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Einleitung

Die eher seltenen Speicheldrisentumoren haben eine Inzidenz von 2-3
Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner pro Jahr. Damit sind weniger als 0,5 Prozent
aller bosartigen Tumoren Neoplasien der Speicheldrisen. Innerhalb der Kopf-Hals-
Tumoren haben Neubildungen der Speicheldrisen eine Pravalenz von 2-3%. Sie gehen
in den meisten Fallen von den sechs grollen Speicheldrisen (Glandula parotidea,
Glandula submandibularis, Glandula sublingualis) aus, wobei 80% der Tumoren auf die
Glandula parotidea entfallen [Machtens 2000; de Vicente-Rodriguez et al. 2006].
Tumoren der kleinen Speicheldrisen sind weitaus seltener, wohingegen auffallig ist,
dass bei Primartumoren der kleinen Speicheldriusen haufiger bosartige Tumorentitaten

vorherrschen [Reinert und Machtens 2006].

WHO-Klassifikation

Aufgrund lhrer groRen Heterogenitat ist die exakte Diagnosestellung, insbesondere bei
phanotypisch verwandten Neoplasien unterschiedlicher Dignitat, mitunter sehr
schwierig. Die Einteilung der Speicheldrisentumoren erfolgt histogenetisch, das heif3t,
jeder Tumor wird dem Gewebe, aus dem er hervorgegangen ist, zugeordnet. Die z. Zt.
international gebrauchlichste Einteilung (Tabelle 1) folgt einem Vorschlag der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Jahr 2005 [Wittekind et al. 2002, 2003,

2005], modifiziert nach Seifert und Sobin (1991).



Adenome

Pleomorphes Adenom

Myoepitheliom (myoepitheliales Adenom)

Basalzelladenom
Warthin-Tumor (Zystadenolymphom)

Onkozytom (onkozytares Adenom)
kanalikulares Adenom

duktales Papillom

Zystadenom (papillar bzw. muzinos)

Karzinome

Azinuszellkarzinom
Mukoepidermoidkarzinom
adenoid-zystisches Karzinom
niedrigmalignes polymorphes
Adenokarzinom
epithelial-myoepitheliales Karzinom
Basalzell-Adenokarzinom
Talgdrusenkarzinom

papillares Zystadenokarzinom
muzindses Adenokarzinom

onkozytares Karzinom

Speichelgangkarzinom

Adenokarzinom-NOS (not otherwise specified)
myoepitheliales Karzinom

Karzinom aus pleomorphem Adenom (maligner
Mischtumor)

Plattenepithelkarzinom

kleinzelliges Karzinom

undifferenziertes Karzinom

nicht klassifizierbare Karzinome

nichtepitheliale Tumoren

Maligne Lymphome [meistens
B-Zell (MALT)-Lymphome niedriger
Malignitat]

Sekundare Tumoren (Metastasen)
Nicht klassifizierbare Tumoren

Tumorahnliche Lasionen

Sialadenose

Onkozytose

nekrotisierende Sialometaplasie

benigne lymphoepitheliale Lasion
Speicheldrusenzysten

chronische sklerosierende Sialadenitis der
Glandula submandibularis

(= Kattner-Tumor)

zystische lymphoide Hyperplasie bei AIDS

Tabelle 1

Die derzeit international geltende pathohistologische WHO-Klassifikation

der Speicheldrisentumoren (WHO 2005) wird in der folgenden Tabelle

dargestellt; lediglich die kursiv gedruckten Tumoren haben quantitativ eine
grollere Bedeutung [Seifert und Sobin 1991; Wittekind et al. 2002, 2003,

2005].




TNM-Klassifikation

Die fur die Behandlung und Prognose von Patienten mit bdsartigen
Speicheldrisentumoren relevante klinische Einteilung folgt der von der UICC (Union
Internationale Contre le Cancer) vorgeschlagenen TNM-Klassifikation. "T" steht hierbei
fur die GrolRe des Primartumors und seine lokale Ausdehnung, "N" fur die lokoregionare
Lymphknotenmetastasierung und "M" fur die Fernmetastasierung. Die Beurteilung des
Primartumors erfolgt nach klinischen Gesichtspunkten; wurde die Einteilung der
TumorgrofRe erganzend vom Pathologen anhand des eingesandten
Operationspraparates durchgefuhrt ist der TNM-Formel ein kleines “p“ vorangestellt.
Wurde der Patient vor der definitiven TNM-Klassifikation mit einer adjuvanten oder

neoadjuvanten Therapie, wie einer Chemo- oder Bestrahlungstherapie behandelt, wird

zusatzlich ein kleines “y*“ erganzt [Wittekind et al 2002, 2003, 2005].

pT1 Tumor kleiner als 2 cm und ohne extraparenchymale
Ausbreitung

pT2 Tumor grof3er als 2 cm, aber kleiner als 4 cm und
ohne extraparenchymale Ausbreitung

pT3 Tumor grofRer als 4 cm, aber kleiner als 6 cm und/oder

mit extraparenchymaler Ausbreitung (Weichgewebe,
Haut, Knochen), ohne Infiltration des N. facialis

pT4 Tumor mit Infiltration der Schadelbasis, des N. facialis
und/oder grofler als 6 cm

Tabelle 2  Einteilung der TumorgroRe nach TNM bei Tumoren der grof3en
Speicheldrisen. Die pN- und pM-Klassifikation erfolgt analog zu den
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich. Die Tumoren der kleinen
Speicheldrisen werden wie Plattenepithelkarzinome entsprechender

Lokalisation klassifiziert.



FUr den Chirurgen ist die Therapieplanung durch stark variierende klinische Verlaufe
und die engen anatomischen Beziehungen zum Nervus facialis, zur
Halsnervengefaldscheide und zur Schadelbasis sehr anspruchsvoll. Die Therapie der
Wahl ist die operative Tumorentfernung. Diese reicht beispielsweise bei Tumoren der
Ohrspeicheldruse von der konservativen Parotidektomie mit Facialisschonung bis zur
radikalen Parotidektomie mit und ohne Rekonstruktion des Gesichtsnerven. Aufgrund
des kleinen anatomischen Spielraumes sind der Resektion des Primartumors und seiner
Lokalrezidive jedoch enge Grenzen gesetzt [Lang et al. 2005]. Hohe Rezidivraten von
71% bis 83% werden besonders bei den Speichelgang-, den Mukoepidermoid-, den
Azinuszell- und den adenoidzystischen Karzinomen beschrieben, und Spatrezidive mit
lymphogener oder hamatogener Fernmetastasierung sind haufig. Die Langzeitprognose
bleibt schlecht und kann auch durch eine adjuvante Radiatio nicht wesentlich verbessert
werden. Eine Chemotherapie kommt nur in Palliativsituationen zum Einsatz und ist in

der Regel nicht spezifisch [Laurie und Licitra 2006].
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Genetische Faktoren

Es wird vermutet, dass die Entstehung und Progression von Speicheldrisentumoren
durch zahlreiche genetische und epigenetische Veranderungen bestimmt wird, die aus
einem veranderten Genexpressionsmuster der Tumorzellen gegenuber dem
Expressionsmuster normaler Zellen resultiert. Bislang konnten in Speicheldrisen nur
wenige Gene oder Genprodukte als tumorassoziiert identifiziert werden, zumal kleine
Untersuchungskollektive eine statistische Auswertung erschweren. Dennoch sind im
Zusammenhang mit anderen epithelialen Kopf-Hals Tumoren, wie etwa
Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle, eine Reihe von Genen beschrieben worden,
die mit der Enstehung dieser Tumoren in Verbindung stehen kdnnten [Pantelis et al.
2008; Wenghoefer et al. 2008a, 2008b]. Hierbei handelt es sich um Gene, deren
Transkriptionsprodukte den Zellzyklus positiv oder negativ, im Sinne von Onkogenen
oder Tumorsuppressorgenen beeinflussen konnten. In dieser Studie wurden als
Zielgene fur eine mogliche Beeinflussung durch Insulinlike Growth Factor (IGF)-1 die
aus onkologischer Sicht relevanten Gene hBD-1, -2, -3, DEFA1/3 und DEFA4, die S100
Proteine S100A4 und Psoriasin, COX-2, DOC-1, EGF, EGFR, IGFR und Ki-67
ausgewahlt, da sie fur Speicheldrisentumoren in diesem Zusammenhang bis dato nicht
untersucht wurden. Trotz einer intensiven Literaturrecherche [PubMed NCBI
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/) Februar 2009; Suchworter: IGF-1, salivary
glands, tumor] fanden sich keine Arbeiten, welche die oben genannten
molekularpathologischen Parameter in einer Speicheldrusentumorzelllinie in einem

vergleichbaren Zusammenhang untersucht haben. Die potentielle Rolle der
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entsprechenden Gene in der Beeinflussung des Zellzyklus in Kopf-Hals-Tumoren soll im

Weiteren kurz beschrieben werden:

Das IGF-System

Der aus 79 Aminosauren bestehende Insulinlike Growth Factor (IGF)-1 besitzt ein
Molekulargewicht von 7659 Dalton (Da). IGF-1 wird primar hepatisch synthetisiert und
liegt zu 98% an eines seiner 6 Bindungsproteine (IGF-Binding Proteins = IGF-BP)
gebunden vor, wobei IGF-BP-3 fur 80% der IGF-1 Bindungen verantwortlich ist. Seine
biologische Aktivitat vermittelt IGF-1 Uber einen spezifischen Rezeptor (IGFR-1) der von
den meisten Zellen des menschlichen Korpers exprimiert wird. IGF-1 induziert Uber
Tyrosinkinase (TK)-abhangige Signaltransduktionswege zellulares Wachstum und
inhibiert den programmierten Zelltod (Apoptose). Daher wurde IGF-1 in letzter Zeit
vermehrt mit der Enstehung verschiedenster Tumorentitaten in Verbindung gebracht

[Khandwala et al. 2000; Samani et al. 2007; Pollak 2008; Dossus et al. 2008].
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Abbildung 1 zeigt die Raumstruktur des Insulinlike Growth Factors (IGF) -1,
Genlocus 12922-924.1, NCBI, OMIN 147440 (Online Mendelian
Inheritance in Man; http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), Johns

Hopkins University, USA.

IGF-1 hat eine enge Verwandschaft und Sequenzhomologie mit IGF-2. Wohingegen
IGF-1 nur an seinen eigenen Rezeptor (IGFR-1) binden kann, besitzt IGF-2 sowohl
Affinitdt zu IGFR-1 als auch zu einem spezifischen Mannose-6 Phosphat Rezeptor
(IGFR-2). Dieser induziert keine eigene Signaltransduktionskaskade, sondern
internalisiert IGF-2, sodass eine geringere IGF-2 Menge zur Bindung an IGFR-1 zur
Verfligung steht. IGF-1 kann darlber hinaus mit geringerer Affinitat als Insulin selbst an

zellularen Insulinrezeptoren binden [Khandwala et al. 2000; Pollak 2008].
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Abbildung 2 zeigt die Raumstruktur des Isulinlike Growth Factors (IGF) -2, Genlocus

11p15.5, NCBI, OMIN 147470 (Online Mendelian Inheritance in Man;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Johns Hopkins University, USA.

Interleukine

Die Interleukine (IL) IL-1B, IL-6, IL-8 und Tumor Necrosis Factor (TNF) gehdren zur
Gruppe der Zytokine, die aufgrund ihrer chemotaktischen Eigenschaften an der
Initiation, Steuerung und Modulation einer Reihe immunregulatorischer Prozesse
beteiligt sind. Wohingegen IL-1B3, IL-6, IL-8 und TNFa eine pro-inflammatorische
Wirkung besitzen, ist IL-10 anti-inflammatorisch [Dunsche et al. 2002]. Uber
Metabolisierung der vierfach ungesattigten Arachidonsaure zu Prostaglandinen
induzieren die beiden Isoformen der Cyclooxygenase (COX), COX-1 und COX-2,
Entzindung und Schmerz. Erst in letzter Zeit wurde eine Beteiligung der
Cyclooxygenasen an der Entstehung verschiedenster Tumorentitaten postuliert und

diskutiert [Zhang et al. 2008].
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Humane Defensine

Humane R-Defensine (hBDs) wie hBD-1, -2, -3 sind positiv geladene Proteine mit einem
mittleren Molekulargewicht zwischen 3,5 und 6,5 kDa. Aufgrund ihrer positiven Ladung
und lhrer Oberflacheneigenschaften konnen sie die Membranen einer Vielzahl gram-
positiver und gram-negativer Bakterien, verschiedene Pilze und Viren desintegrieren
und somit einen wichtigen Beitrag zur humoralen Immunabwehr leisten.

Defensine sind in nahezu allen Geweben beschrieben worden, einschlieBlich in denen
der Mundhohle, des Gastrointestinaltraktes, der Atemwege, des Urogenitaltraktes und
der Speicheldrisen [Dommisch et al. 2005].

Wahrend das ubiquitar exprimierte hBD-1 konstitutiv vorliegt, ist die Genexpression von
hBD-2 und -3 durch bakterielle und virale Stoffwechselprodukte, aber auch durch
Zytokine wie IL-1 oder TNFa induzierbar [Dunsche et al. 2002; Froy et al. 2005]. IL-13
ist ebenfalls an der Induktion von COX beteiligt [Furstenberger et al. 2006].

Wohingegen die induzierbaren hBDs-2 und -3 eng mit entzindlichen Vorgangen
verbunden sind, scheint hBD-1 eine Rolle in der Karzinogenese epithelialer Tumoren zu
spielen: So wurde beispielsweise ein tumorspezifisches Absinken der hBD-1 Expression
in 90% der Kklarzelligen Nierenkarzinome und in 82% der Prostatakarzinome
beschrieben [Donald et al. 2003; Sun et al. 2006]. Dartuber hinaus wurde eine Reduktion
der hBD-1 Expression in Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle, sowie in
pleomorphen Adenomen gezeigt [Wenghoefer et al. 2008; Pantelis et al 2008], sodass
hBD-1 maoglicherweise eine Funktion als Chromosom 8p-Tumorsuppressorgen zu haben

scheint [Sun et al 2006].
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Analog zu den humanen 3-Defensinen sind Alpha-Defensine (DEFA) ebenfalls in einem
Gencluster auf Chromosom 8 lokalisiert. Humane Alpha-Defensine finden sich in hoher
Konzentration in den Granula neutrophiler Granulozyten und sind an der Opsonierung
und Phagozytose bakterieller und viraler Ziele beteiligt. DEFA 1 unterscheidet sich von

DEFA 3 lediglich durch eine Aminosaure [Lehrer et al. 1993; Froy et al. 2005].

Abbildung 3 zeigt die Raumstruktur des humanen [-Defensins (hBD) -1, Genlocus
8p23.1, NCBI, OMIN 602056 (Online Mendelian Inheritance in Man;

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/), Johns Hopkins University, USA.

S100A4, S100A7, Doc-1

Das 11,4 kDa grolle S100A7-Molekul gehoért zu der auf Chromosom 1g21.2-g22.
lokalisierten S100-Genfamilie. Aufgrund der Tatsache, dass es erstmals aus den
Hautlasionen von Patienten mit Schuppenflechte isoliert wurde, wird es auch als
Psoriasin bezeichnet. Seine Hauptaufgaben bestehen in der Steuerung von
Zellwachstum und Differenzierung der Zellform. S100A7-Genaberrationen wurden auch

in oralen Plattenepithelkarzinomen beschrieben. Daruber hinaus werden signifikante
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Unterschiede im S100A7-Expressionsmuster zur frihen Unterscheidung invasiver von
nicht invasiven Mammakarzinomen postuliert [Watson et al. 1998].

Ahnlich wie S100A7 ist das Kalzium-bindende Protein S100A4 ein Mitglied der S100-
Genfamilie. S100A4 beeinflusst die Beweglichkeit, Migration und Invasion
verschiedenster Zelltypen. Mutationen des S100A4 Gens, sowie Veranderungen in
seinem Expressionsmuster scheinen eine Rolle bei der Metastasierung von
Mammakarzinomen zu spielen und sind mit einer herabgesetzten 5-
Jahresuberlebensrate dieser Patientinnen vergesellschaftet [Chen et al. 2001].

Das Gen Deleted-in-Oral-Cancer (DOC) -1 wurde zuerst durch LOH (Loss of
heterozygosity) -Analysen und deutliche Herabregulation seines
Transkriptionsproduktes, p12 CDKZ2-associating protein 1 (CDK2-AP1), in Kopf-Hals-
Tumoren charakterisiert. Die Herabregulation der DOC-1 Expression scheint mit
fortgeschrittenen Tumorstadien epithelialer Kopf-Hals-Neoplasien korreliert zu sein und
ist quoad vitam als prognostisch ungunstig zu werten [Shintani et al 2001; Peng et al.
2006]. Die DOC-1 Expression wird durch Transforming Growth Factor (TGF) -B1
induziert. TGF- B1 gilt als hochpotenter Wachstumsinhibitor in vielen Zellarten,
einschlieBlich epithelialer Zellen der Mundschleimhaut. TGF-B1 vermittelte zellulare
Wachstumshemmung konnte eine zusatzliche Rolle in der Modulation der DOC-1

Genexpression in Kopf-Hals Tumoren spielen [Peng et al. 2006].

EGF, EGER, Ki-67

Epidermal Growth Factor (EGF) stimuliert durch Induktion von Mitose

Zellteilungsvorgange in nahezu allen menschlichen Geweben. Die Wirkung von EGF
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wird Uber eine Reihe von transmembranaren Glycoproteinrezeptoren vermittelt, von
denen bislang vier eng verwandte Subtypen charakterisiert wurden. Diese werden als
Human Epidermal Growth Factor Receptor (HER) 1 bis 4 bezeichnet. Am besten
untersucht ist HER-1, der synonym auch als Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
bezeichnet wird. Eine Uberexpression von HER-2 ist ein frilhes Ereignis bei der
Entstehung von Mammakarzinomen, wahrend eine HER-4 Uberexpression eher in
spateren Stadien der Tumorprogression gefunden wird. Die Uberexpression beider

Rezeptoren ist mit einer schlechten Prognose verbunden [Bianchi et al. 2006].

Wohingegen Transforming Growth Factor (TGF) -B1 in vielen Zelltypen einschlie3lich
epithelialer Zellen der Mundschleimhaut und der Speicheldrisen ein potenter
Wachstumsinhibitor ist, induziert TGF-a Uber HER-1 Wachstum [Peng et al. 2006]. TGF-
B1 und EGF sind beide an den komplexen interzellularen Regulationsvorgangen der
Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT) beteiligt. Hierbei handelt es sich um eine
Umstrukturierung der Gewebearchitektur in unmittelbarer Nachbarschaft invasiver
epithelialer Tumorzellen bei der lokalen Tumorprogression und Metastasierung [Wilkins-
Port et al. 2007; Tsuji et al. 2008]. So wird TGF-a fruh in der Tumorgenese oraler
epithelialer Tumoren und im weiteren Verlauf auch im umliegenden Gewebe in der
Invasionsfront des Tumors iberexprimiert. Eine gleichzeitige Uberexpression von TGF-a
und EGFR ist in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs mit einer deutlich
schlechteren Prognose verbunden als eine isolierte EGFR-Uberexpression [Peng et al.
2006; Shintani et al. 2001]. Durch therapeutische Gabe des monoklonalen Antikorpers

Cetuximab kann die Bindung von EGF an HER-1 verhindert werden. Cetuximab wird in
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der Behandlung von gastrointestinalen und Kopf-Hals Tumoren eingesetzt [Humblet
2004].

Ki-67 ist ein diagnostisch weit verbreiteter Proliferationsmarker und streng mit den
aktiven Zellzyklusphasen G1, S, G2 und Mitose verbunden; in der GO-Phase ruhender
Zellen ist es nicht nachweisbar. Der das Ki-67 Protein detektierende Antikorper MIB-1
wurde erstmals nach Immunisierung von Mausen mit den Kernen der Hodgkin-
Lymphomzelllinie L428 isoliert. Da diese Experimente in Kiel durchgefuhrt wurden, und
das Ki-67 Antigen zuerst an Position 67 einer 96-Well Mikrotiterplatte gefunden wurde,
ergab sich der Name Ki-67. Der Anteil Ki-67 positiver Zellen an der Gesamtzahl der
Tumorzellen ergibt den Ki-67 Labelling Index, der wiederum mit der Prognose von
beispielsweise Prostata- und Mammakarzinomen korreliert ist [Gerdes et al 1983;

Scholzen et al. 2000; Bullwinkel et al. 2006].
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Abbildung 4 zeigt die Raumstruktur des Proliferationsmarkers Ki-67, Genlocus
10925-qgter, NCBI, OMIN 176741 (Online Mendelian Inheritance in

Man;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/),  Johns  Hopkins

University, USA.
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Fragestellung

Da bislang, in Erganzung zu den konventionellen klinischen und histopathologischen
Diagnoseverfahren zur Einschatzung des zu erwartenden biologischen Verhaltens eines
Speicheldrisentumors, insbesondere seiner Rezidivwahrscheinlichkeit, keine
verlasslichen molekularpathologischen Marker existieren, stellte sich die Frage, ob sich
solche molekularpathologischen Marker beschreiben lassen und ob sie sich als
verlasslich erweisen wurden. Da jedoch bislang keine systematischen Untersuchungen
durchgefuhrt wurden, welche die Genexpression bekannter, onkologisch relevanter
Gene mit neueren, in diesem Zusammenhang noch nicht erforschten Genen, wie z.B.
den humanen Defensinen, verknupfen, wurde diese Untersuchung durchgefuhrt.

Um ein grundlegend besseres Verstandnis von  mdglicherweise in
Speicheldrisentumoren relevanten Tumorsuppressor- und Onkogenen zu erarbeiten,
sollte in der vorliegenden Studie, in vitro, in einer A64-Speicheldrisentumorzelllinie
untersucht werden, welchen Einfluss IGF-1 auf das Expressionsmuster der Gene hBD-
1, -2, -3, DEFA1/3 und DEFA4, der S100 Proteine S100A4 und Psoriasin, von COX-2,
DOC-1, EGF, EGFR, IGFR und Ki-67 hat.

Ergebnisse dieser Studie konnten dazu beitragen, dass sich in Zukunft durch ein
verbessertes Verstandnis der Molekularpathologie von Speicheldrisentumoren neben
rein diagnostischen Aspekten auch weitergehende therapeutische Optionen in
Erganzung zu den bereits bekannten operativen, adjuvanten und neoadjuvanten

Therapieverfahren ergeben konnten.
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Material und Methoden

Zellen

Fir die in den Experimenten durchgefluhrten Stimulationsversuche wurde eine A64-CLS

(Adenoma, Submaxillary Gland; Cell Lines Service, Eppelheim, Deutschland)-Zelllinie

verwendet. Die A64-Zelllinie wurde in RPMI 1640 und 10% FCS, bei 37°C und 5% CO,

kultiviert.

Materialien Zellkultur

Die Kulturschalen und Zellschaber waren von der Fa. Labomedic GmbH, Bonn. Das
Zellkulturmedium RPMI 1640, FCS und die Antibiotika Penicillin, Streptomycin und
Amphotericin wurden bei PAA Laboratories GmbH, Cdlbe erworben. Die verwendete
Trypsin-EDTA-LOsung stammt von der Firma Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen Der
Trypsininhibitor wurde von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim geliefert, und das CO;

stammt von der Firma Linde, Hollriegelskreuth.

Molekularbiologische Experimente

Alle RNA-Isolationen wurden mit dem ,RNeasy Protect Mini Kit* von Qiagen, Hilden,
durchgefuhrt. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem ,SuperScript™ First-Strand
Synthesis System® von Invitrogen GmbH, Karlsruhe. Als Gerat zur Durchfuhrung der

Realtime-RT-PCR wurde ein ,iCycler iQ®™ Multicolor Real-Time PCR Detection System
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von Bio-Rad verwendet. Als PCR-Mastermix diente ,iQ™ SYBR® Green Supermix* von

Bio-Rad (Bio-Rad, Munchen, Deutschland).

Stimulationsversuche

Die Stimulationsversuche der A64-CLS Zelllinie wurden mit einem rekombinanten
humanen IGF-1 der Firma Promokine, Heidelberg durchgefuhrt. Zur Austestung der
optimalen IGF-1 Wirkung auf die A64-CLS Zellen, wurden eine Verdunnungsreihe mit
0,2, 1, 5, 50 und 250 ng/ml sowie ein serumfreies Kulturmedium hergestellt.

Die Quantifizierung der Expression der Zielgene erfolgte nach IGF-1-Stimulation zum

Zeitpunktt 0,4 h, 8 h, 24 h, 48 hund 72 h.

Durchfihrung der Experimente

Die AG64-CLS Zellen wurden in Kulturschalen (35,0/10 mm) in jeweils 2 ml
Kulturmedium/10% FCS/Pen/Strep/Amph zu einer Zelldichte von 80-90% Konfluenz
kultiviert. 16 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die Zellen auf serumfreies Medium
gesetzt.

Pro Versuchsreihe wurden jeweils sechs Zellkulturschalen in einem Zeitversuch
angesetzt. Hierzu wurden 6 ml Kulturmedium mit dem zu applizierenden Agens in der
entsprechenden Konzentration gemischt. AnschlieBend wurde 1 ml neues, mit dem
Agens versehenes Medium auf die Zellen gegeben. Es folgte die RNA-Extraktion zum

Zeitpunkt t 0, nach 4 h, 8 h, 24 h, 48 hund 72 h.
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RNA-Isolierung:

Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde nach dem Protokoll der Firma Qiagen (Quiagen,
Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Die auf der Saule gebundene RNA wurde zweimal

mit je 50 yl RNAse-freiem Wasser eluiert und bei -80°C gelagert.

cDNA-Synthese

Die Erststrangsynthese der cDNA wurde mit Hilfe des ,iScript™ Select cDNA Synthesis
Kits® nach Angaben des Herstellers Bio-Rad (Bio-Rad, Mdunchen, Deutschland)
durchgefuhrt. Dazu wurden 13 pl Gesamt-RNA eingesetzt. Zur cDNA-Synthese wurden

oligo(dT)-Primer bzw. Random Primer verwendet.

PCR-Primersequenzen

Folgende Primer wurden fur die PCR Reaktionen verwendet:

3-Aktin
Vorwarts: 5 -CATGGATGATGATATCGCCGCG-3’

Rackwarts: 5-ACATGATCTGGGTCATCTTCTGC-3’

IGF-1
Vorwarts:  5-CCCACAGGGTATGGCTCCAGC-3’

Rackwarts: 5-CTACATCCTGTAGTTCTTGTTTCCT-3"



IGF-R

Vorwarts:

Rickwarts:

hBD-1

Vorwarts:

Ruckwarts:

hBD-2

Vorwarts:

Rickwarts:

hBD-3

Vorwarts:

Ruckwarts:

DEFA1/3

Vorwarts:

Ruckwarts:

DEFA4

Vorwarts:

Ruckwarts:
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5 -AGATGTCATGCAAGTGGCCAACA-3’

5-TCATACCATACCTGCGGGCAC-3°

5 -CATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3"

5-TCACTTGCAGCACTTGGCCTT-3"

5 -CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT-3"

5-CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC-3°

5 -GCTATGAGGATCCATTATCTTCTG-3"

S5 -TTATTTCTTTCTTCGGCAGCATTTTC-3"

5’-P-ATGAGGACCCTCGCCATCCTTGCT-3"

5’-P-TCAGCAGCAGAATGCCCAGCGTCTTCCC-3"

5 -P-GTCTGCTCTTGCAGATTAGTATTCTG-3"

5-P-TTAATCGACACGCGTGCAGCAGTAT-3"
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Cox-2

Vorwarts:  5-ATTGACCAGAGCAGGCAGAT-3’

Rackwarts: 5-CAGGATACAGCTCCACAGCA-3’

Psoriasin

Vorwarts:  5-ATGAGCAACACTCAAGCTGAGAGG-3°

Ruckwarts: 5-TCACTGGCTGCCCCCGGAAC-3°

S100A4

Vorwarts: 5-ATGGCGTGCCCTCTGGAGAAGG-3’

Rackwarts: 5-TCATTTCTTCCTGGGCTGCTTATC-3

DOC-1

Vorwarts:  5-ATGTCTTACAAACCGAACTTGGCC-3°

Rackwarts: 5-CTAGGATCTGGCATTCCGTTCC-3°

EGF

Vorwarts:  5-ACAGAATCTCAACACATGCTAGTG-3’

Rackwarts: 5-CAGAACATAGTTTTCCATCCCCAG-3’

EGFR/HER-1

Vorwarts:  5-CCCAGCAGAGACCCACACTAC-3’

Rackwarts: 5-TCATGCTCCAATAAATTCACTGCTTT-3"
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Ki67
Vorwarts:  5-AAATTCAGACTCCATGTGCCTGAG-3’

Rickwarts: 5-TCAAATACTTCACTGTCCCTATGAC-3°

Alle Primer wurden manuell, also ohne Computerprogramm, in der entsprechenden
Gensequenz bestimmt. Anschliessend sind die Primer auf Sequenzidentitdt und
Spezifitat durch die Primersequenzeingabe in das ,blastn“-System von ncbi (USA)
analysiert worden. Alle Primer waren vollstandig identisch mit der mRNA-Sequenz. Alle

Primer zeigten keine bzw. vernachlassigbare Kreuzhomologien zu anderen

Realtime (RTq) -PCR:

Die Realtime-quantitative-PCR (RTg-PCR) beruht auf dem Prinzip der konventionellen
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), erlaubt aber zusatzlich die Quantifizierung der
synthetisierten DNA-Menge. Die Quantifizierung erfolgt durch Fluoreszenz-Messungen
eines bei der DNA-Synthese eingebauten Fluoreszenzfarbstoffes wahrend des
jeweiligen PCR-Zyklus. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zu und kann somit in Echtzeit (Realtime) bestimmt werden.

Die Realtime-PCR-Experimente in dieser Arbeit wurden mit dem ,icycler” der Fa. Bio-
Rad (Bio-Rad, Munchen, Deutschland) durchgefihrt. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde
SYBRGreen verwendet. Jedes durchgefuhrte Experiment wurde jeweils mit einer
Positivkontrolle, einer Negativkontrolle, sowie den cDNA-Proben durchgefuhrt. Fur jedes
untersuchte Gen der Studie wurde ein Temperaturoptimum fur die entsprechende PCR-

Reaktion ermittelt. Die Anzahl der PCR-Zyklen wurde auf 50 Zyklen limitiert, wodurch
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die Detektion eines DNA-Molekuls pro PCR-Ansatz gelang. Ein PCR-Ansatz enthielt das

cDNA-Aquivalent von ca. 2000 Zellen; seine Zusammensetzung war wie folgt:

iIQ™SYBR® Green Supermix 12,5 ul
H20 11,375 pl
Primer (je 100 pmol/pl) 0,125 ul
cDNA 1,0 pl

Aus dem IQM™SYBR® Green Supermix, H20 und den Primern wurde ein Mastermix
hergestellt um etwaige Pipettierungenauigkeiten zu minimieren, so dass der einzige

Unterschied der PCR-Ansatze die cDNA darstellte.

Zu Beginn der PCR wurde bei 95°C eine Denaturierungsphase von 6 Minuten gewahilt,
und anschlielend mit 50 Zyklen (Denaturierung: 15 Sekunden bei 95°C, Annealing: 30
Sekunden [Temperatur: siehe Tabelle 3], Elongation: 30 Sekunden bei 72°C) die PCR-
Reaktion durchgefuhrt. Die PCR-Bedingungen fur die untersuchten Gene sind in Tabelle

3 angegeben.
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Gen Effizienz Temperatur (°C)
B-Actin 1.84 69
hBD-1 2.07 69
hBD-2 2.05 68
hBD-3 2.06 67
Psoriasin 1.95 69
S100A4 2.08 69
DEFA 1/3 217 69
DEFA 4 1.98 69
Cox-2 217 63
DOC-1 1.90 65
Ki67 1.91 66
EGF 1.94 66
EGF-R 1.80 65
IGF-1 1.94 65
IGF-R 1.82 65

Tabelle 3 RTg-PCR-Bedingungen flur die jeweils untersuchten Gene und B-Actin als

,Housekeeping“ Gen

Die vergleichende Genexpressionsanalyse wurde anhand der ermittelten Ct-Werte und

Primereffizienzen nach der von Pfaffl beschriebenen Methode durchgefuhrt [Pfaffl 2001].
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Dabei diente B-Aktin als Standard, zu dem die ermittelten Messwerte der untersuchten

Gene per Subtraktion in Beziehung gesetzt wurden (ACt-Methode).

Immunhistochemie

Da die Genprodukte der mittels RTg-PCR untersuchten Gene in der A64-Tumorzelllinie
bislang immunhistochemisch noch nicht charakterisiert worden sind, wurden zusatzlich
immunhistochemische Farbungen zur Darstellung der codierten Proteine durchgefuhrt.
Die auf Deckglaser aufgebrachten A64-CLS-Zellen wurden mit Formalin fixiert und mit
Triton X 100 0,1% solubilisiert. Zur orientierenden Beurteilung wurden die Praparate mit
Hematoxylin und Eosin (HE) angefarbt und lichtmikroskopisch (Zeiss Axio-Imager A.1,
Firma Zeiss, Oberkochen) untersucht. AnschlieBend wurde jedes der zu
untersuchenden Genprodukte immunhistochemisch dargestellt:

Die endogene Peroxidase-Aktivitat wurde durch Inkubation der Praparate mit jeweils
700 pl H20; (30%) in 70 ml Methanol unterdruckt.

Vor Inkubation (60 min. bei Raumtemperatur) mit den Primarantikdrpern gegen IGF-1
(Firma Biologo, Kronshagen, Deutschland), hBD-1, -2, -3, DEFA1/3, DEFA4 (Firma
Quartett GmbH, Berlin, Deutschland), S100A4, Psoriasin, COX-2, DOC-1 (Firma Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), EGF, EGFR, IGFR und Ki-67 (Gentaur,
Aachen, Deutschland) wurden unspezifische antigene Determinanten mit
herkdmmlichem humanem Serum blockiert. Nach erneutem Waschen in TBS-Puffer
wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fur 30 min. mit dem HRP (Horse-Raddish-
Peroxidase) —konjugierten Sekundarantikorper uberschichtet. Nach abermaligem

Waschen (TBS) erfolgte die Inkubation mit Diamino-Benzidin-Tetrachlorid (DAB) als
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Substrat fur die immunhistochemische Farbereaktion und anschlieBend die
Gegenfarbung mit HE (Hematoxylin/Eosin, Firma Merck Eurolab, Dietikon, Schweiz).
Zur Kontrolle der Antikorperspezifitat wurden in jedem Ansatz eine Negativkontrolle
ohne primaren Antikdrper sowie eine Positivkontrolle mit sicher positivem

Farbeverhalten, mitgefuhrt.

Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism, Version 4.03 fur
Windows, GraphPad Software (San Diego, USA) mit dem one-way ANOVA und

Bonferroni-Post-Test durchgefuhrt. p < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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Ergebnisse

RT-PCR Analysen

Die optimale Wirkung des rekombinanten< IGF-1 auf die Zielgene (hBD-1, -2, -3,
DEFA1/3, DEFA4, S100A4, Psoriasin, COX-2, DOC-1, EGF, EGFR, IGFR und Ki-67)
wurde bei einer Konzentration von 1 ng/ml gefunden, da hier die grofdten relativen
Veranderungen festgestellt wurden. Die Ergebnisse der Stimulationsversuche zur
Optimierung der IGF-1-Konzentration sind in den Tabellen 4 bis 9 zusammengefalit. Bei
5,0 ng IGF-1/ml konnte die 24 h Messung nicht durchgefuhrt werden, da keine intakte
RNA nachgewiesen werden konnte; diese Versuchsreihe wurde, da sich eine optimale

IGF-1-Wirkung bereits bei 1 ng/ml gezeigt hatte, aus Kostengrinden nicht erneut

durchgefuhrt.

Gen/Zeit |t0 4 h 8h 1d 2d 3d
hBD-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
hBD-2 1 0.0073 0.134 0.072 0.31 0.077
hBD-3 1 0.144 0.71 0.35 0.35 1.23
Psoriasin | 1 0.25 4.0 0.66 2.0 2.0
S100A4 1 0.41 0.47 0.54 0.33 0.41
DEFA1/3 |1 0.072 0.50 0.47 0.15 0.095
DEFA4 1 0.71 1.74 1.07 3.25 1.74
Cox-2 1 0.66 0.57 3.0 0.93 0.33
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Doc-1 1 0.47 1.15 0.54 0.5 0.072

Ki67 1 1.52 1.07 2.30 4.9 2.46

EGF 1 2.83 214 1.87 3.03 0.38

IGF-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

EGF-R 1 0.53 0.93 0.36 0.36 0.23

IGF-R 1 12.1 4.9 6.1 7.0 7.5

Tabelle 4  Relative Genexpression von stimulierten vs. unstimulierten A64-Zellen im
Verhaltnis zu R-Aktin. Die Zellen sind mit 0,2 ng IGF-1/ml stimuliert
worden; n.d. = nicht detektierbar.

Gen/Zeit |tO0 4 h 8h 1d 2d 3d

hBD-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

hBD-2 1 0.0146 0.0180 0.095 0.93 4.0

hBD-3 1 0.54 1.23 0.268 4.60 0.00129

Psoriasin | 1 0.35 0.38 1.74 1.74 0.71

S100A4 1 0.93 0.57 1.87 0.81 2.14

DEFA1/3 |1 0.20 0.23 14 0.47 2.46

DEFA4 1 4.9 1.9 2.0 2.46 1.3
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Cox-2 1 0.93 0.5 1.5 1.5 3.7
Doc-1 1 0.0028 0.011 0.003 0.003 0.0014
Ki67 1 13.0 8.0 55.7 1.9 84.5
EGF 1 13.9 6.1 22.6 1.6 52.0
IGF-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
EGF-R 1 46 0.8 21.1 1.3 22.6
IGF-R 1 11.3 10.6 19.7 1.9 27.9

Tabelle5 Relative Genexpression von stimulierten vs. unstimulierten A64-Zellen im
Verhaltnis zu R-Aktin. Die Zellen sind mit 1,0 ng IGF-1/ml stimuliert

worden; n.d. = nicht detektierbar.

Gen/Zeit |t0 4 h 8 h 2d 3d
hBD-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
hBD-2 1 1.1 0.067 1.4 9.9
hBD-3 1 3.5 1.5 18.4 29.9
Psoriasin | 1 4.0 7.0 3.5 1.2
S100A4 1 1.1 0.067 0.4 4.3
DEFA1/3 |1 0.23 0.072 0.44 1.5
DEFA4 1 6.5 0.5 2.46 0.76
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Cox-2 1 0.71 0.67 1.1 0.57
Doc-1 1 2.1 0.31 13.9 5.3
Ki67 1 2.8 0.66 9.8 13.0
EGF 1 8.0 2.1 2.5 0.6
IGF-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
EGF-R 1 0.87 0.38 14.9 1.5
IGF-R 1 8.6 1.5 4.3 3.5

Tabelle 6  Relative Genexpression von stimulierten vs. unstimulierten A64-Zellen im
Verhaltnis zu R-Aktin. Die Zellen sind mit 5,0 ng IGF-1/ml stimuliert

worden; n.d. = nicht detektierbar.

Gen/Zeit |tO 4 h 8 h 1d 2d 3d

hBD-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
hBD-2 1 0.021 0.0190 0.0063 0.23 0.93
hBD-3 1 0.13 2.6 0.5 1.1 2.46
Psoriasin | 1 0.7 0.33 0.2 0.29 0.16
S100A4 1 0.38 1.0 0.1 0.25 3.7

DEFA1/3 |1 0.20 1.5 0.3 0.57 0.54
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DEFA4 1 1.6 3.2 0.3 0.23 0.38
Cox-2 1 2.6 0.7 2.0 1.1 4.0
Doc-1 1 2.0 1.8 1.7 1.4 1.4
Ki67 1 57 34.3 57 3.0 49
EGF 1 3.7 243 5.2 1.4 1.2
IGF-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
EGF-R 1 1.9 3.2 1.3 1.1 1.1
IGF-R 1 6.7 36.8 53 1.1 2.1

Tabelle 7 Relative Genexpression von stimulierten vs. unstimulierten A64-Zellen im
Verhaltnis zu [3-Aktin. Die Zellen sind mit 50 ng IGF-1/ml stimuliert worden,;

n.d. = nicht detektierbar.

Gen/Zeit |t0 4 h 8 h 1d 2d 3d
hBD-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
hBD-2 1 0.0002 0.0030 0.00064 0.0015 0.00098
hBD-3 1 0.0014 0.0013 0.0036 0.0052 0.013
Psoriasin | 1 0.036 0.016 0.019 0.013 0.038
S100A4 1 0.38 1.0 0.1 0.25 3.7
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DEFA1/3 |1 0.09 0.024 0.036 0.0060 0.0018
DEFA4 1 0.12 0.11 0.040 0.125 0.27
Cox-2 1 0.025 0.011 0.047 0.047 0.11
Doc-1 1 0.017 0.041 0.022 0.036 0.047
Ki67 1 0.25 0.4 0.23 0.031 0.41
EGF 1 0.76 0.44 1.0 0.18 0.5
IGF-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
EGF-R 1 0.22 0.29 0.76 0.12 0.14
IGF-R 1 0.87 1.1 0.54 0.19 1.2

Tabelle 8 Relative Genexpression von stimulierten vs. unstimulierten A64-Zellen im
Verhaltnis zu R-Aktin. Die Zellen sind mit 250 ng IGF-1/ml stimuliert

worden; n.d. = nicht detektierbar.

Die Bestimmung der relativen Genexpression nicht-stimulierter A64-CLS-Zellen erfolgte
im Vergleich mit dem ,Housekeeping-Gen“ R-Aktin. Hierbei war auffallig, dass die
untersuchte Zelllinie keine nachweisbare hBD-1- und IGF-1-Genexpression aufwies. Die
Expression von hBD-2 und -3 war im Vergleich zu R-Aktin stark erniedrigt (hBD-2:

42372-fach, hBD-3: 227.272-fach) und bei DEFA4 an der Nachweisgrenze (2.222.222-
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fach). Die Genexpression von S100A4 entsprach beinahe der von R-Aktin (1,16-fache

Reduktion). Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Gen rel. Expression
hBD-1 n.d.

hBD-2 0.0000236
hBD-3 0.0000044
Psoriasin 0.0001326
S100A4 0.853
DEFA1/3 0.000956
DEFA4 0.00000045
Cox-2 0.00088

Doc-1 0.0359

Ki67 0.0022

EGF 0.000286
IGF-1 n.d.

EGF-R 0.0167

IGF-R 0.000644
Tabelle 9  Relative Genexpression von nicht-stimulierten A64-Zellen im Verhaltnis zu

3-Aktin; n.d. = nicht detektierbar.
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Nach Bestimmung der optimalen IGF-1 Wirkung auf die A64-CLS-Zelllinie bei 1 ng/ml

erfolgte die IGF-1 Stimulation in n=6 Versuchen mit den Messungen der
Genexpressionen der jeweiligen Zielgene nach 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h. Die relative
Genexpressionsanderung wurde nach Pfaffl berechnet [Pfaffl 2001]. Referenz-Gen war
wiederum R-Aktin. Hierbei war auffallig, dass es auch unter Stimulation mit IGF-1 zu
keiner nachweisbaren hBD-1 Expression kam. IGF-1 war weiterhin nicht nachweisbar.
Die ohnehin stark erniedrigten Expressionen von hBD-2 und -3 wurden nach Stimulation
mit IGF-1 weiter gesenkt (hBD-2: 27,8-fach; hBD-3 166,7-fach). Dieser Effekt zeigte sich
bis zur 48 h Messung, danach war wiederum ein diskreter Anstieg der hBD-2 und -3
Expression zu verzeichnen. Die anderen Zielgene wurden in ihrer Expression durch
IGF-1 Stimulation kaum verandert. Auch der IGF-Rezeptor lies sich in der A64 Zelllinie
durch IGF-1 in seinem Expressionsmuster nicht beeinflussen. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 10 zusammengefasst.

Inkubationszeit | hBD-1 | hBD-2 hBD-3 S100A7 | S100A4 | DEFA1 | DEFA4
4h n.d. 0.072 0.036 1.32 0.98 0.81 1.11
+0.009 |+ 0.006 +0.56 | +0.49 +0.22 +0.59
8 h n.d. 0.20 0.041 1.32 1.03 1.52 1.41
+0.08 + 0.005 +0.50 | +0.41 +0.63 +0.85
24 h n.d. 0.97 0.034 4.92 3.03 1.87 2.83
+0.19 +0.012 +0.86 +0.95 +0.94 +0.94
48 h n.d. 0.036 0.006 1.11 0.93 0.22 0.33
+0.008 |+0.0005 |+0.44 +0.47 +0.036 | +0.083
72 h n.d. 0.177 0.021 3.73 20 214 1.21
+0.045 | +0.006 +0.98 +0.3 +0.97 +0.01
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Inkubationszeit | Doc-1 Ki67 EGF EGF-R | IGF IGF-R
4 h 0.76 0.62 0.72 0.73 n.d. 0.54
+0.19 +0.27 +0.046 | £0.39 +0.42
8 h 1.0 0.84 0.60 0.95 n.d. 0.57
0.5 +0.18 +0.26 |+0.68 +0.18
24 h 1.74 1.04 0.72 0.79 n.d. 0.97
+0.44 + 0.42 +0.38 | 045 +0.58
48 h 0.91 0.90 1.25 0.5 n.d. 0.72
+0.42 +0.28 +0.70 |0.18 +0.27
72 h 0.88 1.17 0.60 0.66 n.d. 0.75
+0.44 + 0.36 + 0.34 | +0.45 +0.04

Tabelle 10 Relative Genexpressionsanderung der A64-CLS-Zellen nach Stimulation
mit 1 ng/ml IGF-1 (n=6); n.d. = nicht detektierbar. Gelb unterlegt =
statistisch im Kontrolle

Vergleich zur signifikante

Genexpressionsanderungen (p < 0,001).
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Immunhistochemie

Die Genprodukte aller mittels RT-PCR analysierten Gene, aulRer hBD-1 und IGF-1
konnten immunhistochemisch in den A64-CLS-Zellen dargestellt werden. Die
Abbildungen 5 und 6 zeigen exemplarisch die immunhistochemischen Farbungen flur

IGFR nach Stimulation mit IGF-1. Die Abbildungen 7 und 8 zeigen, dass sich

immunhistochemisch kein hBD-1 Genprodukt nachweisen lief3.

Abbildung 5 zeigt die spezifische zytoplasmatische immunhistochemische
Darstellung von IGFR (exemplarisch: rote Markierung an drei Zellen) in den A64-CLS-
Zellen vor Stimulation mit IGF-1 (VergrofRerung: 20-fach, A64-CLS-Zellen auf

Deckglaser aufgebracht und mit Formalin fixiert).
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Abbildung 6 zeigt die immunhistochemische Darstellung von IGFR in den A64-
CLS-Zellen vor Stimulation mit IGF-1 als vergroRerten Bildausschnitt
(VergroRerung:  40-fach, A64-CLS-Zellen auf Deckglaser

aufgebracht und mit Formalin fixiert).
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Abbildung 7 zeigt die immunhistochemische Darstellung der hBD-1 defizienten
A64-CLS-Zellen (Vergroferung: 20-fach, A64-CLS-Zellen auf

Deckglaser aufgebracht und mit Formalin fixiert).
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Abbildung 8 zeigt die immunhistochemische Darstellung der hBD-1 defizienten
A64-CLS-Zellen (VergroRerung: 40-fach, A64-CLS-Zellen auf

Deckglaser aufgebracht und mit Formalin fixiert).
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Diskussion

Tumoren der Speicheldruse stellen eine inhomogene Gruppe verschiedener gutartiger
und bdsartiger Lasionen der kleinen und gro3en Speicheldrisen dar, deren primar
operative Therapie von Hals-Nasen-Ohrenarzten und Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen,
bei Rezidiven oder inoperablen Tumoren zusatzlich, oder in erster Linie, von Onkologen
und Strahlentherapeuten durchgefuhrt wird. Die Risikoabschatzung eines
Speicheldrusentumors erfolgt nach entsprechenden histomorphologischen Parametern,
gegebenenfalls erganzt durch spezielle immunhistochemische Untersuchungen. Es
existieren bislang keine verlasslichen molekularpathologischen Marker in Erganzung zu
den konventionellen klinischen und histologischen Mitteln zur Einschatzung des zu
erwartenden  biologischen  Verhaltens der Tumoren, insbesondere ihrer
Rezidivwahrscheinlichkeit. Dartuber hinaus wurden bis jetzt kaum systematische
Untersuchungen durchgefuhrt, welche die Genexpression bekannter, onkologisch
relevanter Gene mit neueren, in diesem Zusammenhang noch nicht erforschten Genen
verknupfen, um so ein besseres Verstandnis der Molekularpathologie dieser Kopf-Hals-
Tumoren zu erreichen. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Auswirkung von
IGF-1 auf die Expression der Tumorsuppressor- und Onkogene hBD-1, -2, -3, DEFA1/3
und DEFA4, der S100 Proteine S100A4 und Psoriasin, COX-2, DOC-1, EGF, EGFR,
IGFR und Ki-67.

Da IGF-1 in vitro und in vivo sowohl eine anti-apoptotische als auch eine pro-
mitotische Potenz zu besitzen scheint [Dossus und Kaaks 2008], wurde es in der
vorliegenden Studie zur Stimulation einer A64-CLS-Speicheldrisentumorzelllinie

verwendet. In der Literatur wurde eine erhdhte IGF-1-Expression in verschiedenen
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Tumorentitaten, wie Kolonkarzinomen, Mammakarzinomen und Bronchialkarzinomen
gefunden [Carboni et al. 2005]. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration von freiem IGF-1 im Blut mit dem Risiko zur Entwicklung eines
Mammakarzinoms bei Frauen, bzw. eines Prostatakarzinoms bei Mannern korreliert zu
sein scheint [Dossus und Kaaks 2008; Carboni et al 2005; Chan et al. 1998, Hankinson
et al. 1998]. Wohingegen die oben genannten Tumorentitaten relativ gut untersucht sind,

gibt es zur Rolle von IGF-1 in Speicheldrisentumoren bislang keine Daten.

Bei der untersuchten A64-CLS-Zellinie (Cell Lines Service, Eppelheim, Deutschland)
handelt es sich um immortalisierte Zellen eines Adenokarzinoms der Glandula
submandibularis eines 63-jahrigen Europaers. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt
werden, dass die untersuchte A64-Zelllinie IGF-1-defizient ist (Tabelle 9). Dieses
Ergebnis ist insoweit interessant, weil es im Gegensatz zu der erhohten IGF-1-
Expression steht, die in anderen Studien in verschieden Tumorentitaten (Colon,
Mamma, Prostata, etc.) gefunden wurde [Dossus und Kaaks 2008; Carboni et al 2005;
Chan et al. 1998; Hankinson et al. 1998}. Dieser Umstand macht die A64- CLS-Zellinie
zu einem idealen Modell fur die Untersuchung der Wirkung von IGF-1 auf Tumorzellen,
da die Stimulation durch das exogen in die Zellkultur eingebrachte IGF-1 keiner
intrazellularen IGF-1-Regulation/Gegenregulation unterliegt, welche das Ergebnis
beeinflussen konnte. Daruber hinaus war bemerkenswert, dass sich in den IGF-1-
defizienten Zellen auch durch die Stimulation mit IGF-1 keine signifikante Veranderung
der |IGF-Rezeptor-Expression erreichen lie3 (Tabelle 10). Hierbei ware jedoch zu
diskutieren, ob Proliferation und mitogene Aktivitat in der untersuchten A64-CLS-Zellinie

nicht unabhangig von dem oben beschriebenen, bekannten Aktivierungsweg zur IGF-
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Induktion ist (siehe Einleitung), sondern in Tumoren Uber eine bislang noch nicht
beschriebene, alternative Signaltransduktionskaskade verlauft.

Carboni et al. konnten in einem Mausmodell mit iatrogen Uberstimuliertem IGF-Rezeptor
Adenokarzinome der Speicheldrisen induzieren. AnschlieBend konnte die
Tumorausbreitung dieser Speicheldrisentumoren durch Inhibition der Tyrosin-Kinase
am IGF-Rezeptor verhindert werden [Carboni et al. 2005]. Diese Ergebnisse stehen
allerdings im Gegensatz zu dargestellten Beobachtungen in der A64-CLS-Zelllinie: hier
konnte durch Stimulation mit IGF-1 keine erhdhte Proliferation, gemessen durch
Expression des Proliferationsmarkers Ki67, erreicht werden (Tabelle 10). Hierzu ist zu
bemerken, dass zwar war bei den Vorversuchen zur Bestimmung der optimalen IGF-1-
Konzentration bei 1 ng eine Genexpressionserhohung der Zielgene Ki67, EGF, EGFR
und IGFR nachweisbar war (Tabelle 5), diese jedoch bei den Haupversuchen mit n=6
Versuchen/Zielgen statistisch nicht mehr signifikant war.

Daher scheinen Proliferationsaktivierung und Verlust der Zellzykluskontrolle in der
untersuchten Zelllinie Uber einen alternativen Mechanismus als die von Carboni et al.
(2005) zugrunde gelegte |IGF-Signaltransduktionskaskade abzulaufen. Welche Gene
hierbei im Einzelnen beteiligt sind konnte mit dem Design der vorliegenden Studie nicht
beantwortet werden. MutmaBlich konnten hBD-2 und -3, gegebenenfalls als
Antagonistenpaar, beteiligt sein. Aus dem in dieser Studie dargestellten
Expressionsmuster und Ergebnissen aus der aktuellen Literatur [Pantelist et al. 2008;
Sun et al. 2006; Wenghoefer et al. 2008a und b] kame dabei hBD-3 eine
proliferationsfordernde und hBD-1 eine proliferationshemmende Rolle zu.

In diesem Zusammenhang war auffallig, dass analog zu der IGF-1-Defizienz auch

hBD-1 in der A64-Zelllinie nicht nachweisbar war (Tabelle 9). Humane Defensine
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wurden zunachst nur im Zusammenhang mit der lokalen Infektabwehr exponierter
Stellen des menschlichen Korpers (Mundhohle, Nasen-Rachen-Raum, Urogenitaltakt,
etc) beschrieben, wo ihre Transkriptionsprodukte aufgrund ihrer positiven Ladung und
Oberflacheneigenschaften die Membranen verschiedener Pilze, Bakterien und Viren
desintegrieren konnen [Dommisch et al. 2005]. Erst Untersuchungen an
Nierenzellkarzinomen und Prostatakarzinomen fuhrten zu der Hypothese, dass es sich
bei dem ubiquitaren, durch entzindliche Stimuli nicht induzierbaren hBD-1 um ein
Tumosuppressorgen handeln konnte [Donald et al. 2003; Sun et al. 2006]. Diese
Ergebnisse fuhrten dann zur Untersuchung der hBD-1-Genexpression in Kopf-Hals-
Tumoren. Auch hier zeigte sich, analog zur Reduktion der hBD-1-Genexpression in
Tumoren des Urogenitaltraktes, ebenfalls eine deutliche Reduktion von hBD-1 in
Plattenepithelkarzinomen der Mundschleimhaut [Wenghoefer et al. 2008] und in
Speicheldrisentumoren [Pantelis et al. 2008]. Die mdogliche Funktion von hBD-1 als
Tumorsuppressorgen wird nun durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weiter
unterstutzt, da die untersuchte A64-Zelllinie nicht nur eine reduzierte hBD-1-
Genexpression, wie in den untersuchten Kopf-Hals-Tumoren aufweist, sondern komplett
hBD-1-defizient ist.

Weiterhin bemerkenswert war, dass die Genexpressionen der induzierbaren
Defensine hBD-2 und -3 im Vergleich mit der Expression des ,Housekeeping-Gens* [3-
Actin in den A64-Zellen ebenfalls stark erniedrigt war (Tabelle 9). Wurden diese beiden
Defensine auch in neueren Untersuchungen eher in Zusammenhang mit der humoralen
Infektabwehr gesehen [Dommisch et al. 2005; Pantelis et al. 2008; Wenghoefer et al.
2008], scheint sich in der vorliegenden Arbeit ein Hinweis zu ergeben, dass auch diese

beiden Gene an der Onkogenese von Speicheldrisentumoren beteiligt sein konnten.
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FUr diese Hypothese spricht, dass es unter Stimulation mit IGF-1 zu einem weiteren
Abfall der hBD-2- und -3-Expression kam (hBD-2: 27,8-fach; hBD-3 166,7-fach),
wohingegen die anderen Zielgene durch die |IGF-1-Stimulation in lhrem
Expressionsmuster nicht oder nicht signifikant verandert wurden. Der Abfall der hBD-2-
und -3-Expression ist hierbei jedoch nicht linear (Tabelle 10). Dies konnte durch eine
Gegenregulation dieser Gene durch entsprechende andere Gene und bislang nicht
bekannte Regelkreise erfolgt sein. So findet man 24 h nach IGF-1 Stimulation von hBD-
2 den geringsten und statistisch nicht mehr signifikanten Abfall der Genexpression,
gleichzeitig aber eine geringe (jedoch auch nicht signifikante) Genexpressionserhohung
von S100A7. Zwar ist anhand dieser sehr begrenzten Daten ein solcher Zusammenhang
rein spekulativ, verdeutlicht aber als Beispiel wie sich verschiedene Gene regulierend
beeinflussen konnten.

Es stellt sich also die Frage, ob hBD-2 und -3 nicht Uber ihre Funktion in der humoralen
Infektabwehr hinaus auch eine Aufgabe in der Kontrolle des Zellzyklus wahrnehmen.
Dabei sollte in weiteren Versuchen untersucht werden, ob die Beeinflussung des
Zellzyklus von Tumorzellen ausschliellich durch hBD-1 erfolgt, oder aber ob das
Expressionsmuster aller drei Gene bei der Onkogenese verschiedener Kopf-Hals-
Tumorentitaten von Bedeutung ist und wenn dies der Fall sein sollte, wie sie sich
gegenseitig beeinflussen.

Wahrend also die Rolle der B-Defensine in letzter Zeit auch im Zusammenhang
mit der Tumorentstehung und Ausbreitung verschiedener Tumorentitaten untersucht
wird, gibt es im Hinblick auf den Einfluss der humanen a-Defensine auf die
Tumorentstehung bislang noch keine Daten. In der vorliegenden Arbeit fiel allerdings

auf, dass die relative Genexpression beider untersuchten Defensine (DEFA1/3 und



49

DEFA4) in den nicht stimulierten A64-CLS-Zellen im Vergleich mit f-Actin analog zu den
hBDs erniedrigt war. Wahrend DEFA1/3 1046-fach erniedrigt war, fand sich fur DEFA4
eine Erniedrigung um das 2.222.222-fache (Tabelle 9). Da die a-Defensine ebenfalls in
einem Gencluster auf Chromosom 8 lokalisiert sind und entsprechende Verwandtschaft
zu den hBDs aufweisen [Lehrer et al. 1993, Froy et al. 2005], kénnte auch fur sie eine
Rolle in der Tumorentstehung angenommen werden. Nach Stimulation mit IGF-1 zeigte
sich allerdings nicht wie bei hBD-2 und -3 ein weiterer deutlicher Abfall der
Genexpression, sondern wie bei den anderen untersuchten Zielgenen (.S100A4,
Psoriasin, COX-2, DOC-1, EGF, EGFR, IGFR und Ki-67) ein von IGF-1 weitestgehend
unabhangiges Expressionsmuster (Tabelle 10).

Eine niedrige Ausgangs-Genexpression konnte also fur alle untersuchten
Defensine gezeigt werden, es findet sich jedoch nur bei hBD-2 und -3 eine Abhangigkeit
von IGF-1, moglicherweise Uber einen bislang unbekannten Regelkreis. Da die A64-
CLS-Zellen jedoch fur hBD-1 defizient waren, ware eine interessante Fragestellung, ob
in einer Zelllinie mit intaktem hBD-1 die hBD-1-Genexpression durch IGF-1 beeinflusst
werden kann. Diese Frage ist deshalb interessant, weil sich vor allem fir hBD-1 in der
Literatur Hinweise finden, dass das ubiquitar exprimierte, nicht induzierbare Gen ein
Tumorsuppressorgen sein konnte [Donald et al. 2003; Sun et al. 2006; Pantelis et al.
2008; Wenghoefer et al. 2008a und 2008b].

Eine Herabregulation von DOC-1 wird haufig in fortgeschrittenen Stadien
verschiedener Kop-Hals-Tumoren gefunden und wird in der Literatur mit einer
ungunstigen Prognose fur die Patienten in Verbindung gebracht [Shintani et al 2001;
Peng et al. 2006]. In der vorliegenden Studie fand sich kein kompletter Ausfall der DOC-

1-Genexpression, wie im Fall von hBD-1 und IGF-1. Verglichen mit der starken
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Erniedrigung von z. B. DEFA4 war der Ausgangswert von DOC-1 in den nicht
stimulierten A64-CLS-Zellen nicht stark herabgesetzt (Tabelle 9). Nach Stimulation mit
IGF-1 fand sich auch keine nennenswerte Veranderung der DOC-1-Genexpression
(Tabelle 10), sodass DOC-1 in der A64-CLS-Zellinie keine onkogene Bedeutung zu
haben scheint. Es finden sich z. Z. in der Literatur auch keine Arbeiten, die Uber einen
totalen oder subtotalen DOC-1-Ausfall in Speicheldrisentumoren berichten. DOC-1
scheint eher eine Relevanz in Plattenepithelkarzinomen der Mundschleimhaut zu haben
[Shintani et al. 2001 und 2002].

Eine Uberexpression von EGF und EGFR wird in einer Reihe von bdsartigen
epithelialen Tumoren gefunden und ist ebenfalls mit einer schlechten Prognose
verbunden [Bianchi et al. 2006; Katori et al. 2007]. In pleomorphen Adenomen der
Speicheldriisen scheint eine EGFR-Uberexpression ein friihes Ereignis bei der malignen
Transformation in ein Adenokarzinom zu sein [Katori et al. 2007]. In der vorliegenden
Arbeit fand sich keine EGF- oder EGFR-Uberexpression, weder vor, noch nach
Stimulation mit IGF-1 (Tabelle 9 und 10). Daher ist davon auszugehen, dass beide Gene
in der untersuchten Adenokarzinomzelllinie keine Relevanz zu haben scheinen. Falls die
EGFR-Uberexpression ein  frilhes Ereignis in der Malignisierung  von
Speicheldrisenzellen darstellen sollte [Katori et al. 2007], kdnnte es sein, dass sich in
den Zellen eines manifesten Karzinoms ein anderes Expressionsmuster fur beide Gene
findet, und stattdessen andere Gene die sukzessive Malignisierung der Tumorzellen
begunstigen.

Beobachtungen zu einer moglichen Relevanz der S100-Proteine Psoriasin und S100A4
in der Onkogenese von Kopf-Hals-Tumoren stammen vornehmlich aus Arbeiten Uber

Mammakarzinome [Watson et al. 1998; Chen et al. 2001]. Die Uberlegung bei Auswahl
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dieser Gene war, dass aufgrund der Drusenstruktur der Speicheldrisengewebe ahnliche
molekularpathologische Veranderungen zu beobachten sein kdnnten, wie in Tumoren
der Brustdruse. Diese Vermutung konnte in der A64-CLS-Tumorzelllinie allerdings nicht
bestatigt werden.

Eine ahnliche Uberlegung hatte zur Auswahl von COX-2 als Zielgen fiir IGF-1 gefihrt: In
der Literatur sind Veranderungen der COX-2-Genexpression mit der Mortalitat von
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren in Verbindung gebracht worden [Zhang et al. 2008].
Allerdings handelte es sich bei den Literaturangaben in erster Linie um Studien anhand
von Plattenepithelkarzinomen des oropharyngealen Bereichs. Diese verfugen
wahrscheinlich ahnlich wie die oben genannten Mammakarzinome uber eine andere
Molekularpathologie als die untersuchten Speicheldrisentumorzellen, da es sich um
Tumoren handelt, die histogenetisch einem anderen Ursprungsgewebe zuzuordnen
sind. Es ist zwar bekannt, dass in den grolen Speicheldrisen auch
Plattenepithelkarzinome als Primartumoren, ausgehend von den Epithelien der
Drisenausfuhrungsgange, entstehen konnen, aber die untersuchten AG64-Zellen
stammen aus einem Adenokarzinom, sind also histogenetisch der Druse selbst
zuzuordnen.

In welchem Male die Quantifizierung verschiedener Gene in Speicheldrisentumoren
als Gradmesser fur deren Potential zur malignen Progression sowie fur ihre Rezidiv- und
Metastasierungswahrscheinlichkeit eine Rolle spielen wird, mussen weiterfuhrende
Studien zeigen. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass in Zukunft sich standig verbessernde
und kostengunstigere molekularbiologische Untersuchungsmethoden anhand einer
Auswahl bestimmter relevanter Zielgene, prognostische Aussagen Uber das maogliche

Verhalten eines Tumors zulassen wirden. Auf diese Art und Weise konnten die



52

konventionellen  klinischen und pathologischen  Untersuchungsmethoden zur
Risikoabschatzung von Speicheldrisentumoren sinnvoll erweitert werden. Konkret
konnte das bedeuten, dass fur jede Tumorentitat eine Gruppe von relevanten Genen
festgelegt wird, die in entsprechenden Studien ihre Assoziation mit der Prognose der
Patienten unter Beweis gestellt haben. Auf der ersten Stufe wirde dann das klinische
Staging stehen, gefolgt von der histopathologischen Aufarbeitung des Tumorgewebes
anhand von konventionellen und immunhistochemischen Farbemethoden. Zusatzlich
wurde dann aus dem Tumorgewebe ein genetisches Profil anhand der fur diese
Tumorentitat relevanten Gene erstellt. Somit wiarden sich die Werkzeuge zur
Prognoseabschatzung eines Patienten dann aus klinischer Untersuchung, Bildgebung,
gegebenenfalls  entsprechenden  nuklearmedizinischen  Untersuchungsmethoden,
histopathologischer  Untersuchung und molekularpathologischer  Untersuchung
zusammensetzen. Gerade die molekularpathologische Untersuchung konnte zu einer
Verbesserung der individuellen Risikoabschatzung fuhren.

Weiterhin konnten sich neben rein diagnostischen Aspekten auch therapeutische
Optionen ergeben, etwa durch immunmodulatorische Therapiekonzepte in Erganzung
zu den konventionellen Chemo- und Bestrahlungstherapien. Denkbar ware in diesem
Zusammenhang beispielsweise die Therapie mit rekombinanten Defensinen. Dies
konnte ahnlich wie bei den z. Z. gebrauchlichen Antikdrpern, z.B. gegen EGFR
(Cetuximab®), wo zunachst ein Nachweis der entsprechenden Oberflichendeterminante
im Tumorgewebe erfolgt, so durchgefuhrt werden, dass zuerst ein individuelles Profil
Uber- oder unterexprimierter Gene erstellt wird. In einem zweiten Schritt konnte dann
eine therapeutische Expressionseinstellung der entsprechenden Gene, z.B. durch

gezielte Transkriptionshemmung bei Uberexprimierten Onkogenen bzw.
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Transkriptionsaktivierung oder Therapie mit dem rekombinanten Transkriptionsprodukt
bei unterexprimierten Tumorsuppressorgenen, erfolgen.

Damit diese Therapien jedoch erfolgreich in die Klinik eingebracht werden kdnnen, muss
zuerst  ein deutlich  tiefer = gehendes  Verstandnis der  komplizierten

molekularpathologischen Zusammenhange in Speicheldrisentumoren gegeben sein.



54

Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es in vitro, in einer Speicheldrisentumorzelllinie die
Expression der onkogenetisch relevanten Gene hBD-1, -2, -3, DEFA1/3, DEFAA4,
S100A4, Psoriasin, COX-2, DOC-1, EGF, EGFR, IGFR und Ki-67 vor und nach
Stimulation mit IGF-1 zu untersuchen, um auf diese Weise ein besseres Verstandnis der
Zusammenhange verschiedener, bisher in Speicheldriusentumoren kaum untersuchter
Tumorsuppressor- und Onkogene zu erarbeiten.

Die Untersuchungen erfolgten an der kommerziell erhaltlichen A64-CLS-Zelllinie, die
aus dem Adenokarzinom der Glandula submandibularis eines 63-jahrigen Patienten
stammt. Die Untersuchung der Expression der Zielgene erfolgte nach Stimulation mit
rekombinantem IGF-1 nach O h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h mit dem ,iCycler®. Als
,Housekeeping Gen“ diente [-Actin. Die Darstellung der Genprodukte erfolgte
immunhistochemisch nach Inkubation mit entsprechenden Primarantikorpern gegen die
Genprodukte der oben genannten Zielgene, uber Peroxidase-konjugierte
Sekundarantikorper.

Die A64-Zellinie war defizient fr hBD-1 und IGF-1. Es zeigte sich bereits vor Stimulation
mit IGF-1 im Vergleich zu B-Actin eine stark erniedrigte Genexpression der Defensine,
insbesondere von DEFA4. Nach IGF-1-Stimulation fielen hBD-2 und -3 weiter ab,
wohingegen DEFA1/3 und DEFA4 nicht beeinflusst wurden. Es war keine auffallige
Veranderung des Expressionsmuster der anderen Zielgene nach IGF-1-Stimulation

nachweisbar.
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Als Ergebnis der vorliegenden Arbeit kann man schlussfolgern, dass sich aufgrund ihrer
IGF-1 Defizienz die A64-CLS-Zelllinie ideal fur Stimulationsversuche mit exogen
eingebrachtem IGF-1eignet.

Weiterhin steht aufgrund ihrer zusatzlichen hBD-1-Defizienz mit der A64-CLS-Zelllinie
ein ideales Modell fur die Untersuchung der Rolle von hBD-1 in der Onkogenese von
Speicheldrusentumoren zur Verfugung.

Daruber hinaus unterstutzen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen die
These, dass humane Defensine uber ihre Funktion in der lokalen Infektabwehr hinaus
eine Funktion in der Onkogenese von Speicheldrisentumoren zu haben scheinen. Dies
trifft insbesondere fir hBD-1 zu; die Funktion von hBD-2, -3, DEFA1/3 und DEFA4 ist in
diesem Zusammenhang noch unklar. IGF-1 tragt moglicherweise uber eine bislang nicht
bekannte Signaltransduktionskaskade zur Steuerung der 3-Defensine bei; dies konnte in
dieser Studie jedoch aufgrund der hBD-1-Defizienz der A64-CLS-Zelllinien nur fur hBD-2

und -3 gezeigt werden.
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