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Zusammenfassung 

Das Verstandnis der Prozesse der Tumorprogression und Metastasierung erfordert die 
Identifizierung von spezifischen Molekulen, die uns neues Wissen uber diese Prozesse 
vermitteln ko nnen. Ich habe in der vorliegenden Doktorarbeit gezeigt, dass die subtraktive 
Immunisierung eine der Methoden der Wahl ist und bleibt, um solche spezifischen Molekule 
zu entdecken und zu charakterisieren. Besonderes Augenmerk wird hierbei auf die 
Veranderungen auf der Zelloberflache gelegt, die fur die Tumorprogression und Metas-
tasierung von entscheidender Wichtigkeit sind. 

Ein schon identifiziertes Molekul aus einer fruheren subtraktiven Immunisierung wurde von 
mir weiter charakterisiert, um eine Vorstellung von der Funktion dieses Antigens im normalen 
Gewebe, als auch auf der Tumorzelle zu erhalten. Das M-N#1 Antigen scheint eine wichtige 
Rolle in der Progression von Tumoren zu spielen und es hat eine Funktion im 
involutierenden Brustgewebe, wobei die weitere Aufklarung dieser Funktion sicherlich zum 
Verstandnis im Tumor beitragt. 

Bei der von mir durchgefuhrten subtraktiven Immunisierung konnte ich spezifische Antiko rper 
isolieren, die Antigene auf der hochmetastasierenden Zelllinie AT6.1 erkennen. Diese 
Antigene scheinen ebenfalls eine Funktion in der Tumorprogression zu spielen, da die 
Antiko rper in Versuchen das Tumorwachstum deutlich reduzieren konnten. Die Identi-
fizierung und Charakterisierung dieser Antigene wird uns weitere Hinweise fur die 
erforderlichen Veranderungen von Tumorzellen auf ihrer Zelloberflache geben. 

Es besteht immer noch ein eklatanter Mangel an Molekulen, die im Serum nachgewiesen 
werden ko  nnen und die Diagnose von Krebs in fruhen Stadien ermo     glichen, aber auch den 
Verlauf einer Therapie uberwachen ko nnen. In der von uns entwickelten Serum 
Immunisierung wurde von mir versucht, dem Ansatz,  solche Molekule zu identifizieren, 
gerecht zu werden. Ich konnte acht Antiko rper isolieren, die Molekule im Serum erkennen, 
die vom Tumor sezerniert oder abgespalten werden. Einer dieser Antiko  rper erschien als 
besonders interessant, da das von ihm gebundene Antigen auf vielen humanen 
Tumorzelllinien exprimiert wird. 

Es gelang mir, die Antigene zu identifizieren, die sich als Prohibitin und BAP37 
herausstellten. U ber die Funktionen beider Proteine ist noch nicht viel bekannt. Als Komplex 
wird ihnen eine Rolle in der Mitochondrienmembran als Chaperon zur Stabilisierung 
mitochondrialer Proteine zugesprochen. Prohibitin soll im Nukleus mit RB interagieren und 
somit die Funktion von E2F modulieren. BAP37 soll unter dem Namen REA (repressor of 
estrogen activity) das Binden von Koaktivatoren an den O strogenrezeptor kompetetiv 
inhibieren. Bei der Seneszenz scheinen beide Proteine eine wichtige Rolle zu haben. Auch 
sind beide Proteine anscheinend in B-Zellen an den IGM Rezeptor gebunden, welche 
Funktion sie dort haben, ist nicht bekannt. Obwohl beide Proteine im Nukleus und im 
Zytoplasma vorkommen, bindet mein isolierter Antiko rper in Immunfluoreszenzstudien nur im 
Zytoplasma, was vielleicht auf eine veranderte Konformation schlie„en lasst, die mit einer 
veranderten Funktion einhergehen ko  nnte. Ich konnte als erster fur diese Proteine eine 
Zelloberflachenexpression oder eine Sezernierung/Abspaltung zeigen. 

Es konnte von mir gezeigt werden, dass die subtraktive Immunisierung eine funktionelle 
Methode darstellt, spezifische Molekule zu entdecken, die mit Tumorprogression und 
Metastasierung assoziiert sind. Die von uns entwickelte Serum-Immunisierung konnte 
etabliert werden und erscheint als sehr nutzlich, neue Marker zu identifizieren, die eine fruhe 
Diagnose und das Überwachen eines Therapieverlaufs ermo glichen ko nnten.
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Differential immunization as a method to discover new antigens that are associated with tumour progression and metastasis 

Abstract 

To understand the processes of tumour progression and metastasis one has to identify 
specific molecules which can impart to us new knowledge of these processes. In this 
doctoral thesis I have shown that the subtractive immunization is and remains one of the 
major methods for discovering and characterizing such specific molecules. Special attention 
is directed here to the changes on the cell surface, which is highly relevant for tumour 
progression and metastasis. 

I have continued characterizing a molecule that has already been identified in a previous 
subtractive immunization in order to get an idea of how this antigen works in normal tissue as 
well as in tumour cells. The M-N#1 antigen seems to be very important for the progression of 
tumours and it plays a role in involuting breast tissue. The further elucidation of this function 
will certainly contribute to the comprehension of tumours. 

In the subtractive immunization I performed, I was able to isolate specific antibodies which 
recognize antigens on the highly metastasizing cell line AT6.1. These antigens also seem to 
play a role in tumour growth since the antibodies could clearly reduce tumour growth in 
experiments. Identifying and characterizing these antigens will give us further indications of 
necessary changes of the cell surface of tumour cells. 

There is still a blatant lack of molecules that can be identified in serum, which make possible 
a diagnosis of cancer at an early stage as well as to control the course of therapy. By the 
novel approach of serum immunization I tried to identify such molecules. I could isolate eight 
antibodies which in the serum discern molecules secreted or shedded by the tumour. One of 
these antibodies seemed to be particularly interesting since the antigen bound by it is 
expressed in many human tumour cell lines. 

I succeeded in identifying the antigens which turned out to be Prohibitin and BAP37. We do 
not yet know much about the functions of  these two proteins.  As a whole they are assigned 
a role in the mitochondria membrane as a chaperon to stabilize mitochondrial proteins. 
Prohibitin is supposed to interact with RB in the nucleus and thus to modulate the function of 
E2F. BAP37 under the name of REA (repressor of estrogen activity) is supposed to 
competitively inhibit the ligation of co-activators to the estrogen receptor. Both proteins seem 
to play an important role in senescence. Also both proteins are apparently ligated to the IgM 
receptor in B-cells. Their function is unknown. Even though both proteins are found in the 
nucleus and in the cytoplasm, the antibody I isolated binds in immunofluorescent studies to 
prohibitin/BAP37 only in the cytoplasm. This may indicate a modified conformation possibly 
associated with a modified function. I am the first who could show a cell surface expression 
or a secretion for these proteins. 

I was able to show that subtractive immunization is a functional method for discovering 
specific molecules associated with tumour progression and metastasis. I successfully 
developed and established the novel technique of serum immunization. It seems to be very 
useful for identifying new tumour markers in the blood which could make possible early 
diagnosis and control of the course of therapy.  

 

 

Michael
metastasis
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1 Einleitung 

1.1 Krebs 

Krebs: (engl.) cancer; allg. Bezeichnung fur eine 

bo sartige Neubildung (Tumor); i.e.S. das Karzinom 

(maligner epithelialer Tumor), i.w.S. das Sarkom 

(maligner mesenchymaler Tumor) 

Karz-: auch Karzino-, Carz-, Carzino-; Wortteil mit 

der bedeutung Krebs; von griechisch καρκινοζ  

(beides aus: Pschyrembel, klinisches Wo rterbuch, 257. Auflage, Berlin 1994) 

Die Begriffe karkinos und karkinoma wurden zum ersten Male im funften Jahrhundert 

vor Christus in der Schule von Hippokrates benutzt. Karkinos wurde als Begriff fur 

nicht heilende Schwellungen und eitrige Gebilde und ebenso fur Hamorrhoiden 

benutzt. Karkinoma hingegen, war fur nicht heilenden Krebs reserviert (die aufgrund 

der historischen Beschreibungen zumeist wirklich Krebserkrankungen waren) 

(Leonard Weiss, 2000). Heutzutage wird der Begriff “Karzinom– fur Krebswucher-

ungen von Epithelzellen benutzt. 

Krebs ist gerade heute in unserer modernen Welt eine der haufigsten Todes-

ursachen. In Deutschland starben 1997 etwa 210.000 Menschen an den verschie-

denen Krebsarten, davon etwa 50% der Manner an Lungen- (26,4%), Dickdarm- / 

Mastdarm- (12,7%) und Prostatakrebs (10,6%) und etwa 40% der Frauen an 

Brustdrusen- (17,9), Dickdarm- / Mastdarm- (15,7%) und Lungenkrebs (8,6%). 

Die Zahl der Neuerkrankungen im Jahr 1997 wird auf insgesamt uber 338.000 

geschatzt. 

(alles aus: Krebs in Deutschland, 1999)  
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Abb.1: Krebs-Neuerkrankungen im Jahr 1997, aus: Krebs in Deutschland, 1999 

 

 

Seit Jahrhunderten wird uber die Enstehung und die Progression von Krebs-

erkrankungen geforscht. Doch erst mit Hilfe der modernen Molekularbiologie konnten 

einige entscheidende Fragen auf zellularer und genetischer Ebene geklart werden. 

Erst nach der Entschlusselung des genetischen Codes durch Watson und Crick im 

Jahr 1953 wurde der medizinischen Forschung ein Werkzeug gegeben, das durch 

Anwendung entsprechender Methoden erkennen lies, dass Krebsentstehung ab-

hangig ist von genetischen Veranderungen in der Zelle (U berblick von Lengauer et 

al., 1998, Kinzler et al., 1998). 
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Diese Veranderungen, die entweder vererbt sind oder durch verschiedene 

Mutagene, wie z.B. UV-Strahlung, radioktive Strahlung oder Chemikalien ausgelo st 

werden, kann man in zwei Gruppen unterteilen: dominante Veranderungen, wobei 

die Zielgene als Proto-Onkogene bezeichnet werden, die sich in einem Funktions-

zugewinn manifestieren, und rezessive Mutationen, deren Zielgene Tumor-

Supressor-Gene genannt werden, die normalerweise zu einem Verlust an Funktion 

fuhren. Die U berexpression von Onkogenen und die eingeschrankte oder komplett 

unterbundene Funktion von Tumor-Supressor-Genen fuhren in ihrer Summe zumeist 

zu einer unkontrollierten Zellproliferation, einem Entrinnen vor apoptotischen 

Signalen in der Zelle und schliesslich zu einer Expansion der transformierten 

Zellpopulation (U berblick von Hunter, 1991, Yokota, 2000). 

In den letzten 20 Jahren ist die Zahl der entdeckten Onkogene und Tumor-

Supressor-Gene stark angestiegen, wodurch man auch zu dem Schluss kam, dass 

eine einzelne Veranderung in einem Gen nicht hinreichend ist um Krebs auszulo sen. 

Es mussen sich also immer mehrere Mutationen in verschiedenen Genen einer Zelle 

akkumulieren, damit eine Zelle zur Tumorzelle transformiert wird. Eins der 

bestuntersuchten Systeme findet man in der Entwicklung vom normalen Kolon-

gewebe uber den Kolontumor bis hin zur Metastasenbildung beim Kolonkrebs 

(U berblick: Fearon & Vogelstein, 1990).  
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1.1.1 Heutiges Verstandnis der Tumorigenese 

Aus heutiger Sicht werden geschehende, neoplastische Transformationen als 

progressive Akkumulation von Mutationen in der genomischen DNS von einzelnen 

Zellen betrachtet. Als Hintergrund wird die Theorie uber somatische Mutationen der 

Tumorigenese zu Grunde gelegt. Den ersten Hinweis zur Unterstutzung dieser 

Theorie gaben die Versuche murine NIH3T3 Fibroblasten mit genomischer DNS von 

normalen oder Tumorzellen zu transfizieren. In diesen Experimenten konnte gezeigt 

werden, dass Tumor-DNS im Gegensatz zur DNS von normalen Zellen die 3T3-

Fibroblasten transformieren konnte (Cooper, 1982). 

Die Anzahl von Veranderungen, die hinreichend ist, um aus einer Zelle eine 

Tumorzelle zu machen ist bis heute nicht genau festgelegt und schwankt von 

Krebsart zu Krebsart. Durch die Anwendung neuester Techniken und einer speziellen 

Form der PCR konnten in Kolon-Karzinomen von verschiedenen Patienten bis zu 

11.000 Veranderungen in der genomischen DNS pro Zelle festgestellt werden. 

Obwohl viele dieser Mutationen nicht in den kodierenden Sequenzen manifestiert 

waren, sind dennoch sicherlich mehr Gene betroffen, als bisher fur no tig gehalten 

wurden um eine normale Zelle zu transformieren (Stoler et al., 1999). Gerade beim 

Kolon-Karzinom schien es so, dass man die einzelnen Schritte von der normalen 

Zelle uber benigne Stadien, den malignen Tumor bishin zur Metastase genetisch 

determiniert hatte. So schlugen Fearon und Vogelstein (1990) ein genetisches 

Modell fur die kolorektale Tumorgenese vor, in dem die Akkumulation von 4-5 

Mutationen oder anderen genetischen Veranderungen fur den Fortschritt der 

Tumorgenese bis hin zur Metastase verantwortlich sind. Weiterhin sind auch noch 

andere Gegebenheiten fur den Tumor wichtig. Die Tumorzellen mussen apopto-

tischen Signalen entkommen, der Tumor muss Proteine produzieren, die die 

Angiogenese in Gang setzen um mit Nahrstoffen versorgt zu werden und die Tumor-

Wirt-Interaktionen mussen derart gesteuert werden, dass es zu keiner Immunantwort 

des Ko rpers gegen den Tumor kommt. All diese Eigenschaften werden in den 

folgenden Kapiteln ausfuhrlicher erklart. 
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1.2 Metastasierung von Krebs 

Metastase (gr. µεταστασιζ Veranderung) f: (engl.) 

metastasis; (allg.) als Folge der Verschleppung best. 

Faktoren aus einem lokalen (primaren) Krankheits-

prozess an anderer Stelle im Organismus enstan-

derner sekundarer Krankheitsherd. 

(aus: Pschyrembel, klinisches Wo rterbuch, 257. 

Auflage, Berlin 1994) 

Der kritischste Schritt der Tumorprogression ist das Erlangen vom metastatischem 

Potential. Erst die Metastasierung fuhrt bei den meisten Tumorarten vom benignen, 

gutartigem Stadium zum malignen, bo sartigem Stadium. 

Dies geschieht, wenn Zellen des Primartumors die Fahigkeit erlangen sich aus dem 

Tumor zu lo sen, in das umliegende Gewebe invasieren, nachfolgend Kapillaren und 

Lymphbahnen penetrieren, um dann in andere, entfernte Gewebe transportiert zu 

werden. Dort mussen die metastasierenden Zellen extravasieren und an der neuen 

Stelle proliferieren, um metastatische Lasionen zu bilden (Fidler et al., 1978; 

Nicolson, 1982; Liotta & Stetler-Stevenson, 1993). Dieser Prozess ist bis heute nur 

unzureichend aufgeklart und verstanden. Man weiss, dass die Tumorzellen viele 

verschiedene Veranderungen in ihrem genetischen Programm hervorbringen 

mussen, um den potentiell gefahrlichen Weg aus dem Tumor und dem umliegenden 

Gewebe heraus uber das Blut- und Lymphsystem in das Zielgewebe bestehen zu 

ko nnen. 

Fur diese Prozesse mussen die Tumorzellen neue Proteine exprimieren und die 

Expression anderer Proteine einstellen. Unter anderem muss die Zusammensetzung 

der Eigenschaften an der Zelloberflache der Tumorzellen (Proteine, Lipide, 

Zuckerreste) fur die verschiedenen Schritte des metastatischen Prozesses verandert 

werden.
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1.2.1 Zellabkopplung und Metastasierung 

Die Krebszellabkopplung ist in zwei verschiedenen, aber ho chst entscheidenden 

Bereichen der Metastasierung involviert: Zuerst in der Abkopplung der Krebszellen 

von ihrem Primartumor, welcher durch Definition den essentiellen, einleitenden 

Schritt der Metastasierung darstellt. Zweitens ist die Ablo sung des zuruckhangenden 

Endes der Krebszelle von dem Substrat (ECM, etc.), uber oder durch das sich die 

Krebszellen bewegen, eine zwingend notwendige Voraussetzung fur die Fortbe-

wegung der Krebszellen wahrend der Invasion (Weiss &Ward, 1983). 

Desweiteren sind bei der Zellabkopplung auch chemotaktische Faktoren wichtig, die 

die Bewegung der Krebszellen steuern. Dazu geho ren neben nekrotischen 

Tumorextrakten (Tuner & Weiss, 1982) auch die Produkte der Matrixdegradierung, 

wie Kollagenasen, Heparanasen und andere matrixdegradierende Enzyme 

(Terranova et al., 1989) und viele Komponenten der ECM wie z.B. Hyaluran (Turley, 

1992). Von Varani (1982) wurde vorgeschlagen, dass Krebszellen, auf dem Weg zu 

metastatischen Lasionen, in einer ahnlichen Art auf chemotaktische Signale 

reagieren, wie Leukozyten auf ihrem Weg zu Entzundungsstellen. 

Pionierarbeit auf diesem Gebiet leistete die Gruppe um Liotta (1986), die eine Klasse 

von Zytokinen fand, die von Krebszellen produziert werden, welche sie Autokrine-

Bewegungs-Faktoren (AMF, “autocrine motility factors–) nannten. In Versuchen mit 

Melanomzellen konnten sie zeigen, dass ein Molekul mit dem Proteingewicht von 

60kD sowohl zufallige (chemokinetisch) als auch nicht-zufallige, gerichtete, 

Bewegung der Krebszellen stimulieren konnte. 
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Um im Gewebe weiter voran zu kommen, muss von den Krebszellen noch eine 

weitere Klasse von Proteinen produziert werden. Damit das umliegende Gewebe und 

die ECM durchbrochen werden kann, braucht es Proteasen, die in vier 

unterschiedliche Klassen eingeteilt sind. Konzentriert wurde sich in der Forschung 

hauptsachlich auf zwei Klassen: Das Plasmin/Plasminogen-Aktivator System der 

Serinproteasen und die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Die Aktivitat beider 

Gruppen wird auf mehrfacher Ebene kontrolliert. Dies beinhaltet die normale 

Genaktivitatskontrolle, auf Transkriptionsebene, uber die Stabilitat der RNS. 

Desweiteren werden sie uber die Translation oder die Sezernierung von 

Proenzymen, spezifische Inhibition und Degradierung und/oder Entfernung der 

aktiven Enzyme kontrolliert. Viele dieser Enzyme interagieren miteinander um 

verschiene “Aktivierungskaskaden– zu formen, wie z.B. die Plasmin/Plasminogen-

Aktivatoren, die sich nicht nur gegenseitig aktivieren, sondern auch andere MMPs 

aktivieren (Stettler-Stevenson et al., 1993). 

Die Matrix-Metalloproteinasen sind in drei Untergruppen eingeteilt: interstitielle 

Kollagenase (die fibrillare Kollagene des Typs I, II, III und V degradiert), Typ IV 

Kollagenase (Gelatinase, welche dreifachhelix Kollagene des Typs IV, V, VII, XI, 

Fibronektin und Elastin degradiert) und Stromelysine (degradieren Proteoglycan-

Proteine, Laminin, Fibronektin, Gelatin und nichthelikale Anteile der Basalmembran-

Kollagene) (Aznavoorian et al., 1993). 

Wichtig in diesem Zusammenhang sind auch die “TIMP–s (tissue inhibitor of metallo-

proteinases), die Inhibitoren der MMPs. Die Herabregulierung einer TIMP durch ein 

Antisense-Konstrukt in NIH 3T3 Zellen fuhrte zu einer erho hten Tumorgenizitat und 

zu erho hter Metastasierung (Khokha & Denhardt, 1987; 1989). Somit sind die TIMPs 

als Tumor- und mo glicherweise auch als Metastasen-Suppressoren anzusehen. 

All die oben beschriebenen Komponenten sind genauso entscheidend fur die 

Extravasierung der Krebszellen aus den Kreislaufsystemen, um in die Zielgewebe 

einzudringen. 
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In den beiden Kreislaufsystemen mussen die Krebszellen verschiedene Angriffe 

uberstehen. Sowohl die Loslo sung vom primaren Tumor, als auch das Immunsystem 

erzeugt apoptotische Signale in den Zellen. Um zu uberleben, ist es fur die 

Krebszellen wichtig, die Fahigkeit zu entwickeln diesen Apoptosesignalen zu 

entkommen (Symonds et al., 1994; Naik et al., 1996; Takaoka et al., 1997). In vielen 

Tumorzellen sind deswegen Proteine aktiv, die das Entkommen von der Apoptose 

ermo glichen, wie z.B. bcl-2, von dem erstmals 1990 beschrieben wurde die Apoptose 

zu unterdrucken (McDonnell et al., 1990). 

Ein entscheidender Schritt zur Entwicklung einer Metastase ist, im Zielgewebe 

wieder zu proliferieren. Die Krebszellen mussen dazu unter anderem Rezeptoren fur 

Wachstumsfaktoren exprimieren, die dann entweder auf lokale Wachstumsfaktoren 

oder in einer autokrinen Weise auf selbstproduzierte Faktoren reagieren. Weiterhin 

ist die Versorgung der Metastasen mit Nahrstoffen wichtig. Folkman und Kollegen 

haben gezeigt, dass schon Tumore mit einer Gro „e von wenigen Millimetern 

Durchmesser ohne neugebildete Blutgefa„e nicht mehr genugend mit Nahrstoffen 

versorgt werden (Hanahan & Folkman, 1996). Der Tumor muss daher Wachstums-

faktoren produzieren, um die Angionese zu starten. Einer dieser Wachstumsfaktoren 

ist z.B. VEGF (vascular endothelial growth factor) (U berblick: Folkman, 1995) 

Zytokine, die von den Krebszellen selbst sezerniert werden oder von den Tumor 

umgebenden Zellen produziert und sezerniert werden, scheinen eine gewichtige 

Rolle im Prozess der Metastasierung zu spielen. Es wird beschrieben, dass 

Interleukin-8 sowohl eine Rolle bei der Neovaskulisierung von Tumoren als auch bei 

der Invasion und Metastasierung spielt (U berblick durch Bar-Eli, 1999; Rofstad & 

Halsor, 2000; Akiba et al., 2001). Interleukin-2 hingegen wird als Inhibitor des 

Invasions- und Metastasierungsprozesses (Guarini et al., 1997) beschrieben, indem 

es die Immunantwort des Patienten gegen den Tumor aktiviert, und es wird in 

Kombinaton mit anderen Zytokinen in klinischen Tests angewandt ( U berblick: 

Bukowski, 2000) 
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Diese Prozesse unterliegen in den Zellen feinsten Regulationen. Oft findet man in 

den Krebszellen nur minimale Unterschiede in den Regulationsmechanismen, die 

dann in ihrer Summe dafur verantwortlich sind, dass aus normalen Zellen 

Krebszellen werden, die durch weitere Veranderungen die Fahigkeit zur Loslo sung 

und Invasion ausbilden. Man ist aufgrund der Ergebnisse der letzten zwanzig Jahre 

zu dem Schluss gekommen, dass es DAS “Metastagen– nicht gibt und das diese 

Theorie genauso unfertig wie irrefuhrend war. 

Es ist wichtig, dass diese Unterschiede entdeckt und erforscht werden um sie in der 

Diagnose und Therapie von Krebserkrankungen einzusetzen. Es ist ungemein 

wichtig die Krebserkrankung so fruh wie mo glich festzustellen. Je gro „er der Tumor 

wird bevor er entdeckt wird, desto gro „er ist die Warscheinlichkeit von bereits 

ausgebildeten Metastasen, die den Krankheitsverlauf und die Therapiechancen 

au„erst negativ beeinflussen ko nnen. 

1.2.2 Zellmembranaufbau und Metastasierung 

Metastasenbezogene Interaktionen von Tumorzellen mit ihrer Mikroumgebung 

werden durch ihre Peripherie vermittelt. Unter anderen stellte Schmitt (1959) fest, 

dass Zellmembranen nicht nur die Zelle umschliessen und den molekularen Verkehr 

in die Zelle und aus der Zelle heraus dirigieren, sondern auch die biochemischem 

Mechanismen einrichten, durch die z.B. auch Ionen gegen einen Gradienten trans-

portiert werden ko nnen.  

Es ist seit langem bekannt, dass die Zellmembran nicht nur aus einer Lipiddop-

pelschicht besteht, sondern aus verschiedensten Komponenten zusammengesetzt 

ist. In der folgenden Abbildung sind die Hauptbestandteile der Zellmembran 

schematisch dargestellt. Neben den Phospholipiden mit ihren beweglichen Lipid-

schwanzen sind auch noch Cholesterine, integrale Proteine, sowie Transmembran-

proteine und Glycolipide vorhanden. Au„erdem finden sich oftmals an den Proteinen 

auf der Au„enseite der Zellmembran noch Oligosaccharid-Ketten. 
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Abb.2: Aufbau und Bestandteile einer ublichen tierischen Zellmembran (aus: Voet, Voet; Biochemie, 
1994, 2te Auflage) 

 

Viele dieser Bestandteile sind auch auf Tumorzellen verandert, oder haben eine 

andere Funktion durch zusatzlich exprimierte Proteine oder nicht mehr exprimierte 

Proteine. Auch kann diese Funktionsanderung indirkt erfolgen, indem die Transport-

proteine der nichtproteinaren Bestandteile der Zellmembran hoch- oder herab-

reguliert werden. 

Die richtige Beschaffenheit, Funktion und Organisation von Gewebe hangt in einem 

betrachtlichen Ma„e von den Interaktionen der Zellen mit ihrer Mikroumgebung ab, 

die durch Zelladhasionsmolekule (CAM: cell adhesion molecules) vermittelt werden. 

Viele CAMs sind Glycoproteine. Diese durchziehen die Zellmembran, die sowohl 

extrazellulare als auch intrazellulare Domanen besitzen. Das Anbinden der Liganden 

an die extrazellulare Domane iniziiert intrazellulare Reaktionen durch die zytoplas-

matische Domane. Die Ligandenbindung verursacht Phosphorylationen von Kinasen 

und Veranderungen des Zytoskeletts, welche im Gegenzug die Zellerkennung, das 

Migrationsverhalten, die Motilitat, die Differenzierungsregulation der Signaltrans-

duktion und die Kontrolle der Transkription modifizieren ko nnen. 
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Sechs verschiedene CAM-Familien sind bisher bekannt: Die Immunglobulin-

Superfamilie, die Cadherine, Selectine, Rezeptor-Protein-Phosphorylasen und 

Integrine, von denen alle in die Zell/Zell-Adhesion involviert sind. In die Interaktion 

von Zellen und Matrix sind die Integrine und Hyaluronat-Rezeptoren involviert 

(Freemont & Hoyland, 1996). 

Die Kontaktreaktionen zwischen Krebszellen und der extrazellularen Matrix (ECM) 

sind von gro „ter Wichtigkeit in der Kontrolle von Ereignissen, die zur Extravasion von 

Krebszellen fuhren. So scheint E-Selectin ein Bindungspartner fur Krebszellen auf 

Endothelzellen zu sein, der die Krebszellen im Blutkreislaufsystem an die 

Gefa„wande anhaften lasst und somit die Extravasierung der Karzinomzellen aus 

dem Kreislaufsystem erlaubt (Daneker et al., 1996; Laferriere et al., 2001). 

Das erste identifizierte “CAM– war Fibronektin, das auf der Oberflache von 

Fibroblasten im sich entwickelnden Huhnerembryo exprimiert ist (Linder et al., 1975). 

Inzwischen wei„ man, dass Fibronektin kein Zelloberflachen-Molekul, sondern in der 

umgebenden ECM einiger Tumore vorhanden ist und als Komponente der ECM im 

Prozess der Invasion enzymatisch degradiert wird (Alitalo et al, 1980). 

 

Endothel- und Krebszellen haften an die subendotheliale Matrix und orientieren ihr 

Zytoskelett mit Hilfe verschiedenster Matrixmolekule, einschlie„lich Fibronektine, 

Laminin und Kollagen (Ingber & Folkman, 1989). Diese ECM-Komponenten werden 

durch Zelloberflachenrezeptoren auf den Endothel- und Krebszellen detektiert, die 

dann diese Signale aus ihrer Umgebung an das Zytoskelett weitergeben. Krebszell-

Oberflachenrezeptoren fur die meisten CAMs sind Integrine, Cadherine, einige 

Immunglobuline und CD44. Die Integrine, die zum heutigen Zeitpunkt die wohl 

bestcharakterisierte Gruppe von Glykoproteinen darstellen, dienen als Verbindung 

zwischen ECM-Proteinen, wie Laminin und Fibronektin, zu Zytoskelett-Elementen, 

vorallem zu Aktinfilamenten. In direkter Relation zur Metastasierung generiert der 

Signalweg uber αVβ3-Integrin Kollagenase, die die Invasion fo rdert. Dieser 

Integrinrezeptor ist zusatzlich in Angiogenese und Adhasion involviert und scheint 

eine essentielle Rolle in der Aufrechterhaltung der Zellhomeostase zu spielen, indem 

er vor Apoptose schutzt (Frisch & Francis, 1994). 



 12

Gerade in den letzten Jahren ergaben sich mehrere Hinweise darauf, dass 

invasierende Tumorzellen auf chemotaktische Signale reagieren. Die Tumorzellen 

exprimieren dafur die entsprechenden Chemokin-Rezeptoren auf ihrer Oberflache 

(Muller et al., 2001, Robledo et al., 2001, U berblick: Murphy, 2001).  

Auch andere Rezeptoren sind im Prozess der Metastasierung von Wichtigkeit. So 

sind Protease-Rezeptoren und ihre Liganden wichtig fur Invasion und Metastasierung 

verschiedener Tumorarten. Von verschiedenen Autoren wird z.B. das Urokinase-

Plasminogen-Aktivator-System als wichtiger Faktor beschrieben (Yang et al., 2000; 

Gutierrez et al., 2000; Wang et al., 2001). Aber auch andere Protease-Rezeptoren 

sind als invasionsfo rdernd beschrieben (U berblick: Ruf et al., 2000). 

in der Literatur sind viele Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren beschrieben die 

Invasion und Metastasierung von Tumorzellen zu fo rdern. Dazu zahlen z.B. IGF-IR 

(insulin-like growth factor-1 Receptor) (Dunn et al., 1998) oder EGF-R ( epidermal 

growth factor receptor (Yu et al., 1994), die verschiedene Prozesse, wie z.B. eine 

verminderte Adhasion oder die Expression von matrixdegradierenden Proteinen in 

den Tumorzellen fo rdern. 

Au„erdem ist in den letzten Jahren das Wissen uber die Involvierung der anderen 

Membrankomponenten in den Prozess der Invasion und Metastasierung exponentiell 

gewachsen. Einige Ergebnisse unterstutzen die Meinung, dass die metastatischen 

Ressourcen von Brustkrebszellen durch rezeptorgetriebene Prozesse erweitert 

werden, die durch Phospholipid-Botenstoffe iniziiert werden (Sliva et al. 2000). 

Ebenso scheinen Glycosphingolipide (GSLs) auf Tumorzellen uberexprimiert zu sein, 

die hier als Adhasionsmolekule fungieren, welche die Signaltransduktion modulieren 

und somit das Tumorzellwachstum und die Motilitat von Tumorzellen kontrollieren. 

Diese GSLs ko nnen somit fur eine verbesserte Metastasierung der Tumorzellen 

sorgen (Hakomori, 1997). 



 13

Die Rolle der Oligosaccharidketten auf den Proteinen auf der Aussenseite der 

Zellmembran ist durch ihre enorme Komplexitat am wenigsten verstanden. Man kann 

bis heute nicht genau sagen, welche Auswirkungen selbst kleinste Veranderungen 

der Kohlenhydrat-Struktur auf den Prozess der Metastasierung haben. Fruhere 

Ergebnisse aus unserem Labor konnten jedoch einwandfrei zeigen, dass die 

Blockierung bestimmer Kohlenstoffreste durch Antiko rper zu einem absoluten Stopp 

des Tumorwachstums von Brustkrebszellen in Ratten fuhrt (Sleeman at al, 1999).  

 

1.3 Die morphologische Dokumentation von 
Tumorprogression, Invasion und Metastasen: 
“Staging– 

Bei Krebserkrankungen ist es fur die Behandlung der Patienten wichtig, dass ihre 

Erkrankung richtig eingestuft wird. Dazu wurden schon fruh Abstufungssysteme 

erdacht, die auf morphologische Merkmale der Tumore gestutzt wurden. 

Die heutigen Einteilungssysteme basieren im wesentlichen auf dem “TNM–-System, 

das von Denoix und seinen Kollegen zwischen 1943 und 1952 erarbeitet wurde 

(Denoix, 1944; Harmer, 1978). In diesem System werden die drei wichtigsten 

Aspekte, der Primartumor ’  T, der Status der Lymphknoten ’  N und entfernte 

Metastasen ’  M, untersucht und zur Einteilung des Erkrankten herangezogen. 

Fur kolorektale Karzinome ist das System wie folgt aufgebaut: 

Primartumor ’  T 

TX : Primartumor kann nicht bewertet werden 

T0 : kein Nachweis eines primaren Karzinoms 

Tis : Karzinom in situ 

T1 : Tumor dringt in die Submukosa ein 

T2 : Tumor dringt in die Muscularis propria ein 

T3 : Tumor bricht durch die muscularis propria in die Subserosa oder in die 
perikolischen oder perirektalen Gewebe ein 
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T4 : Tumor perforiert das viscerale Peritoneum dringt direkt in andere Organe oder 
Strukturen ein 

 

Regionale Lymphknoten ’  N 

NX : regionale Lymphknoten ko nnen nicht bewertet werden 

N0 : keine regionalen Lymphknotenmetastasen 

N1 : Metastasen in 1-3 perikolischen oder perirektalen Lymphknoten 

N2 : Metastasen in 4 oder mehr perikolischen oder perirektalen Lymphknoten 

N3 : Metastasen in irgendeinem Lymphknoten entlang eines vaskularen Strangs 

Entfernte Metastasen ’  M 

MX : Das Vorhandensein entfernter Metastasen kann nicht bewertet werden 

M0 : keine entfernten Metastasen 

M1 : entfernte Metastasen 

Fur andere Krebsarten sind auch noch andere Systeme gebrauchlich, wie z.B. das 

Clark-System fur die Invasion von Melanomen. Auch werden die Systeme immer 

wieder dem verbesserten Verstandnis der Tumorgenese angepasst (Schluchter, 

2001). 
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1.4 Heutige Krebserkennung 

Wie schon oben beschrieben ist es fur das U berleben der Patienten und fur die 

Therapieaussichten au„erst wichtig, den Tumor so fruh wie mo glich zu entdecken. 

Denn fur viele Tumorarten wachst die Warscheinlichkeit zu metastasieren mit der 

Gro „e des Tumors (Sugarbaker, 1979). Heutzutage werden etwaige Krebser-

krankungen zumeist mit einer Kombination von Verfahren untersucht. Um Sicherheit 

zu erlangen werden makroskopische Methoden, wie das Ertasten, bildgebende 

Methoden, wie Ro ntgenbilder, Ultraschall und Computertomographie mit mikros-

kopische Methoden wie z.B. die Feinnadelaspirations-Zytologie kombiniert und von 

ausgebildeten Pathologen zur Auswertung benutzt. Auch kommen in den letzten 

Jahren immer mehr molekular-diagnostische Methoden zum Einsatz und ich mo chte 

hier einleitend auf die verschiedenen Verfahren eingehen und ihre Vor- und 

Nachteile kurz herausstellen. 

1.4.1 Makroskopische Methoden 

Die wohl gebrauchlichste aller Eingangsuntersuchungen bei Krebs stellt das Ab- oder 

Ertasten des vermeintlich betroffenen Gewebes dar. Diese Form der Krebser-

kennung wird vorallem beim Brustkrebs und zur Erkennung von Prostatakrebs 

eingesetzt. Die Vorteile beruhen allein auf der Erfahrung des behandelnden Arztes. 

Die Nachteile liegen darin, dass der Tumor schon ziemlich gro„ ist, bevor er erkannt 

wird, so dass es schon zur Ausbildung von Metastasen gekommen sein kann. 

In Bereichen, die nicht mit den Fingern ertastet werden ko nnen werden bildgebende 

Verfahren, wie Ro ntgenstrahlung, Ultraschall, Kernspintomographie oder Positronen-

Emissions-Tomographie eingesetzt. 

Die Ro ntgenuntersuchung ist die alteste der hier vorgestellten bildgebenden 

Verfahren und wird schon lange zur Diagnose von Krebserkrankungen eingesetzt 

(z.B. Wolf, 1965). Sie beruht darauf, dass die Ro ntgenstrahlen von dem 

durchstrahlten Gewebe geschwacht oder absorbiert werden. Der Anteil der 

Strahlung, der das Gewebe durchdrungen hat, wird zur Bilderzeugung genutzt. 
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Oft werden auch noch Kontrastmittel eingesetzt, die die unterschiedliche Dichte der 

Tumore zum umliegenden Gewebe ausnutzen. Die Vorteile liegen ebenfalls in der 

Erfahrung des Arztes, der die Charakteristika der Krebserkrankung aus den 

Ro ntgenbildern lesen muss. Die Nachteile sind die relativ schlechte Auflo sung der 

Bilder, die zudem nur eine zweidimensionale Wiedergabe der Gewebe zulassen ’  

die Ortung und die Grenzen des Tumors sind schlecht bestimmbar. Ein weiterer 

Nachteil ist die Strahlenbelastung der Patienten. 

Ultraschalluntersuchungen bieten vorallem bei sehr dichtem Gewebe Vorteile 

gegenuber der Ro ntgenstrahlung. Durch Anwendung neuester Computertechnik ist 

es heute sogar mo glich, dreidimensionale Bilder der zu untersuchenden Region zu 

erstellen (Sedelaar et al., 2001; Cohen et al., 2001). Die Nachteile liegen auch hier in 

der relativ schlechten Auflo sung der Bilder, kleinste Tumore werden somit leichter 

ubersehen. 

Die modernsten bildgebenden Methoden sind die Kernspintomographie und die 

Positronen-Emissions-Tomographie (U berblick: Kubota, 2001), die neben ho herer 

Auflo sung und dreidimensionaler Bilder, vorallem auch Aufschluss uber 

physiologische Faktoren, wie z.B. Durchblutung und Zellreichtum krebsverdachtiger 

Gewebe zulassen. 

Zusammenfassend sind die Nachteile all dieser Methoden, dass ihre Auflo sung zu 

schlecht ist, oder wenn diese ausreichend ist, der Bereich des Ko rpers der unter-

sucht werden kann, zu klein ist. Das heisst, es ko nnen keine Aussagen gemacht 

werden, die mit Sicherheit ausschlie„en, dass die Patienten nicht doch einen Tumor 

in einem anderen Bereich des Ko rpers ausbilden. Wenn mit diesen Verfahren 

Tumore erkannt werden, sind sie meist schon so gro„, das es zur Metastasenbildung 

gekommen sein kann. Diese Methoden ko nnen also nicht zur Fruhsterkennung von 

Krebserkrankungen eingesetzt werden. 
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1.4.2 Minimalinvasive Methoden 

Als Beispiele fur die minimalinvasiven Methoden stehen hier die Endoskopie und als 

Bindeglied zwischen minimalinvasiven und miskroskopischen Methoden, die 

Feinnadelaspirations-Zytologie. 

Mit der Endoskopie werden die Vorteile der bildgebenden Methoden mit dem Vorteil, 

den zu untersuchenden Bereich des Ko rpers mit nur kleinsten invasiven Eingriffen zu 

erreichen, kombiniert. Zudem sind die Bilder direkt erzeugt und werden nicht durch 

Strahlung oder computergestutzte Verfahren indirekt erstellt (Sivak & Fleischer, 

1984). Der Nachteil ist wiederum der kleine Ausschnitt, der geboten wird, obwohl 

man mit dieser Methode auch ganze Organe, wie den Darmbereich oder die 

Speisero hre untersuchen kann. Somit kann die Endoskopie zu Vorsorgeunter-

suchungen eingesetzt werden. Au„erdem ko nnen endoskopisch Gewebeproben 

entnommen werden, die dann histologisch untersucht werden ko nnen. 

Die Feinnadelaspiration-Zytologie ist eigentlich eine weiterfuhrende Diagnose-

methode, bei der kleinste Gewebestucke mit Hilfe einer Hohlnadel aus den 

krebsverdachtigen Geweben entnommen und anschliessend mikroskopisch oder 

histologisch vom Pathologen untersucht werden ko nnen (U bersicht: Buley & Roskell, 

2000). 

1.4.3 Mikroskopische Methoden 

Diese Methoden, in erster Linie die Histologie, erlauben in der Regel, den Verdacht 

auf eine Tumorerkrankung zu bestatigen oder auszuraumen. Sollte eine Krebs-

erkrankung vorliegen, so kann deren Art und auch der Grad der Bo sartigkeit 

bestimmt werden. Die Vorteile liegen darin, dass eine genauere Bestimmung der 

vorliegenden Krebserkrankung gemacht werden kann und dass selbst in geringer 

Zahl vorhandene Tumorzellen detektiert werden ko nnen. 
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Desweiteren ko nnen die histologischen Erkenntnisse wichtige Hinweise fur die 

Therapie des Tumors geben. Die Nachteile erschliessen sich aus der Tatsache, dass 

die oben beschriebenen Diagnoseverfahren den Krebsverdacht einraumen mussen, 

damit anschliessend die mikroskopischen Analyseverfahren zur Anwendung 

kommen. 

Durch einen cervikalen Abstrich ko nne diese mikroskopischen Methoden auch zur 

Fruherkennung bei cervikalen Tumoren eingesetzt werden (Johansen, 1979). Bei 

Tumoren der Haut gelangt man sehr einfach an Gewebeproben, die dann 

histologisch untersucht werden und zur Diagnose beihelfen. 

1.4.4 Molekularbiologische Methoden 

Aufgrund des exponentiellen Wachstums des Wissens in der Molekularbiologie 

haben viele Forscher immer wieder neue Wege gesucht dieses Wissen auch in der 

Krebsdiagnose einzusetzen.  

Aus diesen Versuchen sind eine Reihe verschiedenster Ansatze erwachsen, die in 

vitro versuchen, das Krebsrisiko eines Patienten zu analysieren und eine mo glichst 

fruhe Diagnose zu stellen. 

Die verschienen Methoden die diese eben genannten Ziele verfolgen benutzen die 

PCR-Methode (polymerase chain reaction) um Mutationen in bestimmten Genen zu 

finden oder die U berexpression bestimmter Gene zu evaluieren; desweiteren 

basieren viele Tests auf immunologischen Verfahren, um bestimmte Proteine im 

Gewebe oder in Ko rperflussigkeiten und Exkrementen nachzuweisen. 

Die meisten Gene oder Proteine, nach denen in diesen Tests gesucht wird, 

bezeichnen Tumormarker, die sich in vorklinischen und klinischen Versuchen als 

mo gliche Marker fur die verschiedenen Krebsarten herausgestellt haben. Ich mo chte 

im folgenden Kapitel naher auf die einzelnen Methoden und Molekule eingehen, die 

diesen Kriterien entsprechen. 
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1.5 Tumormarker 

1.5.1 Was versteht man unter Tumormarkern ? 

Gema„ der medizinischen Definition sind es tumorassoziierte Substanzen von 

Protein-, Lipid- oder Kohlenhydratcharakter, die in oder auf Tumorzellen vorkommen 

oder in ihrer Umgebung induziert werden. Einige von ihnen sind als zirkulierende 

Antigene im Serum oder anderen Ko rperflussigkeiten (Aszites, Urin) messbar. Ihre 

Konzentration resultiert aus der Summe der Tumormarkerexpression, der Synthese, 

der Freisetzung, des Katabolismus und der Exkretion. Die Konzentration korreliert in 

hohem Ma„e mit der Entstehung, Ausbreitung und Tumorgro „e. Andere 

Tumormarker sind nicht im Serum oder sonstigen Ko rperflussigkeiten nachzuweisen, 

sondern werden auf cDNS-Ebene oder histologisch in Gewebeschnitten 

nachgewiesen. Im Idealfall sollte ein bestimmter Tumormarker eindeutig auf eine 

bestimmte Krebserkrankung hinweisen. Diese ideale Situation ist leider praktisch nie 

gegeben. Vollkommen tumorspezifische Marker konnten beim Menschen bisher noch 

nicht gefunden werden, und verschiedene Tumormarker ko nnen bei 

unterschiedlichen Krebsarten erho ht sein. Auch existieren bei weitem nicht fur alle 

Krebserkrankungen Tumormarker. Aber nicht nur die Diagnose Krebs kann mit Hilfe 

der Tumormarker gestellt werden. Sie ko nnen auch zur U berwachung eines 

Therapieansatzes oder des Fortschritts der Krankheit dienen. In den nachsten 

Kapiteln gebe ich eine U bersicht der in der Klinik gebrauchlichsten Tumormarker und 

uber hoffnungsvolle Kandidaten . 
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1.5.2 Welche Serum-Tumormarker sind bekannt und werden in der 
Klinik benutzt ? 

Wie schon oben beschrieben, gibt es bis jetzt keinen Marker, der absolut 

tumorspezifisch ist, da viele der bis jetzt entdeckten Tumormarker auch bei anderen 

Krankheitsbildern in erho hten Mengen zu finden sind. Trotzdem erweisen sich einige 

von ihnen als sehr hilfreich in der fruhen Diagnose von Krebserkrankungen und 

ko nnen weiterhin auch als Ma„ fur den Verlauf einer Therapie eingesetzt werden. 

Eins der bekanntesten Beispiele fur einen Tumormarker ist das Prostata spezifische 

Antigen (PSA), das nur in normalem, benignem und malignem Prostatagewebe 

exprimiert wird und dessen Expressionslevel einen Hinweis auf eine mo gliche 

Krebserkrankung gibt (Barak et al., 1989). Inzwischen wurde festgestellt, dass es 

auch bei alteren Mannern durch nichtmalignes Wachstum der Prostata zu einer 

Erho hung der PSA-Produktion kommen kann. Dennoch kann dieser Marker, richtig 

eingesetzt und bewertet, zur Fruhdiagnose von Prostatakrebs mithelfen. 

Ein weiterer in der Klinik eingesetzter Marker ist das CEA (engl.: carcino-embryonic 

antigen), das in geringen Mengen im Blut von gesunden Menschen nachgewiesen 

werden kann. Ein erho hter Level kann aber auf verschiedene Krebserkrankungen 

hinweisen, wie z.B. das Dickdarmkarzinom (z.B. Alsabti, 1979), Magenkarzinom (Kim 

et al., 2000), auf Bruskrebs (Ballasta et al., 1995) oder Lungenkrebs (Goslin et al., 

1981). 

Die Prasenz von CEA in Kolonkarzinomas ist schon seit fast 30 Jahren beschrieben. 

CEA ist nicht organspezifisch und wird in einer Reihe von Krebsarten gefunden. Es 

gilt jedoch nicht als einer der besten Tumormarker, da es auch in Patienten mit 

benignen Krankheiten wie zum Beispiel in Leberzirrhosen, Bauchspeicheldrusen-

entzundungen oder in akuter Hepatitis in erho hten Mengen gefunden wird. Trotzdem 

scheint die Malignitat der Krebserkrankungen direkt mit der erho hten Expression von 

CEA verbunden zu sein (Ballasta et al, 1995). 
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Ein weiterer Marker, der in der Klinik eingesetzt wird ist CA 15-3 (CA fur cancer 

antigen). Dieser Marker wird vorallem wahrend der Therapie von Brustkrebs als 

Marker fur den Verlauf der Therapie eingesetzt. Eine relativ neue Studie konnte 

zeigen, dass CA 15-3 auch als prognostischen Marker von Brustkrebs dienen kann 

(McLaughlin et al., 2000). Aber auch hier gibt es gutartige Erkrankungen, wie z.B. 

eine Leberzirrhose oder Hepatitis, die zu einer Erho hung des CA 15-3 Antigens 

fuhren. 

Als weiteres Beispiel mo chte ich hier das AFP (Alpha-Fetoprotein) auffuhren, das 

normalerweise wahrend der Schwangerschaft vom Fo tus produziert wird (U berblick 

von: Mizejewski, 2001). Erho hte AFP-Werte gehen mit verschiedenen gut- und 

bo sartigen Erkrankungen einher. Tumorerkrankungen, mit denen erho hte Werte vom 

AFP zusammenhangen, sind das primare Leberzellkarzinom und Keimzelltumore von 

Hoden und Ovar. Aber auch eine Leberzirrhose kann erho hte Werte hervorrufen, was 

diesen Marker nur als zusatzlichen Anhaltspunkt fur eine Krebserkrankung geeignet 

erscheinen lasst. 

Das SCC’ Antigen (engl. "squamous cell carcinoma antigen", Plattenepithelkarzinom-

antigen) wird in der Klinik auch als Tumormarker verwendet. Das Antigen ist 

Bestandteil der Zellmembran von Plattenepithel-Krebszellen. Dementsprechend kann 

SCC nur bei Plattenepithelkarzinomen als Tumormarker fungieren. Falsche Werte 

kommen zu stande, wenn die untersuchte Probe mit Speichel oder Haut in Kontakt 

gekommen ist. Tumore die gehauft mit erho hten Werten von SCC-Antigen verbunden 

sind, sind Plattenepithelkarzinome von Enddarm (u.a. Gebauer, 1997) und 

Gebarmutterhals (de Bruijn et al., 1998). 

All diese beschriebenen Tumormarker sind nicht absolut spezifisch und viele Marker 

zeigen auch bei gutartigen Erkrankungen erho hte Werte. Die meisten der genannten 

Markern ko nnen somit nur als zusatzliche Information fur den Arzt dienen. Ziel ist es 

solche Marker zu finden, die mit an Sicherheit grenzender Warscheinlichkeit eine 

Krebserkrankung erkennen lassen und auch bei der U berwachung einer Therapie 

eingesetzt werden ko nnen. 
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1.5.3 Tumormarker auf Gen- oder RNS-Ebene 

Eine weitere Gruppe der Tumormarker wird vorallem in der Vorsorgeuntersuchung 

eingesetzt und sucht nach Hinweisen fur eine genetische Disposition von Patienten 

fur bestimmte Krebsarten. Ebenfalls ko nnen verschiedene genetische Marker zur 

Diagnose und Einleitung weiterer Untersuchungen eingesetzt werden. Bei diesen 

Markern wird das Erbmaterial auf bestimmte Mutationen hin untersucht, oder die 

verdachtigen Zellen werden auf die U berexpression verschiedener Gene hin 

analysiert. 

Dies geschieht meist mittels der PCR-Methode, die innerhalb kurzester Zeit die 

entsprechenden Sequenzen millionenfach erzeugen kann, um sie dann zu analy-

sieren. 

Mit am besten beschrieben sind diese Risikomarker und Marker zur fruhen Diagnose 

im Kolonkarzinom, von denen ich hier beispielhaft einige Marker kurz beschreiben 

mo chte. 

Risikofaktoren fur die Entwicklung einen Dickdarmkrebses sind in den meisten Fallen 

vererbt worden. Alleine sind sie meistens nicht ausreichend um die Krankheit 

hervorzurufen. Dazu beno tigt es noch somatische Mutationen, zumeist in der normal 

ausgepragten Kopie des Gens, welches schon defekt vererbt wurde, die dann in ihrer 

kumulierenden Wirkung fur den Ausbruch der Krankheit sorgen. 

Durch die Heterogenitat und Komplexheit von Krebs scheint aber keines dieser Gene 

die Entwicklung von Krebs zu 100% voraussagen zu ko nnen. 

Es gibt den Nachweis, dass sich Dickdarmkrebs vom normalen Gewebe uber das 

Adenom hin zum Karzinom durch eine Akkumulation genetischer Veranderungen 

entwickelt (Fearon & Vogelstein, 1990; Boland et al., 1998; Chung, 2000). 
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Heutzutage wissen wir von Mutationen und dem Verlust von Heterozygositat (LOH, 

loss of heterozygosity) im Kolonkarzinom, die Onkogene, wie K-ras (Bos et al., 1989) 

und verschiedene Tumor-Suppressor-Gene, wie p53 (Hollstein et al., 1991), MCC 

(mutated in colorectal cancer) (Kinzler et al.,1991), APC (adenomatous polyposis 

coli) (Groden et al., 1991) oder DCC (deleted in colon cancer) (Fearon &Vogelstein, 

1990) betreffen. 

U ber 50% der Patienten mit einem Adenokarzinom des Dickdarms tragen ein 

mutiertes Allel des K-ras Gens. Die hohe Frequenz und das fruhe Auftreten dieser 

Mutation zeigt das Potential dieses Gens als Biomarker fur eine fruhe Diagnose 

(Sidransky et al., 1992; Ahlquist et al, 2000). 

Auch APC wird in einer grossen Anzahl von Dickdarmkrebs-Patienten in mutierter 

Form gefunden. Diese Mutation wird per PCR aus Stuhlproben der Patienten 

nachgewiesen. Fur die fruhe Diagnose von Kolonkrebs scheint dies eine hilfreiche 

Untersuchungsmethode darzustellen. Besonders ist dies bei gleichzeitiger 

Betrachtung von Mutationen des 긔 -catenin ’  Gens der Fall, wobei man wei„, dass 

beide Gene den gleichen Signalweg in der Zelle aktivieren (Miyake et al., 1999). 

1.5.4 Histologische Marker 

Eine der am haufigsten angewandten Methoden ist die immunhistochemische 

Untersuchung von Gewebeschnitten der auffalligen Gewebe. Entsprechend gro„ ist 

auch die Menge der Marker, die zur Untersuchung herangezogen werden. Ich 

mo chte hier ein paar Beispiele geben, welche Marker bei dieser Form der Diagnose 

eingesetzt werden. HER2/neu wird in einigen Studien bei Brustkrebs oder bei 

Magenkrebs als prognostischer Marker angesehen (Cooke et al., 2001; Yonemura, 

1991), wobei oft nur Untergruppen der Brustkrebspatienten diesen Marker erho ht 

exprimieren. Der Verlust an E-Cadherin Expression im Brustkrebsgewebe ist 

Gegenstand einiger Studien als histologischer Marker (Gonzalez et al., 1999; 

Asgeirsson et al., 2000; Parker et al., 2001). 
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Galectin-3 wird in einer Studie als Marker fur thyroidale Krebserkrankungen 

bezeichnet, der in fast allen untersuchten Gewebeproben erho ht exprimiert 

nachzuweisen war (Orlandi et al., 1998). Im Gegensatz dazu zeigt eine andere 

Studie, dass der Verlust Galectin-3 Expression invers mit der Aggressivitat von Kopf- 

und Nackenkarzinomen korreliert (Choufani et al., 1999). Es wird bei der 

histologischen Untersuchung oft nicht nur auf das Vorhandensein oder die 

Abwesenheit eines Markers hin getestet, sondern auch auf die Lokalisierung des zu 

untersuchenden Antigens geachtet, die bei manchen Markern eine Diagnose 

ermo glicht. 

1.5.5 Marker fur die Metastasierung von Krebs 

Im Verlauf einer Krebserkrankung sollte auch immer wieder das Ansprechen eines 

Patienten auf die Therapie sowie die Tumorprogression untersucht werden. Um 

fruhstmo glich entstehende Metastasen zu entdecken, ist es ein Ziel der Forschung, 

Marker fur diesen Prozess der Tumorprogression zu finden. Gleichzeitig ko nnten 

solche Marker auch in der Therapie eingesetzt werden. 

Es wurden in den letzten Jahren einige Marker vorgeschlagen, die sich als Progres-

sions- oder Metastasierungsmarker eignen ko nnten, wobei die verschiedenen 

Untersuchungen an Patienten meist zu widerspruchlichen Ergebnissen fuhrten. Zum 

Beispiel fur Veranderungen im Expressionsmuster von c-erbB2 (Her2/neu) in 

primaren Tumoren im Vergleich mit Metastasen des entsprechenden Tumors. Viele 

unabhangige Versuchsreihen haben eine schlechte Prognose von Brustkrebs mit 

Abnormalitaten des c-erbB2 (Genamplifizierung und U berexpression des Protein-

produkts) in Verbindung bringen ko nnen (Ross et al., 1998). Aber es gibt genauso 

Studien, die uberhaupt keine Relation von hoher c-erbB2 Proteinexpression und 

schlechter Prognose aufzeigen, obwohl die Mengen an Protein in malignen Tumoren 

etwa 20 mal ho her lag, als in normalem Brustgewebe (Ferrero-Pous et al., 2000). 
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Ein relativ neu entdeckter Marker ist Cyclooxigenase-2, dessen Rolle in kolorektalen 

Karzinomen von Yamauchi et al. (2002) mit Hilfe von monoklonalen Antiko rpern 

untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass Cox-2 im Zytoplasma von Tumorzellen, 

aber nicht in normalen Zellen, exprimiert ist. Desweiteren konnte eine signifikante 

Korrelation der Expression mit Invasion und Lebermetastasen gezeigt werden. Die 

Expression von Cox-2 steht zusatzlich in Zusammenhang mit einer schlechten 

Prognose fur die Patienten. 

Einige potentielle Marker sind nur wenig klinisch untersucht. Ein Beispiel fur einen 

solchen Marker, der ein gro„es Potential zu haben scheint, ist PSCA (prostate stem 

cell antigen). In einer gro„ angelegten klinischen Studie mit monoklonalen Anti-

ko rpern konnte eine starke Korrelation zwischen erho hter PSCA Expression und 

ho herem Gleason-Grad und Knochenmetastasen gezeigt werden (Gu et al., 2000). 

Dieser potentielle Marker muss aber bei weiteren Untersuchungen zeigen, ob er den 

Anforderungen eines Markers fur Tumorprogression und Metastasierung standhalten 

kann. 

Auch Caveolin-1 ist ein solches Beispiel. Klinische Studien konnten eine Hoch-

regulation von Caveolin-1 in Brust- und Prostatakrebs zeigen und dass es zusatzlich, 

vorallem nach radikaler Prostatektomie, einen prognostischen Wert hat. Auch andere 

Studien zeigen auf, dass durch die starke Assoziation mit fortgeschrittenem 

Krankheitsbild, Caveolin-1 als Marker fur Metastasierung dienen ko nnte (Lavie et al., 

1998; Li et al., 2001; Yang et al., 1999). 

Die schon weiter oben von mir erwahnten Matrix-Metalloproteinasen sind ebenfalls 

sehr gute Kandidaten als Marker fur das Metastasierungspotential von Tumoren. 

Eine Reihe von Untersuchungen hat eine positive Korrelation zwischen der MMP-

Expression und dem metastatischen Potential von verschiedenen Tumorarten, wie 

denen von Lunge, Brust, Prostata und Kolon demonstrieren ko nnen (z.B Kahari et 

al., 1999). 
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Fur all diese Beispiele gilt, dass weiter extensive Studien angelegt werden mussen, 

um ihren Wert als Metastasierungsmarker zu untermauern. Weiterhin muss die 

molekulare Funktion so weit wie mo glich aufgeklart werden, damit man die Signal-

wege, in die die einzelnen Proteine eingebunden sind, versteht. Dieses Wissen kann 

dann letztendlich dazu beitragen neue Tumormedikamente zu entwickeln, die spezi-

fisch in Krebszellen, die Signalwege dieser Proteine unterbinden ko nnen und somit 

zu einer Eindammung des metastatischen Potentials der Primartumore fuhren wurde. 

Zudem sollte man weiter nach krebsspezifischen Proteinen suchen, die eine noch 

genauere Aussage uber das Potential von Tumoren zulassen. Der wohl vielver-

sprechenste Weg ist, gleichzeitig sehr viele verschiedene Faktoren zu untersuchen, 

wie es mit den neuesten Methoden der Chip-Technologie mo glich ist (z.B. Alizadeh 

et al., 2000), um somit Tumore zu klassifizieren und damit spezifischere Behand-

lungsmethoden zu generieren. Dies ko nnte dann spater dazu fuhren, dass jeder 

Patient seine, auf ihn abgestimmte Therapie erhalt. 

1.6 Differentielle Methoden 

Wie schon im letzten Paragraph angedeutet, bieten die verschiedenen differentiellen 

Methoden die wohl besten Mo glichkeiten neue Gene, Proteine oder andere Antigene 

zu entdecken, die uns neue Erkenntnisse fur den Hintergrund, die Diagnose oder die 

Therapie von Krebserkrankungen ermo glichen. Auf dem Gebiet der differentiellen 

Methoden gibt es die verschiedensten Ansatze, die letztendlich alle dazu fuhren 

sollen, die Unterschiede von zwei oder mehr verschiedenen Zustanden aufzuzeigen. 

Diese Unterschiede ko nnen sich dann auf die Genaktivitat, auf die Proteinmenge 

oder auf die Lokalisierung der Proteine beziehen.  

Viele der oben genannten Marker sind durch differentielle Methoden entdeckt 

worden, von denen ich hier die bedeutendsten kurz beschreiben mo chte. 
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1.6.1 SSH 

In unserem Institut wurde in den letzten Jahren die SSH (suppressive subtractive 

hybridisation) erfolgreich eingesetzt (von Stein et al., 1998; Nestl et al., 2001). Das 

Ziel dieser Methode ist, die Gene zu isolieren, die nur in der einen Zelllinie, aber nicht 

in der anderen aktiv sind. Es werden von zwei verschiedenen Zelllinien die gesamte 

RNS isoliert, von denen die eine RNS-Population als “Treiber– eingesetzt wird und 

die andere als “Tester–. Nachdem man die RNS mittels einer reversen Transkriptase 

in DNS umgeschrieben hat, gibt man beide Populationen nach einem 

Normalisierungsschritt zusammen. Alle DNS-Strange die doppelt vorhanden sind 

hybridisieren und ko nnen dann mittels einer Endonuklease, die nur doppelstrangige 

DNS erkennt, geschnitten werden. U brig bleiben nur die DNS-Stucke der Tester-

Population, die vorher mit Adaptoren ausgestattet, isoliert und in Vektoren kloniert 

werden ko nnen. Nachfolgend beginnt die Analyse der so erhaltenen Klone. Die 

Vorteile dieser Methode sind teilweise auch ihre Nachteile, so kann man zwar global 

alle exprimierten Gene der Zellen auf einmal untersuchen, doch hat man nachher 

auch so viele Ergebnisse, dass man mit weiterfuhrenden Methoden die Zahl 

eingrenzen muss, um auf eine Anzahl von Genen zu kommen, die dann weiter 

analysiert werden ko nnen. Zum Zweiten hat man damit noch kein Werkzeug zur 

Hand um funktionelle Analysen durchzufuhren. Ein gro„er Vorteil dieser Methode ist, 

dass kaum falsch positive Ergebnisse aus ihr resultieren. 
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1.6.2 “Differential Display– 

Die Methode des “Differential Display– wurde anfangs entworfen und genutzt, um 

Unterschiede in der Genexpression zweier oder mehrerer Zustande zu untersuchen. 

Dabei wurde die gesamte mRNS isoliert in cDNS umgeschrieben und auf einem Gel 

geladen, um die Sequenzen zu isolieren, die unterschiedlich reprasentiert waren. Die 

Nachteile liegen in dem hohen Aufwand der betrieben werden muss, um alle 

Sequenzen zu vergleichen und in der hohen Anzahl an falsch positiven Ergebnissen. 

Zudem ko nnen durch diese Methode keine Gene isoliert werden, bei denen es eine 

Veranderung in der Lokalisation ihres Genprodukts gibt. Die Vorteile dieser Methode 

liegen darin, dass mehrere Zustande auf einmal untersucht werden ko nnen, im 

Gegensatz zur subtraktiven Hybridisierung, bei der nur zwei Zustande gleichzeitig ins 

Auge gefasst werden ko nnen. Es gibt heutzutage Weiterentwicklungen dieser Me-

thode, die die Vorteile der vorher beschriebenen subtraktiven Hybridisierung mit 

denen des “differential display– kombinieren, um so die Nachteile der einzelnen 

Methoden zu kompensieren. Dieses Schema wurde dann auch erfolgreich genutzt 

(Kang et al, 1998), um neue Gene zu isolieren, die mit Krebs und Metastasierung 

assoziiert sind. 

1.6.3 “Microarray– ’  Analyse 

In den letzten Jahren ist die Entwicklung und Nutzung von Microarrays zur 

Genexpressionsanalyse immer mehr in den Vordergrund geruckt (Hedenfalk et al., 

2001; Mok et al., 2001; Hippo et al, 2002). Hierbei kann man ganz global oder auch 

sehr spezifisch die differentielle Genaktivitat zweier Zustande untersuchen. Die 

Arrays bestehen zumeist aus Glastragern, auf denen sehr viele DNS-Stucke von 

allen bekannten offenen Leserastern (ORF, engl: open reading frame) oder ganz 

speziell gewahlten Genen kovalent gebunden sind. 
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Die zu untersuchenden RNS-Proben der verschiedenen Zustande werden in DNS 

umgeschrieben und gleichzeitig mit jeweils einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert. 

Die Proben werden dann zu gleichen Anteilen gemischt und auf den Chip (den 

Glastrager) gegeben. Mittels eines Scanners werden dann die gebundenen Proben 

nachgewiesen, wobei man anhand der Fluoreszenzfarbung das Verhaltnis der 

Bindung der beiden Proben an die jeweiligen DNS-Stucke ermitteln kann. 

Eingesetzt wird die Technik in vielen Bereichen, auch in der Krebsforschung. Es 

konnten z.B. Hedge et al. (2001) beim Vergleich der Genexpression von 6 verschie-

denen Kolon-Tumorzelllinien (davon 3 hochmetastasierende und 3 geringmetas-

tasierende) auf einem Microarray mit 19.200 DNS-Stucken in der Schnittmenge 176 

Gene isolieren, die mindestens zweifach hoch- oder herunterreguliert waren, von 

denen 108 Gene mit bekannter und 68 Gene mit unbekannter Funktion sind. 

Die Vorteile dieser Methode liegen vorallem in der Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse und, da schon fertige Chips kauflich zu erwerben sind, in der schnellen 

Durchfuhrung. Zudem ko nnen viele verschiedene Ergebnisse mit Hilfe eines 

Computers ausgewertet werden um Kandidaten zu finden, die interessant 

erscheinen. Ein weiterer Vorteil ist die Mo glichkeit ganz global die Expression von 

tausenden von Genen gleichzeitig zu untersuchen. Die gro„e Anzahl der Ergebnisse 

ist aber auch ein Nachteil, da man sich fur die funktionelle Analyse ein paar wenige 

Gene herauspicken muss. Ein weiterer Nachteil ist, das eine unterschiedliche 

Lokalisierung eines Genprodukts nicht durch diese Methode festgestellt werden 

kann. 

Ganz allgemein ist zu beachten, dass bei den DNS-basierenden Methoden keine 

spezifischen Antigene, wie z.B. Kohlenhydratreste oder Glykolipide, entdeckt werden 

ko nnen. Ebenso wird es damit nicht mo glich sein Serum-Antigene zu entdecken, da 

nur die Genexpressionsrate als Unterscheidungsmerkmal vorliegt. Mit keiner der 

vorgestellten DNS-basierenden Methoden ko nnen Unterschiede in der Lokalisierung 

von Genprodukten oder Veranderungen in der posttranskriptionellen Prozessierung 

festgestellt werden. Um diese Unterschiede zu entdecken, mussen andere Verfahren 

angewandt werden. 
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1.6.4 Oberflachen-Epitop Maskierung  

Es gibt ein hohes Interesse daran, neben den reinen Genaktivitatsunterschieden, 

auch immunologische Reganzien, vorallem Antiko rper, zu identifizieren, welche 

selektiv Tumorzellen erkennen. Auch hier wurden und werden differentielle Methoden 

entwickelt und eingesetzt, um diesem Interesse gerecht zu werden. 

Eine dieser Methoden ist die Oberflachen-Epitop Maskierung (SEM, engl.: surface 

epitope masking). Hierbei werden die Mause zuerst mit einer Kontroll- oder paren-

talen Zelllinie immunisiert, zum Beispiel einer nichtmetastasierenden Linie. Dann wird 

das Serum mit den Antiko rpern gegen die Kontrollzellen isoliert und die zweite 

Zelllinie, z.B. eine hochmetastasierende, damit inkubiert, um alle gemeinsamen 

Epitope abzudecken. Diese so behandelten Zellen werden zur Immunisierung 

weiterer Mause benutzt, die im Idealfall nur noch Antiko rper gegen freie, einzigartige 

Epitope auf der zweiten Zelllinie produzieren (Shen et al., 1994; Su et al., 1996). 

1.6.5 Subtraktive Immunisierung 

Um neue Antigene zu finden, die mit Tumorprogression und Metastasierung 

assoziiert sind, verwende ich bei meinen Untersuchungen eine ahnliche Methode. 

Bei der Methode der subtraktiven Immunisierung (Brooks et al., 1993) ist es das Ziel, 

eine Immunantwort gegen einzigartige Molekule der immunogenen Zelllinie zu erhal-

ten und die Immunantwort gegen gemeinsame Epitope beider Zelllinien zu mini-

mieren. Es werden normalerweise zwei Zelllinien aus einem System genommen die 

unterschiedliche Merkmale aufweisen, z.B. eine nichtmetastasierende und eine stark 

metastasierende. Um eine Immunantwort gegen einzigartige Epitope der metastasie-

renden Zelllinie zu erhalten, wird zuerst die nichtmetastasierende, oder allgemein 

tolerogene Zelllinie in Mause injiziert. Nach 24 und 48 Stunden zersto rt man die 

enstehende Immunantwort, indem man die Mause mit Cyclophosphamid behandelt, 

einer Chemikalie, die vorallem B-Zellen des Immunsystems zersto rt. 
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Dann immunisiert man die Mause mehrfach mit der metastasierenden Zelllinie 

(immunogene Zelllinie), wobei aufgrund der noch vorhandenen Gedachtniszellen des 

Immunsystems, eine Immunantwort nur gegen neue Epitope auf der immunogenen 

Zelllinie erfolgen sollte. Nach Beendigung der Immunisierung werden die B-Zellen 

aus der Milz mittels einer Hybridoma-Bildung zur Erzeugung monoklonaler Antiko rper 

benutzt, die dann durch einen ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) auf den 

beiden Zelllinien hinsichtlich ihrer Spezifitat getestet werden. 

Als Beispiel mo chte ich den in unserem Labor entdeckten Antiko rper M-N#1 

anbringen. M-N#1 wurde mittels der subtraktiven Immunisierung zwischen den Zell-

linien NM081 (nicht metastasierend) und MT450 (stark metastasierend) isoliert. 

Diese Zelllinien sind Mitglieder eines Ratten-Mammakarzinomsystems und wurden 

wie oben beschrieben, eingesetzt. Dabei wurde die nichtmetastasierende Linie 

NM081 als Tolerogen eingesetzt und die hochmetastasierende MT450 als Immuno-

gen. Nach der Hybridomabildung und anschlie„ender Analyse der Klone stellte sich 

M-N#1 als hochspezifisch fur die stark metastasierende Zelllinie heraus. Durch 

weitere Analysen konnte festgestellt werden, dass der Antiko rper einen Zuckerrest 

bindet, der hohe Homologie zu Untergruppen des Blutgruppenantigens B aufweist. In 

Tumorexperimenten in der Ratte erwies sich der Antiko rper als funktionell, um das 

Tumorwachstum von MT450 Zellen komplett zu unterbinden (Sleeman et al., 1999). 

Als in weiteren Versuchen die Funktion des Antigens im normalen Gewebe 

untersucht wurde, zeigte sich, dass es wahrend der Involution (Ruckbildung und 

Umstrukturierung nach der Laktation) des Brustgewebes hochreguliert und scheinbar 

exklusiv auf Zellen der Brustdruse exprimiert wird, die nicht den Prozess der 

Apoptose vollziehen (Mengwasser & Sleeman, 2001). 

Die Vorteile dieser Methode liegen darin, dass man mit den erhaltenen Antiko rpern 

sofort ein Werzeug in der Hand hat, um funktionelle Analysen zu starten. 

Desweiteren erhalt man nicht so viele Ergebnisse, dass man erst weiterfuhrende 

Analysen durchfuhren muss, um die geeigneten Kandidaten auswahlen zu ko nnen. 

Ein Nachteil liegt darin, dass man das Gen fur dieses Protein nicht sofort bestimmen 

kann. 
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit 

Ich mo chte hier die Ziele der vorgelegten Doktorarbeit auflisten. 

• Fortsetzung der funktionellen Analyse des M-N#1 Antigens. 

• Reziproke subtraktive Immunisierung mit der nichtmetastasierenden Zelllinie 

G und der stark metastasierenden Zelllinie AT6.1 des Dunning Rattenprostata-

Kebssystems, um neue Antigene zu entdecken, die mit Tumorprogression und 

Metastasierung assoziiert sind, mit anschlie„ender funktioneller Analyse. 

• Reziproke subtraktive Immunisierung mit der nichtmetastasierenden Zelllinie 

1AS und dem stark metastasierenden Klon 1AS Ln2 Ln2 Ln des BSP73 

Rattenpankreas-Krebssystems, um ebenfalls neue Antigene zu identifizieren, 

die eine Rolle bei der Tumorprogression und Metastasierung spielen. 

• Etablierung einer neuen Immunisierungsmethode in Abwandlung der 

subtraktiven Immunisierung mit der humanen Kolonkarzinoma-Zelllinie 

Colo320 DM, um neue Serummarker fur Diagnose und Therapie zu 

identifizieren, mit anschlie„ender Funktionsanalyse
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2 Material 

2.1 Bezugsquellen der Chemikalien und 
Verbrauchsmaterialien 

Acrylamid/N,N'-Methylenbisacrylamid (30:0,8)  Serva, Heidelberg 
Adenosintriphosphat (ATP)    Roche Diagnostics, Mannheim 
Agarose (Typ I)      Appligene, Heidelberg 
Ampicillin       Sigma, Deisenhofen 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)    BioRadLaboratories, Munchen 
Ammoniumthiosulfat     Sigma, Deisenhofen 
ApopTag Plus Peroxidase Kit    Appligene, Heidelberg 
„-Mercaptoethanol      Serva, Heidelberg 
Bacto-Agar       Difco Laboratories, Augsburg 
Bacto-Hefeextrakt      Difco Laboratories, Augsburg 
Bacto-Trypton      Difco Laboratories, Augsburg  
Bakterienschalen (10 cm)     Greiner, Nurtingen 
Biotin (Sulfo-NHS-LC)     Pierce, 
Econo-Pack Saulen      BioRadLaboratories, Munchen 
Blaukappengefa„e (15 ml und 50 ml)   Greiner, Nurtingen 
Bromphenolblau      Serva, Heidelberg 
Chloroform       Merck, Darmstadt 
Coomassie Brilliant Blau R250    Serva, Heidelberg 
Cyclophosphamid      Sigma. Deisenhofen 
Deckglaschen      Bender und Hobein, Karlsruhe 
Desoxy-Nukleosidtriphosphate    Roche Diagnostics, Mannheim 
Dextransulfat       Roth, Karlsruhe 
D-Glucose       Roche Diagnostics, Mannheim 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)    Fluka Buchs, Schweiz 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Fluka, Neu-Ulm 
Dithiothreitol (DTT)      Roche Diagnostics, Mannheim 
DNase I (RNase-frei)     Roche Diagnostics, Mannheim 
Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (DMEM) Gibco, Eggenstein 
Easy-Pure DNA Purification Kit    Biozym Diagnostik, Oldendorf 
ECL-Western blotting detection reagents  AmershamPharmacia 

Biotech, Freiburg 
Elektroporations-Kuvetten   BioRad, Munchen 
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)   Serva, Heidelberg 
Eichproteine, gefarbt     BioRad Laboratories, Munchen 
Einbettkassetten      Leica Vertrieb GbmH,Bensheim  
Essigsaure       Roth, Karlsruhe 
Essigsaureanhydrid      Merck, Darmstadt 
Ethanol       Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid      Sigma, Deisenhofen  
Folin Phenolreagenz     Merck, Darmstadt 
Formaldehyd       Merck, Darmstadt 
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Fo tales Kalberserum (FCS)    Gibco, Eggenstein 
Formamid       Sigma, Deisenhofen 
Gewebekulturschalen     Greiner, Nurtingen 
Glutaraldehyd      Sigma, Deisenhofen 
Glycerin       BRL, Inc., Neu-Isenburg 
Glycin        Roth, Karlsruhe 
Harnstoff       BioRadLaboratories, Munchen 
Heringssperma-DNA Typ III    Sigma, Deisenhofen 
Histowax       Leica Vertrieb GmbH,Bensheim 
Hybond-N+ Membranen     AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
Immobilon-P Transfer Membranen   Millipore, Eschbronn 
Immu-Mount, wa„riges Einbettmedium   Shandon, Frankfurt 
Isoamylalkohol      Merck, Darmstadt 
Isopropanol (2-Butanol)     Roth, Karlsruhe 
Lambda DNA      Gibco, Eggenstein  
Ligase Puffer       Roche Diagnostics, Mannheim 
Lithiumchlorid (LiCl)      Serva, Heidelberg 
Magermilchpulver      Saliter, Obergunzburg 
Marathon-Ready-cDNA     Clontech, Heidelberg 
Mayer's Hamatoxylin     Sigma, Deisenhofen  
Mikrotiterplatten      Greiner, Nurtingen 
Natriumacetat      Roth, Karlsruhe 
MOPS (Morpholinopropansulfonsaure)   Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid (NaOH)     Serva, Heidelberg 
Natriumthiosulfat      Sigma, Deisenhofen 
N, N'-Methylen-Bisacrylamid    BioRadLaboratories, Munchen 
N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) BioRadLaboratories, Munchen 
Objekttrager       Bender und Hobein, Karlsruhe 
Oligo-d(T)-Cellulose     Gibco, Eggenstein 
Oligonukleotide      MWG-Biotech, Ebersberg 
Paraformaldehyd      Merck, Darmstadt 
Paraplast Plus Histowax     Sherwood, Athy 
peqGold TriFast Lo sung     peqLab, Erlangen 
Penicillin/Streptomycin     Gibco, Eggenstein 
Phenol       Roth, Karlsruhe 
Praparationsbesteck     FineScienceTools, Heidelberg 
Proteinase K       Sigma, Deisenhofen 
Protein G Agarose      Dianova, 
Protein L Agarose      Sigma, Deisenhofen 
Qiagen Plasmid Maxi Kit     Qiagen, Dusseldorf 
Qiagen-tip-500-Saulen     Qiagen, Dusseldorf 
QuikHyb-Hybridisierungslo sung    Stratagene, Heidelberg 
Reaktionsgefa„e      Eppendorf, Hamburg 
RediPrime Random Primer Labeling    AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
Restriktionsendonukleasen und Puffer   Roche Diagnostics, Mannheim 
        Promega, Heidelberg 
        USB, Cleveland 
        AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
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Ribonukleotidtriphosphate     Roche Diagnostics, Mannheim 
Rinderserumalbumin (BSA)    Serva, Heidelberg 
RNase A       Roche Diagnostics, Mannheim 
RNAsin       Promega, Heidelberg 
Ro ntgenfilme (Hyperfilm MP + ECL)   AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
RPMI 1640 Kulturmedium     Gibco, Eggenstein 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Roth, Karlsruhe 
Sephadex G 50 Nick Columns    AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
SizeSep 400 Columns     AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
Sterilfilter       Renner GmbH, Darmstadt 
Superfrost Plus Objekttrager    Labonord, Mo nchengladbach 
T4-Ligase       Promega, Heidelberg 
T3-DNA-Polymerase     Roche Diagnostics, Mannheim 
T7-DNA-Polymerase     Roche Diagnostics, Mannheim 
Taq-DNA-Polymerase und Puffer    Invitrogen, Groningen, 

Niederlande 
Thermosequenase Kit     AmershamPharmacia Biotech, 
        Freiburg 
TOPO-TA-Cloning Kit     Invitrogen, Groningen, 

Niederlande 
Transkriptionspuffer      Roche Diagnostics, Mannheim 
Triethanolamin      Sigma, Deisenhofen 
Tris-HCl, Tris-Base      Sigma, Deisenhofen 
Triton X-100       BioRadLaboratories, Munchen 
Tween 20        Serva, Heidelberg 
Vectastain ABC Peroxidase Standard Kit  Vector Alexis, Grunberg 
Vectastain AEC Peroxidase Substrat Kit  Vector Alexis, Grunberg 
Wasserstoffperoxid      Sigma, Deisenhofen  
Whatmann 3MM-Papier     Bender und Hobein, Karlsruhe 
Wizard Plus SV Miniprep Kit    Promega, Mannheim 
Zellkulturartikel      Greiner, Nurtingen 
Ziegenserum       Sigma, Deisenhofen 
 

Alle nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wurden von den Firmen Roth 

GmbH&Co, Karlsruhe, Merck, Darmstadt und Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen 

bezogen. 
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2.2 Gerate 

Brutschrank   Heraeus, Stuttgart 
Durchlu„zytometer FACStarPlus   BectonDickinson, 

Franklin Lakes USA 
Elektrophorese-Apparaturen   PeqLab, Erlangen 
Entwicklungsmaschiene fur Ro ntgenfilme   Kodak, New Haven 
Geltrockner   BioRad, Munchen 
Image Reader FLA-3000   Fujifilm, Nakanuma, Japan 
Heraeus Labofuge 400R   Heraeus, Stuttgart 
Kuhlzentrifuge J2-HS   Beckmann, Stuttgart 
PCR-Cycler, MJ-Research   Biozym, Oldendorf 
Photometer   Eppendorf, Hamburg 
Thermomixer 5436   Eppendorf, Hamburg  
Tisch-Zentrifuge Biofuge pico   Heraeus, Stuttgart 
UV-Transiluminator   Bachofer, Reutlingen 
UV-Ofen Stratalinker   Stratagene, Amsterdam, NL 
Vortexer   Scientific Industries, 

Bohemia USA 
 
 

 

2.3 Radiochemikalien 

[α35S]-Promix        (248 Mbq/ml) 

[α32P]-dCTP         (370 Mbq/ml) 

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg bezogen. 
 

2.4 Antiko rper 

Primarantiko rper: 

Selbst hergestellte: 

AT-G.1 (α-Maus IgG1) 

AT-G.2 (α -Maus IgG1) 
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M-N#1 (Maus IgG1) 

1C1  (Maus IgM) 

1B7  (Maus IgG-Kontroll-Antiko rper) 

gekaufte: 

α -Prohibitin (Maus IgG1) monoklonal 

α -Prohibitin (Kaninchen IgG) polyklonal 

α-„-Aktin (Maus IgG) monoklonal (Sigma) 

α-Paxilin (Maus IgG) monoklonal (R&D Systems) 

α-Lamin (Maus IgG) monoklonal 

IgM-Kontroll-Antiko rper (α -Maus IgM) (Sigma) 

Sonstige: 

α -Galectin 3 (α -Maus IgG1) Klon A1D6 (freundliche Gabe von Prof. Fu Tong Liu) 

 
 
Sekundarantiko rper: 

Alle Sekundarantiko rper wurden von der Firma DAKO (Glostrup, Danemark) 

bezogen. 

α-Maus biotinyliert 

α-Kaninchen biotinyliert 

α-Maus HRP 

α-Kaninchen HRP 

α-Maus TRITC 

α-Maus FITC 

α-Maus CY3 

α-Maus CY5 

α-Maus RPE 

α-Kaninchen TRITC 
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2.5 Plasmide 

 
Allgemeine Vektoren: 

pCDNA3 (5,4 kb)  Invitrogen, Groningen, Niederlande 

pCRII-TOPO (3,9 kb) Invitrogen, Groningen, Niederlande 

pGEX4.1 (4,9 kb) Invitrogen, Groningen, Niederlande 

 

2.6 Oligonukleotide 

Aktin-Primer: 

Act5° : AGA GGT ATC CTG ACC CTG AAG TAC 

Act3° : CCA CCA GAC AAC ACT GTG GCA T 

Prohibitin-Primer: 

hProhf(5°) : GCA GAA GGA AAC ATG GCT G 

hProhr(3°) : GCT GTG TTA AGA ATC ATC GG 

BAP37-Primer: 

Bap2f(5°) : TGC GCG AAT CTG TGT TCA CC 

Bap2r(3°) : CTG CAC AAT TTT CTG CCG CTG 

BstX I- Adapter : 5° ’ CTT TCC AGC ACA- 3° 

   3° ’ GAA AGG TC- 5° 

Oligo dT (NotI) : 5°d PO4 [AAC CCG GCT CGA GCG GCC GCT18]3° 
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2.7 Pro- und eukaryotische Zelllinien 

Prokariotische Zellen: 

E. coli DH5α (aus der Zellbank des Instituts fur Toxikologie und Genetik, ITG)  

Elektromax E. coli DH10b (Invitrogen, Groningen) 

 

Eukariotische Zellen: 

Alle Zelllinien wurden bei den Firmen DSMZ, Braunschweig; ECACC, Salisbury oder 

ATCC, Manassas bestellt. 

Zelllinie Herkunft Kulturbedingungen 

G Dunning Rattenprostata-Krebszellsystem RPMI + 10 % FCS 

AT 6.1 Dunning Rattenprostata-Krebszellsystem RPMI + 10 % FCS 

1AS BSP73 Rattenpankreas-Krebszellsystem RPMI + 10 % FCS 

1AS Ln2Ln2Ln BSP73 Rattenpankreas-Krebszellsystem RPMI + 10 % FCS 

Colo320 DM Humane Kolonkarzinoma Zelllinie RPMI + 10 % FCS 

HT29 G+ Humane Kolonkarzinoma Zelllinie DMEM + 10 % FCS 

HT29 MTX Humane Kolonkarzinomalinie DMEM + 10 % FCS 

HCT15 Humane Kolon-Adenokarzinomalinie RPMI + 10 % FCS 

LoVo Humane Kolon-Adenokarzinomalinie RPMI + 10 % FCS 

LoVo C5 Humane Kolon-Adenokarzinomalinie RPMI + 10 % FCS 

LS174T Humane Kolon-Adenokarzinomalinie RPMI + 10 % FCS 



 40

SW1116 Humane Kolon-Adenokarzinomalinie L-15 + 2mM Glut 

+10% FCS 

BT549 Humane Brust-Adenomkarzinomlinie  

MCF-7 Humane Brust-Adenomkarzinomlinie EMEM + 2mM Glut + 

1% (NEAA) + 10% FCS 

Capan-1 Humane Pankreas-Adenokarzinomelinie  

SHP-77 Humane Lungenkarzinomlinie (SCLC) RPMI + 2mM glut + 

10% FCS 

NCI-M23 Humane Lungenkarzinomlinie 

(bronchioloalveolar) 

 

A-172 Humane Glioblastomalinie DMEM + 10 % FCS 

T47D Humane Brusttumorlinie DMEM + 10 % FCS 

FADU Humane Pharynx Plattenepithel-

Karzinomalinie 

 

HEL Humane Leukemiazelllinie RPMI + 10 % FCS 

U937 Humane Leukemiazelllinie RPMI + 10 % FCS 

WEHI ’  3B D+ Humane Leukemiazelllinie RPMI + 10 % FCS 

COS7 Affen-Fibroblasten (SV40 transformiert) DMEM + 10 % FCS 

HUVEC Humane Umbilikalvenen Endothelialzellen spez. Endothelialzell-

Medium (Promocell) 

HNEpC Humane nasale Epithelialzellen spez. Epithelialzell-

Medium (Promocell) 

NHDF Humane dermale Fibroblasten spez. Fibroblasten-

Medium (Promocell) 
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3 Methoden 

3.1 Zellkulturmethoden 

Alle eukarkyontischen Zellinien wurden in einem Brutschrank (Heraeus, Stuttgart) in 

befeuchteter Atmosphare bei 37 ØC und 5 % CO2 in Zellkulturflaschen kultiviert. Die 

Arbeitsschritte mit Zellinien erfolgten soweit mo glich an einer Sterilbank (Glatt AG, 

Schweiz). Medien, Puffer, Glaswaren und sonstiges Verbrauchsmaterial fur die Zell-

kultur wurde vor Gebrauch sterilisiert (120 ØC, 1,4 bar, 20 min).  

3.1.1 Passagieren von Zellen 

Bei allen adharent wachsende Zellen wurde die Zellen vor Erreichen der Konfluenz 

von der Zellkulturschale abgelo st und in geringerer Dichte erneut ausgesat. Hierzu 

wurden alle Lo sungen auf 37 ØC vorgewarmt. Das Medium wurde abgesaugt und die 

Kulturflasche mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl2, 0,6 mM MgCl2, 5 

mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) gespult. Je nach verwendeter Zellinie wurde 0,05 

bzw. 0,25 % Trypsinlo sung (0,1 ml / cm Durchmesser der Kulturschale) auf die Zellen 

gegeben. Bis zum Ablo sen der Zellen von der Kulturschale wurde diese in den 

Brutschrank gestellt (1-5 min). Anschlie„end wurden die Zellen je nach Gro „e der 

Kulturflasche in 5-10 ml Kulturmedium aufgenommen und vor dem Ausplattieren aus 

dem trypsinhaltigen Medium fur 3 min bei 300 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 

frischem Medium resuspendiert und in der jeweils gewunschten Verdunnung auf 

neue Kulturflaschen verteilt. Fur ein Experiment wurde die Zellzahl mit einer 

Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die gewunschte Anzahl an Zellen ausgesat. 
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3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Das Auftauen von eingefrorenen Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 ØC. Die Zellen 

wurden sogleich in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, 3 min bei 400 g zentrifugiert 

und zur Kultivierung erneut in Medium aufgenommen. 

Logarithmisch wachsende Zellen wurden trypsiniert und die erhaltene Zellsuspension  

3 min bei 400 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in kaltem (4 ØC) Einfriermedium 

(Kulturmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert (ca. 1 ml pro 5x106 

Zellen). Jeweils 1 ml wurde in ein Einfrierro hrchen gegeben und zunachst 45 min auf 

Eis inkubiert; in einem Styroporbehalter wurden die Zellen dann uber Nacht auf ’

80 ØC abgekuhlt und schlie„lich in flussigem Stickstoff (-196 ØC) aufbewahrt. 

3.1.3 Transfektion von COS7 Zellen durch Elektroporation 

18 h vor der Transfektion wurden logarithmisch wachsende Zellen trypsiniert und in 

einer Dichte von 2.106 Zellen in eine µ 16 cm Gewebekulturschale eingesat. Vor der 

Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert, und in 

DMEM ohne FCS in einer Zellzahl von 2.106 pro 200 ´l aufgenommen. Pro 

Elektroporation wurden 3-20 ´g DNA in 20 ´l Wasser mit 200 ´l Zellsuspension 

gemischt und in eine Elektroporationkuvette (Spaltbreite 0,2 cm) uberfuhrt. Die 

Elektroporation erfolgte bei einer Spannung von 220 mV und einer Kapazitat von 250 

´F am Gene-Pulser (BioRad, Munchen). Ca. 5 min nach der Elektroporation wurden 

die Zellen in 10 ml DMEM mit 10% FCS aufgenommen, gut resuspendiert, in eine 

µ 10 cm Gewebekulturschale uberfuhrt und im Brutschrank bei 37ØC und 6% CO2 

inkubiert. Nach 16-24 h wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zur 

weiteren Verwendung inkubiert. 

 

 

 



 43

3.2 DNA-Methoden  

3.2.1 Analyse von Nukleinsauren 

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren 

Die Konzentration von Nukleinsauren in wa„riger Lo sung wurde spektrophoto-

metrisch durch Messen der optischen Dichte (OD) bei 260 nm durchgefuhrt. Eine 

OD260=1 entspricht 50 ´g/ml doppelstrangiger DNA oder 40 ´g/ml RNA. Einen 

Hinweis auf Verunreinigungen gibt die OD bei 280 nm (hier absorbieren Phenol, DNA 

und Proteine). Das Verhaltnis OD260 zu OD280 sollte im Idealfall 1,8:1 bei DNA und 

2:1 bei RNA sein. 

 

Phenol/Chloroform Extraktion 

Zur Reinigung der Nukleinsaure-Lo sung von Proteinen wurde die Probe mit Wasser 

auf mindestens 100 ´l aufgefullt. Nach Zugabe des gleichen Volumens eines 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (50:49:1) wurde gut durchmischt. Zur 

Phasentrennung wurde 3 min zentrifugiert, die obere Phase abgenommen und noch 

einmal mit dem gleichen Volumen Chloroform auf die gleiche Weise extrahiert. 

 

Fallung von Nukleinsauren 

Die gelo ste DNA wurde mit 3 M Natriumazetatlo sung (pH 4,8) auf eine Endkon-

zentration von 0,3 M gebracht und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol gemischt. 

Die Fallung erfolgte mindestens 1 Stunde bei -20ØC. Das Prazipitat wurde bei 

13000g 20 min pelletiert, zur Entfernung von Salzresten mit 70% Ethanol gewa-

schen, nochmals zentrifugiert und anschlie„end getrocknet. 
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3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Je nach Gro „e der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 0,8-1,5% Agarose-

Minigele mit einem Gelvolumen von 50 ml, Puffervolumen von 100 ml und 

Taschenvolumen von 25 ´l verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurde in 

50 ml 1x TAE gegeben und im Mikrowellenherd aufgekocht bis die Agarose 

vollstandig gelo st war. Nach Zugabe von 1 ´l Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurde das 

Gel in die Kammer gegossen und ein Kamm eingesetzt. Nach Abkuhlen und 

Erstarren der Agarose wurde das Gel vollstandig mit Laufpuffer (1x TAE) 

uberschichtet, der Kamm entfernt und die mit Glyzerin-Probenpuffer versetzten 

Proben aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in der Regel bei 100 V. Die DNA-

Banden wurden im UV-Durchlicht (302 nm) sichtbar gemacht und zur Dokumentation 

photographiert. 

1x TAE:   40 mM Tris pH 8,3; 40 mM NaAcetat; 2 mM EDTA pH 8,0  
Glyzerin-Probenpuffer:  10 mM EDTA; 10% Glyzerin; 0,1% SDS; 0,02% Bromphenolblau  

 

3.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Zur Isolierung eines bestimmten DNA-Fragmentes wurde die DNA-Lo sung in einem 

Agarosegel entsprechender Konzentration aufgetrennt. Die entsprechende Bande 

wurde am UV-Tisch ausgeschnitten und mit Hife des Easy-Pure Kits (Biozym, 

Hameln) nach Angaben des Herstellers isoliert. Pro 100 ´g Gelstuck wurden 300 ´l 

Salt-Lo sung und 5 ´l Bind verwendet. Das isolierte Fragment wurde anschlie„end 

mit 20 ´l Wasser eluiert und direkt fur Ligationen oder andere Anwendungen 

eingesetzt. 
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3.2.4 Plasmid DNA Mini-Praparation 

Die Bakterienkolonie wurde in 2 ml Nahrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 

´g/ml) uber Nacht bei 37ØC geschuttelt. 1,5 ml der Kultur wurden in ein 

Mikrozentrifugenro hrchen uberfuhrt und 5 min bei 4000g zentrifugiert. Das Pellet 

wurde in 100 ´l Minilo sung1 (M1) resuspendiert und fur 5 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Zugabe von 200 ´l alkalischer Lo sung und Mischen wurden 150 ´l 3 

M Natriumazetat zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Anschlie„end wurden die 

Bakterienreste bei 13000 rpm fur 5 min abzentifugiert und die Plasmid-DNA aus dem 

U berstand mit 1 ml Ethanol prazipitiert (30 min bei -20ØC) und durch 10 min 

Zentrifugation bei 13000 UpM sedimentiert. Nach dem Waschen mit 70% Ethanol 

wurde die Plasmid-DNA im Vakuum getrocknet und in 50 ´l Wasser gelo st. 

 
M1:    50 mM Glukose; 10 mM EDTA pH 7,8; 25 mM Tris pH 8,0 
alkalische Lo sung: 0,2 M NaOH; 1% SDS 

 

3.2.5 Plasmid-DNA Maxi-Praparation 

200 ml Selektionsmedium wurden mit dem gewunschten Bakterienklon angeimpft 

und uber Nacht bei 37ØC geschuttelt. Die Bakteriensuspension wurde 10 min bei 

3600g sedimentiert, das Pellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert und die Bakterien in 

10 ml P2 fur 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Das Bakterienlysat wurde mit 10 ml 

P3 neutralisiert (10 min bei Raumtemperatur), bei 4ØC und bei 10000g 30 min lang 

zentrifugiert. Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von Quiagen-tip AX-

500-Saulen (Qiagen, Dusseldorf) laut Herstellerprotokoll.  

Nach Elution der Plasmid-DNA von der Saule wurde diese mit dem 0,7-fachen 

Volumen Isopropanol bei Raumtemperatur gefallt, abzentrifugiert, getrocknet und 

anschlie„end in 500 ´l Wasser gelo st. 

 
Puffer P1:  50 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 ´g/ml RNase A 
P2:   0,2 M NaOH; 1% SDS 
P3:   3 M Kaliumazetat pH 5,5 



 46

3.2.6 PCR ’  Ansatze 

Fur die PCR wurde immer das Taq-Polymerase-Kit von Invitrogen verwendet, indem 

der 10x-PCR-Puffer, die Taq-Polymerase und das MgCl2 enthalten sind. Wenn nicht 

anders angegeben wurden folgende Mengen pro PCR-Reaktion benutzt: 

5´l cDNS-Vorlage 

0,5´l dNTPs  (10mg/ml) 

0,75´l MgCl2   (50mM) 

2,5´l 10x-PCR-Puffer 

0,25´l Taq-Polymerase (5 U/´l) 

1´l Primer A  (20pM) 

1´l Primer B  (20pM) 

ad 25´l H2O dest. 

Die Reaktionen liefen unter denen im Folgenden angegebenen Konditionen in einem 

PCR-Cycler von MJ Research ab. 

Die Bedingungen fur alle Aktin-PCRs: 

94ØC fur 3min. 

94ØC fur 30s 

58ØC fur 30s 

72ØC fur 1min 

24 Zyklen 

Hier die PCR-Bedingungen fur die Prohibitin PCR: 

94ØC fur 3min. 

94ØC fur 30s 

51ØC fur 30s 

72ØC fur 1min 

22+24 Zyklen 



 47

Die PCR-Bedingungrn fur die BAP37 PCR: 

94ØC fur 3min. 

94ØC fur 30s 

58ØC fur 30s 

72ØC fur 1min 

24 Zyklen 

 

3.3 Klonierungstechniken 

3.3.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

In einer wa„rigen DNA-Lo sung wurde durch Zugabe von 10-fach konzentrierten 

Puffer/Salzlo sungen ein fur die jeweilige Restriktionsendonuklease notwendiges 

Milieu entsprechend den Herstellerangaben eingestellt. Pro ´g DNA wurden 2-3 U 

Restriktionsendonuklease zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug mindestens 

das 10-fache des Volumens der zugesetzten Enzym/Glyzerin-Lo sung. Die Inkubation 

der Reaktionsansatze erfolgte (wenn vom Hersteller nicht anders empfohlen) bei 

37ØC fur mindestens 2 h. 

 

3.3.2 Dephosphorylierung von DNA 

Die DNA wurde mit 1 ´l alkalischer Phosphatase (2 U/´l) in einem Endvolumen von 

50 ´l CIP-Puffer versetzt. Die Abspaltung der Phosphatgruppe erfolgte bei 5Ä-

uberhangenden Enden durch 30 min Inkubation bei 37ØC. Danach wurde erneut 1 ´l 

Enzym zugegeben und fur weitere 30 min bei 37ØC dephosphoryliert. 

Bei 3Ä-uberhangenden und glatten Enden wurde 15 min bei 37ØC und 15 min bei 

56ØC inkubiert (ebenfalls mit Zugabe von 1 ´l Enzym nach den ersten 15 min). 
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In beiden Fallen wurden anschlie„end 42,5 ´l H2O; 10 ´l TNE und 2,5 ´l SDS 

zugegeben und 15 min bei 68ØC inkubiert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloroform-

Extraktion und Prazipitation der DNA. 

 
CIP-Puffer: 50 mM Tris pH 9,0; 1 mM MgCl2; 0.1 mM ZnCl2; 1 mM Spermidin 
1x TNE: 100 mM NaCl; 10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0 
 

3.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten 

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden mit 2 ´l 10x Ligasepuffer und 1 ´l T4-

DNA-Ligase (2 U/´l) versetzt und in einem Endvolumen von 20 ´l fur 16 h bei 16ØC 

inkubiert. Fur die Ligation inkompatibler Enden wurde ein dreifacher U berschu„ an 

freien Enden des Inserts eingesetzt, fur die Ligation von glatten Enden (blunt) 

wurden gleiche Mengen von Vektor und Insert verwendet. 

Ligationspuffer: 50 mM Tris pH 7,4; 10 mM MgCl2; 10 mM DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM ATP 

3.3.4 TOPO-Klonierung 

Die Klonierung mit dem TOPO-Klonierungs-Kit wurde komplett nach den Vorschriften 

des Herstellers durchgefuhrt. 

3.3.5 Transformation durch Elektroporation: 

Pro Transformation wurde ein 25 ´l Aliquot kompetenter Zellen langsam auf Eis 

aufgetaut. Nach Zugabe von 1-5 ´l DNA (am besten in Wasser) wurden die 

Bakterien auf Eis fur 1 min inkubiert und anschlie„end in eine vorgekuhlte 

Elektroporationskuvette (Spaltbreite 0,1 cm) uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte 

bei einer Spannung von 1,8 kV, einer Kapazitat von 25 ´F am Gene-Pulser (BioRad, 

Munchen). Anschlie„end wurden die Zellen in 1 ml SOC-Medium resuspendiert und 

1 h bei 37ØC unter Schutteln inkubiert. Der Transformationsansatz wurde auf 

LB/Amp-Platten (100 ´g/ml Ampicillin) ausplattiert und bei 37ØC uber Nacht inkubiert. 
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3.4 RNA Methoden 

3.4.1 Praparation von gesamt-RNA aus Zellen und Gewebe 

Das Gewebe wurde zuerst mit einem Mo rser zerkleinert, Zellen wurden dierekt 

verwendet, nachdem sie dreimal in PBS gewaschen wurden. Die RNA wurde mit 

dem Macharey&Nagel-Kit isoliert. Die Durchfuhrung erfolgte laut dem Protokoll von 

Macharey&Nagel. 

3.4.2 Praparation von PolyA+ -RNA aus Zellen 

Zur Praparation von PolyA+-RNA aus Zellen wurden 3.106 Zellen auf einer 15 cm 

Kulturschale ausgesat und fur 24 Stunden mit ihrem entsprechenden Medium im 

Brutschrank bei 37ØC und 6% CO2 inkubiert. Zur Ernte der Zellen wurden sie zweimal 

mit eiskaltem, sterilem PBS gewaschen und mit 10 ml sterilem STE 

abgeschabt,wobei die Zellen lysierten. Die genomische DNA wurde mit Hilfe eines 

Ultra-TuraxTM-Homogenisators (Janke und Kunker GmbH & CoKG, Staufen) fur 30 s 

geschert und die Suspension fur 30 min bei 37ØC inkubiert. Nachdem die NaCl- 

Endkonzentration auf 0,5 M eingestellt wurde, wurden pro Ansatz 100 mg Oligo-dT-

Zellulose 1:1 in HSB zugegeben. 

 Unter standigem Rotieren uber Nacht bei Raumtemperatur wurde die PolyA+-RNA 

an die Oligo-dT-Zellulose gebunden. Diese Suspension wurde in 15ml Falcon-

Ro hrchen uberfuhrt und dann dreimal mit 10 ml HSB gewaschen. Die Elution der 

PolyA+-RNA erfolgte einmal mit 2 ml und einmal mit 3 ml Wasser. Die Konzentration 

der RNA wurde mit 400 ´l des Eluats spektralphotometrisch bestimmt. Das 

verbleibende Eluat wurde mit 3 M NaAc pH 4,8 auf die Enkonzentation 0,2 M 

eingestellt und zusammen mit Hefe-tRNA (10´g/ml) als Fallungshilfe und dem 2,5 

fachen Volumen an Ethanol uber Nacht bei -20ØC gefallt.  
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Nach der Fallung wurde die RNA bei 10000g und 4ØC fur 30 min zentrifugiert, das 

Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und anschlie„end an der Luft getrocknet. Die 

RNA wurde mit Wasser zu einer Konzentration von 0,5 ´g/´l aufgenommen und bis 

zur weiteren Verwendung bei -80ØC aufbewahrt. 

PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 0,7 mM CaCl2; 0,6 mM MgCl2; 5 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4 
STE: 20 mM Tris-HCl, pH7,4; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,5% SDS; 300 ́ g/ml Proteinase K 
HSB: 10 mM Tris-HCl, pH7,4, 300 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,1% SDS  

3.4.3 RNA ’  Agarose ’  Gelelektrophorese 

Die RNA ’  Agarose ’  Gele fur die Northern-Hybridisierung wurden folgenderma„en 

hergestellet: Es wurden 2 g Agarose in 153 ml sterilem Wasser erhitzt und 

anschlie„end die Lo sung auf eine Temperatur von 60ØC gebracht. Dann wurden 5 ml 

Formaldehyd (37%) und 8.33 ml 20x MOPS hinzugegeben. Nach dem Ausharten des 

Gels wurde es mit 1x MOPS ubergossen und zu den Proben denaturierenden RNA-

Ladepuffer (Sigma) gegeben, die Proben 10min. bei 55ØC erhitzt und geladen. Nach 

dem Lauf bei 70V fur 4-5 Std. wurde das Gel anschlie„end unter UV-Licht 

fotografiert. 

3.4.4 Northern Blot: Transfer von RNA auf Nylonmembran 

Die durch die Gelelektrophorese nach Gro „e aufgetrennte RNA wurde aus dem Gel 

mittels Kappilarkraften auf eine HybondT N+ - Nylonmembran transferriert. Dafur 

wurde das Gel auf 3 Lagen mit 20x SSC-Puffer (3 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat pH 

6.5) gesattigtem Whatman 3MM-Papier plaziert, wobei beide Enden des Whatman-

Papiers in 20x SSC-Puffer getaucht waren. Auf das Gel wurde eine seiner Gro „e 

entsprechende Nylonmembran aufgelegt, folgend wieder 3 Lagen Whatman-Papier 

und ein Stapel Zellstofftucher. Der ganze Aufbau wurde mit einer Glasplatte 

abgedeckt und mit einem Gewicht beschwert. Nach etwa 16 Std. war die RNA auf die 

Nylonmembran ubertragen. Die Membran wurde anschliessend im Stratalinker 2400 

bei 254nm (Auto-Crosslink-Funktion) bestrahlt und somit die RNA an die Membran 

gebunden. 
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3.4.5 Northern-Hybridisierung 

Die Membran wird nun (RNA-Seite nach oben) in ein Hybridisierungs-Gefa„ gerollt 

und nach Zugabe von 20 ml Hybridisierungs-Puffer fur 3-4 h bei 68°C (rollend) pra-

hybridisiert. 

Nun wird die cDNS-Sonde mit dem Stratgene-Kit radioaktiv markiert. Dies geschieht 

nach den Angaben des Herstellers. Bevor die radioaktiv-markierte RNA-Sonde 

zugegeben wird, muss diese bei 95°C fur 5 min denaturiert und darauffolgend auf Eis 

abgekuhlt werden. 

Die Hybridisierung erfolgt uber einen Zeitraum von 20 ’  24h. Anschlie„end wird die 

Membran zuerst 3 x fur jeweils 10 min (rollend) nieder-stringent und danach 2 x fur je 

30 min (rollend) hoch-stringent bei 65°C gewaschen. Die Analyse erfolgt, nachdem 

die Membran fur 1 min auf 3MM-Papier getrocknet wird, durch ein Autoradiogramm. 

Verwendete Sonden: Die verwendete Ratten-Galectin-3-Sonde korrespondiert zu 

den Basen 41-830 der publizierten Sequenz (Gen-Bank Nummer: NM031832). Sie 

wurde mittels eines Resktrikstionsverdau aus dem pcDNA3.1-Vektor geschnitten 

(BamHI, EcoRI). 

 

3.4.6 Herstellung von cDNA aus PolyA+ -RNA 

Fur die Erststrang-Synthese wurden 1 ´l Oligo(dT)12-18-Primer (100 ng/´l) mit 0,5 

bis 1 ´g PolyA+-RNA gemischt und auf 12 ´l mit sterilen Wasser aufgefullt und fur 10 

min bei 70ØC denaturiert. Nach Abschrecken auf Eis wurden 4 ´l des 5x Erststrang 

Synthese Puffers, 2 ´l 0,1 M DTT und 1 ´l eines 10 mM dNTP-Mixes zugegeben. 

Nach Inkubation auf 42ØC wurde 1 ´l (200 Units) der SuperScriptTM-Reversen 

Transkriptase (Gibco BRL, Eggenstein) zugegeben und die Reaktion fur 1 -1,5 h bei 

42ØC inkubiert. 
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Die Zweitstrangsynthese erfolgte direkt aus dem obengenannten Ansatz durch 

Zugabe von 20 U E.coli DNA-Ligase; 50 U E. coli DNA Polymerase; 1 U E. coli 

RNaseH; 6 ´l 0,1 M DTT; 3 ´l 10 mM dNTPs und 32 ´l 5x Zweitstrang Synthese-

puffer in einem Endvolumen von 160 ´l. Die Reaktionen wurden fur 2 h bei 16ØC 

inkubiert. Zum "blunten" aller cDNA-Enden wurden anschlie„end 20 U T4 DNA 

Polymerase zugegeben. Nach einer Phenol-Chloroformextraktion wurde die cDNA 

durch Zugabe 1/10 Volumens 3 M NaAc pH 4,8 mit 2,5 Volumen Ethanol und 10-15 

´g Glykogen bei -20ØC gefallt. Nach dem Abzentrifugieren der prazipitierten cDNA 

wurde sie in Wasser resuspendiert und bis zum weiteren Gebrauch bei -20ØC 

aufbewahrt. 

 
5x Erststrang Synthese Puffer: 250 mM Tris-HCl, 375 mM KCl; 15 mM MgCl2; pH8,3 
5x Zweitstrang Synthese Puffer: 100 mM Tris-HCl; 250 mM KCl; 25 mM MgCl2; pH 8,4 

3.4.7 Herstellung einer AT6.1 cDNA-Bibliothek 

Zur Herstellung der Bibliothek wurde wie oben beschrieben aus AT6.1 Zellen polyA+ 

- RNA isoliert. Die cDNS wurde ebenfalls nach dem obigen Protokoll angefertigt, mit 

dem einen Unterschied, dass ein oligo-dT-Primer mit einer angehangten NotI-Schnitt-

stelle (Invitrogen) verwendet wurde. Die Zweitstrangsynthese erfolgte laut oben 

beschriebener Methode. Nach dem Abschneiden des U berhangs am 5°-Ende wurde 

die cDNS mit einem BstX I-Adapter ligiert. Um uberschussigen Adaptor zu entfernen 

wurde die komplette Ligation uber eine “SizeSep 400–-Saule (Amersham) gegeben, 

und somit alle cDNA-Stuckchen, die kurzer als 400 bp sind, eliminiert. Der Erfolg 

dieser Eliminierung wurde mittels eines Agarosegels uberpruft. 

Als nachstes wurden Anteile der cDNS mittels Elektroporation in elektrokompetente 

Bakterien transformiert und auf 40 gro„e LB-Agarplatten ausgestrichen. Nach 24 Std. 

wurden die Bakterien mit LB-Medium und einem Gummischaber abgeschabt und 

durchmischt. Ein Teil wurde in Aliquots bei ’ 80ØC eingefroren und der Rest wurde fur 

eine Plasmid Maxi-Praperation benutzt. Die erhaltene DNS wurde ebenfalls in 

Aliquots bei ’ 20ØC eingefroren und im weiteren fur die Elektroporation von COS7-

Zellen benutzt. 
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3.5 Proteinmethoden 

3.5.1 Praparation von Zellen und Gewebe fur Proteingele 

Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen und dann in Protein-Probenpuffer 

aufgenommen. Gewebe wurde im Mo rser zerkleinert und ebenfalls in Protein-

Probenpuffer aufgenommen. Dann wurden die DNS in den Proben mit Hilfe eines 

Sonifiziergerates zerkleinert. Die Proben konnten nun fur die Proteingele verwendet 

werden. 

3.5.2 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen 
(SDS-PAGE) 

Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese analysiert. 

Dabei wurden sie zunachst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und in 

einem sich direkt anschlie„enden, ho herprozentigen Trenngel ihrem Molekular-

gewicht entsprechend aufgetrennt. Die Trenngel-Lo sung wurde nach vorsichtigem 

Mischen zwischen zwei durch 0,75-1,5 mm dicke Abstandshalter voneinander 

getrennte Glasplatten gegossen. Nach U berschichten mit Isopropanol la„t man das 

Gel in vertikaler Lage polymerisieren. Nach erfolgter Polymerisation entfernt man das 

Isopropanol und gie„t die Sammelgel-Lo sung direkt auf das Trenngel. Nach Einset-

zen eines Kammes la„t man das Sammelgel in vertikaler Lage polymerisieren. 

Anschlie„end wurde das Gel in eine Vertikalapparatur eingespannt und die Reser-

voirs mit Elektrophorese-Puffer gefullt. Die Proben wurden mit einfachem Volumen 

2x Probenpuffer versetzt, zum Denaturieren 5 min auf 100ØC erhitzt und nach 

Entfernen des Kammes in die Taschen des Gels transferiert. Die Elektrophorese 

erfolgte in der Regel bei einer Stromstarke von 80 mA. Nach Beendigung der Elektro-

phorese wurden die beiden Glasplatten voneinander getrennt. Das Gel wurde 

entweder direkt oder nach Anfarbung der Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blau 

getrocknet oder die Proteine auf eine PVDF-Membran ubertragen (Westernblot). Zur 

Gro „enbestimmung wurde ein Proteinmarker (SDS 7B, Sigma) mitgefuhrt. 

Trenngel-Lo sung: 6-12% Acrylamid; 0,16-0,32% N,NÄ-Methylenbisacrylamid;  
   375 mM Tris-HCl pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED 
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Sammelgel-Lo sung: 4% Acrylamid; 0,1% N,NÄ-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCl pH 6,8; 
   0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED 
Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris; 192 mM Glyzin; 0,1% SDS 
2x Probenpuffer: 125 mM Tris-HCl pH 6,8; 4% SDS; 20% Glyzerin; 0,01% Bromphenolblau; 
   2% 2-Mercaptoethanol 

3.5.3 Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von Proteinen nach SDS-
PAGE 

Proteine, die in SDS-PAGE aufgetrennt worden sind, wurden durch Coomassie-

Brilliant-Blau-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel 30 min in 0,5 ml/cm2 

Gelflache Farbelo sung und danach in den Entfarbelo sungen 1 und 2 inkubiert, bis 

die Proteinbanden gut sichtbar wurden.  

 
Farbelo sung:  0,2% Coomassie-Brilliant-Blau R250; 50% Methanol; 7,5% 

Essigsaure 
Entfarbelo sung 1:  50% Methanol; 10% Essigsaure 
Entfarbelo sung 2:  5% Methanol; 7% Essigsaure 

3.5.4 Silberfarbung von Proteingelen 

Die Silberfarbung ist etwa um den Faktor 10-100 sensitiver als die Coomassie-

Farbung, es ko nnen noch Proteinmengen von 5-10ng nachgewiesen werden. Wenn 

die Proteine nicht durch Inkubation mit Glutaraldehyd mit der Matrix des Gels 

vernetzt werden, kann man die Banden ausschneiden und einer Proteinanalys 

unterziehen. Fur die Silberfarbungen wurde immer das “silver-staining– ’  Kit von 

Amersham benutzt. Die Prozedur wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers 

durchgefuhrt. Die Methode basiert darauf, dass sich ein Silbersalz an die Proteine 

anlagert und nach dem Auswaschen des uberschussigen Silbersalzes ein zweites 

Salz hinzugegeben wird, dass das an den Proteinen gebundene Silber ausfallen 

lasst und somit die Proteinbanden sichtbar werden. 
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3.5.5 Herstellung von F(ab°)2-Fragmenten 

Vorbereitung der Antiko rper: 

Zuerst wurden 10mg Antiko rper intensiv gegen eine 20mM Natriumacetat-Lo sung 

(pH 4,5) dialysiert. Die erhaltene Antiko rperlo sung wurde mit Minicon-Saulen auf 

etwa 0,5ml aufkonzentriert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die Antiko rperlo sung 

bei 4ØC aufbewahrt. 

Antiko rper-Verdau: 

Es wurden 0,25ml Pepsin-beads in ein 15ml Corexgefa„ gegeben, dazu wurden 4ml 

Verdau-Puffer (20mM Natriumacetat, pH 4,5) gegeben und gemischt. Mit einem 

Seperator wurden die Beads von dem Puffer getrennt. Dieser Waschvorgang wurde 

einmal wiederholt und die Pepsin-Beads wurden in 0,5ml Verdau-Puffer 

resuspendiert. 0,5ml der Antiko rperlo sung wurden mit der gleichen Menge Verdau-

Puffer versetzt und zu den Pepsin-Beads gegeben. Dieses Gemisch wurde dann in 

einem Schuttelbad bei 37ØC fur funf Stunden inkubiert. Dann wurden die Pepsin-

Beads mit dem Seperator von der Lo sung abgetrennt. Die Pepsin-Beads wurden 

dann noch einmal mit 1,5ml Immunopur IgG Bindepuffer gewaschen und beide 

U berstande vereint. 

Aufreinigung der F(ab°)-Fragmente: 

Zuerst wurde eine Protein A Saule mit 13ml Bindepuffer gewaschen. Dann wurden 

die 3ml U berstand aus dem Verdau auf die Saule gegeben und der Ausfluss in 1ml 

Aliquots gesammelt. Die Aliquots wurden bei 280nm auf ihren Proteingehalt gepruft. 

Diejenigen Aliquots mit den ho chsten Werten wurden vereinigt und die endgultige 

Proteinkonzentration wurde festgestellt. Abschlie„end wurden sie bei ’ 20ØC bis zur 

Verwendung eingefroren. 
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3.5.6 Analyse von Proteinen durch Transfer auf Membranen und 
Detektion durch spezifische Antiko rper (Western blot) 

 
Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer 

Na„transferkammer (Trans-Blot, BioRad Laboratories GmbH, Munchen) auf eine 

PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) ubertragen. Zuvor wurde die Membran 1 

min in Methanol aktiviert, 5 min in ddH2O gewassert und fur mindestens 5 min in 

Transferpuffer (48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 10 % Methanol) aquilibriert. Mit Hilfe 

eines Tragers wurde die Membran zusammen mit dem Gel luftblasenfrei zwischen je 

3 Lagen Whatman 3MM-Papier feucht in Transferpuffer zusammengebaut. Der 

Trager wurde dann senkrecht in die mit Transferpuffer gefullte Kammer so 

eingesetzt, dass die Membran zur Anode hin orientiert war. Der Transfer der Proteine 

aus dem Gel auf die Membran erfolgte bei 4 ØC fur mindestens 4 h mit 300 mA. 

Das Absattigen der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation der 

Membran fur mindestens 1 h in der Blockierungs-Lo sung (PBS- 0.5%Tween20 mit 

4% fettarmen Milchpulver) bei Raumtemperatur. Nach dem Abschutten der 

Blockierungs-Lo sung wurde der Primar-Antiko rper in 10 ml PBS-T / 4% Milchpulver 

zugegeben und 1h, eingeschwei„t in Kunstoff-Folie, bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach 3-maligem Waschen fur jeweils 10 min mit je 20 ml PBS-T verfahrt man 

genauso mit dem Sekundarem-Antiko rper. Nach wie oben beschriebenem Waschen 

wurden die Proteine, die spezifisch vom Primar-Antiko rper erkannt worden sind, 

sichtbar gemacht. 

Das Detektionsverfahren richtet sich nach dem verwendeten Sekundar-Antiko rper. 

Bei den hier verwendeten Meerettichperoxidase-konjugierten Sekundar-Antiko rpern 

wurde die Membran 1 min mit einer 1:1-Mischung der beiden ECL-Lo sungen (engl.: 

enhanced-cheminoluminescence) uberschichtet (2ml/dm2 Membranflache). 

Nach Entfernung der uberschussigen Flussigkeit wurde schlie„lich in der 

Dunkelkammer einen Ro ntgenfilm auf die sich in einer Kasette befindliche Membran 

aufgelegt und entwickelt Autoradiogramme z.B. nach 10s, 30s und 1 min. 
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3.5.7 Radioaktive Immunprazipitation von Proteinen (hot-IP) 

Bei der radioktiven IP wurden die Zellen zuerst in Methionin-freiem Medium fur eine 

halbe Stunde gehungert und dann wurde pro grosse Zellkulturplatte 100´l Promix 

(Amersham) hinzugegeben. Nach 2-4 Std. Inkubation wurden die Zellen in PBS 

gewaschen und mittels des Lysepuffers von den Platten abgelo st. Nach vollstandiger 

Lyse wurden die Zellreste bei 13000 U/min fur 15min abzentrifugiert. Nach U ber-

fuhrung in ein neues Eppendorfgefa„ wurde 1/10 des Volumens 50%ige Protein G 

oder Protein L-Agarose (je nach verwendetem 1. Antiko rper: Protein G bei IgG-Ak, 

Protein L bei IgM-Ak) hinzugegeben und U bernacht inkubiert um alle unspezifisch an 

die Agarose bindenden Proteine loszuwerden (“preclear–). 

Am nachsten Tag wurde die Agarose abzentrifugiert und der U berstand in ein neues 

Eppendorfgefa„ uberfuhrt, in dem sich der Erstantiko rper (Konz.: 10´g/ml) und 

Protein G oder Protein L ’  Agarose befand. Nach einer Inkubationszeit von 1-2 Std. 

bei 4ØC unter standigem Rotieren wurde die Agarose mit den gebundenen Proteinen 

mehrfach mit dem Lysepuffer gewaschen. Nach kompletter Entfernung des Puffers 

von der Agarose wurde 50´l Protein-Ladepuffer hinzugegeben und die Proben auf 

ein SDS-Protein Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Um die radioaktiven 

Signale sichtbar zu machen wurde das Signal zunachst verstarkt. Dazu wurde das 

Gel mittels DMSO entwassert und anschliessend mit DMSO-PPI behandelt. Das PPI 

lagert sich ins Gel ein und verstarkt die radioaktiven Signale. Nach anschlie„ender 

Wasserung des Gels wurde es auf einem Geltrockner getrocknet. Dann wurde ein 

Ro ntgenfilm aufgelegt und nach entsprechender Belichtungszeit entwickelt, um die 

radioaktiv markierten Proteinbanden sichtbar zu machen. 

3.5.8 “Kalte– Immunprazipitation von Proteinen (IP) 

Hierbei wurden die Zellen, nachdem sie in PBS gewaschen wurden, direkt mit 

Lysispuffer lysiert und ein “preclear–, wie oben beschrieben, durchgefuhrt. Auch die 

Immunprazipitation erfolgte wie oben beschrieben. Nach dem Laden auf das Gel und 

der anschliessenden elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele dann entwe-

der Silber- oder Coomassie-gefarbt. 
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3.5.9 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

Zuerst wurde die Proteinlo sung (0,2-1,0´g/well) uber Nacht in einer feuchten 

Kammer in den wells gebunden. Nachdem man die uberschussige Proteinlo sung 

abgeschuttet hatte wurden alle nichtbesetzten Bindestellen mittels 10% FCS in PBS 

abgeblockt. Dann wurde das Protein durch den entsprechenden Antiko rper detektiert 

(10´g/ml, fur 1 h). Nach dreimaligem Waschen in PBS wurde fur eine halbe Stunde 

mit dem Zweitantiko rper, der HRP gekoppelt ist, inkubiert. Es wurde anschliessend 

wieder dreimal mit PBS gewaschen und die Farbelo sung hinzugegeben, wobei man 

ABTS-Tabletten in der entsprechenden Menge ABTS-Puffer lo st (laut 

Herstellerangaben). Die sich entwickelnde Reaktion wurde beobachtet und mittels 

eines UV-Lesegerats bei 405nm ausgewertet. Zusatzlich wurde ein Bild der 

Farbreaktion aufgenommen 

 

3.5.10 Zell-ELISA 

Der Zell-ELISA funktioniert im Prinzip genau wie der normale ELISA. Der Unter-

schied besteht darin, dass man Rundboden-Platten anstatt Flachboden-Platten 

benutzt, damit man die Zellen nach jedem Schritt abzentrifugieren kann (1300 U/min, 

3 min.). Die Zellen ko nnen auch direkt benutzt werden, sie mussen nicht erst an die 

Platte binden. Sonst wurde sich aber komplett an das obige Protokoll gehalten. Auch 

hier wurde das Ergebnis mittels eines UV-Plattenlesegerats bei 405nm ermittelt. Der 

Zell-Elisa bei dem die Bindung von von biotinyliertem Galectin-3 an MT450-Zellen 

uberpruft wurde, lief wie folgt ab: Die MT450-Zellen wurden mit biotinyliertem 

Galectin-3 fur eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde 

gebundenes Protein wie in 2.5.8 beschrieben nachgewiesen. In einem zweiten Test 

wurden die MT450-Zellen zuerst mit verschiedenen Konzentrationen des M-N#1 

Antiko rpers inkubiert, nach dem Auswaschen des uberschussigen Antiko rpers mit 

PBS wurden die Zellen mit biotinyliertem Galectin-3 Protein inkubiert. Der Nachweis, 

ob das Protein gebunden hat wurde, wie oben beschrieben durchgefuhrt. 
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3.5.11 “Sandwich–-ELISA 

Das Prinzip des “Sandwich–-ELISA ist, in einem Proteingemisch bestimmte Proteine 

ganz spezifisch zu detektieren, indem man zwei Erstantiko rper benutzt, die gegen 

verschiedene Epitope des Proteins gerichtet sind (idealerweise ist einer dieser 

Antiko rper ein polyklonaler). Man versucht dadurch unspezifische Kreuzreaktion zu 

minimieren. Von der Technik lauft dieser “Sandwich–-ELISA ganz ahnlich ab, wie der 

oben beschriebene normale ELISA. Hierbei wurde der “capturing–-Erstantiko rper 

uber Nacht an 96-well-Flachbodenplatten gebunden. Wie oben wurden alle nicht 

gesattigten Bindestellen geblockt, hier aber mit 2% BSA in PBS. Dann wurde fur eine 

Stunde das zu untersuchende Proteingemisch inkubiert und das gesuchte Protein 

sollte an den “capturing–-Erstantiko rper binden. Dann wurde alles uberschussige 

Protein wieder abgewaschen (3x mit PBS). 

Nun wurde das gebundene Protein mit dem Detektions-Erstantiko rper nachgewiesen 

(zumeist ein polyklonaler AK.), der fur eine Stunde inkubiert wurde. Diese Bindung 

wurde dann durch die oben beschriebene Methode mittels einer Farbreaktion 

nachgewiesen. 

3.5.12 Immunfluoreszenzfarbung von Proteinen 

Fur die Immunofluoreszenz wurden die entsprechenden Zellen verwendet. 2,5.105 

Zellen wurden am Vortag auf 8-well-Chamber-Slides ausgesat. Die Zellen wurden 

uber Nacht auf den Chamber-Slides kultiviert. Am nachsten Morgen wurde das 

Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann mit einer 3% 

Paraformaldehyd-Lo sung fur 20 min fixiert. Um uberschussiges Paraformaldehyd 

abreagieren zu lassen, wurden die Zellen 15 min in 50 mM NH4Cl (in PBS) inkubiert 

und anschlie„end mit 0,1% Triton-X100 (in PBS) fur 5 min permeabilisiert. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in PBS mit 10% FCS (PBS-10% 

FCS) fur 1 h geblockt. 
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Nach komplettem Absaugen der Flussigkeit wurde der erste Antiko rper in der 

entsprechenden Verdunnung in einem Volumen von 150 ´l PBS-10% FCS direkt auf 

die Zellen pipettiert und 1 h bei RT inkubiert. Anschlie„end wurde dreimal mit PBS-

10% FCS gewaschen und der sekundare Antiko rper in der entsprechenden 

Verdunnung in einem Volumen von 150 ´l PBS-10% FCS aufgetragen. Nach 30-60 

min Inkubation bei RT wurden die Zellen dreimal mit PBS-10% FCS gewaschen und 

anschlie„end die Kammerkonstruktion von den Objekttragern entfernt und mit einem 

Deckglas abgedeckt. Bis zur Betrachtung der Praparate unter dem Fluoreszenz-

mikroskop wurden die Proben im Dunkeln bei 4ØC aufbewahrt. 

3.5.13 Immunfluoreszenzfarbung fur die FACS ’  Analyse 

Die Antiko rperfarbung wurde genauso durchgefuhrt wie bei der Immunfluoreszenz-

farbung, die oben beschrieben ist. Die Unterschiede liegen nur darin, dass die Zellen 

nicht fixiert und permeabilisiert wurden, somit Oberflachenproteine detektiert wurden, 

und dass die Reaktion in 96-well-Platten durchgefuhrt wurde. Alle Lo sungen und 

Bedingungen entsprechen den oben beschriebenen. 

3.5.14 Immunhistochemie 

Die jeweiligen Gewebe wurden in 4%igen PFA in PBS fixiert und anschlie„end durch 

eine aufsteigende Ethanol-Reihe und mit Xylol prozessiert in Paraffin uberfuhrt. Dann 

wurden sie in Paraffinblo cke gegossen und an einem Mikrotom geschnitten (gewo hn-

lich 6´m-Schnitte). 

Die hier beschriebene Methode beruht auf einem indirektem Nachweis, wobei die an 

einem Streptavidin-Biotin-Komplex des Zweitantiko rpers gebundene Peroxidase mit 

z.B. AEC eine Farbreaktion auslo st. 
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Zuerst wurden die Objekttrager mit den Schnitten 2x 5 min. in Xylol deparaffiniert, 

danach in einer abnehmenden Ethanolreihe (2x 5 min.100%, 1x 3 min. 95%, 1x 3 

min. 70%) gewaschen und in PBS gewaschen und aufbewahrt. Als Blockierungs-

schritt wurden die Schnitte 15 min. in 10% Ziegenserum in PBS inkubiert. Danach 

wurde mit dem entsprechenden Erstantiko rper fur 1 Std. inkubiert und nach dreima-

ligem waschen in PBS mit 3% H2O2 (einer 30%igen Stammlo sung) in PBS 5 min 

behandelt um alle endogenen Peroxidasen in den Schnitten zu zersto ren. Nach 

erneutem, dreimaligem Waschen wurden die Schnitte mit dem biotinyliertem Zweit-

antiko rper fur eine halbe Stunde inkubiert. Um die anschliessende Farbereaktion zu 

verstarken wurden die Schnitte danach mit dem StreptABComplex von Dako 

inkubiert, der vorher nach Herstellerangaben gemischt wurde. 

Es folgte die Farbentwicklung mit AEC, das vorher in 1ml DMF gelo st, mit 20ml NaAc 

(50mM, pH 4,9) versetzt und anschlie„end filtriert und 6,5 ´l H2O2 hinzugegeben 

wurde. Die Entwicklungzeit betrug etwa 10min. Nachdem kurz in H2O bidest 

gewaschen wurde, folgte die Gegenfarbung mit Hamatoxilin. Nach mehreren Wasch-

schritten mit normalem Leitungswasser wurden die Schnitte getrocknet und 

gedeckelt. 

3.5.15 Apoptosefarbung von Gewebeschnitten 

Die Schritte der Deparaffinierung und die Waschschritte ergeben sich aus der oben 

beschriebenen Methode. Es folgt aber dann ein Proteinase K-Verdau (20´g/ml) fur 

15 min. bei Raumtemperatur mit anschliessendem Waschschritt in H2O. Nach der 

H2O2-Behandlung wurden die Schnitte mit den Lo sungen aus dem Apoptag-Kit 

(Oncogene) behandelt. Zuerst wurden sie mit 75´l Aquilibrierungspuffer 5 min 

inkubiert, dann in einer feuchten Kammer bei 37ØC mit TdT-Enzym-Puffer (38´l 

Reaktionspuffer + 16´l TdT-Enzym pro Schnitt) fur eine Stunde inkubiert. Danach 

wurde der Stop/ Wash-Puffer aufgetragen und fur weitere 15 min. inkubiert. Nach 

dem anschliessenden Waschschritt in PBS wurden die Schnitte in einer feuchten 

Kammer bei Raumtemperatur fur 30 min mit Anti-Dogoxygenin-Peroxidase-

Antiko rpern behandelt. 
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Abschlie„end wurde, wie oben beschrieben, mit AEC gefarbt. Fur die Doppelfarbung 

wurde zuerst das Protokoll fur eine Immunhistochemie durchlaufen; diesmal in der 

Abwandlung, dass hier nicht das Streptavidin-Biotin Kit benutzt wurde, sondern das 

alkalische Phosphatase-Kit von der Firma Vector. Die Farbentwicklung wurde mit 

dem Vector-Farbekit III (blaue Farbung) durchgefuhrt. Anschlie„end folgte dann die 

Farbung mit dem Apoptose-Kit. Fur die Farbentwicklung wurde dann AEC benutzt. 

3.5.16 Organfarbung von ganzen Brustgeweben mit Karmin 

Nachdem die Brustgewebe aus den Mausen entnommen wurden, wurden sie in einer 

6:3:1 Lo sung von Methanol:Chloroform:Essigsaure ubernacht fixiert. Dann wurden 

sie eine Stunde in 70%igem Ethanol gewaschen und anschliessend fur ein paar 

Minuten in H2O gewaschen. Schlie„lich wurden die Gewebe erneut uber Nacht in 

einer Karminlo sung gefarbt (1g Karmin + 2,5g Kalium-Aluminium-Sulphat in 500ml 

H2O fur 20min kochen, dann filtrieren und zur Konservierung 50-100mg Thymol 

hinzugeben). Am nachsten Tag wurden die Organe je zwei Stunden in 70%, 95% 

und 2x 100% Ethanol gewaschen. Nach dieser Prozedur wurden sie in 

Methylsalicylat uberfuhrt. Darin wurden sie dann bis zur Analyse aufbewahrt.  

3.5.17 Magnetische Zellsortierung (MACS) 

Die magnetische Zellsortierung basiert auf dem Prinzip, dass ein Erstantiko rper 

gegen ein bestimmtes Epitop von einem Zweitantiko rper erkannt wird, der an Eisen-

beads kovalent gebunden ist. Wenn diese Antiko rper in ein magnetischen Feld 

gelangen, werden sie festgehalten und alle nicht markierten Zellen ko nnen ausge-

waschen werden. 
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Die Zellen wurden also zuerst mit einem Primarantiko rper (IgG) fur 1 h inkubiert. 

Nach dem Waschen wurden die Zellen mit dem an die Eisenbeads gebundenen 

Zweitantiko rper inkubiert, nach einer halben Stunde gewaschen und die Zellen 

anschliessend auf eine MACS-Saule gegeben, die vorher in den MACS-Seperator 

gesteckt wurde, sich somit in einem Magnetfeld befindet. Dann lasst man die Zellen 

an die Saule binden und es wurde mehrfach mit einer Waschlo sung gewaschen 

(PBS/ 0,5%BSA/2mM EDTA). Abschlie„end lo st man die Saule heraus und die so 

separierten Zellen wurden zur weiteren Analyse aus der Saule gewaschen. 

3.6 Tiermethoden 

Alle hier beschriebenen Tierversuche wurden gema„ den Richtlinien des deutschen 

Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Die Experimente sind alle vom Regierungs-

prasidium genehmigt worden. Alle hier beschriebenen Ratten- und Mausstamme sind 

entweder aus den Tierhaus des ITG oder von Harlan, England gekauft worden. 

3.6.1 Hormoninjektionen in Rattenbrustgewebe 

Weiblichen BDX-Ratten wurde am Ende der Laktationsphase, fur die Zeitraume von 

2, 4, 6 und 8 Tagen, 200 ´l einer Lo sung von 10mg/ml Dexamathason in Benzyl-

benzoat : Castor-O l (1:2.5) direkt in das inguinale Brustgewebe injiziert. Nach der 

Injektionsphase wurden die Ratten geto tet und das entsprechende Brustgewebe 

entnommen. Die Gewebe wurden entweder in flussigem Stickstoff schockgefroren 

um RNS zu erhalten oder in 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert, um anschliessend 

Gewebeschnitte anzufertigen. 

3.6.2 Tumorwachstum und Metastasierungsversuche in Ratten 

Um das Tumorwachstum und das Metastasierungsverhalten der Dunning-Zelllinien 

zu testen, wurden 1x106 Zellen subcutan in Kopenhagen-Ratten injiziert. Bei 

Erreichen des Gro „enlimits des Tumors wurden die Ratten geto tet und einer 

Autopsie unterzogen. Dabei wurden die Ratten auf Metastasen untersucht. 
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3.6.3 Tumorzell- und Antiko rperinjektion in Ratten 

Kopenhagen-Ratten wurden lateral subkutan Tumorzellen (AT6.1, 2x106) in PBS 

injiziert. Die Ratten wurden in Gruppen zu je acht Tieren aufgeteilt. Die einzelnen 

Gruppen erhielten nun uber den Zeitraum von vier Wochen, zweimal wo chentlich 

eine Injektion von: 

AT-G.1 Ak.  200´g/200´lPBS 

AT-G.2 Ak.  200´g/200´lPBS 

1B7 Ak.  200´g/200´lPBS 

AT-G.1 F(ab°)  100´g/100´l PBS 

AT-G.2 F(ab°) 100´g/100´l PBS 

1B7 F(ab°)  100´g/100´l PBS 

PBS   200´l 

U ber den ganzen Zeitraum hinweg bis zur gesetzlich vorgeschriebenen To tung der 

Tiere, wegen eines zu gro„en Primartumors, wurden die Dimensionen der entste-

henden Tumore gemessen und festgehalten. Nach der To tung wurden die Tiere 

einer Autopsie unterzogen, um eventuelle Metastasen festzustellen. 

3.6.4 Tumorzellinjektion in Mausen 

Balb/C-Nacktmausen wurden Colo320 DM Tumorzellen (1 x 106, in PBS) dorsal 

unter die Haut gespritzt. Nach Entwicklung des Tumors wurden die Tiere mit CO2 

betaubt und ihnen wurde durch eine Herzpunktion das Blut entnommen, um das 

Serum zu gewinnen. Au„erdem wurde noch der Tumor zur Erstellung von 

Gewebeschnitten herausgenommen und in 4% PFA fixiert. 
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3.6.5 Immunisierung von Mausen zur Herstellung monoklonaler 
Antiko rper 

Fur die Immunisierung wurden Balb/C ’  Mause genommen, denen das Immunogen 

subkutan funfmal innerhalb von 17 Tagen injiziert wurde (immer in einer Konzen-

tration von etwa 15´g/Maus). Dabei wurde das Immunogen bei der ersten Injektion 

als eine Emulsion mit “ Freund°s Complete Adjuvance– und bei der zweiten als eine 

Emulsion mit “Freund°s Incomplete Adjuvance– gegeben. Bei den drei restlichen 

Injektionen wurde es in PBS, oder im Falle des Serums, pur gegeben. Am Ende der 

Immunisierung wurden die Mause geto tet, die poplitealen Lymphknoten (aus den 

Kniekehlen) entnommen und zur Herstellung von monoklonalen Antiko rpern mittels 

einer Hybridoma-Bildung verwendet. 

3.6.6 Subtraktive Immunisierung in Mausen 

Fur die Immunisierung wurden C / B6 ’  Mause genommen, denen zuerst die eine 

Zelllinie intraperitonal injiziert wurde (2 x 106, in PBS). 24 Stunden spater wurde 

ihnen ihrem vorher gemessenen Gewicht entsprechend eine Dosis Cyclophosphamid 

gespritzt. Dann wurden sie dreimal im Abstand von drei Wochen mit der zweiten 

Zelllinie (2 x 106, in PBS) immunisiert, die ebenfalls intraperitonal injiziert wurde. 

Nach Vollendung der Immunisierung wurden die Mause geto tet und die Milz steril 

entnommen, um die darin enthaltenen B-Zellen zur Produktion von monoklonalen 

Antiko rpern heranzuziehen. 
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3.7 Hybridoma-Bildung zur Herstellung monoklonaler 
Antiko rper 

3.7.1 Vorbereitung 

Als erstes wurden SP2/0-Maus-Myelomazellen in Kultur genommen und in 

ausreichender Menge produziert (etwa 5 x108). Am Tag vor der eigentlichen 

Hybridoma-Bildung wurden die sogenannten “Feeder–-Zellen aus dem Peritoneum 

von Mausen mittels einer 0,34 molaren Sucrose-Ausspulung isoliert. Die Zellen 

wurden in Hybridoma-Medium aufgenommen und auf zehn 96-well-Platten verteilt. 

Hybridoma-Medium: 

RPMI-Medium + 20% FCS 

1 Fl. OPI (Oxaloacetat, Pyruvat, Insulin) Medienzusatz 

1 Fl. Azaserin-Hypoxanthin 50x 

1 Fl. Endothelialer Zellwachstums-Zusatz (ECG-S, engl: endothelial cell growth 

supplement) 15 mg 

3.7.2 Hybridoma-Bildung 

Die immunisierten Mause wurden nach der To tung in Ethanol getaucht, um sie steril 

zu halten. Dann wurde unter der Sterilbank entweder die Milz entnommen oder die 

poplitealen Lymphknoten (je nach Immunisierungsmethode) und in RPMI-Medium 

uberfuhrt. Mittels zweier steriler Nadeln wurden dann die B-Zellen aus den entnom-

menen Organen gerieben. Nachdem man die Zellen, mo glichst ohne Organstuck-

chen, in ein 50ml Falcon-Ro hrchen transferiert hat, wurden die B-Zellen und die 

Myelomazellen 3x in RPMI gewaschen (1200U/min, 5min). Nach dem letzten Wa-

schen wurden die Myeloma- und B-Zellen vereinigt, nochmals zentrifugiert und der 

U berstand abgesaugt. 
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 Nun erfolgte die Fusionierung mittel PEG (Polyethylenglykol). Dazu wurden die 

vereinigten Zellen in 400´l RPMI aufgenommen und 600´l PEG hinzugegeben. 

Durch leichtes Schutteln wurde alles vermischt und dann bei 1200U/min fur 5min 

zentrifugiert. Dann wurden etwa 500´l U berstand abgenommen und durch leichtes 

Klopfen die Zellen wieder resuspendiert. Es wurden nun vorsichtig 5ml RPMI und 

dann 10ml Hybridoma-Medium hinzugetropft, um die Fusionierungs-reaktion zu 

stoppen. Nach erneutem vorsichtigem Mischen wurden die Zellen abzentrifugiert, der 

U berstand abgesaugt und die Zellen in 100ml Hybridoma-Medium aufgenommen. Als 

letztes wurden die Hybridoma-Zellen auf den zehn 96-well-Platten ausgesat. 

3.7.3 Testen der Klone 

Die 96-well-Platten wurden ab dem siebten Tag nach der Hybridoma-Bildung fast 

taglich auf wachsende Klone hin untersucht. Bei Klonen die etwa ein Drittel des wells 

ausfullten, wurde das Medium fast ganz abgezogen und neues Medium gegeben. 

Am nachsten Tag wurde bei diesen wells etwa 100´l Medium abgenommen und 

dieses Medium mit den enthaltenen Antiko rpern mittels eines Zell-ELISA getestet. 

Erwunscht war eine Bindung an die immunogene Zelllinie und keine oder eine 

schwache Bindung an die tolerogene Zelllinie. 

3.8 Lipidextraktion 

Die Lipidextraxtion beruht auf der Methode von Bligh & Dyer von 1959. Hierbei wird 

zu in PBS gewaschenen Zellen zuerst eiskaltes Chloroform (1,25ml auf 1ml Zellsus-

pension) gegeben. Dann gibt man 2,5ml eiskaltes Methanol dazu, das mit dem 

Chloroform fur den Zellaufschluss sorgt, wozu man es einige Minuten auf Eis stehen 

lasst. Es werden weitere 1.25ml Chloroform hinzugegeben und abschlie„end 1,25ml 

0,2%ige Ameisensaure (HCOOH). Das Gemisch wird gevortext und fur 10-30 min. 

auf Eis stehen gelassen. Zur besseren Phasentrennung wird abschlie„end bei 2500 

U/min fur 5 min. zentrifugiert und dann die untere organische Phase entnommen. Die 

so erhaltene Lipidlo sung wird bei ’ 20ØC fur den weiteren Gebrauch aufbewahrt.
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4 Ergebnisse 

4.1 M-N#1 und Galectin-3: Analyse eines schon fruher 
identifizierten Antigens 

Das M-N#1 Antigen wurde mittels einer subtraktiven Immunisierung entdeckt, die 

darauf ausgerichtet war, Oberflachenepitope zu entdecken, die metastasierungs-

spezifisch exprimiert werden. Der monoklonale Antiko rper gegen dieses Antigen 

erkennt Kohlenhydrat-Antigene (Sleeman et al., 1999). Spezifisch bindet der 

Antiko rper die Untergruppen 2, 3 und 4 des Blutgruppenantigens B (BGA B) mit einer 

leichten Kreuzreagenz zum Blutgruppenantigen A, Subtyp 2. Die Exprimierung des 

Kohlenhydratrestes auf den Tumorzellen ist funktionell bedeutsam, da der M-N#1 

Antiko rper sehr effizient das Tumorwachstum in spontanen Metastasierungsver-

suchen inhibiert. Somit lassen diese Experimente den Schluss zu, dass die 

Expression dieser Untergruppen des BGA B, die durch den Antiko rper erkannt 

werden, zwar nicht direkt im metastatischen Prozess involviert sind, jedoch den 

Tumorzellen einen Wachstums- oder U berlebensvorteil verschaffen. 

Das M-N#1 Antigen wird praktisch nicht im normalen Brustgewebe exprimiert, ist 

jedoch stark hochreguliert wahrend des Prozesses der Involution nach dem Stoppen 

der Laktation (Mengwasser & Sleeman, 2001). Die Involution, also die Ruck- und 

Umbildung des Brustgewebes nach der Laktation ist in zwei Phasen unterteilt, eine 

erste, einleitende Phase, die durch lokale Hormone gesteuert wird und durch die 

Apoptose von voll entwickelten Epithelzellen des Brustgewebes ohne eine erkenn-

bare Degradation der extrazellularen Matrix (ECM) gekennzeichnet ist; und eine 

zweite Phase, in der die Umstrukturierung der ECM mit anschliessender Apoptose 

derjenigen Zellen, die ihre differenzierte Form verloren haben, stattfindet (Lund et al., 

1996). 
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Das M-N#1 Antigen ist in diesem Prozess praktisch ausschliesslich auf denjenigen 

Zellen exprimiert, die nicht der Apoptose unterliegen, was von mir anhand 

Doppelfarbungen gezeigt werden konnte (Mengwasser & Sleeman, 2001). Somit 

scheint auch im normalen Brustgewebe die M-N#1 Expression den Epithel-zellen, die 

fur die Umstrukturierung des Brustgewebes beno tigt werden, einen Wachtums- oder 

U berlebensvorteil zu gewahren. 

Eine mo gliche Erklarung fur das Blockieren des Tumorwachstums durch den M-N#1 

Antiko rper ko nnte sein, dass der Antiko rper die Interaktionen der Tumorzellen mit 

Liganden oder der ECM, die fur das Wachstum oder das U berleben der Tumorzelle 

in vivo entscheidend sind, unterbindet. Ein Kandidat fur so einen Liganden ware 

Galectin-3. 

Galectin-3 ist ein endogenes Saugetierlektin, das an ABH-Blutgruppenantigene 

bindet (Sato & Hughes, 1992) und das sowohl im Nukleus, im Zytoplasma, als auch 

extrazellular sezerniert, zu finden ist (U bersicht durch Hughes, 1999). Es geho rt zu 

einer Familie von Genen, deren Produkte durch zwei Eigenschaften verbunden sind: 

Sie teilen charakteristische Aminosaure-Sequenzen und zeigen alle eine spezifische 

Affinitat fur β-galaktoside Zucker (Barondes et al, 1994). Eine Anzahl von Funktionen 

wurde fur Galektin-3 beschrieben, darunter die Modulation von Zelladhasions-

Eigenschaften (Inohara & Raz, 1995; Kuwabara & Liu, 1996; Warfield et al., 1997, 

Ochieng et al., 1998) und die Regulation der Zellmotilitat (Sano et al., 2000). 

Zusatzlich wurde festgestellt, dass es auch anti-apoptotische und wachstumsfo rdern-

de Eigenschaften besitzt (Yang et al., 1996, Akahani et al., 1997) und die Zellin-

vasion unterstutzt (Le Marer & Hughes, 1996). Diese Fahigkeiten sind offensichtlich 

mit Aspekten der Tumorgenese und Metastasierung verbunden. In einigen Fallen 

wurde gezeigt, dass die Expression von Galectin-3 mit dem histologischen Grad der 

Tumorgenese korreliert und prognostisch signifikant ist (Nakamura et al., 1999; 

Honjo et al., 2000). Noch bedeutender ist, dass die ektopische Expression oder die 

Inhibierung von Galectin-3 die Tumorigenitat und die Neigung der Tumorzellen zu 

metastasieren erho ht, respektive vermindert (Bresalier et al., 1998; Yoshii et al., 

2001; Honjo et al., 2001). 
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Mein Ziel in diesem Teil der Doktorarbeit war es nun, die Expression von Galectin-3 

im Brustgewebe zu untersuchen um festzustellen, ob die Galectin-3 Expression mit 

der M-N#1 Antigen Expression korreliert, ob M-N#1 ein Ligand fur Galectin-3 

darstellt. Um diese Frage zu klaren, sollte untersucht werden, ob Galectin-3 an 

MT450 Zellen bindet und ob diese Bindung durch Vorbehandlung mit dem M-N#1 

Antiko rper blockiert werden kann. All diese Ergebnisse sollten uns Einsichten in die 

Funktionweise des M-N#1 Antigens bringen, um mehr uber seine Rolle in der 

Tumorprogression und Metastasierung zu erfahren. 

 

 

 

4.1.1 Galectin-3 Expression im involutierenden Brustgewebe 

Wie schon oben beschrieben ist das M-N#1 Antigen im sich ruckbildenden 

Brustgewebe exprimiert. Um die Hypothese zu stutzen, dass es sich bei Galectin-3 

um einen mo glichen Liganden fur M-N#1 handelt, untersuchte ich die Expression von 

Galectin-3 im laktierenden und involutierenden Brustgewebe. Dazu wurden Paraffin-

schnitte von Rattenbrustgeweben angefertigt und immunhistochemisch mit einem 

Galectin-3 Antiko rper angefarbt. Wie die Abbildung 4 zeigt, konnte keine Galectin-3 

Expression im laktierenden Brustgewebe nachgewiesen werden. Dafur ist Galectin-3 

nach dem Beginn der Involution stark hochreguliert und verbleibt hoch exprimiert fur 

den restlichen Zeitraum der Involution. 

Abb.3: Hier eine 
schematische 
Darstellung des 
Galectin-3 Molekuls. 
Es stellt einen 
Sonderfall unter den 
Galectinen dar, da es 
einen chimaren 
Charakter hat. Es hat 
eine Galectin ubliche 
Kohlenhydrat-
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Abb.4: Immunhistochemische Farbung von 
Paraffinschnitten mit dem Galectin-3 Ak. auf 
Rattenbrustgeweben (rBG) 
A: laktierendes rBG,  
B: 2 Tage (T) involutierendes (inv.) rBG, 
C: 4T inv. rBG,  
D: 6T inv. rBG,  
E: 8T inv. rBG  
Galectin-3 (rote Farbung) 
Gegenfarbung mit Hamatoxilin (blau), Balken: 
50´m 
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4.1.2 Galectin-3 Expression und apoptotische Zellen im 
involutierenden Brustgewebe 

Da ich in fruheren Versuchen zeigen konnte, dass das M-N#1 Antigen praktisch nur 

auf Zellen exprimiert wird, die nicht den Prozess der Apoptose untergehen, wollte ich 

nun feststellen, ob dies auch bei Galectin-3 exprimierenden Zellen der Fall ist, da das 

Expressionmuster von Galectin-3 in involutierenden Brustgeweben dem von M-N#1 

stark ahnelt. Es wurden wieder Schnitte von Rattenbrustgeweben genommen, die 

dann einer Farbung mit einem Galectin-3 Antiko rper und zusatzlich mit dem Apoptag-

Kit auf apoptierende Zellen untersucht wurden. In der Abbildung 5 ist zu sehen, dass 

es in den involutierenden Brustgeweben praktisch keine Zellen gibt, die sowohl eine 

Galectin-3 Expression zeigen (blaue Farbung) und apoptotisch (rote Farbung) sind. 

Das Bild 5F zeigt einen solch seltenen Fall und beim Bild 5G wurde der 

Gewebeschnitt mit mit β-Aktin Antiko rpern und dem Apoptag-Kit behandelt, um zu 

verdeutlichen, dass in den apoptotischen Zellen noch intakte Proteine vorhanden 

sind. 

 



 73

Abb.5: Apoptotische Zellen sind nicht Galectin-3 positiv. IHC-Doppelfarbung mit dem Galectin-3 Ak. 
(blau) und einem Apoptose-Kit (rote Farbung) auf Rattenbrustgeweben (rBG) A: laktierendes rBG, B: 2 
Tage involutierendes rBG, C: 4T inv. rBG, D: 6T inv. rBG, E: 8T inv. rBG, F: doppelgefarbte Zelle (Gal-3 
und apoptotisch) G: Dieser Schnitt wurde mit Aktin-Ak. und Apoptag-Kit angefarbt, um zu zeigen, dass 
auch in apoptotischen Zellen noch Proteine exprimiert sind (Aktin:blau, Apoptag: rot) 
Gegenfarbung wurde zur besseren U bersicht weggelassen, Balken: A-E: 50´m  
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4.1.3 Koexpression von Galectin-3 und M-N#1 und apoptotischen 
Zellen im Rattenbrustgewebe 

Nun war die Frage, ob Galectin-3 eine Kolokalisation mit dem M-N#1 Antigen 

aufweist. Hierzu wurden erneut Gewebeschnitte immunhistochemisch gefarbt, dies-

mal mittels eines Galectin-3 Antiko rpers und zusatzlich mit einem M-N#1 Antiko rper. 

Es zeigte sich, dass die Expression von Galectin-3 und M-N#1 auf einer gro„en Zahl 

von Zellen im Brustgewebe kolokalisiert ist, obwohl nicht alle Zellen diese Koexpres-

sion der beiden Antigene aufweisen (siehe Abb. 6, oben, violette Farbung). 

Besonders deutlich wird der Unterschied zu den beiden Geweben, die mit M-N#1 und 

Apoptag, respektive Galectin-3 und Apoptag gefarbt wurden (Abb. 6, mitte und 

unten, rote und blaue Farbung). 

Abb.6: 
Immunhistochemische 
Doppelfarbung auf 
Paraffinschnitten von 
Ratten-Brustgeweben 
Oben: 4T inv. rBG mit 
M-N#1-Ak. und Gal-3 
Ak. gefarbt, man sieht 
die violette Farbung, die 
eine Kolokalisation 
anzeigt 
Mitte: 4T inv. rBG mit M-
N#1 Ak. und Apoptag-
Kit gefarbt. Hier ganz 
klare Trennung von roter 
(Apoptag) und blauer 
(M-N#1) Farbung 
Unten: 4T inv. rBG mit 
Gal-3 Ak und Apoptag-
Kit gefarbt. Hier auch 
klare Trennung von roter 
und blauer Farbung 
Balken: 50´m 
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4.1.4 Statistische Auswertung der Expression von Galectin-3, 
M-N#1 und apoptotischer Zellen im involutierenden 
Brustgewebe 

Um die erhaltenen Ergebnisse besser werten zu ko nnen wurde zusatzlich noch eine 

statistische Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse angefertigt. Dazu 

wurden mehrere Schnitte von Rattenbrustgeweben 4 Tage nach Ende der Laktation 

angefertigt und mit Galectin-3 Antiko rpern, M-N#1 Antiko rpern oder dem Apoptag-Kit 

gefarbt. Ich benutzte deswegen Rattenbrustgewebe 4 Tage nach Ende der Laktation, 

da dort die Expressionsmengen von Galectin-3 und M-N#1 als auch die Zahl der 

apoptotischen Zellen am gro „ten ist. Nach der Farbung wurden die Schnitte in der 

Form ausgewertet, indem ich pro Schnitt in 5 Feldern von 1mm2 Gro „e die gefarbten 

Zellen zahlte. Dies wurde bei drei unterschiedlichen Schnitten von unterschiedlichen 

Tieren durchgefuhrt. Die Ergebnisse (Tab.1) zeigen, dass es quasi keine Zellen gibt, 

die sowohl apoptotisch sind als auch eine Galectin-3 oder M-N#1 Expression zeigen. 

Zusatzlich zeigen etwa 25-30 % der gefarbten Zellen eine Kolokalisation von 

Galectin-3 und M-N#1. Somit konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 im involutie-

renden Brustgewebe stark hochreguliert ist und die Expression invers mit apop-

totischen Zellen korreliert. Ebenso zeigt sich eine signifikante Anzahl an Zellen, die 

Galectin-3 und M-N#1 zusammen auf der Oberflache exprimieren.  

 

 M-N#1 pos. 
Zellen/mm2 

Gal-3 pos. 
Zellen/mm2 

Apoptotische 
Zellen/mm2 

doppelt pos. 
Zellen/mm2 

M-N#1 + 
Apoptag 283 �18 ’  156 �14 1 �0.4 

Galectin-3 
+ 
Apoptag 

’  364 �22 146 �3 4 �0.4 

M-N#1 + 
Galectin-3 329 �20 398 �28 ’  87 �9 

  

 

Tab.1: Anzahl doppelt positiv gefarbter Zellen in Ratten-Brustgewebe-Schnitten 4 Tage 
involutierend. Die Schnitte wurden entweder mit M-N#1 Ak. und dem Apoptag-Kit, Galectin-3 
Ak. und dem Apoptag-Kit oder M-N#1 Ak. und einem Galectin-3 Ak. doppelt gefarbt. Der 
Durchschnitt und der Standardfehler von funf 1mm2 gro„en Feldern pro Schnitt sind angegeben, 
wobei jede Farbung mind. zweimal unabhangig durchgefuhrt wurde. 
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4.1.5 Regulation der Galectin-3 Expression durch systemische 
Hormone 

In fruheren Versuchen konnte ich bestatigen, dass die systematische Gabe von 

Dexamethason ins laktierende Brustgewebe die zweite Phase der Involution 

unterdrucken kann (schon zuvor gezeigt durch: Lund et al., 1996; Li et al., 1997), 

dass aber die M-N#1 Expression und die Anzahl der apoptotischen Zellen nicht 

dadurch geandert wird (Mengwasser & Sleeman, 2001). 

Ich wollte nun wissen welche Auswirkung diese Hormonbehandlung der Brustge-

webe auf die Expression von Galectin-3 in diesen Brustgeweben hat. Dazu wurden 

Schnitte von Brustgeweben 2, 4, 6 und 8 Tage nach der Laktation genommen, die 

entweder fur diesen Zeitraum mit Dexamethason behandelt wurden oder unbehan-

delt belassen wurden. Die Schnitte wurden dann durch eine immunhistochemische 

Farbung auf ihre Galectin-3 Expression untersucht. Wie man in der folgenden 

Abbildung sehen kann (Abb.7) haben die Brustgewebe, die mit Dexamethason 

behandelt wurden, nicht die Involution durchlaufen, was dadurch deutlich wird, dass 

ihre Milchkanalchen immer noch voll Milch sind und sie sich nicht zuruckbilden 

(Bilder E-H). Jedoch ist in den behandelten Schnitten, im Gegensatz zu den 

unbehandelten Schnitten, eindeutig zu sehen, dass die Galectin-3 Expression dra-

matisch reprimiert ist und erst gegen Ende der Laktation langsam wieder ansteigt. 

Eine Quantifizierung der Ergebnisse zeigt (Tab.2), dass die Expression von Galectin-

3 stark durch die Gabe von Dexamethason bis zum Tag 6 nach Ende der Laktation 

unterdruckt wird und sich dann langsam wieder erho ht. 
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Abb.7: Immunhistochemische Farbung auf Paraffinschnitten von rBGs, die entweder mit 
Dexamethason behandelt wurden (E-H) oder nicht behandelt wurden (A-D), mit einem 
Galectin-3 Ak: 
Die Gewebe wurden den Tieren 2 Tage(A, E), 4 Tage (B, F), 6 Tage (C, G), und 8 Tage (D, 
H) nach Ende der Laktation entnommen. 
Galectin-3 Farbung (rot), Gegenfarbung mit Hamatoxilin (blau), Balken: 50´m 
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 α -M-N#1 pos. 
Zellen/mm2 

α -Galectin-3 
pos. Zellen/mm2 

Apoptotische 
Zellen/mm2 

 - Dex + Dex - Dex + Dex - Dex + Dex 

0T 0 0 8 �1.4 8 �1.4 1 �0.6 1 �0.6 

2T 59 �2 83 �10 74 �11 29 �4 81 �6 184 �17 

4T 283 �20 519 �49 307 �14 16 �2 164 �16 140 �21 

6T 329 �29 451 �58 174 �10 99 �2 43 �8 70 �4 

8T 150 �7 342 �18 132 �3 122 �3 18 �1 49 �8 

  

 

4.1.6 Analyse der Galectin-3 Expression in hormonbehandelten 
Brustgeweben durch “Northern-Blot– Hybridisierung 

Die Immunhistochemischen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Hochregulation 

von Galectin-3 wahrend der Involution der Brustgewebe in einer hormonabhangigen 

Weise geschieht. Um diese Ergebnisse zu stutzen wurde von mir die Expression von 

Galectin-3 in behandelten und nichtbehandelten Brustgeweben durch die Northern-

Blot Hybridisierung und nachfolgend durch eine Western-Blot Analyse untersucht. 

Wie erwartet ko nnen keine signifikanten Mengen an Galectin-3 vor dem Start der 

Involution festgestellt werden (Abb.8, 0d). Zu beachten ist, dass bei der Probe vom 

laktierenden Brustgewebe mehr polyA+-RNA geladen wurde, um das GAPDH Signal 

anzugleichen. Es wurde von mir in fruheren Versuchen schon gezeigt, dass die 

GAPDH-Expression im involutierenden Brustgewebe hochreguliert ist (Mengwasser 

& Sleeman, 2001). Die Expression von Galectin-3 ist stark im sich ruckbildenden 

Brustgewebe hochreguliert und bleibt konsistent hoch bis 8 Tage nach der Laktation. 

U berraschenderweise zeigt sich die gleiche Situation in den Brustgeweben, die mit 

Dexamethason behandelt wurden. 

Tab.2: Anzahl positiv gefarbter Zellen in Ratten-Brustgewebe-Schnitten von Dexamethason 
behandelten und unbehandelten Tieren. Die Schnitte wurden entweder mit M-N#1 Ak, Galectin-3 
Ak. oder dem Apoptag-Kit gefarbt. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler von funf 
1mm2 gro„en Feldern pro Schnitt, wobei jede Farbung mind. zweimal unabhangig durchgefuhrt 
wurde. 
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Abb.8: Northern Hybridisierung von RNS aus Ratten-Brustgeweben mit einer Galectin-3 
Sonde. Die Gewebe wurden Tieren, die entweder mit Dexamethason behandelt wurden 
(+Dex), oder nicht behandelt wurden (-Dex) entnommen. Poly (A+) RNS von Brustgeweben 
0, 2, 4, 6 und 8 Tage nach Ende der Laktation wurden mit einer Probe fur Galectin-3 (Gal-3 
oder GAPDH hybridisiert. Als positive Kontrollen fur diese Proben wurde poly (A+)-RNS von 
Rattenkolon (C) und Magen (S) benutzt. Alle Bahnen wurden mit 5´g beladen, au„er der 
0Tage-Bahnen, wo die Menge erho ht wurde, um bei der Ladekontrolle GAPDH ein Signal 
zu erhalten. Das ist no tig, da GAPDH wahrend der Involution reguliert wird (Mengwasser 
&Sleeman, 1999). Das Gel zeigt die relativen Mengen, die geladen wurden (-Dex)-Gel. Fur 
den Gal-3 (+Dex)-Northern Blot wurden equivalente Ergebnisse erzielt. 

 

4.1.7 Analyse der Galectin-3 Proteinmengen in involutierenden 
Brustgeweben mittels “Western Blot– 

Um einen vollstandigen U berblick uber die Galectin-3 Mengen in den unbehandelten 

und mit Dexamethason behandelten Brustgeweben zu erhalten, wurde zusatzlich die 

Proteinmenge von Galectin-3 durch eine “Western Blot–-Analyse untersucht. Die 

Ergebnisse sind in Abb.9 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Galectin-3 

Proteinmengen wahrend der Involution stark ansteigen und zum Zeitpunkt 4-6 Tage 

nach der Laktation ihren Ho hepunkt erreichen. Bei den mit Dexamethason 

behandelten Brustgeweben bleiben die Proteinmengen niedrig und steigen nur leicht 

bei 6 und 8 Tagen nach der Laktation an.  
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Abb.9: Western-Blot-Analyse der Galectin-3 Expression wahrend der Involution des 
Brustgewebes. Das Gewebe, das benutzt wurde um die Protein-Lo sung herzustellen, kam von 
Tieren, die entweder mit Dexamethason behandelt (+Dex) oder nicht behandelt (-Dex) wurden. 
Die Protein-Lo sung von Brustgeweben entnommen 0, 2, 4, 6 und 8 Tage nach Ende der 
Laktation wurde auf einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und einem Western Blot 
unterzogen. Die Membranen wurden zuerst mit einem Galectin-3 Ak. getestet, dann gestrippt 
und anschlie„end mit einem „-Aktin-Ak. getestet. Die Gro „e wurde im Vergleich mit einem 
Protein-Molekulargewichtsmarker ermittelt. 

Diese Ergebnisse stehen in U bereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Immun-

histochemie. Es scheint, das Galectin-3 zusatzlich zur transkriptionellen Kontrolle 

einer post-transkriptionellen Kontrolle unterliegt. 

4.1.8 Analyse der Brustgewebe von Galectin-3 “Knockout–-Mausen 
im Vergleich zu normalen Mausen 

Da Galectin-3 im involutierenden Brustgewebe stark exprimiert wird und dies unter 

hormoneller Kontrolle steht, stellte sich die Frage, welche Auswirkungen die kom-

plette Unterbindung der Galectin-3 Expression auf das Brustgewebe und die Involu-

tion haben ko nnte. Es gibt schon mehrere etablierte Mauslinien, in denen das 

Galectin-3 Gen gezielt ausgeschaltet ist (Poirier & Robertson, 1993; Colnot et al, 

1998; Hsu et al., 2000). Durch zwei Kollaborationen war es uns mo glich, zum einen 

involutierende Brustgewebe von Galectin-3 Nullmutanten (freundl. Gabe von Prof. 

F.T. Liu) fur immunhistochemische Analysen, und zum anderen Gal-3 (-/-) - Mause 

fur die Zucht (freundl. Gabe von Fr. Prof. Poirier) und anschliessende Analyse der 

Brustgewebe zu erhalten. 
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Von den involutierenden Brustgeweben der Galectin-3 Nullmutanten und den 

entsprechenden Brustgeweben von normalen Mausen mit dem gleichen genetischen 

Hintergrund wurden Paraffin-Schnitte angefertigt und die Schnitte dann mit Eosin und 

Hamatoxilin angefarbt. Anschliessend untersuchte ich die Gewebeschnitte unter dem 

Mikroskop auf morphologische Unterschiede hin. Wie sich bei der Analyse zeigte, 

konnten keine offensichtlichen Unterschiede im Zeitraum des Involutionsprozesses 

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 

Galectin-3 Nullmutanten-Mause wurden in unserem Tierhaus weiter gezuchtet und 

ich entnahm weiblichen Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten das inguinale 

Brustgewebe um eine Organ-Farbung mit Karmin durchzufuhren. Da ich bei den 

involutierenden Brustgeweben von Galectin-3-Nullmutanten keine Veranderungen zu 

denen von normalen Mausen feststellen konnte, untersuchte ich diesmal 

Brustgewebe zu verschiedenen Zeitpunkten der Pubertat und Brustgewebe direkt 

nach dem Beginn der Laktation. Ebenso entnahm ich Kontrollmausen mit dem 

gleichen genetischen Hintergrund die Brustgewebe zum gleichen Zeitpunkt, um eine 

Farbung durchzufuhren. Wie sich nach den Versuchen herausstellte, konnte ich 

keine offensichtlichen Unterschiede in der Morphologie der Brustgewebe von 

Galectin-3 Nullmutante und den Kontrollmausen feststellen, wie in der Abb.10 

beispielhaft dargestellt ist. 
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Abb.10: Karminfarbung von ganzen Maus-Brustgeweben aus Galectin-3 
Nullmutanten (A, B) und Wildtyp-Mausen (C, D). 
Die Gewebe wurden 7 Wochen alten Mausen (A, C) oder 1 Tag laktierenden (B, D) 
Mausen entnommen. Die Gewebe wurden auf offensichtliche, morphologische 
Unterschiede untersucht. 
Balken: 0.5mm (A, C), 200 ´m (B, D) 

A 

B 

C 

D 

4.1.9 Galectin-3 Bindung an MT450-Zellen: Kann der M-N#1 
Antiko rper diese Bindung blockieren ? 

Die Experimente in den Brustgeweben weisen darauf hin, dass Galectin-3 und M-

N#1 in gro„em Ma„e kolokaliesieren. Diese Beobachtung ist konsistent mit der Idee, 

dass M-N#1 als Ligand fur Galectin-3 in Frage kommt. Um einen weiteren Hinweis 

darauf zu bekommen, wollte ich zum einen feststellen, ob Galectin-3 an MT450 

Zellen, aus denen das M-N#1 Antigen isoliert worden ist, bindet und zum anderen, 

ob diese Bindung durch eine Prainkubation mit dem M-N#1 Antiko rper unterbunden 

werden kann und somit z.B. die wachstumsfo rdernden Eigenschaften von Galectin-3 

inhibiert. 
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Abb.11: Bindung von biotinyliertem Galectin-3 an MT450 Zellen 
In einem Zell-ELISA wurden verschiedene Mengen an biotinyliertem Galectin-3 Protein auf MT450 
Zellen inkubiert. Die Y-Achse zeigt die Mittelwerte und Standardfehler der Absorption der ABTS-
Reaktion bei 405 nm an. Auf der X-Achse sind die Mengen an biotinyliertem Galectin-3 aufgetragen 
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Die Bindung von biotinyliertem Galectin-3 Protein (freundl. Gabe von Prof. Gabius) 

wurde mittels eines Zell-ELISA untersucht. Wie aus der unten aufgefuhrten Tabelle 

ersichtlich ist, erfolgt eine konzentrationsabhangige Bindung von Galectin-3 Protein 

an MT450 Zellen mit einer Sattigung bei etwa 0,5´g/ml (Abb.12). Nun wurden in 

einem zweiten Versuch die MT450 Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des 

M-N#1 Antiko rpers prainkubiert und anschliessend mit der zuvor ermittelten 

optimalen Konzentration an biotinyliertem Galectin-3 inkubiert. Die Abb.12 zeigt, dass 

die Galectin-3 Bindung an MT450 Zellen nicht durch den M-N#1 Antiko rper blockiert 

werden kann. 
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Gal-3 Bindung an MT450 Zellen nach Pra inkubation mit 
dem M-N#1 Ak.
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Abb.11: Bindung von biotinyliertem Galectin-3 an MT450 Zellen, die mit verschiedenen Mengen an 
M-N#1-Ak. prainkubiert wurden 
In einem Zell-ELISA wurden zuerst verschiedene Mengen an M-N#1-Ak. auf MT450 Zellen inkubiert. 
Es wurde mit 0,5´g biotinyliertem Galectin-3 inkubiert. Die Y-Achse zeigt die Mittelwerte und 
Standardfehler der Absorption nach ABTS-Reaktion bei 405 nm. Auf der X-Achse sind die Mengen 
an M-N#1.Ak. aufgetragen, die zur Prainkubation benutzt wurden. 
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4.2 Diskussion der Galectin-3 Ergebnisse 

Ich habe hier gezeigt, dass Galectin-3 wahrend der Involution nach dem Ende des 

Saugens stark hochreguliert ist. Obwohl der Anstieg der Expression wahrend der 

ersten Phase der Involution beginnt, findet der hauptsachliche Anstieg der 

Expression wahrend der zweiten Phase statt. Dies wird noch von der Tatsache 

unterstutzt, das Dexamethason, ein Glukokortikoid Hormon, das den Beginn der 

zweiten Phase der Involution unterdruckt, die Galectin-3 Expression stark suprimiert. 

Diese Daten weisen auf eine mo gliche Funktion von Galectin-3 wahrend der zweiten 

Phase der Involution, welche im Gegensatz zur ersten Phase durch 

Gewebeumgestaltung charakterisiert ist (Li et al., 1997). Galectin-3 hat eine Reihe 

von Eigenschaften, die zur Gewebeumgestaltung beisteuern ko nnten, wie die 

Regulation von Zelladhasion und Motilitat, die Unterdruckung der Apoptose und die 

Fo rderung von Zellwachstum und Invasion. Daruberhinaus wurde fur Galectin-3 

gezeigt, dass es die Morphogenese der Verzweigung der Harnleiterknospe / des 

Sammelkanals in der embryonalen Niere moduliert (Bullock et al, 2001), und es ist zu 

notieren, dass diese Morphogenese der Verzweigung viele Ahnlichkeiten mit der 

Gewebeumgestaltung der Brustgewebe nach der Laktation aufweist. Welche der 

Eigenschaften von Galectin-3 ko nnte fur die Gewebeumgestaltung verantwortlich 

sein? Wie gezeigt, konnte ich Galectin-3 Expression fast ausschliesslich auf nicht-

apoptotischen Zellen nachweisen. Sieht man dies im Zusammenhang mit der 

Gewebeumgestaltung, ko nnte Galectin-3 die Induktion der Apoptose unterdrucken. 

Zusatzlich inhibiert Dexamethasone die Gewebeumgestaltung, aber nicht die 

Apoptose in sich ruckbildenden Brustgeweben (Lund et al., 1996; Li et al, 1997; 

Mengwasser & Sleeman, 2001; Mengwasser et al., 2002 in Druck) und unterdruckt 

die Galectin-3 Expression (Abb.7, Abb.9, Tabelle 2). Wenn Galectin-3 die Apoptose 

im involutierenden Brustgewebe unterdrucken soll, ware eine mo gliche Prognose, 

dass eine Dexamethason Behandlung in einer erho hten Apoptoserate resultieren 

wurde. Ich stellte fest, dass die Dexamethason Behandlung nur einen schwachen 

Anstieg der Apoptoserate im involutierenden Brustgewebe auslo st (Tabelle 2).  
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Es ist aber auch gleichwohl mo glich, dass andere Eigenschaften von Galectin-3 als 

die Unterdruckung der Apoptose oder zusatzlich zur Unterdruckung der Apoptose fur 

die Gewebeumbildung verantwortlich sind. 

Wenn Galectin-3 eine Rolle bei der Umgestaltung der Brustgewebe spielen soll, 

erwartet man eine gesto rte Gewebeumbildung in Mausen, die eine gezielte Deletion 

des Galectin-3 Gens aufweisen. Ich untersuchte histologisch die involutierenden 

Brustgewebe von Wildtyp-Mausen im Vergleich zu Brustgeweben von Galectin-3 

Knockout-Mausen (Hsu et al., 2000), aber ich konnte keine morphologische oder 

kinetische Unterschiede in Involutionsprozess feststellen (Daten nicht gezeigt). Es ist 

aber wichtig festzustellen, dass es viele Mitglieder der Galectin-Genfamilie gibt und 

es ist sehr warscheinlich, dass vielleicht andere Mitglieder das Fehlen von Galectin-3 

in den Knockout-Mausen kompensieren ko nnen. Um diese Fragestellung zu lo sen, 

ware es wichtig, konditionelle Knockout-Techniken zu benutzen, um die Rolle von 

Galectin-3 in involutierenden Brustgeweben zu untersuchen. 

Eine unerwartete Beobachtung in dieser Arbeit war die Tatsache, dass die Galectin-3 

Proteinmengen und die Galectin-3 mRNS Mengen unterschiedlich reguliert sind. Dies 

deutet darauf hin, das Galectin-3 sowohl transkriptional als auch post-transkriptional 

reguliert wird. Das Glukokortikoid-Hormon Dexamethasone scheint post-

transkriptionell auf Galectin-3 zu wirken, da keine Unterschiede in den Galectin-3 

RNS Mengen von Dexamethason-behandelten und -unbehandelten Geweben 

festzustellen war (Abb.8). Dies wurde nahelegen, dass Dexamethason indirekt agiert, 

indem es mo glicherweise die Galectin-3 Translation oder die Proteinstabilitat 

beeinflusst. Solch ein Szenario ist nicht ohne Beispiel. So blockiert Dexamethason 

den IL-4 induzierten Anstieg von IL-4Ralpha Protein auf T- und B-Zellen, ohne die IL-

4Ralpha mRNS-Mengen zu verandern (Mozo et al., 1998). Glukokortikoide sind 

bekannt dafur die Proteinsynthese negativ zu modulieren, teilweise durch die 

Inhibierung der funktionellen eIF4F-Holokomplex-Bildung, die fur die 

Translationsiniziierung beno tigt wird (Shah et al., 2000a, b) und durch die 

Verminderung der Aktivierung der ribosomalen S6-Kinase (Shah et al., 2000b, c), 

deren Rolle ist, bevorzugt diejenigen mRNS zu selektieren, die ein cis-agierendes, 

terminales Oligopyrimidine (5°-TOP)-Motiv fur die Translation aufweisen. Zusatzlich 

ko nnen Glukokortikoide die Proteasom- und Kalzium-abhangige Proteolyse 

stimulieren (Wang et al., 1998; Thompson et al., 1999). 
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Wenn die Vermutung, dass Galectin-3 eine Rolle in der Gewebeumgestaltung spielt, 

richtig ist, dann ist die Unterdruckung der Galectin-3 Protein Expression durch 

systemische Glukokortikoidhormone wahren der ersten Phase der Involution (trotz 

der hohen mRNS-Mengen zu diesem Zeitpunkt) vielleicht wichtig, um sicher-

zustellen, dass keine Gewebeumgestaltung wahrend der ersten, reversiblen Phase 

der Involution stattfindet. 

Die anfangliche Motivation, die Galectin-3 Expression in involutierenden Brust-

geweben zu analysieren, war die Galectin-3 Expression mit der M-N#1-Antigen 

Expression zu vergleichen, um festzustellen, ob dieses Kohlenhydrat-Antigen ein 

Ligand fur Galectin-3 wahrend der Involution sein ko nnte. Es sollte hierbei mehr uber 

die normale Funktion des M-N#1 Antigens herausgefunden werden, die dann 

Ruckschlusse auf die Funktion des Antigens in der Krebszelle zulassen. Wie M-N#1 

ist auch Galectin-3 wahrend der Involution stark hochreguliert, und es ist faktisch nie 

auf apoptotischen Zellen exprimiert. M-N#1 und Galectin-3 zeigen zusatzlich eine 

Kolokalisation (Tabelle 1). Somit sind Galectin-3 und M-N#1 raumlich und zeitlich 

ahnlich exprimiert. Daraus folgt, dass M-N#1 ein Ligand fur Galectin-3 sein ko nnte. 

Dennoch ist die Kolokalisation von Galectin-3 und M-N#1 in keinem Falle vollstandig. 

Zusatzlich wird M-N#1 nicht durch Glukokortikoid-Hormone reguliert (Mengwasser & 

Sleeman, 2001). 

Um einen weiteren Hinweis zu erhalten, ob Galectin-3 an das M-N#1-Antigen bindet, 

wurde von mir untersucht, ob eine Prainkubation von MT450 Zellen mit dem M-N#1 

Antiko rper die Bindung von Galectin-3 an MT450 Zellen beeinflussen kann. Es 

ko nnte eine Erklarung dafur sein, dass der M-N#1 Antiko rper das Tumorwachstum in 

Ratten blockiert, indem er verhindert, dass Galectin-3 an das M-N#1 Antigen bindet 

und seine Funktion ausuben kann. 

 Ich stellte fest, dass eine Prainkubation mit dem M-N#1-Antiko rper die Bindung von 

Galectin-3 an MT450 Zellen nicht unterbinden kann, was aber nicht bedeuten muss, 

dass die Bindung an das M-N#1-Antigen nicht unterbunden wurde. Denn es ist 

mo glich, dass das M-N#1-Antigen nicht der einzige Ligand fur Galectin-3 auf den 

MT450 Zellen darstellt, da Galectin-3 zwar eine Spezifitat fur die Bindung an 

Galaktoseresten hat, es aber auch andere Galaktosereste an anderen Kohlenhydrat-

Antigenen geben kann, die nicht vom M-N#1-Antiko rper erkannt werden. 
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Es kann naturlich auch sein, das Galectin-3 trotz des Antiko rpers an das Antigen 

bindet und dass der Mechamismus der Blockierung des Tumorwachstums durch den 

Antiko rper gar nichts mit dem Galectin-3 Protein zu tun hat. 

Welche Mo glichkeiten gibt es noch, um eine Interaktion zwischen Galectin-3 und 

dem M-N#1-Antigen nachzuweisen? Da die Struktur des M-N#1-Antigens schon 

teilweise aufgeklart ist (Sleeman et al., 1999), ko nnte man es biochemisch 

synthetisieren und dann testen, ob Galectin-3 dieses synthetische Antigen bindet. 

Diese Tests sind schon fur einige Blutgruppenantigene durchgefuhrt worden (Feizi et 

al., 1994). Dies wurde aber nicht klaren, ob diese Bindung auf zellularer Ebene oder 

in vivo auch stattfindet, da das Antigen dort nicht isoliert vorkommt. 

Die Familie der Galectine umfasst inzwischen mehr als 10 Mitglieder, uber deren 

Funktion teilweise noch sehr wenig bekannt ist (Hughes, 1997, 2001; Bidon et al., 

2001). M-N#1 ko nnte demnach auch der Ligand fur ein anderes Galectin sein, da alle 

Galectine eine Spezifitat fur Galaktosereste haben. Es ware also wichtig, die bereits 

unternommenen Versuche mit anderen Galectinen zu wiederholen. So ko nnte der M-

N#1 Antiko rper andere Galectine daran hindern an die MT450 Zellen zu binden, und 

der Effekt auf das Tumorwachstum ko nnte so vermittelt werden. 

Weiterhin sollte man versuchen, das Protein, an dem das M-N#1-Antigen gebunden 

ist, zu isolieren, um so noch mehr uber die Funktion des M-N#1-Antigens 

aufzuklaren. 
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4.3 Subtraktive Immunisierung 

Wenn eine Tumorzelle metastasierend wird, mussen eine ganze Reihe von 

Veranderungen stattfinden. Sie muss die Produktion von verschiedenen Proteinen 

einstellen und von anderen starten, um die verschiedenen Schritte vom Loslo sen von 

Tumor, dem Durchbrechen der ECM uber das Umgehen von Apoptose-Signalen und 

der entstehenden Immunantwort in den Gefa„systemen, bis hin zur Extravasierung 

in das Zielgewebe mit anschliessender erneuter Proliferation, zu vollziehen. Auch auf 

der Zelloberflache, die fur die meisten dieser Schritte als Kontaktflache wichtig ist, 

mussen sich diese Veranderungen manifestieren. Diese Veranderungen zu identifi-

zieren und zu studieren, ist das Ziel des folgenden Abschnitts. Solche Antigene 

ko nnen in der Grundlagenforschung dazu dienen mehr Informationen uber die 

Grundlagen von Krebserkrankungen und dem Prozess der Metastasierung zu 

erhalten. Weiterhin ko nnen solche Antigene auch als Quelle fur Werkzeuge in der 

Diagnose und Therapie darstellen. Es sollten Antigene gefunden werden, die 

entweder nur auf der nichtmetastasierenden Zelllinie exprimiert werden oder solche, 

die nur auf der metastasierenden Zelllinie vorhanden sind. Wir wahlten die Methode 

der subtraktiven Immunisierung fur dieses Unterfangen, da sie den Vorteil bietet, mit 

den gefundenen Antiko rpern direkt ein Werkzeug in der Hand zu haben, um 

funktionelle Analysen durchzufuhren. Zudem ist das vorher beschriebene M-N#1 

Antigen ein effektives Beispiel dafur, dass mit dieser Methode tumorrelevante 

Antigene gefunden werden ko nnen. Aber wir denken, dass noch andere, neue 

Antigene zu finden sind. 

Die Zelllinien die wir auswahlten sind Rattentumor-Zelllinien. Der eine Vorteil besteht 

darin, dass es Zelllinien aus einem Zellsystem gibt, die unterschiedliche Metas-

tasierungseigenschaften besitzen, dass die gefunden Unterschiede nicht daher 

ruhren, das die Zellen einen unterschiedlichen Ursprung haben. Der zweite Vorteil ist 

der, dass Rattentumorzellen, genau wie beim Menschen, vorwiegend uber das 

Lymphsystem metastasieren, im Unterschied zu Mauskrebszellen, die vorwiegend 

uber das Blutsystem metastasieren. Der dritte Vorteil ist, dass Tumorexperimente 

durchgefuhrt werden ko nnen, die mit menschlichen Zelllinien nur in Nacktmausen 

mo glich waren. 
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Abb.13: Serumtest mittels 
Zell-ELISA auf 1AS 
Ln2Ln2Ln-Zellen, ob die 
Immunisierung erfolgreich 
war. 
Oben: Serum entnommen 
aus den Mausen (1-10) nach 
Tolerogen-Injektion (1AS). 
Eine Verdunnungsreihe 
wurde von den Seren von 
oben nach unten angelegt 
(jeweils1:1) 
Unten: Serum entnommen 
aus den Mausen (1-10) nach 
Abschluss der Immuni-
sierung mit der 
immunogenen Zelllinie 
(1AS Ln2Ln2Ln). Erneut 
wurde eine Verdunnungs-
reihe von oben nach unten 
angelegt (1:1) 

4.3.1 Subtraktive Immunisierung mit Zelllinien des BSP73 
Rattenpankreas-Zellsystems 

Fur die erste subtraktive Immunisierung wurden zwei Klone des BSP73 

Rattenpankreaskarzinom-Systems (Matzku et al., 1983) benutzt. Zum einen die 1AS 

Zelllinie, die nichtmetastasierend ist und zum zweiten ein Abko mmling dieser Zell-

linie, genannt 1AS Ln2Ln2Ln, die von Dr. Sleeman durch mehrfaches Passagieren in 

Ratten und Isolation aus spontan entstehenden Metastasen, generiert worden ist. 

Die subtraktive Immunisierung erfolgte reziprok mit beiden Zelllinien, wie in 3.6.6 be-

schrieben. Die U berprufung des Serums nach der Immunisierung ergab eine ho here 

Reaktivitat auf den immunogenen Zellen als das Serum nach Injektion der 

tolerogenen Zelllinie. Somit war die subtraktive Immunisierung erfolgreich (Abb.13). 

Nach erfolgreicher Hybridoma-Bildung wurden die Antiko rper mittels eines Zell-

ELISA (s. 3.5.10) auf den beiden Zelllinien getestet. Die Hybridomabildung wurde 

von mir zweimal mit insgesamt 4 verschiedenen Mausen pro Ansatz durchgefuhrt. 

Leider erwies sich bei beiden keiner der produzierten Antiko rper als spezifisch fur nur 

eine der beiden Zelllinien. 

 



 91

4.3.2 Subtraktive Immunisierung mit Zelllinien des Dunning 
Rattenprostatakarzinom-Systems 

Etwa zur gleichen Zeit wurde von mir der Versuch gemacht, mittels zweier Zelllinien 

des Dunning Rattenprostatakarzinom-Systems (Voigt & Dunning, 1974), durch die 

Methode der subtraktiven Immunisierung Epitope zu finden, die nur auf einer der 

beiden Zelllinien exprimiert sind. Dazu wurden aus diesem System die G-Zelllinie 

(nichtmetastasierend) und die AT6.1 Zelllinie (stark metastasierend) ausgewahlt, was 

auch in der Tab.3 deutlich wird, in der das Metastasierungsverhalten der verschie-

denen Dunning-Zelllinien getestet wurde. 

 

Zelllinie Primartumor Lymphknoten-Metastasen Lungen-Metastasen 

G 8/8 - - 

AT 6.1 9/9 6/9 9/9 

AT 1 8/8 2/8 6/8 

AT 2 8/8 1/8 8/8 

AT 3.1 8/8 1/8 7/8 

MatLu 8/8 2/8 7/8 

Matlylu 8/8 4/8 6/8 

 

 
Tabelle 3: Metastasierungsverhalten der Zelllinien des Dunning Ratten Prostatakarzinom-
Systems. Die Ratten wurden bei Erreichen der Maximalgro „e des Tumors geto tet 
Als Metasatse wurde gewertet: > 5mm bei Lymphknoten, > 1mm in der Lunge. (-):keine 
Metastasen, z.B. 2/8: 2 von insgesamt 8 Ratten zeigten Metastasen 
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Abb.15 : Immunfluoreszenz mit AT-
G.1 Ak. auf AT6.1 und G Zellen: 
A: AT6.1 mit AT-G.1 Ak. 
B: AT-G.1 ohne Erst-Ak. 
C: G mit AT-G.1 Ak. 
D: Durchlichtbild des gleichen 
Areals wie in C 
E: G mit CD44 Ak. (pos. Kontr.) 
Balken: 50´m 

Abb.14: Serumtest mittels Zell-
ELISA auf AT6.1-Zellen, ob die 
Immunisierung erfolgreich war. 
Oben: Serum entnommen aus 
den Mausen (1-10) nach 
Tolerogen-Injektion (G-Zellen). 
Eine Verdunnungsreihe wurde 
von den Seren von oben nach 
unten angelegt (jeweils1:1) 
Unten: Serum entnommen aus 
den Mausen (1-10) nach 
Abschluss der Immunisierung 
mit der immunogenen Zelllinie 
(AT6.1). Erneut wurde eine 
Verdunnungsreihe von oben 
nach unten angelegt (1:1) 

 

Erneut erfolgte die subtraktive Immunisierung reziprok mit beiden Zelllinien. Die 

subtraktive Immuniserung verlief erfolgreich, wie das Testen der Seren auf den 

AT6.1 Zelllinie mittels ELISA verdeutlicht (Abb.14). Nach Beendigung der Tests der 

Antiko rper durch den Zell-ELISA, hoben sich zwei Antiko rper heraus, die spezifisch 

an die stark metastasierende Zellinie AT6.1 binden. Diese Antiko rper, bezeichnet mit 

AT-G.1 und AT-G.2, wurden fur die weiteren Versuche benutzt. In der Abbildung 15 

sieht man AT 6.1 Zellen und G Zellen, die einer IF mit dem AT-G.1 Antiko rper 

unterzogen wurden.  
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Abb.16: Tumorwachstum von 
AT6.1 Tumoren in Kopenhagen 
Ratten 
AT-G.1: behandelt mit dem AT-
G.1 Ak. 
AT-G.2: behandelt mit dem AT-
G.2 Ak. 
1B7: behandelt mit dem 1B7 Ak. 
Tumorvolumen in mm3 

Die Tiere wurden zweimal pro 
Woche mit je 200´g Ak. pro Tier 
behandelt. Die 1B7-Ak. dienten 
dabei als Kontrolle 

4.3.3 Tumorzellinjektion und Antiko rperbehandlung in 
Copenhagen-Ratten 

Da die gefundenen Antiko rper spezifisch an die AT6.1 Zelllinie binden, war die 

nachste Fragestellung, welchen Einfluss eine Antiko rperbehandlung in vivo auf das 

Tumorwachstum von AT6.1 Zellen hat. Fur diese Experimente wurden Copenhagen-

Ratten, aus denen die Ursprungszelllinie G isoliert worden war, mit 2x 106 Zellen der 

AT6.1 Linie gespritzt und anschliessend und fur weitere vier Wochen zweimal pro 

Woche mit jeweils 200´g pro Tier AT-G.1, AT-G.2 und 1B7-Kontrollantiko rper 

behandelt.Sobald ein Tumor wuchs, wurden fur die restliche Dauer des Experiments 

die Dimensionen des Tumors gemessen und festgehalten. Wie aus dem folgenden 

Graph (Abb.16) ersichtlich ist, konnte die Behandlung, mit den Antiko rpern aus der 

subtraktiven Immunisierung, das Tumorwachstum, im Vergleich zur Behandlung mit 

einem Kontrollantiko rper, um etwa 2/3 verringern. Aus den Daten dieses Experiments 

ging auch hervor, dass die Ratten signifikant spater die maximal erlaubte Gro „e des 

Tumors erreichten und somit ihr U berleben durch die Behandlung verlangert wurde 

(Abb.17). Bei der Analyse des Metastasierungsverhalten wurden bei diesem Experi-

ment keine auffalligen Unterschiede festgestellt. 
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Abb.17: U berlebensrate nach Tumorzellinjektion mit unterschiedlicher Antiko rperbehandlung 
AT-G.1, AT-G.2, 1B7: Behandlung mit dem jeweiligen Ak. Ratten wurden jeweils get o tet, wenn das Limit der erlaubten 
Tumorgro „e in einer Dimension erreicht war (max. 50mm). Das ist die Auswertung der U berlebensrate des Experiments in 
Abb16. Pro Antiko rper wurden acht Tiere benutzt. 
 

 

 

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass nicht die Bindung des Antiko rpers an 

sein Antigen sondern eine Komplement-Aktivierung des Antiko rpers oder eine 

antiko rperabhangige Zell-Zytotoxizitat fur den festgestellten Effekt verantwortlich ist, 

wurde das Experiment mit F(ab°)2-Fragmenten der entsprechenden Antiko rper 

wiederholt. Diese F(ab°)2-Fragmente ko nnen zwar noch das Antigen binden, sind 

aber nicht in der Lage, das Komplement-System zu aktivieren. Daruberhinaus wurde 

eine weitere Gruppe Ratten nur mit PBS behandelt, um festzustellen, ob der 

Kontrollantiko rper wirklich keinen Effekt auf das Tumorwachstum hat. Zusatzlich 

wurde eine Gruppe Ratten noch mit dem kompletten AT-G.1 Antiko rper behandelt, 

um Unterschiede im Tumorwachstum im Vergleich zu den F(ab°)2-Fragmenten 

feststellen zu ko nnen. 
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Tumorwachstum von AT6.1 Tumoren in 
Kopenhagen-Ratten
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Abb.18: Tumorwachtum von AT6.1 Tumoren in Kopenhagen Ratten. Behandlungszeiten und 
Behandlungsmengen sind die gleichen, wie in 3.x.x, nur bei den Antik o rper-F(ab°)2-Fragmente wurden 100´g pro 
Tier injiziert. Bei der Gruppe mit PBS wurden 200´l PBS pro Tier injiziert. 
Tumorvolumen in mm3 
 

Antiko rperbehandlung 

Nachdem die F(ab°)2-Fragmente der Antiko rper von mir hergestellt und isoliert 

wurden (s. 3.5.5), injizierte ich erneut je 2x 106 AT6.1 Zellen in die Tiere und 

behandelte sie, wie oben beschrieben, mit den verschiedenen Antiko rpern und 

Antiko rperfragmenten oder nur mit 200´l PBS. Im folgenden Graph sind die 

Ergebnisse erfasst. Das Tumorwachstum der Kontrollgruppen (PBS behandelt oder 

1B7 behandelt) ist in etwa gleich stark. Die beiden von mir gefundenen Antiko rper 

vermindern ebenfalls als F(ab°)2-Fragmente das Tumorwachstum um etwa 2/3, was 

beweist, dass nicht die Komplementaktivierung fur das geringere Tumorwachstum 

verantwortlich ist. Der komplette Antiko rper vermindert in diesem Experiment das 

Tumorwachstum sogar noch starker als in dem vorangegangenen Experiment, hier 

um etwa 4/5 gegenuber den Kontrollgruppen. 

Die U berlebensrate entspricht in etwa der des vorangegangenen Experiments. 

Auffallig bei der Betrachtung des Metastasierungsverhalten der Tumorzellen ist 

hierbei, dass zwar viele der Ratten, die mit den Antiko rpern aus der subtraktiven 

Immunisierung behandelt worden sind, Lungenmetastasen haben, aber es kaum 

Lymphknotenmetastasen gibt, oder wenn, dann sind diese sehr klein. 
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4.3.4 Expression der Antigene auf anderen Tumorzellen 

Es ist naturlich eine wichtige Frage, im Bezug auf die Relevanz des Antigens im 

Bereich Tumorprogression und Metastasierung, ob das Antigen auch auf anderen 

Tumorzellen zu finden ist. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Ratten- und 

menschliche Tumorzelllinien durch eine Immunfluoreszenz-Farbung oder FACS-

Analyse auf das Vorhandensein des Antigens / der Antigene hin untersucht. Die 

Ergebnisse finden sich zusammengefasst in Tabelle 4. Es zeigte sich, dass die 

Antigene auch auf anderen Rattentumorzellen exprimiert sind. 

 

Zelllinie IF  FACS Zelllinie IF FACS 

AT 6.1 + + MTPa - - 

G - - MTLn2 - - 

AT-1 - - MTLn3 - - 

AT-2 - - MTLy - - 

AT 3.1 + + DU 149 - - 

MatLu - - PC 3 - - 

MatLuLy + +    

MTPa - -    

MTLn2 - -    

 
Tab.4: Exprimierung des Antigens, das durch den AT-G.1-Antiko rper gebunden wird, auf anderen 
Tumorzelllinien mittels FACS-Analyse oder Immunfluoreszenz (IF) 
(+): Farbung in FACS oder IF, (-): keine Farbung 
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4.3.5 Expression der Antigene im normalen Rattengewebe 

Um eine erste Idee zu bekommen, welche Identitat hinter den von den Antiko rper 

gebundenen Antigenen steckt oder welche mo gliche Funktion sie haben, sind von 

mir die verschiedensten Gewebe aus Ratten isoliert worden. Nach der Prozessie-

rung wurden die angefertigten Schnitte immunhistochemisch angefarbt. Die IHC 

wurde mit beiden Antiko rpern separat durchgefuhrt. Die Intensitat der Farbung war 

von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich, die Lokalisation der Antigene aber immer 

die gleiche. Es wurden nur Farbungen im Bereich der Zelloberflachen oder der ECM 

gefunden. Nie wurde eine zytoplasmatische oder nukleare Lokalisation festgestellt. 

Dies scheint die Identitat der Antigene auf membrangebundene Proteine oder andere 

membrangebundene Molekule zu reduzieren. Die genauen Ergebnisse stehen in 

Tab.5. und zur Unterstutzung dieser Aussagen ist die Abb.19 beigefugt. 

 

Gewebe Fa rbung Gewebe Fa rbung 

Gehirn Meningis und Blutgefa„e 
(++) 

Ileum Spitze der Villi (++) 

Leber Blutgefa„e (+++) 
Gallengang (++) 

Duodenum Muskelschicht und Villi 
(+++) 

Lunge Bronchien (+++) Cacum Krypten (++) 

Milz keine Kolon Muskelschicht (+++) 

Pankreas allg. (++),  
Blutgefa„e (++) 

Brustgewebe Blutgefa„e (++) 

Testis Kapsel (+++) Haut Um Haarfollikel (++) 

Muskel Um Muskelfasern (++) Knochen+Mark Blutgefa„e (+) 

Ovar Allg. (++) Prostata Kanalchen (+++) 

Uterus Kapsel und Blutgefa„e 
(++) 

Thymus Kapsel (++) 
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A B 

D C 

Vordermagen Muskelschicht (+++) Lymphknoten Kapsel (++) 

Magen Muskelschicht (+++) AT 6.1 Tumor Au„ere Zellschichten 
(+++) 

Niere Kapsel (+), Blutgefa„e 
(++) 

  

Tab. 5: Immunhistochemische Farbung mit dem AT-G.1 Ak. auf verschiedenen Rattengeweben, +: 
schwache Farbung, ++: mittlere Farbung, +++: stark gefarbt 

Abb. 19 : Immunhistochemische Farbung mit AT-G.1 Ak. (gefarbte Bereiche in rot) A: AT 6.1 Tumor, 
B: Prostata, C: Lunge , D: Pankreas, Gegenfarbung mit Hamatoxilin (blau), Balken: 50´m 
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4.3.6 Identifikation der Antigene: Immunprazipitation (IP) 

Nachdem die vorangegangenen Ergebnisse die gefundenen Antiko rper, respektive 

Antigene, sehr interessant erscheinen lassen, war naturlich jetzt die Frage offen, 

worum es sich bei den Antigenen handelt. Um mehr uber ihre Funktion zu erfahren, 

sollten sie identifiziert werden. Ein Ansatz zur Identifikation der Antigene ist die 

Immunprazipitation. Bei der radioaktiven IP oder “hot IP– werden die Zellen mit 

radioaktiv markiertem Methionin inkubiert, das dann in die Proteine eingebaut wird. 

Nachfolgend kann man die Proteine mittels der Antiko rper aus einem Zelllysat 

prazipitieren. Dieses Prazipitat wird auf ein SDS-Proteingel geladen und nach dem 

Lauf wird das Signal verstarkt, das Gel getrocknet und ein Ro ntgenfilm aufgelegt. Die 

so prazipitierten Proteine hinterlassen ein Bandenmuster auf dem Film, das dann 

ausgewertet werden kann. Dieser erste Versuch ergab vielversprechende 

Ergebnisse (Abb.20). Dieses Ergebniss konnte von mir nicht wiederholt werden. Man 

kann dies auch ohne Radioativitat durchfuhren, dabei werden die prazipitierten 

Proteine mittels einer Silber- oder einer Coomassiefarbung im Gel sichtbar gemacht. 

Der Vorteil bei der zweiten Methode ist, dass man die so erhaltenen Proteinbanden 

ausschneiden und mittels einer Spektralanalyse untersuchen kann. 

Von mir wurden beide Methoden angewandt, um die Antigene zu identifizieren. 

Wichtig dabei ist, dass man Kontrollen mitlaufen lassen muss, um keine falsch 

positiven Ergebnisse zu erhalten. Trotz mehrfachem Wiederholen des Versuchs mit 

biotinylierten Zellen zeigen die Ergebnisse keine Proteinbande auf, die nur in der 

AT6.1 Zelllinienprobe, die mit den Antiko rpern AT-G.1 oder AT-G.2 prazipitiert 

wurden auftritt, und nicht entweder auch in der G ’  Zelllinienprobe oder in der AT6.1 

’  Probe, die mit einem Kontrollantiko rper inkubiert wurde, zu sehen ist. 
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Abb.20: radioaktive Immunprazipitation mit G (Spuren 1-4) und AT6.1-Zellen( Spuren 5-8). 
Die Zelllysate wurden mit dem AT-G.1 Ak. (2 und 6) oder mit dem AT-G.2 Ak. (3 und 8) inkubiert. Als 
Kontrolle wurden die Lysate mit dem 1B7 Ak. (1 und 5, neg. Kontrolle) oder CD44 Ak. (4 und 8, pos. 
Kontrolle inkubiert. Nach dem Gellauf und dem Trocknen wurde ein Film aufgelegt. Die Banden, die 
nur in der AT6.1 Zelllinie zu finden sind, wurden mit Pfeilen markiert 
  

4.3.7 Identifikation der Antigene uber eine AT6.1 cDNS-Bibliothek 

Da die IP°s zu keinem Ergebnis gefuhrt haben und auch die Fluoreszenzfarbung 

gezeigt hat, dass die Antigene nicht sehr stark auf den Zellen exprimiert sind, ist uns 

die Idee gekommen, durch mehrfaches transfizieren einer AT6.1 cDNS-Bibliothek in 

COS7-Zellen mit anschliessender Sortierung der Antigen-exprimierenden Zellen 

mittels der Antiko rper, das Signal so zu verstarken und das Antigen zu isolieren, um 

es dann zu identifizieren. Das folgende Schema soll verdeutlichen, wie ich 

vorgegangen bin. 
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Abb.21: Colony-PCR von 96 zufallig gepickten Klonen der AT6.1 cDNS-Bibliothek. Die 
PCR wurde mit einem NotI-Primer und einem Primergemisch durchgefuhrt. Die 
unterschiedliche Gro „e der Fragmente zeigt, dass die Herstellung der cDNS-Bibliothek 
erfolgreich war. 

Nachdem die cDNS-Bibliothek von mir erfolgreich produziert wurde (Abb.21), 

tranfizierte ich transient COS 7 Zellen, um dann mit einer MACS-Saule (magnetic cell 

sorting) und dem AT-G.1 Antiko rper diejeneigen Zellen zu isolieren, die das Antigen 

exprimieren. Wie sich herausstellte, war es mir nicht mo glich, das Antigen durch 

diese Methode zu isolieren. In Runde eins und zwei schien es so, dass sich die 

Zellen mit dieser Methode anreichern lassen, aber dies stoppte dann in Runde drei 

und vier der Transfektion. Ich startete einen erneuten Versuch mittels des Antiko per-

“pannings–. Hierbei werden die Antiko rper an Plastikschalen gebunden, auf die dann 

die transfizierten Zellen inkubiert werden. Auch hier wollte ich durch mehrere 

Durchgange die Zellen anreichern, die das Antigen exprimieren. Aber auch dies 

schlug fehl. 

pCDNA
3.1+ 

 
 

 
 

  
 

 

Isolierung der RNS von AT 6.1 Zellen 
Erststrangreaktion mit einem oligo-dT-
NotI-Primer 

transiente Transfektion von COS 7 Zellen 

cDNS mit einem BstX I ’  Adaptor ligiert 
und in einen pCDNA3.1 Vektor ligieren 

Mittels AT-G.1 Ak. und MACS-Saulen die 
Zellen isolieren, die das Antigen exprimieren 

2., 3. und 4. Runde der Transfektion und 
Sortierung 

Sequenzierung des erhaltenen Plasmid-
Inserts 
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4.3.8 Untersuchung zur Kohlenhydrat- oder Lipidnatur des 
Antigens 

Die vorangegangenen Ergebnisse, die zur Identifizierung der Antigene fuhren sollten, 

ergaben Hinweise, dass es sich bei den Antigenen vielleicht gar nicht um ein Protein 

handelt. Somit wollten wir nun uberprufen, ob es sich bei den Antigenen um einen 

Kohlenhydratrest, wie auch das M-N#1 Antigen, oder um ein Lipid handelt. 

Um die Mo glichkeit zu testen, ob es sich um ein Kohlenhydratantigen handelt, wurde 

eine IP durchgefuhrt, bei der die prazipitierten Extrakte vor dem Gellauf mit Zucker-

schneidenden Enzymen inkubiert wurden. Bei der Auswertung des Experiments 

konnte ich keine Unterschiede zwischen den Extrakten, die mit den Kohlenhydrat-

schneidenden Enzymen behandelt wurden und den unbehandelten Extrakten 

feststellen (Daten nicht gezeigt). 

Da auch ein Lipid als Antigen in Frage kommt, wurden als nachstes Versuche 

unternommen, die auf diese Fragestellung eine Antwort geben sollten. Dazu 

extrahierte ich die Lipidfraktion aus den AT 6.1 und den G Zellen und fuhrte damit 

eine Dunnschichtchromatographie (DSC) durch. Zuerst uberprufte ich, ob uberhaupt 

die Isolierung der Lipide funktioniert hatte. Nach dem Lauf farbte ich die DSC-Platte 

mit Kupfersulphat an. Ich konnte in beiden Zelllinien Lipidbanden sichtbar machen. In 

einem zweiten Versuch fuhrte ich eine Immunfarbung durch, die ahnlich einer 

Western-Blot Immunfarbung ist. Da es bei der Positivkontrolle und mit dem AT-G.1 

Antiko rper zu keiner Reaktion kam, kann ich keine abschlie„ende Aussage zu 

diesem Versuch machen. 
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4.4 Diskussion der subtraktiven Immunisierungen 

4.4.1 Die subtraktive Immunisierung mit dem BSP73 
Rattenpankreaskarzinom-System 

Wie ich im Ergebnisteil zeigen konnte, hat die Immunisierung der Mause funktioniert. 

Dies wird deutlich durch den Serumtest auf den beiden verwendeten Zelllinien 

(Abb.13). Nach zweimaliger Durchfuhrung der Hybridomabildung mit ingesamt 4 

Tieren konnte ich jedoch keinen Antiko rper isolieren, der spezifisch an eine der 

beiden Zelllinien band. Nun ist zu uberlegen, warum es nach erfolgreicher 

Immunisierung zu keiner Identifikation eines spezifischen Antiko rpers kam. 

Das kann mehrere Grunde haben. Die beiden Zelllinien sind sehr nah miteinander 

verwandt. Die metastasierende Zelllinie 1AS Ln2Ln2Ln wurde von Herrn Dr. 

Sleeman aus spontan entstehenden Lymphknotenmetastasen isoliert, die sich in 

Ratten gebildet hatten, die mit der eigentlich nichtmetastasierenden Zelllinie 1AS 

injiziert wurden. Der Lymphknoten wird als erster Ort beschrieben, in dem 

invasierende Krebzellen zu finden sind (Sleeman, 2000), und mo glicherweise bedarf 

es nicht vieler Veranderungen im Expressionsmuster, damit Tumorzellen die 

Fahigkeit erlangen in die regionalen Lymphknoten zu metastasieren. 

Da die Methode der subtraktiven Immunisierung darauf ausgelegt ist, eindeutige 

Veranderungen auf der Zelloberflache zu entdecken, kann es sein, dass sich durch 

die nahe Verwandtschaft der beiden Klone solche eindeutigen Veranderungen noch 

nicht oder erst sehr wenige manifestiert hatten. Es kann auch sein, dass die 

Veranderungen auf der Zelloberflache nur feine Proteinmengen-Unterschiede der 

entscheidenden Proteine ausmachen, und diese sind mit dieser Methode nur schwer 

festzustellen. Zusatzlich kann es sein, dass zu den sensibel regulierten Unter-

schieden auf der Zelloberflache, die nicht festzustellen waren, es naturlich auch in 

der Zelle zu Veranderungen kommt, die die Invasion fo rdern, z.B Veranderungen, die 

das Zytoskelett betreffen, die eine erho hte Motilitat zur Folge hatten (Patel et al., 

1998; Kiley et al., 1999; Turner, 2000). Auch solche Veranderungen sind mit der 

subtraktiven Immunisierung nicht festzustellen. 
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Als letzten Punkt mo chte ich anmerken, dass man bei der Hybridomabildung keine 

hundertprozentige Ausbeute erreichen kann. Somit ko nnte es sein, dass die 

entscheidenden B-Zellen im Laufe der Prozedur verloren gegangen sind. 

4.4.2 Die subtraktive Immunisierung mit dem Dunning 
Rattenprostatakarzinom-System 

Nach erfolgreicher Immunisierung erhielt ich zwei Antiko rper, die spezifisch an die 

hochmetastasierende AT 6.1 Zelllinie binden, aber nicht an die nichtmetastasierende 

G Zelllinie. Die beiden Antiko rper erwiesen sich als wirksam im Tierexperiment, das 

AT 6.1 Tumorwachstum erheblich zu reduzieren. Die Analyse der Expression der 

Antigene, die von den beiden Antiko rpern in verschiedenen normalen Geweben 

gebunden werden, ergab eine Lokalisierung auf der Zelloberflache als auch in der 

ECM. Die Identitat der Antigene konnte bis jetzt noch nicht aufgeklart werden. 

Die Identifizierung spezifischer Molekule, die in den vielschichtigen Prozess von 

Tumorprogression und Metastasierung involviert sind, erweist sich wegen der 

Komplexitat der verschiedenen Schritte dieser Kaskade in vivo als schwierig. In 

meinen Versuchen hier habe ich die Technik der subtraktiven Immunisierung benutzt, 

um immunologisch spezifische Molekule zu entdecken, die auf der Zelloberflache von 

hochmetastasierenden Zellen oder ihren nichtmetastasierenden Verwandten zu 

finden sind. Hierbei wurde die Selektion dieser Molekule durchgefuhrt, ohne eine 

bestimmte Gruppe von Antigenen, wie Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekule oder 

ahnliches zu favorisieren. Allein die Relevanz der Molekule im Prozess der 

Tumorprogression und Metastasierung, die durch die ausgewahlte Methode diktiert 

wird, ist wichtig fur die Auswahl. 
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Die subtraktive Methode wurde mit den Zellen des Dunning-Rattenprostatakarzinom-

Systems durchgefuhrt, da diese verschiedene Vorteile bieten. Zum einen sind die 

Zelllinien etabliert und gut beschrieben (Isaacs et al, 1986). Desweiteren wurden 

Rattenkrebszellen ausgewahlt, da die uns zur Verfugung stehenden Krebszell-

Systeme wie humane Krebszellen uber das Lymphsystem metastasieren, im 

Gegensatz zu Mauskrebszellen, die zumeist uber die Blutbahn metastasieren. 

Ausserdem ergeben Rattenzellen eine bessere Immunantwort in Mausen als 

Mauszellen. Zudem bieten sie den Vorteil, dass man nach erfolgreicher subtraktiver 

Immunisierung die Antiko rper sofort in einem in vivo System auf Effekte in der 

Tumorprogression und Metastasierung testen kann. 

Es ware naturlich auch mo glich gewesen, mit den Zellen direkt die Mause zu 

immunisieren, was auch schon erfolgreich durchgefuhrt wurde (Matzku et al., 1989). 

Aber dabei ware es wahrscheinlich, dass die enstehende Immunantwort haupt-

sachlich gegen immundominante Antigene auf der Zelloberflache gerichtet ware, die 

nichts oder nur entfernt etwas mit dem Prozess der Tumorprogression und 

Metastasierung zu tun hatten. Dies wird auch durch Studien gestutzt, die direkte 

Immunisierungen mit den Zielzellen durchgefuhrt haben (King et al., 1988; Williams 

et al, 1992). Die Methode der subtraktiven Immunisierung sollte eine Immunantwort 

gegen solche immundominanten Antigene nicht ermo glichen. 

Die subtraktive Immunisierung erlaubt dagegen vielleicht eine Immunreaktion gegen 

seltene oder schwach immunogene Antigene auf der Zelloberflache, die vielleicht 

eine Rolle in der Tumorprogression oder Metastasierung spielen. Dies wird erreicht 

durch die Tatsache, dass die Mause gegen die Epitope, die auf beiden Zelllinien zu 

finden sind, durch die Behandlung mit Cyclophosphamid, das aktivierte B-Zellen 

abto tet, tolerant werden. Die Effektivitat dieser Cyclophosphamid-Behandlung wurde 

in einer Studie getestet und als das beste Mittel fur subtraktive 

Immunisierungstechniken befunden (Williams et al., 1992). Ebenso wurden die 

optimalen Bedingungen fur die Behandlung getestet (Brooks et al., 1993). 

Die Hybridomabildung ergab zwei Antiko rper, die nur auf der hochmetastasierenden 

Zelllinie AT 6.1 binden (Abb.15). Die Spezifitat der Antiko rperreaktion ist in diesem 

Falle sogar als absolut oder komplett zu bezeichnen, da die Antiko rper ausschlie„lich 

an die eine Zelllinie binden. 
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Der Erfolg der subtraktiven Immunisierung, im Bezug zur Fragestellung, konnte 

festgestellt werden, da die Antiko rper in Tumorexperimenten das Wachstum eines 

AT 6.1 Tumors in Kopenhagen-Ratten deutlich reduzierten (Abb.16). Somit scheinen 

die Antigene, die von den Antiko rpern erkannt werden, eine Rolle im Prozess der 

Tumorprogression und Metastasierung zu spielen. Dieses reduzierte Tumor-

wachstum ist nicht auf eine Komplementaktivierung oder Antiko rper-abhangige Zell-

Zytotoxizitat, die durch spezifische T-Zellen vermittelt wird, zuruckzufuhren, da 

F(ab°)2-Fragmente auch eine deutliche Reduzierung bewirken (Abb.18). Ahnliche 

Ergebnisse sind auch schon in anderen Studien erzielt worden (Brooks et al., 1993; 

Testa et al., 1999; Sleeman et al., 1999; Boukerche et al., 2000), die die subtraktive 

Immunisierung benutzt haben, um solche Antigene zu identifizieren. 

Nach solchen Erfolgen will man naturlich mehr uber die Identitat und die Funktion 

des Antigens erfahren. Bei immunhistochemischen Untersuchungen auf 

verschiedenen Rattengeweben hat sich gezeigt, dass die Antigene in vielen 

verschiedenen Normalgeweben auf der Zelloberflache oder in der ECM und 

Bindegewebe exprimiert sind (Tab.5, Abb.19). Die Expressionsmuster ko nnten auch 

auf ein gewisses Ma„ an unspezifischer Bindung hinweisen, hier mussen die 

Bedingungen fur die IHC noch optimiert werden. 

Auch in der Prostata ist keine Expression auf den epithelialen Zellen zu finden, 

sondern nur im Bindegewebe um die Kanalchen. Trotzdem scheinen die Antigene 

nicht spezifisch fur Prostatakrebs zu sein. Zudem sind die Expressionsmuster der 

durch die beiden Antiko rper erkannten Antigene in den Geweben fast gleich, was 

darauf hinweist, dass die beiden Antiko rper wahrscheinlich zwei Epitope des gleichen 

Antigens erkennen. 

Dies spricht erneut fur die Wichtigkeit dieses Antigens bei der Tumorprogression und 

Metastasierung, da unabhangig zwei Antiko rper anscheinend gegen das gleiche 

Antigen gebildet wurden. 
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Die Identifizierung des/der Antigens/Antigene war das nachste Ziel meiner Versuche. 

Dies erwies sich als au„erst schwierig und ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht 

abgeschlossen. Der erste Versuch war, eine Immunprazipitation mit radioaktiv 

markierten Zellen durchzufuhren. Dies schien im ersten Moment auch 

erfolgversprechend zu sein, da ich Banden auf dem Radiogramm erkennen konnte, 

die nur bei der IP mit AT 6.1 Zellen zu sehen waren, aber nicht bei der IP mit G-

Zellen. Um das Antigen zu identifizieren musste ich den Ansatz in gro „erem Ma„stab 

und mit nicht radioaktiv markierten Zellen durchfuhren, um letztendlich die 

gefundenen Proteinbanden einer Proteinmassen-Spektroskopie Analyse zuzufuhren. 

Trotz vielfachen Wiederholens, auch unter anderen Lysebedingungen der Zellen, 

konnte ich die Ergebnisse der radioaktiven IP nicht wiederholen.  

Da die Immunfluoreszenz-Farbung gezeigt hatte, dass die Zellen keine starke 

Expression des Antigens aufweisen, uberlegten wir uns eine Strategie, wie man die 

Expression verstarken und/oder das Antigen isolieren ko nnte. Ich erstellte eine 

cDNS-Bibliothek aus den AT 6.1 Zellen, um daraus das Antigen zu isolieren.  

Leider war es mir nicht mo glich, das Antigen anzureichern und auch der Versuch 

uber das Antiko rper-“panning–, bei dem der Antiko rper auf Plastikschalen gebunden 

wird, um damit die transfizierten Zellen zu binden, schlug fehl. Diese Ergebnisse 

liessen den Schluss zu, dass es sich bei dem Antigen vielleicht gar nicht um ein 

Protein handelt, sondern um ein anderes Molekul, das auf oder in der Zellmembran 

zu finden ist. Es ko nnte sich um einen Kohlenhydratrest handeln, wie bei der 

subtraktiven Immunisierung, die von Dr. Sleeman durchgefuhrt wurde und bei der 

das M-N#1 Antigen isoliert wurde (Sleeman et al., 1999; Mengwasser & Sleeman, 

2001); oder es handelt sich um eine Form von Lipid (Glykolipid, Phospholipid, 

Sphingolipid). 

Um diese Hypothese zu testen, wurden von mir radioaktive IPs durchgefuhrt, die 

dann vor dem Laden auf das Gel mit verschiedenen Kohlenhydrat-spaltenden 

Enzymen behandelt wurden. Das Ergebnis war negativ, es konnten keine 

Unterschiede zu IPs festgestellt werden, bei denen keine Behandlung mit diesen 

Enzymen vorgenommen wurde (Daten nicht gezeigt). 
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Es wurde schon gezeigt, dass auch verschiedene Lipidmolekule eine Rolle bei der 

Tumorprogression und Metastasierung spielen (Hakamori, 1997; Sliva et al., 2000; 

Ito et al., 2001). Um zu uberprufen, ob es sich bei den von den beiden Antiko rpern 

erkannten Antigenen um Lipide handelt, habe ich die Lipidfraktionen von G und AT 

6.1 Zellen isoliert und mittels seiner Dunnschichtchromatographie (DSC) aufgetrennt. 

Mit den Antiko rpern kann man, ahnlich wie bei einem Western Blot, nachprufen, ob 

das Antigen zu detektieren ist. Ich konnte bis jetzt keine spezifische Bindung des 

Antiko rpers auf der DSC-Platte nachweisen. Ich kann aber keine endgultige Aussage 

uber das Vorhandensein des Antigens in der Lipidfraktion machen (Daten nicht 

gezeigt). 

Es bedarf weiterer Anstrengung und neuer Strategien um die Identitat der Antigene 

aufzudecken. Da bis jetzt noch keine Aussage uber die Natur des Antigens gemacht 

werden kann, sollten auch weiterhin Versuche zur Natur des Antigens durchgefuhrt 

werden. Da der Antiko rper in der FACS-Ananlyse funktioniert, ko nnte man Zellen mit 

Proteasen oder Glycosidasen behandeln und anschliessend mit dem Antik o rper 

inkubieren und dann uberprufen, ob das Antigen noch nachweisbar ist. Diese 

Versuche sind in Vorbereitung, es mussen noch die optimalen Bedingungen 

ausgetestet werden. Auch sollten bei den IPs weiterhin die Lyse- und 

Bindungsbedingungen variiert werden, um vielleicht doch bessere Bedingungen zu 

erzielen, die es ermo glichen, das Antigen zu isolieren (falls es ein Protein ist). 

Genauso sollten die DSC-Versuche wiederholt werden, um eine abschliessende 

Aussage treffen zu ko nnen. 

Durch weiterfuhrende Analysen im Tier, in der Zellkultur und in Gewebeschnitten 

sollte noch mehr uber die Identitat und die Funktion des Antigens in Erfahrung 

gebracht werden, um Ideen zu erhalten, welche Rolle das Antigen in der 

Tumorprogression spielt. 

Es ware vielleicht mo glich ,neue Antiko rper, die gegen das Antigen gerichtet sind, zu 

produzieren, indem man Mause mit den Extrakten einer optimierten 

Immunprazipitation mit den vorhandenen Antiko rpern immunisiert, die sich besser 

dafur eignen, die Identitat des Antigens zu luften. 
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4.5 Serum-Immunisierung um neue Serum-Tumormarker 
zu entdecken 

Wie schon in der Einleitung beschrieben, besteht ein eklatanter Mangel an 

zuverlassigen und spezifischen Tumormarkern. Die meisten der etablierten Marker 

zeigen oft eine Tendenz auch in Patienten erho hte Werte zu zeigen, die keinen 

Tumor haben, sondern eine andere Erkrankung. Aber welche Mo glichkeiten gibt es, 

neue, vielleicht spezifischere und sensiblere Tumormarker zu identifizieren? Ich 

mo chte hier eine Methode vorstellen, mit der wir versucht haben neue Tumormarker 

zu entdecken. Das Ziel war, Serum-Tumormarker zu finden, die als prognostische 

Marker funktionieren ko nnen, vielleicht aber auch therapeutischen Nutzen haben 

oder es mo glich machen, den Fortschritt einer Krebstherapie zu uberwachen. Die 

Marker sollten von den Tumorzellen sezerniert oder abgespalten werden, um dann in 

einer Ko rperflussigkeit zu finden zu sein, da dies den Nachweis bei spaterer 

Anwendung erleichtert. 

4.5.1 Erlauterung der Methode 

Durch die Verwendung von Nacktmausen ist es mo glich, Tumore wachsen zu lassen, 

die von humanen Krebszelllinien gebildet werden. Wir wollten mit unserem Ansatz 

direkt in das menschliche System gehen, da die zu findenden Antigene nach 

erfolgreicher Charakterisierung direkt in klinischen Ansatzen Verwendung finden 

ko nnten. 

Bei uns ergab sich das Problem, die Immunantwort mo glichst spezifisch gegen die 

von Tumor sezernierten oder abgespaltenen Antigene zu richten. Um dieses Problem 

zu umgehen, wurden fur die Tumorserum-Gewinnung Nacktmause mit dem gleichen 

genetischen Hintergrund verwendet, wie anschlie„end fur die Immunisierung. 

Dadurch sollte es mo glich sein, die Immunantwort gegen Proteine, die normalerweise 

schon im Serum vorhanden sind, gering zu halten. Zusatzlich mu„te dadurch die 

Immunantwort gegen die “fremden– Tumorantigene verstarkt werden. 
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4.5.2 Etablierung der Immunisierungsmethode 

Am Anfang stand die Wahl der Krebszelllinie, wir entschieden uns dann fur die 

humane Kolonkarzinom-Zelllinie COLO320 DM. Der Grund warum diese Zelllinie 

gewahlt wurde, ist dass Kolonkrebserkrankungen einen gro„en Prozentteil aller 

Krebserkrankungen ausmachen und dass die Zelllinie kein CEA (carcino-embryonic 

antigen) exprimiert, es sollten nicht nur Antiko rper gegen bereits schon bekannte 

Serummarker entstehen. 

Zuerst wurden Balb/C-Nacktmausen 2x106 Colo320DM-Zellen dorsal subcutan inji-

ziert. Dann wurde das Tumorwachstum beobachtet und wenn der Tumor die legale 

Maximalgro „e erreicht hatte, wurden die Mause geto tet und das Serum isoliert. Das 

Serum wurde bis zur weiteren Verwendung bei ’ 80ØC eingefroren. 

Der nachste Schritt war, Mause mit diesem Serum zu immunisieren. Da keine 

Immunantwort gegen Proteine des Serums gewollt war, immunisierten wir normale 

Balb/C-Mause. Durch den gleichen genetischen Hintergrund sollte die Immunantwort 

gegen Serumproteine minimiert und gegen die vom Tumor sezernierten oder 

abgespaltenen Proteine maximiert werden. Wir immunisierten die Mause lokal 

subcutan, weil dabei nur wenig Material zur Immunisierung no tig war. 

Die Mause wurden gema„ dem Protokoll der Methode (3.6.5) immunisiert. Nach 

Abschluss der Immunisierung wurde eine Hybridoma-Bildung (3.7.2) durchgefuhrt. 

4.5.3 Testen der Antiko rper 

Nachdem die Hybridoma-Bildung erfolgreich abgeschlossen wurde, wurden die 

entstehenden Klone auf zweifache Weise auf den Colo320 DM-Zellen getestet. Zum 

einen, wie bei den vorangegangenen subtraktiven Immunisierungen, durch einen 

Zell-ELISA und zusatzlich durch einen “Strip-Western–. 
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A 

Dies geschah aus dem Grund, weil Antigene vom Tumor sezerniert werden ko nnen, 

die nicht auf der Zelloberflache nachzuweisen sind. Dafur wurde Colo320DM-Lysat in 

SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf der ganzen Gelbreite aufgetragen. Nach 

dem Lauf des Gels und anschliessendem U bertragen auf eine PVDF-Membran 

(blotten), wurde die Membran in etwa 4-5mm breite Streifen geschnitten und die 

Antiko rper-enthaltenden U berstande der Klone wie bei einer “Western–-

Hybridisierung jeweils auf einem der erhaltenenen Streifen getestet. 

Durch den “Strip-Western– konnte ich nicht nur positive Klone erkennen. Zusatzlich 

wurde durch das Molekulargewicht der Bande ein erster Hinweis auf die Identitat des 

Antigens gegeben. Die Abb.22B zeigt ein Beispiel eines solchen “Strip Western–. 

Zusammenfassend ist fur diesen Teil der Immunisierung zu sagen, dass die 

Immunisierungsmethode von mir etabliert werden konnte, dass sie funktioniert hat 

und dass ich 8 Antiko rper erhalten habe, die entweder in einem Zell-ELISA oder im 

“Strip-Western– an Antigene der Colo320DM Zellen binden. 

 

B 

Abb.22: Test der erhaltenen Antiko rper aus der 
Hybridomabildung mittels Zell-ELISA oder Strip-
Western. 
A: U berstande verschiedener AK. wurden auf 
Colo320 DM Zellen mittels Zell-ELISA getestet, 
Klonnummern sind unterhalb des jeweiligen wells 
angegeben, pos. Kontrolle (+), neg. Kontrolle (-) 
B: U berstande verschiedener Ak. auf Colo320 
DM Lysat getestet durch Strip Western, Pfeile 
markieren Proteinbanden, die durch Ak. erkannt 
wurden. Der U bersicht wegen, wurden nur die 
Klonnummern angegeben, die zu einer positiven 
Reaktion fuhrten. 

3G4 7A3 1C5 5B5 3A9 7G3 9E2 1C1 7A1 
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Abb.23: IP mit dem 1C1-
Ak. und Colo320 DM 
Zellen 
A: IP mit biotinylierten 
Colo320 DM Zellen: 
Pfeile markieren 
Proteinbanden die mit 
dem 1C1-Ak. prazipitiert 
wurden, IP mit IgM-Ak. 
als neg. Kontrolle 
B: IP mit Colo320 DM 
Zellen. Silberfarbung des 
Gels. Pfeile markieren 
Proteinbanden die mit 
dem 1C1-Ak. prazipitiert 
wurden, IP mit IgM-Ak. 
als neg. Kontrolle, (-): 
kein Ak. fur IP 
 

A 

B 

4.5.4 Identifizierung des Antigens, dass vom 1C1-Antiko rper 
gebunden wird, mittels IP und Proteinanalyse 

Im weiteren Verlauf der Antiko rpertests stellte sich ein Antiko rper als au„erst 

interessant heraus. Dieser Antiko rper, genannt 1C1, wurde dann zum Mittelpunkt 

meiner weiteren Untersuchungen. Der Test mit einem Antiko rper-Isotop-Kit ergab, 

dass der 1C1-Antiko rper zur Klasse der IgM-Antiko rper geho rt. 

Ein Ziel bei diesen Versuchen muss es sein, das Antigen zu identifizieren, das von 

einem Antiko rper gebunden wird. Um dies zu bewerkstelligen, muss das Antigen in 

ausreichender Menge aufgereinigt werden, um es dann durch eine Proteinmassen-

Spektralanalyse zu bestimmen. 

Als erster Schritt dahin wurde eine IP mit biotinylierten Colo320DM Zellen 

durchgefuhrt, die nach der Lyse zum einen mit meinem 1C1-Antiko rper inkubiert 

wurden, als auch mit einem IgM-Kontrollantiko rper. Nach erfolgter Immunpra-

zipitation wurden die Proben auf ein Gel geladen und nach dem Lauf auf eine 

Membran ubertragen. Diese Membran wurde dann mit Streptavidin-HRP inkubiert, 

das an die Biotingruppen der so markierten Proteine bindet und durch eine ECL-

Entwicklung nachgewiesen wird. Wie in der Abb.21A zu sehen ist, erhalte ich mit 

meinem 1C1-Antiko rper zwei Banden von etwa 32 und 37 kD, die nicht mit dem 

Kontrollantiko rper zu prazipitieren sind. 
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Die Aufreinigung geschieht meist durch eine Immunprazipitation (IP). Die IP wurde 

gema„ dem Protokoll 3.5.7 angefertigt. Dann wurden die Proben mit allen Kontrollen 

auf ein Proteingel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Gellauf 

wurde eine Silberfarbung des Gels durchgefuhrt. Bei dieser Silberfarbung war zu 

beachten, dass die Proteine nicht wie sonst durch Glutaraldehyd mit der Gelmatrix 

vernetzt werden, da sonst die Proteine fur die Spektralanalyse nicht mehr aus dem 

Gel herausgelo st werden ko nnen. Die Abb.23B zeigt das silbergefarbte Gel, in dem 

man, durch die zwei Pfeile gekennzeichnet, die Proteinbanden erkennt, die 

spezifisch durch den 1C1-Antiko rper prazipitiert worden sind. Diese Proteinbanden 

wurden aus dem Gel herausgeschnitten und der Firma TopLab, Munchen zugesandt, 

um eine Proteinmassen-Spektralanalyse durchfuhren zu lassen. 

Das Ergebnis dieser Analyse ist folgend aufgelistet. Die untere Bande, von etwa 

32kD Gro „e, wurde als Prohibitin identifiziert, die obere Bande, etwa 37 kD gro„, als 

BAP37 (B-cell receptor Associated Protein 37) (auch D-Prohibitin). Die U berein-

stimmung der Proteinmassen lies, laut TopLab, keinen Zweifel an der Identitat der 

Proteine. 

 

Result Summary 

Rank MOWSE 
Score  

# (%) 
Masses 

Matched  

Protein 
MW (Da)/pI  Species  NCBInr.150501 

Accession #  Protein Name  

       

1  1.41e+008 14/21 (66%) 29804.2 / 5.57 HOMO 
SAPIENS  4505773  (S85655) prohibitin  

2  3.34e+007 13/21 (61%) 29820.2 / 5.57 MUS 
MUSCULUS  6679299  (AK010619) 

putative  

3  2.08e+006 11/21 (52%) 29273.4 / 5.74 HOMO 
SAPIENS  13652568  prohibitin  

4  148  5/21 (23%)  56949.5 / 7.69 HOMO 
SAPIENS  731050  UDP-glucose 

pyrophosphorylase  

5  76.3  6/21 (28%)  48616.4 / 5.69 HOMO 
SAPIENS  3170180  (AF039690) antigen 

NY-CO-8  
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Result Summary 

Rank MOWSE 
Score  

# (%) 
Masses 

Matched  

Protein 
MW (Da)/pI  Species  NCBInr.150501 

Accession #  Protein Name  

       

1  9.88e+007 19/28 (67%) 33273.5 / 9.83 MUS 
MUSCULUS  6671622  

(X78683) IgM B-
cell receptor 
associated protein 
(BAP) 37  

2  9.88e+007 19/28 (67%) 33296.5 / 9.83 HOMO 
SAPIENS  6005854  (AF178980) D-

prohibitin  

3  9.87e+007 19/28 (67%) 33335.7 / 9.76 HOMO 
SAPIENS  13652316  B-cell associated 

protein  

4  3.44e+006 16/28 (57%) 23635.2 / 9.57 HOMO 
SAPIENS  1673514  

(U72511) B-cell 
receptor 
associated protein  

5  225  5/28 (17%)  39285.4 / 7.61 RATTUS 
NORVEGICUS  11560057  

(AB034634) 
tRNA-guanine 
transglycosylase  

 

4.5.5 Prohibitin und BAP37 ’  eine Einleitung 

Prohibitin und BAP37 sind beides Proteine, die noch nicht sehr lange bekannt sind. 

Prohibitin wurde das erste Mal im Jahr 1991 (Nuell et al.) beschrieben, BAP37 erst 

im Jahr 1994 (Terashima et al.). Die beiden Proteine zeigen eine hohe 

Verwandschaft zueinander. Die Homologie auf DNA und Proteinebene ist sehr hoch, 

besonders im Mittelteil, wahrend das aminoterminale Ende und das carboxyterminale 

Ende eine schwache Homologie aufweisen (Coates et al., 1997; Nijtmans et al., 

2000). Zusatzlich sind die Proteine hoch konserviert in der Evolution mit Homologen 

in C.elegans und S.cerevisiae, sowie in Drosophila melanogaster und Nagetieren 

(Eveleth & Marsh, 1986; Coates et al., 1997). 

Tab.6: Ergebnisse der Proteinmassen-Spektroskopie-Analyse durch TopLab GmbH. Hier sieht man, dass 
die Proteine eindeutig identifiziert wurden. Speziell die hohen Werte bei den passenden Proteinmassen 
(mass matched) zeigen dies an. 
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 Beide Proteine werden als intrazellular lokalisiert und ubiquitinar exprimiert 

beschrieben (Coates et al., 1997; Nijtmans et al., 2000; Coates et al., 2001). Die 

Lokalisation der Proteine in der Zelle wird im Nukleus (fur Prohibitin) beschrieben 

(Wang et al., 1999), als auch im Zytoplasma in der inneren Membran der 

Mitochondrien (fur beide Proteine) (Ikonen et al., 1995; Coates et al., 1997; Nijtmans 

et al., 2000) und an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran der Zelle (fur 

Prohibitin und BAP37) (Terashima et al., 1994). 

U ber die Funktionen der beiden Proteine ist nicht viel bekannt. Prohibitin wird eine 

mo gliche Rolle als Tumorsupressor zugeschrieben (McClung et al, 1989; Nuell et al., 

1991) und soll mit RB interagieren und dadurch die E2F Funktion und somit auch die 

Zellproliferation regulieren (Wang, 1999). Im Zytoplasma sind beide Proteine als 

Komplex beschrieben (Coates et al., 1997) und sollen als Mitochondrienmembran 

gebundenes Chaperon agieren, um mitochondriale Proteine zu stabilisieren 

(Nijtmans et al., 2000). Weiterhin reagieren sie auf mitochondrialen Stress und 

werden wahrend der zellularen Seneszenz herunterreguliert (Coates et al., 1997; 

Coates et al., 2001), was durch einen Knockout in Hefezellen herausgefunden 

wurde. Ein fruherer Report beschreibt beide Proteine als Bindungspartner des IgM-

Rezeptors auf B-Zellen (Terashima et al, 1994). Kein Report beschrieb bis jetzt die 

Expression der beiden Proteine auf der Zelloberflache noch deren Sezernierung. 
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4.5.6 U berprufung des Immunisierungsprinzips: Expression des 
Antigens im Serum tumortragender Nacktmause 

Nach der Etablierung des Immunisierungsprinzips ist es wichtig, das vordergrundige 

Prinzip zu uberprufen. Es muss gezeigt werden, dass das Antigen wirklich von den 

Tumorzellen ins Serum der Nacktmause abgegeben wird. Um dies zu uberprufen, 

wurde von mir eine “Sandwich-ELISA– benutzt. Das Prinzip hinter diesem Ansatz ist, 

dass man zuerst das Antigen mit einem “capturing–-Antiko rper aus dem 

Proteingemisch des Serums “einfangt– und dann mittels eines Detektierungs-

antiko rpers nachweist. 

Der Versuch wurde wie in 3.5.11 beschrieben durchgefuhrt. Ich benutzte eine 

Verdunnungsreihe des Serums von tumortragenden Nacktmausen, daneben 

Kontroll-Serum von nichtbehandelten Nacktmausen, Colo320DM Lysat als 

Positivkontrolle und ein Ansatz ohne Detektierungsantiko rper als Negativkontrolle. 

Auf der Abbildung 24 ist deutlich die Farbreaktion in den Ansatzen mit dem 

konditionierten Serum zu sehen, wahrend das Serum der nichtbehandelten 

Nacktmause zu keiner Farbreaktion fuhrte. Der Versuch wurde von mir dreimal 

unabhangig wiederholt, die Ergebnisse sind im Graph (Abb.25) dargestellt. Somit ist 

der Nachweis erbracht, dass das Antigen im Serum von tumortragenden 

Nacktmausen vorhanden ist. 
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Abb.24: Sandwich-ELISA mit 
Serum von tumortragenden und 
normalen Mausen zur Detektion 
von Prohibitin. 
“capturing–-Ak.: 1C1.Ak. 
Detektions-Ak.: polyklonaler 
Prohibitin-Ak. 
Colo320 DM Lysat als pos. 
Kontrolle 
Bei der neg. Kontrolle wurde 
anstatt Serum oder Lysat PBS mit 
2% BSA verwendet. In der 
Verdunnungsreihe ist eindeutig 
ein absteigende Reaktivitat zu 
beobachten, leichte Farbung im 
normalen Serum (1:1) wahrsch. 
durch Verunreinigung mit Lysat. 

Antigenlevel im Serum tumortragender und nichtbehandelter Ma use
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Abb.25: Wiederholung Sandwich-ELISA. Durchfuhrung wie in vorher beschrieben (gleiche Reihenfolge 
der Proben wie in Abb.24). Linke Seite: Verdunnungsreihe Tumorserum, Mitte: Normalserum, Colo320 
DM Lysat, PBS/2%BSA Die Absoprtions-Werte der ABTS-Reaktion bei 405 nm wurden hier graphisch 
dargestellt. 
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Abb.26: RT-PCR mit mRNS verschiedener humaner Kolonkarzinomlinien. Oben und Mitte: 22 
bzw. 24 Zyklen mit einem Prohibitin-Primer, Unten: PCR mit „-Aktin-Primer fur die quantitative 
Analyse, Wasser: neg. Kontrolle Wasser als Probe fur die PCR-Reaktion, Marker: 100bp 
Marker 

4.5.7 Analyse der Expression von Prohibitin in Kolonkarzinom-
Zelllinien mittels RT-PCR 

Naturlich wollte ich nun wissen, ob die Expression von Prohibitin nur in der Colo320 

DM zu finden ist, oder ob auch andere Zelllinien es exprimieren. Um festzustellen, ob 

und in welchen Mengen Prohibitin in anderen humanen Kolonkarzinomzellen 

exprimiert ist, wurde aus verschiedenen humanen Zelllinien gesamt-RNS mit dem 

Macherey&Nagel RNA-Kit isoliert und wie in Methode 3.4.1 beschrieben in cDNS 

umgeschrieben. Anschliessend wurde eine semiquantitative PCR durchgefuhrt, um 

die Expression von Prohibitin in den Zelllinien zu untersuchen. Dabei wurden die 

einzusetzenden cDNS-Mengen mit einer Aktin-PCR bestimmt, normalisiert und dann 

mit den ermittelten Mengen die Prohibitin-PCR durchgefuhrt. Die erhaltene DNS 

wurde mit Probenpuffer versetzt, auf ein 0.9%iges Gel aufgetragen und 

elektrophoretisch bei 90V aufgetrennt. In der Abb.26 ist zu sehen, dass alle 

Kolonkarzinom-Zelllinien in etwa die gleichen Mengen an Prohibitin exprimieren. 
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4.5.8 Analyse der Expression von BAP37 in Kolonkarzinom-
Zelllinien mittels RT-PCR 

Da ich anhand der IP-Ergebnisse nicht genau sagen kann, welches der beiden 

Proteine von meinem Antiko rper erkannt wird, wollte ich nun noch quantitativ die 

Expressionmengen von BAP37 in den oben benutzten Kolonkrebs-Zelllinien 

bestimmen. Erneut wurde die isolierte RNS in cDNS mittels einer reversen 

Transkriptase Reaktion umgeschrieben und in einer PCR Reaktion eingesetzt. Wie 

oben schon beschrieben, wurde zuvor ein Normalisierungschritt durchgefuhrt. 

Die Bedingungen fur die Aktin PCR sind die Gleichen, wie unter 4.3.7, mit dem 

Unterschied, dass nur 20 Zyklen gefahren wurden. In der Abb.27 ist zu sehen, dass 

in der Expression von BAP37 gro „ere Unterschiede festzustellen sind als bei der 

Analyse der Prohibitin-Expression in den gleichen Zelllinien. So zeigen die Zellinien 

Colo320DM, Lovo C5 und LS174T eine etwa doppelt so hohe Expression als die 

Zelllinien HT29 G+ und SW1116. 

Abb.27: RT-PCR mit RNS verschiedener humaner Kolonkarzinomlinien. Oben: PCR mit einem 
BAP37-Primer, Unten: PCR mit „-Aktin-Primer zur quantitativen Analyse, Wasser: neg. 
Kontrolle Wasser als Probe fur die PCR-Reaktion, zur besseren U bersicht wurde das Bild 
farblich invertiert. Marker: 100bp Marker 
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4.5.9 Analyse der Expression von Prohibitin in menschlichem 
Normal- und Tumorgewebe des Kolons mittels RT-PCR 

Da der Antiko rper durch die Immunisierung mit einer humanen Kolonkarzinom-

Zelllinie entdeckt und gewonnen wurde, und ich Expression in verschiedenen 

kultivierten Kolonkarzinomlinien feststellen konnte, wollte ich wissen, ob es einen 

Unterschied in der Expression des Antigens in normalem gegenuber Tumorgewebe 

des Kolons gibt. Dazu wurde RNS aus Gewebeproben (freundl. Gabe v. Prof. 

Schlag, Berlin) isoliert und wie schon oben beschrieben, mit Hilfe einer RT-PCR auf 

die Expression von Prohibitin untersucht. Wie in der Abb.28 zu sehen ist, gibt es 

keine Unterschiede in der Expressionmenge von Prohibitin zwischen normalem und 

Tumorgewebe auf RNS Ebene. 

 

 

Abb.28: RT-PCR mit RNS von passenden Kolontumor und Kolon-Normalgewebe von sechs 
Krebspatienten. Oben: PCR mit einem Prohibitin-Primer, Unten: PCR mit „-Aktin-Primer zur 
quantitativen Analyse, Wasser: neg. Kontrolle Wasser als Probe fur die PCR-Reaktion. 
Marker: 100bp Marker 
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4.5.10 Antigenexpression auf verschiedenen humanen 
Tumorzelllinien 

Viele der schon beschriebenen Tumormarker sind zumeist nur fur eine Tumorart 

spezifisch. Oft ist es auch so, dass sie anscheinend nur bei einer gewissen 

Untergruppe einer Tumorart spezifisch reagieren. Um zu testen, in wie weit die 

Reaktivitat des Antiko rpers spezifisch fur bestimmte Tumorarten ist, testete ich 

mehrere humane Kolontumor-Zelllinien auf die Exprimierung von Prohibitin / BAP37. 

Aber auch andere humane Tumorzellinien, z.B. von Brusttumoren, von Pankreas-

tumoren und von Leukamie-Zelllinien wurden von mir getestet. Dazu wurden die 

Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung unterzogen und dann in einem FACS-Gerat 

analysiert. Die Zellen wurden nicht permeabilisiert, somit sind alle festgestellten 

Farbungen auf der Zelloberflache. In der folgenden Liste sind alle von mir getesteten 

Zelllinien aufgefuhrt. Es zeigte sich, dass einige andere Kolonkarzinom-Zelllinien 

Prohibitin / BAP37 auf der Zelloberflache exprimieren. Aber auch andere 

Tumorzellinien erwiesen sich als positiv fur die Exprimierung des Antigens auf ihrer 

Zelloberflache. Zudem wurde mit den Kolonkarzinom-Zelllinien eine Immunfluo-

reszenz-Farbung durchgefuhrt. Die Zellen wurden auf “Chamber-Slides– kultiviert und 

dann wie in 3.xx mit dem 1C1-Antiko rper gefarbt. 

Die Abb.29 zeigt, dass das Antigen in allen Zellen prasent ist. Man kann auf den 

Bildern erkennen, dass es im Zytoplasma lokalisiert ist, und bei manchen Zelllinien 

wahrscheinlich auch auf der Zelloberflache exprimiert ist. Diese Ergebnisse stimmen 

mit denen aus der FACS-Analyse uberein 

 

Zelllinie Antigenexprimierung Zelllinie Antigenexprimierung 

Colo320 DM ++ BT549 
(Brustkrebs) 

++ 

HCT 15 - MCF 7 
(Brustkrebs) 

+ 

HT29 G+ - T47D 
(Brustkrebs) 

- 
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Abb.29: Immunfluoreszenz-Analyse mit dem 1C1-Antiko rper auf verschiedenen humanen 
Kolonkarzinomlinien. 
A: Colo320DM, B: Caco2, C: HCT15, D: HT29 G+, E: HT29 MTX, F: Lovo C5, G: LS174T, 
H: SW1116, Balken 25´m 

HT29 MTX - SHP 77 - 

Lovo - A-172 - 

Lovo C5 ++ NCI-M23 
(Lunge) 

+ 

LS174T ++ FADU - 

SW 1116 - Capan1 
(Pankreas) 

++ 

HEL (Leukamie) ++ HNEpC 
(epithelial) 

- 

U937 
(Leukamie) 

++ NHDF 
(Fibroblasten) 

- 

WEHI 3D D+ 
(Leukamie) 

++ HUVEC 
(endothelial) 

++ 

 

 

 

Tab.7: FACS-Analyse mit dem 1C1-Antiko rper auf verschiedenen humanen Krebszelllinien. 
(+): wenig Zellen gefarbt, (++): viele Zellen gefarbt. Die Zellen wurden nicht permeabilisiert, 
somit wurde nur Zelloberflachen-Exprimierung detektiert. 
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4.5.11 Analyse der Proteinmenge auf der Zelloberflache der 
Kolonkarzinomzellen durch IP 

Da bei der RT-PCR Analyse alle Zelllinien etwa gleiche Mengen an Prohibitin 

aufwiesen, in der FACS-Analyse aber nicht alle Kolonkarzinom-Zelllinien eine 

Farbung nach 1C1-Antiko rperbehandlung zeigten, wollte ich die Oberflachenex-

pression von Prohibitin durch eine Immunprazipitation von Zellen, die zuvor 

biotinyliert wurden, nachweisen. 

Die gleiche Anzahl von Zellen jeder Zelllinie wurde fur eine Stunde mit Sulfo-NHS-

LC-Biotin inkubiert, das aufgrund seiner Struktur nur an Proteine auf der 

Zelloberflache bindet. Nach der Inkubationszeit wurde das uberschussige Biotin 

herausgewaschen, die Zellen mit Triton X-100 Lysispuffer versetzt und laut Protokoll 

eine IP durchgefuhrt. Nach dem Lauf des Gels wurden die Proteine auf eine 

Membran ubertragen (blot) und mit Streptavidin-HRP Komplex, das an das Biotin 

bindet, fur eine Stunde inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch die ECL-Methode. Wie 

auf der Abb.30 zu sehen ist, konnte auf den Colo320DM-Zellen viel Prohibitin / 

BAP37 nachgewiesen werden, wahrend die anderen Zellen ein schwacheres Signal 

fur beide Proteine zeigten. Dies legt nahe, dass die Verteilung der Proteine in den 

Zellen unterschiedlich sein muss, da ja die PCR-Ergebnisse gleiche Mengen an 

Prohibitin-RNS in den verschiedenen Zellen zeigt. 
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Abb.30: IP mit 
verschiedenen Kolon-
karzinomlinien, die zuvor 
biotinyliert wurden 
IP wurde mit dem 1C1-Ak 
durchgefuhrt. Die gleiche 
Anzahl von Zellen wurde fur 
jede Zelllinie fur die IP 
benutzt. Pfeile weisen auf 
BAP37 und Prohibitin hin. 

4.5.12 Analyse der Lokalisierung des Antigens in Zellen mit dem 
1C1-Antiko rper und einem kommerziell erworbenen 
Prohibitin-Antiko rper 

Aufgrund der Diskrepanz der Ergebnisse der RT-PCRs und der FACS-Analysen, 

bzw. der IP-Ergebnisse, wollte ich durch Immunfluoreszenz-Analysen die genaue 

Lokalisierung meines Antigens feststellen. Um eine differenzierte Aussage machen 

zu ko nnen, wurde fur die Analysen ein kommerziell erworbener monoklonaler 

Prohibitin-Antiko rper hinzugezogen. Colo320DM Zellen und SW1116 Zellen wurden, 

nachdem sie auf “Chamber-slides– kultiviert wurden, fixiert und permeabilisiert und 

anschlie„end einer Doppelfarbung mit dem 1C1-Antiko rper und dem Prohibitin-

Antiko rper unterzogen. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden dann mit einem 

konfokalen Mikroskop analysiert. 
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Abb.31: Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung mit dem 
1C1-Ak. und einem 
monoklonalen Prohibitin-Ak. 
A: Colo320 DM-Zellen 
B: SW1116-Zellen 
1C1-Ak.: grune Farbung 
mProhibitin: rote Farbung 
Das keine gelbe Farbung zu 
sehen ist, heisst, dass die 
beiden Antiko rper Antigene 
erkennen, die getrennt 
lokalisiert sind. 

In der Abb.31 ist zu sehen, dass mein Antiko rper ein Antigen bindet, das in den 

Colo320DM Zellen eine Lokalisierung im Zytoplasma und an der Plasma-

/Zellmembran aufweist (grune Farbung). Im Gegensatz dazu steht die ausschliesslich 

nukleare Farbung mit dem monoklonalen Prohibitin-Antiko rper (rote Farbung). In den 

SW1116 Zellen findet sich das gleiche Farbemuster, mit der Ausnahme, dass es 

keine oder kaum Antiko rperbindung auf der Zelloberflache gibt. Diese Ergebnisse 

sind konform mit den Ergebnissen der FACS-Analyse und der Immunprazipitation. 

Somit scheint der 1C1-Antiko rper, obwohl er, wie vorher gezeigt, Prohibitin und 

BAP37 prazipitiert, ein anderes Epitop oder einen anderen Konformationszustand 

des Proteins/der Proteine zu erkennen, welches mit einer unterschiedlichen 

Lokalisierung in den Zellen einhergeht. 
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4.5.13 Analyse der Lokalisierung des Antigens durch Fraktionierung 
von Zytoplasma und Nukleus  

Um zusatzliche Informationen uber die Lokalisierung des Antigens zu bekommen, 

wurden von mir Colo320 Zellen fraktioniert. Die zytoplasmatischen Anteile wurden 

von den nuklearen getrennt, in Probenpuffer aufgenommen und aufs Gel geladen. 

Nach dem Gellauf wurden die Proteine auf eine Membran ubertragen (Blot) und dann 

mit den verschiedenen Antiko rpern getestet. Als erstes ist in der Abb.32 zu sehen, 

dass sie Fraktionierung funktioniert hat. Lamin ist nur im Nukleus vorhanden und der 

Lamin-Antiko rper bindet auch nur an der nuklearen Fraktion. Bei Paxilin ist es genau 

umgekehrt, es ist nur im Zytoplasma lokalisiert, was durch das Testen mit dem 

Paxilin Antiko rper auch gezeigt werden kann. 

Sowohl der monoklonale Prohibitin-Antiko rper als auch der polyklonale Prohibitin-

Antiko rper binden in beiden Fraktionen etwa gleich stark. Somit sind beide Proteine 

in beiden Fraktionen vorhanden. Da mein Antiko rper auf einem Western-Blot nicht 

funktioniert, habe ich mit beiden Fraktionen zuerst eine Immunprazipitation 

durchgefuhrt und dann die Membran mit dem polyklonalen Prohibitin-Antiko rper 

getestet. Auch hier zeigt sich, dass mein Antiko rper in beiden Fraktionen das Antigen 

prazipitieren kann. Diese Ergebnisse stimmen nicht mit den Immunfluoreszenz-

Ergebnissen uberein, in der ich mit meinem Antiko rper keine nukleare Expression 

feststellen kann. Da in den beiden Systemen verschiedene Bedingungen herrschen, 

bei der IF eine eher native und bei der Fraktionierung liegen die Proteine denaturiert 

vor, kann man die Ergebnisse als weiteren Hinweis fur die wahrscheinliche 

Konformationsanderung des Antigens in der nativen Form, die speziell von meinem 

1C1-Antiko rper erkannt wird, interpretieren. 
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Abb.32: Fraktionierung von 
Zytoplasma und Nukleus von 
Colo320 DM-Zellen mit 
anschlie„endem Gellauf und 
Western Blot der fraktionierten 
Proteine. 
1C1-IP: Immunprazipitation 
beider Fraktionen mit dem 1C1-
Ak. Getestet mit dem 
polyklonalen Prohibitin-Ak. 
pProhibitin: Western Blot beider 
Fraktionen mit polyklonalem 
Prohibitin-Ak. getestet. 
MProhibitin: Western Blot 
beider Fraktionen mit 
monoklonalem Prohibitin-Ak. 
getestet. 
Lamin + Paxilin: U berprufung 
der Fraktionierung, Lamin ist 
nur im Nukleus lokalisiert, 
Paxilin nur im Zytoplasma. 

 

4.5.14 Immunhistochemische Analyse der Expression von 
Prohibitin/Bap37 in verschiedenen humanen Tumorgeweben 

Erst seit wenigen Jahren gibt es die Mo glichkeit die Expression eines Antigens in 

vielen verschiedenen Geweben in einem Versuch zu analysieren. Dazu werden die 

Gewebe in einen Paraffin-Block gegossen, die man dann als Dunnschnitte auf 

Objekttrager bringt. Diese Schnitte bezeichnet man als Gewebe-“Micro-Arrays–. 
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Ein solches Gewebe-“Micro-Array– mit 59 verschiedenen Tumorgeweben und den 

entsprechenden Normalgeweben der gleichen Patienten wurde von mir 

immunhistochemisch mit dem polyklonalen Prohibitin-Antiko rper auf die Expression 

des Antigens untersucht. Wie die Tab.8 und die Abb.33 zeigen, ist das Antigen in 

vielen Tumoren exprimiert. Es gibt zwar auch eine Expression in einigen der 

Normalgewebe, aber die Bilder zeigen deutlich, dass die Expression in vielen 

Tumorgeweben stark erho ht ist. Die Lokalisierung des Antigens scheint zumeist 

zytoplasmatisch, bei einigen Schnitten ist die Farbung aber so stark, dass man nicht 

sagen kann, ob das Antigen nicht auch auf der Zelloberflache exprimiert ist. 

 

Krebsart/Gewebe Expr. im Tumor Expr. im 
Normalgewebe 

Ho here Expr. 
Tumor > entspr. 
Normalgewbe 

Niedrigere Expr. 
Tumor > entspr. 
Normalgewbe 

Magenkrebs 4/10 4/10 2/10 1/10 

O sophagus-Krebs 9/10 3/10 5/10 0/10 

Lungenkrebs 8/10 2/10 8/10 0/10 

Kolorektaler Krebs 6/10 4/10 5/10 0/10 

Thyroider Krebs 9/10 4/10 7/10 0/10 

Renales Zell-

Karzinom 
7/9 9/9 2/9 2/9 

Tab.8: IHC-Analyse der Prohibitin/BAP37 Expression in passenden Tumor/Normal-Geweben auf 
einem Gewebe-“Microarray–. 
Expr. Im Tumor: Gesamtanzahl der Tumorgewebe, die die Antigene exprimieren. 
Expr. im Normalgewebe: Gesamtanzahl der Normalgewebe, die die Antigene exprimieren. 
Ho here Expr. Tumor > entspr. Normalgewebe: Anzahl der passenden Tumor/Normalgewebe, die eine 
erho hte Expression der Antigene im Tumor aufweisen. 
Niedrigere Expr. Tumor > entspr. Normalgewebe: Anzahl der passenden Tumor/Normalgewebe, die 
eine niedrigere Expression der Antigene im Tumor als im passenden Normalgewebe aufweisen. 
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Abb.33: Immunhistochemische Analyse der Prohibitin/BAP37 Expression in passenden 
Tumor/Normal-Geweben auf einem Gewebe-“Microarray–.  
A-C: Tumorgewebe, D-F: entspr. Normalgewebe 
A+D: Kolon, B+E: Lunge, C+F: Thyroidgewebe 
Prohibitin/BAP37-Expression: rote Farbung 
Gegenfarbung mit Hamatoxylin (blaue Farbung), Balken: 100´m 
 
 



 130 

4.6 Diskussion der Ergebnisse der Serum-Immunisierung 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass die Immunisierungsmethode 

von mir etabliert werden konnte. Es gelang mir Antiko rper zu isolieren, die entweder 

auf der Colo320 DM Zelllinie binden oder in einem Western Blot reaktiv gegen 

Proteine eines Colo320 DM Lysats sind. Desweiteren konnte ich die Antigene 

isolieren, die von einem der Antiko rper erkannt werden und beginnen, diese zu 

charakterisieren. 

Es gibt in der Literatur verschiedene Mo glichkeiten, Antigene zu identifizieren, die 

von Tumorzellen sezerniert oder abgespalten werden, die dann als Serum-

Tumormarker fur die Diagnose, U berwachung des Krankheitsverlaufs oder die 

Therapie von Krebserkrankungen benutzt werden ko nnen. Man kann durch 

subtraktive Methoden, die nicht auf spezifische Gruppen von Molekulen zielen (z.B. 

SSH), erst einmal Unterschiede zwischen Normalgewebe und Tumor feststellen, um 

dann in diesem Pool gezielt nach Antigenen zu suchen, die eine Zelloberflachen-

Lokalisierung aufweisen, oder sezerniert werden (Buckhaults et al., 2001; 

Goldenberg et al., 2002), oder man sto sst bei der Auswertung und Charakterisierung 

der Ergebnisse auf solche Antigene (Ismail et al., 2000).  

Wir haben hier ganz gezielt unsere Methode darauf ausgerichtet, Antigene zu finden, 

die vom einem humanen Tumor sezerniert werden und im Serum nachzuweisen 

sind. Um dies zu bewerkstelligen, haben wir uns uberlegt, wie wir die Immunantwort 

gezielt gegen solche Antigene generieren ko nnen. Durch den Einsatz von 

Nacktmausen ist es mo glich, mit humanen Tumorzellen einen Tumor in diesen 

Mausen wachsen zu lassen, deren Serum dann die Quelle der vom Tumor 

sezernierten Proteine darstellt. Um die Immunantwort in den normalen Mausen 

gegen die normalen Serumproteine mo glichst gering zu halten und dadurch die 

Immunantwort gegen die sezernierten Proteine des Tumor mo glichst zu verstarken, 

benutzten wir fur die Immunisierung normale Balb/C-Mause, die den gleichen 

genetischen Hintergrund wie die Balb/C-Nacktmause haben, die zur Tumorserum-

Produktion eingesetzt wurden. 
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Wie die anschliessende Hybridomabildung und das Testen der Antiko rper ergab, war 

unsere Strategie erfolgreich. Ich erhielt acht Antiko rper, die eine Reaktion mit den 

Colo320 DM Zellen zeigten. In der weiteren Analyse erwies sich einer der Antiko rper 

als besonders interessant, da das Antigen auf mehreren humanen Tumorzelllinien, 

die von mir getestet wurden, exprimiert ist. Da diese Zelllinien nicht alles 

Kolonkarzinom-Linien sind, das Antigen unter anderem auf drei humanen Leukamie-

Zelllinien, einer Brustkrebslinie und einer Pankreaskrebslinie, sowie in geringerer 

Menge auf einer weiteren Brustkrebslinie und einer Lungenkrebslinie exprimiert ist, 

schien dieses Antigen doch von gro„em Interesse fur eine weitere Charakterisierung. 

Dieses Antigen ist anscheinend nicht fur eine Krebsart spezifisch, es ko nnte fur die 

Diagnose und Therapie von verschiedenen Krebserkrankungen dienen. 

Es war mir mo glich, durch eine Immunprazipitation das Antigen zu isolieren. Die 

Identitat der Antigene stellte sich als Prohibitin und BAP37 heraus. 

Wie schon einleitend im Ergebnisteil beschrieben, sind diese beiden Gene noch nicht 

lange bekannt (Prohibitin: 1991 (Nuell et al.); BAP37: 1994 (Terashima et al.)). 

Beiden Proteinen wurden in mehreren Studien verschiedene Funktionen 

zugewiesen. 

So interagiert Prohibitin mit RB und reguliert dadurch die Funktion von E2F (Wang et 

al., 1999a; 1999b). Prohibitin und BAP37 bilden laut mehrerer Studien einen 

Komplex, der in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist und dort als 

Chaperon fur die Stabilisierung von mitochondrialen Proteinen fungiert (Nijtmans et 

al., 1994), auf mitochondrialen Stress reagieren und wahrend der Seneszenz 

herabreguliert werden und somit Einfluss auf die replikative Lebensspanne von 

Zellen nehmen (Coates et al., 1997; 2001). Dem BAP37 Protein wird unter dem 

Namen REA (repressor of estrogen receptor activity) eine Repression der 

transkriptionellen Aktivitat des ER durch Bindung an den ER, und indem er kompetitiv 

das Binden von Koaktivatoren hemmt, zugesprochen (Montano et al., 1999; Delage-

Mourroux et al., 2000). Beide Proteine sollen mit dem IgM-Rezeptor auf B-Zellen 

assoziert sein (Terashima et al., 1994). Aber es wurde kein direkter Beweis erbracht, 

dass sie auf der Zelloberflache zu finden sind. 
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Ich konnte in meinen Versuchen zeigen, dass Prohibitin und BAP37 auf der 

Zelloberfache verschiedener humaner Tumorzelllinen zu finden sind, dass Prohibitin 

und/oder BAP37 im Serum tumortragender Mause zu finden ist und somit entweder 

sezerniert oder von den Tumorzellen abgespalten wird. Mit diesem Ergebnis ist die 

U berprufung des Immunisierungsprinzips erfolgreich durchgefuhrt worden. Die 

Tatsache der Oberflachenexprimierung und der Sezernierung/Abspaltung wurde 

noch von keiner Studie belegt. Ich konnte mittels PCR-Analyse zeigen, dass 

Prohibitin und BAP37 in vielen Kolonkarzinomlinien exprimiert werden, dass aber 

Prohibitin in gleicher Menge in Tumor- und Normalgeweben des von 

Kolonkrebspatienten exprimiert wird (Abb.28). Auch andere Studien befassten sich 

mit der Expression der beiden Gene in Tumoren und Tumorzelllinien, die sowohl eine 

U berexpression fanden (Asamoto et al., 1994) als auch keine Veranderung der 

Expression im Tumor im Vergleich zu passenden Normalgeweben (Murphy et al., 

2000). Die immunhistochemischen Untersuchungen von mir mit einem polyklonalen 

Antiko rper, der beide Proteine erkennt, auf zusammengeho rigen Tumor- und 

Normalgeweben, ergab fur einige Tumorarten eine ho here Expression im Tumor als 

im Normalgewebe (Tab.8). 

Wenn man diese Ergebnisse zusammenfasst, dann kann es sein, dass entweder 

BAP37 oder ein Komplex aus beiden Proteinen mit einer veranderten Konformation 

fur die verstarkte Erkennung durch den Antiko rper verantwortlich ist. Diese Annahme 

wird durch meine Immunfluoreszenz-Untersuchungen gestutzt, die zeigen, dass der 

1C1-Antiko rper das Antigen nur im Zytoplasma erkennt, obwohl Prohibitin als auch 

BAP37 im Nukleus vorkommen und zumindest Prohibitin im Nukleus von einem 

monoklonalen Prohibitin-Antiko rper erkannt wird, der aber in der IF kein Prohibitin im 

Zytoplasma erkennt (Abb.31). Auf einem Western Blot kann dieser monoklonale 

Antiko rper aber sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus Prohibitin nachweisen. 

Solche Konformationsanderungen, die z.B mit einer veranderten Phosphorylierung 

einhergehen, die einen Einfluss auf die Lokalisierung und somit auch auf die 

Funktion des Proteins haben, sind auch von anderen Proteinen/Proteinkomplexen 

bekannt. So wird durch die Phosphorylierung von PTEN, einem Tumor-Suppressor, 

die Rekrutierung von PTEN in einen Protein-Komplex inhibiert (Vazquez et al., 2001).  
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Ein anderes Beispiel fur solche funktionellen Veranderungen durch 

Konformationsanderungen: Fur den Tumorsuppressor p53 wird in mehreren Studien 

beschrieben, dass erho hte Stickstoffmonoxyd (NO) Freisetzung in Tumorzellen zu 

einer Konformationsanderung fuhrt, die die Funktion von p53 beeintrachtigt oder 

verandert (Calmels et al., 1997; Chazotte-Aubert et al., 2001) 

Den beiden Proteinen werden Funktionen im Nukleus und im Zytoplasma 

zugewiesen. Welche Funktion ko nnte das Antigen in der Tumorzelle haben, das 

durch den 1C1-Antiko rper erkannt wird ? Die beiden Proteine werden wahrend der 

Seneszenz herunterreguliert (Coates et al., 2001). Der Knockout der beiden Gene in 

Hefe fuhrte zu einer sehr fruh einsetzenden Seneszenz der Hefezellen. Dadurch 

dass sie in den Tumorzellen stetig exprimiert sind, ko nnten sie die Tumorzellen vor 

der Senszenz schutzen. Zusatzlich erklart Coates in dieser Vero ffentlichung, dass die 

beiden Proteine auf veranderten Metabolismus reagieren: wenn Zellen mit 

Thiamphenikol, einem spezifischen Inhibitor fur mitochondriale Proteinsynthese, 

behandelt werden, werden beide Proteine hochreguliert. Weiter schreibt er, dass es 

diese Metabolismusveranderungen auch bei Tumorzellen gibt, die trotz vorhandenen 

Sauerstoffs die Energie durch Glykolyse gewinnen (“Warburg-Effekt–, Dang & 

Semenza, 1999), und Primartumore konsistent hohe Expression von Prohibitin und 

BAP37 zeigen. Diese Funktionen ko nnten ebenfalls in den von mir untersuchten 

Tumorzellen angesprochen werden. 

 Warum sie auf der Zelloberflache von Tumorzellen exprimiert werden und von 

Tumorzellen sezerniert oder abgespalten werden, ist eine Frage, die noch zu klaren 

ist. Mo glich ware, dass die beiden Proteine uber den IgM-Rezeptor, an den sie 

kovalent binden (Terashima et al., 1994) ein Signal kaskadieren, das die Tumorzellen 

proliferieren lasst. Es ist bekannt, dass der IgM-Rezeptor die Proliferation und 

Differenzierung von B-Zellen steuert (Hombach et al., 1990; Clark & Shu, 1987). Da 

bis heute, ausser bei Leukamie-Zellen, keine IgM-Rezeptor-Expression auf 

Tumorzellen gefunden wurde, ko nnte es sein, dass andere Rezeptoren mit den 

beiden Proteinen eine Einheit bilden, um diese Funktion auszuuben. 
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Desweiteren ist in einer neuen Studie gezeigt worden, dass Prohibitin in Hefezellen 

mit den Proteinen Emp24p, Erv25, Erp1 und Erp2 einen Komplex bildet (Gavin et al., 

2002). Die genannten Proteine sind an der Vesikelbildung beteiligt und dafur 

verantwortlich, dass Proteine vom ER zum Golgi-Apparat transportiert werden oder 

sezerniert werden (Belden & Barlowe, 1996; 2001; Marzioch et al., 1999). Wenn in 

humanen Zellen Prohibitin in einem ahnlichen Komplex zu finden ist, ko nnte das 

auch der Grund sein, warum Prohibitin und/oder BAP37 auf der Zelloberflache zu 

finden sind oder sezerniert werden. 

Diese Erklarungen sind Hypothesen oder Ansatze einer Aufklarung der Funktion der 

Proteine im Tumor. 

Damit der Antiko rper als Marker in der Diagnose und Therapie genutzt werden kann, 

musste erst einmal uberpruft werden, ob das Antigen im Serum von Patienten 

nachweisbar ist. Eine Mo glichkeit ware, den Sandwich-ELISA zu nutzen, um humane 

Seren zu testen. Aber auch andere Nachweismethoden ko nnten Anwendung finden, 

wie z.B. eine IP mit den Seren mit anschliessender Detektion des Antigens durch 

einen Western Blot. Auch sollte uberpruft werden, ob die anderen humanen 

Krebszelllinien, die das Antigen auf der Oberflache exprimieren, dieses sezernieren. 

Dazu ko nnte man ebenfalls den Sandwich-ELISA oder eine IP einsetzen, um 

Zellkulturuberstande der entsprechenden Zelllinien zu testen. 

Um die Expressionstudien zu komplettieren, sollte die BAP37-Expression in Tumor-

/Normal-Geweben mittels PCR auf RNS-Ebene und immunhistochemisch auf 

Proteinebene untersucht werden. 

Um mehr uber die Funktion zu erfahren, sollte die Hypothese uberpruft werden, ob 

der 1C1-Antiko rper einen Zustand des Antigens erkennt, der durch eine 

Konformationsanderung charakterisiert ist. Wenn die Veranderung durch eine 

Phosphorylierung hervorgerufen wird, ko nnte man COLO320 DM Zellen mit 

radioaktiven Phosphor markieren und dann mit dem 1C1-Antiko rper eine IP 

durchfuhren, um zu sehen, ob das Antigen phosphoryliert ist. 
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Um die Frage zu beantworten, welche Funktion das Antigen auf der Zelloberflache 

hat, ko nnte man nach Interaktionspartnern suchen, die vielleicht eine genauere 

Hypothese zulassen. Der IgM-Rezeptor ko nnte zumindest auf den Leukamie-

Zelllinien ein Bindungs- und Funktionspartner sein. Zu uberprufen ist, ob auch auf 

normalen B-Zellen Prohibitin und BAP37 zu finden sind, oder ob diese Expression 

nur auf Krebszellen auftritt. 

Ob der Antiko rper ein funktionelles Werkzeug darstellt, kann in Tumorexperimenten 

in Nacktmausen getestet werden. Dabei wird den Mausen die COLO320 DM Zelllinie 

gespritzt und dann uber 4 Wochen mit dem 1C1-Antiko rper behandelt. Damit wird 

uberpruft, ob der Antiko rper einen Einfluss auf die Tumorprogression hat. 

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass meine Versuche ein interessantes Antigen 

aufgedeckt haben, das vielleicht als Tumormarker in der Diagnose, der Therapie und 

zur Verlaufsuberwachung von Krebserkrankungen eingesetzt werden kann. Es 

scheint aber auch eine Rolle in Tumorprogression oder Metastasierung zu spielen. 

Dadurch wird es auch fur die Grundlagenforschung interessant, um weitere 

funktionelle Bausteine dieser Prozesse zu identifizieren. Es bleibt noch viel zu tun, 

um die Funktion des Antigens in der Tumorzelle, aber auch in normalen Zellen 

aufzuklaren. 
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