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Referat

Einleitung und Zielsetzung: Ektoenzymen wird eine essentielle Rolle im Tumorgeschehen
hinsichtlich der Beeinflussung von Transformation, Wachstum, Tumorzellmotilitdt und
Metastasierung zugeschrieben. Aminopeptidase N (APN)/CD13 (EC 3.4.11.2) ist eine
Ektopeptidase mit einem Zink-abhéngigen aktiven Zentrum, die im Tumorgeschehen mit
Tumorinvasion, Metastasierung und Angioneogenese in Zusammenhang gebracht wird.
Autotaxin (ATX) ist ein Membran-Ektoenzym, das urspriinglich als Motilitats-steigerndes
Protein beim Melanom beschrieben wurde. ATX Dbesitzt neben Phosphodiesterase
I/Nukleotidpyrophosphatase-Aktivitdt auch Lysophospholipase-D-Aktivitdt und kann
Lysophosphatidylcholin zu Lysophosphatidsdure spalten. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit
sollten die Ektoenzyme APN/CD13 und ATX hinsichtlich ihrer Expression, Regulation und
Funktion im Schilddriisenkarzinom untersucht werden.

Wesentliche Ergebnisse: Quantifizierungen der APN/CD13-mRNA-Expression in Geweben
von Patienten mit Schilddrisenkarzinom bzw. Struma nodosa zeigten die verstarkte
APN/CD13-mRNA-Expression in undifferenzierten vs. differenzierten Karzinomgeweben
bzw. Schildriisenkarzinomzelllinien. Zellen der follikuldren Zelllinie FTC-133, die stabil ein
APN-GFP-Fusionskonstrukt exprimieren, wiesen eine hohere Motilitdt und die verstéarkte
Fahigkeit zum ,,anchorage-independent” Wachstum auf im Vergleich zu den Kontrollzellen,
die mit einem GFP-Kontrollvektor transfiziert wurden. Untersuchungen der differentiellen
Genexpression nach Uberexpression von APN/CD13 mittels Microarray (Affymetrix-Chip
U133A) ergaben eine Vielzahl von veranderten Genen. Fir ATX konnte wie fir APN/CD13
gezeigt werden, dass dieses Molekil verstérkt in undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen
exprimiert ist. Uberexpression von ATX in FTC-133-Zellen resultierte in einer erhohten
Proliferation, einer Verstarkung der autokrinen und parakrinen Motilitat von Tumorzellen und
ist ebenfalls mit differentieller Genexpression verknipft. Erstmalig konnten gemeinsame
APN/CD13- und ATX-Targetgene wie der schilddriisenspezifische Transkriptionsfaktor TTF-
1, das GPI-verankerte Protein Contactin-6, das Zelladh&sionsmolekdil Lumican, das Kalzium-
bindende Protein S100 A3 und der Cytokin Rezeptor-Like Factor identifiziert werden.
Besonders interessant ist Contactin-6, da dessen Expression im Gewebematerial von Patienten
mit Schilddrisenkarzinom deutlich verringert ist im Vergleich zum Kontrollgewebe von
Patienten mit Struma nodosa. Somit kann Contacin-6 als neuer Marker beim
Schilddriisenkarzinom diskutiert werden.

Schlussfolgerungen: Unsere Ergebnisse sprechen dafur, dass sowohl APN/CD13 als auch
ATX als Marker der Dedifferenzierung beim Schilddriisenkarzinom diskutiert werden missen.
Beide Ektoenzyme sind mit einer Tumorprogression assoziiert. Die vorliegenden Analysen
zeigen die funktionelle Bedeutung der Ektoenzyme APN/CD13 und ATX hinsichtlich der
Pathogenese beim Schilddrusenkarzinom. Offen sind aber noch Fragen hinsichtlich der
endogenen Substrate von APN/CD13, der Signalweiterleitung von der Zellmembran zum
Zellkern sowie der Regulation der Ektoenzymexpression beim Schilddrusenkarzinom.

Kehlen, Astrid: Rolle von transmembranen Ektoenzymen wie Aminopeptidase N und
Autotaxin beim Schilddrisenkarzinom beziglich ihres Einflusses auf Proliferation,
Dedifferenzierung und Invasivitat

Halle, Univ., Med. Fak., Habl., 95 Seiten, 2004
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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Vorbemerkungen

Zell-Zell-Wechselwirkungen im Normal- und im Tumorgewebe werden mafigeblich -
neben der Sekretion von Botenstoffen und der Zell-Substrat-Kontakte - durch die in der
Zellmembran verankerten Proteine bewirkt. Neben der groBBen Zahl von durch direkte
molekulare Wechselwirkungen aktiven Adhédsionsmolekiilen wie E-Cadherin, Integrine,
Tetraspanine u. v. a. spielen auch membranstindige Enzyme eine Rolle, die wegen der
Lokalisation ihres aktiven Zentrums auf der Zelloberfliche als Ektoenzyme bezeichnet
werden. Obwohl die biologische Funktion und insbesondere die physiologischen
Substrate der meisten Ektoenzyme noch unbekannt sind, wird ihnen eine essentielle
Rolle im Tumorgeschehen hinsichtlich der Beeinflussung von Transformation,
Wachstum, Tumorzellmotilitit und Metastasierung zugeschrieben. Im Rahmen der
vorgelegten Arbeit haben wir uns mit den Ektopeptidasen Aminopeptidase
N(APN)/CD13, Dipeptidylpeptidase IV(DPIV)/CD26 sowie der
Phosphodiesterase/Lysophospholipase D Autotaxin (ATX) im Schilddriisenkarzinom
beschiftigt. Fiir diese Ektoenzyme waren bereits einige Beziehungen zu Tumorgenese,
Tumorwachstum und Metastasierung in Karzinomen aufgefunden worden, aber es gab
noch keine Untersuchungen iiber ihre Expression, Regulation und Funktion im

Schilddriisenkarzinom.

1.2. Schilddrisenkarzinom

Das Schilddriisenkarzinom ist der hdufigste maligne endokrine Tumor, jedoch mit einem
Anteil von ca. 1 % aller bosartigen Tumoren insgesamt eher selten. In Deutschland
erkranken pro Jahr etwa drei Personen auf 100.000 Einwohner an einem
Schilddriisenkarzinom. Bei den Schilddriisenkarzinomen unterscheidet man einerseits die
von den Thyreozyten abgeleiteten differenzierten bzw. undifferenzierten Karzinome und
andererseits die von den parafollikuliren C-Zellen abgeleiteten medulldren
Schilddriisenkarzinome (MTC). Die hier vorgelegten Untersuchungen befassen sich mit
der Expression von Ektoenzymen in den von den epithelialen Zellen der Schilddriise
abgeleiteten differenzierten Karzinomen (unterteilbar in follikuldre (FTC) und papilldre

Karzinome (PTC)) sowie den undifferenzierten, anaplastischen Karzinomen (UTC).
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Abb. 1: Modell der Schilddriisenkarzinogenese mit bekannten beteiligten Genen'

PTC metastasieren vorzugsweise lymphogen, FTC hdmatogen und UTC lokal invasiv
und hdmatogen. Aus diesem unterschiedlichen Metastatsierungsverhalten kann
geschlussfolgert werden, dass wahrscheinlich auch unterschiedliche Mechanismen wie
Mutationen, Deletionen, Methylierungsstatus, Anderungen der Gen- bzw.
Proteinexpression, die zu den genannten Tumorentititen fiihren, vorliegen (Abb. 1). Ein
einheitliches Konzept der Schilddriisenkarzinogenese ist bis jetzt nicht etabliert. Unsere
Untersuchungen sollten einen Beitrag zur Klirung der Rolle von Ektoenzymen wie

APN/CDI13 oder ATX im Prozess der Schilddriisenkarzinogenese liefern.

Diese Analysen sollen Hinweise auf die funktionelle Bedeutung von Aminopeptidase
N/CD13 und Autotaxin beim Schilddriisenkarzinom geben, was langfristig fiir das
Verstiandnis der Biologie und Behandlung dieser Erkrankung eine Rolle spielen und die
Beteiligung von Ektoenzymen an der Entstehung und Progression von Tumoren anderen

Ursprungs umfassender verstehen lassen kann.



1.3.  Aminopeptidase N/CD13

Aminopeptidase N (APN)/CD13 (EC 3.4.11.2) ist eine Metallopeptidase mit einem Zink-
abhingigen aktiven Zentrum und gehért zur Familie der Gluzincine®. Sequenzvergleiche
der geklonten cDNA zeigten, dass APN und CD13 identisch sind>. APN/CD13 ist ein
Homodimer mit in jedem Monomer einer einzelnen helikalen transmembranen Region

und einer kurzen N-terminalen, zytoplasmatischen Doméne (Abb. 2).
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Abb.2: Modell der APN* Das aktive Zentrum mit seinem HELAH-Motiv

(Aminosduren 388-392) ist gekennzeichnet.

Etwa 95 % der Polypeptidketten befinden sich extrazelluldr, und tragen je 9 oder 10
Oligosaccharidketten. Das Enzym kann ein breites Spektrum von Oligopeptiden spalten,
wobei bevorzugt neutrale Aminosduren von einem unsubstituierten N-Terminus (Tab. 1)
freigesetzt werden. APN/CD13 ist im Organismus ubiquitér verbreitet und galt lange als
myeloischer Differenzierungsmarker, da nur Monozyten/Makrophagen, aber nicht
Lymphozyten des peripheren Blutes APN/CD13 auf ihrer Oberfldche exprimieren. Die
Expression von APN/CD13 konnte auf B- und T-Zellvorstufen®®, in leukdmischen T-
Zelllinen™®, auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL)’ und auf synovialen T-Zellen'

gezeigt werden.

Die Kontrolle der Regulation der Expression des APN/CD13-Gens erfolgt durch zwei
Promotoren, von denen der entferntere ,,myeloischer® Promotor genannt wird und der

nahe dem Transkriptionsstart liegende ,epithelialer* Promotor heifit (Abb. 3),
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entsprechend ihren Zelltyp-spezifischen Aktivitdten " °. Zwischen beiden Promotoren

befindet sich ein Enhancer, der sowohl mit dem ,myeloischen” als auch dem

,epithelialen” Promoter interagieren kann'>'*.

ATG

Abb. 3: Struktur des 5°-Bereiches des APN/CD13-Gens

Die Funktion von APN/CD13 scheint abhingig vom Ort der Expression zu sein. So wird
neben dem Abbau von Peptiden (wie z. B. im Darm und in der Niere), von
Signalpeptiden im Gehirn, der Metabolisierung von vasoaktiven Peptiden wie
Angiotensin III der APN/CD13 auch eine Rolle in der Antigenprésentation beim
Trimmen von Peptiden zugesprochen'>"” (Tab. 1).

APN/CD13 wirkt als Rezeptor fiir Viren wie Coronavirus 229 und Cytomegalovirus'®"’.
Dabei ist die enzymatische Aktivitit von APN/CD13 nicht notwendig, da die
Bindungsstelle fiir die Viren auflerhalb des aktiven Zentrums liegt. Neueste
Untersuchungen diskutieren APN/CD13 auch als moglichen Rezeptor fiir das SARS-

. 2021
Virus™



Tab. 1: Eigenschaften und Funktion von APN/CD13

Name und Protease Familie/ Expression Endogene Substrate
Synonyme Substratspezifitit
APN (CD13) Familie M1 ubiquitér; hoch in: MCP-1, Leu- und
EC3.4.11.2 Epithelzellen der Met-Enkephalin,
Alanin-Aminopeptidase N proximalen Tubuli der | Somatostatin, MSH,
Mikrosomale H - Xaa - Xaa - Niere, Diinndarm, Neurokinin A,
Aminopeptidase Ala Plazenta, Leber, Tuftsin, Kallidin,
Aminopeptidase M Phe Fibroblasten, Angiotensin III,
Aminopeptidase N Tyr Endothelzellen, Angiotensin IV
Amino-Oligopeptidase Monozyten,

dendritische Zellen,

Granulozyten

In soliden Tumoren wird APN/CD13 eine Rolle bei Prozessen wie Proliferation und
Metastasierung zugeschrieben. Bei Kolonkarzinompatienten zeigte sich eine Assoziation
zwischen APN/CD13-Expression und Tumorstadium. Aullerdem scheint dort APN/CD13
ein prognostischer Marker zu sein, da die APN/CD13-Expression negativ mit der
krankheitsfreien Uberlebenszeit der Patienten korrelierte™. Ebenfalls als prognostischer
Faktor wird APN/CD13 beim Pankreaskarzinom diskutiert: eine hohe APN/CD13-
Expression ging einher mit einer schlechteren Prognose®. Bei Patienten mit einem
Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass die APN/CDI3-Expression im
Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe verstirkt ist**. Im Gegensatz dazu ist
eine  APN/CDI13-Expression beim Nierenzellkarzinom mit einer guten Prognose
assoziiert”. Uber die genaue Funktion oder physiologische Mechanismen, in die
APN/CD13 bei soliden Tumoren involviert sein konnte, herrscht noch Unklarheit. Es
wird eine Rolle bei der Zelladhdsion sowie beim Zell-Zellkontakt bzw. Zell-
Extrazellularmatrix-Interaktion angenommen. So hemmt der APN/CDI13-spezifische
Antikorper WMI15 konzentrationsabhingig den Abbau von Kollagen IV durch
Tumorzellen®. APN/CDI13-spezifische Antikérper sowie APN-Inhibitoren (Bestatin,
Amastatin) hemmen die Invasion einer APN/CD13"-Melanomzelllinie in Matrige127.
Uberexpression von APN/CD13 in einer Melanomzelllinie verstirken Invasivitit und das
metastasierende Potential dieser Zellen?®. Diese Daten sprechen fiir eine Rolle von
APN/CD13 in der Tumorinvasion. Neuere Befunde zeigen eine Funktion von APN/CD13
in der Angioneogenese, da APN/CD13 auf Endothelzellen wéihrend der Kapillarbildung

und durch Angiogenese-fordernde Faktoren verstirkt exprimiert wird”~’. Des Weiteren




konnte durch Hemmung der APN/CD13 via Inhibierung der Angiogenese auch das
Tumorwachstum unterdriickt bzw. durch an APN/CDI13-bindende Zyklopeptide
(CNGRC) ein Tumor-gerichtetes Targeting erzielt werden®’. Uber die Expression,
Regulation und Funktion von APN/CD13 bei Schilddriisenkarzinomen gab es zu Beginn

unserer Untersuchungen noch keine publizierten Daten.

1.4  Autotaxin/Lysophospholipase D

Autotaxin ~ (ATX) ist ein  Membran-Ektoenzym  mit  Phosphodiesterase
I/Nukleotidpyrophosphatase-Aktivitdt und wie neueste Untersuchungen zeigen auch mit
Lysophoypholipase D- Aktivitit. Es gehort strukturell zu einer bisher nur mit wenigen
Vertretern bekannten Proteinfamilie, der u. a. auch das als Plasmazellmarker entdeckte
PC-1 angehort. ATX (125 kD) wurde erstmals als Motilitdt-steigerndes Protein aus
Uberstinden der humanen Melanomzelllinie A2058 isoliert und stimuliert sowohl die

zufillige als auch die gerichtete Beweglichkeit der produzierenden Zellen®>.

Auf dem ,Second International Workshop on Ecto-ATPases and Related
Ectonucleotidases®, Diepenbeek, Belgien, 1999, wurde folgende Nomenklatur fiir die

Ekto-Phosphodiesterasen vorgeschlagen:

E-NPP Familie (ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family):

e NPP-1 PC-1 (Plasmazell-Glykoprotein-1)
e NPP-2 Autotaxin, PD-la
e NPP-3 gpl30 " PD-IB, B10

Diese Enzyme sind Typ-II-Membranproteine (Abb. 4). Es sind losliche Varianten
beschrieben worden, und sie konnen Phosphodiesterbindungen von Nukleotiden und
Nukleinsduren sowie Pyrophosphatbindungen von Nukleotiden und Nukleosiden
hydrolysieren wie z. B. 3°,5’-cAMP zu AMP, ATP zu AMP und P;, ADP zu AMP und P;

oder NAD" zu AMP und Nicotinamidmononucleotid™>.



The PC-1 protein family

ATP CA
gp1307°"** (rat) I 0 1
PC-1 (human, murine) I H I |
Autotaxin (human) | H Il |
Autotaxin (rat) I I |

plasma extracellular

membrane

SOM: somatomedin B-like domains; CAT: catalytic domain of
phosphodiesterases/nucleotide pyrophosphatases; CA: Ca* -binding
EF-hand domain; ATP: putative Mg-ATP binding site.
Asterisk indicates RGD-tripeptide; triangle: indentified site of proteolytic
cleavage leading to soluble protein. Spacing lines were used to arrange
homologous regions between members of the protein family.

taken from: H Deissler et al; FASEB J. 13, 657-666 (1999)
Abb. 4: Struktur von Mitgliedern der E-NPP-Familie

Die kurzen intrazelluliren Doménen von ATX und PC-1 sind deutlicher verschieden als
der sonstige gesamte Molekiilaufbau. Nur gp130%5'*® hat hier eine KKDSLKR-Sequenz,
die einen potentiellen Serin-Phosphorylierungsort trigt, was die Beteiligung an der
Signaliibertragung vermittels einer cAMP-abhédngigen Proteinkinase moglich erscheinen
lasst. Somatomedin-B-Doménen finden sich auch in Molekiilen wie Vitronektin, einem
Zell-Substratum-Adhédsionsvermittler. Die Wechselwirkungen erfolgen iiber die RGD-
Sequenz der Somatomedin-B-Dominen und Integrinen. Die durch die EF-Schleife
moglicherweise sich ergebende Ca’"-Bindungsfihigkeit ist fir ATX bisher nicht
nachgewiesen worden.

TER \ind als um 52

ATX kann in 2 Splicevarianten vorkommen: als Splicevariante ATX
Aminosduren lingere ATXM*-Variante. ATX'™ zeigt 94 % Homologie zu ATXM",
Expressionsanalysen mittels Northernblots ergaben ein Vorkommen von ATX in
Tumorzellen (Melanom, Teratokarzinom), aber auch in Normalgewebe wie Hirn,
Plazenta, Ovar und Diinndarm. Geringere Expression war zu verzeichnen in Niere,

Prostata, Testis, Pankreas, Kolon, Lunge. Dagegen war die ATX-Expression in Leber,

Herz, Milz, Thymus nur schwach®*.



Die Aminosdure Threonin 210 im katalytischen Zentrum ist essentiell sowohl fiir die
Phosphodieesteraseaktivitit als auch fiir die Stimulierung der Motilitdt™. Deissler und
Mitarbeiter beschrieben 1999, dass nach Transfektion von gpl30%2'* einem Mitglied
der NPP-3-Familie, in NIH-3T3-Fibroblasten und in andere Zellen zytologische
Anderungen nachweisbar waren und dass gliale Markerproteine exprimiert wurden.
Transfizierte Zellen verhielten sich invasiver als Kontrollzellen®®. Des Weiteren wurde
die Autotaxin-Expression in humanen Bronchialepithelzellen und in Non-Small-Cell-
Lungenkarzinomen mittels RT-PCR, Northern Blotting und in situ-Hybridisierung
nachgewiesen. 58 % der Karzinomzellen zeigten eine Uberexpression von ATX-
mRNA?. Yang et al. beschrieben die verstirkte ATX-mRNA-Expression besonders in
undifferenzierten Bronchialkarzinomen und konnten ATX-mRNA in B-Lymphozyten
nachweisen. Sie postulieren eine Rolle von ATX bei neoplastischer Transformation und
Tumorprogression. Besonders interessant sind die Ergebnisse von Nam et al., die Auto-
taxin als Tumormotogen beschreiben und zeigen, dass in ras-transformierten und ATX-
exprimierenden Fibroblasten eine Verstirkung der tumordhnlichen Eigenschaften sowie
des metastasierenden Potentials erfolgt **. Untersuchungen der Arbeitsgruppe um M.
Stracke beschreiben ATX zusitzlich als Angiogenese-stimulierenden Faktor”. Die
funktionelle Bedeutung von ATX als Tumormotogen und Angiogenese-stimulierender
Faktor fand 2002 eine Erkldrung durch die Entdeckung, dass ATX zusitzlich zur
Phosphodiesterase/Nukleotidaseaktivitit eine Lysophospholipase D-Aktivitit besitzt. Das
als Substrat dienende Lysophosphatidylcholin (LPC) wird durch ATX zum lange
bekannten bioaktiven Phospholipid-Mediator Lysophosphatidsiure (LPA) gespalten***!,
wobei LPA nach Bindung an entsprechende Rezeptoren Chemotaxis, Reorganisation des

Zytoskeletts und Zellproliferation beeinflusst** (Abb. 5).
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Abb. 5: Mogliche Funktionen von ATX

Auf der Basis dieser Erkenntnisse kann angenommen werden, dass ATX {iber die
autokrine und parakrine Produktion von LPA zu Tumormotilitit, Invasivitit und
Proliferation beitrdgt. Neueste Untersuchungen ergaben aufBlerdem, dass ATX mit der
Hydrolyse von Spingosylphosphorylcholin (SPC) zu Spingosinphosphat die Spaltung
eines negativen Regulators der Migration katalysieren kann™. Fiir beide
Enzymaktivitdten (LysoPLD bzw. PDE) ist ein katalytisches Zentrum mit T210, H316,
H360 und H475 als essentiellen Aminosduren verantwortlich, wiahrend die Histidine
H243, H298, H453 sowie H587 fiir die LysoPLD-Aktivitdt keine Rolle spielen (Abb.
6)*. AuBerdem zeigten Gijsbers et al., dass im Gegensatz zu den NPP1- und NPP3-
Familienmitgliedern, die eine verstirkte Nukleotidase/Pyrophosphataseaktivitat
aufweisen, ausschlieSlich ATX als Mitglied der NPP2-Familie eine hohe LysoPLD-
Aktivitit besitzt*.
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Abb. 6: Schematischer Aufbau der bekannten ATX Dominen ¥’

Wie in Abb. 5 und 6 dargestellt ist, gibt es nahe der Zellmembran eine Spaltstelle, an der
ATX durch eine bisher unbekannte Protease abgespalten und dadurch als 16sliches ATX

im Zellkulturiiberstand gefunden wird*®.

Neben der oben erwéhnten Expression im Melanom, Bronchial- und Non-Small-Cell-
Lungenkarzinom ist eine Autotaxinexpression im Nieren-, Leber-, Mammakarzinom

. 49-52
beschrieben

. Uber die Expression, Regulation und Funktion von ATX beim
Schilddriisenkarzinom gab es zu Beginn unserer Untersuchungen keine publizierten

Daten.
1.5 Dipeptidylpeptidase 1VV/CD26

Dipeptidylpeptidase IV (DPIV)/CD26 (EC 3.4.14.5) ist eine Ektopeptidase, die die
Freisetzung von N-terminalen Dipeptiden aus Oligo- und Polypeptiden bevorzugt mit
Prolin, Hydroxyprolin oder mit einer geringeren Effizienz Alanin in der vorletzten
Posititon katalysiert™>*. Die DPIV/CD26-cDNA kodiert ein Protein mit 766
Aminosduren und 9 potentiellen Glykosylierungsstellen. Abbot et al. untersuchten die
detaillierte genomische Organisation des DPIV/CD26-Gens mit der Lokalisation auf
Chromosom 2q24.3 und der Zusammensetzung aus 26 kleinen Exonen>.
Untersuchungen zur Expression von DPIV/CD26 ergaben die ubiquitdre Verteilung mit
einer starken Expression in Diinndarm, Niere und Leber’®. DPIV ist identisch mit dem
Leukozyten-Differenzierungsantigen CD26°°®. Im hidmatopoetischen System ist
DPIV/CD26 auf T-Zellen, aktivierten B- und NK-Zellen zu finden. Innerhalb des
gastrointestinalen Systems scheint die Hauptfunktion von DPIV/CD26 die Freisetzung
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von Prolin-haltigen Dipeptiden zu sein®. Pauly et al. zeigten auch die enzymatische
Aktivitit von DPIV/CD26 gegeniiber Mitgliedern der Glukagon-Peptid-Familie®.
Inhibierung der DPIV-Aktivitdt verstirkt die Insulinsekretion und verbessert die
Glukosetoleranz in verschiedenen Tiermodellen fiir den Typ II-Diabetes®'. Neue Studien
zur Suche nach Substraten von DPIV/CD26 zeigten auch DPIV-Aktivititen gegeniiber
Chemokinen (z.B. RANTES, Eotaxin, SDF-a), Wachstumsfaktoren oder
Neuropeptiden®®. Auf Grund der Fihigkeit von DPIV/CD26 zur Bindung an
extrazellulire Matrixproteine (ECM), wie Fibronektin, Kollagen I und III, spielt es eine
Rolle bei Zell-Zell- und Zell-ECM-Interaktionen®*’. In Lymphozyten kann CD26 als ein
kostimulatorisches ~ Molekiill  fungieren = durch die Interaktion —mit der
Proteintyrosinphosphatase CD45%. 1993 wurde die Interaktion von DPIV/CD26 mit der
Adenosindeaminase (ADA) identifiziert, einem Enzym, das die Umwandlung von
Adenosin und Deoxyadenosin zu Inosin bzw. Deoxyinosin katalysiert und wéhrend der
malignen Transformation von Melanozyten verringert exprimiert wird®”. Auf
Lungenepithelzellen exprimierte DPIV/CD26 ist via Fibronektin als Ligand fiir die
Adhision und damit den Metastasierungsvorgang von Brusttumorzellen verantwortlich’.
Dieser Prozess ist durch losliche DPIV/CD26 und durch Antikorper gegen DPIV/CD26
bzw. Fibronektin hemmbar. Im Kontext der malignen Transformation beim Melanom
scheint die Rolle von DPIV/CD26 zweiseitig zu sein: auf der einen Seite wurde gezeigt,
dass die maligne Transformation von Melanozyten zum Melanom mit dem Verlust von
DPIV/CD26 einhergeht’', auf der anderen Seite erfolgte nach Uberexpression von

72-73 .
. Beim

DPIV/CD26 in Melanomzellen die Unterdriickung des malignen Phénotyps
kleinzelligen Lungenkarzinom wird DPIV/CD26 mit Tumorsuppression in Verbindung
gebracht’®. In Prostatakarzinomen ist die Expression von DPIV/CD26 im Vergleich zur
benignen Prostatahyperplasie erhoht””. In Tumoren scheint DPIV/CD26 generell ein
Differenzierungsmarker zu sein, da frilhe und differenzierte Tumoren eine starke
DPIV/CD26-Expression bzw. DPIV-Aktivitit zeigen, aber die Tumorprogression mit
einem DPIV/CD26-Verlust wie z. B. bei Gliomen® oder Schilddriisentumoren
einhergeht. Normale Schilddriisen exprimieren DPIV/CD26 nicht, dagegen zeigen
differenzierte Schilddriisentumoren, wie follikuldre und papillire Karzinome oder
Hiirthel-Zellen, eine starke DPIV/CD26-Expression, anaplastische Schilddriisentumoren
wiederum verlieren die Fahigkeit zur DPIV/CD26-Expression’*’. DPIV/CD26 wird wie

auch Thyroidperoxidase als diagnostischer Marker fiir FTC empfohlen®'.
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1.6 Fragestellung
Das Ziel der vorliegenden Forschungsarbeiten war neben der Untersuchung der basalen
Expression der Ektoenzyme APN/CDI13 und ATX im Schilddriisenkarzinom die
Beantwortung der folgenden Fragen:
- Gibt es eine Korrelation der basalen Expression von APN/CDI13 und ATX mit
dem Differenzierungsgrad beim Schilddriisenkarzinom?
- Kann die Expression von APN/CD13 sowie von ATX durch Zytokine oder
Wachstumsfaktoren in Schilddriisenkarzinomzelllinien reguliert werden?
- Hat die Expression von APN/CD13 bzw. ATX funktionelle Bedeutung
hinsichtlich der Beeinflussung von Proliferation, Motilitdt und Invasivitét?
- Welche Gene sind nach Expression von APN/CD13 und ATX reguliert?
- Gibt es Zielgene, die durch APN/CD13 und ATX gemeinsam in ihrer Expression
verdndert werden?
- Wie sieht die Expression der gemeinsamen APN/CD13- und ATX-Targetgene im

Gewebematerial von Schilddriisenkarzinompatienten aus?
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2. Zusammenfassung der eigenen Ergebnisse zur Rolle von Ektoenzymen in
Karzinomen der humanen Schilddrise

2.1 Aminopeptidase N/CD13 beim Schilddriisenkarzinom

2.1.1 Expression und Regulation von APN/CD13 beim Schilddriusenkarzinom

Erste  Daten  iiber die  Expression von  APN/CD13  wurden an
Schilddriisenkarzinomzelllinien gewonnen. Es wurden die follikuldren Zelllinien FTC-
133, FTC-236, FTC-238 sowie die papilldre Zelllinie BCPAP als differenzierte Zellen als
auch die den undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen zuzuordnenden Linien SW1736,
C643, Hth74 hinsichtlich der APN/CD13- als auch der DPIV/CD26-Expression auf
mRNA-Ebene mittels Real-Time RT-PCR sowie auf Proteinebene mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Es  zeigte sich, dass differenzierte
Schilddriisenkarzinomzellen eine starke DPIV/CD26-Expression aber eine geringe oder
keine APN/CDI13-Expression aufweisen, wihrend dagegen undifferenzierte
Schilddriisenkarzinomzellen sich durch eine starke APN/CD13- und eine geringe
DPIV/CD26-Expression auszeichnen. Dieses Expressionsverhalten konnte sowohl auf

RNA- als auch auf Proteinebene beobachtet werden®?.

Um die Ergebnisse der Untersuchungen mit Schilddriisenkarzinomzelllinien zu
verifizieren, wurde der mRNA-Gehalt von APN/CD13 sowie DPIV/CD26 in
Gewebematerial (je n = 10) von Patienten mit follikuldren, papilliren bzw.
undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen und als Vergleich mit Struma nodosa
quantifiziert. Es konnte das an Zelllinien gewonnene Ergebnis bestdtigt werden: die
APN/CD13-mRNA-Expression ist in undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen stérker
als in differenzierten Karzinomen und im Vergleichsmaterial Struma nodosa.

2. Aus diesen Daten kann

DPIV/CD26 zeigte dagegen ein umgekehrtes Verhalten®
spekuliert werden, dass es sich bei APN/CD13 um einen Marker der Dedifferenzierung
beim Schilddriisenkarzinom handelt, dessen Expression mit einer Tumorprogression

einhergeht (Abb. 7).
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Tumorprogression

DPIV/CD26 ? APN/CD13
APN/CD13 _+ DPIV/CD26
differenzierte undifferenzierte
Schilddriisenkarzinome Schilddriisenkarzinome

Abb. 7: Modell des Expressionsverhaltens der Ektopeptidasen APN/CDI3 und
DPIV/CD26 beim Schilddriisenkarzinom

Um Informationen iiber die Regulation von APN/CD13 zu bekommen, wurde die
undifferenzierte Schilddriisenkarzinomzelllinie SW1736 mit Zytokinen (IL-18, IL-4, IL-
6, TGF-B, TNF-a) und Wachstumsfaktoren (EGF, bFGF, FCS) behandelt. Nach 24 h
zeigte sich eine Verstarkung der APN/CD13-mRNA-Expression durch die Zytokine IL-
6, TNF-o und IL-4. EGF und bFGF konnten ebenfalls die APN/CD13-mRNA-Menge
erhohen, wihrend die Zugabe von 10 % FCS eine Inhibierung der Expression

82
verursachte™.

Untersuchungen der APN/CDI13-Promotoraktivitdt ergaben, dass wie erwartet in
Schilddriisenkarzinomzellen der epitheliale Promotor aktiv ist und dass der Enhancer die
Aktivitit verstirken kann. In der Zelllinie 1736 konnte mittels Dual-Luciferase-Assay
gezeigt werden, dass sowohl IL-6 als auch EGF eine Erhohung der Promotoraktivitit
bewirken. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der erhohte mRNA-APN/CD13-
Gehalt nach Stimulation mit IL-6 bzw. EGF in einer verstirkten transkriptionellen

Aktivitit begriindet ist*.

2.1.2 Funktion von APN/CD13 beim Schilddriisenkarzinom

Fiir die funktionellen Studien wurde die Zelllinie FTC-133 ausgewihlt, da diese Zellen
auf ein primdres FTC zuriickzufiihren sind und sie sich durch eine geringe endogene
APN/CDI13-Expression auszeichnen. APN/CD13 wurde in den pEGFP-Vektor kloniert
und in FTC-133-Zellen transfiziert. Mittels Verdiinnungstechnik und G418-Selektion
wurden stabil APN/CD13 exprimierende Zellen, die als FTC-133 APN-GFP bezeichnet
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wurden, erhalten. Als Kontrollzellen (FTC-133 GFP) wurden Transfektanten mit dem
Leervektorkonstrukt generiert (Abb. 8).

FTC-133 GFP FTC-133 APN-GFP

Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der stabilen Transfektanten. FTC-133
GFP Kontrollzellen zeigen eine homogene griine Farbung. Die APN/CD13-
exprimierende Zellen des Klons FTC-133 APN-GFP exprimieren APN/CDI13
als Fusionsprotein mit dem Griinen-Fluoreszierenden-Protein (GFP) und zeigen
eine bevorzugt membranstindige Fluoreszenz.

Untersuchungen der Motilitdit der APN/CDI3-iiberexprimierenden FTC-133-Zellen
zeigten, dass sie schneller in einem Transwell-Migrations-Assay durch eine 8§ um grof3e
Poren tragende Membran wandern konnen als die GFP-exprimierenden Kontrollzellen.
Die Migration war durch Bestatin, einen kompetitven Inhibitor der Enzymaktivitét als
auch durch einen Antikdrper (WM15), der das aktive Zentrum von APN/CD13 blockiert,

82
hemmbar™.

Mit Hilfe eines Koloniebildungs-Assays konnten  Aussagen iiber das
Wachstumsverhalten der transfizierten Zellen im Soft-Agar gewonnen werden.
Untransfizierte FTC-133-Zellen bildeten nach vier Wochen Kolonien von ca. 50 pm
Durchmesser, GFP-Kontrolltransfektanten von ca. 100 pm, aber APN-iiberexprimierende
Zellen von 200 - 500 pm Durchmesser (Abb. 9). Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass APN/CD13 das »anchorage-independent Wachstum der

Schilddriisenkarzinomzellen verstarkt.
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FTC-133 wt FTC-133 GFP
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Abb. 9: Analyse des Koloniebildunsverhaltens der transfizierten FTC133-Zellen mittels
Soft-Agar-Assays. Die untransfizierten Zellen (FTC-133 wt) sowie die Klone
FTC-133 GFP als auch FTC-133 APN-GFP wurden im Soft-Agar eingesit,
nach 4 Wochen mittels Iod-Nitro-Tetrazoliumchlorid angefdarbt und
mikroskopisch aufgenommen und vermessen.

Nach diesen Erkenntnissen, dass APN/CDI13 mit einer erhohten Motilitdt als auch
Invasivitit assoziiert ist, sollten Gene identifiziert werden, die in ihrem
Expressionsverhalten nach APN/CD13-Transfektion verdndert sind. Als Screening-
Methode wurde eine Microarray-Analyse (Chip U133A) mittels Affymetrix-Chip-
Technik am Institut fiir Immunologie der Universitdt Rostock durch Herrn Dr. Koczan

durchgefiihrt.
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Abb. 10: Untersuchung der differentiellen Genexpression zwischen GFP-transfizierten
und APN/CDI13-transfizierten FTC-133-Zellen (Array-Analyse mittels
Affymetrix-Chip U133A): Verteilung der Anzahl der nach APN/CDI13-
Uberexpression regulierten Gene. Schwarz dargestellt sind herunterregulierte
Gene, dagegen sind hochregulierte Gene rot dargestellt. Der Schwellenwert
wurde bei einer zweifachen Verédnderung der Expression gesetzt.

Wie in Abb. 10 dargestellt, gibt es 807 zweifach bis vierfach, aber auch neun iiber
zwanzigfach in ihrer Expression verdnderte Gene. Unter den stark hochregulierten Genen
befindet sich aber nicht APN/CD13, obwohl diec APN/CD13-mRNA im Klon FTC-133
APN-GFP ungefihr 800mal starker exprimiert ist als in den Kontrollzellen. Der Grund
dafiir liegt in der Auswahl der fiir die Hybridisierung auf den Chip aufgebrachten
Oligonukleotide, die bevorzugt im 3’ untranslatierten Bereich des Genes liegen und im

zur Transfektion verwendeten Expressionsvektor nicht vorhanden sind.

Die Microarray-Methode wurde als Screening-Verfahren benutzt, um aus tiber 22.000
Genen und Expressed Sequence Tags die nach APN/CD13-Uberexpression differentiell
regulierten Gene zu identifizieren. Die differentielle Genexpression wurde mit
zusétzlichen Methoden wie Real-Time RT-PCR, FACS-Analyse oder Western Blotting
in den hergestellten Transfektanten hinsichtlich ihrer endogenen Expression in

Schilddriisenkarzinomzelllinien oder Patientenmaterial verifiziert.
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Unter 2.1.1 wurde dargestellt, dass in undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen die
APN/CDI13-Expression stirker ist als in den differenzierten Schilddriisenkarzinomen,
aber DPIV/CD26 ein umgekehrtes Verhalten zeigt. Die Microarray-Analyse ergab, dass
in den APN/CDI3-iiberexprimierenden Transfektanten die DPIV/CD26-Expression
(0,3fach) im Vergleich zum FTC-133 wt (1,0fach) erniedrigt ist. Transfektion einer
siRNA spezifisch fiir APN/CDI13 in C643-Zellen, die eine hohe endogene APN/CD13-
Expression aufweisen, erniedrigte die Expression von APN/CD13 und war in der Lage,
die DPIV/CD26-mRNA-Expression zu erhdhen®. Abb. 11 zeigt die Silencingwirkung
der ausgewihlten fir APN/CD13-spezifischen siRNA am Beispiel der APN/CDI3-

Transfektanten.

siLucl

Abb. 11: Transfektion von siRNA spezifisch fiir Luciferase (siLuci; als Kontrolle
mitgefiihrt), fiir GFP (siGFP) sowie fiir APN/CD13 in FTC-133 APN-GFP-
Zellen. Die Kontrolltransfektion (control) erfolgte nur mit den Reagenzien aber
ohne siRNA-Zugabe. In der Kontrolle wie auch nach Transfektion von
Luciferase-spezifischer siRNA sieht man deutlich die membranstindige
APN/CD13-Féarbung. Die siRNA spezifisch fiir GFP zeigt wie die siAPN-RNA
einen Silencing-Effekt, da APN/CDI13 als Fusionsprotein mit dem GFP
exprimiert wird. Bei beiden siRNAs ist die membranstindige APN/CD13-
Expression schwicher, was mittels FACS-Analyse bestétigt werden konnte.

Des Weiteren wurden Gene verifiziert, die mit Steigerung/Inhibierung von Proliferation

und Differenzierung in Beziehung gebracht werden. Mittels Real-Time RT-PCR konnte
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bestitigt werden, dass in APN/CDI13-transfizierten FTC-133-Zellen ME491/CD63
(0,37fach) bzw. NDRGI1 (0,68fach) in ihrer Expression im Vergleich zur nicht
transfizierten Kontrolle (1,0fach) erniedrigt sind®. Das Melanoma-assoziierte Antigen
ME491/CD63 gehort zur Familie der Tetraspanine, kann mit Integrinen in
Wechselwirkung treten und wird in Zusammenhang mit der Suppression von
Tumorprogression und Metastasierung gebracht™*®. Das N-myc-Downstream-Regulated
Gene-1 (NDRG-1) wurde urspriinglich als Gen identifiziert, das bei der zelluldren
Differenzierung exprimiert wird. In Tumoren ist die NDRG-1-Expression oft erniedrigt®”
% Transfektion einer APN/CDI13-spezifischen siRNA bewirkte wie bei DPIV/CD26
schon beobachtet, die Steigerung der ME491/CD63- als auch der NDRG-1-mRNA-
Expression in C643-Zellen. Die APN/CD13-assoziierte Erniedrigung der Expression von
ME491/CD63 wie auch von NDRG-1 unterstiitzen die Hypothese, dass die APN/CD13-
Expression bei der Schilddriise mit Tumorprogression in Zusammenhang gebracht

werden muss.

Nach APN/CD13-Uberexpression differentiell-exprimierte Gene, die in der Microarray-
Analyse detektiert und mit zusitzlichen Methoden verifiziert werden konnten, sind in

Tab. 2 zusammengefasst.
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Nr. | Symbol Name Acc.-Nr. Chip |QPCR |FACS/ |Bemerkung
West.
Blot
1 |DPIV/ Dipeptidyl- M80536 -14,7 0,31 0,65 Serin-Protease
CD26 peptidase IV
2 | Seprase Fibroblast U76833 -7,4 10,23 n.d. Serin-Protease
activation
protein-a
Seprase
3 | Adlican Adlican AF245505 [-4,1 (0,1 n.d. Zelladhésions-
protein
4 |NDRGI1 N-myc down- NM -2 0,68 n.d. Differen-
regulated gene-1 | 006096 zierungs-
marker
5 |TAALG6 Tumor- M90657 -4,5 10,30 n.d. Transmembran
assoziiertes 4 Superfamilie
Antigen L6
6 |ME491/ melanoma 1 NM -2 0,37 0,8 Transmembran
CD63 antigen 001780 4 Superfamilie
7 |BDKRB2 |Bradykinin- NM 27 12 T Signal-
rezeptor B2 000623 Transduktion
8 |CD33 CD33 Antigen |NM 18,2 (44 2,13 Myeloisches
001772 Differen-
zierungs-
antigen
9 |IFI27 interferon, NM 15,4 (22,1 n.d. Proliferations-
alpha-inducible | 005532 marker
protein 27
10 ALK anaplastic NM 7,8 8,8 n.d. Tyrosinkinase
lymphoma 004304
kinase

Tab.2: Ausgewihlte differentiell-exprimierte Gene nach APN/CD13-Uberexpression in

FTC 133-Zellen im Vergleich zu GFP-transfizierten Kontrollzellen.

Die Daten der Chip-Analyse zeigen die Anderungen der Fluoreszenzintensitit der
APN/CDI13-Transfektanten zu den GFP-Transfektanten. Die Daten der Spalte Q-
PCR stehen fiir Real-time-RT-PCR-Messungen, die die Anderungen der RNA-
Expression des jeweiligen Gens im Vergleich zu wt FTC-133-Zellen (1,0) zeigen.
Die Verifizierungen erfolgten in verschiedenen Klonen zu unterschiedlichen
Kultivierungszeiten. Die Daten der FACS-Analyse stehen fiir Anderungen der
mittleren  Fluoreszenzintensitdit im Vergleich zur Kontrolltransfektante.
Ergebnisse der Western Blot-Analyse wurden mit einem Pfeil dargestellt.
Himweis: Gene, die sowohl durch APN/CD13 als auch durch ATX reguliert
werden, sind in Tab. 3 zusammengestellt.
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Unter den APN/CDI13-Targetgenen befindet sich eine Reihe von Genen, die mit
Tumorprogression in Verbindung gebracht werden. Das Interferon-a-induzierbare
Protein 27 (IFI-27) spielt eine Rolle bei der epithelialen Proliferation’’, die Rezeptor-
Tyrosin-Kinase ALK ist in Siganltransduktion, Proliferation und Apoptoseinhibition
involviert®, der Bradykininrezeptor B2 kann das Tumorwachstum modulieren’, Adlican
hat eine Funktion in der Zelladhision’® und das Tumor-assoziierte Antigen L6 verstirkt
die Invasivitit™.

Diese genannten Gene konnten erstmalig als APN/CD13-Targetgene identifiziert werden.
Des Weiteren ist fiir diese APN/CDI13-Zielgene noch keine Assoziation mit dem

Schilddriisenkarzinom beschrieben worden.

2.2 Autotaxin beim Schilddrusenkarzinom
2.2.1 Expression und Regulation von Autotaxin beim Schilddrisenkarzinom

Wie bei den Untersuchungen zur Expression von APN/CDI13 wurden sowohl die
follikuldren Zelllinien FTC-133, FTC-236, FTC-238 sowie die papillire Zelllinie BCPAP
als differenzierte Zellen als auch die den undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen
zuzuordnenden Linien SW1736, C643, 8305, 8505C hinsichtlich der ATX-mRNA-
Expression mittels Real-Time RT-PCR analysiert. Es konnte in allen untersuchten
Zelllinien ATX-mRNA nachgewiesen werden, wobei die undifferenzierten Zelllinien
SW1736, C643 sowie 8505 die hochsten ATX-mRNA-Mengen aufwiesen.
Quantifizierung der ATX-mRNA-Expression im Gewebematerial (je n = 10) von
Patienten mit FTC, PTC bzw. UTC und als Vergleich mit Struma nodosa zeigte die
hochsten ATX-Transkriptmengen in UTC, gefolgt von PTC und FTC. Die geringsten
ATX-mRNA-Gehalte wurden im Strumen-Material gemessen’®. Hier fallen Parallelititen
zwischen der APN/CD13- und der ATX-Expression auf: beide Ektoenzyme konnen als

Marker der Dedifferenzierung beim Schilddriisenkarzinom diskutiert werden.

Untersuchungen der Regulation der ATX-Expression wurden mit der undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomzelllinie SW1736 durchgefiihrt. Die Zytokine IL-1f8, IL-4 und
TGF-B bewirkten eine verringerte ATX-mRNA-Expression. Dagegen konnten EGF und
bFGF die ATX-Transkription steigern”.
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2.2.2 Funktion von Autotaxin beim Schilddriisenkarzinom

Um Informationen {iber die Funktion von ATX beim Schilddriisenkarzinom zu
bekommen, wurde die Zelllinie FTC-133 mit einem ATX-Expressionsvektor (pcDNA
3.1 V5-His) stabil transfiziert. Wie in der Einleitung dargelegt, wird ATX
membranstindig exprimiert, aber durch proteolytische Spaltung extrazelluldr freigesetzt.
So konnte in den ATX-iliberexprimierenden FTC-133-Transfektanten (FTC-133 ATX)
das ATX-Protein im konzentrierten Zellkulturiiberstand mittels Western Blotting mit
einem ATX-spezifischen Antikorper (von Frau Dr. M. Stracke, Bethesda, USA zur
Verfiigung gestellt) detektiert werden. FTC-133 ATX-Zellen zeigten auch eine hohere
LysoPLD-Aktivitdt, die mittels zweistufigen Enzymtests gemessen wurde, im Vergleich
zu FTC-133 GFP-Kontroll-Transfektanten. Im konzentrierten Uberstand wird erst LPC
zu LPA und Cholin gespalten, das dann in der zweiten Stufe mittels Cholinoxidase/
Peroxidase in ein photometrisch detektierbares Chinonimin umgesetzt wird’®. Mittels
Messung des Bromdesoxiuridin-Einbaus wurde die Proliferation der transfizierten Zellen
iiber einen Zeitraum von 6 Tagen verfolgt. Es zeigte sich eine hohere Proliferationsrate
bei den ATX-iiberexprimierenden FTC-133-Zellen im Vergleich zu den

Kontrolltransfektanten”.

ATX wurde urspriinglich als motilitdtssteigerndes Molekiil beim Melanoma identifiziert.
Mittels Transwell-Migrationsassays wurde die Motilitdt der Transfektanten durch eine
Membran mit einer Porengréfe von 8 pm gemessen (Abb. 12). Die FTC-133 ATX-
Zellen waren ca. 3mal schneller als die FTC-133 GFP-Kontrollzellen. Das bedeutet, dass
ATX die autokrine Motilitdt steigert. Des Weiteren wurde die parakrine Wirkung von
ATX auf verschiedene Target-Zellen getestet. ATX ist in der Lage, sowohl die Motilitét
der Zellen der Zelllinien FTC-133, -236 und -238 als auch der undifferenzierten Linie
SW1736 zu steigern’®. Somit hat ATX nicht nur einen autokrine sondern auch eine

parakrine Wirkung auf die Zellmotilitdt der Schilddriisenkarzinomzellen.
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Abb. 12: Transwell-Migrationsassay: die Zellen wurden auf der Oberseite des Transwells
eingesit und nach 24 h mittels Toluidinblau—Farbung auf der Unterseite der
Membran angefédrbt. Die 8 um Poren der Membran sind als kleine hellblaue
Locher zu sehen.

Auch fiir ATX sollten Gene identifiziert werden, die in ihrem Expressionsverhalten nach
Transfektion eines ATX-Expressionsvektors in die Zelllinie FTC-133 verdndert sind. Als
Screening-Methode wurde wie fiir APN/CD13 die unter 2.1.2 beschriebene Microarray-
Analyse (Chip U133A) mittels Affymetrix-Technik durchgefiihrt.
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Abb. 13:  Untersuchung der differentiellen Genexpression zwischen GFP-transfizierten
und ATX-transfizierten FTC-133-Zellen (Array-Analyse mittels Affymetrix-
Chip UI133A): Verteilung der Anzahl der nach ATX-Uberexpression
regulierten Gene. Schwarz dargestellt sind herunterregulierte Gene, dagegen
sind hochregulierte Gene rot dargestellt. Der Schwellenwert wurde bei einer
zweifachen Verdanderung der Expression gesetzt.

Die  Uberexpression von ATX induziert zahlreiche Veréinderungen im
Genexpressionsmuster im Vergleich zur Kontrolle. Es konnten 449 schwach regulierte
Gene (Expressionsverdnderung zwei- bis vierfach) sowie 42 stark regulierte Gene (iiber
zwanzigfach) detektiert werden (Abb. 13). Nach den Ergebnissen der Chip-Analyse ist in
den FTC-133 ATX-Transfektanten die ATX-mRNA sechsfach mehr vorhanden als in
den FTC-133 GFP-Transfektanten. Quantifizierung der ATX-mRNA in den FTC-133-
ATX-Zellen zu verschiedenen Zeiten in unterschiedlichen Klonen mittels Real-time RT-
PCR ergaben eine Uberexpression von 5- bis 20fach im Vergleich zu den

Kontrolltransfektanten bzw. den wt FTC-133-Zellen.

Die Mikroarraydaten zeigten, dass ATX Verdnderungen in der Expression von
Interleukin (IL)-8 sowie von ICAM-1/CD54 hervorruft®®. Mittels quantitativer RT-PCR

konnte bestétigt werden, dass in den ATX-liberexprimierenden Zellen die mRNA-Menge
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des Chemokins IL-8 2,5fach stirker ist als in den Kontrollzellen. Die erhohte IL-8-
Genaktivitdt konnte in der erhohten LysoPLD-Aktivitdt begriindet sein, da das LPC-
Spaltprodukt LPA die Genexpression von pro-angiogenen Faktoren wie IL-8 oder VEGF
aktivieren kann. Das ,,intercellular adhesion molecule® ICAM-1/CD54 ist durch ATX in
seiner Genaktivitdt erniedrigt (0,37fach) im Vergleich zur Kontrolle. Das
Zelloberflachen-Glykoprotein ICAM-1/CD54 ist ein Adhésionsmolekiil und spielt bei
Zell-Zell-Interaktionen eine Rolle. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass nach
ATX-Transfektion in die FTC-133-Zellen, die Expression von Molekiilen der Cancer-
Testis-Antigen (CTA)-Familie GAGE verringert wird (Abb. 14).
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Abb. 14: Verringerung der Expression des Tumor-assoziierten Antigens GAGE nach
ATX-Uberexpression. Linke Seite: Messung der GAGE-mRNA-Expression
mittels Real-Time RT-PCR in FTC-133 wt-Zellen sowie den transfizierten
Zellen FTC-133 GFP und FTC-133 ATX. Rechte Seite oben: Zelllysate der
myeloischen Kontrollzellen K562 (Spur 1), der FTC-133 wt-Zellen (Spur 2),
der FTC-113 GFP-Kontrolltransfektanten und der FTC-133 ATX-Zellen
wurde in einem 4-12%igen PAA-Gel aufgetrennt und mittels GAGE-7B-
spezifischem Antikorper entwickelt. Rechte Seite unten: Detektion der Aktin-
Expression als Nachweis der gleichen Gelbeladungsmengen.

Wie in Abb. 14 gezeigt, ist in FTC-133 wt-Zellen die Expression von GAGE auf RNA-
und auf Proteinebene nachweisbar. Mit ATX-Uberexpression und damit Zunahme von
Proliferation, Motilitdt und Invasivitit der FTC-133-Zellen wird die GAGE-Expression
inhibiert. Die Funktion von den GAGE-Familienmitgliedern ist nicht bekannt, aber sie
konnen als CTA durch autologe zytotoxische T-Zellen erkannt werden. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass ATX-exprimierende FTC-133-Zellen schlechter durch das

Immunsystem erkennbar sind.
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2.3 Gemeinsame APN/CD13- und AT X-spezifische Targetgene im

Schilddrisenkarzinom

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass beide Ektoenzyme sowohl APN/CD13 als
auch ATX ein #hnliches Expressionsverhalten wie auch bei Uberexpression #hnliche
Wirkungen zeigen. Beide sind im UTC stérker exprimiert als im FTC oder PTC und
beide zeigen nach Transfektion in die Zelllinie FTC-133, dass sie mit einer erhohten
Motilitit und Invasivitit assoziiert sind. Deshalb sollten Targetgene gefunden werden,
die durch beide Ektoenzyme gemeinsam in ihrer Genaktivitit verdndert sind. Dazu
wurden die Daten der Microarray-Analysen mit Hilfe der Software ,,EvA* (Evaluierung
von Affymetrix-Daten) miteinander verglichen. Die Software ,,Eva® wurde in meiner
Arbeitsgruppe von den Bioinformatikern I. Poschl, S. Bongard, A. Gro3 und D. Esser im
Rahmen mehrerer Praktika entwickelt. Nach ATX-Uberexpression (794 ATX-regulierte
Gene) sind weniger Gene insgesamt in ihrer Expression im Vergleich zu APN/CDI13
(1168 APN/CDI13-regulierte Gene) verdndert. Gemeinsame APN/CD13- und ATX-
Targetgene wurden mittel Real-Time-RT-PCR verifiziert. In die Verifizierung wurden
zusitzlich stabile Transfektanten der Zelllinie FTC-133, die mit einem  pTej-
Expressionsvektor fiir 16sliche APN/CD13 (sAPN; freundlicherweise von L. Vogel,
Kopenhagen, Danemark zur Verfiigung gestellt)’’, einbezogen. Die erhaltenen FTC-133
sAPN-Zellen exprimieren APN/CDI13 ohne die zytoplasmatische und die

Membranverankerungsdomine (Abb. 15).

e W

L

Abb. 15: Nachweis der Expression von membranstindiger sowie von loslicher
APN/CD13 mittels Western Blottings. Das Zelllysat der transfizierten Zellen
FTC-133 APN-GFP sowie des konzentrierten Uberstandes der Zellen FTC-
133 sAPN wurde in einem 7 %igen PAA-Gel aufgetrennt und mittels
APN/CD13-spezifischem Antikoérper (Klon B-F10, Neomarkers) entwickelt.
Spur 1, 5: Zelllysat von zwei unterschiedlichen APN/CD13-Klonen; Spur 2,
4: Zelllysat der FTC-133-GFP-Kontrollzellen; Spur 3: zehnfach konzentrierter
Uberstand der FTC-133 sAPN-Zellen. Die Expression des membranstindigen
APN/CD13-Proteins erfolgt in mehreren Glykosylierungsvarianten.
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Die Untersuchungen mit den FTC-133 sAPN-Zellen sollten Einblicke in die moglichen
Signalwege von APN/CD13 geben, ndmlich ob die enzymatische Aktivitit von
APN/CD13 oder die membranverankerte Expression des Molekiils fiir die differentielle

Genexpression verantwortlich sind. In Tab. 3 sind die verifizierten gemeinsamen

APN/CD13- und ATX-Targetgene zusammengestellt.

Tab. 3: Ausgewihlte gemeinsame APN/CD13- und ATX-Targetgene

Nr | Symbol | Name Acc.- |Chip |Chip |QPCR |QPCR |QPCR |Bemerkung
Nr. APN [ATX | APN SAPN |ATX
1 |TFF Thyroid D507401-2,37 |-2,65 |0,70 1,02 0,38 Transkriptions-
transcript- faktor
tional Differenzierungs
factor-1 -marker
2 |CNTN- | Contactin- | NM -14,5 (-2,2 10,33 1,06 0,7 GPI-verankertes
6 6 014461 Protein,
Zelladhésion
3 |LUM |Lumican |NM -17 -4,4 10,19 2,51 0,27 Proteoglykan,
002345 Interaktion mit
Kollagen
4 |S100 S100A3 NM -12 |-10 10,55 0,54 0,34 Kalzium-
002960 bindendes
Protein
5 |CRLF- |Cytokine |NM 187 (179 6,6 1,2 472 Signaltrans-
1 rceptor- 004750 duktion
like factor

Die Tabelle zeigt ausgewéhlte differentiell exprimierte Gene, die sowohl nach
APN/CD13- als auch nach ATX-Uberexpression in FTC-133-Zellen im Vergleich zu
GFP-transfizierten Kontrollzellen reguliert werden. Die Daten der Chip-Analyse zeigen
die Anderungen der Fluoreszenzintensitit der APN/CD13- bzw. ATX-Transfektanten zu
den GFP-Transfektanten. Die Daten der Spalte Q-PCR stehen fiir Real-Time-PCR-
Messungen, die die Anderungen der RNA-Expression des jeweiligen Gens in
APN/CD13-Transfektanten, Transfektanten mit 16slicher APN/CD13 (sAPN) und in
ATX-Transfektanten im Vergleich zu FTC-133 GFP-Zellen (1,0) zeigen. Die
Verifizierungen  erfolgten in  verschiedenen Klonen zu  unterschiedlichen
Kultivierungszeiten.

Als gemeinsames schilddriisenspezifisches Targetgen, das sowohl nach APN/CDI13 als
auch nach ATX-Uberexpression in seiner Expression verringert ist, konnte der
schilddriisenspezifische Transkriptionsfaktor (Thyroid transcriptional factor-1, TTF-1)

detektiert ~werden. TTF-1 gilt neben Pax-8 als Hauptregulator der

Schilddriisendifferenzierung’™. Die Verringerung der TTF-1-Expression geht mit der

Dedifferenzierung beim Schilddriisenkarzinom einher. Im UTC ist TTF-1 oft nicht mehr
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nachweisbar’”*'%

. Quantifizierungen der TTF-1-mRNA-Expression in Patientenmaterial
bestitigten die geringe TTF-1-Genexpression (Abb. 16). Somit konnten APN/CD13 und
ATX iber die Inhibierung der TTF-1-Expression zur Dedifferenzierung beim
Schilddriisenkarzinom beitragen. Fiir die APN/CD13-vermittelte Anderung der
Expression von TTF-1 scheint die enzymatische Aktivitdt von APN/CD13 nicht nétig zu
sein, da Transfektion der Idslichen APN/CDI13 keine Anderung der TTF-1-mRNA-

Menge hervorruft.
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Abb. 16: Relative Quantifizierungen der TTF-1-mRNA-Expression in Patientenmaterial
(FTC n = 8; PTC, UTC, Struma nodosa je n = 10) mittels Real-Time-PCR. Es
werden die Anderungen der TTF-1-mRNA-Expression im Vergleich zur
Zelllinie FTC-133 (1,0) angegeben. (** P < 0,01 im Vergleich zum
Kontrollgewebe von Patienten mit Struma nodosa)

Als nicht-schilddriisenspezifische Gene, aber sowohl durch APN/CD13 als auch durch
ATX in ihrer Genaktivitit regulierbar und in Zelladhédsions- und Interaktionsprozesse
eingebunden, wurden Contactin-6 und Lumican verifiziert. Beide Molekiile sind nach
Uberexpression von APN/CD13 oder ATX in FTC-133-Zellen in ihrem RNA-Gehalt
erniedrigt. Contactin-6 ist ein GPI-verankertes Membranprotein, das als neurales
Adhisionsmolekiil beschrieben wurde'®'. Transfektion der 16slichen APN/CDI13
verursacht im Gegensatz zur membranstindigen Variante keine Verdnderung der

Contactin-6-mRNA-Expression.
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Abb.17: Relative Quantifizierungen der Contactin 6-mRNA-Expression in
Patientenmaterial (je n = 10) mittels Real-time RT-PCR. Es werden die
Anderungen der Contactin 6-mRNA-Expression im Vergleich zur Zelllinie
FTC-133 (1,0) angegeben. (* P < 0,05; ** P < 0,01 im Vergleich zum
Kontrollgewebe von Patienten mit Struma nodosa)

Erstmalig konnten wir zeigen, dass der Contactin 6-mRNA-Gehalt in Geweben von
Patienten mit Schilddriisenkarzinomen deutlich verringert ist im Vergleich zum
Kontrollgewebe von Patienten mit Struma nodosa (Abb. 17). Des Weiteren ist die
Contactin-mRNA-Expression im UTC signifikant geringer als die Expression in FTC
und PTC. Somit kdnnte Contactin-6, erstmalig identifiziert als gemeinsames APN/CD13-

und ATX-Targetgen, als neuer Marker fiir Schilddriisenkarzinome diskutiert werden.

Lumican gehort zur Familie der kleinen Leuzin-reichen Proteoglykane. Eine verringerte
Lumican-Expression im Tumor geht mit einer schlechteren Prognose einher'*>'®.
Transfektion der 16slichen APN/CDI13 verursacht im Gegensatz zur membranstdndigen
Variante eine Erhohung der Lumican-mRNA-Expression. Quantifizierungen der
Lumican-mRNA-Expression in Patientenmaterial zeigten eine geringere Lumican-
Genexpression im Kontrollgewebe Struma nodosa im Vergleich zum Patientenmaterial
aus FTC, PTC und UTC. Diese Expressionsidnderungen sind aber nicht signifikant und

zeigen eine breite Streuung (Abb. 18).
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Abb.18: Relative Quantifizierungen der Lumican-mRNA-Expression in
Patientenmaterial (je n = 10) mittels Real-time RT-PCR. Es werden die
Anderungen der Lumican-mRNA-Expression im Vergleich zur Zelllinie FTC-
133 (1,0) angegeben.

S100A3, ein Kalzium-bindendes Protein mit einem hohen Cystein-Anteil (10 von 101
Aminosduren), ist ein weiteres gemeinsames APN/CD13- und ATX-Targetgen in FTC-
133-Zellen, das in seiner Expression gegeniiber den FTC-133 wt verringert wird.
Interessanterweise scheint fiir die Regulation von SI00A3 die enzymatische APN/CD13-
Aktivitdt wichtig zu sein, da sowohl die membranstindige Form von APN/CD13 als auch
die 16sliche Variante die S100A3-mRNA-Expression verringern. Uber die S100A3-
Funktion im Tumorgeschehen gibt es nur wenig Informationen. S100A3 ist im
Astrozytom exprimiert'** und zeigt eine inverse Korrelation zur Tumorprogression beim
Mammakarzinom'”. Die Quantifizierung der S100A3-mRNA-Expression im

Patientenmaterial zeigte eine erhohte Expression in FTCs und UTCs (Abb. 19).
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Abb.19: Relative  Quantifizierungen  der  S100A3-mRNA-Expression  in
Patientenmaterial (je n = 10) mittels Real-time RT-PCR. Es werden die
Anderungen der S100A3-mRNA-Expression im Vergleich zur Zelllinie
FTC-133 (1,0) angegeben. (* P < 0,05 im Vergleich zum Kontrollgewebe von
Patienten mit Struma nodosa)
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Der ,,Cytokine receptor-like factor” (CRLF1) konnte als einziges APN/CD13- und ATX-
Targetgen, das in seiner Expression gegeniiber den nicht transfizierten Kontrollzellen
erhoht ist, detektiert werden. CRLF1 ist ein sezerniertes Protein, das Homologie zu den
Zytokin-Typ-I-Rezeptoren zeigt. Rekombinantes CRLF zeigt die Tendenz zur Bildung
von kovalent verbundenen Di- und Tetrameren, so dass eine Funktion als 16slicher
Rezeptor oder Teil eines Rezeptorkomplexes diskutiert wird'®. Es gibt bis jetzt keine
Hinweise in der Literatur auf eine Funktion von CRLF1 im Tumorgeschehen. Wie in
Abb. 20 dargestellt ist die CRLF1-mRNA-Expression in Geweben von Patienten mit
FTC und UTC niedriger exprimiert als in PTC und im Kontrollgewebe. Die Daten zeigen
allerdings eine breite Streuung, so dass fiir weiterfiilhrende Aussagen ein groBeres

Patientenkollektiv untersucht werden miisste.
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Abb. 20: Relative Quantifizierungen der CRLF1-mRNA-Expression in Patientenmaterial
(je n = 10) mittels Real-time RT-PCR. Es werden die Anderungen der CRLF1-
mRNA-Expression im Vergleich zur Zelllinie FTC-133 (1,0) angegeben.
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3. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit den Ektoenzymen APN/CD13 und ATX hin-
sichtlich ihres Einflusses auf Dedifferenzierung, Invasivitit und Transformation beim
Schilddriisenkarzinom. Unsere Untersuchungen sollten einen Beitrag zur Klirung der
Rolle dieser Ektoenzyme im Prozess der Schilddriisenkarzinogenese liefern. Es konnte
gezeigt werden, dass sowohl APN/CDI13 als auch ATX in undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomzelllinien stirker exprimiert sind als in differenzierten Zelllinien.
Ahnliche Daten wurden fiir die mRNA-Expression in Patientengewebe gewonnen.
Dagegen zeigte die Ektopeptidase DPIV/CD26 ein umgekehrtes Verhalten. Fiir
DPIV/CD26 war aus der Literatur bekannt und konnte durch eigene Daten bestétigt
werden, dass sie in PTC und FTC stirker als in UTC und dem Kontrollgewebe Struma
nodosa exprimiert ist. Aus diesen Ergebnissen wurde postuliert, dass es sich bei
APN/CDI13 und ATX um Marker der Dedifferenzierung beim Schilddriisenkarzinom

handelt und ihre Expression mit einer Tumorprogression einhergeht (Abb. 21).

Tumorprogression

I)
DPIV/CD26 - APN/CD13
APN/CD13 —-} ATX
ATX DPIV/CD26
differenzierte undifferenzierte
Schilddrisenkarzinome Schilddrisenkarzinome

Abb. 21: Modell der Ektoenzym-Expression beim Schilddriisenkarzinom.

Um Informationen iiber die Funktion von APN/CDI3 wund ATX im
Schilddriisenkarzinom zu gewinnen, wurden stabile Transfektanten der Zelllinie FTC-
133, die sich durch einen geringen endogenen Gehalt der beiden Ektoenzyme
auszeichnet, hergestellt. Nach Uberexpression von APN/CD13 verhalten sich die Zellen
motiler und invasiver, sind aber in ihrem Proliferationsverhalten nicht verdndert. Es
konnte erstmalig gezeigt werden, dass die APN/CDI13-Uberexpression mit einer
verdnderten Expression von Zelladhdsionsmolekiilen (Adlican), Tetraspaninen (CD63,
TAALG) oder Differenzierungs- und Proliferationsmarkern (NDRG-1, IF127) u. a. (siche
Tab. 2) assoziiert ist. Fiir alle diese Molekiile sind bisher in der Literatur noch keine

Funktionen im Schilddriisenkarzinom beschrieben. Interessanterweise konnte das Modell
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in Abb. 21 bestitigt werden, denn die Uberexpression von APN/CD13 geht mit einer
Verringerung der DPIV/CD26-Genaktivitdt einher. FAP/Seprase, ebenfalls ein Mitglied
der DPIV/CD26-Serin-Proteasefamilie, ist auch in seiner Expression erniedrigt. Zu
Beginn unserer Untersuchungen ist bekannt gewesen, dass DPIV/CD26 in den
differenzierten Formen des Schilddriisenkarzinoms stark exprimiert ist. Uber die
Expression von FAP/Seprase im Schilddriisenkarzinom gab es keine Daten. Bei der
Migration von Fibroblasten sind DPIV/CD26 und FAP/Seprase in einem Komplex in den

"7 Beim Mammakarzinom fordert FAP/Seprase das Wachstum

Invapodien organisiert
der Zellen und verstirkt die Bildung von GefiBen'®. Fiir APN/CDI13 gibt es auch
widerspriichliche Aussagen in der Literatur hinsichtlich ihrer Rolle im Tumorgeschehen.
Beim Schilddriisen-, Kolon-, Pankreas-, und Prostatakarzinom ist APN/CDI13 mit
Tumorprogression verbunden, wohingegen beim Ovarialkarzinom die Uberexpression
von APN/CD13 die Invasion in Matrigel unabhingig von der enzymatischen Aktivitét
inhibiert'®. Es liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Funktion der entsprechenden
Ektopeptidasen vom jeweiligen Zelltyp und wahrscheinlich auch vom Umgebungsmilieu
beeinflusst wird. So ist APN/CDI13 auf aktivierten Endothelzellen bei der
Tumorvaskularisierung stark exprimiert, dagegen auf ruhenden Endothelzellen nicht. Die
endotheliale APN/CD13-Expression kann die Invasion und Morphogenese der

exprimierenden Zellen beeinflussen®”' '’

Im Tumor ist die Inhibierung der Genexpression, also das Stilllegen von Genen, oft mit

11l g
. Fur

einer Hypermethylierung der CpG-Inseln im entsprechenden Promotor verbunden
DPIV/CD26 konnte kiirzlich gezeigt werden, dass das Gen dieser Ektopeptidase in der
Brustkrebszelllinie MCF-7 und auch in Tumormaterial von Patienten mit Brustkrebs
hypermethyliert vorkommen kann. Behandlung der MCF-7-Zellen mit dem
Demethylierungsagenz  5-Aza-2’-Deoxycytidin  bewirkte die Reexpression von
DPIV/CD26'">. Wie oben gezeigt ist beim Schilddriisenkarzinom mit zunehmender
Dedifferenzierung die Expression von DPIV/CD26 verringert. Eigene unverdffentlichte
Daten zeigen, dass bei der undifferenzierten Schilddriisenkarzinomzelllinie Hth74 CpG-
Inseln im DPIV/CD26-Promotor hypermethyliert sind und deshalb die DPIV/CD26-
Expression verringert ist. Nach Behandlung der Hth74-Zellen mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin
konnte eine sechs- bis neunfache Steigerung der DPIV/CD26-mRNA-Expression
quantifiziert werden. Somit gibt es Hinweise, dass die verringerte DPIV/CD26-

Expression beim UTC durch eine Hypermethylierung im Promotor begriindet sein kann.
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Bei Uberexpression von ATX in der Zelllinie FTC-133 zeigten die Transfektanten wie
die APN/CDI13-Transfektanten eine hohere Invasivitit, eine verstirkte Proliferation, und
ATX stimulierte die autokrine und parakrine Motilitdit von Tumorzellen. ATX ist wie
APN/CDI13 in die differentielle Genexpression von bisher funktionell nicht mit dem
Schilddriisenkarzinom assoziierten Genen involviert, wobei die bekannt gewordenen
Funktionen des Genprodukts in jedem Fall fiir das Tumorwachstums- oder
Metastasierungsverhalten von Bedeutung sind. So ist die Expression des Chemokins IL-8
erhoht, aber die des Adhédsionsmolekiils ICAM1/CD54 erniedrigt. Ebenfalls verringert ist
die Genexpression von Mitgliedern der GAGE-Familie (GAGE2-7), die zu den Tumor-
assoziierten Antigenen gehoren und durch autologe zytotoxische T-Zellen erkannt
werden konnen und deshalb tumor-immunologisch gesehen interessante Molekiile
darstellen. Untersuchungen von Anja Seifert aus meiner Arbeitsgruppe zeigten, dass die
Uberexpression von ATX in der Zelllinie FTC-238 zu einer Erhéhung der GAGE-
Expression fiihrt. Bei FTC-133 handelt es sich um Zellen eines Patienten mit einem
primiren FTC, bei FTC-238 um eine Lungenmetastase des rezidivierten Tumors des
gleichen Patienten. Andere Tumor-assoziierte Antigene wie MAGE-A1 und BAGE sind
nach ATX-Transfektion in FTC-238 auch erhoht (A.S., unverdffentlicht). Offensichtlich
gibt es funktionelle Unterschiede von ATX in der Primérzelllinie FTC-133 und ihrer
Metastase FTC-238 hinsichtlich der Regulation von Tumor-assoziierten Antigenen. Die
unterschiedliche Expression von Cancer-Testis-Antigenen wie MAGE, GAGE und
BAGE konnte Konsequenzen fiir die Therapie haben. Fiir MAGE und GAGE konnte
gezeigt werden, dass ihre Uberexpression mit einer erhohten Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika wie Paclitaxel und Doxorubicin verbunden ist, dagegen trat bei

Topotecan und Cisplatin kein Resistenzphanomen auf'"’.

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen war es, gemeinsame Zielgene von
APN/CD13 und ATX beim Schilddriisenkarzinom zu identifizieren, um die Pathogenese
dieser Erkrankung besser verstehen zu konnen. Als gemeinsame APN/CD13 und ATX-
Targetgene konnten der schilddriisen-spezifische Transkriptionsfaktor TTF1, das GPI-
verankerte Contactin-6, das Adhédsionsmolekiil Lumican, das Kalzium-bindende Protein
S100A3 sowie der Cytokin receptor-like Factor identifiziert und verifiziert werden. Nur
fir TTF-1 gibt es unter den APN/CDI13- und ATX-Targetgenen bis jetzt eine
Beschreibung in der Pathogenese des Schilddriisenkarzinoms. TTF-1 ist ein 38 kDa
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grof3es nukledres Protein, das die Transkription von schilddriisen-spezifischen Genen wie
Thyreoglobulin und Thyroperoxidase aktiviert. TTF-1 spielt bei der frithen
Differenzierung und Morphogenese der sich entwickelnden Lunge und Schilddriise eine
Rolle und gilt als Marker beim Lungenkarzinom, da eine starke TTF-1-Expression mit

M43 Die Uberexpression von APN/CD13 sowie von

einer besseren Prognose korreliert
ATX verursacht eine Inhibierung der TTF-1-Expression, die dann die verringerte
Expression schilddriisenspezifischer Gene zur Folge hat. Uber diesen mehrstufigen
Prozess konnten APN/CD13 und ATX zu Dedifferenzierung und Tumorprogression beim

Schilddriisenkarzinom beitragen (Abb. 22).

ATX APN/CD13
Enzymatische Lokalisation in
Enzymatische Aktivitat: s Membranmikrodomanen
Aktivitat: Spaltung und : ) (clustering und
Spaltung von LPC zu Modifikation Umverteilung)
LPA (chemotaktische, »hot spots” der
vasoaktive und Signaltransduktion
Neuropeptide)

v 2

Gemeinsame Targetgene:
TTF-1, S100A3, CNTNSG,
Lumican, CRLF1

'

Tumorprogression

Abb. 22: Modell der Funktion von APN/CD13 und ATX beim Schilddrisenkarzinom

Ektoenzyme konnen auf mindestens zwei Wegen in die Regulation von Signalprozessen
und Genaktivitit eingreifen. Auf der einen Seite kann das durch ihre enzymatische
Aktivitdt erfolgen, die die Spaltung und Modifikation von Substraten bewirkt. Auf der
anderen Seite kann eine direkte Signaltransduktion iiber die Ektoenzyme vermittelt

werden. Fiir APN/CD13 konnten beide Seiten, wie in Abb. 22 dargestellt, in Betracht



36

gezogen werden. Die enzymatische Aktivitit von APN/CDI3 scheint fiir die
differentielle Expression von S100A3 wichtig zu sein, da sowohl die membransténdige
als auch die l16sliche APN/CD13 nach Transfektion in FTC-133-Zellen die
Herunterregulation des Targetgens bewirken. Eine direkte Signalwirkung konnte durch
die  Lokalisation des Ektoenzyms in  Membranmikrodoménen  erfolgen.
Membranmikrodoménen zeichnen sich durch eine selektive Anreicherung von
Glykosphingolipiden, Sphingomyelin und Cholesterol aus. Auflerdem zeigen sie eine
Anreicherung  von  GPI-verankerten = Membranmolekiilen, = Molekiilen  der
Signaltransduktionskaskaden sowie Kalziumkanilen und sind somit an der Organisation
und Kompartimentierung von Signalwegen beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass
Contactin/F3 als GPI-verankertes Glykoprotein mit Membranmikrodoménen assoziiert
ist''. Contactin-6, ebenfalls ein GPI-verankertes Molekiil und aus der gleichen Familie
stammend, ist ein Targetgen von APN/CD13. Fiir APN/CD13 konnte eine Assoziation
mit Membranmikrodoménen bei Fibroblasten-dhnlichen Synoviozyten und Monozyten
nachgewiesen werden''”''*. In Monozyten bewirken APN/CD13-spezifische Antikorper
eine Freisetzung von intrazellulirem Kalzium sowie die Phosphorylierung von MAP-

9 Da APN/CDI13 nur einen kurzen intrazelluliren Teil aus acht Aminosiuren

Kinasen
mit einem Tyrosin an fiinfter Stelle enthdlt, ist die direkte Verbindung von APN/CD13
und Signaltransduktion nur iiber einen ,cross talk” in den Membranmikrodoméinen
denkbar. Als ein spezifisches APN/CD13-Targetgen konnte der Bradykininrezeptor B2
mit einer verstirkten Expression in FTC-133 APN-GFP-Zellen detektiert werden (Tab.
2). Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Bradykininrezeptors bewirkt eine
Lokalisation in Membranmikrodominen sowie induziert Signalantworten wie die
Aktivierung der PLCy und die Freisetzung von Kalzium-Ionen, die iiber den EGF-
Rezeptor vermittelt werden. Als Adaptor zwischen Bradykininrezeptor und EGF-
Rezeptor fungiert die Src-Kinase'>. Somit spielen Membranmikrodoménen, in denen
auch Ektoenzyme wie APN/CDI13 lokalisiert sein konnen, bei der Organisation von
Signalkomplexen eine essentielle Rolle. Fiir ATX gibt es bis jetzt keinen Hinweis, dass
dieses Ektoenzym in Membranmikrodomanen lokalisiert sein kann. Anja Seifert aus
meiner Arbeitsgruppe hat die Expression von ATX nach stabiler Transfektion in die
Zelllinie FTC-238 untersucht. Sie wies nach, dass zwar Flotillin-2 als Markermolekiil in
den Membranmikrodoménen zu finden ist, aber ATX nicht. Damit ist wahrscheinlich

ATX nach Transfektion in die Zelllinie FTC-133 auch nicht mit Membranmikrodoménen
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assoziiert. Es wird deshalb vermutet, dass Verdnderungen in der Genexpression nach

ATX-Uberexpression iiber die enzymatische Aktivitit erfolgen (Abb. 22).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ektoenzyme APN/CD13 und ATX zeigen
ebenfalls nach Uberexpression eine Beeinflussung von Zellmotilitit und differentieller
Genexpression. Dieses Wissen um neu identifizierte Zielgene, die in der Pathogenese des
Schilddriisenkarzinoms eine Rolle spielen, konnte zur Entwicklung eines
Schilddriisenkarzinom-spezifischen Microarrays genutzt werden. Diese Microarrays oder
Biochips konnten auf der einen Seite bei der Karzinom-Klassifizierung und auf der
anderen Seite bei der Pharmakogenomik Anwendung finden. Die Analyse von
Genexpressionsmustern konnte mit dem Ansprechen oder Nichtansprechen auf eine
Therapie korreliert werden und damit individuelle Reaktionen auf Therapeutika beurteilt
werden. Auf diese Weise wire es moglich, Forschungsergebnisse in klinisch relevante

Informationen zu verwandeln.
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4, Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Ektoenzyme Aminopeptidase N und
Autotaxin hinsichtlich ihres Einflusses auf Dedifferenzierung, Invasivitit und
Transformation beim  Schilddriisenkarzinom  untersucht. Aminopeptidase N
(APN)/CD13 (EC 3.4.11.2) ist eine Ektopeptidase mit einem Zink-abhingigen aktiven
Zentrum, die im Tumorgeschehen mit Tumorinvasion, Metastasierung und
Angioneogenese in Zusammenhang gebracht wird. Durch APN/CDI13 ist bei
Endothelzellen ein Tumor-gerichtetes Targeting moglich. Die enzymatische Aktivitat
16slicher APN/CD13 ist u.a. im Serum von Tumorpatienten erhoht. Uber die Rolle von
APN/CD13 beim Schilddriisenkarzinom gab es keinerlei Informationen vor den hier
vorgelegten Untersuchungen. Autotaxin (ATX) ist ein Membran-Ektoenzym, das
urspriinglich als Motilitéts-steigerndes Protein beim Melanom beschrieben wurde. ATX
besitzt neben  Phosphodiesterase  I/Nukleotidpyrophosphatase-Aktivitit  auch
Lysophospholipase-D-Aktivitit und kann Lysophosphatidylcholin (LPC) zu
Lysophosphatidsiure (LPA) spalten. Uber die Expression, Regulation und Funktion von
ATX bei Schilddriisenkarzinomen existierten zu Beginn der Arbeit ebenfalls keine

Daten.

Eigene Untersuchungen mit kultivierten differenzierten Schilddriisenkarzinomzelllinien
(FTC-133, -236, -238) ergaben, dass diese Zellen kaum APN/CD13 exprimieren. Ein
umgekehrtes Verhalten zeigen die undifferenzierten Linien C643, SW1736, die eine sehr
starke Expression von APN/CD13 aufweisen. Untersuchungen der APN/CD13-mRNA-
Expression in Geweben von Patienten mit Schilddriisenkarzinom bzw. Struma nodosa
bestitigen die verstirkte APN/CD13-mRNA-Expression in undifferenzierten vs.
differenzierten Karzinomgeweben. FTC-133 Zellen, die stabil ein APN-GFP-
Fusionskonstrukt exprimieren, zeigen eine héhere Motilitdt und die verstirkte Fahigkeit
zum ,,anchorage-independent” Wachstum im Vergleich zu den Kontrollzellen, die mit
einem GFP-Kontrollvektor transfiziert wurden. Untersuchungen der differentiellen
Genexpression nach Uberexpression von APN/CD13 mittels Microarray (Affymetrix-
Chip U133A) ergaben eine Vielzahl von Genen, die sowohl in ihrer Expression verstirkt
als auch erniedrigt werden u.a. Ektoproteasen (Dipeptidylpeptidase IV/CD26, Seprase),
Tumor-assoziierte Antigene (Tumorassoziiertes Antigen L6), Zelladhdsionsmolekiile

(Adlican), Marker der Differenzierung (NDRG-1, CD33), Signaltransduktionsmolekiile
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(Bradykininrezeptor B2, Anaplastische Lymphomakinase). Knock-down der endogenen
APN/CD13-Expression mittels siRNA in C643-Zellen, die eine hohe endogene
APN/CD13-Expression aufweisen, flihrt zu einer erhohten Expression von DPIV/CD26,
CD63 und NDRG-1.

Fiir ATX konnte wie fiir APN/CD13 gezeigt werden, dass dieses Molekiil verstarkt in
undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen exprimiert ist. Uberexpression von ATX in
FTC-133-Zellen resultiert in einer erhohten Proliferation, einer Verstdrkung der
autokrinen und parakrinen Motilitdt von Tumorzellen und ist ebenfalls mit differentieller
Genexpression verkniipft. ATX-Uberexpression verursacht die mRNA-Erhéhung des
chemotaktisch wirkenden und Angiogenese-stimulierenden Zytokins IL-8, dagegen ist

die Expression des Adhésionsmolekiils CD54/ICAM vermindert.

Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, dass sowohl APN/CD13 als auch ATX als Marker der
Dedifferenzierung beim Schilddriisenkarzinom diskutiert werden miissen. Beide
Ektoenzyme sind mit einer Tumorprogression assoziiert. Diese Schlussfolgerungen
werden durch das erstmalige Auffinden und Verifizieren gemeinsamer APN/CD13- und
ATX-Targetgene wie das GPI-verankerte Protein Contactin-6, das Zelladhdsionsmolekiil
Lumican, das Kalzium-bindende Protein S100 A3 und der Cytokin Rezeptor-Like Factor
gestiitzt. Besonders interessant ist Contactin-6, da dessen Expression im Gewebematerial
von Patienten mit Schilddriisenkarzinom deutlich verringert ist im Vergleich zum
Kontrollgewebe von Patienten mit Struma nodosa. Somit kann Contacin-6 als neuer
Marker beim Schilddriisenkarzinom diskutiert werden. Als gemeinsames Zielgen konnte
ebenfalls der schilddriisenspezifische Transkriptionsfaktor TTF-1 identifiziert werden,
der nach Uberexpression von APN/CD13 sowie von ATX verringert exprimiert wird.
Uber TTF-1 kénnten APN/CD13 und ATX in einem mehrstufigen Prozess der
Schilddriisenkarzinogenese zu Dedifferenzierung und Tumorprogression beim

Schilddriisenkarzinom beitragen.

Die vorliegenden Analysen zeigen die funktionelle Bedeutung von Ektoenzymen wie
APN/CDI13 und ATX hinsichtlich der Pathogenese beim Schilddriisenkarzinom. Offen
sind aber noch Fragen hinsichtlich der endogenen Substrate von APN/CDI13, der
Signalweiterleitung von der Zellmembran zum Zellkern sowie der Regulation der

Ektoenzymexpression beim Schilddriisenkarzinom.
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