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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Molekulare Ursachen der Entstehung kolorektaler

Karzinome

Etwa der Halfte aller kolorektaler Tumorerkrankungen liegt ein erh6htes Erkrankungsri-
siko zugrunde, das auf Mutationen von Tumorsuppressorgenen und Onkogenen zuriickzu-
fithren ist (Roose J., Clevers H., 1999). Sie bewirken entweder den Verlust einer Tumor-
suppressorwirkung oder Aktivierung eines Onkogeneffektes. Das Uberwiegen eines dieser
Effekte hat Storungen im geregelten Gleichgewicht von Proliferationen, Differenzierung
und Apoptose (programmierter Zelltod) zur Folge, die sich als Kryptenaberrationen nach-

weisen lassen.

Ein Beispiel fiir Tumorsuppressorgendefekte sind Adenomatous Polyposis Coli (APC) Gen
Mutationen, die die Ursache fiir das Krankheitsbild der familidren adenomatésen Poly-
posis (FAP) sind (Kinzler et al., 1991). Sie kommen bei 80% der kolorektalen Adenomen
und Karzinomen (Goss, 2000) vor. Diese Mutationen sind die frithesten Mutationen in
der Kolon Krebs Progression (Goss, 2000). Neben den vererbbaren kolorektalen Karzi-

nomféallen mit Keimbahnmutationen des APC-Gens weist der Grossteil der sporadischen
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kolorektalen Tumoren somatische Mutationen in diesem Gen auf.

Ahnlich wie bei anderen Tumor Suppressor Genen sind beide APC-Allele bei Kolontumo-
ren inaktiviert. Die funktionelle Bedeutung von APC-Verénderungen beruht auf der Dys-
regulation von mehreren physiologischen Prozessen, die die Homdostasie der Kolon Epithel
Zellen namlich die Progressionzellzyklus, Migration, Differenzierung und die Apoptose be-

eintriachtigen (Goss, 2000).

Das APC Gen ist auf dem Chromosom 5 lokalisiert und weist 15 Exons auf (Groden
et al., 1991; Kinzler et al., 1991). Das Protein ist in kolorektalen Epithelzellen an den
basolateralen Membranen nachweisbar. Seine Konzentration ist umso grofser, je néher die
Zellen der luminalen Oberflache lokalisiert sind. Hier aktiviert APC die Apoptose. Wie

das Protein in diesen komplexen Vorgang eingreift, ist noch unklar.

Anhand von Ergebnissen vergleichender molekulargenetischer und histologischer Unter-
suchungen formulieren Fearon und Vogelstein 1990 ein Model zur gerichteten Entstehung
kolorektaler Karzinome (Abbildung 1.1). Fiir den Ubergang des normalen in ein hyper-
proliferatives Dickdarmepithelgewebe (Vorstufe kleiner Adenome)scheinen Verdnderungen
des APC Gens essenziell zu sein. DNA-Hypermethylierung, die im Promoterbereich zel-
luldre Prozesse im Allgemeinen inaktivieren, begiinstigt in diesen friithen Adenomen die
Ausbildung von Mutationen in K-ras Onkogen, wodurch das Wachstum der Adenome
zunimmt. In den grofer werdenden Adenomen treten Mutationen in dem Tumorsup-
pressorgen DCC (deleted in colorectal cancer) auf, woraus eine weitere Hemmung der
Apoptose folgt, so dass noch grofere Adenome resultieren. Diese stellen die Vorstufe der
Karzinome dar. Dieser Ubergang vollzieht sich durch das Auftreten von Mutationen im
Tumorsuppressorgen p53. Der Ausfall dieses Gens charakterisiert das Ubergangsstadium
zum kolorektalen Karzinomen. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass auch aktivierende
Mutationen im [-Catenin Gen zur Tumorigenese im Kolon beitragen konnen (Sparks et

al., 1998; Kitaeva et al., 1997).

15
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Normale Mukosa — APC Gen-Mutation (5q)

1 — verkiirztes APC-Protein
Hyperproliferation

!

frithe Adenome — DNA-Hypomethylierung

! — K-ras-Gen-Mutation (12p)

mittelgroke Adenome <« DCC-Mutation (18q)
! — Funktionsverlust
spate-grofse Adenome <« p53 Gen-mutation (17p)

1 — Funktionsverlust

Karzinome

Abbildung 1.1: Kaskade der Karzinogenese.
Akkumulation involvierter genetischer Anderungen kolorektaler karzinogenese. APC, Ade-

nomatous colyposis coli; DCC, deleted in colorectal cancer (modifiziert nach Fearon und
Vogelstein, 1990).

1.2 Die Struktur von $-Catenin

(-Catenin ist ein aus 781 Aminosauren aufgebautes Protein und gehort aufgrund seiner
starken Homologie zu dem in Drosophila melanogaster identifizierten Segmentpolaritéts-
gen Armadillo zur Familie der Armadillo-Repeat Proteine und ist ein Bestandteil der
Wnt-Signalkaskade. Seine primére Struktur lasst sich in drei Doménen einteilen: eine N-

terminale, eine zentrale und eine C-terminale Doméne.

Die zentrale Doméne von [-Catenin ist aus 12 sogenannten Armadillo-Repeats aufgebaut
und stellt damit den die Familienzugehérigkeit definierenden Bereich sowie die Bindungs-

stelle fiir E-Cadherin, APC und Lef-1/Tcf dar (Behrens et al., 1996; Graham et al., 2000).

Die N-terminale Doméne von (3-Catenin ist fiir die Regulation bzw. Stabilitdt des Proteins

von Bedeutung. Hier liegen die GSK3-3 Phosphorylierungsstellen, an denen (3-Catenin fiir

16
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die Erkennung und den Abbau durch das Ubiquitin-Proteasomen System markiert wird
(Aberle et al., 1997; Yost et al., 1998). Zudem wurde die Bindungsstelle fiir a-Catenin im
C-terminalen Bereich der N-terminalen Doméne, iiberlappend zum ersten Arm-Repeat,
lokalisiert. Diese Doméne ist somit auch fiir die zelladhésive Funktion von Bedeutung

(McCrea und Gumbiner, 1991; Ozawa et al., 1989).

Die C-terminale Doméne enthélt die fiir die transkriptionfordernde Funktion von [-
Catenin wichtigen Transkriptionsaktivierungsdoménen (Hecht et al., 1999; Hsu et al.,

1998). Durch die Bindung an das TATA-Box Bindeprotein TBP kann sie den Kontakt zur

generellen Transkriptionsmaschinerie herstellen (Hecht et al., 1999).

1.3 Der Wnt/3-Catenin Signalweg

In normalen Kolonepithelzellen ist S-Catenin hauptséchlich an der Zell-Zell Membran lo-
kalisiert und wurde als ein Protein identifiziert, das an die cytoplasmatische Doméne des
Ca?t-abhingigen Zell-Zelladhésionsmolekiils Cadherin bindet. Uber seine Interaktion mit
a-Catenin vermittelt $-Catenin die Assoziation von Cadherin-Molekiil mit dem Aktincy-
toskelett (Ozawa et al., 1989; Huelsken et al., 1994). 5-Catenin besitzt tiber seine adhésive

Funktion hinaus eine zweite Rolle als Signalmolekiil im Wnt-Signalweg.

Der Wnt-Signalweg stellt eine in der Evolution hochkonservierte Signaltransduktionskas-
kade dar, die urspriinglich in der Fruchtfliege Drosophila beschrieben wurde. Wnts bilden
eine Familie von sezernierten Glykoproteinen und aktivieren den Wnt-Signalweg durch die
Bindung an Rezeptoren (seven-pass transmembrane receptors) der Frizzled-Familie (Hiils-
ken und Behrens, 2000). Der Name “Wnt” setzt sich zusammen aus “Wingless” und “int”,
den beiden als erstes identifizierten Vertretern dieser Gruppe von Genen. Die Wnt-Signale
steuern wahrend der Embryonalentwicklung Differenzierungs-, Prolieferations- und Mor-
phogeneseprozesse und sind an der Regulation der Zellmobilitéit sowie der Apoptose be-

teiligt (Wodarz und Nusse, 1998). Bei Drosophila transformieren Wingless-Mutationen
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die Fliigel zu einem Knoten und zerstoren die Segment-Polaritéat (Niisslein-Volhard and
Wieschaus, 1980). Eine unkontrollierte Aktivierung des Wnt-Signalweges wird fiir die Ent-
stehung und Progression verschiedener Tumore verantwortlich gemacht (Polakis, 2000).
In 85% aller spontanen oder erblichen kolorektalen Tumoren ist die Wnt-Kaskade tiber-
aktiviert. Patienten mit erblichem Darmkrebs (familidre adenomatose Polyposis, FAP)

entwickeln dariiber hinaus auch in anderen Organen Neoplasien.

Nach Rezeptoraktivierung (Abbildung 1.2) wird das Wnt-Signal tiber einen bisher unge-
klarten Mechanismus ins Zellinnere auf das an die Zellmembran rekrutierte cytoplasma-
tische Phosphoprotein Dishevelled (Dsh) iibertragen. Aktiviertes Dishevelled fiihrt nach-
folgend zur Inhibition der Serin-Threonin-Glycogen-Synthase Kinase (GSK)-33 und zur
Destabilisierung eines cytoplasmatischen Multiproteinkomplexes. Dieser Komplex besteht
aus dem Geriistprotein Axin, dem Tumorsuppressorprotein APC, sowie der GSK-34 selbst
und J-Catenin als zentralen Komponenten. In diesem molekularen Kontext phosphoryliert
GSK-30 kritische Serin- und Threoninreste am N-terminus von 3-Catenin. Die Phospho-
rylierung von -Catenin gilt als Voraussetzung fiir die Erkennung und den nachfolgenden
Abbau von [-Catenin iiber das Ubiquitin-Proteasomen System. Nach Stimulation des
Wnt-Signalwegs unterbleibt in der Folge die Phosphorylierung von -Catenin und damit
der Abbau tiber das Ubiquitin-Proteasomen System. $-Catenin akkumuliert im Cytoplas-
ma und wandert in den Zellkern, wo es mit Transkriptionsfaktoren der Lef-1/Tecf Familie
(Behrens et al., 1996; Brunner et al., 1997; Huber et al., 1996) interagiert und die Tran-
skription von Wnt-Zielgenen wie z. B. c-myc (He et al., 1998), Cyclin D (Tetsu und Mc-
Cormick, 1999) und c-jun (Mann et al., 1999), die an der Kontrolle der Zellproliferation,
Apoptose und der Zellmotilitéit beteiligt sind, aktiviert.

In einer Vielzahl menschlicher Tumore sind genetische Verdnderungen zu finden, die
zu einer Wnt-unabhéngigen, dauerhaften Stabilisierung von [-Catenin im Cytoplasma
und Zellkern und damit zu einem konstitutiv aktiven Signalweg fithren (Korinek et al.,
1997; Peifer, 1997). In Zellen, die nicht durch Wnt-Signale stimuliert werden, ist das
Tumorsupressor-Protein APC mafigeblich an der Proteolyse von (-Catenin iiber das

Ubiquitin-Proteasomen System beteiligt. Zellen mit mutiertem APC weisen eine star-
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ke cytoplasmatische Akkumulation von (§-Catenin auf (Behrens et al., 1996; Brunner et
al., 1997). Unter den Mutationen des APC Gens, die zur klinischen Manifestation der
familidren Polyposis (FAP) fiihren, dominieren Punktmutationen, aus denen entweder die
Ausbildung von Stopcodon resultiert oder durch die Nukleotiddeletionen und -insertionen
das Leseraster verschoben wird. In der Translation wird deshalb ein verkiirztes APC-
Protein gebildet. Konsequenzen fiir das zelluldre Signalsystem ergeben sich daraus, dass
durch Verlust des C-terminalen Endes des APC-Proteins der Bindungsort fiir S-Catenin
verloren geht und das (-Catenin in der Zelle nicht degradiert wird. Das hat zur Folge,
dass sowohl Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett und der Plasmamembran iiber das

Cadherinsystem als auch die $-Catenintransduktion in den Zellkern beeintriachtig werden.

In kolorektalen Karzinomen, die keinen Funktionsverlust von APC zeigen, werden hau-
fig Punktmutationen in §-Catenin gefunden (Chan et al., 2002). Diese betreffen die vier
regulatorischen Phosphorylierungsstellen (Codon 33, 37, 41 und 45) am N-terminalen
Ende des -Catenin Gens (Takahashi et al., 2000). Durch Austausch bzw. Deletion nur
einer dieser Aminosauren unterbleibt die effiziente Phosphorylierung von (3-Catenin durch
GSK-30 und damit dessen kontinuierlichen Abbau iiber das Ubiquitin-Proteasomen Sy-
stem. Infolge dessen wird die transkriptionale Aktivitat mit T cell factor bzw. Lymphoid
enhancer factor konstitutiv induziert und die Genexpression ausgelost (Vogelstein 1998;
Blum, 2001). Mutationen dieser Art sind aufer in Kolonkarzinomen auch in einer Reihe
weiterer Tumore wie in der Haut (Chan et al., 1999), der Leber (Miyoshi et al., 1998), des
Ovars (Fukuchi et al., 1998; Palacios and Gamallo, 1998), des Gehirns und der Prostata
(Gerstein et al., 2002) beschrieben worden.
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1.4 Die Rolle von K-ras in der Karzinogenese

Das Protoonkogen spielt eine wichtige Rolle in einer intrazelluldren Signaltransduktions-
Kaskade, die fiir die Kontrolle der Zellproliferation und -differenzierung kritisch ist (Bar-
bacid, 1987). K-ras codiert fiir ein 21 KDa grofes Guanin-Nukleotid bindendes Protein
(G Protein), welches sich an die Innenseite der Zellmembran bindet und dort die Guano-
sintriphosphat (GTP) Hydrolyse verursacht. Wird GTP zu Guanosindiphosphat (GDP)
hydrolysiert, kommt es zur Inaktivierung des K-ras Proteins. Inaktiviertes K-ras bin-
det im Zytoplasma Guanosindiphosphat (GDP). Durch Nutzung einer Effektordoméne
wird K-ras aktiviert und ein intrazelluldres Signal ausgelost. Die Identitéat des Rezeptors
ist noch unklar. Es wird vermutet, dass der Rezeptor auf eine vielzahl von extrazellula-
ren epidermalen Wachstumsfaktoren sowie Transformationswachstumsfaktoren wie Alpha,

Amphiregulin und andere reagiert und Signale in den Zellkern abgibt.

In Antwort auf die Signale folgt die Hydrolyse von GTP zu GDP, die K-ras inaktiviert und
den Zyklus abschliefst. Punktmutationen im Exon 1, Codon 12 und 13 fiihren zu einem
Verlust der intrinsischen GTPase-Aktivitdt der Proteine, d.h. GTP wird nicht mehr zu
GDP hydrolisiert. Folge ist eine konstitutive Aktivierung des Ras-Proteins. K-ras Muta-
tionen sind als Ursache fiir die Stufe der Adenome in der Karzinogenese bekannt (Fearon
und Vogelstein, 1990). Sie beteiligen sich ebenfalls an der Resistenz gegen Apoptose sowie
den Ubergang von Adenomen zu Karzinomen (Bedi et al., 1995; Kikuchi et al., 1997).

In kolorektalen Tumoren bei Ratten, die mit 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) bzw. dessen
Stoffwechselmetaboliten Azoxymethan (AOM) behandelt wurden, treten die K-ras Mu-
tationen héufig auf (Erdman et al., 1997). Kolontumore bei Menschen, die Mutationen
an Codon 12 des K-ras Gens tragen, werden von Transitionen begleitet, bei denen Gua-
nin durch Adenin ersetzt wurde. Infolge dessen wird die Aminosdure Glutamin durch
Asparagin ersetzt. Guerrero et al. (2000), berichten iiber die Rolle der Mutation an Co-
don 12 des K-ras Gens. Transformationen dieses Gens fithren zu Verdnderungen in der
Morphologie sowie zur Inhibition der Apoptose. Sie sind moglicherweise die Ursache fiir

die Zell-Zell-Deregulation und Zell-Adhésion-Interaktion.
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Abbildung 1.3: K-ras Funktion als Protoonkogen
Guanin-Nukleotid-Bindungsprotein (G-Protein) assoziiert mit dem speziellen Rezeptor
fiir extrazelluldre Wachstumssignale. Nach Aktivierung des Rezeptors wird durch K-ras
GDP zu GTP phosphoryliert und das Protein aktiviert. In Antwort auf andere Signale
wird GTP zu GDP hydrolysiert und K-ras inaktiviert. Durch Mutationen des K-ras Gens
geht die GTPase Aktivitdt des Proteins verloren. In aktiviertem Zustand findet keine
Bindung am Guanidinnukleotid statt. Es folgt eine kontinuierliche Signaltransduktion
(Boland, C.R. 1997).
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1.5 Das DMH-Modell chemisch induzierter kolorektaler
Tumore in der Ratte

Kolorektale Tumoren kénnen zuverléssig und in hoher Ausbeute in Ratten induziert wer-
den, und zwar durch die regelméssige subkutane Verabreichung des chemischen Karzi-
nogens 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) bzw. dessen Stoffwechselmetaboliten Azoxymethan
(AOM)(Reddy and Maeura, 1984).

Druckrey et al., 1967, berichteten iiber die Entstehung von genetischen Léasionen in DMH
behandelten syngenen Ratten. Wird 1,2-Dimethylhydrazin zur Methylazoxymethanol ver-
stoffwechselt, so entsteht das stark methylierende Agens, Methyldiazonium in mehreren
oxidativen Schritten (Abbildung 1.3). Durch die Oxidation von 1,2-Dimethylhydrazin wird
Azomethan gebildet. Dieses wird zu Azoxymethan oxidiert. Durch die N-Hydroxylation
wird Azoxymethan zu Methylazoxymethanol und letzlich zu Methyldiazonium umgesetzt.
Das stark methylierende Agenz Methyldiazonium fithrt zur Verdnderungen der DNA-
Methylierung in Kolonepitelzellen und damit zu Storungen in der Proliferation dieser

Zellen.

Infolge einer wochentlichen Injektion von 20 mg/kg Korpergewicht des Karzinogens DMH
iiber 20 Wochen wurden histologische Veranderungen im Kolon der Ratten beobachtet.
Die ersten Verdnderungen in der Zellproliferation kommen in der Entstehung der Neopla-
sien bei den Versuchstieren zu Erscheinung. Wie bei Patienten mit kolorektalem Krebs,
wurden in den ersten 12 Wochen der Behandlung die ersten Anzeichen der Tumorigenese,
die Reduktion der Goblet-Zellpopulation und ein hyperproliferatives Epithel (10. Woche)
gefolgt vom Auftreten adenomatoser Polypen (12. bis 14. Woche) berichtet. In der 14. bis
16. Behandlungswoche das Auftreten von Carcinoma n situ und in der 18. bis 20. Woche

die Entstehung von Adenokarzinomen (Fisher, 1981).

Untersuchungen von tumorassoziierten Antigenen im DMH Ratten Modell weisen auf

charakteristische Ahnlichkeiten zwischen Ratten-Kolonkrebs-Antigenen und kolorektalem
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Krebs bei Menschen (Abeyounis and Milgrom, 1976). Auf molekularer Ebene ist dieses
System sehr gut charakterisiert. Mutationen des K-ras (Jacoby et al., 1991) und -Catenin
Protoonkogens (Takahashi et al., 1998) treten héufig in DMH-induzierten Kolontumoren
auf. Mutationen des 3-Catenin Gens resultieren in Aminosauresubstitutionen an den regu-
latorischen Phosphorylierungsstellen der Glycogen-Synthase-Kinase 35 an Codon 33, 37,
41 und 45, welche bei Patienten mit kolorektalem Krebs ebenfalls vorkommen (Takahashi
et al., 2000). Ahnliche Mutationen werden in mit AOM induzierten Tumoren bei Miusen
und Ratten berichtet. Haufiges Auftreten dieser Mutationen in Kolontumoren bei Méausen
deuten auf konsequente Verdnderungen in der Stabilitdt und Lokalization des Proteins,
welche eine wichtige Rolle in diesem Kolonkarzinogenese Modell spielen (Takahashi et al.,

2000). Folgende Abbildung zeigt den Xeno-Metabolismus von DMH bei Ratten.

1,2-Dimethylhydrazin CH3-NH-NH-CHj3
}
Azomethan CH3-N=N-CHj;
!
CH3-NT=N-CHj
Azoxymethan |
o-
!
CH3-NT=N-CH;OH
Methylazoxymethanol |
o-
}
Methyldiazonium CH3-N=N

Abbildung 1.4: Xeno-Metabolismus von 1,2-Dimethylhydrazin im Tiermodell.
1,2-Dimethylhydrazin wird durch Oxidation iiber Zwischenstufen zu Azomethan und
schliefflich zu Methyldiazonium metabolisiert. Das Endprodukt Methyldiazonium fiihrt
zur Entwicklung von Tumoren in Tieren.
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1.6 Immuntherapie von Krebs

Unter Immuntherapie versteht man die therapeutische Beeinflultung der Immunreakti-
on, d.h. der Abwehrbereitschaft des Organismus. Die Idee, die der Immuntherapie bei
Krebserkrankungen zugrundeliegt ist, die Aufmerksamkeit des Immunsystems gegeniiber
Krebszellen und damit die Abwehrreaktion so zu beeinflufen, dass der Tumor vom Korper

selbst bekdmpft wird.

Zu den Immuntherapieformen bei Krebs gehoren einige Ansétze der Immuntherapie bei
bosartigen Tumoren in der Verabreichung von Substanzen, die als Immunmodulatoren
(biological response modifiers) bezeichnet werden. Dabei handelt es sich um Substanzen,
die die Immunantwort beeinflussen und mit denen sich die Abwehrzellen im Korper unter-
einander verstdndigen und aktivieren, sogenannte Botenstoffe oder auch Zytokine. Einige
konnen bereits auf gentechnischen Wegen hergestellt werden und sind somit fiir die An-
wendung in reiner Form verfiigbar, andere miissen aus Zellkulturen oder aus dem Blut
gewonnen werden. Die bekanntesten Beispiele sind die Interferone und Interleukine. Eine
weitere Moglichkeit besteht im Einsatz von monoklonalen Antikorpern. Diese werden in
witro hergestellt, indem eine einzelne B-Zelle dauerhaft teilungsfihig gemacht wird. Alle
von einem solchen einzelnen “Zellklon” gebildeten Antikorper sind demnach baugleich, die
spezifisch gegen Tumorantigene auf Krebszellen gerichtet sind. Dadurch werden Krebs-
zellen entweder direkt angegriffen oder andere Zellen und Funktionen der Immunabwehr
aktiviert. Sie konnen auch mit Zellgiften oder radioaktiven Stoffen gekoppelt werden, um

diese Substanzen an die Krebszellen heranzubringen.

Durch die aktive spezifische Immuntherapie wird die korpereigene Abwehr zur gezielten
Bekdmpfung von Krebszellen angeregt, indem den Abwehrzellen Merkmale des jeweiligen
Tumors so préasentiert werden, dass sie diese Merkmale als fremd erkennen und solche

Zellen, die diese Merkmale tragen, angreifen.
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1.7 Einsatz von Vakzinen zur Therapie von Tumoren

Bei einer Vakzintherapie bietet man dem Immunsystem ein oder mehrere tumorspezifische
Antigene an, um so eine gezielte und damit spezifische Immunreaktion und protektive Im-
munitdt gegen den Tumor auszulésen (Mor et al., 2001). Gegeniiber Peptidvakzine, die
in der Lage sind die Produktion von spezifischen Antikoérpern aus den B-Lymphozyten
hervorzurufen (humorale Immunreaktion), charakterisieren zwei Haupteigenschaften die
DNA-Vakzine; erstens die niedrige Menge an intrazellular exprimiertem Antigen und die
Langzeitexpression, welche vermutlich ein Mechanismus fiir deren Effizienz wire (Moel-
ling, 1997) und zweitens die Stimulation von T-Lymphozyten und damit die Auslésung
der zellularern Immunantwort. Neben diesen Vorteilen sind die Konsequenzen einer Lang-
zeitexpression wie z. B. Einwirkung von Toleranz, Autoimmunitét, Hyperimmunitdt und
Autoaggression als Nachteil einer Vakzinierung zu erwéhnen. Ein weiterer Nachteil be-
steht in der DNA-Integration ins Wirtsgenom. Dazu gehort die Insertion von aktiven

Onkogenen oder auch die Deaktivierung von Onkogen-Suppressor-Genen.

1.8 Zielsetzung

Ziel dieses Projektes war die Evaluierung mutierten (-Catenins als moglichen Angriffs-

punkt fiir eine gezielte immuntherapeutische Intervention.

Um eine therapeutische Strategie gegen das mutierte G-Catenin bei kolorektalen Tumoren
in einem syngenen Rattenmodell (WAG /Rij) zu entwickeln, sollten zuerst durch die karzi-
nogene Behandlung von WAG /Rij Ratten kolorektale Tumore induziert und anschliefsend
aus den induzierten Tumoren DNA-Proben zur Untersuchung von [-Catenin Mutatio-
nen gewonnen werden. Durch die Mutationsanalyse in diesem Tiermodell sollte die Rolle
des (3-Catenins in induzierten Kolontumoren untersucht werden. Dabei sollte die Frage

beantwortet werden, ob 3-Catenin ein geeignetes Zielantigen darstellt.
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Um Voraussetzungen fiir die Untersuchung der Immunigenitét des S-Catenin als tumo-
rassoziiertes Antigens zu schaffen, sollte die vollstdndige cDNA des Ratten (-Catenins

kloniert und eine Plasmid-DNA hergestellt werden.

Die Plasmid-DNA, die eine gezielte Expression mutierten (3-Catenins in eukaryontischen
Zellen ermoglicht, sollte als DNA-Vakzine zu einer 3-Catenin spezifischen Immunisierung

eingesetzt werden.

Zuerst sollte in einem Funktionalititstest die Einsatzbarkeit der Plasmid-DNA gepriift

werden.

Durch die Immunisierung der Ratten sollte das Immunsystem gegen das mutierte (-

Catenin aktiviert werden. Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

e [st infolge der Vakzinierung eine spezifische humorale Immunantwort induziert?

e [st eine zelluldre Immunantwort bei den vakzinierten Ratten gegen die Tumorzellinie

CCb531 nachzuweisen?

CChH31 Zellen sollten zur Tumorimplantation bei den immunisierten Ratten mit dem mu-
tierten (3-Catenin dienen. Dadurch sollte die Frage beantwortet werden, ob infolge dieser

Vakzinierung eine Tumorprotektion hervorgerufen wurde.
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Materialien

2.1 Reagentien

Salze:

Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe
Dinatriumhydrogenphosphat Roth
Kaliumchlorid Roth
Kaliumdihydrogenphosphat ~ Roth

Magnesiumchlorid Roth
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid Roth

Natriumdihydrogenphosphat Roth
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Sauren und Basen:

Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsiaure (EDTA) Merck

Natronlauge Merck
Salzsaure Merck
Schwefelsaure Merck

Tris-hydroxymethyl-Aminomethan (Tris) Sigma, Darmstadt

Organische Losungen und Chemikalien:

Acrylamid-Stammlosung (40%) Merck
Bromphenolblau Merck
Chloroform Merck
Coomassie Brilliant Blue Gerben
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck

Ethanol Merck
Ethidiubromid Merck
Formaldehyd Merck

Glycin Roth

Glycerin Merck
Isopropanol Merck
(-Mercaptoethanol Merck

Methanol N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Gerbu, Heidelberg
Phenol-Ultrapur Biorad, Miinchen
Polyoxyethylensorbitan Biorad

Ponceau S Merck

Triton X-100 Merck
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2.2 Medien und Losungen fiir Zellkultur

Vollmedium:

RPMI-1640, Gibco, Eggenstein versetzt mit 100 U/ml Penicilin (Gibco), 100 ug/ml Strep-
tomycin (Gibco) sowie 10% FKS (Gibco), das durch 30 miniitige Inkubation bei 56°C

inaktiviert wurde.

Einfriermedium:

90% FKS Gibco, Eggenstein
10% DMSO Merck, Darmstadt
Trypsinlésung-Gebrauchlésung (1x) Gibco

2.3 Losungen und Puffer

2.3.1 Losungen und Puffer fiir Elektrophorese

Auftragpuffer fiir die SDS-PAGE (2x):

62,5mM Tris-HCI pH 6,8 Roth, Karlsruhe

2% SDS Gerbu, Heidelberg
5% (3-Mercaptoethanol Merck
10% Glycerin Merck

0,05% Bromphenolblau Merck
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Coomassie-Farbelosung:

0,25% Coomassie blue R Serva, Heidelberg
50%  Methanol Merck, Darmstadt
™% Eisessig Merck

Coomassie-Entfirbelosung:

7%  Eisessig ~ Merck
20% Methanol Merck
3%  Glycerin  Merck
70% ddH,0

Elektrodenpuffer fiir Agarosegele (50x TAE):

242 ¢ Tris Roth, Karlsruhe
5,71% Eisessig Merck

10% 0,5M EDTA, pH8 Roth

Ad 11 H,O

Elektrodenpuffer fiir SDS-PAGE:

248mM Tris/HCIl, pH8,6 Roth, Karlsruhe
192mM  Glycin Roth
0,06%  SDS Gerbu, Heidelberg

Westernblott-Puffer:

248 mM  Tris Roth
192mM  Glycin Roth
10% Methanol Merck
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Sammelgelpuffer:

500mM Tris/HCI, pH6,8 Roth

Trenngelpuffer:

1,5M Tris/HCI, pH8,8 Roth

MOPS-Puffer (20x) pHT7:

0,83% MOPS Merck, Darmstadt
0,82% Na-Acetat Merck
0,74% EDTA, pH8 Roth

Ad 11 Aqua bidest

RNA-Ladepuffer:

50% Glycerin Merck
0,6% 0,5M EDTA, pH8 Roth

0,25% Bromphenolblau Merck
0,25% Xylen Cyanol Merck

Ad 3ml DEPC-H,0

Lysepuffer:

500mM  Tris Roth
1,0% SDS Gerbu, Heidelberg
20mM  EDTA Roth
10mM  NaCl  Merck, Darmstadt
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2.4 Losungen und Puffer fiir HPLC

Harnstoff: 8 M
48 ¢ Urea ad 100 ml Aqua bidest

Laufpuffer, pH 8,0:

480,5¢g Harnstoff Merck, Darmstadt
17,5¢ NaCl Merck
50 mM NaHPO,, pH8 Roth, Karlsruhe

ad 100ml dd H,O

Elutionspuffer:

68,08 ¢ Imidazol Merck
250ml 50mM NaPOy,, pH8 Roth, Karlsruhe

2.5 Allgemeine Losungen und Puffer

PBS, pH7,2:

136,9 mM NaCl Merck
2,7mM KCl1 Merck
8,1 mM Na,HPO, Merck
1,15 mM KH,PO,  Merck
ad 11 dd HyO
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TBS (10x) pH 7,4:

878¢g NaCl Merck
12,1g Tris  Roth
ad 11 dd HyO

Sequenzierungs-Gel (ALF-EXPRESS):

60 ml 40% Acrylamid-Stammlésung Merck
300 1 10% APS Merck
30 pl TEMED Merck
10ml 10x TBE

ad 29,67 ml dd H,O

2.6 Zellinien

CC531: Die Ratten Kolon Karzinom Zellinie, die aus einem durch Dimethylhydrazin
(DMH) induzierten kolorektalen Tumor stammt, ist genetisch identisch mit WAG /Rij
Ratten (Marquet et al., 1984). Diese Zellinie wurde von Dr. Johannes Gahlen (Chirurgi-
sche Klinik Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

SW948: Diese Zellinie stammt aus einem humanen Kolon-Karzinom und wurde von

Dr. Susanne Dihlmann (Chirurgische Klinik Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

2.7 Plasmide

pExlink RN-(3-Catenin
pTOPFLASH von H. Clevers, Utrecht, Niederlande
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2.8 Enzyme

Proteinase K

Restriktionsendonuklease EcoRI
RNAse A
DNAse

Trypsin

Gibco, Eggenstein

Gibco
Gibco

2.9 Proteine

BSA

Serva, Heidelberg

Mutiertes (-Catenin

2.10 Grolienmarker

Prestained Protein Molekular Weight Standards, Gibco

200
97
68
43
29
18
14

KDa
KDa
KDa
KDa
KDa
KDa
KDa

(
(
(
(
(
(
(

Phosphorylase B)
Rinderalbumin)
Ovalbumin)
Carbonic Anhydrase)
(-Lactoglobulin)
Lysozyme)

2.11 Antikorper

(-Catenin: Maus-anti-3-Catenin IgG, Transduction Laboratories, Lexington,USA

Peroxydase-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG, Dianova, Hamburg
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Peroxydase-konjugierter Kaninchen-anti-Ratte IgG, DAKO, Hamburg
Maus-anti-Ratte MHC I, Dianova, Hamburg

Maus-anti-Ratte MHCII, Dianova, Hamburg

FITC-konjugiertes Kaninchen-anti-Maus IgG, Dianova, Hamburg
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2.12 Gerate
ALF-EXPRESS
COy-Begasungbrutschrank
Durchflufszytometer
Eagle-Eye-Kamera
Elektrophoresekammer
Eppendorfzentrifuge
Mikroskop
137Gamma-Cell 1000
Gamma-Counter
Geltrockner
Kiihlzentrifuge
Laborwaage
Licht-Mikroskop
Magnetriihrer
Nafblotkammer
Peltier-Thermal-Cycler
Quick-Guide ABI
Sterile Werkbank
Thermomixer
Ultra-Turax
UV-Transilluminator KW 254 nm
Wasserbader

Westernblotkammer

Pharmacia-Biotech, Erlangen
Heraeus, Hanau

Counter Electronicx, Hialeah, USA
Stratagene, Heidelberg
Biorad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Leitz, Wetzler

Atomic Energy of Canada
Hamden, USA

Biorad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Kern, Balingen

Leica, Nufloch

Heidolph, Kelkheim

Biorad, Miinchen
Pharmacia-Biotech, Erlangen
Pharmacia-Biotech
Labotech, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Junkel & Kunkel

Faust, Schaffhausen, Schweiz
Julabo, Seelbach

Biorad, Miinchen
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2.13 Sonstige Materialien

Agarose Gibco, Eggenstein
EDTA-R6hrchen Sarstedt, Kreuzlingen, Schweiz
Steriles Einmalskalpell Romed, Niederland
Filterpapier Schleicher & Schiill, Dassel
Immobilon Membranfilter ~Millipore, Eschborn

Hyper Film™ ECL™ Amersham, Braunschweig

Ultra-Turax Junkel & Kunkel, Staufen

2.14 Versuchstiere

Herkunft und Haltung

Als Versuchstiere dienten weibliche Ratten aus dem Wistar Albino Glaxo (WAG) Stamm.
Es handelt sich um einen speziellen Inzuchtstamm, der urspriinglich von Bacharach 1924
in den Glaxo-Laboratorien, Grofsbritannien geziichtet und schliefslich seit 1960 in Rijs-
wijk (Rij), Niederlande weiter entwickelt wurde. Die verwendeten Tiere fiir diese Arbeit
wurden von der Harlan-Winckelmann GmbH, Borchen bezogen und gelangten bei einer
Koérpermasse von 250-300 g in den Versuch. Die Ratten wurden in Gruppen zu je 3 Tieren
in Makrolonkéfigen (ca. 55x32 cm, Hohe: ca. 20 cm) auf Holzgranulat (Firma Altromin,
Lage, Deutschland) bei einer Raumtemperatur von 22°C, einer Luftfeuchtigkeit von 55%
und einem zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Sie erhielten als Futter Altro-
min Standard Diét (1324Nff) fiir Ratten sowie Wasser ad libitum.
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Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivieren von Zellinien

Die Zellinie CC531 wurde in RPMI-1640 Medium mit 10% FKS und 1% Penicillin /Strepto-
mycin bei 37°C und 5% CO, in Heraeus Inkubator propagiert.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden durch Behandlung mit Trypsin von der Zellkulturflasche abgelost und
5 min bei 1000 rpm, 4°C zentrifugiert (Heraeus, Hanau). Die Zellzahl wurde auf 1 - 10°
pro 1ml Einfriermedium (vgl. 2.2) eingestellt und in vorgekiihlten 2ml Einfriergefife
aufgenommen. Daraufhin wurden die Zellen zuerst 1h bei —20°C und spéter bei —80°C
eingefroren. Anschlieffend wurden sie in fliilssigem Stickstoff bei —196°C fiir lingere Zeit

gelagert.
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Zum Auftauen wurden die Zellen in 10ml Vollmedium aufgenommen und 5 min bei
1000 rpm, 20°C zentrifugiert, um das Einfriermedium zu entfernen. Das Pellet wurde in

20 ml Vollmedium aufgenommen und unter Routinebedingungen inkubiert.

3.1.3 Anlegen von Glycerinkulturen

Um Bakterienstimme zu konservieren, wurden 800l einer Uberachtkultur mit 300 pl

Glycerin gemischt und in fliisssigem Stickstoff eingefroren.

3.2 Expression des mutierten -Catenin-Proteins in

Bakterien

Induktion:

Es wurden 100 ml LB-Medium 1:1000 mit einem Glycerolstock von Bakterien, die mutier-
tes B-Catenin Gen exprimierten, angeimpft und fiir 14 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert.
Am niichsten Tag wurden 41 LB-Medium mit der Ubernachtkultur angeimpft und auf
einem Schiittler bei 220 rpm und 37°C inkubiert. In regelméfigen Absténden von 30 min
wurden aus der Bakterienkultur Proben entnommen und die optische Dichte (OD) mit
Hilfe eines Spektrometers (Biorad, Miinchen) gemessen. Die Bakterieninkubation wurde
so lange fortgesetzt, bis eine ODggg von 0,6 erreicht wurde. Die Bakteriensuspension wur-
de dann mit IPTG 1 mM/ml fiir 4h induziert. Diese wurde dann bei 4000 rpm und 4°C

fiir 30 min abzentrifugiert und das Pellet bei —80°C eingefroren.

Bakterienlyse:
Zuerst wurde eine Proteasen-Inhibitoren-Tablette EDTA-frei (Roche, Mannheim) in 50 ml
Extraktionspuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0) gelost und 30 min auf Eis ge-

stellt. Danach wurde das Pellet von induzierten Bakterien in 20 ml Gemisch resuspendiert.
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Um nun die DNA zu scheren, sollte das im eiskalten Natriumphosphatpuffer aufgenomme-
ne Pellet mit Ultraschall behandelt werden. Die Ultraschallbehandlung erfolgte im Kiihl-
raum mit einem Branson Sonifier (Ultraschall & Labortechnik) 6 mal jeweils fiir 1 min.
Zwischen zwei aufeinander folgenden Sonifikationen wurde 1-2 min gewartet. Durch Zu-

gabe von 0,3 M NaCl sollte die Aktivitdt von Proteasen unterdriickt werden.

Es folgte die Ultrazentrifugation des Gemisches bei 55000 rpm und 4°C fiir 1 h. Der Uber-
stand wurde bei —80°C eingefroren und das Pellet in 20 ml 8M Harnstoff, 0,3 M NaCl,
50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 8) resuspendiert und mit Hilfe eines Douncers (Braun,
Melsungen) homogenisiert. Das Homogenat wurde fiir 3h bei 10°C auf einem Uberkopf-
schiittler inkubiert. Diese Inkubationszeit sollte die Loslichkeit des Proteins erh6hen. Er-
neut wurde die Ultrazentrifugation unter oben genannten Bedingungen durchgefiihrt. Die-

ser Uberstand wurde ebenfalls bei —80°C gelagert.

Zum Schluf wurde ein 8 %iges SDS-Gel gegossen. Proben aus aufeinander folgenden Schrit-
ten wurden auf das Gel aufgetragen, um eine Aussage iiber die Loslichkeit des Proteins im
betreffenden Uberstand bzw. nicht geléstes Protein im Pellet zu machen. Die Probe mit
der hochsten Proteinmenge sollte dann mittels Hochleistungsfliissigkeits-Chromatograpie

(HPLC) gereinigt werden.

3.3 Herstellung von Interleukin-2 haltigen Uberstéin-

den

Aus einer WAG /Rij Ratte, die vorher unter COo-Begasung getdtet worden war, wurde
die Milz herauspréapariert und durch ein steriles Nylon-Sieb (100 um, Falcon) passiert. Die
Zellen wurden 2 mal im RPMI 1640 Medium gewaschen und die Zellzahl auf 1-10° Zellen
pro ml in 200 ml zusammen mit 1ug/ml Concanvalin A (Pharmacia-Biotech, Erlangen)
in einer grofsen Kulturflasche eingestellt und fir 48 h bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Um

den Uberstand zu gewinnen, wurden die Zellen 10 min bei 4°C und 1800 rpm pelletiert.
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In einem neuen Gefif wurde der Uberstand (200 ml) mit 4 g Alpha-Methyl-D-Mannoside
versetzt, steril filtriert (0.22 pm Filter) und bei —80°C gelagert.

3.4 Durchflufizytometrische Untersuchungen

Zur Untersuchung verschiedener Zellpopulationen wurden Zellen mit monoklonalen Anti-
korpern, die gegen bestimmte Oberflichenantigene gerichtet sind, markiert. Durch Fluo-
reszenzfarbstoffe, die an den Antikérpern gekoppelt sind, kénnen die gebundenen Anti-
korper durch Anregung der Fluoreszenz mit einem Laser sichtbar gemacht werden. Die
durchflufszytometrische Analyse erfolgt mit Hilfe des FACScan (FACS fiir engl. Fluo-
rescent Activated Cell Sorting). Bei der Durchflufizytometrie werden die physikalischen
Eigenschaften von Zellen gemessen. Die Zellen passieren einzeln verschiedene Dektoren,
die die Lichtstreuung der Zellen und das Fluoreszenzlicht messen. Man unterscheidet zwi-
schen einer Streuung in der Vorwértsrichtung (Aufwértsstreulicht) und einer Streuung im
rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl (Orthogonalstreulicht). Die Lichtstreuung
einer Zelle ist abhingig von der Grofe und der Oberflachen-und Zytoplasmabeschaffen-
heit. Das Aufwiértsstreulicht gibt Auskunft iiber die Grofe der gemessenen Zellen, wéah-
rend das Orthogonalstreulicht die Granularitit der Zellen mifit. Die Fluoreszenz des bei
den Experimenten verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes Fluoreszein (FITC) wird mit einem
Argonlaser angeregt. Der Farbstoff emittiert bei einer Wellenlénge von 510 nm. In einem
Koordinatensystem lassen sich die verschieden gefarbten Zellen darstellen. Durch Verwen-
dung eines anderen Fluoreszensfarbstoffes (Propidiumjodid) kénnen tote Zellen angefarbt
werden. Propidiumjodid gelangt durch die Kernmembran und lagert sich dort in die DNA
ein. Diese Methode wurde verwendet, um die Expression von MHC-Molekiilen auf der

Oberflache der Ratten Zellinie CC531 zu untersuchen.

Pro Probe wurden 2,5 - 10° Zellen eingesetzt. Alle Schritte wurden, soweit nicht anderes
angegeben, bei 4°C und mit eiskalten Losungen durchgefiihrt. Fiir den Nachweis von Ober-

flichenmolekiilen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und direkt mit dem monoklona-
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len Erstantikorper Maus-anti-Ratte MHC I und Maus-anti-Ratte MHCII (Dianova, Ham-
burg) inkubiert. Die Inkubation mit dem Erstantikorper bzw. mit dem FITC-markierten
Kaninchen-anti-Maus IgG als Zweitantikorper (1:10), in Kulturmedium verdiinnt, erfolgte
jeweils 30 min. Vor jeder Zugabe von Antikérpern wurden die Zellen einmal mit Kulturme-
dium, nach der Inkubation mit dem Zweitantikorper einmal mit PBS gewaschen, bevor sie
zur Fixierung der gebundenen Antikorper in 200 ul 1% Formaldehyd /PBS aufgenommen

wurden.

Die Analyse der Proben erfolgte im Durchflufszytometer (Counter Electronicx, Hialeah,
USA). Bei der Auswertung wurde der “mean”Wert, d.h. das Verhéltnis der mittleren

Fluoreszenzintensitat der Probe zu der entsprechenden Negativkontrolle, angegeben.

3.5 Immunhistologische Farbungen

Hé&malaun und Eosin Farbung (HE-Firbung):

Die Gefrierschnitten wurden auf einem Objekttrager mit Aceton fiir 10 min fixiert. Die
Proben wurden luftgetrocknet und 5 min mit Hamalaun behandelt, wodurch die Zellkerne
blau geférbt werden. Nach dem die Objekttrager 10 min mit HoO gewaschen wurden, wur-
de das Zytoplasma 10sec mit Eosin nachgefarbt (rot). Anschliefend wurden die Proben

mit Aqua bidest erneut gewaschen und luftgetrocknet.

3.6 DNA-Praparationen

3.6.1 DNA-Prazipitation mit Ethanol

Um Nukleinsduren aus wasserigen Losungen zu féllen, muf ihnen die Hydrathiille entzo-
gen werden. Dazu wurde die Losung mit 0,1 Vol. 3M Na-Acetat, pH 5,2 versetzt, mit dem
2,5 fachen Volumen 96% Ethanol vermischt und 15 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifu-
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giert. Das Pellet wurde zur Entfernung von Salzen mit 70% Ethanol gewaschen (5min,
15000 rpm), kurz luftgetrocknet und im sterilem Aqua bidest. resuspendiert. Zur Bestim-
mung der DNA-Konzentration wurden 2 ul DNA in 1ml destillierten Wasser (steril) auf-
genommen und anschliessend die Konzentration an einem Spektralphotometer (Biorad,

Miinchen) gemessen (vgl. 3.7).

3.6.2 DNA-Aufarbeitung aus Kulturzellen

CCH31 Zellen wurden aus einer groken Kulturflasche abtrypsiniert, in 20 ml PBS auf-
genommen und bei 1000 rpm, 4°C gewaschen und auf 10° Zellen pro ml eingestellt, an-
schliefsend in 10 ml Lysepuffer lysiert und zur Degradation der Proteine mit Proteinase K

(100 pg/ ] Endkonzentration) tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die Extraktion der DNA erfolgte durch Zugabe von 1Vol Phenol. Die DNA wurde 1h
bei Raumtemperatur mit Hilfe eines Drehmischers mit dem Extraktionsmittel vermischt.
Es folgte eine 10 miniitige Zentrifugation (Heraeuszentrifuge, Hanau) bei 3000 rpm und

20°C.

Die obere wisserige Phase (DNA) wurde erneut mit 1 Vol Phenol und 1 Vol Chloroform in
gleicher Weise vermischt und abzentrifugiert. Schlieklich wurde die obere Phase mit 1 Vol
Chloroform gemischt und abzentrifugiert. Zur Entfernung restlicher Extraktionsmittel,
wurde die DNA mit Ethanol préazipitiert, in sterilem bidestilliertem Wasser resuspendiert

und die DNA-Konzentration gemessen (vgl. 3.7).

3.6.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel

Die DNA Fragmente wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Das ge-
wiinschte Fragment wurde mit langwelligem UV-Licht identifiziert und mit einem sterilen

Skalpell herausgeschnitten. Das Fragment wurde nun kurz im fliissigen Stickstoff einge-
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froren und in einem fiir die Gelextraktion vorgesehenen Sieb, in vorgekiihlter Zentrifuge
(4°C) von Gelresten befreit. Die Aufreinigung der DNA erfolgt mit dem PCR Purifera-
tion Kit nach Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim). Die préazipitierte DNA wird

im Wasser resuspendiert.

3.6.4 DNA-Extraktion aus Gewebegefrierschnitten

Mit Hilfe eines Kryotoms wurden zehn 10 um dicke Schnitte angefertigt. Anschliefsend
wurden diese Schnitte in 150 ul Lysepuffer iiberfiihrt und nach Zugabe von Proteinase K
(100 pg/pl Endkonzentration) iibernacht bei 56°C inkubiert (Heizblock, Eppendorf). Die
Extraktion der DNA erfolgte wie im 3.6.2 beschrieben. Die DNA wurde mit Ethanol

gefillt, im sterilen Wasser aufgenommen und photometrisch gemessen (vgl. 3.7).

3.6.5 DNA-Isolierung aus mikrodissezierten Gewebegefrierschnit-

ten

Es wurden 10 um dicke Gefrierschnitte (vgl. 3.6.4) aus Kolontumoren von DMH behan-
delten Ratten vorbereitet und auf Objekttragern nach HE-Farbemethode geférbt. Nach
einer mikroskopischen Untersuchung wurden Gewebeareale, bei denen es sich um Adeno-
men und Karzinomen handelte, mit Hilfe einer Nadelspitze abgekratzt und das Material
in einem Eppendorfreaktionsgefifs gesammelt. Die DNA wurde unter Verwendung von
QIAMP TISSUE KIT (QIAGEN, Hilden) isoliert und im sterilen Aqua bidest resuspen-
diert.
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3.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren wurde mit einem Spektralphoto-
meter (Biorad, Miinchen) durchgefiihrt. In 1-cm-Quartzkiivetten gilt folgende Beziehung
von optischer Dichte bei 260 nm (ODqgp) und der Konzentration von Nukleinséuren (Sam-

brook et al., 1989, Applied Biosystems Manual fiir DNA-Synthesizer 380 A):

1 ODygy doppelstrangiger DNA entspricht 50 g/ ml
1 ODggo RNA entspricht 40 pg/ml
1 ODqgq einzelstrangiger Oligonukleotid entspricht 30 pug/ml

Das Verhéltnis der ODygo/ODagg ermittelt die Reinheit der entsprechenden Nukleinséure;
Nukleinsdure-Praparationen ohne kontaminierende Proteine oder Phenolreste haben

ODQ(jo/ODggo—Werte von 178—2,0.

3.8 DNA-Ligation

Die DNA wurde mittels Polymerase Chain Reaction amplifiziert. Nach Aufreinigung der
jeweiligen DNA-Fragmenten erfolgte die Ligation mit T4 Ligase nach dem Protokoll des
Herstellers. Die T4 Ligase katalysiert die kovalenten Verkniipfungen von nebeneinander
liegenden 3'-Hydroxy und 5’-Phosphat Enden. Der Ligationsansatz beinhaltete 10 ng des
PCR-Produktes, pCR® Vektor 25ng/ul (TA Cloning® Kit, Invitrogen) unter Zugabe
vom 10x Ligationspuffer, sterilen H,O, und der Ligationsenzym T4 DNA Ligase (1U) in
einem Gesamtvolumen von 10 ul. Das molare Verhéltnis zwischen Vektorfragment und zu
inserierendem DNA-Fragment betrégt 1:1 bis 1:3. Der Reaktionsansatz wurde in einem

Wasserbad iibernacht bei 14°C inkubiert.
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3.9 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzel-

len

Die Transformation von Bakterienzellen erfolgt durch die Zugabe von 2 ul Ligationsansatz
zu den One Shot Bakterien Zellen (Invitrogen). Der Ansatz wurde fiir 30 min auf Eis ge-
stellt, um ihn anschliefend einem 30 sec dauernden Hitzeschock bei 42°C auszusetzen. Die
Zellen wurden 2 min auf Eis gelagert, mit 250 ul SOC Medium (TA Cloningkit, Invitrogen)
aufgefiillt und eine Stunde auf einem Eppendorfschiittler bei 37°C, 225 rpm geschiittelt.
Anschlieend wurden die transformierten Zellen auf Eis gestellt. Danach wurden 100 pl auf
einer LB-Agarplatte mit dem Selektionsantibiotikum (Kanamycin, 50 ug/ml) ausplattiert
und iibernacht bei 37°C inkubiert.

3.10 Plasmid-Minipraparation

Aus einer Bakterienplatte, die mit Kolonien bewachsen war, wurde eine Ubernachtkultur
vorbereitet, in dem eine Kolonie mit aus der Platte mit einer Pipettenspitze isoliert und
3ml LB-Medium angeimpft wurde. Die Bakterienkultur wurde mit Kanamycin (50 pg/pul
Endkonzentration) versetzt, da die Plasmide ein Resistenzgen fiir Kanamycin enthielten,

und iibernacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert.

Bakterien aus 2ml Ubernachtkultur wurden bei 14000 rpm, 1min bei RT zentrifugiert
und das Pellet mit dem Plasmid-Minipraparationskit (Biorad, Miinchen) behandelt. Die
Bakterien wurden zuerst in 200 ul Zellresuspensionslosung aufgenommen, mit 250 pl Lyse-
Puffer vorsichtig gemischt, wobei eine klare Losung nach Lyse der Bakterien entsteht.
Anschliefsend wurde sie mit 250 ul Neutralisationslosung versetzt. Nach der Neutralisation
bildet die chromosomale DNA zusammen mit den zelluldren Proteinen einen Klumpen, der

durch die Zentrifugation entfernt werden kann. Die Plasmid DNA verbleibt im Uberstand.

Die Plasmid DNA wurde mit 200 ul Matrix-Suspension vermischt und auf eine Biorad-
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Saule gegeben. Die Matrix-Suspension dient der Bindung der DNA an das Sdulenmaterial.
Das Gemisch wurde dann 30 sec bei RT und 14000 rpm zentrifugiert, das Filtrat verworfen
und die DNA 2x mit 500 ul Waschlosung (Roche, Mannheim) zuerst gewaschen und in
200 pl sterilen Wasser eluiert.

Um die DNA-Losung zu konzentrieren, wurde sie mit Ethanol prézipitiert (vgl. 3.6.1) und

in sterilem bidestilliertem Wasser resuspendiert.

3.11 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

(Fuchs und Blakesly, 1983)

Fiir den Restriktionsverdau wurden 1-10 ug Plasmid-DNA in einem Standardansatz mit
2 1l 10x Puffer und 1 ul Restriktionsenzym (10u/ul, Biorad, Miinchen) Kpsl bzw. Xbal
versetzt und mit Aqua bidest auf 20 ul Endvolumen aufgefiillt. Der Verdau erfolgte fiir
1,5h bei 37°C im Wasserbad. Anschliefsend wurde die DNA mit Ethanol geféllt und die
DNA-Spaltung auf einem 2%igen Agarosegel kontrolliert (vgl. 3.12.1).

3.12 Elektrophoresen und Blottechnik

3.12.1 Agarosegelelektrophorese zur Trennung von DNA

(McDonell et al., 1977)

Die Auftrennungen erfolgten iiber Horizontalgele, die je nach Grofe der auftrennenden
DNA mit unterschiedlichen Agarosekonzentrationen (1,2-2%) vorbereitet und verwendet
wurden. Die Agarose wurde in 1x TAE in einem Mikrowellenherd aufgekocht, auf ca. 60°C
abgekiihlt, mit 0,01 Vol Ethidiumbromid versetzt (0,5 ug/ml Endkonzentration) und in
den entsprechenden Gelschlitten gegossen. Die DNA wurde mit 2x DNA-Auftragpuffer

versetzt und in die Taschen des Gels getragen. Als Léngenstandard wird eine 100 bp
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Leiter verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in einer Gelkammer (Biorad, Miinchen) bei
einer Stromstérke von 80 mA fiir 30 min. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit einer

digitalen Kamera (Stratagene, Heidelberg) fotografiert.

3.12.2 Agarosegelelektrophorese zur Trennung von RNA

Die Auftrennung der RNA erfolgte in einem 1,2% Agarose-Gel. Das Gel wird mit 1x
MOPS-Puffer angesetzt. Die Agarose wurde in 1x MOPS-Puffer (vgl. 2.3.1) aufgekocht,
auf ca. 60°C abgekiihlt und mit Ethidiumbromid (0,5 sg/ml Endkonzentration) versetzt.
2 ul RNA wurde mit RNA-Probenpuffer (3x) vermischt und fiir 10 min bei 65°C auf einem
Heizblock (Eppendorf, Hamburg) erhitzt, auf Eis abgekiihlt und in die Geltaschen geladen.
Die Elektrophorese verlief unter Standard-Bedingungen (vgl. 3.12.1).

3.12.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zur Trennung von

Proteinen

Es wurde das diskontinuierliche System nach Laemmli (1970) verwendet.

Ein 6%iges Trenngel (vgl. 2.3.1) wurde zwischen zwei Glasplatten eines Minigel- Apparates
(Biorad, Miinchen) gegossen und mit Isopropanol {iberschichtet. Nachdem das Trenngel
polymerisiert war, wurde die Isopropanol Schicht abgegossen, 2x mit Aqua bidest gewa-

schen und mit Sammelgel iibergossen.

Um nun Proteine nach ihrem Molekulargewicht zu trennen, wurden sie in einem Laemmli-
Probenpuffer (2x) mit dem Detergenz SDS (sodium dodecyl sulfate) und dem Reduktions-
mittel 2-Mercaptoethanol aufgenommen. Die Denaturierung erfolgte durch 10 miniitige

Erhitzung bei 95°C auf einem Schiittler (Eppendorf, Hamburg).

SDS bewirkt die Solubilisierung und stark negative Aufladung der Proteine, so dass sie

49



KAPITEL 3. METHODEN M. A. Hans

sich im elektrischen Feld beziiglich ihrer Gesamtladung gleich verhalten. Mercaptoethanol
bewirkt durch die Reduktion von Schwefelbriicken zu Sulfhydrylgruppen eine Zerstorung
der Quartér- und Tertidrstruktur und damit eine ausschliefliche Trennung nach dem

Molekulargewicht und nicht nach der rdumlichen Struktur.

Durch eine rasche Zentrifugation von 5sec bei 14000 rpm (Tischzentrifuge, Eppendorf)
wurden die unloslichen Teile abgetrennt. Danach wurden die Proben auf Eis gestellt. Auf
das 12%ige Sammel-Gel wurden pro Tasche 30 ng Protein geladen und eine Spannung von

90V bzw. 120V zur Auftrennung der Proben im Sammelgel bzw. im Trenngel angelegt.

3.12.4 Western-Blot

Western-Blot ist eine Methode bei der elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem
Trenngel auf einen geeigneten Tragerfilter, z. B. Nitrocellulose oder Nylon iibertragen
werden. Die immobilisierten Proteine auf dem Filter kénnen mit Hilfe von Antikérpern

oder Enzymsubstraten qualitativ und quantitativ bestimmt werden.

Die Western-Blot-Technik wurde verwendet, um die Spezifitdt der Immunseren, entnom-

men aus den gegen (-Catenin vakzinierten Ratten, zu testen.

Die SDS-Gelelektrophorese verlief unter gleichen Bedingungen wie im 3.12.3 beschrieben.

3.12.4.1 Transfer auf Immobilonmembran

Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte durch das konventionelle Nafblotting-

Verfahren.

Als Tréigerfilter diente eine Polyvinylidenfluorid Membran (Immobilon®, Millipore). Der
Membranfilter wurde zuerst 10sec im Methanol getriankt, 2min in destilliertem Wasser

aquilibriert und 5 min im Western-Blot-Puffer (vgl. 2.3.1) gelegt.
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Das Gel, welches fiir 15 min im Western-Blot-Puffer vorbehandelt war, wurde auf zwei
bereits mit Puffer getriinkte Filterpapierschichten gelegt. Uber dem Gel wurde die Trans-
fermembran gelegt, auf die wiederum eine dicke zweischichtige Lage von Filterpapier zu

liegen kam. Das Blotgerét (Biorad, Miinchen) wurde mit ca. 800 ml Blotpuffer gefiillt.
Der Transfer erfolgte in 1,5h bei einer Stromstérke von 300 mA bei 4°C.

Nach Beendigung der Gel-Elektrophorese wurde das Blot abgebaut und die Membran fiir
1min in Ponceau S gefirbt. Dieser Vorgang diente der Effizienziiberpriifung des Blots.
Nach dem Waschen mit destilliertem Wasser konnten quantitative Aussagen iiber den

Blot gemacht werden.

Das Gel wurde mit Commassie Blue fiir 30 min bei RT auf dem Schiittler zur Kontrolle

des Transfers gefarbt und tibernacht mit 7% Essigsdure (vgl. 2.3.1) entfarbt.

3.12.4.2 Trocknen von Coomassie gefirbten Gelen

Das iibernacht entfiarbte Coomassie-Gel wurde fiir 1h im ddHyO gelegt. Zwei Geltrock-
nerfolien wurden im Wasser eingeweicht. Das SDS-Gel wurde zwischen den Folien auf

einem Geltrockner (Biorad, Miinchen) fiir 2h unter Vakuum getrocknet.

3.12.4.3 Immunreaktion

Die Membran wurde mit 1x TBST (0,1% Tween 20) gewaschen und iibernacht im Kiihl-
raum mit 5% Trockenmilch, 1% BSA in TBST geblockt, um unspezifische Antikorperbin-

dungsstellen abzuséttigen. Daraufhin folgten vier Waschschritte mit TBST jeweils 10 min
bei RT.

Das Antiserum wurde 1:200 in 5% Trockenmilch, 1% BSA und TBST verdiinnt. Die

erste Immunreaktion erfolgte durch die Inkubation der einzelnen Blotstreifen mit dem
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Antikorper, iibernacht bei 4°C.

Das Auswaschen vom nicht gebundenen Antikérper geschah durch viermalige Behandlung

der Membran mit TBST. Jeder Waschgang wurde 10 min durchgefiihrt.

Der Peroxidase-konjugierte Ziegen-Anti-Ratte Antikorper, 1:1000 verdiinnt in TBST, 5%
Trockenmilch (1% BSA) diente als Zweit-Antikérper, mit welchem die Membran weitere
60 min bei RT inkubiert wurde. Anschlieffend wurde die Membran 6 mal, jeweils 15 min

lang mit TBST gewaschen.

3.12.4.4 Nachweisreaktion von mutiertem (-Catenin-Protein

Die Enhanced Chemiluminescence (ECL) sollte der Identifikation der WAG-Ratten Im-
munseren mit dem zu untersuchenden Protein (mutierten S-Catenin) dienen. Bei dieser
Nachweismethode handelt es sich um ein hochempfindliches nicht-radioaktives Verfah-
ren. Die Substrate sind hierbei Substanzen, die bei einer enzymatischen Reaktion unter
Lichtentwicklung zerfallen. Bei dem hier von der Firma Amersham verwendeten Western
Blot ECL-Kit wird durch die Meerettich-Peroxidase die Oxidation des Farbstoffes Lu-
minol (ein zyklisches Diazylhydrazid) in Gegenwart von Wasserstoffperoxid katalysiert.
Dadurch wird das Luminol in einen angeregten Zustand gebracht. Durch Lichtemission
erreicht das Luminol wieder seinen Grundzustand und damit ein niedrigeres Energieni-
veau. Die Lichtemission fiihrt zu einer Schwirzung auf dem Rontgenfilm. Die Blotstreifen
wurden nach dem letzten Waschschritt 1 min im ECL-Puffer (Amersham, Braunschweig)
inkubiert. Die bei der Peroxidase-Reaktion entstehenden Lichtblitze wurden bei einer Ex-

positionszeit von 1sec mit dem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

52



KAPITEL 3. METHODEN M. A. Hans

3.13 Praparation von Gesamt-RNA aus Kolonkarzinom-

Zellen und der Milz von immunisierten Ratten

Zur RNA Extraktion wurden CCb531 Zellen aus einer Zellkulturflasche trypsiniert. Die
Zellen wurden erneut in 20 ml Vollmedium aufgenommen, um das Trypsin zu inaktivie-
ren. Zum Pelletieren von Zellen, wurden sie bei 1000 rpm und Raumtemperatur, 10 min
zentrifugiert (Heraeus, Hanau). Unter gleichen Bedingungen wurden die Zellen einmal
mit PBS gewaschen. Die Extraktion der RNA verlief unter Homogenisierung der Zellen

(Zellpellet) bzw. der Milz mit Hilfe eines Positrons 30sec in 800 ul bzw. 4 ml Losung D.

Die RNA-Extraktion verlief unter Zugabe von 0,1 Vol 2M Natriumacetat® (pH4), 1 Vol
Phenol und 0,25 Vol Chloroform zu den homogenisierten Zellen bzw. der Milz. Das Ge-
misch wurde 15min bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert (Beckmannzentrifuge), um die
RNA (Oberphase) von DNA und Proteinen (Interphase) abzutrennen. Die RNA in der
Oberphase wurde mit 1 Vol Isopropanol mindestens 1h bei —20°C prézipitiert und an-
schliefend 30 min bei 10000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das feuchte Pellet wurde in
1,5ml Losung D* aufgenommen und mit 175 ul 2 M Natriumacetat™ (pH 5,5), 500 ul Phe-
nol und 500 pl Chloroform nochmal extrahiert und geféllt. Das Pellet wurde anschliefsend
zweimal mit 70% Ethanol zur Entfernung von Salzen gewaschen und in 500 ul DEPC-
Wasser resuspendiert. Die Qualitdt der RNA wurde auf ein MOPS-Agarosegel iiberpriift
und die Konzentration der RNA mit einem Spektralphotometer ermittelt (vgl. 3.7).

*) Diese Losungen wurden mit sterilem DEPC-Wasser angesetzt.
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Losung D:

50g Guanidiniumthiocyanat (GTC)

58,5ml DEPC-Wasser

3,52ml Natriumacetat™ 0,75 M, pH7,0

5,28 ml  Sarcosyl

0,1M  -Mercaptoethanol (Zugabe kurz vor dem Gebrauch)

3.14 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wurde die SuperscriptTM IT (Gibco) verwendet, um ein-

zelstrangige cDNA herzustellen.

Die RNA stammte aus Rattentumorzellen bzw. Rattenmilz (vgl. 3.13). Der Reaktionsan-
satz erfolgte geméf den Herstellerangaben unter Verwendung von 1 ul Oligo dT (500 pg/ml)
und 1 pug Gesamt-RNA.

3.15 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wird zur Amplifikation von definierten DNA-Bereichen
benutzt. Das Grundprinzip der PCR ist die enzymatische Duplikation einer DNA-Sequenz.
Hierzu benotigt werden zwei Oligonukleotide, die Primer, die jeweils komplementér ho-
molog zu dem (+)-Strang des einen Endes und zu dem (—)-Strang des anderen Endes der
zu amplifizierenden DNA-Region sind. Nach Hitze-Denaturierung der DNA koénnen sich
die Primer bei der anschliefsenden Abkiihlung des Reaktionsansatzes an die DNA-Matrize
anlagern. Eine hitzestabile Polymerase, z. B. Taqg-Polymerase, erstellt — ausgehend vom
3’-OH-Ende des Primers — durch Primer-Extension eine Kopie der DNA-Matrize. Die

Primer miissen so orientiert sein, dass die Synthesen der DNA-Molekiile aufeinander zu-
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laufen. Nachdem die gewiinschte Sequenz synthetisiert ist, werden die Strange durch Hit-
zeeinwirkung voneinander getrennt. Durch erneute schnelle Senkung der Temperatur wird
eine spezifische Bindung der Primer an die entstandenen DNA-Stiicke ermoglicht. Durch

Primerverlangerung wird dann wieder eine neue Kopie der Template-DNA erstellt.

Durch dreifig- bis vierzigfaches Wiederholen dieses Zyklus wird eine vieltausendfache

Vermehrung des definierten DNA-Bereiches zwischen den Primern erreicht.

Fiir die Durchfithrung der Polymerase-Ketten-Reaktion wurde die Taq DNA Polymerase
von der Firma Gibco verwendet. Der Reaktionsansatz erfolgte geméfs den Herstelleranga-
ben. Als Probe diente die mikrodissezierte DNA (vgl. 3.6.5) aus den Gefrierschnitten von

Kolonadenomen bzw. Karzinomen der DMH behandelten Ratten.
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3.16 Primerdesign fur PCR

Anhand der folgenden Primerpaare wurde die Amplifikation von bestimmten Bereichen

im APC, -Catenin und K-ras Gen durchgefiihrt.

Die Sequenz fiir die verwendeten Primer wurde aus der publizierten Ratten-cDNA Se-

quenz, die in der Datenbank HUSAR des Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg

enthalten ist, abgeleitet.

Untersuchtes Gen

Exon

Codon

Oligonukleotidsequenz

APC

15

1061

5-AGCAGCTGAACTCAGGAAGG-
ACTGGTTCACAATTTTGATTAA-3

APC 15 1307 5-CCCCAATATGTTTCTCAAGG-
GCTTTTGGAGGGAGACTTGG-3
APC 15 1554 5-GCCTAAGTGCTCTGAGTCTGG-
TGCGTGATGACTTTGTTGG-3
B-Catenin 3 41 5-GCTGACCTGATGGAGTTGGA-
GCTACTTGCTCTTGCGTGAA-3
K-ras 1 12,13 | 5-CCTGCTGAAAATGACTGAGTA-

CTATCGTAGGATCATATTCA-3

3.17 Primerdesign fiir Klonierung des vollstandigen

B-Catenins

RNpgcatfwdl | 5-CCCCAAGGGTATCTGAAG-3

RNpcatfwd2 | 5~ AAACCGCGGAAACCATGGCTACTCAAGCTGACCTC-3

RNpgcatrevl | 5-TTACTCCTCGACCAAAAAGG-3

RNpgcatrev2 | 5-GGGTCTAGAAAGTTTACTTCGACTGTTCC-3

o6
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3.17.1 PCR Strategie zur Detektion von Mutationen in
Codon 1307, 1061 und 1554 des APC-Gens

Die Polymerase-Ketten-Reaktion fiir Codon 1307 und 1061 verlief unter Verwendung von
Taq DNA Polymerase nach folgendem Programm:

e Die einmalige Denaturierung der DNA-Stringe, 3 min bei 95°C

e 45sec wurden kurze DNA-Stiicke bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden fiir 45 sec
bei 50°C abgekiihlt, um die Anlagerung der Primer an die Matrize zu ermoglichen.
Eine einminiitige Erhitzung der Proben auf 72°C diente der DNA-Synthese. Diese
Schritte wurden in weiteren 34 Zyklen wiederholt. Anschlieffend wurde zur Elonga-
tion der DNA nach Beendigung der Zyklen, die Temperatur 7 min bei 72°C beibe-
halten.

e Die PCR verlief fiir das Codon 1554 im APC Gen unter oben genannten Bedingun-
gen. Die Primer-Anlagerungstemperatur (Annealing Temperatur) wurde beziiglich

des Primers auf 55°C erhoht.

3.17.2 PCR Strategie zur Detektion von Mutationen im Exon 3
des (-Catenin bzw. Exon 1 des K-ras Gen des Tumorma-

terials

Der Polymerase Ketten Reaktionansatz (50 ul) erfolgte geméfs den Herstellerangaben
(Gibco, Eggenstein). Das PCR-Programm begann mit dem Denaturierungsschritt der Pro-
ben 3min bei 95°C. Die PCR Zyklen verliefen unter drei aufeinander folgenden Schritte:

e Erhitzen der kurzen DNA-Stiicke, 45 sec bei 95°C

e Anlagerung der Primer 45 sec bei 50°C

57



KAPITEL 3. METHODEN M. A. Hans

e Die DNA-Synthese 1 min bei 72°C

Diese Zyklen wurden 35 mal wiederholt. Anschliefend folgte die Elongation, 7min bei
72°C.

3.18 Sequenzierung

3.18.1 Sequenzierung von doppelstrangiger DNA

Die Sequenzierung von Plasmid DNA wurde am ALF EXPRESS nach dem EMBO Pro-
tokoll durchgefiihrt.

10 ul DNA (ca. 5 pg) wurden mit 2 ul vorgefarbtem Primer (10 M) versetzt. Eine dreimi-
niitige Inkubation bei 65°C nach Zugabe von 1 1 1 M NaOH sollte zur alkalischen Denatu-
rierung der DNA fithren. Das Gemisch wurde anschliefsend fiir 15 min bei 37°C abgekiihlt.
Danach erfolgte die Neutralisation des Gemisches durch Zugabe von 1ul 1M HCIL. Fiir
die Termination wurden 2 pul Primer-Anlagerungspuffer hinzugefiigt und 10 min bei 37°C

gelagert.

In jedes Reaktionsgefiafs wurden 1 pul Extensionspuffer und 0,5l T7 DNA Polymerase

hinzugegeben.

3,5 ul Reaktionsgemisch wurden auf die einzelnen Nukleotide gegeben und die Reaktion

nach 5min mit 4 ul Stop-Puffer gestoppt.

Unmittelbar bevor die Proben auf das ALF-GEL (vgl. 2.5) aufgetragen wurden, erfolgte

eine Denaturierung der Proben 3 min bei 85°C.
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3.18.2 Sequenzierung von PCR Produkten

Die PCR-Produkten wurden zuerst mit dem PCR-Purification Kit (Roche, Mannheim)
aufgereinigt und die Sequenzierungsreaktion mit dem Ampli Taq® FS Big Dye Terminator

Kit mit einem Gesamtvolumen von 15 ul angesetzt.

Reaktionsansatz:
3 pl Pramix, 20-100 ng PCR-Produkt (je nach Grofe des Produktes), 1 ul Primer 10 pmol
wurden zusammen pipettiert und mit HPLC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 15 ul

aufgefiillt.

Sequenzierungsprogramm:

Die Proben wurden an einem Thermal Cycler (Perkin Elmer) mit folgendem Programm
sequenziert. Vor Beginn der Zyklen erfolgte die vollstindige Denaturierung der DNA bei
95°C fiir 5 min.

Reaktionsschritte im Einzelnen:

e Trennung der doppelstrangigen Matrizen-DNA (95°C, 30 sec)
e Anlagerung der Primer an homologen Bereichen der Proben-DNA (52°C, 15sec)

e DNA-Synthese (60°C, 4 min)

Durch eine 25 faches Wiederholen dieses Zyklus wurde die Vermehrung des definierten

DNA-Bereiches zwischen den Primers erreicht.

Die sequenzierten Proben wurden mit Ethanol préazipitiert und das luftgetrocknete Pellet
in 25 pul TCR Puffer aufgenommen. Nach einer 2 miniitigen Denaturierung der Proben bei

95°C wurden sie auf ein ABI 310 DNA Sequenzer (Perkin Elmer) analysiert.

Die anschlieffende Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Sequenz-Analyse-Pro-

gramm HUSAR (DKFZ, Heidelberg).
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3.19 Zytotoxizitatstest zum Nachweis der zellularen Im-

munantwort

Zur Untersuchung einer vorhandenen zelluldren Immunantwort wurde der Zytotoxizitéts-
test mit Hilfe des 51Cr release assay durchgefiihrt. Dieser Test dient als Funktionstest
zur Untersuchung von zytotoxischen Effektorzellen. Zuerst sollten die aus dem Blut und
der Milz von vakzinierten Ratten die T-Lymphozyten isoliert werden. Die isolierten T-
Lymphozyten wurden im Stimulations-Medium (Vollmedium, 10% Interleukon-2 haltigem
Uberstand) aufgenommen und fiir 5 Tage durch Coinkubation mit y-bestrahlten (200 Gy,
v-Tron %°Co) Tumorzellen (CC531) bei 37°C, 5% CO, vorstimuliert.

Es wurden 10° Tumorzellen mit 100 uCi 'Cr radioaktiv markiert und 1h bei 37°C,
5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 3 mal mit eiskaltem Vollmedium 10 min
bei 1000 rpm, und 4°C gewaschen und in einer Konzentration von 5000 Zellen in 100 ul pro
Loch in die Locher einer Mikrotiterplatte hineinpipettiert. Die Effektoren (vorstimulierte
T-Lymphozyten) wurden in Effektor:Target Verhéltnissen von 3:1, 10:1, 30:1 und 100:1
zu den Tumorzellen gegeben und fiir 6h im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieRend 5min bei 1200 rpm pelletiert, 100 zzl von dem Uberstand entnommen, in da-
fiir vorgesehenen Plastikréhrchen hineinpipettiert, mit heiffem Paraffin verschlossen und
die freigesetzte Radioaktivitat mit einem ~-Counter (Hamden, USA) in Dreifachwerten
gemessen. Die freigesetzte Aktivitéit sollte ein Mafs fiir die Erkennung und die Lyse der
Tumorzellen durch T-Lymphozyten sein. Die Bestimmung der spontanen Freisetzung er-
folgte durch Zugabe von reinem Medium statt der Effektoren, die maximale Freisetzung

durch Inkubation der Targetzellen mit 1% Triton-X-100.

Die spezifische Lyse wurde wie folgt errechnet:

spezifische Freisetzung - spontane Freisetzung

- 100 = spezifische Lyse
maximale Freisetzung - spontane Freisetzung P Y
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3.20 Tierversuche

3.20.1 Genehmigung der Tierversuche

Diese Arbeit wurde im Rahmen eines vom Regierungsprasidium Karlsruhe genehmig-
ten Versuchsvorhabens durchgefiihrt. Die Kurzbezeichnung des Versuchsantrages lautet
“Vakzinierung beim chemisch induzierten Ratten-Kolonkarzinom” und tragt die Geneh-

migungsnummer 072/98.

3.20.2 Vakzinierung von Ratten

Zur Stimulation der T-Zellantwort wurden 16 weibliche 10-12 Wochen alte Wag/Rij Rat-
ten jeweils mit 200 pug rekombinantem (-Catenin Plasmid (Abbildung 4.5), in 300 ul PBS
vakziniert. Die Immunisierung der Ratten erfolgte durch eine viermalige, im Abstand von
10 Tagen erfolgende intradermale Injektion des Vakzinierungsplasmids. Die Applikation
des Plasmids wurde mit Hilfe einer 0,6 mm Kaniile an mehreren Stellen unter die Haut

im Nackenbereich durchgefiihrt.

3.20.3 Tumorimplantation in Ratten

Im fliissigen Stickstoff eingefrorene CC531 Zellen wurden aufgetaut (vgl. 3.1.2), im PBS
gewaschen, im Vollmedium aufgenommen und bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Zwei Tage
nach Kultivierung wurden die Zellen mit Trypsin (Gibco, Eggstein) abgelost, im Vollme-
dium gewaschen und mit Hilfe einer Neubauerkammer gezéhlt. Die Tumorimplantation
erfolgte durch die subkutane Injektion von jewils 5 - 10°/200 ul PBS in die rechte Flanke
der Ratte.
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3.20.4 Induktion von Kolon-Karzinomen mittels 1,2-Dimethyl-
hydrazin (DMH)

Die Tumorinduktion der Kolonkarzinome erfolgte im WAG /Rij Rattentumormodell mit
dem chemischen Karzinogen 1,2-Dimethylhydrazin (Ducrey et al., 1967). Es wurden 44
weibliche sechs bis acht Wochen alte WAG /Rij Ratten (Harlan, Deutschland) mit dem
DMH behandelt. Die Verabreichung von DMH erfolgte durch die subkutane Injektion der
Tiere mit 20 mg/kg Korpergewicht, einmal wochentlich iiber 20 Wochen. Die behandelten
Ratten wurden eine Woche nach der letzten Injektion mittels CO5 getétet, und die Kar-
zinome aus dem Kolon zur Gewinnung von Tumormaterial entfernt. 42 von 44 (95%) der

Ratten trugen Kolon Tumore mit einer Haufigkeit von eins bis vier Tumoren pro Tier.
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Ergebnisse

4.1 Experimentelle Strategie

Genetische Verdnderungen fiihren im Rahmen der Entstehung einens malignen Tumors
zur Expression von verdnderten Peptiden und Proteinen, welche vom Immunsystem als
fremd erkannt werden konnen. Das Immunsystem ist in der Lage, gegen tumorassoziierte
Antigene sowohl eine humorale als auch eine zelluldre Reaktivitét zu entwickeln (Robbins
et al., 1996). Trotz der Moglichkeit, immunologisch gegen Tumorzellen reagieren zu kon-
nen, scheint das Immunsystem in der klinischen Situation zu versagen. Daher ist es von
besonderer Bedeutung, das Immunsystem mit Hilfe spezifischer Stimulation durch Immu-
nisierung gezielt vorzubereiten, um eine Tumorregression zu erzielen. Ziel dieser Arbeit
war die Entwicklung einer Immuntherapie fiir kolorektale Karzinome. Dabei sollte die Fra-
ge beantwortet werden, ob durch die Vakzinierung mit dem rekombinanten 3-Catenin in
Form eines DNA-Plasmids eine Tumorprotektion in Ratten erreicht werden kann. Vorher
sollte untersucht werden, ob (-Catenin ein geeignetes Zielmolekiil fiir die Vakzinierung
darstellt. Die Entwicklung einer effizienten Vakzinierungsstrategie gegen kolorektale Tu-
more mit dem mutierten 3-Catenin als Zielantigen ist von groféer klinischer Relevanz, da

Mutationen des 3-Catenin-Gens eine wichtige Rolle in der humanen Kolon-Karzinogenese
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spielen (Chan et al., 2002). Das mutierte S-Catenin ist bereits als tumorspezifisches An-
tigen bei malignen Melanomen (Robbins et al., 1996) identifiziert worden. Dies bedeutet,
dass mutiertes $-Catenin beim Menschen immunogen ist. Eine Folge der g-Catenin Mu-
tationen ist der Austausch von Aminosduren. Dies fiihrt zu tumorspezifisch exprimierten
neuen Epitopen. Das mutierte 3-Catenin kann daher ein geeignetes Vakzinierungstarget

gegen kolorektale Tumore darstellen.

(-Catenin Mutationen treten sowohl bei Menschen als auch in experimentell induzierten
kolorektalen Tumoren bei Mausen und Ratten auf. Die Untersuchungen von tumoras-
soziierten Antigenen im Ratten Modell zeigten charakteristische Ahnlichkeiten zwischen
Ratte und Mensch (Abeyounis und Milgrom, 1976). Zur Charakterisierung des 3-Catenins
und Untersuchung der Frage, ob 3-Catenin ein geeignetes Antigen fiir die Vakzinierung
darstellt, wurden Mutationsanalysen in DMH induzierten Ratten-Kolontumoren durch-

gefiihrt.

Eine DNA-Vakzine (mutiertes 3-Catenin) sollte hergestellt und nach Funktionalitétsprii-
fung zur Impfung von WAG /Rij Ratten eingesetzt werden. Die Vakzinierung sollte gezielt
die Expression des mutierten $-Catenins in Rattenzellen ermdglichen und zur Detektion
einer #-Catenin spezifischen humoralen Immunantwort herangezogen werden. Die aus ei-
nem DMH induzierten kolorektalen Tumor stammenden CC531 Zellen sollten in einem
Tumorchallenge-Experiment als Zielzellen der Auslosung einer G-Catenin spezifischen zel-
luldren Immunantwort dienen. Dabei sollte der immunologische Effekt der hervorgerufe-
nen Immunantwort auf das Wachstum der transplantierten Tumore in Ratten analysiert

werden.

4.2 Mikrodissektion von Kolonkarzinomen

Fiir die Untersuchung von 3-Catenin Mutationen im Tiermodell mufte zuerst Tumorma-

terial aus DMH induzierten Kolontumoren gewonnen werden. Um reines Tumormaterial
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aus Ratten-Kolon-Karzinomen auf mogliche Mutationen zu untersuchen, wurden die Tu-
more mikrodisseziert. Zur Isolierung von DNA aus Tumormaterial wurden mit Hilfe eines
Cryostates 10 um dicke Gefrierschnitte aus Rattenkolontumoren angefertigt. Das Materi-
al wurde mit Aceton 10 min fixiert, luftgetrocknet und anschlieffend mit Hamalaun und
Eosin gefarbt (vgl. 3.5) Nach einer mikroskopischen Untersuchung wurden die Arealen,

bei denen es sich um Karzinome handelte, markiert und mit einer Nadelspitze abgekratzt.

4.3 Mutationsanalyse des APC, (#-Catenins und K-ras

Gens

Um die Frage zu beantworten, ob mutiertes [S-Catenin ein relevantes Zielmolekiil fiir
eine Immunisierung darstellt, sollten Mutationsanalysen in karzinogeninduzierten Ratten-

Kolontumoren durchgefiihrt werden.

Mutationen im (-Catenin Gen (CTNNb1) sind bislang in Tumoren des Kolons (Chan
et al., 2002), der Haut (Chan et al., 1999), der Leber (Miyoshi et al., 1998), des Overs
(Wright et al., 1999), der Prostata (Gerstein et al., 2002) sowie in Wilmstumoren (Koesters
et al., 1999) beschrieben worden. Sie treten ebenfalls in experimentell mit Azoxymethan
(AOM) und 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) induzierten kolorektalen Tumoren bei Mausen
und Ratten auf. Mutationen des [-Catenin Gens kommen héaufig an der regulatorischen
Phosphorylierungsstelle der Serin Threonin Glycogen-Synthase-Kinase 33 (GSK-33) an
Codon 31, 33, 41 und 45 im Exon 3 des (-Catenins vor. Die Unterphosphorylierung
schiitzt das mutierte g-Catenin-Protein vor dem Abbau im Proteasomalen System und
fithrt damit zur Erhchung der intrazellularen $-Catenin Mengen. Aus diesem Grund wird

mutiertes §-Catenin tumorspezifisch iiberexprimiert.

Eine Stabilisierung des (-Catenin-Proteins kann, aufier durch [-Catenin-Mutationen,
auch durch Inaktivierung des APC Genproduktes zustande kommen (vgl. 1.3). Das Wild-
typ APC ist fiir die Degradation des phosphorylierten (-Catenins in der Zelle verant-
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wortlich (Korinek et al., 1997; Morin et al., 1997). Mutiertes APC fiihrt daher zur Ak-
kumulation des (3-Catenin-Proteins. Tumore mit APC Gen Mutationen weisen damit auf
eine tumorspezifische Uberexpression des 3-Catenin-Proteins auf. Hinsichtlich dieser Be-
funde konnte das [F-Catenin ein interessantes Zielantigen fiir eine immuntherapeutische

Intervention darstellen.

Mutationen des K-ras Gens sind ebenfalls an der Pathogenese von Kolontumoren sowohl
bei Menschen als auch bei Nagern beteiligt (Schramm et al., 2000). Sie treten haufig in
DMH induzierten Kolontumoren auf (Takahashi et al., 1998). Nun sollten die chemisch
induzierten Kolontumore bei Ratten an Mutationen in den APC, -Catenin und K-ras

Genen untersucht und ein moglicher Zusammenhang dieser Mutationen analysiert werden.

4.3.1 Detektion von Mutationen in GSK-33 Phosphorylierungs-
stellen im (-Catenin-Gen der Ratte

Mutationen, die das J-Catenin-Gen aktivieren, betreffen die aminoterminale Region des
Proteins und fiihren zum definierten Austausch von Aminoséduren. Dieser Austausch be-
trifft vier regulatorischen Phosphorylierungsstellen (Codon 33, 37, 41, 45) im Exon 3 des
(-Catenins. G-Catenin, zusammen mit APC, bilden einen Komplex, der die Transkription
vorrangig beeinflufst, in dem er die komplexe Signaliibertragung in den Zellkern vermittelt
(Tef-Komplex). Durch Mutationen in Phosphorylierungsstellen kommt es zu Unterphos-
phorylierung des -Catenin Proteins. Dies hat zur Folge, dass $-Catenin nicht abgebaut,
sondern sich in der Zelle anhéuft und iiberexprimiert wird. Durch die Ansammlung von
(-Catenin kommt es zu Storungen in der Signaliibertragung und Auslosung der Genex-
pression, welche die Entstehung von kolorektalen Karzinomen zur Folge haben konnte.
Zur Analyse von Mutationen wurde die bereits extrahierte DNA aus den DMH induzier-
ten Kolontumoren verwendet. Die Primer wurden aus der publizierten cDNA Sequenz der
Ratte abgeleitet (vgl. 3.16) und die GSK-3(3 Phosphorylierungstelle von -Catenin-Gen
amplifiziert. Die folgende Abbildung zeigt die erwartete Grofe von dem DNA Fragment
mit 227 bp.
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Abbildung 4.1: PCR detektierte 3-Catenin Bande.

Die mittels PCR detektierte 3-Catenin Bande (1-10) hat eine Fragmentlange von 227 bp.
100 ng mikrodissezierte DNA aus verschiedenen DMH induzierten Kolontumoren wurden
als Probe fiir die PCR eingesetzt. 5 ul wurden aus dem PCR Ansatz (50 ul) entnommen
und auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte 30 min unter
einer Spannung von 80V. M, DNA-Leiter (Gibco, Eggenstein).

4.3.2 Sequenzanalyse zur Detektion von [F-Catenin Mutationen

in mikrodissezierten Tumoren

Die PCR-Fragmente von Ratten DNA Proben wurden direkt sequenziert. Unter den 33
untersuchten Proben konnten in 12 Féllen (36%) Mutationen an Codon 41 und in einem
Fall an Codon 32 des $-Catenin Gens identifiziert werden. Diese Mutationen kommen als
Folge eines Nukleotidaustauschs C — T bzw. G — A im Exon 3 dieses Gens vor. Der
Nukleotidaustausch fithrt dazu, dass die Aminosdure Threonin (ACC) durch Isoleucin
(ATC) bzw. Asparaginséure (GAT) durch Asparagin (AAT) ersetzt wird. Diese Mutatio-
nen fiihren intrazellular zu einer Stabilisierung und damit zur onkogenen Aktivierung des

(-Catenin-Proteins.

Folgende Tabelle zeigt die Mutationsanalyse der untersuchten DNA-Proben aus den

Kolontumoren.
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Proben Nr. | Codon | Basenaustausch | Resultat
T1 41 ACC — ATC Thr — Ile
T2 WT
T3 WT
T4 WT
T5 41 ACC — ATC Thr — Ile
T6 WT
T7 WT
T8 WT
T9 WT
T10 WT
T11 WT
T12 WT
T13 WT
T14 41 ACC — ATC Thr — Ile
T15 41 ACC — ATC Thr — Ile
T16 41 ACC — ATC Thr — Ile
T17 WT
T18 WT
T19 WT
T20 WT
T21 32 GAT — AAT Asp — Asn
T22 WT
T23 WT
T24 WT
T25 WT
T26 41 ACC — ATC Thr — Ile
T27 41 ACC — ATC Thr — Ile
T28 WT
T29 WT
T30 41 ACC — ATC Thr — Ile
T31 41 ACC — ATC Thr — Ile
T32 41 ACC — ATC Thr — Ile
T33 41 ACC — ATC Thr — Ile

Tabelle 4.1: Mutationen im Exon 3 des -Catenin Gens in DMH-induzierten
Ratten-Kolontumoren.
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Wildtyp

Tumor

Mutiertes Allel

C CAC CAT (CA

Abbildung 4.2: Identifizierung der Mutation von Codon 41 des dritten Exons
im J-Catenin Gen.

Die Wildtyp- und Mutierte-Sequenz eines DMH induzierten Tumors sind in der Abbildung
dargestellt worden. Die Transition des Nukleotides Cytosin zu Thymin (C — T) fithrt da-
zu, dass die Aminosdure Threonin durch Isoleucin ersetzt wird (ACC — ATC). Wildtyp-
Sequenz (Normalgewebe des Rattenkolons), Tumor-Sequenz (Ratten-Kolontumor), mu-
tiertes Allel (subkloniertes Ratten-Kolontumor). Betroffene Nukeotide bzw. Codons sind
in der Abbildung markiert.
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4.3.3 Mutationsanalyse im APC-Gen

Die Mehrheit der Mutationen im Tumorsuppressorgen APC (Adenomatous Polyposis Co-
li) kommen im Exon 15 vor. Die am héufigsten vorkommende Mutation in sporadischen
Tumoren bei Menschen innerhalb dieses Exons beruht sich auf einen Verlust von Nukleoti-
den in Codon 1309 (Glugaa—stop)- Dieses Codon entspricht dem Codon 1307 in der Ami-
nosdurensequenz der Ratte. Eben so kommt diese Art der Mutation mit geringerer Hau-
figkeit in der Position des Codon 1061 (Lysaaa—stop) vor. Ca. 10% aller APC-Gendefekte
entfallen auf Insertionen. Unter ihnen dominiert der Einschub eines Adeninnukleotides
in Codon 1554 (Glugaa—caaa). Zur Untersuchung des Tumormaterials fiir vorhandenen
Mutationen wurde zuerst die Ratten-DNA amplifiziert (vgl. 3.15). Dies erfolgte unter Ver-
wendung von drei Primerpaaren fiir die Codon 1307, 1061 und 1554, die innerhalb Exon 15
aus dem Ratten APC Gen ausgewéhlt wurden (vgl. 3.16). Alle PCR Fragmente wurden
zuerst mit dem PCR-Purification Kit (Roche, Mannheim) aufgereinigt. Die Sequenzie-
rungsreaktion wurde mit dem Ampli Taq® FS Big Dye Terminator Kit (Pharmacia, Er-
langen) angesetzt. Anschliefend wurden die Proben auf einem ABI 310 DNA Sequenzer
(Pharmacia, Erlangen) analysiert. Nach Auswertung der Sequenzen mit dem Sequenz-
Analyse-Programm HUSAR (DKFZ, Heidelberg), konnten keine Mutationen innerhalb
der drei genannten Codons des APC-Gens (1307, 1061 und 1554) festgestellt werden.
Diese Ergebnisse zeigten, dass die genetischen Verdnderungen in untersuchten Tumoren
nicht durch APC-Gen Mutationen resultieren, sondern vermutlich auf die unkontrollierte
Aktivierung des Wnt-Signalweges (vgl. 1.3) aber auch auf eine Wnt-unabhéngige infol-
ge von [-Catenin Mutationen verursachte, dauerhafte Stabilisierung von [-Catenin im

Cytoplasma und Zellkern (Korinek, et al., 1997; Pfeifer, 1997) zuriickzufiihren sind .

4.3.4 Untersuchung des Tumormaterials fiir K-ras Mutationen

Mutationen in K-ras Onkogen kommen in grofer Anzahl in kolorektalen Karzinomen bei

Menschen vor (Takayama, et al., 2001). Ein interessantes Modell zur Untersuchung von
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K-ras Mutationen stellt das syngene DMH Rattenmodell dar. Bei diesen Ratten werden
die Kolonkarzinome chemisch und durch die Behandlung der Tiere mit dem Karzinogen
DMH induziert. Es wurden bereits in mehr als 60% der Karzinogen behandelten Ratten
Mutationen im Exon 1 des K-ras Gens berichtet (Erdmann et al., 1997).

Nachdem die Ratten-Kolontumore auf APC bzw. 3-Catenin Mutationen untersucht wor-
den waren, wurden die Mutationsanalyse mit den gleichen DNA-Proben im Exon 1, Co-
don 12 und 13 des K-ras Gens durchgefiihrt. In 21 von 33 (63%) der untersuchten Ratten
DNA-Proben wurden Mutationen im Exon 1 des K-ras Gens identifiziert. Dabei handelt
es sich um einen Nukleotidaustausch von G zu A an Codon 12 bzw. Codon 13. Dies hat
zur Folge, dass die Aminosdure Asparagin an Stelle des Glycins (GGT — GAT bzw.
GGC — GACQ) auftritt. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der K-ras Mutati-

onsanalyse von 33 Rattenkolon-Tumoren aufgelistet.
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Proben Nr. | Codon | Basenaustausch | Resultat
T1 12 GGT — GAT Gly — Asp
T2 12 GGT — GAT Gly — Asp
T3 12 GGT — GAT Gly — Asp
T4 WT
T5 WT
T6 13 GGC — GAC Gly — Asp
T7 WT
T8 12 GGT — GAT Gly — Asp
T9 WT
T10 WT
T11 WT
T12 12 GGT — GAT Gly — Asp
T13 12 GGT — GAT Gly — Asp
T14 12 GGT — GAT Gly — Asp
T15 12 GGT — GAT Gly — Asp
T16 12 GGT — GAT Gly — Asp
T17 12 GGT — GAT Gly — Asp
T18 12 GGT — GAT Gly — Asp
T19 WT
T20 13 GGC — GAC Gly — Asp
T21 12 GGT — GAT Gly — Asp
T22 WT
T23 12 GGT — GAT Gly — Asp
T24 12 GGT — GAT | Gly — Asp
T25 12 GGT — GAT | Gly — Asp
T26 WT
T27 12 GGT — GAT Gly — Asp
T28 12 GGT — GAT | Gly — Asp
T29 12 GGT — GAT | Gly — Asp
T30 WT
T31 WT
T32 12 GGT — GAT | Gly — Asp
T33 WT

Tabelle 4.2: Mutationen im Exon 1 des K-ras Gens in DMH-induzierten
Ratten-Kolontumoren.
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Wildtyp
GCTGGIGGCGT
Tumor
GCTGNTIGGCGT
Mutiertes Allel

GCT[GAT)G GCGT

Abbildung 4.3: K-ras Wildtyp und mutiertes Allel.

Infolge eines Nukleotidaustauschs an Codon 12 im Exon 1 des K-ras Gens wird GGT durch
GAT ersetzt. Die Wildtyp- und Mutierte-Sequenz eines DMH induzierten Tumors sind in
der Abbildung dargestellt worden. Die Transition des Nukleotides G — A fiihrt dazu, dass
die Aminosédure Glycin durch Asparagin ersetzt wird (GGT — GAT). Wildtyp-Sequenz
(Normalgewebe des Rattenkolons), Tumor-Sequenz (Ratten-Kolontumor), mutiertes Al-
lel (subkloniertes Ratten-Kolontumor). Betroffene Nukeotide bzw. Codons sind in der
Abbildung markiert.
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4.3.5 (-Catenin Mutationen in CC531 Zellen

Die CC531 Zellinie (vgl. 2.6) stammt aus einem weiteren, unabhéngig induzierten Tumor
einer WAG /Rij Ratte. Diese Zellen sollten bei immunisierten Ratten zur Tumorimplanta-
tion verwendet werden. Anschliefend sollte die S-Catenin spezifische zelluldre Immunant-
wort gegen diese Kolonkarzinomzellen untersucht werden. Daher war es von besonderer

Bedeutung, sie auf moglichen Mutationen des 3-Catenin Gens zu untersuchen.

Genomische DNA wurde wie in 3.6.2 beschrieben, extrahiert. Zur Mutationsanalyse wur-
de zuerst die PCR durchgefiihrt (vgl. 3.15). Das PCR-Produkt wurde bei 227bp auf
einem 2%igen Agarosegel identifiziert, das PCR-Fragment aufgereinigt und anschliefend
sequenziert. Bei dieser Zellinie konnte an Codon 41 im Exon 3 der Aminosdurenaustauch
von Threonin zu Isoleucin in Folge einer Transition des Nukleotids Cytosin zu Thymin

identifiziert werden.
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Wildtyp

CC531 J

C CACCIAN CJAC

Abbildung 4.4: Nukleotidsequenzanalyse von (3-Catenin Mutation in CC531
Zellinie.

Die Sequenzen stammen aus der direkte Sequenzierung von PCR-Fragmenten. Die Wild-
typsequenz stammt aus dem Normalgewebe des Rattenkolons. In Folge der Mutation
wird an Codon 41 des dritten Exons das Nukleotid C durch T ersetzt und die Amino-
sdure Threonin durch Isoleucin (ACC — ATC) ausgetauscht. Der Buchstabe N zeigt die
Mutationsstelle in der Aminosdurensequenz, an der das Nukleotid T zu sehen ist.
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4.4 Herstellung eines Vakzinierungsplasmids mit dem

mutierten 3-Catenin

4.4.1 Molekulare Klonierung der vollstandigen Ratten 5-Catenin-
cDNA

Fiir die Herstellung der Plasmid-DNA (DNA-Vakzine) wurde die vollstdndige (-Catenin
cDNA kloniert. Zur Klonierung der vollstindigen [-Catenin ¢cDNA wurde zuerst die
Gesamt-mRNA aus CC5H31 Zellen gewonnen (vgl. 3.13), welche dann anhand einer RT-
PCR Reaktion zur Herstellung der cDNA (vgl. 3.14) diente. Die cDNA mit einer Grofe
von 2,8 Kb wurde amplifiziert (Abbildung 4.5). Die Primer (vgl. 3.17) wurden identisch zu
Ratten-ESTs (expressed sequence tags) abgeleitet und mit einer Kspl und Xbal Schnitt-
stelle ausgestattet. Anschliefend wurde das PCR-Fragment tiber die Kspl/Xbal Stelle in
den eukaryontischen Expressionsvektor pExlink3 tiberfiihrt (Abbildung 4.6).

. . 5 3
Primerdesign -
Ratte AA819695.emest4 Ratte AA848832.emestl 5

Humanes p-Catenin-cDNA

Abbildung 4.5: Molekulare Klonierung von vollstindigem [-Catenin.

Fir die RT-PCR wurden 1ug RNA, die aus Ratten Tumor-Zellinie (CC531) stammt,
eingesetzt. Die Primer wurden identisch zu Ratten-ESTs (expressed sequence tags) abge-
leitet.
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4.4.2 Funktionalitatstest von (-Cateninplasmid in einem euka-

ryontischen System

Nach Klonierung der vollstdndigen (3-Catenin cDNA sollte nun die Funktionalitdt und Ein-
satzbarkeit des Vakzinierungsplasmids fiir 7n vivo Versuche iiberpriift werden. Anhand ei-
nes Luciferase-Assays sollte die Féhigkeit des rekombinanten $-Catenin Plasmids (mRNg-
Catenin) zur Transaktivierung untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden SW948 Zellen
mit dem [-Catenin Expressionsplasmid und einem Reporterplasmid transfiziert, welches

Luciferase unter der Kontrolle von pTOPFLASH exprimiert.

Die humane aus kolorektalen Karzinomen stammende SW948 Zellinie besitzt ein intaktes
APC-Gen, so dass (#-Catenin in der Zelle degradiert wird. Wenn (-Catenin mutiert ist,
kommt es zur Anhdufung des $-Catenins in der Zelle, welches an Lef-1/Tcf Proteine im
Zellkern bindet und die Expression spezifischer Zielgene wie z. B. c-myc, Cyclin D, Tcf,
PRAPdelta, c-jun, fral (Tetsu, 1999; Bissonnette et al., 2000; Roose, 1999; He T.C. et
al., 1999; Blum et al., 2001) auslost.

In diesem Test wurden 10 SW948 Zellen mit verschiedenen Mengen von mutiertem Rat-
ten (-Catenin-Plasmid (0.1, 0.5, 2) ug bzw. einem humanen (-Catenin Plasmid mit ei-
ner Deletion von Codon 45 als Kontrollplasmid zusammen mit dem Reporterplasmid
pTOPFLASH (H. Clevers, Utrecht, Niederlande) cotransfiziert. Die Luciferase cDNA im
Reporterplasmid steht unter Kontrolle eines minimalen c-fos-Promotors und beinhaltet
vier repeats der optimalen Erkennungssequenz fiir Lef-1/Tcf. In der Zelle wirkt der (-
Catenin-Tcf-Komplex als Transkriptionsaktivator und fiihrt zur Promotoraktivitit des

Luciferase-Gens und fordert die Expression der Luciferase.

Das Enzym Luciferase katalysiert im Gegenwart von ATP und Mg?* die oxidative De-
carboxylierung von Luciferin. Dabei entstehen AMP, Kohlendioxid und Licht. Zum Nach-
weis von Luciferase werden die Zellen lysiert und das Zellhomogen mit Luciferin und
ATP gemischt. Das auftretende Lumineszenz zeigt die Expression von Luciferase an. Die

Lichtemission wurde mit Hilfe eines Luminometers (Berthold, Wildbad) gemessen. Die
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Ergebnisse des zu diesem Zweck durchgefiihrten Luciferasetests sind in der Abbildung 4.5
dargestellt. Das Diagramm zeigt die Genexpression von Luciferase in transfizierten Zellen.
Alle in diesem Test eingesetzten Plasmidkonzentrationen deuten auf einen positiven Ein-
flufs des B-Cateninplasmids auf die Auslésung der Transkription und damit die Expression
der Luciferase. Durch diesen Test konnte die Promotoraktivitdt von mRN3-Catenin und

damit die Funktionalitdt des Konstrukts nachgewiesen werden.
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40 000 -
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10 000 1 I

+ L o
0 01 05 1 2 01 2

2

Relative Lichteinheiten (Luciferase)

1e mutiertes B-Catenin-Plasmid

Ratte (T41 1) Human (A45)

Abbildung 4.7: Einfluff der Expression von mutiertem (-Catenin auf die zell-
vermittelte Transkription.

Die Funktionalitit des klonierten Ratten (-Catenin-Plasmids bei der Mutation von Co-
don 41 wurde mit verschiedenen Konzentrationen (0.1, 0.5, 2) ug des Plasmids in Lucifera-
se Assay getestet. Zur Kontrolle wurde humanes (-Catenin mit Deletion von Codon 45
verwendet. Die Luciferase Aktivitat wurde in relative Lichteinheiten pro 10 sec angegeben.
Alle Transfektionsansitze wurden zweimal durchgefiihrt, deren Mittelwert mit Standard-
abweichungen dargestellt ist.

79



KAPITEL 4. ERGEBNISSE M. A. Hans

4.5 Einbau von mutiertem J3-Catenin

cDNA in den prokaryontischen Vektor

Zur Expression von [3-Catenin-Protein in Bakterienzellen und Gewinnung grofser Protein
Mengen sollte zuerst die cDNA in einen prokaryontischen Expressionsvektor eingebracht
werden. Die klonierte §-Catenin ¢cDNA wurde wie im 4.4.1 beschrieben gewonnen, am-
plifiziert und anschlieffend in den prokaryontischen Expressionsvektor pTrcHis iiber die
Schnittstelle BamH I und EcoR 1 iiberfiithrt. Der Expressionsvektor enthélt den trc Pro-
motor von E. coli unter der Kontrolle des lac-Repressors und -Operators. Die cDNa wurde
tiber die Schnittstelle BamH I und EcoR 1 eingebaut. Bakterienzellen (TOP 10) wurden

mit dem Plasmid transformiert.

4.6 Expression von mutiertem (3-Catenin im prokaryon-

tischen System

Um ausreichende Mengen von (3-Catenin-Proteinen zu gewinnen, wurden groke Mengen
von Bakterienkulturen angeziichtet und mit Isopropylthiogalactosid (IPTG) induziert.
Durch die IPTG Induktion sollte eine effiziente Proteinsynthese erreicht werden. Das
anschliefsend gewonnene und gereinigte Protein sollte zur Analyse und zum Nachweis der

humoralen Immunantwort bei vakzinierten Ratten dienen.

Die Expression von (3-Catenin-Plasmid im prokaryontischen System (vgl. 3.2) konnte mit
Hilfe von 6% Polyacrylamid Gelen nachgewiesen werden. Auf den Gelen wurden Proben
aus unterschiedlichen IPTG-Induktionszeiten (0, 1, 2, 10, 24) h aufgetragen. Bereits nach
4 h Induktion mit IPTG war die Expression des -Catenins deutlich auf dem Commassie
gefiarbten Gel nachzuweisen. Das (3-Catenin ist in Hohe der 100 kDa Markerbande zu

erkennen.
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4.6.1 Reinigung des mutierten -Catenin-Proteins mittels Hoch-

leistungsfliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Zur Reinigung des mutierten (-Catenin-Proteins mit dem 6x His Tag am C-terminalen
Ende wurde eine nitrilotriacetische (Ni-NTA Agarose) Nickel Sdule (QIAGEN, Hilden)
verwendet. Die Ni-NTA Agarose Sdaule ermoglicht Stabilitdt und hervorragenden Durch-
flufs mit hoher dynamischer Bindefdhigkeit. Das Harz erlaubt Reinigung der 6x His-tagged
Proteine unter hoher Durchflufigeschwindigkeit.

Die Ni-NTA Agarose wurde an ein HPLC-System mit einer Strémungsgeschwindigkeit von
1 ml/min angeschlossen. Nach Auftragung der Probe (vgl. 3.2), wurde die Séule mit dem
10 ml Laufpuffer (0,5M Imidazol in 8 M Urea) gewaschen und mit dem Eluierungpuffer
(1 M Imidazol in 50 mM Natriumphosphatpuffer) eluiert. Verschiedene Fraktionen wurden
wahrend des Reinigungsvorgangs gesammelt. Das Protein aus unterschiedlichen Proben
wurde auf ein 6%iges SDS-Gel aufgetragen, um die Reinheit der Proben zu kontrollieren.
Abbildung 4.7 zeigt einige Fraktionen aus dem HPLC-Lauf. Das gereinigte 3-Catenin-

Protein ist bei ca. 100 kDa zu erkennen.
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Abbildung 4.8: Gereinigtes (3-Catenin-Protein

Das hergestellte, mutierte g-Catenin-Protein (ca. 100 kDa) wurde mit Hilfe der Hochleis-
tungsfliissigkeits-Chromatograpie gereinigt. 10 ul von jeder Proteinprobe wurden auf ein
6%iges SDS-Gel aufgetragen.

M: Grofenmarker (Gibco, Eggenstein)

Spur 1: Kontrolle, mutiertes $-Catenin-Protein

Spur 2-7: Zu unterschiedlichen Zeiten gesammelte Fraktionen der HPCL

4.6.2 Expression von MHC 1 Molekiilen in CC531 Zellen

Die Durchfluzytometrie (FACS; Fluorescence Activated Cell Sorting) erméglicht das Zah-
len und die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von Partikeln
(Zellen, Kunststoffkiigelchen usw.) in einem Fliissigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung
besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben (Antikorper, Rezep-
toren, Streptavidin, usw.) bestimmte Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf

Einzelzellebene zu dokumentieren.

T-Zellen erkennen Antigene, die von Zellen auf ihren Oberflachen prasentiert werden. Gene

der MHC (major histocompility complex) KlasseI codieren die klassischen Transplantati-
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onsantigene, die man auf fast allen Zellen findet. Das sind jene Molekiile, die zytotoxische
T-Zellen in Verbindung mit Fremdantigenen erkennen. Die Gene der MHCII codieren
Oberflachenproteine, die sich hauptséchlich auf B-Zellen und Makrophagen nachweisen
lassen. Zytotoxische T-Zellen erkennen jedoch keine intakten Proteinantigene, sondern
Peptide aus intrazelluldren Molekiilen (z. B. tumorassoziierte Antigene, virale Proteine).
T-Zell-Antigene sind Peptide aus 7-9 Aminoséuren, die im Komplex mit der MHC Ia. Kette
und (2-Mikroglobulin vorliegen. Hierzu werden intrazelluldre Proteine zunéchst durch das
Proteasom, einem zytosolischen Proteasekomplex, in Peptidfragmente geschnitten. Aus
dem Zytosol werden diese Peptide iiber den TAP-Transporter (TAP, transporter associa-
ted with antigen presentation) in das endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert,
wo sie iiber Tapasin an MHC I Molekiilen iibergeben werden. Im ER-Lumen binden die
antigenen Peptidfragmente an die schwere MHC-Klasse-I-Kette. Der Komplex aus der
MHC Ia-Kette und (2-Mikroglobulin wird bis zur Bindung eines Peptides durch zwei
Hitzeschockproteine Calnexin und Calreticulin stabilisiert. Der vollstdndige Komplex aus
MHC Ia-Kette, $2-Mikroglobulin und Peptid wird iiber das Golgi-apparat auf die Zell-
membran transportiert und dient dort als Erkennungssignal fiir zytotoxische T-Zellen.
Nach erfolgreicher Peptidbeladung verlassen MHC I Molekiile das ER zur Zelloberfliche.
Fiir die in vivo Experimente war es von besonderer Bedeutung die Expression von MHCI
Molekiilen auf der Oberflache von CC531 Tumorzellen zu untersuchen, da fiir eine erfolg-
reiche antitumorale Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen die spezifische Erkennung
des Antigens notwendig ist. Die Expression von MHC I Molekiilen auf der Oberfliche von
CC531 Zellen konnte mit Hilfe des Maus-anti-Ratte MHCI Antikorpers (Dianova, Ham-
burg) und eines fluoreszenz markierten Zweitantikorpers, FITC-konjugiertes Kaninchen-
anti-Ratte IgG (Dianova, Hamburg) nachgewiesen werden. Bei der Auswertung wurde
der “mean”-Wert, d.h. das Verhéltnis der mittleren Fluoreszenzintensitat der Probe zu
der entsprechenden Negativkontrolle (CC531 Zellen behandelt mit dem 2. Antikorper)
angegeben und abziiglich der Negativkontrolle berechnet. Fiir die Expression von MHC I
ergab sich einen “mean”Wert von 4,69, wihrend der “mean”Wert fiir die MHCII bei 0,88
lag. Diese Ergebnisse zeigten eine ausreichende Expression von MHC I Molekiilen auf der

Oberflache von CC531 Zellen.
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Abbildung 4.9: Expression der Oberflichen Proteine bei CC531 Zellinie.

Die Tumorzellinie wurde in der Durchflufszytometrie analysiert. Die relative Zellzahl ist
auf der Ordinate gegen den Logaritmus der Fluoreszenzintensitét dargestellt. Mit Hilfe des
Antikérpers Maus-anti-Ratte MHC I bzw. MHCII (Dianova, Hamburg) und eines fluores-
zenz markierten Zweitantikorpers, FITC-konjugiertes Kaninchen-anti-Ratte IgG (Diano-
va, Hamburg) wurde die Expression von MHC-Molekiilen nachgewiesen. Als Negativkon-
trolle dienten CC531 Zellen, die nur mit dem Zweitantikorper inkubiert wurden.
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4.6.3 Tumorigenitat der Kolonkarzinom Zellinie CC531 in synge-

nen Ratten

In einem Tumorigenitatstest wurde das Tumorwachstum von CC531 Zellen nach Tumor-
zellinokulation in syngegen WAG /Rij Ratten untersucht. Dieses Experiment sollte als

Vorversuch fiir das bevorstehende Tumorchallenge mit Hilfe von CC531 Zellen dienen.

Zur Untersuchung der Tumorigenitiat wurden CC531 Zellen in unterschiedlichen Mengen
(1-10°,5-10%, 1-10° 5-10°) in WAG/Rij Ratten injiziert. Die Inokulation erfolgte durch
subkutane Injektion in die rechte Flanke von 8-10 Wochen alte Ratten. Die Ansétze
wurden mit jeweils zwei Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Schon ein Tag nach der Inoku-
lation waren die Tumorzellen bei allen behandelten Tieren zu Tumoren angewachsen. Das
Tumorwachstum bei den Ratten wurde jede zwei Tage kontrolliert und die Tumorgrofe
gemessen. Ratten, die mit 5 - 10° Zellen injiziert wurden, entwickelten im Vergleich zu
den drei anderen Versuchsgruppen (1-105, 5-10°, 1 -10°%) groRere Tumore. Die Tumo-
re erreichten bei einer Menge von 5 - 10¢ Zellen eine Grofe von 10,5mm innerhalb von
sieben Tagen (Abbildung 4.10). Dadurch konnte die optimale Zellzahl, die ein maximales
Tumorwachstum bei den Tieren fiir nachfolgende Tumorchallenge-Experimente erlaubte,

bestimmt werden.
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Abbildung 4.10: Tumorwachstum nach Inokulation von CC531 Zellinie.

8-10 Wochen alte WAG/Rij Ratten wurden mit drei verschiedenen Zellkonzentrationen
von 1-10°, 5-10% 1-10° und 5-10° in 200 pzl PBS inokuliert. Mittelwert der Tumorgrofe
von zwei Tieren wurde gegen die Versuchsdauer nach Tumorzellinokulation aufgetragen.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern.
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4.6.4 Vakzinierung von syngenen WAG /Rij Ratten mit $-Catenin
Plasmid DNA

Eine neue Impfstrategie ist die DNA-Vakzinierung, mit der eine protektive Immunantwort
erreicht werden kann. Bei einer DN A-Immunisierung kénnen neue Antigene und minimale
antigene Sequenzen, die als cDNA vorliegen, als rekombinante DNA injiziert werden. Diese
Antigensequenzen werden fiir die Expression des betreffenden Tumorantigens in der Zelle
benotigt. Die DNA-Vakzine wird durch die Zelle aufgenommen. Im Zellkern wird die
Expression des Antigens gestartet. Die dort synthetisierten Peptide kénnen im Komplex
mit MHC (major histocompability complex) Klasse I bzw. MHC Klasse II Molekiilen an
der Zelloberflache prasentiert werden und eine zelluldre wie eine humorale Immunantwort

induzieren.

Zur Untersuchung der Frage, ob 3-Catenin ein geeignetes Zielantigen fiir die immunthe-
rapeutische Intervention bei kolorektalen Tumoren darstellt, und die Immunisierung mit
mutiertem [(-Catenin einen wirksamen antitumoralen Effekt hervorruft, wurden 10-12
Wochen alte WAG/Rij Ratten einer Vakzinierung unterzogen. Das in vivo Experiment
gliederte sich in fiinf Abschnitten (Abbildung 4.11). In diesem Versuch sollten die Tiere
in drei Gruppen (Test-, 1. - und 2. Kontrollgruppe) aufgeteilt und miteinander vergli-
chen werden. Bei der Testgruppe handelte es sich um Ratten, die mit der Plasmid-DNA
(mutiertes Ratten S-Catenin (200 pg/300 ul PBS) inokuliert wurden, wihrend die 1. Kon-
trollgruppe mit dem leeren Vektor und die 2. Kontrollgruppe mit PBS (300 pl) behandelt
wurde. Diese Gruppe diente in einem anschlieffenden Tumorchallenge-FExperiment zur

Kontrolle des normalen Tumorwachstums.

Die Immunisierung der Ratten erfolgte durch intradermale Verabreichung des Vakzinie-
rungsplasmids (Abbildung 4.6). Der Grund einer intradermalen Vakzinierung mit dem
rekombinanten mRN-Catenin Plasmid war, die Dendritischen Zellen (Langerhanszel-
len der Haut) zu treffen. Diese Zellen sind in der Lage das Antigen aufzunehmen und

in die lymphatische Organe zu transportieren und dort die ruhende, fiir die Abwehr in
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Bereitschaft stehende T-Lymphozyten effizient zu aktivieren. Dabei kénnen sie sowohl
T-Helferzellen als auch zytotoxische T-Zellen induzieren. Sie steuern aus diesem Grund

gleichermaften die humorale, sowie die zelluldre Immunantwort.

Die Vakzinierung von Ratten wurde viermal in einem Zeitintervall von jeweils 10 Ta-
gen zwischen zwei aufeinander folgenden Immunisierungen wiederholt. Drei Tage nach
der zweiten bzw. vierten Vakzination wurden pro Ratte 500 ul Serum entnommen. Vier
Wochen nach der letzten Immunisierung wurde das Tumorchallenge durch die subkutane
Verabreichung von 5 - 10° Kolon-Karzinom-Zellen CC531 pro Ratte durchgefiihrt. Infolge
des Tumorchallenge sollte nun untersucht werden, ob durch die Vakzinierung der Ratten
mit dem rekombinanten (-Catenin Plasmid einen protektiven Effekt gegen implantierte

Tumore erreicht werden konnte.

Abbildung 4.11 stellt das gesamte in vivo Experiment im Uberblick dar.
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung des in vivo Experiments.

Drei Tage vor der Vakzination wurde bei allen Ratten Blut entnommen (Praimmunserum).
Die Inokulation erfolgte intradermal und wurde 4 Mal in 10 tdgigen Absténden wiederholt.
16 Ratten wurden mit mutiertem [-Catenin (200 pg) vakziniert (blau). 12 Ratten wurden
nur mit dem Expressionsvektor (200 ug) inokuliert (rot). Kontrollgruppe (weif) wurde
mit PBS (200 pl) behandelt. Vier Tage nach der letzten Inokulation wurden sechs Tiere
aus der [-Catenin-Gruppe und vier aus der Vektorgruppe getotet. Das Antiserum von
getoteten Tieren sollte mit dem in Tumorchallenge bezogenen Tieren verglichen werden.
Gleichzeitig wurde bei der Kontrollgruppe (weifs) Blut entnommen. 30 Tage nach der
vierten Inokulation wurden die restlichen Tiere mit der Kolonkarzinom-Zellinie CC531
(5-10° Z/200 ul PBS) s.c. injiziert. Die Anzahl der Tiere ist rechts neben dem Tiersymbol

angegeben.
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4.7 Tumorchallenge in vakzinierten Ratten

In Folge der Immunisierung von Versuchstieren mit dem rekombinanten (3-Catenin Plas-
mid sollte nun durch ein Tumorimplantationsexperiment (Tumorchallenge) der protektive
Effekt dieser Impfstrategie in vakzinierten gegeniiber ungeimpften Ratten verglichen und

analysiert werden.

Wie zuvor in der Beschreibung des gesamten Experimentes geschildert, wurden die vak-
zinierten Ratten mit der getesteten Tumorzellzahl (5 - 10% Zellen) in PBS (200 ul) sub-
kutan inokuliert (Abbildung 4.12). Bei fiinf von zehn (50%) Versuchstieren innerhalb der
(-Catenin-Gruppe wuchsen die Tumore erst ab dem vierten Tag nach der Tumorimplan-
tation an. Bei zwei von diesen fiinf Tieren gingen die Tumore ab dem 18. Tag (Ratte 3 und
6) vollstandig zuriick. Die weiteren fiinf entwickelten ab dem ersten Tag Tumore, die ihre
maximale Grofe bis zum Tag sieben nach der Tumorimplantation erreichten. Ab diesem
Zeitpunkt kam es zur Reduktion der Tumorgréfse bis zu einem bestimmten Tag, ndmlich
den 18. Tag. Danach blieben die Tumore bei drei Ratten in ihrem Wachstum konstant,
wihrend bei zwei Ratten (Ratte 4 und 8) ab der vierten Woche nach der Injektion von

Tumorzellen ein erneutes Tumorwachstum beobachtet wurde.

In Abbildung 4.12 ist das Tumorwachstum von allen mit G-Catenin vakzinierten Ratten,
die nach der Vakzinierung einem Tumorchallenge unterzogen waren, grafisch dargestellt.
Trotz unterschiedlichem Verhalten der Tiere ist in der Abbildung deutlich zu erkennen,
dass nach einem raschen Tumorwachstum innerhalb der ersten Woche nach Tumorchal-
lenge zwar eine Tumorgroéfenreduktion, jedoch keine Tumorelimination erreicht wird. Bei
der Kontrollgruppe kommt es im Vergleich zur G-Catenin-Gruppe zu einem fritheren und
starkeren Tumorwachstum. Nach einer leichten Abnahme der Tumorgréfse nahmen die
Tumore verstarkt in ihrer Grofe zu, so dass 40% der Tiere aufgrund der Tumorgrofe (>1
cm) vorzeitig getotet werden mufiten. Der Vergleich der §-Catenin-Gruppe mit den Kon-
trollgruppen zeigt einen deutlichen Effekt der Vakzinierung gegen das mutierte 3-Catenin

(Abbildung 4.13). Der Unterschied in der Tumorgréke zwischen der 3-Catenin-Gruppe
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und den Kontrollratten war ab dem 21. Tag nach Tumorzellinokulation statistisch signifi-
kant (p—Wert < 0.05). In Abbildung 4.13 ist die Mittelwert-Kurve von jeweils 10 Tieren
der entsprechenden Gruppe grafisch dargestellt worden, die den Einflufs der Vakzinierung
gegen das mutierte 3 -Catenin zeigt und damit einen Vergleich des Tumorwachstums von
beteiligten Gruppen ermoglicht. In dem Diagramm sind die durchschnittlichen Abwei-

chungen vom Mittelwert als Standardabweichung angegeben worden.

Aus diesen Ergebnissen lafit sich schliefen, dass trotz einer Vakzinierung gegen das mu-
tierte §-Catenin zwar keine totale Tumorprotektion, jedoch eine reduzierte Tumorgrofse

bei den meisten vakzinierten Ratten erreicht werden konnte.
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Abbildung 4.12: Tumorwachstum nach Tumorchallenge bei vakzinierten Rat-
ten.

Die Abbildung zeigt das Tumorwachstum nach der Tumorzellinokulation bei zehn Ratten.
Die Tumorgréfe (y-Achse [mm]) ist gegen die Versuchsdauer (x-Achse [Tage|) dargestellt.
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Abbildung 4.13: Tumorwachstum nach Tumorchallenge innerhalb drei Test-
gruppen. Diese Abbildung zeigt den Effekt der Vakzinierung auf das Tumorwachstum
nach einem Tumorchallenge. In der 3-Catenin-Gruppe ist das Tumorwachstum im Ver-
gleich zu Kontrollgruppen durch die Vakzinierung beeinflufst. Die Tumore erreichen ihre
maximale Grofe von 7mm am Tag 8, wihrend bei Kontrollgruppen eine Tumorgréfe von
8,5 mm (LV-Gruppe) und 9mm (PBS-Gruppe) erreicht wird. Die Tumorgrofse (Mittelwert
aus 10 Tieren) wurde gegen die Versuchsdauer (Tage) nach Tumorinokulation aufgetragen.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen, die die durchschnittliche Abwei-
chung vom Mittelwert zeigen. Der Unterschied in der Tumorgréfie zwischen der 3-Catenin-
Gruppe und den Kontrollgruppen ist ab Tag 21 statistisch signifikant (p—Wert < 0.05).
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4.8 Untersuchung der Immunantwort

Die spezifischen Effektormechanismen des erworbenen Immunsystems lassen sich in zwei
Hauptkategorien einteilen. Die zellularen Effektoren werden durch CD4 Helfer T-Zellen
und CD8 zytotoxische T-Zellen reprasentiert. Antikorper dagegen stellen die Effektormo-
lekiile der humoralen Immunantwort dar. Wahrend Antikérper natives Antigen binden,
konnen T-Zellen das Antigen mit ihrem Rezeptor nur erkennen, wenn es von antigen-
préasentierenden Zellen (APC) prozessiert, d.h. proteolytisch verdaut und anschliefsend,
gebunden an Molekiile des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC), auf der Zellober-
flache der APC présentiert wird.

4.8.1 Nachweis der zellvermittelten Immunantwort

Die im Rahmen dieses Versuchsteils zu untersuchende Immunitét beruht auf der anti-
kérperunabhéngigen Zytotoxizitit. Spezifisch sensibilisierte Effektorzellen (zytotoxische
T-Lymphozyten) kénnen in Abwesenheit von Antiserum und Komplement zytotoxisch

wirken und lebende Zielzellen (Tumorzellen) zerstoren.

In diesem n vitro Experiment sollten die isolierten T-Lymphozyten aus 6 mit dem Vak-
zinierungsplasmid immunisierten Ratten, die dem Tumorchallenge Experiment nicht un-
terzogen wurden zur Analyse einer spezifischen T-Zell Antwort gegen die Tumorzellinie

CCbh31 (Zielzelen) verwendet werden.

Zur Quantifizierung der lymphozytotoxischen Reaktion wurden die CC531 Tumorzellen
mit *Cr radioaktiv markiert und anschlieRend mit den Lymphozyten der vakzinierten
Ratten inkubiert. Werden die Tumorzellen von Effektorzellen erkannt, kommt es zur lym-
phozytotoxischen Reaktion mit Tumorzelluntergang, deren Ausmaf indirekt iiber die frei-

gesetzte Radioaktivitit aus den zerstorten Zellen im Uberstand ermittelt werden kann.

Das Experiment wurde wie im 3.19 beschrieben an einem ~-Counter durchgefiihrt, um
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die freigesezte Radioaktivitdt zu messen. Dabei wurde das Verhéltniss zwischen Effektor-
und Zielzellen (E:T-ratios) in verschiedenen Titrationsstufen von 3:1, 10:1, 30:1, 100:1
(vgl. 3.19) untersucht, um eine Linearitéit bzw. das Vorhandensein einer Killer-suppressiven
Komponente abschitzen zu konnen. Nach Durchfithrung mehrerer °'Cr Release Assays mit
zytotoxischen T-Lymphozyten aus verschiedenen Versuchsratten und wiederholten Expe-
rimenten, konnte bei zwei von sechs Tieren (33%) eine spezifische Lyse der CC531 Zellen
von ca. 11% gemessen werden, wahrend bei 4 weiteren Ratten der [-Catenin-Gruppe
trotz einer geringen spontanen Lyse und hoher Sensitivitdt des Assays keine spezifische
Lyse gemessen werden konnte. Die drei Kontrollratten PBS, LV und unbehandelt (Abbil-
dung 4.14) zeigten eine nicht signifikante 3%ige Lyse der Zielzellen. Diese Daten deuten
auf eine verminderte T-Zellaktivierung, bei der die Antigenprésentation eine entscheiden-
de Rolle spielt. Diese kénnte durch eine nicht ausreichende Applikationsdosis der Vakzi-

ne geklart werden, welche zu einer ineffizienten Prasentation des verabreichten Antigens

fiihrt.
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Abbildung 4.14: Nachweis der zelluliren Immunantwort.

Zytotoxizitat von isolierten Rattenlymphozyten gegen CC531 Zellen angegeben in Ef-
fektor: Target Verhéltnis (3:1, 10:1, 30:1, 100:1). 33% von [(-Catenin Ratten zeigen eine
spezifische Lyse von 11% bei einem E:T Verhéltnis von 100:1, wihrend bei den Kontroll-

tieren eine 3%ige spezifische Lyse gemessen wurde.
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4.8.2 Untersuchung der humoralen Immunantwort

Humorale Immunitit wird durch Antikérpermolekiile ermittelt, die nach dem ersten Kon-
takt des Immunsystems mit einem koérperfremden Antigen von B-Lymphozyten produziert

werden.

Infolge der Vakzinierung mit dem mutierten 3-Catenin sollte die B-Zell vermittelte Im-
munantwort in den Ratten nachgewiesen werden. Um die immunisierten Ratten auf die
humorale Immunantwort zu untersuchen, wurden die aus diesen Tieren stammenden An-
tiseren gegen das mutierte $-Catenin-Protein mittels Western Blot (Abbildung 4.15) ge-
testet. Praimmunseren wurden vier Tage vor Vakzinationsbeginn entnommen und neben
den Antiseren gegen das gereinigte 3-Catenin-Protein untersucht. Die Blutentnahme er-
folgte durch die Punktion des retrobulbidren Venenplexus. Als Positivkontrolle diente der
spezifische Maus-anti-3-Catenin-Antikorper (Transduction Laboratories, USA). In Ab-
bildung 4.15 konnte die Spezifitdt der Antiseren fiir das getestete Protein (mutierte (-

Catenin) gezeigt werden.

Die aus der Versuchsgruppe (3-Catenin) stammenden Immunseren erkennen das mutierte
(-Catenin-Protein. Die starken Signale bei ca. 100kDa sind der Nachweis fiir die B-
Zellantwort, die infolge der Uberexpression von mutiertem (-Catenin-Protein induziert

und zur Sezernierung von spezifischen Antikérpern ins Blut fiihrte.

Neben dem Antiserum dient das Praimmunserum von dem jeweiligen Versuchstier als
Negativkontrolle. Bei den Pridimmunseren sollte keine Spezifitdt gegeniiber dem Prote-
in nachweisbar sein. Die Blutseren aus den PBS behandelten Tieren dienten ebenfalls
als Negativkontrolle. Alle Antiseren wurden auf ihre Spezifitidt gegen das mutierte [-
Catenin-Protein gepriift. Die ersten zwei Spuren in Abbildung 4.15 zeigen die Reaktion
von Préimmun- bzw. Antiserum des vakzinierten Tieres, gegen das gereinigte §-Catenin-
Protein. Das Antiserum erkennt das (J-Catenin-Protein bei der erwarteten Grofe von ca.
100 kDa, wiahrend das Praimmunserum das (3-Catenin-Protein nicht erkennt. In den Spu-

ren 3 bis 6 sind die Prdimmun- und Antiseren der Kontrollgruppen getestet worden. Sie
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zeigten keine spezifische Reaktion mit dem (-Catenin-Protein. Der Maus-anti-3-Catenin-
Antikérper (Transduction Laboratories, USA, 1:500) wurde als Positivkontrolle verwen-

det.
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Abbildung 4.15: Nachweis der durch die Vakzination hervorgerufene Immun-
antwort gegen (3-Catenin.

Je 50 ng des gereinigten (-Catenin-Proteins wurden pro Spur auf einem 10%igen SDS-
Gel aufgetragen und anschliefsend auf Nitrozellulose transferiert. Die Membran wurde
in gleichméfigen Streifen geschnitten. Daraufhin wurden die Blotstreifen vereinzelt je
mit einem Serum (1:100) bzw. Maus-anti-3-Catenin-Antikorper 1:500 (Positivkontrol-
le) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Als 2. Antikorper gegen Rattenantiseren diente der
Kaninchen-anti-Ratte Antikérper (1:1000 DAKO, Hamburg), 1h bei RT. Der Ziege-
anti-Maus-Antikorper (1:5000, Hamburg) wurde als Zweitantikorper gegen Maus-anti-
(-Catenin-Antikérper, 1h bei RT verwendet.

Spur 1: Prdimmun der §-Catenin-Gruppe;

Spur 2: Antiserum der 3-Catenin-Gruppe;

Spur 3: Prdimmun der nur mit leerem Vektor behandelten Gruppe;

Spur 4: Antiserum der nur mit leerem Vektor behandelten Gruppe;

Spur 5: Praimmun der PBS-Gruppe (Negativkontrolle);

Spur 6: Antiserum der PBS-Gruppe (Negativkontrolle);

Spur 7: Maus-anti-3-Catenin-Antikérper (Positivkontrolle)
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Diskussion

Mutationen im (-Catenin Gen sind bislang in Tumoren des Kolons (Chan et al., 2002),
der Haut (Chan et al., 1999), der Leber (Miyoshi et al., 1998), des Ovars (Fukuchi et al.,
1998; Palacios and Gamallo, 1998), des Gehirns und der Prostata (Gerstein et al., 2002)
beschrieben worden. Sie sind ein kritischer Schritt in der Progression dieser Krebsarten in
dem sie eine wichtige Rolle in der Kontrolle der Zellprolieferation und Zelldifferenzierung
spielen. Mutiertes (3-Catenin wurde bereits als tumorassoziiertes Antigen bei malignen

Melanomen identifiziert (Robbins et al., 1996).

Mutationen, die das 3-Catenin Gen aktivieren, fiihren zum definierten Austausch von ver-
schiedenen Aminoséduren. Durch Austausch bzw. Deletion nur einer dieser Aminoséduren
unterbleibt die effiziente Phosphorylierung von (3-Catenin durch GSK-34 und damit des-
sen kontinuierlichen Abbau iiber das Ubiquitin-Proteasomen System. Infolge dessen wird
die transkriptionale Aktivitdt mit T cell factor bzw. Lymphoid enhancer factor konstitutiv

induziert und die Genexpression ausgelost (Vogelstein 1998; Blum, 2001).

Durch Mutationen des #-Catenins in Tumorzellen kommt es zur Expression neuer Epitope,
die hauptséchlich auf Tumoren vorkommen und damit dem Immunsystem eine Moglich-

keit geben, Tumorzellen zu erkennen und zu zerstéren. Aufgrund dieser tumorspezifischen

100



KAPITEL 5. DISKUSSION M. A. Hans

Expression stellt das mutierte $-Catenin ein geeignetes Zielantigen fiir eine immunthera-
peutische Intervention und damit ein interessantes Targetmolekiil fiir eine Vakzinierung

dar.

In dieser Arbeit sollte in einem tierexperimentellen Ansatz die Frage gekldrt werden,
ob sich das mutierte 3-Catenin tatsdchlich als Zielantigen fiir eine Vakzinierung gegen

kolorektalen Tumore eignet.

5.1 Untersuchung von Mutationen

In Anbetracht der wichtigen Rolle von Mutationen des [-Catenins in der Karzinoge-
nese und kolorektalem Krebs wurden im Rahmen dieser Arbeit in 33 aus WAG/Rij
stammenden DMH induzierten Kolonkarzinomen Mutationsanalysen durchgefiihrt. Die
Tumorinduktion geschah durch kontinuierliche Verabreichung von 20 mg/kg Korperge-
wicht DMH einmal wochentlich {iber 20 Wochen. Dabei wurden in 6-8 Wochen alten
WAG/Rij Ratten Kolontumore induziert. Die Tiere wurden eine Woche nach der letzten

Injektion getotet und die Tumoren zur Gewinnung des Tumormaterials entfernt.

Um reines Tumormaterial zur Untersuchung von Mutationen zu gewinnen, wurden Tu-
morgefrierschnitte angefertigt und das Tumormaterial zur DNA-Gewinnung mikrodisse-
ziert. Die isolierte DNA wurde anschlieffend amplifiziert. Durch die Sequenzanalyse der
PCR-Fragmente konnte die Mutation an der Phosphorylierungsstelle hauptséchlich an
Codon 41 im Exon 3 des Ctnnb! Gens in 12 von 33 (36%) Féllen identifiziert werden.
Durch diese Mutation wird infolge einer Substitution die Aminosiure Threonin (ACC)
durch Isoleucin (ATC) ersetzt. Auf der Nukleotidebene entspricht dieser Mutation eine
C — T Transition, die durch die karzinogene DMH Behandlung bei Ratten bevorzugt

vorkommt.

In der Tumorzellinie CC531, bei der es sich histomorphologisch um ein mit DMH induzier-

tes Adenokarzinom des Kolons handelt (Thomas et al., 1993) und héufig fiir die Therapie
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unterschiedlicher Krebsarten als Target verwendet wird (Marinelli et al.1991; Oldenburg
et al., 1994; Veenhuizen et al., 1996; Griffini et al., 1997), konnte ebenso die Mutation an

Codon 41 des dritten Exons im [§-Catenin Gen identifiziert werden.

Die Identifizierung einer spezifischen Mutationsstelle innerhalb des Codon 41 bei Kolontu-
moren wird den Ergebnissen zwei letztlich beschriebenen Studien gegeniibergestellt. Diese
Studien berichten iiber eine 3-Catenin Mutation an Codon 33, die bevorzugt infolge einer
Kurzzeit- (2-5 Wochen) und Langzeitbehandlung (36-52 Wochen) durch AOM oder DMH
bei Ratten resultiert (Takahashi et al., 1998; Blum et al., 2001).

In der Kurzzeitbehandlung mit DMH werden Mutationen deutlich mehr an Codon 32 und
34 induziert, wahrend sie an Codon 41 vereinzelt vorkommen. Dieses Mutationsspektrum
spiegelt die wesentlich mutagene Féhigkeit von DMH bzw. AOM, welche haufig die Ursa-
che fiir die Mutationen besonders in CTGGA Motifs darstellt. Diese Mutationen betreffen
auch das Codon 32 und 34 in Ctnnbl (Takahashi et al.,1998; Suzui et al., 1999; Blum
et al., 2001). Erst wenn bei der Kurzzeitbehandlung zusétzliche genetische Léasionen bei
betroffenen Zellen erworben werden, wird die kritische Schwelle von Mutationen in diesen
Zellen erreicht, die notwendig ist, um das autonome Tumorwachstum zu erlauben. Un-
ter diesen Umstdnden kommen nur héufig induzierte Mutationen wie z. B. an Codon 32
und 34 in hoherer Wahrscheinlichkeit in Tumoren vor, wihrend gewohnliche Mutationen

(Codon 41) verloren gehen.

In dieser Arbeit wurde unter Verwendung eines 20 wochigen Behandlungsprotokolls (kom-
pletten Protokolls) bei den Ratten praktisch das gleiche Mutationsspektrum induziert, da
diese Mutationen durch DMH induziert und unter einer gleichbleibenden karzinogenen
Behandlung zu einer hohen Haufigkeit und Multiplizitdt von Tumorinduktion fithren. Ne-
ben den induzierten Tumoren kommt es zuséatzlich zu induzierten genetischen Defekten in
anderen Onkogenen sowie Tumorsuppressorgenen, so dass die Zellen mit allen mdéglichen
Ctnnbl Mutationsarten sofort die notwendige Schwelle erreichen. Unter diesen Umstén-
den findet gleichzeitig Tumorwachstum statt und der Wettbewerb zwischen benachbarten

Zellklonen wird kritisch, so dass die stdrkere Mutation (Mutation an Codon 41) mit ho-
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herem onkogenen Potential dominiert und sich ausbereitet.

Hinsichtlich der wichtigen Rolle des Tumorsuppressor-Proteins APC in der Degradation
des (3-Catenins und die Rolle von APC-Gen Mutationen auf die Stabilisierung des Prote-
ins in der Zelle (Morin et al., 1997; Ilyas et al., 1997), sollte untersucht werden, ob in den
zu untersuchenden Tumoren Verdnderungen des APC Gens (Rubinfeld, 1996) zur onko-
genen Aktivierung des 3-Catenins beitragen. Zur Untersuchung von Mutationen wurden
Sequenzsanalysen im Exon 15 des APC Gens, an Codon 1061, 1307 und 1554 in den
Tumorproben durchgefiihrt. Unter den untersuchten Tumoren konnten keine Mutationen
im APC Gen festgestellt werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass die genetischen Verdnde-
rungen in untersuchten Tumoren nicht durch APC-Gen Mutationen resultieren, sondern
vermutlich auf die unkontrollierte Aktivierung des Wnt-Signalweges beruhen (vgl. 1.3).
Sie konnen ebenfalls durch eine Wnt-unabhéngige infolge von 3-Catenin Mutationen ver-
ursachte, dauerhafte Stabilisierung von 3-Catenin im Cytoplasma und Zellkern (Korinek,

et al., 1997; Pfeifer, 1997) entstehen.

Die Mutationen des K-ras Gens spielen ebenso eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Tumore bei Menschen und Nagertieren (Jackson, 1999). Sie kommen mit einer Haufigkeit
von 50% in kolorektalen Tumoren bei Menschen (Schramm et al., 2000) und 60% bei
Ratten (Erdmann et al., 1997) vor.

In der vorliegenden Arbeit wurde die isolierte DNA aus DMH induzierten Kolontumoren
bei WAG/Rij Ratten auf spezifische Nukleotidsubstitutionen im Exon 1 des K-ras Gens
an Codon 12 und 13 analysiert. Eine Nukleotidtransition von G zu C an Codon 12 bzw.
G zu A an Codon 13 des Exon 1 fiihrt zu einem Aminosdurenaustausch, ndmlich dem

Ersatz von Glycin durch Asparaginsiure.

In 21 von 33 (64%) der zu untersuchenden Tumore konnte die Mutation an Codon 12
und Codon 13 identifiziert werden. 1997 berichtete Erdmann, dass in mehr als 60% der

Karzinogen behandelten Ratten Mutationen im Exon 1 des K-ras Gens auftreten.

Die Charakterisierung von 3-Catenin und K-ras Mutationen in Rattentumoren induziert
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nach dem kompletten DMH Protokoll zeigte, dass es sich in beiden Féllen um die typische
Mutation des DMH-Modells handelt. Alle gefundenen Mutationen sind jeweils Punkt-
mutationen, die in heterozygotem Zustand in den Tumoren und nie im angrenzendem
Normalgewebe vorkommen. Die auftretenden Mutationen betreffen die gleichen Codons,
die auch bei humanen kolorektalen Tumoren vorzugsweise betroffen sind. Vor besonderer
Bedeutung ist der Befund, dass 11 von 12 #-Catenin Mutationen identische C zu T Tran-
sitionen an Codon 41 und 19 von 21 K-ras Mutationen identische G zu A Transitionen
an Codon 12 darstellen (Abb. 4.2 bzw. 4.3). 7 von 33 (21%) Tumore tragen beide (8-
Catenin und K-ras) Mutationen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die §-Catenin Mutationen
sowohl in An- als auch Abwesenheit von K-ras Mutationen stattfinden. Dies bedeutet, dass
Wnt-Signalweg (vgl. 1.3) und K-ras Pathway (vgl. 1.4) unabhéngig von einander agieren,
jedoch die vorhandenen Mutationen in beiden Signalwegen in einer synergistischen Weise

zur Ratten-Kolonkarzinogenese beitragen.

5.2 Etablierung eines immuntherapeutischen Ansatzes
bei kolorektalen Karzinomen in syngenen Ratten

mittels DNA-Vakzinierung

Nach dem letztlich untersucht wurde, dass das DMH Modell ein geeignetes Modellsy-
stem fiir §-Catenin spezifische Immunisierung darstellt, sollte getestet werden, ob eine
Vakzinierung mit dem mutierten (3-Catenin Plasmid (vgl. 4.4) als Zielantigen eine wirk-
same tumorgerichtete Immunantwort auslost. Robbins et al., 1996, berichten iiber mela-
nomspezifischen tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL), die in der Lage sind, mutiertes
(-Catenin zu erkennen. Hinsichtlich dieses Befundes, dass mutiertes (-Catenin ein tu-
morassoziiertes Antigen darstellt, wurden in dieser Arbeit Ratten mit dem hergestellten

(-Catenin Plasmid zur Induktion einer spezifischen Immunantwort vakziniert.

Um eine protektive Immunitat bei den Versuchstieren zu induzieren, wurden die Ratten
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mit dem mRNG-Catenin Plasmid vakziniert. Fiir die Vakzinherstellung wurde die voll-
standige cDNA des mutierten 3-Catenins aus mRNA mittels RT-PCR amplifiziert. Die
Gesamt-mRNA entstamm der CC531 Zellinie, bei der bereits die $-Catenin Mutation an
Codon 41 des dritten Exons identifiziert wurde. Die Primer wurden identisch zu Ratten-
ESTs (rat expressed sequence tags) abgeleitet. Der 5-Primer wurde mit einer Kspl und der
3'-Primer mit einer Xbal Schnittstelle ausgestattet. Anschlieftend wurde die DNA iiber die
Kspl/Xbal Schnittstelle in den eukaryontischen Expressionsvektor pExlink3 einkloniert.
Das mRNg3-Catenin Plasmid steht unter der Kontrolle des konstitutiven Cytomegalievirus

Promoters. Der Konstrukt betriagt eine Grofse von 7,5 kb.

Bevor das hergestellte DNA-Plasmid fiir die Vakzinierungsexperimente verwendet wurde,
sollte anhand eines Luciferase-Assays (Gossen und Bujard, 1992) die Funktionalitéit des
mRN(-Catenin Plasmids iiberpriift werden. In diesem Test wurde die humane aus kolorek-
talen Tumoren stammende SW948 Zellinie, die ein intaktes APC Gen besitzt, verwendet.
Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0.1, 0.5, 1.0, 2.0) ug von mRNg-
Catenin Plasmid transfiziert. Humanes 3-Catenin mit Deletion von Codon 45 diente als

Kontrollplasmid.

Das Reporterplasmid pTOPFLASH wurde zusammen mit dem Ratten bzw. humanen (-
Catenin Plasmid in die SW948 Zellen cotransfiziert. Das Plasmid steht unter Kontrolle
eines minimalen c-fos-Promotors und beinhaltet vier Repeats der optimalen Erkennungs-
sequenz fiir Lef-1/Tcf (H.Clevers, Utrecht, Niederlande). In diesem Test konnte die Promo-
toraktivitdt von mRN3-Catenin nachgewiesen werden, in dem die Luciferase- Aktivitat ge-
messen wurde. Die Enzym-Aktivitat beruht auf der Umsetzung des Luciferins unter Frei-
setzung von Lichtquanten, die als relative light units dargestellt sind (Abbildung 4.7). Un-
ter Einsatz der oben genannten Plasmidkonzentrationen konnte die Transaktivierung des
c-fos Promotors durch mutiertes RN3-Catenins gezeigt werden. Das mutierte 3-Catenin
bindet an Lef-1/Tcf Proteine im Zellkern, bildet den [-Catenin-Lef-1/Tef-Komplex und
fithrt zur Promotoraktivierung des Zielgens (Luciferase). Bei zunehmender Plasmidkon-
zentration wird das Luciferase Gen verstarkt exprimiert. Ein Vergleich der Ergebnisse von

mRNg-Catenin und mutiertem humanem [-Catenin (Positivkontrolle) unter Berticksich-
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tigung der Standardabweichung (Abbildung 4.7) zeigt die Funktionalitit des mutierten
Ratten (-Catenin Plasmids.

CCH31 Zellen mit der identifizierten [F-Catenin Mutation an Codon 41 des dritten Ex-
ons sollten als Zielzellen einer [3-Catenin spezifischen zelluldren Immunantwort dienen.
Daher war es von besonderer Bedeutung, die Expression von MHC I Molekiilen in diesen
Zellen zu untersuchen. Fiir eine erfolgreiche Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen
ist die spezifische Erkennung eines Antigens notwendig. Zytotoxische T-Zellen erkennen
Peptide aus intrazelluldren Molekiilen (z. B. tumorassoziierte Antigene, virale Proteine),
die von Haupthistokompatibilitdtskomplex-Klasse I Molekiilen (MHCI) auf der Zellober-
flache préasentiert werden. Durch eine FACS-Analyse konnte die Expression der MHC 1
Molekiile auf der Oberflache dieser Zellen nachgewiesen werden. Der Mean-Wert, d. h.
das Verhéltnis der mittleren Fluoreszenzintensitat der Probe zu der entsprechenden Ne-
gativkontrolle lag bei 4,69, der auf eine ausreichende Expression von MHCI Molekiilen

deutete.

Um eine Immunantwort gegen das mutierte $-Catenin in Ratten zu induzieren, wurden
die Tiere mit dem mutierten (G-Catenin Plasmid intradermal vakziniert. Der Grund ei-
ner intradermalen Vakzinierung mit dem rekombinanten mRN3-Catenin Plasmid war die
Aktivierung der antigenprésentierenden Zellen wie z.B. die dendritischen Zellen (Lan-
gerhanszellen). Diese Zellen sind in der Lage, ruhende, fiir die Abwehr in Bereitschaft
stehende T-Lymphozyten effizient zu aktivieren. Dabei konnen sie T-Helfer- und zytoto-
xische T-Zellen induzieren und infolge dessen eine spezifische antitumorale Immunantwort

gegen das mutierte $-Catenin generieren.

Sechzehn syngenen WAG /Rij Ratten wurden mit dem hergestellten DNA Plasmid vakzi-
niert (Abbildung 4.11). Nach viermaliger Immunisierung, die in zehntégigen Abstanden
stattfand, wurden in 10 von 16 Ratten durch die s. c¢. Inokulation von 5-10% CC531 Zellen
pro Ratte Tumore implantiert (Tumorchallenge). Sechs Ratten wurden unmittelbar nach
der Vakzinierung getotet und die Antiseren und Lymphozyten zur in vitro Untersuchung

der zeluldren Immunantwort gewonnen.
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Eine PBS und eine mit pEXlink3 (leerem Vektor) behandelte Kontrollgruppe wurden mit
der Testgruppe verglichen. In den Kontrollgruppen kam es bereits ein Tag nach Injek-
tion der Zellen zur Tumorentwicklung, wahrend 50% von Ratten der S-Catenin-Gruppe
erst vier Tage nach Tumorchallenge mefbare Tumore entwickelten. Aus den Kontroll-
gruppen mussten einige Tiere aufgrund der Tumorgrofe getotet werden. Die Tumore der
(-Catenin-Gruppe erreichten bis zum Tag sieben nach der Tumorimplantation ihre maxi-
male Grofse (Abbildung 4.12). Unter den 5 Tieren, die eine verspétete Tumorentwicklung
aufwiesen, wurden bei 3 Ratten die Tumore zwischen Tag 17 und 30 vollsténdig zuriickge-
bildet. Das verzogerte Auftreten von Tumoren und deren Regression zeigen, dass in drei
von insgesamt zehn der immunisierten Tiere eine antitumorale Immunantwort induziert
wurde. Bei 2 Tieren kam es nach der Tumorgrofenreduktion zum erneuten Wachstum und
Progression des Tumors. Bei 3 Ratten der Testgruppe (8-Catenin) wuchsen die Tumore

trotz der Vakzinierung bis Tag 7 zwar an, blieben jedoch in ihrer Gréfse konstant.

Abbildung 4.13 zeigt die Mittelwert-Kurve von allen an Tumorchallenge beteiligten Tie-
ren. Dadurch lafst sich schlieffen, dass die Immunisierung mit dem (-Catenin Plasmid das
Tumorwachstum in den vakzinierten Ratten beeinflufst, wihrend die Tumorgrdfse bei den
Kontrollgruppen weiter zunimmt. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Ratten eine
schwache immunologische Reaktion gegen Tumore entwickeln, die ab einem bestimmten
Zeitpunkt zur Stabilisierung von Tumoren fiihrt, jedoch keine Tumorelimination hervor-

ruft.

Neben zellularer Immunantwort sollte die B-Zellantwort in nicht an Tumorchallenge be-
teiligten Tieren analysiert werden. Aus diesem Grund wurde das mutiere (-Catenin-
Protein zur Untersuchung der Spezifitit von Rattenantiseren gegen dieses Protein her-
gestellt. Das Plasmid wurde in Bakterienzellen (E.Coli) transformiert und die Expression
von [-Catenin-Protein mit Isopropyl-Thiogalactosid (IPTG) induziert. Die Proteinex-
pression wurde in verschiedenen Induktionszeiten von 1, 2, 4, 10 und 24 Stunden unter-
sucht. Nach einer zehnstiindigen Induktion exprimierten die Bakterien grofse Mengen an
mRN3-Catenin-Protein. Mittels Western Blot konnte die Expression dieses Proteins in

den Zellen auf einem 6%igem SDS-Gel nachgewiesen werden. Das Protein wurde mittels
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Hochleistungsfliissigkeits-Chromatograpie (HPLC) gereinigt. Zur Reinigung des mutierten
(-Catenin-Proteins, das 6x His Tag am C-terminalen Ende trug, wurde eine nitrilotriace-

tisches (Ni-NTA) Harz Nickel Saule (QIAGEN, Hilden) verwendet.

Mittels Western Blot wurde die humorale Immunantwort untersucht. Die Antiseren von
6 intradermal vakzinierten Ratten, die des Tumorchallenge nicht unterzogen waren, wur-
den gegen das mutierte -Catenin-Protein auf eine humorale Immunantwort getestet. Als
Kontrolle wurden Praimmunseren aus den jeweiligen Tieren mit den Antiseren der Test-
gruppe verglichen. Durch die Untersuchung von Antiseren vakzinierter Ratten gegen das
mutierte S-Catenin-Protein konnte eine spezifische B-Zell Antwort nachgewiesen werden,
in dem die Antiseren das Protein detektierten. Die starken Signale des (3-Catenins sind
bei einer Grofe von 92 KDa zu erkennen, wahrend die Praimmunseren das Protein nicht
detektieren. In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass durch die DNA Impfung
die Induktion der spezifischen B-Zellantwort gegen das mutierte (3-Catenin-Protein her-

vorgerufen wurde.

Unter 6 von 16 geimpften Ratten, die nicht am Tumorchallenge beteiligt waren, wurden
die Lymphozyten zur Untersuchung der T-Zell Antwort isoliert und die zellvermittelte
Immunitit gegen CC531 Zellen mittels ' Cr-Release-Assay analysiert. Die isolierten zy-
totoxischen T-Zellen (CTL) aus dem Blut, der Milz und Lymphknoten von vakzinierten
Ratten wurden gegen °!Cr-markierte CC531 Zellen getestet. Eine schwache zellulire Im-
munantwort von 11% bei 33% von Ratten zeigte, dass das Immunsystem der Tiere nur
schwach gegen Tumorzellen reagiert. Die Daten der sowohl in vitro als auch in vivo Unter-
suchungen, die zum Nachweis einer spezifischen zelluldren Immunantwort dienten, deuten
auf eine verminderte T-Zellaktivierung. Fiir die Ineffizienz immunologischer Effektoren

bei der Unterdriickung der Tumorzellen gibt es verschiedene Erklarungen:

1. Die schwache Immunogenitidt von Tumorzellen (CC531) sowie die ineffiziente Pré-
sentation des verabreichten Antigens, die diese Zellen die Féhigkeit verleiht das

Immunsystem zu entgehen.
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2. Die wahrscheinlich verminderte Antigen-Prisentation, die einen negativen Effekt

auf den immunstimulatorischen Kontext ausiibt.

3. Tumorzellen setzen bestimmte Faktoren frei, die eine Immunantwort gegen sie su-

primieren, z. B. TGF-3 und die CTL in ihrer Funktion verhindern.

Die Expression von Fas-Ligand durch Tumorzellen konnte dariiber hinaus ein Mecha-
nismus sein, der durch Aktivierung der Fas-Apoptosekaskade in der benachbarten im-
munkompetenten Zelle Apoptose auslosen und somit die Immunantwort auf den Tumor

verhindern.

Perspektive

In Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal in einem syngenen Ratten Model eine
Vakzinierung mit dem mutierten $-Catenin zur Entwicklung einer immuntherapeutischen
Intervention gegen kolorektale Karzinome durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zei-
gen, dass die gezielte Vakzinierung gegen das mutierte J-Catenin zur Induktion einer
spezifischen humoralen jedoch nicht zu einer ausreichenden zytotoxischen T-Zellantwort
oder Tumorprotektion fiihrt. In weiterfiihrenden Experimenten kénnte durch eine erneu-
te und starkere Vakzinierung eine Verstarkung der T-Zellantwort und eine antitumorale
Immunantwort erreicht werden. Eine weitere Moglichkeit besteht darin durch die Bela-
dung der dendritischen Zellen mit dem Tumorantigen eine Vakzine herzustellen, die zur

Induktion einer antitumoralen Immunantwort fithren konnte.

Eine antitumorale Wirkung koénnte durch das Einbringen von Zytokingenen (z.B. IL-2,
IL-7, GM-CSF, IFN-v) in Tumorzellen zur verstarkten Antigenprésentation der Tumorzel-
len erreicht werden. Diese Behandlung fithrte bei Melanomen zu interessanten klinischen

Effekten mit einer 25%ige Krankheitsstabilisierung iiber 6 Monate (Belli, et al., 1998).

Mit Hilfe von viralen Vektoren wie z. B. rekombinante Adenoviren konnte eine stéarkere
immunogene Wirkung erzeugt werden. Ebenso konnten kombinationstherapeutische Stra-
tegien gegen weitere bereits identifizierte tumorassoziierte Antigene der CC531 Zellinie

wie z. B. mutiertes ras, bnp cycE u. a. zum Einsatz kommen.
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Zusammenfassung

Schlagworte: (G-Catenin, Kolonkarzinom, Vakzination

In Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle des mutierten §-Catenins als méogliches Zielan-
tigen fiir eine immuntherapeutische Intervention in Kolonkarzinomen untersucht werden.
Um diese Frage zu beantworten, sollten zuerst in dem syngenen Rattenmodell (WAG /Rij)
durch die kontinuierliche Verabreichung von 20 mg/KG des chemischen Karzinogens 1,2-
Dimethylhydrazin iber 20 Wochen Kolontumore induziert werden. Daraufhin wurde das
Tumormaterial sowie die Tumorzellinie CC531 einer Mutationsanalyse unterzogen. In 12
von 33 (36%) der Tumore wurde eine 3-Catenin-Mutation an Codon 41 des dritten Exons
identifiziert. Dabei handelt es sich in 11 von 12 (>90%) der Mutationen um die identischen
C — T (T41I) Transitionen. Nur in einem einzigen Fall wurde die Mutation G — A an
Codon 32 (D32N) identifiziert. Die S-Catenin-Mutationen fithren zur Stabilisierung und
damit die onkogene Aktivierung des 3-Catenin-Proteins. Infolgedessen kommt es zur tu-
morspezifischen Expression von neuen Epitopen, die grundsétzlich einer immunologischen
Intervention zugénglich sein konnen. In dieser Arbeit sollte in dem syngenen Rattenmodell
untersucht werden, ob eine Vakzinierung mit dem mutierten (G-Catenin-Plasmid als Zie-
lantigen eine tumorgerichtete Immunantwort auslost. Zur Herstellung der DNA-Plasmid
wurde zuerst die gesamt mRNA aus CC531 Zellen gewonnen und das vollstindige Al-
lel der mutierten (-Catenin cDNA mit einer Grofe von 2,8 Kb amplifiziert und in das
eukaryontische Expressionsplasmid pExlink3, das unter der Kontrolle eines vollstandigen
CMV-Promotors steht, einkloniert. Anhand eines Luciferase-Assays und mit Hilfe eines
Reportergens konnte die Funktionalitit des Konstruktes iiberpriift werden. Es wurden
16, 10-12 Wochen alte WAG/Rij Ratten jeweils mit 200 ug mutiertem [(-Cateninplasmid
intradermal vakziniert. Zwei weitere Gruppen dienten als Kontrolle (PBS und leerer Vek-
tor). Die PBS Gruppe diente zur Beobachtung des normalen Tumorwachstums infolge
des Tumorchallenges. Vier Wochen nach der Immunisierung wurde die Tumorinokulation
durch die subkutane Verabreichung von 5 - 10° Kolon Karzinom Zellen CC531 pro Ratte

durchgefiihrt. Innerhalb der -Catenin-Gruppe wuchsen die Tumore bei allen Tieren an.
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In 30% der Ratten gingen die Tumore, nachdem sie anfanglich anwuchsen, vollstandig zu-
riick. In restlichen 70% blieb die Tumorgrofe ab einem bestimmten Zeitpunkt konstant.
Obwohl nach der Vakzinierung mit dem mutierten (3-Catenin keine Tumorprotektion er-
reicht wurde, konnte jedoch eine Tumorgréfenreduktion verglichen mit den Kontrollgrup-
pen festgestellt werden. Durch die Untersuchung der Antiseren von immunisierten Ratten
gegen das gereinigte (3-Catenin-Protein mittels Western-Blot konnte die Spezifitidt dieser
Antiseren gegen das mutierte $-Catenin-Protein gezeigt werden. Mit Hilfe des Zytotoxi-
zitatstests konnte eine T-Zell Antwort von 11% bei 33% der Tiere gegen die Zielzellen

CCb31 nachgewiesen werden.
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Summary

Keywords: -Catenin, Colon Carcinoma, Vaccination

The main challenge of this work was to answer the question if [-catenin is a suitable
target antigen for immunotherapeutic intervention in colon carcinoma. The mutational
spectrum of (J-catenin was investigated in a panel of rat colon tumors induced by long-
term (20 weeks) DMH treatment. [-catenin mutations were detected in 12 of 33 (36%)
tumors. 11 of 12 (>90%) mutations represented identical C — T transitions within exon
3 codon 41, resulting in the common replacement of threonine by isoleucine. Only one of
the (-catenin mutations found affected the previously implicated codon 32 cluster region
(Asp32Asn). Using the same samples for mutational analysis of the [-catenin gene, 21
of 33 (64%) tumors were found to harbor k-ras mutations. 19 of the 21 were G — A
transitions at codon 12, and the remaining two at codon 13. This mutation leads to
stabilization of the [-catenin protein and hence to oncogenic activation. This in turn
causes tumor-specific expression of new epitopes, which basically could be available for
an immunological intervention. In this work the task was to examine if vaccination with
the mutated [-catenin plasmid as target antigen in a syngeneic rat model leads to tumor
protection. To produce the DNA plasmid the total mRNA from CC531 cells was extracted.
The resulting full-length allel, with a size of 2.8 Kb, from the mutated [-catenin cDNA was
amplified and cloned into the eucaryotic expression plasmid pExlink3, which is controlled
by a CMV promotor. By immunization of WAG/Rij rats with recombinant (-catenin, an
anti-tumor immune response should be induced. At first, the tumors grew in all animals of
the (-catenin group. However, after this initial growth, the tumors disappeared in 30% of
the rats. In 70% of the animals, the tumor size remained constant after a certain period
of time. Further, the cellular and humoral immune response of the vaccinated animals
was examined. The anti-sera from the immunized rats recognized the mutated (-catenin
protein. Following the tumorchallenge, only a weak T-cell response against the CC531 cell
line could be determined. The results showed that a B-cell response could be generated

by vaccination aimed at the mutated [-catenin. It could also be shown, even though no
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tumor protection was achieved, that the tumors in the -catenin group remained constant

in their size, while the tumors in the control group further grew.
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