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1 Fragestellung und Zielsetzung

Sphingosin-1-Phosphat  (S1P) ist ein bioaktives Lysophospholipid, das iiber
Lysophosphatséduren homdostatisch reguliert wird. Es beeinflusst viele zelluldre Vorgidnge
wie Proliferation, Migration, Apoptose und wachstumsabhingige Prozesse.

S1P bindet an fiinf verschiedene G-Proteine, die zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehoren. Die Bindung von S1P an seine Rezeptoren aktiviert in der Zelle
verschiedene Transkriptionsfaktoren und beeinflusst dariiber hinaus Stoffwechselvorginge
in der Zelle (Mitra et al. 2007). Eine besondere Rolle spielt das S1P als Ligand fiir den
S1P;-Rezeptor bei den T-Lymphozyten, da iiber dessen Signal die Ausschleusung von
reifen T-Lymphozyten aus dem Thymus erfolgt, so dass diese in den Blutstrom gelangen
(Allende et al. 2004). Eine dhnliche Ein- und Auswanderung aus dem Blutstrom wie die
Lymphozyten durchlaufen metastasierende Tumorzellen. Zur Auswanderung von
Lymphozyten aus dem Blutstrom sind zudem E- und P-Selektin notwendig (Welsch 2006).
Um zu untersuchen, ob in Analogie zu den Lymphozyten bei der Auswanderung aus dem
Thymus auch bei der Auswanderung von Tumorzellen aus dem Primirtumor in den
Blutstrom hinein #hnliche Mechanismen vorliegen, sind die S1P-Rezeptoren beim
kleinzelligen Bronchialkarzinom untersucht worden. Dieser Tumor ist ausgewéhlt worden,
weil er besonders friih und ausgedehnt metastasiert. Zudem sind Xenograftspontan-
metastasenmodelle etabliert, die unterschiedlich stark metastasieren.

Die Untersuchung in der vorliegenden Arbeit umfasst fiinf Zelllinien des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (OH1, OH3, H69, H82 und SW2) in Bezug auf die Expression von
S1P,.s. Mit Hilfe der relativen Quantifizierung einer Real-Time-Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR) erfolgt die Untersuchung am LightCycler.

Die Untersuchung ist an kleinzelligen Bronchialkarzinom-Zelllinien und den daraus in der
immundefizienten Maus (SCID-Maus) gewachsenen Primértumoren untersucht worden,
deren Metastasierungsverhalten in der immundefizienten Maus bekannt ist (Mitchell u.
Schumacher 1997). Des Weiteren sollte gekldrt werden, ob es Verdnderungen im
Expressionsprofil dieser Rezeptoren im Vergleich der Zelllinien zum resultierenden
Primértumor in der Maus gibt.

Es ist offen, ob eine Korrelation zwischen der Expression dieser Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren und der Tumorprogression und Metastasierung besteht. Durch die vorliegende
Arbeit soll ein besseres Verstindnis fiir die Signal- und Aktionsprofile der S1P-Rezeptoren

in Bezug auf das kleinzellige Bronchialkarzinom erreicht werden.
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2 Einleitung

2.1 Das Bronchialkarzinom

Der Begriff Karzinom bezeichnet bosartige Tumore, die im Epithelgewebe ihren Ursprung
nehmen (Horn 2009). Sie entstehen durch die Entartung korpereigener Zellen aufgrund
einer Storung bei der normalen Regulierung der Proliferation. Bei bdsartigen Tumoren
kommt es zu einer Zerstorung und Infiltration in das gesunde Gewebe und Bildung von
Metastasen in verschiedenen Organen. Als Grund dieser Entartung sind Mutationen von
Genen bzw. Proteinen zu nennen, die fiir die Wachstumsfaktoren und fiir die
Signaltransduktion der Wachstumsfaktoren zustiandig sind.

Die Entartung und Entstehung eines Tumors bedeutet nicht, dass sich automatisch
Metastasen bilden. Hierflir sind spezielle Mechanismen notwendig, um diese
Zellwanderung (Metastase = Wanderung) einzuleiten (s. 2.2). Es werden dafiir Enzyme
wie z.B. Prokollagenase IV benétigt, die die Adhédsion von Tumorzellen an zelluldre und
extrazellulire Matrixbestandteile des umgebenden Gewebes fordern und so die Proteolyse
von Zellbarrieren unterstiitzen. Einige Tumore hemmen die Expression von Cadherinen,
die fiir die Interaktion von Zell-Zell-Kontakten zustindig sind. Durch diese Hemmung oder
die Proteolyse von Zellbarrieren wird die Einleitung der Tumorzellfortbewegung
unterstiitzt und die Proliferation der Metastasierung im Zielorgan ermoglicht (Loffler et al.
2007, Bocker et al. 2008).

Am Bronchialkarzinom sind 2005 in Deutschland 45000 Menschen erkrankt und in
derselben Zeit sind 40600 Patienten an Lungenkrebs verstorben. Bei Mannern ist das
Bronchialkarzinom die hédufigste Krebstodesursache, bei den Frauen ist der Anteil mit
zurzeit 10% Krebstodesursache ansteigend. Der Altersdurchschnitt liegt zwischen 70 bis
85 Jahren. Der Hauptrisikofaktor fiir die Erkrankung an Lungenkrebs ist zu 85-90% der
Tabakkonsum (Deppermann 2011).

Das Bronchialkarzinom wird nach folgenden histologischen Gruppen unterschieden mit

der in Prozent angegebenen Héufigkeitsverteilung (Aebert et al. 2008):
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* Plattenepithelkarzinom (30-40%)

* Adenokarzinom (30-40%)

* Kleinzelliges Karzinom (20-30%, zuletzt sinkend)

* Grofzelliges Karzinom und groBzelliges neuroendokrines Karzinom (10%)

* Adenosquamoses Karzinom (4%)

* Sarkomatoides Karzinom (0,3-1,3%)

*  Mukoepidermoides Karzinom und Adenoidzystisches Karzinom (<1%)
Im klinischen Alltag findet die Unterscheidung bisweilen in nicht-kleinzellige Karzinome
(NSCLC = non small cell lung cancer) und in kleinzellige Karzinome (SCLC = small cell
lung cancer) statt (Starke 2006).
In dieser Arbeit werden Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren (s. 2.3) des kleinzelligen

Bronchialkarzinoms untersucht.

2.1.1 Das kleinzellige Bronchialkarzinom

Das kleinzellige Bronchialkarzinom (SCLC) ist ein Subtyp des Bronchialkarzinoms.
Insgesamt wird die Anzahl der Neuerkrankungen als sinkend beschrieben. 1993 hatte das
kleinzellige Bronchialkarzinom in den USA einen Anteil von 25% der Neuerkrankungen
an Lungenkrebs. Neueste Studien beschreiben den Anteil des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms von 13 % unter den Lungenkrebserkrankungen. Auch hier wird als
Hauptursache der Tabakkonsum benannt, die sinkenden Zahlen sind durch Anderung der
Rauchergewohnheiten und durch Anderung der Zigaretten (Filter) zu erkliren. Mit rund
30000 Neuerkrankungen/ Jahr in den USA ist das kleinzellige Bronchialkarzinom trotzdem
nicht zu vernachlissigen, da es in den Kliniken als sehr schwierig zu therapieren gilt (Ganti
et al. 2010).

Histologisch werden kleine Tumorzellen mit sparlichem Zytoplasma, unscharfen
Zellgrenzen, feingranuldrem Kernchromatin und weitgehendem Fehlen von Nukleolen
beschrieben. Die Kerne sind rund, oval oder spindelféormig. Nekrosen werden
typischerweise als ausgedehnt beschrieben und die Mitoserate ist sehr hoch (Aebert et al.
2008, Ganti et al. 2010).

Die Epithelzellen sind neuroektodermalen Ursprungs, wodurch sich verschiedene
Eigenschaften von Nervenzellen erkldren lassen (Onganer et al 2005).

Das kleinzellige Bronchialkarzinom zeichnet sich durch ein schnelles Wachstum und einer

frithen Metastasierung aus, die in den meisten Féllen vor der Diagnostik schon besteht.
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Dadurch besteht die Therapie meistens nur in palliativen MaBnahmen (Chirurgie,
Chemotherapie, Bestrahlung) (Muguruma et al. 2005, Onganer et al. 2005). Trotz eines
zunichst guten Ansprechens auf Chemotherapeutika (Watkins et al. 2003) erfolgt die
Metastasierung frith iiber den hdmorrhagischen Weg, so dass 90 % der Fille zum Tode
fihren (Yano et al. 1996). Die S5-Jahresiiberlebensrate liegt fiir das kleinzellige
Bronchialkarzinom nur bei 5-7% (Worden u. Kalemkerian 2000, Murray u. Turrisi 2006),
die mittlere Uberlebenszeit nach der Diagnosestellung betrigt 8-13 Monate unter
therapeutischen Mafinahmen (Pollock u. Garon 2010, Cooper u. Spiro 2006). Daher gilt
das kleinzellige Bronchialkarzinom als du8ert aggressiv (Watkins et al. 2003).

Die Zielregionen der Metastasen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms sind hauptsichlich
die Knochen, die Leber und das Gehirn. Neben der klinischen Manifestation des
Haupttumors in der Lunge mit Lymphknotenbeteiligung im Mediastinum und
Metastasierung konnen andere Symptome bzw. auch Erkrankungen mit dem kleinzelligen
Bronchialkarzinom in Verbindung gebracht werden. Sehr hiufig liegen eine ungiinstige
ADH-Sekretion, das Cushing-Syndrom, subakute zerebrale Degeneration und das
Lambert-Eaton-Rooke-Syndrom vor (Worden u. Kalemkerian 2000).

Die klinische Einteilung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms erfolgt selten nach der
TNM-Klassifikation, sondern wird in ,limited” versus ,,extensive disease klassifiziert.
Diese Klassifikation wird unterschiedlich definiert. In dieser Arbeit wird sie nach der
Veteran’s Administration Lung Cancer Study Group definiert (Murray u. Turrisi 2006):
Das Stadium ,,limited disease* ist definiert als Tumorlokalisation, beschrinkt auf einen
Hemithorax mit regionaler supraklavikuldrer Lymphknotenbeteiligung und Mediastinum-
beteiligung bezogen auf die betroffene Korperhdlfte (Micke et al. 2002). In diesem
Stadium koénnen durch eine initiale Chemotherapie und anschlieBende Bestrahlung die
besten therapeutischen Ergebnisse fiir die SCLC-Behandlung fiir ein lingeres Uberleben
verzeichnet werden (Murray u. Turrisi 2006).

Das Stadium ,.extensive disease* beschreibt alle Tumorlokalisationen, die iiber das
nlimited disease* Stadium hinaus geht (Micke et al. 2002). Rund 60-70% der Patienten
befinden sich bei Diagnosestellung durch die frithe Metastasierung im ,,extensive disease*
Stadium, wodurch nur noch eine palliative Therapie erfolgen kann (Murray u. Turrisi
2006).

Eine weitere Einteilung geht aus den experimentellen Studien hervor, in denen der
,Kklassische vom ,varianten” Zelllinien-Typus unterschieden wird. Es gibt 50

verschiedene Zelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms, von denen 35 zum
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,klassischen Typ* und 15 zum ,,varianten Typ* gehoren. Diese Einteilung bezieht sich auf
biochemische Eigenschaften kultivierter Zelllinien. Fiir diese Bezeichnungen ist die
Expression von vier Biomarkern (L-Dopa Decarboxylase, bombsin-like Immuno-
reaktivitdt, Neuronspezifische Enolase und CK-BB) untersucht worden. Die ,,klassischen®
Zelllinien exprimieren fiir alle vier Marker erhohte Level. Bei den ,,varianten* Zelllinien
werden nur erhohte Level fiir die Neuronenspezifische Enolase (NSE) und fiir CK-BB
exprimiert, es ldsst sich aber keine Immunaktivitit fiir L-Dopa Decarboxylase und
bombsin-like nachweisen (s. 2.1.1) (Gazdar 1985).

Die Anwesenheit von NSE und CK-BB ldsst die Unterscheidung von ,klassischen* und
,varianten® Zelllinien zum Nicht-kleinzelligen Karzinom zu, das diese nicht aufweist
(Carney et al. 1985).

Unbehandelt ist die Prognose fiir SCLC sehr schlecht. Die mittlere Uberlebenszeit
unbehandelt fir den SCLC ,limited disease” ist drei Monate, fiir das Stadium der

,extensive disease* betrigt diese nur 2 Monate (Murray u. Turrisi 2006).

2.2 Metastasenbildung

Vor der Metastasenbildung findet die Invasion der Tumorzellen aus dem Primértumor in
das umliegende Gewebe statt. Die Invasion lésst sich in drei Hauptschritte unterteilen:

*  Die Auflosung von Zell-Zell-Kontakten: Die Auflosung erfolgt durch Verminderung
oder Verlust von Haftstrukturen, z.B. Verlust/Verringerung der Expression von
Cadherinen. Auch Wachstumsfaktoren, die die Cadherine phosphorylieren, konnen
zur Aufldsung von Zellkontakten fiihren.

* Die enzymatische Degradation und Umbau extrazelluldrer Gewebematrix: Die
Degradation beschreibt die temporére und reversible Auflésung von extrazelluldrer
Matrix (z.B. Basalmembran). Hierbei sind degradierende Enzyme von
entscheidender Bedeutung, wie z.B. Metalloproteinasen, Serinproteasen,
Cysteinproteasen, Heparanasen, Hyaluronidasen und Proteoglykanasen. Diese
degradierenden Enzyme koénnen vom Tumor und von korpereigenen Zellen durch
Inhibitoren gehemmt werden. Bei einer Regulationsstorung dieser Hemmung findet
Tumorwachstum statt.

* Die aktive Bewegung (Lokomotion) der Tumorzellen: Mit Hilfe des
Aktinfilamentsystem erfolgt eine Bewegung in die enzymatisch erdffneten

Geweberdume. Dabei heften sich membranstindige, extrazellulire Tumormatrix-
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Rezeptoren (Integrine und Hyaluronsdurerezeptoren) an die Komponenten der
Basalmembran und des Stromas (Kollagene, Laminin, Fibronektin oder
Vitronektin). Durch die Anheftung erfolgt gleichzeitig eine Signalgebung an die
Zelle, wodurch weitere degradierende Enzyme produziert werden.
Die Metastasierung (Verschleppung) der Tumorzellen erfolgt im Anschluss der Invasion
auf verschiedenen Wegen: lymphogen, himatogen oder kavitéir. Die ablaufenden Vorginge
verlaufen tliber eine Kaskade in mehreren Schritten. Dabei kommt es zu verschiedenen
Interaktion mit dem immunologischen und spezifischen Tumorabwehrsystem des
Organismus.
In der Metastasierungskaskade (vgl. Abb. 1) konnen folgende Schritte unterschieden
werden:

* Eindringen in die Metastasierungswege (/ntravasation) iiber die Lymphwege, tiber
das Blut oder tiber Kérperhohlen.

*  Verschleppung der Tumorzellen iiber die Lymphe, das Blut oder Korperfliissig-
keiten.

* Austritt aus den Metastasierungswegen (Extravasation) erfolgt iiber verschiedene
Mechanismen des Korpers, z.B. iiber Thrombusbildung (Tumorzellembolus) um
die Tumorzellen herum. Eigentlich als Schutzmechanismus des Korpers gedacht,
dient der Thrombus der Anheftung der Tumorzellen an die GefiBwand des

Zielorgans.

Primértumor

Sekundartwmor

extrazellulare
hatrix

=S [ |
Endothelzella Lyrmphozyv

Abbildung 1: Metastasierungskaskade: Darstellung der Metastasenbildung durch Intravasation,
Verschleppung und Extravasation von Tumorzellen (Ziegelschmid 2003).
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Die Metastasierungswege des kleinzelligen Bronchialkarzinoms erfolgen hdmatogen
(Yano et al. 1996). Die hamatogene Metastasierung erfolgt iiber die Invasion in Kapillaren
und kleinen Venen. Es folgt eine hamatogene Verschleppung, Anheftung im Kapillarbett
des nachfolgenden Organs und eine Emigration aus den Gefdllen. Je nach weiterleitendem
Gefidllsystem werden der Cava-Typ, der Pfortader-Typ, der Lungenvenentyp und der
vertebral-vendse Typ unterschieden. Das kleinzellige Bronchialkarzinom gehort zum
Lungenvenentyp, da der Primirtumor in der Lunge sitzt und iiber die Lungenvenen in den
linken Ventrikel und von dort in den Organismus weitergeleitet wird.

Die Metastasierung erfolgt meistens in spezielle Zielorgane, die nicht allein iiber die Wege
der Tumorzellen erkldrt werden konnen. Dabei spielen Membranrezeptoren eine besondere
Rolle, die an spezifische Oberflichen mit den dazugehdrigen Liganden binden (Bocker et

al. 2008).

2.3 Sphingosin-1-Phosphat

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein bioaktives Lysophospholipid (s. Abb. 2; Ishii et al.
2004), das tiber Lysophosphatsduren homdoostatisch reguliert wird und pleiotrop
biologische Prozesse im Organismus steuert. Physiologische Prozesse bezogen auf das
Herz-Kreislaufsystem, Nervensystem, Geschlechtsorgane und Immunssystem werden
ebenso wie pathologische Prozesse wie Krebs, Immunerkrankungen und Allergien durch

das S1P beeinflusst (Mitra et al. 2007).

Abbildung 2: Chemische Darstellung eines S1P-Molekiils (Ishii et al. 2004)
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Das S1P wurde 1884 von dem Naturforscher Johann L.W. Thudichum als Bestandteil der
weillen und grauen Hirnmasse beschrieben. Thudichum gab diesem neuen Molekiil das
Prifix ,,Sphingo* nach der Sphinx aus der griechischen Mythologie, da er es zu keiner ihm
bekannten Stoffklasse zuordnen konnte (Thudichum 1884).

Die Konzentration von S1P im Serum liegt bei 0,5-0,8 uM und in gebundener Form an
Albumin oder Lipoproteinen vor. Im Plasma liegt die Konzentration mit 0,2-0,5 puM
geringer vor (Taha et al. 2004, Ishii et al. 2004). Andere Autoren beschreiben die
Konzentrationen etwas hoher: im Serum 0,4-1,1 umol/l, im Plasma 0,1-0,6 pmol/l und die
Konzentration im Gewebe liegt zwischen 0,5-75 pmol/mg (Oskeritzian et al. 2007).

S1P hat verschiedene Aufgaben im Organismus. Hauptsdchlich zu nennen sind
regulatorische Aufgaben, zu denen anti-Apoptose und Apoptose, Proliferation,
Organisation des Zytoskelettes, Regulation des zelluliren Calcium-Haushaltes und die
Zellmigration gehoren. Diese konnen in intrazellulire und extrazelluldre Aufgaben
unterschieden werden. Bei den intrazelluliren Aufgaben dient S1P als second messanger
und iibernimmt bestimmte Zellfunktionen, wie z.B. Aktivierung von Wachstum und
Hemmung von Apoptose. Im Rahmen der extrazelluldren Aufgaben dient S1P als Ligand
fiir extrazelluldre Rezeptoren (s. 1.4) (Pyne u. Pyne 2000, Spiegel u. Milstien 2002, 2003,
Zhao et al. 2007).

Die Biosynthese des SIP erfolgt aus Ceramiden hauptsichlich in Mastzellen,
Thrombozyten und Monozyten. Die Ceramide konnen auf zwei Wege synthetisiert werden:
Zum einen werden sie iiber die de-novo-Synthese im endoplasmatischen Retikulum
(Spiegel u. Milstien 2003) aus Serine und Palmitoyl-CoA gebildet, zum anderen iiber
bereits bestehendes Sphingomyelin. Das Sphingomyelin ist ein Sphingolipid, welches
wiederum aus Palmitoyl-CoA und Serine gebildet wird (Pyne u. Pyne 2000). Das
Sphingomyelin wird durch die Sphingomyelin-Phosphodiesterase unter Abspaltung eines
Phosphocholinrestes zu einem Ceramid. Durch die Ceramidase wird es zum Sphingosin
hydrolysiert, welches durch die Sphingosinkinase und Verbrauch eines ATP-Molekiils zu
S1P wird (s. Abb. 2). Es gibt zwei verschiedene Sphingosinkinasen: Typ 1 (SPHK1) und
Typ 2 (SPHK2) (Alvarez et al. 2007, Spiegel u. Milstien 2002). SPHK1 hemmt z.B. die
durch Stress aktivierte Proteinkinase Jun amino-terminal-Kinase (JNK), wodurch eine
Apoptose der Zelle verhindert wird (Spiegel u. Milstien 2003).

Der Abbau des SI1P erfolgt entweder irreversibel iiber die S1P-Lyase, woraus
Palmitaldehyde und Phosphoethanolamine entstehen. Das SI1P kann zum anderen

reversibel (Spiegel u. Milstien 2003) durch die SI1P-Phosphatase in Sphingosin
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dephosphoryliert werden (Pyne u. Pyne 2000). Die Homdostase von S1P erfolgt demnach
iiber die Sphingosinkinase und die S1P-Lyase bzw. —Phosphatase. Hauptsidchlich sind
Ceramide, Sphingosine und S1P fiir das Zellwachstum und die Hemmung der Apoptose
verantwortlich (s. Abb.3.).

S1P stimuliert Zellproliferation, Angiogenese und das Uberleben der Zelle, wobei
Sphingosin und Ceramide die Zellproliferation hemmen und die Apoptose fordern

(s. Abb.3) (Kawamori 2009):

Ceramidasen SK

. > . : >
Ceramide Sphingosine S1P
Cer-Synthasen SPPase ﬂ
Wachstumsstillstand Wachstumsstillstand Zellproliferation
Zelltod Zelltod Zelliiberleben
Differenzierung Angiogenese

Zellalterung

Abbildung 3: Auf- und Abbau von S1P und deren Auswirkung auf die Zelle: Ausgangsprodukt
fiir die S1P-Synthese sind die Ceramide, die durch verschiedene Enzyme iiber das
Zwischenprodukt Sphingosin zu S1P umgewandelt werden. Dabei hat jedes Zwischenprodukt
wiederum eine bestimmte Funktion fiir die Zelle. SK=Sphingosinkinase;
SPPase=Sphingosinphosphatase; Cer-Synthase=Ceramid-Synthase (Taha et al. 20006).

Dabei wirkt das S1P sowohl autokrin als auch parakrin auf die Zelle und ihre Umgebung
(Alvarez et al. 2007).

Wachstumsstimulatoren (PDGF, EGF, VEGF, NGF) und andere Faktoren (wie z.B.
Vitamin D3; TNF-alpha, proinflammatorisches Zytokin etc.) aktivieren die
Sphingosinkinase, wodurch mehr S1P produziert wird und gleichzeitig der Ceramidspiegel
sinkt (Maceyka et al. 2002, Spiegel u. Milstien 2002). Dieses Zusammenspiel wird auf
zelluldrer Ebene als Ceramid-Sphingosin-Rheostat beschrieben (Spiegel 1999). Kritischer
Faktor dieses Rheostats ist die Sphingosinkinase Typ 1, die nicht nur die anti-
apoptotischen und die pro-Wachstums-Faktoren produziert, sondern auch die pro-
apoptotischen Faktoren reduziert (Mitra et al. 2007). Es ist bewiesen, dass die
Sphingosinkinase Typ 1 vermehrt in Tumorzellen vorkommt und dass es teilweise auch zu
einer Uberexpression von Sphingosinkinase Typ 1 kommt. Daher wird die
Sphingosinkinase Typ 1 auch als Onkogen diskutiert (Kawamori et al. 2009).

AuBerdem zu erwihnen sind Dihydrosphingosin- und Phytosphingosin-1-Phosphat. Sie
dienen als spezifische Liganden neben S1P fiir S1P,.
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Das Dihydro-SIP ist ein Intermediat des Sphingosinstoffwechsels. Es besitzt auer einer
4,5-Doppelbindung dieselbe Struktur wie S1P (Spiegel u. Milstien 2003).

Ein weiterer Abkommling ist das Phyto-SI1P, das durch Phosphorylierung des
Phytosphingosins entsteht. Es ist eine Komponente der Zellmembran und es bestehen

strukturelle Ahnlichkeiten zu SIP (Lynch u. Macdonald 2008).

2.4 Spingosin-1-Phosphat-Rezeptoren

Wie bereits unter Punkt 2.2 beschrieben, stellt das S1P einen Liganden fiir einen Rezeptor
dar. Insgesamt gibt es fiinf Rezeptoren, die Sphingosin-1-Phosphat,;.s-Rezeptoren, friither
auch unter EDG (endothelian differentiation genes)-Rezeptoren (1, 5, 3, 6, 8) bekannt
(Ishii et al. 2004).

Die S1P-Rezeptoren gehoren zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(G-Protein=Guaninnucleotid-bindendes Protein). G-Proteine sind heptahelicale Membran-
rezeptoren mit sieben Transmembrandomidnen. Sie bestehen aus 350-800 Aminoséuren.
G-Proteine dienen als molekulare Schalter bei der Signaltransduktion (Loffler et al. 2007).
Sie regulieren viele zellulire Funktionen: Zellproliferation und Zelliiberleben,
Zellmigration und Chemotaxis, Auf- und Abbau des Zytoskelettes, Zell-zu-Zellkontakte
und Zelladhdsion; Regulation des Calcium-Haushaltes und Calcium-abhingige Funktionen

(s. 2.3 u. Abb.4) (Meyer zu Heringdorf u. Jakobs 2007)

G-Proteine liegen in unterschiedlichen Aktivierungsformen vor, einer aktiven und einer
inaktiven Form, die sich nur an dem jeweils gebundenen Guaninnucleotid unterscheiden.
Fiir die Uberfiihrung von einem inaktiven (GDP=Guaninnucleotid-di-Phosphat) in einen
aktiven Zustand (GTP=Guaninnucleotid-tri-Phosphat) wird die GTPase benotigt. Sie wird
durch Bindung eines Liganden am aktiven Zentrum des Rezeptors aktiviert, wodurch GDP
durch GTP ausgetauscht wird. Die Ligandenbindung kann extrazelluldr, transmembranér
oder an intrazelluldren Doménen erfolgen.

Drei Gruppen von G-Proteinen werden unterschieden: gro3e heterotrimere G-Proteine mit
alpha-, beta- und gamma-Untereinheiten, kleine G-Proteine und andere G-Proteine. Zu den
heterotrimeren G-Proteinen gehoren die Gi-Proteine, die die Adenylatcyclase (AC)
hemmen, die G,- und Gg-Proteine, die die Aktivierung der Phospholipase C (PLC)

auslosen und die Gjy/13-Proteine, die die Aktivierung der Rho-Kinase auslosen.
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Zu den kleinen G-Proteinen gehdren die Ras-Proteine, die Wachstum, Differenzierung und
Genexpression hervorrufen und die Rho- und Rac-Proteine, die fiir die Organisation des
Zytoskelettes und die Genexpression zustindig sind.

Wird GDP gegen GTP ausgetauscht, erfolgt eine Konformationsénderung des G-Proteins
und es werden verschiedene Enzyme aktiviert.

Diese sind zum einen die Adenylatcyclase, die als sekundidren Botenstoff das cAMP
aktiviert, welches {iiber die Aktivierung der Proteinkinase A direkt Einfluss auf
verschiedene Proteine des Stoffwechsels der Zelle ausiibt (z.B. Glukosemolekiil-
freisetzung) (s. Abb. 4).

Ein weiteres ist die Phospholipase C, die eine wichtige Rolle fiir die Freisetzung von
Calcium in der Zelle iibernimmt (s. Abb. 4).

Die Aktivierung der Rho-Kinase hat als weiteren Effekt Einwirkungen auf das Zytoskelett
der Zelle.

Der Ras-Weg erfolgt weiter liber die Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAP-Kinase), die
dann im Zellkern weitere Gene aktiviert. Die MAP-Kinase wird in zwei Gruppen
aufgeteilt, die extracellular signal regulated kinases 1 und 2 (ERK1 und ERK2), wobei die
ERKI1 und ERK 2 zu den Kinasen gehoren, die wachstumsfordernde Prozesse aktivieren
(s. Abb.4). Viele Tumore haben ecine Mutation im Ras-Protein, welches zu einer

dauerhaften Aktivierung und Zellstimulation fithren kann (Loffler et al. 2007, Horn 2009).

11
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Abbildung 4: Mogliche Signalwege der 5 G-Protein gekoppelten Rezeptoren:

Das S1P im Serum, welches in Mastzellen, Monozyten und Blutplittchen gebildet wird, bindet an
spezifische Rezeptoren der S1P-Rezeptorfamilie. Uber die G-Protein-Rezeptoren werden dann
hemmende oder aktivierende Signalwege in der Zelle aktiviert. Wie nachfolgend bei den
Erkldrungen der Rezeptoren (s. 2.3.1-2.3.5) sind es spezifische G-Proteine, die den Signalweg in
der Zelle aktivieren (z.B. EDG1/S1P; aktiviert liber das Gy,-Protein, EDG3/S1P; aktiviert iiber Gy,
Gq und Giy3). Uber die Aktivierung der spezifischen G-Proteine wird dann iiber weitere
spezifische Proteine und Enzyme der Signalweg (z.B. iiber ERK) vermittelt bis hin zur zelluldren
Antwort (iiber ERK werden wachstumsfordernde Prozesse eingeleitet) (Spiegel 2003).

2.4.1 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1

Der Sphingosin-1-Phosphat;-Rezeptor (S1P; = EDG-1) ist als erster S1P-Rezeptor
entdeckt worden. Er ist iiberall im Organismus vorhanden, einschlieBlich Milz, Gehirn,
Herz, Lunge, Fettgewebe, Leber, Niere, Skelettmuskulatur, Thymus und T-Lymphozyten
(Pyne u. Pyne 2000, Allende et al. 2004). Dabei ist S1P; einzig, da der Signalweg nur iiber
das Gj,-Protein verlduft mit einer hohen Bindungsaffinitit zu S1P von Kp=8 nM (Pyne u.
Pyne 2000). Dieses Protein reguliert viele zelluldre Funktionen, wie die Aktivierung und
Proliferation von ERK, Aktivierung und Fortbestehen der Proteinkinase B (PKB) und
Aktivierung von Rac und Migration, Aktivierung der MAP-Kinase und Phospholipase C
und Hemmung der Adenylatcyclase. Des Weiteren wird der Calcium-Haushalt positiv
hinsichtlich der Calcium-Stimulation beeinflusst. Diese Funktionen fithren zu einer

Aktivierung der Zelle hinsichtlich Migration, sie stimuliert die Angiogenese und die
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Steuerung der Lymphozyten (Meyer zu Heringdorf u. Jakobs 2007, Ishii et al. 2004,
Allende et al. 2004).

2.4.2 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 2

Der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 2 (S1P, = EDG-5) ist wiederum iiberall im
Organismus vorhanden. Der Signalweg wird iiber verschiedene G-Proteine (Gy.-, Gq- und
Gi2/13-Protein) vermittelt mit einer hohen Bindungsaffinitit (Kp = 20-27 nM) zu S1P (Pyne
u. Pyne 2000). Bei der Bindung werden die Phospholipase C, die MAP-Kinase und die
Adenylatcyclase aktiviert, die Calcium-Konzentration steigt an und die EKR wird
stimuliert. Des Weiteren wird Rac inaktiviert und Rho aktiviert, was zu einer
Stresssituation der Zelle fiihrt und wodurch die Migration vieler Zellen (z.B. auch
Melanomzellen) gehemmt wird (Arikawa 2003). Die Zellproliferation, die anti-Apoptose
und der Zellzyklus werden gefordert. Die Differenzierung von glatter Muskulatur wird
gesteigert und es besteht ein Mitwirken an der Gefdneuentwicklung (Meyer zu

Heringdorf u. Jakobs 2007, Ishii et al. 2004).

2.4.3 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 3
Ahnlich zu S1P; ist der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 3 (S1P; = EDG-3) iiberall im

Organismus vorhanden. Hier wird der Signalweg tiber Gio-, Gq- und Gia/i3-Protein
vermittelt. Die Bindungsaffinitét zu S1P ist hoch (Kp = 20-27 nM) (Pyne u. Pyne 2000).
S1P; dhnelt entwicklungsbedingt dem S1P;, die intrazelluldren Signale sind allerdings dem
S1P,-Rezeptor édhnlicher, bis auf die Aktivierung von Rac (Ishii et al. 2004). Bei der
Bindung wird die Phospholipase C und MAP-Kinase aktiviert. Die Adenylatcyclase kann
aktiviert oder inaktiviert werden. Die Calcium-Konzentration steigt an und die ERK wird
stimuliert. Des Weiteren werden Rho und Rac aktiviert. S1P; gekoppelte Proteine konnen
zu einer Stickstoffmonoxid-abhidngigen Vasodilatation fiihren und sie konnen den Kalium-
Zustrom angleichen, so dass es zu einer Verlangsamung des Herzschlages kommen kann.
Sie haben einen groBen Effekt bei der Angiogenese (Meyer zu Heringdorf u. Jakobs 2007,
Ishii et al. 2004).
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2.4.4 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 4

Der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 4 (S1P4 = EDG-6) befindet sich an Leukozyten und
T-Zellen (Wang et al. 2005, Allende et al. 2004) und kommt auBlerdem im lymphatischen
Gewebe, in der Milz, im Thymus und in der Lunge vor (Graeler et al. 1998). Der Rezeptor
hat zum Liganden S1P eine geringere Affinitit (Kp = 13-63 nM). Zu phyto-S1P und
dihydro-S1P hingegen hat er eine 50fach erhohte Affinitdt. Der Signalweg wird iiber Gj/o-
und Gjy3-Proteine vermittelt. Der Rezeptor bewirkt so eine Aktivierung von
Phospholipase C, MAP-Kinase, Adenylatcyclase, Rho und eine Anhebung des ERK sowie
des intrazelluldren Calcium-Spiegels. S1P4 hat keinen Einfluss auf Zellmigration und
Chemotaxis, es hemmt das Zellwachstum und die Sekretion von entziindungsfordernden
Zytokinen in T-Zellen (Meyer zu Heringdorf u. Jakobs 2007). So wird in den Zellen die
Neustrukturierung und die Zellbeweglichkeit gefordert (Ishii et al. 2004).

2.4.5 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 5
Der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 5 (S1Ps = EDG-8) kann an Zellen des Gehirns und

der Milz sowie im speziellen an natiirlichen Killerzellen (Takabe et al. 2008), an
Oligodendrozyten und Hautzellen (z.B. auch in der Mukosa der Speiserdohre (Hu et al.
2010)) nachgewiesen werden. Der Signalweg von S1Ps wird tiber Gyjo- und Giy/13-Proteine
vermittelt. Die Bindungsaffinitdt zum Liganden S1P ist mit Kp = 2-10 nM relativ hoch (Im
et al. 2000; Ishii et al. 2004), wobei die Anwesenheit von S1P hemmend auf den Rezeptor
wirkt (Hu 2010).

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass SI1Ps in Abhéngigkeit des aktivierten
G-Proteins tliber die jeweilige Signalkaskade unterschiedliche intrinsische Effekte auf die
Zelle haben kann (Hu et al. 2010). Zum einen erfolgt iiber das Gi,/13-Protein und dessen
Inaktivierung von Rho die Hemmung der Migration. Zum anderen erfolgt eine Stimulation
der Zellmigration durch S1Ps iiber das Gj-Protein durch Rac. Diese Vorgédnge sollen auch
ohne Ligandenstimulation ausgeldst werden konnen (Hu et al. 2010).

Durch Aktivierung von S1Ps wird die Adenylatcyclase gechemmt. Dies hat einen negativen
Einfluss auf die ERK und des Zellwachstum. S1Ps fordert die Calcium-Mobilisation. Im
Gegensatz zu den anderen S1P-Rezeptoren hemmt S1Ps die MAP-Kinase-Aktivierung und
die Zellproliferation (Ishii et al. 2004). Es hat zudem Einfluss auf die Oligodendrozyten,
wobei festgestellt worden ist, dass der Einfluss abhdngig vom Differenzierungsgrad der

Zelle ist (Meyer zu Heringdorf u. Jakobs 2007).

14



Einleitung

2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Das bioaktive Lysophospholipid S1P ist fiir viele Mechanismen im menschlichen Korper
verantwortlich. Es reguliert essentielle Funktionen, die den Kreislauf der einzelnen Zellen
beeinflussen. So ist bereits speziell die Rolle des S1P mit dem S1P;-Rezeptor bei der
Ausschleusung der T-Lymphozyten erwidhnt worden.

Bei bosartigen Tumoren geschieht dhnlich zu der Ausschleusung der T-Lymphozyten
ebenfalls eine Zellausschleusung bei der Metastasierung. Die genauen Mechanismen der
Metastasierung sind bezogen auf das untersuchte kleinzellige Bronchialkarzinom nicht
geklart.

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist eines der aggressivsten Krebsformen, die auftreten
konnen. Dies wird vor allem durch die frilhe Metastasierung und der zeitlich bedingten
spiaten Manifestierung der Erkrankung bestimmt. Daher ist es von besonderem Interesse
die genauen Metastasierungsvorginge bei dieser Krebsart zu erkennen und mit neuen
Therapieansdtzen eine gezieltere Therapie zu ermoglichen.

Wie bei den T-Lymphozyten wird vermutet, dass S1P mit seinen Rezeptoren dort eine
entscheidende Rolle spielen konnte. Die unterschiedlichen Regulationsmechanismen im
Bezug auf Wachstum und Differenzierung der Zelle durch SI1P und sein
Regulationskreislauf sind eingehend beschrieben worden.

Fraglich bleibt, inwieweit der Tumor diese Regulationsmechanismen fiir sich gebraucht,
verandert und nutzt.

Kann durch ein erhohtes Aufkommen bestimmter Rezeptoren oder ein bestimmtes
Zusammenspiel von Rezeptoren eine Spezifitdt fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom
erkannt werden?

Das Ziel dieser Arbeit ist, Zusammenhidnge aufzuzeigen, die eventuell spiter fiir neue

Therapieansitze eine Grundlage bereiten konnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material- und Probengewinnung

3.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit sind die Zelllinien OH1, OH3, H69, H82 und SW2 verwendet worden:

a) OHI, kleinzelliges Bronchialkarzinom gewonnen aus einem Pleuraerguss mit
klassischem Phénotyp (Gazdar et al. 1980, Mabry et al. 1988),

b) OH3, kleinzelliges Bronchialkarzinom gewonnen aus einem Pleuraerguss mit
klassischem Phanotyp (Griffin u. Baylin 1985, Mabry et al. 1988),

c) H69, kleinzelliges Bronchialkarzinom gewonnen aus einem Pleuraerguss mit
klassischem Phénotyp (Derbyshire et al. 1992, Carney et al. 1985),

d) HS82, kleinzelliges Bronchialkarzinom gewonnen aus einem Pleuraerguss mit
variantem Phanotyp (Carney et al 1985, Mabry et al. 1988),

e) SW2, kleinzelliges Bronchialkarzinom gewonnen aus einer Knochenmarks-

metastase mit variantem Phénotyp (Zimmermann et al. 1997).

3.1.2 Tumore

Die Tumorgewinnung erfolgt durch die Injizierung der Zelllinien in SCID-Maiuse (severe
combined immunedefiency) und der anschlieBenden Entnahme der Tumore. Der Tumor
wird entnommen, wenn das Tier 120 % des Gewichts zu Versuchsbeginn erreicht hat oder
der Tumor die Haut ulzeriert hat. AnschlieBend wird der Tumor in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet.

Die eingebetteten Tumore dienen dem Vergleich der in vivo und der in vitro Ergebnisse.

3.1.3 RNA-Isolation

Fiir die RNA-Isolation aus den in der Zellkultur gewachsenen Zelllinien ist das Isolations-
Kit ,,RNeasy Midi Kit* (Firma Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet worden. Fiir die
RNA-Isolation aus den Tumoren wird das Isolations-Kit ,,RNeasy FFPE Kit*“ (Firma
Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.

In mehreren Wasch- und Zentrifugationsschritten mit verschiedenen Puffern in
verschiedenen Trenn- und Bindungssdulen mit unterschiedlicher Silicat-Gelmembran ist

aus dem Zelllysat bzw. aus den Paraffinschnitten RNA isoliert worden.
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Hierbei ist bei Raumtemperatur gearbeitet und auf Sterilitdt und RNase-Freiheit geachtet

worden.

3.1.3.1 RNA Isolation aus den Zelllinien

Die RNA-Isolation aus den Zelllinien erfolgt mit dem ,,RNeasy Midi Kit*“. Hierbei kann
Ausgangsmaterial mit einer Minimalanzahl von 5 x 10° Zellen verwendet werden. Die
Sdulen des RNeasy Midi Kit konnen 1 mg RNA binden, die eine Mindestlinge von 200
Basen haben muss, um an der Membran gebunden zu werden. Kleinere Fragmente (< 200
Basen) wie von rRNA, tRNA, 5sRNA werden ausgewaschen und es verbleibt fast
ausschlieflich mRNA.

Da die verwendeten Zellen schdtzungsweise nicht mehr als 1 mg RNA enthalten, ist dieses
Isolations-Kit ausgewéhlt worden.

Zuniichst werden die Zellen bei 3000 x G abzentrifugiert und der Uberstand aspiriert. Die
weitere Aufbereitung erfolgt nach den Herstellerangaben.

Zur Auswaschung der RNA aus den Séulen wird 150-250 pul RNAse freies Wasser benutzt
(je nach zu erwartender RNA-Menge).

Um die Ausbeute an RNA zu erhohen, ist zweimalig eluiert worden: zunédchst mit 250 pl
und folgend mit 100 pul RNAse freiem Wasser. So wird eine RNA-Konzentration von
297,89 ng/ul bis 2687,74 ng/ul erzielt.

3.1.3.2 RNA-Isolation aus den in Paraffin eingebetteten Tumoren

Die RNA-Isolation aus den in Paraffin eingebetteten Tumoren erfolgt mit dem RNeasy
FFPE (formalin fixed, paraffin embedded) Kit. Dieses Kit bewirkt, dass die meisten
Verianderungen an der RNA durch das Formaldehyd ohne weitere Degradation behoben
werden konnen. Bereits fragmentierte Teile der RNA werden bei diesem Testverfahren
nicht mehr beriicksichtigt, da die Lingen der RNA Voraussetzung fiir die Tests sind.

Die in Paraffin eingebetteten Tumore werden in 10 um dicke Paraffinschnitte geschnitten.
Um eine ausreichende Menge an RNA zu erhalten, sind pro Tumor drei einzelne
Isolationsvorgéinge parallel vollzogen worden, um dreifach gewonnene RNA im
Nachhinein wieder zusammenzufiigen. Insgesamt sind demnach aus 3x8 Schnitten a 10 pm
die RNA gewonnen worden.

Beim Schneiden ist folgendes Vorgehen gewidhlt worden: Das iiberstehendes Paraffin ist

mit einem Skalpell entfernt worden, das zuvor mit RNAse away (Molcular BioProducts,
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San Diego; CA, USA) gesdubert worden ist. Der Paraffinblock ist anschlieBend in ein
Mikrotom eingespannt worden. Die Schneidklinge ist ebenfalls zuvor mit RNAse away
gereinigt worden.

Die ersten 8-10 Schnitte werden stets verworfen, um eine mogliche Kontamination zu
vermindern. Die folgenden acht Schnitte sind mit einer ebenfalls gereinigten Pinzette in
RNAse-freie 2 oder 1,5 ml Tubes platziert und sofort verschlossen worden.

AnschlieBend wird 1 ml Xylol-Ersatz auf die Schnitte pipettiert und fiir 10 sek. gevortext,
um das Paraffin zu l6sen. Es erfolgt eine Zentrifugieren bei hochster Geschwindigkeit fiir
zwei Minuten, damit das Xylol vom entstandenen Pellet abpipettiert werden kann. Die
Arbeitsschritte und die weiteren Zentrifugationsschritte erfolgen bei 20-25°C.

Im Weiteren wird nun 1 ml 100%-Ethanol hinzugegeben und zentrifugiert, damit das
verbliebene Xylol extrahiert werden kann. Im Folgenden ist gemdB dem Hersteller-
protokoll weiter verfahren worden.

Zur Elution der in der Membran der Séule gebundenen RNA wird das im Kit beigefiigte
RNAse freie Wasser genutzt. Dies erfolgt in zwei Schritten, d. h. zweimal 15 pl moglichst
direkt auf die Membran ohne Beriihrung pipettieren und bei Hochstgeschwindigkeit je eine
Minute zentrifugieren.

Nun konnen die drei Losungen zusammengefiihrt werden, so dass die Ausbeute der RNA

auf ca. 90 pl angehoben werden kann.

3.1.3.3 Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wird mittels Photospectrometer (Smart Spec 2000
TM, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) bestimmt. Hierfiir werden ca. 100 ul Losung
verwendet. Die Losung wird auf 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt (90 pul H20 und
10 ul RNA-Losung).

Vor der Bestimmung ist das Photospectrometer mit destilliertem Wasser geeicht worden.
Die Ergebnisse werden mit der Wellenldnge 260 nm, 280 nm, 320 nm bestimmt. Das Gerét
gibt die Konzentrationen in pg/ml an. Die Konzentration wird iiber die Absorption des
Lichtes gemessen. Aufgrund der anfinglich beschriebenen Konzentrationsverdiinnung

muss das Ergebnis noch mit dem Faktor 10 multipliziert werden.
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3.1.4 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkription

Fiir die spatere PCR wird DNA als Produkt bendtigt. Daher ist es wichtig, dass die RNA in
copy DNA (cDNA) mit Hilfe der reversen Transkriptase umgeschrieben wird.

3.1.4.1 cDNA-Synthese aus der RNA (Kulturzellen)

Bevor die cDNA-Synthese startet, muss ein cDNA-Verdau vorgenommen werden, um
cDNA zu elimieren, die sich vor der Synthese in der RNA-Ldsung befindet.

Fiir die cDNA-Synthese der isolierten RNA wird das ,,First Strand Transcriptor cDNA
Synthesis Kit“ (Firma Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) verwendet. Bei den
Zellen aus der Kultur ist es wichtig stets die gleiche Menge an RNA einzusetzen, ndmlich
1500 ng. Um die benétigte Menge an RNA zu ermitteln, muss also mittels
Konzentrationsbestimmung (s. 3.1.3.3) die ermittelte RNA in ng/ul durch 1500 dividiert
werden, um die einzelnen Mengen in pl zu erhalten.

Als Primer werden Anchored-oligo(dt)18-Primer verwendet. Diese Primer binden
spezifisch an RNA mit einem Poly-A-Schwanz und koénnen die cDNA in voller Lénge
synthetisieren.

Je nach Anzahl der Proben wird ein Mastermix hergestellt.

Tabelle 1: Erster Ansatz zum cDNA-Verdau

cDNA-Puffer 5,0 ul
RNA 40 pl
PCR water grade 4,0 ul
DNAse (DNAsel, RNAse-free) 1,0 ul
ad | 50 pl = 5x10 ul (pro 10 pl sollen 1,5 ng
RNA vorhanden sein

Im Thermocycler (Personal Cycler, Biometra, Gottingen, Deutschland) 20 min. bei 25°C,
dann 10 min. bei 75°C.
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Tabelle 2: Zweiter Ansatz zum cDNA-Verdau

RNA 10 pl
Oligo-dt-Primer 1,0 pul
PCR water grade 2,0 ul
Dies im Thermocycler 10 min. bei 65°C, dann wird folgendes hinzugefiigt:
Puffer 4,0 ul
Inhibitor 0,5 ul
dNTP’s 2,0 ul

Reverse Transkriptase (auler bei negativ | 0,5 pl

Kontrollen)

Im Thermocycler 30 min. bei 55°C.

3.1.4.2 cDNA-Synthese aus der RNA (Tumorzellen)

Die isolierte RNA der Tumorzellen liegt degradierter vor als bei den Zellkulturen, da durch
die Aufbereitungsmethoden (Fixierung) Nekrosen im Tumor entstechen konnen und die
Ausbeute der cDNA somit nicht so hoch ist.

Daher wird stets die Hochstmenge an RNA eingesetzt. Diese erbringt bessere Ergebnisse
bei der spiteren Real-Time-PCR als der konzentrationsabhédngige Einsatz der RNA.

Die Spezifitit wird liber den PCR-Primer gegeben, mit dem es gelingt, kleinste vorhandene
RNA-Mengen in ¢cDNA umzuschreiben. So gelingt es, iiber der Nachweisgrenze fiir die
spétere Real-Time-PCR zu bleiben.

Die Vorgehensweise ist mit der bei der cDNA-Gewinnung aus den Zellkulturen fast
identisch. Laut Hersteller muss das RNA-Primer-Gemisch jedoch 10 min. bei 25 °C
Raumtemperatur stehen, bevor es 10 min. bei 75°C im Thermocycler inkubiert werden

kann (s. Tbl.1). Das weitere Verfahren verlduft wie in Tbl. 2 beschrieben wird.

3.1.4.3 Primer

Die verwendeten Primer sind auf der Gendatenbank ,,Nucleotide der Internetseite des
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov) ausgesucht
worden. Bei der Auswahl ist darauf geachtet worden, dass sie auf mindestens zwei

verschiedenen Exons liegen, um versehentlich amplifizierte DNA von amplifizierter cDNA
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anhand der Produktlinge unterscheiden zu konnen. Ein weiteres Kriterium sind dicht

beieinander liegende Schmelzpunkte eines Primerpaares.

Die 5’-3’-Primer werden ,,Vorwarts-Primer und die 3’-5’-Primer , Riickwarts-Primer*

genannt.

Bei der zusétzlich durchgefiihrten seminested-PCR wird der ,,Vorwérts-Primer* durch den

,, Vorwirts-a-Primer* ausgetauscht, wihrend der ,,Riickwérts-Primer* der gleiche bleibt.

Die Primer sind bei MWG Biotech, Ebersberg hergestellt und in einer Konzentration von

100 pmol/pl eingesetzt worden. Die Primersequenz, Produktgréfle und der Schmelzpunkt

(Ty) ist in der nachfolgenden Tabelle (Tbl. 3) aufgefiihrt.

Tabelle 3: Primereigenschaften

Primername | Primersequenz Produktgrofle Tm (Schmelzpunkt
(Basenpaare=bp) | in °C)
S1P, forwa | cct ctt gtg ccc tta aaa gc 171 57,3
S1P, forw b | att act tta act ggt agg gaa cg 151 57,1
S1P; rev aag aca tct ctc ggt tta att gc 57,1
S1P, forw a | caa tgt acc tgt ttc tgg gc 225 57,3
S1P, forwb | ggc ctt cgt agc caa tac ct 173 59,4
S1P; rev tge cat aca get tga cct tg 57,3
S1P; forwa | cct tta act cta cta ggg agc 193 57,9
S1P; forwb | gcc acc att tcc act agg ag 168 59,4
S1P; rev gca tat tgg tgc aca ttg gt 55,3
S1P,forwa | aaatgg gct tce cat ggt cac ¢ 220 62,1
S1P, forwb | gag agc acc ctg gtg tgg 158 60,5
S1P4 rev cat gat cga act tca atg ttg c 56,5
S1Ps forwa | act ctg gta tca gaa ccg 219 53,7
S1Ps forwb | cca cga ctg tct tcc caa gt 179 59,4
S1Ps rev caa gca gaa cgt caa ttc ca 55,3
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3.2 Methoden

3.2.1 Real-Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Die Durchfiihrung des Versuches erfolgt mittels der Real-Time-PCR. Bei der Real-Time-
PCR erfolgt nach jedem Zyklus eine Priifung, ob weitere Zyklen durchlaufen werden
konnen (Real-Time). Somit konnen duBere Einfliisse minimiert werden. Die Durchfiihrung
erfolgt am LightCycler Instrument (LightCycler 2.0 Instrument, Roche Diagnostik,
Mannheim, Deutschland).

3.2.1.1 LightCycler Instrument

Das LightCycler Instrument ist ein Thermocycler kombiniert mit einer Fluorimeteroptik,
das in der Lage ist, Fluoreszenzen verschiedener Wellenldngen zu bestimmen.

Die Reaktionsgemische (Mastermix+cDNA, s. 3.2.4.5) werden in Glaskapillaren pipettiert,
die ein Volumen von 20 bzw. 100 pl fassen konnen. Es sind sowohl fiir die Zellkulturen
als auch fiir die Tumorzellen 100 ul Kapillaren verwendet worden.

Das Reaktionsvolumen wird in die Kapillare pipettiert, direkt danach verschlossen und
mittels Zentrifugation in die Spitze der Kapillare zentrifugiert. Dort erfolgt dann die
Fluoreszenzbestimmung.

Die Reaktionsgefdfle werden auflerhalb des LightCyclers in ein Karussell platziert, welches
dann in den LightCycler eingesetzt wird.

Der LightCycler ist an einem PC angeschlossen und mittels der ,,.LightCycler Software
4.0 (Fa. Roche) werden die Daten, die wéhrend der PCR erfasst werden, je nach Lauf

analysiert (Roche Applied Science: The LightCycler System).

3.2.1.2 Detektion der PCR-Produkte

Zur Detektion der PCR-Produkte wird Sybr Green I als markierender Farbstoff verwendet.
Der Farbstoff reagiert mit Doppelstrang-DNA. Diese Reaktion fiihrt zu einer Steigerung
seiner eigenen Fluoreszenz, die im LightCycler bei einer Wellenlinge von 530 nm
bestimmt wird.

Die Bestimmung erfolgt nach jeder Elongationsphase der PCR, da in dieser Phase die
meiste Menge an Doppelstrang-DNA vorliegt, bevor sie im nédchsten Zyklus wieder

denaturiert wird.
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3.2.1.3 Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelzkurve (Tm) eines PCR-Produktes wird vom LightCycler nach jedem PCR-
Zyklus bestimmt. Das PCR-Produkt wird durch die Bindung des Sybr-Green-I-Farbstoffs
mittels der Fluoreszenz erkannt. Der Farbstoff bindet nur an Doppelstrang-DNA, so dass
ausschlieBlich das neue Produkt erkannt wird.

Graphisch dargestellt ergibt die Fluoreszenz, gegen die Temperatur in Grad Celsius
aufgetragen, eine absteigende Schmelzkurve. Im LightCycler-Programm wird die erste
Ableitung dargestellt und es entsteht eine Parabel mit einem Scheitelpunkt (s. Abb. 5). Der
Scheitelpunkt ist spezifisch fiir die entsprechende Schmelztemperatur eines Amplifikates.
Unerwiinschte Nebenprodukte (z.B. Primerdimere) verbreitern die Schmelzkurve oder es

entstehen mehrere Scheitelpunkte (Roche Applied Science 2005).

0557
0.497
0437
0.377
0317
0.257
0197
0137
0077
007

-(ddT) Fluorescence (530)

0043| ==#

66 68 70 72 74 76 78 80 g2 84 86 88 30 92 94
Temperature (°C)

Abbildung 5: Beispiel einer Schmelzkurve (Aktinlauf): Der Scheitelpunkt der Schmelzkurve ist
spezifisch fiir das gewiinschte Produkt der PCR (eigenes Produkt).

3.2.2 PCR-Produktkontrolle mittels Gelelektrophorese

Die PCR-Produktkontrolle ist mittels 3%iger Agarose-Gelelektrophorese vorgenommen
worden. Eine Produktkontrolle ist indiziert bei Arbeiten am Thermocycler, nach
Etablierung eines PCR-Produktes fiir jedes Primerpaar (Thermocycler und LightCycler)
sowie bei Unsicherheiten in der Schmelzkurvenanalyse am LightCycler (z.B. bei
Verbreiterung der Schmelzkurve).

Hierzu werden 1,5 g Seakem LE Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) mit
50 ml TBE-Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in der Mikrowelle erwdrmt. Nach
Abkiihlung und vor der Erhdrtung wird 2,5 ul Ethidiumbromid (Promega Wallisellen,
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Deutschland) zur Anfiarbung des doppelstrangigen PCR-Produktes zugegeben und gut
vermengt.

Es ist pro Kammer 5 pl PCR-Produkt, 3 pl Loading-Buffer sowie 4 pul destilliertes Wasser
eingesetzt worden. Die erste und die letzte Kammer werden mit einem DNA-Ladder von
25 bp — 500 bp (Basenpaare) befiillt (DNA-Leiter, Hyper-Ladder V, Bioline, Taunton,
MA, USA). Der DNA-Ladder dient der ProduktgroBenzuordnung. AnschlieBend wird das
Gel fiir 40-60 Minuten an einer Spannung von 140 V bei 400 A angeschlossen (Consort
Electrophoresis Power Supply, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), so dass die DNA
nach ihrer Produktgrof3e aufgetrennt werden kann.

Im Gel-Bildgebungssystem (Universal Hood White Ligth Transilluminator, BioRad,
Segrate, Italien) wird das Gel unter Licht (302 nm) fotografiert und mit der Quantity One
1-D Software (BioRad) am Computer dargestellt (s. 3.6).

3.2.3 Sequenzierung zur PCR-Produktkontrolle

Die Sequenzierung ist im Institut fiir Pathologie, Prof. Dr. med. G. Sauter, am
Universitidtskrankenhaus Hamburg-Eppendorf erfolgt. Die PCR-Produkte sind durch die

Sequenzierung bestétigt worden.

3.2.4 Quantifizierung mit Hilfe der Real-Time-PCR

Die Quantifizierung bedeutet, dass mit Hilfe der PCR die Menge, in diesem Fall von
spezifischer DNA, festgestellt wird. In dieser Arbeit wird die relative Quantifizierung
verwendet. Dabei wird das Verhéltnis zu einem anderen bestimmten Gen iiber das
Expressionslevel eines zu untersuchenden Gens und dessen Verdnderungen analysiert.
Dementsprechend sind die entstandenen Werte Verhédltnisaussagen {iiber die zu
untersuchende mRNA Expression im Vergleich zu einem so genannten Housekeeping-
bzw. Referenzgen. Das in dieser Arbeit verwendete Referenzgen ist das 3-Aktin.

Das Referenzgen kann zudem als Positivkontrolle verwendet werden, da es ein hohes

Expressionslevel aufweist.
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3.2.4.1 Standardkurvenerstellung

Die bendtigten PCR-Produkte zur Standardkurvenherstellung werden, fiir die spétere
Berechnung der relativen Quantifizierung, mittels einer seminestet-PCR erstellt. Durch die
Standardkurve wird die nicht immer gleichbleibende Effizienz zwischen Referenz- und
Target-Gen korrigiert bzw. ausgeglichen.

Im Sinne einer seminestet-PCR wird am Thermocycler durch einen ausgetauschten
Vorwérts-Primer in einen Vorwirts-a-Primer ein ldngeres DNA-Stiick als das zu
amplifizierende Target-Gen ,,massenproduziert*.

Mit diesem Uberangebot, an fiir die Primer passende DNA, wird nun eine
Verdiinnungsreihe (10" bis 10"") mit den Vorwirts- und Riickwirts-Primern im
LightCycler erstellt. Jede Verdiinnungsreihe ist doppelt bestimmt worden und jede PCR
lduft jeweils unter den fiir die eingesetzten Primer optimalen PCR-Protokollen.

Anhand der Verdiinnungskoeffizienten und der Cp-Werte ermittelt die LightCycler
Software die jeweilige PCR-Effizienz fiir ein Primerpaar (die Zyklusdifferenz sollte
zwischen jeder Verdiinnungsstufe ACp=3 betragen).

Die ermittelte Effizienz wird bei jeder relativen Quantifizierung miteinbezogen und ist so
Effizienz korrigierend.

Die seminestet-PCR ist an dem Thermocycler in diinnwandigen PCR-Tubes durchgefiihrt
worden. Die Reagenzien stammen aus dem ,,Taq PCR Core Kit 1000 Units* (Qiagen,
Hilden, Deutschland) und sind entsprechend der Herstellerangaben wie folgt pipettiert

worden:

Tabelle 4: Mastermix fiir die Standardkurvenerstellung

PCR-Puffer ; enthélt 15 mM MgCl, 2,0 ul
Vorwirts-a-Primer 0,1ul
Riickwirts-Primer 0,1 ul
dNTP’s (10 mM) 0,4 ul
Taq Polymerase 0,1 ul
PCR-grade H,O 15,3 ul
ad 18,0 ul
+eingesetzte cDNA 2,0 ul
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Die PCR’s liefen unter folgendem Programm ab (pro Zyklus, insgesamt 40 Zyklen):

Tabelle 5: PCR-Temperaturen fiir Standardkurvenerstellung

Denaturierung 30 sek. bei 94°C
Primer-Annealing 30 sek. bei 52-55°C (je nach Primer)
Amplifikation 60 sek. bei 72°C

Die Standardkurven sind bereits bei vorherigen Arbeiten durch die Mitarbeiter im Labor

etabliert worden.

3.2.4.2 Normalisierung mittels Kalibrator

Fiir einen konstanten Eichpunkt ist bei jeder PCR ein Kalibrator mitgelaufen. Dieser
Kalibrator resultiert aus einer der Verdiinnungsreihen der seminestet-PCR entnommenen
Positivkontrolle des zu amplifizierenden Gens. Die Wahl fillt auf die Probe des
Kalibrators, bei der der Cp-Wert der zu untersuchenden Zellprobe entspricht, d.h. ca.
10-20 Cp. Das entspricht den Verdiinnungsstufen 10”7 oder 10,
Zudem muss beachtet werden, dass die PCR-Effizienzen verschieden sind. Dies ist bedingt
durch Unterschiede in der Detektion des Referenz- und des Target-Gens.

Nrarget # NReferenz — 7 Nrtarget / NReferenz £ 1

(aber konstant fiir alle Proben und Kalibrator)
Wird nun jedes Verhdltnis von Referenz- und Target-Gen der Proben durch das des
Kalibrators von Referenz- und Target-Gen dividiert, erhdlt man ein normalisiertes

Verhiltnis (Normalized Ratio).

Nr(@robe)
NRr(Probe) Kprobe)
Normalized Ratio=——— = — =1 (weil K(probe) = K(kalibrator))
Nr(Kalibrator) Kkatibrator)
NR(Kalibrator)

N1/Ng = Anzahl Referenz-Gen und Target-Gen am Schwellen Cp-Wert

K(Probe) / K(Kalibrator) = Konstanten

Die Voraussetzung fiir diese Annahmen ist, dass die PCR-Effizienzen zwischen allen

Proben der Referenz und des Targets gleich bleiben.
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3.2.4.3 Optimierungsverfahren bei der Real-Time-PCR

Fiir jedes Primerpaar ist am LightCycler ein PCR-Programm etabliert worden, unter dem
keine Nebenprodukte entstanden sind und unter dem die PCR am besten reproduzierbar ist.
Als weitere Optimierungsmafinahme steht das LightCycler Instrument in einem separaten
Raum, um die Kontamination der Reagenzien mit DNA-Templates zu vermeiden und
somit die Entstehung von Nebenprodukten abzuwenden. Die Gebrauchsinstrumente und
die Arbeitsflichen sind zuvor mit 70%igem Ethanol gereinigt worden, ebenfalls um eine
Kontamination zu vermeiden.

In dem Fall in dem Nebenprodukte entstanden sind, die aus Primerdimeren bestehen, ist

die Primermenge halbiert bzw. geviertelt worden.

3.2.4.4 Reaktionsgemische

Alle PCR-Reaktionen laufen in den 100 pl Kapillaren ab, wobei die cDNA der Zelllinien
und die cDNA der Tumore 1:10 verdiinnt eingesetzt worden sind (s. Tabelle 6).

Zur Herstellung des PCR-Reaktionsgemisches ist der ,,.LightCycler FastStart DNA Master
Sybr Green 1“-Kit (Firma Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) verwendet worden.
Es wird zunichst ein Mastermix aus Primern, Wasser (PCR grade) und dem ,,FastStart

DNA Master Sybr Green I*“ hergestellt, um Pipettierfehler zu vermeiden:

Tabelle 6: Mastermix fiir PCR S1P;-S1P;

50 ul Ansatz
Vorwirts-Primer 1,0 ul
Riickwirts-Primer 1,0 ul
FastStart DNA Master Sybr Green | 10 ul
H,0O PCR-Grade 28 ul
MasterMix Volumen 40 ul
+ eingesetzte cDNA 10 ul (1:10 verdiinnt)

Das MasterMix-Volumen ist in die Glaskapillare eingesetzt worden, wonach die
einzusetzende cDNA dazu pipettiert worden ist. AnschlieBend sind die Kapillaren, wie
unter 3.2.2.1 beschrieben, im LightCycler platziert worden. Zu jedem Lauf ist am Ende
eine Negativkontrolle hinzugefiigt worden. Das heif3t, statt der cDNA ist PCR-grade H,O

eingesetzt worden.
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Als interne Kontrolle sind jede Probe, Kalibrator und Negativkontrolle als

Doppelbestimmung gelaufen.

3.2.4.5 PCR-Protokolle am LightCycler

Alle LightCycler PCR-Laufe beginnen mit einer 10-miniitigen Denaturierungsphase bei
95°C zur Aktivierung der Tag-Polymerase. Folgende Temperaturen und Zyklen sind fiir
alle Primerpaare sowohl fiir die Kulturzellen als auch fiir die Tumorzellen verwendet

worden. Es sind jeweils 50 Zyklen gelaufen.

Tabelle 7: LightCycler PCR-Protokoll

Polymerase Aktivierung 10 min. bei 95°C

Zyklus 15 sek. bei 95°C Denaturation

15 sek. bei 62°C Primer Annealing

25 sek. bei 72°C Amplifikation

3.2.5 Auswertung
Die statistische Auswertung der Ergebnisse aus dem LightCycler erfolgte mit dem
Programm Graph Pad Prism, Version 5 (Inc., San Diego, CA, USA). Da in dieser Arbeit

die relative Quantifizierung angewendet worden ist, werden keine Einheiten dargestellt

(s. 3.2.4).
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4 Ergebnisse
4.1 S1P, Expression
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Abbildung 6: S1P; Expression von SCLC: Es findet sich keine Expression fiir die in der Kultur
geziichteten Zelllinien. Fiir die Primértumore findet eine Expression fiir H69, H82 und SW2 statt.

Fiir die Zelllinien OH1, OH3, H69, H82 und SW2 ist die Expression <0,1 gewesen, daher
werden keine Balken fiir die Standardabweichung fiir alle Zelllinien angezeigt.

Fiir die Tumore sind folgende Ergebnisse erzielt worden: Fiir OHI liegt keine Expression
vor. Fir OH3 liegen die Werte bei <0,1 bis 0,6 (n = 3; Mittelwert = 0,2,
Standardabweichung = 0,2). Die Expression fiir H69 ist von 0,7 bis 8,1 (n = 2; Mittelwert
=44, Standardabweichung = 3,7). Fiir H82 zeigen sich die Werte von 1,9 bis 81,7 (n = 4;
Mittelwert = 28,4, Standardabweichung = 32,2). Die Ergebnisse fiir SW2 liegen im
Bereich von 4,3 bis 12,2 (n = 4; Mittelwert = 8,2; Standardabweichung = 2,8).
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4.2 S1P, Expression
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Abbildung 7: S1P, Expression von SCLC: Es kann eine Expression fiir alle Zelllinien in der
Kultur als auch im Primértumor verzeichnet werden.

Die Werte fiir die Zelllinien fiir die Expression von S1P, sind wie folgt: Fiir OH1 liegen
die Werte zwischen 14,1 bis 780 (n = 3; Mittelwert = 373, Standardabweichung = 314,5);
OH3 zeigt Werte zwischen 277 und 738 (n = 3; Mittelwert = 475; Standardab-
weichung = 193,7). Fiir H69 liegen die Werte zwischen 24,1 bis 140 (n = 3; Mittel-
wert = 77,1; Standardabweichung = 47,8). Die Resultate fiir H82 sind zwischen 16,2 bis
636 (n = 3; Mittelwert = 323,4; Standardabweichung = 253). Die Werte fiir SW2 liegen
zwischen 121 bis 488 (n = 3; Mittelwert = 280,7; Standardabweichung = 153,6).

Fiir die Expression von S1P, bei den Tumoren sind folgende Ergebnisse erzielt worden:
Fir OH1 liegen die Werte von 377 bis 781 (n = 2; Mittelwert = 579; Standardab-
weichung = 202). Fiir OH3 ist das Resultat mit der Messung 353 (n = 1). H69 zeigt eine
Expression bei 242 bis 523 (n = 4; Mittelwert = 382,5; Standardabweichung = 104). Die
Ergebnisse fiir H82 liegen im Bereich von 85 bis 1460 (n = 3; Mittelwert = 550,7;
Standardabweichung = 643). Fiir SW2 sind die Ergebnisse von 136 bis 275 (n = 2;
Mittelwert = 205,5; Standardabweichung = 69,5).

4.3 S1P; Expression

S1Pj5 ist hier graphisch nicht dargestellt, da in den Versuchen keine S1Ps;-Expression in den

Kulturzellen oder Primédrtumoren nachgewiesen werden konnte.
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4.4 S1P, Expression
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Abbildung 8: S1P4 Expression von SCLC: Fiir S1P, findet keine Expression in den Kulturzellen
statt. In den Primértumoren lassen sich unterschiedliche Expressionen verzeichnen.

Die Resultate fiir die Expression fiir S1P4 bei den Zelllinien sind alle <0,1 und werden
daher graphisch nicht dargestellt.

Die Ergebnisse fiir die Tumore sind wie folgt: Die Werte fiir OH1 liegen von 0,1 bis 3,3
(n = 3; Mittelwert = 1,8; Standardabweichung = 1,3). Fiir OH3 resultieren die Ergebnisse
in einem Bereich von 0,5 bis 3,3 (n = 3; Mittelwert = 2,1; Standardabweichung = 1,2). H69
zeigt einen Bereich der Expression von 1,5 bis 20,1 an (n = 5; Mittelwert = 6,8; 6,9). Die
Werte fiir H82 liegen von 2,18 bis 332 (n = 4; Mittelwert = 133,4; Standardab-
weichung = 131,2). Die Resultate fiir SW2 sind bei 3,1 bis 30,1 (n = 4; Mittelwert = 10,8;
Standardabweichung = 11,2).
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4.5 S1Ps; Expression
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Abbildung 9: S1Ps Expression von SCLC: Es lisst sich eine unterschiedliche Expression fiir die

Primartumore erkennen. Fiir die Zelllinien in Kultur ist eine Expression kleiner eins zu
verzeichnen.

Fiir die Zelllinien OH1, OH3, H69, H82 und SW2 ist die Expression <0,1 gewesen.

Fiir die Tumore sind folgende Ergebnisse erzielt worden: Fiir OHI liegen die Ergebnisse
bei <0,1 bis 0,11 (n = 3; Mittelwert = 0,04; Standardabweichung = 0,05). Fiir OH3 sind die
Werte bei <0,1 bis 0,11 (n = 5; Mittelwert = 0,1; Standardabweichung = 0,04). Die
Expression fiir H69 verzeichnet Resultate von <0,1 bis 0,5 (n = 5; Mittelwert = 0,2;
Standardabweichung = 0,2). Fiir H82 zeigen sich die Werte bei <0,1 bis 12,6 (n = 5;
Mittelwert = 4,3; Standardabweichung = 4,9). Die Ergebnisse fiir SW2 sind im Bereich
von 0,1 bis 7,1 (n = 4; Mittelwert = 1,9; Standardabweichung = 3).
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4.6 Ergebnis der Gelelektrophorese

Im Nachfolgenden werden die Agarosegele gezeigt, die zur PCR-Produktkontrolle
angefertigt worden sind. Es sind zwei Gele zur Bestitigung der Primer angefertigt worden,
da im ersten Gel (Abb. 10) zwei Primer nicht sichtbar gewesen sind. In einem zweiten Gel
(Abb. 11) sind diese dann bestétigt worden.

F1 P2 P3 P4 P5

- 200 bp

- 100 bp

Abbildung 10: Gel 1 zur PCR-Produktkontrolle: Die dargestellten Produktgrofen der Primer
liegen zwischen 151 und 225 Basenpaare, welches durch das Gel bestétigt wird.
MM = DNA Ladder (Molekularmarker), 1 = forward a-Primer, k = forward-Primer; P1-5=S1P, s

In Gel 1 fehlt der Nachweis von S1P; forward a-Primer und S1P; forward-Primer, welcher

durch das untere Gel bestitigt wird (Abb. 10).

P1 P2 P3 P4 P35

-200 bp

-100 bp

Abbildung 11: Gel 2 zur PCR-Produktkontrolle: Bestitigung des Produktes von S1P, forward
a- und S1P; forward-Primer, da diese im ersten Gel (Abb. 10) nicht angezeigt worden sind.
MM = DNA Ladder (Molekularmarker), 1 = forward a-Primer, k = forward-Primer; P1-5 = S1P;_s
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In der ersten Kammer ist der Molekularmarker eingesetzt worden, der mit einer Skala von
25 bis 500 Basenpaare als Skalierung fiir die PCR-Produkte dient. Fiir S1P; liegen die
Banden fiir den forward a-Primer (171 bp) leicht oberhalb des forward-Primers (151 bp)
und zwischen den Markierungen des Molekularmarkers fiir 100 bp und 200 bp.

Fiir S1P, wird im ersten Gel die Bande fiir den forward-Primer (173 bp) zwischen der
100er- und der 200er-Skalierung des Molekularmarkers gezeigt, fiir den forward a-Primer
(225 bp) wird im zweiten Gel die Bande leicht oberhalb der 200er-Skalierung angezeigt.
Fiir S1P; zeigt sich die Bande fiir den forward a-Primer (193 bp) im ersten Gel nahe an der
200er Skalierung des Molekularmarkers. Der forward-Primer (168 bp) wird im zweiten
Gel zwischen der 100er und 200er Skalierung angezeigt.

Fiir S1P,4 stellt sich der forward a-Primer (220 bp) oberhalb der 200er Skalierung des
Molekularmarkers dar. Der forward-Primer (158 bp) zeigt sich zwischen der 100er und
200er Skalierung.

Fiir S1Ps zeigt sich der forward a-Primer (219 bp) leicht oberhalb der 200er Skalierung des
Molekularmarkers, der forward-Primer (179 bp) liegt zwischen der 100er und 200er
Skalierung.

Die dargestellten Primerbanden entsprechen den angegebenen ProduktgrofSen der Primer.
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5 Diskussion

S1P ist mit seinen Rezeptoren als Lysophospholipidmolekiil an vielen wichtigen
Stoffwechselprozessen beteiligt, die insbesondere das Wachstum und die Differenzierung
von Zellen beeinflussen. Bdsartige Tumore und ihr Metastasierungspotential sind
hauptsdchlich abhingig von der Adhésion der Zellen, der Migration, Invasivitit,
Angiogenese und Zellproliferation (Balthasar et al. 2006). Bei bosartigen Tumoren mit
Metastasenbildung unterliegen besonders diese Stoffwechselprozesse nicht mehr der
»gesunden Selbstregulation der betroffenen Zellen. Die Invasivitdt und Migration der
Tumorzellen stellen eines der Hauptprobleme einer bdsartigen Tumorzelle dar. Daher wird
seit langem versucht, an diesem Punkt einen erfolgreichen therapeutischen Ansatz zu
erzielen.

Erst seit dem letzten Jahrzehnt gewinnt das S1P in Bezug auf die Tumorgenese mit seinen
Regelkreisliufen immer mehr an Bedeutung. Insbesondere wird die Zellmigration,
Invasivitdt und das Metastasierungsverhalten bezogen auf S1P untersucht.

Beim SCLC sind diese Verhaltensmechanismen von besonderer Bedeutung, da dieser
Tumor durch sein frithes Metastasierungsverhalten als besonders aggressiv eingestuft wird

(Watkins et al. 2003).

Wie individuell die Krebszellen agieren, zeigen auch die Ergebnisse dieser Arbeit. Es ist
nachgewiesen worden, dass sich auller bei S1P, und S1P; grofe Unterschiede in der
Expression der Zelllinien (in vitro) im Vergleich zu den Tumoren (in vivo) finden, da es zu
keiner relevanten Expression der Zelllinien in Kultur von S1P;, S1P4 und S1Ps gekommen
ist. Auch ist das Expressionsverhalten der Rezeptoren der verschiedenen Tumorzellen von
unterschiedlichem Ausmafl. Als kritisch zu betrachten sind dabei die unterschiedliche
Anzahl der einzelnen Ergebnisse fiir die Rezeptoren, die in die Berechnung mit
eingeflossen sind.

Auch weisen die Zelllinien/ Tumorzelllinien ein unterschiedliches Verhalten beziiglich der
Wachstumsgeschwindigkeit, Tumorgrof3e und Metastasenanzahl auf (s. Abb. 12). Es wird
dargestellt, dass die Wachstumsgeschwindigkeit nicht in Abhéngigkeit mit der
Metastasenanzahl steht. Schnell wachsende Tumore (H82, OH3 und SW2) haben im
Verhiltnis eine geringere Metastasenanzahl als langsam wachsende, die eine hohere
Metastasenanzahl aufweisen (OH1). Auch ist das Tumorgewicht nicht abhéngig von der
Metastasenanzahl. OH1 hat das geringste Gewicht, allerdings die hdchste
Metastasenanzahl (Sodeur et al. 2009).
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Abbildung 12: Darstellung des Verhaltens der Tumorzelllinien in SCID-Miusen:
A: Take rate  (Tumorentstehung) der einzelnen  Tumorzelllinien
B: Durchschnittliches Tumorgewicht der einzelnen Zelllinien
C: Durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Zelllinien
D: Durchschnittlich erreichte Metastasenanzahl der einzelnen Zelllinien
(Sodeur et al. 2009)

Werden die Ergebnisse der drei Rezeptoren und vier Zelllinien (OH1, H69, H82, SW2) in
der Ubersicht nur auf die Ergebnisse von Sodeur betrachtet, so lisst sich daraus schlieBen,
dass die Wachstumsgeschwindigkeit abhdngig von der Rezeptorenexpression sein konnte.
Die Metastasenanzahl wiirde hiernach negativ durch eine erhohte Expression der
Rezeptoren beeinflusst werden.

Allerdings fallt die Zelllinie OH3 aus dieser Annahme heraus. Die drei Rezeptoren weisen
in dieser Zelllinie eine geringe Expression auf, wobei die Wachstumsgeschwindigkeit
maiBig bis stark ist. Die Metastasenanzahl fillt flir OH3 am geringsten aus im Vergleich zu
den anderen vier Zelllinien. Auf OH3 bezogen wird auf Grund der Ergebnisse dieser
Arbeit angenommen, dass die Rezeptorexpression keinen Einfluss auf die

Metastasenanzahl ausiibt.

36



Diskussion

5.1 Regulationsmechanismen von S1P; in SCLC

Wie die Ergebnisse zeigen, ist die Expressionsrate fiir den S1P;-Rezeptor innerhalb der
fiinf Zelllinien bei H82 am hochsten. Des Weiteren ist noch H69 in einem geringen Mal3e
und SW2 in doppelt so hoher Expression wie H69 exprimiert worden.

Bei einer Uberexpression des Rezeptors wird die Zellmigration stimuliert und der Rezeptor
als Ausldser einer positiven Chemotaxis beschrieben (Arikawa et al. 2003, Yamaguchi et
al. 2003). Die Expression der Rezeptoren ist in dieser Arbeit im Vergleich auf die {ibrigen
Expressionslevel als maBig zu beurteilen. Diese méfige Expression von SI1P; konnte
dadurch erklirt werden, dass evtl. viel S1P in den Tumorzellen vorgelegen hat, da S1P sich
hemmend auf die Rezeptorexpression und somit auch auf die Zellmigration auswirkt
(Smicun et al. 2006).

Die im Vergleich zu S1P; niedrigere Expression von S1P; kann unter anderem dadurch
erklart werden, dass S1P; besonders stark in gesunden Zellen exprimiert wird und in
Tumorzellen weniger bis gar nicht nachweisbar ist (Dolezalova et al. 2003, Young et al.
2007).

Da der SCLC fiir ein aggressives Wachstum bekannt ist, iiberrascht die niedrige
Expression von S1P;. Die Tumorzellen H82 weisen eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit
auf. S1P; hat grundsétzlich eher eine fordernde Einwirkung auf die Zellmigration. Dieses
Ergebnis korreliert nur bedingt, da das Expressionsausmal} hoher erwartet werden konnte.
In Bezug auf die Metastasierungsanzahl zeigte H89 die geringste Anzahl, was durch die
Suppression der Rezeptorexpression erklart werden kann. Die Expression von S1P; an
SW2-Tumorzellen ist hier zwar dreifach geringer als an H82. Es wird aber an SW2-
Tumorzellen eine eineinhalbfach hohere Metastasenanzahl bei sehr starker Wachstums-
geschwindigkeit beschrieben (Sodeur et al. 2009). Dieses Ergebnis korreliert eher mit den
Eigenschaften von SCLC bezogen auf die Invasivitit. Die Rezeptoren der Tumor-
Zelllinien OH3 und H69 sind nur sehr gering exprimiert worden. Wobei OH3 und H69 bei
méBiger Wachstumsgeschwindigkeit nur ein niedrigeres Ergebnis in Bezug auf die
Metastasenanzahl aufweisen. Dies korreliert sehr gut mit dem insgesamt niedrigen
Expressionsergebnis fiir SIP;.

Uberraschend ist, dass an OH1 keine Expression vorliegt, da fiir OH1 die hochste
Metastasenanzahl bei geringer Wachstumsgeschwindigkeit nach Sodeur festgestellt
worden ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit korrelieren nicht mit der typischen Charakteristik

des SCLC.
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Werden die Ergebnisse von OH3 nicht in die Betrachtung miteinbezogen, kdnnte bezogen
auf S1P; vermutet werden, dass eine hohere Metastasenanzahl mit einer niedrigeren
Expression der Rezeptoren einhergeht und umgekehrt.

Eine hohere Wachstumsgeschwindigkeit wirkt sich (auBer bei OH3) fordernd auf die
Rezeptorexpression auf den verschiedenen Tumorzelllinien aus.

Dieser Aspekt kann dahingehend weiter betrachtet werden, dass eine Gabe von SIP den
hemmenden Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit/Metastasenanzahl unterstiitzen
wiirde, da dadurch auch Zellen wie H82, bei weiterer Unterdriickung von S1P;, gehemmt
werden wiirden. Dieser Aspekt ist durch eine Untersuchung an Melanomzellen belegt
worden. Dabei ist zu den Melanomzellen S1P gegeben worden und es ist nach drei
Wochen nachgewiesen worden, dass die Lungenmetastasen gechemmt werden (Yamaguchi
et al. 2003).

Hinsichtlich der médBigen Expression von S1P; in den Versuchen dieser Arbeit, kann davon
ausgegangen werden, dass schon ein gewisses Mal3 an S1P in den Tumorzellen des SCLC

vorgelegen haben muss.

5.2 Regulationsmechanismen von S1P, in SCLC

Die letztere oben genannte These, die besagt, dass ein gewisses Mall an S1P in den
Tumorzellen von SCLC vorgelegen haben muss, wird auch durch die hohe Expression von
S1P, sowohl in allen genannten Tumorarten als auch in den Zelllinien, bestétigt. Die S1P;-
Expression wird durch viel S1P hochreguliert, ganz im Gegenteil zu S1P;. S1P, wird auch
als Rezeptor der negativen Chemotaxis betitelt (Arikawa et al. 2003, Yamaguchi et al.
2003).

Die hohe Expression dieses Rezeptortyps iiberrascht zunichst, da S1P, nachweislich die
Zellbeweglichkeit (Young et al. 2007), die Migration und die Invasivitdt hemmt (Arikawa
et al. 2003, Yamaguchi et al. 2003; Hu et al. 2010, Young et al. 2007), welches iiber die
Inaktivierung der Rac-Aktivitit und Aktivierung der Rho-Aktivitit gesteuert wird
(Arikawa et al. 2003). Diese Behauptung wird durch einen Virenversuch bestitigt, indem
festgestellt worden ist, dass die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren besonders an der
Regulierung der Metastasenbildung beteiligt sind. Die Metastasenbildung ist in
Abhingigkeit von dem Vorkommen des Liganden und der bestehenden zelluldren Rac-
Aktivitdt bestdtigt worden (Yamaguchi et al. 2003, Hu et al. 2010). Weiterhin ist

kontrovers beobachtet worden, dass in Osophaguskrebszellen und Gliomzellen die
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Migration der Zellen durch S1P; iiber die Stimulation von Rho gehemmt wird (Hu et al.
2010, Young et.al. 2007). Diese Behauptung lisst schlussfolgern, dass die Aktivierung der
Signalkaskade in verschiedenen Krebszellen durch Rac und Rho mdglicherweise
unterschiedlich beeinflusst wird. So ldsst sich daraus schlieBen, dass die Hemmung der
Migration durch die Stimulation von Rho in Osophaguskrebszellen nicht zwangsliufig auf
die SCLC-Zellen zutreffen muss.

Der SCLC steht mit seinem schnellen Metastasierungspotential dieser hohen Expression
von S1P, entgegen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass S1P, andere wichtige
Aufgaben in Tumorzellen iibernimmt. Dies wird darin begriindet, dass SIP, in allen
malignen Zellen exprimiert wird (Yamashita et al. 2006). Das wiederum kann darin
begriindet sein, dass S1P, die Zellproliferation und die GefaBneubildung fordert (Meyer zu
Heringdorf u. Jakobs 2007, Ishii et al. 2004).

Wie schon beschrieben, ist die Wachstumsgeschwindigkeit bei den fiinf verschiedenen
Zelllinien unterschiedlich, jedoch ist sie bei allen ausgeprégt. Es findet sich wiederum eine
Ubereinstimmung mit der héchsten Wachstumsgeschwindigkeit bei den H82-Tumorzellen
im Vergleich zu der Expression des S1P,-Rezeptors, die hier ebenfalls am stirksten
ausgeprigt ist. Leider wird S1P, bei OH1 genauso stark exprimiert wie bei H82. Wobei
OH1 die geringste Wachstumsgeschwindigkeit aufweist (Sodeur et al. 2009). Die
Expressionsrate von S1P, bei SW2, OH3 und H69 liegt zwar niedriger als bei den oben
genannten Tumorzellenlinien, ist aber im Gesamtvergleich immer noch relativ hoch. Die
Wachstumsgeschwindigkeit dieser Zellen ist zwischen derjenigen von OHI und H82
einzuordnen.

Das wiirde darauf hinweisen, dass keine iibereinstimmende Aussage bezogen auf die
Einflussnahme des SI1P,-Rezeptors auf die Wachstumsgeschwindigkeit von SCLC
gemacht werden kann.

Die hohe Rezeptorexpression von S1P, konnte in der erhohten Zellproliferation des
Tumors liegen, zum anderen ist fiir die Expression des S1P;-Rezeptors die These vertreten
worden, dass viel SIP in den Tumorzellen vorgelegen hat. Eine hohe S1P-Konzentration
korreliert mit einer hohen S1P,-Expression (Yamaguchi et al. 2003).

Dies wiirde den Anhaltspunkt bestdtigen, dass bei einem Tumor mit einer starken S1P,-
Expression oder auch durch einen S1P,-Agonisten durch eine S1P-Gabe die
Metastasierung in einem frithen Stadium gehemmt werden kann. Belegt wird dies durch

eine Arbeit, die bei Melanomzellen eine Uberexpression von S1P, beschreibt. Dabei ist
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durch eine anschlieBende Vorbehandlung der Tumorzellen mit SI1P die
Lungenmetastasenanzahl deutlich reduziert worden. Diese Vorbehandlung hatte eine
Unterdriickung der zelluldren Rac-Aktivitit zur Folge, die im weiteren Verlauf gezeigt hat,
dass diese voriibergehende Verdnderung das ausschlaggebende Signal fiir die Formation
von Metastasen zu sein scheint und diese nun negativ beeinflusst werden.

Wird dieser Ansatz weiter verfolgt, sollte weiter untersucht werden, ob die starke
Expression von S1P; an der hohen Zellproliferation des Tumors liegt. Wenn dies zutrifft,
ist die Gabe eines S1P-Analogon kritisch in Bezug auf das Wachstum des Primértumors zu
sehen. Stellt sich dieser Aspekt als unproblematisch dar, gehort der SCLC sicherlich zu
den Tumoren, die fiir ein SIP-Analogon in Bezug auf die S1P-Rezeptorexpression in

Betracht kommen konnten.

5.3 Regulationsmechanismen von S1P; in SCLC

Diese Arbeit zeigt, dass keine Expression von S1P; in Bezug auf die untersuchten
Tumorzellen, weder in vivo noch in vitro, des SCLC vorhanden sind.

In anderen Tumorarten wie Melanomzellen (Arikawa et al. 2003), Brustkrebszellen
(Dolezalova et al. 2003) und Gliomzellen (Young et al. 2007) fdllt S1P; aufgrund der
positiven Chemotaxis auf. Auch bei einer Uberexpression von S1P; kommt es zu einer
stimulierenden Wirkung auf die Zellmigration und Zellinvasion. Allerdings steigt bei S1P3
die stimulierende Wirkung bezogen auf die Migration, wenn mehr S1P vorhanden ist (Hu
et al. 2010).

Dies begriindet aber nicht, dass keine Expression von S1P3 in den SCLC-Zellen vorliegt.
Ein weiteres Beispiel fiir eine fehlende Expression von S1P; ist die Beobachtung, dass in
gesunden Magenzellen keine S1P3;-Rezeptoren zu finden sind und dass eine Expression
erst mit der Entartung der Zellen festzustellen ist. Dies wird darin begriindet, dass S1P eine
hohere Konzentration im Magenkrebs aufweist und daher die S1Ps;-Konzentration ansteigt
(Yamashita et al. 2006). Wie bereits erwahnt, wird angenommen, dass viel SIP in den
Tumorzellen vorliegt, womit die Ligandenkonzentration wohl nicht fiir die fehlende
Expression flir S1P3 in SCLC urséchlich ist.

Ein Hinweis fiir die fehlende Expression von S1P; in den SCLC konnte sein, dass die
Tumore beziiglich ihrer Bediirfnisse die Rezeptoren hoch- und herab regulieren. So wird
z.B. in Melanomzellen viel S1P, gefunden (Yamaguchi et al.). Brustkrebszellen

exprimieren wenig S1P, und viel SIPs;, aber kein S1P; (Dolezalova et al. 2003).
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Gliomzellen weisen wiederum S1P,, S1P; und S1Ps auf, aber wenig S1P; (Young et al.
2007).

Dies wird durch die Ergebnisse bezogen auf SCLC bestitigt, da S1P, die hochste S1P-
Rezeptorenexpressionsrate  aufweist. Auch die = Wahrscheinlichkeit, dass die
unterschiedliche Expression von den Rezeptoren S1P; und S1Ps in Bezug auf SCLC durch
die Bediirfnisse der jeweiligen Krebsart begriindet ist, scheint wahrscheinlich.

Der Aspekt, der jeweiligen Regulierung der Expression durch den Tumor, wird in anderer
Hinsicht unterstiitzt; und zwar wird beschrieben, dass die Expression von S1Ps von dem
Differenzierungsgrad der Zelle abhéngig ist (Meyer zu Heringdorf u. Jakobs 2007). Es
konnte daher die These aufgestellt werden, dass der Differenzierungsgrad der SCLC-
Tumorzellen mit der S1Ps;-Expression in Verbindung steht. Diese These miisste durch

weitere Forschungsarbeit belegt oder widerlegt werden.

5.4 Regulationsmechanismen von S1P, in SCLC

Die Ergebnisse dieser Arbeit beschreiben auch eine Expression des Rezeptors S1Py4 in
SCLC. Dieser Rezeptortyp wird nicht in vielen Krebszellen exprimiert (Hu et al. 2010,
Young et al. 2007).

Bezogen auf die Expression dieses Rezeptors in SCLC ist dies nicht iiberraschend, da S1P,4
auch in Lungengewebe exprimiert wird (Graeler et al. 1998). Die hochste
Rezeptorexpression ist in den H82-Zellen zu finden und liegt, bezogen auf die gesamte
Rezeptorexpression, im mittleren Bereich. Fiir die vier anderen Zelllinien liegt die S1P4-
Expression deutlich geringer vor.

Die mittlere Expression an H82 muss kontrovers zu den Ergebnissen der
Wachstumsgeschwindigkeit und Tumorgréfle (H82 am hochsten) diskutiert werden, weil
S1P4 das Zellwachstum hemmt.

Weiterhin hemmt S1P; die Zellmigration, welches wiederum mit der niedrigen
Metastasenanzahl fiir H82 einhergeht (Meyer zu Heringsdorf u. Jakobs 2007, Sodeur et al.
2009). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass es bei S1P4-exprimierten Tumoren durch
eine Uberexpression des Rezeptors zu einer Hemmung der Metastasierung kommt. Wird
dieser Ansatzpunkt in weiteren Untersuchungen bestdtigt, wiirde ein weiteres Ziel sein,
einen Agonisten fiir S1P4 zu finden, der therapeutisch einsetzbar ist.

In einer neueren Studie ist herausgefunden worden, dass zusammen mit S1P4 in

Brustkrebszellen fiir die Regulation der ERKI1/2 ein weiterer Rezeptortyp von
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entscheidender Bedeutung ist. Die ERK1/2-Regulation erfolgt nicht nur iiber S1P4 und
S1P, sondern auch durch den human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) (Long et
al. 2010).

HER2 steht nicht in Abhéngigkeit der Sphingosinkinasen (Long et al. 2010) und ldsst
daher neue therapeutische Forschungsansitze auflerhalb des Sphingosinkreislaufs zu.
Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der Expression von S1P, sollten weitere
Untersuchungen mit dem SCLC zeigen, ob diese Regulationsart auf SCLC-Zellen sowie
weitere Krebsarten zutrifft, die ebenfalls eine positive Expression fiir S1P, haben.

Eine andere Besonderheit des S1P4-Rezeptors ist die besondere Ligandenbindung neben
dem S1P, ndmlich durch das phyto-S1P und das dihydro-S1P. In Bezug auf das SCLC
sollten weitere Untersuchungen stattfinden, ob diese Liganden neben dem SIP in den
SCLC-Tumorzellen vorkommen und dies ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt sein

konnte, da diese Liganden spezifisch fiir S1P, sind.

5.5 Regulationsmechanismen von S1P5 in SCLC

Die Expression von S1Ps in SCLC ist nach den vorliegenden Ergebnissen eher als gering
einzustufen. Allerdings ist die Expression von S1Ps beziiglich des SCLC erwartet worden,
da diese Epithelzellen neuroektodermalen Ursprunges sind (Onganer et al. 2005) und S1Ps
hauptséchlich in neuronalen Gewebe exprimiert wird (Takabe et al. 2008, Hurst et al.
2008).

Die Expression von S1Ps in den SCLC Tumorzellen ist sehr niedrig im Vergleich zu den
anderen Rezeptorexpressionen. Dies konnte darin begriindet sein, dass die Uberexpression
von S1Ps die Zellmigration hemmt. Daher wird angenommen, dass die Krebszellen S1Ps
herab regulieren. Gezeigt wurde dieses Phdnomen bei der Untersuchung von
Osophaguskrebszellen, bei denen die Konzentration fiir S1Ps in Osophaguskrebszellen
deutlich geringer ist als in gesunden Zellen (Hu et al 2010).

Diese These wird durch die Ergebnisse in dieser Arbeit bestitigt, da die Expression von
S1Ps im maximalen Mittelwert deutlich geringer ist als die Expression von S1P4 und S1P;.
Es ist, zur Stiitzung dieser These, sicherlich erforderlich, dass eine Untersuchung von
gesunden Zellen der Lungenschleimhaut beziiglich der Expressionshohe von S1Ps erfolgt
und dies mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen wird. Die therapeutische
Konsequenz wire bei libereinstimmenden Ergebnissen die Anhebung der S1Ps-Expression,

um eine Hemmung der SCLC-Tumorzellen zu erzielen.
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Ein weiterer Aspekt in der oben genannten Arbeit ist nicht nur die Hemmung der
Zellmigration sondern auch, dass die Zellproliferation und DNA-Synthese durch die S1Ps-
Uberexpression gehemmt wird (Hu et al. 2010).

Dabei wird diskutiert, ob die Rezeptor-auslosenden Prozesse Liganden-abhéngig oder
Liganden-unabhéngig sind. Dies ist dadurch bedingt, dass durch S1Ps in Anwesenheit von
S1P der cAMP-Spiegel eigentlich absinken miisste, da S1Ps durch S1P gehemmt wird. Der
cAMP-Spiegel sinkt allerdings nicht weiter ab. Es ist daher fraglich, ob S1Ps Liganden-
sensibel ist oder die Homoostase des cAMP-Spiegels durch andere Mechanismen geregelt
wird (Niedernberg et al. 2003).

Dieser Aspekt ist durch eine andere Untersuchung der S1Ps-Expression an Gliomzellen
bestitigt worden. In dem entsprechenden Artikel wird beschrieben, dass bei
Hochregulation von S1Ps mit und ohne Anwesenheit von S1P die Zellproliferation und die
DNA-Synthese von Gliomzellen signifikant gehemmt wird (Young et al. 2007).

Im Gegensatz hierzu wird beschrieben, dass in Abwesenheit von SIP aktivierte ERK
erniedrigt ist und durch Stimulation durch S1P das Level aktivierter ERK noch niedriger
ist (Young et al. 2007). Dies wiirde eine Beeinflussung durch einen Liganden bestétigen.
Dies sollte Gegenstand weiterer Forschung sein, da Tumore wie der SCLC, die S1Ps
exprimieren, einen sehr spezifischen Angriffspunkt zeigen. Zum anderen wird dann bei
einer Liganden-unabhingigen Regulation der Einsatz von einem S1P-Analogon als nicht
sinnvoll erachtet.

Als einen weiteren Punkt muss das geringe Expressionsausmall von S1Ps betrachtet
werden. Es ist fraglich, ob hier ein therapeutischer Ansatz sinnvoll erscheint. Es sollten

weitere Messungen vorliegen, bevor dariiber eine klare Entscheidung zu treffen ist.

5.6 Andere einflussnehmende Elemente auf S1P-Rezeptoren

Wie schon im Bereich des Rezeptors S1P4, wo die Anwesenheit von HER2 fiir die
Stimulation der Signalkaskade bendtigt wird, sind andere Aspekte zu erwéhnen, die
Einfluss auf die Expression der S1P-Rezeptoren nehmen.

Als einen weiteren einflussnehmenden Aspekt miissen die Steuerelemente der
Signalkaskade beriicksichtigt werden. Es wird beschrieben, dass das Gi-Protein in die
positive Regulation in Bezug auf Migration und Invasion der Magenkrebszellen durch
S1P; im Bereich des S1P-abhéngigen Signalwegs involviert ist. Es ist aber nicht involviert

in die negative Regulation auf Zellmigration und Invasion durch S1P,. Hierbei wird weiter
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ausgeflihrt, dass S1P; neben dem G;j-Protein auch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-
Kinase) fiir die Stimulation der Chemotaxis bendtigt. S1P; ldsst seinen Signalweg nur {iber
Gi-Proteine vermitteln (Yamashita et al. 2006). Dies ist ein weiterer Grund fiir die
Behauptung, dass fiir die Rezeptoraktivitdt der S1P-Rezeptoren nicht nur die Liganden als
entscheidendes Element wichtig sind. Dies wird durch die intrinsische Wirkung des S1Ps
ebenfalls bestitigt.

Als ein weiterer Aspekt wird beschrieben, dass der S1P-Regelkreislauf sehr komplex ist
und daher angenommen wird, dass nicht nur ein Rezeptor z.B. auf Gliomzellen wirkt,
sondern ein Zusammenspiel von mehreren Faktoren stattfinden muss. Diese These wird
damit begriindet, dass, durch den Ausfall von S1P, und S1P;, S1P, in Bezug auf die
Zellproliferation weiter regulierend wirkt. Dies konnte durch die verschiedenen G-Proteine
bedingt sein, die fiir die Stimulation der Signalkaskade bendtigt werden. Daher wird ein
therapeutischer Ansatz beziiglich der drei Hauptrezeptoren S1P;, S1P, und S1P; bezogen
auf die Gliomzellen vorgeschlagen (Young et al. 2007). Dieser Vorschlag wiirde auch fiir
SCLC entscheidend sein, da nicht nur S1P, wirkt, sondern auch S1P;, S1P4 und fraglich
S1Ps. Alle zusammen wirken auf die Zellproliferation und Zellmigration des SCLC,
wodurch seine charakteristischen Eigenschaften dargestellt werden.

Diese These wird nochmals durch die Ergebnisse in der Untersuchung von
Schilddriisenkrebszellen bestitigt. In ihnen wird beschrieben, dass S1P; und S1P; fiir die
Zellmigration zustindig sind, S1P; alleine aber unfihig ist, die Zellmigration einzuleiten

(Balthasar et al. 2006).

Als einen weiteren einflussnehmenden Aspekt der Signalkaskade der S1P-Rezeptoren ist
auch der Regelkreislauf des S1P zu nennen. Durch die Hemmung bzw. Forderung in
diesem Bereich wird die Produktion von S1P entweder herauf oder herab reguliert, was
dementsprechende Folgen auf die S1P-Rezeptoren hat.

Als typisches Beispiel sei der Einfluss auf die Sphingosinkinase zum Herabregulieren der
Rezeptoren benannt (Young et al. 2007).

Die Expression der Sphingosinkinase ist in dieser Arbeit bezogen auf die SCLC nicht
weiter untersucht worden. Fiir gesunde Lungenzellen ist bekannt, dass hier die
Sphingosinkinase Typ 1 produziert wird, nicht aber Typ 2 (Zhao et al. 2009).

Eine Untersuchung in krebsinfiltrierter Darmmukosa hat eine stark erhohte Expression der
Sphingosinkinase Typ 1 dargestellt, wohingegen die gesunde Darmmukosa wenig oder

keine Sphingosinkinase Typ 1 vorweist. Daher ist naheliegend, auf der Suche nach
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therapeutischen Ansitzen, die Sphingosinkinase zu beriicksichtigen, da sie in der Literatur
auch als Onkogen bezeichnet wird (Kawamori et al. 2009).

Dafiir wiaren bezogen auf die SCLC weitere Untersuchungen notwendig, wie z.B. eine
vorliegende Erhohung der Sphingosinkinase Typ 1 in SCLC, um einen erneuten

therapeutischen Ansatz aufzuzeigen.

In einer anderen Studie wird auf das unterschiedliche Verhalten der Rezeptorexpression in
Brustkrebszellen durch Einwirken von dufleren Einfliissen eingegangen (Dolezalova et al.
2003). Bei den Brustkrebszellen werden, wie zuvor beschrieben, iiberwiegend S1P; und
wenig S1P, in unbehandelten Brustkrebszellen exprimiert. Diese Zellen sind dann mit
retinoid acid (RA) und mit Vitamin D3 behandelt worden. Bei Behandlung der Zellen mit
RA ist festgestellt worden, dass iiberwiegend S1P, exprimiert worden ist und kaum noch
S1P;. Bei Behandlung der Zellen mit Vitamin D3 ist fiir beide Rezeptoren geringe
Expressionslevel erreicht worden. Die deutliche Beeinflussung der Rezeptorexpression
durch RA und Vitamin D3 lasst folgende therapeutische Ziele suggerieren:

Zum einen wird sich, durch die Unterdriickung von S1P, und S1P; vermutlich die
Tumorgenese verringern. Zum anderen zeigt sich, durch die Hemmung von S1P3; durch RA
und eine gesteigerte Expression von S1P;, eine geringere Migration der Tumorzellen. Ziel
ist es also, fiir jeden Tumor den richtigen Agonisten fiir SIP, und einen Antagonisten fiir
S1P; zu finden (Dolezalova et al. 2003). Bezogen auf den SCLC bedeutet dies, dass
weitere Untersuchungen beziiglich eines Agonisten, der die Rezeptorexpression
unterdriickt, stattfinden sollten. Da die Hauptexpression fiir SCLC bei S1P; liegt, wire die

Behandlung der Zellen mit Vitamin D3 ein erster Ansatz.

In dieser Arbeit ist die Rolle von S1P ausfiihrlich fiir die Rezeptoren beschrieben worden.
Es wird diskutiert, dass nicht nur S1P als Ligand fiir die S1P-Rezeptoren wichtig ist,
sondern auch das lysophosphatidic acid (LPA) als Ligand Einfluss nimmt. LPA gehort, wie
das S1P, zu der Gruppe der Lysophospholipide.

Es ist bereits beschriecben worden, dass die Rezeptoren in Anwesenheit eines
Lysophospholipids entweder hoch oder herab reguliert werden. Im Ovarialkarzinom ist
beobachtet worden, dass durch die Anwesenheit von LPA (Lysophospholipid acid) S1P;
und S1P; herauf reguliert werden. S1P;, S1P4, und SI1Ps werden hingegen durch die
Anwesenheit von S1P herauf reguliert. Andersherum werden S1P, und S1P; durch S1P
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herab reguliert, wiahrend S1P;, S1P4 und S1Ps durch LPA herab reguliert werden (Smicun
et al. 20006).

Diese Ergebnisse wiirden erkldren, warum die Expression von S1P;, S1P4 und S1Ps sehr
dhnlich ausfallt. Allerdings erkldren sie nicht, warum keine Expression von S1P;
vorhanden ist. Auch stimmt diese Annahme nicht mit der Theorie iiberein, dass in den
SCLC-Zellen viel S1P vorliegt, was durch die Expression der Rezeptoren von S1P; und

S1P; begriindet worden ist.
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6 Zusammenfassung

S1P ist als bioaktives Lysophospholipidmolekiil in vielen Bereichen des Korpers essentiell
in die Regulation des Zellstoffwechsels eingebunden. Die dazugehdrigen Rezeptoren
S1P;s regulieren wichtige zelluldre Funktionen wie Zellproliferation, Zellmigration,
Chemotaxis, Zell-Zell-Kontakte und Zelladhdsion. Der Ligand S1P mit dem Rezeptor S1P,
spielt bei der Auswanderung der T-Lymphozyten aus dem Thymus eine entscheidende
Rolle. Daher stellt sich die Frage, ob bei der Auswanderung der Tumorzellen SIP in
Analogie zu den Lymphozyten hier ebenfalls eine entscheidende Rolle spielt.

Es sind in der vorliegenden Arbeit die Expressionen der fiinf Rezeptoren S1P;.s auf
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen (OH1, OH3, H69, H82 und SW2) aus Kulturzellen
und aus Primértumoren (aus SCID-Mausen) untersucht worden. Dabei sollte nachgewiesen
werden, ob diese spezifischen Rezeptoren, die an den Liganden S1P binden, vermehrt auf
den Zellen vorkommen. Aufgrund seines aggressiven Wachstums und seiner frithen
hdmatogenen Metastasierung ist das kleinzellige Bronchialkarzinom als Modellsystem
ausgewdhlt worden. Die Untersuchung erfolgte mittels Real-Time-PCR mit der relativen
Quantifizierung am LightCycler.

Bei der Auswertung der Ergebnisse ist deutlich geworden, dass die Expression der
Rezeptoren in den Kulturzellen nicht vergleichbar mit ihrer Expression in den
Primértumoren ist. Bis auf S1P; fielen alle Ergebnisse fiir die Kulturzellen negativ aus. Fiir
S1P; ist weder in Kultur noch auf den Tumoren eine Expression festgestellt worden. S1P;,
S1P4 und S1Ps wiesen insgesamt sehr unterschiedliche Expressionsraten auf. Aufgrund der
unterschiedlichen Expressionsraten der Rezeptoren auf den unterschiedlichen Tumorzellen
kann keine allgemeingiiltige Aussage in Hinsicht auf das Metastasierungsverhalten des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms getroffen werden.

Allerdings konnte ein weiterer Aspekt hinsichtlich der Tumorprogression die Regulierung
spezieller Rezeptoren darstellen. Aufgrund des neuroektodermalen Ursprungs des Tumors
ist eine hohe S1Ps-Expression erwartet worden. Diese Rezeptoren sind allerdings in den
Zellen der Kultur nicht exprimiert worden. Da S1Ps hemmend auf die Zellproliferation
wirkt, zeigt seine Herabregulierung in allen Zellen in der Kultur an, dass die Expression
dieses Rezeptors in einem frithen Stadium der malignen Progression abgeschaltet wird.
Neben dieser speziellen Regulierung kann bei dem kleinzelligen Bronchialkarzinom auf
eine ligandenabhéngige Steuerung liber S1P geschlossen werden. Besonders die niedrigen
Expressionsraten fiir SIP; und die hohen Expressionsraten fiir S1P, bestdtigen diese These,

da S1P; durch eine groBBe Menge von S1P herab und S1P; herauf reguliert wird.
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