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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

In einigen wenigen Arbeiten ist eine mogliche Rolle der Lysophosphatid (LPA)-Rezeptoren,
insbesondere bei der Metastasierung von Ovarialkarzinomen und bei der Metastasierung
in den Knochen untersucht worden (Boucharaba et al., 2004, Boucharaba et al., 2006, Fang
et al.,, 2000). Da bisher noch keine Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen
Metastasierung und LPA-Rezeptorexpression an klinisch relevanten Tiermodellen vorliegen,
sollten an diesen Modellen folgende Fragen untersucht werden: Lasst sich die LPA-
Rezeptorenexpression von humanen Tumoren, die auf immundefizienten Mausen
gewachsen waren, mit dem Metastasierungsverhalten der Tumorzellen in diesen Modellen
korrelieren? Ist bei der Untersuchung der Funktion der LPA-Rezeptoren die Zellkultur der
Untersuchung im Tierversuch gleichwertig? Methodisch sollen dreizehn verschiedene
humane Tumorzelllinien und die von diesen Tumoren ausgehenden Primadrtumore auf ihre
relative Expression der drei LPA Rezeptoren eins bis drei untersucht werden. Als Vergleich
soll dabei die Nichttumorzelllinie HUVEC dienen. Durch den direkten Vergleich von Zellen
aus Zellkultur und aus in Mausen herangeziichteten Primartumoren soll auch eine Aussage
zur Vergleichbarkeit und Ubertragbarkeit von Projekten in Zellkultur und im Tierversuch
getroffen werden.



2 Einleitung

Lysophosphatidsdure (LPA) (Abb. 1) ist ein einfaches bioaktives Phospholipidderivat,
welches eine wichtige Rolle bei der extrazellularen und vermutlich sogar intrazellularen
SignallGbermittlung spielt. Das Molekil besteht aus einer einzelnen Fettsdure, die mit
einer freien Phosphatgruppe an Glycerin gekoppelt ist. Aufgrund seiner geringen Grofe
und dem amphiphilen Charakter ist LPA sehr gut wasserloslich. Zusatzlich zu seiner
Rolle als Grundbaustein in Membranphospholipiden Gbernimmt LPA eine Rolle als
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Abbildung 1: LPA und seine Herstellung mit Hilfe von Phospholipase A2 (PLA,) und Phospholipase D
(PLD). Weitere Information im Text. Zeichnung nach (Moolenaar et al., 2004).

intrazelluldarer Botenstoff. Mit der Entdeckung der mitogenen Wirkung von LPA auf
Fibroblasten und des Wirkmechanismus Uber spezielle G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (van Corven et al.,, 1989, van der Bend et al., 1992, Moolenaar, 1995),
begann um 1990 die intensive Erforschung von LPA. Es folgte die Entdeckung
verschiedener LPA-Rezeptoren (Hecht et al., 1996, Contos et al., 2000) und die
Aufdeckung des Syntheseweges fiir dieses Molekil. Heutzutage geht man davon aus,
dass fir Saugetiere mindestens drei unterschiedliche LPA-Rezeptoren existieren.
Anfanglich wurde es nur als Wachstumsfaktor klassifiziert, spater wurde die Liste der
moglichen zelluldren Antworten auf LPA kontinuierlich erweitert und umfasst heute
Effekte wie Ca’-Homoostase, zytoskelettale Reorganisation, Zellproliferation und
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Zelliberleben, Migration und Adhéasion, Neuritenretraktion und Gap-junction
Verschluss (Meyer zu Heringdorf and Jakobs, 2007). Zuséatzlich zu der breiten
physiologischen Aktivitdat von LPA konnte auch eine Rolle in pathophysiologischen
Prozessen gezeigt werden. Darunter fallen autoimmune Prozesse (Choi et al., 2010),
Immundefizienzerkrankungen, Arteriosklerose und Krebserkrankungen. Speziell
wurden LPA-Rezeptorsignalwege mit der Entwicklung und Progression von malignen
Erkrankungen in Verbindung gebracht (Mills and Moolenaar, 2003, Ishii et al., 2004).
Diese grof3e Aktivitatsbandbreite von LPA scheint zundchst erstaunlich, korreliert aber
mit der groRen Diversitat von bisher identifizierten G-Protein gekoppelten Signalwegen
(Moolenaar, 1999). AuBerdem wirkt LPA nicht nur Uber die klassischen ,second
messenger” Wege, sondern koppelt auch an die kleinen G-Proteine der Ras und Rho
Familie. Gut charakterisiert ist seine Biosynthese aus Phosphatidylcholin. Hierbei wird
das Cholin durch die Phospholipase D abgespalten und es entsteht das bioaktive
Molekil LPA. Allgemein tritt Lysophosphatidsaure als Zwischenprodukt in der de novo
Synthese von Membranphospholipiden auf. Dadurch enthalten alle Zellen kleine
Mengen an LPA. Fir die Signalliibermittlung entscheidender sind jedoch die Zellen, die
signifikante Mengen von extrazellularem LPA produzieren konnen. Hierzu zdhlen
aktivierte Thrombozyten, welche wahrscheinlich fiir das Auftreten von signifikanten
Mengen von LPA im Serum verantwortlich sind (Eichholtz et al., 1993a). Im Gegensatz
zu Plasma ist Serum eine reichhaltige Quelle fiir bioaktives LPA. Ebenso konnte es in
anderen Korperflissigkeiten, wie Speichel, Follikularfliissigkeit und Absonderungen aus
malignen Prozessen nachgewiesen werden. Im Serum bindet LPA an Albumin, Gelsolin
und weitere, bisher nicht identifizierte Proteine (Tigyi and Miledi, 1992, van der Bend
et al., 1992, Eichholtz et al., 1993b, Jalink et al., 1994, Goetzl et al., 2000). Obwohl eine
frihe Arbeit zeigen konnte, dass LPA von aktivierten Plattchen freigesetzt wird
(Eichholtz et al.,, 1993b), war es lange Zeit unklar, wie groRere Mengen des
Phospholipides unter physiologischen Umstanden synthetisiert werden. Lange Zeit
wurde daher angenommen, dass groBere Mengen von LPA intrazelluldar gespeichert
werden und durch Aktivierung von Zellen freigesetzt werden. Die Phospholipasen A2
und D gelten als die wahrscheinlichsten produzierenden Enzyme, da sie sowohl intra-
als auch extrazellular vorkommen. Inzwischen wurde aber fiir das |6sliche Ektoenzym
Autotaxin (ATX) gezeigt, dass es die entscheidende Rolle in der LPA-Produktion spielt.
Fur ATX, welches auch als die Pyrophosphatase/Phosphodiesterase NPP2 bekannt ist,
konnte gezeigt werden, dass es identisch mit Lysophospholipase D (lysoPLD) ist
(Tokumura et al., 2002, Umezu-Goto et al., 2002). Fir ATX wurde vorher schon eine
Funktion in Tumorinvasion, Angiogenese und Metastasierung nachgewiesen
(Moolenaar et al., 2004, van Meeteren and Moolenaar, 2007, Moolenaar, 1999).



Tabelle 1: Fakten zu LPA

e Wasserloslich

e Biologisch aktiv bei Konzentrationen von 10° - 10° M

e Nachgewiesene physiologisch relevante Konzentrationen in:
Serum (nach erfolgter Plattchenaktivierung)
Speichel

Follikularflussigkeit

SamenflUssigkeit

Leicht oxidiertes LDL

o Maligne Punktate

o O O O

e Bekannte LPA-Bindungsproteine im Serum:

o Albumin

o Gelsolin

o 15 und 28 kDa Proteine (noch nicht identifiziert)(van der Bend et al.,
1992)

e Produktion durch:
o Aus LPC durch lysoPLD/Autotaxin/NPP2
o Sekretorische Typ Il PLA,
o Phophatidsdureselektive PLA;
e Abbau/Degradation durch:
o Membranstandige Lipidektophosphatasen (aus der LPP-Familie)

Tabelle frei nach (Moolenaar et al., 2004)

2.1 Synthese

Die lange offenstehende Frage, wie LPA gebildet, und wie seine Konzentration
kontrolliert wird, scheint zumindest teilweise gelost zu sein. Bei der bekannten
Funktionsvielfalt von LPA liegt es auf der Hand, dass es ein filigran austariertes System
zwischen der de novo Synthese und dem Abbau von bioaktivem LPA geben muss.
Dieses Gleichgewicht wird auf der Produktionsseite von lysoPLD/ATX (Tokumura et al.,
2002, Sano et al.,, 2002, Ferry et al., 2003, Umezu-Goto et al., 2002) und auf der
Degradationsseite durch membranstédndige Lipidphosphatasen erreicht (van Meeteren
and Moolenaar, 2007). Friihere Modelle der LPA-Synthese gingen davon aus, dass
groRere Mengen von LPA intrazelluldr durch zytosolische Phospholipasen
(Phospholipase Al oder A2) (Hiramatsu et al., 2003, Fourcade et al., 1995) hydrolytisch
aus Phospholipiden gebildet werden und entsprechend anderer Hormone oder
Mediatoren sezerniert werden (van Meeteren and Moolenaar, 2007). Diese Vermutung
konnte allerdings bisher fiir keinen physiologischen Vorgang bestédtigt werden. Einzig
bei der Entziindung scheint I6sliche Phospholipase A2 (sPLA2) aus &uBeren
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Zellmembrananteilen oder Vesikeln LPA produzieren zu konnen (Neidlinger et al., 2006,
Fourcade et al., 1995). Entgegen friiherer Annahmen spielt sich die LPA Homeostase
also extrazellular ab. Deshalb scheint die Internalisation der LPA-Rezeptoren beim
Abebben der Zellantwort eine groRere Rolle zu spielen als die Degradation des
Substrats LPA durch Lipidphosphatasen (van Meeteren and Moolenaar, 2007).

2.2 LPA-Rezeptoren

Sechs LPA-spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptoren, LPA1-6 (Chun et al., 2010), sind
bis heute bekannt. Diese Rezeptoren unterteilen sich in zwei Familien. Zu den
»klassischen” Rezeptoren zahlen LPA 1-3 (van der Bend et al., 1992, Hecht et al., 1996).
Sie entstammen der sogenannten ,edg” (endothelial differentiation gene) Subfamilie
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und zeichnen sich durch eine mindestens 50%-
ige Sequenzibereinstimmung untereinander aus (Choi et al., 2010). Finf weitere G-
Protein gekoppelte Rezeptoren dieser Subfamilie zeichnen sich durch eine Spezifitat fiir
das ebenso bioaktive Phospholipid Sphingosin-1-phosphat (S1P) aus (Anliker and Chun,
2004, Chun et al.,, 2002). Die drei spater entdeckten LPA-Rezeptoren LPA4 (vorher
GPR23/p2y9) (Noguchi et al., 2003, Lee et al.,, 2007a, Yanagida et al., 2007), LPA5
(vorher GPR92) (Kotarsky et al., 2006, Lee et al.,, 2006) und LPA6 (vorher P2Y5)
(Yanagida et al., 2009, Chun et al.,, 2010) entstammen nicht der ,edg” Subfamilie,
sondern sind mit den P2Y Nukleotidrezeptoren verwandt. Diese Tatsache ladsst es
wahrscheinlich  erscheinen, dass die LPA-Rezeptoren aus verschiedenen
Ursprungsgenen entstanden sind. Die grofe Funktionsvielfalt von LPA l3dsst sich
allerdings nicht nur Gber die Anzahl der Rezeptoren, sondern auch Uber die groRe
Variabilitat der bisher bekannten G-Protein gekoppelten Signalwege erkldaren
(Moolenaar, 1999). Zusatzlich ist flir LPA bekannt, dass es nicht nur Gber die klassischen
G-Protein gekoppelten ,,second messenger” Signalwege interagiert, sondern auch tber
GTPasen der Ras und Rho Familie der kleinen G-Proteine wirkt. LPA1 ist der am
weitesten verbreitete und am besten erforschte Rezeptor, dem gegentliber haben LPA2
und LPA3 ein etwas limitierteres Verteilungsmuster (Contos et al., 2000, Choi et al.,
2010). LPA4 wurde bisher nur in Ovarialepithel in signifikanten Mengen nachgewiesen
(Noguchi et al.,, 2003). Alle LPA-Rezeptoren zeichnen sich durch eine schnelle
ligandeninduzierte Rezeptorinternalisation von der Zellplasmamembran aus (Murph et
al., 2003, Van Leeuwen et al., 2003). Auch konnte bisher gezeigt werden, dass eine LPA-
Rezeptoraktivierung nicht nur von der vorhandenen LPA-Menge, sondern auch von den
LPA-Bindungsproteinen abhangt. An Albumin gebunden kann LPA die Rezeptoren LPA1
und LPA2, nicht aber LPA3 aktivieren (Hama et al., 2002). Auf der anderen Seite kann
LPA in Samenfllssigkeit, welche vergleichsweise niedrige Albuminkonzentrationen
enthalt, LPA3, nicht aber LPA1 und LPA2 aktivieren (Hama et al., 2002).

-10 -



2.3 Funktion und Pathophysiologie

Die Liste der biologischen Aktivitditen von LPA ist lang (Tabelle 1) und teilt sich in
schnelle und langsame Zellantworten auf. Zu den kurzfristigen und schnellen
Antworten zahlen morphologische Zellveranderungen, Chemotaxis,
Zellmotilitatsveranderungen und Invasion, Gap-junction Verschluss und das Lésen von
Tight-junctions. Diese kurzfristigen Effekte sind unabhdngig von der basalen
Zellproteinsynthese.

Die langfristigen Effekte durch LPA beruhen auf einer veranderten Gen-Transkription.
Hierzu zahlen die Zellzyklusprogression, Apoptoseverhinderung, Unterstiitzung der
Wundheilung, Produktion von Endothelin und VEGF (vascular endothelial growth
factor), die Produktion von IL6, IL8 und GRO1, Angiogenese, die Produktion und
Aktivierung von Proteasen wie Urokinase Plasminogen Activator (uPA) und
Metalloproteinasen (MMP-2). Bei der Wundheilung wirkt LPA als Agonist. Es stimuliert
die Proliferation und Migration von mesenchymalen Stromazellen und Epithelzellen.
Freigesetzt in beschadigten Arealen wirkt es vasokonstriktiv und erhéht die Produktion
von Matrix-Metalloproteinasen, welche eine wichtige Rolle in der Gewebsreparatur
spielen (Balazs et al., 2001, Sturm and Dignass, 2002). Wie weiter oben schon erwahnt,
wird LPA auch von aktivierten Plattchen freigesetzt und bewirkt im Sinne eines
positiven Feedbacks eine weitere Aktivierung von Plattchen (Haseruck et al., 2004). Fir
lokal aufgetragenes LPA konnte eine positive Beeinflussung der Heilung verletzter Haut
(Balazs et al., 2001, Balazs et al., 2000) und im Rattenmodell eine beschleunigte
Endothelialisierung fiir rektal appliziertes LPA gezeigt werden (Sturm and Dignass,
2002). Auch wird fir LPA als positiver Einflussfaktor der Epithelheilung des oberen
Gastrointestinaltraktes vermutet, da es in physiologischen Konzentrationen im Speichel
vorkommt (1uM) und mitogen auf Epithelzellen der Zunge, Osophagus und Larynx
wirkt (Sugiura et al., 2002).

Neben der Transkriptionsbeeinflussung ist LPA (iber seine G-Protein gekoppelten
Rezeptoren zu einer Transaktivierung von EGF (Epidermal growth factor) -Rezeptoren
fahig. Die Wirkung von LPA ist nicht strikt auf eine Uberlebensstimulation festgelegt,
welches seine Rolle in der neurobiologischen Entwicklung zeigt. In
Hippocampusneuronen und neuronalen PC12-Zellen kann LPA sogar im Gegenteil
Apoptose induzieren oder flihrt in manchen Fallen zur Nekrose. Urspriinglich wurde
LPA nur als ein extrem potenter Induktor einer Neuritenretraktion und als ein Induktor
eines ,growth cone” Kollapses an neuronalen Zellen beschrieben (Jalink et al., 1994,
Tigyi and Miledi, 1992). Spater konnte diese Rolle von LPA auch ,,in vivo” fur primare
Neurone und kortikale Neuroblasten gezeigt werden (Fukushima et al., 2000, Campbell
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and Holt, 2001, Yuan et al., 2003). Fir Astrozyten im Hirnstamm konnte unter LPA-
Einfluss das Einsetzen der sogenannten ,stellation” gezeigt werden, ein in manchen
Situationen notwendiger Gerlstumbau der Astrozyten (Ramakers and Moolenaar,
1998). Experimente mit kortikalen Neuroblasten lassen fiir LPA eine wichtige Rolle mit
neurotransmitterahnlicher Funktion wahrend der Hirnentwicklung vermuten (Dubin et
al., 1999). Auch kann es die Exzitationsfahigkeit von Nervenzellmembranen uber
Beeinflussung eines Chloridkanals modulieren (Postma et al., 1996, Postma et al.,
2001). Weiterhin wird fiir LPA eine Rolle in der Steuerung der Permeabilitdt der Blut-
Hirn-Schranke liber die Beeinflussung von ,Tight-junctions” beschrieben (Schulze et al.,
1997).

Die Verkniipfung von Autotaxin mit LPA klassifiziert LPA mit seinen zugehorigen
Rezeptoren als Schlisselelemente in der Metastasierungskaskade (siehe Abbildung 2).
Eine intensive Erforschung findet die Rolle von LPA bei Krebserkrankungen. So wurden
stark erhohte LPA-Level in Aszites von Ovarialkrebspatientinnen nachgewiesen. In
Zellkulturexperimenten konnte die Existenz von autokrinen LPA-Aktivierungsschleifen
flir Ovarial- und Prostatakarzinomzellen gezeigt werden (Shen et al., 1998, Fang et al.,
2002, Mills et al., 2002, Xie et al., 2002, Mills and Moolenaar, 2003, Sengupta et al.,
2003). Daher wird, im Zusammenhang mit einer veranderten LPA-Rezeptorexpression,
fir LPA eine wichtige Rolle als Regulator in der Pathophysiologie von malignen
Erkrankungen angenommen (Goetzl et al., 1999, Fang et al., 2002, Mills et al., 2002).
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Tabelle 2: Biologische Hauptaktivititen von LPA, modifiziert nach (Houben and Moolenaar, 2011,

Moolenaar, 1999, Moolenaar et al., 2004, van Meeteren and Moolenaar, 2007)

Effekt Zelltyp/Anmerkungen

Proliferation Viele normale und mutierte Zelltypen (Moolenaar, 1995,
Moolenaar et al., 1997)

Uberlebensstimmulation Schwannzellen, Leukozyten, renale Tubuluszellen, gastro-

intestinales Epithel, Osteo-blasten, Mesangiumzellen, Hepatozyten
(Moolenaar, 1999, Moolenaar et al., 2004, van Meeteren and
Moolenaar, 2007)

Migration

Diverse normale und mutierte Zelltypen, Leukozyten (Jalink et al.,
1993, Moolenaar, 1994, Moolenaar, 1999, Moolenaar et al., 2004)

Tumorprogression

Beschriebene LPA-Rezeptor Uber- oder Unterexpression in
xenotransplantierten Mausen (Houben and Moolenaar, 2011)

Tumorinvasion (in vitro)

Hepatozellulares T-Zell Karzinome

(Moolenaar, 1999)

Karzinom, Lymphom,

Wundheilung (in vivo)

Haut, gastrointestinales Epithel (Balazs et al., 2000, Balazs et al.,
2001, Sturm and Dignass, 2002)

Kontraktion

Myofibroblasten, glatte Muskulatur

Plattchenaktivierung und

Aggregation

Synergistisch mit ADP, LPA in atherosklerotischen Plaques

Zytokinproduktion
(CCL2/MCP-1, IL-1b, IL3, IL6,
IL-8/CXCLS, CXCL1/Gro-
alpha, GM-CSF)

Fibroblasten, Astrozyten, Leukozyten, Epithelzellen, Endothelzellen,
Karzinomzellen

Vaskulares Remodeling
(Unterstiitzung der
Ausbildung von Neointima)

Rattenmodell fiir A. carotis (Yoshida et al., 2003, Zhang et al., 2004)

Dedifferenzierung

Primare Neurone (Neuriten-retraktion, Rickbildung von ,growth
cones”), Neuroblastome und Gliome (Verhinderung des
Neuritenwachstums), Astrozyten (Einkugelung), glatte GefaR-
muskulatur (Konversion zu Fibroblasten), Pre-Adipozyten (Hayashi
et al., 2001, Fukushima et al., 2000, Ramakers and Moolenaar,
1998)

Depolarisation

Membrandepolarisation von Neuronen und Fibroblasten
(Chloridionenausstrom) (Dubin et al., 1999, Postma et al., 1996,
Postma et al., 2001)]

Implantation

LPA3 vermittelte Blastozystenimplantation
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Auch die Entdeckung von Autotaxin, einem schon bekannten Metastasierungsfaktor, als
LPA produzierendes Enzym, unterstiitzt die These einer signifikanten Rolle von LPA bei
der malignen Progression. Wie schon weiter oben erwahnt, unterscheiden sich die
Effekte von LPA stark durch die Aktivierung der verschiedenen Rezeptoren. So konnte
fir LPA2 eine Rolle in Proliferation, Migration und Metastasierung von gynakologischen
Tumoren in vitro und in vivo gezeigt werden (Yu et al., 2008, Hope et al., 2009). Eine
Hochregulierung fiir LPA2 in Ovarialkarzinomem ist bekannt, dabei reagiert der
Rezeptor auf LPA Konzentrationen weit unterhalb der basalen Serumkonzentration,
womit der tumorgene Effekt von LPA eher Uber die Rezeptor- als Uber die
Ligandenkonzentration gesteuert wird (Goetzl et al., 1999).

Auch LPA1 und LPA3 spielen eine Rolle in pathologischen LPA Aktivitdten. Eine
genetische und pharmakologische Inhibierung von LPA1 fihrte zu einer Reduzierung
der  Proliferationsrate  und  Metastasierungstendenz  von  Ovarial- und
Mammakarzinomzellen ,in vitro“ und ,in vivo“ (Boucharaba et al., 2006). LPA2 ist
hingegen mit einer erh6hten Tumoraggressivitat von Ovarialkarzinomen verbunden (Yu
et al., 2008). Auch fiir gastrointestinale Tumore spielt LPA eine auRerordentliche Rolle.
Uber LPA1 und LPA2 stimuliert LPA primar die Proliferations-, Migrations- und
Invasionsneigung von Kolonkarzinomzellen (Yun et al., 2005, Shida et al., 2003, Rusovici
et al., 2007). Eine genetische Ausschaltung von LPA2 flhrt zu einer Abschwachung
solider Tumorbildung ,in vivo“ (Lin et al., 2010). Andere Tumore, fiir die ein
Zusammenhang mit LPA  vermutet wird, umfassen Mammakarzinome,
Bronchialkarzinome, Prostatakarzinome, Mesoltheliome und Gliome (Hao et al., 2007,
Kishi et al., 2006, Kitayama et al., 2004, Murph et al.,, 2007, Yamada et al., 2008).
Neben der gezeigten direkten Unterstiitzung der Proliferation und Metastasierung von
Tumoren ist eine weitere wichtige Rolle von LPA in der Tumorgenese der
proangiogenetische Effekt. Flr eine Reihe von Krebszellen konnte gezeigt werden, dass
eine LPA Stimulation eine Sekretion von vascular endothelial growth factor bewirkt und
somit die fir Tumoren wichtige GefalRneubildung ermoglicht (Hu et al., 2001). LPA6
spielt eine Sonderrolle, da fiir diesen Rezeptor eine Tumorsupressorfunktion bei
Blasenkarzinomen gezeigt werden konnte (Lee et al., 2007b, Majewski et al., 2008).
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Abbildung 2: Grafische Darstellung fiir LPA und seine Hauptsignalwege fiir die Verkniipfung von
Entziindungsreaktion und Tumorgenese/Metastasierung. ATX hydrolisiert frei verfiigbares
Lysophastidylcholin (LPC) zu bioaktiven LPA. LPA wirkt liber seine Rezeptoren an mindestens drei
verschiedenen Klassen von heterotrimeren G-Proteinen (Gq, Gi und G12/13). Diese wiederum
aktivieren ihre zugehérigen Signalkaskaden. Darunter die Aktivierung der Src-STAT und der PI3Kb
Signalkaskade durch Gi und die RhoA/Rock Signalkaskade durch G12/13. Die dariiber gebildeten

Transkriptionsfaktoren STAT3, NFkB und ATF-2 induzieren unter anderem Zellproliferation und
Zytokinproduktion. Gebildete Zytokine triggern zusidtzlich eine autokrine Verstirkung der

angestoBenen Signalkaskaden, so dass es zu entkoppelter Proliferation und Metastasierung kommt
Grafik nach (Liu et al., 2009a).
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3 Material und Methoden

3.1 Material und Probengewinnung

3.1.1 Humane Zelllinien

Fiinf humane kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinien, drei humane Melanomzelllinien,
zwei humane Mammakarzinomzelllinien, drei humane Kolonkarzinomzelllinien und die
Nicht-Tumorzelllinie HUVEC wurden zur relativen Quantifizierung ihrer LPA 1, LPA2 und
LPA3 Rezeptoren verwendet. Die Melanomzelllinien MV3 und MeWo wurden durch die
Klinik far Dermatologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland
bereitgestellt, die Zelllinie FEMX-1 durch Prof. Dr. Oystein Fodstad (Universitat Oslo,
Norwegen). Die kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien H69, SW2, OH1, OH3 und H82
wurden durch Prof. Dr. Uwe Zangemeister-Wittke (Universitdt Bern, Schweiz) zur
Verfligung gestellt. Die Mammakarzinomzelllinien MCF7, HBL100 und die
Kolonkarzinomzelllinien HT29, HT29mdr und SW480 wurden von der ,European
Collection of Animal Cell Cultures” (Porton Down, Wiltshire, GroBbritannien) bezogen.
Eine Zusammenfassung der Zelllinieneigenschaften findet sich in der Tabelle 3.
RoutinemaRig wurde fir alle Zelllinien ein Mykoplasmenscreening durchgefiihrt. Fir
alle Versuche wurden nur mykoplasmenfreie Zellen verwendet.
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Tabelle 3: In den Versuchen verwendete Zelllinien und Tumore

Zelllinie

Zelllinienherkunft

Metastasierung
in SCID-Mausen

Mammakarzinom

MCF7 Pleuraergusspunktat  einer  Patientin  mit | +
Mammakarzinom

HBL100 Muttermilchzellen; Teile des SV40 Genoms | -
integriert, von daher weder als normale, noch als
Krebszelllinie einzuordnen.

Kolonkarzinom

HT29 Adenokarzinomzellen aus Primartumor +

HT29mdr Multi-Drug Resistance Phanotyp von HT29 Zellen | -/+

SW480 Adenokarzinom aus Primartumor, Grade 3-4 +

Melanom

FEMX-1 Melanomzellen aus Lymphknotenmetastase +

MV-3 Melanomzellen aus Lymphknotenmetastase +

MeWo Melanomzellen aus Lymphknotenmetastase +

Kleinzelliges

Bronchialkarzinom

OH1 Pleurapunktat eines 43-jahrigen mannlichen | +
Patienten

OH3 Pleurapunktat eines 43-jahrigen mannlichen | +
Patienten

H69 Pleurapunktat eines 56-jahrigen mannlichen | +
Patienten

H82 Pleurapunktat eines 56-jahrigen mannlichen | +
Patienten

SW2 Knochenmarkaspirat eines metastasierten | +

Bronchialkarzinompatienten
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3.1.2 HUVEC

Humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden zur Kontrolle der Expression von
LPA-Rezeptoren auf nicht-malignen Zellen im Vergleich zu Tumorzellen verwendet. Die
Zellen wurden durch die PromoCell GmbH (Heidelberg, Deutschland) bereitgestellt. Fir
die Kultivierung der Zellen wurde das DetachKit derselben Firma verwendet. Auch hier
wurde routinemaRig ein Mykoplasmenscreening durchgefiihrt. Fir alle Versuche
wurden nur mykoplasmenfreie Zellen verwendet.

3.1.3 Zellkultur

Die Zelllinien wurden in RPMI 1640 Medium (L-Glutamin und 2 g Glucose/I, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) mit 10% Kalberserum (FCS, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 10.000 pl/ml Streptomycin bei 37 °C und 5%
CO2 kultiviert. Bei maximaler Kulturschalenbedeckung wurden die Zellen zur RNA-
Isolierung mit PBS (50 mM Phosphat, 150 mM NaCl, pH 7,4) gewaschen und
anschliefend trypsinisiert. Die Trypsinierungsreaktion wurde wieder mit RPMI 1640
Medium gestoppt. Die Zellpelletgewinnung zur Weiterverarbeitung erfolgte durch
Zentrifugation bei 1500 Upm fir drei Minuten.

3.1.4 Formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Mausgewebe

Als Kontrolle wurde unbeimpften SCID (severe combined immunodefiency) Mausen
Gewebe entnommen. Hierbei wurden Lunge, Leber, Muskel und Fettgewebe
verwendet. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den Tumoren wurde das Mausgewebe
vor der RNA-Extraktion mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.

3.1.5 Formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Tumore

Zum in vivo Vergleich wurde aus in SCID Mausen herangewachsenen Tumoren der
genannten Zelllinien RNA isoliert. Fiir die Anzlichtung wurden den Mausen Kulturzellen
zwischen die Schulterblatter injiziert. Nach Erreichen einer GréRe von mindestens 10 %
des Mausgewichtes wurden die Tumore entnommen, formalinfixiert und in Paraffin
eingebettet.
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3.1.6 RNA-Isolation

Zur Isolation von RNA aus den in Zellkultur gewachsenen Zelllinien und aus in Paraffin
eingebetteten, formalinfixierten Tumoren kamen zwei verschiedene RNA-Isolationskits
der Firma Qiagen zum Einsatz. Die Isolationsprinzipien der beiden Kits sind dhnlich. In
mehreren Wasch- und Elutionsschritten wird die RNA entweder aus einem Zelllysat
oder aus Paraffinschnitten isoliert. Hierbei wurde bei Raumtemperatur gearbeitet.

3.1.6.1 RNA-Isolation aus Zelllinien

Fiir die RNA-Isolation aus Zelllinien wurde das ,,RNeasy Midi-Kit“ der Firma Qiagen
verwendet. Mit dem Kit kann ein Ausgangsmaterial von einer Minimalanzahl von 5 x10°
Zellen verwendet werden. Die RNeasy Midi Sdulen kdnnen maximal 1 mg RNA binden,
welche eine Mindestlange von 200 Basen haben muss. Alle Ribonukleinsduren, die
kleiner als 200 Basen sind (rRNA, tRNA, 5sRNA), werden nicht erfasst und
ausgewaschen. Wie erwiinscht wurde so mRNA angereichert. Den Grofiteil der
gewonnenen RNA machten aber 18s und 28s Untereinheiten der Ribosomen aus, da
diese mengenmaBig am meisten in intakten Zellen vertreten sind. Durch die hohe
guantitative Anzahl dieser Untereinheiten konnte eine erfolgreiche RNA-Isolation aus
den Zelllinien durch eine Darstellung der RNA auf 1 % Agarosegel bestatigt werden. Die
Zellen wurden bei 3000 x g abzentrifugiert und der Uberstand aspiriert. Im Folgenden
wurde gemaR den Herstellerangaben weiter verfahren. Je nach zu erwartender RNA
Menge wurden am Ende 150-250 pl RNase freies Wasser zur Elution der RNA aus der
Saule benutzt. Es wurde zweimalig eluiert. Zunachst mit 125 ul RNase freien Wasser,

anschlieend noch einmal mit 25-125 ul RNase freien Wassers.
3.1.6.2 RNA-Isolation aus Tumoren

Zur RNA-Isolation aus in Paraffin eingebetteten, formalinfixierten Tumoren wurde das
»RNeasy FFPE Kit“ der Firma Qiagen verwendet. Dieses Kit ist daflir ausgelegt, ohne
weitere Degradation, den groRten Teil der durch Formaldehyd verursachten
Veranderungen an der RNA riickgangig zu machen. Da durch eine Formalinfixierung
vorhandene RNA aber nicht nur degradiert, sondern auch fragmentiert wird, ist das Kit
nicht optimal fir Versuche, die ganze, unfragmentierte RNA voraussetzen. Daher kam
das Kit nur fur die RNA-Isolation aus eingebetteten Tumoren infrage. Als
Ausgangsmaterial fir die RNA-Isolation wurden jeweils acht frisch geschnittene, 10 um
dicke Paraffinschnitte eines Tumors verwendet. Um eine ausreichende Menge an RNA
zu gewinnen, wurden jeweils drei Ansdtze pro Tumor hergestellt.
Moglichen Verunreinigungen der Arbeitsflache und des Materials wurde durch eine
intensive Reinigung mittels ,,RNAse away” vorgebeugt. Um den Paraffiniberschuss
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gering zu halten, wurden tumorfreie Bereiche der Einbettungsblocke mithilfe eines
sterilen Skalpells entfernt. Die ersten 10 Schnitte wurden stets verworfen, um die
Kontaminationsgefahr weiter zu vermindern. Die Elution der RNA aus dem so
gewonnenen Material erfolgte gemalR dem Herstellerprotokoll von Qiagen. Nach
Elution der RNA wurden die drei Ansatze eines Tumors zusammengefiihrt, sodass pro
Tumor jeweils ca. 90 ul geloste RNA vorlagen.

3.1.6.3 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der RNA wurde spektrofotometrisch (Smart Spec 2000™) bestimmt.
Zum Befillen der Fotometerzelle wurde 1 pl der zuvor extrahierten RNA noch
unbekannter Konzentration bei einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt. So kamen 100
pl verdiinnte RNA-Lo6sung zum Einsatz. Das Spektralfotometer wurde vor der
eigentlichen Messung mit destilliertem Wasser geeicht. Die Messung der RNA-
Konzentration erfolgte bei einer Wellenlange 260 nm, 280 nm und bei 320 nm. Dabei
reprasentiert die Messung bei 280 nm die durchschnittliche Absorption der Proteine,
reine  RNA absorbiert bei 260nm und die Messung bei 320 nm diente als
Verunreinigunsreferenz flir das Spektralfotometer. Anhand der Absorption des Lichtes
kann das Gerat die Konzentration der RNA in der Losung ermitteln und gibt dies in
pug/ml an. Da wir zu Beginn der Messung die eigentliche RNA-LGsung verdiinnt haben,
musste der hier ermittelte Wert noch mit dem Faktor 100 multipliziert werden, um die
richtige Konzentration zu erhalten. Aus praktischen Griinden wurden die Werte noch in
ng/ul umgerechnet.

3.1.7 cDNA Synthese

Die cDNA (complemantary DNA) Synthese erfolgte mit dem Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit der Firma Roche. Das Kit stellt zwei verschiedene Arten von Primern
zur Verfiigung. Random Hexamer Primer sind Primer, die aus sechs zufélligen
Nukleotiden zusammengesetzt sind und unspezifisch an den mRNA-Strang binden. Sie
gewahrleisten eine relativ gleichmalliige Reprasentation aller RNA Sequenzen und
ermoglichen das Umschreiben fragmentierter mRNA Sequenzen. Solche Sequenzen
liegen haufiger bei schon degradierter mRNA vor, wie sie hier aus den fixierten
Tumoren gewonnen wurde. Spezifischere Primer flr die reverse Transkription sind die
vom Kit bereitgestellten Anchored-oligo(dT):g Primer. Diese binden komplementar an
den poly-A Schwanz der mRNA und ermdoglichen die reverse Transkription ganzer, nicht
degradierter mRNA Abschnitte. Im Gegensatz zu den Random Hexamer Primern erhalt
man dadurch vollstandige cDNA und weniger Einzelfragmente. Wie schon erwahnt, ist
ihr Einsatz aber auf wenig bis kaum degradierte mRNA beschrankt. Diese Primer
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wurden bei der Transkription der aus Zelllinien gewonnenen mRNA verwendet. Fir das
Umschreiben aus mRNA der verschiedenen Zelllinien wurden abweichend von den
Herstellerempfehlungen zur Optimierung der cDNA Ausbeute immer 1500 ng mRNA
eingesetzt. Das notwendige Volumen wurde anhand der RNA-
Konzentrationsbestimmung ermittelt. Das Syntheseprotokoll wurde gemal den
Angaben von Roche durchgefiihrt. Fir die reverse Transkription der RNA aus den in
Paraffin eingebetteten Tumoren wurde das Verfahren nochmals leicht modifiziert.
Durch den hohen Degradationsgrad der RNA, mit moglichen Verlust des poly-A
Schwanzes, benutzten wir hier die random Hexamer Primer und setzten immer die fir
die Tumorzelle gewonnene unverdiinnte Menge an RNA ein. Anschliefend wurde auch
hier gemaR den Herstellerempfehlungen weiter verfahren. Die Negativprobe durchlief
die gleichen Syntheseschritte wie die Positivproben, aber ohne Zugabe des Enzyms
reverse Transkriptase. Die Negativproben dienten der Sicherstellung, dass bei der
Synthese nur mRNA und keine genomische DNA in cDNA umgeschrieben, bzw. in der
PCR amplifiziert wurde.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Schmelzkurvenanalyse

Zur genauen Bestimmung der erhaltenen PCR-Produkte wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Der Schmelz- oder Denaturierungspunkt ist fiir
jede dsDNA Sequenz spezifisch und hangt vom Guanin und Cytosingehalt sowie der
Lange und der Sequenz einer DNA ab. Die Schmelzkurve wurde mittels des LightCyclers
2.0 nach jeder PCR bestimmt. Die Temperatur wurde hierfiir kontinuierlich von 65 °C
auf 95 °C (0,1 °C/s) erhoht. Bis zur spezifischen Denaturierungstemperatur eines PCR-
Produktes kann sich der unspezifische Farbstoff SYBR Green | in die dsDNA einlagern.
Beim Uberschreiten des Schmelzpunktes kommt es zu einem plétzlichen
Fluoreszenzabfall. Die Fluoreszenz gegen die Temperatur in Grad Celsius aufgetragen
ergibt die absteigende Schmelzkurve eines PCR-Produktes. Die LightCycler Software
stellt hiervon die erste negative Ableitung dar, sodass eine Parabel (ein , Peak”) bei der
entsprechenden Schmelztemperatur eines Amplifikates entsteht (siehe Abbildung 3).
Dies erleichtert den Vergleich verschiedener Schmelzkurven.

Melting Peaks

0619
0419
0.219-

0.019] j’_

Ba 70 7o E:ZI a5 a0 a5
Temperature {(°C)

-{(d/dT) Fluorescence (530)

Abbildung 3: Beispielhafte Darstellung der einheitlichen LightCycler PCR Schmelzkurven anhand der
Standardreihe fiir LPA2

-22 -



3.2.2 PCR: Ansatz und Protokolle

3.2.2.1 Primer

Gen

Aktin

LPA1

LPA2

LPA3

Vorwarts a

Vorwarts b

Rickwarts

Vorwarts a

Vorwarts b

Ruckwarts

Vorwarts a

Vorwarts b

Rickwarts

Vorwarts a

Vorwarts b

Ruckwarts

Sequenz

5‘- aga aaa tct ggc acc aca cc -3¢
5’- cca acc gcg aga aga tga -3’
5’- cca gag gcg tac agg gat ag -3’
5’- tag ttc tgg ggc gtg ttc ac -3’
5’- gcg tgt tca cca cct aca ac -3’

5’- tgt ggt tca ttc atg gct gt -3’

5’—tac cga gag acc acg ctca -3’
5’— cag cct ggt caa gac tgt tgt -3’

5’—tgc agg act cac agc cta aa -3’

5’- ata caa gtg ggt cca tca gc -3’
5’- acg gtg atg act gtc tta ggg -3’

5’- cac ctt ttc aca tgc tgc ac -3’

Tm

57,3°C
56,0 °C
61,4 °C
59,4 °C
59,4 °C

55,3°C

58,8 °C
59,8 °C

57,3°C

57,3°C
59,8 °C

57,3°C
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3.2.2.1.1 PCR-Produkte

Gen

Aktin

LPA1

LPA2

Kombinierte Primer

Vorwarts a + Ruckwarts

Vorwarts b + Rlickwarts

Vorwarts a + Ruckwarts

Vorwarts b + Ruckwarts

Vorwarts a + Ruckwarts

Vorwarts b + Rlickwarts

Produkt

5°-aga aaa tct ggc acc aca cct tct aca
atg agc tgc gtg tgg ctc ccg agg age
acc ccg tge tge tga ccg agg ccc cce
tga acc cca agg cca acc gcg aga aga
tga ccc aga tca tgt ttg aga cct tca aca
ccc cag cca tgt acg ttg cta tcc agg cta
tgc tat ccc tgt acg cct ctg g-3°

5‘-cca acc gcg aga aga tga ccc aga
tca tgt ttg aga cct tca aca ccc cag cca
tgt acg ttg cta tcc agg cta tge tat ccc
tgt acg cct ctg g-3°

5‘-agt tct ggg gcg tgt tca cca cct aca
acc aca gag ctg tca tgg ctg cca tct cta
ctt cca tcc ctg taa ttt cac agc ccc agt
tca cag cca tga atg aac cac a-3°

5‘-gcg tgt tca cca cct aca acc aca gag
ctg tca tgg ctg cca tct cta ctt cca tec
ctg taa ttt cac agc ccc agt tca cag cca
tga atg aac cac a-3*

5’-tac cga gag acc acg ctc agc ctg gtc
aag act gtt gtc atc atc ctg ggg gcg ttc
gtg gtc tgc tgg aca cca ggc cag gtg gta
ctg ctc ctg gat ggt tta ggc tgt gag tcc
tgc a-3’

5‘-cag cct ggt caa gac tgt tgt cat cat
cct ggg ggc gtt cgt ggt ctg ctg gac acc
agg cca ggt ggt act get cct gga tgg ttt
agg ctg tga gtc ctg ca-3

Lange

190 bp

97 bp

110 bp

100 bp

121 bp

104 bp
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LPA3 Vorwarts a + Rickwarts 5'-ata caa gtg ggt cca tca gcc gcc gga 163 bp
gga cac cca tga agc taa tga aga cgg
tga tga ctg tct tag ggg cgt ttg tgg tat
gct gga ccc cgg gec tgg tgg tte tge tec
tcg acg gcc tga act gca ggc agt gtg geg
tgc agc atg tga aaa ggt g-3°

Vorwarts b + Rlickwarts 5'-acg gtg atg act gtc tta ggg gcg ttt 113 bp

gtg gta tgc tgg acc ccg ggce ctg gtg gtt
ctg ctc ctc gac ggc ctg aac tgc agg cag

tgt ggc gtg cag cat gtg aaa agg tg-3*

3.2.2.1.2 Thermo-PCR

Jede Thermo-PCR wurde Uber 35 Zyklen durchgefihrt. Als Primerkombination wurden
jeweils ein Vorwarts a und ein Riickwarts Primer des entsprechenden Gens eingesetzt.
Die von Hand pipettierte Menge ist Tabelle 4: Thermo-PCR Reaktionsansatz zu
entnehmen. Die Annealing-Temperatur variierte je nach verwendetem Primer (siehe
Tabelle 6). Zur Ermittlung der Annealing-Temperatur wurde folgendes Vorgehen
gewahlt: Es wurde das arithmetische Mittel aus der Schmelztemperatur des Vorwarts a
und Ruckwarts Primers eines Genes ermittelt. AnschlieRend wurden 5 °C von dieser
Temperatur abgezogen, da sich dieser Wert als glinstigster Ausgangswert fir
nachfolgende Probeldufe erwies. Ausgehend von dieser Temperatur wurde dann die
Annealing-Temperatur in Probeldaufen angepasst, bis sich in einer Agarose-
Gelektrophorese Uberpriifung ein sauberes Produkt ohne zusitzliche Banden
nachweisen lies. Das Produkt aus Vorwarts a und Rlckwarts Primer eines Gens wurde
bei der Erstellung der Standardkurve im Rahmen einer Semi-nested PCR
weiterverwendet.
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Tabelle 4: Thermo-PCR Reaktionsansatz

Thermo-PCR 20ul Ansatz Menge (ul)
Puffer 2
Vorwarts Primer 0,1
Ruckwarts Primer 0,1
Nukleotide 0,4
Polymerase 0,1
H,O 15,3
DNA 2

20 ul

Tabelle 5: Protokoll Thermo-PCR 35 Zyklen

Zeit Temperatur
30 sek 94 °C

30 sek Variabel

60 sek 72°C

Tabelle 6: Annealingtemperaturen der verschiedenen Vorwarts-Primer der Thermo-PCR

Primer Annealing-Temperatur
LPA1 Vorwarts a 54 °C
LPA2 Vorwarts a 57 °C

LPA3 Vorwarts a 55 °C



3.2.2.1.3 RTQ-PCR

Jede RTQ-PCR wurde im LightCycler 2.0 von Roche durchgefiihrt. Es wurde jeweils ein
50 ul Ansatz in 100 pl Kapillaren eingesetzt. Als Primerkombination wurden ein
Vorwarts b und ein Rickwarts Primer des entsprechenden Gens eingesetzt. Die von
Hand pipettierte Menge ist Tabelle 7: RTQ-PCR Reaktionsansatz zu entnehmen. Die
Annealing Temperatur variierte je nach verwendetem Primer (siehe Tabelle 9). Zur
Ermittlung der Annealing-Temperatur wurde folgendes Vorgehen gewahlt: Es wurde
das arithmetische Mittel aus der Schmelztemperatur des Vorwarts a und Riickwarts
Primers eines Genes ermittelt und anschlieBend 5 °C auf diese Temperatur
aufgeschlagen. Im Vergleich zur Thermo-PCR erwies sich ein Aufschlagen der
genannten Temperatur als glinstigster Ausgangspunkt fur die Probeldufe. Ausgehend
von dieser Temperatur wurde dann die Annealing-Temperatur in Probeldufen
angepasst, bis sich in einer Agarose-Gelektrophorese Uberpriifung ein sauberes
Produkt ohne zusatzliche Banden nachweisen lie. Auch war es hier zusatzlich
notwendig, die eingesetzte Primermenge zu variieren. Entsprechende Liicken im 50 pl
Standardansatz wurden durch H,O ausgeglichen. Fir LPA1 und LPA3 wurden
abweichend vom Standardmastermix 0,5 pl Vorwarts b und Rickwarts Primer
eingesetzt. Fiir LPA2 wurden abweichend 0,25 ul des jeweiligen Primers eingesetzt.
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Tabelle 7: RTQ-PCR Reaktionsansatz

RTQ-PCR 50ul Ansatz Menge (ul)
Vorwarts Primer 1
Rickwarts Primer 1
LC-MIX 10
H,O 28
DNA 10
Tabelle 8: Protokoll RTQ-PCR 50 Zyklen
Programm Zeit Temperatur
Denaturierung 10 min 95 °C
Amplifikation 15 sek (Denaturierung) 95 °C
15 sek (Annealing) Variabel
25 sek (Amplifikation) 72 °C

Schmelzkurve

kontinuierlich

65-95 °C (0,1 °C/s)

Tabelle 9: Annealingtemperaturen der verschiedenen Vorwarts-Primer der RTQ-PCR

Primer Annealing-Temperatur
LPA1 Vorwirts b 65°C
LPA2 Vorwirts b 67 °C
LPA3 Vorwirts b 65°C
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4 Ergebnisse

Flr die Bestimmung der relativen Expression der LPA-Rezeptoren in den Zelllinien und
zugehorigen Tumoren wurde ein PCR-Protokoll fiir den Thermocycler und eines fiir den
LightCycler etabliert. Im Thermocycler wurde die Funktionsfahigkeit jedes
Primerpaares getestet und das Ausgangsmaterial aus ,vorwarts a + rlickwarts” Primer
fir jedes Gen fiir eine semi-nested PCR im LightCycler gewonnen. Da das
Thermocyclerprotokoll nicht auf den Lightcycler Gbertragbar war, wurde hier erneut ein
Protokoll fiir jedes Gen etabliert. Zur Verwendung kamen hier der ,vorwarts b +
rickwarts” Primer der untersuchten Gene. Insgesamt wurden 13 Zelllinien und aus
ihnen gewachsene Tumore auf die Expression der LPA-Rezeptoren hin untersucht. Je
Zelllinie wurden 3 verschiedene Proben und je Tumor filinf verschiedene Proben
untersucht.

4.1 RNA-Extraktion
4.1.1 Zelllinien

Die RNA Konzentrationen lagen zwischen 92 ng/ul und 1100 ng/ul, im Mittel bei 700
ng/ul. Eine Uberpriifung der extrahierten RNA durch 1%ige Agarose-Gelelektrophorese
zeigte eine eindeutige Doppelbande der 18s und 28s RNA und kaum Degradationen der
RNA. In der cDNA-Synthese wurden oligo(dt) Primer der Firma Roche eingesetzt.
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Abbildung 4: Darstellung der effektiven RNA-Extraktion ausgewadhlter Zellen auf 1%-igen Agarosegel.
Die pragnante Doppelbande entsteht durch den hohen Anteil an 28S und 18S RNA im zelleigenen RNA-
Pool.
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4.1.2 Tumore

Die RNA Extraktionskonzentrationen lagen zwischen 100 ng/ul und 4200 ng/ul, im
Mittel bei 2500 ng/ul. Eine Uberpriifung der RNA-Extraktion durch Agarose
Gelelektrophorese ergab, dass grofStenteils stark fragmentierte RNA gewonnen wurde.
Um genligend verwendbare cDNA aus der fragmentierten RNA zu gewinnen, wurden
bei der anschlieBenden cDNA-Synthese die random Hexamer Primer der Firma Roche
verwendet.

Abbildung 5: Darstellung der effektiven RNA-Extraktion aus in Paraffin eingebetteten Tumoren. Das
Verschmieren der Banden im 1%-igen Agarosegel ist Ausdruck der Fragmentierung der extrahierten
RNA.

4.1.3 Murine Zellen

Es wurde RNA aus Lungen-, Leber-, Muskel- und Fettgewebe von zwei unbehandelten
SCID-Mausen isoliert. Fur murine Zellen lagen die RNA Extraktionskonzentrationen
zwischen 10 ng/upl und 600 ng/ul, im Mittel bei 140 ng/ul. Zusatzlich wurde aus
Mausblut RNA gewonnen. Die cDNA Synthese entsprach der Synthese aus Tumor-RNA.
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4.2 cDNA Synthese

Bei jeder cDNA Synthese wurden zwei Positivproben und eine Negativprobe pro
Zelllinie, Tumor oder muriner Zelle angelegt.

4.3 Primeroptimierung

Die Primerpaare ,vorwarts a + rlickwarts” und ,vorwdarts b + rlickwarts” des
Referenzgens, von LPA1, LPA2 und LPA3, wurden alle vorher in einer Thermocycler-PCR
auf ihre Funktionalitat und Spezifitat getestet.

L I I it P oo --

Abbildung 6: Darstellung der Primeroptimierung ,vorwarts a + riickwarts” fiir die Gene LPA1 und LPA2.
Ziel war eine saubere Auftrennung, ohne Doppelbanden oder Restprimermengen. Es wurden zufillige
Proben aus Zelllinien und Tumoren fiir die Etablierung verwendet. Fiir jedes Gen lief eine H,0O-
Negativprobe mit. Das Produkt von LPA1 hat eine GréBe von 110bp und das Produkt von LPA2 eine
GréBe von 121bp.
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4.3.1 Effizienzen und Fehler aller Primerpaare nach
Standardkurvenerstellung

Tabelle 10: Effizienzen und Fehler aller Primerpaare nach Standardkurvenerstellung

Aktin LPA1 LPA2 LPA3
vorw. + rickw. vorw. + rickw. vorw. + rickw. | vorw. + rickw.

Ansatz 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul
Primereffizienz | 1,931 1,999 1,966 1,875
Fehler 0,0123 0,0082 0,0483 0,0301
Kalibrator 107-5 107-9 107-9 107-8

4.3.2 Primerspezifitit

Um sicherzustellen, dass das Aktin Primerpaar (vorwarts b + riickwarts) spezifisch fir
humane cDNA ist, wurde zuerst cDNA aus Blut von zwei unbeimpften SCID-Mausen
untersucht. In einer der beiden Mause konnte eine minimale Aktinexpression
nachgewiesen werden. Zur weiteren Analyse wurde anschlieRend aus zwei weiteren
unbeimpften Mdusen Gewebe isoliert. Zum Einsatz kamen Lungen-, Leber-, Muskel-
und Bindegewebe, um ein ungefdhres Abbild mdglichen Tumornachbargewebes
wiederzugeben. Entgegen der Angaben der Universal Probe Library und entgegen einer
Sequenzlberprifung mittels ExPasy/Blast, konnte wiederum aus cDNA vereinzelter
Mausproben durch eine LightCycler PCR Produkt fiir beta-Aktin amplifiziert werden.
Eine human-spezifische Kontrolle des LPA1 und LPA3 Primerpaares (vorwarts b +
riickwarts) ergab keine Amplifikation von c¢cDNA aus murinem Blut oder murinen
Lungen-, Leber-, Fett- und Muskelgewebe. Eine Spezifitatskontrolle des LPA2
Primerpaares (vorwarts b + rlickwarts) mit Maus-cDNA, gewonnen aus Blut, Lungen-,
Leber-, Fett- und Muskelgewebe erbrachte einen Nachweis einer Expression nur in
einer von vier Fettgewebsproben.
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4.4 Aktin

4.4.1 beta-Aktin Expression in Zelllinien

Amplification Curves
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Abbildung 7: Darstellung der CP-Werte der Zelllinien einer beta-Aktin Messung im LightCycler. Die
Zelllinien prasentieren sich homogen in einem engen CP-Wert Rahmen zwischen CP 13 und CP17. Im
Mittel liegt ein CP-Wert von 15 vor. Der doppelt bestimmte Kalibrator hat einen CP-Wert von 23.

Es wurden jeweils drei Chargen einer Zelllinie gemessen. Da eine Messung im
LightCycler Platz fir 32 Proben bietet, wurden die in Kultur gewachsenen Zelllinien in
zwei  Gruppen eingeteilt. Eine umfasste die Zelllinien des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms, die Zweite die Zelllinien des Mamma- und Kolon-Karzinoms und
des malignen Melanoms. Auf die einzelnen Gruppen bezogen, zeigte sich ein gleich
bleibender Expressionslevel des beta-Aktins. Die Schmelzkurvenanalyse zeigte bei
beiden Gruppen einen Peak bei Tm=85°C, der der Schmelztemperatur der
mitlaufenden Positivprobe entsprach und durch den Kalibrator bestatigt wurde. In der
ersten Gruppe wurden die kleinzelligen Bronchialkarzinom Zelllinien gemessen. Der
mittlere Cp-Wert lag bei Cp=25. Der Bereich erstreckte sich von Cp=22 bis Cp=27. Der
Cp-Wert des Kalibrators entsprach Cp=20. In der zweiten Gruppe wurden alle brigen
Zelllinien vermessen. Hier lag der Cp-Wert um einen Bereich von Cp= 15. Keiner der
Werte unterschritt einen Wert von Cp=14 oder lberschritt einen Wert von Cp=19. Der
Kalibrator Cp-Wert entsprach in dieser Gruppe einem Cp von Cp=23. Zwischen der
Vermessung der ersten und der zweiten Gruppe lag ein Zeitraum von 36 Tagen.
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4.4.2 beta-Aktin Expression in Xenografttumoren

Um die Expression zwischen in vitro gezlichteten Zelllinien und in vivo in SCID-Mausen
xenotransplantierten Zelllinien vergleichen zu koénnen, wurde aus in Paraffin
eingebetteten Tumoren RNA gewonnen. Diese RNA wurde in cDNA umgeschrieben und
im LightCycler System amplifiziert. Im Gegensatz zu den Zelllinien zeigten die
Xenografttumore eine grofRere Heterogenitat, bei einer Streuung von Cp=24 bis Cp=32.
Die Schmelzkurvenanalyse zeigte ein einheitliches Produkt bei Tm=85 °C.

Amplification Curves

Fluorescence (530)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Cycles

Abbildung 8: Darstellung einer Messung des beta-Aktins bei Xenografttumoren. Die CP-Werte der
Xenografttumore weisen eine hdhere Streuung als bei den Zelllinien auf. Auch liegen sie im

Absolutwert héher. Der Kalibrator entspricht dem der Zelllinien
(->Abbildung 7).
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Abbildung 9: Darstellung der zugehérigen Schmelzpunkte zu Abbildung 8. Trotz der hdéheren
Heterogenitit der CP-Werte ergibt sich ein einheitliches Schmelzprodukt bei Tm=85 °C. Eine der
Negativprobe entsprechende Graphenlinie ohne Schmelzpunkt bestatigt die saubere Amplifikation.

4.5 Expression der Lysophosphatidrezeptoren

Alle Zelllinien, sowohl die in vitro gezlichteten Kulturen, als auch die in vivo
gezlichteten Xenografttumore, wurden auf die Expression der
Lysophosphatidrezeptoren LPA1, LPA2 und LPA3 untersucht. Dabei wurden drei
Chargen RNA der Kulturzellen und 5 Chargen RNA der Tumore mit jedem Primer als
cDNA im LightCycler 2.0 System eingesetzt. In allen Zelllinien wurde die Expression
eines oder mehrerer Rezeptoren gezeigt. Auch wurde ein direkter in vivo/in vitro
Vergleich der Kulturzellen und Tumore durchgefiihrt.

4.6 HUVEC

In der Kontrollzelllinie HUVEC zeigte sich eine hohe Expression von LPA1 und LPA2,
hingegen konnte keine Expression von LPA3 Rezeptor mRNA gezeigt werden (siehe
Abbildung 10).
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Abbildung 10: Expression von LPA1, LPA2 und LPA3 in gemessenen HUVEC-Zellen mit Positiv- und
Negativproben zum Vergleich. Deutlich sichtbar ist die fehlende Bande zur LPA3 Expression, wahrend
LPA1 und LPA2 in allen HUVEC-Zellen exprimiert werden.
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Abbildung 11: Darstellung der relativen LPA1 mRNA Expression in den gemessenen Kolon- und
Mammakarzinomzellen, sowie den gemessenen Melanom- und Kleinzellerzellen. Dabei wird eine
willkiirliche, nicht vom Zelltyp abhangige, LPA1 Expression deutlich. Die vermehrte Expression von
LPA1 in HBL100, MV3 und H69 sticht heraus.
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4.7 LPA1
4.7.1 Zelllinien

Die Expression von LPA1 lieB sich nicht in allen untersuchten Zelllinien nachweisen
(siehe Abbildung 11). Wenn ein Nachweis erfolgte, zeigte sich ein Produkt mit der
Schmelztemperatur von Tm=85,5 °C. Firr die Zelllinien kolorektalen Ursprungs HT29,
HT29mdr und SW480 liel8 sich nur fiir SW480 eine deutliche Expression nachweisen.
Die Expression der anderen beiden Zelllinien lag an der Nachweisgrenze. Fir die
Mammakarzinom Zelllinie MCF7 und die immortale Zelllinie mammaepithelialen
Ursprungs HBL100 konnte eine Expression nachgewiesen werden. Relativ exprimierte
HBL100 LPA1 im Mittel 12x hoher als MCF7. Ein dhnliches Bild ergab sich bei den
Melanoma-Zelllinien. MV3 bewegte sich auf einem Expressionslevel mit HBL100. Fir
FEMX-1 konnte eine sehr geringe Rezeptorexpression nachgewiesen werden, MeWo
lag dhnlich den Kolonkarzinomzelllinien HT29 und HT29mdr an der Nachweisgrenze.
Bei den kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien konnte nur fir H69 eine
Rezeptorexpression definitiv nachgewiesen werden. Sie bewegte sich auf einem Level
mit HBL100 und MV3. Fir die Zelllinien OH3 und H82 wurde keine Expression
nachgewiesen, fir OH1 und SW2 ergab sich in drei Messungen ein positiver Wert.

4.7.2 Xenografttumore

Bei der relativen Expression von LPA1 in Xenografttumoren zeigte sich ein heterogenes
Bild (siehe Abbildung 12). Wenn eine Rezeptorexpression nachgewiesen wurde, lag sie,
bis auf die Ausnahme der Zelllinie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms H69, um Faktor
10 bis Faktor 10.000 hoéher als die vergleichende Expression in der Zellkultur. Bei den
Tumoren kolorektalen Ursprungs (HT29, HT29mdr und SW480) zeigte sich gegeniiber
den Zelllinien eine umgekehrte Darstellung der Rezeptorexpression. HT29 zeigte die
hochste relative Expression, gefolgt von HT29mdr. Die relative Expression von HT29mdr
entsprach 50 % der Expression von HT29. Fur SW480 war keine Expression
nachzuweisen. Auch fir die Mammakarzinomzelllinie MCF7 und die immortale Zelle
HBL100 mammaepithelialen Ursprungs konnte der Rezeptor nachgewiesen werden.
Hier zeigte HBL100 die insgesamt hochste Expression. Gegenliber der Zellkultur wird im
HBL100-Xenograft der Rezeptor 12x hoher exprimiert. Fur alle drei malignen
Melanome konnte eine Expression von LPA1l gezeigt werden. Wahrend MeWo relativ
die geringste Expressionsrate zeigte, zeigte MV3, dhnlich wie in vitro, die hochste.
FEMX-1 wies eine ahnlich hohe Expression wie MV3 auf, zeigte aber eine gréRere
Schwankung der Expression innerhalb der einzelnen vermessenen Proben. Bei den
kleinzelligen Bronchialkarzinomen konnte nur fiir den Tumor H69 eine
Rezeptorexpression nachgewiesen werden. In den anderen kleinzelligen
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Bronchialkarzinomen konnte LPA1 nicht nachgewiesen werden. Die relative Expression
bewegte sich bei H69 auf gleichem Level wie bei der zugehdrigen kultivierten Zelllinie.

LPA1

=3 cultured tumor cells
xenografted tumor cells

Relative Expression

Abbildung 12: Darstellung der relativen LPA1 mRNA Expression der Xenografttumore, Zelllinien und
mitvermessenen Negativproben im Vergleich. Es fillt besonders die Hochregulation der LPA1 mRNA
Expression fiir die Xenografttumore aus Melanomzelllinien und Kolonkarzinomzellen (bis auf SW480)
auf.

4.8 LPA2
4.8.1 Zelllinien

Die Expression von LPA2 liel8 sich fiir alle untersuchten Zelllinien nachweisen (siehe
Abbildung 13). Es zeigte sich ein einheitliches Produkt bei einer Schmelztemperatur
von Tm=88 °C. In den Zelllinien konnte ein gravierender Unterschied der relativen
Expression zwischen Kulturzellen aus kleinzelligem Bronchialkarzinom und den tbrigen
Entitdten festgestellt werden. Bei Zellen mit Ursprung aus kleinzelligem
Bronchialkarzinom lag die relative Expression zwischen Faktor 5 und 20 mal hoher
gegenliber den anderen Kulturzellen. Alle anderen Zelllinien zeigten eine extrem
geringe Expression.
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4.8.2 Xenografttumore

Bei der LPA2 Expression in Xenografttumoren zeigte sich eine heterogene Expression
(siehe Abbildung 14). LPA2 konnte bis auf zwei Entitditen in allen Tumoren
nachgewiesen werden. Die relative Rezeptorexpression zwischen den Entitdten
unterschied sich stark. Bei den aus Kolonkarzinomen gewonnen Zellen konnten fir
HT29 und HT29mdr eine Rezeptorexpression nachgewiesen werden. SW480 wies keine
LPA2-Expression auf. Des Weiteren lag die LPA2 Expression von HT29 doppelt so hoch
wie bei HT29mdr. Beide Entitdten zeigten eine mindestens 15fach erhdhte Expression
gegenliber den in vitro gezlichteten Zellen. Fir das Mammakarzinom MCF7 konnte
eine LPA2 Expression nachgewiesen werden. Diese lag 15fach hoher als die Expression
in Zellkultur. Fir HBL100 konnte keine Rezeptorexpression im Xenograft gezeigt
werden. Bei den Melanomen konnte fiir alle drei Tumore eine deutlich erhdéhte
Expression gegeniiber in vitro geziichteten Zellen gezeigt werden. Die Expression lag
zwischen 25fach (FEMX-1) und 208fach (MV3) hoher als in Zellkultur. MeWo zeige eine
41fach hohere Expression als in Kultur. Auch fir alle finf kleinzelligen
Bronchialkarzinome konnte eine Expression von LPA2 nachgewiesen werden.
Auffallend war, dass sich die relative Expression entweder auf HOohe der relativen
Expression in Zellkultur bewegte (OH3, H69 und SW2) oder eine deutlich geringere
Expression zeigte (OH1 und H82).
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Abbildung 13: Darstellung der relativen LPA2 mRNA Expression in den gemessenen Kolon- und
Mammakarzinomzellen, sowie in den gemessenen Melanom- und Kleinzellerzellen. Dabei zeigt sich
eine konstante LPA2 Expression. In den gemessenen Kolonkarzinom-, Mammakarzinom und
Melanomzellen zeigt sich eine schwache Expression von LPA2 mRNA, wohingegen die kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen eine im Vergleich sehr hohe LPA2 Expression zeigen.
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Abbildung 14: Darstellung der relativen LPA2 mRNA Expression der Xenografttumore, Zelllinien und
mitvermessenen Negativproben im Vergleich. Alle Xenografttumore exprimieren LPA2. Vor allem alle
xenograft Melanom- und kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen zeigen eine hohe, von der Expression
in der korrespondierenden kultivierten Zelle unabhangige hohe, Expression von LPA2 mRNA.
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4,9 LPA3
4.9.1 Zelllinien

Eine deutliche Expression von LPA3 lieR sich nur fir vier der 13 untersuchten Zelllinien
nachweisen (siehe Abbildung 15). Bei einem positiven Messergebnis zeigte sich ein
einheitliches Produkt bei einer Schmelztemperatur von Tm=90 °C. Der Nachweis einer
Expression gelang nur in den Zelllinien von FEMX-1, MV3, H69 und H82. H82 stach
durch eine 14-fach hohere Expression des Rezeptors gegenliber den vorher
aufgezahlten Zelllinien hervor. Alle anderen Zelllinien zeigten entweder keine oder eine
Expression am Rande der Nachweisgrenze.

4.9.2 Xenografttumore

Bei den Xenografttumoren zeigte sich ein dhnliches Expressionslevel wie fir die in vitro
gezlichteten Zellen. LPA3 konnte in insgesamt sechs der dreizehn Entitdten
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum Expressionsverhalten in vitro konnte fir
HT29 und HT29mdr eine Expression im Xenografttumor gezeigt werden. Hierbei lag die
relative Expression in HT29 doppelt so hoch wie in HT29mdr. In SW480 konnte keine
Expression von LPA3 nachgewiesen werden. Weder fir das Mammakarzinom MCF7,
noch fir die immortale Zelle HBL100 konnte eine Rezeptorexpression gezeigt werden.
Bis auf MeWo zeigten die Melanome eine deutlich gesteigerte Expression in vivo
gegenuber in vitro. Sowohl bei FEMX-1, als auch bei MV3 lag der Expressionslevel
hoher, als bei den Messungen fiir die Zellkultur. FEMX-1 zeigte eine vierfach héhere
Expression und MV3 eine dreifach hohere Expression gegeniliber den Zellkulturen. Fir
MeWo konnte wie in vivo in vitro keine Rezeptorexpression gezeigt werden. Bei den
kleinzelligen Bronchialkarzinomen zeigte sich in H82 eine Expression von LPA3. Der
Expressionslevel war vergleichbar mit der Expression in Zellkultur. Im Gegensatz zum
Nachweis von LPA3 in der Zellkultur von H69 gelang es nicht, eine Expression in vivo
nachzuweisen. Dafiir zeigte sich bei SW2 eine Rezeptorexpression. In OH1 und OH3
konnte in vivo wie in vitro keine Expression von LPA3 gefunden werden.
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Abbildung 15: Darstellung der relativen LPA3 mRNA Expression in den gemessenen Kolon- und
Mammakarzinomzellen, sowie den gemessenen Melanom- und Kleinzellerzellen. Dabei wird LPA3
mRNA nur von vier Zellen exprimiert, darunter zwei Melanom- und zwei kleinzellige
Bronchialkarzinomzellen.
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Abbildung 16: Darstellung der relativen LPA3 mRNA Expression der Xenografttumore, Zelllinien und
mitvermessenen Negativproben im Vergleich. Jeweils zwei von drei Xenograft Kolonkarzinom- und
Melanomzellen exprimieren dabei im Vergleich zur kultivierten Zelllinie vermehrt LPA3 mRNA.
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5 Diskussion

Bis vor wenigen Jahren war die physiologische und pathophysiologische Rolle von LPA
weitgehend unbeachtet geblieben. Erst vor Kurzem ist die Wichtigkeit dieses kleinen
Lipidmolekdils in das Zentrum der Forschung geriickt (Sengupta et al., 2004, Liu et al.,
2009a). Neben vielen wichtigen Rollen in der normalen Zellphysiologie (Meyer zu
Heringdorf and Jakobs, 2007, Rivera and Chun, 2008) wurde fiir LPA auch in vielen
Arbeiten eine zentrale Rolle fiir Tumorgenese und Metastasierung gezeigt (Ishii et al.,
2004, Mills and Moolenaar, 2003, Liu et al., 2009a).

Die wichtige Rolle von LPA in der Entwicklung, dem Progress und der Metastasierung
von malignen Erkrankungen wurde zuerst am Ovarialkarzinom erfasst (Fang et al.,
2000), es folgte das Prostatakarzinom und wurde schlielich auf viele weitere
Tumorentitdaten ausgeweitet (Sengupta et al., 2004). Dabei wurde auch deutlich, dass
in Abhdngigkeit der Entitat verschiedene LPA Rezeptoren fiir die Metastasierung eine
Rolle spielen (Sengupta et al., 2004).

Die herausragende Beobachtung in den Versuchen ist die Veranderung der moderaten
Rezeptorexpression der Zelllinien in vitro zu einer signifikant erhéhten Expression nach
Xenotransplantation in vivo. Somit zeigt sich, dass eine Ubertragbarkeit von in vitro
gewonnenen Erkenntnissen an den hier gemessenen Zelllinien nicht ohne Weiteres auf
ein in vivo Modell moglich ist. Grundsatzlich ist dabei davon auszugehen, dass das in
vivo Modell mit xenotransplantierten SCID Mausen wesentlich naher am tatsachlichen
Zustand im Menschen liegt, als das in vitro Modell der Zellkultur. Fast alle
Tumorentitaten exprimieren LPA1 und LPA2 in vivo. Die vermehrte Expression von LPA1
und LPA2 Rezeptoren wurde schon mit der Aggressivitdt einer Tumorerkrankung in
Verbindung gebracht. Unter anderem wurden eine erhohte Invasivitdit von
metastasierenden Zelllinien und ein vermehrtes Tumorwachstum festgestellt (Chen et
al., 2007, Kitayama et al.,, 2004). Wohingegen fiir eine heruntergeregelte LPA1l
Rezeptoraktivitdt eine verminderte Tumormotilitdt und Metastasierungsneigung
gezeigt wurde (Horak et al., 2007b, Horak et al., 20074, Lin et al., 2009). Vor allem die
kombinierte Uberexpression von LPA-Rezeptoren ist mit erhdhter Aggressivitit
verschiedener Malignitaten assoziiert (Chen et al., 2007, Yamada et al., 2008, Yu et al.,
2008). Diese bisherigen Erkenntnisse decken sich mit den im Versuch gezeigten
Ergebnissen, welche eine gleichzeitige Hochregulation von LPA1 und LPA2 mRNA, in
manchen Féallen sogar mit kombinierter LPA3 mRNA Expressionssteigerung nach
Xenotransplantation zeigen. Auch wird die Rolle von LPA in der Metastasierung dadurch
unterstrichen, dass die Kolonkarzinomzelllinie SW480, welche in SCID Mausen nicht
metastasiert (Schumacher and Adam, 1997), keine LPA-Rezeptoren in vivo exprimiert.
Ferner unterstiitzt diese These, das HBL100, eine durch Integration von SV40 Genom

veranderte mammaepitheliale Zelllinie, bei nicht vorhandener Metastasierung in SCID
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Mausen (Schumacher and Adam, 1997), nur LPA1 nach Xenotransplantation
hochreguliert.

5.1 Kolonkarzinomzelllinien

Fir die gemessenen Kolonkarzinomzelllinien konnten mit Ausnahme der Zelllinie
SW480 eine hohe Expression aller drei LPA Rezeptoren gezeigt werden. Die bisherigen
Erkenntnisse  fir  Malignitaten  gastrointestinalen  Ursprunges zeigen eine
proliferationssteigernde Wirkung, eine Migrations- und Invasionsneigung, stimuliert
Uber LPA1 und LPA2 (Yun et al., 2005, Shida et al., 2003, Rusovici et al., 2007). Fir die
Zelllinie SW480 konnte gezeigt werden, dass sie als Xenotransplantat keine
Metastasierungsneigung hat (Schumacher and Adam, 1997). Als Bestatigung zeigt die
Zelllinie in den Versuchen, im Gegensatz zu den metastasierenden Zelllinien, keine
Expression von LPA-Rezeptoren. Hier ware es interessant weiterzuverfolgen, ob unter
LPA Serumzugabe die Zellkultur ein dhnliches LPA-Rezeptorexpressionsverhalten zeigt.
Auch das Ausknocken einzelner LPA-Rezeptoren und dadurch Erfassung des Einflusses
auf das Wachstums- und Metastasierungsverhalten ist hier als wichtig einzuschatzen.
Fiir das Ausschalten von LPA2 konnte schon eine Verminderung der Tumorbildung in
einem speziellen Colitis Ulcerosa Modell gezeigt werden (Lin et al., 2009).

5.2 Mammakarzinomzelllinien

Dass die LPA-Rezeptoren eine entscheidende Rolle in der Genese, Proliferation und
Metastasierung des Mammakarzinoms spielen, wurde in den letzten Jahren mehrfach
gezeigt (Panupinthu et al., 2010, Liu et al., 2009b, Jonkers and Moolenaar, 2009). Bei
den gemessenen Mammakarzinomzelllinien kann man HBL100 zwar als genetisch
veranderte Zelle (es sind Teile des SV40 Genoms integriert) einstufen, allerdings fehlt
dieser Zelllinie die Metastasierungstendenz (Schumacher and Adam, 1997). Das
spiegelt sich auch in den gemessenen LPA-Rezeptorexpressionen wieder, HBL100 fehlt
in vivo eine LPA2 Rezeptorexpression. Allgemein wurde eine wichtige Rolle von LPA1 fiir
Proliferation und Metastasierung (Boucharaba et al., 2006) bei Mammakarzinomen
gezeigt. Fir die gemessene Zelllinie MCF7 konnten als wichtige Zuspieler fir eine
ossare Metastasierung LPA1 und LPA2 identifiziert werden (Boucharaba et al., 2004),
welche sich in den hier durchgefiihrten Versuchen als relative Mehrexpression von
diesen beiden Rezeptoren gut widerspiegelt. Im Vergleich von MCF7 und HBL100
kdnnte man die Relevanz der einzelnen LPA-Rezeptoren in vivo weiterverfolgen. Vor
allem interessant zu klaren ist der Punkt, ob LPA2 alleine oder nur im Zusammenspiel
eine Metastasierung in MCF7 gegenliber HBL100 begiinstigt.
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5.3 Melanomzelllinien

Uber das Zusammenspiel von LPA mit Initiation, Proliferation und Metastasierung bei
Melanomen ist bisher wenig bekannt. Allerdings scheint auch hier nach ersten
Erkenntnissen die neu postulierte ATX-LPA Rezeptorachse eine entscheidende Rolle zu
spielen (Liu et al., 2009a, Saunders et al., 2008). Wenn man die bisherigen Erkenntnisse
vom Mammakarzinom und gastrointestinalen Tumoren auf Melanome interpoliert, so
ergibt sich auch hier eine wichtige Rolle von LPA1 und LPA2 in Proliferation und
Metastasierung. Dieses zeigt sich auch an der erhohten Expressionsrate dieser
Rezeptoren im Xenotransplantat in vivo gegenliber dem in vitro Zellversuch. Weitere
Erkenntnisse sind hier besonders bezliglich des Metastasierungsverhaltens wichtig.
Auch koénnte ein Ausknocken einzelner LPA-Rezeptoren im in vivo Modell dariber
Aufschluss gewahren.

5.4 Zelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Der in vitro Versuch dieser Zelllinien unterscheidet sich von den anderen durch das
Fehlen einer Adhasion dieser Zellen. Dies spiegelt sich in der schon in vitro deutlich
erhohten LPA2 Expression wieder. LPA2 spielt generell eine wichtige Rolle bei der
Migration von Zellen (Zheng et al.,, 2001, Zheng et al., 2000, Panchatcharam et al.,
2008), sodass nicht adhasive Zellen in Kultur auf eine erhéhte LPA2 Rezeptorexpression
angewiesen sind. In vivo verandert sich das Expressionsmuster der Kleinzeller weniger,
als das der anderen Zelllinien. Die hohe Expression von LPA2 bleibt erhalten und sehr
unterschiedlich wird die Expression der anderen Rezeptoren gehandhabt. Erst kirzlich
konnte aber auch fir Bronchialkarzinome eine wichtige Rolle von LPA beim
Tumorwachstum und der zugehorigen Angiogenese gezeigt werden (Xu and Prestwich,
2010). In Kombination mit den ,,in vitro“ Ergebnissen kann aber auch hier eine wichtige
Rolle von LPA2 bei der Zellmotilitat vermutet werden.

5.5 Referenzgen beta-Aktin

Um eine relative Vergleichbarkeit der Genexpression herstellen zu kénnen, wurde beta-
Aktin als Referenzgen oder housekeeping-Gen verwendet. Referenzgene zeichnen sich
dadurch aus, dass sie in allen Zellen ubiquitdar und homogen exprimiert werden. Aktin
ist ein essenzieller Bestandteil des Zytoskeletts von Zellen, welches fiir jede Zelle
Uberlebenswichtig ist. Andere (bliche Referenzgene sind die ribosomalen
Untereinheiten 18S und 28S, sowie Ubiquitin. Das Referenzgen dient bei der relativen
Quantifizierung der RTQ-PCR Produkte zum Fehlerausgleich. Es wird davon
ausgegangen, dass sich alle Fehlerquellen, die wvon Untersuchungscharge zu
Untersuchungscharge auftreten (Gewebequalitit, RNA-Degeneration, cDNA-
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Degeneration, Effizienz der Primer, der reversen Transkriptase, Pipettierfehler, etc.),
sowohl auf das Referenzgen, als auch auf das Zielgen niederschlagen. Durch das
Miterfassen des Referenzgens normalisiert man den Versuchsablauf und erhalt bei den
durchgefiihrten Untersuchungen das Verhaltnis zwischen Referenz- und Zielgen.
Gleichzeitig erhalt man durch das Referenzgen eine Positivkontrolle, da Aktin als

Referenzgen ein hohes Expressionslevel aufweist.
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6 Zusammenfassung

Die Metastasierung von malignen Tumoren fiihrt bei vielen Patienten zu einem
Therapieversagen,  von daher ist eine intensive Erforschung  der
Metastasierungsmechanismen schon lange Fokus der Wissenschaft. LPA-Rezeptoren
wurden hier als Schlisselelement identifiziert. In dieser vergleichenden Untersuchung
von humanen, metastasierenden und nicht-metastasierenden Tumorzellen soll die
Rolle von den Rezeptoren LPA1-3 fiir die Metastasierung gezeigt werden. Gleichzeitig
wird eine Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus der Zellkultur auf den Tierversuch
Uberprift. Dafir wurden dreizehn verschiedene in SCID-Mausen herangeziichtete
Tumorzellen mit einer humanen Nabelschnurendothelzelle auf die relative
Rezeptorexpression von LPA1-3 untersucht und mit der relativen Rezeptorexpression
der Zellen in Zellkultur verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich die LPA-
Rezeptorexpression von Tumorzelle zu Tumorzelle deutlich unterscheidet und es kein
festes Tumorexpressionsmuster fiir LPA-Rezeptoren gibt. Auch ist eine Ubertragbarkeit
zwischen Zellkultur und Xenograftversuch nur bedingt moéglich. Jedoch stimmen bisher
gezeigte Funktionen von LPA-Rezeptoren mit dem Verteilungsmuster im Xenograft
Uberein. Zusammenfassend unterstreichen die durchgefiihrten Versuche die Signifikanz
von LPA in der Pathophysiologie von Tumoren. Sie zeigen aber auch, dass Erkenntnisse
die im Zellkulturversuch gewonnen wurden nicht ohne weiteres auf das Tiermodell
oder weitergedacht auf den Menschen Ubertragen werden kénnen. Den Fakt der
Ubertragbarkeit kann man optimal anhand der Kolonkarzinomzelllinie HT29 aufzeigen.
,In vitro” exprimiert die Zelle die Rezeptoren LPA1 und LPA2 am Rande der
Nachweisgrenze, wahrend diese Rezeptorexpression im ,in vivo” Xenotransplantat
gravierend ansteigt. Das eine Erhéhung der LPA Rezeptoren im Zusammenspiel mit der
Aktivierung von Her2, EGFR und anderen Signalkaskaden eine wichtige Rolle in der
Tumorgenese von gastrointestinalen Tumoren spielt ist bekannt. LPA-Rezeptoren
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Metastasierung. Allerdings scheint mehr das
Zusammenspiel der bisher bekannten und eventuell noch unbekannten LPA-
Rezeptoren die entscheidende Rolle zu spielen. Der spezielle LPA-Rezeptor fir
Metastasierung existiert nicht. Fir die weitere Erforschung des Zusammenspiels der
LPA-Rezeptoren bietet das Tiermodell wesentlich besser auf den Menschen
Ubertragbare Ergebnisse als Versuche in der Zellkultur.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

ATF-2 Activating transcription factor 2

ATX Autotaxin

CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2

cp Schwellenwert (Crossing Point)

CXCL Chemokine (C-X-C motif) ligand

DNA Desoxyribonukleinsaure

EGF Epidermal Growth Factor

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating
factor

GPR G-protein coupled receptor

GRO Growth-regulated alpha protein

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells

IL Interleukin

LDL Low density lipoprotein

LPA Lysophosphatidsaure

LPC Lysophosphatidylcholin

LPP Lipid phosphate phosphatases

MCP Monocyte chemotactic protein

MMP Matrix metalloproteinase

NFkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells

NPP Nucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase

PL Phospholipase
Ras Rat sarcoma
RNA Ribonukleinsdure
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Rock

SCID

STAT

uPA

VEGF

Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase

Severe Combined Immunodeficiency

Signal  transducer and activator of
transcription

Urokinase plasminogen activator

Vascular endothelial growth factor
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