therapie dieser Erkrankung verbessern konnte.
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V. Zusammenfassung

Unzureichende Moglichkeiten in Diagnose und Behandlung von epithelialen Ovartumoren fithren
zu einer niedrigen Uberlebensrate der Patientinnen. Die molekularen Zusammenhinge, die der
Progression dieser Krankheit zugrunde liegen, sind noch weitgehend unbekannt und erschweren

Verbesserungen in der Fritherkennung und Therapie.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der Affymetrix Genchip-Technologie die
Genexpressionsprofile von elf Ovartumor-Zelllinien mit denen von zwei IOSE-Zelllinien, die aus
normalen Epithelzellen des Ovars etabliert wurden, verglichen. So sollten Gene identifiziert
werden, welche die Tumorzellen von den normalen Zellen unterscheiden und eventuell als

diagnostischer Marker oder als Zielgen fiir therapeutische Zwecke dienen konnen.

Mit besonderem Augenmerk auf Transmembran- bzw. sezernierte Proteine wurden zunichst 21
bzw. sieben Gene in den beiden Gruppen identifiziert, deren Uberexpression in Karzinomen des
Ovars zum ersten Mal ermittelt wurde. Die Ergebnisse der Affymetrix-Analyse wurden mittels RT-
PCR in sieben ausgewdhlten Genen bestdtigt. Die Expressionsanalysen von drei ausgewédhlten
Genen, NMU, JAG2 und L1CAM, wurden auf Ovartumor-Gewebeproben ausgeweitet und eine

mogliche Rolle in der Tumorgenese des Ovarkarzinoms diskutiert.

Da fiir LICAM spezifische Antikdrper zur Verfiigung standen, konnte gezeigt werden, dass die
Abundanz der LICAM-mRNA mit der Protein-Abundanz korrelierte und die Lokalisierung in der
Zelle wie erwartet in der Plasmamembran erfolgte. Die Expression von L1CAM konnte
immunhistochemisch in Paraffinschnitten von Ovarkarzinomen nachgewiesen werden. Zu einem
geringeren Prozentsatz konnte das Zelladhdsionsmolekiil auch in Borderline-Tumoren, die in der
Regel durch eine gute Prognose gekennzeichnet sind, und Fibromen identifiziert werden. In
malignen Ovartumoren nicht epithelialer Herkunft konnte keine L1CAM-Expression festgestellt
werden. Zeitgleich wurde die Uberexpression von LICAM in Ovarkarzinomen beschrieben und
das Molekiil als prognostischer Marker in Karzinomen des Ovars, Uterus und des Endometriums

identifiziert.

Durch funktionelle Analysen sollte die Funktion von L1ICAM in Ovartumorzellen untersucht
werden. Bei der Klonierung von LICAM wurde festgestellt, dass aus den verwendeten Ovartumor-
Zelllinien nur eine Isoform des Gens isoliert werden konnte, in der die Exons 2 und 27 deletiert
sind. In stabilen L1CAMa;,7-Transfektanten konnte gezeigt werden, das die Expression dieser
Isoform zu erhohter Adhésion an Laminin im Vergleich zu Vektor-Transfektanten fiihrt. Die
Invasionsfahigkeit der Transfektanten wurde durch die ektopische L1CAMy; 7-Expression nicht

verandert.
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Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit unter der Verwendung der Genchip-Technologie die
zwei potenziellen Markergene NMU und JAG?2 identifiziert, die in weiteren Analysen auf ihre
Bedeutung in  Ovarkarzinomen untersucht werden miissen. LICAM  wurde in
immunhistochemischen Studien als Marker identifiziert, dessen prognostischer Wert in Zukunft die
Diagnose und Therapie dieser aggressiven Erkrankung verbessern konnte. Zudem bieten die
vielféltigen Funktionen von LICAM Maoglichkeiten bei der therapeutischen Intervention durch
monoklonale Antikdrper, die durch die Expression einer Spleiflvariante in Ovartumorzellen

spezifiziert werden konnte.
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AbKkiirzungen

Abb.

AC

Amp
ATCC
Avg Diff
BSA
bzw.

C-

CAM

CHGF

d.h.
DAPI
DEPC
DMEM
DMSO
E. coli
EZM
etal.
FACS
FKS
Xg
GFP
HEPES
Hyg
IVT
Kap.

kD

Abbildung

Accession Number

Ampicillin

American Type Culture Collection

Average Difference

bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Carboxy-

Cell Adhesion Molecule, Zelladhdsionsmolekiil
Change Factor

Indocarbocyanin

das heif3t

4,6-Diamidino-2-phenylindol
Diehtylpyrocarbonat

Dulbecco's modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Escherichia coli

Extrazelluldre Matrix

und andere

Fluorescence Activated Cell Sorting, DurchfluBzytometrie

fotales Kédlberserum
Erdbeschleunigung

Green Fluorescent Protein

(N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsiure]

Hygromycin
In vitro Transkription
Kapitel

Kilodalton
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MEM
mJ
mM
MMP
MW
NMU
N-
0.D.
ORF
PBS
PCR
POD
RT
RT-PCR
SDS
SSC
SV40 large T
Tab.
TAE
Tris
UTR
uv
v/v
w/v

ZNS

molar

Minimal Essential Medium

Millijoule

Millimolar

Matrixmetalloproteinase

Molekulargewicht

Neuromedin U

Amino-

Optische Dichte

Open Reading Frame, offener Leserahmen

Phosphate Buffered Saline, Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Peroxidase

Raumtemperatur

Reverse-Transkriptase-PCR

Natriumdodecylsulfat

Sodiumchlorid Sodiumcitrat, Zitrat gepufferte Kochsalzlgsung
Simianvirus 40 grof3es T-Antigen

Tabelle

Tris-Azetat-EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Untranslated Region, untranslatierter Bereich
Ultraviolett

Volumen pro Volumenanteil

Gewicht pro Volumenanteil

Zentrales Nervensystem
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Liste deregulierter Gene aus der Affymetrix-Analyse

g | = TR e |9
Genbezeichnung E E E E E E

> > 2 € e - &) > > > >

o o a @) = ==} o o o o o
Transmembran-Proteine
ITGB4, Hs.85266 55 18 17 18 6 52 15 37 13 99 22
ITGBS, Hs.52620 2 1 9 14 2 4 -3 14 -3 0 2
TSPAN-1, Hs.38972 4 6 41 365 94 66 17 356 16 30 44
TJP3, Hs.25527 1 7 1 9 16 17 43 9 3 7 11
CLDN3, Hs.25640 -5 0 18 28 162 68 66 14 0 1 20
CLDN4, Hs.5372 0 0 149 141 776 34 464 770 0 0 154
CLDN7, Hs.278562 0 0 9 58 82 80 42 68 1 3 21
PRAME, Hs.30743 35 73 266 21 46 659 66 0 204 61 52
KCNK1, Hs.79351 -2 2 18 15 2 5 2 25 6 75 15
NBMPR (ENT2), Hs.32951 | 6 8 3 9 7 6 18 3 0 3 2
MUCI1, Hs.89603 0 -7 -2 29 147 0 53 4 2 24 14
CELSR3, Hs.55173 4 7 4 1 5 4 19 0 25 4 8
TACSTD1,Ep-CAM,Hs.692 | 10 6 131 433 392 288 275 359 1 51 239
ABCAZ2, Hs.94806 0 4 3 -2 4 11 24 2 21 12 26
SORL1, Hs.82845 33 14 5 3 33 13 42 19 23 6 1
CXCR4, Hs.89414 1 0 6 12 6 1 0 81 5 15 28
DDRI1, Hs.75562 3 3 3 3 5 5 9 4 8 5 4
TGFBR3, Hs.79059 71 44 -1 1 12 9 1 51 7 19 16
FGFR2, Hs.278581 145 74 0 6 75 79 31 0 0 0 108
FGFR3Hs.1420 21 25 3 0 7 57 7 1 0 4 17
SLC6AS, Hs.187958 63 60 7 0 2 79 23 42 22 23 36
IL6R, Hs.193400 10 19 2 4 4 4 0 2 0 3 0
CDH1 (E-cad) Hs.194657 14 19 24 182 181 252 405 200 0 14 18
ERBB3 (/HER3, Hs.199067 | 0 1 5 79 206 25 440 91 4 36 59
FAT?2, Hs.158159 0 0 3 8 5 7 1 2 1 4 3
GPC4, Hs.58367 14 14 14 24 37 126 0 7 0 1 2
UPK1B, Hs.271580 19 3 2 6 47 80 0 7 -5 11 -1
EFNA3, Hs.37054 2 2 1 1 4 2 6 3 3 3 4
NEO1, Hs.90408 54 34 2 -2 15 17 -2 6 19 16 7
JAG2:jagged 2, Hs.166154 4 11 2 12 14 11 12 3 7 11 12
L1CAM, Hs.1757 -1 7 27 17 10 24 1 5 -3 15 4
CDH2( N-cad), Hs.161 -5 -1 -2 -14 -3 -3 -61 -7 -46 -44 -28
CDH4 (R-cad), Hs.89484 -2 -2 -3 -6 -4 -4 -1 1 -3 -3 -16
ICAM1:, Hs.168383 -137 | -137 | -1 -25 -15 0 -137 | -5 -137 | 2 -137
PLXNCI1, Hs.286229 -2 -3 -4 -5 -3 0 -5 -2 -9 0 -12
RORI1, Hs.274243 -57 -3 -1 -1 -6 -3 -57 -7 -1 -1 -6
EPHB2, Hs.125124 -6 -9 -1 0 -9 -1 -153 | -1 -4 -3 -52
IL7R, Hs.237868 -3 -1 -1 -3 -3 -4 -3 -3 -4 -1 -4
ITGA2, Hs.271986 -48 -48 -5 0 -48 -48 -7 1 -1 0 -48
SLC16A3, Hs.85838 -5 -8 0 -3 -45 -2 -5 -1 0 -1 -5
SLC16A4, Hs.23590 -7 =27 0 =27 -4 -6 0 -17 -15 =27 -8
ADORA2B,, Hs.45743 -6 -3 -3 -2 =25 -63 -12 -1 0 -3 -8
F2RL1,, Hs.154299 -8 -16 -2 0 -2 -5 -5 3 -2 -8 -8
VLDLR, Hs.73729 -31 -31 -31 0 1 0 =31 0 -31 -31 -2
HLA-F,, Hs.110309 -63 -35 -8 -3 -531 | -24 -7 -4 -1 0 -4
F2R, Hs.128087 -14 -4 -3 -4 -7 -18 =25 0 1 -6 -4
F2RL1,, Hs.168102 -103 | -29 -2 1 -4 -11 -6 2 -1 -14 -11
PROCR, Hs.82353 -1 -1 -7 -5 -18 -7 -6 0 -3 -1 -17
MRC OX-2, Hs.79015 -14 -11 -8 -7 -4 0 -18 -121 | -25 -17 -16
OSMRB, Hs.238648 -3 -4 -3 -2 -3 -3 -4 1] 1 1] -8
B2, Hs.239809 0 2 0 -35 -6 -10 -4 -10 -8 -2 =20
FLRT2, Hs.48998 1 2 -2 -4 -7 -5 -2 -4 -5 -2 -4
T1A-2, Hs.135150 1 1 -1 -10 -18 -3 -24 -2 -16 -19 =27
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Genbezeichnung E E E ; E ;
> > z < e —_ &) > > > >
=} =} (=] @) == == =} =} =} =} =}
GPRC5B, Hs.242407 -15 -15 -10 -23 -5 -7 -47 -6 -38 -11 -24
PMP-22 (Gas-3), Hs.103724 | -1 -2 -2 -3 -3 -2 -5 -5 1 -1 0
EMP3, Hs.9999 -7 -3 0 -4 -100 | -6 -171 | -1 0 0 -13
Sezernierte Proteine
APOE, Hs.169401 378 753 0 46 76 681 333 0 0 0 9
TGFA, Hs.170009 1 1 12 24 1 4 4 12 6 11 -1
FGF18, Hs.49585 14 13 121 100 0 258 0 27 0 0 11
SERPINBI1, Hs.183583 14 0 91 216 | 34 190 8 149 73 352 64
SERPINI1, Hs.78589 0 12 7 11 0 31 35 6 26 1 13
SLPI, Hs.169793 270 405 409 | 980 765 | 862 43 853 14 715 15
CTSH, Hs.288181 18 15 1 2 2 5 3 1 0 2 3
CTSL2, Hs.87417 67 32 3 4 3 52 5 2 -4 5 11
NMU, Hs.2841 1 10 17 79 25 47 20 22 0 3 13
MDK, Hs.82045 10 14 4 -46 3 10 -3 2 -46 -1 9
IGFBP2, Hs.162 24 23 18 28 76 604 11 34 -13 -1 1
HBP17, Hs.1690 1 -1 89 57 1 26 9 445 3 230 114
WFDC2, Hs.2719 0 [1] 138 40 645 292 3 279 0 69 0
BDNF, Hs.56023 -4 -7 -3 -1 -18 -10 -44 -2 -6 -9 -47
TGFBI,Hs.118787 -160 | -973 | -2 -1 973 | -347 | 973 | -1 -463 | -2 -973
IGFBP5, Hs.103391 -1 -1 -57 -625 | -625 | -10 -1 -625 | -625 | -625 | -625
IGFBP7, Hs.119206 -47 -25 -1 -1 -4 -3 -36 1] -115 | -324 | -155
IL8, Hs.624 -598 | -598 [ 0 0 -7 -598 | -598 | 0 -2 1 -58
PTX3, Hs.2050 -546 | -33 -1 -2 -31 -125 | -546 | -23 546 | 0 -546
CXCLI1, Hs.789 -25 -42 0 0 -657 | -2 -657 | 0 -657 |1 -657
SCYAS, Hs.241392 -10 -7 -12 -7 -9 -15 -11 -12 -8 -6 -15
SPUVE, Hs.325820 -493 | -493 | -6 -13 -5 -2 -493 | -1 -1 -11 -493
ADAMTS3, Hs.27916 1 1 -4 0 -8 -4 -5 0 =22 -4 -4
CI1R, Hs.1279 -1 -1 -4 -244 | -3 -5 -25 -9 -5 -1 -11
WNTS5A, Hs.152213 1 1 -1 -258 | -5 -1 -28 -14 -258 | -166 | -44
DKK1, Hs.40499 242 | -49 -47 =27 242 | 242 | -1 -1 -1 0 =242
PLAU, Hs.77274 =22 -25 0 0 -24 -28 -50 0 -26 1 -3
SERPINEI1, Hs.82085 -48 =72 -2 -114 | -172 | -35 =274 | -4 -9 -38 -113
SERPINGI1, Hs.151242 -1 0 -5 -3 -2 1] -5 -7 -14 -1 -3
MMP1, Hs.83169 =30 -3 -33 =20 -83 -102 | -213 | -96 =231 | -13 -13
BMP1, Hs.1274 0 0 -4 -5 -3 -3 -5 -1 -1 -2 -8
QSCN6,Hs.77266 -263 | -32 -2 -7 -4 -2 =263 | -5 -2 -16 -263
SPARC, Hs.111779 0 -1 1} -8 -79 -1 -558 | -17 -309 | -38 -71
EFEMP1, Hs.76224 -2 -2 -9 -13 -32 -7 -1 -2 -72 -127 | -63
STC2, Hs.155223 -6 -24 -8 -7 -8 -55 0 1 -8 -9 -8
FN1, Hs.118162 -40 -55 0 0 989 | -6 -26 -1 -989 | -287 | -989
PRG1, Hs.1908 -14 -288 | -1 -122 | -55 -40 -12 0 =275 | -102 | -137
HXB, Hs.289114 =577 | 577 | -2 -4 -45 -5 =262 | -22 577 | 0 =577
SCG2, Hs.75426 -1 -25 -3 -48 -8 -6 -48 -2 -48 -2 -48
SLIT2, Hs.29802 -8 -3 -1 -8 0 -4 =22 -11 -21 -1 -17
FGF2, Hs.284244 -17 -6 -10 -7 -19 -9 -26 -1 -2 -102 | -23
TGFB1, Hs.1103 -3 -4 -2 -3 -17 -2 -8 -2 0 -5 -2
VEGF, Hs.73793 -4 -7 -1 -3 -1 -2 -4 -4 1 -3 -1
DTR, Hs.799 -78 -78 -78 0 -78 -25 -78 0 -5 -60 -78
IL6, Hs.93913 -81 -180 | -1 0 -624 | -23 -624 | 0 =20 -3 -624
CCL2, Hs.303649 -16 -23 -66 -41 -7 -51 -63 -4 -70 -3 -62
CYR61, Hs.8867 -23 -25 -3 -1 -3 -1 -5 0 0 -17 -29
Enzyme
CKB, Hs.173724 21 20 1 12 7 3 3 2 2 14 13
SAH, Hs.512678 -1 5 3 5 9 3 25 8 2 8 10
ASS, Hs.160786 11 9 7 3 15 9 2 1 -2 9 1
ATPY9A, Hs.70604 2 2 2 5 2 13 1 6 -4 0 -1
AKR1C3, Hs.78183 -1 0 33 5 0 7 1 16 67 183 96
POLR2J, Hs.80475 17 14 28 0 26 65 1} 35 90 0 0
IMPA2, Hs.5753 6 5 6 5 3 3 8 2 21 12 7
NUDT3, Hs.4815 [ 5 2 3 3 1 3 1 2 3 2
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Genbezeichnung E E E ; E ;
> 2 | B lo|la|=|v |z |2 |2 |8
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CDS1, Hs.380684 32 36 14 135 | 36 115 [ 132 |75 11 3 18
PIB5PA, Hs.21492 16 21 8 0 38 0 56 15 0 0 30
HASJ4442, Hs.155020 5 4 4 1 18 2 5 2 3 1 2
GSTZ1, Hs.26403 3 2 10 -3 7 6 12 4 6 11 -3
ALDH5A1, Hs.5299 13 15 2 3 21 10 6 1 -4 4 4
FABGL, Hs.288354 3 4 1 5 4 6 20 1 3 4 2
GALNTS3, Hs.55823 -1 -3 5 26 22 23 21 24 0 ) 4
BCKDHB, Hs.1265 3 3 0 1 4 2 2 2 3 2 5
UGT2B7, Hs.10319 2 1 3 124 | 72 59 0 85 25 60 2
GMDS, Hs.105435 4 1 3 3 52 10 5 2 7 6 7
ACY1, Hs.334707 1 0 3 2 1 3 4 2 2 3 2
NDUFB7, Hs.661 1 -5 4 9 6 6 -9 2 3 2 3
CA2, Hs.155097 -1 -2 6 182 |2 146 | -1 37 3 5 -1
UBE2L6, Hs.169895 -5 -4 22 -3 22 0 -2 -1 -286 | -2 -16
UBEIL, Hs.16695 -2 -4 -1 -4 -2 -1 -3 ) -3 ) -4
P4HA2, Hs.3622 -3 -4 -2 0 -2 -3 -5 -1 0 -1 -4
LOX, Hs.102267 -1 -3 -15 -8 -28 -7 -24 0 -35 -29 -27
SAC2, Hs.52463 -29 -29 -1 -4 -7 -6 -2 -1 -1 -1 -3
UAPI1, Hs.21293 -4 ) -3 -1 -2 -3 -2 -4 -3 -1 -4
GBE1, Hs.1691 -4 -3 -1 -1 22 -3 -2 -5 0 -1 -8
PLSCR1, Hs.198282 -2 -3 -4 -1 -3 -1 -7 -1 -4 -3 -20
DPYSL3, Hs.74566 0 0 0 -9 -4 -23 -427 | -6 -427 | -427 | 427
NMT2, Hs.122647 -4 -3 0 -3 -6 -5 -3 -3 -2 ) -3
MYLK, Hs.211582 -42 -18 -1 0 -5 0 -116 | 0 -116 | -14 -116
ALDHI1A3, Hs.75746 -55 -98 -1 -1 -10 -4 =22 0 -181 | 1 -15
CA12, Hs.5338 -44 -8 -2 -73 -10 -1 6 -8 -73 -41 -73
PSMBY, Hs.9280 -4 -5 -5 ) -11 -5 -5 -2 -1 -1 -10
OAS2, Hs.264981 -7 -10 -16 -10 -12 -5 -12 -10 -12 -12 -13
DRADA2bD, Hs.85302 -5 -2 -15 -4 -1 -12 -15 -3 -2 -2 -3
Intrazelluliire Signalmolekiile
TPD52, Hs.2384 5 1 3 11 7 4 -1 6 5 4 15
SFN, Hs.184510 0 0 7 8 2 3 6 8 5 8 10
PEPP3, Hs.241161 4 -1 4 15 7 8 32 4 6 5 -1
PDEY9A, Hs.18953 8 22 0 19 107 | 18 0 12 0 11 0
RAGD, Hs.235634 8 16 5 6 48 10 4 27 0 45 43
EPAC, Hs.8578 0 0 26 83 56 251 [0 15 0 3 4
CNP, Hs.150741 7 4 3 4 5 6 6 5 14 5 6
SPRY1, Hs.88044 2 3 5 24 6 21 4 15 3 2 38
JUP, Hs.2340 2 1 3 6 5 6 4 5 0 0 1
DVLI1, Hs.74375 5 2 2 2 5 2 1 3 2 1 5
MADHG6, Hs.153863 16 23 8 4 9 34 -3 3 16 6 11
MAPKAPK3, Hs.227789 -6 -29 6 8 3 2 4 6 7 3 0
MAPKSIP2, Hs.80545 3 8 2 -2 -2 2 4 2 -2 ) 2
PTK6, Hs.51133 0 3 13 4 1 4 38 2 10 13 4
SH3BGR, Hs.47438 4 4 3 0 1 2 10 1 5 3 6
ARHGEF4, Hs.6066 2 4 29 6 0 3 0 43 30 103 | 12
ARHGAPS, Hs.102336 4 9 2 17 22 26 27 32 0 11 35
DUSP3, Hs.181046 7 0 15 9 3 30 25 12 32 10 6
PTPRM, Hs.154151 1 0 8 13 7 13 -4 25 15 20 0
ARHD, Hs.15114 85 0 0 281 [0 231 | 227 | 241 | 197 | 36 15
FYN, Hs.169370 0 0 -2 -1 -2 -4 -255 | -3 -255 | -8 -3
ARHE, Hs.6838 -6 -5 0 -1 -16 0 -6 0 -4 -2 -6
SYNJ2, Hs.61289 -1 -1 0 -4 -7 -7 -3 -2 -9 0 -12
MAPRE?2, Hs.78335 -8 0 -15 -86 -121 | -21 -13 -2 -4 -8 -8
DLC-1 Hs.8700 -4 -6 -16 -2 -443 | -28 -443 | -1 -55 -4 -443
LNK, Hs.13131 -4 -3 1 -3 -4 -4 -5 -1 1 0 )
RAB32, Hs.32217 -7 -5 0 -3 -18 -1 -1 -2 22 -4 -135
ADCY7, Hs.172199 -31 -8 -2 0 -13 -3 -66 -1 -5 -2 -1
CASP6, Hs.3280 0 0 -2 -3 -11 -11 0 0 -3 -90 -2
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Genbezeichnung E E E ; E ;
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STK18, Hs.172052 -2 -3 -1 -2 -9 -7 -2 -4 -1 -5 -3
GPRKS, Hs.211569 2 0 -3 -8 -9 -16 -9 1 -1 -3 -5
JIK, Hs.12040 -10 -23 -4 -4 -2 -6 -1 -4 -1 -1 -12
IRF7, Hs.166120 -9 -51 -4 -2 -9 -28 -8 -6 -1 -4 -1
QKI ,Hs.15020 -6 -10 2 -2 -11 -12 -23 -1 -14 ) -10
Zellzyklus-Regulatoren
CCNEI1, Hs.9700 1 0 3 30 8 8 2 3 7 1 11
MAP-1, Hs.24719 1 2 1 3 6 7 2 5 1 4 7
E2FS5, Hs.2331 4 6 1 10 3 1 4 6 5 1 4
BTG2, Hs.75462 8 9 0 0 9 6 1 5 0 4 3
MIG2, Hs.75260 0 0 -2 -4 -7 -6 -2 -4 -1 -1 -5
GAS6, Hs.78501 -49 9 0 0 -7 -2 -16 9 0 -27 -49
CCNAl, Hs.79378 -92 -4 2 2 -1 1 -25 -14 -92 -11 -3
CDKNIA, Hs.179665 -5 -5 -2 -26 -28 -2 -2 2 0 0 -3
DAB2 (DOC-2), Hs.81988 -57 -6 -13 -20 -158 | -13 -182 | -10 -103 | 4 -48
TSC403 , Hs.10887 -105 | -105 | -7 -4 -39 -1 -105 | -10 -105 | -5 -61
EZM-Proteine
PKP3, Hs.26557 -4 -9 5 9 12 12 13 8 10 3 1
LAMBS3, Hs.75517 -1 -9 25 19 5 3 -1 19 1 32 2
COLS5A2, Hs.82985 -8 -6 -16 -589 | -51 -63 -141 | -24 -186 | -59 =237
COL6A3, Hs.80988 -17 -24 -3 -4 -10 -24 -14 -14 -1 -11 -14
COL7A1, Hs.1640 2 0 4 -6 -19 -5 -6 -8 -7 -2 -5
COLS8A1, Hs.114599 -14 -11 -4 -3 -14 -11 -14 -14 -27 -9 -32
FBN1, Hs.750 -6 -4 -3 -2 -183 | -4 -183 | -16 -11 -183 | -183
EFEMP2, Hs.6059 -1 -1 -2 -7 -5 1 -16 -2 -10 -5 -12
MATNS3, Hs.234386 -4 0 -3 -2 -37 -26 0 -3 -37 -37 -25
LPXN, Hs.49587 -5 -4 -6 -7 -6 -5 -4 -7 -6 -7 -4
LUM, Hs.79914 5 10 -9 -7 -5 -9 -2 -11 -8 -6 -14
BGN, Hs.821 -5 -2 -4 -8 -5 -6 -13 -8 -6 -7 -5
T1A-2, Hs.135150 1 1 -5 -23 =267 | -2 -267 | 4 -267 | -267 | -267
KALI, Hs.3730 -4 -4 -2 -4 0 0 -6 ) -3 -32 -3
Transkriptionsfaktoren
ZI1C1, Hs.41154 289 | 381 | 56 25 1 89 0 0 2 11 1
ZNF212, Hs.108139 24 20 2 0 71 30 28 16 41 6 0
ZNF165, Hs.55481 0 0 15 164 | 27 27 37 84 75 22 28
LOC58495, Hs.71935 0 13 18 54 37 51 55 47 18 22 62
H2BFE, Hs.182432 3 7 3 2 15 5 12 -6 2 6 10
H2BFC, Hs.137594 2 3 3 2 17 6 9 -2 2 6 13
MTALI, Hs.101448 89 89 17 25 96 22 40 32 3 18 24
Rad17-like, Hs.16184 -2 1 3 2 3 1 4 3 10 2 2
CREG, Hs.5710 20 14 2 6 10 20 25 4 10 8 8
SATBI,, Hs.74592 8 117 | 31 11 7 5 276 | 49 0 18 0
Pig7, Hs.76507 2 3 2 4 1 3 4 9 -1 3 0
ATDC,, Hs.82237 18 10 3 4 7 15 4 3 0 9 1
MYBLI1,, Hs.300592 -5 -3 -3 0 -3 -3 2 -1 0 -2 -3
SIM2, Hs.27311 -32 -3 -2 -2 -6 -28 -7 1 -6 0 -5
UKLF, Hs.21599 -12 -6 -5 -5 -16 -3 -3 ) -1 ) -1
KLF7, Hs.21599 -101 | -6 -12 -12 -101 | -34 -20 -2 -5 -3 -11
TNRC3, Hs.21858 -8 -3 0 -3 -42 -43 -39 -8 -2 0 -16
HNF-3 alpha, Hs.299867 -34 -34 -7 -34 0 -2 10 0 -34 -20 -3
AMLI1, Hs.129914 -54 -54 -1 -54 -54 -54 -7 1 -54 0 -54
MEIS2, Hs.104105 0 1 -4 -23 -3 -6 -10 -24 -70 -5 -70
HOXAS, Hs.37034 -1 -1 -4 -62 -6 -167 | -29 -9 0 -167 | -167
HOXC6, Hs.820 -1 0 -3 -66 -2 -3 0 -5 -3 -2 -4
NR3C1, Hs.75772 -4 -5 -1 0 -4 -2 -51 ) 0 -1 -51
SP-100, Hs.77617 -15 93 -3 0 -4 -3 -4 -5 -3 -2 -31
Nrf3, Hs.404741 -20 -4 -2 0 -11 -2 -6 -2 0 -2 -10
NEDD4, Hs.1565 -8 -5 -2 -4 -35 -35 -2 4 -1 0 -4
OTK18, Hs.119014 -7 -7 -4 -5 -3 -22 -17 -5 -2 -5 -7
ELL2, Hs.173334 -3 -6 -4 -4 -15 -1 -3 -2 0 -2 -8




Anhang 137
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Genbezeichnung E E E ; E ;
> > z < e —_ &) > > > >
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Zytoskelett-Proteine
EMAPL, Hs.12451 2 2 2 0 5 5 2 3 7 1 3
EMD, Hs.2985 5 5 8 1] 4 5 0 2 5 1 7
TNNI3, Hs.120036 28 24 0 6 66 15 11 5 0 1] 113
ABLIM, Hs.158203 57 29 11 54 162 458 50 86 0 21 44
PPL, Hs.74304 17 7 30 19 7 37 20 18 -8 5 1
MTM1, Hs.75302 0 3 10 0 8 9 13 6 6 0 1
KRT19, Hs.182265 4 2 2 6 5 6 7 5 1 3 2
DMD, Hs.169470 1 -1 -24 -2 -3 -4 0 -9 =20 =27 -41
TPM1, Hs.77899 -3 -3 -2 -1 -1 -2 -2 0 -6 -12 -11
TPM2, Hs.300772 -11 -8 0 -1 -29 0 -608 | -126 | -347 | -65 -47
FLNC, Hs.58414 2 1 -4 -5 -181 [ 0 -35 0 -26 -10 -16
ACTA2, Hs.195851 =245 | -16 -5 -380 | -71 -19 -6 -1 -13 -1 -126
MYRL2, Hs.9615 1} -1 -2 -103 | -358 | 0 -4 -358 | -358 | -18 -1
Proteine anderer Funktion
TM7SF2:, Hs.31130 23 26 3 6 46 61 67 16 19 20 16
INADL, Hs.321197 0 2 1 4 12 4 6 4 2 2 2
EEF1A2, Hs.2642 3 13 3 -3 -1 9 10 1 -2 17 2
UCP2, Hs.80658 2 2 1 10 15 19 10 8 6 1 3
MTIL, Hs.94360 -1 -1 13 15 -1 11 -1 10 43 5 99
CRIP1, Hs.17409 38 32 62 45 0 184 119 -2 0 12 92
RPS25, Hs.113029 2 4 3 1] 2 2 1 6 4 3 9
CYP1A1, Hs.72912 2 2 8 14 8 21 3 3 62 13 45
CRABP2, Hs.183650 117 -1 -1 6 105 72 133 18 0 13 -1
PARDGA, Hs.112933 0 1 2 5 -1 3 18 5 3 7 11
AP1G2, Hs.8991 15 2 3 0 1 18 5 13 5 6 -3
PEX7, Hs.79993 4 6 9 1 12 19 10 3 10 6 17
DLG3, Hs.272438 0 0 16 5 24 17 24 26 3 5 31
LAK-4p, Hs.16165 -11 1 3 2 6 11 11 3 8 25 7
ETFB, Hs.74047 17 2 30 -1 51 95 54 17 78 56 93
1F2, Hs.158688 0 -1 -2 -1 -3 -1 -2 -4 -4 -2 -6
ANXAS, Hs.87268 7 6 -5 -2 -119 | -2 -119 | -43 -2 -1 -119
SRPX, Hs.15154 -4 -6 -3 -4 -7 -12 -6 0 -16 -5 -7
FEZ1, Hs.79226 -3 -1 0 -17 -15 -16 -1 1 -96 -96 -43
TAGLN, Hs.75777 -2 -4 -6 -18 -2 -1 -10 -5 =22 -16 -5
DNAJB5, Hs.237506 -1 -3 -7 0 1 -7 -7 -7 1 -2 -5
SELIL, , Hs.181300 -5 -5 -5 -5 3 0 4 -2 -2 3 -5
PDLIM1, Hs.75807 -2 -5 -1 -3 -4 -3 -3 1} -31 -4 -16
SEC24D, Hs.19822 -3 -2 -1 -2 -2 -1 -5 -2 -1 -3 -2
P311, Hs.142827 -1 0 -3 -4 -1 -3 -13 -7 -98 -8 -46
UTX, Hs.13980 0 0 -2 -4 -3 -11 -2 -3 -1 -3 0
TRIM14, Hs.179703 -2 -3 -2 -3 -8 -3 -3 -2 -1 -2 -4
G1P2, Hs.833 -11 -10 -24 -1 -30 -1 -139 | 4 -1 -4 -1
IFI16, Hs.155530 0 0 -7 -10 -2 -4 -51 -1 -60 -1 -160
IFIT1, Hs.20315 -47 -24 -68 -6 =27 -2 =27 -7 -2 -11 =31
RIG-G, Hs.181874 -345 | -59 -42 -5 -40 -5 -156 | -2 -6 -24 -605
IFP35, Hs.50842 -5 -13 -2 -6 -19 -2 -4 -10 -3 -2 -76
LEU13, Hs.146360 514 | -197 [ 0 -3 -1 -1 -11 -12 514 | =2 -17
MTAP44, Hs.82316 -30 -38 =22 -3 -9 -3 -24 -21 -15 -2 -35
SAMHD1, Hs.371264 -7 -46 -5 -5 -6 -4 -7 -11 -1 -5 =22
RTVP1, Hs.64639 -5 -8 -3 -2 =22 -6 -11 -1 -18 -13 -18
SEP2, Hs.90998 -2 -1 -1 -5 -2 -39 -7 -3 -4 -1 -1
GBP1, Hs.62661 -16 -10 -13 -4 -1 -2 -13 -3 -104 | -6 -104
RI5S8, Hs.27610 -2 -3 -17 -2 -3 -2 -12 0 0 -2 -10
AP1S2, Hs.40368 -6 -6 -1 -11 -5 -33 -1 0 -2 -1 -3
Proteine unbekannter Funktion
KIAA0626, Hs.178121 0 0 4 0 12 6 6 4 22 7 4
KIAA0633, Hs.33010 116 211 13 23 45 18 85 131 0 42 26
MGC2650, Hs.61273 9 13 2 0 11 6 4 4 2 5 8
DKFZp5640222, Hs.94795 | 18 11 4 0 4 3 1 3 -4 2 -5




Anhang 138
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RG113D17, Hs.95594 54 63 0 81 8 51 4 31 0 0 0
KIAA1036, Hs.155182 4 4 1 0 3 2 5 1 2 4 -1
KIAA0906, Hs.56966 39 57 45 15 90 20 66 60 5 63 27
DKFZp761F2014, Hs.6434 6 42 3 0 0 21 21 0 0 54 12
AP001554, Hs.184093 7 4 9 23 5 11 0 48 2 45 7
DKFZp586F1318 Hs.25213 2 6 3 12 9 2 19 12 -4 4 7
KIAA0878, Hs.188006 =21 -21 -2 -5 -144 | -1 -9 -1 -51 =23 -92
KIAA0084, Hs.79123 -3 -5 -4 -4 -25 -12 -140 | -2 -78 -161 | -71
KIAA1237, Hs.1049 -1 -1 -1 -19 -11 -5 -26 -5 -7 -15 -104
KIAA1010, Hs.23860 -3 -4 -1 -2 -1 -9 -7 1 -2 0 -92
KIAA0206, Hs.79299 =26 -10 -1 -2 -3 -4 -11 -4 -1 -1 -7
DKFZp564B222, Hs.100261 | -39 -6 -2 0 -32 0 -129 |1 -129 | -5 -129
KIAA1237, Hs.10491 -1 -1 -1 -6 -3 -4 -13 -2 -3 -5 -11
KIAA0750, Hs.173416 -17 -146 | 0 0 -2 -3 -11 1 0 -146 | -146
KIAA1487, Hs.437241 -2 =27 -2 -3 -13 -6 -2 -5 -1 -1 -11
KIAA1750, Hs.173094 1 1 -43 2 -36 1 -30 -43 -3 -43 -43
DKFZp586E1621, Hs.35861 | -17 -5 -2 -15 -11 -8 -19 -7 0 -2 0

Tabelle 16: Liste aller Gene, die mittels Affymetrix Genchip Analyse in 7 von 11 Ovartumor-Zelllinien im
Vergleich zu 2 IOSE-Referenz-Zelllinien mit einem CHGF von mind. + 2 differentiell exprimiert sind. Die Gene

sind in zehn Kategorien eingeordnet und nach der Unigene-Datenbank annotiert.
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