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1. Einleitung

1.1 Apoptose

Apoptose, also programmierter Zelltod, ist eine Zellrecycling-Methode, die ein ,sau-
beres* Entfernen unerwiinschter Zellen garantiert, also ohne entztindliche oder de-
struktive Aktivitat. Dieser physiologische Prozel3 wurde in den friihen 70er Jahren
entdeckt (1).

Apoptose kann entweder durch andere Zellen oder durch Antikorper, entweder in-
direkt (also Rezeptor-vermittelt ) oder direkt (also Todes-Domanen-unabhangig )
induziert werden. Beide dieser Pfade flihren zu Caspase-Aktivierung, DNA-Zerfall
sowie zur Formation von Apoptosekorpern (2).

Die Todesrezeptor-abhangige Apoptose wird induziert durch Liganden und deren
Rezeptoren (z.B. Fas, TNF, TRAIL) und spielt eine grof3e Rolle in der Lymphozy-
tendifferenzierung (3,4).

Der Todesrezeptor-unabhangige Pfad ist ein Synonym fir ein zellulares Suizidpro-
gramm, das im Falle einer zellularen Fehlfunktion greift. Apoptosestimuli kbnnen
hierbei Strahlung, chemische Substanzen, Hitze oder ,Hungern“ sein (5-7).
Weiterhin ist diese Art der Apoptose vermittelt durch die Freisetzung von Cytochrom
C aus Mitochondrien, gefolgt von einem Cytochrom c/Apaf-1/procase-9-Komplex,
der dann Effektorcaspasen aktiviert (8,9). Uberdies haben Uberlebensproteine aus
der Bcl-2 Familie eine zentrale Rolle bei der Kontrolle dieses mitochondrialen Pfades
(20).

1.2 Antikorper gegen ,Todesrezeptoren®

Indem man Mause mittels menschlicher Lymphoblastom-Zellen immunisiert hat,
konnte ein anti-APO-1 Antikorper isoliert werden, der Wachstumsinhibition trig-

gert sowie rasche Apoptose induziert. Dieser Antikérper bindet an APO-1 und ist
spater identifiziert worden als Fas (anti-CD95). Nach Bindung agonistischer anti-

CD95-Antikorper oder verwandter CD95-Liganden formiert sich ein Proteinkomplex,
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der als death-inducing signaling complex bezeichnet wird (kurz DISC) und wiederum
aus einem Adaptor-Protein sowie einer Initiator-Caspase besteht, woraufhin Apo-
ptose eingeleitet wird (11).

Im weiteren zeigte sich jedoch, dass agonistische anti-Fas-Rezeptor-Antikérper in
vivo eine signifikante Hepatotoxizitat aufwiesen (12), zudem kéame der Fas-Rezeptor
auf einer Reihe von Normalgeweben vor, einschlie3lich Thymus, Leber, Herz und
Niere (13).

Die Todesdomanen-Apoptose-Gen-Superfamilie beinhaltet TNF, Fas/APO-1 und
Apo2L/TRAIL. Andere Antikorper, die auf der Zelloberflache solider oder hAmatopoe-
tischer Krebszellen gefunden wurden, konnten Apoptose an verschiedenen Tumor-
zellen in vitro und in vivo induzieren (14).

Praklinische Experimente zeigten, dass TRAIL R1 mAb verschiedene menschliche
Tumorzellen ,killen* kann und somit effektiv Brustkrebs, Colon- sowie Uterus-Ca’s
bekampfen kann (15). Auch hier wurde kirzlich nachgewiesen, dass TRAIL an
menschlichen Hepatozyten Apoptose einleitet (16), also hepatotoxisch wirkt.
Uberdies ist der therapeutische Gebrauch von Antikorpern gegen Todesrezeptoren
umso fragwaurdiger, als viele maligne Zellen resistent gegen Fas- oder TRAIL-in-
duzierte Apoptose sind (17,18,19).

1.3 Antikorper und direkte Apoptose

Von verschiedenen anderen humanisierten Antikdrpern, die bereits im Gebrauch sind
oder zumindest klinisch getestet werden, um Carcinome und maligne hamatologi-
sche Erkrankungen zu bekdmpfen, konnte gezeigt werden, dass sie Apoptose an Tu-
morzellen induzieren, indem sie direkt an Rezeptoren binden, die nicht an eine intra-
zellulare Todesdomane geknupft sind.

Ein Beispiel hierfur ist der Antikdrper rituximab (anti-CD20), der an das Differenzie-
rungsantigen CD20 bindet, welches auf den meisten normalen und neoplastisch
transformierten B-Zellen exprimiert ist (20).

Dieser Antikbrper mag inzwischen Bestandteil vieler Therapieprotokolle fiur B-Zell-

Tumoren sein, dennoch konnte die Fahigkeit, per passivem Antikorper Tumorwach-
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stum zu hemmen nur vorubergehend sein und scheint am effektivsten in Kombination
mit einer Chemotherapie zu sein (21).

Diese Art von Antikérpern, zu denen auch Herceptin zahlt (trastuzumab)(22), binden
samtlich an nicht ausschlief3lich tumorspezifische Strukturen und wurden nicht selek-
tiert nach ihrer apoptotischen Aktivitat, sondern nach ihrer cytostatischen/-toxischen
Wirkung (basierend auf ihrer antagonistischen oder complement-vermittelten Aktivi-
tat)(23,24).

Ihre Ziele sind Differenzierungsantigene oder Wachstumsfaktor-Rezeptoren, die auf
malignen Zellen Uberexprimiert sind. Letztlich sind die Apoptose-induzierenden Me-
chanismen dieser anti-CD20 bzw. anti-EGFR Antikérper noch nicht geklart.

1.4 Immunitberwachung

Der geschickteste Weg, tumorspezifische und Apoptose induzierende Antikdrper zu
finden, die an Krebszellen Stress induzieren, ist das menschliche Immunsystem
selbst.

Jeder Organismus hat angeborenermaf3en einen Pool an potenten Antikdrpern, um
malignes Wachstum zu hemmen. Hierzu musste die Natur ein effektives Erken-
nungssystem sowie einen sehr effektiven ,Eliminationsmechanismus* entwickeln, ge-
nannt Immuntberwachung.

Unter Anwendung der menschlichen Trioma Technologie konnten eine Reihe von
Lymphozyten verschiedener Krebspatienten wie auch gesunder Spender immortali-
siert werden und hinsichtlich Tumorspezifitat und funktioneller Aktivitat vorselektiert
werden.

Alle auf diese Weise isolierten monoklonalen Antikérper  waren IGM’s und keim-
bahnkodiert, sind also Teil der angeborenen Immunitat. Zudem binden diese Ig's
samtlich an posttransskriptionell modifizierte Zelloberflachenantigene, indem sie
Kohlenwasserstoffepitope erkennen (25-27).

Ein weiteres typisches Feature dieser Ig’s ist ihre Fahigkeit, Apoptose in malignen
Zellen zu induzieren(25,26,28,29,30-33).



1.4.1 Monoklonale Antikorper

Antikorper spielen eine entscheidende Rolle in allen Uberwachungsmechanismen
und sie sind die besten natirlichen Waffen, um unerwiinschte Zellen und Molekiile
zu entdecken und zu eliminieren (25,34).

Nach den Anfangen monoklonaler Antikérper durch sie produzierende Hybride Ende
der 60er sowie Anfang der 70er durch die Pionierarbeit von Littlefield, Kohler, Milstein
und Galfree (35-38) sind monoklonale Antikorper in unseren Tagen weitverbreitet ak-
zeptiert als unterstitzende oder sogar alternative Therapie zur Bekampfung be-
stimmter menschlicher Erkrankungen (35-43).

Fur eine gezielte Therapie sollten monoklonale Antikérper spezifisch und funk-
tionell aktiv sein, zudem insbesondere fahig, ohne zusatzliche Hilfe Apoptose zu
induzieren.

Die vielversprechendsten Antikorper, die diese ,,Anforderungen® erfullen, sind huma-

nen Urprungs .

Sie sind Teil der humanen Immunitéat , entweder angeboren oder erworben, und
kénnen wie beschrieben durch die humane Hybridoma-Technologie isoliert werden
(25).

Auf diese Weise konnten eine Serie von Tumor-spezifischen und Apoptose-induzie-
renden monoklonalen Antikdrpern von gesunden Spendern wie auch von Krebspa-
tienten isoliert werden (25,28,29,44,45).

Sie definieren neue Mechanismen, um Tumorzellen selektiv zu beseitigen, indem sie
programmierten Zelltod triggern (26,27,29,30,45,46).

Im folgenden werden drei verschiedene durch humane, monoklonale Antikérper in-

duzierte Apoptosemechanismen — soweit bekannt — beschrieben:

1.4.2 Tod durch Lipidakkumulation

Ein ausgeglichener Lipidmetabolismus ist ganz entscheidend fiir das Uberleben einer

jeden Saugetier-Zelle. Jedes Ungleichgewicht dieser Homoostase durch eine tber-
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mafRige Akkumulation von Fettséduren in der Zelle kann zur Apoptose fuhren, ein Me-
chanismus, der in Tierversuchen belegt ist und der fiir bestimmte menschliche Er-
krankungen wie zum Beispiel der lipotoxischen Cardiomyopathie verantwortlich ge-
macht wird. Zwar hat man inzwischen einige Mechanismen dieser Lipo-Apoptose be-
schrieben, auslésende Reagenzien konnte man bisher jedoch nicht ausmachen.

Der Antikorper SAM-6, ein tumorspezifischer IgM, induziert eine intrazellulare Akku-
mulation neutraler Lipide in Tumorzellen, nicht jedoch in normalen Zellen (44).

Per elektronenmikroskopischer Analyse konnte hierbei die Formation von Apoptose-
korpern nachgewiesen werden, beweisend dafir, dass SAM-6 verantwortlich fr Li-

po-Apoptose an Tumorzellen ist.

1.4.3 Tod durch Antikomplement

CD55 (bzw. decay-accelerating factor, kurz DAF) ist ein Zelloberflachenmolekail,
dass Zell-Lyse durch autologes Komplement verhindert (47,48).

Der natirliche Antikdrper SC-1 bindet an eine modifizierte Isoform von DAF-B, die
ausschlief3lich auf der Membran von Magenkarzinomzellen exprimiert wird (26,28,
30). SC-1 erkennt hierbei ein Kohlenwasserstoff-Epitop von CD55 und induziert Apo-
ptose von Magenkarzinomzellen sowohl in vitro (26,30,49-52) als auch in vivo (28,31,
49).

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass SC-1 Regression sowie Apoptose
primarer Magenkarzinome ohne Kreuzreaktivitat an Normalzellen induziert.

Die monomere Form von SC-1 hingegen wies eine geringere apoptotische Aktivitat
auf als die intakte, also pentamere Form, was wiederum impliziert, dass die vollstan-

dige Wirkung von SC-1 ein cross-linking an CD55 erfordert.

1.4.4 Tod durch ,Verhungern®: PAM-1

Wachstumsfaktorrezeptoren wie EGFR oder FGFR werden oft an malignen Zellen

Uberexprimiert, weil schnelleres und aggressives Wachstum eine hohere Aufnahme
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sowie einen hoheren Energieumsatz erfordern.

Ein Blockieren dieser Rezeptoren fuhrt zu Hungern und schlief3lich zum Zelltod.

Der humane keimbahnkodierte monoklonale IGM PAM-1 bindet an einen Membran-
rezeptor, der als ein 130 kDa Integralmembran-Glykoprotein identifiziert wurde (30,
53), der homolog zu CFR-1 (cysteine-rich fibroblast growth factor receptor) ist (54).
Der post-transskriptionell modifizierte CFR-1/PAM-1-Rezeptor ist exprimiert auf fast
allen epithelialen Karzinomen jeden Typs und Ursprungs sowie auf deren Vorlaufer-
lasionen, jedoch nicht auf gesundem Gewebe (27,55).

Von der monomeren Form von PAM-1 hat man sowohl in vitro wie auch in vivo einen
inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von Tumorzellen nachweisen kbnnen, in-
dem er Apoptose induziert (46).

Dies legt nahe, dass ein cross-linking am Rezeptor fur die toxische Wirkung dieses
Antikorpers nicht notwendig ist. Moglicherweise blockiert PAM-1 seinen Rezeptor,
wodurch die Zelle nicht mehr mit Nahrstoffen versorgt wird und schlichtweg verhun-
gert.

Der exakte Mechanismus, der hinter diesen Vorgangen steckt, ist schliel3lich noch

unbekannt.

In dieser Arbeit sollen nun die intrazellularen Mechanismen, die durch den Kontakt
von monomerem PAM-1 mit seinem Rezeptor induziert werden, anhand von Protein-

phosphorylierungen und deren selektiver Hemmung naher charakterisiert werden.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel

2.1.1.1 Verbrauchsmittel

- MTT- Farbeldsung (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium), bezogen
von Fa. Sigma, Minchen

- Nitrocellulose ( Porenweite 0,2 um ), bezogen von Fa. Schleicher u. Schiill, Dassel

- Rotiquant (Bradford-Proteinbestimmung), bezogen von Fa. Roth, Karlsruhe

- Zellkulturmedium RPMI-1640 ( + 1% Glutamin, 1% Penicillin, 10% FCS = fetales

Kalberserum ), bezogen von Fa. PAA, Wien

Alle Gbrigen Reagenzien (s. auch Losungen und Puffer) wurden von folgenden Fir-

men bezogen :

- Fa. Merck, Darmstadt
- Fa. Roth, Karlsruhe

- Fa. Sigma, Minchen

2.1.1.2 Antikorper

Fur die Detektion von Veranderungen der Proteinphosphorylierungsmuster wurden

folgende Antikbrper eingesetzt:

- Anti-Phospho-Tyrosin (Biotin Conjugat), Fa. Sigma, Minchen
- Anti-Phospho-Serin  (Biotin Conjugat), Fa. Sigma, Minchen
- Anti-Phospho-Threonin (Biotin Conjugat), Fa. Sigma, Minchen



2.1.1.3 Enzyme

Zur optischen Darstellung der veréanderten Proteinphosphorylierungsmuster wurde

folgendes Reagens verwendet:

- Extravidin (Peroxidase Conjugat), Fa. Sigma, Minchen

2.1.2 Zellinie

Bei allen unter 3. genannten Versuchen wurden Magen-Karzinom-Zellen der Zellinie
23132 verwendet (56). Sie wurden von einem Magenbiopsat eines Magen-Karzinom-
Patienten isoliert.

Die Auswabhl fiel auf diese Zellinie, weil mit ihr im Zusammenhang mit PAM-1 die

eindeutigsten Resultate zu erzielen waren.

2.1.3 Gerate

Folgende Gerate kamen fir die Versuche zum Einsatz:

- Agquabidest-Anlage Milli-Q Plus PF, Fa. Millipore, Eschborn

- Brutschrank, Fa. Heraeus, Hanau

- Gel-Elektrophorese-Kammer, Fa. Biometra, Gottingen

- Kihlzentrifuge J2-HS, Fa. Beckmann, Minchen

- Photometer Uvikon 810, Fa. Kontron Instrument, Schweiz

- Pipetten, Fa.Gilson und Fa.Eppendorf, Hamburg

- Sonifikator Labsonic V, Fa. B. Braun, Melsungen

- Spannungsgerat Gene Power Supply GPS, Fa. Pharmacia, Freiburg
- Vortex Genie 2, Fa. Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

- Waage, Fa. Sartorius, Gottingen
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- Wasserbad Minitherm 2, Fa. Dinkelberg—Labortechnik, Neu-UIm
- Western-Blot-Kammer, Fa. Bio-Rad, Miinchen

- Zentrifuge Minifuge T, Fa. Heraeus, Hanau

Die Kunstoffartikel wurden samtlich von der Fa. Greiner, Frickenhausen bezogen.

2.1.4 Lésungen und Puffer
2.1.4.1 Lésungen zur Zellextraktion
- SDS - Lysis — Puffer: SDS 2%

Glycerol 10%

- Puffer A: HEPES pH 7,9 20mM

EDTA 0,1 mM
EGTA 0,1 mM
KCI 10 mM
DTT 1mM
PMSF 1 mM

- Puffer C: HEPES pH 7,9 20 mM

EDTA 1mM
EGTA 1mM
KCI 0,4 mM
DTT 1mM
PMSF 1 mM

- Probenpuffer (5 x SDS): Tris/HCI 250 mM
SDS 10%
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2.1.4.2 Lésungen zur Proteinbestimmung

Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehalts der PAM-1-Induktionsproben wur-

den folgende Losungen eingesetzt:

- BCA-Proteinbestimmung:

Losung A : Bicinonséaure (BCA) 1%
Na;HCO3 x H»0 2%
NaxCsH406 X 2 H20 0,16%
NaOH 0,4%
NaHCOs3; 0,95%

LOosung B: CuSO 4 x5 H»0 4%

Die Losungen A und B missen zum Gebrauch im Verhéltnis A:B=50:1 gemischt wer-

den.

- Bradford — Proteinbestimmung:

Hierzu wurde Rotiquant — L6sung (s. 2.1.1.1) mit H,O bidest im Verhaltnis 1:5 ge-
mischt.

2.1.4.3 Losungen fur SDS-Gel-Elektrophorese

- Sammelgel: Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8
SDS 4%
- Trenngel: Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8

SDS 0,4%
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Acrylamid-Mix  30%
TEMED 100%
APS 10%

- 10 x SDS-Laufpuffer: Tris 250 mM, pH 8,4
Glycin 1,92 M
SDS 1%

2.1.4.4 Losungen fur Western-Blot

- Transferpuffer: Tris 50 mM, pH 8,3

SDS 0,1%
Methanol 20%

2.1.4.5 Loésungen fur Immunodetektion

- Blockldsung fur die Inkubation mit den unter 2.1.1.2 genannten Antikorpern:

1 xPBS,pH 7,4

Tween 0,05%

BSA 3%

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fur die Versuche wurden ausschliel3lich adharente Magen-Karzinom-Zellen der Zell-

linie 23132 verwandt. Dazu wurden diese in Gewebekulturflaschen bzw. —platten mit
dem Medium RPMI 1640 (+ 1%Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 10% FCS) im



-12-

Brutschrank (37C, 7% CO2) jeweils solange herangez lichtet, bis der Flaschen- bzw.
Plattenboden zu ungefahr 60 — 70% bewachsen war. Diese Zelldichte hat sich zur
weiteren Verarbeitung am besten bewdahrt. Die Dehéarenz der Zellen wird schlie3lich
durch ein Trypsin-/EDTA-Gemisch, mit dem diese fur 7 — 8 Minuten bei 37T im Brut-
schrank inkubiert werden, herbeigefiihrt. Unter Zugabe von frischem Medium wurde
diese Suspension 5 Minuten lange bei 1500 rpm zentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und das Zellpellet sorgfaltig wiederum mit frischem Medium resuspendiert.
Diese Zellsuspension konnte somit entweder der weiteren Verarbeitung oder, nach

Verdunnung 1:10, der neuerlichen Kultivierung zugefihrt werden.

2.2.2MTT —Test

Der MTT — Test dient der relativen Quantifizierbarkeit von Zellproliferation, im Falle
dieser Versuche der Zellinie 23132. Er wurde in seinen Grundziigen von MOSMANN,
1983 bzw. CARMICHAEL, 1987 Ubernommen und in modifizierter Weise folgender-
maf3en ausgefuhrt (57,58):

Zunéchst wurden Zellen in Kultur wie oben angegeben von ihrer Unterlage gelost,
zentrifugiert, resuspendiert und schlieBlich auf 10° Zellen pro ml verdiinnt. Von dieser
Zellsuspension wurden dann je 50 pl in die Reihen 2 —12 sogenannter 96—-Well-Plat-
ten pipettiert (d.h 5 x104 Zellen/Well), Reihe 1 wurde als Negativkontrolle ausschliel3-
lich mit je 100 pl Medium aufgefullt. Anschlie3end wurden den Reihen 2 — 12 noch
50 pl Medium mit entsprechenden PAM-1-Verdinnungen (bzw. Reihe 2 nur Medium
als Positivkontrolle) hinzugegeben.

In dieser Konstellation wurden diese Platten schlielich fuir 24 bzw. 48 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden jedem Well 50 pl MTT-L6sung
hinzupipettiert, es folgte eine weitere Inkubation im Brutschrank fur 15 — 30 Minuten.
Danach wurden die Platten 10 Minuten lang bei 2800 rpm abzentrifugiert, der Uber-
stand abgesaugt. Jedem Well wurden dann 150 ul DMSO hinzugefigt, die Zellpellets
resuspendiert. Um nun aus der jeweiligen Farbintensitat auf das Ausmalf? der
Proliferation schliel3en zu kénnen, wurden im ELISA — Reader fur jedes Well die

Absorption bei A=540 nm bzw. A=690 nm bestimmt und deren Differenz gebildet.
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2.2.3 Phosphorylierungstudien

Um eine durch PAM-1 induzierte Verdnderung von Proteinphosphorylierungen sicht-
bar zu machen, wurde folgender Versuchsaufbau gewahlt:

Zunachst wurden die unter in 2.2.1 genannten Bedingungen kultivierten Zellen fur die
bei den jeweiligen Versuchen genannten Zeiten im Brutschrank mit gereingtem PAM-
1 inkubiert. Nach Ablauf der jeweils angegebenen Zeiten Medium verwerfen, mit
1xPBS+0,05% Tween waschen (3 x 5 Minuten) und Zellen entweder in SDS-Lysis-
Puffer (Gesamtzellextrakt) oder 1xPBS +0,05% Tween (Cytosol-/Zellkern ex-

trakt) — jeweils 1 ml pro Kulturschale — mit dem Zellschaber abschaben. Nachdem
die Proteinproben wie beschrieben vorbereitet wurden, wurden sie durch eine SDS-
Page aufgetrennt und mittels Western-Blot vom Gel auf Nitrocellulose tbertragen.
Danach wurden diese Proteine mit Blocklésung zur Blockierung unspezifischer Bin-
dungen inkubiert (1 h), weiterhin mit Primarantikorper (Anti-Phospho-Tyrosin, -Serin,
oder -Threonin) und schliel3lich Extravidin (auch je 1 h). Die durch die Sekundérinku-
bation erzeugte Chemoluminiszenzreaktion wurde letztlich mittels Belichtung und so-

mit Schwarzung eines Rontgenfilms sichtbar gemacht.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Extrahierung der Gesamtzellproteine wurden die Zellen nach Ablauf der jeweili-
gen Inkubationszeit wie folgt behandelt:

Zunachst wurde die Inkubationslésung (Medium + PAM-1) bzw. im Falle der Kontrol-
le das Medium verworfen und die auf den Zellkulturschalen adh&renten Zellen mit
1xPBS+0,05% Tween gewaschen. Danach wurden jeder Schale 1 ml SDS — Lysis —
Puffer hinzupipettiert, wodurch ein Auflésen der Zellen erreicht werden konnte. Nach
mehmaligem Schwenken der Schalen wurde diese Suspension mit dem Zellschaber
abgeschabt , in Eppendorf-Caps tberfuhrt und auf Eis inkubiert. Um beim Proteinge-
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halt der Proben falsch hohe Werte durch DNA zu vermeiden, wurden diese im Sonifi-
kator jeweils ungefahr fir 40 Sekunden mit Ultraschall beschallt.

2.3.2 Herstellung von Cytosolextrakten

Nachdem die Zellen der Zellinie 23132 wie unter 2.2.3 beschrieben mit gereinigtem
PAM-1 inkubiert und gewaschen wurden, wurden diese in je 1 ml 1xPBS+0,05%
Tween aufgenommen, die Suspension von den Schalen abgeschabt und in einem
geeigneten GefaR fir 5 Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen, das Pellet mit Puffer A (2.1.4.1) versetzt, sorgfaltig resuspendiert und 15 —
30 Minuten auf Eis inkubiert, um die Zellen — osmotisch bedingt — anschwellen zu
lassen. Um die geschwollenen Zellen zu zerstdren,wurde diese Suspension anschlie-
Rend 10 x durch eine Kunststoffspritze (10 ml) mit kleinkalibriger Kanulle gezogen,
wieder in das Gefal3 zurtickgepresst und schliellich fur 5 Minuten bei 13000 rpm in
der Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Cytosol — Extrakt in ein
neues Gefal} Uberfuhrt, das Pellet als Zellkern — Extrakt bis zur Weiterverarbeitung
(s. 2.3.3) auf Eis gelagert. Der Cytosol — Extrakt war nach weiterer Zentrifugation fir

15 — 20 Minuten bei 13000 rpm gebrauchsfertig, die Lagerung erfolgte bei —20C.

2.3.3 Herstellung von Zellkernextrakten

Zunachst wurde das Pellet (s. 2.3.2) mit Puffer A gewaschen (Zugabe Puffer A — Re-
suspendieren — Zentrifugation 5 Minuten bei 13000 rpm — Uberstand verwerfen ) und
in Puffer C aufgenommen. Diese Suspension wurde 20 Minuten geschuittelt und letzt-
lich 15 — 20 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Zellkern —
Extrakt bei —20C gelagert.
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2.3.4 Proteinbestimmung

Prinzipiell erfolgte bei beiden der folgenden Methoden ein durch Proteine erzeugter
Farbumschlag der mit den entsprechenden Proben versetzten Farbeldsungen, wobei
dessen Intensitat innerhalb eines gewissen Bereichs eine direkte lineare Abhangig-
keit zum Proteingehalt aufweist. Aus der Bestimmung der Extinktion der jeweiligen
Probe im Photometer bei einer bestimmten Wellenlange (A) konnten zun&chst nur
relative Werte erzeugt werden. Durch Bildung einer Eichgeraden durch einen Pro-
teinstandard (BSA, 1 mg/ml) und Ubertragung dieser Relativwerte auf diese Gerade

konnten die entsprechenden Proteinmengen berechnet werden.

2.3.4.1 BCA - Assay

Diese Methode der Proteinbestimmung von SMITH et al. (59) wurde ausschlief3lich
fur die Proben mit Gesamtzellproteinextrakten verwendet, da diese bereits primar
SDS enthalten und eben nur diese Methode SDS als Probenbestandteil (bis 1%)
toleriert.

Die Farbelosungen wurden wie unter 2.1.4.2 angegeben gemischt, nach Zugabe der
jeweiligen Probe folgte eine Inkubation im Brutschrank fur etwa 20 Minuten und

schlief3lich die Extinktionsmessung im Photometer bei A=562 nm.

2.3.4.2 Bradford - Proteinbestimmung

Bei allen anderen Proben, die kein SDS enthielten, kam die Methode nach Bradford
(60) zur Anwendung. Hierbei wurde eine bereits fertig lieferbare Farbelésung (Roti-
guant) wie unter 2.1.4.2 beschrieben gemischt und konnte nach Probenzugabe um-

gehend der Extinktionsmessung im Photometer bei A=595 nm zugefuhrt werden.
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2.3.5 SDS-Page

Die Sodiumdodecylsulfat — Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS — Page) stellt eine

Methode dar, Proteine ausschliel3lich nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, da
SDS den Einflu3 der unterschiedlichen Proteinladungen durch seine eigene negative
Ladung zu uberdecken und somit auszugleichen vermag.

Zunachst mussten die Proteinproben fir den Gellauf vorbereitet werden, so dass alle

folgende Endkonzentrationen aufwiesen:

SDS 2%
Tris/HCI,pH 6,8 65 mM
Glycerin 15%
Bromphenolblau 0,01%

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte auf 1,0 mm dicken Acrylamid-Gelen in
vertikaler Anordnung in den unter 2.1.3 angegebenen Gel — Elektrophorese — Kam-
mern. Je nach GroRRe der darzustellenden Proteine wurde der Acrylamidanteil der
Gele variiert: 10% fur Proteine mit MG 30-50 kDa bzw. 8% bei MG 50-120 kDa.
Zum Gellauf schlief3lich wurde der unter 2.1.4.3 genannte SDS - Laufpuffer ver-
wendet, eine Stromstarke von 20 mA am Spannungsgerat erwies sich als optimal.
Das Ende des Gellaufs wurde schlieBlich durch den Ubertritt von BPB in den Lauf-
puffer angezeigt. Die Gele wurden vorsichtig von den Glasplatten abgehoben und

umgehend dem Western — Blot — Verfahren zugefuhrt.

2.3.6 Western-Blot

Dieses Verfahren von TOWBIN et al. (61) diente der Ubertragung der mittels SDS —
Page aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose — Membran.

Zunéchst mussten Filterpapier, Membran und Gel in dem unter 2.1.4.4 genannten
Blotpuffer aquilibriert werden, wonach Membran und Gel wie ein Sandwich zwischen

das Filterpapier genommen wurden. Dieses Sandwich wurde in die Western — Blot —
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Kammer (s.2.1.3) eingelegt, die Ubertragung lief schlieRlich fiir 1,5 h bei einer Strom-
Starke von 55 mA pro Gel bzw. Blot.

Um den Erfolg der Ubertragung zu priifen und um den Proteinstandard einzuzeich-
nen, wurde der Blot nach Ablauf dieser Zeit reversibel mit 0,2%-iger Ponceau — L6-
sung angefarbt und zur weiteren Verarbeitung durch Waschen mit 1xPBS+0,05%
Tween wieder entfarbt.

Mul3te der Blot gelagert werden (bei —20<C, zwischen Filterpapier), so wurde er zu-

nachst in Raumluft getrocknet.
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3. Ergebnisse

3.1 Proliferationsstudien

Wie bereits beschrieben, weist PAM-1 tGber den Rezeptor CFR-1 einen inhibito-
rischen Effekt auf die Proliferation von Magenkarzinomzellen auf. Deshalb wurden
MTT-Assays durchgefihrt, bei denen diese Zellen mit einer steigenden PAM-1-

Konzentration inkubiert wurden:
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Abb.1: MTT-Proliferationstest von Zellen der Zellreihe 23132 unter dem EinfluR steigender

PAM-1-Konzentrationen

Zellen der Zellreihe 23132 wurden in 96-Well-Platten 24 Stunden lang mit den oben angegebenen
PAM-1-Konzentrationen im Brutschrank inkubiert; nach Ablauf dieser Zeit Zugabe von 50 pl MTT-
Farbeldsung/Well, Inkubation fiir 20 Minuten im Brutschrank, Zentrifugation bei 2500 rpm fir 10 Minu-
ten, Absaugen des Uberstandes, Resuspendieren jedes Pellets mit 150 ul DMSO; Bestimmung der
Farbintensitat im ELISA-Reader bei A=540 nm und A=690 nm, Errechnung der Proliferationsrate aus
deren Differenz; Abb.1 zeigt eine Abnahme der Zellproliferation unter steigender PAM-1-Konzen-

tration;
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Diese MTT-Assays wiesen dem gereinigten Antikorper PAM-1 Ubereinstimmend eine
antiproliferative Wirkung nach, die sich in Abhangigkeit steigender Ig — Konzentratio-
nen verstarkt.

Da dies genau der entgegengesetzten als der urspringlich zugeschriebenen Wir-
kung dieses Antikorpers entsprach, wurde zur Prufung der Intaktheit seiner in vivo
pentameren Struktur eine SDS-Page von PAM-1 in gereinigter Form angefertigt.
Nach seiner Auftrennung erfolgte die Ubertragung auf Nitrocellulose mittels Western-

Blot-Verfahren:

d F | b [ .
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"RR_.. | ™o _m
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-— —45 - 45
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Abb.2a: SDS-Page, 2b: Western-Blot (freundlicherweise angefertigt und tberlassen von Labor Prof.

Dr. Vollmers, pathol. Institut der Universitat Wirzburg)

Abb. 2a und b zeigen ein Verharren des Antikdrpers im Sammelgel vor der Pepsinverdauung (0O min)

aber keine Auftrennung; nach Verdauung (10 und 15 min) Auftrennung in fragmentierter Form.
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Die Tatsache, dass der humane Antikdrper PAM-1 vor der Pepsinverdauung bei der
Auftrennung per SDS-Page im Sammelgel sistierte, beweist, dass er in dieser Form
ein hoheres MG hat als der gereingte Antikérper, der sich im Trenngel auftrennen
lasst. Dies wiederum bedeutet, dass der gereingte PAM-1 wohl nur noch monomere
Struktur aufweist.

Somit bestétigt sich die Aussage, dass PAM-1 als Monomer eine antiproliferative

Wirkung auf das Wachstum von Magenkarzinomzellen der Zellreihe 23132 hat.

3.2 Phosphorylierungsstudien

Der humane Antikorper PAM-1 inhibiert als Monomer beschrieben die Proliferation
von Magen — Karzinom — Zellen der Zellinie 23132. Da Zellwachstum bzw. Veran-
derungen in dessen Kinetik sehr haufig mit Phosphorylierungen oder/und Dephos-
phorylierungen in der Zelle verbunden sind, sollen hiermit genau diese etwaigen

Veranderungen aufgezeigt werden

3.2.1 Gesamtzell — Proteinextrakte

Dazu wurden die Zellen wie beschrieben mit PAM-1 inkubiert (s. 2.2.3),Gesamt-
zellproteinextrakte gebildet und diese Proteine per SDS — Page aufgetrennt. Nach
Ubertragung der Proteinbanden auf Nitrocellulose durch das Western — Blot —
Verfahren, wurden Phosphorylierungen der verschiedenen Proteinkinasen durch die
entsprechenden Antikérper Anti — Phospho — Tyrosin (Abb.3), - Serin (Abb.4) und
-Threonin (Abb.5) aufgedeckt:
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K 5' 10" 15" 20" 30 lh 2h
80 KDa----
70 KDa----
60 KDa----
Abb.3: Veranderungen im Phospho-Tyrosin-Muster von Zellen der Zellinie 23 132 nach Inkuba-
tion mit PAM-1

Nach Inkubation der Zellen mit PAM-1 fur die angegebenen Zeiten Extrahierung der Gesamtzellpro-
teine; danach Auftrennung dieser Proteine mittels SDS-Page (10% Acrylamid-Anteil) und Ubertragung
auf Nitrocellulose per Western-Blot-Verfahren; nach Blocken der Membran Inkubation mit Primar-Ig
Anti-Phospho-Tyrosin (Konzentration It. Hersteller); Inkubation mit Extravidin und Belichtung eines
Rontgenfilms; Abb.3 zeigt einen Anstieg der Tyrosinphosphorylierungen bei 60 KDa nach 10 und 15
Minuten Inkubationszeit, bei 70 Kda nach 5, 10 und 15 Minuten und bei 80 Kda nach 15, 20 und 30
Minuten;

K 5 100 15" 20" 30" 1h
80 KDa---- = —
70 KDa---- —

Abb.4: Veranderungen im Phospho-Serin-Muster von Zellen der Zellinie 23 132 nach Inkubation
mit PAM-1

Nach Inkubation der Zellen mit PAM-1 fiir die angegebenen Zeiten Extrahierung der Gesamtzellpro-
teine; danach Auftrennung dieser Proteine mittels SDS-Page (10% Acryamid-Anteil) und Ubertragung
auf Nitrocellulose per Western-Blot-Verfahren; nach Blocken der Membran Inkubation mit Primar-Ig
Anti-Phospho-Serin (Konzentration It. Hersteller); Inkubation mit Extravidin und Belichtung eines Roént-
genfilms; Abb.4 zeigt einen Anstieg der Serinphosphorylierungen bei 70 Kda nach 10 und 15 Minuten
Inkubationszeit und bei 80 Kda nach 10, 15 und 20 Minuten;
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Abb.5: Veranderungen im Phospho-Threonin-Muster von Zellen der Zellinie 23 132 nach Inkuba-
tion mit PAM-1

Nach Inkubation der Zellen mit PAM-1 fiir die angegebenen Zeiten Extrahierung der Gesamtzellpro-
teine; danach Auftrennung dieser Proteine mittels SDS-Page (10% Acrylamid-Anteil) und Ubertragung
auf Nitrocellulose per Western-Blot-Verfahren; nach Blocken der Membran Inkubation mit Primér-Ig
Anti-Phospho-Threonin (Konzentration It. Hersteller); Inkubation mit Extravidin und Belichtung eines
Roéntgenfilms; Abb.5 zeigt eine Threonin-Dephosphorylierung bei 85 KDa nach 5 Minuten, die sich

Uber 10 und 15 Minuten wieder vollstandig aufhebt;

Es lieRRen sich also Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen verschiedener
Proteine nachweisen, die als eine friilhe Antwort der Zellen auf den Kontakt mit dem
humanen Antikorper PAM-1 gelten durfen.

Zur Einschrankung des Arbeitsvolumens sollten die weiteren Versuche auf die Ver-
anderungen im Tyrosin — und Serin — Phosphorylierungsmuster beschrankt bleiben,
aulRerdem jeweils auf das 70 KDa — Protein, da dessen Phosphorylierung am sicher-

sten zu reproduzieren war.

3.2.2 Cytosol — Proteinextrakte

Um Rickschlisse auf die Lokalisation dieser womdglich sogar identischen 70 KDa —
Proteine (kombinierte Tyrosin-/Serinkinase) ziehen zu kénnen, wurden wiederum
Zellen der Zellinie 23132 mit PAM-1 inkubiert (s.2.2.3), Cytosolextrakte gebildet (s.
2.3.2), diese Cytosol-Proteine mittels SDS-Page aufgetrennt und per Western — Blot-
Verfahren auf Nitrocellulose transferiert und die Veranderungen im Tyrosin- (Abb.6)

und Serin-Phosphorylierungsmuster (Abb.5) mit den jeweiligen Antikbrpern detektiert.
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K 10" 10
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Abb.6: Cytosol-Extrakte von Zellen der Zellinie 23132 nach Inkubati on mit PAM-1; Veranderun-
gen im Phospho-Tyrosin-Muster

Nach Inkubation der Zellen mit PAM-1 fiir die angegebene Dauer Extrahierung der Cytosol-Pro- teine;
danach Auftrennung der Proteine mittels SDS-Page (8% Acrylamid-Anteil) und Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran per Western-Blot; nach Blocken der Membran Inkubation mit Primar-lg Anti-
Phospho-Tyrosin; Inkubation mit Extravidin und Belichtung eines Réntgenfilms; Abb.6 zeigt eine ge-
genuber der Kontrolle zunehmende Phosphorylierung von Tyrosinresten eines 70 KDa — Proteins
nach 10 Minuten;

K 10" 10°

70 KDa----_ *;i—

Abb.7: Cytosol-Extrakte von Zellen der Zellinie 23132 nach Inkubati on mit PAM-1; Verande-

rungen im Phospho-Serin-Muster

Nach Inkubation der Zellen mit PAM-1 fiir die angegebene Dauer Extrahierung der Cytosol-Prote-
ine; danach Auftrennung der Proteine mittels SDS-Page (8% Acrylamid-Anteil) und Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran per Western-Blot; nach Blocken der Membran Inkubation mit Primar-Ig Anti-
Phospho-Serin; Inkubation mit Extravidin und Belichtung eines Rontgenfilms; Abb.7 zeigt eine gegen-
Uber der Kontrolle ansteigende Phosphorylierung von Serinresten eines 70 KDa — Proteins nach 10

Minuten;
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In beiden Fallen zeigten die Cytosol — Extrakte ein 70 KDa — Protein, dass eine Ver-
anderung im Proteinphosphorylierungsmuster durch Kontakt mit dem Antikorper
PAM-1 erfahrt.

Die Proteine aus Zellkernextrakten ergaben keinen weiteren Aufschluf3 hin- sichtlich
Veranderungen im Tyrosin - / Serin — Phosphorylierungsmuster und somit auch nicht
hinsichtlich deren Lokalisation. Aus diesen Grinden wurden entsprechende Abbild-

ungen nicht dargestellt.

3.3 Inhibitionsstudien

3.3.1 MTT — Assay

Genistein ist ein Breitspektrum — Hemmestoff von Tyrosinkinasen. Da Phosphorylie-
rungen u.a. von Tyrosinresten wie unter 3.1 gezeigt eine friilhe Antwort der Zelle auf
die Inkubation mit PAM-1 darstellen, sollte im folgenden gezeigt werden, wie die Inhi-
bition gerade dieser Phosphorylierungen sich auf die Antikérper — vermittelte Inhibi-
tion von Zellen der Zellinie 23132 auswirkt.

Dazu wurden im MTT-Assay diese Zellen einer steigenden Genisteinkonzentration
ausgesetzt. Dabei wurde der Genisteineffekt auf die Zellproliferation mit und ohne
PAM-1 verglichen (s. Abb.8).
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Abb.8: MTT-Proliferationstest von Zellen der Zellreihe 23132 unter dem EinfluR steigender
Genisteinkonzentration; Vergleich mit/ohne Ig 103/51(PAM-1)-Inkubat ion

Zellen der Zellreihe 23132 wurden in 96-Well-Platten 2 Stunden lang mit den oben angegebenen Ge-
nistein-Konzentrationen im Brutschrank inkubiert; danach Zugabe von Ig 103/51 (PAM-1) zu jeder
2.Reihe, wiederum Inkubation im Brutschrank fur 24 Stunden; nach Ablauf dieser Zeit Zugabe von 50
ul MTT-Farbelésung/Well, Inkubation fir 20 Minuten im Brutschrank; Zentrifugation bei 2500 rpm fur
10 Minuten, Absaugen des Uberstandes, Resuspendieren jedes Pellets mit 150 pul DMSO;
Bestimmung der Farbintensitat im ELISA-Reader bei A=540 nm und A=690 nm, Bildung der
Proliferationsrate aus deren Differenz; Abb.8 zeigt eine Abnahme der Zellproliferation unter steigender

Genisteinkonzentration, demgegeniiber Abschwéchung dieses Effekts nach Inkubation mit PAM-1;

Wie erwartet fuhrte die steigende Genisteinkonzentration zu einer Abnahme der Zell-
Proliferationsrate.

Weiterhin wurde jedoch gezeigt, dass dieser bekannte Effekt durch die Inkubation mit
dem humanen Antikérper PAM-1 im Bereich einer Dosierung von 7 —13 pug/ml Geni-
stein keinen weiteren Effekt brachte.

Uber einer Genistein-Konzentration von 13 pg/ml fiihrte eine weitere Dosissteige-
rung zu keinem zunehmenden antiproliferativen Effekt mehr.

Durch Zugabe von PAM-1 ab dieser Genistein-Konzentration wird der antiprolifera-

tive Effekt zunehmend abgeschwécht.

3.3.2 Western — Blot

Hiermit sollte Gberpruft werden, ob die unter 3.1.1 gezeigten Phosphorylierungen von
Tyrosinresten selektiv durch die Zugabe des Tyrosinkinase — Inhibitors Genistein ge-
hemmt werden kénnen und ob dadurch auch die Serinphosphorylierungen beein-
flusst werden.

Es wurden erneut Zellen der Zellreihe 23132 mit PAM-1 inkubiert, nun aber mit
Genistein vorbehandelt. Es wurden wiederum die Gesamtzellproteine extrahiert, per
SDS-Page aufgetrennt und nach dem Western — Blot — Verfahren auf eine Nitro-
cellulose — Membran tbertragen. Darauf folgte die Detektion veranderter Protein-



-26-

phosphorylierungsmuster mit den Priméar — Ig’s Anti — Phospho — Tyrosin (Abb.9)
bzw. — Serin (Abb.10):

60 KDa----

K 10° 15°
60 KDa-----
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Abb.9: Gesamtzellproteinextrakte von Zellen der Zellreihe 23132 nach Inkubation mit PAM-1
Veranderungen im Phospho-Tyrosinmuster; a: keine Vorinkubation mit Genis tein; b: Vorinku-

bation mit Genistein

Nach Vorinkubation von Zellen der Zellreihe 23132 mit Genistein (14 pg/ml) fir 2 Stunden im Brut-
schrank (b) Inkubation mit Ig 103/51 (PAM-1) fir die angegebenen Zeiten ebenfalls im Brutschrank;
Herstellung von Gesamtzellproteinextrakten; Auftrennung dieser Proteine per SDS-Page (8%
Acrylamid-Anteil) und Transfer auf Nitrocellulose mittels Western-Blot; nach Blocken der Membran
Inkubation mit Primar-lg Anti-Phospho-Tyrosin (Konzentration It. Hersteller); Inkubation mit Extravidin
und Belichtung eines Roéntgenfilms; Abb.9a zeigt im Vergleich zur Kontrolle eine Zunahme der
Tyrosinphosphorylierungen bei 60 KDa nach 10 und 15 Minuten Inkubationszeit, die Abb.9b nicht

aufweist;
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Abb.10: Gesamtzellproteinextrakte von Zellen der Zellreihe 2313 2 nach Inkubation mit PAM-1
Veranderungen im Phospho-Serinmuster; a: keine Vorinkubation mit Genist ein; b: Vorinku-

bation mit Genistein

Nach Vorinkubation von Zellen der Zellreihe 23132 mit Genistein (14 pg/ml) fir 2 Stunden im Brut-
schrank (b) Inkubation mit Ig 103/51 (PAM-1) fiir die angegebenen Zeiten ebenfalls im Brutschank;
Herstellung von Gesamtzellproteinextrakten; Auftrennung dieser Proteine per SDS-Page (8%
Acrylamid-Anteil) und Transfer auf Nitrocellulose mittels Western-Blot; nach Blocken der Membran
Inkubation mit Primar-Ig Anti-Phospho-Serin (Konzentration It. Hersteller); Inkubation mit Extravidin
und Belichtung eines Rontgenfilms; Abb.10a zeigt eine Zunahme der Serinphosphorylierungen bei 60
und 80 KDa nach 10 und 15 Minuten Inkubationszeit; Abb.10b zeigt im Vergleich zur Kontrolle eine
Zunahme der Serin- phosphorylierungen bei 60 KDa nach 10 und 15 Minuten und bei 70 und 80 KDa
nach 15 Minuten;

Wahrend also die durch PAM-1 induzierten Phosphorylierungen von Tyrosinresten
der oben angegebenen Proteine durch Genistein inhibiert werden konnten, zeigten

sich die Phosphorylierungen von Serinresten vollig unbeeinflusst.
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4. Diskussion

Wie eingangs gezeigt, bestétigte sich die in vitro antiproliferative Wirkung von
fragmentiertem, also monomerem PAM-1 auf Magenkarzinomzellen der Zellreihe
23132 in Abhangigkeit von steigenden Antikdrperkonzentrationen (s. Abb. 1 u. 2).
Wie bereits beschrieben ist inzwischen bekannt, dass sich dieser Effekt auch in vivo
reproduzieren lasst. Hierzu wurden Mausen zunéchst Tumorzellen intraperitoneal
injiziert. Vier Tage spater erhielten diese Mause fragmentierten PAM-1, wahrend
eine Kontrollgruppe den intakten, also pentameren PAM-1 appliziert bekam.
Erwartungsgemal fiel das Tumorwachstum der Kontrollgruppe deutlich rascher aus
als bei den Tieren, denen monomerer PAM-1 verabreicht wurde.

Daruberhinaus lie3en sich Effekte wie Tumor-Regression sowie reduzierte Infiltra-
tionstendenz des Tumors nachweisen.

Per cell death Detection ELISA konnte zudem Apoptose als der der Inhibition der

Zellproliferation zugrundeliegende Mechanismus identifiziert werden (46).

Gegenstand dieser Arbeit ist es, die Vorgange, die durch monomeren PAM-1 / CFR-
1 in der Zelle induziert werden, anhand von Proteinphosphorylierungen naher zu
charakterisieren.

Proteinphosphorylierungen sind essentielle Vorgange in der durch Wachstumsrezep-
toren beeinflussten Kinetik der (Saugetier-)Zellproliferation.

Deshalb wurden die durch (monomeren) PAM-1 / CFR-1 induzierten Veranderungen
im Phosphotyrosin-, -serin- sowie —threoninmuster untersucht sowie versucht, ent-
sprechende Proteine, die Verdnderungen im Phosphorylierungsmuster erfuhren, zu
lokalisieren.

Weiterhin wurde am Beispiel der Tyrosinphosphorylierungen untersucht, wie sich
die selektive Hemmung eben der Tyrosinkinasen durch Genistein auf die Zellpro-
liferation auswirkt und somit welche Funktion dieser Phosphorylierung durch die
Induktion durch PAM-1 / CFR-1 zukommt.

Hierbei zeigten sich nach Inkubation von Magenkarzinomzellen der Zellreihe 23132

mit PAM-1 signifikante Anstiege der Tyrosinphosphorylierungen bei 60, 70 und 80
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kDa — Proteinen (s. Abb. 3), der Serinphosphorylierungen bei 70 und 80 kDa —
Proteinen (s. Abb. 4) sowie eine Abnahme der Threoninphosphorylierungen bei 85
kDa — Proteinen (s. Abb. 5).

Die 70 kDa — Proteine, die PAM-1-induziert Zunahmen der Tyrosin- und Serinphos-
phorylierungen aufwiesen, konnten in beiden Fallen im Cytosol lokalisiert werden
(s. Abb. 6 u. 7).

Nach selektiver Hemmung der Tyrosinkinasen durch Genistein, einem z.B. in Soja-
bohnen enthaltenen Extrakt, zeigten die untersuchten Magenkarzinomzellen eine
Inhibition der Zellproliferation, ein Effekt, der bereits 1993 beschrieben wurde (62).
Im weiteren wurde die Aktivierung von EGF-Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen
am Beispiel colorectaler Tumoren als ein friilhes Zeichen einer malignen Transfor-
mation interpretiert (63).

Durch Zugabe von PAM-1 zu den steigenden Genistein-Konzentrationen (s. Abb. 8)
liel3 sich kein zusatzlicher antiproliferativer Effekt erzeugen, allerdings zeigte sich ab
einer Genistein-Konzentration von etwa 13 pg/ml eine Abschwachung des antiproli-
ferativen Genistein — Effekts unter dem Einflu3 von PAM-1.

Zudem konnte per Western-Blot dargestellt werden, dass auch die Tyrosinphospho-
rylierungen, die durch Kontakt von PAM-1 mit Zellen der Zellreihe 23132 induziert
werden, durch Genistein gehemmt werden (s. Abb. 9 a/b).

Die durch Inkubation mit PAM-1 ausgeldsten Serinphosphorylierungen zeigen sich

unter dem Einflul3 von Genistein unbeeinflusst (s. Abb. 10 a/b).

Im Vergleich zu Genistein, wodurch Tyrosinkinasen ja gehemmt werden, um eine In-
hibition der Zellproliferation zu erreichen, lieRen sich durch PAM-1 Tyrosinphospho-
rylierungen nachweisen. Wie oben beschrieben stellt die Aktivierung der EGF-Re-
zeptor-assoziierten Tyrosinkinasen am Beispiel colorectaler Tumoren ein early sign
der malignen Transformation dar (63), kbnnte somit also auch als eine Art Prolife-
rationsmarker interpretiert werden. Somit musste deren Inaktivierung — wie hier durch
Genistein — einen antiproliferativen Effekt haben, der, wie oben gezeigt in einem be-
stimmten Bereich sogar eine Dosisabhangigkeit hat. Dass tber diesen Dosen kein

weiterer Effekt zu erzielen ist, kdnnte als eine Art Sattigung interpretiert werden.
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Dass durch Genistein nach niedrig-dosierter Zugabe zu PAM-1 kein additiver inhi-
bitorischer Effekt auf das Wachstum der Magenkarzinomzellen zu erzielen war, er-
klart sich dadurch, dass hierbei zwar wohl nur die Rezeptor-assoziierten Tyrosinkina-

sen inhibiert werden, der Rezeptor aber ohnehin schon durch PAM-1 ,geblockt” ist.

Die durch PAM-1 induzierten Tyrosinphosphorylierungen lie3en sich wie dargestellt
an einem im Cytosol lokalisiertem Protein nachweisen, nicht wie im Falle der Re-
zeptor-assoziierten Tyrosinkinasen (RTK) membrangebunden.

Dass wie oben beschrieben ab einer Genistein-Dosis von 13 pg/ml eine Abschwa-
chung der PAM-1 — Wirkung eintritt, kbnnte bedeuten, dass ab dieser Konzentration
auch die PAM-1 induzierten Tyrosinphosphorylierungen im Cytosol gehemmt wer-
den. Schlie3lich wurde fur den in Abb. 7 b dargestellten Western-Blot, der die Phos-
phorylierungen im Tyrosinmuster nach Vorinkubation mit Genistein darstellt, eine
Genisteinkonzentration von 14 pg/ml verwendet.

Die PAM-1 — induzierten Zunahmen im Serinphosphorylierungsmuster von ebenfalls
im Cytosol lokalisierten 70 kDa — Proteinen (s. Abb. 4 bzw. 7) zeigten sich wie be-
schrieben von Genistein unbeeinflusst (s. Abb. 10 a/b), eine gegenseitige Beeinflus-
sung der Veranderungen im Phosphotyrosin- und -serinmuster erscheint somit un-
wahrscheinlich. Davon unabhangig handelt es sich bei dem beschriebenen Protein

maoglicherweise um ein und dasselbe.

Anders als beispielsweise bei dem humanen, monoklonalen IgM SC-1, bei dem die
Intaktheit seiner pentameren Struktur wie unter 1.4.3 beschrieben Voraussetzung fur
die durch ihn an Magenkarzinomzellen induzierte Apoptose ist, vermag PAM-1 gera-
de in seiner monomeren Struktur — also offensichtlich ohne cross-linking an CFR-1 —
Apoptose einzuleiten.

Dies wiederum legt nahe, dass der Rezeptor durch die dadurch besetzten Epitope
nicht mehr seiner eigentlichen, namlich wachstumsférdernden Wirkung nachkommt,
sondern dass die entsprechende Zelle mit dem nun ,stillgelegten” Rezeptor schlicht-
weg den Hungertod stirbt.

Somit ist der durch PAM-1/CFR-1 induzierte Zelltod nicht Folge der Aktivierung von

CFR-1, sondern Folge der durch den besetzten Wachstumsrezeptor ausgelésten me-
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tabolischen Stdrung.

Wie bereits unter 1.1 genannt ist dies eine Form der Todes-Domé&nen-unabhangigen
Apoptose, in diesem Fall mit dem Stressfaktor ,Hungern“ (5-7).

Zur Sonderform wird diese Art der Apoptose dadurch, dass dieser Stress nicht un-
spezifisch und unkontrolliert verursacht ist — wovon ja schlief3lich alle Zellen, und
somit auch gesunde, betroffen waren — sondern spezifisch die Zellen betrifft, deren
Ziel PAM-1 ist, weil nur dort CFR-1 (Uber)exprimiert wird, namlich auf nahezu allen

epithelialen Karzinomen und deren Vorlauferlasionen (27,55).

Was man von dieser Todes-Domanen-unabhangigen (2), in diesem Fall jedoch indi-
rekt rezeptorabhangigen Apotose weil3, ist, dass sie durch die Freisetzung von Cyto-
chrom C aus Mitochondrien vermittelt wird, gefolgt von einem Cytochrom c/Apaf-
1/procase-9-Komplex, der dann schlief3lich Effektorcaspasen aktiviert (8,9). Weiter-
hin haben wie bereits unter 1.1 beschrieben Uberlebensproteine aus der Bcl-2 Fami-

lie hierbei eine zentrale Rolle (10).

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass die genannten Voraussetzungen
PAM-1 nicht nur als ein diagnostisches Instrument zur Erkennung von epithelialen
Karzinomen nahezu jeglicher Art pradestinieren, sondern tber die Apoptose-indu-
zierende Wirkung eine zudem Uberaus spezifische therapeutische Waffe darstellen
musste, zumal toxische Effekte auf gesunde Zellen bisher nicht nachgewiesen wur-
den.

Gerade deshalb darf man auf die bislang noch ausstehenden, ersten klinischen Er-

gebnisse gespannt sein.
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5. Zusammenfassung

Mittels humaner Hybridoma Technologie konnen wie beschrieben humane, tumor-
spezifische monoklonale IgM isoliert werden, die in der Lage sind, an Tumorzellen
selektiv Apoptose zu induzieren (25,26,27,29,30,45,46).

Der Apoptose kénnen hierbei verschiedene Mechanismen zugrunde liegen, im Falle
des humanen, monoklonalen IgM PAM-1 vermutlich durch Stressinduktion, die
schlie3lich zum programmierten Zelltod fuhrt (64).

PAM-1 bindet hierbei an den post-transskriptionell modifizierten Rezeptor CFR-1, der
auf fast allen epithelialen Karzinomen und deren Vorlauferlasionen, nicht jedoch auf
gesundem Gewebe exprimiert ist (27,55).

Da Wachstumsrezeptoren wie auch FGFR jedoch unbedingt notwendig sind, um dem
erhdhten Energiebedarf maligne entarteter Zellen Rechnung zu tragen, legt dies na-
he, dass PAM-1 - auch ohne cross-linking am Rezeptor — CFR-1 ,blockt”, wodurch
die Tumorzelle verhungert (64).

In dieser Arbeit schlief3lich wurde die in vitro antiproliferative Wirkung von PAM-1 auf
Magenkarzinomzellen zunéchst nochmals dargestellt (s. Abb. 1 u. 2).

Da Protein(de)phosphorylierungen essentielle Vorgange in der durch Wachstumsre-
zeptoren beeinflussten Kinetik der (Séaugetier-)Zellproliferation sind, und Wachstums-
faktorrezeptoren wie EGFR oder FGFR (wie auch CFR-1) gerade an maligne entarte-
ten Zellen eine grof3e Rolle spielen, sollten zudem genau diese Vorgéange am Beipiel
der PAM-1/CFR-1 induzierten Apoptose an Magenkarzinomzellen ndher charakteri-
siert werden. Hierbei zeigten sich an Proteinen verschiedener Molekulargewichte
Veranderungen im Phospho-Tyrosin-, -Serin- sowie —Threoninmuster (s. Abb. 3-5),
wobei in den beiden letzten Féllen ein 70 kDa — Protein im Cytosol lokalisiert werden
konnte (s. Abb. 6 u. 7). Dass durch Genistein, einem selektiven Inhibitor von Tyro-
sinphosphorylierungen, nach niedrig-dosierter Zugabe zu PAM-1 kein additiver inhi-
bitorischer Effekt auf das Wachstum der Magenkarzinomzellen zu erzielen war, er-
klart sich dadurch, dass hierbei wohl nur die Rezeptor-assoziierten Tyrosinkina-

sen inhibiert werden, der Rezeptor aber ohnehin schon durch PAM-1 ,geblockt” ist.
Dass in hoher dosierter Genistein-Zugabe sogar eine Abschwachung der PAM-1-Wir-

kung eintritt, kdnnte darin begriindet sein, dass dann auch die durch PAM-1 im Cyto-



-34-

sol ausgelosten Tyrosinphosphorylierungen gehemmt werden.

Da die PAM-1-induzierte Apoptose als eine Form des Todes-Doméanen-unabhéngi-
gen programmierten Zelltods aufzufassen ist, die durch die Freisetzung von Cyto-
chrom C aus Mitochondrien, gefolgt von einem Cytochrom c/Apaf-1/procase-9-Kom-
plex vermittelt ist, der dann Effektorcaspasen aktiviert (8,9), sind die aufgefiihrten
Proteinphosphorylierungen moglicherweise sogar essentielle Bestandteile dieser
Kaskade.

PAM-1 musste also somit unter den genannten Voraussetzungen das ideale dia-
gnostische und vor allem therapeutische Mittel gegen epitheliale Karzinome sein,
da toxische Wirkungen an Normalzellen eigentlich nicht auftreten durften, weil CFR-1

dort nicht exprimiert wird.
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