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1. Einleitung

1.1 Fragestellung und Zielsetzung

Die Bedeutung von Sphingosin—1-Phosphat (S1P) als Botenstoff bei vielen
zellspezifischen biologischen Reaktionen und Signalkaskaden wurde erst in letzter
Zeit erkannt. Es ist entscheidend bei der Anti-Apoptose, Zellproliferation,
Angiogeneseférderung, Organisation des Zytoskelettes, der Regulation des
zelluldaren Ca**—Haushaltes sowie der Zellmigration beteiligt (Goetzl et al, 2004;
Spiegel und Milstien, 2002; 2003). S1P agiert bei dem ,signaling” als ein
intrazellularer second messenger (Meyer zu Heringsdorf, 2003) und dessen Bindung
an G-Protein—gekoppelte Rezeptoren bewirkt die Anderung der zellularen Prozesse
(Pyne und Pyne, 2002; Meyer zu Heringsdorf und Jacobs, 2007). Studien aus den
letzten Jahren zeigten, dass S1P bei der Tumorentstehung, -progression und -
differenzierung (Ishii et al., 2004; Yamashito et al.,, 2006; Kawamori et al., 2006)
sowie bei der Entstehung von Tumorresistenz gegentiber von Chemotherapeutika
(Akao et al., 2006) beteiligt ist.

Die Zielsetzung dieser vorliegenden Arbeit war es, das Expressionsmuster der
Spingosinphosphatrezeptoren S1P4 und S1P5 auf der RNA-Ebene bei Melanom
sowie Mamma- und Kolonkarzinomen zu untersuchen. Dabei sollten in Anlehnung an
Untersuchungen zu den Sphingosinphosphatrezeptoren S1P1-3 sowie der LPA-
Rezeptoren das Expressionsverhalten bei metastasierenden und
nichtmetastasierenden Tumoren mittels RT-PCR studiert werden und die
Expressionsbedeutung bei der Tumormetastasierung analysiert werden. Weiterhin
solite ein Vergleich der Anpassung der Expression von Sphingosin—1-Phosphat—
Rezeptoren bei in einer Nahrlosung kultivierten Tumorzellen (in vitro) mit in
immunodefiziente SCID—-Mé&ausen xenotransplantiertenTumorzellen (in vivo) erfolgen.
Frihere Untersuchungen wurden nur in vitro durchgefuhrt (Arikawa et al., 2003;
Dolezalova et al., 2003; Yamashita et al., 2006; Balthasar et al., 2006). So liegt es
bei dieser Arbeit nahe auch die in vivo Expression zu untersuchen, die ein
Expressionsverhalten von S1P-Rezeptoren in einem lebenden Organismus
beschreibt. Hierbei stellte sich die Frage, ob sich die mMRNA-Expression von S1P4
und S1P5 in in vivo und in vitro gewachsenen humanen Tumorzellen unterscheidet.
Weiterhin stellte sich die Frage, ob diese Expression von S1P4 und S1P5 mRNA mit

der Metastasierung assoziiert werden kann.



1.2 Sphingosin—1-Phosphat

Das Lysophospholipid Sphingosin—1-Phosphat kommt ubiquitar im menschlichen
Organismus vor. Es besteht aus dem langkettigen Aminoalkohol Sphingosin. Die

OH-Gruppe ist mit einer Phosphorsaure verestert.
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Abbildung 1: Sphingosin-1-Phosphat (nach Sanchez et al, 2003)

Die wichtige Rolle in der Signaltransduktion von S1P ist erst in den letzten Jahren
erkannt worden. So ist S1P ein bedeutender Regulator vieler zellularer Prozesse und
ist entscheidend bei der Anti-Apoptose, Proliferation, Organisation des Zytoskelettes,
Regulation des zelluldaren Ca** —Haushaltes sowie der Zellmigration beteiligt (Pyne
und Pyne, 2000; Goetzl et al, 2004; Spiegel und Milstien, 2002; 2003). S1P fungiert
als ein intrazellularer second messenger (Meyer zu Heringsdorf, 2003; Payne et al.
2002) und wirkt durch Bindung an G-Protein—gekoppelte Rezeptoren (Pyne und
Pyne, 2002; Spiegel und Milstien, 2003). S1P kommt im Serum vorwiegend in an
Albumin gebundener Form vor. Die Konzentration liegt bei bis zu 0,5 uM, wobei die
Blutplasmakonzentration ungefahr die Halfte misst (Yatomi et al., 1997). Ferner ist
die Konzentration in lymphatischen und peripheren Geweben bedeutend geringer als
im Blut. Die Bedeutung dieses Konzentrationsgradientes liegt in der Steuerung
immunologischer Prozesse. Es sind hauptsachlich die aktivierten Thrombozyten, die
S1P bilden und freisetzen (Yatomi et al., 1995). In geringeren Mengen wird S1P
durch andere Zellen, wie z.B. durch Monozyten und Mastzellen, gebildet. Diese
muissen von extrazellularen Faktoren wie Zytokinen oder Wachstumsfaktoren
stimuliert werden und koénnen so einen konstant bleibenden S1P-Blutspiegel
gewahrleisten (Yang et al., 1999).



S1P wird aus einem Ceramid gebildet. Dabei wird das Zwischenprodukt Sphingosin
durch die Sphingosinkinasen (SphK) phosphoryliert (Kohama et al.,, 1998).
Grundsatzlich gibt es zwei Synthesewege von S1P. Entweder entsteht Sphingosin im
Sphingolipidmetabolismus tber eine de-novo Synthese des Ceramids aus Serin und
Palmitoyl-CoA im endoplasmatischen Retikulum (Saba und Hla, 2004) oder durch
Hydrolyse des Membranlipids Sphingomyelin mit Hilfe vom Sphingomyelasen
(Spiegel und Merrill, 1996; Saba und Hla, 2004). Die Ceramidasen katalysieren
ferner die Umsetzung von Ceramid in Sphingosin. Weiter bildet die 0. g. SphK durch
eine Phosphorylierung das S1P. Von den SphK sind zur Zeit zwei Isoformen die
SphK1 und SphK2 bekannt (Kohama et al., 1998). Der Abbau von S1P erfolgt durch
eine Dephosphorylierung von S1P wieder zu Sphingosin. Dabei kann dieser Vorgang
entweder durch die S1P-Phosphatasen oder Lipidphosphat—Phosphohydrolasen
erfolgen (Pyne und Pyne, 2002; Mandala et al., 2000). Des Weiteren erfolgt der
S1P-Abbau durch die S1P-Lyase, die eine irreversible und pyridoxalabhangige
Spaltung der Bindung zwischen C2 und C3 katalysiert. Dabei entsteht Hexadecanal
und Phosphoethanolamin (Oskouian und Saba, 2007). Die S1P-Lyase wird in
nahezu allen Zellen und Geweben exprimiert. Eine Ausnahme bilden die
Thrombozyten, die keine anderen S1P-abbauenden Enzyme besitzen. Dadurch
akkumuliert sich S1P in den Thrombozyten und kann nach deren Aktivierung

freigesetzt werden (Yatomi et al., 1995).

Der S1P—Haushalt ist streng reguliert und wird durch die Sphingosinkinase und die
S1P-abbauenden Enzymen aufrechterhalten. Diese bestimmen das Verhéltnis von
Ceramid bzw. Sphingosin und S1P. Ein Gleichgewicht zwischen Synthese und
Abbau von S1P befindet sich im gleichbleibenden Ruhezustand, wobei ein niedriger
intrazellularer Spiegel herrscht (Pyne und Pyne, 2000). Eine Variation dieser
Verhaltnisse ist entscheidend fir die weitere Entwicklung einer Zelle. Eine hdhere
Konzentration von S1P als die von Ceramid und Sphingosin hat eine eher
wachstumsfordernde sowie anti—apoptotische Wirkung. Im umgekehrten Falle hat
das Ceramid eine eher wachstumsinhibierende und apoptoseférdernde Wirkung
(Cuvillier et al., 1996; Spiegel und Milstien, 2003). Aufgrund einer Aktivierung von
SphK durch Uberlebensfaktoren und Agonisten kann der S1P-Spiegel schnell und
effizient ansteigen (Pitson et al., 2000), was das Zellwachstum stimuliert und die

Apoptose inhibiert. So ist die SphK1 bei Tumoren hochreguliert und hat ein



onkogenes Potenzial (Edsall et al., 2001; Spiegel und Milstien, 2006; Kawamori et
al., 2006). Weiter wurde in vielen menschlichen Tumoren ein erhohter mRNA-
Spiegel der SphK1 festgestellt (French et al., 2003).

1.2.1 S1P-Rezeptoren

Eine Vielzahl von Reaktionen und Signalwegen wird durch S1P vermittelt. Dies
geschieht Uber membranstandige und an heterotrimere G-Proteine gekoppelte
Rezeptoren, wobei das S1P als Agonist fungiert. Die funf spezifischen
Zelloberflachenrezeptoren wurden urspringlich als endothelial differential gene
(EDG)—Rezeptoren—Familie bezeichnet (Goetzl und An, 1998; Pyne und Pyne, 2000;
Hla, 2003). Der Name leitet sich von dem zuerst beschriebenen Familienmitglied
dem EDGI1-Rezeptor ab. Dieser wurde erstmals 1990 von den differenzierten
Endothelzellen, wo er vermehrt in der Differenzierungsphase exprimiert wird, isoliert.
Diese Endothelzellen differenzieren sich dann zu kapillardhnlichen Strukturen (Hla
und Maciag, 1990). Die Familie der EDG-Rezeptoren besteht aus acht
Rezeptorsubtypen. Die Rezeptoren EDG1, 3, 5, 6 und 8 fungieren als Rezeptoren fur
S1P. Der erste von ihnen wurde erst 1998 als ein S1P—Rezeptor identifiziert (Lee,
1998). Die Rezeptorsubtypen EDGZ2, 4 und 7 dienen der Lysophosphatidsaure (LPA)
als Rezeptor (Chun et al., 2002). Nach der Empfehlung der ,International Union Of
Pharmacology” (IUPHAR) werden die funf S1P-spezifischen EDG—Rezeptoren als
S1P1-5 bezeichnet. Sie sind strukturverwandt und werden spezifisch in

unterschiedlichen Zellen und Geweben exprimiert.

1.2.2 S1P4 - Rezeptor

Die Bindungsaffinitdt des S1P4-Rezeptors zu S1P als Ligand ist hoch (Kd =13 — 63
nM) (Ischi et al., 2004). Der Signalweg von S1P4 wird Uber G; und Giz;13 vermittelt.
Es bewirkt den intrazellularen Ca2" —Anstieg, die PLC (Phospholipase C) — Induktion
und die Aktivierung des ERK/MAP (extracellular signal regullated kinase / mitogen
activated protein kinase)-Weges (Van Brooklyn et al., 2000; Yamazaki et al., 2000)
sowie die Aktivierung von der AC (Adenylatcyclase) (Anliker und Chun, 2004b). Die



S1P4—-Rezeptoren werden in hadmatopoetischen (Leukozyten) und lymphatischen
(Thymus, Milz, Lymphknoten) Geweben (Anliker und Chun 2004a) sowie der Lunge
(Gréler et al., 1998) exprimiert. Die Rezeptoren regulieren entscheidend viele
immunologische Prozesse und wirken zytokinmodulierend. Diese kommen in durch
S1P stimulierten T—Zellen vor. Dabei kommt es zur Reduzierung der INFy-Synthese
und zur verstarkten IL-10—Sekretion (Wang et al., 2005).

1.2.3 S1P5- Rezeptor

Der S1P5-Rezeptor wurde 1999 erstmals bei der Untersuchung eines
Phaochromozytoms aus Ratten entdeckt (Glickman et al.,, 1999). Des Weiteren
wurde es in Oligodendrozyten des Rattengehirns in gréReren Mengen gefunden
(Anliker und Chun 2004a). Die Bindungsaffinitdt des S1P5-Rezeptors zu S1P ist sehr
hoch (Kd = 2 nM) (Im et al., 2000). Der Signalweg von S1P5 wird tber G;und Giy/13-
vermittelt. Die S1P5-Rezeptoren werden tUberwiegend im Gehirn und der Milz jedoch
auch in peripheren Geweben sowie in Leukozyten exprimiert (Im et al., 2000; Ishii et
al., 2004). Die Serum-induzierte ERK—Aktivierung und die Akkumulation von cAMP
werden durch S1P5 inhibiert. Damit wird die Zellproliferation auch inhibiert (Sanchez
und Hla, 2004). Des Weiteren wird die AC gehemmt (Anliker und Chun, 2004b).
Zurzeit ist jedoch nicht viel Gber die physiologische Bedeutung des S1P5-Rezeptors
bekannt. Seine Stimulation durch S1P zeigt jedoch im Vergleich zu den vier anderen
S1P-Rezeptorsubtypen gegensatzliche Effekte (Anliker und Chun 2004a). Es kommt
zu einer Inhibierung des mitogen activated proteinkinase (MAP) - Signalweges und

somit zu einer Hemmung des Zellwachstums (Malek et al., 2001).
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1.2.4 Signaltransduktion / Tumorentwicklung

Die S1P-Rezeptoren sind an G-Proteine gekoppelt. Das Gi—Protein gehdort der
Pertussis—Toxin (PTX) — sensitiven Proteinfamilie an. Das G 1213 — Protein gehért der
PTX-insensitiven Proteinfamilie an. Diesen Rezeptoren sind unterschiedliche
Signalkaskaden nachgeschaltet. Die S1P4— und S1P5-Rezeptoren sind an die G;—
und G213 — Proteine gekoppelt (Pyne und Pyne, 2000). Die a—Untereinheit des G;—
Proteins leitet die Inhibition der Adenylatcyclase (AC) ein. Dies fuhrt anschlieRend zu
einer Senkung der intrazellularen cAMP—-Konzentration sowie zu einer Hemmung der
Proteinkinase A (PKA). Resultierend daraus kommt es zu gesteigerter
Zellproliferation und -wachstum (Goodemote et al., 1995). Wiederum die By-
Untereinheit des G; —Proteins leitet Uber das Ras—G—Protein die Aktivierung des
mitogen activated protein Kinase (MAP)-Sighalweges. Diese Kaskade stimuliert
weiter die Transkriptionsfaktorenaktivitat und ist dementsprechend auch fur eine
gesteigerte Zellproliferation und —wachstum sowie die Angiogenese verantwortlich
(Spiegel und Merrill, 1996). Aus diesen Grunden besitzt das S1P ein onkogenes
Potenzial. Aul3erdem besitzt das Ras—G-Protein durch die Stimulation der SphK
auch ein onkogenes Potenzial (Xla et al., 2000). So wurde in Kolontumoren eine
erhohte  SphK1-Expression festgestellt, was durch die Erh6éhung der
Cyclooxygenase COX2 - und der Prostaglandin E2 (PGE2) —Expression eine
Tumorproliferation unterstitzt (Kawamori et al.,, 2006). S1P aktiviert den EGF
(epidermalen Wachstumsfaktor) in Magenkrebszellen, wobei es zu einer Férderung
des Tumors kommt (Yamashita et al., 2006). Dieses EGF wirkt ebenfalls in dem
humanen Mammakarzinom MCF7 wachstumsfordernd sowie migratorisch durch die
Sphkl1l-Aktivierung (Doll et al.,, 2005). In Prostatatumoren wurde eine erhéhte
Aktivitat der S1P-Signalkaskade festgestellt, wobei es auch zu einer reduzierten
Wirkung von angewendeten Chemotherapeutika kam (Akao et al., 2006). In weiteren
Arbeiten wurde gezeigt, dass S1P-Antikorper und SphKl-Inhibitoren die
Angiogenese sowie den Tumorwachstum inhibieren und zusatzlich die

Tumorzellenapoptose verstarken (Visentin et al., 2006; French et al., 2006).
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2. Material und Methoden

2.1 Material und Probengewinnung

2.1.1 Humane Tumorzelllinien

Folgende Kolon-,

Mammakarzinom-

Untersuchung verwendet:

und Melanom-

Zelllinien wurden

Zur

Tabelle 1: Untersuchte Melanomzelllinien (nach Thies et al., 2007;2008)

Zelllinie Tumoridentitat Herkunft Anzahl der Tiere
mit Metastasen

MV3 Malignes Melanom | Metastatischer 8/10
Lymphknoten

LOX Malignes Melanom | Metastatischer 8/8
Lymphknoten

FEMX-I Malignes Melanom | Metastatischer 7/10
Lymphknoten

MeWo Malignes Melanom | Metastatischer 6/10
Lymphknoten

Tabelle 2: Untersuchte Kolon- und Mammakarzinomzelllinien (nach Schumacher und

Adam, 1997)
Zelllinie Tumoridentitat Herkunft Anzahl der Tiere
mit Metastasen
HT 29 Kolorektales Primartumor des 9/9
Adenokarzinom Darms

HT 29 mdr Kolonkarzinom

SW 480 Kolonkarzinom o/7

MCF 7 Mammakarzinom Pleuraergul3 6/8

HBL 100 Mammakarzinom Muttermilch 0/4
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2.1.2 In vitro Versuch mit Zelllinien (in Nahrldsun g kultiviert)

Fur den in vitro Versuch wurden die humanen Tumorzelllinien standardmafig in
einem RPMI 1640 Medium (mit L-Glutamin und 2g/lI Glukose) in einem wasserdampf-
gesattigten Inkubator bei 37°C und unter einer 5%igen CO,-Atmosphare kultiviert.
Diesem Medium wurden zugesetzt: 10% fetales Kalbsserum (FCS; Invitrogen,
Karlsruhe, Germany), 100 U/ml Penicillin und 10000 pg/ml Streptomycin. In der
Phase der Subkonfluenz wurden die Zellen einmalig mit einer mit Phosphat
gepufferten Kochsalzlésung (PBS; 50 mM Phosphat, 150 mM NaCl; pH 7.4)
gewaschen. Die Passagierung der adharenten Kulturzellen wurde mittels
Trypsinisierung durchgefuhrt. Nach dem Stoppen der Reaktion wurden die Zellen
durch eine dreiminitige Zentrifugation (Hettich Zentrifugen, Universal 32 R,
Tuttlingen, Deutschland) bei 1500 Upm als Pellet gesammelt. Danach erfolgte die

Auflésung und die komplette RNA-Isolierung.

2.1.3 In vivo Versuch mit Tumoren (formalinfixiert und paraffineingebettet)

Fur den in vivo Versuch wurden zuvor severe combined immundeficiency (scid)
Mause verwendet. Die scid Mause besitzen eine homozygote Mutation fur das Prkdc
(protein kinase DNA activated catalytic polypeptide) Gen (Bosma & Carroll, 1991).
Hervorgehend aus dieser genetischen Mutation resultiert z.B. die Stdérung der
zellularen DNA—Reparaturmechanismen. Dies fuhrt dazu, dass die Entwicklung der
T— und B-Lymphozyten im frihen Stadium stehen bleibt. Es kommt somit zu
Immundefekten. Diese Tatsache wird wiederum fur die Durchfihrung von

Xenotransplatationsversuchen ausgenutzt.

Fur den Vergleich der beiden Versuchsmodelle wurde entsprechend dem in vitro
Versuch eine Auswahl an in scid Mausen gewachsenen und in Paraffin eingebetteten
Tumoren durchgefiihrt. Urspringlich wurden den scid Mausen lebensfahige, in 1 ml
Kulturzellmedium aufgeléste, humane Tumorzelllinien (200 pl einer 5x10° Zellen
enthaltende Lésung) subkutan zwischen den Schultern injiziert. Die Tumoren wurden

aus den tragenden Mausen beim Erreichen der maximalen Groél3e (20% des
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ursprianglichen Mausgewichtes) oder mit dem Beginnen der Ulzeration entnommen.
Anknupfend fand eine Metastasensuche statt. Die entnommenen Tumoren wurden

zunachst gewogen, dann in Formalin fixiert sowie in Paraffin eingebettet.

2.1.4 RNA Isolation

Fur die Durchfihrung der Isolation der RNA wurden fir die RNA der in Nahrlésung
kultivierten Tumorzellen sowie der RNA aus den in Paraffin eingebetteten
Tumorzellen zwei verschiedene RNA-Isolationskits der Firma Qiagen (Hilden,
Deutschland) zur Anwendung benutzt. Beide Isolationskits funktionieren auf
ahnlicher Basis. In beiden Verfahren werden zur Isolierung aus dem Zelllysat bzw.
aus den Paraffinschnitten mehrere Wasch- und Eluationsvorgange sowie
Zentrifugationsschritte  in  speziellen  Trenn- und  Bindungssaulen  mit
unterschiedlichen Silica-Gelmembranen durchgefiihrt, wobei unterschiedliche
Puffersysteme zur Anwendung gebracht werden. Die gesamte Isolationsprozedur
wurde konstant bei Zimmertemperatur vollzogen, wobei besonders auf eine schnelle
Durchfihrung der Arbeitsschritte, ein hohes MalR an Sterilitdit sowie konstante
Gewabhrleistung der RNase-Freiheit geachtet wurde. Samtliche RNA wurde bei
mindestens — 20°C aufbewahrt und wahrend der Weiterverarbeitung z.B. bei der

Reversen Transkription auf Eis gestellt.

2.1.4.1 RNA-Isolation aus Zelllinien

Zur RNA-Isolierung aus den in Nahrlosung kultivierten Tumorzelllinien wurde das
.RNeasy Midi-Kit* der Firma Qiagen herangezogen. Mittels dieses Kits kann ein zu
bearbeitendes Ausgangsmaterial mit einer Minimalanzahl von 5 x 10° Zellen benutzt
werden. Die im Midi-Kit mitgelieferten Saulen kénnen limitierend maximal 1 mg RNA
binden und mussen eine Mindestlange von 200 Basen aufweisen, damit sie in der
Saulenmembran  zuruckgehalten werden konnen. Folgend werden alle
Ribonukleinsduren von einer kleineren Lange als 200 Basen nicht erfasst und
ausgewaschen. Dazu gehéren rRNA, tRNA, 5sRNA. Durch diesen Vorgang kommt

es zur erwinschten mRNA Anreicherung. Die gesammelten Tumorzellpellets wurden
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mit 2 ml Lysispuffer aus dem RNeasy Midi Kit resuspendiert. Anschlie3end wurde die
Zellsuspension mit einer Nadel (0,9 mm Durchmesser) durch flinffaches Durchziehen
zerkleinert und homogenisiert. Weiter wurde zu der homogenisierten Suspension 2
ml 70%iger Ethanol beigemischt und in die mitgelieferten ,RNeasy spin column®
Uberfuhrt. Alle folgenden Wasch- und Zentrifugationsvorgange wurden strikt nach
den Anweisungen gemalR der Anleitung durchgefiihrt. Die Auswaschung der
isolierten RNA aus der Saule erfolgte mittels mitgeliefertem RNase—freien Wasser.

Die Eluation erfolgte zweimal.

2.1.4.2 RNA-Isolation aus in Paraffin eingebetteten  Tumoren

Die Isolierung der RNA aus in Paraffin eingebetteten Tumoren erfolgte mittels dem
.RNeasy FFPE (formalin fixed, paraffin embedded) Kit* der Firma Qiagen. Dieses Kit
ist dafir ausgelegt, ohne weitere Degradation den grof3ten Teil der durch
Formaldehyd verursachten Veranderungen an der RNA riickgangig zu machen. Zur
RNA-Isolierung wurden 10 pum frisch geschnittene Paraffinschnitte eines
eingebetteten Tumors benutzt. Der dazu verwendete Paraffinblock wurde in einen
Mikrotom eingespannt und dessen Schneideklinge mit ,RNAse away“ (Molecular
BioProducts, San Diego; CA, USA) gereinigt. Auch weitere fir die Isolation benétigte
Instrumentarien wurden stets mit der 0. g. ,RNAse away" gereinigt, um die mégliche
Kontamination des Isolationsgutes zu vermindern. Es wurden je nach GrofRe des
eingebetteten Tumors 8-10 Paraffinschnitte durchgefiihrt. Fir die Herstellung der fur
die Untersuchung ausreichenden Menge an RNA, die ohne erhebliche
Konzentrationsschwankungen versehen ist, wurden pro Tumor parallel drei
Isolationsvorgange durchgefiihrt.  AnschlieBend wurde nach dem gesamten
Isolationsvorgang die gewonnene RNA zusammengeflgt und deren Konzentration
bestimmt. Vor dem Setzen des ersten Paraffinschnittes wurde das Uberstehende
oberflachige Paraffin mit einem ,RNAse away“ gesaubertem Skalpell entfernt und
verworfen, was auch die mdgliche Kontamination des Isolationsgutes vermindern
sollte. Weiter wurden die acht folgenden Schnitte jeweils mit einer Pinzette in RNase
freie 1,5 oder 2 ml Tubes beférdert und verschlossen. Fur das Auflésen des Paraffins
wurde zunédchst 1 ml Xylol-Ersatz zu den Schnitten pipettiert und anschliel3end 10

Sekunden gevortext. AnschlieRend wurden die Tubes bei hdchster Geschwindigkeit
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zentrifugiert (Hettich Zentrifugen, Universal 32 R, Tuttlingen, Deutschland), um den
gesamten Xylol-Ersatz vom entstandenen Pellet abpipettieren zu kénnen. Um den
gesamten Rest des Xylol-Ersatzes zu extrahieren, wurde zu diesem Pellet dann 1 ml|
Ethanol (100%) hinzugefuhrt und zentrifugiert. Nach dem exakten Durchfihren aller
Schritte des Herstellerprotokolls wurde die in der Membran der Sdule gebundene
RNA mit dem mitgelieferten RNAse freien Wasser eluiert. Diese Eluation erfolgte in
zwei aufeinanderfolgenden Schritten. Dabei wurden jeweils 15 ul von dem Wasser
pipettiert, ohne dabei die Membran zu berihren und eine Minute lang bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert. Dieses fuhrte zu einer insgesamt hoheren
Ausbeute. Am Ende wurde das Isolationsgut aus den jeweils pro Paraffinblock
parallel durchgefuhrten Chargen zusammengefihrt und somit eine 90 ul grol3e

Losung mit RNA erzielt.

2.1.4.3 RNA-Isolation aus Mausblut

Zur Isolation der RNA aus Mausblut wurde das ,QIAmp RNA Blood Mini Kit*
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet. Dazu wurden zwei Mause aus der
hauseigenen Tierhaltung des UKEs sediert und deren Blut direkt aus dem Herzen
oder retroorbital enthommen. Aus dem gewonnenen Blut wurde strikt nach den
Angaben des Herstellers RNA extrahiert. Dabei wurde nach vorheriger Lyse der
Erythrozyten RNA aus den Leukozyten isoliert.

2.1.4.4 Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit der photospectrometrischen Methode
bestimmt. Dabei wurde in der Photometerzelle (Quartz Photospectrometer Cell, Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) des Photospectrometers (,Smart Spec 2000™*, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) jeweils 100 pl Probelésung eingesetzt. Fir einen sparsamen
Umgang mit dem Probengut wurde die zu bestimmende Proben-L6ésung mit
destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:10 verdinnt (10 pl RNA / 90 ul H,0). Bevor die
Konzentrationsbestimmung der RNA begonnen wurde, wurde der Photospectrometer

mit reinem destillierten Wasser geeicht.
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Die anschlieRenden Messungen erfolgten bei Wellenlangen von 260 nm, 280 nm und
320 nm. Das Gerét nutzt die jeweilige Absorption des Lichtes und ermittelt einen
Konzentrationswert in pg/ml. Diese mussen durch die zuvor vorgenommene
Konzentrationsverdiinnung um den Faktor 10 korrigiert werden um die Verdinnung

auszugleichen.

2.1.5 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription

Die Synthese der cDNA (complemantary DNA) aus der RNA von kultivierten
Zelllinien und in Paraffin eingebetteten Tumoren erfolgte mithilfe der Reversen
Transkriptase. Dieses Enzym ist eine RNA abhangige DNA—-Polymerase. Hier wurde
aus der isolierten mMRNA cDNA gewonnen. Diese wird als Produkt fiir die folgenden
PCRs benutzt. Bei der Synthese wurde das ,First Strand Transcriptor cDNA
Synthesis Kit“ der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) verwendet.
Die Reverse Transkriptase bendtigt fur das Starten ihrer Aktivitat einen Primer. In
dem Synthese—Kit sind zwei verschiedene Primer mitgeliefert: ein spezifisch
bindender Primer der Anchored-oligo(dT):s Primer und der unspezifisch bindende
Primer der Random Hexamer Primer. Letzterer besteht aus sechs zufallig
zusammengesetzten Nukleotiden und bindet unspezifisch an der mRNA. Dabei wird
eine gewissermalen gleichmafige Synthese aller RNA-Sequenzen erreicht. Jedoch
wird der Poly—A—Schwanz hierbei nicht mitsynthetisiert. Mit diesem Primer lasst sich
besonders die schon mittlerweile degradierte mRNA ausreichend synthetisieren.
Deshalb wird dieser bei der RNA von eingebetteten Tumoren eingesetzt. Der
spezifisch bindende Anchored-oligo(dT):;s Primer wird bei der nichtdegradierten
Zelllinien—RNA eingesetzt. Dieser bindet komplementar an den Poly—A-Schwanz der
MmRNA. Somit wird die komplette Synthese nichtdegradierter mRNA ermdoglicht. Mit
dem Random Hexamer Primern erhdlt man jedoch nicht die vollstandige cDNA
sondern nur viele Fragmente. Vor der eigentlichen Synthese wurde zunéchst ein
cDNA—-Verdau durchgefuhrt um mdogliche sich in der RNA-LAsung befindende cDNA

zu eliminieren.
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2.1.5.1 cDNA - Synthese aus der RNA der Zelllinien

Fur die cDNA-Synthese aus kultivierten Zelllinien wurde der spezifisch bindende
Anchored-oligo(dT);s Primer des ,First Strand Transcriptor cDNA Synthesis Kit* der
Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) benutzt. Hierbei wurde
besonders darauf geachtet, dass stets die gleiche Menge an RNA eingesetzt wurde.
Die Menge betrug jeweils 1500 ng, sodass eine Ermittlung der einzusetzenden RNA
Menge zuvor durchgefihrt wurde. Die bei der Konzentrationsbestimmung
angefallenen Mengenwerte wurden durch 1500 dividiert, um die gewlnschte RNA-
Menge in pul zu ermitteln. Ferner wurde je nach Anzahl der Proben ein Mastermix fur
den cDNA-Verdau und danach ein weiterer Mastermix fur die eigentliche Synthese
hergestellt und laut der Bedienungsanleitung vorgegangen. Dabei wurde extrahierte
RNA abhangig von der Konzentration mit Water, PCR grade auf die gewunschte
Menge verdunnt. Fir den cDNA-Verdau und die anschlieBende cDNA-Synthese
wurde ein Thermocycler (Personal Cycler, Biometra, Goéttingen, Deutschland)
benutzt. Beim cDNA-Verdau erfolgte zunachst eine Inkubation des Gemisches fur die
Dauer von 30 Minuten bei 25°C im Thermocycler. Danach erfolgte die Inaktivierung

der DNase fir die Dauer von 5 Minuten bei 75°C.

Tabelle 3: Pipettierschema des cDNA-Verdau-Ansatzes fur finf Proben

cDNA-Puffer 5,0 ul

RNA

Water, PCR-grade 44 ul (verdiinnte RNA)
DNase (DNasel, RNase-free) 1,0 pl

Fur die eigentliche cDNA-Synthese wurde ein Mastermix erstellt, wobei pro Probe
zunachst 10 pl von der verdauten RNA mit dem Primer vermischt wurden. Diese
wurde im Thermocycler 10 Minuten lang bei 65°C denaturiert. AnschlieRend wurden
die restlichen Agenzien hinzugefugt und im Thermocycler 30 Minuten bei 55°C

inkubiert.
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Tabelle 4: Pipetierschema des cDNA-Synthese-Ansatzes

RNA (verdaut) 10 pl
Anchored-oligo(dT),g Primer 1,0 ul
Water, PCR grade 2,0 ul

Denaturierung im Thermocycler (10 min. bei 65°C)

cDNA-Puffer 4,0 ul
Inhibitor 0,5 ul
dNTP's 2,0 ul
Reverse Transcriptase bei pos. Probe 0,5 ul

2.1.5.2 cDNA-Synthese aus der RNA der in Paraffin e

ingebetteten Tumoren

Die cDNA-Synthese aus eingebetteten Tumoren ben6tigt wie oben beschrieben als

einen unspezifisch bindenden Primer den Random Hexamer Primer des ,First Strand

Transcriptor cDNA Synthesis Kit* der Firma Roche Diagnostics (Mannheim,

Deutschland). Die durch die Fixierung der Tumoren degradierte (nekrotisierte) RNA

ergibt bei der cDNA-Synthese eine geringere Ausbeute als die RNA der Zelllinien.

Deshalb wurde jeweils die Hochstmenge (unverdinnt) der bendtigten RNA bei der

Synthese eingesetzt, um effizientere Ergebnisse bei der nachfolgenden real-time

PCR zu erzielen. Die Vorgehensweise ist fast identisch wie bei der RNA aus

Zelllinien.

Tabelle 5: Pipettierschema des cDNA-Verdau-Ansatzes

cDNA-Puffer 5,0 ul
RNA (unverdinnt) 44 ul
DNase (DNasel, RNase-free) 1,0 ul
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Tabelle 6: Pipettierschema des cDNA-Synthese-Ansatzes

RNA (verdaut) 10 pl
Random Hexamer Primer 2,0 ul
Water, PCR grade 1,0 ul
Denaturierung im Thermocycler (10 min. bei 65°C)
cDNA-Puffer 4,0 ul
Inhibitor 0,5 ul
dNTP's 2,0 ul

Reverse Transkriptase bei pos. Probe 0,5 ul

2.1.6 Primer (hACT, S1P4, S1P5)

Alle benutzten Primer sind mittels der Internetseite der Gendatenbank des National
Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov) ausgesucht worden.
Alle Primerpaare wurden von der Firma MWG-BIOTECH AG (Ebersberg,
Deutschland) hergestellt. Bei der Selektion der Primer wurde ein besonderes
Augenmerk darauf gelegt, dass diese auf mindestens zwei verschiedenen Exons
liegen. Dadurch soll gewahrleistet werden, dass es aufgrund der Produktlange eine
Verwechslung von amplifizierter cDNA mit einer versehentlich amplifizierten
genomischen DNA nicht zustande kommt. Weiter wurde auf relativ dicht beieinander
liegende Schmelzpunkte eines Primerpaares geachtet. Die Primer wurden in einer
Konzentration von 100 pmol / pl eingesetzt.

Die 5°-3"-Primer wurden ,Forward-Primer* und die 3'-5-Primer wurden als ,Reverse-
Primer* genannt. Bei der ,semi-nested PCR"* wurde zunéchst durch den ,Forward a-
Primer® ein langeres Amplifikat gebildet, woraus im zweiten Schritt durch den
.Forward-Primer* das benotigte Produkt gebildet wurde. In beiden Schritten wurde

der ,Reverse-Primer* benutzt.
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Tabelle 7: Primer des humanen Actin (laut MWG-BIOTECH AG)

hACT Primersequenz Tm (Schmelzpunkt) | Produktgréf3e (bp)
forward a | 5-AGA AAA TCT GGC ACC ACA CC-3° 57,3°C 190

Forward | 5°-CCA ACC GCG AGA AGA TGA-3° 56,0°C 97

Reverse | 5-CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG-3° 61,4°C -

Tabelle 8: Primer des S1P4 (laut MWG-BIOTECH AG)

S1P4 Primersequenz Tm (Schmelzpunkt) | ProduktgroRe (bp)
forward a | 5°-AAA TGG GCT TCC CAT GGT CAC C-3’ | 62,1°C 220

Forward | 5-GAG AGC ACC CTG GTG TGG-3° 60,5°C 158

Reverse | 5-CAT GAT CGAACT TCAATGTTG C-3" | 56,5°C -

Tabelle 9: Primer des S1P5 (laut MWG-BIOTECH AG)

S1P5 Primersequenz Tm (Schmelzpunkt) | ProduktgroRe (bp)
forward a | 5°- ACT CTG GTA TCA GAA CCG-3° 53,7°C 219

Forward | 5-CCA CGA CTG TCT TCC CAA GT-3° 56,7°C 179

Reverse | 5-CAA GCA GAA CGT CAATTC CA-3° 55,9°C -

Die Primerpaare des humanen Actins und des Sphingosin—1-Phosphates wurden

alle an Maus-cDNA getestet und gegenkontrolliert.
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2.2 Methoden

2.2.1 PCR-Produkt-Herstellung

2.2.1.1 Semi nested-PCR am Thermocycler

Die Semi nested PCR (Polymerase Chain Reaction) wurde mit dinnwandigen PCR-
Tubes am Thermocycler der Firma Biometra (Personal Cycler, Biometra, Gottingen,
Deutschland) durchgefuhrt. Fir die PCR wurde das ,Tag PCR Core Kit 1000 Units*®
der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) benutzt und entsprechend der
Bedienungsanleitung vorgegangen. Fur die Herstellung der Semi nested PCR-
Produkte der jeweiligen Gene wurden die Vorwérts a-Primer (forw a) und die
Ruckwarts-Primer (rev) laut Tabellen 7 bis 9 verwendet, wobei ein von der
Vorwartsseite langeres Produkt (seminested) vervielfaltigt wurde. Diese Produkte
wurden fir die anschlieBende Real-time PCR eingesetzt, wobei sie fur die
Standardkurvenerstellung und die jeweiligen PCR-Laufe benutzt wurden.

Fur die Qualitatskontrolle und die Durchfihrung der spateren relativen
Quantifizierung wurde als ,Housekeeping-Gen“ (HKG, Referenzgen) das ubiquitar
vorhandene und von jeder Zelle in jedem Zellzyklus gleichhoch homogen exprimierte
menschliche B-Actin (hAct) eingesetzt. Dieses musste in einem jeden gelungenen

PCR-Lauf amplifiziert worden sein.

Tabelle 10: Pipettierschema des Semi nested PCR-Ansatzes

Water, PCR grade 15,3 pl
PCR-Puffer (10x) 2,0 ul
dNTP's 0,4 ul
Forw. a Primer 0,1 ul
Rev. Primer 0,1 ul
Tag-Polymerase 0,1 ul

Ad 18 pl PCR-Ansatz wird 2 ul cDNA pro Tube eingesetzt.
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Tabelle 11: Semi nested PCR-Programm (40 Zyklen pro Lauf)

1. Denaturierung 30 sec. /94°C
2. Annealing 30 sec. / 52°C (hACT / S1P4 | S1P5)
3. Amplifikation 60 sec./ 72°C

2.2.1.2 Real - time PCR am LightCycler / relative Q uantifizierung

Die Real-time PCR (RTQ-PCR / realtime-quantitative Polymerase-Chain-Reaction)
erfolgte am LightCycler 2.0 Gerat (LightCycler 2.0 Instrument, Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) in Glaskapillaren (LightCycler Capillaries, Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland).

Die RT-PCR mit cDNA-Proben aus Zelllinien wurden in 20 pl- sowie 100 pl-Kapillaren
als Reaktionsmischgefal3e mit einem optimalen optischen sowie thermischen
Oberflachen-Volumen-Verhaltnis durchgefuhrt. Die RT-PCR der cDNA-Proben aus
paraffineingebetteten Tumoren verlief stets in 100 pl-Kapillaren. Diese cDNA wurde
jeweils 1:10 verdiinnt eingesetzt. Zur PCR-Ansatzherstellung wurde das ,LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | Kit* der Firma Roche Diagnostics (Mannheim,
Deutschland) verwendet. Dieser LC-Mix enthalt die FastStart Tag DNA-Polymerase,
MgCl, (Endkonzentration von 1mM), einen Nukleotidmix sowie SYBR Green | als
unspezifischen Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff. Diese FastStart Tag-Polymerase ist bei
Raumtemperatur durch Bindungen an spezifische Aminosauren funktionsunfahig und
entwickelt ihre  Arbeitsweise bei hoéheren Temperaturen, sodass das
Reaktionsgemisch zunéachst fir 5-10 Minuten bei 95°C zur Polymeraseaktivierung
inkubieren muss bevor die Reaktion startet. Dadurch werden Fehlelongationen
wahrend der Zubereitung nach Zugabe von Primern verhindert.

Fur alle drei Primerpaare (hACT, S1P4, S1P5) wurde eine Annealingtemperatur von
62°C verwendet. Die Glaskapillaren wurden mittels einer Pipette der Firma
Eppendorf (Eppendorf Research Plus, Hamburg, Deutschland) mit dem
Reaktionsgemisch befillt, verschlossen, zentrifugiert und in einem Karussell des
LightCyclers  platziert. = Danach  erfolgte die  Amplifikation mit  der

Fluoreszenzbestimmung. Die Auswertung und die Ermittlung der
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Reaktionsbedingungen der RTQ-PCR sowie die relative Quantifizierung der PCR-
Produkt-Laufergebnisse wurden am angeschlossenen PC mittels der LightCycler
Software 4.0 durchgefuhrt. Fir die Berechnung der fur die relative Quantifizierung
bendtigten Standardkurvenerstellung wurde fir jedes eingesetzte Gen mittels der
semi nested PCR eine Verdinnungsreihe von 102 bis 10 der angewendeten
Proben hergestellt und eine PCR-Effizienz errechnet. Dabei wurden am
Thermocycler etablierte Kalibratoren fur das jeweilige Gen entsprechend verdiinnt
benutzt. Die Verdinnungsreihen wurden fur jedes Primerpaar doppelt und unter

optimalem PCR-Protokoll bestimmt.

Wegen der grol3en Sensibilitdt des LightCyclers auf Kontamination wurde dieser in
einen separaten Raum platziert. Dadurch sollte die Kontaminationsgefahr der
Reagenzien mit DNA/RNA-Templates minimiert werden. Zusatzlich wurden zur
Kontaminationsabwendung die Arbeitsflaiche und die Gebrauchsutensilien mit
70%igem Ethanol grindlich gereinigt.

Alle Primerpaare wurden auf die humane Spezifitat getestet.

Tabelle 12: Pipettierschema des RT-PCR-Ansatzes

Bestandteile / Volumen 20 pl 50 pl
Vorwarts-Primer 0,4 ul 0,25 ul
Ruckwarts-Primer 0,4 ul 0,25 ul

FastStart DNA Master SYBR Green | 4,0 ul 10,0 pl

Water, PCR grade 13,2 pl 28,0 ul

ad Master-Mix / Tube eingesetzte cDNA | 2,0 pl 10,0 pl (2:10 verdinnt)

Tabelle 13: RT-PCR-Programm (50 Zyklen / Lauf)

Programm 20 pl 50 ul
Denaturierung 10 min / 95°C 10 min / 95°C
Denaturierung 5sec/95°C 15 sec/95°C
Amplifikation Annealing 5sec/62°C 15 sec/ 62°C
Amplifikation 12 sec/72°C 25sec/72°C
Schmelzkurve Kontinuierlich von 65°C-95°C (0,1°C/s)
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2.3 PCR-Produktkontrolle mittels Gelelektrophorese

Die PCR-Produktkontrolle der am Thermocycler und LightCycler durchgeflhrten
Laufe wurde mittels einer 3%igen Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die
Indikation hierfur bot sich nach jedem Thermocyclerlauf, nach dem Einsatz von
mehrmals aufgetauten cDNA-Proben und zur Veranschaulichung der Etablierung
eines PCR-Protokolls jeweils fir einzelne Primerpaare (Thermocycler und
LightCycler) sowie als Kontrolle bei verdachtig erscheinenden

Schmelzkurvenanalysen (z.B. zu breite oder mehrere Peaks).

Die Gelherstellung erfolgte durch das Zusammenfigen von 1,5 g Seakem LE
Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) mit 50 ml vom einfach
konzentrierten TBE-Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in einem
Erlenmeyerkolben und deren zweiminutiger Erwdrmung in einer Mikrowelle.
Anschlieend wurde unter dem Abzug nach dem Abkihlen bis ca. 60°C zur
Anfarbung der doppelstrangigen DNA 2 ul Ethidiumbromid (Promega Catalys AG,
Wallisellen, Schweiz) hinzupipettiert und vermischt.

In die Taschen (Slots) des Agarose-Gels, die durch einen Kamm vor dem Erharten
des Gels geschaffen wurden, wurden jeweils 15 ul eines Gemisches von 3 pl
Loading-Buffer, 9 ul destilliertes Wasser und 3 pl PCR-Produkt hineinpipettiert. Zur
Produktgrof3enzuordnung wurde pro Reihe im Gel an erster Stelle ein 100 Basenpaar
DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) anstatt des PCR-Produktes eingesetzt.
Folgend wurde das Gel bei einer Spannung von 120 V fur ca. 40-50 Minuten in
einem Trafogeréat (Consort Electrophoresis Power Supply, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) laufen gelassen, wobei die DNA im Agarose-Gel nach ihrer GroRRe
aufgeteilt wurde.

Anschlie3end an das Durchlaufen wurde das Gel bei einer Lichtwellenlange von 302
nm im Bildgebungssystem (Universal Hood White Light Transilluminator, BioRad,
Segrate, Italien) fotografiert. Die digitale Darstellung am PC erfolgte durch die
Quantity One 1-D Software (BioRad).
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2.4. Sequenzierung
Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde im Institut fir Pathologie, Direktor Prof.

Dr. med. G. Sauter, am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefihrt. Das

Ergebnis der erfolgten Sequenzierung ergab die Bestatigung der PCR-Produkte.
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3. Ergebnisse

3.1. Standardkurven

Fur jedes Gen wurde eine Standardkurve erstellt. Die Effizienz der verwendeten

Primerpaare schwankte zwischen 1,881 bis 1,962.

3.2. Graphische Darstellungen der PCR-Ergebnisse

Die graphischen Darstellungen der S1P4- sowie S1P5-Rezeptoren werden ohne
Einheiten dargestellt, da es sich wie oben erwdhnt um Ergebnisse einer relativen
Quantifizierung handelt. Die PCR-Ergebnisgraphiken der relativen Quantifizierung
der jeweiligen Gene wurden mit der GraphPad-Software (GraphPad Software, Inc,
San Diego, Kalifornien, USA) erstellt. Zur Graphikerstellung fur ein jedes Gen wurden
aus jeweils drei Chargen in Doppelbestimmung des zu untersuchenden Tumors (in
vivo- und in vitro-Versuch) die entsprechenden RTQ-PCR-Ergebnisse benutzt. Der in
vitro Versuch mit in Nahrldsung kultivierten Zelllinien der Gene fur S1P4- und S1P5-
Rezeptoren erfolgte in jeweils 20 pl- und 100 pl-Glaskapillaren. Der in vivo Versuch
mit in Paraffin eingebetteten Tumoren konnte fir beide Gene nicht in 20 pl-
Glaskapillaren etabliert werden und erfolgte nur in 100 pl-Glaskapillaren. Der Tumor

LOX stand bei dieser Arbeit in Paraffin eingebettet nicht zur Verfigung.

3.2.1 PCR-Ergebnisse der Zelllinien in den 20 pl- u nd 100 pl-Kapillaren
(Vergleich)

Die Expressionsergebnisse der beiden Rezeptorgene in den 20 pl- und 100 pl-
Glaskapillaren bestatigen sich weitestgehend gegenseitig.

Bei dem Vergleich der beiden GlaskapillargroRenergebnisse mit dem S1P4-
Rezeptorgen kommt es sowohl beim Mammakarzinom HBL100 als auch beim
malignen Melanom FEMX-1 zu einer vergleichsweise hoheren Expression der
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Zelllinien. Die Ubrigen Zelllinien weisen im Vergleich zu den zwei oben genannten
(HBL100 und FEMX-1) eine geringe oder keine Expression auf, wobei die an der
Nachweisgrenze bestehenden Expressionen zwischen den beiden

Glaskapillarengrof3en minimal schwanken.

Ebenso fallt der Vergleich der beiden Glaskapillargrof3energebnisse mit dem S1P5-
Rezeptorgen bestatigend aus. Bei diesem Gen ist eine Expression im Vergleich zu
den Ubrigen Zelllinien in beiden Glaskapillarengréf3en ausgepragt. Lediglich zeigt
sich ein Unterschied in den 20 pl-Glaskapillaren bei dem Kolonkarzinom HT29 mdr,
wobei in den kleineren Glaskapillaren eine geringe Expression zu erkennen ist.
Zusétzlich erweist die Tumorzelllinie des malignen Melanoms LOX eine Expression.
Die ubrigen Zelllinien weisen in beiden Glaskapillarengréf3en keine nachweisbare

Expression auf.
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3.3. S1P4- Ergebnisse

3.3.1 S1P4 LightCycler Ergebnisse aus 20 pl-Kapilla  ren der Zelllinien
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Abbildung 2: PCR-Ergebnisse der relativen Quantifizierung der kultivierten Zelllinien

in 20 pl-Kapillaren von dem Rezeptorgen S1P4

Die Expression der S1P4-Rezeptoren bei den Zelllinien in den 20 pl-Glaskapillaren
ist verschwindend gering. Lediglich bei den Mammakarzinomzelllinie HBL 100 sowie
der malignen Melanomzelllinie FEMX-1 ist eine vergleichsweise hohere Expression
ersichtlich. Jedoch ist bei diesen die Standardabweichung ebenso hoher.
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3.3.2 S1P4 LightCycler Ergebnisse aus 100 ul- Kapil laren der Zelllinien und

Tumoren
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Abbildung 3: PCR-Ergebnisse der relativen Quantifizierung der kultivierten Zelllinien
(weil3e Balken) und der im Paraffin eingebetteten Tumoren (schraffierte Balken) in

100 pl-Kapillaren von dem Rezeptorgen S1P4.

Die Ergebnisse der Expression der S1P4-Rezeptoren der Zelllinien sowie Tumoren in
den 100 pl-Kapillaren weisen ebenso uberwiegend keine bzw. verschwindend
geringe Expression auf. Die in vivo gewachsenen Tumoren zeigen keine Expression
der Rezeptoren. Lediglich bei den Zelllinien des Mammakarzinoms HBL 100 und des
malignen Melanoms FEMX-1 ist eine hoéhere Expression analog zu den 20 ul-
Kapillaren zu beobachten, wenn diese in vitro gezichtet worden waren. Die

Kolonkarzinom-Zelllinie HT29 weist eine geringe mRNA Rezeptor-Expression auf.
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3.4. S1P5-Ergebnisse

3.4.1 S1P5 LightCycler Ergebnisse aus 20 pl-Kapilla  ren der Zelllinien
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Abbildung 4: PCR-Ergebnisse der relativen Quantifizierung der kultivierten Zelllinien

in 20 pl-Kapillaren von dem Rezeptorgen S1P5

Die Ergebnisse der S1P5-Rezeptorexpression der Zelllinien in den 20 pl-
Glaskapillaren zeigen ebenfalls keine bzw. verschwindend geringe Expression auf.
Die Zelllinien des Mammakarzinoms HBL 100 sowie des malignen Melanoms LOX
weisen eine vergleichsweise hohere Expression auf. Ebenso wird die mRNA des
S1P5-Rezeptors geringfiigig bei der Kolonkarzinomzelllinie HT29 mdr exprimiert.
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3.4.2 S1P5 LightCycler Ergebnisse aus 100 ul- Kapil laren der Zelllinien und

Tumoren
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Abbildung 5: PCR-Ergebnisse der relativen Quantifizierung der kultivierten Zelllinien
(weil3e Balken) und der im Paraffin eingebetteten Tumoren (schraffierte Balken) in

100 pl-Kapillaren von dem Rezeptorgen S1P5

Eine Expression der S1P5-Rezeptoren in den 100 pl-Glaskapillaren kann weder bei
Tumoren noch bei Zelllinien beobachtet werden. Eine Ausnahme bildet hier im in
vitro Versuch die Mammakarzinom-Zelllinie HBL100, bei der eine gewisse

Expression ersichtlich ist.

3.5. Gelelektrophorese-Ergebnisse

Folgend werden beispielweise zwei Gele von jeweils unterschiedlichem Gen gezeigt,
die dem PCR-Produktnachweis dienen. In der jeweils ersten Gelspalte wird der 100-
Bp-Marker dargestellt. Darauffolgende Gelspalten zeigen jeweils eine Positiv- und
Negativ-Kontrolle und zusatzlich wird immer an letzter Stelle eine Wasserkontrolle
aufgeftihrt. Die Indikation fir eine Agarose-Gelherstellung war gegeben bei der

Anwendung von mehrmals aufgetauten cDNA-Proben, bei der Etablierung eines
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PCR-Programms der jeweils eingesetzten Primerpaare im Thermocycler und

LightCycler sowie bei verdachtig erscheinenden Schmelzkurvenanalysen.

S1P4

A B C D E F G H I

Abbildung 6: Gel zur PCR-Produktkontrolle des Gens S1P4
A= 100 Bp DNA-Marker

B= Mel 6 1:10 verdunnt, Positivkontrolle

C= Mel 6 1:10 verdunnt, Negativkontrolle

D= Mel 6 1:100 verdunnt, Positivkontrolle

E= Mel 6 1:100 verduinnt, Negativkontrolle

F= Mel 6 1:1000 verdunnt, Positivkontrolle

G= Mel 6 1:1000 verdunnt, Negativkontrolle

H= Wasserkontrolle

= Wasserkontrolle
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In der Abbildung 6 ist ein Gel zur PCR-Produktkontrolle dargestellt, das zugleich der
PCR-Programmetablierung dient. In den Positivkontrollen des Probengutes sollten
klare Banden in der Hohe der gewlnschten Gréf3enposition der PCR-Produkte zu
erkennen sein, wobei die Gelspalten mit den Negativkontrollen sowie den
Wasserkontrollen frei von Banden sein sollten. Hierbei wurden die Primer forw. a und
rev. des S1P4-Gens bei der Mel 6 Zelllinie (Melanom mit Virusbefall, welches aus
Sicherheitsgrinden nicht weiter bei der relativen Quantifizierung benutzt wurde)
eingesetzt. In der ersten Gelspalte ist der 100Bp DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) zu sehen, welcher der Identifizierung der PCR-Produkte dient. Die
weiteren Gelspalten (B — G) stellen jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle des
PCR-Produktes dar. Das eingesetzte Probengut wurde in den Gelspalten B - G
jeweils im Verhaltnis 1:10, 1:100 und 1:1000 verdinnt eingesetzt. In den Gelspalten
der Positivkontrollen (B, D, F) sind entsprechend der Verdinnung in der Intensitét
nachlassende Banden zu erkennen. Bei den Negativkontrollen (Gelspalten C, E, G)
wurde im Vorfeld bei der cDNA-Synthese keine Reverse Transkriptase eingesetzt,
sodass keine Banden der PCR-Produkte zu erwarten sind, da fir die PCR keine
Vorlagen fur die Amplifizierung vorhanden waren. Die in den rechten Spalten
entstandenen Doppelbanden kdnnten auf eine Entstehung von Primerdimeren
aufgrund von mangelndem Templetangebot oder Verunreinigung sprechen. Die
Wasserkontrollen in den Gelspalten H und | weisen keine Banden auf, was ein
sauberes Arbeiten beim Erstellen des Mastermixes beweist. Bei der Wasserkontrolle

wurde anstelle des Probengutes Wasser eingesetzt.
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S1P5

A B C D E F G H I

Abbildung 7: Gel zur PCR-Produktkontrolle des Gens S1P5
A= 100 Bp DNA-Marker

B= HBL 100 Positivkontrolle

C= HBL 100 Negativkontrolle

D= T47D Positivkontrolle

E= T47D Negativkontrolle

F= Kalibrator

G= Kalibrator

H= Wasserkontrolle

= Wasserkontrolle

In der Abbildung 7 wird ein Gel gezeigt, das dem PCR-Produktnachweis dient. In der
ersten Spalte des Gels ist der 100Bp DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

zu sehen, der zur lIdentifizierung der PCR-Produkte dient. Die vier folgenden
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Gelspalten (B — E) zeigen jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle der Zelllinien des
Mammakarzinoms HBL 100 und des Mammakarzinoms T47D (stand weiter nicht
mehr fur diese Arbeit zur Verfiigung). Die beiden Positivkontrollen weisen saubere
Banden in der fur das gewiinschte Produkt zu erwartenden Position auf dem Gel auf,
wobei keine weiteren Banden erkennbar sind. Diese Tatsache deutet auf eine korrekt
durchgelaufene PCR hin. Die erfolgte Sequenzierung im Institut fir Pathologie,
Direktor Prof. Dr. med. G. Sauter, am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
zeigte, dass es sich um gewinschte Produkte handelt. Die Spalten mit den
Negativkontrollen weisen keine Banden auf, da hier im Vorfeld bei der cDNA-
Synthese zu dem Probengut keine Reverse Transkriptase zugefligt wurde. Dadurch
sollten erwartungsgemal keine Banden im Gel erscheinen, da hier bei der PCR die
bendtigten Vorlagen zur Amplifizierung nicht zur Verfigung stehen. AnschlieRend
wurden jeweils zwei Spalten (F und G) im Gel mit einem Kalibrator (10 verdiinntes
PCR-Produkt der Zelllinie HBL 100) sowie darauffolgende zwei Wasserkontrollen (H
und 1) dargestellt. In den Gelspalten der Kalibratoren ist jeweils eine deutliche Bande
zu sehen, was den Positivkontrollen entspricht. Die Wasserkontrollen, bei denen
anstatt des Probengutes Wasser eingesetzt wurde, sind als Spalten ohne PCR-

Produkt zu erkennen, was ein sauberes Arbeiten beweist.
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4. Diskussion

Die physiologische und pathophysiologische Bedeutung von Sphingosin-1-Phosphat
und deren Rezeptoren wurde bis zur jingsten Vergangenheit unterschatzt. Erst seit
kurzer Zeit wurde die funktionelle Bedeutung, welche von diesen Kkleinen
Lipidmolekilen ausgeht, erkannt und die Untersuchungen intensiviert. Sphingosin-1-
Phosphat (S1P) und die funktionell verwandte Lysophosphatidsdure (LPA) nehmen
eine wichtige Rolle im Haushalt der Organismen ein. So ist Sphingosin-1-Phosphat
an vielen Prozessen der normalen Physiologie beteiligt. Hierzu zahlen die
Organisation des Zytoskelettes, die Regulation des Ca®*'-Haushaltes, die Anti-
Apoptose sowie die Proliferation (Pyne und Pyne, 2000; Meyer zu Heringsdorf and
Jacobs, 2007; Rivera and Chun, 2008). Aul3erdem fungiert Sphingosin-1-Phosphat
als ein ,second-messenger* (Meyer zu Heringsdorf, 2003). Neuerdings werden dem
S1P neben diesen physiologischen Prozessen zunehmend auch
pathophysiologische Rollen zugeschrieben wie eine Beteiligung an der Initiation
sowie Progression von malignen Tumoren (Ischii et al., 2004; Mills and Moolenaar,
2003). Die durch Sphingosin-1-Phosphat mitverursachte Signaltransduktion kann
eine stimulierende sowie hemmende Wirkung auf menschliche in N&hrlésung
kultivierte Tumorzelllinien (in vitro) aufweisen (Dolezalova et al., 2003; Balthasar et
al., 2006; Yamashita et al., 2006). Diese und die meisten anderen Untersuchungen
beim ,signaling“ der Tumorprogression durch Sphingosin-1-Phosphat basieren auf
solchen in vitro Modellen, wobei eine Auswirkung und Beeinflussung auf die
Expression von Sphingosin-1-Phosphat und deren Rezeptoren durch einen komplex
funktionierenden lebendigen Organismus nicht berticksichtigt wurde. Hierbei kann es
zu einer Variation der Expressionsmuster kommen. Ein brauchbares in vivo Modell
zur Untersuchung des metastatischen Verhaltens von Tumorzellen wird durch die
Xenotransplantation von Tumorzellen in immunodefizienten SCID-Mause geboten
(Mitchell and Schumacher, 1997; Valentiner et al., 2006). Die vorbenannten Studien
zeigen, dass die Tumorzelllinien ihre Eigenschaften, wie z. B. die Lektinbindung,
nach Xenotransplantation deutlich modifizieren (Schumacher et al., 1996). Die
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, einen solchen Vergleich zwischen einem
in vitro (mit in N&hrlésung kultivierten Zelllinien) und einem in vivo (mit in
immunodefizienten SCID-Méausen xenotransplantierten Tumorzellen) Modell zu

schaffen und der Hypothese nachgehen, ob die Sphingisin-1-Phosphat-Rezeptoren
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bei kultivierten Zelllinien und xenotransplantierten Tumoren unterschiedlich exprimiert
werden. Dabei sollte das Expressionsverhalten von Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren bei metastasierenden und nichtmetastasierenden Mamma- und

Kolonkarzinoma sowie beim Melanom veranschaulicht werden.

Eine Aussage uber das jeweilige Expressionsmuster von Proteinen — wie den
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren — einer Zelle wahrend des Zeitpunktes der
Zellpraparation wird durch mRNA (im Gegensatz zu der genomischen RNA)
ermdglicht. Eine gewisse Menge an mRNA ist im Zytosol einer lebenden Zelle
vorhanden, wahrend ein entsprechendes Gen transkribiert wird. Diese mRNA gibt
uns Aufschluss dartber, ob und welche Gene exprimiert werden. Die oben
beschriebene relative Quantifizierung wurde mittels real-time PCR mit den
entsprechenden Primern durchgefiihrt und ergab Uberwiegend, dass S1P4- und
S1P5-Rezeptoren in den Tumorzellen nicht exprimiert wurden. Signifikant ist
insbesondere der Unterschied zwischen den Expressionsmustern beim in vivo Modell
und denen beim in vitro Modell. Beide Rezeptorarten werden bei den ausgewéhlten
xenotransplantierten Tumoren nicht oder nur schwach, das heit an der
Nachweisgrenze schwankend, exprimiert. Bei den kultivierten Zelllinien kann eine
minimale Expression beobachtet werden. S1P5 wird lediglich bei der Zelllinie des
Mammakarzinoms HBL 100 in gewisser Form exprimiert. S1P4 wird ebenfalls nur
geringfugig bei den Zelllinien des Mammakarzinoms HBL 100 sowie des malignen
Melanoms FEMX-1 exprimiert. Jedoch tritt hier eine moderate Standardabweichung
zur Erscheinung, was die Aussagekraft dieser Ergebnisse reduziert. Hierbei wird ein
geringer Unterschied zwischen in vivo und in vitro Untersuchungsmodellen

ersichtlich.

Zur Kontrolle des regelrechten Verlaufes der Ergebnisermittlung mittels der real-time
PCR wurde bei jedem Lauf eine Positivkontrolle in Form von hActin durchgefihrt.
Dieses menschliche Aktin kommt ubiquitdr im menschlichen Organismus vor. Es ist
ein wichtiger Bestandteil des Zytoskelettes und wird konstitutiv von jeder
eukaryontischer Zelle exprimiert. Durch die Tatsache, dass das hActin nicht im
Mausgewebe exprimiert wird, eignet es sich ideal zur Positivkontrolle. Das
xenotransplantierte Tumorprobengut kann Spuren von Mausgewebe beinhalten,

welche zur Verfalschung der Ergebnisse fuhren kdnnten. Zur Vermeidung solcher
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Probleme wurden Primer fir hActin als Housekeeping-Gen eingesetzt, bei denen die

menschliche Spezifitat nachgewiesen wurde.

Es kann kein signifikanter Unterschied im Expressionsverhalten zwischen
metastasierenden und nichtmetastasierenden Tumoren beobachtet werden. Eine
Ausnahme bildet die nichtmetastasierende Mammakarzinomzelllinie HBL 100,
welche beide Rezeptorenarten exprimiert. Die in SCID-Mausen nichtmetastasierende
HBL 100 Zelllinie, die einen Teil des Affenvirus SV 40 Genomes beinhaltet, kann
nicht als eine normale Zelllinie betrachtet werden (Schumacher and Adam, 1997).
Durch diese Tatsache kann das Ergebnis verfélscht werden, was aber keinen
direkten Einfluss auf die Expression hat. Die Expression der S1P4- und S1P5-
Rezeptoren wie bei den kultivierten Zelllinien werden bei xenotranplantierten
Tumoren nicht gefunden. Die Ergebnisse der kultivierten Zelllinien in 20 pl- und 100
pl-Glaskapillaren bestatigen sich gegenseitig, allerdings konnte ein Vergleich bei
dieser Arbeit nur als in vitro Versuch durchgefuhrt werden. Nichtsdestotrotz bekraftigt

diese Tatsache die Ergebnisse und den Versuchsaufbau.

Der Produktnachweis erfolgte stets mittels eines Agarosegels, wobei die PCR-
Produkte als Banden in Erscheinung traten. Im dem Fall, in dem nach der PCR keine
Bandenbildung bei Sphingosin-1-Rezeptorprobengut zustande kam, wohl aber eine
saubere Bande bei hActin ersichtlich war, ist anzunehmen, dass die eingesetzte
cDNA von geeigneter Qualitat fur einen Nachweis gewesen ist. Dies weist in solchen
Fallen auf ein Ausbleiben der Rezeptorexpression in der jeweiligen Tumorentitat hin.
Ein korrekt verlaufender hActin-Lauf war ausschlaggebend Uber die Qualitat der
cDNA. Die Lange der PCR-Produkte wurde mittels eines im jeden Gel eingesetzten
100Bp DNA-Markers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ermittelt. Dabei wurden die
Markerbestandteile aquivalent der DNA-L&nge und deren Lauflange im Agarosegel
verteilt. Dies ermdglichte eine vergleichende PCR-Produktlangenbestimmung. Zur
Steigerung der Aussagekraft wurde jede Tumorentitat in drei Chargen jeweils mit
Doppelbestimmung untersucht. In dieser Arbeit entsprachen die dargestellten PCR-
Produkte von hActin, S1P4 und S1P5 der erwarteten Lange. Diese Ergebnisse

wurden probeweise durch eine erfolgte Sequenzierung verifiziert.

Schlussendlich zeigte diese Studie im gewissen Grade vorhandene Unterschiede

zwischen dem Expressionsmuster der kultivierten Tumorzelllinien und Tumoren,
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welche in immunodefizienten SCID-Méausen xenotransplantiert wurden. So konnte in
wenigen kultivierten Tumorzelllinien ein geringes Vorkommen an Rezeptorexpression
nachgewiesen werden (S1P4 bei HBL 100 und FEMX-1 sowie HT 29 und S1P5 nur
bei HBL 100). Dabei zeigten die xenotransplantierten Tumoren keine bzw. lediglich
eine an der Nachweisgrenze schwankende Expression auf. Die Herrunterregulierung
der Expression zeigt, dass der Verbund eines dreidimensionales Tumors, wie es das
in vivo Modell darstellt, einen Einfluss auf die komplexe Funktionsweise der
Tumorzellen einnimmt (Thies et al., 2007). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die
Migrationsbereitschaft im Tumorverbund geringer sein durfte, was bei folgenden
Studiendurchftuihrungen bertcksichtigt werden sollte. Dieser
Regulationsmechanismus in einem Organismus oder Zellverbund zeigt einen
wahrscheinlichen, partiellen Einfluss auf die Sphingosin-1-Phosphat-Signalkaskade.
Anderseits koénnten andere Regulationsmechanismen in einzelnen Tumorzellen
bestehen, die eine Formung eines dreidimensionalen Tumors foérdern. Diese
Bedeutung und Modellunterschiede werden in neueren Studien mehr bertcksichtigt
(Huwiler et al., 2011; French et al., 2010; Valentiner et al., 2006). Daraus folgend
sollten Ergebnisse aus in vitro Studien (kultivierte Tumorzellen) nicht direkt mit

Ergebnissen aus in vivo Studien (gewachsene Tumoren) gleichgesetzt werden.

Zusammenfassend konnten in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede
bezuglich des Expressionsmusters zwischen metastasierenden und

nichtmetastasierenden Tumoren festgestellt werden.

Ausblickend, um die gemachten Aussagen zu bekraftigen oder zu erweitern, sollten
in folgenden Studien weitere Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren (S1P1-3) sowie die
verwandten Lysophosphatidsaure-Rezeptoren (LPA) im Expressionsverhalten bei
einer groBeren Anzahl von metastasierenden und nichtmetastasierenden
Tumorentitaten als in vitro - Modell und oder vor allem in vivo - Modell untersucht

und verglichen werden.
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5. Zusammenfassung

Sphingosin-1-Phosphat ist ein wichtiges Signalmolekil, das erst in den letzten
Jahren intensiver untersucht wurde. Neuere Studien ergaben neben den
physiologischen Funktionen auch pathophysiologische Eigenschaften, wie den

Einfluss von S1P bei der Entstehung und Progression von Tumoren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren S1P4 und S1P5 in Karzinom und Melanom-Zellen untersucht. Dabei
wurden zwei verschiedene Modelle betrachtet. Es sollten Ergebnisse aus in vitro
(kultivierte Zelllinien) und in Vivo (xenotransplantierte Tumoren)
Untersuchungsmodellen vergleichend gegeniibergestellt werden. Im in vivo Modell
wurden die immunodefiziente  SCID-Mause genutzt, deren  Tumoren
xenotransplantiert wurden. Vorarbeiten basierten Gberwiegend auf in vitro Modellen,
deren Ergebnisse oft nicht auf in vivo Modelle Gbertragen werden konnten. Als Mittel
der Wahl zum Nachweis der Expression der Sphingosin-1-Rezeptoren bot sich die
real-time PCR an, wobei eine relative Quantifizierung durchgefihrt wurde, um die
Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen. Der PCR-Produkt-Nachweis erfolgte
mittels eines Agarosegels.

Die Untersuchung zum Expressionsverhalten von S1P4 und S1P5 ergab keine
signifikante Expression der zugehorigen Gene. S1P4 zeigte bei drei Tumorzelllinien
(HBL 100, FEMX-1 und HT 29) eine geringe Expressionsrate. Wiederum S1P5
erwies nur bei der Zelllinie des Mammakarzinoms HBL 100 eine nennenswerte
Expression. Auffallend ergab sich eine Herunterregulierung bzw. eine fehlende
Expression von S1P4 und S1P5 in xenotransplantierten Tumoren im Vergleich zu
den kultivierten Tumorzellen. So konnte kein Unterschied im Expressionsverhalten
zwischen metastasierenden und nichtmetastasierenden Tumoren nachgewiesen

werden.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die kultivierten Zelllinien ein
abweichendes Expressionsverhalten zu den gewachsenen dreidimensionalen
Tumoren aufweisen. Dieses zeigt, dass in weiteren Studien die Aufschliisse aus
Ergebnissen von reinen in vitro Untersuchungsmodellen nicht direkt auf in vivo

gewachsene Tumoren Ubertragen werden konnen.
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6. Abkilrzungsverzeichnis

AC = Adenylatcyclase

Bp-Marker = Basenpaar-Marker

cAMP = cyclic adenosine monophosphate
Ca*" = Calcium-lonen

cDNA = complemantary DNA

CoA = Coenzym A

COX2 = Cyclooxygenase-2

CO; = Kohlenstoffdioxid

dNTP's = Desoxyribonukleosidtriphosphate

EGF = epidermalen Wachstumsfaktor

EDG = endothelial differential gene

ERK/MAP = extracellular signal regulated kinase / mitogen activated protein kinase
ERK = extracellular signal regulated kinase

FCS = fetal calf serum

FFPE = formalin fixed, paraffin embedded

G;und Gjy/13. -Protein = Guaninnucleotid-bindendes Protein

hACT = humanes Actin
HKG = Housekeeping-Gen

IUPHAR = International Union Of Pharmacology
INFy-Synthese = Gamma-Interferon-Synthese
IL-10 = Interleukin-10

LPA = Lysophosphatidsaure
LC-Mix = LightCycler-Mix

MAP = mitogen activated proteinkinase
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MgCl, = Magnesiumdichlorid
mM = milliMol
MRNA = messanger ribonucleic acid

NacCl = Natriumchlorid

Nm = Newtonmeter

pmol / pl = picomol / mikroliter

PBS = phosphate buffered saline

PCR = Polymerase chain reaction

PLC = Phospholipase C

PTX = Pertussis—Toxin

PKA = Proteinkinase A

Prkdc = protein kinase DNA activated catalytic polypeptide
forw a = Vorwarts a-Primer

rev = Ruckwarts-Primer

RNA = ribonucleic acid

RNase = Ribonuklease

RPMI 1640-Medium = Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
RT-PCR = realtime-quantitative Polymerase-Chain-Reaction
rRNA = ribosomale Ribonukleinsaure

tRNA = transfer ribonucleic acid

RTQ-PCR = realtime-quantitative Polymerase-Chain-Reaction

RT-PCR = realtime-quantitative Polymerase-Chain-Reaction

S1P = Sphingosin—1-Phosphat

SphK1 = Sphingosinkinase 1

SphK2 = Sphingosinkinasen 2

SCID = severe combined immundeficiency

SphK = Sphingosinkinasen

TBE-Puffer = Tris/Borate/EDTA- Puffer
Tag-Polymerase = Thermus aquaticus-Polymerase

Upm = Umdrehung pro Minute
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