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Meinen Eltern



Referat und bibliographische Daten

Die Regulationsmechanismen des mRNA-Stoffwechsels treten zunehmend in den
Fokus der Erforschung menschlicher Tumore. AUF1 ist ein Protein, das den Abbau,
die Lokalisation von mRNA und sogar die Transkription beeinflusst und somit eine
direkte Rolle in der Genexpression der Zelle spielt. In dieser Arbeit wurde erstmals
die  AUF1-Isformenexpression in  Schilddrisenzellen  untersucht.  Mittels
Westernblotanalysen wurden drei Tumorzelllinien (FTC-133, B-CPAP, 8505C), sowie
Normal- (n= 4), Struma- (n= 10), Adenom- (n= 10), FTC- (n= 7), PTC- (n= 13) und
UTC-Gewebe (n= 10) charakterisiert. Erganzend wurden Gefrierschnitte von Normal-
(n=1), Struma- (n= 10), Adenom- (n=10), FTC- (n=10), PTC-(n=10) und UTC-
Geweben (n= 10) immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet. Wie beeinflussbar
die Expression von AUF1 ist, sollten Stimulationsversuche an den drei
Tumorzelllinien untersuchen. In allen untersuchten Proben liel sich AUF1 mit seinen
vier Isoformen nachweisen, wobei die Anteile der Isoformen p37 und p40 bei den
Zelllinien immer stark vertreten waren und die Isoformen p42 und p45 in den
Zelllinien FTC-133 und 8505C fast vernachlassigbar gering exprimiert wurden. Durch
die verwendeten Stimulantien lieR sich keine bevorzugte Signaltransduktion
entschlisseln, eher war mit allen ein immer gleiches Bild der Uberexpression fiir jede
Zelllinie zu erkennen. Mit beiden Untersuchungsmethoden zeigte sich bei den
Patientenproben ein klares Gefalle in der Gesamtexpression, hierbei wurde bei den
Normalgeweben eine signifikante Erhdhung im Vergleich zu den malignen
Entartungen festgestellt. Neben der Gesamtexpression zeigten sich deutliche
Unterschiede in der Isoformenverteilung, bei der die Normalgewebe eine
Mittelstellung zwischen den benignen und malignen Geweben einnehmen. Auch in
der Proteinlokalisation zeigten sich Unterschiede zwischen den Entitaten, somit
wurde das Verhaltnis der Proteinmenge zwischen Kern und Cytosol mit steigender
Malignitat stetig kleiner. Die hier gezeigten Daten stellen die wichtige Rolle von AUF1
in der Schilddrise klar heraus und die deutlichen Unterschiede in der Expression

ermdglichen eine Verwendung als diagnostischen Marker.

Brodauf, Lars: Adenin-Uracil-reiche-Ribonukleinsaure-bindender-Faktor-1 (AUF 1)
Isoformen-Expression in Schilddrisentumorzelllinien und in Schilddrisengeweben.
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1 Einleitung

1.1 Die Schilddriise

Die Schilddruse gehort zu den endokrinen Drusen und weist ein Gewicht von etwa 20
bis 30g auf. Sie liegt am Hals unterhalb des Kehlkopfes und umfasst hier die
Luftréhre von ventral halbkreisférmig. Meist besteht sie aus einem rechten und einem
linken Lappen, die auf Hohe des zweiten bis vierten Trachealrings durch einen
Isthmus verbunden sind. Die aul’ere Form wird meist als u- oder

schmetterlingsformig beschrieben.

Mit dem Schilddrisenhormon Triiodthyronin und dem Prohormon Thyroxin nimmt die
Schilddrise eine wichtige Rolle im Stoffwechsel des Menschen ein. So Ubt sie unter
anderem einen Einfluss auf den Sauerstoffverbrauch und die Warmeproduktion aus.
Uber den Kohlenhydrat-, Eiweil- und Fettstoffwechsel steuert sie Wachstum bzw.
Entwicklung und kann das Zentralnervensystem, die Muskelaktivitat und den
Wasserhaushalt beeinflussen. AuRerdem produzieren C-Zellen, die einen anderen
Entwicklungsursprung haben und in das Schilddrisengewebe eingewandert sind,
Kalzitonin, das eine wichtige Rolle im Calcium- und Phosphathaushalt spielt und hier

fur die Feinregulation zustandig ist.

1.2 Benigne Schilddriusentumore

Die Schilddrisentumore mit einem epithelialen Ursprung kann man in benigne und
maligne Tumore unterteilen. Hierbei lasst sich eine Vielzahl anatomischer Bauarten
und Differenzierungsgrade unterscheiden. Im Folgenden werden die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Varianten kurz vorgestellt, beginnend mit den benignen

Formen Struma und Adenom.

1.2.1 Struma

Der Begriff Struma wird sowohl als Symptom als auch als Diagnose verwendet. Als
Symptom bezeichnet es eine Vergroflerung der gesamten Schilddriise oder Teile
dieser, unabhangig von Pathogenese und Dignitat. Somit kdnnen viele Erkrankungen
der Schilddrise als Ursache zugrunde liegen, zum Beispiel Jodmangel,

Entzindungen, Tumore, Enzymdefekte und Akromegalie.



Als Diagnose beschreibt Struma eine benigne Schilddrisenvergroflerung ohne
Verlust der Differenzierung. Trotzdem umfasst der Begriff Struma eine morphologisch
und pathogenetisch heterogene Krankheitsgruppe. Entscheidend ist jedoch das

benigne, also ein nicht invasives und nicht metastasierendes Wachstum.

In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff Struma als Diagnose verwendet.

1.2.2 Schilddriisenadenom

Ein weiterer benigner Schilddrisentumor ist das Schilddrusenadenom. Es kann
solitéar als auch multiple auftreten. Adenome koénnen unterschiedliche Reifegrade
aufweisen (trabekular, tubuldr, mikro-, normo-, makrofollikular) und sind meist in
sonst unauffalliges Schilddrisengewebe eingebettet. Sie kdnnen endokrin aktiv sein
und auch ohne die Steuerung des hypophysaren Thyroidea-stimulierendes Hormon
(TSH) Jod aufnehmen, speichern und Schilddrisenhormone abgeben. Eine maligne
Entartung tritt selten auf, je nach Baumuster lassen sich die Adenome nur schwer

histologisch einordnen.

1.3 Maligne Schilddriisentumore

Die malignen Schilddrisentumore zahlen mit einem Anteil von 0,5% bis 2% an allen
bdsartigen Geschwulsten [Franceschi et al., 1994; Mazzaferri, Jhiang, 1994] zu den seltenen
Krebserkrankungen. So steht das Schilddrisenkarzinom in Deutschland bei Frauen
an dreizehnter und bei Mannern an zwanzigster Stelle der Haufigkeiten maligner
Tumore. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens steigt mit dem Alter, das mittlere Alter
bei Diagnosestellung liegt zwischen 45 und 50 Jahren. Frauen sind etwa zwei- bis

viermal so oft betroffen wie Manner.

In dieser Arbeit sollen follikulare, papillare und undifferenzierte Karzinome betrachtet
werden, die sich aus Thyreozyten entwickeln. Hierbei machen follikulare und
papillare Karzinome etwa 80% und undifferenzierte Karzinome circa 10% aller
malignen Schilddrisentumore aus. Die restlichen 10% verteilen sich auf das
medullare Karzinom (5%) und sonstige Krebsarten, wie Sarkome, maligne

Hamangioendotheliome, maligne Lymphome oder Metastasen [Becker, 1984].



1.3.1 Follikulares Schilddriisenkarzinom - FTC

Follikulare Schilddrisenkarzinome weisen meist einen soliden und abgekapselten

Aufbau mit mikrofollikularen oder trabekularen Strukturen auf [Rosai et al., 1992a].

Am haufigsten sind Patienten im Alter von 50 Jahren betroffen [Coburn, Wanebo, 1995],
bevorzugt in Gebieten mit endemischem Jodmangel. Gro3e Unterschiede zeigen
sich zwischen dem minimal-invasiven und hoch-invasiven Typ, wobei die 10-Jahres-
Uberlebensrate bei minimal-invasiven Karzinomen um 50% hoher ist [Chow et al.,
2002].

FTC’s zeigen eine frihzeitige hamatogene Metastasierung, vor allem in Knochen

und in der Lunge. Lymphknoten sind selten von Metastasen befallen.

1.3.2 Papillares Schilddriisenkarzinom - PTC

Das papillare Schilddrisenkarzinom zeichnet sich durch multifokalen Befall eines
oder beider Schilddriisenlappen aus [Rosai et al., 1992b]. Kennzeichnend sind papillare
Strukturen, bei denen ein einreihiges Epithel einen Bindegewebsstock einschlief3t. Es
kann zu einer dachziegelartigen Uberlagerung der Zellkerne und zu umschriebenen
Verkalkungsherden im Cytoplasma (Psammonkdrperchen [Hofstaedter, 2001])
kommen. Der Altersgipfel beim PTC liegt zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr (80%
der Patienten sind unter 40 Jahre alt). Mit Uber 50% ist es der haufigste
Schilddrisentumor [Schmid, 1998]. PTC’s metastasieren zunachst Uber die
LymphgefalRe in die regionalen Lymphknoten. Erst spater erfolgt eine hamatogene
Metastasierung. Insgesamt handelt es sich meist um ein langsames Wachstum und

die Prognose fur behandelte Patienten ist als sehr gut einzuschatzen.

1.3.3 Undifferenziertes Schilddriisenkarzinom - UTC

Im undifferenzierten Schilddrisenkarzinom zeigen sich polymorphe Zellen und treten
viele Mitosen und Nekrosen [Rosai et al., 1992c] auf, was fur einen hohen und schnellen
Zellumsatz steht und fur ein grof3es aggressives Potential spricht. Befallen sind vor
allem altere Patienten Uber 55 Jahre [Coburn, Wanebo, 1995]. Das Karzinom wachst
sehr schnell und invasiv, weiterhin zeigt sich eine frihzeitige lymphogene und
hamatogene Metastasierung in Leber, Lunge, Knochen und Gehirn. Die Prognose ist

sehr ungunstig und meist versterben die Patienten an den lokalen Komplikationen



des Tumors in den ersten sechs Monaten. Uber 95% der Patienten versterben in den

ersten funf Jahren nach Diagnosestellung.

Eine mogliche Entstehung des UTC's aus einem FTC oder PTC wurde von einigen
Autoren auf Grund verschieden differenzierter Karzinomanteile vermutet [Ordonez et
al., 1991; Venkatesh et al., 1990; Goerges, 2001], neuere Diskussionen jedoch ziehen eine
Entstehung aus pluripotenten Vorlauferzellen in Betracht, welche ebenso die

verschieden differenzierten Areale in UTC's erklaren wirde.

Interessante Ergebnisse zeigten auch Versuche mit Retinsaure, bei denen eine
Differenzierung bzw. Redifferenzierung erlangt werden konnte [Ubersicht: Schmutzler,

Kéhrle, 2000].

1.4 Messenger-RNA

Fur die Expression eines Gens ist die messenger-RNA (mRNA) als Bindeglied
zwischen DNA- und Proteinebene von elementarer Bedeutung. Hierbei ist die Menge
der jeweiligen mRNA, die fur ein Protein codiert, ein bestimmender Faktor. Welche
Menge an Protein letztlich translatiert wird, hangt jedoch auch von der
posttranskriptionellen Modulation und dem Abbau der mRNA ab. Somit sind diese

neben der Regulation der Transkription wichtige Kriterien der Genregulation.

Die Halbwertszeit einer mRNA variiert zwischen wenigen Minuten und mehreren
Stunden, oder Tagen. Der Abbau der mRNA findet in sogenannten P-Bodies
(Processing-Bodies) statt. Diese sind reich an RNasen, was einen schnellen RNA-

turnover moglich macht.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, Iasst sich die eukaryotische mRNA vor der Translation
grob in drei Teile teilen, wobei der codierende Teil (Exons) zwischen zwei Bereichen
liegt, die nicht translatiert werden (5°-UTR und 3"-UTR).



5 UTR Exons 3'UTR

KAPPE -mm-mmm—/— — —  —/—mm-m— AAAAA
| | |

Regulation von Information fur Regulation der
Transport und Proteinstruktur MmRNA Halbwerts-
Translation zeit

Abbildung 1:  Schematische Darstellung menschlicher reifer mRNA

Davor befindet sich die 5-Kappe mit etwa 100 bis 200 Nukleotiden [Pesole et al., 2001]
und eine 5’-untranslatierte-Region (5°-UTR). Nach der genetischen Information folgt
die sogenannte 3’-untranslatierte-Region (3'-UTR). Das Ende der 3"-UTR bildet der
Poly-A-Strang mit einer durchschnittlichen Lange zwischen 100 und 250 Adenin-
Reste. Vor dem Poly-A-Strang befindet sich ein Bereich von circa 600 Nukleotiden,
der ebenfalls nicht der Translation zur Verfligung steht, jedoch sogenannte cis-
regulatorische Elemente enthalt, die eine posttranskriptionelle Modulation mdglich
machen. Hierbei ist sowohl die Sequenz als auch die Sekundarstruktur fur die
Regulation wichtig. Die Langen der 5°- und 3’-UTR variieren innerhalb einer Spezies
[Pesole et al., 2001].

Der Hauptweg des RNA-Abbaus beginnt vorwiegend mit einer Verkurzung des 3'-
Poly-A-Endes durch Deadenylierung [Korner et al., 1998]. Wird es auf eine Lange von
25 bis 60 Adenosin-Reste verkurzt kommt es zu einer schnellen Degradierung [Brown,
Sachs, 1998]. Es ist aber auch ein Abbau unabhangig von der Deadenylierung des
Poly-A-Stranges maoglich. Hierbei wird die mRNA endonukleolytisch geschnitten,
meist beginnend in der 3’-UTR vor dem Poly-A-Strang. Somit spielt dieser mRNA-
Abschnitt eine entscheidende Rolle fur die Stabilitdt der zu translatierenden mRNA
und dadurch auch fur die Menge an synthetisiertem Protein. Eine Veranderung des
Stabilitatsverhaltens wird mit der Entstehung schwerer Krankheiten, z.B.

Tumorerkrankungen, in Verbindung gebracht [Guhaniyogi, Brewer, 2001].



1.4.1 Posttranskriptionelle Regulation durch Adenin-Uracil-reiche-Elemente
(ARE)

Die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression wird, wie in Abschnitt 1.4
beschrieben, durch Bereiche in der 3-UTR mdglich. Uber die Bindung von Proteinen
bzw. Sekundarstrukturen an die cis-regulatorischen Elemente wird der mRNA-
Transport vom Nukleus in das Cytoplasma, die Translationseffizienz [van der Velden,
Thomas, 1999], die subzellulare Lokalisation der mRNA [Jansen, 2001] und die
Regulation ihrer Stabilitat [Bashirullah et al., 2001] beeinflusst.

Im Vergleich zur Regulation auf DNA-Ebene sind hier sowohl die Primarstruktur, als

auch die Sekundar- und die Tertiarstruktur der Bindungspartner entscheidend.

Fur den in dieser Arbeit untersuchten Faktor AUF1 ist aus der Gruppe der cis-
regulatorischen Elemente das Adenin-Uracil-reiche-Element (ARE) von besonderer
Bedeutung. Da es sich dabei um ein Sequenzmotiv handelt, steht hier die
Primarstruktur im Vordergrund. Etwa 8% der menschlichen mRNA weisen ARE auf
[Bakheet et al., 2001]. Durch sie kann die Stabilitdt und somit die Halbwertszeit von

MRNA entscheidend beeinflusst werden.

1.4.2 Klassen der Adenin-Uracil-reichen-Elemente (ARE)
Es gibt drei Klassen dieser Strukturelemente [Chen, Shuy, 1995; Mignone et al., 2002].

Die Klassen | und Il zeichnen sich durch Wiederholungen des Pentanukleotids
AUUUA aus, die bei der Klasse Il nicht auftreten [Peng et al., 1996].

In der Klasse | kommen eine oder mehrere Wiederholungen der AUUUA-Sequenz
neben einem Uracil-reichen Bereich vor. Durch sie wird die cytoplasmatische
Deadenylierung reguliert, wobei der Poly-A-Strang bis auf eine Lange von 30 bis 60
Adenin-Resten degradiert wird und anschliellend der komplette Abbau der mRNA
durch Endo- und Exonukleasen erfolgt. Vertreter dieser Klasse sind hauptsachlich
nukleare Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-fos und c-myc, aber auch Cytokine wie

Interleukin 4 und 6.

FUr die Klasse Il AREs sind Tandemwiederholungen des AUUUA-Pentamers typisch,
die in einem stromaufwarts gelegenen AU-reichen Bereich liegen. Durch diese wird
ein asynchroner cytoplasmatischer Abbau reguliert, so werden verschiedene

Transkripte unterschiedlich schnell abgebaut. Im Unterschied zur Klasse | werden



hier bei der Deadenylierung alle Adenin-Reste abgebaut bevor es zur kompletten
Degradierung kommt. Beispiele fur die Klasse Il sind Cytokin GM-CSF, Interleukin 2,

Tumor-Nekrose-Faktor-o und Interferon o [Lagnado et al., 1994; Mignone et al., 2002].
In der dritten Klasse lassen sich keine regelmafligen AUUUA-Sequenzen finden.

Ein Beispiel hierfur ist die mRNA von c-jun mit einem U-reichen Element [Peng et al.,
1996].

Fur die Klassen | und Il lasst eine Art Codierung beschreiben, die durch die
verschiedene Anzahl von AUUUA-Pentameren, deren Abstand zueinander und der
Verteilung im 3 untranslatierten Bereich verschlisselt wird und so eine Vielzahl an

Maglichkeiten an Baumustern bietet, um in die mMRNA-Degradierung einzugreifen.

Durch diese Strukturen kénnen z.B. Proteine, die in AU- und U-reichen Regionen
binden den Abbau von mRNA regulieren und damit einen direkten Einfluss auf die
Genexpression ausuben. Jede Storung dieses sensiblen Systems kann schwere

Folgen fur die Zelle und damit fur den Organismus haben.

1.5 AUF1 - Adenin-Uracil-reiche-Ribonukleinsaure-bindender-Faktor-1

AUF1 wurde 1991 erstmals von Brewer isoliert und 1993 durch Zhang et al.
identifiziert. Es gehdrt zur Familie der heteronuklearen Ribonukleo-Proteine und wird
auch als hnRNP D bezeichnet. Diese Familie wurde erstmals 1986 beschrieben,
umfasst 20 Proteine, die mit hnRNP A bis U abgekurzt werden, nach ihrem Gewicht
von 34kDa bis 120kDa eingeteilt [Chung, Wooley, 1986; Dreyfuss, 1986] wurden und alle
an RNA binden kénnen. Dies erfolgt bevorzugt kurz nach der RNA-Synthese. Dabei
wurden zum Teil synergistische und kooperative Vorgange in dieser Familie

beobachtet.

Im Genom des Menschen liegen die Genabschnitte fur AUF1 auf dem Chromosom
4921 [Dempsey et al., 1998] und dem Chromosom Xq12 [Wagner et al., 1996]. Es wird ein
Transkript gebildet, aus dem durch alternatives Splicen vier unterschiedliche

Isoformen entstehen [Wagner et al., 1998] (Abb. 2).
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung der vier AUF1-Isoformen mit entsprechend unterschiedlich

translatierten Exons

Da diese vier Isoformen nach ihrem Molekulargewicht benannt wurden, bezeichnet
man sie als p37, p40, p42 und p45, wobei die Zahl jeweils flur das Gewicht in kDa
steht. Die grofdte Isoform p45 besteht aus 10 Exons [Dempsey et al., 1998]. Jede
Isoform enthalt zwei Domanen (RNA recognitiv motifs, RRMs), die es ihr erlauben an
mMRNA, im Speziellen an AREs zu binden. Die Liste der mdglichen Ziele fur AUF1-
Isoformen ist lang und hier sollen nur einige aufgezahlt werden: Proto-Onkogene (c-
fos, c-jun, c-myc, egr-1), Wachstumsfaktoren (VEGF, EGF, IGF, TGF), Zytokine
(Interleukine, Interferone), Zellzyklusregulatoren (p16, p21; Cyclin A, B1, E2; CDK 2
und 6) [Chen et al., 1995]. Weiter konnte auch eine Bindung von AUF1 an DNA gezeigt
werden [Katahira et al., 2001].

Dies zeigt in welchem komplexen und wichtigen System AUF1 eingebettet ist und
erklart den derzeit kontroversen Stand der Ergebnisse. Als sicher gilt der Einfluss auf
die RNA Degradation [Mukherjee et al., 2002], moglicherweise Uber ein Zusammenspiel
von ARE-bindenden Proteinen und Exosomen [Chen et al., 2001]. Weiter scheint die
Funktion vom Differenzierungsgrad der Zelle, der Phase im Zellzyklus und dem
Phosphorylierungszustand der jeweiligen Isoform abzuhangen. So konnte fur die
Isoform p40 in phosphorylieter Form ein destabilisierendes und in
dephosphorylierter Form ein stabilisierendes Verhalten nachgewiesen werden [Wilson

at el., 2003].
Die Funktion des Exons 2, welches in den Isoformen p40 und p45 auftritt, ist
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weitgehend ungeklart. Das Exon 7 in den Isoformen p42 und p45 beeinflusst die
Ubiquitinierung dieser Isoformen, im Speziellen flihrt es zu einer geringeren
Ubiquitinierung [Laroia, Schneider, 2002]. Dies hat Einfluss auf die Halbwertszeit des
AUF1-Proteins und somit auf die Zeit, um die mRNA-Degradation zu modulieren.
Unabhangig davon zeigten verschiedene Untersuchungen, dass alle vier sowohl im

Zellkern als auch im Cytoplasma zu finden sind (Abb. 3).

Abbildung 3:  Beispiele fiir die Lokalisation von AUF1
links: FTC Patientengewebe mittels Inmunhistochemie (40x)

rechts: Zelllinie FTC 133 mittels Immunfluoreszenz (100x)

Somit ist auch die Lokalisation von AUF1 entscheidend fur seine Funktionalitat. Es
zeigte sich sogar, dass AUF1 erst wieder in den Zellkern gelangen muss, um seine
Rolle wahrnehmen zu kénnen [Chen et al., 2004]. In der Isoform p37 wurde C-terminal
eine Sequenz entschlusselt, die den Kernimport ermoglicht. Dies erlaubt eine friihe
Bindung an die Ziel-mRNA und erfolgt dadurch vor anderen posttranskriptionellen

Modulationmechanismen, die erst im Cytosol stattfinden.

Die genauen Unterschiede der einzelnen Isoformen und ihre spezielle Bedeutung ist
noch nicht vollstandig geklart, aber jede von ihnen kann die RNA-Stabilitat
beeinflussen. Fur die Stabilisierung zeigten sich unterschiedliche Starken der
Isoformen mit folgender Rangordnung p37 > p42 > p45 > p40 [Xu et al., 2001]. Weiter
konnten unterschiedliche Affinitdten zu den verschiedenen ARE Klassen gefunden

werden, somit werden bevorzugt ARE der Klasse |l gebunden (ARE Il > ARE | > ARE



[I1). Auf’erdem wurde eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der AUUUA-

Wiederholungen und der Affinitat zu AREs beschrieben.

Somit ist AUF1 ein wichtiges Protein bei der Regulation der mRNA [DeMaria, Brewer,
1996] in der Zelle und hat dadurch einen entscheidenden Einfluss auf die
Proteinsynthese. Jede Veranderung der Potenz oder Zusammensetzung der AUF1-
Proteinmenge kann eine Wirkung auf Zellzyklus, Wachstum wund auch

unphysiologisches Wachstum haben.

Dies kann auf der direkten Wirkungsebene des Proteins, also der mRNA-Bindung mit
nachfolgender Stabilisierung oder Destabilisierung erfolgen. Aber auch ein gestorter
Proteinumsatz durch unterschiedliches Ubiquitinierungsverhalten der einzelnen
Isoformen und so veranderten Halbwertszeiten, hatte Folgen fur die mRNA-

Ausstattung der Zelle.

1.6 Regulation der AUF1-Expression durch Stimulantien

Fur die Stimulationsversuche der Schilddrisenzelllinien wurden funf Stimulantien
eingesetzt, die einen Einfluss auf Schilddrisenzellen austben. Diese funf

Stimulantien werden im Folgenden kurz vorgestellt.

EGF steht fur Epidermal Growth Factor und ist ein Protein, das bei der Initiation der
Mitose als Signalmolekul auftritt. Die Rezeptorbindung erfolgt extrazellular an der
Zellmembran und wird durch einen sieben-transmembran-helicalen Rezeptor der
HER/ErbB-Familie mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat vermittelt. Durch
Autophosphorylierung erfolgt ein Austausch von GDP zu GTP und es kommt zu einer
Aktivierung eines RAS-Proteins, das im Stande ist Proteinkinasen zu aktivieren, im
Speziellen die Proteinkinase C. Somit kann EGF das Zellwachstum stimulieren und

den apoptotischen Zelltod verhindern.

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA) ist ein Phorbolester. Als lipophile Substanz
ist es in der Lage die Zellmembran zu durchdringen. Im Cytosol kann es direkt die
Proteinkinase-C stimulieren [Gerard et al., 1986]. Somit umgeht es die physiologische
Signaltransduktion des G-Protein gekoppelten Rezeptors und des second
Messengers Diacylglycerin, welcher normalerweise die membrangebundene
Proteinkinase-C aktiviert. Diese wiederum kann Serin- und Threoninreste in

zahlreichen Zielproteine phosphorylieren. Somit wird unter anderem die NADPH-
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Oxidase aktiviert [Seifert et al., 1991; Suzuki, Lehrer, 1980; Castagna et al., 1982] und die

Sauerstoffradikalbildung in der Zelle beeinflusst.

Den wohl grofdten Einfluss auf das Wachstum der Schilddriuse und auch auf
Schilddrisentumore hat das schilddrisenstimulierende Hormon TSH (Thyreoidea-
stimulierendes Hormon). Die Wirkung auf die verschiedenen Entitaten wird in der
Literatur kontrovers diskutiert, aber in in-vitro-Experimenten zeigte sich TSH
eindeutig als Wachstumsfaktor in verschiedenen Karzinomzelllinien mehrerer
Saugetiere [Wynford-Thomas, 1994]. TSH wird normalerweise in den basophilen
Betazellen des Hypophysenvorderlappens gebildet und ist ein Proteohormon, das die
Funktion der Schilddriise beeinflusst (lodeinbau, Hormonsekretion,
Follikelwachstum). Die TSH-Rezeptoren sind an G-Proteine gekoppelt, die
intrazellular eine cAMP-Erhohung hervorrufen. Durch diese Erhdhung wird die

Proteinkinase A aktiviert, die somit den Effekt des TSH umsetzt.

Eine direkte Aktivierung der Adenylatcyklase und somit eine cAMP-Erhéhung wird
durch Forskolin ermdglicht. Dadurch hat Forskolin auch eine Wirkung auf die
Proteinkinase A und auf deren Zielproteine. Als Pharmakon wird es bereits

erfolgreich zur Vasodilatation und zur Drucksenkung bei Glaukomen eingesetzt.

Als letztes Stimulans wurde Insulin eingesetzt. Es ist ein anaboles Hormon, das
seine Hauptwirkung in Leber-, Muskel- und Fettgewebe entfaltet und so
hauptverantwortlich fur die Regulation des Glucosehaushalts im Korpers ist. Insulin
hat aber auch einen genomischen Effekt, der langfristig dem Wachstum des
Organismus dient. An der einzelnen Zelle fordert es die Aufnahme von Aminosauren
und wirkt so stimulierend auf den gesamten Proteinstoffwechsel. Der Insulinrezeptor
wird in nahezu allen Zellen exprimiert. Seine Anzahl reicht von wenigen hundert auf
Erythrozyten bis zu mehreren hunderttausend auf Lipozyten und Hepatozyten. Der
membranstandige Rezeptor weildt eine Tyrosinkinase-Aktivitat auf, besitzt zwei
extrazellulare a-Untereinheiten, die Insulin binden kénnen und zwei transmembrane
B-Untereinheiten, die mit einer ATP-Bindungsstelle und der Tyrosinkinase-Aktivitat
ausgestattet sind. Die drei wichtigsten durch Insulin ausgeldsten Signalwege sind der
Weg uber Phospholipase und Inositoltriphosphat, Uber die MAP-Kinase und uber die
Phosphatidylinosit-3-Kinase. Am wichtigsten fur die Schilddrise ist der Weg Uber

Phospholipase, der zu einer Aktivierung der Proteinkinase C fuhrt und so das
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Aktivitatslevel und den Stoffumsatz steigert. Aber auch der dritte Weg Uber die

Proteinkinase B konnte einen Einfluss haben.

Somit wurden drei Stimulantien verwendet, die extrazellular an Rezeptoren binden
und deren Wirkung hauptsachlich dber die Proteinkinasen A und C umgesetzt wird.
Weiter wurden zwei Stimulantien (PMA und Forskolin) eingesetzt, die die
Zellmembran passieren konnen und so direkt ihre Wirkung an den Proteinkinasen A
und C entfalten. Des Weiteren lasst sich eine vorwiegend katabole Wirkung (z.B. von

PMA) mit einer vorwiegend anabolen Stimulation (Insulin) vergleichen.

1.7 Zielsetzung

Wie in der Einleitung beschrieben ist AUF1 wichtig fur physiologisches Wachstum
und die Differenzierung von Geweben. Somit stellt sich die Frage nach dem AUF1-

Verhalten und seiner Rolle in unphysiologischen Gewebszustanden.

Ziel dieser Arbeit war es, das Protein AUF1 in der Schilddrise, speziell in
verschiedenen Entartungszustanden zu untersuchen. Da es hierzu bisher keine
Ergebnisse in den unterschiedlichen Schilddrisengeweben gibt und auch die
Eigenschaften der einzelnen AUF1-Isoformen noch nicht ganz verstanden sind,
stand die Verteilung der Isoformen zueinander und die Gesamtexpression des
Proteins im Vordergrund. Dies sollte sowohl an Schilddrisentumorzelllinien aber
auch an Schilddrisengeweben untersucht werden. Weiter sollte in den
Schilddrusentumorzelllinien untersucht werden, ob sich durch verschiedene
Stimulantien und deren Signaltransduktion die AUF1-Ausstattung der Zellen

beeinflussen lasst.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Gerate und Hilfsmittel

2.1.1 Chemikalien (alphabetische Reihenfolge)

Chemikalien
2-Mercapto-Ethanol

Antibiotika (Penicillin 10000U/ml,
Streptomycin 10mg/ml)
Acrylamid/Bisacrylamid 30%
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Bromphenolblau

DMEM/F12-Medium

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Essigsaure 100%

Fotales Kalberserum (FCS)
Glycerol

Glycin

Magermilchpulver

Methanol absolut

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Hersteller, Ort, Land

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

ROTH GmbH, Karlsruhe, Deutschland
MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Gibco, Paisley, Scotland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Paisley, Scotland
Universitatsapotheke, Halle, Deutschland
SERVA, Heidelberg, Deutschland

TSI GmbH & Co. KG, Zeven,
Deutschland

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden
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Phosphat Buffered Saline (PBS)

Ponceau S

Salzsaure (HCI)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Triton x-100

Trypsin
Tween20

Wasserstoffperoxid (H20>)

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Gibco, Paisley, Scotland
SERVA, Heidelberg, Deutschland

Universitatsapotheke, Halle, Deutschland

2.1.2 Gerate (alphabetische Reihenfolge)

Gerate

Brutschrank Cytoperm 2
Elektronik-Ruhrer Poly 15
Kodak Image Station 440
Kuhler WK 230

Kdhlzentrifuge Biofuge 28RS
Mikro-Dismembrator S
Mikroskop Axioplan 2
Mikroskop Axiovert 25
Mikrotom HM 560
Minigelkammer Protean Il

Mixer Maxi Mix |

Hersteller, Ort, Land

Heraeus, Gera, Deutschland
VARIOMAG, Minchen, Deutschland
Kodak, Stuttgart, Deutschland

Boehringer Ingelheim Bioproducts,
Heidelberg, Deutschland

Heraeus, Gera, Deutschland

Braun Biotech, Melsungen, Deutschland
ZEISS, Jena, Deutschland

ZEISS, Jena, Deutschland

MICROM GmbH, Walldorf, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Thermolyne Coporation, lowa, USA
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Pipette Pipetus

Pipetten Multipette plus

Power-Pac 300
Reinraumbank HS 12
Schttler

T3 Thermocycler

Trans-Blot
UV-Visualspectrometer 1602
Waage SP32 02 S

Zentrifuge Galaxy 7D

Hirschman Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Eppendorf-Netheter-Hinz, Hamburg,
Deutschland

Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Hereaus, Gera, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Shimadzu, Duisburg, Deutschland
Sartorius Basic, Géttingen, Deutschland

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

2.1.3 Hilfsmittel und Antikorper (alphabetische Reihenfolge)

Hilfsmittel

Aquatex Eindeckmittel
Antikérperverdlinnungslésung
ChemMate Detection Kit

Deckglaser 24x50mm

ECL Western Blotting Substrate
Einbettmedium

Eppendorf-Réhrchen

Hyperfilm-MP

Objekttrager SuperFrost plus

Protease-Inhibitor-Cocktail (cOmplete
Mini)

Hersteller, Ort, Land

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland
Dako, Glostrup, Danemark

Dako, Glostrup, Danemark

Marienfeld, Land-Kdénigshofen,
Deutschland

Pierce Biotechnology, Rockford, USA
Jung, Nussloch, Deutschland

Eppendorf-Netheter-Hinz, Hamburg,
Deutschland

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
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Proteinvermessungskit (2-D Quant Kit) Amersham Biosciences, Uppsala,

Schweden
PVDF-Transfermembran Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden
Rainbow Molecular Weight Marker Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden
Whatman Blotting Papier Biometra, Goéttingen, Deutschland
Zellkulturflaschen (25cm?, 75cm?, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
175cm?) Deutschland
Zentrifugenrohrchen TPP, Schweiz
Antikorper Zielspezies Ursprungsspezies Hersteller
Anti-AUF1-IgG Human Hase Upstate
Anti-B-Actin-IgG Human Maus Sigma
Anti-GAPDH-IgG Human Maus Ambion
Anti-Hase-IgG-HRP Hase Ziege santa cruz
biotechnology
Anti-Maus-lgG-HRP Maus Ziege santa cruz

biotechnology

2.2 Schilddriisenzelllinien und Patientengewebe

Alle untersuchten Gewebe wurden von Patienten im Rahmen einer Operation in der
Universitatsklinik und Poliklinik fur Allgemein-, Viszeral- und Gefalichirurgie an der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg entnommen. Jede dieser Operationen war
medizinisch notwendig und die Patienten erklarten sich mit einer wissenschaftlichen
Untersuchung der Gewebe einverstanden. Die durchgefuhrten Untersuchungen an
menschlichem Gewebe wurden durch die Ethik-Kommission der medizinischen

Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle genehmigt.

Direkt nach Entnahme der Gewebe wurden diese in fliissigem Stickstoff eingefroren
und gelagert. Durch das Pathologische Institut der Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg wurden alle Proben begutachtet und klassifiziert.
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2.2.1 Patientengewebe fiir die Westernblotuntersuchung

Auf Proteinebene wurden sechs Gewebetypen untersucht. Tabelle 1 zeigt Art und

Anzahl der untersuchten Gewebe.

Gewebetyp PTC UTC FTC Adenom Struma | Normalgewebe
Anzahl 13 10 7 10 10 4
Tabelle 1: Entititen mit der jeweiligen Anzahl der im Westernblot untersuchten Gewebe

Es wurden nur Gewebe verwendet, die klar einer Entitdt zuzuordnen waren, um
Ergebnisse zu erhalten, die reprasentativ fur die jeweilige Differenzierung sind. Die
Normalgewebe sind Schilddrisengewebe, die wahrend einer Operation an der
Nebenschilddrise entnommen wurden und als normales Schilddrisengewebe
klassifiziert wurden. Es wurden keine Randbereiche oder gut differenzierte Bereiche
aus Schilddrisentumoren verwendet, um mdglichst normales Gewebe darstellen zu
konnen und auch Einflisse, wie das Mikromilieu eines Tumors, ausschliefen zu

konnen.

2.2.2 Patientengewebe fiir Inmunhistochemie

Wie in der Westernblot-Analyse wurden mit der Immunhistochemie sechs

Gewebetypen untersucht (Tab. 2).

Gewebetyp PTC UTC FTC Adenom Struma | Normalgewebe
Anzahl 10 10 10 10 10 1
Tabelle 2: Entitéiten mit der jeweiligen Anzahl der immunhistochemisch untersuchten Gewebe

Es wurde nur ein Normalgewebe untersucht und so exemplarisch den benignen und

malignen Gewebetypen gegentbergestellt, um eine Orientierung geben zu kénnen.
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2.2.3 Schilddrisenzelllinien

In dieser Arbeit wurden drei Schilddrisenzelllinien untersucht, die beispielhaft die
drei malignen Tumorentitdten, die sich aus Schilddrisenepithelzellen entwickeln

konnen, reprasentieren.

Die Zelllinie FTC-133 stammt aus einer Lymphknotenmetastase eines metastasierten
follikularem Schilddrisenkarzinom eines 42-jahrigen Patienten. Die Zellen tragen
intakte EGF- und TSH- Rezeptoren und sind fahig Thyreoglobulin zu bilden [Goretzki
et al., 1990].

Aus einem undifferenzierten Schilddrisenkarzinom einer 78-jahrigen Patientin wurde
die Zelllinie UTC 8505C isoliert. Der Primartumor wies einen hohen Anteil

undifferenzierter Zellen aber auch papillare Strukturen auf [/to et al., 1994].

Die Zelllinie B-CPAP wurde aus dem Primartumor eines metastasierenden papillaren
Schilddrisenkarzinoms einer 76-jahrigen Patientin gewonnen [Fabien et al., 1994]. In
den Zellen lassen sich Thyreoglobulin, die Proteine S100 und NSE, sowie eine

Mutation des p53-Proteins nachweisen [Fabien et al., 1994].

2.3 Zellkultivierung

Alle Arbeiten mit Zellkulturen fanden in einer Reinraumbank statt. Hier sorgten die
vertikale Luftstromung und sorgfaltiges Arbeiten daflr, dass Kontaminierungen
vermieden wurden. Ebenso wurde auf steriles Arbeiten geachtet, was Hande- und
Arbeitsplatzdesinfektion mit 70% Ethanol bei jedem Arbeitsgang und das Verwenden

von sterilen oder desinfizierten Materialien mit einschlief3t.

Fiar alle drei Zelllinien wurde das Nahrmedium DMEM/F12 (Dulbecco’s modified
Eagle’s Minimum Essential Medium) mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Durch
den Zusatz von 10% fotalem Kalberserum (FCS) erhielten die Zellen zusatzlich
wichtige Stoffe, wie z.B. Hormone und Wachstumsfaktoren [Lindl, Bauer, 1989]. Vor
Gebrauch wurde das FCS bei 56°C fur 30min hitzeinaktiviert. In einem sterilen
Arbeitsschritt wurden zwei Antibiotika zupipettiert (pro Liter Medium 5000U Penicillin

und 5mg Streptomycin), um einen bakteriellen Befall zu vermeiden.

Da die Zelllinien in flissigem Stickstoff lagerten, mussten sie zur Kultivierung
aufgetaut werden. Dies erfolgte mittels eines auf 37°C erwarmten Mediums. Danach

wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in Medium
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resuspendiert. Somit wurden die Zellen vom Dimethylsulfoxid (DMSO), das fiur die
Kryokonservierung verwendet wurde, getrennt. Um die Zellkulturflaschen mit einer
definierten Zellzahl beimpfen zu kdnnen, wurde die Zellzahl bestimmt. Hierzu wurde
eine Neubauer-Zahlkammer verwendet [Lind! et Bauer, 1989]. Aus der Zelldichte und
der GrofRRe der Zellkulturflasche ergab sich das zu pipettierende Volumen, mit dem
Zielwert von ca. 6,6x10* Zellen/ml/cm? Flaschenboden. Die Inkubation erfolgte bei
37°C, einer 95%-wasserdampf-gesattigten Atmosphare und einer CO,-Konzentration
von 5%. Je nach Wachstum und Verbrauch an Nahrstoffen durch die Zellen, wurde

das Medium in entsprechenden Abstanden gewechselt.

2.3.1 Passagierung

Nach Ausbildung eines konfluenten Mono-Layers wurden die Zellen gesplittet. Um
die Zellen vom Flaschenboden zu |I6sen, wurden sie erst mit HBSS gewaschen und
je nach FlaschengrofRe mit einer definierten Menge an Trypsin versetzt. Den geldsten
Zellen wurde Vollmedium zugesetzt und anschlieBend wurde die Suspension
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in Medium resuspendiert.
Nach erneuter Zahlung der Zellen wurde eine neue Zellkulturflasche mit
entsprechender Zellzahl beimpft. Dieser Vorgang wurde bis zur vierten Passage
wiederholt und erst diese Zellen wurden fur die Stimulationsversuche verwendet. So

konnte eine Beeinflussung durch die Kryokonservierung vermieden werden.

2.3.2 Stimulationsversuche

Tabelle 3 zeigt die Stimulantien und die flr die Versuche eingesetzten

Konzentrationen.

Stimulans EGF PMA TSH Forskolin Insulin
Konzentration Sng/ml 10ng/ml 100pU/ml 10°M Sug/ml
Tabelle 3: Verwendete Stimulantien und deren Konzentration

Die entsprechende Anzahl an bendétigten Kulturflaschen wurde mit den Zellen

beimpft und nach Bildung eines 70%-ig konfluenten Zellen-Mono-Layer wurden die
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Zellen mit Leermedium (ohne fotales Kalberserum) fur 24 Stunden inkubiert. Danach

erfolgte eine Stimulation Uber 24, 48 und 72 Stunden.

2.3.3 Proteingewinnung aus Zelllinien

Nach der Stimulation wurden die Zellen abzentrifugiert und von Uberschissigem
Medium befreit. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Proben auf Eis gekuhlt, was neben
dem zugesetzten Proteinaseinhibitor (cOmplete Mini®) den Abbau der Proteine
verhindert. Das erhaltene Pellet wurde in PBS-Puffer geldést und erneut
abzentrifugiert. Jetzt erfolgte eine Resuspension in einem Proteinextraktionspuffer
(Tabelle 4).

Natriumchlorid 150mM
Tris-HCI1 pH 7,5 20mM
EDTA pH 8,0 0,5mM
EDTA pH 7,5 0,5mM
Triton-100 0,5%
H,O

Tabelle 4: Zusammensetzung des Proteinextraktionspuffers

Die Suspension wurde bei 4°C und 16.000g fur 45min zentrifugiert. Dabei reicherten
sich die Proteine in der Interphase an, die in ein Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt

wurde. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.4 Proteingewinnung aus Patientengeweben

Die Patientengewebe wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben in Stickstoff gelagert.
Vor der Losung im Proteinextraktionspuffer mussten die Gewebe homogenisiert
werden. Wahrend aller Arbeitsschritte wurden die Gewebe und alle verwendeten
Utensilien in flissigem Stickstoff gekuhlt, um ein An- oder Auftauen zu verhindern.
Die gefrorenen Gewebestliicke wurden zusammen mit einer teflonbeschichteten

Stahlkugel in ein Teflongefall gegeben und mit einer Frequenz von 2500rpm flir zwei
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mal 20sec horizontal in einem Mikro-Dismembrator geschuttelt. Durch die
mechanische Zerkleinerung wurde aus den Gewebsblocken ein homogenes Pulver
hergestellt. Dieses wurde im Proteinextraktionspuffer gelost und das Protein
prapariert (siehe Punkt 2.3.3).

2.5 Proteinbestimmung

Fir die Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford (1976) verwendet.
Hierfur wurde der 2-D Quant Kit eingesetzt. 20ul jeder Probe wurden nach
Herstellerangaben vorgeschrieben vorbereitet und anschlie3end bei 480nm in einem
UV-Spektrometer vermessen. Fur die Ermittlung der Proteinkonzentration diente eine
Eichkurve, die mit definierten Konzentrationen aus Rinderserumalbumin (BSA)
hergestellt wurde. Es wurden nur Eichkurven verwendet, die einen Fehler (ermittelt
durch Lineare Regression) von unter einem Prozent aufwiesen. Auf3erdem wurden
fir jede Probe zwei Ansatze hergestellt und somit eine Doppelbestimmung
durchgefuhrt.

2.6 Westernblot

Beim Westernblot werden Proteine auf spezielle Membranen transferiert um sie mit
immunohistochemischen Methoden detektieren zu kdnnen [Towbin et al., 1979; Towbin et
al, 1989]. Dazu wird das Gesamtprotein der Zellen mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt [Laemmli, 1970]. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine PVDF-
Membran (Polyvinyldifluorid-Membran) transferiert und mit spezifischen Antikérpern
detektiert.

2.6.1 Herstellen der Elektrophoresegele (SDS-Page)

Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) trennt Proteine
der GroRRe nach auf. Hierbei erfolgt die Trennung der Proteine durch eine Gelmatrix,
die aus Acrylamid und Bisacrylamid besteht. Acrylamid bildet durch Anwesenheit
freier Radikale in einer Kettenreaktion lange Polymere, Bisacrylamid vernetzt die
Polymere. Beschleunigend wirken hier TEMED (N,N,N",N’-Tetramethyl-
ethylendiamin) und APS (Ammoniumperoxodisulfat), wobei APS als Radikalbildner
fungiert. Das Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat), das im Uberschuss zugefligt

wird, wird von den Proteinen gebunden, die so negativ geladen werden und im
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angelegten elektrischen Feld nach ihrer Molmasse aufgetrennt werden [Sambrook,

Gething, 1989].

Die Gele bestanden aus zwei horizontal getrennten verschiedenen Schichten, dem
Sammel- und dem Trenngel. Das Sammelgel besitzt grolere Poren und einen
anderen pH-Wert als das Trenngel, wodurch die Proteine schneller und ohne
Auftrennung in Banden wandern. Beim Ubergang in das Trenngel wird die
Laufgeschwindigkeit drastisch reduziert und es erfolgt die Auftrennung in einzelne

Banden abhangig von der Grofe der Proteine.

Die Zusammensetzungen der Gele sind in Tabelle 5 dargestellt. Aqua bidest., Tris-
HCI, Acrylamid und SDS wurden zusammenpipettiert und fir 15min entgast um
Luftblaschen zu vermeiden. Danach wurden TEMED und das frisch hergestellte APS
zugegeben und das Trenngel in die vorbereitete Apparatur gegossen. Nach dem
Befullen wird das Trenngel vorsichtig mit Aqua bidest. Uberschichtet und nach einer

Stunde war die Matrix vollstandig polymerisiert.

5% Sammelgel 10% Trenngel
Aqua bidest. 1,20ml 4,00ml
Tris-HCI pH 6,8/pH 8,8 1,5M 0,75ml 2,50ml
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 0,39ml 3,30ml
SDS 10% 0,03ml 0,10ml
APS 10% 0,03ml 0,10ml
TEMED 0,05% 0,005ml 0,01ml

Tabelle 5: Zusammensetzungen der Gele

Entsprechend wurde auf gleiche Weise das Sammelgel vorbereitet und nach
Entfernen des Aqua bidests. Uber das Trenngel gegossen. Im Sammelgel wurden
durch einen Kamm die Probentaschen gebildet. Nach einer weiteren halben Stunde

war das Sammelgel polymerisiert und der Kamm wurde entfernt.
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2.6.2 Probenvorbereitung und Gelelektrophorese

Es wurden 20ug Gesamtprotein jeder Probe aufgetragen. Zuvor wurden die Proben

im Verhaltnis eins zu eins mit einem Ladepuffer gemischt (Tab. 6).

Tris-HCI pH 6,8 125 mM
SDS 4%
Glycerol 20%
Bromphenol 2%
2-Mercapto-Ethanol 10%
H,O
Tabelle 6: Stammlosung fiir den Ladepuffer nach Laemmli (1970), die Stammlésung wurde im

Verhiltnis 1:10 mit Aqua bidest. vermischt, um den Laemmli-Loading-Puffer zu erhalten

Die Proben wurden fur 10min auf 95°C erhitzt und anschliel3end auf Eis gelagert.
Nach Aufbau der Elektrophoresekammer konnten die Proben aufgetragen werden. In
jedem Gel lief ein Massenmarker (Rainbowmarker) als GréRenstandard mit. Die
Elektrophoresekammer (Abb. 4) wurde mit Laufpuffer (50mM TRIS, 384mM Glycin,
0,1% SDS) befilllt.

° Maker Proteir)lésung Positivkontrolle
| I

Abbildung 4:  links: schematische Darstellung einer Elektrophorese, rechts: Bild einer

Elektrophoreseapparatur
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Jetzt wurde ein elektrisches Feld mit einer Stromstarke von 25mA fir 15min angelegt
und danach auf 40mA erhoht. Nach circa zwei Stunden hatte die Bromphenol-

Lauffront die untere Kante des Gels erreicht und die Elektrophorese wurde gestoppt.

2.6.3 Semidry-Blotting

Um die in der Elektrophorese getrennten Proteine mit einem Antikorper
nachzuweisen, mussten die Proteine zunachst aus dem Gel auf eine geeignete
Matrix Uberfuhrt werden. Als Trager wurde eine PVDF-Membran gewahlt. Der
Transfer erfolgt auf elektrophoretischem Weg auf die Membranoberflache, mit der die
Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen interagieren. Bei diesem Vorgang
wurde das an den Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen, die Anordnung der
Proteine im Gel blieb dabei erhalten. Daher konnten die Proteine teilweise
renaturieren und ihre Sekundar- und Tertiarstruktur wiedererlangen. Fur den Transfer
wurde ein sandwichartiger Aufbau, wie in Abbildung 5 dargestellt, verwendet. Vor
dem Aufbau wurden die Membranen in Methanol getrankt und die Blotkammer wurde
mit einem Transferpuffer (20% Methanol, 50mM TRIS, 380mM Glycin) befullt.

Danach erfolgt bei 6°C und 20V der Transfer Gber acht Stunden.

I Kathode

= Schwamm
Filtermemioran (2x)

Gel
(R O BT N T A B N T D A B AN T R B PVDF'MembrOn

Filtermemibran (2x)
Schwamm

Anode

Transfer

Y S |

M
|
(4
’
1

Abbildung 5:  Schichtaufbau fiir das Semidry-Blotting

2.6.4 Ponceau S Farbung

Nach erfolgtem Blotten der Proteine erfolgte eine reversible Farbung mit Ponceau S
[Salinovich, Montelaro, 1986]. Somit |asst sich Uberprifen ob sowohl die Auftrennung als

auch der Transfer der Proteine erfolgreich war. Weiter kann die geladene Menge je
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Slot beurteilt werden. Nachfolgend ist die Zusammensetzung der Losung

beschrieben und ein Beispiel dargestellt (Abb. 6).

Féarbel6sung:
Ponceau S 6mM
Essigsdure 1%

gelost in Aqua bidest.

Abbildung 6:  Beispiel fiir eine PVDF-Membran nach Ponceau S Firbung, rechts und links ist der
Massenmarker aufgetragen, in den mittleren Slots sind die Proben der Gesamtproteine

zu sehen.

Es erfolgte eine Farbung Uber funf Minuten, anschlieBend eine Entfarbung in Aqua
bidest. bis klare Bandenmuster zu erkennen waren. Zur Dokumentation wurden die

Membranen eingescannt.

Danach wurden die Membranen mit Aqua bidest. vollstandig entfarbt und bei 4°C

gelagert.

2.6.5 Detektion durch Antikorper

Die Lagerung der Membranen und alle Waschschritte erfolgten in TBS/T (40mM Tris,
140mM NaCl, 0,1% Tween20, pH 7,5), die Antikbrper wurden in TBS geldst. Um die
freien Bindungsstellen auf den Membranen zu sattigen wurden sie fur eine Stunde
bei Raumtemperatur auf einem Schuttler mit 5% Magermilchpulver inkubiert. Es
folgten drei Waschschritte fur jeweils zehn Minuten. Hieran knlpfte sich die
Inkubation mit dem spezifischen Primar-Antikérper an. Dieser bindet an allen vier
Isoformen von AUF1 und wurde im Verhaltnis 1:25.000 eingesetzt. Zuerst erfolgte die
Inkubation auf dem Schdttler fur 30min bei Raumtemperatur und anschliel3end Uber
Nacht bei 4°C. Um Uberschussige und nicht gebundene Antikorper zu entfernen,

folgten drei Waschschritte fir je 15min bei Raumtemperatur auf dem Schuttler. Eine
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zweite Antikorperldsung (sekundar Antikdrper im Verhaltnis 1:50.000) wurde auf die
Membran gegeben, deren Epitope spezifisch gegen bestimmte Bereiche des ersten
Antikorpers gerichtet sind. Auch hier wurde erst auf dem Schuttler bei
Raumtemperatur fur 30min und anschliefend bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Drei
nachfolgende Waschritte dienten erneut zum Entfernen von ungebundenen
Antikdrpern und wurden fir jeweils 15min bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Fir die
Visualisierung wurde die an den zweiten Antikdrper gebundene Peroxidase genutzt,

wie in Abschnitt 2.6.6 beschrieben.

Fir den Nachweis der geladenen Proteinmenge wurden die Membranen auf B-Actin
oder GAPDH untersucht. Fur eine neue Antikdrperdetektion mussten erst die an der
Membran gebundenen Antikorper entfernt werden. Hierzu wurden die Membranen
einem Re-Blot und anschlie3end drei Waschschritten fur je 10min unterzogen. Fur
den Re-Blot wurde eine Stripping-Lésung (0,2 M Glycin-HCL, 0,05% Tween20, pH-
Wert 2,5) verwendet. In dieser wurden die Membranen fur 20min inkubiert. Danach
war eine erneute Antikorperdetektion moglich. Die Schritte des Blockens, des
Waschens und der Antikérperbehandlung erfolgten wie oben beschrieben. Jedoch
wurden die Inkubationen mit dem Primar- und Sekundar- Antikdrper bei

Raumtemperatur auf dem Schattler Gber zwei Stunden durchgefihrt.

2.6.6 Chemilumineszenzreaktion

Um den Komplex aus Zielprotein und Antikdrpern visualisieren zu konnen, wurde ein
ECL-Plus-Detektions-Kit eingesetzt und so die Enhanced Chemiluminescence (ECL)
benutzt. Hierbei wandelt die am sekundaren Antikdrper gebundene Peroxidase
(,horseradish peroxidase“, HRP) ein Substrat in seine oxidierte Form um, wobei es
zu einer Lichtemission kommt [Durrant, Fowler, 1994]. Diese kann auf speziellen Filmen
sichtbar gemacht werden. Die Peroxidase oxidiert das Substrat Lumigen PS-3 zu
einem Acridiniumester. Durch Reaktion mit Peroxiden entsteht eine intensive

Chemilumineszenz mit einem Emissionsmaximum bei circa 430nm (Abb. 7).
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Lumigen PS-3

- 430nm
\ Acridimiumester
P ‘ > 4
/ S, Chemilumineszenz Reaktion
/primérer Antikorper

Antigen

sekundérer Antikdrper
mit gekoppeltem HRP

Abbildung 7:  Schematische Darstellung der Antikorperdetektion und der Chemilumineszenz

Die Reaktion wurde durch die Exposition eines Autoradiographiefiims (Hyperfilm
ECL) sichtbar gemacht. Die Expositionszeit lag zwischen einer und drei Minuten.
Anschlieend wurde der Hyperfilm entwickelt und fixiert. Die Exposition und

Entwicklung des Filmes fanden in einer Dunkelkammer statt.

2.6.7 Auswertung

Fur die Auswertung der auf den Filmen sichtbaren Banden wurde das
Computerprogramm Kodak Digital Science 1D 3.02 verwendet. Hierzu wurden die
Banden vermessen, mit dem entsprechenden Normalisierungsmarker zur Kontrolle
abgeglichen und als absolute und relative Werte dokumentiert. Durch den
automatischen Abgleich zum Hintergrund durch das Programm sind alle erhobenen
Werte als nachgewiesene Antikdrperbindungen zu sehen und stehen somit indirekt

fir die detektierten Proteine.

Als Kontrolle fur die Stimulationsversuche wurde jeweils eine unstimulierte Probe
verwendet. Fur die Gewebeproben wurde als Positivkontrolle eine Zelllinienprobe der
FTC-133 Zelllinie eingesetzt. In Abbildung 8 ist das Ergebnis eines Westernblots

nach Antikdrperfarbung als Beispiel dargestellt.
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AUF1 Antikorper

GAPDH Antikorper
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AUF1 Isoformen
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d— 042
| o D40

d— 37

(Beispiel von B-CPAP nach 48h)

Abbildung 8:  Beispiel einer Antikorperfirbung nach Westernblot. Zu sehen sind die vier detektierten
Isoformbanden und die Bande des Normalisierungsmarkers, sowie des Massenmarker

(MM), gefolgt von der Kontrollprobe und den stimulierten Proben.

2.7 Herstellung von Gefrierschnitten aus Patientengeweben

Die in Stickstoff gelagerten Patientengewebe wurden in einem Mikrotom bei —20°C
geschnitten, um ein Auftauen und Austrocknen zu verhindern. Es wurden 5um dicke
Schnitte hergestellt. Hierzu wurden die Gewebestlicke in das Eindeckmedium fur
Gefrierschnitte eingebettet und in das Mikrotom eingespannt. Die hergestellten
Schnitte wurden mit Superfrost Objekttragern aufgenommen. Anschliel3end wurden

die Objekttrager bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2.7.1 Immunhistochemische Farbung von Gefrierschnitten

Um bei der Farbung ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden wurden alle
Arbeitsschritte in einer feuchten Kammer durchgefuhrt. Zuerst wurden die Schnitte in
eiskaltem Methanol und 3%igem Wasserstoffperoxid (Verhaltnis 4 : 1) fixiert und von
Fett befreit. Danach erfolgten drei Waschschritte mit PBS (Phosphat Buffered Saline:
1,4 M Natriumchlorid; 26,9mM Kaliumchlorid; 42,7mM Dinatriumhydrogenphosphat;
11,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat) und eine Inkubation in PBS fur funf Minuten.
Fur das Blocken der unspezifischen Bindungen wurde der Primarantikbrper mit

einem Verdinnungspuffer der Firma Dako verdlinnt. Der Antikérper wurde im
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Verhaltnis 1:200 verwendet und es erfolgte eine Inkubation Uber zwolf Stunden bei
4°C. Es wurde immer eine Negativkontrolle mitgefihrt, die in diesem Arbeitsschritt
mit PBS anstatt des Antikdrpers inkubiert wurde. Nach der Inkubation erfolgten drei
Waschschritte mit PBS. Fir die Visualisierung der Antikérperbindung wurde die
LSAB-Methode mit Hilfe des ChemMate Detection Kits der Firma Dako verwendet.
Die Schnitte wurden mit einem biotinylierten sekundaren Antikorper als
Brickenantikdrper fur 30min inkubiert. Anschlieend wurde mit PBS gewaschen und
fur 30min mit Streptavidin-Peroxidase inkubiert. Ein erneuter Waschschritt entfernte
alle nicht gebundenen Peroxidasen. Anschlieliend wurde das Substrat, eine Losung
aus Diaminobenzidin und dem wasserstoffperoxidhaltigem HRP Substrat, zugesetzt.
Somit wurden die Zielantigene, also die AUF1 Isoformen, mit einer Braunfarbung
detektiert. Uberschiissiges Substrat wurde mit Aqua bidest. entfernt. Als letzter
Farbeschritt wurde fur zwei Minuten eine Hamalaunfarbung durchgefuhrt, um eine
nukledre Blaufarbung zu erreichen. Zum Abschluss wurden die Schnitte mit Wasser
und Aqua bidest. gespult. Jeder Objekttrager wurde mit Aquatex und einem
Deckglaschen eingedeckt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C und fir die Auswertung der

Schnitte wurde ein Axio Plan 2 Mikroskop benutzt.

2.7.2 Auswertung

Die Schnitte wurden anhand des Sl-Index ausgewertet, wobei Sl fur starkste
Intensitat steht. Beurteilt werden zum Einen die Farbintensitat der Braunfarbung des
Schnittes mit einem Punktwert von 0 fur negativ bis 3 fur stark gefarbt und zum
Anderen die Anzahl der Zellen, die die starkste Intensitat aufweisen. Auch hierfur
werden Punkte vergeben von 0 fur 0-10% der Zellen bis 4 fur 80-100% der Zellen.
Damit erhalt jeder Schnitt zwei Punktwerte die miteinander multipliziert werden. Es
sind zwischen 0 und 12 Punkte moglich, die, wie in Tabelle 7 dargestellt, interpretiert

werden.
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Erreichte Punktzahl Féarbegrad der Gewebe Symbol
0-2 Negativ %)
3-5 Schwach +)
6-7 MiBig +
8-12 Stark ++
Tabelle 7: Auswertung der Schnitte anhand des SI-Index

Es wurde stets der ganze Schnitt betrachtet und zwei reprasentative Bereiche

ausgewahlt und fotografiert.

2.7.3 Statistische Methoden

Verschiedene Gruppen (z.B. unterschiedliche Entitadten) wurden statistisch mittels t-
Test und Mann-Whitney-Test miteinander verglichen und die Ergebnisse auf
Signifikanz geprift. Eine Signifikanz lag bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 vor.
In der graphischen Darstellung wurde auf den fir Mann-Whitney-Test typischen Box-
Blot verzichtet. Dieser Test wurde lediglich durchgefihrt, um die Normalverteilung

der Proben und somit die Aussage der gefundenen Signifikanzen zu bestatigen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Schilddriisenzelllinien

In den Schilddrusenzelllinien wurde die Expression sowohl in unbehandelten als
auch in stimulierten Zellen untersucht. Somit lie® sich zu drei verschiedenen
Zeitpunkten die Isoformenexpression unbehandelter Zellen festhalten. Die

Stimulation wurde Uber einen Zeitraum von 72h beobachtet.

3.1.1 AUF1 in den Schilddriisenzelllinien 8505C, B-CPAP und FTC-133

In allen drei untersuchten Zelllinien wurde eine AUF1-Expression nachgewiesen.
Weiterhin konnten in jeder Zelllinien die vier Isoformen detektiert werden. Dabei
zeigten sich jedoch grof3e Unterschiede in den exprimierten Mengen der einzelnen
Isoformen. Die Abbildungen 9 und 10 zeigen die Expression der unbehandelten

Zelllinien im Westernblot und stellen die Isoformenverteilung zueinander dar.

el 4 5

<l D42

8505C -— g 4—540
| — i 37

e D45
42
B-CPAP . — )
e P37
| — i

FTC-133 i . j
24h 48h 72h

[
Abbildung 9: Westernblot der Proteine der unbehandelten Zelllinien zu drei verschiedenen

i D4 5
o D42
i )4 ()

—P37

Zeitpunkten. Mit p37, p40, p42, p45 sind die AUF1-Isoformen gekennzeichnet.
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Abbildung 10: AUF1-Isoformenanteile in den untersuchten unbehandelten Zelllinien

In der Zelllinie 8505C sind die Isoformen p37 und p40 am starksten exprimiert
wahrend die p42- und p45-Formen sehr gering ausgepragt sind, es werden hier
hauptsachlich Proteine ohne das Exon 7 translatiert. Ein ahnliches Bild zeigt sich in
der Zelllinie FTC-133, auch hier sind die beiden kleineren Formen die
prominentesten und p42 und p45 haben einen Anteil von unter 10%. Die Zelllinie B-
CPAP zeigt eine andere Verteilung der Expression. Hier nehmen die Isoformen, die

das Exon 2 enthalten, den grof3ten Anteil an der Gesamtexpression.

Fir die dargestellten Westernblots wurde immer die gleiche Menge an Protein
aufgetragen und die gleiche Antikorpermenge eingesetzt. Der einzige Unterschied
war die Expositionszeit wahrend der Filmentwicklung. Diese war bei der Zelllinie
8505C mit drei Minuten am langsten (bei FTC-133 und B-CPAP eine Minute). Somit
lasst es den Schluss zu, dass die Gesamt-AUF1-Expression in den Zelllinien B-
CPAP und FTC-133 deutlich hdher ist, als in der Zelllinie 8505C. Da es aber nicht
mdglich war, die Zelllinien durch eine mitgeflhrte Positivkontrolle miteinander zu

vergleichen, lieR sich diese Schlussfolgerung nicht statistisch festigen.

32



3.1.2 Einfluss der Stimulation auf die Expression von AUF1 in

Schilddriisenzelllinien

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Stimulationsexperimente dargestellt. In
diesen Versuchen wurde uberprift, wie sich die Expression von AUF1 in den
untersuchten Zelllinien durch Stimulantien beeinflussen lasst. Hier wurden sowohl die
Gesamtproteinmenge von AUF1 als auch die Anteile der einzelnen Isoformen
untersucht. Es wurden die funf in der Einleitung beschriebenen Stimulantien

verwendet.

In Abbildung 11 sind die Antikorper-gefarbten Westernblots dargestellt.

Zelllinie 8505C
e & & & & T ...."'=L=%$§
et F T T F B —i«

=ﬁ
2h 8 & = 8 8 = =37
K PMA EGF TSH Insulin Forskalin

Zelllinie BC-PAP

B E ===
B P s EEE ==
?Eh...-.. =5

FMA EGF T5H Insulin Farskolin

Zelllinie FTC-133

24h
48h

K PMA EGF TSH Insulin Forskaolin

Abbildung 11: Detektierte Banden der AUF1-Isoformen der drei untersuchten Zelllinien; jeweils nach
24, 48 und 72h
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Die ermittelten Werte werden in folgenden Diagrammen dargestellt und erortert.

Gesamt-AUF1-Expression

Die Diagramme in Abbildung 12 zeigen die Gesamt-AUF1-Expression der Zelllinien

Zelllinie 8505C

350

%

300

250 +

200 -

d24h
W 48h
O72h

150 -

100 +

50 -

EGF

Forskolin Insulin

Gesamt-AUF 1-Expression zur Kontrolle = 0%

-50

Zelllinie B-CPAP

160

%

140

120

100

80 Hd24h
W 48h
O072h

60

40

20

Gesamt-AUF 1-Expression zur Kontrolle = 0%

PMA EGF TSH Forskolin Insulin

-20
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Zelllinie FTC-133
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Gesamt-AUF1-Expression zur Kontrolle = 0%

Abbildung 12: Verringerte und erhohte Expression von AUF1 in den untersuchten Zelllinien nach 24, 48
und 72h, ausgewertet gegen die Kontrolle = 0%

Far die Zelllinie 8505C zeigte die Wirkung der verschiedenen Stimulantien ein
ahnliches Bild. Am starksten war eine Uberexpression bei allen Stimulantien nach
24h mit einem Zuwachs zwischen 220 und 310%. Nach 48 und 72h lieRen die
Wirkungen nach, so dass nach 48h ein Zuwachs zwischen 50 und 150% zu
verzeichnen war. Nach 72h zeigte sich eine zwischen 15% verringerte und 45%
erhdohte Expression. Die Zelllinie 8505C zeigte somit die grofte Steigerung der
Expression von AUF1 in den untersuchten Zelllinien. Zu bemerken ist hier auch die
ahnliche Wirkung der verschiedenen Stimulantien mit ihren unterschiedlichen
Signalwegen. Es zeigte sich keine bevorzugte Signaltransduktion, die fur eine direkte
Wirkung auf die Gesamt-AUF1-Expression sprechen wuirde.

Die Zelllinie B-CPAP zeigt eine Steigerung der Expression um 10 bis 70%. Nur durch
Forskolin wird dieser Wert nach 24h mit 140% uberschritten und nach 48h mit —4%
unterschritten. Der starkste Einfluss war bei TSH, Forskolin und Insulin feststellbar,
wobei die Maximalwirkung von Forskolin und Insulin nach 24h und die von TSH erst
nach 72h eintrat. Im Vergleich zur Zelllinie 8505C konnten hier nur geringere
Steigerungen erreicht werden und bei EGF, PMA und TSH trat die starkste Wirkung

erst nach 72h auf. Fir Insulin wurden hohere Werte bestimmt als fir EGF und PMA,
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was auf eine Wirkung uber die Proteinkinase B neben der Wirkung der Proteinkinase

C schliel3en lasst.

Die dritte untersuchte Zelllinie FTC-133 zeigte ein ahnliches Bild wie die Zelllinie B-
CPAP. Die Steigerung der Proteinexpression betrug zwischen 7 und 57%, nur bei
PMA nach 48h wurde diese Spanne mit —-6% unterschritten und bei Forskolin mit
102% Uberschritten. Auch hier hatten TSH, Forskolin und Insulin den quantitativ
grofldten Einfluss. Die grofdte Wirkung wurde bei allen Stimulantien nach 72h erreicht,
wie bei der Zelllinie B-CPAP blieb sie jedoch weit hinter dem Anstieg der Zelllinie
8505C.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit allen Stimulantien eine Uberexpression
erreicht werden konnte, diese aber innerhalb und zwischen den Zelllinien stark
variierte. Die Zelllinien zeigten ein individuelles Ansprechen auf die verschiedenen
Verbindungen und es kann kein favorisierter Signalweg erkannt werden. Eher scheint
die Uberexpression unabhangig von der verwendeten Stimulans zu sein, am
eindrucksvollsten bei der Zelllinie 8505C zu sehen. Somit scheint die Zelle den
AUF1-Pool der  aktuellen Synthesesituation anzupassen und der
Expressionszuwachs ist umso ausgepragter je niedriger die vorherige AUF1-

Gesamtmenge war.

Einfluss auf die Isoformenzusammensetzung

Im Folgenden wird der Einfluss der Stimulation auf die Isoformen dargestellt. Hierbei
wird zu erst die Zusammensetzung des gesamten AUF1-Protein-Pools betrachtet,
um mogliche Veranderungen der relativen Isoformenanteile erkennen zu kénnen. Die
Abbildungen 13, 14 und 15 zeigen jeweils die Diagramme der Zelllinien nach der
Behandlung mit Stimulantien nach 24, 48 und 72h.
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Abbildung 13: AUF1-Isoformenanteile der Zelllinie 8505C nach Stimulation iiber 24, 48 und 72h;
K = Kontrolle

Die Verteilung der Isoformen von AUF1 in der Zelllinie 8505C ahnelt sich im Verlauf
Uber 72h bei allen verwendeten Stimulantien. AuRer nach der TSH-Einwirkung nimmt
nach 24h der Anteil der Isoformen p42 und p45 erheblich zu. Nach 72h wird fast

wieder die Ausgangssituation erreicht. Weiterhin gleichen sich die Verlaufe der
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dominanten Isoformen p37 und p40 nach Behandlung mit den verschieden

Stimulantien. Die groRte Veranderung zeigt immer die Isoform p42, die in der

unbehandelten Zellkultur den kleinsten Anteil besitzt und somit in dieser den
geringsten Einfluss auf die mRNA Ausstattung der Zelle hat.
B-CPAP EGF B-CPAP PMA
W p37 mp37
| p40 | p40
Hp42 W p42
W p4s W p45
K 24h 48h 72h
B-CPAP TSH B-CPAP Forskolin

60 60

% %

50 50

401 p37 407 mp37

30 B p40 304 B p40
W p42 W p42

20 1 mpa5)) | 50+ B pd3

10 10

0 0
K 24h 48h 72h K 24h 48h 72h
B-CPAP Insulin

Hp37
H p40
Hp42
W p45

48h 72h

Abbildung 14: AUF1-Isoformenanteile der Zelllinie B-CPAP nach Stimulation iiber 24, 48 und 72h;

K = Kontrolle
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Auch bei der Zelllinie B-CPAP gleichen sich die Verlaufe Uber 72h. Nach 24h kommt
es zu einer Erhéhung der Isoform p40, die vor und wahrend des Versuchs immer die
am starksten vertretene Isoform ist. Nach 72h gleichen sich die initial erreichten
Anderungen fast wieder aus, so dass anndhernd die Ausgangsverteilung wieder
erreicht wird. Insgesamt sind die Anderungen der jeweiligen Anteile im Vergleich zur
Zelllinie 8505C geringer und keine der verwendeten Stimulantien zeigt eine Wirkung
auf eine selektive Isoform. Demnach ist wie Eingangs erwahnt die Veranderung der

Zusammensetzung der AUF1-Proteine bei allen Stimulantien sehr ahnlich.

FTC-133 EGF FTC-133 PMA
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% %
60,00 50,00
50,00 -
mp37||| 40001 mp37
40,00
X B pd0
=401 11 3000 1 P
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mpds| || 20,00 mpd5
20,00 1
10,00 10,00 7
0,00 + 0,00
K 24h 48h 72h
FTC-133 TSH FTC-133 Forskolin
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FTC-133 Insulin
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10,00 -
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Abbildung 15: AUF1-Isoformenanteile der Zelllinie FTC-133 nach Stimulation iiber 24, 48 und 72h; K =
Kontrolle

Die Zelllinie FTC-133 zeigt nahezu identische Verlaufe der Zusammensetzungen der
Isoformen Uber einen Zeitraum von 72h. Im Vergleich zu den anderen Zelllinien wird
hier aber nicht die Ausgangszusammensetzung erreicht. Eher kommt es zu einer
stetigen Verschiebung der Anteile, die nach 72h noch nicht beendet zu sein scheint.
Besonders auffallig ist die Isoform p37, deren Anteil zunimmt und bei 72h immer die
dominanteste ist. Eine gegenlaufige Entwicklung erfahrt die Isoform p40, deren Anteil
konstant abnimmt und so auch nicht mehr vorherrschend ist. Dennoch ist sie jeweils
um ein Vielfaches erhoht im Vergleich zu den Isoformen p42 und p45. Beide haben
nach Beginn der Stimulation zunachst nach 24h einen Zuwachs am Proteinanteil
(aulRer bei Forskolin, hier nach 48h), nach 72h zeigt sich jedoch ein Abfall bis unter

die Ausgangswerte (aul3er bei PMA).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Reaktion der Zelllinien auf
verschiedene Reize, hier speziell verschiedene Stimulantien, in der
Zusammensetzung der Isoformen der AUF1-Proteine innerhalb der einzelnen
Zelllinien immer einen ahnlichen Verlauf hat. Unabhangig welcher Rezeptor oder
welcher second Messenger beeinflusst wird, ist die Wirkung vergleichbar. Vergleicht
man die aktivierten Proteinkinasen zwischen den Zelllinien, so lasst sich nur ein
leichter Unterschied feststellen. So liegt der Anteil der Isofomen p42 und in
geringerem Male der Isoform p45 nach Stimulation mit EGF und PMA hoéher als
nach Stimulation mit TSH und Forskolin. Dies wurde fur eine selektive Beeinflussung
der groReren Isoformen (Exon 7 beinhaltend) durch die Proteinkinase C sprechen.

Insulin, das auch die Proteinkinase C beeinflusst, zeigt einen ahnlichen aber weniger
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drastischen Verlauf fur die Isoformen p42 und p45 in den Zelllinien. Somit scheint die
katabole Wirkung von EGF und PMA im Vergleich zur anabolen Wirkung des Insulins
zum Tragen zu kommen. Unter diesem Gesichtspunkt sei noch einmal auf die
ahnlichen Verlaufe der AUF1-Protein-Zusammensetzung hingewiesen, die trotz
unterschiedlicher  Signalwege, unterschiedlich  aktivierter  Enzyme  und

unterschiedlicher physiologischer Wirkung auftritt.

Einfluss auf die einzelnen AUF1-lsoformen

Im Folgenden soll der qualitative und quantitative Einfluss der verwendeten
Stimulantien auf die einzelnen Isoformen untersucht werden. In Tabelle 8 ist die
qualitative Wirkung auf die Expression dargestellt, unabhangig davon wie stark sich
die Expression geandert hat. In dieser Tabelle sind alle drei Zelllinien
zusammengefasst, also drei Dbiologische Systeme mit unterschiedlichen
Ausgangszustanden, um eine mogliche universelle Reaktion der Isoformen erfassen

zu kdnnen.

EGF 8:1 [ 6:3 | 7:2 | 5:4

PMA |1 6:3 | 5:4 | 8:1 | 8:1

ISH 1 9:0 | 9:0  7:2 | 8:1

Forskolin| 77 + 2 8:1 6:3 7:2

Insulin | 9.0 | 8:1 | 8:1 | 8:1

Tabelle 8: Wirkung der Stimulantien auf die Expression der Isoformen (Ereignisse mit erhéhter

Expression : Ereignisse mit verminderter Expression)
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Die Stimulantien bewirken (iberwiegend eine Uberexpression der Isoformen. EGF

und PMA zeigen dabei die grofiten Schwankungen zwischen erhdhter und

verminderter Expression. EGF wies eine konstantere Wirkung auf p37 und p40 auf,

wahrend PMA diesen Einfluss bei den beiden groReren Isoformen (p42 und p45)

zeigt. Bei TSH und Forskolin wurde bei der Isoform p42 die geringste Kontinuitat

festgestellt. Insulin hat den konstantesten Einfluss und bewirkt zu annahernd 100%

eine Uberexpression bei allen Isoformen.

FUr die quantitative Darstellung wurden die Zelllinien wieder einzeln betrachtet und in

gleich skalierten Diagrammen (Abb. 16) aufgetragen, um einen besseren Vergleich

zu ermoglichen.

EGF PMA
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50 50 A
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o o
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10 10 4
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40 W37/ 49 | P .
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Insulin
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Abbildung 16: Verringerte und erhohte Expression der Aufl-Isoformen nach Stimulation in %; Die

Angaben beziehen sich auf den Zuwachs der Ausgangsgesamtexpression.

Keine der Stimulantien bewirkt in allen drei Zelllinien den gleichen Effekt. Eher zeigt
sich, dass die unterschiedlichen Reize eine ahnliche Wirkung in jeder einzelnen
Zelllinien hervorrufen. Bei den Zelllinien FTC-133 und B-CPAP steigt der Anteil der
anfanglich prominentesten Isoform am starksten an. Etwas anders verhalt es sich bei
der Zelllinie 8505C, hier steigt die Expression der Isoformen p37, p40 und p42 am

starksten.

Der Unterschied zwischen den einzelnen Stimulantien liegt in der HOhe des
quantitativen Zuwachses. Hier zeigt sich, dass der Einfluss von TSH, Forskolin und
Insulin meist starker ist als der von EGF und PMA. Dies wurde Eingangs bereits in
der Betrachtung der Gesamt-AUF1-Expression dargestellt und hat sich auch fir die
einzelnen Isoformen bestatigt. Das auch Insulin starker wirkt als EGF und PMA und
im Ausmal} der Expression eher TSH und Forskolin ahnelt, spricht flr einen anderen

Wirkmechanismus als den Uber die Proteinkinase C.

3.2 Ergebnisse der Patientengewebe

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Westernblot-Analyse und der

immunhistochemischen Untersuchungen fiir die Patientengewebe vorgestellt.
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3.2.1 AUF1-Expression in Patientengeweben in der Westernblotuntersuchung

Abbildung 17 zeigt die detektierten Banden der untersuchten Patientengewebe.

PTC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
- ' el
" .' - =iy
UTC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TREREREEER=
FT

C 1 2 3 4 5 6 7
<t D45
—— 042
eEEERNER=:
Adenom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<t 45
= EEEE
| - - — A p37

Struma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
EEETET e e,
Normal 4

Abbildung 17: Detektierte Banden nach Antikérperfirbung; geordnet nach Entititen; jeweils rechts

sind exemplarisch die Isoformen gekennzeichnet

Gesamt-AUF1-Expression

Bei den folgenden Darstellungen wurden die untersuchten Entitaten miteinander
verglichen. Die Werte der Vertreter jeder Gruppe wurden fir die graphische
Visualisierung zu einem Mittelwert zusammengefasst. Es wurden der t-Test und der

Mann-Whitney-Test fur die Berechnung der Signifikanz verwendet.

Als erstes soll die Gesamt-AUF1-Expression der verschiedenen Gewebe betrachtet
werden. Abbildung 18 zeigt diese in Bezug auf 100% der Expression von

Normalgewebe mit den entsprechenden Signifikanzen (Tabelle darunter).
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Abbildung 18: Vergleich der Gesamt-AUF1-Expression der untersuchten Entitéiten

120
%
100
80
60
40
20
0
Normal Struma Adenom FTC PTC UTC
Normal zu Struma n.s. Struma zu Adenom n.s
Normal zu Adenom p =0,011 Struma zu FTC n.s
Normal zu FTC p = 0,047 Struma zu PTC p = 0,0026
Normal zu PTC p = 0,0092 Struma zu UTC p = 0,0024
Normal zu UTC p = 0,0022 Adenom zu FTC n.s
FTC zu PTC p = 0,039 Adenom zu PTC p = 0,001
FTC zu UTC p = 0,039 Adenom zu UTC p = 0,002
PTC zu UTC n.s.

oben: Darstellungen im Diagramm; die Verbindungen zwischen Séiulen stehen fiir einen

signifikanten Unterschied

unten: Tabelle mit den einzelnen Signifikanzen; n.s. = nicht signifikant

Die hochste Expression von AUF1-Proteinen liel3 sich in Normalgeweben feststellen.

Alle entarteten Gewebe zeigten ein niedrigeres Expressionslevel, wobei sich ein
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Gefalle von Normal Uber die benignen zu den malignen Geweben zeigt. Die Gewebe
von PTC und UTC wiesen nur noch weniger als 40% der Expression der
Normalgewebe auf.

Unterschiede in den einzelnen Isoformen

Als nachstes sollen die vier Isoformen betrachtet werden. Hierzu werden deren
Anteile an der Gesamt-Expression von AUF1 in den Geweben direkt miteinander
verglichen. Jedes Diagramm in Abbildung 19 zeigt den Anteil der Expression einer

Isoform in den einzelnen Gewebearten.
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20 20 1
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Isoform p37 Isoform p42

Struma zu FTC p =0,0007 Struma zu PTC p=0,0023

Struma zu PTC p =0,0023 Struma zu UTC p=0,0001

Struma zu UTC p = 0,0001 Adenom zu FTC p = 0,0008

Adenom zu FTC p = 0,0008 Adenom zu PTC p = 0,0026

Adenom zu PTC p =0,0026 Adenom zu UTC p=0,0001

Adenom zu UTC p = 0,0001

PTC zu FTC p =0,0201

Isoform p40 Isoform p45

Struma zu UTC p = 0,003 Struma zu FTC p = 0,0001
Struma zu PTC p = 0,0207
Struma zu UTC p = 0,0001
Adenom zu UTC p = 0,0443

Abbildung 19: Isoformenanteile an der Gesamt-AUF1-Expression der einzelnen Gewebearten

oben: Darstellung im Diagramm; die Verbindungen zwischen Siulen stehen fiir einen

signifikanten Unterschied

unten: Tabelle mit den einzelnen Signifikanzen nach dem t-Test, auf Normalverteilung wurde

ausreichend getestet

In allen Entitaten aulRer UTC gibt es die selbe Reihenfolge im quantitativen Anteil der
Isoformen. Die Isoform p37 nimmt immer den geringsten Anteil ein, gefolgt von p40,
p42 und p45. Nur bei den UTC-Geweben hat p40 einen groReren Anteil als die
Isoform p42. Da das Verhaltnis der Isoformen zueinander und ihr jeweiliger Anteil an

der Gesamtexpression wichtig fur die physiologischen Vorgange in einer Zelle zu

47



sein scheinen, soll Abbildung 20 diesen Zusammenhang flr die unterschiedlichen

Zustande von Schilddrisengeweben verdeutlichen.

40 40
% %

35 35

30 4 30 1 —— Normal
—p37 —— Struma
—p40 ] ) Adenom

25 4 =
p42 25 FTC

20 .
w 20 / —UTC
15 4 157 .

Normal Struma  Adenom FTC PTC UTC p37 p40 p42 p45

Abbildung 20: Anteile der AUF1-Isoformen aller untersuchten Entitéiten in zwei verschiedenen

Darstellungen

Es zeigt sich, dass die Verteilung mit steigender Malignitat ausgeglichener wird und
somit der Einfluss der Isoformen p37 und p40 grofRer. Analog der Klassifizierung von
Tumoren benigne-normal-maligne fuhrt die Betrachtung der Expression der AUF1-
Isoformen zu dem Ergebnis, dass Normalgewebe eine Mittelstellung einnehmen und
eine Veranderung der Proteinausstattung zu einer Entartung in die eine oder andere
Richtung fuhrt.

3.2.2 AUF1-Expression und Verteilung in Patientengeweben in

Gefrierschnitten

AbschlieRend sollen die Ergebnisse der histologischen Untersuchung von
Gefrierschnitten dargestellt werden. Hierzu werden zwei Bilder pro Entitat (Abb. 22 -
27) mit reprasentativem Farbemuster bei 40- und 100-facher VergroRerung gezeigt.
Die 40-fache VergroRerung gibt einen Uberblick (ber die Farbung eines
Gewebeausschnittes und die 100-fache Vergroélierung ermoglicht die Differenzierung
zwischen Kern- und Cytosolfarbung. Aul3erdem sollen Beispiele fur Negativkontrollen
gegeben werden. Hierfir wurden in Abbildung 21 ein Schnitt des Normalgewebes
und ein Schnitt eines UTC-Gewebes ausgesucht, da diese die starkste und

schwachste Farbung aufwiesen.

48



i -gﬁ : 40x - ,
. ‘»4 a .% .{,‘? .-‘ >
“‘,‘r » ﬁ
~ L

-

™ E L - Jf‘-f'%‘ e ‘_“-

:ﬁ# "i#"’“""“&i‘w A L“

N A T

Abbildung 21: Beispiel fiir Negativkontrollen eines Normalgewebe- und eines UTC-

Gewebegefrierschnittes

In der Negativkontrolle ist nur die Blaufarbung durch die Hamalaunfarbung zu
erkennen, somit sind alle nachfolgend gezeigten Braunfarbungen als Nachweis des

AUF1-Proteins zu sehen.

Normalgewebe

40x

Abblldung 22: Normalgewebe in 40- und 100-facher Vergroﬂerung

In dem untersuchten Normalgewebe zeigt sich eine sehr starke Farbung von Kern

und Cytosol, wobei die Kerne noch intensiver und homogener gefarbt sind.
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Strumagewebe

Abbildung 23: Strumagewebe in 40- und 100-facher Vergriofierung

Die Strumagewebe zeigen ein ahnliches Farbemuster wie das Normalgewebe. Kern
und Cytosol sind sehr stark gefarbt, auch hier ist die Kernfarbung tberlegen, aber

das Cytosol ist etwas weniger gleichmalig gefarbt.

Adenomgewebe

. f A

100x 40x

Abbildung 24: Adenomgewebe in 40- und 100-facher Vergriofierung

Die Adenomgewebe zeigen eine weniger starke Farbung als die Normal- und

Strumagewebe. Wiederum ist die Kernfarbung intensiver als die Cytosolfarbung.
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FTC - Gewebe
B A

Abbildung 25: FTC-Gewebe in 40- und 100-facher Vergroflerung

Insgesamt ist die Farbung der FTC-Gewebe schwacher. Die Kern- und
Cytosolfarbung ist in etwa gleich stark. Hier erkennt man auch die groflte
Veranderung im Vergleich zu den drei zuerst betrachteten Geweben, bei denen die
AUF1-Farbung die Hdmalaunfarbung der Kerne nahezu komplett Gberdeckte.

Die PTC-Gewebe zeigen eine sehr schwache Farbung. Zudem ist fast keine Farbung
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der Kerne zu erkennen und im Cytosol befinden sich die meisten AUF1-Proteine.

UTC - Gewebe

& 7

Abbildung 27: UTC-Gewebe in 40- und 100-facher Vergrofierung
Neben den PTC-Geweben zeigen die UTC-Gewebe die schwachste Farbung der
untersuchten Entitaten. Auch hier zeigt sich die starkste Farbung im Cytosol, wobei

sich sehr oft eine erhohte Aggregation um den Zellkern zeigt.

Die Tabelle 9 zeigt die Auswertung der Schnitte nach dem Sl-Index.

Gonsber | o Fubmnsiat || D Zelen it | Esehul des St Koot
Normalgewebe 3 4 ++ stark Kern >> Cytosol
Strumagewebe 3 4 ++ stark Kern >> Cytosol
Adenomgewebe 2 3 + miflig Kern > Cytosol

FTC-Gewebe 2 3 + miBig Kern = Cytosol

PTC-Gewebe 2 2 (+) schwach Kern < Cytosol

UTC-Gewebe 1 2 (+) schwach Kern < Cytosol
Tabelle 9: Ergebnisse der Inmunhistochemie nach dem SI-Index

Da die Farbeintensitat der Schnitte auch fur die Menge des detektierten Proteins
steht, zeigen die immunhistologischen Untersuchungen das selbe Ergebnis wie der
Westernblot. Die Normalgewebe zeigen die grofdte Menge an AUF1-Proteinen

gefolgt von den benignen Entartungen. Am schwachsten gefarbt und somit mit der

52




geringsten Menge an AUF1 ausgestattet sind die malignen Gewebe, im Besonderen
PTC und UTC. Im Gegensatz zum Westernblot lassen sich hier keine Aussagen zu
den einzelnen Isoformen treffen. Dafur lasst sich die Lokalisation untersuchen.
Hierbei stellt sich klar dar, dass in den normalen und benignen Geweben mehr
AUF1-Proteine im Kern zu finden sind und in den malignen Geweben die ohnehin
wenigeren AUF1-Proteine hauptsachlich im Cytosol lokalisiert sind. Besonders gut ist

dies wiederum bei den PTC- und UTC-Geweben zu beobachten.
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4 Diskussion

AUF1 ist ein ubiquitares Protein, dessen Funktion nach und nach entdeckt wird.
Zahlreiche Arbeitsgruppen zeigten verschiedene Bereiche in der Biochemie der Zelle

in denen eine Rolle nachgewiesen werden konnte (Abb. 28).

Einfluss auf RNA-Abbau
Raineri et al., 2004; Xu et al., 2001; Mukherjee et al., 2002

Bindung von RNA und DNA 4

Katahira et al., 2001 Einfluss auf Apoptose

Shchors et al., 2002; Lapucci et al., 2002

Einfluss auf Telomerlinge
Enokizono et al., 2005; AUF1 bildet Komplexe

Ford et al., 2002; it LDH
Ei)/rersec;[lg, Maizels, 2000{_ AUFI _} gilcl)h et al., 2002

AUF1 bildet Komplex / \ AUF1 bildet Komplexe

mit 14-3-3sigma mit Exosomen
He, Schneider, 2006 Mukherjee et al., 2002;
Chen et al., 2001

AUF1 in Komplex mit einer Endoribonuklease
Moraes et al., 2003

Abbildung 28: Ubersicht der nachgewiesenen Wirkungen von AUF1

Fir den Menschen und dessen einzelne Organe und somit mdgliche medizinische
Bedeutungen von AUF1 gibt es bisher sehr wenige Daten. Um eine Brucke zur hier
untersuchten Schilddrise zu schlagen, soll auf ein Ziel der AUF1-Isoformen das
Proto-Onkogen c-myc [Chen et al, 1995] hingewiesen werden. FuUr c-myc wurde
gezeigt, dass eine Uberexpression eine kritische Rolle im Wachstum von
Schilddrisenkarzinomzelllinien spielt und wird so mit neoplastischen Entwicklungen
in Verbindung gebracht [Cerutti et al., 1996]. Dies zeigt die potentielle Rolle von AUF1,

da es durch fehlerhaftes Arbeiten diese Uberexpression verursachen kann.
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4.1 AUF1 in Schilddriisenzelllinien

In allen drei Zelllinien konnte jede der vier Isoformen nachgewiesen werden. Somit ist
ausgeschlossen, dass ein Fehler in der Prozessierung von AUF1 die Zelle in ihr

unphysiologisches Verhalten zwingt.

Die verschiedenen Ausgangszustande zeigen Zelllinien, die aus entarteten Geweben
gewonnen wurden, das heillt keiner ist als normal anzusehen. In allen drei Zelllinien
ist der Anteil der Isoformen p37 und p40 hoch, bei FTC-133 und 8505C sind diese
fast ausschlieldlich zu finden. Durch das Fehlen des Exons 7 werden p37 und p40
stark ubiquitiniert, wodurch ein schnellerer Umsatz dieser Isoformen, aber auch ein
bis zu zehnfach schnellerer RNA-Abbau Uber Proteasomen mdglich ist [Laroia et al.,
2002; Moraes et al., 2003]. Auch durch andere Gruppen konnte fur p37 und p40 das
starkste Potential fur den Einfluss auf den RNA-Abbau gezeigt werden [Sarkar et al.,
2003]. Das Fehlen der beiden grol’en Isoformen flhrt zu einer erhdhten RNA
Synthese [Sarkar et al., 2003] und zu einer gestorten Regulation der Telomerlange, da
gerade die Isoformen p42 und p45 ein hohes Potential zum Regulieren dieser haben
[Eversole, Maizels, 2000]. Der geringe Anteil der grof3eren Isoformen kdnnte so ein Indiz
fur unphysiologisches Wachstum sein. Untersuchungen an Mausen zeigten in
gesunden Geweben einen héheren Anteil der p42 und p45 Isoformen im Vergleich
zu den kleineren Isoformen [Gouble et al., 2000]. Das Fehlen kdnnte auch die schnellere
Proliferation und langeres Uberleben erklaren, da den Isoformen p42 und p45 eine
Rolle in der geregelten RNA-Transkription, -Prozessierung und -Translation
zugeschrieben wird [Sarkar et al., 2003], was in Karzinomzelllinien zu erwarten ist. In
den Schilddrisenkarzinomen konnte gezeigt werden, dass die Telomerase-Aktivitat
in den schnell-wachsenden UTC deutlich héher im Vergleich zu den in Struma-,
Adenom oder PTC-Geweben ist [Hoang-Vu et al., 2002]. Weiter kann p45 als einzige
Isoform Duplex-DNA binden [Dempsey et al., 1998].

4.1.1 Einfluss der Stimulation auf die Gesamtexpression von AUF1 in
Schilddriisenzelllinien

Die Stimulationsversuche der drei untersuchten Zelllinien zeigten mit den
verwendeten Stimulantien keine eindeutige direkte Wirkung eines Signaltrans-

duktionsweges auf die Gesamt-AUF 1-Expression.
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Jeder erzeugte Reiz auf die Zellen fuhrte zu einer Erhéhung der Expression und jede
Zelllinien zeigte trotz verschiedener Stimulantien fast immer die gleiche Reaktion. Die
Erhdhung der Expression lasst sich durch die neue Synthesesituation der Zelle
erklaren, das heil3t neu transkribierte RNA erfordert auch vermehrt AUF1, um diese
regulieren zu kdnnen. Somit scheint die AUF1-Expression von dem Zustand und der

Art der Aktivierung einer Zelle abhangig zu sein [Lal et al., 2004].

Die Zelllinie 8505C zeigte vor Stimulation die geringste Expression und danach den
grofldten prozentualen Zuwachs. Die verschiedenen Reize, die zu einer katabolen und
anabolen Aktivitatsanderung der Zelle fuhren, scheinen fur ihre Umsetzung also eine
erhohte AUF1-Expression zu bendtigen. Diese scheint umso ausgepragter zu sein,
wenn von einem niedrigen Anfangslevel ausgegangen wird (grof3te Steigerung in der
Zelllinie 8505C). Somit scheint eine physiologische AUF1-Konzentration einer hohen
Wachstumskapazitat und dadurch Uberschie3ender Proliferation entgegenzuwirken

und spielt so eine wichtige Rolle in der kontrollierten Umsetzung spezifischer Reize.

4.1.2 Einfluss der Stimulation auf die Isoformenzusammensetzung von AUF1

Am auffalligsten bei der Betrachtung der Isoformenzusammensetzung tber 72h ist
die Ubereinstimmung im Verlauf. Trotz unterschiedlichster Stimulantien und somit
beeinflusster Signalwege zeigt jede Zelllinie ihr eigenes immer gleiches Bild. Fur das
Arbeiten von AUF1 scheinen also die Zusammensetzung und die Verhaltnisse der
einzelnen Isoformen zueinander das entscheidende Kriterium zu sein. Dieser

Zusammenhang wurde auch schon fur andere Zelllinien formuliert [Raineri et al, 2004].

Zwischen den einzelnen Zelllinien zeigen sich keine Parallelen. Weder das
Ansprechen der Isoformen auf die Stimulantien noch der Zeitpunkt der maximalen
Expressionsanderung weisen Gemeinsamkeiten auf. Auch das spricht wieder fur
eine Reaktion je nach Zustand der Zelle und Ausgangsmengen an AUF1, um auf

eine neue Situation zu reagieren.

Einfluss auf die einzelnen AUF1-lsoformen

Auch bei der Betrachtung der qualitativen und quantitativen Veranderung der
Isoformen zeigen sich gleiche Verlaufe innerhalb der Zelllinien, die sich zwischen den
Zelllinien nicht nachweisen lassen. Die leichte Tendenz, dass TSH, Forskolin und

Insulin einen starkeren Einfluss auf die AUF1-Expression haben, ist auf Grund der
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anderen Ergebnisse weniger auf einen direkten Einfluss zurtckzufihren, als eher auf

die durch die Stimulantien erzeugten Situationen im Stoffwechsel der Zellen.

Die Stimulationsversuche untermauern die Annahme, dass die AUF1-Isoformen nicht
losgeldst von einander betrachtet werden sollten. Sowohl das ,normale“ Arbeiten der
Zelle als auch das Reagieren auf neue Reize und Zustdnde verlangt ein
Zusammenspiel der vier Isoformen. Bei diesem Zusammenspiel ist das Verhaltnis

der Isoformen ausschlaggebend.

4.2 AUF1 in Patientengeweben

In diesem Abschnitt sollen sowohl die Ergebnisse der Westernblot-Analyse als auch

die der Immunhistochemie diskutiert werden.

Mit beiden Untersuchungstechniken zeigte sich ein deutliches Gefalle in der AUF1-
Gesamtexpression. Die, im Vergleich zu entarteten Geweben, sehr hohe
Konzentration in Normalgeweben, spricht fur die essentielle Rolle von AUF1 in der
Zelle. Auch die Reihenfolge der entarteten Gewebe von normal Uber benigne zu
maligne zeigt den grof3en regulatorischen Einfluss auf Zellzyklus, Proliferation und
Zellstoffwechsel. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in Melanozyten gefunden, die im
Vergleich zu Melanomzelllinien bedeutend mehr AUF1 aufwiesen [Brewer et al., 2003].
Dadurch wurde die Halbwertszeit von beispielsweise Interleukin-10-mRNA um den
Faktor zehn verlangert und somit die Zellzyklusaktivitat verandert. Eindrucksvoll und
beschreibend fir die Rolle von AUF1 flir das physiologische Arbeiten eines
Organismus ist die Untersuchung von AUF1-knockout-Mausen. Diese erlitten einen
Endotoxin-Schock, da die Regulation von proinflammatorischen Cytokinen ohne
AUF1 nicht mehr moglich war [Lu et al., 2006]. Im Gegensatz dazu wurde gerade in
gesunden Mausorganen und speziell in schnell proliferierenden Geweben eine hohe
Konzentration an AUF1 gefunden [Lu, Schneider, 2004]. Auch ein Einfluss auf die
Apoptose konnte fur AUF1 nachgewiesen werden [Lapucci et al., 2002]. Durch einen
kompetetiven Inhibitor zu AUF1 konnte die Apoptoserate gesenkt werden [Shchors et
al, 2002]. Somit erschwert ein Mangel an AUF1 den programmierten Zelltod. Dies
stellt einen grundlegenden Schritt auf dem Weg einer Zelle zur Entartung da. Aul3er
der Regulation der Apoptose spielt auch die Lange der Telomere eine Rolle fur die
Lebenszeit der Zelle und auch hier konnte ein Einfluss von AUF1 festgestellt werden

[Enokizono et al., 2005; Ford et al., 2002].
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Das oben beschriebene Gefalle von Normal zu UTC wird zwischen Adenom und FTC
unterbrochen. Sowohl im Westernblot als auch im histologischen Bild ist bei der
Betrachtung der Gesamt-AUF1-Expression das FTC dem Adenom naher als dem
PTC und UTC. Dies ist wohl am ehesten auf die zwei groRen Gruppen von FTC's,
den minimal-invasiven und den hoch-invasiven Typ, zurtckzufihren. Beide Typen
waren in der FTC-Gruppe etwa gleich stark vertreten, wobei der minimal-invasive
Typ in der Gesamtexpression im Westernblot dem Adenom und der hoch-invasive
Typ dem PTC und UTC naher kommt. Fir die Isoformenverteilung, also die
Verhaltnisse zwischen den Isoformen, sind die FTC’s klarer den malignen Geweben
zuzuordnen. Auch in der Immunhistochemie lassen sich Adenom und FTC durch die
Verteilung der Farbung besser unterscheiden. Trotzdem sollte dieser Bereich durch
weiterfuhrende Untersuchungen mit hoheren Probenzahlen genauer differenziert

werden.

Durch den Westernblot konnten die vier Isoformen einzeln betrachtet werden. Hierbei
verstarkt sich die Annahme, dass die Anteile der Isoformen an der
Gesamtexpression das wichtigste Kriterium fur die Funktion von AUF1 sind. Die
Verteilung der Isoformen im Normalgewebe scheint hierbei eine Mittelstellung
einzunehmen. Fur die Isoform p37 liegt der Anteil im Struma und Adenom weit unter
dem im Normalgewebe wahrend er in den malignen Geweben hoéher liegt. In
Mausen, die die Isoform p37 Uberexprimierten, zeigten sich Entartungen
verschiedener Organe. Dies konnte auf die Folgen einer veranderten

Isoformenzusammensetzung zurickgefuhrt werden [Gouble et al., 2002].

Ein ahnlich klares Bild gibt es fir die Isoform p42, wobei hier die Verhaltnisse
umgekehrt sind. Die Isoform p40 ist im Verhalten eher p37 und p45 ist eher p42
zuzuordnen. Somit lasst sich vermuten, dass auf eine Erhohung der kleinen
Isoformen eine maligne und auf Erhéhung der groRRen Isoformen eine benigne
Entartung folgt (Abb. 29).
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Normalgewebe

p37 <p40 <p42 <p45
maligne Entartung benigne Entartung
p37 und p40 T p37 und p40 ¢
p42 und p45 * p42 und p45 T

Abbildung 29: Hypothetische Verteilung der AUF1-Isoformen in humanen Geweben

So zeigten in vitro Untersuchungen, dass eine Uberexpression der Isoformen p37
und p40 primar die Halbwertszeit von mRNA verkiirzt und eine Uberexpression der
Isoformen p42 und p45 weniger die Halbwertszeit als starker die ganze RNA
Prozessierung beeinflusst, wodurch es zu einer generellen Verminderung der RNA
Synthese kommt [Sarkar et al., 2003]. Das Uberwiegen einer dieser Vorgange kénnte

jeweils benignes oder malignes Wachstum zur Folge haben.

Als letztes Ergebnis der Westernblotuntersuchungen soll auf die quantitative
Isoformenzusammensetzung eingegangen werden. Ausgehend vom Normalgewebe
bis hin zum UTC ist eine Angleichung der Isoformenanteile zu erkennen. Somit
verringert sich Anteil der grofen Isoformen in malignen Geweben zu Gunsten der
kleinen Isoformen, deren Aktivitat in der Zelle dadurch zunimmt. Auch fur Mause
konnte gezeigt werden, dass ein hoher Anteil der grol3eren Isoformen physiologisch
ist [Gouble et al., 2000]. Daruber hinaus fuhrt hoher Anteil der Isoform p37 zu einem
schnelleren mMRNA Abbau [Sakar et al, 2003; Loflin et al, 1999]. Durch die starke
Ubiquitinierung der beiden kleineren Isoformen [Laroia et al., 2002] sinkt aber auch die
Halbwertszeit der AUF1-Population selbst und somit steht weniger AUF1-Protein fur
die Regulationsmechanismen zur Verfugung. So kann eine fehlende Steuerung zu

einer veranderten Proteinausstattung der Zelle flhren, z.B. zu einer verminderten
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TNFa- und einer erhdohten c-myc-Expression, was eine Entartung von

Schilddrisengeweben bewirken kann [Cerutti et al., 1996].

AbschlieRend soll auf die verschiedenen Lokalisationen der AUF1-Proteine in den
untersuchten  Gefrierschnitten eingegangen werden. Neben der bereits
besprochenen Abnahme der Gesamtexpression gibt es auch deutliche
Veranderungen in der Kern-Cytosol-Verteilung. Die geringere Kernfarbung der
malignen Gewebe wird teils Folge der geringeren Gesamtexpression sein, aber dies
erklart nicht warum mehr Proteine im Cytosol vorhanden sind. Mégliche Erklarungen
sind, dass die wenigen vorhandenen Proteine sich im Cytosol befinden um ihre
Funktion wahrnehmen zu kénnen und die einzelnen Isoformen unterschiedliche
Fahigkeiten fur den Kernimport und -export besitzen. Eine mdgliche Stérung der
Kernimportmechanismen hatte schwerwiegende Folgen fir die Zelle, da gezeigt
werden konnte, dass der Import von AUF1 fur dessen Funktion unerlasslich ist [Chen
et al, 2004; Loflin et al., 1999]. Gerade eine Akkumulation der Isoform p37 im Cytosol

konnte mit einer Entartung in Verbindung gebracht werden [He, Schneider, 2006].

Somit konnte gezeigt werden, dass die physiologische und komplette AUF1-
Ausstattung der proliferierenden normalen Zellen entscheidend fur die Ausschaltung
Uberflissiger und potentiell gefahrlicher Gene ist. Durch eine Verschiebung bzw. eine
Verminderung der Expression kommt es zu einer gesteigerten Proliferation und zur
Entartung, der die Kontrolle durch AUF1 fehlt.
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5 Perspektive

Nimmt man die bisher dargestellten Sachverhalte zusammen, lasst sich ein
mogliches Modell flr die Schilddrisenentartung durch Veranderung der AUF1-

Proteine in der Zelle skizzieren.

Der Anteil der Isoformen p42 und p45 nimmt durch Absinken der Gesamtexpression
und durch veranderte Isoformenzusammensetzung ab. Dadurch kommt es zu einer
gesteigerten mMRNA-Synthese. Die nun starker vertretenen kleineren Isoformen
haben ein hoheres Potential zum mRNA-Abbau und bevorzugen mRNA mit ARE’s
der Klasse Il. So kommt es beispielsweise zu einer Verminderung des Tumor-
Nekrose-Faktor a. Andere mRNA’s mit ARE’s der Klasse | und Il hingegen werden
vergleichsweise vermehrt translatiert und so kommt es zu einer Uberexpression von
beispielsweise c-myc oder c-jun, was wiederum eine Entartung von
Schilddrisenzellen zur Folge hat. Der fehlende Einfluss von AUF1 auf die Apoptose

fuhrt zur nétigen Proliferationssteigerung.

Als Konsequenz dieser Rolle von AUF1 und der gezeigten Ergebnisse in
unterschiedlichen Schilddrisengeweben ist AUF1 ein moglicher diagnostischer
Marker fur Schilddrisenentartungen und eventuell sogar in der Sekundarpravention
einsetzbar. Hierbei ware sowohl eine molekularbiologische als auch histologische
Untersuchung entsprechender Patientengewebe moglich und kdnnte zum Beispiel
die Feinnadelaspirationsbiopsie unterstitzen. Sollte ein Weg gefunden werden, die
Isoformenzusammensetzung von AUF1 in vivo beeinflussen zu kdnnen, ware sogar
ein therapeutischer Einsatz denkbar. Fur beide Ziele ist noch viel Forschungsarbeit
noétig und es ware interessant nachfolgende Untersuchungen nicht nur auf die

Schilddrise zu beschranken.
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6 Zusammenfassung

AUF1 ist ein wichtiger Faktor in der Regulation von Zellwachstum und Zellfunktion.
Bisher gibt es sehr weinige Erkenntnisse uUber die Rolle von AUF1 in humanen
Geweben. Erstmals wurde hier die AUF1-Expression in Schilddrisentumorzelllinien

und in Schilddrisengeweben untersucht.

In den drei untersuchten Zelllinien lielen sich alle vier Isoformen nachweisen.
Besonders die Isoform p37 und p40 wiesen dabei einen gro3en Anteil an der
Gesamtproteinmenge auf. Stimulationsversuche mit den Zelllinien konnten keine
Signalkaskade aufzeigen, die einen direkten Einfluss auf die AUF1-Expression hat.
Durch alle verwendeten Stimulantien liel3 sich eine teils erhebliche
Expressionssteigerung erzielen. Hierbei stellte sich fur jede Zelllinie ein individuelles

Bild in der Gesamt-AUF1-Expression und in der Isoformenzusammensetzung dar.

Mittels Westernblot- und immunhistochemischen Untersuchungen wurden Normal-,
Struma-, FTC-, PTC- und UTC-Gewebe untersucht. In allen Patientengeweben
konnte AUF1 mit seinen vier Isoformen nachgewiesen werden. Mit beiden Methoden
zeigte sich eine Abnahme der Gesamt-AUF1-Expression von den Normalgeweben
Uber die benigen Struma- und Adenomgewebe bis zu den maligne entarteten
Patientenproben. Nicht nur die Gesamtexpression zeigte ein charakteristisches Bild
fur jede Entitat, auch fur die Isoformenverteilung konnte fur jede Gewebeart ein
Muster gezeigt werden. Die normalen und gutartigen Gewebe zeigten im Vergleich
zu den malignen Geweben einen grolieren Anteil der Isoformen p42 und p45. Fir die

Isoformen p37 und p40 war das Verhaltnis umgekehrt.

Die histologischen Bilder zeigten eine veranderte Lokalisation der AUF1-Proteine in
den entarteten Geweben im Vergleich zum Normalgewebe. Struma- und
Adenomgewebe zeigten eine leicht schwachere Farbung als das Normalgewebe,
aber der groRte Teil der Proteine war wie bei dem Normalgewebe im Kern zu finden.
Bei den malignen Geweben hingegen zeigte sich eine wesentlich schwachere
Farbung und die meisten Proteine waren im Cytosol lokalisiert, so dass bei den PTC-

und UTC-Geweben die Kerne fast keine Farbung mehr aufwiesen.

Somit konnte flir AUF1 gezeigt werden, dass es eine wichtige Rolle in der

Schilddruse spielt und eine verminderte Expression mit Entartung einherzugehen
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scheint. Wichtig ist dabei nicht nur Gesamtmenge an Protein, sondern auch die
Anteile der einzelnen Isoformen. Wie schon flr andere Organismen beschrieben, ist
in einem Normalzustand die Gesamtexpression hoch und die Anteile der Isoformen
p42 und p45 grolRer als die Anteile der Isoformen p37 und p40. Die dargestellten
Daten der AUF1-Expression in Schilddrisengeweben zeigen einen maoglichen
diagnostischen Einsatz und somit sollte AUF1 weiter Gegenstand intensiver

Forschung sein.
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Thesen

1. Ziel der Arbeit war die Expression des AUF1-Proteins erstmals in der

Schilddrise zu untersuchen.

2. AUF1 liel} sich in den drei verwendenden Zelllinien und allen untersuchten

Patientengeweben nachweisen.

3. In den mittels Westernblotanalysen untersuchten Proben konnten jeweils alle
vier Isoformen dargestellt werden, somit lasst sich ein Fehler in der AUF1-

Prozessierung ausschliel3en.

4. Durch Stimulation der Zelllinien wurde mit allen Stimulantien eine

Uberexpression von AUF1 erreicht.

5. Trotz verschiedener Stimulantien zeigte sich innerhalb der Zelllinien ein
konstantes Bild der Isoformenexpression uber 72h. Somit konnte keine direkte
Wirkung auf die AUF1-Expression gefunden werden und die Uberexpression
ist als Reaktion auf die neue Situation im RNA-Stoffwechsel der Zelle zu

sehen.

6. In den Patientengeweben zeigt sich sowohl in der Westernblotuntersuchung
als auch im histologischen Bild ein deutliches Gefélle in der Gesamt-AUF1-
Expression von den Normalgeweben Uber Struma und Adenom zu den

malignen Entartungen.

7. Fir  jede untersuchte Entitat zeigte sich eine typische
Isoformenzusammensetzung. Die Normalgewebe nehmen hier eine

Mittelstellung ein und so zeigte sich in benignen Geweben ein grolierer Anteil
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10.

11.

12.

der Isoformen p42 und p45 und in malignen Geweben ein grélierer Anteil der

Isoformen p37 und p40.

Auch fur die Lokalisation der AUF1-Proteine zeigt sich ein typisches Bild fur
jede untersuchte Entitat. So zeigte sich in dem normalen und den benignen
Geweben der grofdte Teil der Proteine im Kern und in den malignen Geweben

im Cytosol.

Es zeigt sich, dass AUF1 ein essenzielles Protein fur die Schilddrise ist und in
unphysiologischen Schilddrisengeweben weniger AUF1 und eine veranderte

Isoformenzusammensetzung auftreten.

Die Rolle und genaue Funktion von AUF1 wird aktuell noch stark diskutiert,
doch sollte ein Protein, welches in der Art wichtige Prozesse in der

Genexpression eingreift weitergehend untersucht werden.

Die deutlichen Unterschiede in der AUF1-Expression in den verschiedenen

Entitaten macht AUF1 als Marker fur Schilddrisenentartungen interessant.

Besteht durch eine induzierte Erhdhung der AUF1-Expression die Moglichkeit

einer Entartung entgegenzuwirken?
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