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Zusammenfassung

Mit CD44 bezeichnet man eine Familie von Membranproteinen, die unter anderem bei so
unterschiedlichen Prozessen wie der T-Zellaktivierung, der Lymphozyten-Rezirkulation und der
Tumormetastasierung eine Rolle spielen. Diese Proteinfamilie besteht zum einen aus einer
CD44-Grundform (CD44s) und zum anderen aus einer Reihe von Varianten, die zusétzlich zur
Aminosduresequenz von CD44s Insertionen unterschiedlicher Linge besitzen (CD44v).

Der CD44v-spezifische monoklonale Antikérper (mAk) 1.1ASML erkennt vier CD44v-
Isoformen unterschiedlichen Molekulargewichts auf der Zelloberfliche der metastasierenden
Rattentumorzellinie BSp73ASML. Eine dieser CD44v-Isoformen, Meta-1, die zusitzliche 162
Aminosduren im extrazelluldren Anteil von CD44s enthilt, vermittelt nichtmetastasierenden
Tumorzellen Metastasierungsfihigkeit.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB die vier CD44v-Isoformen der
BSp73ASML-Zellinie Produkte eines alternativ gespleiBten CD44-Primértranskripts darstellen
und durch N- und O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide sowie mit Neuraminsiure-Resten
modifiziert sind.

Durch PCR-Amplifikation wurde eine zweite CD44v-Isoform, Meta-2, aus cDNA der
BSp73ASML-Zellinie isoliert. Meta-2 weist nur die 85 C-terminalen Aminosduren des
varianten Bereiches von Meta-1 auf und stellt somit die kleinste nachweisbare CD44v-Isoform
der BSp73ASML-Zellinie dar. Nach Transfektion und Expression in einer
nichtmetastasierenden Zellinie ist Meta-2 in der Lage, ebenso wie Meta-1,
Metastasierungsfihigkeit zu induzieren.

CD44v Proteine konnten mittels immunhistochemischer Methoden auch auf verschiedenen
normalen Zelltypen, z.B. auf Keratinozyten der Haut, auf Zellen an der Basis der
Lieberkiihnschen Darmkrypten und auf aktivierten Lymphozyten nachgewiesen werden.

Um mogliche Funktionen von CD44v-Isoformen, z.B. die Bindung eines spezifischen
Liganden oder die Wechselwirkung mit Komponenten der extrazelluliren Matrix, zu
untersuchen, wurden mit gentechnischen Methoden 16sliche, leicht nachweisbare Formen von
Meta-1 und CD44s hergestellt. Mit diesen l3slichen CD44-Proteinen (sog. Rezeptorglobulinen)
konnte eine starke Bindung an Tumor-assoziierte Hyaluronsiure, jedoch nicht an andere
Komponenten der extrazellulidren Matrix, festgestellt werden.




Abstract

Splice variants of the CD44 family of membrane proteins are
determinants of metastasis: 85 amino acids of a CD44 variant are
sufficient to induce this process

The term CD44 describes a family of membrane proteins which are involved in a variety of
processes including T-cell activation, lymphocyte-recirculation and tumor metastasis. These
proteins include the CD44 standard form (CD44s) and numerous isoforms with additional
amino acids inserted into the primary structure of CD44s (CD44v).

The CD44 specific antibody (mAk) 1.1ASML recognizes four CD44v isoforms differing in
molecular weight on the cell surface of the metastatic rat cell line BSp73 ASML. One of these
isoforms, Meta-1 has162 additional amino acids in the extracellular portion of CD44s, and
confers metastatic behavior onto non-metastatic tumor cells.

I have demonstrated that the CD44v-isoforms of the BSp73ASML cell line represent N- and O-
glycosylated as well as sialylated products of an alternatively spliced CD44 primary transcript.
Using PCR-amplification a second CD44v isoform, Meta-2, was isolated from BSp73ASML
cDNA. Meta-2 contains only the the 85 C-terminal amino acids of the Meta-1 insertion and
therefore represents the smallest detectable CD44v isoform of the BSp73ASML cell line. Upon
transfection and expression, Meta-2 is also able to confer metastatic behavior onto locally
growing tumor cells.

Using immunohistochemical methods CD44v proteins could also be identified on normal cells
including keratinocytes of the skin, cells on the base of the crypts of Lieberkiihn and activated
lymphocytes.

To identify possible functions of CD44v isoforms (e.g. binding of a specific ligand or
interaction with components of the extracellular matrix) soluble versions of Meta-1 and CD44s
were produced using molecular biological methods. With these soluble CD44 proteins strong
binding to tumor associated hyaluronan but not to other components of the extracellular matrix
could be detected.
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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Die Zellmembran ecukaryontischer Zellen bildet das funktionell aktive Bindeglied
zwischen AuBen- und Innenmilieu der Zelle. Sie besteht aus einer Lipid-Doppelschicht in die
Proteine iiber hydrophobe Wechselwirkungen mit den Lipidmolekiilen eingelagert sind (Singer
und Nicolson, 1972; Bretscher und Raff, 1975). Der Zellmembran knnen drei essentielle
Funktionen zugeordnet werden: ,

1.) Sie stellt eine physikalische Barriere zwischen Extrazellularraum und Zytoplasma dar und
hdlt somit die Bedingungen (z.B. die Ionenkonzentration) fiir biochemische Prozesse im
Zytoplasma konstant (Gomperts, 1976).

2.) Die Zellmembran ist selektiv permeabel und aktiv beteiligt am Import von Néhrstoffen und
Ionen, am Export von Stoffwechselabfallprodukten sowie am Transport von anderen
Molekiilen, die fiir die Zelle lebensnotwendig sind (Finean et al., 1978; Sweadner und Goldin,
1980).

3.) Eine weitere wichtige Aufgabe der Zellmembran ist die Signaltransduktion von
extrazelluldren Signalen. Zellmembranrezeptoren dienen dabei als Empfinger externer Stimuli
und modulieren gleichzeitig diese Botschaften in interne Signale (Cochran et al., 1983;
Berridge, 1985; Cochran, 1985)

Wihrend die Grundstruktur der Zellmembran durch die Lipid-Doppelschicht festgelegt ist,
werden ihre spezifischen Aufgaben vorwiegend von Proteinen ausgefiihrt. Zu der Vielzahl von
Reaktionen, die von solchen Proteinen vermittelt werden, gehort z.B. die Regulation der
Zellteilung (Collett und Erikson, 1978), die Signaltransduktion (Berridge, 1985) und der
Transport von Ionen (Gomperts, 1976; Finean et al., 1978) und Glukose (Finean et al., 1978).
Auch fiir die Erkennung und Eliminierung von Fremdstoffen, Krankheitserregern und Virus-
infizierten Korperzellen sind Membranproteine (auf B- und T-Lymphozyten des
Immunsystems) verantwortlich. Dabei ist die enorme Diversitit, die notwendig ist um jedes
mogliche Antigen zu erkennen, in diesen Antigenrezeptoren der Immunzellen reprisentiert
(Warner, 1974; Tonegawa, 1985). Proteine der Zellmembran spielen ebenfalls eine Rolle bei
komplexen Vorgingen wie der Prisentation von korperfremden Molekiilen an das
Immunsystem (Klein et al., 1981), der Endozytose (Pastan und Willingham, 1981), der
Signalperzeption von Sinnesreizen (Bownds, 1981), der Ausbildung von Aktionspotentialen
bei Nervenzellen (Hodgkin und Huxley 1952) und der Zellmigration wihrend der
Embryogenese (Edelman, 1985) sowie beim ProzeB der Tumormetastasierung (Poste und
Fidler, 1980; Nicolson 1982 und 1988; Van Roy und Mareel, 1992).




2 EINLEITUNG

Aufgrund technischer Probleme, z.B. der schlechten Loslichkeit von Membranproteinen, war
es jedoch fiir lange Zeit schwierig, diese Molekiile zu isolieren und ihre Funktion zu
bestimmen. Als revolutioniires Hilfsmittel fiir die Charakterisierung von Membranproteinen und
ihrer Funktion erwiesen sich monoklonale Antikorper (mAk; Kohler und Milstein, 1976;
Milstein 1980; Yelton und Sharff, 1981 ), Diese Proteine werden von sog. Hybridomzellen,
Zellfusionen aus einer Antikdrper-produzierenden B-Zelle und einer Myelomzelle, produziert.
Der Terminus monoklonal besagt, daB von jedem einzelnen Hybridom-Zellklon ein
spezifischer (monoklonaler) Antikorper synthetisiert wird. Der entscheidende Vorteile dieser
Molekiile ist, neben der unbegrenzten Verfiigbarkeit, die hohe Spezifitit gegeniiber dem
Antigen: Nur eine bestimmte antigene Determinante, ein sog. Epitop wird erkannt. Seit es
moglich ist mAks gegen Membranproteine herzustellen, konnte eine Vielzahl von biologischen
Funktionen dieser Proteine aufgeklirt werden.

Vor allem Oberflichenproteine von weilen Blutzellen (Leukozyten) konnten mit Hilfe von
mAks intensiv untersucht werden. Dabei stellt die Identifizierung von Struktur und Funktion
eines physiologisch essentiellen Membrankomplexes der T-Zellen, des T-Zell-Rezeptors, ein
Musterbeispiel fiir die Aufklirung komplexer biologischen Prozesse durch mAks dar (Allison et
al., 1982; Meuer et al., 1984). Mit Hilfe von mAks war es jedoch auch moglich den
physiologischen Proze8 der Lymphozyten-Rezirkulation zwischen BlutgefdBsystem und
sekundiren lymphoiden Organen ("lymphocyte homing") aufzukldren (Kieran et al., 1989).
Dabei konnten die fiir diesen Prozef essentiellen lymphozytiren Membranrezeptoren
identifiziert werden. Einer dieser "lymphocyte homing-Rezeptoren" wurde, nach der
internationalen Nomenklatur der Lymphozytenantigene, mit CD44 bezeichnet.

"Lymphocyte Homing"

Nichtaktivierte Lymphozyten zirkulieren auf der Suche nach Antigen stindig zwischen den
Geweben der Organe und den sekundidren lymphatischen Organen (Lymphknoten, Milz,
lymphoides System des Magen-Darm-Trakts). Sie miissen dabei vom BlutgefiBsystem ins
Lymphsystem i{iberwechseln. Die Auswanderung der Lymphozyten ist jedoch nur in
bestimmten Venolen von Lymphknoten, den HEVs ("high endothelial venules"), moglich, die
ein spezielles, hochprismatisches Endothel aufweisen (Anderson et al., 1976; Kieran et al,,
1989). Lymphozyten binden an das hochprismatische Endothel, veranlassen ein
Auseinanderweichen der Endothelzellen und dringen zwischen den Endothelzellen in die
subendotheliale Basalmembran ein (Gowans und Knight, 1964). Nach der Passage der
Basalmembran wechseln sie in die benachbarten Lymphgefiie (Duijvestijn und Hamann, 1989;
Kieran et al., 1989).

Mit Hilfe von mAks, die eine Bindung von Lymphozyten an das hochprismatische Endothel der
HEVs blockieren, konnten auf Lymphozyten verschiedene Molekiile nachgewiesen werden, die
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diese spezifische Adhision bewirken. Dabei vermittelt ein Molekiil einer als Selektine
bezeichneten Familie von integralen Membranproteinen die Bindung von Lymphozyten an das
Kapillarendothel der peripheren Lymphknoten (L-Selektin) wihrend die anderen Proteine (P-
Selektin und E-Selektin) dieser Gruppe entscheidende Funktionen bei der Adhision von
aktivierten Thrombozyten an das Kapillarendothel und der Extravasation von neutrophilen
Granulozyten bei Entziindungsreaktionen ausiiben (Luscinskas et al., 1989; Hallman et al.,
1991; Lawrence und Springer, 1991; Watson et al., 1991).

CD44 partizipiert, wie L-Selektin, an der Adhision von Lymphozyten an das hochprismatische
Endothel von HEVs (Jalkanen et al., 1986 und 1987). Die Bindung von Lymphozyten an
HEVs des Darm-assoziierten Lymphgewebes kann dabei mit einem AntikSrper gegen CD44
(Hermes-3) nahezu vollstindig blockiert werden (Jalkanen et al., 1987). Dieser mAk reagiert
jedoch, im Gegensatz zu einem anderen CD44 spezifischen mAk (Hermes-1), nicht mit
Lymphozyten, die an HEVs des peripheren Lymphgewebes binden (Jalkanen et al., 1986).
Dies war einer der ersten Hinweise, da strukturell und funktionell unterschiedliche Formen
des "CD44 Lymphozyten Homing Rezeptors" existieren miissen.

CD44 - eine Proteinfamilie mit unterschiedlichen Modifikations- und
Spleiiformen '

Die Klonierung der cDNA der sog. hidmatopoetischen- oder Grundform des CD44
Membranglykoproteins gelang unabhingig voneinander verschiedenen Arbeitsgruppen
(Goldstein et al., 1989; Idzerda et al., 1989; Nottenburg et al., 1989; Stamenkovic et al., 1989;
Zhou et al., 1989).

Als typisches Transmembranprotein besitzt CD44 N-terminal vom relativ umfangreichen
extrazellulidren Anteil ein Signalpeptid, das wiihrend der Reifung abgespalten wird. Das Protein
wird durch eine Transmembrandomine in der Zellmembran verankert und besitzt einen
zytoplasmatischen Anteil (Stamenkovic et al., 1989; Goldstein et al.,, 1989). Der
Konservierungsgrad zwischen CD44-Proteinen aus Mensch, Maus und Ratte betrigt 85%
(Hofmann et al., 1991). Die 90 N-terminalen Aminosiuren zeigen starke Homologie zum
"cartilage link protein" aus Huhn und Ratte sowie zum "cartilage link core protein" der Ratte
(Goldstein et al., 1989; Stamenkovic et al., 1989). Es ist bekannt, daB diese Proteine eine
starke Affinitit fiir Hyaluronsiure, einer der Hauptkomponenten der extrazelluliren Matrix
(ECM), besitzen (Doege et al., 1986; Goetinck et al.,1987).

Das CD44-Protein wird hauptsichlich auf hiimatopoetischen Zellen, Epithelzellen,
sekretorischen Driisen, glatten Muskelzellen und in der Haut exprimiert (Flanagan et al, 1989)
und ist wie die meisten Membranproteine glykosyliert (Jalkanen et al., 1988; Flanagan et al.,
1989; Brown et al., 1991). Durch chromatographische Karbohydratanalyse konnte ermittelt
werden, dafl ca. 30% des Molekulargewichts des humanen CD44 Molekiils auf N- bzw. O-
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glykosidisch gebundene Oligosaccharidstrukturen zuriickzufiihren sind (Flanagan et al., 1989).
In einigen Fillen konnte, zusitzlich zur Reaktion mit der charakteristischen 85-95 kD Form von
CD44, eine Reaktion von CD44-spezifischen Antikérpern mit verschiedenen hochmolekularen
Proteinen (Molekulargewicht zwischen 180 und 250 kD) festgestellt werden. Bei diesen, zur
CD44-Grundform unterschiedlich modifizierten Molekiilen, handelt es sich um CD44-
Proteoglykane, die zusitzlich zu N- und O-glykosidisch gebundenen Zuckerketten
Chondroitinsulfat bzw. Heparansulfat enthalten (Jalkanen et al., 1988; Brown et al., 1991). Die
Grundform von CD44 und die verschiedenen "Modifikationsisoformen" dieses
Membranglykoproteins bilden somit eine Proteinfamilie, die, aufgrund des gemeinsamen As-
Grundgeriists, unter der Bezeichnung CD44s (nach Standardform von CD44) zusammengefaf3t

wird.

Die Heterogenitit der CD44-Proteine wird jedoch noch erhoht durch die Existenz von
Isoformen, die zusitzlich zur Aminoséiurepriméirsequenz der CD44-Grundstruktur noch weitere
Aminosiuren enthalten. Als biologischer Mechanismus fiir die Entstehung dieser Isoformen
konnte alternatives Spleien eines CD44-Primirtranskripts nachgewiesen werden (Brown et
al., 1991; Dougherty et al.,1991; Giinthert et al., 1991; Hofmann et al., 1991; Stamenkovic et
al., 1991; Arch et al., 1992; He et al., 1992; Matsumura und Tarin, 1992; Rudy et al., 1993).
Die verschiedenen CD44-Spleififormen wurden zur Abgrenzung von der CD44s-Proteinfamilie,
aufgrund der Diversitit ihres As-Grundgeriists mit CD44v bezeichnet (nach SpleiBvarianten
von CD44)

Die Insertionstelle der zusétzlichen As-Sequenzen bei CD44 befindet sich im extrazelluldren,
Membran-proximalen Anteil des Molekiils. Durch Analyse genomischer Klone von CD44
konnte festgestellt werden, daB die fiir die zusitzlichen Sequenzen von CD44 kodierende
Region einen Bereich von ~ 25 kB des CD44-Genoms umfaBt und in zehn Exons, v1-v10,
untergliedert ist (Screaton et al., 1992; Tolg et al., 1993).

Die von unserer Arbeitgruppe aus einer cDNA-Expressionsbibliothek der metastasierenden
Ratten-Pankreaskarzinom-Zellinie BSp73ASML isolierte CD44-Variante Meta-1 enthilt
zusiitzlich zur CD44s-Aminosiuresequenz 162 Aminosiuren im extrazelluliren, Membran-
proximalen Anteil, die von vier Exons (v4-v7) des CD44-Gens kodiert werden (Giinthert et al.,
1991; Tolg et al., 1993). Der fiir die Klonierung von Meta-1 verwendete mAk (1.1ASML)
erkennt dabei ein Epitop, das von v6 kodiert wird, Im Vergleich zu CD44s sind dariiberhinaus
bei Meta-1, durch einen Spleivorgang, 23 direkt an die Transmembrandoméne angrenzende
Aminosiuren verloren gegangen.

Alternativ gespleiBte CD44-Isoformen konnten jedoch nicht nur bei der Ratte identifiziert
werden. Eine ganze Reihe dieser Isoformen wurde aus humanen Tumorzellinien kloniert
(Brown et al., 1991; Dougherty et al., 1991; Hofmann et al., 1991; Stamenkovic et al., 1991
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Die bisher groBte CD44-Spleiform stammt aus einem groBzelligen Lungenkarzinom (sowie
aus transformierten Keratinozyten) und enthilt 338 Aminosduren zusitzlich zu den
Aminosduren von CD44s im extrazelluldren Bereich (Hofmann et al., 1991).

Physiologische Funktionen von CD44s

Der CD44s Rezeptor ist an mehreren physiologischen Prozessen beteiligt, die offensichtlich die
Folge der strukturellen Heterogenitit, aufgrund der differentiellen Modifikation dieses
Membranproteins darstellen. Die Rolle des Kohlenhydratanteils dieser
"Modifikationsisoformen" von CD44 an diesen Funktionen ist in den meisten Fillen bis jetzt
noch unklar.

Oftmals konnte eine Beteiligung von CD44s-Proteinen an der Bindung von Zellen an
Komponenten der ECM festgestellt werden (Gallatin et al., 1989; Culty et al., 1990; Miyake et
al., 1990; Lesley et al., 1990; Arrufo et al., 1990; Culty et al., 1992; Jalkanen und Jalkanen,
1992). Die Subpopulation der Chondroitinsulfat-assoziierten CD44-Proteoglykane hat die
Fihigkeit Fibronektin der ECM zu binden. Diese Bindung findet spezifisch iiber die
Chondroitinsulfat-Seitenketten des CD44s-Molekiils mit dem C-Terminus des Fibronektin
Molekiils statt (Jalkanen und Jalkanen, 1992). Eine Adhision an Kollagen konnte fiir CD44
bzw. fiir das CD44-Homolog ECMR III (Extrazellulirer Matrixrezeptor III) ebenfalls
nachgewiesen werden (Gallatin et al., 1989).

Eine herausragende Eigenschaft von CD44s Proteinen ist die Bindung der ubiquitir verbreiteten
ECM-Komponente Hyaluronsiure ( Culty et al., 1990; Miyake et al., 1990; Lesley et al., 1990;
Arrufo et al., 1990; Culty et al., 1992; Lesley et al., 1992). Hyaluronséiure besteht aus einer
repetitiven Anordnung der Disaccharid-Einheit D-Glukuronsidure/N-Azetylglukosamin und ist
z.B. an der Ausbildung einer lockeren, stark hydratisierten Form der ECM beteiligt (Iozzo,
1985, Knudson et al., 1989). Die Bindung von CD44 an dieses Polymer findet iiber die N-
terminal lokalisierte Hyaluronséure-Bindungsdomiine, vermutlich iiber positiv geladene As die
zwischen einer charakteristischen, durch Disulfidbriicken stabilisierten "Loop-Strukur"
lokalisiert sind, statt (Goldstein et al., 1989; Stamenkovic et al., 1989; Zhou et al., 1989).

Der Nachweis, daB eine spezifische Wechselwirkung von CD44s mit Hyaluronsiure erfolgt,
wurde durch Blockierung der Bindung von CD44s-positiven Zellen an immobilisierte
Hyaluronsiure mit CD44s-spezifischen mAks bzw. durch Bindung einer 18slichen Form von
CD44s an Hyaluronsiure in Gewebeschnitten geliefert (Miyake et al., 1990; Arrufo et al,,
1990). Die Hemmung durch die spezifischen Antikorper war dabei vergleichbar effizient wie
die Kompetition der CD44-spezifischen Bindung durch Zugabe geringer Mengen exogener
Hyaluronsiure oder die Hyaluronidase-Priinkubation der mit Hyaluronsdure beschichteten
Kulturschalen (Miyake et al., 1990).
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Analog zu der oftmals beobachteten Beteiligung von Transmembranrezeptoren an
Signaltransduktionsvorgingen (Ushiro und Cohen, 1980; Elk et al., 1982; Cochran, 1985;
Metcalf, 1985;), konnten auch bei CD44s, nach Aktivierung mit einem externen Stimulus,
spezifische zelluldre Antworten nachgewiesen werden (Webb et al., 1990; Bazil und Horejsi,
1992; Gruber et al., 1992).

Dabei konnte z.B. mit CD44s-spezifischen Antikorpern die Sekretion der Zytokine
Tumornekrosefaktor-o, Interleukin-1f (Webb et al., 1990) und "macrophage colony
stimulating factor” (Gruber et al., 1992) induziert werden. Offensichtlich imitieren die
Antikorper die Bindung eines physiologischen Liganden an CD44s und setzen damit eine
Signaltransduktionskaskade in Gang, die letztendlich in der Sekretion der erwiihnten Zytokine
resultiert. Signaltransduktion via CD44s (in Verbindung mit anderen Membranproteinen)
konnte ebenfals bei der T-Zellaktivierung beobachtet werden (Huet et al., 1988; Shimizu et al.,
1989; Denning et al., 1990; Rothman et al., 1991; Pieres et al., 1992). Mit einer Kombination
von spezifischen mAks gegen CD2, CD3 und CD44 wurde T-Zellproliferation, Induktion des
Interleukin-2-Rezeptors auf T-Zellen und Sekretion von Interleukin-2 nachgewiesen. Die
alleinige Inkubation mit einem dieser mAks war nicht ausreichend um diese Prozesse in Gang
zu setzen (Huet et al., 1988). Mit derselben Antikérperkombination konnte z.B. auch eine
Stimulierung von peripheren Monocyten (Proliferation, Sekretion von Interleukin-1) beobachtet
werden (Denning et al., 1990).

Spleiiformen von CD44 induzieren Tumormetastasierung

Die unterschiedlichen Funktionen des CD44s-Proteins sind moéglicherweise begriindet in der
differentiellen Modifikation des Aminosiduregrundgeriists. Bei der CD44v-Proteinfamilie wird
mit alternativem Spleilen ein anderer von Membranproteinen hiufig genutzter Mechanismus
gewihlt um Diversitit zu erzeugen. Von den bis zum heutigen Zeitpunkt gefundenen CD44v-
Isoformen konnten einige auch funktionell charakterisiert werden (Giinthert et al., 1991,
Stamenkovic et al., 1991; Rudy et al., 1993). Dabei konnte als biologisch herausragende
Eigenschaft bestimmter CD44v-Molekiile eine ursidchliche Beteiligung am Proze der
Tumormetastasierung festgestellt werden.

Die CD44v-Isoform Meta-1 wurde aus der metastasierenden Zellinie BSp73ASML eines
Rattenpankreaskarzinoms isoliert. Die Uberexpression der CD44v-Isoform Meta-1 auf der
nichtmetastasierenden BSp73AS-Zellen reicht aus um diesen Zellen Metastasierungsfihigkeit zu
vermitteln, wihrend die ﬂbercxpression des CD44s-Molekiils in derselben Zellinie nicht in
einer Erh6hung des Metastasierungspotentials resultiert (Giinthert et al., 1991; Seiter et al.,
1993 ). Die CD44v-induzierte Metastasierung ist keine Ausnahme des BSp73-Systems. Dies
wurde durch zwei weitere Beobachtungen bestirkt:
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--In einem zweiten Rattentumorsystem (Neri et al., 1982) wird CD44v, hauptsichlich auf
Zellinien stark exprimiert, die aus Metastasen isoliert wurden (Giinthert et al., 1991).
--Transfektion der Meta-1-cDNA in eine nichtmetastasierende Fibrosarkomzellinie der Ratte
vermittelt auch diesen Zellen volle Metastasierungsfihigkeit (Hofmann et al., unver6ffentlicht).
Die oben dargestellten Experimente zeigen, daB Meta-1 tatsdchlich in der Lage ist, den
metastatischen Phinotyp in nichtmetastasierenden Rezipientenzellen zu induzieren. Sie geben
jedoch keinen AufschluB dariiber, ob Meta-1 die einzige CD44v-Isoform mit diesem
biologischen Potential ist. Wie schon erwihnt wurde unterscheidet sich Meta-1 von CDA44s
durch die Insertion von 162 As, die von vier Exons kodiert werden. Es stellt sich die Frage
nach der "Minimalinsertion" bzw. ob CD44v-Isoformen mit kiirzeren Insertionen als Meta-1
existieren und noch in der Lage sind Metastasierung zu induzieren.

- CD44v scheint jedoch nicht nur im Rattenmodellsystem, sondern auch wihrend der
Tumorprogression beim Menschen eine Rolle zu spielen. In Serienuntersuchungen von
humanem Tumormaterial mit der PCR-Methode konnten bis zu neun verschiedene CD44v-
Molekiile in malignem Gewebe identifiziert werden, jedoch keine in normalem Kontrollgewebe
(Matsumura und Tarin, 1992). Im Proze8 der humanen Kolonkanzerogenese findet man eine
Expression von CD44v ab dem Polypenstadium bis hin zu invasiven Karzinomen, wihrend auf
normalem Kolonepithel keine bzw. nur eine sehr schwache CD44v-Expression nachgewiesen
werden kann (Heider et al., 1993).

Ungeklirt ist bis jetzt noch, welcher Mechanismus der "CD44v-induzierten Metastasierung"
zugrunde liegt. Maligne Tumorzellen zeigen, im Vergleich zu nichtmetastasierenden, oftmals
veridnderte Adhisionsfihigkeit zu Komponenten der ECM (Liotta, 1986). Moglicherweise
besitzt die CD44v-Isoform Meta-1 geidnderte Affinitiit zu Hyaluronséure. Da bewiesen werden
konnte, dal Hyaluronséure das Wanderungsverhalten von Zellen beeinfluBen kann (Turley,
1991; Turley et al., 1992), konnte die Aggresivitit von CD44v-positiven Zellen auf eine
Wechselwirkung mit dieser Matrixkomponente zuriickzufiihren sein. Ein Einflu der zusitzlich
inserierten Sequenzen ist ebenfalls nicht auszuschlieBen. So konnte die Metastasierung von
BSp73ASML-Zellen und Meta-1-Transfektanten im Tierexperiment durch Koinjektion des
CD44v-spezifischen mAks 1.1ASML blockiert werden (Reber et al., 1990; Seiter et al., 1993).
Es ist denkbar, da der Antikorper eine Wechselwirkung des Meta-1-Proteins mit einem
spezifischen (aktivierenden) Liganden iiber die zusitzliche Domine des Meta-1-Molekiils

verhindert. Sollte dies der Fall sein, dann miiite es moglich sein durch Injektion einer loslichen

Version von Meta-1 die Metastasierung dieser CD44v-positiven Zellen durch Kompetition des
Liganden in vivo zu blockieren . Einen weiteren Hinweis fiir die "Ligandentheorie" konnte die
Tatsache darstellen, daf Lymphozyten und Makrophagen nach ihrer Aktivierung durch
Antigenkontakt transient ebenfalls CD44v exprimieren. In dieser Phase verlassen die aktivierten
Lymphozyten die Peripherie und wandern in die ableitenden Lymphknoten, um dort zu
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proliferieren. BSp73ASML-Zellen und Meta-1-Transfektanten metastasieren iiber das
Lymphsystem und beginnen mit der Proliferation ebenfalls in den ableitenden Lymphknoten
(Arch et al., 1992; Seiter et al., 1993). Moglicherweise ist es das selbe externe Signal, das
sowohl metastasierende Tumorzellen als auch Lymphozyten zur Proliferation anregt.
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Zielsetzung der Arbeit

Die metastasierende Rattenzelliniec BSp73ASML exprimiert vier im Molekulargewicht
unterschiedliche CD44v-Proteine (120, 150, 180 und 195 kD). Aus einer cDNA-Bibliothek
dieser Zellinie wurde die CD44v-Isoform Meta-1 isoliert, die Metastasierungsfihigkeit
vermittelt.

In dieser Arbeit soll geklirt werden, ob es sich bei den vier Proteinen um unterschiedlich
modifizierte Versionen einer gemeinsamen CD44v-Grundform, eventuell von Meta-1 handelt,
oder ob die vier Proteine Produkte von vier verschiedenen SpleiBvarianten des CD44-
Primirtranskripts sind. Wenn der zweite Fall zutrifft, soll die Struktur und das
Metastasierungspotential (nach Transfektion in eine nichtmetastasierende Rezipientenzellinie)
der verschiedenen CD44v-Isoformen aus BSp73ASML Zellen aufgeklirt werden.

Um die Funktion der CD44v Isoform Meta-1 bei der Tumormetastasierung zu untersuchen
sollen 16sliche Formen von Meta-1 und zur Kontrolle der Spezifitit von Meta-1, von CD44s
hergestellt werden. Mit diesen Molekiilen soll ein moglicher Ligand von Meta-1 identifiziert
bzw. die Wechselwirkung von Meta-1 mit Komponenten der ECM untersucht werden.
Dariiberhinaus soll mit dem loslichen Meta-1-Protein untersucht werden, ob es moglich ist die
Metastasierung von Meta-1-Transfektanten im Tierversuch zu blockieren.
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MATERIAL UND METHODEN

2. Material und Methoden

Material

1. Bezugsquellen

Acrylamid

AEC

Agarose (Typ II)

Agarose vom "low melting"-Typ
Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto Hefeextrakt
Bakterienplatten

BCIP

BSA

CHAPS

Chondroitinsulfat

Coomassie Brilliant Blau R250
DIG Glycan Differentiation Kit
dNTP

ddNTP

DTT

DMEM

Eichproteine

Eichproteine, vorgefirbt
Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Fibronektin

G418

Glyzerin (doppelt dest.)

Serva, Heidelberg
Dako, Hamburg
Appligene, Heidelberg
Appligene, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Bio Rad, Miinchen
Sigma, Miinchen
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchrn
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Gibco, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Bio Rad, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Miinchen
Gibco, Eggenstein
BRL, Neu-Isenburg
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Glykogen Boehringer, Mannheim
Hyaluronsiure Sigma, Miinchen
Kollagen Sigma, Miinchen

NBT Boehringer, Mannheim
N,N’-Methylenbisacrylamid Bio Rad, Miinchen
Nonidet P40 Bio Rad, Miinchen
Penicillin/Streptomycin Gibco, Eggenstein
Protein G Agarose Dianova, Hamburg
RPMI 1640 Gibco, Eggenstein
TEMED Sigma, Miinchen
Tunicamycin Boehringer, Mannheim
Zellkulturschalen Greiner, Niirtingen

Restriktionsenzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: New England Biolabs,
Schwalbach; Boehringer, Mannheim; BRL, Neu-Isenburg; Pharmacia, Freiburg und Promega,

Heidelberg.

Enzyme fiir die "Modifikation" von DNA wurden von folgenden Firmen erworben:

Polynukleotid-Kinase
T3-RNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
AMV-Reverse Transkriptase
Taq-Polymerase

Biolabs, Schwalbach
Stratagene, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Stratagene, Heidelberg
Cetus, Frankfurt

Glykosidasen wurden ohne Ausnahme bei Boehringer (Mannheim) gekauft. Alle

Radiochemikalien stammen von Amersham (Braunschweig).

2. Bakterienstimme

E.coli K12/DH50.

F; endAl; hsdR17 (rk-, mk¥), supE44; thi-1; A-; recAl; gyrA96; relAl
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3. Eukaryontische Zellen:Verwendete Zellinien und ihre
Kulturbedingungen

BSp73AS (Matzku, 1983; Matzku et al., 1983)

Adhirent wachsende Rattenzellinie, isoliert aus dem Ascites eines spontanen
Pankreasadenokarzinoms einer BDX-Ratte. Die Linie wurde adaptiert an die Bildung solider
Tumoren in syngenen BDX-Ratten (AS: "ascites variant adapted to solid growth"). BSp73AS-
Zellen wurden in RPMI-Medium, supplementiert mit 10 % FCS und Antibiotika, kultiviert.

BSp73ASML (Matzku, 1983; Matzku et al., 1983)

In Suspension wachsende Zellinie, isoliert aus dem gleichen spontanen
Pankreasadenokarzinom wie auch BSp73AS-Zellen. BSp73ASML-Zellen wurden durch
wiederholte in vivo-Passagen der Ascites-Zellen und anschlieBende Reimplantation von
Gewebe der so erhaltenen Lungenmetastasen gewonnen (ASML: "ascites variant adapted to
solid growth metastasizing via the lymphatics"). BSp73ASML-Zellen wurden in RPMI-
Medium, supplementiert mit 10 %FCS und Antibiotika, kultiviert.

BSp73AS-pSVMeta-1 (Giinthert et al., 1991)

BSp73AS-Zellinie, die stabil mit der cDNA der CD44v-Isoform Meta-1 transfiziert wurde. Die
Meta-1-cDNA steht dabei unter Kontrolle des viralen SV40-Promotors. PSVMeta-1-
Transfektanten wachsen unter Zellkulturbedingungen adhirent und metastasieren, vergleichbar
mit BSp73ASML-Zellen, in die ableitenden Lymphknoten sowie in die Lunge nach subkutaner
Injektion in syngene Ratten. BSp73AS-pSVMeta-1-Zellen wurden unter den gleichen
Bedingungen wie BSp73AS-Zellen kultiviert, lediglich das Kulturmedium wurde mit 400pg/ml
G418 supplementiert.

BSp73AS-pSVMeta-2 (Rudy et al, 1993)

BSp73AS-Zellen, die stabil mit der cDNA der CD44v-Isoform Meta-2 unter Kontrolle des
viralen SV40-Promotors transfiziert wurden. PSVMeta-2-Transfektanten sind sowohl in ihrem
Metastasierungsverhalten als auch in der Zellkultur vergleichbar mit der Zellinie BSp73AS-
pSVMeta-1.

Rat 2

Adhirent wachsende, permanente Rattenfibroblastenlinie aus Fisher Ratten. Die Zellen wurden
in DMEM mit 10 % FCS und Antibiotika kultiviert.

Rat 2-pSV-Meta-1-rIigG2c

Rat 2-Zellinie, die stabil mit der Meta-1-rIgG2c-cDNA unter Kontrolle des viralen SV40-
Promotors transfiziert wurde. Die Transfektanten unterscheiden sich morphologisch nicht von
Rat 2 Zellen und sezernieren das Rezeptorglobulin (Meta-1-rIgG2c) in den Zellkulturiiberstand.
Die Zellen wurden in DMEM, supplementiert mit 10 % FCS, Antibiotika und G418
(400pg/ml), kuitiviert. Rat 2-Zellen wurden ebenfalls mit den cDNAs der Rezeptorglobuline
Meta-1-mIgG1, CD44s-rIgG2c und CD44s-mlIgGl, jeweils unter Kontrolle des viralen SV40-
Promotors, stabil transfiziert. Alle Transfektanten wachsen in der Zellkultur unter den selben
Bedingungen wie Rat 2-pSV-Meta-1-rIgG2c-Zellen, exprimieren das Rezeptorglobulin und
sezernieren dieses Fusionsprotein in den Zellkulturiiberstand.
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MTPa; MTA; MTC; MTF7; MTLy; MTLn2; MTLn3

Die Zellen des Ratten-Mamma-Adenokarzinomsystems NF13762 (Neri et al., 1982) wurden in
DMEM, supplementiert mit 10 % FCS, 2mM L-Glutamin und Antibiotika, kultiviert. Die Zellen
wachsen adhirent.

CREF; CREF-PH1; CREF-T24; CREF-59A; CREF-118S

Beim CREF-Zellsystem handelt es sich um klonierte, embryonale Rattenfibroblasten, die mit
unterschiedlichen Versionen des aktivierten ras-Onkogen transformiert wurden (Boylan et al.,
1990). Die Zellinien dieses Systems wurden in DMEM, supplementiert mit 10 % FCS und
Antibiotika, kultiviert. Die Zellen wachsen adhirent.

4.1 Oligonukleotide fiir die Kionierung von Rezeptorglobulinen

Meta-1-1313 (Ntd. 1313-1341 der Meta-1 Sequenz)
- TGC AAG CTT CTC TGG AAT CTG AGG TCT CCT CGC AGG ACC - 37
Hind I

Hinge sense-rIgG2c (Ntd. 290-324 der rigG2c Sequenz)

- TGC AAG CTT GAG CCC AGA AGA CCC AAG CCC AGA CCCCCC ACA-3°
Hind III

CH3 antisense-rIgG2c (Ntd. 1063-1092 der rigG2c¢ Sequenz)
- TGC GAA TTC AAT CTC ACA GGG TCC CAT CTC TGG GTG CTT - 37
EcoR1

Rat CD44-5°0ORF (Ntd. 103-131 der Meta-1 und CD44s Sequenz)

- GGA ATT CCT GCA CAT CAT GGA CAA GGTTTG GTG GC - 3*
EcoR1

Hinge sense-mIgG1 (Ntd. 738-769 der mIgG1 Sequenz)

- TAA GCT TGT GCC CAG GGA TTG TGC TTG TAA GCC TTG CA - 3°
Hind I

CH3 antisense-mIgG1 (Ntd. 1619-1649 der migG1 Sequenz)

- TCT CGA GTC ATT TAC CAG GAG AGT GGG AGA GGCTCTT- 3’
XhoI
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4.2 Oligonukleotide fiir die Amplifikation von CD44v-cDNAs

Oligo A (Ntd. 362-385 der CD44s-Sequenz)
TTCATAGAAGGACACGTGGTAATC -3°

Oligo B (Ntd. 1132-1154 der CD44s-Sequenz)
CAGAGCTCCGGACCAGTTTAAGA -3

5. Plasmide

pBluescript SK (Stratagene)

Bei diesem Vektor handelt es sich um ein 2,95 kb groBes Plasmid, in dem der Polylinker des
Vektors pUC 19 durch einen synthetischen Polylinker mit 21 "unique" vorhandenen (nicht im
Vektor vorkommenden) Restriktionsschnittstellen ersetzt wurde. Der Polylinker wurde in die

N-terminale, codierende Region des B-Galaktosidasegens positioniert. Der Vektor besitzt
beiderseits des Polylinkers Promotoren fiir Phagenpolymerasen (T3 und T7).

pBAT (Annweiler et al., 1991)

Hierbei handelt es sich um einen modifizierten pBlueskript KS Vektor mit einer zusitzlichen,

zum 5°-Ende der $—Globin mRNA homologen Region (Kaninchen 3-Globin Leader ohne
Initiationscodon), die in die Kpnl Restriktionschnittstelle (3” vom viralen T3-Promotor) des
Polylinkers inseriert wurde. Es konnte gezeigt werden, daB die Insertion dieser Sequenz in die
Polylinkerregion dieses Vektors die in vitro Expression klonierter Sequenzen steigern kann
(Annweiler et al., 1991). Aus diesem Grund wurde dieses Plasmid auch fiir die Klonierung
von DNA-Sequenzen verwendet, die in vitro synthetisiert werden sollten.

pSVT7

Eukaryontischer Expressionsvektor mit SV40-Promotor/Enhancer-Region, B-Globin-Intron
sowie synthetischem Polyadenylierungssignal. Dieser Vektor wurde fiir die Expression von
cDNA-Sequenzen in eukaryontischen Zellen konstruiert (U. Giinthert, pers. Mitteilung). Der
Vektor besitzt in "sense"-Orientierung zur Transkriptionsrichtung einen T7-Promotor fiir die in
vitro Transkription von klonierten Sequenzen.
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6. Plasmidkonstruktionen

6.1 Rezeptorglobulin-Konstrukte

pSVT7-Meta-1ex.-rIgG2¢c und pSVT7-CD4dsey -rigG2c

Der extrazellulire Anteil der Meta-1- (Ntd. 103-1341; Giinthert et al., 1991) und der CD44s-
cDNA (Ntd. 103-925; Hofmann, 1991) wurde durch PCR-Amplifikation unter der
Verwendung der Oligonukleotide Rat CD44 5°-ORF und Meta-1-1313 amplifiziert. Mit der
gleichen Methode wurde aus cDNA einer Rattenmilz die cDNA-Sequenz der schwere Kette
eines AntikOrpermolekiils der Ratte (Isotyp IgG2c; Briiggemann et al., 1987) zwischen den
Positionen 290-1092, mit den Oligonukleotiden Hinge sense-rigG2c und CH3 antisense-
rIgG2c amplifiziert. Dies entspricht dem Bereich zwischen der Gelenk ("Hinge")-Region und
dem konstanten Bereich-3 (CH3) der schweren Kette. Die iiberhingenden Enden der
Amplifikationsprodukte wurden aufgefiillt, mit den Restriktionsenzymen geschnitten, deren
Erkennungssequenzen in den "Amplifikationsprimern” enthalten sind (Rat CD44 5°-ORF-
Oligo: EcoR I; Meta-1-1313-Oligo: Hind III; Hinge sense-Oligo-rIgG2c: Hind OI; CH3
antisense-Oligo-rIgG2c: EcoR I) und in einen pBluescript-SK-Vektor, der ebenfalls mit diesen
Enzymen geschnitten wurde, inseriert. In den so erhaltenen Vektor pBluescript-SK-rIgG2c
wurden anschlieBend die Meta-1- bzw. CD44s-Fragmente inseriert. Dazu wurde pBluescript-
SK-rIgG2 mit Xho I verdaut und die iiberhingenden Enden des entstehenden linearisierten
Plasmids wurden aufgefiillt ("blunting"). Nachfolgend wurde der Vektor mit Hind III
nachgeschnitten. Die ebenfalls im pBluescript-SK-Vektor enthaltenen extrazelluliren Sequenzen
von CD44s (pBluescript-SK-CD44sex ) und Meta-1 (pBluescript-SK-Meta-1ex ) wurden mit
Sma I (57 von der EcoRI Schnittstelle) und nachfolgend mit Hind IIT ausgeschnitten, iiber ein
Agarosegel isoliert und in den Vektor pBluescript-SK-rIgG2c kloniert. Aus den so erhaltenen
Vektoren pBluescript-SK-Meta-lex -rIgG2c und CD44sex -rigG2c  wurde der
Rezeptorglobulin-Anteil als Eco RI-Fragment isoliert und in einem mit EcoR I geschnittenen
pSVT7-Vektor kloniert. PSVT7-CD44seyx .rIgG2c und pSVT7-Meta-1¢x -rIgG2c stellen die
fertigen Rezeptorglobulin-Expressionsvektoren dar und wurden zur Expression der
Rezeptorglobuline in eukaryontischen Zellen verwendet.

PSV-T7-Meta-1ex,-miIgG und pSVT7-CD44sex -mlgG

Aus Maus Milz-cDNA wurden mit Hilfe der PCR die Sequenzen zwischen Pos. 738-1649 der
schweren Kette eines murinen IgG1-Molekiils (Honjo et al., 1979), unter Verwendung der
Oligonukleotide Hinge sense-mIgGl und CH3 antisense-mIgGl, amplifiziert. Die
iiberhingenden Enden des Amplifikationsprodukts wurden aufgefiillt und mit den
Restriktionsenzymen geschnitten, deren Sequenzen in den Amplifikationsprimern enthalten sind
(Hinge sense-Oligo-mIgG1: Hind III; CH3 antisense-Oligo-mIgG1: Xho I). Das so erhaltene
Produkt wurde in den Vektor pBluescript-SK-Meta-1¢x. bzw. pBluescript-SK-CD44s¢4. (Hind
M1, Xho I geschnitten) kloniert. Aus den so erhaltenen Plasmiden pBluescript-SK-Meta-1¢x -
mIgG1 und pBluescript-SK-CD44sey -mIgG1 wurde der Rezeptoglobulin-Anteil als EcoR I-
Kpn I-Fragment isoliert. Die Kpn I-Schnittstelle wurde aufgefiillt und die die Rezeptorglobulin-
cDNA-Fragmente wurden in einen EcoR I und BamH I geschnittenen (die BamH I-Schnittstelle
wurde ebenfalls aufgefiillt) pSVT7-Vektor kloniert. Die Plasmide pSVT7-Meta-1¢x -mIgG und
pSVT7-CD44sex -mIgG wurden ebenfalls zur Expression in eukaryontischen Zellen
verwendet.
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6.2 Konstrukte fiir iz vitro Protein-Expression

pBAT-Meta-1 und pBAT-Meta-2

Die im pBluescript-SK-Vektor subklonierten cDNAs der CD44v-Isoformen Meta-1
(freundlicherweise von Dr. M. Hofmann zur Verfiigung gestellt) und Meta-2 wurden als EcoR
I-Fragmente isoliert. Die iiberhingenden Enden wurden aufgefiillt und die cDNA-Fragmente in
die Sma I-Schnittstelle des pBAT-Vektors in "sense Orientierung" zum viralen T3-Promotor
kloniert. Die so erhaltenen Plasmide pBAT-Meta—l und pBAT-Meta-2 eignen sich zur in vitro
Expression dieser cDNA-Sequenzen.

7. Antikorper und Rezeptorglobuline
7.1 Antikérper

1.1ASML (Matzku et al., 1989)

Der monoklonale Antikorper (mAk) 1.1ASML (Isotyp Maus IgG1) ist spezifisch fiir das Exon
v6 der CD44v-Isoformen der Ratte. Durch Kompetitionsanalysen mit synthetischen Peptiden
konnte das Epitop dieses Antikorpers relativ genau bestimmt werden (Fa. Bender, Wien). Es
befindet sich in der extrazelluldren, membranproximalen Region des Meta-1 Proteins zwischen
Aminosdure 317 und 331. Isolierung und Charakterisierung des Antikdrpers wurden
beschrieben (Matzku et al., 1989).

Ox50

Dieser mAk (Isotyp Maus IgG1) ist spezifisch fiir die CD44-Standardform (CD44s) und fiir
alle CD44v-Isoformen der Ratte. Der Antikorper erkennt ein Epitop in der extrazelluliren,
membrandistalen Region dieser Molekiile, das sich vor dem Insertionspunkt der varianten
Aminosiuresequenzen befindet. Demnach ist es nicht mdglich, mit diesem Antikérper zwischen
CD44s- und CD44v-Proteinen zu unterscheiden.

3-9 (anti-TNP)

MAKk (Isotyp: Maus IgG1), der gegen das Hapten Trinitrophenol (TNP), gekoppelt an ein
Trigermolekiil (Carrier) hergestellt wurde. TNP kommt nicht als immunogene Determinante in
lebendem Gewebe vor. Dieser Antikdrper wurde in einer Reihe von Experimenten als sog.
Isotypkontrolle verwendet, d.h. es wurde kontrolliert, ob die Bindung eines bestimmten mAks
(z.B. 1.1ASML, Ox50) spezifisch, oder lediglich auf eine Affinitit des konstanten Fc-Anteils
des gleichen Isotyps (Maus IgG1) zuriickzufiihren ist.

7.2 Rezeptorglobuline

Meta-1-mlIgG1

Bei diesem Fusionsprotein wurde der extrazellulire Anteil der CD44v Isoform Meta-1 an die
schwere Kette eines Immunglobulins aus der Maus (Isotyp IgGl) gekoppelt. Solche
Fusionsproteine werden auch als Rezeptorglobuline oder Immunoadhisine bezeichnet (Capon
etal.,, 1989; Arrufo et al., 1990). Nach stabiler Transfektion der Rezeptorglobulin cDNA in Rat
2-Zellen wurde diese unter Kontrolle des viralen SV40-Promotors transkribiert und das
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exprimierte Protein in den Zellkulturiiberstand sezerniert. Das sezernierte, chimire Protein
wurde, entweder als eingeengter (1:10-1:20 durch Ammoniumsulfatfillung)
Zellkulturiiberstand, oder nach affinitidtschromatographischer Aufreinigung iiber Protein G-
Agarose verwendet.

CD44s-mIgG1

Bei diesem Rezeptorglobulin wurde die cDNA des CD44s-Molekiils an die cDNA der schweren
Kette des Maus IgG1-Molekiils fusioniert (s.0.).Klonierung, Transfektion und Reinigung
erfolgte wie unter 6.1 bzw. im Methodenteil (6.11.2) beschrieben wurde.

Meta-1-rIgG2¢

Rezeptorglobulin aus dem extrazelluliren Bereich des Meta-1 Molekiils und der schweren Kette
eines Rattenantikorpermolekiis des Isotyps IgG2c (s.6.1.). Transfektion und Reinigung
erfolgte wie unter 6.1 bzw. im Methodenteil (6.11.2) beschrieben wurde.

CD44s-rIgG2c

Rezeptorglobulin mit dem extrazellulidren Bereich von CD44s, fusioniert an die schwere Kette
eines Rattenantikorpers des Isotyps IgG2c. Konstruktion, Transfektion und Reinigung dieses
IgG-Fusionsproteins erfolgte wie unter 6.1 bzw. im Methodenteil (6.11.2) beschrieben wurde.

7.3 Sekundirantikorper

TRITC (Rhodamin)-konjugiertes Kaninchen-anti-Maus-IgG

Polyklonales Kaninchen Antiserum, das gegen die schwere Kette von Maus-IgG und die leichte
Kette von allen Maus-Immunglobulinen gerichtet ist. Das Antiserum ist mit dem Fluorochrom
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) konjugiert. Das Antiserum wurde von der Firma
Dianova (Hamburg) bezogen.

Meerettichperoxidase-konjugiertes Schaf-anti-Maus-IgG

Polyklonales Schafs Antiserum gegen Maus Immunglobulin. Die Schafe wurden mit
gereinigten Immunglobulin Fraktionen aus Maus-Serum hyperimmunisiert. Das Antiserum
wurde gegen humanes-, Ratten- und Kaninchen-Immunglobulin affinititsadsordiert, iiber eine
anti Maus-IgG Siule gereinigt und mit Meerettichperoxidase konjugiert. Das Antiserum wurde
von der Firma Amersham (Braunschweig) bezogen und fiir die ECL-Detektionsmethode in
Westen Blot Experimenten verwendet.

Biotin-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG

Polyklonales Ziegen Antiserum, das mit der schweren Kette von Maus-IgG und der leichten
Kette der meisten Maus-Immunglobuline reagiert. Das Antiserum wurde gegen humanes-,
Ratten-, Rind- und Pferde- Immunglobulin affinitéitsadsorbiert. Biotin-konjugiertes Ziege-anti-
Maus-IgG wurde von der Firma Dianova (Hamburg) bezogen.
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Methoden

1. Analyse von Nukleinsiuren

Auf grundlegende Methoden der Reinigung und Ausfillung von Nukleinsduren wird nicht
eingegangen, da die Methoden standardisiert sind und in den molekularbiologischen
Laborhandbiichern nachgeschlagen werden kénnen.

1.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsiuren in wiissriger Losung wurde spektrophotometrisch durch
Messen ihrer optischen Dichte (OD) bei 260 nm bestimmt. Eine OD7gg = 1 entspricht 50p1g/ml
doppelstringiger DNA oder 40pg/ml RNA. Einen Hinweis fiir die Reinheit der DNA bzw.
RNA gibt das Verhiltnis OD3g0 zu OD3g¢. Dieses sollte bei DNA 1,8:1 und bei RNA 2:1
betragen.

1.2 Priparation von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab (modifizierte
Version der Methode von Birnboim und Doly, 1979)

1,5 ml einer dichtgewachsenen Bakterienkultur wurden in Eppendorf Reaktionsgefie
tiberfiihrt. Die Bakterien wurden dann fiir 5 min. bei 5000 x g sedimentiert und der Uberstand
bis auf einen Rest von 100 pl verworfen. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Zugabe von
200 pl alkalischer SDS-Losung (200 mM NaOH, 1 % SDS). Nach vorsichtigem Mischen
wurden 150 pl 3 M Natriumacetat zugegeben und wiederum vorsichtig gemischt. Nach einer
zehnminiitigen Inkubation auf Eis wurde eine Phenol-Chloroform Extraktion durchgefiihrt. Die
wiissrige Oberphase (welche die DNA enthilt) wurde in neue ReaktionsgefiBle tiberfiihrt und
die DNA wurde durch Zugabe des 2 1/2 fachen Volumens Ethanol ausgefillt (15 min.
Inkubatin auf Eis). Die prizipitierte DNA wurde durch Zentrifugation (10 min. bei 4'C und
10000 x g) pelletiert, in 70 % Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert und im Exsikkator
getrocknet. Abschlieend wurde die DNA in 100 pl TE (10 mM Tris pH 8, 0, 1 mM EDTA)
gelost und 1/10 davon der Analyse durch Restriktionsenzym-Verdau unterzogen.

1.3 Priparation von Plasmid-DNA in groSem MaBstab (Qiagen-
Methode)

Die Priparation grofierer DNA Mengen wurde mit Ionenaustauschersiulen der Firma Diagen
durchgefiihrt. Die Methode wurde genau nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
Bakterien einer 200 ml Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation sedimentiert (5 min. bei
4°C und 5000 x g). Nachfolgend wurden die Bakterien in 10 ml Puffer P1 (50 mM Tris pH 8,
0, 1 mM EDTA, 10ug/ml RNase A) resuspendiert und mit weiteren 10 ml Puffer P2 (200 mM
NaOH, 1 % SDS) lysiert. Nach einer fiinfminiitigen Inkubation bei RT wurden 10 ml Puffer

P3 (2,55 M Kaliumacetat) vorsichtig zugegeben und das Gemisch bei 4 C und 20000 x g fiir 30
min. zentrifugiert. Der Uberstand aus diesem Zentriugationsschritt wurde auf eine mit Puffer
QB (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15 % EtOH, pH 7,0) dquilibrierte Qiagensiule gegeben.
Nach Bindung der DNA an die Sidulenmatrix wurde die DNA zweimal mit 10 ml Puffer QC (1
M NaCl, 50 mM MOPS, 15 % EtOH, pH 7,0) gewaschen und mit 5 ml Puffer QF (1,2 M
NaCl, 50 mM MOPS, 15 % EtOH, pH 8,0) eluiert. Anschlieend an eine Isopropanolfillung
wurde die Plasmid DNA in TE geldst. Um einen hoheren Reinheitsgrad zu erreichen, wurde
eine Phenol-Chloroform Extraktion durchgefiihrt, die DNA nochmals gefillt und mit 70 %
EtOH gewaschen. Abschlieend wurde die DNA getrocknet und in sterilem TE aufgenommen.
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1.4 Fragmentierung der DNA durch Restriktionsendonukleasen

Eine Einheit (1U) einer Restriktionsendonuklease ist definiert als die Enzymmenge, die 1 g
DNA des Phagen 1 in einer Stunde verdaut. In der Regel wurde ein 2-3 facher Uberschuf an
Enzym verwendet, um einen vollstindigen Verdau zu gewihrleisten. Die vom Hersteller fiir die
einzelnen Restriktionsenzyme empfohlenen Puffer- und Reaktionsbedingungen wurden
eingehalten.

1.5 Priparation von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden in "low melting" Agarose Gelen aufgetrennt und die gewiinschte
Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Die Agarose wurde bei 65°C geschmolzen und fiir weitere
30 min. in S ml Elutip "low salt"-Puffer (200 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA)
bei 65°C inkubiert. Eine Elutip DNA Siule wurde zwischenzeitlich mit 1 ml Elutip "high salt"-
Puffer (1 M NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA) hydriert und nachfolgend mit 5 ml "low
salt"-Puffer dquilibriert. Die Agarose-Losung wurde dann iiber die Sdule gegeben und die
absorbierte DNA mit 3 ml "low salt"-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde die DNA mit
400 pl "high salt"-Puffer eluiert und mit EtOH prizipitiert.

2. Klonierungstechniken

2.1 Auffiillen iiberhingender Enden mit T4-DNA-Polymerase
("blunting'")

Um iiberhiingende 3°-Enden aufzufiillen wurde T4-DNA-Polymerase eingesetzt. 1-5 g DNA
wurden in 1 x konzentriertem T4-Puffer (50 mM Tris pH 8, 0, 5 mM MgClp, 5 mM DTT) und
in Anwesenheit von 250 pmol dNTPs mit 1U T4-Polymerase fiir 15 min. bei 30°C inkubiert.
AnschlieBend wurde das Enzym durch eine 5 min. Inkubation bei 65°C inaktiviert und eine

Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Die DNA wurde mit EtOH ausgefillt, einmal mit
70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in sterilem TE aufgenommen.

2.2 Dephosphorylierung von DNA

Fiir die Entfernung der 5°-Phosphatgruppe von linearisierter DNA wurde eine
Phosphatasebehandlung durchgefiihrt. Dabei wurden ca. 3 pmol DNA in 1 x CIP-Puffer (100
mM Glyzin pH 10,5, 1 mM MgCly, 0,1 mM ZnClp) mit 10 U CIP (alkalische Phosphatase aus
Kilberdarm) fiir 60 min, bei 37°C inkubiert. Um die DNA anschlieBend von der Phosphatase
zu reinigen, wurde die DNA auf einem "low melting"-Agarose-Gel elektrophoretisch von den
Proteinen abgetrennt.

2.3 Phosphorylierung von 5°-OH-Enden

Freie 5°-OH-Enden wurden folgendermaBen phosphoryliert:

20 bis 100 pmol freie Enden wurden in einem Endvolumen von 20 pl in 1 x PNK-Puffer (70
mM Tris pH 7,6, 10 mM MgClp, 5 mM DTT) in Anwesenheit von ATP (1 mM) mit 10-30
Enzymeinheiten PNK bei 37°C fiir 30 min. inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1
ul 0,5 M EDTA und anschlieBender Phenol-Chloroform Extraktion beendet.
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2.4 Ligation von DNA

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten (z.B. PCR-Produkte) wurden Vektor und Fragment
mit einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten bzw. iiberhingende Enden aufgefiillt und
der Vektor dephosphoryliert. Bei der enzymatischen Verkniipfung von Fragment und Vektor
(Ligation) wurden in einem Reaktionsvolumen von 20 pl 100 ng Vektor mit 300-500 ng
Fragment in 1 x Ligasepuffer (20 mM Tris pH 7,6, 10 mM MgClz, 10 mM DTT) in
Anwesenheit von 1 U T4-DNA-Ligase bei 15°C ii. N. inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation
wurde der Ligationsansatz teilweise transformiert (typischerweise 5 pl) und der verbleibende
Rest bei -20°C eingefroren,

3. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Methode von Sanger (1977) durchgefiihrt. Dabei
wurde ein Kit der Firma United States Biochemicals (USB; Sequenase-Kit) verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte genau nach den Angaben des Herstellers:

10 pg DNA wurden eingetrocknet, in 40 pl Denaturierungspuffer (0,2 M NaOH, 0,2 mM
EDTA) gelost und 5 min bei RT denaturiert. Die DNA wurde nach Neutralisation mit 4 1l 2 M
NH4Ac pH 4,5 mit 100 pl Ethanol bei -80°C gefillt (15 min), mit maximaler Drehzahl bei 4°C
in der EPPENDORF-Zentrifuge abzentrifugiert, mit 80 % Ethanol gewaschen und getrocknet.
Die denaturierte DNA wurde in 8 il Wasser gelost, mit 2,5 pl 5 x Sequenzier-Puffer versetzt
und 1 pl Primer (1 pmol) zugefiigt. Nach 3 min Erhitzen auf 65°C kijhlte der " Annealing-Mix"
im Becherglas binnen 30 min langsam auf Raumtemperatur ab.

Wihrenddessen wurden vier Eppendorf-Reaktionsgefiie (fiir A,T,G und C) mit jeweils 2,5 pl
des entsprechenden "Terminationsmixes" (ddATP, ddTTP, ddGTP und ddCTP; s.u.) auf Eis
vorbereitet.

Zur "Labeling Reaktion" wurden zu den 10 pl "Annealing-Mix" 1 pl 0,1 DTT, 2 pl 1:5
verdiinnter "Labeling Mix " (1,5 mM dGTP, 1,5 mM dTTP, 1,5 mM dCTP), 1 pl o?’S-dATP
und 3 U modifizierte T7-DNA-Polymerase ("Sequenase" der Firma USB) gegeben und 5 min
bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden die 4 TerminationsgefiBe bei 37°C erwirmt. Je 3,5 pl
aus der "Labeling Reaktion" wurden im zeitlichen Abstand von 1 min mit den
"Terminationsmix" gemischt und weitere 5 min bei 37°C inkubiert, bevor die Reaktionen mit je
4 ul 1 x Formamid-Ladepuffer ("SSB") abgestoppt wurden.

Vor dem Auftragen auf ein denaturierendes 8 % PA-Harnstoff-Sequenziergel wurden die

Produkte 3 min auf 95°C erhitzt und auf Eiswasser abgeschreckt. Fixierung und
Autoradiographie erfolgte wie unter "Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese" beschrieben.

Die Terminationsmischungen enthielten:

"ddATP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddATP

und 50 mM NaCl

"ddTTP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddTTP
und 50 mM Na(Cl

"ddGTP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddGTP
und 50 mMNaCl

"ddCTP" 80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 80 mM dCTP, 8 mM ddCTP
und 50 mM NaCl
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4. DNA-Gelelektrophorese

4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele mit einem
Agarosegehalt von 0,8 bis 1,5 % verwendet. Die Agarose wurde dafiir in 1 x TAE-Puffer (20
mM Tris, 10 mM Essigsidure, 1| mM EDTA, pH 8,3) durch Kochen gelost, verdampftes
Wasser ersetzt und das Gel anschlieSend mit Ethidiumbromid (1pg/ml, f.c.) versetzt. Die
Agaroselosung wurde auf ca. 60°C abgekiihlt und dann in die Kammer gegossen. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurde die DNA unter UV-Licht visualisiert und
photographiert.

4.2 "Low-melting'-Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Priparation von DNA-Fragmenten wurden "low-melting"-Gele verwendet. Bei diesen
Gelen wurde die herkbmmliche Agarose durch eine niederschmelzende ("low-melting")
Agarose ersetzt. Low-melting-Agarose kann bei 65°C vollstindig verfliissigt und darin
enthaltene DNA iiber Elutip-DNA-Minisdulen (s.1.5) aufgereinigt werden. Low-melting-
Agarose-Gelelektrophorese wurde bei niedrigem StromfluBl (80 mA) durchgefiihrt um die
Joul’sche Wirme zu begrenzen. Nach Auftrennung der DNA-Fragmente wurde die spezifische
Bande aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter 1.5 beschrieben aufgereinigt.

4.3 Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Molekiilen unter denaturierenden Bedingungen (z.B. nach der
DNA-Sequenzierung) erfolgte mit Hilfe der Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Die entsprechenden Gele wurden mit einer Dicke von 0,2 mm gegossen. Dazu wurden 30 ml
Gellmix (6 M Harnstoff, 7, 75 % Acrylamid, 0,25 % Bisacrylamid in 1 x TBE: 90 mM Tris,
90 mM Borsdure, 2,5 mM EDTA, pH 8,3) mit 300 pl APS und 30 pl TEMED versetzt,
gemischt und die Gelmischung zwischen die Glasplatten gegossen. Eine Vorbehandlung der
Glasplatten mit Repel-Silan (4 % Dichlordimethylsilan in Tetrachlorkohlenstoff) bzw. Haftsilan
(0,3 % Silan GF 31, 0,3 % Essigsiure in Ethanol) ermdglicht es, die Gelplatten nach der
Elektrophorese zu trennen und das Gel auf einer Seite zu fixieren. Nach der Polymerisation
wurde das Gel in die Gelapparatur eingespannt und die Kammern mit Puffer (1xTBE) gefiillt.
Fiir eine optimal denaturierende Wirkung des Harnstoffs ist eine Temperatur von ca. 60°C
notwendig, daher wurde ein einstiindiger Vorlauf durchgefiihrt, bevor die Proben auf das Gel
aufgetragen wurden. Die Auftrennung erfolgte bei 1500 Volt und ca. 20 mA. Nach dem Lauf
wurde die mit Repel-Silan behandelte Glasplatte abgehoben und das auf der anderen Glasplatte
haftende Gel durch Behandlung mit 10 % Essigsdure fixiert. AnschlieBend wurde das Gel
gewaschen (um den Harnstoff zu entfernen) und eine Stunde bei 60°C getrocknet. Nach
Abkiihlen des Gels wurde ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition erfolgte bei
Raumtemperatur. '
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5. cDNA-Synthese mit nachfolgender PCR

5.1 cDNA-Synthese (Erststrangreaktion)

1 bis 3 ug poly A+-RNA, bzw. 10 pg Gesamt-RNA oder 0,1 pg linearisierte Plasmid-DNA

wurden in 13 i sterilem Wasser fiir 5 min. auf 65°C erhitzt und in Eiswasser abgeschreckt. Die
denaturierte RNA wurde mit 2 1 10 x reversem Transkriptase-Puffer (500 mM Tris pH 8,0, 60
mM MgClp, 400 mM KCI1, 10 mM DTT), 2 pl 10 x dNTPs (15 mM), 1 pl RNasin und 1pd (20
pmol) spezifischem Oligo versetzt. Die cDNA-Synthese wurde dann durch Zugabe von 1 il
AMV-Reverser Transkriptase (20-30 U) gestartet. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Std. bei
41°C inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die Reverse Transkriptase thermisch inaktiviert
(3 min. bei 65°C) und der Reaktionsansatz mit sterilem TE auf 300 pl aufgefiillt.

5.2 PCR-Amplifikation
5 pl einer Erststrangreaktion (s. cDNA-Synthese) wurden mit je 250 ng 3”- und 5°-
Amplifikationsprimern in 1 x PCR-Puffer in Gegenwart von 250 pM dNTPs gemischt. Das

Reaktionsvolumen wurde auf 100 pl erh6ht und die Amplifikation durch Zugabe von 5 U Tag-

Polymerase gestartet. Dabei wurden meist 35 Zyklen mit den folgenden Grenzwerten
durchgefiihrt:

Denaturierung; 1 min. bei 94,5C
Annealing: 1-2 min. bei 60-65°C
Extension: 3 min. bei 72'C

Nach dem Ende der programmierten Zyklen wurden 10 pl der Reaktion auf einem Agarosegel
analysiert.

6. Analyse von Proteinen

6.1 Priparation von Proteinextrakten

6.1.1 Extraktpriparation aus Zellen

Proteinextrakte aus Zellen wurden durch Lyse von ca. 1 x 107 Zellen in 500 pl Laemmli-
Proteinprobenpuffer (2 % SDS, 0,1 M DTT, 620 mM Tris pH 6,8, 65 % Glyzerin, 0,01 %
Bromphenolblau) hergestellt. Zur Herabsetzung der Viskositdt und zur vollstindigen
Desintegration der Zellbestandteile wurde der Extrakt mit einem Ultraschall-Generator
("Branson-Sonifier") fiir 30 sek. bei voller Leistung sonifiziert. Durch Aufkochen des Extrakts
(5 min. bei 95°C) wurden die Proteine vollstindig denaturiert und Proteasen inaktiviert. Das so
gewonnene Lysat wurde 10 min. bei 12000 x g zentrifugiert, das Sediment verworfen und der
Uberstand (das fertige Proteinlysat) in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Konzentration
des so gewonnenen Extrakts wurde nach SDS-Gelelektrophorese durch 15 miniitige Anfirbung
des Gels mit Coomassie Brilliant Blue (0,2 % CBB R250, 50 % Methanol, 7,5 % Essigsdure)
und anschlieBendem Entfirben (50 % Methanol, 7,5 % Essigsiure; bis zur Sichtbarkeit der
Banden) durch einen Vergleich mit einem Proteinlysat bekannter Konzentration bestimmt.
Proteinproben wurden bei -20°C aufbewahrt und waren dort fiir Monate stabil.
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6.1.2 Extraktpriparation aus Gewebe

Frisch priparierte, ca. 0,5 cm? groBe Gewebestiicke wurden in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren. Gewebestiicke wurden in einem Morser mechanisch zerkleinert, in 2 ml heiflen
(95°C) Laemmli-Proteinprobenpuffer iiberfiihrt und mit einem Ultra-Turrax-Homogenisator
behandelt (~ 30 sek.). Die Proben wurden zentrifugiert (10 min., 12000 x g), der Uberstand 5
min. bei 95°C aufgekocht und erneut zentrifugiert (10 min., 12000 x g). Das Sediment wurde
verworfen und die Proteinkonzentration im Uberstand (des fertigen Proteinlysats) wie unter
6.1.1 beschrieben bestimmt. Die Extrakte wurden bei -20°C aufbewabhrt.

6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli,
1970)

Fiir das Trenngel wurden Acrylamidkonzentrationen von 6-12 %, mit einem Verhiltnis von
Acrylamid zu Bisacrylamid von 30 : O.8 in 375 mM Tris pH 8,8, 0,1 % SDS verwendet, Zum
Start der Polymerisation wurde der Gellssung 8l TEMED/10 ml Gellosung und 0,1 % APS
zugegeben. Nachfolgend wurde diese Losung zwischen zwei Glasplatten gegossen. Das
Trenngel wurde mit ca. 200 pl Isobutanol iiberschichtet. Nach der Polymerisation des
Trenngels wurde das Isobutanol entfernt und ein 5 %iges Sammelgel (4,8 % Acrylamid, 0,2 %
Bisacrylamid, 375 mM Tris pH 6,8, 1 % SDS, 0,2 % TEMED, 0,1 % APS) auf das Trenngel
gegossen AnschlieBend an die Polymerisation des Sammelgels wurde das Gel in die

Elektrophoresekammer montiert und die Proteinproben wurden nach 5 min, erwirmen bei 37 C
mit einer Hammilton-Spritze auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Laemmli-
Laufpuffer (25 mM Tris Base, 192 mM Glyzin, 0,1 % SDS, pH 8,3) fiir 30 min. bei 30 mA
und dann fiir weitere ca. 90 min. bei einer konstanten Stromstirke von 35 mA. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel entweder mit CBB R250 gefirbt oder fiir den Western -Transfer
montiert. Zur Analyse radioaktiv markierter Proteine wurde das Gel anschlieBend an die
Elektrophorese fixiert, aktiviert und getrocknet wie unter 6.2.2 beschrieben.

6.2.1 2-D-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt und in der zweiten
Dimension nach ihrem Molekulargewicht (SDS-PAGE) aufgetrennt.

1. Dimension: Isoelektrische Fokussierung (O’Farell, 1975)

Die IEF erfolgte in 130 mm langen Glasrohrchen mit einem Innendurchmesser von 2,6 mm.,
Die Gellosung setzt sich zusammen aus 9M Harnstoff, 4 % Acrylamid (Acrylamid :
Bisacrylamid 28,38 % : 1,92 %), 2 % NP40, 3 % Ampholyte pH 3,5-6,0, 0,15 % TEMED
und 0,1 % APS. Nach der Polymerisation wurde die Probe aufgetragen und mit einer Losung
aus Harnstoff (8M), NP40 (5 %) und Ampholyten pH 3,5-6 (1 % ) iiberschichtet. Als
Laufpuffer fiir die Anode wurde entgaste 10 mM Iminodiessigsdure, als Kathodenlaufpuffer 10
mM Ethylendiamin verwendet. Die Elektrophorese wurde so durchgefiihrt, da8 das Produkt
aus Laufzeit und angelegter Spannung 5000-10000 V/Std. betrug. Die angelegte Endspannung
betrug 600 Volt. Nach Ende der Elektrophorese wurden die Gele mit einer Spritze aus den
Glasrohrchen gedriickt, 30 min. in 1x Laemmli-Proteinprobenpuffer dquilibriert und sofort in
der 2. Dimension aufgetrennt.

2. Dimension: SDS-PAGE

In der zweiten Dimension wurde eine konventionelle SDS-Polyacrylamidelektrophorese
durchgefiihrt (s. 6.2). Die SDS-PA-Gele wurden zwischen speziell abgeschriigt zugeschnittene
Glasplatten gegossen und die Gele der 1. Dimension mit Hilfe von 1 % Agaroselsung auf das
Sammelgel gebettet. Die Elektrophorese wurde mit Proteinlaufpuffer nach Laemmli bei einer
konstanten Stromstirke von 50 mA durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die Gele fixiert,
getrocknet und autoradiographiert.
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6.2.2 Fixierung, Aktivierung und Trocknen von Gelen

Nach Ende der Elektrophorese wurde das SDS-Gel fiir 20 min. in 50 % Methanol, 7,5 %

Essigsiure fixiert. Zur Verstirkung des Signals 35S-markierter Proteine wurde das Gel nach
der Fixierung durch eine 25 miniitige Behandlung mit 1 M Na-Salicylat in 30 % Methanol
aktiviert. AnschlieBend wurden die SDS-Gele auf einem Geltrockner der Firma Bio Rad unter

Vakuum bei 80°C getrocknet (20-90 min. je nach Dicke und GroBe des Gels).

6.3 Western-Analyse (modifizierte Version der Methode von
Towbin et al., 1979)

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die Gele fiir ca. 20 min. in HMW (high molecular
weight)-Western Blot-Transferpuffer ( 50 mM Tris Base, 380 mM Glyzin, 0,02 % SDS, 20 %
Methanol) dquilibriert. Wihrenddessen wurde die PVDF-Membran in Methanol aktiviert, in
H,0d gewaschen und auf ein in Transferpuffer dquilibriertes 3MM-Filterpapier iiberfiihrt. Auf
die Membran wurde das Gel gelegt und mit einem weiteren, in Transferpuffer angefeuchteten,
3MM-Papier bedeckt. Nachdem Entfernen von Luftblasen wurde dieser "Sandwich-Aufbau"
zwischen zwei Nylonschwimmen in die Halterung der Transferkammer montiert und der
gesamte Aufbau in die mit Transferpuffer gefiillte Kammer eingepaBlt. Der Transfer erfolgte
iiber Nacht bei ca. 320 mA (ca. 25 Volt mit der Trans-Blot-Kammer der Firma Bio Rad) mit
HMW-Transferpuffer. Nach Beendigung des Transfers wurde die Lage des Gels auf der
PVDF-Membran genau indiziert und die Membran in PBS (2 x 1 min.) gewaschen. Die
Membran wurde dann zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir eine Stunde mit 10
%iger, fettfreier Milch (in PBS) bei 37°C inkubiert. Vor Zugabe des Primirantikdrpers wurde
die Membran emeut in PBS gewaschen (2 x 1 min.). Die Inkubation der Membran mit dem
Primirantikorper erfolgte typischerweise in einer Konzentration von S5Spg/ml
Hybridisierungslosung (5 % fettfreie Milch in PBS, 0,3 % Tween 20) fiir 1 Stunde bei RT.
AnschlieBend wurde die Membran 4 x 10 min. gewaschen (PBS, 0,3 % Tween 20) und mit
dem Meerrettichperoxidase-konjugierten-Sekundir-Antikérper (1:5000 verdiinnt in
Hybridisierungslosung) fiir 1 Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen (4 x 10 min. in PBS,
0,3 % Tween 20) wurden die vom Primérantikirper spezifisch erkannten Proteine mittels der
"ECL-Detektion" der Fa. Amersham visualisiert. Bei dieser Detektionsmethode wird ein

zyklisches Diazylhydrazid (Luminol, Losung 1) durch O2- Ionen, welche bei dem
Meerrettichperoxidase (gebunden an den Sekundirantikorper)-katalysierten Umsatz von HyOg
(LOsung 2) entstehen, oxidiert. Die oxidierte Zwischenstufe von Luminol ist instabil und beim
Ubergang in den Grundzustand wird Licht emitiert, welches den Rontgenfilm schwirzt. Bei der
Durchfiihrung wurden gleiche Volumen von Losung 1 und Losung 2 gemischt und fiir 1 min.
auf die Membran appliziert. AnschlieBend wurde ein Rontgenfilm fiir 1 min. aufgelegt. Die
Signalstirke nach einer Minute war ein MabB fiir eine lingere oder kiirzere Exposition eines
Rontgenfilms auf die Membran.

6.4 Detektion unterschiedlicher Oligosaccharidstrukturen
glykosylierter Proteine durch Lektine

Fiir diese Methode wurde der "DIG Glycan Differentiation Kit" von Boehringer verwendet.
Dabei wurden affinitétschromatographisch gereinigte Glykoproteine wie unter 6.3 beschrieben
von einem SDS-Gel auf eine PVDF-Membran transferiert. Anschlieend wurde die Membran
2x | min. in TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) gewaschen und dann zur
Blockierung unspezifischer Bindung fiir 1 Stunde in 0,5 g BSA/100 ml TBS (pH 7,5)
inkubiert. Nach Waschen der Membran in TBS (2 x jeweils 10 min.) und 1 x 10 min. in Puffer
1 (jeweils 1 mM MgClp, MnCly, CaClp in TBS) erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden
DIG-(Digoxigenin) markierten Lektinen fiir 1 Stunde bei RT. Dabei wurden jeweils 2 pg/ml
Puffer 1 der Lektine GNA, SNA und DSA, sowie 10pg/ml- bzw. 20 pg/ml Puffer 1 der
Lektine MAA und PNA eingesetzt. Nach erneuten Waschen der Membran (3 x 10 min. in TBS)
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erfolgte die Inkubation mit dem Sekundirantik6rper (Anti-Digoxigenin konjugiert mit
alkalischer Phosphatase; 1:1000 verdiinnt in Puffer 1 ) fiir 1 Std. bei RT. AnschlieBend wurde
die Membran ein letztes Mal in TBS gewaschen (3 x 10 min.). Die spezifischen Glykoproteine
wurden mit der NBT/BCIP-Detektion visualisiert. Dabei wurden 50 ml NBT (4-Nitroblau-
tetrazolium-chlorid und 37,5 m1 BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat) in 10 ml Puffer
2 verdiinnt und die Membran bis zum sichtbar werden der spezifischen Banden in dieser
Firbelosung inkubiert. Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen der Membran in
H,0Od gestoppt. AbschlieBend wurde die Membran zwischen Filterpapier getrocknet und
photographiert.

6.5 Enzymatische Iodinierung von Membranproteinen ir vivo
(modifiziert nach Goding, 1980)

Die Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen, vorsichtig mit einem Gummischaber von der
Zellkulturschale abgeschabt und nachfolgend gezihlt. Fiir eine Iodinierungsreaktion wurden 1x

107 Zellen in 200 pl PBS resuspendiert und 0,5 mCi Nal251 sowie 10 pl Lactoperoxidase

(1pg/ml) zugegeben. Die enzymatische Iodinierung wurde durch Zugabe von 10 pl HyO,
(1:10000, verdiinnt in PBS) und vorsichtigem Mischen gestartet. Nach einer einminiitigen
Inkubation bei RT wurde dieser Schritt noch zweimal wiederholt (HoO2 1:3000 und 1:1000

verdiinnt). Die Reaktion wurde durch 3 maliges Waschen der Zellen mit 500 pl eiskalter
Stoplésung (PBS, 5 mM Nal) beendet.

6.5.1 Immunprizipitation enzymatisch iodinierter Membranproteine

Die Zellen wurden abzentrifugiert und in 500 Pl eiskaltem Lysispuffer (20 mM
Natriumphosphat, 150 mM NaCl, 1 % NP 40, pH 7,0) resuspendiert und durch eine 30
miniitige Inkubation auf Eis lysiert. Zellkerne und unlsliche Zellbestandteile wurden
abzentrifugiert (12000 x g, 15 min.) und der Uberstand (der die radioaktiv markierten

Membranproteine enthilt) durch Inkubation mit SO pul Protein G-Agarose (1:1-Suspension in
Lysispuffer) vorgereinigt (30 min., 4°'C, auf einer rotierenden Plattform). Die Protein G-
Agarose wurde abzentrifugiert und der Primérantikérper (5 pg/ml Zellysat) zum Uberstand

zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei 4°C wurden 30 pl Protein G-Agarose (1:1-

Suspension in Lysispuffer) zum Zellysat zugegeben und fiir eine weitere Stunde bei 4°C
inkubiert (auf einer rotierenden Plattform). Im néichsten Schritt wurde der Protein G-Agarose-
Komplex (Protein G-Agarose mit gebundenem Antikérper und Antigen) abzentrifugiert (ca. 10
sek. in einer Eppendorf Zentrifuge bei 12000 x g) und der Uberstand (das Zellysat) verworfen,
Der Protein G-Agarose-Komplex wurde 4 x mit Lysispuffer gewaschen (ca. 30 sek.), zur
Abtrennung der Protein G-Agarose und zur Denaturierung der gereinigten Membranproteine,
mit Laemmli Proteinprobenpuffer aufgekocht (5 min. 95°C), abzentrifugiert (10 sek. in einer
Eppendorf Zentrifuge bei 12000 x g) und der Uberstand (die radioaktiv markierten Proteine)
auf einem SDS-PA-Gel aufgetrennt. Nach der Auftrennung des Immunprizipitats auf dem Gel
wurde das SDS-Gel fiir 20 min. fixiert, getrocknet und ein Rontgenfilm aufgelegt.
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6.5.2 Glykosidase-Behandlung enzymatisch iodinierter Membranglyko-
proteine

Um AufschluB iiber die Glykosylierung der Membranproteine zu gewinnen wurden
immunprizipitierte, iodinierte Membranproteine noch gebunden an Protein G-Agarose mit
verschiedenen Glykosidasen, entsprechend den Vorschriften des Herstellers, inkubiert.

Verdau mit N-Glykosidase F

Das Protein G-Agarose-Sediment wurde zunidchst fir 5 min. bei 95°C in 41 pl
Inkubationspuffer (Natriumacetat 50 mM pH 5,0, EDTA 10 mM, Triton X 100 1 %; SDS 0,1
%; 2-Mercaptoethanol 1 %) aufgekocht, dann abzcntnfuglcrt und der Uberstand (mit den
radioaktiv markierten Proteinen) in ein neues Reaktionsgefif tiberfiihrt und auf 4'C abgekiihlt.

Nach dem Abkiihlen wurden zu diesem Ansatz nachfolgend 2 pl einer 25 %igen Stocklésung

CHAPS (1 % f.c.), 1 pl NP40 (2 % f.c.) und 6 pul (0,3U) N-Glykosidase F zugegeben und fiir
2 Std. bei 37°C inkubiert.

Verdau mit Neuraminidase

Das Protein G-Agarose-Sediment wurde in 40 pl PBS resuspendiert, 10 pl Neuraminidase
(5mU) wurden zugegeben und der Ansatz fiir 2 Std. bei 37°C inkubiert.

Verdau mit O-Glykosidase

Der Verdau wurde zunichst wie unter b.) beschrieben durchgefiihrt (endstidndige
Neuraminsiurereste hemmen die O-Glykosidase), dann wurden fiir weitere 2 Std bei 37°C 10

pl (5mU) O-Glykosidase zugegeben.

Chondroitinase ABC
Das Protein G-Agarose Sediment wurde in 40 pl Inkubationspuffer (40 mM Tris, 40 mM

Natriumacetat pH 8,0) resuspendiert, dann wurden 10 pl (0,1U) Enzym zugegeben. Der
Verdau wurde fiir 2 Std. bei 37°C durchgefiihrt.
Um eine Komplexbildung (z.B. Dimerisierung) eines immunprizipitierten Proteins

nachzuweisen wurde das Protein G-Agarose-Sediment zunéchst in 50 pl Proteinprobenpuffer
aufgekocht (5 min. 95°C) und dann 2 Std. mit dem stark denaturierenden Agens Guanidin-
Hydrochlorid (4 M f.c.) bei 37°C inkubiert .

Die enzymatischen Reaktionen wurden durch Zugabe von 50 pl 2 x Proteinprobenpuffer
gestoppt. Die Proben wurden fiir 5 min. bei 95°C aufgekocht und nachfolgend auf einem SDS -
Gel aufgetrennt. Das Gel wurde fixiert, getrocknet und autoradiographiert.

6.6 Metabolische Markierung von Proteinen in vivo durch Einbau
von 35S-Methionin.

Fiir eine in vivo Proteinmarkierung wurden 5 x 106 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden auf
der Zellkulturschale 2 x mit PBS gewaschen und nachfolgend fiir 90 min. in 2 ml Methionin-
freiem Medium (mit 10 % dialysiertem FCS) inkubiert Nach dieser Zeit wurden die Zellen
erneut 2 x mit PBS (ohne Ca*+ und Mg*+) gewaschen und fiir 20 min. trypsiniert. Die Zellen
wurden dann in 1 ml Methionin-freiem Medium resuspendiert und in ein 50 ml Rohrchen
iiberfiihrt. 35S-Methionin (1mCi/ml Medium) wurde zugegeben und die Zellen fiir 6 Stunden
bei 37°C in einem Schiittler, in Gegenwart von COp um eine Alkalisierung des Mediums zu
vermeiden_inkubiert . Nach der radioaktiven Markierung wurden die Zellen abzentrifugiert (3
min., 2000 x g), der Uberstand verworfen und nicht eingebautes Methionin durch dreimaliges
Waschen mit eiskaltem PBS entfernt.
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6.6.1 Immunpriizipitation nach metabolischer Markierung mit 35S-Methionin

Die Immunprizipitation wurde mit Ausnahme des letzten Waschschrittes (nach der Inkubation
mit Protein G-Agarose) analog zu der unter 6.5.1 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Da bei
der metabolischen Markierung mit 35S-Methionin nicht nur Membranproteine sondern alle
zelluldren Proteine, die die Aminosidure Methionin enthalten, radioaktiv markiert werden, wurde
dieser letzte Waschschritt mit héherer Stringenz durchgefiihrt. Das Protein G-Agarose-
Sediment wurde 5 x fiir 3 min. auf einem Eppendorf Schiittler mit Lysispuffer gewaschen, in
Proteinprobenpuffer aufgekocht (5 min., 95°C) und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel
wurde nach der Elektrophorese fixiert, zur Signalverstirkung aktiviert, getrocknet und
fluorographiert (bei -80°C).

6.7 In vitro Transkription mit nachfolgender Translation

DNA der pBAT Plasmid-Konstrukte (Annweiler et al., 1991) wurden 3“von der Insertionsstelle
der cDNA linearisiert, auf einem "low melting Agarose" DNA Gel aufgetrennt und iiber eine
Elutip-DNA Siule gereinigt (s. 1.5) Die in vitro Transkription dieser Sequenz wurde nach
folgendem Schema durchgefiihrt:

HyOd 65,9 ul
HEPES - KOH (1M, pH 7,4) 4,0 ul
Mg(OAc) 0,6 ul
Spermidin (200 mM) 1,0 pl
DTT (1IM) 1,0 pl
NTPs (25 mM) 2,0 ul
T7mG(57)G (10 mM) 2,5ul
RNasin (20U/ul) : 1,0 pl
T3-RNA-Polymerase (10U/pul) 2,0 ul
Linearisierte Plasmid-DNA (0,2pg/ml) 20,0 pul

Die Reagentien wurden auf Eis zusammenpipettiert und der Ansatz fiir 1 Stunde bei 40°C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 8 pul der Reaktion fiir die Translation abgenommen, die
restlichen 92 pl aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Die in vitro Translation wurde direkt nach
der Transkription nach folgendem Pipettierschema durchgefiihrt:

H,Od 14,2 ul
HEPES - KOH (1 M, pH 7,9) 2,0 pl
Mg(OAc); (0,2 M) 0,8 pl
Aminosduren (1mM, nicht radioaktiv) 2,0 ul
ATP (50 mM) 2,0 pl
GTP (ImM) 2,0 ul
S-Adenosylmethionin (0,5 mM) 1,0 i
Kreatinphosphat (0,5 M) 2,0 ul
Kreatinphosphatkinase (40pg/ml) 1,0 ul
Weizenkeimlysat 40,0 ul
35S-Methionin (10 mCi/ml) 8,0 W
In vitro transkribierte RNA 8,0 ul
RM-KN-Puffer 1,0 pl
EGTA (10 mM) 1,0 ul
SRP 2,0 ul

Der Reaktionsansatz wurde fiir 1 Std. bei 25°C inkubiert. Die Translation wurde durch Zugabe
desselben Volumens (100 pl) 2 x Laemmli-Proteinprobenpuffer beendet, zur Denaturierung des
in vitro synthetisierten Proteins 5 min. bei 95°C erhitzt und nachfolgend auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel fixiert, aktiviert, getrocknet und bei -80°C
fluorographiert.
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6.8 Vergleich des Peptidmusters von Proteinen nach proteolytischem
Verdau ("Peptide mapping''; mod. Version der Methode von
Cleveland et al., 1977)

Radioaktiv markierte Proteine (nach Immunprizipitation oder in vitro Translation) wurden auf
einem SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Elektrophorese fixiert, aktiviert und
getrocknet. Nachdem Trocknen wurde das Gel an 3 Punkten mit fluoreszierenden Aufklebern
markiert. und ein Rontgenfilm wurde exponiert. Nach erfolgter Fluorographie wurden die den
spezifischen Proteinen entsprechenden geschwirzten Banden auf dem Rontgenfilm
ausgeschnitten und der Rongtenfilm (als Schablone) anhand der Fluoreszenzmarkierung exakt
iiber das Gel justiert. Die spezifischen Banden konnten nun mit einem Skalpell aus dem Gel
isoliert, und in die Taschen eines neuen SDS-Gels, dessen Trenngel zusitzlich 1 mM EDTA
enthielt, transferiert werden. Die so isolierten Proteine wurden nun mit verschiedenen
Konzentrationen der sequenzspezifisch spaltenden Endoproteinase Glu-C (V8 Protease aus
Staphylococcus aureus) behandelt (typischerweise mit 2 ptg/ml und 50 pg/ml fiir 20 min. in den
Taschen und fiir weitere 30 min. im Sammelgel). Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel
fixiert, aktiviert und fluorographiert.

6.9 Immunfluoreszenzanalyse von Membranproteinen intakter
Zellen

6.9.1 Analyse adhiirent wachsender Zellen

Die Zellen wurden in speziell beschichteten Zellkulturkammern fiir die
Immunfluoreszenzanalyse der Firma NUNC ("chamber slides") kultiviert, in denen auch alle
Schritte des Experiments durchgefiihrt wurden. Fiir die Fluoreszenzanalyse wurden die Zellen
1 x mit PBS gewaschen und 10 min. mit 1 % Paraformaldehyd in TBS fixiert. Das Fixativ
wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Inkubation mit dem
Primérantikorper (Spg/ml in Zellkulturmedium mit 10 % FCS) fiir 30 min. bei RT -
durchgefiihrt. Der Primérantikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und
der Sekundirantikdrper (Kaninchen-anti-Maus-IgG konjugiert mit TRITC oder AMCA; 1:200
verdiinnt in Zellkulturmedium mit 10 % FCS) fiir 30 min. bei RT auf die Zellen gegeben. Nach
erneutem Waschen (3 x mit PBS) wurde iiberschiissige Fliissigkeit mit einem Filterpapier und
durch nachfolgende Inkubation bei 37°C (~10 min.) entfernt. Die Zellen wurden mit Glyzergel
eingebettet und anschlieend in einem Zeiss Axioskop Mikroskop unter UV-Licht analysiert
und gegebenenfalls photographiert. Die Filterkombinationen fiir TRITC waren
BP546/FT580/LP590, fiir AMCA wurde ein 450 -490 nm-Filter verwendet.

6.9.2 Analyse von Suspensionszellen

Die Methode wurde analog zu der unter 6.9.1 beschriebenen durchgefiihrt, wobei alle
Inkubations- und Waschschritte in Eppendorf-Reaktionsgefiflien durchgefiihrt wurden. Die
Zentrifugation der Zellen bei den Waschschritten erfolgte dabei bei 2000 x g fiir 2 min. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 30 ul PBS resuspendiert, auf einen Objekttriiger
pipettiert, bei 37°C angetrocknet, mit Glyzergel eingebettet und wie unter 6.9.1 beschrieben
analysiert.

6.10 Immunhistochemie

Die Gewebe wurden nach Entnahme aus dem Tier sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren

und bei -80°C aufbewahrt. 5 um Serienschnitte wurden mit einem Reichert-Jung "cryocut"-
Gefriermikrotom bei -25°C angefertigt, auf silanisierte Objekttriger (10 sek. 2 % 3-
Aminopropyltriethoxysilan geldst in wasserfreiem Aceton, 10 sek. Aceton, 10 sek. HoOd, 2
Stunden bet 80°C trocknen) aufgebracht, luftgetrocknet und mit eiskaltem Aceton (-20°C, 10
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min.) fixiert. Das Aceton wurde durch eine zehnminiitige Inkubation in PBS ausgewaschen.
Zur Inaktivierung endogener Peroxidase wurden die Gefrierschnitte nachfolgend fiir 15 min.
bei RT mit 0,3 % HpO7 in Methanol inkubiert und nachfolgend 3 x fiir 2 min. mit PBS
gewaschen. Um unspezifische Bindung von Antikérpern bzw. Rezeptorglobulinen zu
vermeiden, wurden die Gefrierschnitte fiir 20 min. mit Zellkulturmedium (+ 10 % FCS bzw.
10 % Rattenserum) vorbehandelt. Das Medium wurde abgeschiittet und die Schnitte fiir 1 Std.
mit Primirantikorper bzw. Rezeptorglobulin (jeweis 1 pg/ml) inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde iiberschiissiger Antikorper (bzw. iiberschiissiges Rezeptorglobulin)
durch dreimaliges Waschen mit PBS (jeweils 2 min.) entfernt. Nachfolgend wurden die
Gewebeschnitte fiir 30 min. bei RT mit dem Sekundirantik6rper inkubiert. Hierfiir wurde ein
gegen Ratten-Serumproteine voradsorbierter, polyklonaler, Biotin-konjugierter Ziegen-anti-
Maus-Antikdrper verwendet. Dieser Antikdrper wurde 1:500 verdiinnt in Zellkulturmedium
(mit 10 % FCS) eingesetzt. Wihrend der Inkubationszeit wurde der Streptavidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex fiir 25-30 min. bei RT pripariert: 10 pl Biotin, 10 pl Streptavidin-
Peroxidase sowie 20 pl normales Ziegenserum wurden in 2 ml PBS resuspendiert. Die
Gefrierschnitte wurden gewaschen (mit PBS, 3 x 2 min.) und der Streptavidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex fiir 30 min. auf die Schnitte gegeben. Wihrend dieser Zeit wurde das
Substrat fiir die Peroxidase angesetzt. Hierfiir wurden 12,5 pg AEC in 1,25 ml
Dimethylformamid geldst und in 25 ml Na-Acetat Puffer (50 mM, pH 5,0) verdiinnt. Die
Losung wurde im Dunkeln durch einen Faltenfilter filtriert und nach einem erneuten
Waschschritt (3 x 2 min. mit PBS) auf die Gefrierschnitte gegeben. Die Schnitte wurden so
lange mit dem Substrat inkubiert, bis eine deutliche Rotfirbung mit dem Auge zu erkennen war
(2-30 min.). Die Reaktion wurde durch eine einminiitige Inkubation in HyOd abgestoppt. Die
Gegenfirbung der Zellkerne wurden durch eine fiinfminiitige Inkubation mit Himatoxylin und
anschlieBenden 10 min. in Leitungswasser durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die Schnitte
ge;tioc}met, mit Glyzergel eingebettet und mit einem Zeiss Axioskop-Mikroskop (im Hellfeld)
analysiert.

6.11 Reinigung von Proteinen durch Affinititschromatographie

6.11.1 Reinigung eines spezifischen Zellmembranproteins eukaryontischer Zellen

Die Zellen (ca.1 x 108) wurden auf den Zellkulturschalen mit PBS gewaschen, vorsichtig mit
einem Gummischaber abgeschabt und in ein 50 ml Rohrchen iiberfijhrt. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden die Zellen in 5 ml Lysispuffer (20 mM Na-Phosphat, 150 mM
NaCl, 1 % NP 40, pH 7,0) resuspendiert und fiir 30 min. unter gelegentlichem Schiitteln auf
Eis inkubiert. Das Lysat wurde zunichst fiir 5 min. bei 10000 x g (um die Zellkerne zu
sedimentieren) und dann der Uberstand fiir weitere 20 min. bei 15000 x g (um schwerlosliche
Zellbestandteile zu pelletieren) zentrifugiert. Zum Uberstand des letzten Schrittes wurde ein
Uberschufl von spezifischem mAk (ca. 100 pg) zugegeben und fiir 2 Std. bei 4°C auf einer
rotierenden Plattform inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 500 pl einer 1:1
Suspension von Protein G-Agarose in Lysispuffer zum Zellysat gegeben und fiir weitere 60
min. bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurde der Protein G-Agarose-Komlex 3 x fiir 2 min. mit
10 ml eiskaltem Lysispuffer gewaschen, in 5 ml eiskaltem Lysispuffer resuspendiert und auf
eine 10 ml Econo Pac-Siule der Firma Bio Rad appliziert. Auf dieser Siule wurde der Protein
G-Agarose-Komplex erneut mit 10 ml eiskaltem Lysispuffer gewaschen und spezifisch
gebundenes Protein wurde mit eiskaltem Elutionspuffer (Glyzin 100 mM, pH 2,5;) in
typischerwiese 8 Fraktionen zu je 500 pl eluiert. Zur Neutralisation des Eluats wurde 50 pl
Neutralisationspuffer (Tris IM, pH 8,0) in die ReaktionsgefiBe vorgelegt. Die Effizienz der
Affinitéitschromatographie wurde durchWestern-Analyse der Elution (1/50 Vol. der Aliquots)
mit einem fiir das gereinigte Protein spezifischen Antikérper getestet (s. 6.3). Gereinigtes
Protein wurde bei -80°C aufbewahrt. '
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6.11.2 Reinigung von IgG-Fuisonsproteinen (Rezeptorglobulinen, mod. nach
Arrufo et al., 1990)

a) Kultivierung der Transfektanten und Ammoniumsulfatprizipitation des

Zellkulturiiberstandes

Stabil mit Rezeptorglobulin-cDNA transfizierte Rattenfibroblasten wurden iiber den
Konfluenzpunkt hinaus in DMEM (10 % FCS, 400pug/ml G418, Antibiotika) kultiviert. Der
Zellkulturiiberstand wurde _in ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt und tote Zellen abzentnfuglert
(4000 x g, 5 min.). Zum Uberstand wurde binnen einer Std. dasselbe Volumen gesattlgte
Ammoniumsulfatlésung (800g/1) zugetropft. Das Gemisch wurde 1 Std. bei 4'C auf einem
Magnetriihrer geriihrt und die ausgefallenen Proteine abzentrifugiert (20000 x g, 20 min., 4°C).

b) Dialyse und Reinigung

Das Sediment wurde in 1/20 Vol. Phosphatpuffer (20 mM Na-Phosphat, 150 mM NaCl,
pH 7,0) resuspendiert, dialysiert (3 x 2 Std. gegen 1 1 Phosphatpuffer) und erneut scharf
abzentrifugiert (20000 x g, 20 min., 4°C). Der Uberstand wurde mit 500 pl einer 1:1
Suspension von Protein G-Agarose in Phosphatpuffer versetzt und 2 Std. auf einer rotierenden
Plattform bei 4'C inkubiert. Der Protein G-Agarose-Komplex wurde 3 x mit 10 ml eiskaltem
Phoshatpuffer gewaschen, in 5 ml Phoshatpuffer resuspendiert und auf eine Econo Pac-Siule
gegeben. Der Protein G-Agarose-Komplex wurde auf der Sdule ein weiteres mal mit 10 ml
Phosphatpuffer gewaschen. Das gebundene Rezeptorglobulin wurde mit Elutionspuffer (Glyzin
100 mM, pH 2,5) von der Siule abgeldst (typischerweise 8 Fraktionen zu 500 pl) und durch
Vorlage von 50 pl Tris (1 M, pH 8,0) in die ReaktionsgefidBe neutralisiert Die Effizienz der
Reinigung wurde durchWestern-Analyse mit einem polyklonalen, gegen den IgG-Anteil des
Rezeptorglobulins gerichteten, Antikdrper getestet. Positive Fraktionen wurden gesammelt, 3 x
2 Stunden gegen 11 TBS dialysiert und bei -20°C aufbewahrt.

¢) Alternatives Reinigungsverfahren

Fiir eine Reihe von Experimenten (z.B. Immunhistochemie) war es nicht notwendig, die
Rezeptorglobuline durch Affinititschromatographie aufzureinigen. Fiir diese Zwecke wurde das
Sediment nach der Ammoniumsulfatprizipitation in 1/20 Vol. TBS resuspendiert, 3 x 2 Std.
gegen 11TBS dialysiert und scharf abzentrifugiert (12000 x g, 20 min.). 25 pl des Uberstands
wurden duchWestern-Analyse auf Vorhandensein des spezifischen Proteins getestet, der Rest
aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

7. Zellkultur

7.1 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Eukaryontische, adhirent wachsende Zellen wurden trypsiniert, mit PBS gewaschen und in
Einfriermedium (Kulturmedium + 10 % DMSO) resuspendiert. Die Zellen wurden sofort in
Kryorshrchen pipettiert und auf Eis gestellt. Nach 1 Stunde bei 0°C wurden die Zellen bei
-80°C eingefroren. Fiir die Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen unter fliissigem Stickstoff
bei -160°C gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryorshrchen im 37°C Wasserbad schnell erwiirmt und
die Zellen in Kulturschalen ausgesit. Nach der Adhision der Zellen wurde das Medium
gewechselt, und damit das DMSO entfernt.
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7.2 Passagieren von eukaryontischen Zellen

Adhirente Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsinldsung (0,25 % in PBS) bei
37°C fiir 5-10 min. inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in Zentrifugenrohrchen iberfiihrt
und fiir 3 min. bei 800 x g sedimentiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in
frischem Medium aufgenommen und auf Kulturschalen verteilt. Suspensionszellen wurden mit
Medium verdiinnt und in neue Kulturschalen eingesiit.

7.3 Stabile Transfektionen von DNA in eukaryontische Zellen.
(Calcium-Phosphat-Methode, Graham und van der Eb, 1973)

a) Transfektion

1 x 106 Zellen wurden pro 10 cm Petrischale ausgesit und 24 h spéter fiir die Transfektion
verwendet. 6 h vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Zu 10 pg DNA in 500 pl
250 mM CaCl, wurde unter stindigem Schiitteln 500 pl 2 x BBS (50 mM BES, 280 mM Na(l,
1 M Na,HPOs, pH 6,95) pipettiert. Der Transfektionsmix wurde 20 min. bei RT inkubiert und
danach in die Petrischalen gegeben. Nach 12 bis 16 Std. Inkubation bei 35°C und 3 % CO; -
Gehalt wurde das Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen und neues Medium auf die Zellen
gegeben. Nachfolgend wurden die Zellen wieder bei 37°C inkubiert.

b) Selektion

Zwei Tage nach der Transfektion wurde das Medium abgésaugt und durch Selektionsmedium
(Kulturmedium + 500-800 pLg/ml G418) ersetzt. In der Folgezeit wurde alle zwei, Tage bis zur
makroskopischen Sichtbarkeit von Kolonien, das Selektionsmedium erneuert.

¢) Isolieren von Klonen

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Einzelne, mit dem Auge
sichtbare Kolonien wurden mit sterilen, mediumbefeuchteten Wattestibchen abgenommen und
in Makroplatten der Firma Greiner iiberfiihrt.

7.4 Tunicamycin-Behandlung von Zellen

Eukaryontische Zellen wurden bei 50-70 % Konfluenz mit Tunicamycin, einem Hemmstoff der
N-Glykosylierung, behandelt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und Tunicamycin
(Stamml6sung 5-10mg/ml geldst in DMSO) in einer Endkonzentration von 5ug/ml zum
frischen, vorgewirmten Zellkulturmedium zugegeben. In diesem Medium wurden die Zellen
typischerweise fiir 8 Std. kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, und
geemtet. Die Vitalitiit der Zellen wurde durch Firbung mit Trypanblau bestimmt. Sie betrug
normalerweise > 90 %. Zellextrakte wurden pripariert wie unter 6.1.1 beschrieben. Die
Tunicamycin-Stammlésung wurde vor jedem Experiment frisch angesetzt.
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8. Kuitivierung von Bakterien

8.1 Einfrieren von Bakterien

Bakterien wurden in 2 x TY (1 % Hefeextrakt, 2 % Bacto Trypton, 5g/1 NaCl, mit 10 % DMSO
in einem Ethanol-Trockeneisbad schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zum Animpfen einer
Kultur wurde eine Spatelspitze tiefgefrorener Bakterienkultur in frisches Medium iiberfiihrt.

8.2 Priparation kompetenter Bakterien (Hanahan, 1983)

Bakterien aus einer Ubernachtkultur von E. coli DH50t wurden in 200 m1 SOB (20 g/l Bacto-
Trypton, 5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgClz, 10 mM MgS0O4, 2,5 mM KCl)
in einem 500 ml Erlenmeyerkolben beimpft und bei 37 C kriiftig geschiittelt. Bei einer ODsgo
von 0,3 wurden die Bakterien in 50 ml Rohrchen iiberfithrt und in Eiswasser gekiihlt.
AnschlieBend wurden die Bakterien 10 min. bei 3500 x g und 4 C abzentrifugiert. Das Medium
wurde verworfen und die Bakterien in eiskaltem STB (100 mM KCl, 45 mM MnCl; x 4 H20,
10 mM CaClz x 2 H20, 3 mM Hexa-Amino-Kobalt-Chlorid, 10 mM K-MES pH 6,5, 15 %
Glycerin) vorsichtig resuspendiert. Es folgte eine 30 min. Inkubation der resuspendierten
Bakterien auf Eis. AnschlieBend wurden sie wiederum 10 min. bei 3500 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die nun fiir die DNA-Aufnahme kompetenten
Bakterien vorsichtig, auf Eis, in 4 ml STB resuspendiert, in 200 pl Aliquots abgefiillt und
sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

8.3 Transformation von Bakterien

5 pl eines 20 ptl Ligationsansatzes oder 1 ng ungeschnittene Plasmid-DNA wurden mit 100 pl
kompetenter Bakterien eine Std. auf Eis (0'C) inkubiert. AnschlieBend wurde der

Transformationsansatz 3 min. bei 37 C wirmebehandelt (Hitzeschock) und wiederum in Eis
abgekiihlt. Dann wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 3000 x g bei RT sedimentiert
und in SOC-Medium (SOB + 20 mM Glukose) resuspendiert. Fiir die phénotypische
Expression des Resistenzgens auf dem Plasmid wurden die Bakterien 60 min. bei 37 C
geschiittelt und anschlieBend auf LB-Platten (+ 100 pg/ml Ampicillin) plattiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Der mAk 1.1ASML reagiert spezifisch mit vier CD44v-
Proteinen der metastasierenden Zellinie BSp73ASML

Um Unterschiede hinsichtlich der Expression von Zelloberflichenproteinen zwischen den
metastasierenden BSp73ASML- und den nichtmetastasierenden BSp73AS-Zellen des BSp73-
Pankreaskarzinoms zu definieren wurden mAks gegen Membranproteine dieser Zellinien
hergestellt (Wenzel, 1986; Matzku et al., 1989). Mit einem der so erhaltenen mAks
(1.1ASML), der spezifisch mit Zelloberflichen-Proteinen der BSp73ASML-Zellen reagiert,
gelang es aus einer cDNA-Expressionsbibliothek dieser Zellen eine cDNA zu isolieren, die fiir
eine Variante des CD44-Membranproteins (CD44v) kodiert (Giinthert et al., 1991). Diese
cDNA wurde fortan mit Meta-1 bezeichnet. Dieser CD44v-spezifische mAk identifiziert in
einem Proteinlysat der metastasierenden BSp73ASML-Zellinie jedoch vier im Molekular-
gewicht unterschiedliche Proteine (Abb, 1, 120, 150, 180 und 195 kD). Offensichtlich
exprimieren diese Zellen verschiedene Isoformen von CD44v. Dabei ist auffallend, dafl die
beiden Proteine mit dem Mw von 120 (p120) bzw. 150 kD (p150) wesentlich prominenter sind
als die anderen beiden CD44v-Isoformen (p180 bzw. p195, Abb. 1).

Abb. 1 Spezifische Reaktion des mAks
1.1ASML mit CD44v-Proteinen der
BSp73ASML-Zellen

Proteinextrakte von BSp73AS- und BSp73ASML-Zellen
(jeweils 100 pg) wurden auf einem SDS-Gel (7,5%
Acrylamid) aufgetrennt und auf eine Immobilon Membran
transferiert ("Western blotting”). Die Membran wurde, zur
Absiittigung unspezifischer Bindungsstellen, fiir 60 min. bei
37°C in PBS mit 10% fettfreier Milch und nachfolgend, zur
spezifischen Firbung, fiir jeweils 60 min. bei RT zunichst
mit 1.1ASML (5 pg/ml) und dann mit einem Peroxidase-
80 — konjugierten Ziege-anti-Maus-IgG in Hybridisierungslosung
(1:5000 verdiinnt) inkubiert, Die spezifisch erkannten
Proteine wurde mit dem ECL-System nachgewiesen (s.
Methodenteil 6.3), ihr Molekulargewicht mit Eichproteinen
bekannten Molekulargewichts bestimmt,

205 —

116—
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3.2 Alle CD44v-Molekiile der BSp73ASML-Zellinie sind auf der
Zellmembran lokalisiert

Durch Western-Analyse konnte nicht entschieden werden ob alle vom mAk 1.1ASML
identifizierten CD44v-Isoformen der BSp73ASML-Zellen auch auf die Zelloberfliche
transportiert werden. Es mufte z.B. die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dafl nur eines
dieser Molekiile die "reife", membranstindige Form darstellt, wihrend es sich bei den anderen
evtl. um Vorldufermolekiile der CD44v-Biosynthese handelt. Um dies zu untersuchen wurden
Membranproteine von BSp73AS- und BSp73ASML-Zellen enzymatisch mit radioaktivem Iod
markiert und CD44v-Molekiile mit dem mAk 1.1ASML isoliert (Abb. 2).

AS
ASML

kD
205

Abb. 2 Immunprizipitation iodinierter CD44v-
Proteine mit 1.1ASML

Jeweils 107 vitale BSp73AS- und BSp73ASML-Zellen wurden
enzymatisch (mit Lactoperoxidase in Gegenwart von Nal25]
und HyOy) iodiniert, Die radioaktiv markierten Zellen wurden
lysiert. Nach Abtrennung der Zellkerne wurde der Uberstand
zunéchst mit Protein G-Agarose vorgereinigt, dann mit dem
mAk 1,1ASML (5pg/ml Uberstand; 60 min. bei 4'C) und
nachfolgend fiir weitere 60 min. bei 4 C mit Protein G-
Agarose inkubiert. Komplexe aus Protein G-Agarose, mAk
1.1ASML und gebundenen CD44v-Proteinen wurden
abzentrifugiert, gewaschen, in Proteinprobenpuffer aufgekocht
und auf einem SDS-Gel (6% Acrylamid) aufgetrennt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel fixiert, getrocknet und ein
Rontgenfilm aufgelegt. Das Molekulargewicht der
prazipitierten CD44v-Proteine wurde durch Vergleich mit
radioaktiv markierten Eichproteinen bestimmt.

116

Alle ASML-spezifischen CD44v-Proteine, die durch Western-Analyse (s. Abb.1) spezifisch
identifiziert wurden, sind auch auf der Zelloberfliche der BSp73 ASML-Zellinie vorhanden
(Abb. 2). Im Vergleich zur Western-Analyse sind jedoch deutliche Unterschiede in der
Signalstirke der einzelnen Proteine zu erkennen (vgl. Abb, 1 mit Abb, 2). Bei der radioaktiven
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Markierung von Membranproteinen zeigen p195 und p150 deutliche Signale, wogegen bei der
Western-Analyse p120 und p150 am stirksten mit dem mAk 1.1ASML reagieren. Da bei der
enzymatischen Radioiodinierung von Membranproteinen mit Lactoperoxidase spezifisch nur
Tyrosinreste des Proteingeriists radioaktiv markiert werden, ist natiirlich die Anzahl und
Zugingigkeit dieser Aminosiure entscheidend fiir die Markierungseffizienz (und damit fiir die
Signalstirke). Eine solche Restriktion besteht bei der Western-Analyse nicht. Die Signalstirke
héngt alleine von der Konzentration des spezifischen Proteins (hier CD44v) im Proteinlysat ab.
Demnach kann mit der enzymatischen Radioiodinierung von Membranproteinen zwar die
Priisenz der CD44v Proteine auf der Zellmembran nachgewiesen jedoch, im Gegensatz zur
Western-Analyse, keine quantitative Aussage iiber die identifizierten CD44v-Isoformen

gemacht werden.

3.3 Die Expression von CD44v korreliert mit dem metastatischen
Phinotyp

Um herauszufinden, ob die Expression von 1.1ASML-spezifischen CD44v-Proteinen eine
generelle Eigenschaft maligner Tumorzellen darstellt und damit vielleicht von funktioneller
Relevanz fiir diesen Prozef ist, oder ob diese Beobachtung auf die metastasierende
BSp73ASML-Zellinie des BSp73-Pankreaskarzinoms beschriinkt bleibt, wurde die CD44v-
Expression in zwei weiteren, gut charakterisierten Tumormodellen der Ratte, dem NF13762-
System und dem CREF-System, getestet. Das NF13762-System (Neri et al., 1982) besteht
aus verschiedenen Zellinien die entweder aus dem Primértumor eines Mamma-Adenokarzinoms
(MTPa, MTA, MTC und MTF7) oder aus Metastasen desselben Tumors (MTLy, MTLn2 und
MTLn3) isoliert wurden (Neri et al, 1981; Neri und Nicholson, 1981; Neri et al., 1982; Welch
et al.,, 1983; Welch et al., 1985; North und Nicholson, 1985).
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Abb., 3 CD44v wird von den Zellen des NF13762-Tumorsystems exprimiert

Jeweils 100 pg Proteinextrakt der indizierten Zellinien mit Ausnahme von MTLn3 (~ 40 pg) wurden auf einem
SDS-Gel (7,5% Acrylamid) aufgetrennt, DieWestern-Analyse wurde, wie unter Abb, 1 bzw. wie im Methodenteil
(6.3) beschrieben, durchgefiibrt,

Beim NF13762-System ist CD44v schon in den Primdrtumorisolaten (MTPa, MTA, MTC und
MTF7) nachweisbar (Abb. 3). In Extrakten dieser Zellen reagiert der mAk 1.1 ASML spezifisch
mit zwei eng beieinander laufenden Proteinen (100 bzw. 105 kD). Eine schwache, diffuse
Firbung ist auch mit einer im Mw hoher migrierenden Gruppe von Proteinen (120-140 kD) in
Extrakten dieser Zellen zu beobachten. Die Zellinien MTA und MTC zeigen dabei ein deutlich
stirkeres Signal als MTPa und MTF7. Offensichtlich wird in MTA und MTC CD44yv stiirker
exprimiert. Die Metastasenisolate (MTLy, MTLn2 und MTLn3) synthetisieren hhermolekulare
CD44v-Proteine als die Primértumorisolate. Auffallend dabei ist, dal eine Komigration
zwischen den CD44v-Proteinen der Metastasenisolate und den beiden "grofiten" CD44v-
Isoformen der BSp73ASML-Zellinie (180 bzw. 195 kD) festgestellt werden kann. Die
schwiichere Reaktion bei MTLn3 ist auf eine geringere Menge aufgetrennten Zellextrakts
zuriickzufiihren (s. Bildunterschrift Abb. 3).
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Die Expression von CD44v-Proteinen wurde noch in einem weiteren Tumormodell der Ratte
untersucht, dem sog. CREF-Syste (Boylan et al., 1990). In diesem Modell wurden klonierte,
embryonale Rattenfibroblasten (CREF-Zellen: cloned rat embryo fibroblasts) aufgrund der
zentralen Rolle des aktivierten ras-Onkogens bei Tumorentstehung und -progression (Greig et
al., 1985; McGrath et al., 1984; Marshall, 1991), mit verschiedenen Versionen des aktivierten
Ha-ras-Onkogens transformiert. Im Speziellen wurden CREF-Zellen mit dem viralen Ha-ras
Onkogen PH1 (Shih et al., 1979), dem aktivierten humanen c-Ha-ras Onkogen T24 (Reddy et
al., 1982; Capon et al., 1983) und den c-Ha-ras-Mutanten 59A (Alanin anstatt Threonin an
Pos. 59) sowie 118S (Serin anstatt Cystein an Pos.118) transfiziert. Nach dem spontanen
Metastasierungsprotokoll konnte bei diesen ras-Transfektanten moderates
Metastasierungspotential nachgewiesen werden (Boylan et al., 1990; Hofmann et al. 1993). Es
stellt sich die Frage, ob in diesem Tumormodell ein Zusammenhang zwischen metastatischem
Phénotyp der Transfektanten, Expression des aktivierten ras-Onkogens und Expression von
CD44v besteht.
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Abb. 4 Induktion von CD44v durch Expression verschiedener Versionen des aktivierten Ha-
ras-Onkogens in CREF-Zellen

Jeweils 100ug Zellextrakt der angegebenen Zellen wurden auf einem SDS-Gel (7,5% Acrylamid) aufgetrennt. Die
Western- Analyse wurde wie im Methodenteil (und unter Abb.1) beschrieben, durchgefiihrt.
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Alle Transfektanten (PHI1; T24; 59A; 118S) exprimieren CD44v, wihrend in der
nichttransfizierten Ausgangszellinie ebenso wie in BSp73AS-Zellen CD44v nicht nachgewiesen
werden kann (Abb. 4). Die Intensitiit der Reaktion mit dem mAk 1.1ASML zwischen den
einzelnen Zellinien ist dabei vergleichbar (CREF-59A reagiert etwas stirker). Der Antikdrper
identifiziert spezifisch eine Hauptbande von 100 kD und, wesentlich schwiicher, zwei
Nebenbanden (110 und 130 kD) in den Extrakten der getesteten Ha-ras-Transfektanten.
Offenbar sind die beiden groBeren CD44v-Proteine nur in geringer Konzentration in den
Zellextrakten vorhanden. Das 100 kD Protein der Ha-ras-Transfektanten wird stirker exprimiert
als die prominenten CD44v-Proteine der BSp73ASML-Zellen (p120, p150). Da in diesen
Experimenten nichtfraktionierte Zellextrakte verwendet wurden, kann keine Aussage iiber die
Lokalisation (Zellmembran oder Zytoplasma) des prominenten 100 kD Proteins der Ha-ras-
Transfektanten gemacht werden. Tatséchlich zeigen die Ha-ras-Transfektanten PH1 und T24
bei einer quantitativen Bestimmung der Oberflichenfluoreszenz (FACS-Analyse) mit dem mAk
1.1ASML eine deutlich schwiichere Fluoreszenz als BSp73ASML-Zellen (Hofmann et al.,
1993). Demnach ist es moglich, dal die beiden schwach "angefirbten" Banden (110 und 130
kD) der Ha-ras-Transfektanten die membranstindigen CD44v-Proteine reprisentieren, wihrend
die 100 kD Form ein Vorldufermolekiil darstellt.

Zusammenfassend kann festgesellt werden, da CD44v in den Zellisolaten des NF13762-
Mammakarzinoms und in ras-transformierten, embryonalen Fibroblasten (CREF-Zellen)
exprimiert wird, Im Gegensatz zur BSp73AS-Zellinie des BSp73-Tumors wird CD44v schon
auf den Primértumorisolaten des NF13762-Systems exprimiert. Diese Zellinien exprimieren,
vergleichbar mit den ras-transformierten Zellinien des CREF-Systems, CD44v Isoformen mit
einem Mw zwischen 110 und 140 kD und zeigen, wie diese, lediglich moderates
Metastasierungspotential. Hochmolekulare CD44v-Isoformen, wie sie fiir die stark
metastasiernden BSp73ASML-Zellen charakteristisch sind, werden im NF13762-System nur
von den Metastasenisolaten exprimiert.

Im CREF-System konnte eine Korrelation zwischen Ras- und CD44v-Expression beobachtet
werden. Ein direkter Einflufl von Ras auf den Promotor von CD44 konnte in Experimenten mit
CREF-Zellen bewiesen werden, die mit einem induzierbaren c-Ha-ras(T24)-Konstrukt
transfiziert wurden (Hofmann et al., 1993). Zwolf Stunden nach Ras-Induktion war CD44y-
Expression nachweisbar. Offensichtlich besteht eine Signalkaskade bei der CD44v via Ras
induziert wird.
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3.4 Die CD44v-Proteine der BSp73ASML-Zellen sind giykosyliert

Der Antikorper 1.1ASML identifiziert spezifisch vier hochmolekulare CD44v-Proteine (120 kD
- 195 kD) auf der Zellmembran der BSp73ASML Zellinie (s. 3.1 und 3.2). Da mit demselben
Antikdrper aus einer cDNA-Bibliothek dieser Zellinie der CD44v-cDNA-Klon pMeta-1, der fiir
ein Protein mit dem theoretischen Molekulargewicht von 56 kD kodiert, isoliert wurde, muf}
das Produkt dieser cDNA unter den vier CD44v Proteinen der BSp73ASML-Zellinie
reprisentiert sein. Die Diskrepanz zwischen dem aus der Meta-1-cDNA-Sequenz abgeleiteten,
theoretischen Molekulargewicht und dem Laufverhalten der BSp73 ASML-spezifischen CD44v-
Proteine in der SDS-Elektrophorese ist dabei moglicherweise auf posttranslationelle
Modifikation, oder eine ausgepriigte, SDS-resistente Tertidirstruktur des Meta-1-Proteins in
diesen Zellen zuriickzufiihren ,

Fiir die Prisenz von vier, im Molekulargewicht unterschiedlichen, CD44v-Isoformen im
Extrakt der BSp73ASML-Zellinie gibt es zwei Erklidrungsmoglichkeiten:

1.) Differentielle Modifikation (Glykosylierung) des Proteingeriists einer Isoform (evtl. des
Meta-1-Proteins)

2.) Unterschiede in der Aminosiureprimérsequenz dieser CD44v-Molekiile, die eventuell auf
alternatives Spleifien eines CD44-Primirtranskripts zuriickzufiihren sind. Eine der so
synthetisierten "reifen” mRNAs konnte dann z.B. fiir das Meta-1-Protein kodieren.

Um zu untersuchen ob die BSp73ASML-spezifischen CD44v-Isoformen (unterschiedlich)
glykosyliert sind, wurden Membranproteine dieser Zellen radioaktiv markiert, die CD44v-
Proteine mit dem mAk 1.1ASML isoliert und nachfolgend mit verschiedenen Glykosidasen
behandelt. Die Analyse erfolgte auf einem SDS-Gel (Abb. 5).
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Abb. 5 Glykosylierung der BSp73ASML-spezifischen CD44v-Molekiile

1x107 BSp73ASML Zellen/Ansatz wurden mit PBS gewaschen und in 200 pl PBS resuspendiert. Die
radioaktive Markierung wurde mit dem Enzym Lactoperoxidase in Gegenwart von Nal25) und HyOp
durchgefiihrt. Nach der Iodinierung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und lysiert. Zellkerne wurden
durch Zentrifugation vom Zellysat abgetrennt und der Uberstand mit 5 pg mAk 1.1ASML (bzw. einer Maus
IgG1 Isotypkontrolle: Kontrolle) und Protein G-Agarose inkubiert. Die an Protein G-Agarose gebundenen
Immunkomplexe wurden mit N-Glykosidase-F (N-Glyk.-F), Neuraminidase (Nanase), Neuraminidase und O-
Glykosidase (Nanase/O-Glyk.) sowie mit Guanidin-HCl (Gua.-HCI) in den vom Hersteller angegebenen
Lésungen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben mit Proteinprobenpuffer aufgekocht und
auf einem SDS-Gel (7,5% Acrylamid) aufgetrennt. Als Kontrolle fiir ein gefindertes Laufverhalten der CD44v-
Proteine nach Abspaltung von Zuckerresten wurden unbehandelte CD44v-Proteine (unbehandelt) ebenfalls auf
diesem Gel analysiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das Gel fixiert, getrocknet
und eine Autoradiographie durchgefiihrt. Die genauen Konzentrationen der verwendeten Losungen sind im
Methodenteil (6.5) angegeben. Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte mit radioaktiv markierten
Eichproteinen bekannten Molekulargewichts.
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Inkubation der BSp73ASML-spezifischen CD44v-Proteine mit N-Glykosidase F reduziert das
Molekulargewicht jeder einzelnen Isoform um einen dhnlichen Betrag von ca. 20-30 kD (Abb.
5, N-Glyk. F) auf das scheinbare Mw von 90, 130, 155 und 175 kD. Offensichtlich sind alle
Isoformen vergleichbar durch N-glykosidisch (iiber Asparagin) gebundene Oligosaccharid-
Strukturen modifiziert. Eine Reduktion (zumindest einer Isoform) auf das theoretisch
berechnete Molekulargewicht des Meta-1-Proteingeriists konnte nach Behandlung mit N-
Glykosidase F im SDS-Gel nicht beobachtet werden. Inkubation mit der fiir O-glykosidisch
verkniipfte Oligosaccharid-Strukturen spezifischen O-Glykosidase (Abb. 5, Nananse/O-Glyk.;
vgl. mit Abb. 5, Nanase) hat nur einen minimalen Einflul auf das Molekulargewicht der
CD44v-Isoformen (eine Reduktion um ca. 5 kD aller Isoformen). Dabei muBlten die CD44v-
Proteine mit Neuraminidase (Abb. 5, Nanase) vorbehandelt werden, da Neuraminsiurereste die
Wirkung der O-Glykosidase hemmen konnen, Nach alleiniger Neuramindase-Behandlung kann
man einen interessante Anderung im elektrophoretischen Migrationsverhalten der CD44v-
Isoformen beobachten, némlich eine Verschiebung zu Positionen die scheinbar héheren
Molekulargewichten entsprechen (140, 170, 200 und 220 kD; Abb. 5, Nanase; vgl. mit Abb.
5, unbehandelt). Dabei konnte der Verlust negativ geladener Neuraminsdurereste zu einer
Anderung der Gesamtladung der ohnehin durch SDS denaturierten und negativ geladenen
CD44v-Molekiile, mit der Konsequenz einer geidnderten Mobilitit wihrend der SDS-
Elektrophorese, fiihren. Um zu untersuchen ob tatsiichlich eine Ladungsinderung dieser
Proteine nach Neuraminidase-Behandlung stattfindet wurden die radioaktiv markierten CD44v-
Isoformen mit Neuraminidase inkubiert und zweidimensional aufgetrennt (Abb. 6).
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Abb. 6 Neuraminsiure trigt erheblich zur Aziditit der BSp73ASML-spezifischen CD44v-
Isoformen bei

Radioiodinierte CD44v-Molekiile wurden entweder mit PBS alleine (unbehandelt) oder mit PBS/Neuraminidase
(Neuraminidase behandelt) fiir 2 Std. bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proteine in Laemmli-
Proteinprobenpuffer aufgekocht und eine 2D-Elektrophorese durchgefiihrt. In der ersten Dimension wurden die
Molekiile in einem pH-Gradienten zwischen pH 3,5 -pH 6 gemi8 ihres isoelektrischen Punktes aufgetrennt. In
der zweiten Dimension wurde eine SDS-Elektrophorese (7,5% Acrylamid) durchgefiihrt. Nach abgeschlossener
Elektrophorese wurde das Gel fixiert, getrocknet und eine Autoradiographie durchgefiihrt. Genaue Angaben zu den
verwendeten Losungen konnen dem Methodenteil (6.2.1) entnommen werden.

Die Behandlung der CD44v-Isoformen mit Neuraminidase resultiert in einer drastischen
Anderung des isoelektrischen Punktes (IEP) dieser Molekiile (Abb. 6). Den unbehandelten
Isoformen kann ein relativ saurer IEP von ca. 3,7 zugeordnet werden (Abb. 6, unbehandelt),
wihrend der IEP der Neuraminidase-behandelten Isoformen auf ca. 5,2 in Richtung
Neutralpunkt verschoben ist (Abb. 6, Neuraminidase behandelt). Offensichtlich ist die Aziditt

dieser Proteine zu einem GroBteil auf Neuraminsiure zuriickzufiihren.

CD44 kommt auch in einer Chondroitinsulfat-assoziierten, hochmolekularen Form vor
(Jalkanen et al., 1988). Radioiodinierung der BSp73ASML-spezifischen CD44v-Molekiile mit
einer nachfolgenden Chondroitinase ABC-Inkubation hatte jedoch keinerlei Einflufl auf das
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Laufverhalten dieser Proteine in der SDS-Elektrophorese (nicht gezeigt). Demnach erfolgt keine
Modifikation dieser CD44v-Isoformen mit Chondroitinsulfat.

Eine nichtkovalente, homo- oder heterotypische Komplexbildung der CD44v-Proteine kann
ebenfalls ausgeschlossen werden, da eine Inkubation mit dem stark denaturierenden Agens
Guanidin-Hydrochlorid das elektrophoretische Laufverhalten nicht beeinflult (Abb. 5, vgl.
Gua.-HCl mit unbehandelt).

Eine weitere Moglichkeit die Glykosylierung von Proteinen aufzukldren erfolgt iiber den
Nachweis von Lektinen, die spezifisch an charakteristische Oligosaccharid-Strukturen binden.
Diese Methodik wurde angewendet, um die unter Abb. 5 gezeigten Ergebnisse zu bestitigen
bzw. um diese detaillierter darzustellen, Dabei wurden die affinitdtschromatographisch
gereinigten BSp73ASML-spezifischen CD44v-Isoformen elektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Membran transferiert und nachfolgend mit unterschiedlichen Lektinen inkubiert.
Gebundene Lektine wurden mit einem spezifischen Antikorper nachgewiesen.

kD Neuraminidase

205—°

116—

8 0 —

45—
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Abb. 7 Aufklarung der Glykosylierung durch Lektine

Affinititschromatographisch gereinigte CD44v-Proteine der BSp73ASML-Zellinie wurden entweder mit
Neuraminidase behandelt (2 Std. bei 37°C) oder unbehandelt auf einem SDS-Gel (10% Acrylamid) aufgetrennt
und nachfolgend auf eine Immobilon-Membran transferiert. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran
zunichst zweimal mit TBS gewaschen und zur unspezifischen Absittigung von Bindungsstellen mit 1%BSA in
TBS (Blockinglosung) inkubiert, bevor die Membran erneut gewaschen wurde (zweimal in TBS und einmal in
Puffer 1). Im nichsten Schritt wurde die Membran mit den Digoxigenin-markierten Lektinen PNA, MAA und
SNA inkubiert. Nach dieser Inkubation erfolgte ein erneuter Waschschritt (dreimal mit TBS) und die Inkubation
mit dem Sekundérantikdrper (Anti-Digoxigenin konjugiert mit alkalischer Phosphatase). Nach einem
abschlieBenden Waschschritt (dreimal mit TBS) erfolgte der Nachweis der gebundenen Lektine mit der
NBT/BCIP-Detektionsmethode. AbschlieBend wurde die Membran mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen
und getrocknet. Die genaue Zusammensetzung der verwendeten Losungen sowie weitere Informationen iiber die
Durchfiihrung dieser Methode sind dem Methodenteil (6.4) zu entmehmen. Das Molekulargewicht der
identifizierten Proteinbanden wurde mit Eichproteinen bekannten Molekulargewichts bestimmt.

Die spezifische Reaktion mit dem Lektin PNA stellt den eindeutigen Nachweis O-glykosidisch
gebundener Oligosaccharid-Strukturen auf den BSp73ASML-spezifischen CD44v-Proteinen
dar (Abb. 7, Spur A). Dabei reagiert PNA mit dem in O-Glykanen direkt an das Proteingeriist
gebundenen Disaccharid Galaktose-B(1-3)-N-Azetylgalaktosamin. Analog zum glykosidischen
Verdau mit O-Glykosidase miissen bei diesem Experiment die CD44v-Proteine mit
Neuraminidase vorinkubiert werden, um die Bindung des Lektins zu ermdglichen (vgl. Abb. 7,
Spur A und B). Offensichtlich ist die schwache Reduktion im Molekulargewicht dieser
Molekiile durch O-Glykosidase (Abb. 5, O-Glyk.) ein Hinweis darauf, daB O-Glykosylierung
tatséichlich nur einen minimalen Beitrag zum Molekulargewicht dieser Proteine leistet.
Neuraminsiiure ist in Glykoproteinen terminal an komplexen Oligosaccharid-Stukturen
lokalisiert. Es gibt jedoch Unterschiede in der kovalenten Bindung von Neuraminsiure in
Glykoproteinen, die durch die Bindung von zwei Lektinen unterschiedlicher Spezifitit
identifiziert werden konnen. MAA (Maackia amurensis-Agglutinin) identifiziert
Neuraminsiurereste in komplex glykosylierten Proteinen, die in oi(2-3)-Stellung an Galaktose
gebunden sind, wihrend SNA (Sambucus nigra-Agglutinin) eine 0(2-6)-Bindung an Galaktose
anzeigt,

Bei den CD44v-Molekiilen der BSp73ASML-Zellinie liegt Neuraminsdure ausschlieBlich in
o(2-3)-Stellung an Galaktose gekoppelt vor (Abb. 7). So besitzen die BSp73ASML-
spezifischen CD44v-Proteine keinerlei Affinitiit zu SNA (Abb. 7, Spur F), wihrend eine
deutliche Reaktion mit MAA beobachtet werden kann (Abb. 7, Spur D). Die Reaktivitit der
Lektine PNA, SNA und MAA in diesem Experiment wird durch die spezifische Anfirbung der
Kontrollproteine Asialofetuin (Abb.7, Spur C) und Fetuin (Abb. 7, Spur E und G)
verdeutlicht.

Neuraminsiure kommt auch in einer als Sialyl-Lewis-X bezeichneten Struktur vor, die auf
vielen Tumorzellen aber auch auf HEVs nachgewiesen werden kann und von einer als Selektine
bezeichneten Familie von Adhisionsmolekiilen erkannt wird (Fukushima et al., 1984; Phillips
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et al., 1990; True et al., 1990; Walz et al., 1990; Imai et al., 1991; Springer und Lasky, 1991;
Foxall et al., 1992). Mit einem Sialyl-Lewis-X-spezifischen Antikdrper konnte jedoch
nachgewiesen werden, dafl die in BSp73ASML-Zellen nachgewiesene, a(2-3)-gekoppelte
Neuraminsdure nicht als Sialyl-Lewis-X vorliegt (nicht gezeigt). Eine Wechselwirkung
zwischen den Selektinen und den CD44v-Proteinen der Zellinie BSp73ASML ist demnach
unwahrscheinlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal es sich bei den CD44v-Proteinen der
Bsp73ASML-Zellen um N- und O-glykosilierte Membranproteine handelt, die zusitzlich mit
Neuraminsdure modifiziert sind. Behandlung mit verschiedenen Glykosidasen iindert das
Molekulargewicht aller Isoformen dieser Zellinie um einen vergleichbaren Betrag.
Offensichtlich sind diese Molekiile identisch oder zumindest sehr dhnlich und nicht differentiell
glykosyliert. Neuraminsdure liegt spezifisch o(2-3)-gebunden, jedoch nicht als Sialyl-LewisX,
vor und trigt maflgeblich zur Aziditdt der BSp73ASML-spezifischen CD44v-Isoformen bei.
Eine im elektrophoretischen Laufverhalten nachweisbare Reduktion eines dieser
Membranproteine auf das theoretische Molekulargewicht der Meta-1-Isoform (56 kD) konnte
nicht beobachtet werden.

3.5 Identifizierung der CD44v-Isoform Meta-1 in BSp73ASML-
Zellen

Transfektion der Meta-1-cDNA in die CD44v-negative Zellinie BSp73AS resultiert in der
Expression der Meta-1-Isoform (Abb. 8a, AS-Meta-1/-Tunicamycin), Dieses 140 kD-Protein
zeigt in der SDS-Elektrophorese keine Komigration mit einer der CD44v-Isoformen der
BSp73ASML-Zellinie (Abb. 8a, ASML/-Tunicamycin). Méglicherweise wird das Meta-1
Protein in der BSp73AS-Zellinie unterschiedlich zur BSp73ASML-Zellinie modifiziert.
Demnach muf die Identifizierung von Meta-1 in BSp73ASML-Zellen durch einen Vergleich der
unmodifizierten CD44v-Versionen dieser Zellen mit der nichtmodifizierten Form aus Meta-1-
Transfektanten bzw. dem in vitro synthetisierten Meta-1 Protein erfolgen.

Um die unmodifizierte Form von Meta-1 in BSp73ASML-Zellen zu identifizieren wurden
BSp73ASML-Zellen sowie BSp73AS-Meta-1-Transfektanten mit einem Hemmstoff der
Glykosylierung, Tunicamycin (Elbein, 1981), behandelt und nachfolgend durch Western-
Analyse untersucht (Abb. 8a). Dariiberhinaus wurden die Produkte der Tunicamycin-Inhibition
mit in vitro synthetisiertem Meta-1-Protein verglichen (Abb. 8b und 9).
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Abb. 8 In vitro-synthetisiertes Meta-1-Protein komigriert mit p80 aus Tunicamycin
behandelten BSp73AS-Meta-1-Transfektanten

Abb. 8a Western-Analyse Tunicamycin-behandelter BSp73-Zellen

Die Zellinien BSp73ASML und BSp73AS-Meta-1 wurden fiir 8 Std. in Gegenwart von Tunicamycin (5ug/ml
Kulturmedium) kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und Zellextrakte wurden prépariert
(s. Methodenteil). Zellextrakte Tunicamycin-behandelter Zellen wurden, ebenso wie Extrakte unbehandelter
Zellen, auf einem SDS-Gel (6% Acrylamid) aufgetrennt. Dabei wurden von BSp73 ASML+/- Tunicamycin (und
BSp73AS) 100 pg und von BSp73AS-Meta-1 +/- Tunicamycin jeweil 10 pg aufgetrennt und nach der
elektrophoretischen Auftrennung auf eine Immobilon-Membran transferiert. Genaue Angaben zur Durchfiihrung
der Western-Analyse mit 1.1ASML als Primirantikdrper sind dem Methodenteil (6.3) und der Bildunterschrift
von Abb. 1 zu entnehmen. Die neu auftretenden Banden im Extrakt von BSp73ASML-Zellen nach Tunicamycin-
Behandlung sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Abb. 8b Vergleich mit in vitro synthetisiertem Meta-1-Protein

Die im Vektor pBAT subklonierte Meta-1-cDNA wurde 3” von ihrer Insertionstelle linearisiert und nachfolgend
mit T3-RNA-Polymerase in vitro transkribiert (1 Std. bei 40°C). Die Translation der Meta-1-RNA wurde in
Gegenwart von 50 pCi 33S-Methionin in einem Weizenkeimlysat durchgefiihrt (1 Std. bei 25°C). Die genauen
Bedingungen der in vitro-Transkription/Translation k6nnen im Methodenteil (6.7) nachgelesen werden. 1/10 des
Translationsansatzes (Meta-1 in vitro) sowie 10 ug Proteinlysat von Tunicamycin-behandelten und
-unbehandelten BSp73AS-Meta-1-Transfektanten (AS-Meta-1 +/- Tunicamycin) wurden auf einem SDS-Gel (6%
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Acrylamid) aufgetrennt und nachfolgend auf eine Immobilon-Membran transferiert. Die Western-Analyse wurde
wie im Methodenteil (6.3) bzw. wie in der Bildunterschrift von Abb. 1 beschrieben durchgefiihrt.

Im Extrakt von Tunicamycin-behandelten BSp73ASML-Zellen sind neben den modifizierten
CD44v-Versionen vier neue Banden zu erkennen (70, 80, 100 und 110 kD; Abb. 8a,
ASML/+Tunicamycin, indiziert mit Pfeilen), die ein deutlich geringeres scheinbares Mw
aufweisen als die Formen, die nach N-Glykosidase F-Behandlung auftreten (90, 130, 155 und
175 kD; Abb. 5, N-Glyk. F). Offensichtlich wird durch N-Glykosidase F-Behandlung nur ein
bestimmter Anteil der N-glykosidisch gebundenen Zuckerstrukturen entfernt. Da Tunicamycin
nur die Glykosylierung von neu synthetisierten Proteinen blockiert, sind die modifizierten
Versionen der CD44v-Proteine, die vor der Tunicamycin-Behandlung synthetisiert wurden, im
Extrakt der Tunicamycin-behandelten BSp73ASML-Zellen noch nachweisbar (Abb. 8a,
ASML/+Tunicamycin),

Nach Tunicamycin-Behandlung werden im Extrakt von BSp73AS-Meta-1-Transfektanten
neben der modifizierten Version noch zwei weitere Proteine von 80 bzw. 120 kD identifiziert
(Abb. 8a, AS-Meta-1/+Tunicamycin und Abb. 8b, AS-Meta-1/+Tunicamycin). In hier nicht
gezeigten Experimenten konnte festgestellt werden, daf3 es sich bei der 120 kD Form um ein
partiell glykosyliertes Zwischenprodukt handelt (Jonathan Sleeman, pers. Mitteilung).

Die 80 kD-Form aus Tunicamycin-behandelten Meta-1-Transfektanten lduft in der SDS-
Elektrophorese auf gleicher Hohe mit einer der neu auftretenden Banden der behandelten
BSp73ASML-Zellen (Abb.8a, vgl. AS-Meta- 1/+Tunicamycin mit ASML/+Tunicamycin). Eine
Mbglichkeit um zu untersuchen, ob diese 80 kD-Proteine die unmodifizierten Meta-1-
Spleiflvarianten darstellen, ist der Vergleich dieser Proteine mit in vitro synthetisiertem Meta- 1-
Protein. Da in einem in vitro-Translations-System (z.B. in einem Weizenkeimlysat)
Glykosylierung ohne Zugabe exogener Mikrosomen nicht moglich ist, reprisentiert das
in vitro -synthetisierte Protein in seinem elektrophoretischen Laufverhalten das Laufverhalten
der nichtmodifizierten Form in vivo. In einem solchen Experiment konnte tatsichlich eine
Komigration zwischen der 80 kD-Form aus Meta-1-Transfektanten nach Tunicamycin-
Behandlung und in vitro -synthetisiertem Meta-1-Protein festgestellt werden (Abb. 8b, vgl. AS-
Meta-1/+Tunicamycin mit Meta-1 in vitro). Offensichtlich handelt es sich bei den 80 kD-
Proteinen aus Tunicamycin-behandelten Meta- 1-Transfektanten und BSp73ASML-Zellen um
die nichtmodifizierten Formen der CD44v-Spleifivariante Meta-1.

Den endgiiltigen Identitiitsbeweis stellt der Vergleich der Peptidspaltmuster der 80 kD (p80)
Formen aus Tunicamycin-behandelten BSp73ASML-Zellen und BSp73AS-Meta-1-
Transfektanten mit dem von in vitro -synthetisiertem Meta-1 Protein dar (Abb. 9).




48 ERGEBNISSE

Meta-1 in vitro

ASML
Meta-1 in vitro

ASML
; AS-Meta-1
AS-Meta-1

0.002mg/ml 0.05mg/ml V8 Protease

Abb. 9 Identitit zwischen in vifro synthetisiertem Meta-1-Protein und den 80 kD-
Molekiilen aus Tunicamycin-behandelten BSp73ASML-Zellen bzw. BSp73AS-Meta-1-
Transfektanten

BSp73ASML-Zellen und BSp73AS-Meta-1-Transfektanten wurden in Gegenwart von Tunicamycin (5pg/ml) fiir
6 Std. metabolisch mit 35S-Methionin (500p.Ci/ml) markiert, Nach der Markierung wurden die Zellen
gewaschen und lysiert. Zellkerne wurden abgetrennt und die 80 kD Formen aus beiden Zellinien mit dem mAk
1.1ASML (5ug) isoliert. Die 80 kD-Formen beider Zellinien (ASML, AS-Meta-1) sowie in vitro synthetisiertes
Meta-1-Protein (Meta-1 in vitro) wurden auf einen SDS-Gel (10% Acrylamid) aufgetrennt. Nach Ende der
Elektrophorese wurde das Gel fixiert, aktiviert und getrocknet, ehe eine Autoradiographie durchgefiihet wurde.
Nach der Entwicklung des Rontgenfilms wurde dieser als Schablone benutzt um die 80 kD Proteine aus dem Gel
auszuschneiden, Die so isolierten Gelstiickchen wurden in die Taschen eines neuen SDS-Gels (12% Acrylamid)
tiberfiihrt und mit den indizierten Konzentrationen V8 Protease inkubiert (20 min. in den Taschen und 30 min,
im Sammelgel). Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel erneut fixiert, aktiviert, getrocknet und
autoradiographiert. Das Molekulargewicht der Spaltprodukte wurde mit Eichproteinen bekannten
Molekulargewichts bestimmt.

Die Peptidspaltmuster, nach Partialverdau mit unterschiedlichen Konzentrationen (2ptg/ml und
50 pg/ml) von V8-Protease aus Staphylococcus aureus, zwischen p80 aus Tunicamycin
behandelten BSp73ASML-Zellen (Abb. 9, ASML), p80 aus behandelten BSp73AS-Meta-1-
Transfektanten (Abb. 9, AS-Meta-1) und der in vitro synthetisierten CD44v-Isoform Meta-1




ERGEBNISSE 49

(Abb. 9, Meta-1 in vitro), sind identisch. Unterschiede in der Signalstirke zwischen den
Spuren sind auf unterschiedliche Mengen der fiir den Verdau eingesetzten 80 kD-Isoform
zuriickzufiihren,

Das Ergebnis dieses Experiments bestitigt die Vermutung, dal es sich bei den aus
Bsp73ASML-Zellen und BSp73AS-Meta-1-Transfektanten isolierten 80 kD-Proteinen
tatsdchlich um die unglykosilierten Formen der CD44v-Spleifiform Meta-1 handelt.

Durch Hemmung der Glykosylierung mit Tunicamycin und Vergleich mit in vitro
synthetisiertem Meta-1-Protein konnte eine der Banden aus BSp73ASML-Zellen dem Meta-1-
Protein zugeordnet werden. Neben der unmodifizierten 80 kD Spleiiform von Meta-1 wurden
vom mAk 1.1ASML (nach Tunicamycin-Behandlung) jedoch noch drei weitere Proteine (70,
100 und 110 kD), offensichtlich weitere Spleilvarianten von CD44, identifiziert. Eine
Diskrepanz zwischen dem aus der cDNA-Sequenz des Meta-1-Proteins abgeleiteten
Molekulargewicht (56 kD) und dem aus der elektrophoretischen Mobilitit bei der SDS-
Elektrophorese (80 kD) bestimmten, bleibt jedoch bestehen. Offensichtlich nimmt die Meta-1-
Isoform eine sehr ausgeprigte, gegen SDS-Denaturierung resistente Tertidrstruktur ein, welche
das Laufverhalten bei der SDS-Elektrophorese mitbestimmt,

3.6 Meta-2 - die kleinste CD44v-Isoform aus BSp73ASML-Zellen

Durch Sequenzanalyse der Meta-1-cDNA konnte ein offener Leserahmen von 1509 bp (503 As)
identifiziert werden. Dieser Klon enthilt eine Insertion von 486 bp (162 As) in der
extrazelluldren membranproximalen Region an Position 669 der CD44s-cDNA-Sequenz (Ntd.
670 reprisentiert das erste Extranukleotid). Bis auf eine Deletion von 69 bp des Meta-1-
Molekiils (Ntd. 672-738) sind die an die Insertion angrenzenden Sequenzen zwischen CD44s-
und der Meta-1-Isoform identisch (Giinthert et al., 1991). Weitere CD44v-Isoformen wurden
vor allem aus humanen Tumorzellinien isoliert (Dougherty et al., 1991; Hofmann et al., 1991;
Stamenkovic et al., 1991). Dabei fiel auf, daB die Insertionsstelle der zusitzlichen As-
Sequenzen immer konserviert bleibt. Um weitere CD44-Spleifivarianten aus der BSp73ASML-
Zellinie zu isolieren wurden "primer" synthetisiert, die 5" und 3° von der Insertionsstelle der
zusitzlichen Sequenzen, in der zwischen Meta-1 und CD44s identischen (der sog. CD44s-
spezifischen) Region, hybridisieren. Diese Primer wurden in PCR-Analysen mit cDNA aus den
Zellinien BSp73AS und BSp73ASML eingesetzt. Durch die Wahl der Primer sollten, neben der
CD44s-cDNA, auch CD44v-cDNAs mit zusitzlich inserierten Sequenzen amplifiziert werden
(Abb. 10).




50 ERGEBNISSE

- |

=

o n

- < <

(3] ™ ™

X ~ I~

| Q. Q.

© wn /)]

kb = m m
1.605
1.198 -
0.676
0.517

Abb. 10 Identifizierung der CD44v-Isoform Meta-2 durch PCR

PolyA*+ RNA von BSp73AS- und Bsp73ASML-Zellen wurde revers transkribiert und ein Agivalent von 200 ng
wurde fiir die PCR-Amplifikation eingesetzt. Die fiir die Amplifikation verwendeten Oligonukleotidprimer
korrespondieren zu den Positionen 362-385 und 1132-1154 der CD44s-cDNA der Ratte. Nach 30 Zyklen bei
94,5 C fiir 45 sek., 60°C fiir 1 min., und 73°C fiir 3 min. wurden die Amplifikationsprodukte aof einem 1%igen
Agarosegel analysiert.

Aus der cDNA von BSp73AS-Zellen wurde nur ein Produkt von ca. 0,8 kB amplifiziert (Abb.
10, BSp73AS), das der Sequenz der CD44s-cDNA zwischen den verwendeten
Oligonukleotidprimerm entspricht. Diese CD44s-spezifische Bande ist bei der BSp73ASML-
Zellinie kaum noch nachweisbar, In der cDNA von BSp73ASML-Zellen sind jedoch eine Reihe
groferer Amplifikationsprodukte zu sehen. Zwei definierte Banden mit einer Griofe von 1,0
bzw. 1,2 kB konnen auf dem Agarosegel identifiziert werden (Abb. 10, BSp73ASML).
Demnach wird CD44s in BSp73ASML-Zellen nur sehr schwach exprimiert, wihrend eine
ganze Reihe von CD44v-mRNAs synthetisiert werden. Die beiden hiufigsten Formen (1,0 und
1,2 kB) wurden durch Klonierug und nachfolgende Sequenzierung identifiziert.
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Dabei konnte nachgewiesen werden, daf8 die 1,2 kB Bande das Amplifikationsprodukt der
Meta-1-cDNA représentiert. Bei der kleineren abundanten Bande (1,0 kB) handelt es sich um
die cDNA einer neue CD44v-Isoform. Sequenzanalyse dieser kleineren CD44-Spleiflvariante
ergab, daf sie zusitzlich zur CD44s-Sequenz nur fiir die 85 karboxyterminalen Aminosiuren
der zusitzlichen Domine von Meta-1 kodiert (Pos. 300-385 der As-Sequenz). Wie bei der
Meta-1-Isoform fehlen diesem Molekiil 23 membranproximale Aminoséuren im Vergleich zu
CDA44s. Diese bisher kleinste, in der BSp73ASML-Zellinie identifizierte, CD44v-Isoform
wurde fortan als Meta-2 bezeichnet.

Neben der Meta-1- und der Meta-2-Bande kann man jedoch in der PCR-Reaktion der
BSp73ASML—Zellen ein diffuses Muster zwischen diesen Dbeiden
Hauptamplifikationsprodukten und auch dariiber erkennen (>1,6 kB). Es ist nicht
auszuschliefen, dafl dieses diffuse Muster eine Vielzahl von CD44v-Spleiiprodukten
reprisentiert. Moglicherweise liegt in der BSp73ASML-Zellinie eine generelle Fehlregulation
des CD44-SpleiBiens vor.

3.6.1 Das Meta-2 Protein wird in BSp73ASML-Zellen exprimiert

GroBe und Hiufigkeit machen es wahrscheinlich, da8 das 120 kD-Protein der BSp73ASML-
Zellen von der Meta-2-cDNA kodiert wird. Um dies zu priifen wurde die Meta-2-cDNA, unter
Kontrolle des viralen SV40-Promotors, stabil in BSp73AS-Zellen transfiziert. Die
Transfektanten wurden mit und ohne Tunicamycin kultiviert und nachfolgend mit
BSp73ASML-Zellen (+/- Tunicamycin) und in vitro -synthetisiertem Meta-2-Protein verglichen
(Abb. 11 und 12). Dariiberhinaus wurde die Lokalisation des Meta-2-Proteins auf der
Zellmembran durch Immunfluoreszenz- Analyse iiberpriift (Abb. 13).
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Abb. 11 Meta-2 komigriert mit der kleinsten CD44v-Isoform in BSp73ASML-Zelien
BSp73ASML-Zellen und Meta-2-Transfektanten wurden fiir 8 Std. in Gegenwart von Tunicamycin kultiviert,
Die Zellen wurden gewaschen und Zellextrakte wurden pripariert. Zellextrakte Tunicamycin-behandelter und
nichtbehandelter Zellen wurden auf einem SDS-Gel (7,5% Acrylamid) aufgetrennt. Dabei wurden von
BSp73ASML +/- Tunicamycin 100 pg und von BSp73AS-Meta-2 +/- Tunicamycin 20 pg aufgetrennt.
Zusitzlich zu diesen Extrakten wurde noch in vitro -synthetisiertes Meta-2-Protein (Meta-2 in vitro) aufgetrennt
(1/10 des in vitro-Translationsansatzes). Die in vitro-Synthese wurde dabei wie unter Abb. 8 bzw. wie im
Methodenteil (6.7) beschrieben durchgefiihrt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf
eine Immobilon-Membran transferiert. Genaue Angaben zur Durchfiihrung der Western-Analyse mit 1.1ASML
als PrimérantikOrper sind dem Methodenteil (6.3) bzw. der Bildunterschrift von Abb. 1 zu entnehmen,

Die cDNA-Sequenz der CD44v-Isoform Meta-2 kodiert fiir ein Protein mit dem theoretischen
Molekulargewicht von 47,2 kD. Der modifizierten, von Meta-2-Transfektanten exprimierten
Version dieses Molekiils kann in der SDS-Gelelektrophorese ein scheinbares Molekulargewicht
von ca. 115 kD zugeordnet werden (Abb. 11, AS-Meta-2/-Tunicamycin). Offensichtlich wird
Meta-2, analog zu Meta-1, stark modifiziert. Das Meta-2-Protein zeigt (wie Meta-1) keine
Komigration mit einer der CD44v-Isoformen aus BSp73ASML-Zellen. Die kleinste
modifizierte Form aus BSp73ASML-Zellen hat ein scheinbares Mw von 120 kD (p120) und
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"lduft" im SDS-Gel knapp oberhalb der Meta-2 Isoform (Abb. 11, vgl. AS-Meta-2/-
Tunicamycin mit ASML/-Tunicamycin),

Tunicamycin-Behandlung der Meta-2-Transfektanten resultiert in einer drastischen Reduktion
des Molekulargewichts der Meta-2-Isoform (von 115 kD auf 70 kD; Abb. 11, vgl. AS-Meta-2/-
Tunicamycin mit AS-Meta-2/+Tunicamycin). Zusitzlich zu dieser Beobachtung kann nach
Behandlung dieser Zellen mit Tunicamycin eine Komigration zwischen dem neu auftretenden
70 kD-Protein (p70Meta-2) und der kleinsten BSp73 ASML-spezifischen Spleifiform nach
Tunicamycin-Behandlung (p70ASML) festgestellt werden (Abb.11, vgl. AS-Meta-
2/+Tunicamycin mit ASML/+Tunicamycin). Da Tunicamycin nur die de novo -Glykosylierung
von Glykoproteinen hemmt sind die vor der Tunicamycin-Behandlung synthetisierten,
modifizierten Versionen ebenfalls noch nachweisbar, Bei BSp73AS-Meta-2-Transfektanten ist
(wie bei Meta-1) ein Glykosylierungs-Intermediat (~90 kD) nach Tunicamycin-Behandlung
erkennbar (Abb. 11, vgl. ASML/+Tunicamycin mit AS-Meta-2/+Tunicamycin). Die nach
Tunicamycin-Behandlung in Extrakten von BSp73AS-Meta-2-Transfektanten und von
BSp73ASML-Zellen nachgewiesene 70 kD Form lauft im SDS-Gel auf gleicher Hohe wie in
vitro synthetisiertes Meta-2 Protein (Abb. 11; vgl. ASML/+Tunicamycin mit AS-Meta-
2/+Tunicamycin und Meta-2 in vitro) und stellt somit mit grofier Wahrscheinlichkeit die
nichtglykosylierte Meta-2-SpleiSform dar, Um letzte Zweifel iiber die Identitit dieser 70 kD-
Proteine auszuschlieen wurden ihre Peptidspaltmuster miteinander verglichen (Abb. 12).

:
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| Meta-2 in vitro
ASML
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Abb. 12 Die 70 kD-Proteine aus Tunicamycin-behandelten BSp73ASML-Zellen und
BSp73AS-Meta-2-Transfektanten sind identisch mit ir vitro synthetisiertem Meta-2-
Protein

BSp73ASML-Zellen (ASML) und BSp73Meta-2-Transfektanten (AS-Meta-2) wurden in Gegenwart von
Tunicamycin (Spg/ml Kulturmedium) fiir 6 Std. metabolisch in Gegenwart von 35S-Methionin (500p.Ci/ml)
markiert. Die Isolierung der 1.1ASML-spezifischen Proteine, der proteolytische Verdau mit V8-Protease sowie
der Vergleich der Peptidspaltmuster mit in vitro synthetisiertem Meta-2 Protein (Meta-2 in vitro) erfolgte analog
zu der unter Abb. 9 beschriebenen Methode.

Die Peptidspaltmuster der 70 kD-Proteine aus Tunicamycin behandelten BSp73ASML-Zellen
und BSp73AS-Meta-2-Transfektanten, nach Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen
(2pg/ml und 50 pg/ml) von V8-Protease aus Staphylococcus aureus, sind identisch mit dem

von in vitro -synthetisiertem Meta-2-Protein (Abb. 12).

Die Expression der CD44v-Isoform Meta-2 in BSp73AS-Meta-2-Transfektanten wird durch die
Western-Analyse von Abb. 12 nachgewiesen. Mit dieser Methode kann jedoch nicht zwischen
einer zytoplasmatischen und einer membranassoziierten Lokalisation des Meta-2-Proteins
differenziert werden. Eine Standardmethode fiir den Nachweis von Membranproteinen ist die
Immunfluoreszenzanalyse von intakten Zellen mit einem spezifischen Antikorper. Mit dieser
Methodik kann die Lokalisation der Meta-2-Isoform von BSp73AS-Meta-2-Transfektanten
eindeutig der Zelloberfliche zugeordnet werden (Abb, 13).

AS-Metia-1 AS

AS-Meta-2 ASML
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Abb. 13 Die CD44v-Isoform Meta-2 ist auf der Zellmembran lokalisiert

BSp73AS-Zelien (AS, rechis oben), BSp73ASML-Zellen (ASML, rechts unten), Meta-1- (AS-Meta-1, links
oben), und Meta-2-Transfektanten (AS-Meta-2, links unten) wurden mit Paraformaldehyd (1% in TBS) fixiert,
Nach Auswaschen des Fixierungsmittels wurden die Zellen mit dem CD44v-spezifischen mAk 1.1ASML
(51ug/ml Zellkulturmedium mit 10% FCS) fiir 30 min. bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
iberschiissiger Primirantikorper entfernt und Sekundirantikorper (Kaninchen-anti-Maus-IgG) konjugiert mit
Rhodamin (rote Fluoreszenz) bzw. Aminomethylcoumarin (blaue Fluoreszenz) 1:100 verdiinnt in
Zellkulturmedium mit 10% FCS auf die Zellen gegeben (30 min., RT). Nach einem abschlieBenden
Waschschritt wurden die Zellen mit Glycergel eingebettet und die Bindung der Antikdrper unter dem
Fluoreszenzmikroskop visualisiert, Nithere Angaben zur Durchfiihrung der Methode kénnen dem Methodenteil
entmommen werden (6.9),

Wie erwartet zeigen BSp73ASML-Zellen und BSp73AS-Meta-1-Transfektanten eine starke
Membranfluoreszenz (hohe Expression von CD44v) wihrend BSp73AS-Zellen negativ sind
(Abb. 13). BSp73AS-Meta-2-Transfektanten reagieren jedoch ebenso deutlich mit dem CD44v-
spezifischen mAk 1.1ASML und zeigen eine starke, fiir Oberflichenproteine typische
Fluoreszenz (Abb.13). Offensichtlich wird die CD44v-Isoform Meta-2 auf der Zelloberfliche
der Transfektanten exprimiert. Die Expression auf der Zellmembran stellt die
Grundvoraussetzung fiir eine funktionelle Aktivitit dieser Isoform dar.

Die nach Tunicamycin-Behandlung in BSp73ASML-Zellen bzw. BSp73AS-Meta-2-
Transfektanten neu auftretenden 70 kD-Formen stellen die nichtglykosylierten Versionen der
CD44v-Spleilvariante Meta-2 dar. Das Meta-2-Protein ist demnach, mit nur 85 zusitzlichen As
im extrazelluliren Anteil, die kleinste nachweisbare CD44v-Spleifform die in BSp73ASML-
Zellen exprimiert wird. Moglicherweise reprisentiert pl20ASML die modifizierte Meta-2-
Version. Der Unterschied im Molekulargewicht zwischen p120 aus BSp73ASML-Zellen und
dem Meta-2 Protein aus Transfektanten (115 kD) konnte durch (geringfiigige) Unterschiede in
der Glykosylierung zwischen diesen Zellinien begriindet sein.

Die Diskrepanz zwischen dem aus der Meta-2-cDNA Sequenz abgeleiteten Molekulargewicht
(47 kD) und dem scheinbaren Laufverhalten bei der SDS-Elektrophorese (in vitro
synthetisiertes Meta-2 lduft bei 70 kD) ist eventuell (wie bei Meta-1) auf eine gegen SDS-
Denaturierung stabile Tertidrstruktur dieses Proteins zuriickzufiihren.

Eine Grundvoraussetzung fiir eine funktionelle Aktivitit des Meta-2 Proteins stellt die
Expression auf der Zellmembran dar. Dies konnte durch Immunfluoreszenzanalyse

nachgewiesen werden.
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3.6.2 Expression der CD44v-Isoform Meta-2 induziert Metastasierung
in BSp73AS-Zellen

Um aufzukliren ob die Expression der "CD44v-Minimalvariante" Meta-2 ebenfalls ausreichend
ist um der nichtmetastasierenden Zellinie BSp73AS Metastasierungspotential zu verleihen,
wurden BSp73AS-Meta-2-Transfektanten subkutan in die Pfoten syngener Ratten injiziert und
die Ausbildung von Metastasen in Lunge und Lymphknoten analysiert. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick iiber die Tierexperimente mit Meta-2-Transfekanten, die in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Zoller (DKFZ, Heidelberg) durchgefiihrt wurden. Diese Experimente
miissen im Zusammenhang mit bereits vertffentlichten Ergebnissen aus in vivo
-Metastasierungsversuchen mit Meta-1-Transfekanten betrachtet werden (Giinthert et al., 1991;
Seiter et al., 1993).

Tabelle 1

Zellklon Anzahl der injizierten Tiere Tiere mit Lungenmetastasen
BSp73AS 40 0
BSp73AS-neo 8 0

BSp73ASML 40 40
BSp73AS-Metal*14 60 60
BSp73AS-Meta2#3 6 5
BSp73AS-Meta2#7 6 6
BSp73AS-CD44s*15 5 0

Tab. 1 Expression von Meta-2 vermittelt den metastatischen Phiinotyp

5x103 Tumorzellen wurden entweder subkutan in die Pfoten oder die Flanke von syngenen BDX-Ratten injiziert.
Bei der Entwicklung eines Primértumors in der Pfote der Tiere wurde dieser operativ entfernt. Nach 60 Tagen
wurden die Tiere getotet und Lunge sowie Lymphknoten auf die Entstehung von Metastasen untersucht.

BSp73AS-Meta-2-Transfektanten (die beiden Klone #3 und #7 wurden getestet) metastasieren
mit dhnlich hoher Effizienz in die Lunge wie BSp73AS-Meta-1-Transfektanten (¥14) und
BSp73ASML-Zellen. Bei allen Tieren mit Lungenmetastasen waren auch Metastasen in den
Lymphknoten nachweisbar. Um die Spezifitit der CD44v-Sequenzen im
Metastasierungsprozef} zu iiberpriifen wurden BSp73AS-Zellen mit einer CD44s-cDNA, unter
Kontrolle des SV40-Promotors, stabil transfiziert und auf ihre Metastasierungsfihigkeit in
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syngenen BDX-Ratten getestet. BSp73AS-CD44s-Transfektanten (¥15) waren genausowenig
in der Lage Metastasen zu bilden wie BSp73AS-Zellen und BSp73AS-Zellen, die lediglich mit
dem Neomyzin-Resistenzgen transfiziert wurden (BSp73AS-neo).

Uberexpression der CD44v-Isoform Meta-2 reicht aus, um nicht metastasierenden
BSp73AS-Zellen die Fihigkeit zu verleihen, effizient in Lunge und Lymphknoten zu
metastasieren. Offensichtlich entscheiden 85 zusitzliche Aminosduren im extrazelluldren Anteil
des CD44s-Molekiils zwischen lokal begrenztem Wachstum (wie bei BSp73AS-Zellen und
BSp73AS-CD44s-Transfektanten) und der Fihigkeit, Metastasen zu bilden (bei BSp73AS-
Meta-2). Moglicherweise bekommen die Transfektanten iiber diese Extradoméne ein Signal,
das Prozesse in Gang setzt, die fiir den Metastasierungsproze notwendig sind.

3.7 Dimerisierung von CD44v-Isoformen

Eine Reihe von Oberflichenrezeptoren liegen erst nach Dimerisierung bzw. Multimerisierung in
einer funktionell aktiven Form vor (Hynes, 1987). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob
auch bei CD44v-Proteinen eine Dimerisierung oder eine Multimerisierung nachgewiesen
werden kann. Zunichst wurde getestet, ob die CD44v-Isoform Meta-1 in der Lage ist durch die
Ausbildung von Disulfidbriicken zu dimerisieren. Dabei wurde das radioaktiv markierte Meta-
1-Protein mit dem mAk 1.1ASML isoliert und unter nichtreduzierenden Bedingungen auf einem
SDS-Gel analysiert (Abb. 14, AS-Meta-1/-DTT).
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Abb. 14 Unter nichtreduzierenden
=i Bedingungen liegt Meta-1
'\ teilweise als Dimer vor

Q N s Die radioaktive Markierung der Zellen
<o BSp73AS (AS) und BSp73AS-Meta-1
s (AS-Meta-1) mit !23Jod und die
e nachfolgende Immunprizipitation mit
- dem mAk 1.1ASML wurde wie unter
kD + + DIT Abb. 2 (bzw. im Methodenteil unter 6.5
und 6.5.1) beschrieben durchgefiihrt. Die
immunprizipitierten Meta-1-Proteine
wurden entweder in reduzierendem (+DTT)
oder nichtreduzierendem
Proteinprobenpuffer (-DTT) aufgekocht
und auf einem SDS-Gel (6% Acrylamid)
analysiert, Nach Ende der Elektrophorese
wurde das Gel fixiert und getrocknet.
Abschliefiend wurde eine
Autoradiographie durchgefiihrt. Die
Molekulargewichtsbestimmung der
nachgewiesenen Proteine erfolgte mit

radioaktiv markierten Eichproteinen.

92

Die CD44v-Isoform Meta-1 ist in der Lage unter nichtreduzierenden Bedingungen Dimere
auszubilden (Abb. 14, AS-Meta-1/-DTT). Eine zusitzliche prominente Bande von ca. 280 kD
kann beobachtet werden. Diese zusitzliche Bande reprisentiert offensichtlich ein Meta-1-Dimer,
da nach Isolation dieser Bande aus dem Gel und nachtriglicher Reduktion nur noch eine Bande
mit dem Molekulargewicht von Meta-1 zu sehen war (nicht gezeigt). Offensichtlich findet eine
Wechselwirkung von Meta-1 Molekiilen iiber Disulfidbriicken statt, da diese Bindungen in
Gegenwart von DTT gespalten werden (Abb. 14, AS-Meta-1/+DTT).

Um zu untersuchen, ob CD44v-Isoformen generell in der Lage sind hochmolekulare Komplexe
auszubilden, wurden Proteine von BSp73ASML-Zellen sowie von Meta-1- und Meta-2-
Transfektanten unter reduzierenden und nichtreduzierenden Bedingungen elektrophoretisch
aufgetrennt und auf Reaktivitit mit dem CD44v-spezifischen mAk 1.1ASML getestet (Abb.
15).
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Abb. 15 CD44v-Isoformen
bilden hochmolekulare
Komplexe unter
nichtreduzierenden
Bedingungen

Zellextrakte von BSp73ASML-
Zellen (ASML) BSp73AS-Meta-1-
(AS-Meta-1) und BSp73AS-Meta-
2-Transfektanten (AS-Meta-2)
wurden unter reduzierenden (+DTT)
und nichtreduzierenden (-DTT)
Bedingungen pripariert. Die
Konzentration der Zellextrakte
wurde auf einem SDS-Gel
analysiert (durch Firbung mit CBB
R250 und Vergleich mit einem
Zellextrakt bekannter
Konzentration), Nachfolgend
wurden die Extrakte auf einem
SDS-Gel (6% Acrylamid) analysiert. Dabei wurden von BSp73ASML +/- DTT jeweils 100 g, von BSp73AS
+/- DTT jeweils 10 pg und von BSp73AS-Meta-2 +/- DTT jeweils 20 pg aufgetrennt. Nach der Elektrophorese
wurden die Proteine auf eine Immobilon-Membran transferiert und eine Western-Analyse mit 1.1ASML als
Primérantikorper, wie unter Abb, 1 bzw. im Methodenteil unter 6.3 beschrieben, durchgefiibrt,
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Unter nichtreduzierenden Bedingungen werden in den Zellextrakten von BSp73ASML-Zellen
und den CD44v-Transfektanten AS-Meta-1 und AS-Meta-2, zusitzlich zu den obligatorischen
CD44v-Proteinen dieser Zellen, jeweils auch hochmolekulare Banden durch den CD44v-
spezifischen Antikorper 1. 1ASML "angefirbt" (Abb. 15, ASML, AS-Meta-1 und AS-Meta-2,
jeweils -DTT). Unter reduzierenden Bedingungen sind diese Extrabanden nicht oder nur ganz
schwach (bei AS-Meta-1 +DTT) zu sehen (Abb. 15, ASML, AS-Meta-1 und AS-Meta-2,
jeweils +DTT). Die verschiedenen Komplexe unterscheiden sich in ihrem Molekulargewicht.
Bei BSp73ASML-Zellen ist eine diffuse Firbung bei ca. 300-350 kD zu sehen, wihrend bei
BSp73AS-Meta-1 (~ 280 kD) und bei BSp73AS-Meta-2 (~ 230 kD) konkrete Banden vom
mAk 1.1ASML identifiziert werden. Offensichtlich sind alle 1.1 ASML-spezifischen CD44v-
Isoformen in der Lage hochmolekulare Komplexe zu bilden. Durch Experimente mit
chemischen Protein-Kopplungsreagentien konnte gezeigt werden, daB ausschlieflich
homotypische Aggregation von CD44v-Molekiilen in diesen Komplexen vorliegt (Jonathan
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Sleeman, pers. Mitteilung). Allerdings liegt nur ein geringer Prozentsatz (5% oder weniger)
dieser Molekiile im Komplex vor. Moglicherweise ist die Interaktion zwischen den beteiligten
CD44v-Proteinen nur transient oder wird durch die Probenzubereitung zerstort,

Bei der BSp73ASML-Zellinie wird ein hochmolekularer Bereich vom mAk 1.1 ASML angefirbt
(300-350 kD). Eventuell liegt bei diesen Zellen eine Oligomerisierung der CD44v-Isoformen
vor. Dies wiirde das hohere Mw des Komplexes und auch die diffuse Firbung durch den
Antikorper bei dieser Zellinie erkliren.

Die 1.1ASML-spezifischen CD44v-Isoformen sind in der Lage unter nichtreduzierenden
Bedingungen homotypische Aggregate (Dimere und Multimere) auszubilden. Eine Aggregation
verschiedener CD44v-Isoformen miteinander bzw. zwischen CD44v und CD44s konnte nicht
beobachtet werden.

3.8 CD44v-Isoformen werden auch auf normalem Rattengewebe
exprimiert

Viele Molekiile, die auf transformierten Zellen exprimiert werden, konnen auch, zumindest in
bestimmten Entwicklungsstadien, auf normalem Gewebe nachgewiesen werden. Das
Membranprotein CEA ("Carcinoembryonic Antigen") z.B. kommt massiv auf
Kolonkarzinomzellen und einigen anderen Tumorzellen, jedoch auch auf embryonalen und
adulten Diinndarmzellen vor (Benchimol et al., 1989). Eine Expression der 1.1ASML-
spezifischen CD44v-Proteine konnte zunichst nur auf Tumorzellen beobachtet werden
(Giinthert et al., 1991; Hofmann et al., 1993). Erst spiter konnte mit aktivierten Lymphozyten
auch eine erste "normale Zellpopulation" identifiziert werden, bei der eine Expression von
1.1ASML-spezifischen CD44v-Isoformen stattfindet ( Arch et al., 1992). Um eine Expression
von CD44v-Proteinen auf normalem Rattengewebe zu untersuchen und damit eine mogliche
physiologische Funktion dieser Proteine kennenzulernen, wurden verschiedene Organe
pripariert und mit verschiedenen Methoden (Western-Analyse, Immunhistochemie) auf
Gegenwart dieser Molekiile getestet (Abb.16-19).
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Abb. 16 Expression von CD44v auf normalem Rattengewebe

Die indizierten Rattenorgane wurden prépariert (Subm. Dr. = Unterkieferspeicheldriise), unter fliissigem
Stickstoff zermérsert und in heiem (95 C) Proteinprobenpuffer resuspendiert. Zur vollstindigen Desintegration
von DNA und festen Zellbestandteilen wurden die Gewebe homogenisiert und nachfolgend ~ 1 min. sonifiziert.
Zelldebris wurden abzentrifugiert (2x) und die Uberstinde durch Anfirbung mit CCB R250 auf gleiche
Proteinkonzentration eingestellt. 100 pug Proteinextrakt der verschiedenen Gewebe wurden auf einem SDS-Gel
(7,5% Acrylamid) aufgetrennt und nachfolgend auf eine Immobilon-Membran transferiert. Western-Analyse mit
1.1IASML als Primérantikorper wurde wie im Methodenteil (6.3) bzw. wie unter Abb. 1 beschrieben,
durchgefiihrt,

Wiihrend in Gewebeextrakten von Thymus, Hoden und Gehirn keine CD44v-Expression mit
dem mAk 1.1ASML nachgewiesen werden kann (Abb. 16), reagiert der Antikorper stark mit
Proteinen der Unterkieferspeicheldriise (Abb, 16, Subm, Dr,). Eine deutliche Bande von 130
kD, eine diffuse Firbung im Molekulargewichtsbereich von 160 bis 200 kD und eine schwache
Reaktion mit einem 100 kD-Protein ist zu erkennen (Abb. 16, Subm. Dr.). Die diffuse Firbung
im hochmolekularen Bereich kénnte CD44v-Isoformen repriisentieren, die leicht unterschiedlich
glykosyliert sind (und daher in der SDS-Elektrophorese auch sehr eng beieinander laufen). Das
130 kD Protein ist als dominante Bande auch im Extrakt von Prostata, Lunge und etwas stirker
auch in der Haut nachzuweisen (Abb. 16). In Haut und Lunge werden weitere Banden, wenn
auch sehr schwach, durch den mAk 1,1ASML identifiziert (Haut: 90, 105, 200 und 220 kD;
Lunge: 200 und 220 kD).
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Die Untersuchung der Rattengewebe durch Western- Analyse mit dem mAk 1.1ASML zeigt ein
représentatives Bild aller in diesen Geweben exprimierten CD44v-Proteine, wobei die CD44v-
Expression jedoch keinem spezifischen Zelltyp dieser Gewebe zugeordnet werden kann, Dies
gelingt mit der Immunhistochemie, Aus diesem Grund wurden von einigen Rattenorganen
Gefrierschnitte angefertigt und Immunhistochemie mit dem mAk 1.1ASML wurde durchgefiihrt
(Abb. 17 und 18).

| 1.1ASML

Haut

0z80

1.1ASML
Submandibular
driise

0z50
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Abb. 17 Der mAk 1.1ASML identifiziert CD44v-Proteine auf Keratinozyten der Haut und
Epithelzellen der Speicheldriise.

Organe wurden direkt nach ihrer Entnahme in fliissigem Stichstoff schockgefroren. Kryoschnitte in einer Stirke
von 5 pm wurden angefertigt, auf silanisierte Objekttriger aufgebracht, angetrocknet und fixiert. Das zur
Fixierung verwendete Aceton wurde ausgewaschen und endogen im Gewebe vorkommende Peroxidase durch
Inkubation mit HpO5 inaktiviert. Die Schnitte wurden erneut gewaschen und unspezifische Bindungsstellen
durch Inkubation mit 10% FCS (in Zellkulturmedium) abgesittigt. Im néchsten Schritt wurde als
Primirantik6rper entweder 1.1ASML, Ox50 oder anti-TNP (als Isotypkontrolle, nicht gezeigt) in einer
Konzentration von jeweils 1pg/ml verdiinnt in Zellkulturmedium mit 10% FCS auf die Schnitte appliziert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde iiberschiissiger Primiirantikrper ausgewaschen und der Sekundiirantikorper
(Biotin-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG 1:500 verdiinnt in Zellkulturmedium mit 10 % FCS) auf die Schnitte
gegeben. Uberschiissiger Sekundirantikorper wurde ebenfalls ausgewaschen und in einem letzten
Inkubationsschritt ein Biotin-Streptavidin-Peroxidase-Komplex appliziert. Nach dieser Inkubation wurden
nichtgebundene Molekiile des Komplexes entfernt und Bindung durch Umsatz des Firbungsagens AEC
nachgewiesen. Die Detektionsreaktion wurde nach einer angemessenen Zeit abgestoppt und die Schnitte mit
Hamatoxylin gegengefirbt. Nachfolgend wurden die Schnitte fiir ~ 30 min. luftgetrocknet, mit Glyzergel
eingebettet und mit einem Zeiss Axioplan Mikroskop im Hellfeld analysiert. Genaue Angaben iiber verwendete
Losungen und Inkubationszeiten sind dem Methodenteil zu entnehmen (6.10). Charakteristische Signale sind mit
Pfeilen indiziert. Abkiirzungen: K: Keratinozyten, H: Haarwurzelscheiden, S: Schweidriisen.

Auf Gefrierschnitten der Haut reagiert der mAk 1.1ASML spezifisch mit nichtverhornten
Keratinozyten aller epithelialen Schichten der Epidermis (mit Pfeil indiziert: K) und mit dem
Epithel von SchweiBdriisen (mit Pfeil indiziert: S) und Haarwurzelscheiden (Mit Pfeil indiziert:
H; Abb. 17, 1.1ASML; Wirth et al., 1993). Der fiir den gemeinsamen Standardanteil von
CD44v und CD44s-Proteinen spezifische mAk Ox50 identifiziert die gleichen Zelltypen.
Dariiberhinaus werden jedoch einzelne, diffus in der Subkutis verteilte Zellen angefirbt
(gekennzeichnet mit einem Pfeil). Bei diesen Zellen handelt es sich moglicherweise um
Fibroblasten und (oder) Langerhans Zellen der Haut (Abb. 17, Ox50). Die Beobachtung, daf3
der mAk Ox50 dieselben Zellen erkennt wie der CD44v-spezifische mAk 1.1ASML ist auf die
Priisenz von CD44s-Sequenzen auf den CD44v-Proteinen zuriickzufiihren. Die in der Subkutis
nur von Ox50 angefirbten Zellen exprimieren demnach die CD44s-Isoform oder v6-negative
CD44v-Isoformen. Auch auf menschlichen Hautschnitten konnte CD44v-Expression auf
Keratinozyten nachgewiesen werden (Heider et al., 1993). Aulerdem konnte aus einer
humanen Keratinozytenzellinie die bisher grofte CD44v-Isoform, mit 338 zusitzlichen
Aminosiuren, identifiziert werden (Hofmann et al., 1991). Moglicherweise reprisentiert das im
Proteinlysat von Rattenhaut nachgewiesene 130-kD Molekiil das Rattenhomolog zum humanen
"Keratinozytentyp" ( Abb. 16; Heider et al., 1993).

Der mAk 1.1ASML identifiziert eine Reihe von hochmolekularen CD44v-Isoformen (100, 130,
und 160 - 200 kD) im Extrakt der Submandibulardriise (Abb. 16, Subm. Dr.). Durch
Immunhistochemie wird das Epithel der serdsen Driisenzellen dieser Speicheldriise angefirbt
(Abb. 17, 1.1ASML und Ox50, mit Pfeil gekennzeichnet). Offensichtlich wird auf den
mukosen Driisenzellen dieses Gewebes CD44 nicht exprimiert, da keine Reaktion mit dem
mAks 1.1 ASML und Ox50 erfolgt.
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In der Lunge konnten durch Immunhistochemie einzelne CD44v-positive Zellen identifiziert
werden (nicht gezeigt). Moglicherweise handelt es sich dabei um infiltrierende Immunzellen
(evtl. Makrophagen) und nicht um Zellen des eigentlichen Lungengewebes. Die durch Western-
Analyse nachgewiesenen schwachen Signale im Lungenextrakt (Abb. 16) repriisentieren
offensichtlich CD44v-Proteine dieser in der Immunistochemie positiven Zellen.

CD44v kann auf dem Darmepithel der Ratte nachgewiesen werden

Die Expression von CD44-Isoformen auf der Mukosa von Diinn- und Dickdarm des Menschen
wurde bereits analysiert (Heider et al., 1993). Auf Gefrierschnitten konnte lediglich eine
schwache Expression von CD44s an der Basis der Lieberkiihnschen Krypten identifiziert
werden, wihrend CD44v-Isoformen an derselben Stelle kaum nachzuweisen waren. Mit
fortschreitender Tumorprogression dieses Gewebes kann eine Expression von CD44v-
Proteinen jedoch beobachtet werden. CD44v-Isoformen werden ab dem Polypenstadium
synthetisiert. Invasive Kolonkarzinome und Metastasen dieser Tumoren sind ebenfalls CD44v
positiv (Heider et al., 1993). Um nachzuweisen ob die Expression von CD44v auf dem Epithel
von Diinndarm und Kolon der Ratte ebenfalls erst nach Transformation nachweisbar ist oder ob
die Synthese dieser Proteine schon unter physiologischen Bedingungen stattfindet, wurden
diese Gewebe pripariert und auf CD44v-Expression untersucht (Abb. 18 und 19).
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Abb. 18 CD44 wird auf Diinndarmepithel der Ratie exprimiert

Diinndarm und Kolon wurden pripariert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren, Kryoschnitte wurden
bei einer Temperatur von -25°C angefertigt und in einer Stirke von Sum auf silanisierte Objekttriger
aufgebracht. Immunhistochemie mit den Antikorpern 1.1ASML, Ox50 und anti-TNP (Isotypkontrolle, nicht
gezeigt) wurde analog zu der unter Abb. 17 (bzw. im Methodenteil unter 6.10) beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Die Immunhistochemie wurde mit einem Zeiss Axioskop Mikroskop im Hellfeld analysiert. Die
Gewebeschnitte wurden bei verschiedenen VergroBerungen photografiert (1.1ASML: 100x und 200x obere Reihe,
0x50: 100x untere Abbildung). Eine Lieberkiihnsche Darmkrypte ist mit einem Pfeil gekennzeichnet,
Abkiirzungen: Lieberkiihnsche Krypten: K.

In normalem, nichttransformiertem Diinndarm der Ratte findet eine starke Expression von
CD44v-Proteinen statt (Abb. 18; Wirth et al., 1993). Die Expression von CD44v ist auf die
Basis der Lieberkiihnschen Krypten beschriankt (Abb.18, 1.1ASML 100x und 200%, eine
Krypte ist mit K gekennzeichnet; Wirth et al.,, 1993). Die Art des Signals ist typisch fiir
Proteine, die auf der Zellmembran lokalisiert sind. Eine deutliche Firbung ist auch mit dem
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mAk Ox50 zu beobachten. Aufgrund der Prisenz von CD44s-Sequenzen auf den CD44v-
Isoformen kann jedoch nicht entschieden werden, ob neben CD44v-Proteinen auch noch die
CD44s-Isoform in den Darmkrypten synthetisiert wird, Das umliegende Darmgewebe wird
jedoch nur mit Ox50 gefirbt, was auf eine Expression der CD44s-Isoform bzw. auf v6-
negative CD44v-Isoformen hinweist. Gefrierschnitte von Dickdarmgewebe konnten aus
technischen Griinden nicht angefertigt werden. Um dennoch die Expression von CD44v in
diesem Gewebe untersuchen zu kénnen, wurde ein Proteinlysat von Kolongewebe hergestellt
und im Vergleich mit einem Proteinlysat aus Diinndarm in der Western-Analyse getestet (Abb.
19).

=
b=y
E 3
T o
s 8
A A

kD
205
116
Abb, 19 CD44v Isoformen auf dem Darmepithel
80 der Ratte

Priiparation der Proteinlysate und Western-Analyse erfolgte wie
unter Abb, 16 bzw. wie im Methodenteil beschrieben (6.1.2
— bzw. 6.3).

CD44v-Isoformen werden in einem Proteinlysat von normalem Dickdarmgewebe der Ratte und
in nichttransformiertem Diinndarm nachgewiesen (Abb.19). Wiihrend im Dickdarmgewebe eine
starke diffuse Reaktion des mAk 1.1ASML in einem Molekulargewichtsbereich von ~ 170 bis
210 kD zu beobachten ist (Abb. 19, Dickdarm) sind die identifizierten Proteine im Diinndarm
grofer (190 bis 230 kD; Abb. 19, vgl. Diinndarm mit Dickdarm). Es ist unwahrscheinlich, dafl
die diffuse Anfidrbung im Proteinlysat von Diinn- und Dickdarm durch den mAk 1.1ASML auf
eine einzige Proteinspezies zuriickzufiihren ist. Moglicherweise werden in diesem Gewebe eine
ganze Reihe von CD44v-"Modifikationsisoformen" synthetisiert, die geringfiigige Unterschiede
in ihrer Glykosylierung und damit auch unterschiedliche Mobilitit in der SDS-Elektrophorese

aufweisen.
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CD44v wird auf dem Epithel von nichtransformiertem Diinn- und Dickdarm der Raite deutlich
exprimiert und, im Gegensatz zu humaner Kolonmukosa, nicht erst wihrend der malignen
Transformation (Heider et al., 1993; Wirth et al., 1993). Durch Immunhistochemie, Western-
und FACS-Analyse konnte eine Expression von CD44v ebenfalls auf Keratinozyten der
Epidermis, auf aktivierten Lymphozyten und dem Epithel der Unterkieferspeicheldriise
nachgewiesen werden (Arch et al., 1992; Wirth et al., 1993). Dabei ist auffallend, dafl mit den
Keratinozyten der Epidermis, den Epithelzellen an der Basis der Darmkrypten und aktivierten
Lymphozyten (Epithelzellen der Submandibulardriise bilden eine Ausnahme) solche Zelltypen
CD44v-Proteine exprimieren, die wéihrend bestimmter Differenzierungsphasen an

Migrationsvorgéngen teilnehmen.

3.9 CD44-Rezeptorglobuline

Von den CD44v-Isoformen Meta-1 und Meta-2 ist bekannt, dal Expression auf einer
nichtmalignen Rezipientenzellinie ausreicht, um den metastatischen Phianotyp zu vermitteln
(Giinthert et al., 1991; Rudy et al., 1993). Die Funktion der CD44v-Isoformen in diesem
ProzeB ist jedoch noch nicht aufgekldrt. Moglicherweise kommt es jedoch zur Bindung eines
aktivierenden Liganden an die CD44v-Molekiile. Ein Hinweis dafiir ist die Blockierung der
Metastasierung CD44v-positiver Zellen durch den mAk 1.1ASML (Reber et al., 1990; Seiter et
al., 1993). Eine weitere potentielle Moglichkeit, in diesen ProzeB einzugreifen bzw. den
Liganden zu identifizieren, ist die Verwendung von gentechnologisch verinderten, sezernierten
CD44v Proteinen. Eine Methode solche Proteine herzustellen ist die Fusion des extrazelluldren
Anteils des Membranproteines mit der schweren Kette eines Antikdrpermolekiils.
Ligandenspezifitdt und -affinitit dieser sog. Rezeptorglobuline bleibt nach Expression in
eukaryontischen Zellen meist erhalten (Capon et al., 1989; Watson et al., 1990; Arrufo et al.,
1990; Imai et al., 1991). Weitere Eigenschaften dieser Molekiile sind die korrekte Modifikation
nach Expression in eukaryontischén Zellen, Sekretion und leichte Reinigung durch Affinitiit des
IgG-Anteils an immobilisiertes Protein A und Protein G sowie der leichte experimentelle
Nachweis mit anti-IgG Antikorpern. Mit einem Meta-1 Rezeptorglobulin sollte es moglich
sein, die Metastasierung von Meta-1-Transfektanten durch Kompetition der Bindung des
putativen Liganden in vivo zu blockieren und dariiberhinaus den CD44v-spezifischen Liganden
auf Gewebeschnitten oder im Zellextrakt zu identifizieren.
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3.9.1 CD44-Rezeptorglobuline werden synthetisiert und sezerniert

Um CD44-Rezeptorglobuline herzustellen, wurden die cDNAs, die fiir den extrazelluldren
Anteil des CD44s-Molekiils und der CD44v-Isoform Meta-1 kodieren (Giinthert et al., 1991;
Hofmann, 1991) sowie die cDNAs der schweren Ketten eines RattenantikOrpermolekiils
(Isotyp IgG2c; Briiggemann et al., 1987) und eines murinen Antikdrpers (Isotyp IgG1; Honjo
et al., 1979) zwischen spezifischen Oligonukleotiden durch PCR-Amplifikation isoliert. Die
cDNA-Fragmente wurden ligiert und in einen eukaryontischen Expressionsvektor kloniert. Die
so erhaltenen Expressionskonstrukte wurden unter Kontrolle des SV40-Promotors stabil in
Rattenfibroblasten transfiziert, Die Expression und Sekretion eines dieser Rezeptorglobuline
(Meta-1-rIgG2c) ist in Abb. 20 dargestellt.

Abb. 20 Meta-1-rIgG wird in Rat
2-Zellen effizient synthetisiert
-1 - und sezerniert
Meta-1-rigG  Ko. Meta-1-Rezeptorglobulin-Transfektanten
.. . wurden fiir vier Std. metabolisch in
U. YA U. Gegenwart von 33S-Methionin radioaktiv
- markiert. Nach dieser Zeit wurde der
+ + + + DIT Zellkulturiiberstand abgenommen und die
Zellen wurden geerntet. Nach der Lyse der
Zellen wurden die Zellkerne abgetrennt.
Zum Uberstand des Zellysats und zum
Zellkulturiiberstand wurde Protein G-
Agarose (50 pl einer 1:1 Mischung in
Lysispuffer) zugegeben und fiir zwei Std.
bei 4°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde
die Protein G-Agarose (mit den
gebundenen Rezeptorglobulinen) zur
Abtrennung von unspezifisch gebundenem
Protein gewaschen und nachfolgend mit
Proteinprobenpuffer aufgekocht. Die an
Protein G-Agarose gebundenen Proteine
wurden auf einem SDS-Gel (6%
Acrylamid) analysiert. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurde
das Gel fixiert, aktiviert und getrocknet.
Die Molekulargewichtsbestimmung
erfolgte mit Eichproteinen bekannten
Molekulargewichts.

Das Meta-1-rIgG2c-Rezeptorglobulin wurde von Rat 2-Fibroblasten exprimiert und in den
Zellkulturiiberstand sezerniert (Abb. 20, Meta-1-rIgG). Durch Inkubation mit Protein G-
Agarose wird eine zytoplasmatische Form von ~ 110 kD als Monomer (Abb. 20, Meta-1-
rlgG/Z./+DTT) und ~ 220 kD im dimerisierten Zustand (Abb. 20, Meta-1-rlgG/Z./-DTT)
nachgewiesen. Die Dimerisierung erfolgt iiber die Gelenk-Region des IgG-Anteils (analog zu
Antik&rpermolekiilen). Das sezemierte Molekiil weist als Monomer ein Molekulargewicht von ~
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140 kD (Abb. 20, Meta-1-rTgG/U./+DTT) und als Dimer von ~ 280 kD (Abb. 20, Meta-1-
1IgG/U./-DTT) auf. Bei einem weiteren G418-resistenten Klon derselben Transfektion (Ko)
kann weder zytoplasmatisch (Abb. 20, Ko/Z./+DTT) noch im Zellkulturiiberstand (Abb. 20,
Ko/U./+DTT) eine Expression von Meta-1-Rezeptorglobulin beobachtet werden. Offensichtlich
hat dieser Klon lediglich das G418 Resistenzplasmid aufgenommen.

Auffallend ist, daB ein Unterschied im Molekulargewicht zwischen der intrazelluliren Form
(Abb. 20, Meta-1-rIgG/Z.) und der sezernierten Form des Rezeptorglobulins (Abb. 20, Meta-
1-rIgG/U.) besteht. Offensichtlich wird die sezernierte Form stiirker modifiziert als das
intrazellulér lokalisierte Molekiil. Es ist durchaus denkbar, daB die zytoplasmatische Form nur
ein Vorldufermolekiil darstellt und nach zusitzlicher Modifikation ebenfalls sezerniert wird.

Das Meta-1-Rezeptorglobulin wird von Rat 2-Zellen exprimiert und in den Zellkulturiiberstand

sezerniert. Dariiberhinaus zeigt dieses chimére Protein Affinitdt zu immobilisiertem Protein G.
Um nachzuweisen, ob der mAk 1.1ASML an den Meta-1-Anteil des Rezeptorglobulins binden
kann, wurden verschiedene Rezeptorglobulin-Transfektanten durch Western-Analyse (Abb. 21)
untersucht. Desweiteren sollte, um die Spezifitit des Rezeptorglobulins zu iiberpriifen, versucht
werden, durch Zugabe von exogenem Meta-1-Rezeptorglobulin die Bindung von 1.1ASML an
Meta-1-Transfektanten zu blockieren (Abb. 22).

18#10 18#12
Abb. 21 Der mAk 1.1ASML

U. Zz, U. Z. reagiert spezifisch mit Meta-
- + o+ - o+ o+ DTT 1-Rezeptorglobulin
Der Zellkulturiiberstand von Meta-1-
Rezeptorglobulin-Transfektanten
18#10 und 1812 wurde durch
Ammonsulfatprizipitation 1:10
eingeengt und unter reduzierenden und
| nichtreduzierenden Bedingungen
zusammen mit Zellextrakten dieser
Zellen auf einem SDS-Gel
(6%Acrylamid) aufgetrennt. Die
Western-Analyse mit 1.1ASML als
Primirantikdrper wurde wie unter
Abb. 1 bzw. im Methodenteil unter
6.3 beschrieben, durchgefiihrt.
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Zwei unabhiingig voneinander isolierte Transfektanten-Klone zeigen identische Ergebnisse
(Abb. 21, 18#10 und 18%12). In beiden Klonen kann die Synthese von Meta-1-
Rezeptorglobulin mit dem mAk 1.1ASML im Zellysat und im Zellkulturiiberstand
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind dabei vergleichbar mit denen aus Abb. 20. Im
Zellysat wird unter reduzierenden Bedingungen die monomere 110 kD-Form nachgewiesen
(Abb.21, 18#10 und 18#12/Z./+DTT). Die sezernierten Formen laufen in der SDS-
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Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen bei ~ 130 - 140 kD (Abb. 21, 18#10 und
18#12/0./+DTT) und in der dimerisierten Form ca. bei 260-280 kD (Abb. 21, 18#10 und
18#12/0./-DTT). Die kleineren Banden, die hauptsichlich im Zellextrakt (Abb. 21, 18#10 und
18#12/Z./+DTT) durch den Antikdrper identifiziert werden, reprisentieren vermutlich
Degradationsprodukte des Rezeptorglobulins.

1.1ASMIL Abb., 22 Meta-1-Rezeptorglobulin
_ kompetitiert die Bindung von
(L1ASML 4 entiTNP mAK 1.IASML an Meta-1-

Transfektanten
BSp73AS-Meta-1-Transfektanten wurden
tiber Nacht in Zellkulturkammern fiir die
Immunfluoreszenz ("chamber slides")
kultiviert, Am nichsten Tag wurden die
Zellen gewaschen und mit
Paraformaldehyd (1%) fixiert. Das
Fixierungsmitiel wurde ausgewaschen ehe
die Zellen a.) mit mAk 1.1ASML
(1pg/ml Medium + 10% FCS; indiziert
mit 1.1ASML), b.) mit mAk 1.1ASML
(1pug/ml Medium + 10% FCS;), der fiir
20 min, mit einem doppelten molaren
UberschuB an Meta-1-Rezeptorglobulin
vorinkubiert wurde (indiziert
mitl,1ASML+Meta-1-rigG), c¢.) mit
mAk 1.1ASML (1pg/ml Medium + 10%
,, FCS), der fiir 20 min. mit einem
doppelten molaren UberschuB einer mAk-
1.1ASML anti-TNP Isotypkontrolle (antiTNP) vorinkubiert
+ Meta-1-rigG wurde (indiziert mit 1.1ASML+anti-TNP)
und d.) mit anti-TNP(1pg/ml Medium +
10% FCS; indiziert mit anti-TNP),
inkubiert wurden., Nach der Inkubation
mit diesen Antikorpern wurden die Zellen
gewaschen und mit dem Sekundirantikérper inkubiert (Kaninchen-anti-Maus-IgG konjugiert mit Rhodamin,
1:100 verdiinnt in Kulturmedium mit 10% FCS). Nach 30 min. wurde diberschiissiger Sekundérantikrper
ausgewaschen, die Zellen angetrocknet, mit Glyzergel eingebettet und in einem Zeiss Axioskop

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

BSp73AS-Meta-1-Transfektanten werden vom mAk 1.1ASML, in einer fiir Membranproteine
typischen Weise, angefirbt (Abb. 22, 1. 1ASML). Der als Isotypkontrolle eingesetzte mAk anti-
TNP ist nicht in der Lage, an die Meta-1-Transfektanten zu binden (Abb. 22, anti-TNP). Durch
Vorinkubation mit dem Meta-1-Rezeptorglobulin wird die Bindung des CD44v-spezifischen
Antikorpers an die Meta-1-Transfektanten, wie erwartet, stark beeintrichtigt (Abb. 22,
1.1ASML+Meta-1-rIgG), wihrend der Kontrollantikérper anti-TNP keinen Einflufl hat (Abb.
22, 1.1ASML+anti-TNP)

Demnach findet eine Bindung des mAk 1.1ASML an die Meta-1-Rezeptorglobuline statt,
woraus geschlossen werden kann, daB dieses Rezeptorglobulin in einer funktionell aktiven
Form vorliegen sollte.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB ein Meta-1-Rezeptorglobulin-Konstrukt
(Meta-1-rIgG2c) nach Transfektion in Rattenfibroblasten effizient exprimiert und in den
Zellkulturiiberstand sezerniert wird. Dieses Fusionsprotein zeigt Affinitidt an immobilsiertes
Protein G (iiber den IgG-Anteil) und wird vom CD44v-spezifischen mAk 1.1ASML erkannt.
Das Rezeptorglobulin liegt demnach in einer funktionell aktiven Form vor. Insgesamt wurden
vier Rezeptorglobulin-Konstrukte hergestellt (Meta-1-rIgG2c, CD44s-rIgG2c, Meta-1-mIgGl,
CD44s-mlIgG1) und analog zu den in Ab. 20-22 gezeigten Experimenten getestet. Wihrend die
ersten beiden Molekiile (Meta-1-rIgG2c und CD44s-rIgG2c) hauptsiichlich fiir in vivo
-Kompetitionsexperimente in der Ratte vorgesehen sind, wobei untersucht werden soll, ob mit
einem UberschuB von Meta-1-rIgG2c die Metastasierung von Meta-1 Transfektanten blockiert
werden kann (CD44s-rIgG2c dient dabei als Kontrolle fiir die Spezifitidt des CD44v-Anteils),
eignen sich die Molekiile mit dem murinen IgG-Anteil besonders zur Identifizierung eines
spezifischen Liganden in vitro (auf Gewebeschnitten bzw. im Zellysat), da sie mit einem
verfiigbaren Sekundérantikorper gegen das murine IgG leicht nachgewiesen werden kdnnen.

3.9.2 CD44-Rezeptorglobuline binden spezifisch an Darmepithel der
Ratte

Um einen Liganden fiir Meta-1 auf Normalgewebe der Ratte zu identifizieren, wurden
verschiedene Organe der Ratte prépariert, Gefrierschnitte angefertigt und die Bindung von
Meta-1-mIgG im Vergleich mit CD44s-mIgG getestet. Da aus Tierexperimenten bekannt war,
daB Meta-1-Transfektanten priferentiell in Lymphknoten und spéter in die Lunge metastasieren,
wurden lymphatische Organe und die Lunge zundchst auf Expression eines Meta-1-spezifischen
Liganden untersucht. Eine Bindung des Meta-1-mIgG sowie von CD44s-mIgG konnte jedoch
weder in diesen Organen (Lunge, Milz, Thymus, Lymphknoten: poplietal, inguinal, axilir,
cervical, paraaortal, parathymal) noch in einer Reihe weiterer Organe (Leber, Herz, Muskel,
Submandibulardriise und Haut) nachgewiesen werden. Lediglich auf Diinndarmepithel konnte
eine spezifische Fiarbung durch die Rezeptorglobuline beobachtet werden (Abb. 23).
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CD44s -migG

Abb. 23 Meta-1-mIgG
und CD4ds-mIgG
binden spezifisch an
Strukturen des
Diinndarmepithels
Gefrierschnitte und
Immunhistochemie wurden
analog zu der unter Abb, 17
bzw. im Methodenteil
(6.10) Dbeschriebenen
Meta-1-mIgG Technik durchgefiihrt.
Anstatt des
Primérantikérpers wurden
die Schnitte dabei fiir 60
min. mit Meta-1-mlIgG
bzw. CD44s-mIgG (1
ng/ml) inkubiert. Jeweils
zwei charakteristisch
gefdrbte Strukturen sind mit
Pfeilen gekennzeichnet,

Mit dem CD44s-Rezeptorglobulin kann eine deutliche Reaktion mit Strukturen auBerhalb der
Lieberkiihnschen Krypten festgestellt werden (Abb. 23, CD44s-mlgG, Kennzeichnung mit
Pfeilen). Die fibrilldre Erscheinung der identifizierten Strukturen 148t vermuten, daB} es sich
dabei um Komponenten der extrazelluliren Matrix handelt. Das Meta-1-Rezeptorglobulin bindet
nur schwach an diese Strukturen. Eine stirkere Firbung mit diesem Molekiil ist innerhalb der
Darmkrypten zu beobachten (Abb. 23, Meta-1-mIgG, mit Pfeilen indiziert). Allerdings ist die
Qualitiit des Gefrierschnittes zu schlecht, um die Firbung genau zu lokalisieren.

In vergleichbaren Experimenten mit einem Rezeptorglobulin, das den extrazelluldren Anteil des
humanen CD44s-Molekiils enthdlt, wurden auf Gefrierschnitten menschlichen
Diinndarmgewebes ebenfalls fibrillire Strukturen auBerhalb der Darmkrypten angefiirbt. Die
beobachtete Bindung des humanen CD44s-Rezeptorglobulins konnte dabei Hyaluronséure der
Lamina propria und der epithelialen Basalmembran, jedoch nicht dem Darmepithel selbst
zugeordnet werden (Arrufo et al., 1990).




ERGEBNISSE 73

3.9.3 Tumorgewebe bildet ein optimales Substrat fiir CD44-
Rezeptorgiobuline

Um festzustellen, ob das CD44s-Molekiil und die CD44v-Isoform Meta-1 der Ratte ebenfalls
Affinitdt zu Hyaluronsiure besitzen, sollte getestet werden, ob die Rezeptorglobuline in der
Lage sind, an Gefrierschnitte von Tumoren zu binden, von denen bekannt ist, daf} sie
Hyaluronsdure produzieren (Iozzo, 1985). Zu diesem Zweck wurden Gefrierschnitte eines
BSp73AS-Tumors angefertigt und die Bindung von CD44s- bzw. Meta-1-Rezeptorglobulin auf
den Schnitten untersucht (Abb. 24).

CD44s-migG Meta-1-migG

Abb, 24 CD44-
Rezeptorglobuline binden
an Tumorgewebe.
Gefrierschnitte und
Immunhistochemie wurde wie
im Methodenteil (6.10) bzw.
wie unter Abb, 17 beschrieben
durchgefiihrt. Dabei wurden die
Primirantikérper 1,1ASML
(links unten) und Ox50 (rechts
unten) sowie die
Rezeptorglobuline CD44s-

mIgG (links oben) und Meta-1-
1.1ASML 0x50 mlgG (rechts oben) in einer
Konzentration von iug/ml
eingesetzt,

CD44s- und Meta-1-Rezeptorglobulin binden an fibrilldre Strukturen der Tumorschnitte (Abb.
24, CD44s- und Meta-1-mIgG). Die Firbung von fibrilldren (und nicht zelluléiren) Strukturen
der Tumorschnitte weist darauf hin, dal der Ligand im Bindegewebe und nicht auf den
Tumorzellen selbst lokalisiert ist. Der mAk Ox50 dagegen zeigt eine spezifische
Membranfirbung der CD44s-positiven BSp73AS-Zellen (Abb. 24, Ox50). Als Isotypkontrolle
(Maus IgG1) wurde in diesen Experimenten der CD44v-spezifische mAk 1.1ASML eingesetzt
(Abb. 24, 1.1ASML). Die Reaktion mit fibrilliren Strukturen auf Gewebeschnitten ist ein
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deutlicher Hinweis fiir die Bindung der Rezeptorglobuline an Hyaluronsiure oder eine andere
Komponente der ECM.

3.9.4 Die Bindung der Rezeptorglobuline an Tumorgewebe ist
Hyaluronidase sensitiv

Eine Moglichkeit zu untersuchen, ob die Bindung der CD44s- und Meta-1-Rezeptorglobuline
an Tumorgewebe tatsdchlich auf einer Wechselwirkung mit Hyaluronsédure beruht, ist die
Behandlung des Tumorgewebes mit Hyaluronidase vor der Inkubation mit den
Rezeptorglobulinen (Abb. 25).

CD44s-migG Meta-1-mIgG

+ Hyaluronidase

Abb. 25 Hyaluronidase-Behandlung verhindert die Bindung von CDd44-Rezeptorglobulinen
Die Herstellung von Gefrierschnitten und die Immunhistochemie wurden wie im Methodenteil (6.10) bzw. unter
Abb.17 beschrieben durchgefiihrt. Allerdings wurden die Gefrierschnitte vor der Inkubation mit den
Rezeptorglobulinen fiir 30 min. mit Hyaluronidase (Spg/ml) vorbehandelt. Die Hyaluronidase wurde mit PBS
(3x fiir 2 min.) ausgewaschen, che die Rezeptorglobuline (CD44s-mIgG und Meta-1-mIgG +/-Hyaluronidase) in
einer Konzentration von 1 g/mi auf den Schnitten inkubiert wurden,

Durch Vorbehandlung mit Hyaluronidase wird die Bindung von CD44s- und Meta-1-
Rezeptorglobulin an Tumorschnitte vollstindig blockiert (Abb. 25, CD44s- und Meta-1-mIgG
+Hyaluronidase). Dieses Ergebnis bestirkt die Vermutung, dal die Rezeptorglobuline
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tatsdchlich an Hyaluronsdure binden. Es muB} jedoch die Mdoglichkeit in Betracht gezogen
werden, dal CD44s-mIgG und Meta-1-mIgG an Komponenten der ECM binden, die mit
Hyaluronsiure assoziiert sind (z.B.an Chondroitinsulfat oder Link-Proteine) und durch die
Hyaluronidase-Behandlung zusammen mit Hyaluronsdure aus dem Gewebe entfernt werden.

3.9.5 CD44-Rezeptorglobuline binden an Hyaluronsiure

Die Bindung der CD44s- und Meta-1-Rezeptorglobuline an Hyalurons#ure sollte durch ein
Experiment bestitigt werden, bei dem durch einen UberschuB exogen zugegebener
Hyaluronséure diese Wechselwirkung blockiert (kompetitiert) werden kann. Die Spezifitét der
Bindung an Hyaluronsdure sollte dariiberhinaus durch exogene Zugabe weiterer
Matrixsubstrate, z.B. dem in seiner chemischen Struktur zu Hyaluronsdure sehr dhnlichen
Chondroitinsulfat, iiberpriift werden. Neben Chondroitinsulfat wurden, als weitere
Kompetitoren bei diesem Experiment Fibronektin und Kollagen verwendet. Fiir diese
Komponenten der ECM konnte eine Affinitét zu CD44 schon nachgewiesen werden (Carter und
Wayner, 1988; Gallatin et al., 1989; Jalkanen und Jalkanen, 1992).

Es wurden serielle Gefrierschnitte von Tumorgewebe hergestellt. Die Rezeptorglobuline
(CD44s-mlIgG und Meta-1-mIgG) wurden zunédchst mit den Kompetitoren und nachfolgend mit
dem Tumorgewebe inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Rezeptorglobuline erfolgte mit
einem anti-Maus-Sekundérantikérper und dem Biotin-Streptavidin System.

Abb 26 Die Bindung von CD44s- und Meta-1-mIgG an Hyaluronsiure ist spezifisch,

26 a.) CD44s-mIgG

Die Herstellung von Gewebeschnitten und die Durchfiihrung der Immunhistochemie wurde bereits beschrieben
(Methodenteil und Bildunterschrift von Abb. 17). CD44s-Rezeptorglobulin (1 pg/ml) wurde direkt (CD44s/-)
oder nach Vorinkubation fiir 30 min. mit den Kompetitoren Hyaluronsiure (CD44s/+Hyaluronsiure),
Chondroitinsulfat (CD44s/+Chondroitinsulfat), Fibronektin (CD44s/+Fibronektin) und Kollagen
(CD44s/+Kollagen) auf die seriellen Tumorschnitte appliziert. Die Kompetitoren wurden in einer Konzentration
von 100 pg/ml eingesetzt. Bei CD44s/- ist ein charakteristisches Signal mit einem Pfeil indiziert.

26 b.) Meta-1-mIgG

Das Experiment wurde analog zu 26a durchgefiihrt mit der Ausnahme, da Meta-1-mIgG (1 mg/ml) an Stelle von
CD44s-mlIgG verwendet wurde. Die einzelnen Versuchsansitze sind mit Meta-1/-, Meta- 1/+Hyaluronsiure, Meta-
1/+Chondroitinsulfat, Meta-1/+Fibronektin und Meta-1/+Kollagen indiziert. Die charakteristische Farbung, die
durch den Nachweis des CD44v-mIgG Molekiils auf den Schnitten beobachtet wird, ist bei CD44v/- durch einen
Pfeil gekennzeichnet.
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CD44s/- CD44s/+Hyaluronsfiure CD44s/+Chondroitinsuifat

CD44s/+Fibronektin Chd4s/+Eollagen

Meta-1/- Meta-1/+Hyaluronsiure Meta-1/+Chondroitinsulfat

Meta-1/+Fibronektin Meta-1/+Eollagen
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Beide CD44-Rezeptorglobuline binden an Hyaluronsdure (Abb. 26a und 26b). Lediglich
exogen zugegebene Hyaluronséure ist in der Lage die Bindung der Rezeptorglobuline an die
Tumorschnitte zu blockieren (26a und b, CD44s- und Meta-1/+Hyaluronsédure). Dagegen
konnen weder exogen zugegebenes Chondroitinsulfat noch Fibronektin und Kollagen die
Bindung der CD44-Rezeptorglobuline an das Tumorgewebe blockieren (Abb. 26a,
CD44s/+Chondroitinsulfat, -/+Fibronektin; -/+Kollagen; 26b, Meta-1/+Chondroitinsulfat;
-/+Fibronektin: -/+Kollagen). Es kann kein Unterschied zu Tumorschnitten festgestellt werden,
die mit CD44-Rezeptorglobulin ohne Kompetitor inkubiert wurden (Abb. 26a, CD44s/-; 26b,
Meta-1/-; typische Signale sind mit Pfeilen gekennzeichnet). Bei den angefirbten Strukturen
konnte es sich um die den Primértumor umgebende Bindegewebskapsel handeln. Es findet
jedoch auch eine Bindung an fibrillire Strukturen innerhalb der Tumormasse statt, die
offensichtlich im Tumor enthaltene Hyaluronséure repridsentieren. Bei den kleinen Zellen an
der Grenze zwischen Tumormasse und Normalgewebe handelt es sich vermutlich um
Lymphozyten.

Das Ergebnis dieses Experiments sowie die Blockierung der Bindung der Rezeptorglobuline
nach Hyaluronidase-Behandlung der Tumorschnitte stellen einen eindeutigen Beweis fiir die
Bindung von CD44s- und der CD44v-Isoform Meta-1 an Hyaluronsiure dar.

In den bisher durchgefiihrten immunhistochemischen Experimenten (3.9.2 - 3.9.5) konnten
oftmals Unterschiede in der Intensitit der Firbung des Gewebes nach Inkubation mit den
Rezeptorglobulinen beobachtet werden. Um herauszufinden ob diese Intensitétsunterschiede
auf eine unterschiedliche Affinitét der Rezeptorglobuline fiir immobilisierte Hyaluronsiure (im
Tumorgewebe) zuriickzufiihren sind, wurden diese Molekiile vor der Inkubation mit den
Tumorschnitten mit unterschiedlichen Mengen exogener Hyaluronsdure (in Losung)
vorinkubiert.

Abb. 27 Meta-1 bindet stirker an immobilisierte Hyaluronsiure als CD44s

Gewebeschnitte wurden hergestellt und Immunhistochemie durchgefiihrt wie unter Abb. 17 bzw. im
Methodenteil beschrieben. Anstatt mit einem Prim#rantikérper wurden die Tumorschnitte mit
Rezeptorglobulinen (CD44s-mIgG bzw. Meta-1-mIgG) in einer Konzentration von 1 pg/m! inkubiert. Konstante
Mengen an Rezeptorglobulin wurden in diesem Experiment fiir 20 min. mit verschiedenen Konzentrationen
(10pg/ml: CD44s bzw. Meta-1 0,01mg/ml; 1pug/ml: CD44s bzw. Meta-1 0,001mg/ml; 0,1 pg/ml: CD44s bzw.
Meta-1 0,0001mg/ml) an Hyaluronsiure vorinkubiert und nachfolgend auf die Tumorschnitte gegeben.
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Bei einer exogenen Hyaluronsdurekonzentration von 10pg/ml kann weder bei CD44s-mlgG
noch bei Meta-1-mIgG eine Bindung an das Tumorgewebe beobachtet werden (Abb. 27,
CD44s und Meta-1 bei 0,01mg/ml). Im Vergleich zu Meta-1-mIgG ist bei CD44s-mlgG jedoch
schon bei der zu den Rezeptorglobulinen ungefihr gleichen Menge exogener Hyaluronséure
von 1pug/ml (Abb. 27, vgl Meta-1 mit CD44s bei 0,001mg/ml) eine deutliche Bindung an das
Tumorgewebe zu beobachten. Das Meta-1-Rezeptorglobulin zeigt erst bei einer exogenen
Hyaluronsidurekonzentration von 0,1pg/ml eine schwache Bindung. Bei dieser Menge an
exogener Hyaluronsiure ist bei CD44s eine starke Bindung an das Tumormaterial zu
beobachten (Abb. 27, vgl. Meta-1 mit CD44s bei 0,0001mg/mi).

Maoglicherweise besitzt CD44v-mlgG eine stirkere Affinitdt zu Hyaluronséure, da im Vergleich
zu der CD44s-mlIgG Isoform eine geringere Menge exogener Hyaluronsédure ausreicht um die
Bindung von CD44v-mlIgG an Tumorgewebe zu kompetitieren (Abb. 27, vgl. Meta-1 mit
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CD44s). Allerdings ist eine quantitative Auswertung mit dieser Technik nur schwer méglich, da
z.B. in Betracht gezogen werden muB, daBl die Hyaluronsidure-Konzentration der einzelnen
Gefrierschnitte bzw. die Konzentration der Rezeptorglobuline variiren kénnen.

Abschliefend kann festgehalten werden, dafl die CD44-Rezeptorglobuline (CD44s-mIgG
und Meta-1-mIgG) eine starke Affinitit zu Hyaluronsiure der ECM besitzen. Wihrend auf
Normalgewebe der Ratte eine Bindung dieser 16slichen CD44-Formen lediglich mit ECM-
Strukturen des Darmepithels (hauptséchlich von CD44s-mlgG) festgestellt wurde, konnte eine
starke Bindung dieser Fusionsproteine an ECM-Strukturen von Tumorschnitten beobachtet
werden. Die Bindung beider Rezeptorglobuline erfolgt an Tumor-assoziierte Hyaluronsiure
und kann durch Hyaluronidase-Behandlung des Gewebes bzw. durch exogene Hyaluronsiure
(nicht durch andere Komponenten der ECM) blockiert werden. Méglicherweise besitzt Meta-1
hohere Affinitdt fiir Hyaluronsdure, da diese CD44v-Isoform mit einer geringeren
Konzentration von exogener Hyaluronsiure kompetitiert werden kann. AuBer Hyaluronsédure
konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt kein anderer Ligand fiir Meta-1 nachgewiesen werden.
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4. Diskussion

Unter der Bezeichnung CD44 wird eine Familie von Membranrezeptoren zusammengefalit, die
wichtige Funktionen bei verschiedenen physiologischen Prozessen, unter anderem der T-
Zellaktivierung, dem "lymphocyte homing" und der Tumormetastasierung, ausiiben (zur
Ubersicht: Herrlich et al., 1993). Diese Proteinfamilie besteht zum einen aus einer CD44-
Grundform (CD44s) und aus einer Reihe von Varianten, die zusétzlich zur As-Sequenz von
CD44s Insertionen unterschiedlicher Linge besitzen (CD44v). CD44v-Proteine resultieren aus
alternativ gespleiBten mRNAs eines CD44-Primirtranskripts. Die metastasierende Zellinie
BSp73ASML exprimiert vier CD44v-Proteine auf ihrer Zelloberfldche. In der vorliegenden
Arbeit konnte nachgewiesen werden, daB neben der CD44v-Spleilform Meta-1 noch eine
weitere, kleinere CD44v-Isoform - Meta-2 - von BSp73ASML-Zellen exprimiert wird. Dieses
Protein ist, ebenso wie Meta-1, in der Lage Metastasierungsfihigkeit auf nichtmetastasierende
Tumorzellen zu iibertragen.

Glykosylierung der CD44v-Proteine

Mit Hilfe verschiedener Methoden (Glykosidase- und Tunicamycin-Behandlung, Bindung von
Lektinen) konnten N- und O-glykosidisch an die BSp73ASML-spezifischen CD44v-Isoformen
gebundene Oligosaccharide nachgewiesen werden. Dariiberhinaus wurde eine starke
Modifikation mit Neuraminsiure (Sialisierung) festgestellt.

Auffillig bei diesen Experimenten ist, daf alle CD44v-Isoformen der BSp73ASML-Zellen zu
ungefihr gleichem Anteil glykosyliert sind. Bei Meta-1 und Meta-2 ist der Quotient aus dem
Mw von modifiziertem zu unmodifiziertem Protein (m./u.-Quotient), berechnet aus dem
Laufverhalten in der SDS-Elektrophorese, nahezu identisch (Meta-1: 1,71; Meta-2: 1,74). Im
Vergleich dazu betrdgt der m./u.-Quotient bei der CD44s-Isoform der Ratte lediglich 1,26;
CD44s ist demnach deutlich schwiicher glykosyliert als die CD44v-Isoformen Meta-1 und
Meta-2. Da die cDNAs der beiden hochmolekularen Formen der BSp73ASML-Zellen noch
nicht identifiziert werden konnten, kénnen fiir diese Molekiile solche Berechnungen nicht
durchgefiihrt werden. Glykosidase- und Tunicamycin-Behandlung dieser 180 bzw. 195 kD
Isoformen resultieren jedoch in einer mit Meta-1 und Meta-2 vergleichbaren Verschiebung im
Molekulargewicht bei der SDS-Elektrophorese. Demzufolge findet die Glykosylierung der
CD44v-Proteine hauptsichlich im gemeinsamen CD44s-spezifischen Anteil dieser Molekiile
statt. Zusitzlich im varianten Anteil enthaltene, potentielle Glykosylierungsstellen (Meta-1 hat
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im Vergleich zu Meta-2 drei zusitzliche Stellen fiir O- und zwei zusitzliche Stellen fiir N-
Glykosylierung) werden offensichtlich nicht oder nur in einem geringen Ausmal genutzt.

Wihrend der malignen Transformation von Tumorzellen wird hdufig eine verstirkte
Glykosylierung von Glykoproteinen beobachtet (zur Ubersicht: Hakomori, 1984). In einem
Fall konnte bei einer murinen Tumorzellinie ein Zusammenhang zwischen verstirkter
Glykosylierung eines Membranproteins in Verbindung mit hherem Verzweigungsgrad der
Oligosaccharide und verstirkter Metastasierungsfihigkeit der exprimierenden Tumorzellen
festgestellt werden (Dennis et al., 1987; Yagel et al., 1990). Dabei wurde auch gezeigt, daBl
dieses, bisher nicht niher charakterisierte, 130 kD Membranglykoprotein, iiber seinen
Karbohydratanteil die Adhésion an Komponenten der Basalmembran vermittelt, bevor diese
wihrend des Metastasierungsprozesses proteolytisch degradiert wird (Yagel et al., 1990).

Die stirkere Glykosylierung der BSp73ASML-spezifischen CD44v-Proteine im Vergleich zu
CD44s ist moglicherweise ebenfalls auf einen héheren Verzweigungsgrad der hauptséchlich
iiber Asparagin gebundenen (N-glykosidisch) Oligosaccharid-Seitenketten zuriickzufiihren.
Den zusitzlich entstandenen "Oligosaccharid-Antennenstrukturen” der CD44v-Proteine
konnten wichtige funktionelle Eigenschaften widhrend des Metastasierungsprozesses
zukommen. Es wire denkbar, dal die beobachtete Arretierung der iiber den Lymphstrom
metastasierenden, CD44v-positiven Tumorzellen im ersten ableitenden Lymphknoten durch
einen, fiir die zusétzlichen Oligosaccharid-Strukturen der CD44v-Proteine spezifischen, Lektin-
artigen Liganden zustande kommt. Ein Beispiel fiir eine vergleichbare Interaktion stellt die L-
Selektin-abhingige Adhésion von Lymphozyten an das HEV-gebundene Kohlenhydrat Sialyl-
Lewis-X wihrend der Lymphozyten-Rezirkulation dar (Geoffroy und Rosen, 1989; True et al.,
1990; Imai et al., 1991).

Aussagen wie sie oben fiir das murine 130 kD-Protein gemacht worden sind, kénnen fiir die
zusitzlichen Oligosaccharidstrukturen der BSp73ASML-spezifischen Proteine nicht getroffen
werden. Die Funktion dieser Modifikationen ist bis zum heutigen Zeitpunkt ungeklért.

Eine kausale Rolle wihrend der Metastasierung wird auch dem einzigen geladenen
Monosaccharid in Glykokonjugaten, der negativ geladenen Neuraminséure, zugeschrieben (zur
Ubersicht: Schauer, 1985). Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde beobachtet, daB
verstirkte Zelloberflichen-Sialisierung bzw. die Modifikation bestimmter Membranproteine mit
Neuraminséure oftmals mit erhohter Aggressivitit von Tumoren korreliert (Yogeeswaran und
Salk, 1981; Dennis et al., 1982). Ein Beispiel hierfiir stellen kleinzellige Lungenkarzinome dar
auf denen die "embryonale Form" des Adhésionsmolekiils N-CAM ("neural cell adhesion
molecule") nachgewiesen wurde. Diese Form von N-CAM enthélt einen hohen Anteil der
ungewohnlich gebundenen a(2-8)-Polysialinsiure (Rougon et al., 1982; Sadoul et al., 1983;

Rutishauser et al., 1988). Die Anwesenheit dieser N-CAM Isoform korreliert mit einer
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schlechten Prognose der Patienten (Moolenaar et al., 1990). AuBerdem konnte von Dennis und
Mitarbeitern bewiesen werden, daB die stark metastasierende Variante eines Maustumors drei-
bis viermal mehr Neuraminséure auf ihrer Zelloberfliche aufweist als die gutartige Form dieses
Tumors (Dennis et al., 1982). Als Mechanismus fiir das hohe Metastasierungspotential von
Tumorzellen, die stark mit Neuraminsiure modifiziert sind, wird z.B. eine geidnderte Adhésion
an Komponenten der ECM (Dennis et al., 1982) sowie der Schutz vor dem Immunsystem des
Wirts diskutiert (zur Ubersicht: Schauer, 1985). A

Auf den 1.1ASML-spezifischen CD44v-Proteinen von BSp73ASML-Zellen sowie von Meta-1-
und Meta-2-Transfektanten konnte durch Neuraminidase-Behandlung und spezifische Bindung
des Lektins MAA Neuraminséiure in o(2-3)-Stellung nachgewiesen werden. Der EinfluB von
Neuraminsiure auf das Metastasierungspotential dieser Zellen ist allerdings schwer
abzuschitzen. Nicht mehr als ein schwacher Hinweis in diese Richtung ist damit auch die
Beobachtung, da8 beim CD44s-Rezeptor von BSp73AS-Zellen, die nicht in der Lage sind
Metastasierungsfihigkeit zu vermitteln, Neuraminsdure nicht nachgewiesen werden konnte.
Eine Moglichkeit um den EinfluB von Neuraminsidure bei der Metastasierung der CD44v-
positiven Zellen BSp73ASML- bzw. von Meta-1- und Meta-2-Transfektanten zu untersuchen
wiire z.B. die Selektion von Klonen, die die Fihigkeit CD44v-Proteine zu sialisieren verloren
haben (02-3-Sialyltransferase-Mutanten) und die Metastasierungsfihigkeit dieser Zellen mit der

des Wildtyps zu vergleichen.

CD44 und Tumorentstehung

Eine mogliche Beteiligung von CD44-Isoformen an Tumorentstehung und -progression wurde
von Sy und ihren Mitarbeitern untersucht (Sy et al., 1991 und 1992). Durch Transfektion einer
CD44s-cDNA in eine CD44-negative Burkitt-Lymphomzellinie konnte die Tumorigenitét dieser
Zellinie bei subkutaner Injektion in Nacktmiuse deutlich erhoht werden. Nach intravendser
Injektion der Transfektanten konnte eine im Vergleich zur Ausgangszellinie erhohte
Metastasierungsrate in Knochenmark, Darm und Nieren festgestellt werden. Moglicherweise
vermittelt CD44 in diesem System eine Tumor-promovierende Wirkung. Die essentielle
Funktion von CD44s bei dieser "experimentellen Metastasierung", d.h. Metastasierung nach
intravendser Injektion der Tumorzellen, wurde auch durch Blockierungsexperimente bestitigt
(Sy et al., 1992). Tumorentstehung, -wachstum und Metastasierung wurden verhindert, wenn
man die Transfektanten zusammen mit einem CD44s-Rezeptorglobulin injizierte, offensichtlich
durch Blockierung (Kompetition) einer wichtigen Funktion des CD44s-Proteins.

Im Gegensatz zu CD44s scheint eine aus einer humanen Kolonkarzinomzellinie isolierte
CD44v-Isoform (CD44E), mit 135 zusiitzlichen, von den Exons v8-v10 kodierten As, im

gleichen Versuchssystem eine Tumor-supprimierende Wirkung zu vermitteln (Stamenkovic et
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al., 1991; Sy et al., 1991): Sowohl Tumorwachstum als auch Metastasierungsfihigkeit waren
im Vergleich zu CD44s-Transfektanten und der Ausgangszellinie reduziert (Sy et al., 1991).
Nach intravenoser Injektion in Nacktmiuse ist die Expression von CD44s offensichtlich
ausreichend, um die Metastasierungsfihigkeit dieser Tumorzellen zu erhshen, wihrend dies
nach subkutaner Injektion nicht der Fall ist. Bei der intravendsen Injektion von Tumorzellen
werden allerdings einige Schritte des Metastasierungsprozesses wie z.B., die Ablsung vom
Primértumor, Degradation der Basalmembran, Passage der ECM, Transport im lymphatischen
System umgangen. Moglicherweise spielt die Expression von CD44s erst in einer spiteren
Phase der Metastasierung, nach Ubertritt der Tumorzellen ins BlutgefiBsystem, eine Rolle. Es
ist denkbar, daB CD44s eine Adhision der Tumorzellen an gewebespezifisch exprimierte
Rezeptoren des Kapillarendothels (Nicolson, 1982 und 1988; Pauli und Lee, 1988) vermittelt
und somit die Extravasation der Tumorzellen an diesen Stellen veranlaBt.

Die Tatsache, dal CD44E-Transfektanten nach intravendser Injektion nicht in der Lage sind zu
metastasieren, koénnte auf der Inaktivierung einer Funktion des CD44s-Proteins durch die
Insertion der zusitzlichen As beruhen. Es wire ebenfalls denkbar, daB die CD44E-Isoform
alleine nicht ausreicht, jedoch zusammen mit dem CD44s-Protein in der Lage ist
Metastasierungsfihigkeit auf nichtmetastasierende Rezipientenzellen zu vermitteln.

Im Gegensatz zu den beschriebenen CD44E-transfizierten Burkitt-Lymphom-Zellen wird in
BSp73AS-Meta-1- und -Meta-2-Transfektanten neben der jeweiligen CD44v-Isoform immer
auch CD44s synthetisiert. Moglicherweise kommt es wihrend der Metastasierung zu einer
Kooperation von CD44s- und CD44v-Proteinen. Eine solche Heterodimerisierung, die z.B. fiir
viele Adhisionsmolekiile des Immunsystems nachgewiesen werden konnte (zur Ubersicht:
Springer, 1990), konnte, evtl. nach Bindung eines Liganden, zu einem "aktivierten Komplex"
fiihren iliber den externe Signale ins Zellinnere iibermittelt werden. Durch eine solche
Signaltransduktion kénnte die Proliferation der Tumorzellen bzw. andere fiir die Metastasierung
wichtige Funktionen induziert werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten jedoch keine
Heterodimere aus CD44v-Isoformen und dem CD44s-Protein nachgewiesen werden.
Expression der CD44v-Isoform CD44E, die zusitzlich zur CD44s-Sequenz die Exons v8-v10
enthilt, in CD44s-negativen Burkitt-Lymphomzellen fiihrt im Nacktmaussystem nicht zu
gesteigerter Tumorigenitit und nicht zu gesteigertem Metastasierungspotential. Die bei der Ratte
Metastasierungsfihigkeit-vermittelnden CD44v-Isoformen Meta-1 und Meta-2 enthalten beide
die Exons v6 und v7. Dies impliziert, daB die Expression dieser beiden Exons urséchlich mit
der Metastasierungsfihigkeit von Tumorzellen korreliert. Allerdings wurde die Funktion von
Transfektanten, die nur die Exons v6 und v7 exprimieren, bis jetzt noch nicht im Nacktmaus-
System untersucht. Da nach Transfektion von Meta-1 in nichtmetastasierende Zellen im
Nacktmaus-System ein dhnliches Metastasierungsmuster gefunden wurde wie nach Injektion
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dieser Zellen in syngene Ratten, kann jedoch spekuliert werden, da8 die Isoform Meta-2 auch
dort in der Lage ist Metastasierungsfihigkeit zu vermitteln.

CD44v-Isoformen

Die CD44v-Isoformen Meta-1 und Meta-2 der metastasierenden Zellinie BSp73ASML sind
beide in der Lage Metastasierungsfihigkeit in nichtmetastasierenden Rezipientenzellen zu
induzieren. Dabei besitzt Meta-1, verglichen mit dem CD44s-Protein, 162 zusitzliche As im
extrazelluldren Anteil, die von den Exons v4-v7 kodiert werden (Giinthert et al., 1991). Meta-2
dagegen enthilt nur die von den Exons v6 und v7 kodierten 85 C-terminalen As von Meta-1
und stellt somit die kleinste nachweisbare CD44v-Isoform der BSp73ASML-Zellen dar (Rudy
et al., 1993). Offensichtlich reichen die 85 zusitzlichen As von Meta-1 und Meta-2 in der
Grundstruktur des CD44s-Molekiils aus um lokal wachsenden Tumorzellen Invasivitit zu
vermitteln.

Moglicherweise ist die gleichzeitige Expression mehrerer CD44v-Isoformen bei BSp73ASML-
Zellen die Konsequenz einer Fehlregulation des Spleiens eines CD44-Primértranskripts. Dafiir
spricht, daB unter physiologischen Bedingungen in normalem Gewebe z.B. in der Haut,
Prostata, Lunge sowie in aktivierten Lymphozyten nur eine dominante, v6-spezifische CD44v-
Isoform exprimiert wird (Ausnahme: Unterkieferspeicheldriise). '
Ursiichlich am SpleiBien beteiligt sind Protein-RNA-Komplexe, sog. SpleiBosomen (Forbes et
al., 1984; Somasekhar und Mertz, 1985; Smith et al., 1989). Deren Zusammensetzung konnte
bei der Fehlregulation des Spleiiens eines CD44-Primirtranskrips eine Rolle spielen . Sehr
wahrscheinlich sind bestimmte Komponenten im SpleiBosom verantwortlich fiir die spezifische
Auswahl bestimmter SpleiBdonor- und SpleiBakzeptorstellen in einem Primértranskript mit
mehreren Exons und Introns wie dies z.B. bei CD44, aber z.B. auch bei den
Membranproteinen N-CAM und CEA der Fall ist (Cunningham et al., 1987; Barnett et al.,
1989; Screaton et al., 1992; T6lg et al., 1993). Eine Verinderung eines solchen Faktors konnte
bewirken, daB die Spezifitit verlorengeht und SpleiBdonor und -akzeptorstellen inkorrekt
kombiniert werden. Eine solche Verinderung kénnte wihrend der Transformation von Zellen ,
evtl. durch eine Mutation im Gen des Spezifitit vermittelnden SpleiBfaktors, erfolgen.

Nach allogener Stimulation in vive (mit abgetdteten Lymphozyten eines anderen
Rattenstammes) konnte aus Lymphknoten von Ratten eine Lymphozyten-Population isoliert
werden, die nur das Exon v6 im Hintergrund der CD44s-Sequenz exprimiert (Arch et al.,
1992). Es wurde gezeigt, daB die 43 von Exon v6 kodierten As dabei die Proliferation von
Lymphozyten nach Antigenkontakt vermitteln (Arch et al., 1992). Offensichtlich ist die

Expression dieser 43 As entscheidend um biologische Aktivitit zu vermitteln. Ob die
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Expression von Exon v6 alleine ausreichend ist um Metastasierungsfihigkeit in
nichtmetastasierendeh, CD44v-negativen BSp73AS-Zellen zu induzieren, muf allerdings noch
experimentell untersucht werden. '

Aktivierte Lymphozyten stellen nicht die einzige Zellpopulation dar, die v6-spezifische CD44v-
Isoformen unter physiologischen Bedingungen exprimieren (Wirth et al., 1993). Exon v6 wird
auf Zellen einiger Driisen und auf einer Reihe von Zelltypen, moglicherweise im Kontext mit
anderen CD44v-spezifischen Exons, exprimiert, die wihrend ihrer normalen Differenzierung an
Migrationsprozessen teilnehmen. Im Gegensatz zu Tumorzellen ist bei diesen
nichttransformierten Zellen die Expression von CD44v strikt reguliert. So konnte z.B. auf
aktivierten Lymphozyten schon kurz nach allogener Stimulation ein Anstieg der CD44v-
Expression festgestellt werden, die allerdings transient verlief und nach wenigen Tagen auf das
Ausgangsniveau abfiel. Im Gegensatz dazu wird bei BSp73ASML-Zellen und CD44v-
Transfektanten CD44v konstitutiv exprimiert. Dies fiihrt méglicherweise zur Aktivierung von
Mechanismen, die die Proliferation induzieren und das Metastasierungspotential dieser Zellen
erhéhen,

Mechanismen der Metastasierung von v6-positiven Zellen

Der Mechanismus der Metastasierung von Tumorzellen die v6-positive CD44v-Isoformen
exprimieren (z.B. BSp73ASML-Zellen sowie Meta-1- und Meta-2-Transfektanten) ist ebenso
wie die Funktion der zusitzlich in die CD44-Grundstruktur inserierten As bei diesem ProzeB
noch ungeklért,

Bei in vivo-Experimenten nach subkutaner Injektion dieser CD44v-positiven Tumorzellen
wurde beobachtet, daB die Zellen zunéchst im ersten ableitenden Lymphknoten nachgewiesen
werden konnen (Seiter et al., 1993). Die Tumorzellen werden dort festgehalten und beginnen
dann mit der Proliferation, was z.B. durch eine starke VergroBerung des Lymphknotens
deutlich wird. Nachfolgend kénnen metastasierende Tumorzellen in weiter proximal gelegenen
Lymphknoten und spéter, nach Ubertritt ins BlutgefiBsystem, auch in der Lunge identifiziert
werden. '

Die Metastasierung der Transfektanten kann durch Injektion des v6-spezifischen mAks
1.IASML vollstidndig blockiert werden (Seiter et al., 1993). Dabei muBl der Antikdrper
appliziert werden bevor Metastasen im ersten ableitenden Lymphknoten nachweisbar sind. In
einer spiteren Phase kann die Metastasierung der Tumorzellen nicht mehr gehemmt werden.
Offensichtlich blockiert der Antikérper eine von CD44v vermittelte Funktion wihrend der
friihen Phase der Metastasierung. Da gezeigt werden konnte, da der mAk 1.1ASML keinen
zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen ausiibt und auch keine Immunantwort gegen diese
Zellen induziert, konnte die inhibierende Wirkung des Antikorpers in der Blockierung der
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Bindung eines Proliferations-induzierenden Liganden an v6 begriindet sein ( Matzku, 1983;
Seiter et al., 1993; zur Ubersicht: Herrlich et al., 1993).

Ein weiterer Hinweis auf einen Liganden fiir CD44v wurde durch Experimente mit aktivierten
Lymphozyten gewonnen. Ratten reagieren auf allogene Stimulation mit einer Induktion von
1.1ASML-spezifischen CD44v-Proteinen auf T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen. CD44v
148t sich dabei schon auf kleinen "unreifen" Lymphozyten nicht aber auf intrathymischen T-
Lymphozyten nachweisen. Demnach muB8 CD44v bereits in einen frithen Schritt der
Lymphozytenaktivierung involviert sein, d.h. in einer Phase, in der diese Zellen die Peripherie
(das BlutgefiBsystem) verlassen, in die Lymphknoten einwandern und dort als Antwort auf den
Kontakt mit Antigen mit der Zellteilung beginnen (Arch et al., 1992). Durch Koinjektion von
1.1ASML mit dem Stimulans kann die Aktivierung von T-Lymphozyten und von B-
Lymphozyten unterdriickt werden, méglicherweise ebenfalls durch Blockierung einer Rezeptor-
Liganden-Wechselwirkung,

Die Parallelen zwischen CD44v-exprimierenden Tumorzellen und Lymphozyten sind eindeutig.
Bei beiden Zelltypen kommt es zu einer Translokation von der Peripherie in das lymphatische
System, wo dann die Proliferationsphase einsetzt. Moglicherweise benutzen Tumorzellen dabei
Eigenschaften, die Lymphozyten unter physiologischen Bedingungen fiir die Proliferationphase
nach der Aktivierung durch Antigen benétigen. Eine dieser Eigenschaften kénnte die Induktion
der Zellproliferation nach Bindung eines Liganden an die (v6-positiven) CD44v-Isoformen
dieser Zellen darstellen.

Da die postulierte Wechselwirkung zwischen CD44v und einem potentiellen Liganden
moglicherweise im Lymphknoten direkt erfolgt, wurden Lymphknoten aus verschiedenen
Korperregionen der Ratte priipariert und auf die Priisenz eines Liganden fiir CD44v untersucht.
Als "Sonden" wurden dabei das 16sliche Meta-1-Rezeptorglobulin und eine ebenfalls leicht
nachweisbare 16sliche Form der "varianten Doméne" des Meta-1-Proteins verwendet. Weder
auf Gefrierschnitten noch in Proteinextrakten von Lymphknoten konnte eine spezifische
Bindung eines Liganden an CD44v nachgewiesen werden. Offensichtlich ist in Lymphknoten
kein CD44v-spezifischer Ligand vorhanden bzw. nachweisbar.

Maéglicherweise findet die postulierte Wechselwirkung zwischen dem Liganden und vé6-
spezifischen CD44v-Molekiilen bereits vor dem Eintritt der Tumorzellen in den Lymphknoten
statt. Bei dem postulierten Liganden kénnte es sich um einen Wachstumsfaktor handeln, der
wie z.B. EGF, PDGF und M-CSF (Ushiro und Cohen, 1980; Nishimura et al., 1982;
Cochran, 1985; Metcalf, 1985; Sher et al., 1985; Stanley, 1985) in geringer Konzentration
(~ng/ml) in der Lymph- bzw. Blutfliissigkeit vorliegt und dort schon zu einer Induktion der
CD44v-positiven Zellen fiihrt. Die Lymphknoten wiren in diesem Fall nur der Ort, wo die
Folge dieser Induktion, die Proliferation der Tumorzellen, sichtbar wird.
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Wenn es sich bei dem postulierten CD44v-spezifischen Liganden tatséchlich um einen
diffusiblen Faktor handelt, sollte dieser im Rattenserum bzw. der Lymphfliissigkeit
nachweisbar sein.

Analog zu den Blockierungsexperimenten mit dem CD44v-spezifischen Antikorper 1.1ASML
sollte es moglich sein, mit einem UberschuB des Meta-1-Rezeptorglobulins die Bindung des
putativen Liganden an Meta-1-Transfektanten zu kompetitieren und die Metastasierung dieser
Zellen somit zu blockieren. Der postulierte Ligand konnte evtl. sogar durch eine
Affinititschromatographie mit immobilisiertem Meta-1-Rezeptorglobulin aus Rattenserum

aufgereinigt werden.

Da die Wechselwirkung von Tumorzellen mit Komponenten der ECM einen essentiellen Schritt
wiihrend der Tumormetastasierung darstellt (zur Ubersicht: Starkey, 1990), wiire es auch
denkbar, daB die Insertion der zusitzlichen As-Sequenzen von Meta-1 bzw. Meta-2 zu einem
gednderten Adhésionsverhalten der Tumorzellen an Komponenten der ECM fiihrt. Dabei kénnte
die Bindung an eine Komponente der ECM direkt iiber die "Extradomiine" erfolgen oder durch
einen sterischen Effekt der zusitzlichen Aminosiduren moduliert werden. Tatséichlich konnte
bewiesen werden, daBl auf Tumorzellen exprimierte Membranrezeptoren fiir ECM-
Komponenten eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung spielen (zur Ubersicht: Liotta et
al., 1983; Liotta, 1986). So konnte z.B. durch die Injektion von Peptiden, die die
Matrixbinderegion der Membranrezeptoren fiir Fibronektin, Laminin und Kollagen beinhalten
(Hynes, 1987), die Metastasierung einer aggresiven Maus-Melanomzellinie reduziert werden
(Humphries et al., 1986).

Neben den angefiihrten ECM-Komponenten stellt Hyaluronséure einen wichtigen strukturellen
wie auch funktionellen Bestandteil der ECM dar (zur Ubersicht: Iozzo, 1985). Hyalurons#ure
ist das groBte bekannte Glykosaminoglykan bestehend aus der sich repetitiv wiederholenden
Disaccharid-Einheit D-Glukuronsiure/N-Azetyl-D-Glukosamin in B-Konfiguration mit einem
Molekulargewicht zwischen 102- und ~ 8x106 kD (je nach Anzahl der Disaccharid
Untereinheiten). Das Polymer ist ubiquitir verbreitet und kann in gréBeren Mengen z.B. in
Knorpel, Bindegewebe und Synovialfliissigkeit gefunden werden, wo es bei der Ausbildung
einer "lockeren" und stark hydratisierten Form der ECM eine Rolle spielt. Dariiberhinaus
konnte in einer ganzen Reihe von Arbeiten gezeigt werden, daB bei der neoplastischen
Transformation von Tumorzellen Hyaluronsiure in hoher Konzentration zum einen vom
Tumorgewebe selbst, hauptsdchlich jedoch vom umliegenden Stroma produziert wird
(Knudson et al., 1989).

Die Wechselwirkung zwischen Zellen und Hyaluronsdure der ECM wird von
Zelloberflichenproteinen, sogenannten Hyaluronsiure-Rezeptoren vermittelt. Die am besten
charakterisierten Hyaluronsiure-bindenden Proteine stellen die "Link-Proteine" dar, die in der
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ECM als Bindeglied zwischen Hyaluronsdure und mit dieser im Komplex vorliegenden
Proteoglykanen dienen (Deak et al., 1986; Doege et al., 1986; Goetinck et al., 1987). Die
Hylauronsiurebindungsdomine des "Link-Proteins" aus Knorpelgewebe konnte charakterisiert
werden. Sie besteht aus einer charakteristischen repetitiven Anordnung positiv geladener
Aminosiuren zwischen acht Cysteinmolekiilen. Dadurch kommt es im "Link-Protein"
moglicherweise zu einer exponierten Stellung der positiv geladenen Aminoséuren iiber die
Ausbildung von "Loop-Strukturen" durch Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen (Goetinck
et al., 1987). Es konnte bewiesen werden, daB es zu einer ionischen Wechselwirkung zwischen
der negativ geladenen Hyaluronsidure und den positiv geladenen Aminoséuren zwischen den
"Loop-Strukturen" kommt. CD44 besitzt eine zur Hyaluronsiurebindungsdoméne des Link-
Proteins analoge Struktur im extrazelluldren, Membran-distalen Anteil, was seine starke
Affinitéit zu Hyaluronsiure erklirt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal der CD44s-Rezeptor der Ratte und die CD44v-
Isoform Meta-1 in der Lage sind, an Hyaluronsdure zu binden. Allerdings findet diese
Adhision hauptsiichlich an Hyaluronséure statt, die mit Tumorgewebe assoziiert ist. Dabei ist
auffallend, daB Hyalurons#ure nicht nur zwischen den Tumorzellen, sondern hauptséchlich an
der Tumorgrenze und im Tumor-assoziierten Stroma synthetisiert wird.

Eine Erkldrung fiir die Beobachtung, da in den durchgefiihrten immunhistochemischen
Experimenten die CD44-Rezeptorglobuline CD44s-mIgG und Meta-1-mlIgG stéirker an Tumor-
assoziierte Hyaluronsdure binden als an Hyaluronsiure im Normalgewebe liefert evtl. ein
Verhalten, das als Desmoplasie bezeichnet wird (Liotta et al., 1983; McBride und Ward, 1979;
Iozzo, 1985). Unter Desmoplasie versteht man, daB Tumoren sich mit einer "abnormalen",
oftmals vom Stroma produzierten Hyaluronsdure-reichen ECM umgeben, um so ein optimales
Milieu fiir Tumorwachstum zu schaffen, aber auch, den Zugang immunkompetenter Zellen zu
verhindern (Mc Bride und Ward, 1979). Die sfarkc Firbung, die beide CD44-
Rezeptorglobuline (Meta-1- und CD44s-mlgG) auf Tumorschnitten verursachen, konnte darin
begriindet sein, dal mit Tumoren assoziierte Hyaluronsiure in einer fiir die Bindung von CD44
optimalen Form vorliegt. In dieser Hinsicht kritische Parameter stellen die Kettenléinge und die
Art der Immobilisation (Assoziation mit anderen ECM-Komponenten im Gewebe) der
Hyaluronsidure dar (Forester und Balazs, 1980; Goldberg und Toole, 1984; Green und
Underhill, 1988). Mdglicherweise liegt Hyaluronsidure im Normalgewebe zu einem hoheren
Anteil in der freien Form vor. Freie Hyaluronsdure wird, aufgrund ihrer hohen
Wasserloslichkeit, wihrend der experimentellen Durchfiihrung der Immunhistochemie
ausgewaschen und ist damit nicht mehr nachweisbar.
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Auch fiir die starke Akkumulation von Hyaluronsiure an der Tumorgrenze bzw. im Stroma gibt
es Erkldrungsmdoglichkeiten. So konnte z.B. beobachtet werden, daB Tumorzellen die Synthese
von Hyaluronsiure induzieren kénnen (Toole et al.,, 1979; Mc Bride und Ward, 1979;
Merrilees und Finlay, 1985; Iozzo und Miiller-Glauser, 1985). Als mogliche Induktoren
kommen TGF-B, bFGF (Toole et al., 1979) und ein nicht niher charakterisiertes lipophiles,
hitzesensitives Membranprotein in Betracht (Knudson et al., 1989). Unter Umstéinden stellen
dabei die Stromazellen an der Tumorfront die erste Zellpopulation dar, die sensitiv fiir den
Induktor ist. Die gerichtete Sekretion von Hyaluronsiure an der Front des Tumors durch das
Stroma konnte dabei die Migration der CD44-positiven Zellen durch das Bindegewebe
erleichtern und dariiberhinaus in eine bestimmte Richtung dirigieren.

Die Affinitit von CD44v zu Hyaluronsiure ist Gegenstand kontroverser Diskussionen. So
konnte von einer Arbeitsgruppe festgestellt werden, da die humane CD44E-Isoform nicht in
der Lage ist eine Bindung an Oberflichen-assoziierte Hyaluronsiure von Endothelzellen aus
Lymphknoten zu vermitteln. Diese Beobachtung wurde mit der Interferenz der zusétzlichen
extrazelluldren As-Sequenzen erklirt (Stamenkovic et al., 1991). Im Gegensatz dazu wurden
von He und Mitabeitern vier murine CD44v-Isoformen kloniert, darunter das Maus-Homolog
der CD44E-Isoform und eine CD44v-Form mit 293 zusiitzlichen extrazelluliren As, die in einer
Reihe von Experimenten alle Affinitit fiir Hyaluronséure aufwiesen und dariiberhinaus nur
geringfiigige Bindungsunterschiede im Vergleich zur CD44s-Form zeigten (He et al., 1992).
Offensichtlich haben die zusitzlich inserierten As-Sequenzen der CD44v-Formen keinen
EinfluB auf die weiter N-terminal gelegene Hyaluronséure-Bindungsdomiine.

Der Vergleich der Bindung von CD44s und der CD44v-Isoform Meta-1 an Hyaluronsiure
bestitigte diese Ergebnisse. Beide Isoformen binden stark an Tumor-assoziierte Hyaluronsiure.
In Kompetitionsexperimenten mit exogen zugegebener Hyaluronséure konnte, im Vergleich zu
CD44s sogar eine etwas hohere Affinitit der CD44v-Isoform Meta-1 fiir Hyaluronsiure
beobachtet werden. Mit anderen ECM-Komponenten (Chondroitinsulfat, Fibronektin,
Kollagen) konnte die Bindung von Meta-1 und CD44s an immobilisierte Hyaluronsiure nicht
blockiert weden. Offensichtlich ist die Bindung von Meta-1 und CD44s an Hyaluronsiure
spezifisch und eine Wechselwirkung mit anderen ECM-Komponenten findet nicht statt.
Obwohl Hyaluronsiure mit Prozessen wie Zellmigration, Induktion der Zellproliferation und
intrazelluldrer Proteinphosphorylierung in Verbindung gebracht wird (Elstadt und Hosich,
1987; Turley, 1989; Turley et al., 1991; zur Ubersicht: Turley, 1992), die bei der
Tumorentstehung und Tumormetastasierung eine Rolle spielen, kann die Wechselwirkung mit
Hyaluronsiure nicht den entscheidenden Parameter der CD44v-induzierten Metastasierung
darstellen, da sich CD44s und die v6-positive CD44v-Isoform Meta-1 in ihrer Eigenschaft
Hyaluronséure zu binden kaum unterscheiden.
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Dies wird z.B. auch durch Experimente bestitigt, bei denen mit dem mAk 1.1ASML die
Bindung von radioaktiv markierten Meta-1-Transfektanten an immobilisierte Hyaluronsiure
nicht blockiert werden konnte (eigene unpublizierte Beobachtung). Offensichtlich interferiert
dieser Antikorper nicht mit der Hyaluronsiure-Bindung von CD44v, d.h. die Blockierung der
Metastasierung mit dem mAk 1.1ASML in vivo muB8 durch eine Blockierung anderer
Funktionen der v6-positiven CD44v-Isoformen vermittelt werden. Dabei ist, aufgrund der
Spezifitidt des mAks 1.1ASML fiir v6, die Induktion der Proliferation der CD44v-positiven
Tumorzellen bzw. anderer fiir die Metastasierung wichtiger Funktionen durch einen v6-
spezifischen Liganden am wahrscheinlichsten.

Die Identifizierung dieses Liganden sollte entscheidende Informationen iiber den Mechanismus
der Metastasierung CD44v-positiver Tumorzellen liefern. Da eine Expression von CD44y sehr
wahrscheinlich auch bei der Metastasierung humaner Tumorzellen eine Rolle spielt (Matsumura
und Tarin, 1992; Heider et al., 1993), stellt die Identifizierung dieses Liganden auch in
therapeutischer Hinsicht ein vorrangiges Ziel dar.
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