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Abkilirzungen und Begriffe
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ben.

ADEPT Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy

ATP Adenosintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA  Ethylendiamintetraessigsaure

FACS  Fluorescence Activated Cell Scanning

GFP Green-Fluorescent-Protein

lgG Immunglobulin G

mMRNA  Messenger-Ribonukleinsdure

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlésung (Phosphate Buffered Saline Solution)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
scFv variable single-chain fragment

tRNA Transfer-Ribonukleinsaure

U/min  Umdrehungen pro Minute



1 Zusammenfassung

"Charakterisierung von gpA33 und Eignung als Antikérper-Target’

Hintergrund: In der Therapie des kolorektalen Karzinoms wurden in den letzten Jahren
neben der chirurgischen Resektion zunehmend multimodale Therapieansatze etabliert.
Obwonhl das kolorektale Karzinom weiterhin einer der filhrenden Ursachen fir Morbiditat
und Mortalitat in der westlichen Welt ist, konnten neue Therapieoptionen wie antikorper-
gesteuerte Medikamente das Gesamtiiberleben erheblich verbessern. Nichtsdestrotrotz
ist angesichts der Inzidenz und Mortalitat des kolorektalen Karzinoms der Bedarf flr neue
Therapiekonzepte gegeben. Die Zielsetzung dieser Arbeit ist die Identifizierung und Cha-
rakterisierung des Antigens A33 zur Etablierung einer antikdrpergesteuerte Therapie und

die Einfihrung eines funktionierenden Antikérpers fir dieses Antigen in vitro.

Material und Methoden: Zur Untersuchung von Kolonkarzinomzellen der Zelllinien LIM1215
und CaCo2 in vitro und von Gewebsschnitten von kolorektalem Karzinomgewebe kamen
FACS-Analyse, Fluoreszenzmikroskopie, konfokale Laser-Mikroskopie und PCR-Analyse
als Untersuchungsmethoden zur Anwendung. Die Darstellung des auf der Zelloberflache

befindlichen Antigens gpA33 erfolgte mit dem Antikérper gpA33::rbGFP.

Ergebnisse: Grundlage fur diese Ergebnisse war der zun&chst erbrachte Nachweis der
Spezifitat und Affinitdt von gpA33::rbGFP bei Zellen und an Gewebe von kolorektalem
Karzinom. Es wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die Expression von gpA33
auf der Zelloberflache von Kolonkarzinomzellen Uber die Zeit keine Konstanz aufweist,
sondern von der Umgebung der Zelle, ihrem Wachstumsgrad und der Phase des Zellzy-
klus, in dem sie sich befindet, abhangig ist. Die Expression von gpA33 auf der Zellober-
flache zeigt eine biphasische Proportionalitat zur Dichte des Zellverbandes, in der sich
die Zellen befinden. Wie gezeigt werden konnte, steigt der Expressionsgrad von gpA33
auf der Zelloberflache mit der Zelldichte bis zum Konfluenzpunkt an, um danach wieder
zu sinken. Daneben konnte erstmals nachgewiesen werden, dass ein Oberflachenanti-
gen eine fur die jeweilige Zellzyklusphase spezifisches Expressionsprofil aufweist. In der
G2/M-Phase erreicht die Expression von gpA33 ihr Maximum, nachdem in der S-Phase

der Expressionsgrad minimal war. Wir konnten daneben zeigen, dass nach Inkubation
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von Kolonkarzinomzellen mit dem Antikérper gpA33::rbGFP eine teilweise Internalisie-
rung des Antigen-Antikérper-Komplexes erfolgt, wobei der weitere intrazellulare Weg und

eine Rezirkulationan die Zelloberflache nicht verfolgt werden konnte.

Diskussion: Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, dass es als transmembranales Gly-
koprotein an Zell-Zell-Interaktion und der Steuerung von Epithelwachstum und -differen-
zierung beteiligt ist. Die in-vitro-Expression von gpA33 auf kolorektalen Zellen unterliegt
entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit nicht mehr dem eigentlichen physiologi-
schen Ziel der Wachstumsregulation und -kontrolle sondern ist dysreguliert und bewirkt
ein unkontrolliertes Wachstum, welches auch durch Adhasion der Zellen mit Nachbarzel-
len in vollstandiger Konfluenz nicht beeinflusst wird. Die in physiologischer Umgebung ge-
zeigte Wachstumsinhibition durch Agglomeration geschieht hier nicht. Die Abnahme der
Expression des Adhasionsmolekuls nach Erreichen des Konfluenzpunktes kénnte dane-
ben die Bereitschaft der malignen Zellen zur Metastasierung zeigen. Eine entscheidende
EinflussgréBe auf den Grad der gpA33-Expression hat dariber hinaus die Zykluspha-
se, in der sich die jeweilige Zelle befindet. In der G2/M-Phase erreicht die Expression
von gpA33 ihr Maximum, nachdem in der S-Phase der Expressionsgrad minimal war.
Die Ergebnisse dieser Arbeit begrinden die Hypothese, dass der Expressionsgrad von
gpA33 auf der Zelloberflache vom Zellzyklus abhangig ist, vom Wachstumsverhalten der
einzelnen Zelle und des Zellverbandes beeinflusst wird und in maligne transformierten
Zellen spezifisch und im Vergleich zur gesunden Zelle signifikant in hdherem Mafl3e ex-
primiert wird. Dies zeigt neue Ansatze fir zukinftige Forschungsarbeiten auf, um weitere
Antikérper-gesteuerte Therapieansatze fir das kolorektale Karzinom zu etablieren. Die
Uberprifung der Ubertragbarkeit dieser Ergebniss auf in-vivo-Modelle ist ausstehend.
Daneben steht zur weitergehenden Untersuchung die Frage, ob die hier nachgewiese-
nen Veranderungen der Antigenexpression in den jeweiligen Zyklusphasen fiir die Be-
handlung des kolorektalen Karzinoms therapeutische Ansatze eréffnen kdnnte und ge-

gebenenfalls auf andere Tumorentitaten Ubertragbar ist.
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2 Einleitung

Seit Jahrzehnten wird versucht, die Potenz und Spezifitdt von Therapeutika in der Be-
handlung von malignen Erkrankungen zu erhdhen. Probleme wie unerwinschte Arznei-
mittelwirkungen und die ungezielte Zerstérung von gesundem Gewebe stellen erhebliche
Einschréankungen der Behandlung mit Cytostatika dar und sind oftmals der limitierende
Faktor fir die Dosierung. Dies gilt auch und insbesondere fir solide Tumoren wie das
metastasierte kolorektale Karzinom mit seiner hohen Resistenz gegenuber der konven-

tionellen Chemotherapie.

Ein vielversprechender Weg fir eine gezieltere Therapie solider Tumoren schien die Ent-
wicklung von monoklonalen AntikGrpern zu sein, die tumorspezifische Antigene binden.
Seit Anfang der 90er Jahre erfolgte die Zulassung mehrerer Antikérper zur Tumorthera-
pie (Allegra CJ (2009); Chouhan et al.| (2007); Cunningham et al.| (2004)). In den letzten
Jahrzehnten wurden verschiedene monoklonale Antikérper fir die Radioimmunotherapie
des kolorektalen Karzinoms in klinischen Studien untersucht (Chong et al.| (2005); |Alle-
gra CJ (2009); Welt et al. (1996)). Insgesamt zeigten mehrere Studien, dass in einzelnen
Indikationen antikérpergestiitzte Therapieansatze durchaus erfolgreich waren, allerdings
weiterhin gro3e Hirden zu Uberwinden sind (Chouhan et al. (2007);|Chong et al.| (2005)).
Dies liegt zum einen an der Tatsache, dass es schwer fiel, geeignete Antigene an der Zel-
loberflache von Tumorzellen zu finden. Das gesuchte Antigen muss ausreichende Spezifi-
tat fir die jeweiligen Tumorzellen aufweisen, um eine lokalisierte und begrenzte Wirkung
zu erreichen. Eine angemessene Affinitat des Antikérpers zum Antigen ist erforderlich,
um in der zeitlichen Dimension Wirkung zu erzielen. Und schlie8lich muss der zu The-
rapiezwecken eingesetzte Antikdrper moglichst nahe an das Zielgewebe herangebracht
werden kdnnen, das hei3t in GréBe und sonstiger molekularbiologischer Beschaffenheit
geeignet sein, zum Tumor vorzudringen, um alle Zellen des Tumors zu erreichen. Zum an-
deren mussten Molekule konstruiert werden, die sowohl eine Bindungsstelle zum Antigen
aufweisen als auch das fur die Wirkung erforderliche Enzym enthalten. Die Bindungsstel-
le muss spezifisch sein, damit die Wirkung lokal am Zielort erfolgt. Voraussetzung fir die
Eignung eines Enzyms ist, dass es ebenfalls hochspezifisch das Medikament von seiner

wirkungslosen Vorstufe in die Wirksamkeit bringt. Daneben ist erforderlich, dass es im
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physiologischen Milieu aktiv ist, idealerweise keine oder wenig Immunogenitat aufweist

und keine aquivalenten endogenen Enzyme existieren.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage, ob ein monoklonaler Antikérper die
geforderte Spezifitat, Affinitdt und Diffusionseigenschaft hat, um letzten Endes zu the-
rapeutischen Zwecken eingesetzt werden zu kénnen. Untersuchungsgegenstand ist das
gpA33-Antigen und dessen monoklonaler Antikérper gpA33::rbGFP. GFP steht hierbei fur
ein fluoreszierendes Protein (Green Fluorescent Protein), mit welchem der Antikérper zu

Zwecken der Sichtbarmachung fusioniert wurde.

GpA33 ist ein Antigen der Immunoglobulin-Superfamilie, das von gastrointestinalen Zel-
len und von Uber 95% der Kolonkarzinome exprimiert wird (Garin-Chesa et al.|(1996)). Es
ist ein transmembranales Glykoprotein, das an der Zelloberflache exprimiert wird und als
Oberflachenrezeptor bzw. als Adh&sionsmolekil fir die Zell-Zell-Interaktion dient (Garin-
Chesa et al.| (1996); Johnstone et al. (2000)). AuBerhalb des Gastrointestinaltrakts ist
es kaum zu finden (Johnstone et al.| (2002)). Die Funktion des gpA33-Antigens und
sein naturlicher Ligand sind unbekannt. Verschiedene Arbeiten deuten auf seine Be-
teiligung an Zell-Zell-Interaktionen hin, die an der Steuerung von Epithelwachstum und
-differenzierung beteiligt sind (Van Niel et al.| (2001, 2003); Ritter et al. (2001)). Nach
Bindung an der Zelloberflache wird der Antigen-Antikérper-Komplex internalisiert und in-
trazellular prozessiert, um wieder an der Zelloberflache dargeboten zu werden (Denzer
et al. (2000)). Dieser, im einzelnen ungeklarte Mechanismus, scheint wesentlich an der

Tumorspezifitat beteiligt zu sein (Heath et al. (1997)).

Die Untersuchung erfolgt mittels eines rekombinanten anti-gpA33-GFP-Fusionsproteins.
Untersucht wird die Expression des gpA33-Antigens in verschiedenen Zelllinien und Ko-
lonkarzinomproben und das Schicksal des Antigens nach Bindung des Antikérpers mit
Methoden der Fluoresezenzzytometrie, Fluoreszenzmikroskopie und konfokalen Laser-

Mikroskopie sowie molekularbiologischen Expressionsanalysen.

Aufgabe dieser Arbeit ist eine nahere funktionelle Charakterisierung des gpA33-Antigens
mit dem Ziel, Ansatze zur Optimierung immunologischer Therapieverfahren des Kolonkar-

zinoms aufzuzeigen.
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2.1 Das kolorektale Karzinom

Mit weltweit circa 1 Million Neuerkrankungen im Jahr und fast 500.000 Sterbefallen ist das
kolorektale Karzinom der dritthaufigste maligne Tumor (Jemal et al. (2006); Kasper et al.
(2005)). Klinisch prasentieren sich die Patienten mit Leistungsminderung und allgemeiner
Schwache als Folge der Tumoranamie. Gastrointestinale Symptome wie Teerstlhle oder
Blutbeimengungen im Stuhl, Obstipation und Diarrhéen treten oft erst spat im Krankheits-
verlauf auf und sind abhangig von der Lokalisation.
Zu differenzieren ist nach
Ort der Lé&sion. Ein Tu-

mor im Colon ascendens

Hemicolon rechts: Hemicolon links:

verursacht haufig Ulzeratio-
- okkultes Blut

- Teerstuhl

- Blutauflagerung

- StuhlunregelaBigkeit nen und fuhrt zu chroni-

- mikrozytare Andmie - paradoxe Diarrhoe

schen, okkulten Blutverlus-

- Leistungsknick + Obstipation

ten ohne sichtbare Verande-

rungen des Stuhls. Hierbei
Abb. 2.1: Klinik und Lokalisation des kolorektalen Karzinoms (Modifi- findet man oft eine hypochro-
ziert nach [Kasper et al| (2005)) me, mikrozytare Anamie. Bei

Neoplasien im Colon trans-
versum und descendens manifestiert sich das kolorektale Karzinom oft durch Obstruktio-
nen aufgrund der im Kolon zunehmenden Stuhlkonsistenz. Krampfe, lleus und Perforatio-
nen kénnen als Komplikationen auftreten. Karzinome im Sigmoid und Rektum flhren zu
blutigem Stuhl und ‘Bleistiftstiihlen’. Die Tumorausbreitung erfolgt durch kontinuierliches
Wachstum, lymphogen und hamatogen. Wachstum per continuatum erfolgt in die Nach-
barorgane wie Blase, Ureteren, Uterus und Ovarien. Da die Lymphbahnen entlang der
Blutgefal3e verlaufen, erfolgt die lymphogene Ausbreitung je nach Ort des Primartumors
auf drei Hauptwegen: bei Wachstum von mehr als ca. 10 cm oberhalb der Anokutanli-
nie in die paraaortalen Lymphknoten, in der mittleren Etage, das hei3t 5-10 cm oberhalb
der Anokutanlinie sowohl in die paraaortalen wie in die Beckenlymphknoten, bei 0-5 cm
oberhalb der Anokutanlinie zusatzlich nach inguinal. Hadmatogen erfolgt die Metastasie-
rung primar in die Leber, sekundar in die Lunge und das Skelett. Histologisch findet sich

in 95 % der Félle ein Adenokarzinom, wobei die Dysplasie eines Adenoms mit Infiltrati-
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on der Submukosa als Karzinom gilt und auf die Adenom-Karzinom-Sequenz hinweist.
5 % sind Plattenepithelkarzinome, Leiomyosarkome, maligne Karzinoide, Melanome und
Kaposi-Sarkome des Gastrointestinaltrakts bei AIDS mit einer insgesamt sehr schlechten

Prognose (Kasper et al.| (2005)).

2.1.1 Atiologie, Pathogenese und Klassifikation

Genetische Faktoren spielen nachgewiesenermafen flir zwei Sonderformen des kolorek-
talen Karzinoms eine Rolle; fir die erblichen Polyposis-Syndrome des Kolons wie Fami-
lidre Juvenile Polyposis, das PEUTZ-JEGHERS-Syndrom und die Familidare Adenomatdse
Polyposis (FAP) und daneben fiir das seltene LYNCH—Syndrom, eine Sonderform des Ko-
lonkarzinoms, bei der es vor allem zu im Colon ascendens lokalisierten multiplen Karzino-
men kommt, die um das 45. Lebensjahr gehauft auftreten. Ansonsten ist die genetische
Komponente nicht eindeutig. Zwar ist bei Verwandten 1. Grades von Kolonkarzinompati-
enten das Erkrankungsrisiko um das zwei- bis dreifache erhoht, doch kdnnte dies auch
auf familidr und sozial gepréagte Ess- und Verhaltensgewohnheiten zurlickgefihrt werden

(confounding).

Hinweise auf Umweltfaktoren ergeben sich vor allem aus epidemiologischen Studien,
die zeigen, dass sich das Erkrankungsrisiko umweltabhéangig andert. Der hohe Konsum
von tierischem Fett und Fleisch in Verbindung mit ballaststoffarmer Ernahrung kdnnte

potentiell kanzerogen sein.

Die nachgewiesenen Risikofaktoren fir die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms
sind Alter - 90% aller Karzinome treten jenseits des 50. Lebensjahres auf - multiple und
mehr als 1cm durchmessende Adenome des Kolons, Colitis ulcerosa, die das Risiko um
den Faktor 5 erhdht, glutensensitive Enteropathie und die genannten genetischen Erkran-
kungen (siehe Tab. [2.1).

Bei der Adenom-Karzinom-Sequenz handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess. Aus
normalem Kolonepithel entwickelt sich ein Adenom, welches wiederum dysplastisch wird
und schlieBlich in ein invasives Karzinom Ubergeht. Diese Abfolge wird durch die fol-
genden molekularen Veranderungen in der DNA hervorgerufen: 1. Punktmutation im K-

ras-Protoonkogen; 2. Hypomethylierung in der DNA mit Genaktivierung; 3. Allel-Verlust
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Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms
Alter

Erndhrung: tierische Fette
Hereditare Tumorsyndrome (autosomal-dominanter Erbgang)
Familiare adenomatdse Polyposis (FAP)
Nicht-polypése Tumorsyndrome (Lynch-Syndrome)
Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
Colitis ulcerosa
M. Crohn
Streptococcus-bovis-Bakteriamie
Gluten-sensitive Enteropathie

evtl. Tabakkonsum

Tab. 2.1: Risikofaktoren fur die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms (Modifiziert nach [Kasper et al.
(20095))

eines Tumorsuppressorgens, dem APC- (= adenomatdse Polyposis-coli-) Gen auf 5921;
4. Allel-Verlust eines Tumorsuppressorgens, dem DCC- (= Deleted in Colorectal Cancer-)
Gen auf 5g21; 5. Allel-Verlust mit Mutation des p-53-Tumorsuppressorgens auf Chromo-
som 17. Ungeklart ist momentan, inwieweit die Mutationen kumulativ auftreten missen
und ob eine definierte Abfolge der DNA-Veranderungen fir die Entstehung des Karzi-

noms erforderlich ist (Kasper et al. (2005)).

Das kolorektale Karzinom wird heute nach zwei verschiedenen Klassifikationen eingeteilt,
die nachfolgend in den Tabellen 2.2/ und [2.3) aufgefiihrt sind: der TNM-Klassifikation und
der DUKES-KIlassifikation.

2.1.2 Diagnose und Diagnostik

Der Sinn und Zweck jedes Screening-Programms liegt darin, dass die frilhe Erkennung
eines Tumors bei asymptomatischen Patienten die Prognose durch die chirurgische In-
tervention erheblich verbessert. Insbesondere Verwandte ersten Grades von Personen,
die an kolorektalem Karzinom erkranken, profitieren von der Friherkennung, da deren

relatives Risiko fur die Erkrankung um bis zu dem Faktor drei erhéht sein kann.

Initiale Diagnoseschritte sind die Erhebung einer Anamnese und die kérperliche Unter-

suchung. Bei hoher Lokalisation und fortgeschrittenem Stadium ist ein palpabler Tumor
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T Tumor = Primartumor
TX  Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO  kein Anhalt fiir einen Primartumor
Tis Carcinoma in situ
T1  Tumor infiltriert die Submukosa
T2  Tumor infiltriert die Muscularis propria
T3  Tumor infiltriert die Subserosa bzw. das nicht-peritonealisierte
parakolische bzw. pararektale Gewebe
T4  Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert direkt andere Organe
N  Nodus = regionale Lymphknoten
NX regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
N1 Metastasen in 1-3 parakolischen/pararektalen Lymphknoten
N2 Metastasen in mehr als 4 parakolischen/pararektalen Lymphknoten
M  Metastasen

Tab. 2.2: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (Bdckler 2001)

Stadium la = Beschrankung der Tumorinfiltration auf die Mukosa und Submucosa (Dukes A)

Stadium Ib = Beschrankung der Tumorinfiltration bis in die Muscularis propria (Dukes A)

Stadium Il = T3 oder T4 ohne Lymphknotenmetastasierung (Dukes B)

Stadium Il = Lymphknotenmetastasierung (Dukes C)

Stadium IV = Fernmetastasen (Dukes D)

Tab. 2.3: UICC-Klassifikation, bzw. Dukes-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

in den unteren Quadranten tastbar. Die digital-rektale Untersuchung kann Tumoren mit

rektaler Lokalisation auffinden, die ca. 60% aller Falle ausmachen. Der Blutnachweis per

Hamoccult-Test(R) ist sowohl zur Diagnose wie als Screening-Methode sinnvoll. Aller-

dings ist die Sensitivitat des Tests selbst bei optimaler Durchfiihrung auf circa 50% be-

grenzt, da die Blutungen aus dem Karzinom oft im Intervall auftreten. Auch die Spezifitat

ist mit 10-20% sehr gering. Dennoch bleibt festzustellen, dass ein umfassendes Scree-

ning bei Erwachsenen Uber 40 Jahre per Hamoccult-Test(R) gerechtfertigt ist, da der Test

zum einen sehr kostenglnstig ist und zum anderen die test-positiven Félle mittels der

relativ komplikationsarmen Koloskopie abgeklart werden kdnnen.

Bei Verdacht auf Gewebstransformation wird eine Koloskopie mit evtl. Gewebeentnahme
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und/oder Doppelkontrasteinlauf mit Réntgen durchgefthrt. Mit der flexiblen fiberoptischen
Sigmoidoskopie kénnen die distalen 60 cm des Kolons eingesehen werden und damit
Neoplasien in diesem Bereich erkannt und beurteilt werden. Die definitive Diagnose er-

folgt histologisch auf der Basis von Biopsien, beziehungsweise Resektaten.

Das Staging umfasst bezliglich der Tumorausdehnung und des lokalen Lymphknotenbe-
falls die transrektale Endosonografie und die Computertomografie. Metastasen werden in
der Leber mittels Sonografie und CT und in der Lunge mittels computer-tomographischer

Thoraxuntersuchung dargestellt.

Das Carcino-embryonale Antigen (CEA) ist stadienabhangig erhdht, jedoch aufgrund sei-
ner niedrigen Spezifitdt und Sensitivitat als Tumormarker zur Primardiagnostik nicht ge-

eignet. Als Verlaufsmarker nach radikaler Operation wird es jedoch eingesetzt.

(a) Polyp im Kolon bei Koloskopie (b) Kolorektales Karzinom
im Rektum (Pfeil) bei Re-
sektat

Abb. 2.2: Resektate nach Koloskopie, bzw. Operation

2.1.3 Therapie

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms wird entsprechend ihrer Zielsetzung unter Be-
ricksichtigung von Lokalisation und Stadium in eine kurativ-operative, adjuvante und pal-

liative unterteilt.

Die Mehrzahl der Patienten mit Kolonkarzinom profitieren unabh&angig vom Stadium des

Tumors von einer chirurgischen Intervention. Das Ziel des chirurgischen Eingriffs ist die
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vollstdndige Entfernung des Tumors mit einem Mindestabstand von 2-5 cm zum gesun-
den Gewebe. Dabei werden die lokalen Lymphknoten vollstéandig extirpiert. Die meis-
ten Karzinome werden durch Segment-Resektion, bzw. Hemikolektomie reseziert, wobei
zumeist eine End-zu-End-Anostomose hergestellt wird. Auch Karzinome mit Fernmeta-
stasen werden in der Regel chirurgisch entfernt, um das Risiko fir Komplikationen wie

Blutungen und/oder Obstruktionen zu minimieren.

Die Chemotherapie des metastasierten Kolonkarzinoms flhrt nachgewiesenermafen zu
einer Verlangerung der Uberlebenszeit von 6 auf 12 und mehr Monate (Javle| (2010)).
Die Einflhrung neuer Substanzen hat, im Vergleich zur etablierten Therapie mit 5-FU
und Folins&ure, sowohl die Ansprechrate wie auch den Uberlebensvorteil erhéht. Irinote-
can (CPT-11) kann bei Patienten, die nicht mehr auf 5-FU ansprechen, zur Verlangerung
des Gesamtiiberlebens beitragen. Auf bis zu 17 Monate kann die Uberlebenszeit bei me-
tastasiertem kolorektalen Karzinom ansteigen, wenn Irinotecan mit 5-FU/Folinsaure als
Dauerinfusion kombiniert wird (Douillard et al.| (2000)). Oxaliplatin, ein Drittgeneration-
Platinderivat, filhrt zu einer signifikanten Verlangerung der Uberlebenszeit auf 19-20 Mo-
nate und einer Erhéhung der Ansprechrate auf Gber 50%. Wenn die genannten Substan-
zen konsequent angewendet und kombiniert werden, kénnen heute Uberlebenszeiten

von Uber 20 Monaten erreicht werden (de Gramont et al. (2000); /Andre et al. (2006)).

Postoperativ wird im internationalen Standard eine Therapie mit 5-Fluoruracil (5-FU) und
Folinsaure Uber sechs Monate durchgefihrt. Dies flhrt bei Patienten mit Kolonkarzinom
im Stadium UICC Il zu einer Reduktion der Rezidivrate um 40% und zu einem erhdh-
ten Uberleben von 30%. Im Tumorstadium UICC Il wird momentan, auBer in klinischen
Studien, eine Chemotherapie nicht durchgefiihrt, da keine signifikante Verminderung
von Rezidiven festgestellt werden konnte (Andre et al.| (2004)). Adjuvante Therapiere-
gime fir das Kolonkarzinom in den Stadien UICC II/lll mit dem monoklonalen Antikérper
Bevacizumab ™

auf das rezidivfreie Uberleben (Allegra CJ (2009)).

zeigten zumindest flr das erste Jahr einen deutlichen Vorteil in Bezug

Die kontinenzerhaltende Resektion bei Rektum-Karzinomen erfordert eine Tumorlokali-
sation von mindestens 5 cm oberhalb der Linea dentata, da andernfalls die Sphinkteren-
muskulatur verletzt wirde. Hierbei ist heute die Totale Mesorektale Exzision (TME) die

Therapie der Wahl, um eine Lokalrezidivierung weitestméglich zu vermeiden. Liegt der
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Tumor unterhalb dieses Ortes, ist eine totale Rektumresektion mit Anlegung eines Kolo-
stomas erforderlich. Eine Resektion von Lebermetastasen ist bei derzeitigem Stand dann
sinnvoll, wenn eine radikale Resektion des Primartumors erfolgreich war und keine an-
deren Fernmetastasen, zum Beispiel in Lunge oder Knochen, nachweisbar sind. In den
Stadien UICC Il und UICC Il eines Rektumkarzinoms wird eine Bestrahlung des Beckens

mit insgesamt 50 Gy empfohlen, da dies das Rezidivrisiko von circa 25% verringert.

Beim Rektumkarzinom in den Stadien UICC Il und Il ist aufgrund einer verminderten
Rezidiv- und erhéhten Heilungsrate eine postoperative Radiochemotherapie indiziert. Da-
neben kann eine Cetuximab-Monotherapie und eine Cetuximab / Irinotecan-Kombina-
tionstherapie bei Irinotecan-refraktdrem metastasiertem Kolonkarzinom das Uberleben
verlangern (Dalerba et al.| (2003); Cunningham et al. (2004); Hurwitz et al. (2004, |2005);
Khamly et al.| (2005)). Inzwischen zeigte sich in Studien eine kombinierte neoadjuvante
Radiochemotherapie bezlglich des Auftretens von Lokalrezidiven als bestmdgliche The-

rapie bei fortgeschrittenem Rektumkarzinom (Javle| (2010)).

Vor der Einfihrung von immunologisch wirksamen Therapeutika wurde das kolorektale
Karzinom wie die meisten soliden epithelialen Tumoren flr relativ unempfanglich gegen-
tber einer Immunotherapie gehalten. Diese Erkenntnis wurde vor allem aus epidemiologi-
schen Studien gewonnen, die zeigten, dass es wenig spontane Regressionsverlaufe beim
kolorektalen Karzinom gab. Auch fihrte die immunologische Therapie der ersten Genera-
tion zu keinen positiven Studienergebnissen. In den letzten 15 Jahren wurde jedoch auch
in Bezug auf das kolorektale Karzinom Ergebnisse erbracht, die darauf hindeuten, dass
das Immunsystem auf das Tumorwachstum und die Metastasierung Einfluss nimmt. Die-
se Annahme wird vor allem durch die Tatsache unterstltzt, dass das Vorhandensein von
CD8+ T-Zellen im Kolonepithel einen vorteilhaften prognostischen Faktor darstellt. Auch
der Verlust von Klasse | HLA von Tumorzellen scheint dies zu bestatigen. Damit erscheint
eine Vakzinierung auch in der Therapie des kolorektalen Karzinoms mdéglich und sinnvoll
(Zitvogel et al.| (1998)). Voraussetzung hierfur ist jedoch die Identifikation von geeigne-
ten Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) (Dalerba et al.| (2003)). Antikdrpergesteuerte
Therapiekonzepte haben in den letzten Jahren eine gezieltere Therapie von Tumorer-
krankungen ermdglicht. Insbesondere in der Therapie des Nierenzellkarzinoms und des

Mammakarzinoms haben Antikérper-Therapien signifikante Vorteile in Bezug auf das Ge-
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samtiberleben und das progressionsfreie Intervall erbracht (Mills et al.| (2009); Chouhan
et al.| (2007); Viani et al. (2007); Cunningham et al. (2004); Hurwitz et al.| (2004, 2005);
Khamly et al.| (20035)).

2.2 Therapeutische Antikérperkonstrukte im Rahmen der ADEPT

Seit Ende der 70’er Jahre wurde damit begonnen, neue Ansatzpunkte fir eine gezieltere
Therapie von Tumorerkrankungen zu suchen. Die sogenannte ‘targeted therapy* sollte
Medikamente gezielt und spezifisch an den Tumor zu bringen, um eine dort lokalisierte
Wirkung zu entfalten. Diese Therapieform sollte generalisierte unerwinschte Arzneimit-
telwirkungen vermeiden helfen und gleichzeitig die Applikation einer wirkungsvollen Dosis
am Zielort erméglichen. Mit seiner bahnbrechenden Arbeit zeigte Bagshawe, dass ge-
zielte Therapien mittels einer von Antigen-geleiteten Antikdrper-Applikation grundsatzlich

moglich ist (Bagshawe (1990)).

Die Antibody-directed enzyme-prodrug therapy (ADEPT) benutzt fusionierte Antikérper-
Enzym-Moleklle, um ein Enzym prazise zum Zielort zu bringen, damit dort lokal eine
Medikamentenvorstufe zum wirksamen Medikament aktiviert werden kann, wie schema-
tische in Abbildung [2.3|dargestellt. Dabei wandelt die Cytosin-Deaminase 5-Fluorocytosin
(5-FC) in 5-Fluorouracil (5-FU) um. Dies wurde bereits erfolgreich im Rahmen der ADEPT

angewandt (Wallace et al.| (1994)). Wie gezeigt werden konnte, sind rekombinante Fusi-

IgG - "
Antikorper e Antigen
o :
o
e o0 0
e o = e
L Pcogrm_p ’, s

o (5-Flupcytosiff) o

konjugiertes Enzym
(Cytosin-Deaminase)

°
Drug (5-Fluor-
uracil)

Abb. 2.3: Mechanismus bei der antikdrpergesteuerten Enzym-Prodrug Therapie (ADEPT)
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onsantikdrper klein genug, um zum Tumor diffundieren zu kdnnen und dementsprechend
geeignet fur ADEPT. Verschiedene derartiger AntikGrper sind bisher beschrieben wor-
den, darunter single-chain variable fragments (scFv). Diese scheinen die besten Eigen-
schaften hinsichtlich Diffusion und Verteilung im Gewebe zu haben, um solide Tumoren
wirksam bekampfen zu kénnen (Bhatia et al. (2000)). Mit dem rekombinanten Fusions-
antikérper gpA33scFv-CD konnte in vitro die lokal wirkende Toxizitat von 5-FU um den
Faktor 300 verstarkt werden unter Nachweis der Spezifitat des AK (Deckert et al.| (2003)).
Die grundsatzliche Eignung der ADEPT-Therapie konnte bereits in Phase |-Studien ge-
zeigt werden (Webley et al. (2001); [Sharma et al.| (2005); Sizeland & Burgess| (1991);
Welt et al. (2003)). Auch konnte die Spezifitat des gpA33-Antikdrpers verschiedentlich
nachgewiesen werden. Klinische Studien zeigten, dass radiomarkierte gpA33-AK spezi-
fisch an Kolonkarzinomzellen bindet. Im Gegensatz zu gesundem Kolongewebe, an dem
es nach wenigen Tagen nicht mehr nachweisbar war, konnte es an den Tumorzellen noch
nach mehreren Wochen gefunden werden (Welt et al. (1996, [1990)). Es konnte darlber
hinaus bereits gezeigt werden, dass Radioimmuntherapie eine effektive adjuvante The-
rapieform in der Krebstherapie darstellen kann (King et al. (1995); Chong et al.| (2005)).
Dabei ist die Aufnahme von radiomarkierten monoklonalen Antikérpern umgekehrt pro-
portional zur GréBe des Tumors. Die Schadigung des Knochenmarks ist der limitierende
Faktor bei der Therapie. 23 Phase-I/II-Studien, die die Méglichkeiten und Wirksamkeit der
RIT untersuchten, konnten gefunden werden. In diesen Studien wurden 5 verschiedene
Radionuklide und 15 Mabs gegen CEA, tumorassoziiertes Glykoprotein 72, epitheliale
Zelladhasionsmolekiil, Kolon-spezifisches Antigen P und gpA33, vor allem bei Patien-
ten mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom, eingesetzt. Kein bestimmter Antikérper

erwies sich als den anderen tberlegen (Koppe et al.[ (2005)).

2.3 gpA33 als Target fiir die immunologische Therapie

Erforderlich fir die Anwendung von Antikdrpern ist ein Antigen, welches geeignete Bin-
dungs- und Affinitdtseigenschaften besitzt. Darliber hinaus muss es ausreichende Spe-
zifitat aufweisen, damit die gewtiinschten Effekte wie maximierte lokale Wirkung und mi-
nimierte generalisierte Wirkung realisiert werden kdnnen. Als Antigen, das bisherigen

Studien zufolge dieses geforderte Profil hat, erweist sich das gpA33-Antigen des Gastro-



2. Einleitung 15

intestinaltrakts (Garin-Chesa et al. (1996)).

GpA33 ist ein Marker flr die basolaterale Seite von Epithelzellen des Gastrointestinaltrak-
tes. Wie beschrieben, ist das gpA33-Antigen ein neu gefundenes Transmembranprotein
vom Typ 1 mit 298 Aminosauren. Es wird von zwei extrazellularen Ig-adhnlichen Doméanen,
einer transmembranalen Domane und einer stark sauren cytoplasmatischen Domane ge-
bildet (Johnstone et al. (2000)). Das hydrophile gpA33 Protein hat drei unterschiedliche
strukturelle Doméanen: eine extrazellulare mit 213 Aminosauren, welche durch Sequen-
zierung von konservierten Uberbleibseln (residues) zwei Immunglobulin-ahnliche Doma-
nen aufweist, eine einzelne hydrophobe Transmembran-Domane und einen stark polaren
intrazellularen Schwanz mit vier aufeinanderfolgenden Cystein-Bausteinen. Dies legt die
Vermutung nahe, dass gpA33 ein neuer Membranrezeptor oder ein neues Adhasions-
molekll aus der Ig-Superfamilie ist (Heath et al.| (1997)). GpA33 ist damit ein neues Mit-
glied der Immunglobulin-Superfamilie, die auch die Transmembran-Proteine CTX/ChT1,
CTM/CTH und CAR beinhalten. Das Protein wird spezifisch auf der basolateralen Ober-
flache von Zellen des GIT exprimiert. Somit ist gpA33 ein neuer Marker sowohl fur Zel-
len des GIT in der Proliferation wie auch in der Ausdifferenzierung (Abud et al.| (2000)).
GpA33 kann als gewebsspezifisches Antigen des normalen physiologischen Zellgewe-
bes des Kolons, Rektums und Intestinums wie auch derer entarteten Zellen bezeich-
net werden. Einige humane Karzinomzelllinien zeigen eine starke Expression von gpA33
und kénnen bis zu 800.000 Molekile je Zelle binden. GpA33 wird nicht sezerniert und
gebundene radiomarkierte gpA33 monoklonale Antikdrper werden schnell internalisiert
(Catimel et al. (1996, 1997)). GpA33 wurde als Zielstruktur fir die Radioimmuntherapie
beschrieben. Es konnte hierbei eine Verzégerung des Tumorwachstums erreicht werden
(Barendswaard et al.[ (2001)). In-vitro-Studien zeigten, dass nach Bindung an das Ober-
flachenantigen gpA33 der Antikérper internalisiert wird, in cytoplasmatischen Vesikeln in
die perinukledre Region transportiert wird, um daraufhin wieder als intaktes Molekll an
die Zelloberflache rezirkuliert und dort dargeboten zu werden (Daghighian et al. (1996)).
DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass Zellen des GIT Vesikel in der Gré3e von 30-
90 nm Durchmesser freisetzen, die MHC |, MHC I, CD 63, CD 26 / Dipeptidyl-Peptidase
IV und gpA33 enthielten (Ritter et al. (2001)). Dies weist auf eine Beteiligung der Zellen

des GIT an der Antigen-Prasentation hin, die unter anderem unabhangig von direktem
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Zellkontakt mit Effektorzellen ist (Van Niel et al. (2001)). In den Exosomen, die von Zel-
len des GIT von Mausen sezerniert werden, fanden sich neben MHC | und 1l und CD9,
CD81, CD82 das fur den GIT hochspezifische gpA33-Antigen (Mallegol et al. (2007)).
Auch in den mesenterialen Lymphknoten war gpA33 nachweisbar, was fur die Annahme
spricht, dass eine exosomale Migration vom Epithel in die Lymphknoten stattgefunden
hat (Mallegol et al. (2005)). Dies zeigt, dass epitheliale Exosomen Antigene prasentieren
kénnen (Van Niel et al.| (2003); |Zitvogel et al. (1998)). Daneben sind Adh&sionsmoleku-
le und Antigene flr Zell-Zell-Interaktionen far ein Funktionieren von Karzinomentstehung
und Ausbreitung von elementarer Bedeutung (Burgess (1998); Rescigno et al. (2001)). Es
konnte gezeigt werden, dass gpA33 auch in Bezug auf Genexpression eine fir den Ga-

strointestinaltrakt spezifisches Genexpressionsprofil aufweist (Johnstone et al.| (2002)).

2.4 Aufgabenstellung der Arbeit

Mit dieser Arbeit wird das Ziel verfolgt, gpA33 als geeignete Zielstruktur fir Antikérper-
gesteuerte Therapieansatze zu charakterisieren und einen funktionierenden Antikérper
fir dieses Antigen in vitro einzufUhren. Die Arbeit wird mit Zellkulturen verschiedener
Zelllinien und Gewebsschnitten von gesundem Kolonepithel und Kolonkarzinom durch-

gefuhrt.

Die Darstellung des auf der Zelloberflache befindlichen Antigens gpA33 wird mit dem
Antikérper gpA33::rbGFP unternommen. Dieser Antikérper wurde durch unsere Arbeits-
gruppe rekombinant hergestellt (Petrausch et al.| (2007); |Coelho et al. (2007)). Hierbei
dient das mit dem eigentlichen Antikdrper verbundene fluoreszierende GFP (Green Fluo-
rescent Protein) als Marker firr die Signaldetektion in der Durchflusszytometrie und zur

Visualisierung in der Fluoreszenz- und konfokalen Lasermikroskopie.

Als erster Schritt erfolgt die genaue Charakterisierung von gpA33. Im einzelnen soll un-
tersucht werden, ob der Antikdrper fir das Zielantigen Spezifitat aufweist, um eine loka-
lisierte Wirkung zu erreichen. Desweiteren wird die Affinitat bzw. Aviditat des Antikdrpers
in Bezug auf das Antigen ermittelt. Methode hierflr sind die Durchflusszytometrie (FACS)
und mikroskopische Bildgebungsverfahren sowohl an Zellkulturzellen als auch an Ge-

websschnitten.
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Daneben wird der Grad der Expression von gpA33 unter verschiedenen Bedingungen
untersucht. Zum einen wird die Dichte des Wachstums der Zellkulturen, die Konfluenz, als
EinflussgréBe verwendet. Zum anderen wurden die Zellen im Zellzyklus phasenspezifisch
arretiert, um zu Gberprtfen ob und wie die Expression des Antigens von der Zyklusphase
abhangt. Methoden flr diese Untersuchungen waren die Durchflusszytometrie sowie die

Echtzeit-PCR (Polymerase Chain Reaction).

Die Untersuchung des Verhaltens des Antikdrpers nach Bindung am Antigen wird mit
der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie durchgefiihrt. Hierbei soll insbesondere In-
ternalisierung, Prozessierung und Rezirkulation des Antigen-Antikdrper-Fusionsmolekuls

nach Bindung von gpA33-GFP an der Zellmembran untersucht werden.

Die Charakterisierung von gpAS33 erfolgt zur weiteren Evaluation von Therapieoptionen.
Insbesondere die Rolle von gpA33 in Zell-Zell-Interaktion und im Zellverband als Adhasi-
onsmolekil kann bei Ausbreitung von Karzinomzellen und Metastasierung gezieltere und
prazisere Therapieansatze ermdglichen. Eine Untersuchung des Verhaltens von gpA33
im Zellzyklus kdnnte bei phasenspezifischer Expression des Antigens neue mehrstufige

Therapieanséatze ermdglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Agarose SEKEM LE
Aphidicolin

DMEM

dNTP

Ethanol

Ethidium Bromid
Falcon tubes versch. Gréi3e
Fetal Calf Serum FCS
Formaldehyd
Fotofilme
Glasplattchen
Glycerin

GITC

Hybond C Transfer Membran
L-Glutamin
L-Mimosine

MEM Earle’s Medium
Methanol

Mikrotom

Nocodazole

PBS Dulbecco’s

PCR Puffer

Penicillin

Biozym, Hessisch Oberdorf
Sigma, Taufkirchen
GibcoBRL, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma, Steinheim

BD, Heidelberg

GibcoBRL, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Kodak

Menzel, Braunschweig

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg
GibcoBRL, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

PAN, Aidenbach

Roth, Karlsruhe

Leica Microsystems, Nussloch
Sigma, Taufkirchen
GibcoBRL, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Serva, Heidelberg
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Pipetten

Pipettenspitzen

Primers (Oligo, Random)
Propidium-lodid

RNAse A

RPMI 1640

Streptomycin
Tris-(Hydroxymethyl-)Aminomethan (Tris)
Trypan blue

Trypsin Typ 1

Whatman Papier
Zellkulturflaschen versch. Gréi3e
Zellschaber

Zentrifugenfilter

BD, Heidelberg

Biozym, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
GibcoBRL, Karlsruhe
GibcoBRL, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Bio-Rad, Minchen

NUNC, Wiesbaden

Sarstedt, Nimbrecht
Millipore, Schwalbach

3.1.2 Lésungen fiir Soluibilisierung, Waschen und Immunpréazipitation

PBS (Phosphat-gepufferte NaCl-Lésung)
NaCl 128 mM

KCl 2,7 mM

NasHPO; 8 mM Elektrophorese-Laufpuffer

KH,PO,; 1,5mM

in H,O pH 7,4
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3.1.3 Zelllinien

Colo 205 American Type Culture Collection, Manassas, USA

HT 29 American Type Culture Collection, Manassas, USA

K 562 American Type Culture Collection, Manassas, USA

LIM 1215 Ludwig Institute of Cancer Research Melbourne Branch, Australia

MKR American Type Culture Collection, Manassas, USA

3.1.4 Kits

RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden

Diese Methode erlaubt die Isolierung von RNA aus Zellen mittels eines Microspin-Ver-

fahrens. Hierzu werden zunéachst die Proben in Gegenwart des RNAse-inaktivierenden

Guanidinisothiocyanats (GITC) lysiert und homogenisiert. Nach Zugabe von Ethanol, wel-

ches die Bindungseigenschaften der Silica-Gel-Membran stabilisiert, wird die Probe auf

die Saule gegeben. Hier bindet die RNA und wird nach Waschen eluiert. Dieses Verfahr-

en wurde zur RNA-Isolierung aus verschiedenen Zelllinien angewandt.

Omniscript Reverse Transpriptase Kit, Qiagen, Hilden

3.1.5 Laborgerite

Produkt

Hersteller

Digitalkamera
Elektrophoreseausstattung Mini-
PROTEAN 3 Cell

Elektroporator GenePulser
Entwickler Optimax TR
FACScalibur Flow Cytometer
FACSscan Flow Cytometer

Olympus, Hamburg
Bio-Rad, Mlnchen

Bio-Rad, Miinchen
MS Laborgeréate
BectonDickinson, Heidelberg

BectonDickinson, Heidelberg
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Feinwaage Universal
Fluoreszenzmikroskop
Gelkammer fur Agarosegel Horizon 58
Konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop LSM 510
Laborwaage Sac 52
LightCycler System
Mikrotom 2800 FrigoCut E
Mikrowelle Moulinex
Nebauer Z&hlkammer
NanoDrop ND-1000

PCR Thermocycler MultiCycler PCT 200

Photometer GeneQuant Il
Pipettierhilfe Eppendorf-Pipette
Pipettierhilfe pipetus-akku
Power Supply Power Pac 300
Power Supply PS 305
Schuttler/Inkubator SI 50

Semidry Blot Transferkammer Transblot SD

Sofortbildkamera Polaroid
Thermoblock Biometra
Thermomixer Eppendorf 5436
Tischzentrifuge Eppendorf 5415 C
UV Schirm Reprostar Il

Vortexer VF 2

Wasserbad

Zentrifuge Eppendorf 5402

Sartorius, Géttingen
Carl Zeiss, Jena
GibcoBRL, Karlsruhe
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3.2 Methoden

3.2.1 Kulturbedingungen und Zellkultivierung

Die Behandlung der Zellkulturen und die Prozessierung der Zellen, Antikérper und Sus-
pensionen erfolgte grundsatzlich nach allgemein anerkannten und veréffentlichten Proto-
kollen (Mellman et al.| (1998); Mellman| (2005); Trombetta & Mellman| (2005)). Die Zellen
der adharent wachsenden Zelllinien CaCo2, Colo 205, LIM 1215, MKR wurden in Kultur-
flaschen mit einer Bodenfliache von 75 cm? inkubiert. Fir die nicht adharent wachsen-
de Zelllinie K562 wurden diesselben Kulturflaschen verwendet. Als Kulturmedium wur-
de RPMI 1640 mit 2% stabilisiertem N-acetyl-L-Alanin-L-Glutamin und 2,0 g/l NaHCO3
unter Zugabe von 10% fetalem Kalberserum (FCS), 100 Units/ml Penicillin, 100 pg/mi
Streptomycin mit einem Gesamtvolumen von 30 ml je Flasche verwendet. Die Inkuba-
tion erfolgte in einer Atmosphére von 95 % Luft und 5 % CO» bei 37°C. Jeden 2. Tag
wurde das Kulturmedium ausgetauscht. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zel-
len in neue Kulturflaschen in einem Verhdltnis von 1 zu 3 umgesetzt. Uberzéhlige Zellen

wurden verworfen.

Im Rahmen der Zellkultivierung wurde unter sterilen Arbeitsbedingungen gearbeitet. Die
Zubereitung der Lésungen und Medien sowie das Umsetzen der Zellen erfolgte unter

einer Arbeitsbank.

Zur weiteren Verarbeitung in Zellexperimenten wurden die Zellen nach Absaugen und
Verwerfen des Mediums und Zugabe von 10 ml PBS mit einem Zellschaber von der
Bodenflache der Flasche entfernt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension zum Zwe-
cke der Reinigung wiederholt bei 1000 Umin~! zentrifugiert und in 5 ml PBS resuspen-
diert. Vor der Verwendung im Experiment wurden die Zellen gezahlt. Dazu wurden 20 p
| der Zellsuspension mit 20 ul Trypan Blue angeféarbt und anschlieBend in der Neubauer-

Zahlkammer gezahilt.

3.2.2 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Sichtbarmachung der auf der Zelloberflache vorhandenen gpA33-Antigene wurden

Zellen verschiedener Zelllinien mit gpA33::rbGFP inkubiert und dann mittels Fluoreszenz-
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mikroskopie beurteilt und fotografiert. Hierzu wurden die in der Kulturflasche bis zur Kon-
fluenz gewachsenen Zellen der Zelllinie LIM 1215 durch Abschaben und Resuspension in
eine Einzelzellsuspension in 10 ml PBS gebracht. Zellen der nicht adharent wachsenden
Zelllinie K562 wurden in gleicher Konzentration in PBS gebracht. Anschlie3end erfolg-
te jeweils die Inkubation der Zellen mit 1000 ul gpA33::rbGFP, bzw. 1000 il gpA33CD,
1000 ul DAPI [1 pg/ml] und 1000 pl PBS (Negativkontrolle). Nach einer 20-minttigen
Inkubation auf dem Shaker bei 700 U/Min wurden die Zellen drei Mal gewaschen und
schlieB3lich in 100 I PBS resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 20 ul auf einem
Objekttrager platziert und ein Deckglas aufgebracht. Danach erfolgte die Mikroskopie
und fotografische Dokumentation. Das hierflr verwendete Fluoreszenzmikroskop emit-
tiert Licht mit einer Wellenlange von 325-345 nm. Die Fluoreszenz des GFP wird durch

die Abstrahlung von griinem Licht sichtbar.

3.2.3 FACS

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated Cell Scanner, FACS) ist ein Verfahren,
das die Untersuchung von Zellen auf verschiedene Eigenschaften erlaubt. Das Prinzip
der durchflusszytometrischen Messung beruht auf der Emission von optischen Signa-
len durch Zellbestandteile, die durch einen Laserstrahl evoziert wird. Hierzu werden Zel-
len, die sich in Einzelzellsuspension befinden, von einer Kapillare angesaugt und einzeln
an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt. Beeinflusst von ZellgroBe, der Beschaffenheit der
Membran und vom Vorhandensein intrazellularer Bestandteile wird Licht gebeugt und
gebrochen. Mit dem Forward Scatter (Vorwartsstreulicht), der die Beugung des Lichtes
misst, kann die ZellgdBe ermittelt werden. Der Side Scatter (Seitwartsstreulicht) misst die
Lichtbrechung und ermdglicht so die Charakterisierung intrazellularer Kompartimente. In
Anwesenheit von Antikérpern, die fluoreszierende Eigenschaften haben, kann dartber
hinaus eine Aussage Uber das Vorhandensein verschiedener spezifischer Antigene auf
der Oberflache der untersuchten Zellen getroffen werden. Hierbei wird der Umstand aus-
genutzt, dass Anregung und Fluoresenz bei verschiedenen Wellenlangen erfolgen (Ro-
binson et al.[(1999)).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen auf das gpA33-Antigen und auf Propidium

lodid mit den jeweils geeigneten Emissionsmaxima bei 520 nm, bzw. 650 nm untersucht.
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Die Durchflusszytometrie wurde auf den Durchflusszytometern FACScalibur und FACSs-
can (Becton & Dickinson, Heidelberg) durchgefihrt und mit der CellQuest Software des-

selben Herstellers ausgewertet.

Die Untersuchung auf das gpA33-Antigen erfolgte mit gpA33::rbGFP supernatant, einem
aus Hefezellen gewonnenen monoklonalen Antikdrper gegen gpA33, der zur Signaldete-
kion mit einem fluoreszierenden Protein (GFP) verbunden ist. Zur Messung der Fluores-
zenz wurden die Zellen mit dem Zellschaber in Einzelzellsuspension gebracht und eine
definierte Anzahl von Zellen mit einem definierten Volumen des Antikbrpergemisches
inkubiert. Zellzahl und Volumen variierten in den verschiedenen Versuchsreihen. Die In-
kubation erfolgte, sofern nicht anders angegeben, fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
unter UV-Abschirmung. Durch wiederholte Zentrifugation und Resuspension in PBS wur-
den die Zellen gewaschen, um so das Risiko einer Messung unspezifisch gebundener
Fluoreszenz zu minimieren. AnschlielBend wurden, wiederum abhangig vom jeweiligen
Versuchsaufbau, 100.000-300.000 Zellen jeder Probe analysiert. In der Auswertung wur-
de zum Zwecke der interexperimentellen Vergleichbarkeit ein 'Gate’ definiert, das mit
hoher Wahrscheinlichkeit tote Zellen und Zelldetritus ausschloss, um so ausschlieB3lich
die Fluoreszenz intakter Zellen zu messen. Dieses Gate (R1) wurde fir jede Messsitzung

festgelegt und durchgehend angewandt.

Um ein Maf3 fur die Expression des gpA33-Antigens auf der Zelloberflache zu erhalten,
wurde der Median der Fluoreszenz der verschiedenen Messreihen als Grundwert genom-
men und aus den jeweiligen Paarmessungen ’Inkubation mit Antikbrper’ gegen 'nativ’ ein
Quotient gebildet. Dieser Quotient ergab somit einen zur Antigen-Expression der Zelle

proportionalen Wert.

Die Uberpriifung des Erfolgs der Zellsynchronisation durch DNA-Markierung erfolgte mit
der Inkubation mit Propidium lodid (PI). Nachdem die Zellen mit einer flinfprozentigen
Formaldehyd-Lésung in PBS flr die Dauer von 15 min fixiert wurden, erfolgte eine In-
kubation in 100% Ethanol bei -20°C. Nach 16 Stunden Inkubation wurde die DNA mit
Propridium lodid (50 pg/ml) und RNAse A (50 pg/ml) markiert. Nach einer Inkubation
bei 20°C in Dunkelheit fiir 10 Stunden erfolgte die FACS-Analyse mit mindestens 10.000

Zellen auf dem FACScalibur. Die Einordnung der jeweiligen Proben in die Zyklusphase
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erfolgte protokollkonform (Vasquez et al. (1997);|Oertl et al. (2005); Zalatnai| (2005); Kor-
fiatis et al.| (2001)).

3.2.4 Zellsynchronisierung

Nach Verbringung der Zellen der Zelllinie LIM 1215 in Einzelsuspension erfolgte die Syn-
chronisierung der Zellen. Hierzu wurde L-Mimosine (300 ©tM) zur Arretierung in G1, Aphi-
dicolin (15 pM) zur Arretierung in S und Nocodazole (400 nM) zur Arretierung in G2/M zu-
gegeben (Korfiatis et al.|(2001);|Vasquez et al.|(1997); Oertl et al. (2005); Zalatnai (2005)).
Nach 20 Stunden Inkubation wurden die Zellen nach mehrfachem Waschen in frisches
Medium eingebracht und damit die Zyklusarretierung aufgehoben. Nachdem die Zellen
weitere 24 Stunden unter Zellkulturbedingungen inkubiert waren, erfolgten die Messun-

gen.

3.2.5 Real-time PCR

RNA-Isolierung gemai3 dem Qiagen Protokoll

Nach der Zellzahlung mittels Trypan-blue-Farbung, wurden 1-10% Zellen zweifach mit
PBS gewaschen und in 1000 ul Guanidinium Isothiocyanate (GITC) zum Zwecke der
RNA-Freisetzung lysiert. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA mit dem RNeasy Mini
Kit(®) und RNase-Free DNase Set(R) wie folgt isoliert. Nach Homogenisierung der Zell-
proben in 1000 ul 70% Ethanol wurde die Lésung auf die Saulen aufgebracht und mit
14.000 Umin—! 15 Sekunden lang zentrifugiert. Ein Waschschritt mit 350 ul RW1 Puf-
fer folgte. AnschlieBend wurden die Proben mit 10 x| Desoxyribonuklease (DNAse), die
zuvor in 70 ul RDD Puffer gelost worden war, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Weitere Waschschritte mit 350 ul RW1-Puffer, RPE-Puffer (15 Sekunden bzw. 2 Minuten)
folgten. SchlieBlich wurde die Gesamt-RNA von der Saule mit 53 ul RNase-freiem Was-
ser mittels 1-minatiger Zentrifugation bei 14.000 Umin~! eluiert. Die RNA-Proben wurden

bei -80°C gelagert.

Qualitative und quantitative Bestimmung der Gesamt-RNA

Proben der Gesamt-RNA wurden im Verhéltnis 1:1 mit Bromphenol-Blau fiir die quali-
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tative Bestimmung in der Gelelektrophorese und im Verhaltnis 1:10 mit RNAse-freiem

Wasser flr die quantitative Bestimmung mittels Spectrophotometrie verdinnt.

Der gelelektrophoretische Nachweis von RNA beruht auf dem Prinzip, dass in einem
Gleichspannungsfeld RNA-Fragmente in Abhangigkeit von ihrem Molekilmasse mit un-
terschiedlicher Geschwindigkeit wandern. Daraus folgt, dass nach einer gewissen Zeit
die jeweiligen Fragmente unterschiedliche Strecken im Gel zuriickgelegt haben. Zur Ab-
schatzung der MolekulargréBe des zu untersuchenden Fragments, werden Fragmente

mit bekanntem Molekulargewicht (Marker) angelegt.

Die Sichtbarmachung der RNA erfolgt mit Ethidiumbromid, das mit den Nukleinsauren

der Proben interkaliert und mittels UV-Licht zur Fluoreszenz gebracht wird.

Agarose wurde in MESA-Puffer von 0,3 % gel6st und in der Mikrowelle bei 700 W bis zum
Aufkochen erwarmt. Nach Zugabe von Ethidiumbromid im Verhaltnis von 1 ul Ethidium-
bromid je 20 ml Gel wurde das flissige Gel in eine Gelkammer mit Gelkamm gegossen.
Sobald das Gel eine feste Konsistenz zeigte, wurde es mit 0,5-facher TBE-Puffer-Lésung
belegt. Nach dem Entfernen des Gelkamms wurden die mit Bromphenolblau in 50 % Gly-
cerol versetzten RNA-Proben sowie ein Marker in die Geltaschen eingebracht. Anschlie-
Bend erfolgte die Spannungsanlage mit 100 V. Aufgrund der negativen AufBenladung der
RNA wanderten die Fragmente Richtung Anode. Die Spannung wurde solange aufrecht
erhalten, bis die vordere Grenze ca. 2/3 der gesamten Kammer erreicht hat. Die Ergeb-
nisse wurden mit UV-Licht von einer Wellenldange von 302 nm sichtbar gemacht und fo-
tografiert. Die Analyse und Dokumentation des RNA-Gels erfolgte mit der AlphaEaseFC
software Version 4.0 (Alpha Innotech, CA, USA).

Die Spektrophotometrie erfolgte mittels konventioneller Messung und mit dem 'NanoDrop’—

Spectrophotometer.

Die Methode der Spektrophotometrie beruht auf dem Grundsatz, dass die Absorption von
Licht durch vorhandene RNA proportional zu ihrer Quantitat ist. Die Absorption der RNA
wurde, wie Ublich, bei Wellenlangen von 260 nm und 280 nm gemessen. Eine Absorpti-
on von 1 bei 260 nm entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug/l. Dementsprechend
wurde die quantitative Messung der RNA durchgefiihrt und die jeweiligen Konzentratio-
nen von RNA errechnet. Die Reinheit der RNA wurde mittels des Quotienten A260/A280



3. Material und Methoden 27

- die Absorption bei 260 nm ins Verhaltnis gesetzt mit der Absorption bei 280 nm - besta-
tigt. Dieser Quotient sollte bei 2,0 liegen; niedrigere Werte weisen auf eine Kontamination

der RNA durch andere Proteine hin.

Die Quantifizierung der RNA mit dem NanoDrop ND-1000 erfolgte gemaf dem Hersteller-
protokoll. Nach dem Starten des Programms 'Nucleid Acids’, wurde zunéchst 1 ul deioni-
siertes Wasser als Leerprobe eingebracht. Anschlie3end wurde, jeweils im Wechsel mit
Spilung, 1 ul jeder Probe gemessen. Die Konzentration und Reinheit der einzelnen Pro-
ben wurden von der Software nach den oben unter '’konventionelle Spektrophotometrie’

dargelegten Grundséatzen ermittelt.

Synthese der komplementéren Desoxyribonukleinsdure (cDNA)

In der Transkription werden Abschnitte der DNA des Genoms in mRNA (messenger Ri-
bonucleic Acid) Gberschrieben. Es existieren jedoch Viren, die die Richtung dieses Pro-
zesses umgedreht haben, um in das Genom des Wirts Informationen zu integrieren. Sie
werden dementsprechend Retroviren genannt. Diese Viren besitzen ein Enzym, die rever-
se Transkriptase, welches die mRNA in cDNA (komplementare Desoxyribonukleinsaure)

umschreiben kann.

Der Prozess der reversen Transkription wird sich in der Molekularbiologie zunutze ge-

macht, um aus extrahierter RNA eine komplementare DNA zu erhalten.

In dieser Arbeit wurde die Synthestisierung der cDNA mit dem Omniscript Reverse Tran-
scriptase Kit(R) gemafn dem Herstellerprotokoll wie folgt durchgeflhrt. Die bei -80°C ge-
lagerte RNA wurde auf Eis aufgetaut. Nach Berechnung wurden 2 g RNA in 15 pl
RNAse-freiem Wasser aufgeldst. Nach 5-mindtiger Inkubation bei 65°C zur Zerstérung
der Sekundarstruktur der RNA wurde die Losung auf Eis gelegt. Fir jede zu transkribie-
rende Probe wurde ein Gemisch von 7.5 ul mit folgenden Bestandteilen zubereitet: 1 ul
Oligonucleotides p(dT) 15 primer [0,8 pg/ml], 1 pl Random p(pT)6 Primer [0,2 ug/ml], 2
pl of desoxynucleotide triphosphate (5 mM), 0,5 ul of RNasin (40 units/ml), 1 ul of Om-
niscript Reverse Transcriptase (4,5 units/ul) and 2 ul Reverse Transcriptase Buffer (x10).
Mit diesem Gemisch wurde die RNA-Proben bei 37°C eine Stunde lang inkubiert. An-
schlieBend wurde die Reverse Transcriptase durch Erhitzen auf 95°C f(ir die Dauer von

finf Minuten inaktiviert. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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Polymerase-Kettenreaktion in Echtzeit (real-time polymerase chain reaction)

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist eine Methode zur Vervielféltigung von be-
reits vorhandenem DNA-Material. Dies wird durch den Gebrauch von kiinstlichen Oligo-
nucleotiden ermdglicht(Meuer et al. (1999)). In Gegenwart aller erforderlichen Reagen-
tien, kann die Vervielfaltigung durch zyklische Temperaturverdnderungen herbeigefihrt
werden. Dies geschieht in drei Schritten: Denaturierung der DNA-Struktur, Aneinander-

figen von Primern mit DNA, Verlangerung.

In der konventionellen PCR sind Messung und Analyse zwei voneinander getrennte Pro-
zesse. Die mit der DNA-Vervielfaltigung zeitgleich ablaufende Analyse wurde durch eine
neue Generation von Cycler-Systemen ermgglicht. Das flr diese Arbeit verwendete Sys-
tem flihrt Temperaturveranderungen mit einer Geschwindigkeit von bis zu 20°C /s durch.

Ein PCR-Zyklus kann somit in weniger als 30 Sekunden vonstatten gehen (Fig. 2.3.7.1).

Genauigkeit und Sensitivitdt werden durch Fluoreszenzmessungen zu definierten Zeit-
punkten, an denen die Signalintensitat zur Menge des PCR-Produkts proportional ist,
gewabhrleistet (Wittwer et al., (1997)). Fur die Analyse wichtig ist die Tatsache, dass die
Menge der PCR in den ersten Zyklen exponentiell ansteigt, um dann ein Plateau zu er-
reichen. Um die Genauigkeit der Messung zu Uberprifen, werden diese ersten Zyklen
herangezogen, da in dieser Phase das interessierende Signal leicht vom Hintergrundrau-
schen unterschieden werden kann und so exakte Aussagen Uber die Anfangskonzentra-

tionen der gemessenen Zielsequenzen ermaoglicht.

Alle Proben wurden auf die cDNA von Porphobilirubin Deaminase (PBGD) und gpA33
untersucht. Diese Messung erfolgte in Duplikaten. Als quantitativer Wert wurde der Mit-
telwert der Doppelmessungen errechnet. Die Plasmide wurden mit PCR-Produkten von
MDR1, MRP1, LRP und PBGD in den Vektor pCR2.1-Topoisomerase (Invitrogen, Karlsru-
he, Germany) geklont. Zur Ermittlung einer Standardkurve wurden die rekombinaten Vek-
toren seriell in Wasser mit 0,4 g/l Polyadenylsdure verdinnt. Mit der jeweiligen Plasmid-
Probe und den Verdinnungen (1, 0.1, 0.001 pg/ml) wurde mit jedem PCR-Lauf eine
Standardkurve erstellt. Ebenso wurde firr jeden Lauf zwei Negativ-Proben — Reverse-
Transkriptase-negativ bzw. Zugabe von Wasser — gemessen. Die Datenauswertung er-
folgte mit der LightCycler Software Version 3.0 der Firma Roche Diagnostics. Die Kreu-

zungspunkt (‘crossing points’) wurden mit dem Second Derivative Maximum Algorithmus
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berechnet und gegen die Standardkurven gesetzt. PBGD diente als sogenanntes Hou-
sekeeping Gen, um die errechneten Mengen von gpA33-cDNA mit der jeweiligen Stoff-
wechsellage der Zellen ins Verhaltnis setzen zu kénnen. SchlieB3lich wurde ein Quotient
aus gpA33-Quantitat und PBGD-Quantitat gebildet, um eine plausible Vergleichbarkeit

der Proben zu erhalten.

Um das Kontaminationsrisiko zu minimieren, wurden die verschiedenen Schritte RNA-

Isolierung, cDNA-Synthese und PCR-Lauf in verschiedenen Labors durchgefihrt.

3.2.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Visualisierung und Analyse der membranstandigen gpA33-Expression und deren
Aufnahme in die Zelle erfolgten Gber ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop, das mit
einem Argon-Laser ausgestattet ist. FUr die Aufnahmen wurde ein Plan-Apochromat 63x/-
1,4-Objektiv oder ein Alpha-Plan-Fluar 100/1,45-Objektiv benutzt. Die zu untersuchen-
den Zellen wurden nach Konfluenzerreichung in Einzelzellsuspension gebracht und 500
pl in einer Konzentration von 1-10° Zellen/ml auf Deckplattchen mit einem Durchmes-
ser von 24mm aufgebracht. Nach Zugabe von Kulturmedium (s.o0.) wurden die Zellen bei
37°C und 5% COs inkubiert. 24 Stunden spater wurden die Zellen unter mikroskopischer
Kontrolle mit 25-fach verdiinntem gpA33::rbGFP Uberstand, welcher zuvor mittels Zen-
trifugation durch Zentrifugenfilter auf eine 25-fache Konzentration gebracht worden war,

inkubiert.

FOr das GFP-markierte gpA33-Antigen wurde ein Hauptfarbteiler mit einer Wellenlange
von 458 nm und ein Langpassfilter mit einer Wellenldnge von 505 nm des Argon-Lasers
verwendet. Das vom GFP emittierte Licht wurde mit einem 460-500 nm Bandpassfilter
aufgezeichnet. Die Einstellungen der optischen Blenden entsprachen einer optischen
Schichtdicke von ca. 1 yum. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe der LSM-510-Software

Version 3.2 von Carl Zeiss.

3.2.7 Protein-Konzentration

Zur Gewinnung des Antikérpers in fur die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie geeig-

neter Konzentration, wurde gpA33::rbGFP Uberstand mittels Ultrafiltration gereinigt. Hier-
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zu wurden der Anleitung des Herstellers entsprechend 15 ml des Antikbrpergemisches

in einen Millipore Amicon Filter gegeben und bei 5000 Umin~!

zentrifugiert. Den hier ver-
wendeten Filter passieren Molekile bis zu einem Moleklilmasse/MolekulargréBe von 15
kDa. Damit ist der Antikérper gpA33::rbGFP mit seinem Molekulargewicht von 63 kDa
im Filter verblieben. Je nach Dauer der Zentrifugation, bzw. Wiederholung der Schritte

lieBen sich verschiedene Konzentrationen des Antikbrpers gewinnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Darstellung der Expression von gpA33 an Kolonkarzinomzellen der Zelllinie LIM1215 mittels

Fluoreszenzmikroskopie

Es wurden Kolonkarzinomzellen der Zelllinie LIM 1215 mit gpA33::rbGFP inkubiert und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Demselben Prozedere wurden zum Vergleich A33

negative Leukédmiezellen der Blastenlinie K 562 unterzogen. Bei den mit gpA33::rbGFP

(a) LIM 1215 nativ (500x)

(b) LIM 1215 nach Inkubation mit gpA33::roGFP (c) K562 nach Inkubation mit gpA33::rbGFP

Abb. 4.1: Fluoreszenzmikroskopie an den Zelllinien LIM 1215 und Vergleichslinie K 562

inkubierten Kolonkarzinomzellen (Abb. ist sowohl im Vergleich zur Nativkontrolle
(Abb. wie auch im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. eine deutliche Fluo-
reszenzverstarkung zu beobachten. Die in Abb. angegebene Skala gilt fir auch
fur Abb. und Abb. 4.1(c)l Die Anfarbung der Zellen der Leukamiezellreihe K 562
zeigt nach Anféarbung das fir die Farbung mittels GFP-gekoppelter Antikérper typische

Hintergrundrauschen.
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4.2 Spezifitat: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der A33-Expression an gesundem und

veranderten Gewebe

Resektate, die wahrend Operationen bei kolorektalem Karzinom gewonnen wurden, wur-
den per Mikrotom geschnitten und mit gpA33::rbGFP angefarbt. Die Untersuchung er-
folgte unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die Abbildung[4.2] zeigt Gewebsschnitte aus ge-
sundem Gewebe in 500-facher VergréBerung unter Durchlicht- (Abb. bzw. Fluo-
reszenzmikroskop (4.2(b)). Abbildung [4.3] zeigt Gewebsschnitte eines kolorektalen Kar-

(a) Durchlichtmikroskopie (b) Fluoreszenzmikroskopie

Abb. 4.2: Gesundes Gewebe des Colon-Epithels nach Inkubation mit gpA33::rbGFP in 500facher Vergré-
Berung (Durchlicht bzw. Fluoreszenz-Mikroskopie)

zinoms in 500-facher VergréBerung unter Durchlicht- (Abb. bzw. Fluoreszenzmi-
kroskop (Abb. [4.3(b)). Es zeigt sich eine Intensitatssteigerung der Fluoreszenz im ma-
ligne transformierten Gewebe des kolorektalen Karzinoms im Vergleich zum gesunden
Gewebe. Die Fluoreszenzanreicherung zeigt sich vorrangig im perizellularen Raum, be-
ziehungsweise an der Zelloberflache der Karzinomzellen. Die intrzellulare Signalanhe-

bungen stellen mdglicherweise internalisierte Antigen-Antikdrper-Komplexe dar.

4.3 Affinitat, Aviditat, Dissoziation von gpA33::rbGFP-Fluoreszenz zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Inkubation mit gpA33::rbGFP

Es wurden Zellen der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie LIM1215 mit gpAS33::rbGFP pro-

tokollgeman inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inkubation wurde eine FACS-
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(a) Durchlichtmikroskopie (b) Fluoreszenzmikroskopie

Abb. 4.3: Adeno-Karzinom des Kolons nach Inkubation mit gpA33::rbGFP in 500facher VergréBerung
(Durchlicht bzw. Fluoreszenz-Mikroskopie)

Analyse zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitét durchgefihrt. Abbildung [4.4] zeigt die
Fluoreszenzintensitat von gpA33::rbGFP Uber der Zeit. Die auf der y-Achse aufgetrage-
ne Fluoreszenz wurde als Quotient zwischen dem per FACS-Analyse ermittelten Werten
der mit dem Antikdrper gpA33::rbGFP inkubierten Zellen und nativen Zellen errechnet.
Ein Cut-Off-Wert wurde auf eine Ratio von 1,5 festgelegt, um Autofluoreszenz und Hin-

tergrundrauschen zu bertcksichtigen. Es zeigt sich eine deutliche Fluoreszenzzunahme

4,87 4,89

Fluoreszenz [Ratio inkubiert / nativ]

vor 0 60 120 180 70
Inkubation Stunden

Zeit nach Inkubation [min]

Abb. 4.4: Fluoreszenz Uber die Zeit
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Uber die Zeit, die schon 60 Minuten post inkubationem ihr Maximum erreicht. Danach
ist eine Stabiliat in der Fluoreszenzintensitat zu sehen. 3 Tage nach Inkubation zeigt sich

eine Fluoreszenzabnahme bis auf den Ausgangswert, jedenfalls unter eine Ratio von 1,5.
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4.4 Entwicklung des Expressionsgrads von gpA33 am Beispiel verschiedener Tumorzelllinien
mittels Durchflusszytometrie (FACS) liber sieben Tage

Tumorzellen der Zelllinien LIM 1215, CaCo 2, K 562 wurden in jeweils 6 Kulturflaschen in
Kultur gebracht. An sechs aufeinander folgenden Tagen erfolgte zur selben Tageszeit die
Inkubation mit gpgpA33::rbGFP und die Messung der Fluoreszenz mittels FACS-Analyse.
Das Experiment wurde unter Standardbedingungen dreimal durchgefiihrt. Aufgrund der
interexperimentell verschiedenen Wachstumsgeschwindigkeiten, die trotz Standardbe-
dingungen auftraten, wurde die Fluoreszenz mit der tatsachlichen Zellzahl verrechnet,

um einen von externen Einflussfaktoren bereinigten Wert zu erhalten. Abbildung[4.5|zeigt
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Abb. 4.5: Entwicklung der Zellzahl Tag 1-6 LIM 1215

die Entwicklung der Zellzahl Gber sechs Tage. Die gestrichelten Linien dienen hier und
im Folgenden ausschlief3lich der Veranschaulichung und sollen keinen funktionalen Ver-
lauf suggerieren. Abbildung zeigt die Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit. Die in der y-Achse aufgetragene Fluoreszenzintensitat wurde als Quoti-
ent von mit gpA33::rbGFP inkubierten Zellen und nativen, also nicht mit dem Antikérper
inkubierten Zellen berechnet. In der x-Achse ist die Zeit in Stunden nach Inkubation auf-
getragen. Die Fluoreszenz der mit gpA33::rbGFP inkubierten Zellen der Zelllinie CaCo
2 zeigt eine manBige Fluoreszenz, die Uber die Zeit, das heif3t mit wachsender Zellzahl -

und damit zunehmender Konfluenz - keinen signifikanten Anderungen unterworfen ist. Es
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Abb. 4.6: Entwicklung der Fluoreszenz Tag 1-6 LIM 1215
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Abb. 4.7: Entwicklung der Zellzahl Tag 1-6 CaCo 2

findet sich, im Gegensatz zum Experiment mit der Zelllinie LIM 1215, keine Korrelation

zwischen Konfluenzgrad der wachsenden Zellen und der gemessenen Fluoreszenz.

Die Fluoreszenz der Zellen der Zelllinie K 562 verbleibt (iber die beobachtete Zeit von

sieben Tagen auf niedrigem Niveau. Es ist davon auszugehen, dass die gemessene Fluo-
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Abb. 4.8: Entwicklung der Fluoreszenz Tag 1-6 CaCo 2
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Abb. 4.9: Entwicklung der Zellzahl Tag 1-6 K 562

reszenz der autogenen Fluoreszenz der Zellen entspricht. Auch mit zunehmender Zell-
zahl bleibt die Fluoreszenz unverandert. Die non-adharent wachsenden Zellen, die als
Negativkontrolle dienen, zeigen damit erwartungsgemaf keine Proportionalitat zwischen

Zellzahl und Fluoreszenz.
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Abb. 4.10: Entwicklung der Fluoreszenz Tag 1-6 K 562

Mit zunehmender Konfluenz wird eine Steigerung der Fluoreszenz bei den Kolonkarzi-
nomzellen der Zelllinien LIM 1215 beobachtet. Die Fluoreszenz der Zelllinie CaCo 2
(Abb. 4.8)und der Leukémiezellen K 562 (Abb. [4.10)bleibt auf niedrigem Auto-Fluores-

zenzniveau stabil.

Die fur die Zelllinie LIM 1215 bestehende Korrelation zwischen Fluoreszenz und Zell-
zahl wird im folgenden genauer untersucht. Zellen der Kolonkarzinomzelllinie LIM1215
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inkubation geerntet und nach Inkubation mit
gpA33::rbGFP mittels FACS analysiert.

Diese Versuche wurden in dreifacher Ausflihrung zeitlich voneinander unabhangig durch-

gefuhrt.

In den Diagrammen Abb. 4.11(a)h4.11(c)|ist der Verlauf der Fluoreszenzintensitat als gru-

ne Punkte mit der Fluoreszenzintensitat in der y-Achse, die Zellzahl als schwarze Punkte
mit der Anzahl der Zellen in 100.000 je Qudratzentimeter aufgetragen. Die numerische
Fluoreszenzintensitat wurde mit der Ratio aus mit gpA33::rbGFP inkubierten Zellen zu

nativen Zellen angegeben.

Die sogenannten Konfluenzpunkte sind durch eine rote Linie gekennzeichnet. Diese be-

stimmen sich als die Zelldichte, in der mindestens 80% der Oberflache in Kultur der adha-
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rent wachsenden Zellen im Monolayer bedeckt ist. Wie sich in den Abbildungen |4.11(a)L,
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Abb. 4.11: Untersuchung der Korrelation von Fluoreszenz und Zellzahl fir LIM 1215 zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Inkubation
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4.11(b)|und 4.11(c)| zeigt, nimmt die Fluoreszenzintensitat zunachst mit der Zellzahl zu,

um ab einem gewissen Punkt, dem Konfluenzpunkt, wieder schwéacher zu werden. Dieser

Punkt liegt bei einer Zellzahl von ca. 4-5-10° Zellen/cm?.

Um die bei der Messung der Zelllinie LIM 1215 gefundene Korrelation zwischen Konflu-
enzgrad und Fluoreszenz zu veranschaulichen, wurden im folgenden diese beiden Para-

meter flr das jeweilige Experiment gegeneinander aufgetragen. In Abbildung zeigt
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Abb. 4.12: Abhéngigkeit der Fluoreszenz von der Zelldichte der Zelllinie 1215

sich die maximale Fluoreszenz der Zelllinie LIM 1215 in allen drei Versuchsreihen bei
einer Zellzahl von ungefahr 4-5-10%/cm?. Die gemessene Fluoreszenz verhalt sich linear
proportional zur Expression von A33 auf der Zelloberflache. Somit steigt die mittels FACS
ermittelte Expression von gpA33 bis zum Konfluenzpunkt an, um danach wieder zu fal-
len. Der Anstieg der Fluoreszenz der Zelllinie LIM 1215 ist bis zu einem gewissen Punkt
positiv proportional zur Zellzahl in Kultur. Bei ungefahr 4-5- 109 Zellen/ml ist eine flachen-
deckende Bewachsung des Bodens der Kulturflasche erreicht, die Zellen sind konfluent.
Mit der Konfluenz, das heif3t dem Aneinanderliegen der Zellen, nimmt die messbare Fluo-

reszenz der Zellen wieder ab.
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4.5 Zellzyklusphasenspezifische Arretierung von LIM1215-Zellen

Zellen der Zelllinie LIM1215 wurden in der jeweiligen Zyklusphase folgendermafen ar-
retiert: In der G1-Phase mit der Substanz L-Mimosine (300 pM), in der S-Phase mit
Aphidicolin (15 M), in der G2/M-Phase mit Nocodazole (400 nM). Die jeweiligen zell-
zyklusspezifischen Profile wurden mittels Anfarbung mit Propidium lodid charakterisiert.
Propidium lodid weist die DNA-Menge quantitativ nach. Abbildung [4.13] zeigt die Zellen
nach Arretierung im jeweiligen Zellzyklus. Die gezeigten Daten sind far vier voneinander
unabhangige Versuchsreihen reprasentativ. (Pl=Propidium lodid, zs1= Zyklusstop Ver-
suchsreihe 1, FSC=forward scatter). Die DNA-Quantitat ist fir den jeweiligen Zellzyklus

spezifisch. Die Arretierung der Zellen in der jeweiligen Subgruppe war damit erfolgreich.
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Abb. 4.13: DNA-Quantitat nach Arretierung mit L-Mimosine, Aphidicolin und Nocodazole
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4.6 GpA33-Expression in Abhangigkeit von der Zyklusphase

Nach erfolgter Zellsynchronisation wurde das Bindungsverhalten von gpaA33::rbGFP an

den Zellen der Kolonkarzinomzellreihe LIM 1215 mittels FACS analysiert. Die Fluores-

zenz ist als Quotient des Medians der Fluoreszenz der Probe und des Medians der Ne-

gativkontrolle dargestellt. Die vier verschiedenen mit zs1-zs4 markierten Balken stellen
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vier Versuchsreihen dar. Abbildung zeigt die Expression von gpA33 in der jeweili-

AJI-Ex=pression

Lrsynchronsed H1-Fhase L-Fhase 3EM-2haze

@ =1 O £s2 [ A W sl

Abb. 4.14: Expression von gpA33::rbGFP in der jeweiligen Zyklusphase

gen Zyklusphase in vier verschiedenen, voneinander unabhangigen Versuchsreihen. Die
Oberflachenexpression von gpA33 ist davon abhangig, in welcher Zyklusphase sich die

Zellen befinden.

Die Daten wurden statistisch ausgewertet und im folgenden Diagramm (Abb. 4.15) darge-
stellt. Vier einzelne unabhangige Versuchsreihen des Experiments sind in Abbildung[4.15]

1.4 1 —— p=00188 —
0
1.2 ’
ns. p=00160  p=0,0005
1.0 * 1
o

0.8 g

unsync G1 S G2/M

Abb. 4.15: Fluoreszenzintensitat im jeweiligen Zellzyklus

zusammengefasst: in der y-Achse ist die Fluoreszenzintensitat aufgetragen, die als Quo-
tient zwischen mit gpA33::rbGFP inkubierten Zellen und nativen Zellen berechnet wurde.
Die vier verschiedenen geometrischen Symbole stehen fir jeweils eine Versuchsreihe.

Die Signifikanzen ergeben sich aus dem paired-t-Test. Zwischen Zyklusphasen G1 und S
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ist der errechnete p-Wert 0,0160, zwischen S und G2/M 0,0005, zwischen G1 und G2/M
0,0186. Damit sind zwischen allen synchronisierten Zyklusphasen statistisch signifikante

Unterschiede aufgetreten.

4.7 Nachweis der transfer-RNA fiir GPA33 mittels rt-PCR

Von den Kolonkarzinomzellen der Zelllinien LIM 1215 und CaCo 2 und den Leukamie-
zellen K 562 wurden im Rahmen des unter 3.4. geschilderten Verlaufsexperiments, Teil
3, Zellen flr die Weiterverwendung in der rt-PCR eingefroren. Diese Zellen wurden dann

sukzessive auf das GPA33-Antigen untersucht. Abbildung zeigt das Ergebnis der
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Abb. 4.16: Quantifizierung von gpA33-mRNA

quantitativen real-time-PCR-Untersuchung mittels PCR-light-cycler. Es zeigt sich eine li-
neare Regression mit einem r von -1.00 und einem Fehler von 0.02. Positiv- und Nega-

tivkontrolle sind bestatigt, die Replikationstoleranz gewahrt.

Die Ergebnisse aus FACS-Analyse und mRNA-Quantifizierung aus derselben Zellpopula-
tion aus Versuchsreihe 3 der Uber 6 Tage gemessenen Zellen wurden verglichen. Quan-
titat der gpA33-mRNA im Vergleich zur Fluoreszenz von gpA33::rbGFP Uber die Zeit In
Abb. ist die im Zeitverlauf zunehmende Fluoreszenz mit der RNA-Quantitat dersel-
ben Versuchsreihe verglichen. Die Fluoreszenzintensitat wurde als Ratio zwischen in-
kubierten und nativen Zellen der Zelllinie LIM1215 ermittelt. Die RNA-Quantitdt wurde
als Quotient von A33-RNA-Quantitat und PBGD-Quantitat (housekeeping-gene) ermit-

telt. Es zeigt sich ein Anstieg Uber die Zeit sowohl in der Fluoreszenz wie auch in der
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Abb. 4.17: Quantitét der gpA33-mRNA im Vergleich zur Fluoreszenz von gpA33::rbGFP Uber die Zeit

RNA-Quantitat. Dem steilen Anstieg der Fluoreszenzintensitat ab Tag flinf geht ein steiler

Anstieg in der A33-RNA-Quantitat voraus.

Die im jeweiligen Zellzyklus arretierten Zellen aus der Kolonkarzinomzelllinie LIM 1215
wurden mittels real-time polymerase chain reaction (rtPCR) auf die mRNA von gpA33::-

rbGFP untersucht. In Abbildung ist die Expression von gpA33-mRNA in zyklus-
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Abb. 4.18: Expression von gpA33-mRNA in zyklusphasenarretierten LIM1215-Zellen



4. Ergebnisse 46

phasensynchronisierten Zellen dargestellt. Die verschiedenen Symbole Dreieck, Qua-
drat und Raute stehen fir drei voneinander unabhangige Versuchsreihen. Die Expressi-
on als ‘'mRNA ratio’ in der y-Achse ausgedrickt, errechnet sich aus der Ratio zwischen
gpA33-mRNA und PBGD(housekeeping gene)-mRNA. Es zeigen sich zyklusspezifische
Differenzen in der mRNA-Quantitat. Es zeigten sich statistisch signifikante Differenzen
zwischen G1-Phase und S-Phase mit einem p-Wert von 0.0435 und zwischen S-Phase
und G2/M-Phase mit einem p-Wert von 0.0490.

4.8 Darstellung der Expression von GPA33 an Kolonkarzinomzellen der Zelllinie LIM 1215 mittels
konfokaler Lasermikroskopie

Kolonkarzinomzellen der Zelllinie LIM 1215 wurden mit gpA33::rbGFP inkubiert und mit-
tels konfokaler Lasermikroskopie untersucht. Die zeitliche Entwicklung ist in den Abbil-
dungen[4.19|und [4.20]| dargestellt. 0 Minuten heif3t hier vor Inkubation. Die vor Inkubation
dargestellte Skala gilt fur alle Aufnahmen in den Abbildungen |4.19|und |4.20]

Eine stetige Zunahme der Fluoreszenz an der Membran der Zelle wird deutlich und bleibt
auch nach mehrfachem Waschprozessen gut sichtbar. In einigen Zellen ist membran-
nah eine Akkumulation der Fluoreszenz sichtbar: Nach Internalisierung des Antigen-

Antikérper-Molekils werden die fluoreszenztragenden Vesikel sichtbar.
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Abb. 4.19: Teil 1 der zeitlichen Entwicklung der Durchlichtmikroskopie- und Lasermikroskopiebilder nach
Inkubation. 0 Minuten heif3t hier vor Inkubation.
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Fluoreszenz Durchlicht

10 Minuten 5 Minuten

15 Minuten

Abb. 4.20: Teil 2 der zeitlichen Entwicklung der Durchlichtmikroskopie- und Lasermikroskopiebilder nach
Inkubation.
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4.9 Membrankinetik und Internalisierungskinetik des gpA33-Antikérpers in der konfokalen
Mikroskopie

Ausgehend von dem in Abschnitt dargestellten Versuch wurden die fir die intrazel-
lulare Prozessierung ersten notwendigen Schritte, die Bindung des Antikérpers an die
Zellmembran und folgend die Internalisierung der Antigen-Antikérper-Verbindung mit Hil-

fe der konfokalen Lasermikroskopie dargestellt.

(a) 350 fache VergréBerung (b) 1250 fache VergréBerung (c) 2000 fache VergréBerung

Abb. 4.21: Konfokale Mikroskopie nach Inkubation von A33 positiven Zellen mit gpA33::roGFP

Abb. 4.22: FRAP—Film

Der FRAP-Film (Abb. 4.22)zeigt die wahrscheinlich endozytotisch ablaufende Internali-

sierung eines stark fluoreszierenden Membranabschnittes.
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5 Diskussion

Obwohl die ersten klinischen Studien tber das Antigen gpA33 schon Mitte der 90er ver-
offentlicht wurden, sind sowohl seine physiologische Funktion als auch seine Rolle in der
Entstehung von Malignitat weitgehend ungeklart. GpA33 konnte als Mitglied der Immu-
noglobulin superfamily identifiziert werden (Denzer et al.| (2000); Mallegol et al.| (2007);
Van Niel et al.| (2003)). Eigenschaften wie die Expression an der basolateralen Seite von
Epithelzellen fuhrten zu der Einordnung in die Klasse der Adhasionsmolekile (Acker-
man MA (2008); Heath et al.| (1997)).

Die physiologische Aufgabe dieser Proteine ist die Aufrechterhaltung eines Zellverbandes
im Epithel. Daneben fungieren sie als Informationstbermittler in der Zell-Zell-Interaktion
und transzellularen Signalwegen (Van Niel et al. (2003); Heath et al. (1997)). Es konn-
te gezeigt werden, dass die Adh&sionsmoleklle E-cadherin und beta-catenin in Zellli-
nien des Pankreascarcinoms apoptoseinduzierend wirken, sobald der Zell-Zell-Kontakt
hergestellt ist (Lowy et al.| (2002)). Die Abwesenheit dieser Molekule fuhrt zu beschleu-
nigtem Tumorwachstum (Lowy et al. (2002)). Die meisten anderen Klassen der Adhasi-
onsmolekdile - Integrine, EpCAM, CD44 Zellen - haben einen Einfluss auf die Zellkontakt-
vermittelte transzellulare Signallibertragung und Wachstumshemmung (Kavale et al.|(1992)).
In Mausen konnte gezeigt werden, dass die Expression von gpA33 in der embryonalen
Entwicklung einem spezifischen rostrocaudalen Expressionsmuster unterliegt und dieses
Antigen damit in der embryonalen Entwicklung des Intestinaltrakies eine Rolle spielt (Ab-
ud et al.| (2000); Johnstone et al. (2000)). Dartber hinaus scheint gpA33 einen Einfluss
auf die Antigen-Prasentation von Exosomen des Intestinaltraktes zu haben (Heath et al.
(1997); Van Niel et al.| (2001)).

In dieser Arbeit wurde eine weitergehende Charakterisierung des Glykoproteins gpA33
durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass unter der konfokalen Mikroskopie nach Inkubati-
on von Kolonkarzinomzellen mit dem Antikérper gpA33::rbGFP eine Antigen-Antikérper-
Interaktion erfolgt, bevor das Antigen-Antikdrper-Molekul nach intrazellular transportiert
wird. Dieser Prozess geschieht in den ersten Minuten nach Antikérper-Antigenkontak.
Wohin der Transport des fusionierten Antigen-Antikérper-Molekils nach Prozessierung

erfolgt, konnte nicht nachgewiesen werden. Allerdings scheinen Ergebnisse anderer Ar-
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beiten darauf hinzuweisen, dass nach intrazellularer Prozessierung eine Rezirkulation an
die Oberflache der Zellen erfolgt, von wo die internalisierten und rezirkulierten Antigene
der Zellumgebung wieder prasentiert werden.Eine relativ stabile Expression von A33, wie
in anderen Arbeiten gezeigt (Ackerman MA (2008)) steht hierzu nur scheinbar in Wider-
spruch. Auf die Internalisierung folgt unseren Ergebnissen zufolge eine mdgliche intra-
zellulare Prozessierung und Rezirkulation an die Zelloberflache. Es verbleibt ein GroB3-
teil der Antikdrper auf der Zelloberflache. Weiterhin wurde gezeigt, dass A33-Antikérper
die Fahigkeit haben auch solide Tumore zu penetrieren (Scott AM (2005)). Dies ist eine
entscheidende Charaktereigenschaft, die fir die klinische Anwendung von antikérperge-
stitzten Therapieverfahren entscheidende Bedeutung hat. Das grundsatzliche Problem
bei der Therapie von soliden Tumoren mit Antikdrpern ist die reduzierte Erreichbarkeit
aller Tumorzellen. Die Dosis muss einerseits hoch genug sein, um eine komplette Durch-
dringung des Tumors durch die Antikdrper zu ermdglichen, andererseits ist der limitieren-
de Faktor der Knochenmarkstoxizitat gegeben. Die Schwierigkeit, Antikérper ins Innere
des Tumors zu bringen liegt auch darin, dass sich Diffusion und Antikérperbindung ab
einer bestimmten Entfernung im Gleichgewicht befinden; mit anderen Worten: auf dem
Weg der Antikdrper durch das Tumorzellgewebe fallt aufgrund der sukzessiven Bindung
von Antikérpern an Antigene die Antikdrperkonzentration auf ein Niveau ab, dass eine
ausreichende Diffusion der nachsten Tumorzellen nicht mehr erlaubt. In diesem Zusam-
menhang gilt auch, dass eine hohe Anzahl von Bindungsstellen flr einen bestimmten
Antikorper therapeutisch nicht allein positiv wirkt, da hierdurch die Penetration von soli-

den Tumoren aufgrund der hohen Bindungsrate vermindert wird.

Daneben wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die Expression von gpA33 auf der
Zelloberflache von Kolonkarzinomzellen Uber die Zeit keine Konstanz aufweist, sondern
von der Umgebung der Zelle, inrem Wachstumsgrad und der Phase des Zellzyklus, in
dem sie sich befindet, abhangig ist. Die gpA33-Expression zeigt eine biphasische Pro-
portionalitéat zur Zelldichte. Wie gezeigt werden konnte, steigt der Expressionsgrad von
gpA33 auf der Zelloberflache mit der Zelldichte bis zum Konfluenzpunkt an, um danach
wieder zu sinken. Eine entscheidende Einflussgré3e auf den Grad der gpA33-Expression
hat dartiber hinaus die Zyklusphase, in der sich die jeweilige Zelle befindet. In der G2/M-

Phase erreicht die Expression von gpA33 ihr Maximum, nachdem in der S-Phase der
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Expressionsgrad minimal war.

Diese entscheidenden Eigenschaften von gpA33 passen zur Einordnung des Antigens in
die vorhandenen Kilassifikationen scheinbar nicht: erstens ist die beobachtete Internali-
sierung des Antigens nach Antikérperfusion und dessen nachfolgendes Recycling an die
Zelloberflache nur schwer in Einklang zu bringen mit der Funktion von gpA33 als Adhasi-
onsmolekul. Die Hypothese, dass aufgrund von Internalisierung und Recycling gpA33 in
der Antigenprasentation von luminal nach abluminal, das hei3t vom Darm zum Lympho-

cyten, eine Rolle spielt konnte bislang noch nicht genauer begriindet werden.

Zweitens steht die zeitabhangige Tumorspezifitat in scheinbarem Widerspruch zum Ziel
einen stabilen Zellverband aufrechtzuerhalten. Genau aufgrund dieser Tumorspezifitat
eignet sich gpA33 als Zielstruktur flr Therapien. Der Unterschied der Antikdrperaufnah-
me zwischen gesundem und malignem Gewebe vor allem im Hinblick auf die Zeit legen
den Schluss nahe, dass gpAS33 in der Entstehung bzw. Aufrechterhaltung von Malignitat
im Intestinaltrakt eine Rolle spielt. Die offensichtliche, fast zwangslaufige Erklarung ware,
dass in Tumorzellen die Synthese von gpA33 hochreguliert ist. Daneben kénnte eine ver-
anderte Abfolge oder zeitlicher Differenzierung von Internalisierung und Recycling in der
Tumorzelle im Vergleich zur gesunden Zelle ein Grund fiir die vermehrte Expression von

gpA33 im Coloncarcinom sein.

Ziel dieser Arbeit war die weitergehende Charakterisierung der Expression von gpA33
auf der Oberflache von Epithelzellen, um die Tumorspezifitat von gpA33-Antikdrpern zu
sichern und zuklnftigen Studien beztiglich der Funktion von gpA33 eine Richtung zu

geben.

Bei den Versuchen zur einfachen Spezifitat des Antikdrpers mittels durchflusszytometri-
scher Verfahren (FACS) zeigte sich im Vergleich zu den A33-negativen Zellen der Kon-
trollgruppe eine deutlich erhdhte Fluoreszenz der A33-positiven Zellen. Die Zellen der
Tumorzelllinie LIM 1215 zeigten hierbei die héchste Fluoreszenz. Damit kann davon aus-
gegangen werden, dass die Expression von A33 spezifisch fir kolorektale Gewebszellen
ist. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeiten. Welt et al.| (1996)
zeigten in einer klinischen Studie, dass nach Verabreichung von radiomarkierten Antikor-

pern diese spezifisch an Zellen des kolorektalen Karzinoms binden. Auch der in dieser
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Arbeit verwendete Antikdrper zeigte in der Studie von |Deckert et al.| (2003), dass er die
erforderliche Spezifitdt zum Antigen aufweist. Hierbei konnte in vitro mit dem rekombinan-
ten Fusionsantikérper A33scFv-CD die lokal wirkende Toxizitat von 5-FU um den Faktor
300 verstarkt werden (Deckert et al.| (2003)).

Die Spezifitat konnte in der Bildgebung mittels Fluoreszenzmikroskopie bestatigt werden.
Sowohl im Vergleich zur Nativkontrolle wie auch im Vergleich zur Negativkontrolle, die mit
A33-negativen Zellen durchgefiihrt worden war, zeigte sich eine deutliche Fluoreszenz-

verstarkung.

Dariber hinaus zeigte sich eine relativ erhéhte Spezifitat des Antikérpers zu entdifferen-
zierten Zellen im Vergleich zur gesunden Epithelzelle. Hier konnte in der fluoreszenzmi-
kroskopischen Untersuchung von Gewebsschnitten eine deutliche Zunahme der Signal-
intensitat des krankhaft veranderten Gewebes im Vergleich zum physiologischen Kolo-
nepithel beobachtet werden. Dies legt den Schluss nahe, dass der Grad der Expressi-
on von gpA33 im dysplastisch verédnderten Gewebe deutlich gesteigert ist. Dies kénnte
mit tumorspezifischen Veranderung im Bereich der Internalisierung/Prozessierung oder
anderer veranderter Stoffwechselprozesse zusammenhangen. Ein Proportionalitat zwi-
schen gpA33-Expression und Entdifferenzierung der Zelle konnte noch nicht nachgewie-
sen werden. Allerdings zeigten Welt et al. dass ein radiomarkierter gpA33-Antikérper an
Tumorzellen in der zeitlichen Dimension erheblich 1anger nachweisbar war als derselbe
Antikérper an gesundem Gewebe (Welt et al. (1990)). Diese Eigenschaft kénnte den ver-
anderten Grad der A33-Expression bei dysplastisch veranderten Zellen erklaren, da bei
erhdhtem Zellwachstum und erhdhter Umsatzrate auch die Adharenz, bzw. Konfluenz der

Zellen gewahrleistet sein missen, um eine Soliditat des Tumors zu erméglichen.

Wir konnten zeigen, dass die Expression von gpA33 in einem biphasischen proportiona-
len Verhaltnis zur Zelldichte steht. Die Expression von gpA33 nimmt mit zunehmender

Zelldichte bis zum Erreichen des Konfluenzpunktes zu, um danach wieder abzufallen.

Bislang gibt es keine bekannten Studien, die die Korrelation zwischen Expression von
Adhésionsmolekullen an der Zelloberflache und Dichte des Zellwachstums untersuchen.
Dass nach Erreichen einer 2-dimensionalen vollstandigen Zelldichte, der Konfluenz, die

Expression von gpA33 abnimmt, ist flr ein Antigen, welches dem Zellzusammenhalt und
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der interzellularen Signallbertragung dient, uncharakteristisch. Seine eigentliche Aufga-
be im physiologischen Milieu des Epithels ist die Aufrechterhaltung von stabilen Zell-
verbanden und, bei Erreichen einer bestimmten Dichte der Zellen, die Wachstumshem-
mung von weiteren Zellen durch Zell-Zell-Signaliibertragung (Ackerman MAI (2008); Ka-
vale et al.| (1992); Heath et al.| (1997)). Die hier beobachtete Abnahme der Expression von
gpA33 nach Erreichen der Zellkonfluenz belegt die durch die Malignitat bewirkte Transfor-
mation der Zellen. Die Expression von gpA33 unterliegt hier nicht mehr dem eigentlichen
physiologischen Ziel der Wachstumsregulation und -kontrolle sondern ist in malignen Zel-
len dysreguliert und bewirkt letzten Endes ein unkontrolliertes Wachstum, welches auch
durch Adhéasion der Zellen mit Nachbarzellen in vollstandiger Konfluenz nicht beeinflusst
wird. Die in physiologischer Umgebung gezeigte Wachstumsinhibition durch Agglomera-
tion geschieht hier nicht (Walker et al.| (2005)).

Die Abnahme der Expression des Adhasionsmolekils nach Erreichen des Konfluenz-
punktes kdénnte die Bereitschaft der malignen Zellen zur Metastasierung zeigen. Wird
bei Erreichen der Konfluenz der Zusammenhalt des Zellverbandes gelockert, wie hier
durch die Abnahme der gpA33-Expression verursacht, kdnnen einzelne Zellen oder Zell-
gruppen vom eigentlichen Herd geldst und potentiell Metastasen setzen. Dieser Absiede-
lungsmechanismus kdénnte auch der Aufrechterhaltung der Eigenversorgung des Tumors
dienen. Bei unkontrolliertem schnellem Wachstum und gleichzeitiger Stabilitat eines Zell-
verbandes kann eine Absiedelung von Tumorteilen sowohl die Nekrose des Tumors ver-
hindern, wie auch die Vermehrung an anderen Orten bewirken. Die geringere Expression
von gpA33 bei Zellagglomeration kénnte damit das Uberleben der malignen Zelle sichern.
Indem gpA33 in malignen Zellen bei Erreichen der Konfluenz einen niedrigeren Expressi-
onsgrad aufweist als vor Erreichen des Konfluenzpunktes kdnnte die maligne Zelle einen
Uberlebensvorteil haben gegeniiber den Zellpopulationen, die das Antigen gpA33 kon-
stant exprimieren. Eine durch reduzierte Adhasionsintensitat verursachte Dissemination
von malignen Zellen kann letzten Endes fiir das Uberleben der einzelnen Tumorzelle ent-

scheidend sein.

Zur weiteren Charakterisierung des gpA33-Antigens wurde untersucht, ob die Expressi-
on des Antigens mit der Zyklusphase der Zellen in Beziehung steht. Hierflr wurden die

Zellen, wie beschrieben, in den verschiedenen Zyklusphasen arretiert. Nach erfolgreicher
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Synchronisation wurden die Zellen mit gpA33-GFP inkubiert und fluoreszenzzytometrisch
gemessen. Die Ergebnisse zeigten Veradnderungen der Expression in den verschiedenen
Zyklusphasen. Von einer basalen Antigenexpression, die in der G1-Phase beobachtet
wurde, ausgehend, zeigte sich eine Abnahme in der Synthese-Phase. In der G2/Mitose-
Phase des Zyklus steigt die Expression des gpA33-Antigens an. Die Ergebnisse hielten

der Uberpriifung in insgesamt vier Versuchsreihen stand.

Vor dem Hintergrund des jetzigen wissenschaftlichen Kenntnisstandes in der Zellbiologie
Uberraschen diese Ergebnisse auf den ersten Blick. Grundsatzlich ist davon auszugehen,
dass Proteine Uber den gesamten Zellzyklus hinweg produziert werden. Allerdings wer-
den Schwankungen in der allgemeinen Protein- und Enzymsynthese beobachtet (Walker
et al.[ (2005)). Zellwachstum entsteht durch Progression der Zelle durch die Phasen des
Zellzyklus. Dabei werden die verschiedenen Phasen durch Restriktionspunkte initiiert.
Beim Uberwiegen antiproliferativer Signale kann die Zelle den Zellzyklus verlassen und
in der GO-Phase in einen schlafenden Zustand eintreten. Den Ubergang aus der G1-
Phase (und GO0) in die Synthese-Phase wird durch den G1-Restriktionspunkt reguliert. In
der G1-Phase als Wachstumsphase der Zelle, in der gewahrleistet sein muss, dass in der
folgenden S-Phase ausreichend Substrate fir die DNA-Replikation produziert werden, ist

die allgemeine Proteinsynthese hoch Korfiatis et al.| (2001); Walker et al. (2005).

Das beobachtete Absinken der Protein-Synthese in der Synthese-Phase wird damit er-
klart, dass die Zelle einen GrofBteil ihrer Ressourcen fur die DNA-Replikation benétigt.
Allerdings trifft diese Aussage nur bedingt auf Proteine der Regulation der Zellproliferati-
on zu, da diese wahrend des gesamten Zellzyklus férdernd, bzw. hemmend auf diesen
einwirken. Die mit dieser Arbeit gezeigte Reduktion der gpA33-Expression in der S-Phase
ware demzufolge mit der Sachlage vereinbar, dass Transkription und Translation dieses
Proteins in dieser Phase reduziert sind. Das Antigen gpA33 wird als Adhasionsmolekl
und als Funktionstrager in der Zell-Zell-Interaktion fur die DNA-Replikation nicht unmittel-
bar bendtigt und ist damit als Endprodukt von Transkription und Translation auf der Zel-
loberflache vermindert nachweisbar. Allerdings bleibt zu bemerken, dass auf dem Weg
von DNA zur Oberflache Veranderungen in der Aktivitat des jeweiligen Substrats erfol-
gen kdnnen, wie in der posttranlationalen Modifikation. Damit ist ein zwingender Schluss

von Antigenexpression und Transkriptions- bzw. Translationsrate nicht moglich, eine Pro-
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portionalitat jedoch wahrscheinlich. Die Messung der phasenspezifischen RNA-Quantitat
von gpA33 hat diesbezlglich weitere Erkenntnisse erbracht, die im Anschluss diskutiert

werden.

Das Ansteigen der Expression von gpA33-Antigen in der G2/M-Phase lasst sich mit sei-
ner Funktion erklaren. Zwar ist eine Steigerung der Expression in der G2/M-Phase von
an der Zellteilung nicht unmittelbar beteiligten Proteinen atypisch, doch weist das Antigen
Charakteristika auf, die diese erh6hte Expressionsrate erklaren. Die Funktion von gpA33
als Adhasionsmolektl macht dessen Vorhandensein gerade dann erforderlich, wenn Zel-
len nach der Teilung neue Bindungen eingehen missen, um einen stabilen Zellverband
zu bilden. Im wachsenden Tumor sind die Zellen darauf angewiesen, eine einigerma-
Ben feste Stuktur zu formen, um die fir die Versorgung notwendige Blutversorgung zu
gewabhrleisten. In der Mitose ist es deshalb erforderlich, dass Adh&asionsmoleklle und

Antigene fur die Zell-Zell-Interaktion auf der Zelloberflache prasentiert werden.

Inwieweit die Regulation des Antigens auch fir Ausbreitung und Absiedelung von Tu-
morzellen eine Rolle spielt, bleibt zu untersuchen. Bisherige Erkentnisse sprechen dafr,
dass durch die Regulation von Antigen die Ausbreitung und die Lokalisation von Metasta-
sierung beeinflusst wird. Fraglich ist weiterhin, inwieweit das flr die jeweilige Zyklusphase
spezifische Expressionsprofil von gpA33 nicht nur bei Tumorzellen des kolorektalen Kar-
zinoms gefunden wird, sondern ob die vorliegenden Ergebnisse auf die Expression des

Antigens gesunder Epithelzellen Gbertragen werden kdnnen.

Die intrazellulare Expression von gpA33-mRNA zeigt sich im Vergleich zu der Antigenpra-
sentation von gpA33 auf der Zelloberflache véllig verschieden. Zwar zeigen unsynchro-
nisierte Zellen und G1-Phase-Zellen ahnliche mRNA-Expressionsprofile. Dies entspricht
den Beobachtungen, die bei der FACS-Analyse des Expressionsverhaltens von gpA33-
Antigen auf der Zelloberflache gemacht wurden. In der S-Phase konnte auf mMRNA-Ebene
jedoch, kontrar zur gpA33-Oberflachenexpression, ein starker Anstieg von gpA33-mRNA

beobachtet werden.

Es zeigt sich demnach ein Widerspruch zwischen der Genexpression von gpA33 und dem
Vorhandenseins des Proteins auf der Zelloberflache. Eine Ursache hierflr ist in der zeit-

lichen Dimension zu finden: die Dauer von der intrazellularen mRNA-Expression bis zur
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Prasentation des Antigens auf der Zelloberflache ist fir gpA33 bislang nicht beschrieben.
Der Anstieg von gpA33-mRNA in der S-Phase kdénnte dahingehend erklart werden, dass
dieses letztlich an der Oberflache der Zelle prasentierte Antigen, fir die Zelle konstitutive
Bedeutung hat und damit in der S-Phase die Synthese des Proteins initiiert werden muss.
Wie gezeigt, dient das Protein damit der Zell-Zell-Interaktion und als Adhasionsmolekiil;

diese Aufgaben sind von basaler Bedeutung fur die Zelle.

Die Beobachtung, dass die Expression des Antigens auf der Zelloberflache ihr Maximum
erst in der zeitlich folgenden G2/M-Phase hat, ware dann mit dieser Erklarung in Einklang
zu bringen, wenn der naturliche zeitliche Ablauf dies erforderlich macht. Mit anderen Wor-
ten, wenn der zeitliche Abstand zwischen mRNA-Synthese und Oberflachenprasentation
gleich groB3 ist wie der Phasen-Ubergang von der S-Phase in die G2/M-Phase. Es gibt bis-
lang kein veroéffentlichtes Material zur Fragestellung, wie gro3 der Zeitabstand zwischen
MRNA-Synthese von A33 und Prasentation des Antigens gpA33 ist. Studien zeigen, dass
der Abstand zwischen Proteinsynthese und Antigenprésentation in einen Zeitraum von
wenigen Minuten bis mehreren Stunden sein kann. Eine genauere zeitliche Einordnung
ist fir das in dieser Arbeit untersuchte Antigen unter Zugrundelegung des bisherigen
wissenschaftlichen Standes nicht méglich (Ritter et al. (2001); Lowy et al.| (2002); Mic-
coli et al.| (2003)). Es ist daher wahrscheinlich, dass die beobachtete Latenz zwischen
MRNA-Synthese und Antigen-Prasentation in intrazellularen Prozessierungsvorgange ih-

re Ursache hat.

Das Bindungsverhalten und der Internalisierungsprozess des fusionierten gpA33-Anti-
gen-Antikérper-Molekiils wurde mittels konfokaler Lasermikroskopie untersucht. Hierbei
zeigten sich 2-3 Minuten nach spezifischer Anfarbung der Zelloberflache intrazellulare
gpA33-Antikorper beladene Mikrovesikel. Das Ziel dieser Molekule konnte nicht lokali-
siert werden. Es ist davon auszugehen, dass erstens die Internalisierung des Fusions-
molekuls als Reaktion auf die Antigen-Antikdrper-Bindung auf der Zellmembran stattfin-
det. Dies wird durch frihere Studien bestétigt (Denzer et al.| (2000)). Zweitens liegt die
Vermutung nahe, dass durch Bindung, Internalisierung und intrazellulare Migration und
Prozessierung ein stimulierender Effekt auf gpA33 aussgelbt wird. In physiologischem
Milieu und gesundem Epithel wirkt die Aktivierung von gpA33 zum Zwecke der Wachs-

tumsregulation inhibitorisch.
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Das Antigen gpA33 hat demnach multiple Funktionen, die vom Milieu, von den Nachbar-
zellen und vom Zellzyklus abhangig sind. Dies wlrde auch die augenscheinlich entfern-
ten, wenn nicht sich widerstreitenden Funktionen von gpA33 in der embryonalen Entwick-
lung, in der Antigenprasentation, in der Adhasion und in der interzellularen Signallber-

tragung miteinander in Einklang bringen.

Zusammengefasst begrinden die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass der Ex-
pressionsgrad von gpA33 auf der Zelloberflache vom Zellzyklus abhangig ist, vom Wachs-
tumsverhalten der einzelnen Zelle und des Zellverbandes beeinflusst wird und in maligne
transformierten Zellen spezifisch und in im Vergleich zur gesunden Zelle signifikant hé-
herem Mafe exprimiert wird. Dies zeigt neue Ansatze flr zuklnftige Forschungsarbeiten
auf, um letzten Endes AntikOérper-gesteuerte Therapieansatze auch flr das kolorektale

Karzinom zu etablieren.

Insbesondere die unterschiedlichen Expressionsgrade in der jeweiligen Zellzykluspha-
se kdnnten in klinischen multimodalen Therapiestrategien einen neuen Ansatz ermdgli-
chen. Durch die relativ hohe Expression von gpA33::rbGFP in der G2/M-Phase kdnnte
eine biphasische sequenzielle Chemotherapie erfolgen. In einem ersten Schritt kdnnte
ein phasenspezifische Wachstumsarretierung der Tumorzellen erfolgen. Ziel ist es, die
Zellen in einem Zustand zu belassen, der eine héchstmébgliche Wirksamkeit einer anti-
kOrpergesteuerten Therapie erméglicht. In den in dieser Arbeit untersuchten Zellpopu-
lationen der humanen Kolonkarzinomzelllinie LIM1215 ist eine relativ hohe Expression
von gpA33::rbGFP auf der Zelloberflache der untersuchten Zellen in der G2/M-Phase
gegeben. Ein Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase wiirde demnach die maximale Anzahl
von Antigenen gewahrleisten. Die Antikdrper hatten damit proportional zum maximal ex-
primierten Antigen eine hochstmogliche Anzahl von Andockstellen an den Zielzellen. In
einem zweiten Schritt erfolgt die Applikation eines Antikérpers, der mit einem Prodrug
oder sonstigem therapeutischen Molekil bzw. mit einer physikalisch wirksamen Substanz
(1131) konjugiert ist. Dieser therapeutische Ansatz wirde die Wirksamkeit der antikrper-
gekoppelten Therapie erhdhen, bei gleichzeitiger Dosisverringerung und héatte damit bei
gleicher Wirksamkeit potentiell weniger unerwinschte Wirkungen, bzw. bei gleichem Ne-

benwirkungsprofil eine erhdhte therapeutische Potenz.

Insgesamt bleibt allerdings die Frage, inwieweit die Translation von 'bench to bedside’
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gelingt. Zunachst sind weitere praklinische Studien erforderlich. Zum einen ist ein tierex-
perimenteller Nachweis notwendig, in dem die prinzipielle Machbarkeit von Zykluspha-
senarrest und antikbrpergesteuerter Therapie gezeigt wird. Es bleibt zu zeigen, inwieweit
in vivo ein Stop in der jeweiligen Zellzyklusphase gelingt, der zum einen Tumorzellen in
ausreichender Anzahl arretiert, zum anderen sonstige Zellen, das gesunde Gewebe, in
ihrer Funktion nicht erheblich stért und beeintrachtigt. Konventionelle Chemotherapiestra-

tegien haben schon seit Jahrzehnten mit eben diesem Problem zu k&mpfen.

Daneben bleibt die Frage, ob mit die in dieser Arbeit verwendeten Zellen, beziehungs-
weise Zelllinien, vorrangig wurden Zellen der humanen Kolonkarzinomzelllinie LIM1215
verwendet, reprasentativ flir Kolonkarzinome sind. ldealtypischerweise wirden dement-
sprechend in einem nachsten experimentellen Schritt verschiedene Zelllinien in vivo in

einem biphasischen Ansatz getestet.
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