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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Seit langerer Zeit wird in der Glykobiologie eine unterschiedliche Expression
von Glykosylierungsenzymen zwischen normalen Zellen und Tumorzellen
beobachtet. Uberwiegend wird davon ausgegangen, dass die veranderte
Glykosylierung in Tumoren das Ergebnis der initialen onkogenetischen
Transformation darstellt. Somit liegt der Verdacht nahe, dass die Glykosylierung
auch eine Schlusselrolle bei der Einleitung der Invasion und Metastasierung
einnimmt. Die unterschiedliche Glykolysierung kann die Tumorzellinvasion und
Metastasierung férdern oder auch inhibieren.

Ziel dieser Arbeit ist es die Expression von m-RNA der Polypetid-GalNac-
Transferasen (GALNT) 2, 3 und 6 mittels relativer Quantifizierung (RT-PCR) an
metastasierenden und nichtmetastasierenden Prim&rtumoren in
Xenograftmodellen humaner Tumorzellen zu untersuchen. Zum Aufzeigen
eines moglichen Zusammenhangs zwischen der Auspragung der Expression
von Glykosyltransferasen im Tumor und der Metastasierung wurden die
Ergebnisse vergleichend dargestellt. Zusatzlich soll durch die unmittelbare
Gegeniberstellung der Untersuchung kultivierter Tumorzellen (in  vitro
gewachsene Tumorzellen) mit xenotransplantierten Tumoren (in  vivo
gewachsene Tumoren) eine Aussage zur Vergleichbarkeit der Expression der
Transferasen in vivo und in vitro erfolgen.

In dieser Untersuchung wurde ein Spektrum von drei unterschiedlichen
Tumorentitaten mit unterschiedlich stark ausgepragten
Metastasierungsverhalten eingesetzt. Zur Anwendung kamen epitheliale
Tumoren wie Mamma- und Kolonkarzinome sowie neuroektodermale

Melanome.



2 Einleitung

2.1 Glykosyltransferasen

Glykosyltransferasen sind Enzyme, die an der Biosynthese von
Glykokonjugaten auf Zelloberflachen beteiligt sind. Sie katalysieren in einem
posttranslationalen Prozess den Transfer eines Zuckermolekiils auf einen freien
Akzeptor. Dieser Akzeptor kann von einem Glykan, Protein oder Lipid gebildet
werden. Die meisten humanen Glykosyltransferasen sind dufRert substrat- und
akzeptorspezifisch. Glykosyltransferasen sind als Typ Il Transmembranproteine
im Endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat lokalisiert (Brooks et al.
2002a).

2.1.1 GALNT2,3und6

Die Glykosyltransferasen 2, 3 und 6 (UDP-a-D-N-Acetylglaktosamin: Polypeptid
N-Actylgalaktosaminyltransferasen / ppGalNAcTs / EC: 2.4.1.41) katalysieren
den Transfer von GalNAc (N-acetyl-D-galactosamin) vom UDP-GalNAc zu der
Hydroxylgruppe eines Serin- oder Threoninrests einer Polypeptidkette und
initiieren damit die erste o-glykosidische Bindung (Brooks et al. 2002b). Diese

neue Verbindung spiegelt das Tn-Epitop wider.

Glykosyltransferase

UDP-GalNAc + Akzeptor-OH > Akzeptor-O-GalNAc + UDP

(Donorzucker) (Serin/Threonin)

Abbildung 1: Reaktionsschema der Glykosyltransferasen 2, 3 und 6

Das entstandene Glykoprotein wird als Mucin-Typ klassifiziert. Die o-
Glykosylierung andert sich wahrend der Entwicklung, Differenzierung und bei

Krankheiten. Da die Glykoysltransferasen 2, 3 und 6 eine initiale Schlisselrolle



bei der Mucinglykosylierung einnehmen, ist ihre genauere Untersuchung fur das
Verstandnis der Metastasierung von hohem Interesse (Brooks et al. 2002c).
GALNT 2 (Proteinname: Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2) wird
im Koérper ubiquitar als sogenanntes ,housekeeping enzym®“ exprimiert. Sie
besitzt ein breites Substratspektrum fur Peptide, wie beispielsweise EAZ2,
Muc5AC, Mucla und Muclb (Wandall et al. 1997). Es wird vermutet, dass
GALNT 2 an der o-Glykolysierung des Immunglobulins Al in der Hinge-Region
beteiligt ist (Iwasaki et al. 2002).

GALNT 3 (Proteinname: Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3) ist
ein gewebespezifisches Enzym, dessen Expression im Gegensatz zu GALNT 2
hoch reguliert ist. Sie ist substratspezifisch fir die Glykoproteine gp120, EA2,
Muc2 und Muc5 (Wandall et al. 1997). Es wird angenommen, dass GALNT3
Fibronektin in vivo glykolysiert. Zudem glykolysiert sie den Wachstumsfaktor
FGF23, der eine zentrale Rolle in der Phosphat-Hamostase einnimmt (Kato et
al. 2006).

GALNT 6 (Proteinname: Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 6) ist
wie GALNT 3 ein gewebespezifisches Enzym, dessen Expression hoch
reguliert ist. Es wird vermutet, dass es Anteil an der Synthese von onkofetalem
Fibronektin nimmt. AuRerdem ist es an der Glykosylierung von Mucla, Muc2,
EAZ2 und Fibronektinpeptiden beteiligt (Bennett et al. 1999).

2.2 Metastasierungskaskade

Grundsatzlich ist das Auftreten von Metastasen mit einer schlechten Prognose
fur den betroffenen Patienten verbunden. Winschenswert ware es, die
Metastasierung therapeutisch zu kontrollieren oder zumindest deren Auftreten
besser vorhersagen zu kénnen.

Der Ablauf der Metastasierungskaskade hangt von vielen Faktoren ab:

1. Zunéchst kommt es zur Vermehrung der Tumorzellen und somit zur
VergroRerung des Primartumors. Wahrenddessen konnen die
neoplastischen Zellen, bedingt durch Veranderungen in der
epigenetischen Regulation, dynamisch und reversibel verschiedene



3.

4.

Stadien von epithelialen und mesenchymalen Erscheinungsformen
durchleben. Diese Veradnderungen in der epigenetischen Regulation,
initiiert durch bestimmte Transkriptionsfaktoren, werden als ,epithelial-
mesenchymal transitions (EMTs)“ bezeichnet. TGF-f stellt einen der
wichtigsten Transkriptionsfaktoren dar, der fur die Einleitung des EMT-
Programms verantwortlich ist und folglich die Invasion und
Metastasierung fordert (Tam und Weinberg 2013). Die dabei
entstehenden quasi-mesenchymalen Zellen haben im Gegensatz zu den
ortstdndigen epithelialen Zellen ihre adharenten Fahigkeiten verloren
und kdnnen infolgedessen den Zellverband des Prim&rtumors verlassen
und streuen.

Gelangen eine oder mehrere, sich im quasi-mesenchymalen Stadium
befindlichen, Tumorzellen durch das Stroma zu einem Blut- oder
Lymphgefal3, konnen sie mit inrem Zellkdrper die Basalmembran des
Gefalles Uberwinden und somit in das Gefal3lumen gelangen. In einigen
Fallen kann dieser Prozess auch von Makrophagen unterstiitzt werden
(Tam und Weinberg 2013).

Auf ihrem Weg durch das GefaBlumen muss die Metastase
verschiedenen Noxen, wie biologischen, physikalischen und chemischen
Stress, widerstehen, um zu Uberleben.

Am Ende ihres Weges durch das GefaRlumen kann die Metastase die
Transmigration der Leukozyten imitieren. Hierzu expremiert sie auf ihrer
Oberflache Liganden, die tber E- und P- Selektine eine Verbindung zum
Endothel aufbauen. Im weiteren Verlauf Uberwindet die, im quasi-
mesenchymalen  Stadium  befindliche, Metastase erneut die
Basalmembran, um sich in einem anderen Gewebe oder Organ
abzusiedeln.

Im neuen Gewebe oder Organ angelangt kommt es, durch lokale
Transkriptionsfaktoren angeregt, zu einer erneuten Verdnderung in der
epigenetischen Regulation der Metastase. Der quasi-mesenchymale
Zellzustand wird nun Uber die Einleitung des MET-Programms

(mesenchymal-epithelial transitions) zurlick in einen quasi-epithelialen



Zellzustand transferiert (Samatov et al. 2013). Infolgedessen kdnnen die
Tumorzellen, die nun den Sekundartumor bilden, Haftmechanismen auf
ihrer Zelloberflache ausbilden, die fir eine Ortstandigkeit im Gewebe
sorgen. Durch weitere Zellproliferation dehnt sich der Sekundartumor im
Absiedlungsgebiet raumlich aus.
In dieser Untersuchung liegt der Fokus im Bereich der Metastasierungskaskade
im Speziellen auf den Zelladharenzen wahrend der Absiedlung einer Metastase
und dem Ablauf der Transmigration. Hierzu wird das Expressionsverhalten der
Glykosyltransferasen GALNT 2, 3 und 6 in metastasierenden und
nichtmetastasierenden Tumorzelllinien vergleichend an soliden Tumoren (in

vivo) und mobilen kultivierten Zellen (in vitro) untersucht.

2.3 Lewis Blutgruppen Antigene

Sialyl Lewis x (SLe*) und Sialyl Lewis a (SLe®) sind membranstandige o-
glykosydisch gebundene Tetrasaccharide. Sie spielen im Kérper unter anderem
eine wichtige Rolle bei der Zell-zu-Zell Erkennung (Pang et al. 2011).
Leukozyten sowie Tumorzellen exprimieren SLe* und SLe? als Antigene auf
ihrer Zelloberflache. Diese Antigene besitzen die Fahigkeit spezifisch Gber E-
Selektin an der Endothelmembran zu binden, um im weiteren Verlauf die
Basalmembran des Gefal3es zu Uberwinden und in das umliegende Stroma zu
gelangen.

In Tumorzellen ist die Expression der Antigene stark erhdht (Brooks et al.
2002d). SLe* und SLe? sind in der aktuellen Tumorforschung von groRem
Interesse, da ihre Expression mit gesteigertem Metastasierungspotential,
verstarkter Malignitat und Invasivitat assoziiert wird (Hakomori 2002; Kannagi
1997).

Mittels des CA19-9 Antikorpers kann SLe® auf der Oberflache von Tumorzellen
nachgewiesen werden. Ein positives Ergebnis spricht mit hoher
Wahrscheinlichkeit fir das Vorhandensein eines sich im fortgeschrittenen

Stadium befindlichen epithelialen Tumors (Matsui et al. 2004).



Da die Glykosyltransferasen GALNT 2, 3 und 6 die erste O-glykosydische
Bindung an einem Protein katalysieren, kann davon ausgegangen werden, dass
sie an der Synthese von SLe* und SLe?® beteiligt sind. Aus diesem Grund wurde
die Expression von GALNT 2, 3 und 6 in verschiedenen Tumorentitdten mit

unterschiedlich hohem Metastasierungspotential untersucht.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Tumorzelllinien

In den folgenden Tabellen 1 und 2 sind die im Experiment verwendeten
humanen Tumorenzelllinien mit Entitat, Ursprung und Metastasierungsgrad
dargestellt. Alle Zelllinien wurden zuvor auf Mykoplasmen untersucht. Es

wurden ausschlie3lich mykoplasmenfreie Zelllinien eingesetzt.

Tabelle 1: Kolon- und Mammakarzinomzelllinien
(nach Schumacher und Adam, 1997)

Tumorzelllinie Tumorart Ursprung Metastasierungsgrad
im Versuchstier
SW 480 Kolonkarzinom . o/7
HT 29 Kolorektales Primartumor 9/9
Adenokarzinom des Darms
HT 29 mdr Kolonkarzinom - _
HBL 100 Mammakarzinom Muttermilch 0/4
MCF 7 Mammakarzinom  Pleuraergul 6/8

Tabelle 2: Melanomzelllinien (nach Thies et al., 2007)

Tumorzelllinie Tumorart Ursprung Metastasierungsgrad
im Versuchstier

FEMX-1 Malignes Metastatischer 7/10
Melanom Lymphknoten

MV3 Malignes Metastatischer 8/10
Melanom Lymphknoten

MeWo Malignes Metastatischer 6/10
Melanom Lymphknoten




3.1.1.1 Formalin fixierte und paraffinierte humane Tumoren

(in vivo gewachsene Tumorzellen)

Zunachst wurden SCID-Mausen (SCID servere combined immunodeficiency)
Tumorzellen transplantiert, die jeweils aus einer der oben genannten humanen
Tumorzelllinien stammten. Das Ziel war hierbei, nach erfolgreicher Etablierung
der Zellen, die Gewinnung eines im lebenden Organismus gewachsenen
Tumors. Den SCID-Mausen wurden jeweils 200 pl einer Loésung aus 1 ml
Zellkulturmedium  und 5x10° kultivierten Tumorzellen zwischen die
Schulterblatter injiziert. Nach Erreichen einer TumorgréRe von 1/10 des
ursprunglichen Korpergewichts einer Maus oder dem Ulzerieren eines Tumors
wurde dieser entnommen. Weiterhin wurden die Mause auf Metastasen
untersucht und die entnommenen Tumoren in Formalin fixiert und in Paraffin

eingebettet.

3.1.1.2 Humane Tumorzelllinien (in vitro gewachsene Tumorzellen)

Der in vitro-Versuch wurde mit humanen Tumorzelllinien durchgefihrt. Die
Kultivierung der humanen Tumorzelllinien erfolgte in einem RPMI 1640 Medium
(L-Glutamin mit 2g Glukose pro Liter, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in
einem Inkubator bei 37°C und einer mit 5% CO, angereicherten Atmosphare.
Dem Medium wurden zusatzlich 100 U/ml Penicillin  und 10000 pl/mi
Streptomycin sowie 10% fetales Kalbsserum (FCS; Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) hinzugegeben. Am Ende der Wachstumsphase wurden die
humanen Tumorzellen zur RNA-Isolation mit einer Phosphat gepufferten
Kochsalzlosung (PBS; 50 mM Phosphat, 150 mM NaCl; pH 7.4) gewaschen
und trypsinisiert. Im Anschluss an die Trypsinisierung wurden die
Tumorzelllinien fir 3 Minuten in einer Zentrifuge (Hettich Zentrifugen, Universal
32 R, Tuttlingen, Deutschland) bei 1500 U/min zentrifugiert. Das dabei

entstandene Zellpellet konnte zur folgenden RNA-Isolation abpipettiert werden.



3.1.2 Primer

Die fur die Untersuchung verwendeten Primer wurden auf der Internetseite der
Gendatenbank des National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nim.nih.gov) ausgewéhlt. Dabei standen folgende Kriterien im

Vordergrund:

a) Die intronUberschreitende Lage, um bei der Untersuchung eine
Verwechslung von cDNA mit genomischer DNA zu vermeiden.

b) Mdglichst dicht beieinander liegende  Schmelzpunkte eines
Primerpaares, um die technische Durchfiihrung und Vergleichbarkeit der

Experimente zu gewéhrleisten.

Die Herstellung erfolgte bei der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg,
Deutschland). Fur die Anwendung wurden die Primer in einer Konzentration von
100 pmol/ul verdiinnt.

Die 5°-3" Primer werden als ,forward Primer® und die 3’-5" Primer als ,reverse
Primer® bezeichnet. Bei der ,semi-nested PCR" wurde zunachst durch den
Jforward a Primer® ein langeres Amplifikat gebildet, woraus im zweiten Schritt
durch den .forward Primer‘ das kleine Produkt gebildet wurde. In beiden

Schritten wurde der ,reverse Primer® eingesetzt.

Tabelle 3: humaner Actinprimer

humaner Actin - Primer

Primersequenz Schmelzpunkt | Produktlange
(Tm) (bp)

forward a

5-AGA AAATCT 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 -



http://www.ncbi.nim.nih.gov/

Tabelle 4: GALNT 2 - Primer

GALNT 2 - Primer

Primersequenz

Schmelzpunkt

Produktlange

(Tm) (bp)
forward a
5-GGG GAA AAT TGA GAA AGT GCG-3° 57,9°C 185
forward
5-TCACTG CGA GTG TAATGA GCA-3 57,9°C 71
reverse
5-CAA CCC GAG TCC TGT CCT C-3° 61,0°C -

Tabelle 5: GALNT 3 - Primer

GALNT 3 - Primer

Primersequenz

Schmelzpunkt

Produktlange

3

(Tm) (bp)
forward a
5-GGA AAA GGA ACG TGG GGA AGC- 61,8°C 204
3
forward
5-CCA GAC ACT CGA CCT CCT G-3° 61,0°C 125
reverse
5-CTG TGG ACA GTT CTA AGC AAC G- 60,3°C -

Tabelle 6: GALNT 6 - Primer

GALNT 6 - Primer

Primersequenz

Schmelzpunkt

Produktlange

(Tm) (bp)
forward a
5-AGG AGC ACC TAA AGG AGA AGC-3° 59,8°C 208
forward
5-TTC CTG GAT GCC CAC TGT-3° 56,0°C 71

10




reverse
5-TTG TCC TCA GCG ATT CGA G-3° 56,7°C -

GALNT: Homo sapiens UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine: polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase (GalNAc)
Alle Primerpaare wurden an Maus-cDNA kontrolliert, um nachzuweisen, dass

keine genomische Maus-DNA durch die Primer amplifiziert wird.

3.1.2.1 Effizienz der Primerpaare

Fur jede Glykosyltransferase wurde eine Standardkurve erstellt. Hierzu wurde
von einer cDNA-Probe eine Verdinnungsreihe angesetzt, deren Konzentration
zuvor photometrisch bestimmt wurde. Die am LightCycler® eingesetzte
Verdinnungsreihe ergab in der Auswertung eine Kurve (Standardkurve), die fur
die quantitative Bestimmung der Probenexpression als Bezugsebene
Anwendung fand. Fir eine exakte Quantifizierung mussten die PCR-Laufe unter
optimalen Voraussetzungen durchgefiihrt werden. Dabei stellte die Konsistenz
innerhalb der Zyklen, eine mdglichst lineare Standartkurve sowie eine hohe
Primereffizienz (> 90%) die Grundlage der exakten Quantifizierung dar. Die
Effizienz der verwendeten Primerpaare schwankte zwischen 94,5% und 98,5%.
Im Idealfall verlaufen die Messungen identisch, wobei die Abstdnde zwischen
den einzelnen Verdinnungsschritten gleich bleiben. Zudem wird das PCR-
Produkt in jedem Zyklus exponentiell verdoppelt. Zur Berechnung der
Primereffizienz wird folgende Formel angewendet:

Effizienz: E = 10°/Stei9ung

11



3.2 Methoden

3.2.1 RNA-Isolation

Fir die RNA-Isolation kamen zwei verschiedene lIsolations-Kits der Firma
Qiagen (Hilden, Deutschland) zur Anwendung. Beide Kits wenden zur
Isolierung der RNA aus dem Zelllysat bzw. den Paraffinschnitten der Tumore,
Eluations- und Waschvorgange an. Ebenso werden in beiden Kits spezifische
Trenn- und Bindungssaulen mit unterschiedlichen Silica-Gelmembranen in einer
Zentrifuge angewandt. Dabei wurden verschiedene Puffer eingesetzt. Samtliche
Proben wurden auf Eis lagernd verarbeitet.

3.2.1.1 RNA-Isolation aus paraffinierten humanen Tumoren

Zunachst wurde das Uberstehende Paraffin der eingebetteten Tumore mittels
eines Skalpells entfernt. Die ersten 10 mit Hilfe eines Mikrotoms hergestellten
Schnitte wurden verworfen, um mdglichst homogene kontaminationsfreie
Schnitte zu erhalten. Weiter wurden jeweils 3 mal 8 Schnitte (10 um dick) pro
Tumor hergestellt und in 3 separaten RNAse freien 2 ml Tubes gesammelt. Fir
die Isolation kam der RNeasy FFPE-Kit (FFPE formalin fixed, paraffin
embedded) der Firma Qiagen zum Einsatz. Dabei wurde sorgfaltig einer
Kontamination vorgebeugt, indem alle verwendeten Werkzeuge, besonders die
Klinge des Mikrotoms, mit RNAse away (Molecular BioProducts, San Diego;
CA, USA) gesaubert wurden. Um eine ausreichende Menge an RNA zu
erhalten, wurde die nach der Isolation separat gewonnene RNA eines Tumors
zusammengefuhrt. Zum LOsen des Paraffins wurden die Schnitte unter Zugabe
von 1 ml Xylol-Ersatz 10 Sek. gevortext. Um eine vollstandige Trennung des
Xylol-Paraffin-Gemisches von den Zellbestandteilen zu erhalten, folgte ein
Zentrifugieren auf hochster Stufe fur 120 Sek. Im Anschluss wurde das Xylol-
Paraffin-Gemisch von dem sich absetzenden Zellpellet abpipettiert und

verworfen. Zur Entfernung des gesamten Xylol-Paraffin-Anteils wurde das Pellet

12



unter Zugabe von 1 ml Ethanol (100%) ein weiteres Mal zentrifugiert und der
Xylol-Paraffin-Anteil nochmals verworfen. Im weiteren Verlauf wurde exakt nach
dem Protokoll des Herstellers verfahren. Die an der Membran der Saule
gebundene RNA wurde in zwei aufeinanderfolgenden Schritten mittels im Kit
enthaltenen RNAse freien Wassers eluiert. Fur die Eluation wurden jeweils 15
pl des RNAse freien Wassers direkt auf die Membran pipettiert ohne sie mit der
Pipette zu berUhren. AnschlieRend wurde 60 Sek. lang auf héchster Stufe
zentrifugiert. Nach abgeschlossener Isolation konnten 90 ul RNA-LOsung pro
Tumor gewonnen werden. Fir alle Zentrifugationsschritte wurde das Modell
Universal 32 R der Firma Hettich aus Deutschland verwendet.

3.2.1.2 RNA-Isolation aus kultivierten Zelllinien

Die RNA-Isolation aus den in Nahrldsung gewachsenen Zellkulturen wurde mit
Hilfe des RNeasy Midi-Kits der Firma Qiagen durchgefihrt. Hierbei kam
Ausgangsmaterial mit einer Minimalzellenzahl von 5 x 10° zur Anwendung. Die
Saulen des Midi-Kits sind auf eine Bindungsmenge von 1 mg RNA ausgelegt.
Dabei werden nur Fragmente mit einer Basenldnge von Uber 200 bp in der
Membran zurtickgehalten. Kleinere Fragmente wie tRNA, rRNA und 5sRNA
gelangen durch die Membran, so dass fast ausschlie3lich groie mRNA-
Fragmente abgefangen werden. Die Uber die Membran abgefangene mRNA
wurde mit 2 ml Lysispuffer aus dem Kit wieder in Ldsung gebracht.
Anschlie3end erfolgte eine physikalische Homogenisierung durch eine Kandile
mit einem Durchmesser von 0,9 mm. Die Losung wurde mehrmals durch die
Kanule aufgezogen. Im weiteren Verlauf wurde 2 ml Ethanol (70%) zur Losung
hinzu pipetiert. Die entstandene L6sung wurde wiederum flr weitere
Aufbereitungsvorgange in RNeasy spin columns des Kits tberfuhrt. Die Eluation
erfolgte mittels RNase-freien Wassers. Um einen mdglichst hohen Gewinn an

RNA sicherzustellen, wurde der Vorgang zweimal durchgefuhrt.
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3.2.1.3 RNA-Isolation aus Mausblut

Zwei Mausen wurden nach tiefer Narkose Blut aus dem Herzen oder aus der
retroorbitalen Region mit einer Spritze entnommen. Die RNA-Isolation wurde
mittels des QIAmp RNA Blood Mini Kits der Firma QIAGEN ausgefuhrt. Nach
einer Lysierung der Erythrozyten wurde aus den gewonnenen Leukozyten RNA

isoliert.

3.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration der isolierten RNA wurde mithilfe eines
Photospektrometers (Smart Spec 2000™, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
durchgefiihrt. Der RNA-L6sung wurden 10 pl entnommen und mit destilliertem
Wasser im Verhéltnis von 1:10 verdiinnt. Bevor die Konzentrationsmessung
stattfinden konnte, musste eine Eichung des Geréates erfolgen. Diese wurde mit
destilliertem Wasser durchgefuhrt. Anschlie3end wurden zur
Konzentrationsbestimmung die bei der Verdinnung entstandenen 100 pl RNA-
Losung eingesetzt. Das Photospektrometer arbeitet in Wellenlangenbereichen
von 260 nm, 280 nm und 320 nm. Die Konzentration wurde in pg/ml
angegeben. Fur den Erhalt des exakten Wertes mussten die Daten, aufgrund

der zuvor vorgenommenen Verdiinnung, mit dem Faktor 10 umgestellt werden.

3.2.3 cDNA-Synthese

Um im weiteren Verlauf des Experiments eine PCR durchfihren zu kénnen,
musste aus der gewonnenen mRNA (messenger RNA) cDNA (complemantary
DNA) synthetisiert werden. Im Zuge dessen kam das Enzym der RNA
abhangigen DNA-Polymerase Reverse Transkriptase zur Anwendung. Dieses
benotigt zur Aktivierung einen Primer. Da degradierte mRNA der paraffinierten
Tumoren und nichtdegradierte mRNA der kultivierten Zelllinien eingesetzt
wurde, mussten zwei unterschiedliche Primer verwendet werden. Zum einen
der spezifisch bindende Anchored-oligo(dT)ig Primer, der bei nichtdegradierter

Zelllinien - RNA Anwendung fand. Zum anderen der unspezifisch bindende
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Random Hexamer Primer, der bei degradierter mRNA von paraffinierten

Tumoren einen ausreichenden Gewinn an cDNA verspricht.

3.2.3.1 cDNA-Synthese aus der RNA paraffinierter humaner Tumoren

Die RNA der in Paraffin eingebetteten Tumoren lag aufgrund von
Verarbeitungsmethoden (Fixierung) und natirlich vorkommender Nekrosen des
Tumors in degradierter Form vor. Um trotz der unglnstigen Voraussetzungen
einen ausreichenden Gewinn an cDNA zu erhalten, wurde der unspezifisch
bindende Random Hexamer Primer aus dem First Strand Transcriptor cDNA
Synthesis Kit der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland)
eingesetzt. Zur weiteren Steigerung des cDNA-Gewinns wurde die unverdinnte
Maximalmenge der gewonnenen RNA zur Synthese verwendet. Durch diese
MalRnahmen konnte die Nachweisgrenze der spéater erfolgten Real-Time-PCR
Uberschritten werden.

Die Pipettierschemata Mastermix 1 und 2 wurden nach Angaben des
Herstellers zusammengestellt. Nach Zusammenstellung des Mastermix 1 wurde
der Inhalt fur 10 Minuten bei 65°C in einem Thermocycler (Personal Cycler,
Biometra,  Gottingen,  Deutschland) inkubiert, um den  Primern
Bindungsmaglichkeit zu geben und sekundare RNA-Strukturen zu denaturieren.
Im Anschluss wurde Mastermix 1 zu Mastermix 2 pipettiert und fr eine weitere

Inkubation bei 55°C fir 30 Minuten im Thermocycler platziert.

Tabelle 7: Pipettierschema (Mastermix 1) des ersten Ansatzes der cDNA-
Synthese (RNA aus paraffinierten humanen Tumoren)

Mastermix 1 (paraffinierte Tumoren)

RNA-LOsung 12 ul
Random-Hexamer-Primer 2 ul
Gesamtvolumen 14 pl
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Tabelle 8: Pipettierschema (Mastermix 2) des zweiten Ansatzes der cDNA-
Synthese (RNA aus paraffinierten humanen Tumoren)

Mastermix 2 (paraffinierte Tumoren)
Reaktionspuffer 4,0 ul
RNAse Inhibitor 0,5 ul

Desoxynukleotide (ANTP’s) 2,0 ul
Reverse Transkriptase 0,5 pl
Gesamtvolumen 7,0 ul

3.2.3.2 cDNA-Synthese aus der RNA kultivierter Zelllinien

Die cDNA-Synthese aus der RNA der kultivierten Zelllinien wurde mittels des
spezifisch bindenden Anchored-oligo(dT)is Primers durchgefihrt. Der Primer
entstammt dem First Strand Transcriptor cDNA Synthesis Kit (Firma Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Um einen funktionell stérungsfreien
Ablauf der Synthese zu garantieren musste stets exakt die gleiche Masse von
1500 ng RNA eingesetzt werden. Zur Berechnung des Volumens der RNA-
Losung wurde zunadchst die RNA-Konzentration in ng/ul bestimmt.
AnschlieRend wurde das Ergebnis durch 1500 geteilt, um das einzusetzende
RNA-L6sungs-Volumen in pl zu erreichen. Zum Erhalt der gewilinschten RNA-
Losungskonzentration wurde mit Water PCR grade verdunnt. Nach Angaben
des Herstellers wurden die Pipettierschemata (Mastermix 2lund -2)
zusammengestellt. Der Programmablauf gestaltete sich identisch zum
Programmablauf der cDNA-Synthese aus der RNA paraffinierter humaner

Tumoren.

Tabelle 9: Pipettierschema (Mastermix 1) des ersten Ansatzes der cDNA-
Synthese (RNA aus kultivierten Zelllinien)

Mastermix 1 (kultivierte Zelllinien)

RNA-LOsung + Water PCR grade 12 pl
Anchored-oligo(dT).g Primer 1 ul
Gesamtvolumen 13 ul
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Tabelle 10: Pipettierschema (Mastermix 2) des zweiten Ansatzes der cDNA-
Synthese (RNA aus kultivierten Zelllinien)

Mastermix 2 (kultivierte Zelllinien)
Reaktionspuffer 4,0 ul
RNAse-Inhibitor 0,5 ul
Desoxynukleotide (ANTP’s) 2,0 ul
Reverse Transkriptase 0,5 ul
Gesamtvolumen 7,0 pl

3.2.4 Semi-nested PCR

Bei der semi-nested PCR wird das Produkt der ersten PCR in einer zweiten
PCR eingesetzt und amplifiziert. Diese Vorgehensweise sichert eine
ausreichende Produktmenge, selbst wenn das Template nur in einer geringen
Menge vorliegt. In diesem Fall wurde eine Real-Time PCR als zweite PCR
durchgefuhrt. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der semi-nested PCR
gegenuber Kontaminationen, wurde besonderer Wert auf die exakte und
saubere Verarbeitung gelegt.

Fur die semi-nested PCR wurde das Tag PCR Core Kit 1000 Units von der
Firma Quiagen (Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. Der
verwendete Thermocycler (Modell: Personal Cycler) stammt von der Firma
Biometra (Goéttingen, Deutschland). Fur die Produktherstellung wurden die
forward a-Primer und die reverse-Primer der jeweiligen Gene eingesetzt.
Samtliche zur Anwendung gebrachten Primer sind in den Tabellen 3 — 6
aufgelistet.

Das bei der Herstellung durch den forward a-Primer entstandene gréf3ere
Produkt wurde zur relativen Quantifizierung weiterhin in der zweiten PCR
(Real-Time PCR) eingesetzt. Dabei wurde als Referenz das Housekeeping-Gen
hAct (humanes [B-Actin) verwendet. Der Nachweis dieses Gens in einer PCR

kann als Positivkontrolle gewertet werden.
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Tabelle 11: Pipettierschema (Mastermix) des semi-nested PCR-Ansatzes
(Thermocycler)

Mastermix (Thermocycler)

Water PCR grade 15,3 pl
PCR-Puffer (10x) 2,0 ul
Desoxynukleotide (ANTP's) 0,4 ul
forward a-Primer 0,1 ul
reverse-Primer 0,1 ul
Tag-Polymerase 0,1 ul
Gesamtvolumen 18,0 ul

Tabelle 12: Thermocyclerprogramm fur den semi-nested PCR-Lauf

Programmverlauf des Thermocyclers

30 Sek. bei 94°C
30 Sek. bei 57°C 40 Zyklen
60 Sek. bei 72°C pro Lauf

Denaturierung

v

Annealing

v

Amplifikation

v

3.2.5 Relative Quantifizierung mittels Real-Time PCR per Lightcycler®

Die zweite PCR der semi-nested PCR wurde zur relativen Quantifizierung des
Produktes als Real-time PCR am LightCycler® Instrument (LightCycler® 2.0
Instrument, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Mit der
Methode der relativen Quantifizierung kann das Expressionsverhalten eines
bestimmten Gens im Verhaltnis zu einem Referenzgen analysiert werden. Der
LightCycler® ermdglicht eine quantitative Echtzeitmessung der zyklisch
entstehenden Produkte in einem geschlossenen System, das nicht den sich
standig &ndernden auf3eren Einflissen unterlegen ist.

Alle entstandenen Ergebnisse mussen relativ zur Expression des
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Housekeeping-Gens 3-Aktin betrachtet werden.

3.2.5.1 LightCycler® Instrument

Das LightCycler Instrument (LightCycler® 2.0 Instrument, Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) ist schematisch betrachtet ein an einen PC
gekoppelter Thermocycler mit einer Fluorimeteroptik.

Zum Markieren der zyklisch anfallenden PCR-Produkte wurde ein
fluoreszierender Farbstoff namens SYBR Green® (Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland) eingesetzt.

Sealead 20 pl sample
e e
émml:nn"rano

Stepper motor to Thermal Fan Filters Maintenance- Photo- Microvolume Stepper
position samples chamber free LED light hybrids fluorimeter with motor to
over optics source Rodenstock position

quality optics fluornmeter

Abbildung 1: Funktionsschema des LightCycler® Instruments
Quelle: http://www.tib-molbiol.de/gen_images/1064410995768.jpg

3.2.5.2 Reagenzien fur die LightCycler®-Laufe
Die Kombination der Reagenzien (LC-Mix), welche fur die Durchfihrung der

LightCycler-Laufe benétigt wurden, entstammen dem LightCycler® FastStart
DNA Master SYBR Green | Kit der Firma Roche Diagnostics (Mannheim,
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Deutschland). Dieser LC-Mix beinhaltet folgende Bestandteile:

» SYBR Green I® (unspezifisch bindender Fluoreszenzfarbstoff)

» FastStart Tag-DNA-Polymerase (katalysierendes Enzym)

» MgCl, mit einer Endkonzentration von 1mM (Cofaktor)

» Nukleotidmix (,Produktgrundbausteine®)
Zur Einleitung der Reaktion muss die bei Raumtemperatur inaktive FastStart
Tag-DNA-Polymerase durch eine Inkubation fur 10 Minuten bei 95°C aktiviert
werden.
Die Annealingtemperatur fur alle Primerpaare (h-ACT, GALNT2, GALNTS3,
GALNT 6) betrug 62°C. Die cDNA-Proben wurden im Verhaltnis 1:10 mit water

PCR-Grade verdinnt eingesetzt.

3.2.5.3 Durchfiihrung der Messungen am LightCycler®

Aufgrund der hohen Sensibilitat der LightCycler®-Messmethode gegeniber
Kontaminationen aus der Umgebung, wurden alle Messungen in einem
separaten, geschlossenen Raum ohne Fenster durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde
vor jedem Lauf die Arbeitsflache sowie alle Instrumente grindlich mit einer 70
prozentigen Ethanolldsung gereinigt, um einer Kontamination der Proben
vorzubeugen.

Die Versuchsreihen wurden in verschlieRbaren Glaskapillaren (LightCycler®
Capillaries, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefihrt. Fur die
extrahierte cDNA der kultivierten Zelllinien kamen Kapillaren mit einem
Volumen von 20 pl und 100 pl zum Einsatz. Der niedrigere cDNA-Gewinn,
aufgrund geringer cDNA-Konzentration in den paraffinierten Tumoren,
erforderte gegenuber den kultivierten Zelllinien ein hoheres Probenvolumen.
Demzufolge wurde fir die cDNA aus paraffinierten Tumoren ausschlief3lich
Kapillaren mit einem Volumen von 100 pl verwendet.

Die entsprechenden Proben wurden auf3erhalb des LightCyclers® mittels
Pipette (Eppendorf Research Plus, Hamburg, Deutschland) in die Kapillaren

pipettiert. Zum Schutz der Proben vor Kontaminationen aus der Umluft wurden
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die Kapillaren gleich im Anschluss verschlossen. Darauf folgte das
Zentrifugieren der Proben in den unteren Anteil der Kapillaren. Letztlich wurden
alle Kapillaren in das Karussell des LightCyclers® platziert, sodass im
Anschluss die Analyse der Proben erfolgen konnte.

Zur relativen Quantifizierung der amplifizierten Produkte musste fir jedes zu
untersuchende Gen eine Standardkurve erstellt werden, die eine
Effizienzbestimmung der Primerpaare ermdéglicht. Hierzu wurde zunéchst das
gro3e PCR-Produkt eines Gens (GALNT 2, -3 oder -6) mit dem forward a und
reverse Primer in einer Semi-Nested-PCR am Thermocycler hergestellt. Es kam
ausschlief3lich cDNA aus der kultivierten Zelllinie von HBL 100 zur Anwendung.
Im Anschluss wurde das kleine PCR-Produkt in einer Verdiinnungsreihe von
10 bis 10° mittels des forward- und rev-Primers am LightCycler® amplifiziert.
Weiterhin wurde fur die relative Quantifizierung ein konstanter Eichpunkt in
Form eines Kalibrators benotigt. Dieser stammte aus der Verdunnungsreihe der
am Thermocycler durchgefuhrten Semi-Nested-PCR. Als Kalibrator wurde das
groRe PCR-Produkt von HBL 100 in der Verdiinnungsstufe 10 eingesetzt.

Alle verwendeten Primer wurden jeweils unter einem optimalen PCR-Protokoll

angewendet.
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Tabelle 13: Pipettierschema (Mastermix) zur Real-Time PCR am LightCycler®
in 20 pl-Kapillaren (ausschliel3lich cDNA kultivierter Zelllinien) und 100 pl-
Kapillaren (cDNA kultivierter Zelllinien und cDNA paraffinierte Tumoren)

Mastermix (LightCycler®)

Bestandteile 20 pl-Kapillaren 100 pl-
Kapillaren
forward Primer 0,4 ul 0,25 ul
reverse Primer 0,4 ul 0,25 ul
FastStart DNA Master SYBR Green | 4,0 ul 10,00 pl
Water PCR grade 13,2 pl 28,00 ul
cDNA-Probe 2,0 ul 10,00 pl
Gesamtvolumen 20,0 pl 48,50 ul
Tabelle 14: Programmverlauf des LightCyclers®
Programmverlauf (LightCycler®)
Programmabschnitt 20 pl-Kapillaren 100 pl-
Kapillaren

Aktivierung der Polymerase

10 min bei 95°C

10 min bei 95°C

Denaturierung

5 Sek. bei 95°C

15 Sek. bei 95°C

50 Zyklen

Annealing
pro Lauf

5 Sek. bei 62°C

15 Sek. bei 62°C

Amplifikation

12 Sek. bei 72°C

25 Sek. bei 72°C

3.2.6 Gelelektrophorese zur PCR-Produktkontrolle

Die am Thermocycler und LightCycler® entstandenen PCR-Produkte wurden

zur Kontrolle einer Gelelektrophorese mit einem drei prozentigen Agarosegel

unterzogen. Nach Etablierung geeigneter PCR-Protokolle je Primerpaar wurde

jeder am Thermocycler und LightCycler® abgeschlossene Lauf kontrolliert. Zur
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Herstellung des drei prozentigen Agarosegels wurde, zu einem mit 50 ml TBE-
Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) gefullten Erlenmeyerkolben, 1,5 g
Seakem LE Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) hinzugegeben
und fur zwei Minuten in einer Mikrowelle erwarmt. Im Anschluss wurde nach
Abkuhlung der Losung, jedoch bevor sie in eine feste gelartige Form Uberging,
2 pl Ethidiumbromid (Promega Catalys AG, Wallisellen, Schweiz) hinzupipettiert
und gut vermengt. Unmittelbar nach der Vermengung des Ethidiumbromids
wurde die noch giel3fahige Losung in eine Form gegossen. Die Form war mit
einem Kamm ausgestattet, der als Platzhalter fur die Probenaufnahmen
(Taschen/Kammern) diente. Nach Eintreten des festen Gelzustandes wurde er
aus der Form entfernt.

Jeweils die erste Tasche/Kammer einer Reihe auf der linken Seite des
Agarose-Gels wurde mit einem 100 Basenpaar DNA-Marker (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) beflllt. So konnte nach dem Lauf, anhand der Banden des
100 Basenpaar DNA-Markers, die ProduktgroRe der anderen eingesetzten
Proben vergleichend eingeschéatzt werden.

Die anderen Taschen/Kammern wurden mit dem zu kontrollierenden PCR-
Produkt-Ansatz befillt. Dazu wurde, wie folgend in Tabelle 15 abgebildet, ein

Mastermix zusammengestellt.

Tabelle 15: Pipettierschema (Mastermix) des PCR-Produkt-Ansatzes fur die

Gelelektrophorese

Mastermix (Gelelektrophorese)
destiliertes Wasser oul
Loading-Buffer 3ul
PCR-Produkt 3ul
Gesamtvolumen 15 pl

Zum Start der Elektrophorese wurde an das Agarose-Gel, welches in ein
Trafogerét der Firma Consort Electrophoresis Power Supply (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) eingebracht war, fur etwa 40-50 Minuten eine Spannung von
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120 V angelegt. Abhéangig von Grof3e und Ladung der DNA-Molekile bewegen
sich diese mit unterschiedlicher Geschwindigkeit Uber das als Molekularsieb
wirkende Gel. Durch das verwendete Bildgebungsverfahren (Universal Hood
White Light Transilluminator, BioRad, Segrate, Italien) wird die doppelstrangige
DNA sichtbar. Das dabei digital erzeugte Bild wurde mittels der Quantity One 1-
D Software (BioRad, Segrate, Italien) am PC visualisiert.

Die Banden der eingesetzten PCR-Produkte kodnnen, zur Kontrolle der
Produktlange, mit den Banden des 100 Basenpaar DNA-Markers (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) verglichen werden. Oberhalb der Banden ist die
Produktlange in Basenpaaren (bp) angegeben.

Eingesetzt wurden in diesem Lauf von links nach rechts folgende Produkte:

100 Basenpaar DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
GALNT 3-PCR-Produkt (mittels forward Primer generiert)
Negativkontrolle (RNA-Probe ohne Reverse Transkriptase)
GALNT 2-PCR-Produkt (mittels forward Primer generiert)
Negativkontrolle (RNA-Probe ohne Reverse Transkriptase)
GALNT 6-PCR-Produkt (mittels forward Primer generiert)
Negativkontrolle (RNA-Probe ohne Reverse Transkriptase)

vV V. V V V V VYV V

Humanes-Actin-PCR-Produkt (mittels forward Primer generiert)

Abbildung 2: Agarosegel mit Banden der eingesetzten PCR-Produkte aus

einem Thermocyclerlauf

24



3.2.7 DNA-Sequenzierung der PCR-Produkte

Um zusatzlich einen Nachweis dartber zu erhalten, dass die mittels der Primer
amplifizierten PCR-Produkte aus den zu untersuchenden Genen (GALNT 2, -3,
-6) stammen, wurden sie einer Sequenzierung unterzogen. Hierzu wurde die
Nukleotid-Abfolge des PCR-Produktes bestimmt und mit der Nukleotid-Abfolge
des zu untersuchenden Gens verglichen.

Die Sequenzierung erfolgte am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf im
Institut fur Pathologie (Direktor Prof. Dr. med. G. Sauter). Das Ergebnis der
Untersuchung bestétigte den Ursprung der PCR-Produkte aus den Genen
(GALNT 2, -3, -6).
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4 Ergebnisse

Vor Untersuchung der Tumorzellen wurden alle Primer auf ihre Spezifitat hin an
Maus-cDNA getestet. Das Ergebnis zeigte, dass keine genomische Maus-DNA
durch die Primer amplifiziert wurde.

In den ersten LightCycler®-Laufen wurden kultivierte Tumorzellen in 20 pl-
Kapillaren zur relativen Quantifizierung eingesetzt. Aufgrund der relativ niedrig
ausfallenden RNA-Konzentration xenotransplantierter Tumoren musste fur eine
vergleichende Untersuchung kultivierter Tumorzellen und xenotransplantierter
Tumoren (in vitro versus in vivo) das Probenvolumen vergréRert werden.
Demgemall wurden folgende Untersuchungen in 100 pl-Kapillaren am
LightCycler® durchgefihrt. Hierbei wurde jedes Gen (GALNT 2, 3, 6) an jeweils
drei unterschiedlichen Chargen der RNA kultivierter Tumorzellen und
xenotransplantierter Tumoren untersucht. Die Proben wurden grundsatzlich
paarig eingesetzt.

Zur PCR-Produktkontrolle wurden nach LightCycler®- und ThermoCycler®-
Laufen Agarosegele angefertigt, mit deren Hilfe eine eingeschrankte Bewertung
der Produktqualitdt ermdglicht wurde. Zur abschlieenden Gewinnung eines
evidenten Nachweises Uber das Vorliegen der gesuchten PCR-Produkte,
erfolgte eine Sequenzierung am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf im
Institut flr Pathologie (Direktor Prof. Dr. med. G. Sauter). Das Ergebnis der
Sequenzierung bestatigte den Ursprung der PCR-Produkte aus den Genen
(GALNT 2, 3, 6).

4.1 Ergebnisse der Gelelektrophorese zur Kontrolle der am LightCycler®

entstandenen PCR-Produkte

Zur initialen Identifizierung der in den PCR-Laufen entstandenen Produkte,
wurden diese der Gelelektrophorese unterzogen. Die durch dieses Verfahren
gewonnenen Informationen tragen nur eingeschrankt zum eindeutigen

Nachweis der entstandenen Produkte bei, da das Verfahren nur auf einem
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optischen Vergleich der entstandenen Produktbanden mit den Banden des 100
Basenpaar DNA-Markers beruht. Die Nukleotidsequenz der untersuchten Probe
wird aul3er Acht gelassen. Somit kann der eindeutige Nachweis ausschliel3lich
Uber eine Sequenzierung erfolgen, bei der die Nukleotidsequenz der gesuchten
Glykosyltransferase mit der Nukleotidsequenz der untersuchten Probe
verglichen wird.

Beispielhaft wurden in den folgenden Abbildungen 3, 4 und 5 Agarosegele mit
den jeweils am LightCycler entstandenen PCR-Produkten der
Glykosyltransferasen GALNT 2, 3 und 6 dargestellt. In jedem Lauf wurde ein
100 Basenpaar DNA-Marker auf das Agarosegel aufgetragen. Zusatzlich
bestand der Lauf aus jeweils einer Negativkontrolle, zwei Kalibratoren und zwei
Wasserkontrollen. Die Produkte wurden mittels forward und reverse primer in
den Zelllinien SW 480 und HBL 100 generiert. Als Negativkontrolle wurde ein
Produkt verwendet, welches aus einer cDNA-Synthese hervorging, bei der
keine Reverse Transkriptase eingesetzt wurde. Durch das Weglassen der
Reversen Transkriptase wurde keine RNA in DNA umgeschrieben. Somit wird
in der Negativkontrolle keine Bande erwartet. Fir die Wasserkontrolle wurde
ausschlief3lich destilliertes Wasser eingesetzt. Der verwendete Kalibrator wurde
aus der Zelllinie HBL 100 hergestellt und um den Faktor 107 verdiinnt. Anhand
des 100 Basenpaar DNA-Markers ist die GroRe (in Basenpaaren = bp) der

Produkte, aus denen sich die Banden darstellen, abzuschatzen.
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4.1.1 PCR-Produktkontrolle von GALNT 2 mithilfe eines Agarosegels

GALNT 2

Zibg ZLbe, Zite

Marker SW 480 neg. HBL100 neg. Kali. Kali. H20 H20

Abbildung 3: Darstellung eines drei-prozentigen Agarosegels zur PCR-
Produktkontrolle von GALNT 2

Eingesetzt wurden in diesem Lauf von links nach rechts folgende Produkte:

A\

100 Basenpaar DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
GALNT 2-PCR-Produkt von SW 480

Negativkontrolle

GALNT 2-PCR-Produkt von HBL 100

Negativkontrolle

Kalibrator (HBL 100/10°)

Kalibrator (HBL 100/107)

Wasserkontrolle

vV V. V V V V VYV V

Wasserkontrolle

Auf dem Agarosegel, dargestellt in Abbildung 3, sind deutlich sichtbare Banden
des GALNT 2-PCR-Produktes, der Kalibratoren sowie des 100 Basenpaar
DNA-Markers zu erkennen. Die Banden der Produkte sowie der Kalibratoren
zeichnen sich auf Hohe der 71 Basenpaare ab. In den Wasser- und
Negativkontrollen sind keine unerwtinschten Nebenprodukte erkennbar, welche
als Schlieren oder Doppelbanden sichtbar waren. Das Ergebnis der
Elektrophorese deutet auf ein unverfélschtes, 71 Basenpaar groRes PCR-
Produkt des untersuchten Gens GALNT 2 hin.
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4.1.2 PCR-Produktkontrolle von GALNT 3 mithilfe eines Agarosegels

GALNT 3

125 b 125bp 125b
100 bp w) ~E --J .J

Marker SW480 neg. HBL100 neg. Kali. Kali. H20 H20

Abbildung 4: Darstellung eines drei-prozentigen Agarosegels zur PCR-
Produktkontrolle von GALNT 3

Eingesetzt wurden in diesem Lauf von links nach rechts folgende Produkte:

100 Basenpaar DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
GALNT 3-PCR-Produkt von SW 480

Negativkontrolle

GALNT 3-PCR-Produkt von HBL 100

Negativkontrolle

Kalibrator (HBL 100/107)

Kalibrator (HBL 100/10°)

Wasserkontrolle

VvV V V V V V VYV VYV V

Wasserkontrolle

Auf dem in Abbildung 4 dargestellten Agarosegel sind deutliche Banden des
GALNT 3-PCR-Produktes, des 100 Basenpaar DNA-Markers und der
Kalibratoren sichtbar. Wie in Abbildung 3 sind auch in dieser Abbildung keine
Schlieren oder Doppelbanden in den Wasser- und Negativkontrollen zu
erkennen, die auf Nebenprodukte hindeuten wirden. Das Ergebnis der
Elektrophorese zeigt Banden auf Niveau der 125 Basenpaare. Es ist zu

vermuten, dass es sich um das untersuchte Gen GALNT 3 handelt.
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4.1.3 PCR-Produktkontrolle von GALNT 6 mithilfe eines Agarosegels

GALNT 6

- 71vb - 71bp 71bp
—— d——

Marker SW 480 “neg. HBL 100 neg. Kali. Kali. H20

Abbildung 5: Darstellung eines drei-prozentigen Agarosegels zur PCR-
Produktkontrolle von GALNT 2

Eingesetzt wurden in diesem Lauf von links nach rechts folgende Produkte:

A\

100 Basenpaar DNA-Marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
GALNT 6-PCR-Produkt von SW 480

Negativkontrolle

GALNT 6-PCR-Produkt von HBL 100

Negativkontrolle

Kalibrator (HBL 100/10°)

Kalibrator (HBL 100/107)

Wasserkontrolle

vV V V V V V VYV V

Wasserkontrolle

Abbildung 5 stellt ein Agarosegel dar, auf welchem deutliche Banden des
GALNT 6-PCR-Produktes, des 100 Basenpaar DNA-Markers und der
Kalibratoren zu sehen sind. Wie in den beiden vorherigen Abbildungen sind
auch in dieser Abbildung keine Schlieren oder Doppelbanden in den Wasser-
und Negativkontrollen erkennbar. Das Ergebnis der Elektrophorese deutet auf
ein unverfalschtes, 71 Basenpaar grof3es PCR-Produkt des untersuchten Gens
GALNT 6 hin.
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4.2 Messergebnisse der relativen Quantifizierung von GALNT 2 in
kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren am

LightCycler®

4.2.1 Relative Expression von GALNT 2

(in vitro gewachsene Zellen)
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Abbildung 6: Darstellung der relativen Expression von GALNT 2 in kultivierten
Tumorzellen (gemessen in 20 pl-Kapillaren am LightCycler®)

In Abbildung 6 wird die geringe Expression von GALNT 2 in Kolon- und
Mammakarzinomen im Vergleich zur Expression in Melanomen deutlich. Eine
Ausnahme bildet in dieser Gruppe das Mammakarzinom HBL 100 mit einer
durchschnittlich verdoppelten Expression. Die Expression von GALNT 2 in
Melanomen zeigt sich verglichen zur Expression in Kolon- und
Mammakarzinomen stark erhoht. Aul3erordentlich stark erhoht stellt sich die
Expression bei FEMX-1 dar. Im Vergleich zu MV 3 und MeWo erscheint sie

verzweifacht.
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4.2.2 Vergleichende Darstellung der relativen Expression von GALNT 2

in kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren

T %l
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Abbildung 7: Darstellung der relativen Expression von GALNT 2 in kultivierten
Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren (gemessen in 100 pl-Kapillaren
am LightCycler®)

Die vergleichende Darstellung der Expressionsergebnisse von GALNT 2 in
Abbildung 7 offenbart die geringe Expression in kultivierten Tumorzellen
gegentber der Expression in xenotransplantierten Tumoren. Die
Expressionswerte in kultivierten Tumorzellen sind vergleichsweise so gering,
dass ausschliel3lich die Expressionswerte xenotransplantierter Tumoren in der
grafischen Darstellung zum Ausdruck kommen.

Die Expression von GALNT 2 in Melanom MV3 zeigt sich hingegen bei
xenotransplantierten Tumoren im Vergleich zu den in vitro gewachsenen Zellen
als besonders stark ausgepréagt. Die Expression in den beiden anderen
Melanomen FEMX-1 und MeWo ist widerum kaum vorhanden. Ebenso gering
erscheint die Expression beim Kolonkarzinom HT 29. Im Mammakarzinom HBL
100 wird GALNT 2 nicht exprimiert. Die Kolonkarzinome HT 29 mdr und SW
480 sowie das Mammakarzinom MCF 7 weisen im Vergleich zu MV 3 in

xenotransplantierten Tumoren eine stark verminderte Expression auf.
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4.3 Messergebnisse der relativen Quantifizierung von GALNT 3 in
kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren am

LightCycler®

4.3.1 Relative Expression von GALNT 3

(in vitro gewachsene Zellen)
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Abbildung 8: Darstellung der relativen Expression von GALNT 3 in kultivierten
Tumorzellen (gemessen in 20 pl-Kapillaren am LightCycler®)

Die Expression von GALNT 3 zeigt in der Darstellung von Abbildung 8 bei den
Kolonkarzinomen HT 29, HT 29 mdr und SW 480 starke Unterschiede. In HT 29
erscheint die Expression insgesamt am starksten. Im Vergleich zu HT 29 stellt
sich die Expression bei HT 29 mdr um die Halfte reduziert dar. SW 480
exprimiert GALNT 3 nicht. Bei den Mammakarzinomen scheint MCF 7 eine
doppelt so hohe Expression aufzuweisen wie HBL 100. Unter den Melanomen
weist MeWo eine mit MCF 7 vergleichbare Expression auf. Bei MV 3 ist keine

Expression ersichtlich.
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4.3.2 Vergleichende Darstellung der relativen Expression von GALNT 3

in kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren
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Abbildung 9: Darstellung der relativen Expression von GALNT 3 in kultivierten

Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren (gemessen in 100 pl-Kapillaren
am LightCycler®)

Abbildung 9 offenbart wie Abbildung 7 die geringe Expression der
Glykosyltransferase in kultivierten Tumorzellen gegentber der Expression in
xenotransplantierten  Tumoren. Die Expressionswerte in  Kkultivierten
Tumorzellen erscheinen vergleichsweise so gering, dass ausschlie3lich
Expressionswerte der xenotransplantierten Tumoren in der grafischen
Darstellung sichtbar werden.

Dabei hebt sich Melanom MV 3, mit dem starksten Expressionsergebnis in
xenotransplantierten Tumoren, hervor. In den Kolonkarzinomen HT 29 mdr und
SW 480 ist eine schwache, in der Abbildung kaum sichtbare Expression zu
erkennen. Bei allen weiterhin dargestellten xenotransplantierten Tumoren der

Abbildung 9 ist keine Expression von GALNT 3 vorhanden.
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4.4 Messergebnisse der relativen Quantifizierung von GALNT 6 in
kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren am

LightCycler®

4.4.1 Relative Expression von GALNT 6

(in vitro gewachsene Zellen)
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Abbildung 10: Darstellung der relativen Expression von GALNT 6 in
kultivierten Tumorzellen (gemessen in 20 pl-Kapillaren am LightCycler®)

In  Abbildung 10 erscheint die Expression von GALNT 6 in den
Kolonkarzinomen HT 29 und SW 480 auf gleichem Niveau und HT 29 mdr mit
der dreifachen Rate. Auf annahernd gleichem Niveau wie HT 29 mdr liegt die
Expression von GALNT 6 bei MV 3. Bei den Mammakarzinomen zeigt sich im
Vergleich zu den weiterhin betrachteten Zelllinien die geringste Expression.
MCF 7 weist eine doppelt so hohe Expression wie HBL 100 auf. MeWo zeigt
sich im Vergleich zu allen anderen Zelllinien mit der starksten Expression. Bei
MV 3 stellt sich die Expression im Vergleich zu MeWo um annahernd die Halfte

reduziert dar.
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4.4.2 Vergleichende Darstellung der relativen Expression von GALNT 6

in kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren
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Abbildung 11: Darstellung der relativen Expression von GALNT 6 in
kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren (gemessen in 100
pl-Kapillaren am LightCycler®)

In Abbildung 11 offenbart sich ebenso wie in Abbildung 7 und 9 die geringe
Expression der Glykosyltransferase in kultivierten Tumorzellen gegentber der
Expression in xenotransplantierten Tumoren. Die Expressionswerte in
kultivierten Tumorzellen erscheinen vergleichsweise so gering, dass nur die
Expressionswerte der xenotransplantierten Tumoren von der Grafik erfasst
werden.

In Abbildung 11 ist eine stark erhthte Expression von GALNT 6 in den
xenotransplantierten Tumoren der Melanomen ersichtlich. Besonders hoch fallt
das Expressionsergebnis bei MV 3 aus. Die Expressionsergebnisse der Kolon-
und Mammakarzinome in xenotransplantierten Tumoren erscheinen im
Vergleich zu den Melanomen gering. Unter den Kolon- und Mammakarzinomen

stellt sich die Expression von HT 29 am hochsten dar.
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4.6 Relative Expression von GALNT 2, 3 und 6 in kultivierten
Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren

(in vitro versus in vivo)

Folgender  Vergleich der Expressionsergebnisse zwischen den
unterschiedlichen Genen kann objektiv gesehen nur als Anndherung an das
tatsachliche Ergebnis Dbetrachtet werden. Die Expressionsergebnisse sind
streng genommen nur innerhalb der Messreihe eines Gens miteinander
vergleichbar, da die Bedingungen zwischen den einzelnen LightCycler®-Laufen
voneinander abweichen kdnnen.

Fur die grafische Darstellung des Expressionsgrades wurde die folgende

Bewertungsform gewahlt:

Die Expression nimmt in Pfeilrichtung

analog zur Sattigung der Graustufe zu.
Hierbei steht das weil3e Feld fur keine
nachweisbare Expression und das
schwarze Feld flr starke Expression.

4.6.1 Vergleichende tabellarische Darstellung der relativen Expression
von GALNT 2, 3, und 6 in kultivierten Tumorzellen und

xenotransplantierten Tumoren

Die folgende Tabelle stellt Expressionsergebnisse von GALNT 2, 3 und 6 in
kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren vergleichend dar.
Es wurden ausschlieBlich Ergebnisse der 100 pl-Kapillaren miteinander

verglichen. Zuséatzlich wurde jeder Zelllinie der Metastasierungsgrad beigeftigt.
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Tabelle 18: Tabellarisch vergleichende Darstellung der relativen Expression
von GALNT 2, 3 und 6 in kultivierten Tumorzellen und xenotransplantierten
Tumoren (in vitro versus in vivo)

kultivierte/
xenotransplantierte
Tumorzellen

Relative Expression der Glykosyltransferasen

GALNT 2

GALNT 3

GALNT 6

in vitro

in vivo

HT 29 (9/9)

HT 29 mdr (-)

SW 480 (0/7)

MCF 7 (6/8)

HBL 100 (0/4)

FEMX-1 (7/10)

MV 3 (8/10)

MeWo (6/10)

in vitro

in vivo

in vitro | in vivo

Anhand der Auswertung der in Tabelle 18 dargestellten Expressionsergebnisse

lasst sich bei GALNT 6 (in vivo) eine Korrelation zwischen Expression und

Metastasierung erahnen. Hierbei stellt MCF 7, mit einer geringen Expression

trotz relativ starker Metastasierungstendenz, eine Ausnahme dar. Die weiteren

Ergebnisse von GALNT 2, 3 und 6 (in vitro) lassen keinen konstanten

Zusammenhang zwischen Expression und Metastasierung erkennen. Nur

vereinzelt korreliert die Expression der untersuchten Glykosyltransferasen mit

dem Metastasierungsgrad.
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5 Diskussion

In der Onkologie wird der Metastasierung eine grof3e klinische Bedeutung
beigemessen, da von ihrem Auftreten die Uberlebenswahrscheinlichkeit des
Patienten stark abhangt. Deshalb ist es wichtig, diesen Prozess zu verstehen,
um in ihm therapeutisch eingreifen zu kdnnen. Bei der Metastasierung spielt die
Interaktion der Tumorzelle mit den Nachbarzellen und der sie umgebenden
Matrix eine besondere funktionelle Rolle. Um den molekularen Ablauf der
Metastasierung verstehen zu kénnen, mussen deshalb besonders die durch
Zelladhasionsmolekile vermittelten Interaktionen der Tumorzelle verstanden
werden. Die Expression von Zelladh&sionsmolekilen spielt wéhrend der
Metastasierung eine gro3e funktionelle Rolle. Fir die Absiedlung einer
Metastase aus dem Zellverband des Primartumors muss die Expression
bestimmter epithelialer Zelladh&sionsmolekile im Primartumor herabreguliert
werden. Dem hingegen mussen fur den Austritt einer Metastase aus dem
Gefallsystem in das Zielgewebe andere eher mesenchymale
Zelladhasionsmolekile der metastatischen Zellen herauf reguliert werden,
damit die Tumorzelle an das Endothel am Zielort der Metastase anheften kann.
Dabei exprimiert die Tumorzelle Selektinliganden, die aus speziellen
Zuckerresten bestehen und von Selektinen erkannt werden. Selektine sind
zuckerbindende Transmembranglykoproteine, die meist von Endothelzellen
exprimiert werden, wenn eine Entzindung vorliegt. Sie erkennen Zuckerreste
auf den Leukozyten und damit binden sie die Leukozyten an die Endothelzelle.
Durch diesen Mechanismus werden Leukozyten am Ort einer Entziindung
festhalten. Nur Uber geeignete Selektinliganden, an deren Biosynthese
Glykosyltransferasen beteiligt sind, kann die Metastase am Endothel binden
und in das umliegende Gewebe transmigrieren.

Die pathophysiologische Bedeutung der GALNTSs fur die Onkologie wird schon
seit einigen Jahren intensiv untersucht. Besonders auffallig erscheint hierbei die
unterschiedliche Expression von GALNTSs in Tumorzellen und normalen Zellen.

GroRtenteils wird angenommen, dass die veranderte Expression der
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Transferasen im Tumor und die damit verbundene Verdnderung der
Glykosylierung als Ergebnis der malignen Transformation zu betrachten ist.
Infolgedessen wird den GALNTs eine Schlisselrolle bei der Einleitung der
Metastasierung und Invasion zugedacht.

Gegenstand dieser Arbeit ist es, das Expressionsverhalten der GALNTs 2, 3
und 6 an metastasierenden und nichtmetastasierenden Primartumoren in vitro
und in vivo vergleichend zu untersuchen. Es sollte herausgefunden werden, ob
ein Zusammenhang zwischen der Expression der Transferasen und der
Metastasierung besteht. Nach Xenotransplantation der humanen Tumorzellen
in SCID-Mause entwickelten sich Primartumore, die mit Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet wurden. Dabei zeigte sich, dass die Expression von
Oberflachenzuckern in den Primartumoren anders war, als die von den gleichen
Tumorzellen, wenn diese in vitro in der Zellkultur gewachsen waren
(Schumacher et al. 1996). Besonders interessant erscheinen die
Veranderungen der adharenten Eigenschaften von Tumorzellen, da sie eine
bedeutende Rolle bei der Metastasierung einnehmen. Zudem soll die Frage
nach der Vergleichbarkeit der Expression von GALNTs in vivo und in vitro
gestellt werden. In der Untersuchung wird davon ausgegangen, dass sich die
gemessene mMRNA-Konzentration annahernd analog zur intrazellularen
Enzymkonzentration verhalt. Weiterhin wird angenommen, dass ein Anstieg der
Enzymkonzentration eine erhéhte Oberflachenexpression von Glykokonjugaten
nach sich zieht. Eine Prufung dieser Sachverhalte konnte diese
Untersuchungsmethode naturgemal nicht leisten.

5.1 Expressionsvergleich der GALNTs in vivo und in vitro

Die Untersuchung des Expressionsverhaltens der GALNTs in kultivierten
Tumorzellen und xenotransplantierten Tumoren zeigt eine stark voneinander
abweichende Expression der Transferasen. Es wurde festgestellt, dass das
Expressionsmuster, der in vivo und in vitro erfolgten Untersuchungen,

weitestgehend nicht in Deckung gebracht werden kann. Zudem stellte sich
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heraus, dass die Expression, gemessen in kultivierten Tumorzellen, im
Vergleich zu den xenotransplantierten Tumoren, generell &uf3erst niedrig
ausfallt. In den vergleichenden Darstellungen der Abbildungen 7, 9 und 11,
gemessen in 100 pl-Kapillaren, ist die Expression der kultivierten Tumorzellen
nicht nachweisbar. Als gut nachweisbar stellt sich hingegen die Expression der
Transferasen in xenotransplantierten Tumoren in denselben Tumoren dar.

In den folgenden Abschnitten wird die Expression der GALNTs 2, 3 und 6 in
den drei Entitaten Kolon, Mamma und malignem Melanom untersucht. Es
wurden unterschiedliche Zelllinien der zuvor genannten Entitdten mit ihrem aus

der Forschung bekannten Metastasierungsverhalten zugrunde gelegt.

5.1.1 Expressionsverhalten von GALNT 2, 3 und 6

Nach Brooks et al. (2002) wird ein intrazellularer Expressionsanstieg bei
Glykosyltransferasen im Allgemeinen mit malignen Veranderungen in
Verbindung gebracht. Lange et al. (2014) gehen von einer Forderung der
Metastasierung durch einen Expressionsanstieg von Transferasen aus, die an
der Kernstruktur 1 und 2 agieren. Da die untersuchten GALNTs an der Bildung
der Kernstrukturen beteiligt sind, trifft die Aussage auch auf sie zu. Freire-de-
Lima et al. (2011) zeigten in ihrer Untersuchung an Prostatatumorzellen, dass
eine unterdriickte Expression von GALNT 3 und 6 den Effekt von TGF-B auf
onkofetalen Fibronektin inhibiert und somit die Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten des EMT-Prozesses sinkt. Nach Park et al. (2010) resultiert die
Glykolysierung von MUC 1 durch GALNT 6 in einer FoOrderung der
Zellproliferation und Invasion. Park et al. (2011) erklaren, dass
Brustkrebszelllinien das Wachstum invasiv ausrichten, wenn das Fibronektin
der Extrazelluarmatrix durch Uberexpression von GALNT 6 O-glykolysiert wird.
Zudem demonstrieren Park et al. (2011) in einem dreidimensionalen
Transfektionsmodell die durch GALNT 6 - Uberexpression entstandene
Zerstorung der Brustdrusenstruktur. Als Basis der Untersuchung diente die
Brustkrebszelllinie MCF10A. Maupin et al. (2010) weisen in ihren
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Untersuchungen ein hohes Expressionslevel von GALNT 3 in EMT induzierten
Pankreastumorzelllinien nach. Taniuchi et al. (2011) weisen ebenfalls hohe
Expressionslevel von GALNT 3 im Pankreastumor nach und gehen aufgrund
dessen von invasivem Tumorwachstum aus. Samtliche soeben aufgefiihrten
Untersuchungsergebnisse unterstitzen die Annahme, dass eine erhohte
Expression mit einer gesteigerten Metastasierungswahrscheinlichkeit assoziiert
wird. Laut White et al. (1995) wird GALNT 2 im Korper ubiquitédr exprimiert.
GALNT 3 und 6 werden hingegen reguliert und nur in spezifischen Organen
exprimiert. Ausschlie3lich im Pankreas und Testis wurde das naturliche
Vorkommen von GALNT 3 beschrieben (Bennett et al. 1996). Die Expression
von GALNT 6 ist im gesunden Kérper nach Bennett et al. (1999) auf Plazenta
und Trachea beschrankt.

Durchgangig konnte die Expression der GALNTs 2, 3 und 6 in allen
untersuchten Prim&rtumoren nachgewiesen werden. Wurden Transferasen
ausnahmsweise in der in vivo Untersuchung nicht exprimiert, so wurden sie in
der in vitro Untersuchung exprimiert und umgekehrt. Bei GALNT 6 (in vivo)
konnte in den Entitaten Kolon und Melanoma ein Zusammenhang zwischen der
Expression der Transferase und dem Metastasierungsverhalten weitestgehend
nachgewiesen werden. Die Expression von GALNT 6 im Mammakarzinom MCF
7 hingegen, spiegelt das Metastasierungspotential der Zelllinie nicht deutlich
wider. Die gemessene Expression von GALNT 6 in MCF 7 stellt sich im
Vergleich zu den in anderen Tumoren gemessenen Werten, als niedrig dar.
Besonders im Vergleich zu den hohen Expressionswerten der Melanome sind
die Werte in MCF 7 nur schwach ausgepragt. Auch Brooks et al. (2007) stellten
in ihren Untersuchungen fest, dass GALNT 6 in MCF 7 grundsétzlich nur
schwach exprimiert wird. Weiterhin zeigt eine histologische Untersuchung am
Xenograft-Maus-Modell das Fehlen von Selektinliganden auf MCF 7 (Stlbke et
al. 2012). Demzufolge kann angenommen werden, dass die Zelllinie aufgrund
des Fehlens von Selektinliganden weniger Glykokonjugate auf der
Zelloberflache ausbildet und somit weniger GALNTSs fur die Biosynthese der
Glykokonjugate exprimiert.
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Wie bereits in Kapitel 4 erwahnt, lassen die Ergebnisse von GALNT 2 und 3
sowie GALNT 6 (in vitro) keinen konstanten Zusammenhang zwischen
Expression und Metastasierung erkennen. Nur vereinzelt korreliert die
Expression der untersuchten GALNTs mit dem Metastasierungsgrad.

Schlussfolgernd lassen die Ergebnisse erkennen, dass die Expression der
untersuchten GALNTs keine Rickschlisse auf die Metastasierung der
untersuchten Tumorentitaten zulasst. Einschrankend festzuhalten sind hierbei
die Ergebnisse von GALNT 6 (in vivo), die aul3er im Tumor MCF 7
Zusammenhange zwischen Expression und Metastasierung erkennen lassen.
Daraus ist abzuleiten, dass weitere Untersuchungen von GALNT 6 (in vivo) im

Rahmen der Tumorforschung erfolgen sollten.
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6 Zusammenfassung

Neuere Untersuchungen weisen auf eine enge Verknupfung zwischen
veranderten Glykosylierung im Primartumor und dem Auftreten einer
Fernmetastasierung hin. Da das Glykosylierungsmuster von Tumorzellen durch
Glykosyltransferasen bedingt wird, war es Zielsetzung dieser Arbeit, die
Expression von m-RNA der Glykosyltransferasen GALNT 2, 3 und 6, mittels
relativer Quantifizierung (RT-PCR), an metastasierenden und
nichtmetastasierenden Primartumoren aus Xenograftmodellen humaner
Tumorzellen zu untersuchen. Es wurden Mamma- und Kolonkarzinome sowie
maligne Melanome untersucht. Eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse
sollte mdgliche Zusammenhénge zwischen der Auspragung der Expression von
Glykosyltransferasen im Tumor und der Metastasierung aufzeigen. Obendrein
sollte eine Aussage zur Vergleichbarkeit der Expression der Transferasen in
vivo und in vitro getroffen werden.

Die Untersuchungen ergaben eine durchgdngige Expression der
Glykosyltransferasen 2, 3 und 6 in allen untersuchten Primartumoren, wobei
sich das Expressionsmuster der in vivo und in vitro gewachsene Tumorzellen
deutlich unterschied. Die Expression der Glykosyltransferasen der in vitro
kultivierten Tumorzellen war im Vergleich zu den xenotransplantierten Tumoren
im Allgemeinen wesentlich geringer. Die Ergebnisse von GALNT 2 und 3 sowie
GALNT 6 (in vitro) weisen keinen Zusammenhang zwischen Expression und
Metastasierung auf. Nur in Einzelfallen spiegelt das Expressionsmuster die
Metastasierung der untersuchten Glykosyltransferasen wider. Als Ausnahme
hebt sich GALNT 6 (in vivo) in den Entitaten Kolon und Melanoma, durch
Korrelation zwischen Metastasierung und Expression, von den weiteren
analysierten Transferasen ab. Das bedeutet, es besteht eine erhohte
Expression bei erhdhter Metastasierungstendenz und umgekehrt eine niedrige
Expression bei niedriger Metastasierungstendenz. Diesem Ergebnis zur Folge
sollten weitere Untersuchungen zur Bedeutung von GALNT 6 bei der

Metastasierung erfolgen.
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