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11..  EEiinnlleeiittuunngg  

  
1.1 Die APP-Genfamilie 

 

Das Amyloid-Vorläufer-Protein (amyloid precursor protein, APP) ist eines der wichtigsten 

Proteine, das bei der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit eine Rolle spielt. Dieses Protein 

ist evolutionär hoch-konserviert und ist Mitglied einer Gen-Superfamilie, zu der insgesamt 17 

Gene zugeordnet werden können (Coulson et al., 2000; Collin et al., 2004). Weitere 

Mitglieder sind unter anderem die APP-homologen Gene APLP1 (amyloid precusor-like 

protein 1) und APLP2 (amyloid precusor-like protein 2) sowie die homologen Gene APPL 

aus Drosophila melanogaster und APL-1 aus Caenorhabditis elegans. Von der Perspektive der 

Evolution aus gesehen sind die Gene APPL und APL-1 vermutlich aus einer separaten Linie 

als Vorläufer des APP entstanden. Die Linie der humanen APP-Gen-Familie entwickelte sich 

wahrscheinlich durch zwei Genduplikationen. Die erste Duplikation führte zu den Linien APP 

und preAPLP (APLP2). Das APLP1 spaltete sich später in einer zweiten Genduplikation vom 

APLP2 ab (Coulson et al., 2000). Hierdurch kann man auch die Tatsache begründen, dass 

APP zu APLP2 eine stärkere Homologie aufweist als zu APLP1 (Abb. 1.1 A). Analysen der 

UWGCG (University of Wisconsin Genetic Computer Group) ermittelten, dass die 

Aminosäuren in humanem APLP2 (APLP2763 Isoform) verglichen mit APP (APP751 

Isoform) zu 68% identisch sind (Walsh et al., 2007).  

 

 

1.2 Struktur der APP/APLP-Proteine 

 

Wie bereits erwähnt, zeigen die Proteine der APP-Superfamilie einen hohen Grad der 

Konservierung bezüglich der Aminosäuresequenz auf. Alle drei Genprodukte kodieren für ein 

Typ-I-Transmembranglykoprotein mit einer großen extrazellulären N-terminalen Domäne, 

einer Transmembrandomäne und einem kurzen zytoplasmatischen Teil (C-Terminus) (Kang 

et al., 1987; Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 1993b). Auffällig ist dabei, dass sowohl der 

extrazelluläre als auch der C-terminale Bereich stark konserviert sind, während der Teil der 

Transmembrandomäne, der bei APP die Aβ-Sequenz enthält, in keinem der anderen beiden 

APLPs Homologien aufweist (Bayer et al., 1999; Reinhard et al., 2005).  
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Die extrazelluläre Domäne des APP besteht aus einem Signalpeptid (SP), einer cysteinreichen 

Domäne, sauren Domänen mit Zink- und Kupferbindungsstellen, einer Proteaseinhibitor-

Domäne (kunitz type protease inhibitor domain, KPI) sowie aus einer Ox-2– und 

Kohlenhydrat-Domänen. Das 17 Aminosäure lange SP wird nach Eintritt in das 

endoplasmatische Retikulum (ER) abgespalten. 

An diesen extrazellulären Teil schließt sich die Transmembrandomäne, die mit der APP-

spezifischen Aβ-Sequenz beginnt. Im Zellinneren befindet sich die C-terminale Domäne, die 

mit diversen Interaktionspartnern (wie Fe65, JIP1, Shc, Dab, Mint1) agiert. Viele dieser 

Domänen gleichen sich auch in den APLP, während die Ox2- und vor allem die Aβ-Domäne 

vollständig fehlen.  

Die extrazellulären Domänen von APP und APLP2 enthalten zwei Heparin-Bindedomänen, je 

eine Zink- und eine Kupfer-Bindedomäne, eine KPI-Domäne sowie eine Kollagen-

Bindedomäne. In der extrazellulären Domäne des APLP1 konnten eine Zink-Bindedomäne 

sowie eine C-terminal gelegene Heparin-Bindedomäne identifiziert werden. Spezifisch für das 

APP konnte in der N-terminalen Domäne ein RERMS-Motiv gefunden werden (Abb. 1.1 B). 

In-vitro-Experimente zeigten, dass eine Behandlung mit RERMS-Peptiden sowohl zu einem 

positiven Effekt auf die Proliferation als auch auf das Neuritenwachstum führte (Ninomiya et 

al., 1993; Jin et al., 1994). Anhand von Röntgenkristall-Analysen der N-terminalen Heparin-

Bindedomäne des APP konnte eine Ähnlichkeit zu cysteinreichen Wachstumsfaktoren 

festgestellt werden. Die bereits erwähnte Aβ-Sequenz wird von einer Region kodiert, die im 

C-terminalen Bereich und teilweise im Transmembranen-Anteil liegt. Diese ist essentiell in 

der pathophysiologischen Kaskade der Alzheimer-Krankheit involviert.  
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Abb. 1.1: Die APP-Genfamilie. (A) Der Stammbaum zeigt die frühe Auftrennung in eine APP- und in eine pre-
APLP-Familie, aus der dann APLP1 und APLP2 folgten. Ce, Caenorhabditis elegans (Fadenwurm); Dm, 
Drosophila melanogaster (Taufliege); Dr, Danio rerio (Zebrafisch); Fr, Fugu rubripes (Kugelfisch); Gg, Gallus 
gallus (Haushuhn) ; Hs, Homo sapiens (Mensch); Mm, Mus musculus (Hausmaus); Nj, Narke japonica 
(Zitterrochen); Tf, Tetraodon fluviatilis (Grüner Flusskugelfisch); Xl, Xenopus laevis (Krallenfrosch). 
Modifiziert nach Collin et al. 2004, S. 1909. (B) Schematische Darstellung der drei Mitglieder der humanen  
APP-Genfamilie (APP770, APLP2 763). Grün unterlegte Bereiche weisen einen hohen Grad der Homologie auf. 
In Rot hervorgehoben ist die Aβ-Domäne. SP, Signalpeptid; KPI, Kunitz-Protease-Inhibitor-Domäne, Cu(II), 
Kupfer-Bindungsstelle; Zn(II), Zink-Bindungsstelle; TM, Transmembrandomäne. 
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1.3 Expression der APP/APLP-Proteine 

 

Das auf dem Chromosom 21 lokalisierte humane APP-Gen besteht aus insgesamt 18 Exonen, 

von denen die Exone 7, 8 und 15 alternativ gespleißt werden können. Die mindestens acht 

existierenden Spleißvarianten (APP677, APP695, APP696, APP714, APP733, APP751, 

APP752 and APP770) werden während der Entwicklung als auch in verschiedenen Zelltypen 

unterschiedlich stark exprimiert (Golde et al., 1990; Sandbrink et al., 1997). Dabei konnte 

nachgewiesen werden, dass APP695 (neuronale Isoform) hauptsächlich in Nervenzellen 

vorkommt, während APP751 und APP770 (nicht-neuronale Isoformen) die prädominanten 

Formen in Glia- und peripheren Zellen darstellen. Im Gegensatz zu den nicht-neuronalen 

Isoformen, enthält die neuronale 695-Isoform weder eine KPI-, noch eine Ox-2-Domäne. 

Das auf dem Chromosom 11 lokalisierte APLP2 wird ähnlich wie das APP ubiquitär 

exprimiert (Jacobsen & Iverfeldt, 2009). APLP2-Spleißvarianten entstehen durch alternatives 

Spleißen der Exone 7 und 14. Im Gegensatz zu APP werden besonders im Gehirn APLP2-

Isoformen exprimiert, die eine KPI-Domäne enthalten (Sandbrink et al., 1994). 

Das APLP1-Gen, was auf dem Chromsom 19 liegt, beinhaltet weder eine KPI- noch eine 

Kupfer- Bindungsdomäme (Simons et al., 2002). Im Gegensatz zu APP und APLP2 unterliegt 

das APLP1 keinem alternativen Spleißen (Wasco et al., 1993a; Walsh et al, 2007). 

Interessanterweise kann sowohl in Nerven- als auch in Gliazellen das APLP1 nachgewiesen 

werden. Eine Expression in nicht-neuronalen Zellen hingegen findet nicht statt (Bayer et al., 

1997). 

Für alle drei Familienmitglieder ist nachgewiesen worden, dass sie post-translational 

modifiziert über einen konstitutiven sekretorischen Weg an die Plasmamembran gelangen 

(Weidemann et al., 1989; Buxbaum et al., 1990; Sisodia et al., 1996; Eggert et al., 2004). 

 

 

1.4 Der Metabolismus und die Prozessierung des APP 

 

 

1.4.1 Die Prozessierung des APP 

 

Die APP-Prozessierung trägt einen entscheidenden Teil zur Pathogenese der Alzheimer- 

Krankheit bei. Das APP ist ein integrales Membranprotein, das auf zwei alternativen Wegen 

proteolytisch durch die so genannten Sekretasen gespalten werden kann: der amyloidogene 
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Weg, der zur Entstehung der Aβ-Peptide führt, sowie der anti-amyloidogene Weg, bei dem 

sAPPα entsteht und die Generierung von Aβ-Peptiden verhindert wird (Abb. 1.2). 

 

 

1.4.2 Der amyloidogene Prozessierungsweg 

 

Bei der amyloidogenen Prozessierung des APP wird in einem ersten Schritt von der Aspartat-

Protease BACE1 (β-Sekretase, beta-site APP cleaving enzyme 1) innerhalb der extrazellulären 

Domäne am N-Terminus der Aβ-Sequenz geschnitten. Dabei wird die lösliche N-terminale 

Ektodomäne, die als sAPPβ bezeichnet wird, abgespalten und in den Extrazellularraum 

abgegeben (Vassar et al., 1999). Dieser Prozess wird auch als ectodomain shedding 

bezeichnet. Gleichzeitig wird der membranverankerte Rest, der aus 99 Aminosäuren (C99 

oder β-stub) besteht, durch den γ-Sekretase-Komplex weiter gespalten, was auch als regulated 

intramembrane proteolysis (RIP) bezeichnet wird (Brown et al., 2000; Annaert & De 

Strooper, 2002). Der γ-Sekretase-Komplex, der auch als Proteasom der Zellmembran 

bezeichnet wird, setzt sich aus vier Transmembranproteinen zusammen, PS1 oder PS2 

(presenilin 1 und 2), Nicastrin, Aph-1 (anterior pharynx defective-1) und PEN-2 (presenilin 

enhancer protein) (Ehehalt et al., 2003; Wada et al., 2003; Kopan & Ilagan, 2004). Dadurch 

wird das 4 kDa große Aβ-Peptid generiert, welches eine Länge von 34 bis 42 Aminosäuren 

hat (Thinakaran & Koo, 2008). Ebenfalls entsteht durch diesen Prozess die APP-intrazelluläre 

Domäne (APP intracellular domain, AICD). In vitro konnte nachgewiesen werden, dass 

AICD mit anderen Interaktionsproteinen, wie Fe65 oder der Histon-Acetyltransferase Tip60, 

komplexieren und in den Nukleus translozieren kann. Dort wird vermutet, dass AICD an der 

Modulation von diversen Transkriptionsfaktoren beteiligt ist (Cao & Sudhof, 2004). 

Nachfolgende Studien konnten belegen, dass AICD tatsächlich im Zellkern von primären 

Neuronen nachgewiesen werden kann. Bedingt durch die sehr kurze Halbwertszeit der AICD 

konnte jedoch bislang kein Nachweis in humanem Gewebe erbracht werden (Cupers et al., 

2001). Das Aβ-Peptid wird extrazellulär sezerniert und ist in der Lage, sich zu Oligomeren 

zusammenzuschließen (Walsh et al., 2005). Diese können so genannte Protofibrillen 

ausbilden, aus denen am Ende die charakteristischen Amyloid-Plaques entstehen (Selkoe, 

2001; Haass & Steiner, 2002).  
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1.4.3 Der nicht-amyloidogene Prozessierungsweg 

 

 

Bei der anti-amyloidogenen APP-Prozessierung spielen Metalloproteasen eine zentrale Rolle. 

Unter physiologischen Konditionen verlaufen 90% der APP-Prozessierung über diesen 

Prozessierungsweg. Die so genannte α-Sekretase spaltet das APP zwischen Aminosäure 16 

und 17 (Lysin16 – Leucin17) innerhalb der Aβ-Region, so dass ein großes lösliches Fragment, 

das sAPPα in den Extrazellularraum freigesetzt wird (Anderson et al., 1991; Sisodia, 1992; 

Kojro & Fahrenholz, 2005). Der in der Membran verbleibende Rest, der membranständige C-

Terminus (C83), wird durch den γ-Sekretase-Komplex zu den Fragmenten p340, p342 und 

AICD weiter prozessiert (Haass et al., 1993; Hartmann, 1999). Im Gegensatz zum Aβ-Peptid 

spielen die p3-Peptide keine Rolle bei der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit. 

Als mögliche α-Sekretasen sind ADAM9, ADAM10 und auch TACE (ADAM17) 

beschrieben worden (a disintegrin and metalloproteinase, tumor necrosis factor-α converting 

enzyme). Eine Überexpression von ADAM9 konnte in COS-Zellen zu einer vermehrten 

sAPPα-Produktion führen. Gleichzeitig konnte aber auch festegestellt werden, dass 

rekombinantes APP-Peptid nicht durch ADAM9 an der α-Sekretase-Spaltstelle prozessiert 

wird (Roghani et al., 1999). In Übereinstimmung zeigten ADAM9-knock-out-Mäuse weder 

eine Abnahme der APP-Prozessierung noch einen auffälligen Phänotyp (Weskamp et al., 

2002). Hingegen konnte für ADAM10 sowohl eine konstitutive als auch eine regulierte α-

Sekretase-Aktivität nachgewiesen werden. Eine stabile Überexpression dieser Protease war 

mit erhöhten sAPPα-Spiegeln verbunden, während die dominant-negative Variante mit einer 

Mutation im Zinkbindungsmotiv (katalytisches Zentrum) zu einer deutlichen Erniedrigung der 

α-Sekretase-Aktivität führte (Lammich et al., 1999). In einer aktuellen Studie konnte 

zumindest in primären Neuronen die ADAM10 als prädominante Sekretase identifiziert 

werden. Hier zeigten die Autoren, dass nur durch einen gezielten genetischen knock-down der 

ADAM10-Expression signifikant die sAPPα-Produktion abnahm (Kuhn et al., 2010). Zudem 

konnte in ADAM10-transgenen Mäusen eine verstärkte Aktivität der α-Sekretase und eine 

signifikante Abnahme der Amyloid-Plaques bestätigt werden (Postina et al., 2004).  

Im Gegensatz zum neurotoxischen Aβ-Peptid zeigt das α-Sekretase-Spaltprodukt sAPPα 

wachstumssteigernde und neuroprotektive Eigenschaften (Postina, 2008). Es konnte gezeigt 

werden, dass rekombinantes sAPPα äußerst potent die Proliferation von Fibroblasten steigert 

(Saitoh et al., 1989). In vivo konnte nachgewiesen werden, dass die intraventrikuläre 
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Applikation von sAPPα nicht nur die Synaptogenese, sondern auch deutlich die 

Erinnerungsleistung von Wildtyp-Ratten förderte (Roch et al., 1994).  

Durch diese Beobachtungen wird vermutet, dass der anti-amyloidogene Weg der APP-

Prozessierung der Entwicklung der Alzheimer-Krankheit entgegenwirkt (Saitoh & Mook-

Jung, 1999). 

 

 
 

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der proteolytischen Prozessierung des APP. Dargestellt sind der 
amyloidogene und der anti-amyloidogene Prozessierungsweg. Eingezeichnet sind die Schnittstellen von α 
(alpha-Sekretase), β (beta-Sekretase) und der  γ (gamma-Sekretase). Die Abbildung ist modifiziert nach Haass & 
Steiner, 2002 (S. 557). 
 

 

1.4.4 Der Metabolismus des APP 

 

Ähnlich wie andere Typ-I-Transmembranproteine wird das APP kotranslational in das ER 

transloziert und dort entlang des sekretorischen Weges in den Golgi-Apparat transportiert. 

Nach der Reifung im ER und Golgi-Apparat wird das APP mittels Vesikeln zur 

Plasmamembran weitertransportiert, wo ein Großteil des APP durch die α-Sekretase weiter 
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prozessiert wird (Sisodia, 1992). Wenn eine Prozessierung nicht stattfindet, kann das APP 

zusätzliche Wege, auch recycling pathways genannt, beschreiten und retrograd von der 

Membran zum trans-Golgi-Netzwerk sowie in die Lysosomen, wo eine Degradation 

stattfindet, transportiert werden (Vetrivel & Thinakaran, 2006; Thinakaran & Koo, 2008). So 

gelangt das APP ebenfalls über endosomalen Transport in verschiedene Kompartimente und 

konnte bereits in Mitochondrien nachgewiesen werden (Anandatheerthavarada et al., 2003). 

Während das APP das ER und den Golgi-Apparat durchwandert, wird dieses Protein post-

translational modifiziert. Zu diesen Modifikationen zählt neben einer N- und O-

Glykosylierung auch eine Sulfatierung von Tyrosinresten (Weidemann et al, 1989; Oltersdorf 

et al., 1990; Suzuki et al., 1994).  Abhängig vom Zelltyp wird mindestens eine der beiden 

Glykosylierungsstellen (Asn467 und Asn496 der APP695-Isoform) immer modifiziert. 

Insbesondere die O-Glykosylierung des APP spielt eine wichtige Rolle beim subzellulären 

Transport zur Plasmamembran. Es konnte gezeigt werden, dass nur nach einer O-

Glykosylierung auch ein korrekter Weitertransport und die Prozessierung an der 

Plasmamembran stattfinden konnte (Tomita et al., 1998).  

Unter physiologischen Bedingungen wird das APP meist über das endosomal/lysosomale 

System aufgenommen und dort abgebaut. Wird das APP hingegen fehl-glykosyliert, unter-

glykosyliert oder im ER durch Interaktionsproteine festgehalten, findet eine ER-assoziierte 

Proteindegradation (ERAD, ER-asscociated protein degradation) durch das Proteasom statt 

(Bunnell et al., 1998; Hare, 2001). Folgende Interaktionsproteine sind beschrieben, die direkt 

mit dem APP interagieren und eine Degradation vermitteln können: Das ER-Chaperon 

GRP78/BiP (78 kDa glucose regulated protein/ binding immunoglobulin protein), die ERAD-

assozierte ER-ubiquitin-protein-ligase HRD1 (HMG-CoA reductase degradation protein-1), 

die mitochondriale stress-responsive Serinprotease HtrA2 (high temperature requirement A2) 

und MOCA (modifier of cell adhesion oder auch Dock3 genannt).  

Bereits 1998 konnte GRP78 als selektiver APP-Bindungspartner identifiziert werden. Yang et 

al. (1998) konnten zeigen, das eine Überexpression von GRP78 zu einer Inhibition der APP-

Maturation (Reifung) und Sekretion führte (Yang et al., 1998). Der genaue Mechanismus des 

APP-Abbaus ist aber nach wie vor nicht vollständig geklärt. Allerdings konnte für andere 

Bindungspartner von GRP78 (wie z.B. das Apolipoprotein B100) gezeigt werden, dass nach 

Induktion von GRP78 eine proteasomale Degradation des Zielproteins durch das ERAD-

System vermittelt wird (Qiu et al., 2005). Ebenfalls konnte in einer aktuellen Studie gezeigt 

werden, dass durch eine Überexpression der ERAD-assozierten ER-ubiquitin-protein-ligase 

HRD1 APP ubiquitin-abhängig durch das Proteasom abgebaut wird (Kaneko et al., 2010). In 
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diesem Zusammenhang ist es wichtig anzumerken, dass GRP78 als auch HRD1 essentielle 

Komponenten des ERAD-Systems darstellen. Beide Faktoren können zusammen interagieren 

und diverse Substrate über das Ubiquitin/Proteasom-System abbauen (Tamura et al., 2008).  

Für die Serinprotease HtrA2 ist bekannt, dass nach der Bindung an APP eine Retro-

translokation ins Zytosol und anschließend eine proteasomale Degradation des APP stattfindet 

(Huttunen et al., 2007). Ähnlich hierzu führt auch eine Überexpression von MOCA (modifier 

of cell adhesion oder auch Dock3 genannt) zu einer APP-Degradation, die durch parallele 

Addition von Proteasom-Inhibitioren antagonisiert werden kann (Schubert et al., 1989).  

Der Transport des APP und vor allem die Interaktion mit verschiedenen Bindungspartnern 

spielen eine große Rolle für dessen Prozessierung. Die Modulation des subzellulären 

Transports hat dementsprechend tragende Konsequenzen für die biologische Wirksamkeit des 

APP. Die Abbildung 1.3. zeigt eine Darstellung des APP-Metabolismus. 

 

 
 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung des intrazellulären APP-Metabolismus. (A) Nach der post-translationalen 
Modifikation im ER und Golgi-Netzwerk wird das APP (rote Balken) mittels sekretorischer Vesikel an die 
Plasmamembran transportiert (hellblaue Pfeile) und weiter durch Sekretasen (nicht eingezeichnet) prozessiert. 
(B) Alternativ hierzu kann das membran-ständige APP wieder endozytiert werden. In einem recycling pathway 
wird das in den frühen Endosomen (fES) transportierte APP wieder an die Plasmamembran transportiert (grüne 
Pfeile). Ein Teil des APP in den fES  wird aber auch über späte Endosomen (sES) und Lysosomen  (Endosomal-
Lysosomales-System; blaue Pfeile) (C) Bei Verhinderung der essentiellen post-translationalen Modifikationen 
oder durch eine verstärke Bindung im ER wird das APP in das Zytoplasma retro-transloziert und durch das 
proteasomale System abgebaut. 
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1.4.5 Die biologische Funktion des APP 

 

Erstmalig wurde das APP als autokriner Wachstumsfaktor von Saitoh et al. (1989) 

beschrieben. Die Unterdrückung der APP-Expression durch ein anti-sense-Konstrukt führte 

zu einer deutlichen Einschränkung des Zellwachstums, das durch rekombinantes APP oder 

konditioniertes Medium revertiert werden konnte (Saitoh et al., 1989). Weitere Publikationen 

folgten, in denen die proliferationssteigernde Wirkung auf die Pentapeptid-Sequenz RERMS 

(APP-(328-332)) im N-Terminus eingegrenzt werden konnte (Ninomiya et al., 1993). Ein 17-

mer Peptid, das jene Sequenz beinhaltete, konnte nicht nur das Zellwachstum, sondern auch 

das Neuritenwachstum in neuronalen Zellen stimulieren (Jin et al., 1994). Weitere Studien 

zeigten, dass sAPPα und sAPPβ über unterschiedliche biologische Eigenschaften verfügen. 

sAPPα zeigte eine 100-fach stärkere Neuroprotektion gegen neurotoxische Konditionen als 

das 17 Aminosäuren kürzere sAPPβ. Dies könnte zum einen daran liegen, dass die 

Halbwertszeit von sAPPα (>7h) länger ist als die von sAPPβ (~ 5-6h) und  zum anderen, dass 

sAPPβ spezifisch einen pro-apoptotischen Signaltransduktionsweg (DR6/Caspase 6; death 

receptor 6) aktivieren kann (Morales-Corraliza et al., 2009; Nikolaev et al., 2009).  

Es ist weiterhin ungeklärt, über welchen Rezeptor sAPPα protektive 

Signaltransduktionskaskaden auslöst. Caille et al. (2004) zeigten in einem in-vivo-Modell, 

dass intraventrikulär appliziertes sAPPα gezielt das Wachstum von EGFR (epidermal growth 

factor receptor)-exprimierenden neuronalen Vorläuferzellen in Abhängigkeit von EGF 

steigern konnte. Sowohl die Blockierung der α-Sekretase, die Reduktion von sAPPα durch 

Antikörper, als auch der Einsatz von anti-sense-Oligonukleotiden führten zu einer 

signifikanten Proliferationsinhibition der  EGFR-exprimierenden neuronalen 

Stammzellpopulation. Die Autoren vermuteten, dass EGF zusammen mit sAPPα EGFR-

vermittelte Signalkaskaden modulieren und potenzieren kann (Caille et al., 2004). Ebenfalls 

wurde in einer aktuellen Publikation propagiert, dass APP selbst als Zellrezeptor fungieren 

kann. Gralle et al. (2009) konnten durch Einsatz der  FRET (Förster resonance energy 

transfer)-Mikroskopie zeigen, dass die Bindung von sAPPα zu einer Monomerisierung von 

membranständigen APP-Dimeren führt und dadurch das Zellwachstum gesteigert wird. In 

einem artifiziellen APP-Konstrukt, in dem APP-Dimere durch eine kovalente Disulfid-Brücke 

verbunden waren, konnte sAPPα keine Proliferationssteigerung auslösen. Somit folgerten die 

Autoren, dass mit der Disruption der Dimere proliferative Signalkaskaden aktiviert werden 

(Gralle et al., 2009).  
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Neben der wachstumssteigernden Funktion konnte auch nachgewiesen werden, dass APP 

auch pro-migratorische Eigenschaften besitzt. In vitro konnte eine Behandlung mit sAPPα in 

Keratinozyten, Schilddrüsen- und neuronalen Stammzellen, nicht nur die Proliferation, 

sondern ebenfalls auch die Migrationsfähigkeit signifikant erhöhen (Schmitz et al., 2002; 

Siemes et al., 2004; Wehner et al., 2004; Kwak et al., 2006). Young-Pearse et al. (2007) 

konnten durch Einsatz von shRNA (short harpin RNA) in utero die APP-Expression in 

neuronalen Vorläuferzellen runterregulieren und damit zeigen, dass APP-defiziente Zellen 

nicht korrekt in die kortikalen Schichten wandern (Young-Pearse et al., 2007). In der darauf 

folgenden Publikation bestätigte die Arbeitsgruppe ihre Ergebnisse und zeigte, dass APP mit 

dem neuronalen Adaptorprotein DISC-1 (disrupted in schizophrenia 1) interagiert und 

dadurch die Migration  von neuronalen Vorläuferzellen steuert (Young-Pearse et al., 2010). 

Ob APP selbst oder durch Interaktion mit anderen pro-migratorischen Faktoren in nicht-

neuronalen Zellen die Migration moduliert, ist derzeit noch ungeklärt.  

Trotz der oben genannten Beobachtungen zeigten APP-knock-out-Mäuse (APP -/-),  in denen 

beide Allele ausgeschaltet sind, nur einen minimalen Phänotyp (reduziertes Körpergewicht, 

Griffstärke und Bewegungsaktivität) im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen (Müller U et al., 

1994; Zheng et al., 1995). APLP2-knock-out-Mäuse (APLP2 -/-) präsentieren hingegen gar 

keinen Phänotyp (von Koch et al., 1997). Die Kreuzung der Einzelmutanten miteinander 

zeigte, dass Doppelmutanten des Typs APLP2
-/-

/APLP1
-/- 

 und APLP2-/-/APP-/- postnatal letal 

waren, wohingegen die APLP1
-/-

/APP
-/-

-Doppelmutanten lebensfähig waren (von Koch et al., 

1997). Das Fehlen eines APP -/- Phänotyps wurde dadurch erklärt, dass die zwei APP-

Homologe (APLP1 und APLP2) den Verlust vom APP partiell kompensieren konnten (Heber 

et al., 2000). Wenngleich die Versuche mit defizienten Mauslinien für physiologische 

Funktionen der APP-Familie sprechen, die von allen Mitgliedern redundant übernommen 

werden können, deuten einige Ergebnisse auch auf Funktionen hin, die nur von APP, nicht 

aber von den übrigen Familienmitgliedern erfüllt werden können. Gestützt wird diese These 

durch die zum Teil hoch heterologen Proteinbereiche innerhalb der APP-Familie. Zum 

anderen konnte durch Verwendung von knock-in-Modellen gezeigt werden, dass sAPPα eine 

wichtige Stellung in der postnatalen Entwicklung einnimmt. So konnte durch die Kreuzung 

von sAPPβ-KI-(knock-in)-Mäusen mit APLP2
-/-

/APP
-/-

-Doppelmutanten der post-natal letale 

Phänotyp nicht revertiert werden (Li H et al., 2010). Hingegen waren Kreuzungen von 

sAPPα-KI-Mäusen mit APLP2
-/-

/APP
-/-

-Doppel-knock-out-Mäusen nicht nur viabel, sondern 
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wiesen auch nur geringe neurologische Abnormalitäten gegenüber Kontrolltieren auf (Müller 

U et al., 2010; Weyer et al., 2011).   
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1.5 Bedeutung von Wachstumsfaktoren in der Tumorpathogenese 

 

Wachstumsfaktoren sind für jede lebende Zelle wichtig. In normalem Gewebe regulieren 

darüber hinaus verschiedene anti-proliferative Signale das Zellwachstum und wirken den 

Wachstumsfaktoren entgegen. Hanahan und Weinberg (2000) postulierten, dass maligne 

entartete Zellen verschiedene Fähigkeiten erweben müssen um zelluläre 

Regulationsmechanismen zu umgehen. Die Ursache der Tumorentstehung ist 

höchstwahrscheinlich nicht auf ein einzelnes Ereignis, sondern vielmehr auf die Summe von 

sechs verschiedenen Vorkommnissen zurückzuführen. 

Diese sind die zum einen die Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, das Unempfinden 

gegen wachstumshemmende Signale, Umgehung des programmierten Zelltodes (Apoptose), 

grenzenloses unkontrolliertes Wachstum, anhaltende Gefäßneubildung und die Fähigkeit zu 

metastasieren (Hanahan & Weinberg, 2000; Hahn WC & Weinberg, 2002). In einer aktuellen 

Übersicht von Hanahan und Weinberg (2011) wurden zwei weitere essentielle Charakteristika  

hinzugefügt: Die genomische Instabilität und die Tumor-assozierte Inflammation (Hanahan & 

Weinberg, 2011). 

Pathophysiologische Veränderungen zeichnen Krebszellen aus, die sie unabhängig von 

extrazellulären Stimuli werden lassen. So kann durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren 

einer Zelle ermöglicht werden sich selbst mit proliferations-fördernden Botenstoffen zu 

versorgen (Autarkie). Dabei können die wachstumsfördernden Stoffe sowohl von der 

eigentlichen Tumorzelle produziert werden und somit autokrin wirken, als auch durch 

benachbarte Zellen (Bystander-Zellen) hergestellt werden die wiederum das Wachstum von 

Krebszellen stimulieren (parakrine Wirkung). Des Weiteren kann die Störung des 

Gleichgewichts auch durch eine Überexpression von wachstumsfaktorspezifischen 

Rezeptoren zurückgehen. So konnte beispielsweise in verschiedenen 

Plattenepithelkarzinomen als auch im Magenkarzinom eine Überexpression des EGFR als 

auch des Liganden TGF-α (tumor growth factor alpha) festgestellt werden (Reiss et al., 1991; 

Yonemura et al., 1992). Bis zu 40% aller malignen Hirntumore (Glioblastoma multiforme), 8-

20% aller Kopf-Hals-Tumore und 8-14% aller Speiseröhrentumore haben eine Amplifkation 

(gezielte Vermehrung von DNA-Abschnitten) des EGFR-Gens. Am Beispiel des EGFR 

konnte auch gezeigt werden, dass eine Überrepräsentation dieses Rezeptors, unabhängig von 

der Tumorentität mit einer deutlich schlechteren Prognose verbunden ist (Rajkumar, 2001).  

Im Gegensatz zu gesunden, normalen Zellen, wo externe Signale das Wachstum regulieren, 

können sich Tumorzellen von diesen Signalen abkoppeln. Hier sind vor allem Onkogene wie 
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das ras-Protein (rat sarcoma) involviert, die jene zelluläre Proliferation auch in Abwesenheit 

von Wachstumssignalen aufrechterhalten (Dunn et al., 2005). In verschiedenen Krebsarten 

konnten strukturelle genetische Veränderungen, wie Punktmutationen nachgewiesen werden, 

die eine unkontrollierte Signalübermittlung ermöglichen. Das Wachstum von Tumoren wird 

nicht nur durch die Proliferation, sondern auch auf die Modulation von pro-apoptotischen 

Bedingungen bestimmt. Erfolgreiche Tumorzellen müssen daher eine Resistenz gegen über 

der Apoptose ausbilden. In physiologischen Zellen spielen Tumorsuppressorgene wie p16, 

p53, Rb (retinoblastoma protein) und DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma, locus 4) eine 

essentielle Rolle, um eine Hemmung des Zellzyklus und die Induktion einer Apoptose die 

Zellproliferation zu kontrollieren. Eine Inaktivierung dieser Gene, wie sie bei den meisten 

Tumoren vorkommen, resultiert  in unkontrolliertem Wachstum (Burgering et al., 1993). 

Auch hier spielen Wachstumsfaktoren eine bedeutende Rolle. Durch die Inhibition von pro-

apoptotischen Signalkaskaden kann das Überleben von Tumorzellen gesichert werden. 

Gezeigt werden konnte dies bereits für Wachstumsfaktoren, wie IGF-1 (insulin like growth 

factor 1) und PDGF (platelet derived growth factor)  (Harrington et al., 1994).  

Die bisher erwähnten Eigenschaften angehender Tumorzellen sind von entscheidender 

Bedeutung, um diese von externen und internen regulatorischen Faktoren abzukoppeln und 

dadurch eine ungehemmte Proliferation zu ermöglichen. 

Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein Zusammenhang zwischen dem APP und malignen 

Tumoren festgestellt werden. Hierbei wurden sowohl gastrointerstinale Tumore, als auch 

testikuläre Keimzelltumore untersucht. Um ein besseres Verständnis über die Relevanz des 

APP als Wachstumsfaktor zu bekommen, wird in den folgenden Abschnitten näher über die 

individuelle Tumorpathogenese und die derzeitigen Therapieansätze eingegangen. 

 

 

1.5.1 Pathogenese des kolorektalen Karzinoms 

 

Das kolorektale Karzinom (Darmkrebs) zählt zu den häufigsten Tumoren des Menschen. 

Weltweit liegt die Inzidenz bei Männern an dritter und bei Frauen an zweiter Stelle. Jenseits 

des 50. Lebensjahres steigt diese stark an und verdoppelt sich dann mit jeder Lebensdekade. 

Nach dem Bronchialkarzinom steht das Kolon- und Rektumkarzinom in Europa an der 

zweiten Stelle der Mortalitätsskala (Jemal et al., 2005).  

Gemäß der WHO-Klassifikation können insgesamt acht Karzinomtypen patho-histologisch 

differenziert werden. Das Adenokarzinom ist mit einem Vorkommen von über 80% die 
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häufigste Form, gefolgt vom muzinösen Adenokarzinom (oder auch Gallertkarzinom 

genannt), und dem Siegelringkarzinom. Letzterer histologischer Typ geht mit einer sehr 

schlechten Prognose einher.  

Beim Kolorektalkarzinom wird grundsätzlich zwischen sporadischen und hereditären Formen 

unterschieden. Dabei machen die sporadischen Tumore etwa 85% aus, während die 

hereditären Formen sich auf etwa 15% belaufen. Wie bei den meisten anderen malignen 

Tumorentitäten, stellen Mutationen in Schlüsselgenen einen zentralen Mechanismus der 

Tumorentwicklung dar. Hierbei sind insbesondere Onkogene, Tumorsuppressorgene und 

DNA-Reperaturgene betroffen. In der Pathogenese des sporadischen kolorektalen Karzinoms 

geht man davon aus, dass diese sich aus gutartigen Adenomen  entwickeln. Große und villöse 

Polypen haben dementsprechend ein höheres Risiko zu entarten. Die Progression vom 

gesunden Epithel zum malignen Adenokarzinom wurde erstmals auf patho-histologischer 

Ebene von Muto et al. (1975) und später auf molekularer Ebene von Vogelstein et al. (1988) 

beschrieben (Muto et al., 1975; Vogelstein et al., 1988). Dabei kann man zur histologischen 

Entartung ebenfalls eine sukzessive Zunahme von genomischen Alteration nachweisen. 

Hierbei spielen Onkogene, wie das k-ras und Tumorsuppressorgene wie das p53 und das APC 

(adenoma polyposis coli) eine bedeutende Rolle. Ein anderer, gut beschriebener molekularer 

Entstehungsweg ist der Mikrosatelliteninstabilitäts-Signalweg. Dieser ist gekennzeichnet 

durch spezifische Veränderungen von DNA-Reparatur-Genen (wie MSH2, MLH1 und 

PMS1/2). Diese können bei sporadischen Formen in etwa 16% und bei hereditären Tumoren 

in bis zu 85% detektiert werden (Aaltonen & Peltomaki, 1994). Bei hereditären Karzinomen 

wird das Vorhandensein von Keimbahnmutationen postuliert. Das Auftreten von somatischen 

Mutationen auf dem korrespondierenden Allel führt schließlich zu einem kompletten 

genetischen Verlust und damit zur Tumorentstehung. Dieses Modell wird auch als Two-Hit-

Hypothese bezeichnet (Knudson, 1971). 

Neben diesen grundlegenden genetischen Veränderungen, wird die Onkogenese ebenfalls von 

einer Vielzahl von autokrin und parakrin wirkenden Wachstumsfaktoren moduliert. Diese 

sind nicht nur am Tumorwachstum, sondern auch an der Regulation der Angiogenese 

(Ausbildung von neuen Gefäßstrukturen) beteiligt. Diese Mechanismen sind essentiell für die 

Progression des malignen Leidens und bieten daher spezifische therapeutische Ansatzpunkte.  

In der Therapie dieser Tumorentität kommt der chirurgischen Resektion nach wie vor eine 

vorrangige Bedeutung zu. Trotz einer optimalen Operationstechnik, entwickeln nach einer 

alleinigen chirurgischen Resektion etwa die Hälfte aller Patienten ein Rezidiv (Midgley & 

Kerr, 1999). Unbefriedigende Ergebnisse bei alleiniger operativer Behandlung sind in 
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höhergradigen Tumoren zu sehen und sind wahrscheinlich auf bereits vorhandene 

Mikrometastasen zurückzuführen. Daraus leitet sich ein Interesse an einer adjuvanten, also 

einer unterstützenden systemischen Chemotherapie ab.  Heutzutage gilt die Gabe von 5-

Fluorouracil und Folinsäure als Standardtherapie. So konnte mit dieser zusätzlichen 

Behandlung das Rezidiv-Risiko auf ein Drittel reduziert werden (Macdonald, 2004). In einer 

neueren Studie konnten Hinweise gefunden werden, dass eine Ergänzung mit Oxaliplatin, das 

rezidivfreie Überleben beim Kolonkarzinom signifikant verbessert (Andre et al., 2009).   

Das individuelle Risiko im Laufe des Lebens an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken 

beträgt etwa 6%. Das Langzeitüberleben ist hauptsächlich vom Tumorstadium abhängig. Eine 

definitive Heilung, insbesondere der frühen Tumorstadien, ist durch eine chirurgische 

Therapie möglich. Bei einer therapeutisch-kurativen Resektion beträgt die Fünf-Jahres-

Überlebensrate in Deutschland bei Männern derzeit 48% und bei Frauen ungefähr 51% 

(Arnold & Blum, 2005). Insgesamt aber verstirbt immer noch etwa die Hälfte der Patienten an 

dieser Erkrankung (Jemal et al, 2005). 

 

 

1.5.2 Pathogenese des Pankreaskarzinoms 

 

Das Pankreaskarzinom (Bauchspeicheldrüsenkrebs) stellt die fünfthäufigste Todesursache 

durch bösartige Neoplasien in der westlichen Welt dar, obwohl diese Entität von den 

absoluten Zahlen aller Tumorerkrankungen nicht zu den häufigen zählt (Murr et al., 1994).  

Pathohistologisch lassen sich verschiedene Formen unterscheiden. Bei weitem am häufigsten 

sind duktale Adenokarzinome (80-85%), die vom Gangsystem des Pankreas ausgehen 

(Chowdhury & Rayford, 2000). Insbesondere beim Pankreaskarzinom gilt der Grundsatz, dass 

die Heilungs- und Überlebenschance umso besser sind, je früher der Tumor erkannt wird. 

Trotz alledem sind die in den letzten 10 Jahren erreichten Forschritte in der Diagnostik kaum 

zum Tragen gekommen, da die klinischen Symptome zu Beginn der Erkrankung häufig 

uncharakteristisch sind.  Im Vergleich zu anderen Malignomen ist das Pankreaskarzinom mit 

einer äußerst schlechten Prognose behaftet. Dies liegt zum einen daran, dass bereits über 90% 

der Patienten bei Diagnosestellung einen lokal fortgeschrittenen Tumor oder gar 

Fernmetastasen haben und dadurch einer operativen Therapie nicht mehr zugänglich sind und 

zum anderen das Pankreaskarzinome trotz der heutigen Therapie (wie einer Bestrahlung oder 

einer Chemotherapie mit 5-Fluorouracil, Paclitaxel oder Docetaxel) kaum heilbar sind (Sener 

et al., 1999). Der durchschnittliche Überlebenszeitraum von Patienten, die nicht mehr durch 
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eine Operation behandelt worden sind, beträgt 4-6 Monate. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate 

aller Patienten liegt unter 3% (Rosewicz & Wiedenmann, 1997). 

Die molekulare Ebene vom Pankreaskarzinom ist nicht vollständig aufgeklärt. So scheint 

neben der Aktivierung von Onkogenen, wie dem k-ras auch die funktionelle Inaktivierung 

von Tumorsuppressorgenen (wie p16, p53, Rb und DPC4) eine essentielle Rolle zu spielen 

(Hahn SA & Schmiegel, 1998). Der Großteil aller Pankreaskarzinome besitzt mindesten drei 

dieser genetischen Mutationen, was möglicherweise auch eine Erklärung für die Beobachtung 

ist, dass Pankreaskarzinome sehr schlecht auf eine Chemo- und Bestrahlungstherapie 

ansprechen (Lionetto et al., 1995). Sowohl eine operative Behandlung als auch die Chemo- 

und Strahlentherapie haben nur eine palliative Bedeutung und führen nicht zu einer 

signifikanten Beeinflussung der Überlebenszeit (Clark JW et al., 1996; Glimelius, 1998). Eine 

präoperative Radiochemotherapie hat nur zu einer Verbesserung der Lebensqualität geführt, 

jedoch in keinem Fall zu einer Heilung. Bis vor kurzem bestand die Standard-Therapie für das 

fortgeschrittene Pankreaskarzinom aus 5-Fluorouracil, entweder allein oder in Kombination 

mit anderen Chemotherapeutika und einer Bestrahlung. In den letzten Jahren zeigte sich aber, 

dass die Ansprechrate unter 10% liegt und keine Effekte auf das Überleben oder die 

Lebensqualität nachweisbar waren (Burris et al., 1997). Derzeit wird als Chemotherapeutikum 

bei der Behandlung des nicht-operativen Pankreaskarzinoms das Gemcitabine verwendet. Im 

Vergleich zu 5-Fluorouracil konnte in klinischen Studien eine größere Effektivität und 

geringere Nebenwirkungen nachgewiesen werden. Trotz bescheidener Ansprechraten konnte 

in Bezug auf eine Stabilisierung des Krankheitsverlaufs, eine längere Überlebenszeit 

festgestellt werden (Burris et al, 1997; Brus & Saif, 2010). Gegenwärtig existieren keine 

kurativen Therapieansätze für das nicht-resezierbare Pankreaskarzinom, so dass alternative 

Therapiestrategien dringend erforderlich sind. 

 

 

1.5.3 Pathogenese der testikulären Keimzelltumore 

 

Das klassische Modell der Keimzelltumorentwicklung beschreibt die primordiale Keimzelle 

als Ursprungszelle der malignen testikulären Keimzelltumore (WHO-Klassifikation Typ II). 

Aus dieser entwickelt sich die so genannte testikuläre intraepitheliale Neoplasie (TIN) die 

auch als Carcinoma in situ bezeichnet wird. Diese stellt eine Vorläuferläsion dar, aus der sich 

das Seminom und das embryonale Karzinom (Nicht-Seminom) entwickeln. Aus den 

undifferenzierten, pluripotenten embryonalen Karzinomen können sich differenzierte 
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Subtypen, wie die extraembryonal differenzierten Dottersacktumore, Chorionkarzinome und 

das Teratom (somatisch differenzierte Zellen)  entwickeln. Neben homogenen, reinen 

Subtypen, die aus einem einheitlichen histologischen Subtyp bestehen, kommen auch 

Mischformen, die aus verschiedenen differenzierten und undifferenzierten Entitäten bestehen 

vor. Letztere Formen bezeichnet man auch als gemischte Nicht-Seminome (Woodward PJ, 

2004). Klassische Seminome ähneln sowohl morphologisch, als auch in ihrem 

Expressionsprofil stark primordialen Keimzellen (Gonozyten). Embryonale Karzinome 

werden als malignes Gegenstück zu pluripotenten, embryonalen Stammzellen angesehen und 

besitzen eine ähnliche Differenzierungspotenz in-vitro und in-vivo (Andrews, 1998; Horwich 

et al., 2006). Auch hier spiegeln sich die unterschiedlichen Differenzierungsstadien auf 

molekularer Ebene wieder. So exprimieren die embryonalen Karzinome genau wie die 

Seminome, die Stammzellmarker NANOG (abgeleitet von dem Wort Tír na nÓg, „Land der 

ewigen Jugend“) und Oct-3/4 (octamer binding transcription factor 3/4). Im Gegensatz zum 

Seminom zeichnen sich embryonale Karzinome durch eine starke Expression des 

Pluripotenzmarkers Sox2 (sex determining region Y-box 2) aus (Looijenga, 2009b). Da das 

klassische Seminom negativ für Sox2 ist wird vermutet, dass die Funktion dieses 

Stammzellgens durch das homologe Sox17 übernommen wird. Dadurch ist eine funktionelle 

Redundanz dieser beiden Proteine denkbar (de Jong et al., 2008). Das Stammzellgen Sox2 ist 

einer der Hauptregulatoren der Pluripotenzerhaltung in embryonalen Stammzellen. In der 

frühembryonalen Phase ist die Expression von Sox2 auf Zellen mit Stammzelleigenschaften 

beschränkt. Hingegen ist die Expression von Sox2 in Zellen mit limitiertem 

Entwicklungspotential herunterreguliert. Die Rolle von Sox2 in der Erhaltung der Pluripotenz 

konnte durch funktionelle Analysen gezeigt werden. Durch den selektiven Verlust von Sox2 

differenzierten embryonale Stammzellen der Maus spontan in Trophoektoderm und Mes-

entodem (Avilion et al., 2003; Ivanova et al., 2006). 

Der Transkriptionsfaktor Oct-3/4 wird als diagnostischer Marker von undifferenzierten Typ-

II-Keimzelltumoren seit langem diskutiert (Looijenga et al., 2003a; de Jong et al., 2005; de 

Jong & Looijenga, 2006; Cheng L et al., 2007). Dieser Marker ist positiv in TIN-Zellen, in 

Seminomen und Embryonalzellkarzinomen (Looijenga, 2009a). Dies ist von großer 

Bedeutung, weil spezifische Antikörper diesen Marker reproduzierbar nachweisen können 

und somit die Positivität von Oct-3/4 einen wesentlichen Beitrag zur Identifikation von 

testitkulären Keimzelltumoren leistet. Funktionell ist dieses Stammzellgen an regulatorischen 

Funktionen von embryonalen Stammzellen beteiligt. So führt der Verlust der Expression von 

Oct-3/4 zur Apoptose, so dass die Hypothese besteht, dass dieser Transkriptonsfaktor eine 
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wichtige Rolle für das Überleben von Stammzellen spielt (Kehler et al., 2004). Oct-3/4 spielt 

auch eine Schlüsselrolle im Erhalt der Pluripotenz. So führt sowohl der Verlust als auch die 

Überexpression von Oct-3/4 zu einer Differenzierung (Niwa et al., 2000). Dadurch wird 

vermutet, dass durch das Zusammenspiel mit anderen Stammzellgenen die Spiegel von Oct-

3/4 konstant gehalten werden um einen pluripotenten Status zu erhalten (Boyer et al., 2006). 

Der Transkriptionsfaktor NANOG ist ein weiterer Marker der pluripotenten Keimzelle. 

Ähnlich wie Oct-3/4 sind TIN-Zellen, Seminome und embryonale Karzinome stark positiv für 

NANOG (Clark AT et al., 2004; Hart et al., 2005). NANOG ist essentiell an der Erhaltung 

und Selbsterneuerung von undifferenzierten embryonalen Stammzellen beteiligt. Während die 

undifferenzierte Proliferation muriner embryonaler Stammzellen in vitro die Gegenwart von 

„leukemia inhibitory factor“ (LIF) erfordert, können durch eine Überexpression von NANOG, 

embryonale Stammzellen unabhängig von LIF und ohne Verlust der Pluripotenz kultiviert 

werden (Chambers et al., 2003). Ein Verlust von NANOG führt hingegen zu einer 

Differenzierung von Stammzellen (Hyslop et al., 2005).  

NANOG bildet zusammen mit den Transkriptionsfaktoren Oct-3/4 und Sox2 ein 

regulatorisches Netzwerk das effektiv die Selbsterneuerung fördert und für den Erhalt der 

Pluripotenz in embryonalen Stammzellen notwendig ist.  

Durch die Nähe zu embryonalen Stammzellen und den Ähnlichkeiten im 

Differenzierungspotential, können durch das Studium der testikulären Keimzelltumore, somit 

Aussagen über entwicklungsgeschichtliche und stammzellbiologische Vorgänge getroffen 

werden (Abb. 1.4). 

 19



Einleitung 
___________________________________________________________________________ 

 
 

Abb. 1.4: Die Ähnlichkeiten zwischen der Embryonalentwicklung und der Keimzell-Tumorigenese. 
Dargestellt sind hier die verschiedenen Stadien der Embryogenese (oben) und der Tumorigenese (unten). Farbig 
gleich unterlegt sind die ähnlichen Stadien zwischen beiden Vorgängen.  Korrespondierend zur inneren 
Zellmasse (orange) ist das embryonale Karzinom. Dem Trophozytoblasten (lila) kann man das Chorionkarzinom 
zuordnen, wie man auch den Hypoblasten (primitives Entoderm, gelb)  dem Dottersacktumor zuordnen kann. 
Dem Epiblasten (rot), aus dem sich der Embryo später entwickelt, kann man das somatisch differenzierte 
Teratom zuordnen. TIN, testikuläre intraepitheliale Neoplasie. Die Abbildung ist modifiziert nach Skotheim et 
al., 2005 (S.5589). 
 

Testikuläre Keimzelltumore stellen nur 1% alle Tumorentitäten dar, sind aber in den 

westlichen Industrienationen (Europa und Nordamerika) die häufigsten Malignome von 

Männern zwischen 18 und 45 Jahren. Ihre Inzidenz ist weiter ansteigend (Adami et al., 1994; 

Looijenga, 2009a). Als Risikofaktoren gelten Kryptorchismus (Lageanomalie des Hodens, 

Hodenhochstand) und das Klinefelter-Syndrom (numerische Chromosomenaberration; 47, 

XXY), wobei beim letzteren gehäuft auch extra-gonadal im Mediastinum Keimzelltumore 

auftreten (Bosl & Motzer, 1997). Wie bereits erwähnt, gilt die TIN als Vorläuferläsion der 

Keimzelltumore und geht nach 8-10 Jahren nach Auftreten in einen invasiven Tumor über 

(Looijenga et al., 2003b). Die Entstehung der Keimzellneoplasie basiert auf der konstanten 

genetischen Veränderung in Form von Amplifikationen spezifischer Regionen des kurzen 

Arms des Chromosom 12 (Isochromosom 12p) (Rosenberg et al., 2000). Interessanterweise 

liegen im Lokus 12p13 unter anderem die Pluripotenzgene NANOG und GDF3 (growth 

differentiation factor 3). Auch weitere wichtige Zellzyklusregulierende Gene wie Cyclin D2, 
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CDK4 (cycline dependent kinase 4) und das Onkoprotein k-ras sind auf dem Chromosom 12 

lokalisiert. Eine Störung dieser Gene wird als Auslöser der Keimzellneoplasien angesehen 

(Looijenga et al, 2003b).  

Mit der Einführung von Cisplatin in den 70er bei der Behandlung von testikulären 

Keimzelltumoren, hat sich die Prognose dieser Tumorform dramatisch verbessert (Einhorn & 

Donohue, 1977). Aufgrund der ausgesprochen starken Chemosensitivität können heute über 

90% der Patienten, auch mit metastasierten Tumoren, dauerhaft geheilt werden. Im Gegensatz 

zu anderen Malignomen, gilt daher diese Tumorentität als Modell einer kurativen 

Tumorerkrankung (Horwich et al, 2006). 
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1.6 Epigenetik 

 

Epigenetik beschreibt die Vererbung von Eigenschaften auf Tochterzellen, die nicht in der 

DNA-Sequenz festgelegt wurden. Hierbei werden durch Änderungen der 

Chromatinkonformation die Aktivitäten von Genen moduliert. 

 

  

1.6.1 Die post-translationalen Modifikationen von Histonen 

 

Das Chromatin eukaryontischer Zellen liegt in einem kompakten Zustand im Zellkern vor. 

Histone spielen dabei eine entscheidende Rolle bei der Konformation und damit der 

sterischen Anordnung des Chromatins. Die N-terminalen Regionen (Lysin-Reste) der Histone 

stellen Angriffspunkte für verschiedenste post-translationale Modifikationen dar (Wu & 

Grunstein, 2000). Insbesondere das dynamische Gleichgewicht zwischen Acetylierung und 

Deacetylierung spielt hierbei eine essentielle Rolle. Dieses Gleichgewicht wird von zwei 

kompetitiven Enzymfamilien, den Histonacetyltransferasen (HAT) und den 

Histondeacetylasen (HDAC) reguliert (Marks et al., 2000). Die Acetylierung der Histone wird 

durch die HAT katalysiert. Durch die negativ beladenen Acetylgruppen, erhalten die Histone 

eine negative Ladung, was zu einer Abstoßung des ebenfalls negativ geladenen Phosphat-

Rückgrats der DNA führt. Die Folge ist somit eine verringerte Packungsdichte der DNA. Dies 

ermöglicht Transkriptionsfaktoren eine Interaktion mit der DNA, was zu einer erhöhten 

Transkription von Genen führt. HDAC hingegen bewirken eine Abspaltung der negativ 

geladenen Acetylgruppen und führen zur Erhöhung der Packungsdichte der DNA. Dadurch 

resultiert eine Repression der Transkription. Die pharmakologische Inhibition der HDAC-

Enzyme führt dementsprechend zu einer Erhöhung der HAT-Aktivität, was in einer 

Hyperacetylierung von Histonen  resultiert und damit die Transkription diverser Gene 

induziert (Drummond et al., 2005) (Abb.1.5). 
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Abb. 1.5: Modulation der Gentranskription durch epigenetische Modifikationen. Die Konformationen des 
Chromatins (schwarz) sind abhängig von Modifikationen der Histone (blau). Die Acetylierung (Ac) der Histone 
durch HAT (Histonacetyltransferasen, grün) führt zu einer dekondensierten Chromatinstruktur und ist mit einer 
erhöhten Aktivität von Gen-Transkriptionen verbunden. Die Deacetylierung durch HDAC (Histondeacetylasen, 
gelb) löst eine Kondensation des Chromatins aus und geht entsprechend mit einer Repression der 
Gentranskription einher. Die Abbildung ist angelehnt an deRuijter et al., 2003 (S.738). 
 

 

1.6.2 Der epigenetische Therapieansatz zur Behandlung von Tumoren 

 

Es besteht ein starker funktioneller Zusammenhang zwischen einer vermehrten HDAC-

Aktivität und der Entstehung maligner Neoplasien. Immunhistochemische als auch RT-PCR 

Analysen verschiedener soliden Tumoren (wie beim Gebärmuttersarkom, 

Kolorekatalkarzinom und Magenkarzinom)  bestätigten in maligne entartetem Gewebe eine 

signifikant erhöhte HDAC-Expression (Huang  BH et al., 2005; Hrzenjak et al., 2006; Mutze 

et al., 2010). Die HDAC zählen zu einer hoch konservierten Enzymfamilie und kommen 

sowohl in Eu- als auch Prokaryonten vor. Sie werden entsprechend ihrer Sequenzhomologie 

und Domänenverwandtschaft in 4 Klassen unterteilt. Klasse I, II und IV sind nah miteinander 

verwandte, Zink-abhängige Deacetylasen. HDAC-Klasse III ist im Gegensatz zu den anderen, 

NAD+-(Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) abhängig (Tab. 1.1). 
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Klasse I HDAC1, 2, 3 und HDAC8 

Klasse IIa HDAC4, 5, 7 und HDAC9 

Klasse IIb HDAC6 und HDAC10 

Klasse III 

 

 

SIRT1-7  
(Homologe des SIR2 Proteins der Hefe 

Saccharomyces cerevisiae) 

Klasse IV HDAC11 
 
Tab. 1.1: Klassifikation der Histondeacetylasen (HDAC).  
Die Tabelle ist modifiziert nach Müller S & Krämer, 2010 (S. 211) wiedergegeben. 
 

 

Die Transkription regulatorischer Proteine, die essentielle Funktionen in der 

Zellzykluskontrolle oder der Apoptose einnehmen, wird durch die HDAC unterdrückt 

(Genblockade). Da diese Gen-Repression reversibel ist, besteht durch HDAC-Inhibitoren die 

Möglichkeit diesen Prozess zu revertieren. HDAC-Inhibitoren repräsentieren damit eine viel 

versprechende Gruppe epigenetischer Modulatoren für den pharmakologischen Angriff auf 

HDAC.  

Verschiedene strukturell unterschiedliche Moleküle natürlichen und synthetischen Ursprungs 

sind bekannt, die eine Aktivität der HDAC inhibieren können. Für HDAC-Inhibitoren wurden 

diverse anti-neoplastische Effekte in vitro und in vivo nachgewiesen. So führt die Behandlung 

zum Zellzyklus-Arrest, zur Differenzierung und zum Absterben maligner Zellen (Drummond 

et al., 2005). Dabei weisen HDAC-Inhibitoren im Allgemeinen nur eine geringe Toxizität 

gegenüber normalen, nicht malignen Zellen auf (Kelly & Marks, 2005; Liu et al., 2006; 

Carew et al., 2008). HDAC-Inhibitoren modulieren unterschiedliche zelluläre Signalwege, die 

wiederum auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Zum einen werden die Promotoren 

bestimmter Gene reaktiviert. Zum anderen führt die Inhibition der Deacetylierung von Nicht-

Histon-Substraten zu einer direkten Aktivierung von Signalkaskaden (Witt et al., 2009). 

Eine Vielzahl heterogener Substanzen ist in der Lage, sehr potent an HDAC zu binden und 

durch Blockierung der enzymatischen Aktivität eine Hyperacetylierung von Histonen zu 

bewirken. In Tab 1.2 sind die verschiedenen HDAC-Inhibitoren gemäß ihrer chemischen 

Struktur klassifiziert. 
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Klasse Substanzen Wirkspektrum 

   

Kurzkettige 

Fettsäuren 

Natriumbutyrat (NaB), Valproat (VPA), 

Pivaloyloxymethyl-Butyrate, 4-Phenylbutyrate 

µM - mM 

Hydroxamsäuren Trichostatin A (TSA), Suberoyl-Anilid-

Bishydoxamid (SAHA), NPV-LAQ-824, 

Scriptaid, Oxamflatin, Pyroxamid 

nM -µM 

Epoxide  Trapoxin A, Depucidin nM - µM 

Zyklische 

Tetrapeptide 

Apicidin, Depsipeptide, Chlamydocin nM - µM 

Hybridmoleküle CHAP31, CHAP50 nM 

 
Tab. 1.2: Klassen der HDAC-Inhibitoren. Hervorgehoben sind die HDAC-Inhibitoren, die in dieser Arbeit 
verwendet wurden. Die Wirkbereiche der Inhibitoren wurden durch in vitro-Experimente evaluiert (Khan et al., 
2008; Witt et al., 2009). 
 

Eines der am besten untersuchten HDAC-Inhibitoren ist die kurzkettige Fettsäure Valproat 

(VPA). Diese Substanz wird seit über 30 Jahren in der Klink als potentes Antikonvulsivum, 

Antipsychotikum und zur Therapie der Migräne eingesetzt. Durch die lange klinische 

Erfahrung konnte zum einen nachgewiesen werden, dass die Substanz neben einer guten 

Verträglichkeit auch ein günstiges Nebenwirkunsprofil besitzt, was durch die U.S. Food and 

Drug Administration (FDA) bestätigt wurde (Blaheta & Cinatl, 2002; Henry, 2003). VPA 

kann oral appliziert werden und zeigt mit einer Halbwertszeit von 7-16 Stunden eine adäquate 

Pharmakokinetik in vivo (Blaheta & Cinatl, 2002). 

Aktuell wird das VPA in mehreren klinischen Studien zur Behandlung hämatologischer 

Neoplasien, sowie in einer Reihe von soliden Tumoren, wie Brustkrebs und 

Gebärmutterhalskrebs gestestet (Kuendgen & Gattermann, 2007; Duenas-Gonzalez et al., 

2008). Auch andere potente HDAC-Inhibitoren wurden bereits in klinischen Studien positiv 

evaluiert. So ist der potente HDAC-Inhibitor Suberoyl-Anilid-Bishydoxamid (SAHA, 

Vorinostat) für die Behandlung des fortgeschrittenen, refraktären, kutanen T-Zelllymphoms 

zugelassen (Müller S & Krämer, 2010). Ebenfalls wurde in einer Phase-I-Studie erfolgreich 

das SAHA in Kombination mit Idarubicin bei Patienten mit fortgeschrittener akuter 

myeloischer Leukämie getestet (Kadia et al., 2011). Trotz der Unklarheit über die genauen 

Mechanismen die durch HDAC-Inhibitoren induziert werden, stellen diese epigenetischen 

 25



Einleitung 
___________________________________________________________________________ 

Therapeutika dennoch in vielerlei Hinsicht ein viel versprechendes Potential zur Behandlung 

maligner Erkrankungen dar. 
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1.7 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit 

 

In der vorliegenden Dissertation sollten zwei Hauptprojekte bearbeitet werden. Im ersten 

Projekt sollte der Einfluss des APP als Wachstumsfaktor in gastrointerstinalen Tumoren 

untersucht werden. Hierbei wurde gezielt auf das Pankreas- und das Kolonkarzinom 

fokussiert. Weiterhin sollten die Funktion als auch die Modulation des APP-Metabolismus in 

vitro analysiert werden. Die einzelnen Ziele waren: 

 

• Analyse der Wachstumsfunktion und Bestimmung der funktionellen Domäne des APP 

in vitro 

• Expression und Prozessierung des APP in humanen Pankreas- und 

Kolonkarzinomzelllinien 

• Immunhistochemische Analysen der APP-Expression in humanen Pankreas- und 

Kolonkarzinomen 

• Herunterregulation der APP-Expression in Pankreas- und Kolonzelllinien mittels 

RNA-Interferenz 

• Untersuchung des Einflusses des APP auf das Tumorwachstum 

• Identifikation von HDAC-Inhibitoren als spezifische Modulatoren des APP-

Metabolismus 

• Charakterisierung des HDAC-abhängigen Mechanismus auf den APP-Metabolismus. 
 

In einem zweiten (Folge)-Projekt sollte die Relevanz des APP in pluripotenten, 

transformierten Stammzellen evaluiert werden. Hierbei wurde spezifisch die Rolle im 

Differenzierungsprozess als auch die tumor- und stammzellbiologischen Konsequenzen einer 

selektiven Modulation des APP-Metabolismus in vitro und in vivo untersucht. Die einzelnen 

Ziele waren: 

 

• Histologische Analyse von humanen testikulären Keimzelltumoren auf die 

differentielle Expression von APP und APLP2 

• Überprüfung der Relevanz des APP-Interaktionsproteins GRP78 in testikulären 

Keimzelltumoren 

• Analyse der Auswirkungen von HDAC-Inhibitoren auf testikuläre Keimzelltumore in 

vitro  
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• In-vivo-Analyse der Modulierbarkeit des APP-Metabolismus in einem etablierten 

Tumor-Mausmodell 

• Histologische Analysen der differentiellen APP-Expression im Tumor-Mausmodell. 
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22..  MMaatteerriiaall  uunndd  MMeetthhooddeenn  

  
2.1          Chemikalien und Reagenzien 

 

Chemikalien/Reagenzien Hersteller 

 

Aceton  Merck, Darmstadt 

Aminosäure-Mix (MEM NEAA) PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

Antifade-Medium  Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Apicidin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

β-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Chloroform AppliChem GmbH, Darmstadt 

DAB Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

DAPI  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid, steril filtriert für Zellkultur Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

D-PBS  PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

Ethanol, absolut  Merck, Darmstadt 

Ethanol, 99%, vergällt Chemie-Vertrieb Hannover, Hannover 

Ethylendiamin-tetraacetat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Gentamycin (G418) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Hygromycin B Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Isopropanol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

L-Glutamin, 200 mM PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

Lipofectamine 2000® Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Lipofectamine LTX Plus® Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Luminol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Methanol AppliChem GmbH, Darmstadt 

Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Natriumbutyrat  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumchlorid  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
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Nonidet P-40 Roche Applied Science, Basel, Schweiz 

Opti-mem®  Invitrogen, Carlsbard, Kalifornien, USA 

Para-Cumarsäure  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Para-Formaldehyd  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Penicillin /Streptomycin PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

Ponceau S  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Protein Längenstandard  Fermentas International Inc., Burlington, 

Kanada 

Röntgenentwickler ROENTOROLL 25 Tetenal AG, Norderstedt 

Röntgen-Fixierlösung SUPERFIX 25 Tetenal AG, Norderstedt 

Trichostatin A (TSA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Triton-X 100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tween® 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Valproat (VPA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Valpromid (VPM) Katwijk Chemie BV, Katwijk, Niederlande 

VarioGel Tricin SDS Laufpuffer Anamed-Elektrophorese GmbH, Groß-

Bieberau 

VarioGel SDS-Probenpuffer Anamed-Elektrophorese GmbH, Groß-

Bieberau 

VarioGel Tricin SDS Transferpuffer  Anamed-Elektrophorese GmbH, Groß-

Bieberau 

Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Xylol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Zellkulturmedien 

• DMEM 

(ohne L-Glutamin, mit 4,5 g/l 

NaHCO3) 

• DMEM/F12 1:1  

(ohne L-Glutamin, mit 1,2 g/l 

NaHCO3) 

• RPMI 1640  

(ohne L-Glutamin, mit 2,0 g/l 

NaHCO3) 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach 
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2.2 Biochemikalien und Enzyme 

 

Biochemikalien/Enzyme Hersteller 

  

Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Benzonase Merck Chemicals Ltd, Nottingham, England 

Fetales Kälberserum  Biochrom AG, Berlin 

Protease-Inhibitor Complete Mini® Roche Applied Science, Basel, Schweiz 

Reverse Transkriptase  Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

USA 

Trypsin (0,25%/EDTA 0,02% in PBS, ohne 

Kalzium und Magnesiumzusatz) 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

 

 

2.3          Gebrauchswaren 

 

Gebrauchswaren Hersteller 

  

Amersham Hybond-ECL Membran GE Healthcare, München 

Amicon® 30K und 50K Ultra-4 

Filterröhrchen 

Millipore GmbH, Schwalbach 

6-well Zellkulturplatten Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

96-well Mikrotiterplatten Greiner Bio-One GmbH, Solingen 

Blottingpapier (Trans-Blot®) 

15 x 20 cm (dünn) Cat. No.: 1703956 

18,5 x 19 cm (dick) Cat. No.: 1703969 

Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA 

Falcon® -Röhrchen 15 ml 

Falcon® -Röhrchen 50 ml 

Greiner Bio-One GmbH, Solingen 

Kryoröhrchen Biochrom AG, Berlin 

Objektträger Superfrost®Plus Schütt, Göttingen 

Parafilm® Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Königshofen 

Pasteur-Kapillarpipetten Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg 
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Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen mit Filter Sarstedt, Nümbrecht 

Quarz-Küvetten (UVette® 220-1600 nM) Eppendorf AG, Hamburg 

Reaktionsgefäße (Eppendorf Tubes) 

500µl, 1500µl, 2000µl, Safe-lock-Tubes 

Greiner Bio-One GmbH, Solingen 

Röntgenfilme   

13 x 18 cm (CEA RP NEW, Blue sensitive) 

CEA, Hamburg 

Trypan-Blau-Lösung (0,4%) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

VarioGel 4-12% Polyacrylamid Gel  

(10 und 15 Bahnen) 

Anamed-Elektrophorese GmbH,  

Groß-Bieberau 

Western-Blot-Schwamm (Sponge Pad) Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Zellkulturflaschen 

(25 cm² und 75 cm²) 

Greiner Nunc, Nürtingen 

Zellschaber  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

 

 

2.4          Ausstattung/Geräte 

 

Ausstattung/Geräte Hersteller 

  

Analytic AC210S (Analysenwaage) Sartorius AG, Göttingen 

Branson Sonifier 150 (Ultraschall) Heinemann Ultraschall- und Labortechnik, 

Schwäbisch Gmünd 

Bx51 DP50 Mikroskop Olympus Cooperation, Tokyo, Japan 

CKX41 Mikroskop Olympus Cooperation, Tokyo, Japan 

Duomax 1030 Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 

Schwabach 

EcoVac Schuett-biotec GmbH, Göttingen 

Eppendorf Biophotometer Eppendorf AG, Hamburg 

Faster BHA 72 Workbench W.H. Mahl, Reinraum- und Labortechnik 

GmbH, Magdeburg 
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HERAcell 150 CO2 Inkubator Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

  

Heraeus Biofuge 15 Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

Heraeus Megafuge 1.0 R Benchtop 

Zentrifuge 

Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

Kassetten-Abdeckung (für Röntgenfilme) Dr. Goos-Suprema GmbH, Heidelberg 

Kühlplatte Leica EG 1140 C  Leica Vertrieb GmbH, Wetzlar

Lab-Tek™ 4-well chamber slides  Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

Mikrotom Cool Cut, HM 335 E MICROM International GmbH, Walldorf 

µQuant Mikroplatten-Spektrophotometer  Bio Tek Instruments, Inc., Vermont, USA 

Neubauer-improved Zählkammer LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf 

pH-Meter, pH192 WTW, Wissenschaftlich- Technische 

Werkstätten GmbH, Weilheim 

Power Station 130 und  

Power Station Enduro 

Labnet International Inc., New Jersey, USA 

Stratagene MX3000P Real-Time Cycler  Stratagene/Agilent, Waldbronn 

UNO- Thermoblock Biometra biomedizische Analytik GmbH, 

Göttingen 

Varioklav H+P Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

Vortex Genie 2-Mixer Bender und Hobein AG, Zürich, Schweiz 

Wasserbad Gesellschaft für Labortechnik GmbH, 

Burgwedel 

X-Cell IITM  Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 
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2.5 Software/Programme 

 

Software/Programme Hersteller 

  

Adobe Photoshop 5.5 und 6.0 Adobe Systems Inc., Kalifornien, USA 

GraphPad Prism Version 5.0 GraphPad Software Inc., Kalifornien, USA 

ImageJ Software National Insitute of Health (NIH), Maryland, 

USA 

Microsoft Office 2003 Microsoft Inc., Washington, USA 

Microwin 2000, Version 4.40 Mikrotek Laborsystem, Overath 

Relative Expression Software Tool V2.0.7 

(REST 2008) 

http://www.gene-quantification.de/rest.html

(Pfaffl et al., 2002) 

  

  

2.6 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme 

 

Reaktionssysteme Hersteller 

  

Cell Titer 96®-AQueous-Non-Radioactive-

Cell-Proliferationassay (MTS) 

Promega, Mannheim 

CytoTox 96®-Non-Radioactive-Cytotoxicity-

Assay (LDH-Assay) 

Promega, Mannheim 

Fermentas First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, 

USA 

Luminata Crescendo Western HRP substrate Millipore GmbH, Schwalbach 

Master-Mix  

DyNAmo™ Flash Probe PCR Kit  

New England Biolabs GmbH, Frankfurt 

Rneasy Mini Kit Quiagen, Hilden 

Roti®-Quant universal Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tri-Reagent (peqGOLD TriFast™) Peqlab, Erlangen 
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2.7 Lösungen/Puffer 

  

AAllllee  benötigten Chemikalien wurden gemäß den Erfordernissen in bidestilliertem Wasser 

(aqua bidest.) gelöst. 

  

Lösungen/Puffer Zusammensetzung 

  

ECL Lösung (Lösung A) 200 ml 0,1 M Tris-HCl (pH: 8,6) 

50 mg Luminol 

Lagerung bei 4-6°C und unter Lichtschutz 

ECL Lösung (Lösung B) 11 mg para-Cumarsäure 

10 ml DMSO 

Lagerung bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz 

Lysispuffer für Proteine 

 (in-vitro-Versuche) 

Tris-HCl (50 mM, pH: 7,5) 

0,4383 g NaCl (150 mM) 

0,012 g EDTA (2 mM) 

0,5 ml Triton-X 100 (1%) 

0,5 ml NP 40 (1%) 

50 ml aqua bidest. 

1 x Tablette Protease-Inhibitor cocktail (Roche) 

Lysispuffer für Proteine  

(in-vivo-Versuche) 

Extraktionspuffer I: 

120 mM NaCl 

50 mM Tris (pH: 8,0) 

1 x Tablette Protease-Inhibitor cocktail (Roche) 

Extraktionspuffer II: 

120 mM NaCl 

50 mM Tris (pH: 8,0) 

1% Triton X-100 

1% NP 40 

1 x Tablette Protease-Inhibitor cocktail (Roche) 
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PBS-Puffer 137,5 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

8,6 mM Na2HPO4 

1,5 mM KH2PO4

0,1% Triton X-100 

Stripping-Lösung 100 mM β-Mercaptoethanol (700µl) 

2% SDS (10 ml einer 20% SDS Lösung) 

65,5 mM Tris (6,55 ml 1 M Tris) 

Auffüllen auf 100 ml mit aqua bidest.  

pH: 6.4 

TBS-T Puffer (10 fach) 

Waschlösung  

für Western Blot 

87,66 g NaCl (1,5 M) 

12,114 g Tris (0,1 M) 

5 ml Tween 20 

1 l aqua bidest. 

pH: 8,0 

Tris/HCl Lösung 12,144 g Tris 

500 ml aqua bidest. 

pH: 8,6 

Zitrat-Puffer 10 mM Zitronensäure Monohydrat  

(2-Hydroxypropan-1,2,3-tricarboxylsäure Monohydrat) 

 pH: 6 
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2.8 Medien für eukaryontische Zellkulturen 

 

Zelllinen Zusammensetzung 

  

Medium für  PANC-I, COSwt -,  MzChA1-, 

MzChA2-Zellen 

DMEM 

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 100 U/ml Penicillin  

+ 1% L-Glutamin 

+ 10% FCS 

Medium für SH-SY5Ywt-, CHOwt-Zellen DMEM/F12 

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 100 U/ml Penicillin 

+ 1% L-Glutamin 

+ 10% FCS 

+ 1% MEM NEAA 

Medium für SW480-, LoVo-, T84-, CaCo-2, 

BxPC3-, CFPAC-1-, Capan-2-, NTera-2-, 

NCCIT-, TCam-2-, PC-3-, LNCaP- und    

DU-145-Zellen 

RPMI 1640 

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 100 U/ml Penicillin  

+ + 1% L-Glutamin 

+ 10% FCS 

Medium für transfizierte CHO-Zelllinie: 

CHO APP751wt

DMEM/F12 

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 100 U/ml Penicillin  

+ 1% L-Glutamin 

+ 10% FCS 

+ 1% MEM NEAA 

+ 200 µg/ml G418 

Medium für transfizierte COS-Zelllinien: 

COS Mock, COS APP695wt

DMEM 

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 100 U/ml Penicillin  

+ 1% L-Glutamin 

+ 10% FCS 

+ 300 µg/ml Hygromycin B 
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Medium für transfizierte Neuroblastoma 

Zelllinien: 

SH-SY5Y Mock-, SH-SY5Y APP695wt-, 

SH-SY5Y SPA4CT-, SH-SY5Y 

SPA4CT∆cyto-Zellen 

DMEM/F12 

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 100 U/ml Penicillin  

+ 1% L-Glutamin 

+ 10% FCS 

+ 1% MEM NEAA 

+ 300 µg/ml Hygromycin B 

 

 

2.9 Verwendete Zelllininen 

 

 

2.9.1   Humane Karzinomzelllinien 

 

Die Gallenwegstumorzelllinien stammen von Dr. T. Mansuroglu (UMG Göttingen, Abt. 

Gastroenterologie). Alle aufgeführten Kolon- und Pankreaskarzinomzelllinien kamen aus dem 

Labor von Prof. M. Ghadimi (UMG Göttingen, Abt. Chirugie). Die verwendeten 

Keimzelltumorlinien stammen von PD Dr. S. Schweyer (UMG Göttingen, Abt. Allgemeine 

Pathologie) und die Prostatakarzinomzelllinien stammen von PD Dr. P. Thelen (UMG 

Göttingen, Abt. Urologie). Ebenfalls wurden Zelllysate von Glioblastom-Zelllinien 

untersucht, die freundlicherweise von Dr. E. Kim und Prof. A. Giese (UMG Göttingen, Abt. 

Neurochirugie) zur Verfügung gestellt worden sind.  

 

Tumorentität Zelllinine Beschreibung und Referenz 

   

Gallenwegstumor MzChA1 Humane cholangiozelluläre Karzinomzelllinie (Jhandier et 

al., 2005) 

 MzChA2 Humane cholangiozelluläre Karzinomzelllinie (Serr et al., 

2006) 

Keimzelltumor NCCIT Humane, nicht-seminomatöse Embryonalkarzinomzelllinie 

(Schweyer et al., 2007; You et al., 2009) ATCC, CRL-

2073 
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NTera-

2/c1.D1 

(NTera-2, 

NT2) 

 

Humane, nicht-seminomatöse 

Embryonalkarzinomzelllinie, Metastase eines 

Teratokarzinoms von einem 22-jährigen Kaukasier 

(Andrews et al., 1984), ATCC, CRL-1973 

 TCam-2 Humane Seminomzelllinie, Primärkultur wurde aus dem 

Seminom von einem 35-jährigen Mann etabliert (Mizuno 

et al., 1993; Eckert et al., 2008) 

Kolonkarzinom CaCo2 Zelllinie aus einem primären Adenokarzinom des Kolons 

eines 72-jährigen Kaukasiers (1974) (Fogh et al., 1977) 

 LoVo Zelllinie, aus einem metastasierten  Kolon-Adenokarzinom 

(linke supraklavikulare Region) eines 56-jährigen Mannes 

(Drewinko & Yand, 1976) 

 SW480 Humane Kolon-Adenokarzinomzelllinie von einem 50-

jährigen kaukasischen Mann mit Kolonkarzinom (Grad 4, 

Duke Klasse B) (Leibovitz et al., 1976) 

 T84 Kolonkarzinomzelllinie aus einem männlichen Patienten 

(Murakami & Masui, 1980) 

Neuroblastom SH-SY5Y Klonale Unterlinie der Neuroepitheliomzelllinie SK-N-SH 

(Knochenmetastase eines Neuroblastoms von einem 4-

jährigen Mädchen) (Biedler et al., 1973), DSMZ, ACC 209  

Pankreaskarziom BxPC-3 Humane epitheliale Pankreaskarzinomzelllinie von einer 

61-jährigen Patientin (Tan et al., 1986) 

 Capan-2 Humane Pankreaskarzinomzelllinie von einem 56-jährigen 

männlichen Patienten (Dahiya et al., 1993) 

 CFPAC-1 Lebermetastase eines Pankreasadenokarzinoms von einem 

26-jährigen Kaukasier (Warth & Greger, 1993) 

 PANC-I Humane Pankreas Karzinom Zell-Linie, aus einem 56-

jährigen Mannes (Lieber et al., 1975) 

Prostatakarzinom DU-145 Humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie, ATCC, 

Rockville, USA; Androgen-unabhängige Zellen  

(Mickey et al., 1977) 
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LNCaP 

 

Humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie, ATCC, 

Rockville, USA; Zelllinie wurde aus einer 

Lymphknotenmetastase generiert;  

Androgen-abhängige Zellen (Horoszewicz et al., 1983) 

 PC-3 Humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie, ATCC, 

Rockville, USA; Androgen-unabhängige Zellen  

(Kaighn et al., 1979) 

 VCaP Spinale Prostatakarzinommetastase, Androgen-abhängige 

Zellline (Korenchuk et al., 2001) 

Glioblastome G112 Humane Glioblastom-Zelllinie (Kantelhardt et al., 2010) 

 U87 Humane Neuronale Glioblastom (Astrozytom) Zell-Linie 

aus einer 44-jährigen Patientin (Ponten & Macintyre, 1968)

 U251 Humane Neuronale Glioblastom (Astrozytom)-Zelllinie 

aus einen männlichen 75-jährigen Patienten (Bigner et al., 

1981) 

 40



Material und Methoden 
___________________________________________________________________________ 

2.9.2 Sonstige eukaryontische Zelllinien 

 

Zelllinie Beschreibung 

  

COS-7 (COS) Etablierte Fibroblasten-Zelllinie wurde 1981 aus dem Nierengewebe von 

Grünen Meerkatzen (Cercopithecus aethiops) gewonnen; diese wurde stabil 

mit einer Mutante des SV40-Virus transformiert (T-Antigen)  

(Gluzman, 1981) 

Chinese Hamster 

Ovary Zelllinie 

(CHO) 

Immortalisierte Zelllinie aus Ovarien des chinesischen Hamsters  

(Cricetulus griseus) (Tjio & Puck, 1958) 

 

 

2.9.3 Stabil transfizierte eukaryontische Zelllinien 

 

Alle SH-SY5Y Neuroblastomazelllinien wurden von Dr. O. Wirths (UMG Göttingen, Divsion 

Molekulare Psychiatrie) stabil transfiziert (Wirths et al., 2007). Die stabil-transfizierte 

Zelllinie CHO APP751wt wurde von Prof. E. Koo (Department of Neuroscience, University of 

California, San Diego, USA) zur Verfügung gestellt (Weggen et al., 2001). Die Vektoren 

SPA4CT und SPA4CT∆cyto stammen von PD Dr. S. Lichtenthaler (LMU München, Adolf 

Butenandt Institut, Abt. Biochemie) (Dyrks et al., 1992).  

 

Transfizierte Zelllinie Beschreibung 

  

CHO APP751wt Humane APP751 (nicht-neuronale) Isoform wurde in den 

pcDNA3.1 Plasmidvektor kloniert,  

200µg/ml G418 (Selektionsantibiotikum) 

COS APP695wt Humane APP695 (neuronale) Isoform wurde in den  

pCEP Plasmidvektor kloniert, 300 µg/ml Hygromycin B 

COS Mock Exprimiert den pCEP4 Plasmidvektor (Leervektor),  

300 µg/ml Hygromycin B  

SH-SY5Y APP695wt Humane APP695 Isoform wurde in den pCEP Plasmidvektor 

kloniert, 300 µg/ml Hygromycin B 
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SH-SY5Y Mock Exprimiert den pCEP4 Plasmidvektor (Invitrogen),  

300 µg/ml Hygromycin B (Selektionsantibiotikum) zur Erhaltung 

einer stabilen Transfektion 

SH-SY5Y SPA4CT Exprimiert das Konstrukt pCEP4/SPA4CT, N-terminale Deletion 

(C99-Fragment), 300 µg/ml Hygromycin B, (Dyrks et al., 1988) 

SH-SY5Y 

SPA4CT∆cyto 

Exprimiert das Konstrukt pCEP4/ SPA4CT∆cyto,  

N- und C-terminale Deletion, 300 µg/ml Hygromycin B 

 

 

2.10 Synthetische RNA-Oligonukleotide 

 

Die synthetischen siRNA-Oligonukleotide wurden von PD Dr. Jens Schmidt (UMG 

Göttingen, Abt. Neurologie) zur Verfügung gestellt und wurden von der Firma Ambion 

Applied Biosystems (Texas, USA) bezogen. Zur spezifischen Runterregulation der APP 

Expression wurden Silencer®-Select-validated-siRNA (D)-Oligonukleotide (s1500) 

verwendet. Die Spezifität der siRNA wurde durch einen TaqMan® Gen Expression Assay von 

der oben genannten Firma validiert. Details dieser Methodik und den daraus resultierten 

Ergebnisse sind unter: 

http://www5.appliedbiosystems.com/tools/shared/pages/validation.php?sirna=s1500&geneid=

351&procedureid=5&refSeq=NM_201414 zu finden. Als Negativkontrolle wurde eine 

Zufallssequenz (scrambled sequence, random siRNA) gleicher Oligonukleotidlänge 

verwendet. Die Methodik und das Funktionsprinzip der siRNA werden detailliert im Kapitel 

2.16.8 und Kapitel 2.16.9 besprochen. Die Lagerung der Oligonukleotide erfolgte in RNase 

freiem Wasser bei -20°C. Die entsprechenden Sequenzen der siRNA-Oligonukleotide sind 

wie folgt: 

 
 
Silencer® Select validated siRNA s1500 (humanes APP) 

 

Erster Strang (Sense Sequenz):  

5´-CAAGGAUCAGUUACGGAAATT-3´ 

Zweiter Strang (Antisense Sequenz):  

5´-UUCCGUAACUGAUCCUUGGT-3´ 
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2.11 Synthetische DNA-Oligonukleotide für quantitative real-time-PCR-Experimente 

 

Die validierten synthetischen Oligonukleotid-Primer für die quantitativen real-time PCR-

Analysen wurden von der Firma Qiagen (QuantiTect Primer Assays, Qiagen, Hilden) 

bezogen. Die Details über die entsprechenden Sequenzen für APP, β-actin, GAPDH und 

HSPA5 (GRP78) liegen beim Anbieter vor und können unter 

http://www.qiagen.com/default.aspx angefragt werden. Die Sequenzen der Oligonukleotid-

Primer für das Referenzgen ARP (acidic ribosomal protein) sind in der Arbeit von Stettner et 

al. zu finden (Stettner et al., 2007). Die Methodik der real-time PCR wird im Kapitel 2.15.3 

besprochen. 
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2.12 Verwendete primäre Antikörper für immunhistochemische Analysen 

 

 

Antikörper  
(Klon) 

Herkunft Hersteller Verdünnung Referenz 

     
APLP2 
(D2-II) 
 

Kaninchen Calbiochem/ 
Merck, 
Darmstadt 
 

1:1000 (Thinakaran et al., 1995) 

APP 
(22C11) 
 

Maus Millipore, 
Schlieren 

1:250 – 1:600 (Yasuoka et al., 2004) 

APP  
(23850) 
 

Kaninchen Gerd 
Multhaupt, 
Universität 
Berlin, Abt. 
Biochemie 
 

1:500 (Christensen et al., 2008) 

GRP78/BiP 
(ab21685) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:300 (Zwang et al., 2009) 

HDAC 1 
(ab19845) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:500 (Montgomery et al., 
2009) 

HDAC 2 
[Y461] 
(ab32117) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:5000 (Montgomery et al, 
2009) 

HDAC3 
[Y415] 
(ab32369) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:500 (Knutson et al., 2008) 

NANOG 
(H-155) 
 

Kaninchen Santa Cruz 
Biotechnology, 
Kalifornien, 
USA 
 

1:200 (Santagata et al., 2007) 

Oct-3/4 
(C-10) 
 

Maus Santa Cruz 
Biotechnology, 
Kalifornien, 
USA 
 

1:50 (Hoei-Hansen et al., 
2006) 

Sox2 
(AF2018) 
 

Ziege R&D Systems, 
Wiesbaden-
Nordenstadt 

1:200 (Sonne et al., 2010) 
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2.13 Verwendete primäre Antikörper für Western-Blot-Analysen 

 

Antikörper  
(Klon) 

Herkunft Hersteller Verdünnung Referenz 

     
AFP 
(EP1016Y) 
 

Kaninchen Epitomics, 
Kalifornien, 
USA 
 

1:10.000 - 

Androgen-
rezeptor  
(Ab-2) 
(Cat No.:  
RB-1358-P1) 
 

Kaninchen Neomarker, 
Kalifornien, 
USA 

1:2000 - 

Anti-acetyl-
Histone H4 
(Cat. # 06-
866) 
 

Kaninchen Millipore, 
Schlieren 

1:2000 (Kwon et al., 2002; Ecke 
et al., 2009; 
Venkataramani et al., 
2010) 

APLP2 
(D2-II) 

Kaninchen Calbiochem/ 
Merck, 
Darmstadt 
 

1:5000 (Kuan et al., 2006; 
Venkataramani et al, 
2010) 

APP  
(22C11) 

Maus Millipore, 
Schlieren 

1:1000 (Hilbich et al., 1993; 
Venkataramani et al, 
2010) 

APP  
(23850) 
 

Kaninchen Gerd 
Multhaupt, 
Universität 
Berlin, Abt. 
Biochemie 
 

1:100 (Borchardt et al., 1999) 

APP/Aβ 
 (W-02) 

Maus The Genetic 
Company/ 
Millipore, 
Schlieren 
 

1:5000 (Ida et al., 1996; 
Venkataramani et al, 
2010) 

EGFR 
(1005) 
sc-03 
 

Kaninchen Santa Cruz 
Biotechnology
, Kalifornien, 
USA 
 

1:200 (Repetto et al., 2007) 

GRP78/BiP 
(C50B12) 
 

Kaninchen Cell Signaling 
Technology, 
USA 
 

1:1000 (Venkataramani et al, 
2010) 

HDAC 1 
(ab19845) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 

1:500 (Rashid et al., 2009) 
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HDAC 2 
[Y461] 
(ab32117) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:2000 (Bhaskara et al., 2008) 

HDAC3 
[Y415] 
(ab32369) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:5000 - 
 
 

HSP70  
(C45G5) 
 

Kaninchen Cell Signaling 
Technology, 
USA 

1:500 - 

 
 

    

NANOG 
 (H-155) 
sc-33759 
 

Kaninchen Santa Cruz 
Biotechnology
, Kalifornien, 
USA 
 

1:200 (Salmina et al., 2010) 

Oct-3/4 (C-20) 
sc-8629 

Ziege Santa Cruz 
Biotechnology
, Kalifornien, 
USA  
 

1:200 (Lee et al., 2006) 

Pan-CK 
(AE1/AE3) 
 

Maus DAKO, 
Hamburg 

1:500 (Hale & Markert, 2004) 

Sox2 
(ab59776) 
 

Kaninchen Abcam, 
Cambridge 
England 
 

1:1000 (Singhal et al., 2010) 

β-actin 
(AC-74) 
 

Maus Sigma-
Aldrich, 
Deisenhofen 

1:5000 (Fu et al., 2003) 
 

 

 

2.13.1 Charakterisierung der APP-Antikörper durch Western-Blot-Analysen 

 

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene APP-Antikörper verwendet. Der monoklonale 

Antikörper W-02 wurde in Western-Blot-Analysen verwendet. Dieser Antikörper erkennt das 

Epitop an den Aminosäurepositionen 5-8 der Aβ-Sequenz (Ida et al, 1996). Für die 

immunhistochemischen Analysen wurde der monoklonale Antikörper 22C11 und der 

polyklonale Antikörper 23850 verwendet. Der letztere Antikörper wurde auch in 

immunzytochemischen Analysen benutzt. Der 22C11 Antikörper bindet an das Peptidepitop 

66-81 der APP-Sequenz und der polyklonale 23850 ist gegen die Aminosäurereste 18-491 

vom humanen APP gerichtet (Hilbich et al, 1993; Borchardt et al, 1999). Zur 
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Charakterisierung der Spezifität dieser Antikörper erfolgten zunächst Western-Blot-Analysen 

mit Zelllysaten von APP-überexprimierenden und Mock-transfizierten SH-SY5Y 

Neuroblastoma-Zellen. Mit allen Antikörpern konnte eine typische Doppelbande zwischen 

110 und 130 kDa detektiert werden. Dabei repräsentierte die untere Bande die unreife Form 

des APP (nur N-glykosyliert), und die obere Bande die post-translational modifizierte APP-

Form (N- und O-glykosyliert, tyrosyl-sulfatiert) (Weidemann et al., 1989). Die Western Blot 

Analysen sind im Kapitel 6.1. dargestellt. 

 

 

2.14 Verwendete sekundäre Antikörper für Immunhistochemie und Western-Blot- 

Analysen 

 
HRP (horse radish peroxidase)-
konjugierte Sekundärantikörper 

Hersteller Verdünnung 

   
Kaninchen-anti-Ziege 
Immunglobulin IgG 
 

DAKO, P0449, 
Dänemark 

1:2000 

Ziege-anti-Kaninchen 
Immunglobulin IgG 
 

DAKO, P0448, 
Dänemark 

1:3000 

Ziege-anti-Maus  
Immunglobulin IgG 
 

DAKO, P0447, 
Dänemark 

1:4000 

 
 

AP (Alkalische Phosphatase)- 
konjugierte Sekundärantikörper 

Hersteller Verdünnung 

   
Dako REAL Detection System, 
Alkaline  
Phosphatase/RED 
 

DAKO, K5005, 
Dänemark 

Ready-to-use 
(sofort einsetzbar) 

EnVision+ Dual Link System-HRP 
 

DAKO, K4061, 
Dänemark 

Ready-to-use 
(sofort einsetzbar) 
 

Pferd-anti-Ziege Immunglobulin 
IgG, biotinyliert 

Vector Laboratories, 
Burlingame, USA 
 

1:200 
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2.15 Molekularbiologische Methoden 

 

2.15.1 Isolierung, Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Ribonukleinsäure 

(RNA) aus Zellkulturen 

 

Die Isolierung der RNA, die reverse Transkription (RT), als auch die quantitative real-time- 

PCR, wurden hauptsächlich in SW480-, BxPC-3, NCCIT und NTera-2 Zelllinien 

durchgeführt. Dafür wurden entsprechende Zelllinien mit 5 mM VPA oder frischem Medium 

(Kontrolle) für 24 h stimuliert. Die Extraktion der RNA erfolgte nach zwei verschiedenen 

Techniken: 

 

Technik 1: 

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Tri-Reagents (peqGOLD TriFast™) der Firma Peqlab 

(Erlangen) nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Die Konzentration von 

Nukleinsäuren wurde mit einem UV-Spektralphotometer (Eppendorf Biophotometer, 

Hamburg) gemessen. Nach einer Abgleichung der Nullwerte konnte das 

Absorptionsmaximum bei 260 nm bestimmt werden. Gleichzeitig konnte auch eine potentielle 

Verunreinigung durch Proteine bei 280 nm vermessen werden. Die Reinheit der RNA wurde 

durch das A260/A280- Verhältnis wiedergegeben. Diese lag im Durchschnitt zwischen 1,6 

und 2,0. Die Ausbeute an RNA lag zwischen 0,6 – 1,5 µg/µl. Die Proben wurden bis zur 

weiteren Analyse bei -80°C verwahrt.  

 

Technik 2: 

Die folgende Technik wurde im Labor von PD Dr. P. Thelen (UMG Göttingen, Abt. 

Urologie) durchgeführt. 

Dabei erfolgte die Isolierung von RNA aus Zellkulturen mit Hilfe des Mini RNA Isolation II 

Kit™ (Zymo Research, Freiburg). Anschließend erfolgte die weitere Analyse mit dem Agilent 

Bioananalyser 2100 und einem RNA 600 Nano LabChip-Kit (Agilent Technologies, 

Waldbronn). Bei einem Probeneinsatz von 1 µl (ungefähr 5ng RNA) konnte eine Aussage 

über die Quantität und die Qualität der RNA getroffen werden.  
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2.15.2 Reverse Transkription (RT) 

 

Um eine repräsentative Menge von cDNA (complementary DNA) aus der Gesamt-RNA zu 

erhalten wurde das Fermentas First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1611 und #K1612, 

Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die cDNA-Erststrangsynthese erfolgte mit der Moloney 

Murine Leukemia Virus-Reversen Transkriptase (MMLV-RT) und Hexanukleotiden (oligo- 

(dT)-Primer), die sich mit den poly (A)+-Sequenzen der mRNA paaren. Dadurch entsteht der 

cDNA Strang, der zur mRNA komplementär ist und später DNA-abhängigen Polymerasen 

zugänglich gemacht werden kann. Für einen Standard PCR Reaktionsansatz mit einem 

Gesamtvolumen von 20 µl wurden zunächst 2 µg Gesamt-RNA, 2µl Hexanukleotid-Primer, 

2µl MMLV-RT, 1µl RiboLOCK RNAse Inhibitor und RNase-freies Wasser miteinander 

vermischt und herunter zentrifugiert. Mit Hilfe eines Thermocyclers wurden die Proben revers 

transkribiert (5 min bei 25°C, 60 min bei 37°C und für weitere 5 min bei 70°C). Danach 

wurden die Proben auf Eis abgekühlt und entweder bei -20°C verwahrt oder weiter 

aufgearbeitet. 

 

 

2.15.3 Quantitative real-time (RT) PCR-Analysen 

 

Als real-time (RT) PCR wird ein PCR-Verfahren bezeichnet, bei dem während der PCR die 

Menge der entstandenen Produkte in Echtzeit gemessen wird. Die Messung der 

Produktzunahme geschieht anhand von Fluoreszenzlicht, welches in Abhängigkeit von der 

Produktmenge emittiert wird. Der Cyaninfarbstoff SYBR®-Green (Qiagen, Hilden) wurde 

hierbei verwendet. Dieser Farbstoff interkaliert weitgehend sequenzunspezifisch mit der 

doppelsträngigen DNA. Das gebundene SYBR®-Green fluoresziert nach Anregung etwa 

1000-fach stärker als in seiner freien Form. Daher bietet dieser Farbstoff eine hervorragende 

Möglichkeit um die neu generierte Doppelstrang-DNA (dsDNA) sichtbar zu machen 

(Morrison et al., 1998). In Gegenwart von 480 nm (blau) lässt sich in dsDNA interkaliertes 

SYBR®-Green anregen und zeigt ein Emissionsmaximum bei 520 nm. Die RT-PCR Analysen 

wurden im 384-well Maßstab mit dem Stratagene MX3000P Real-Time Cycler (Waldbronn) 

durchgeführt. Integriert ist ein ladungsempfindliches Detektionssystem mit der die 

Fluoreszenz jeder Probe, die durch an dsDNA gebundenes SYBR®-Green emittiert wurde, 

gemessen werden kann. Die entsprechenden Reaktionsansätze enthielten spezifische 

Oligonukleotid-Primer, den DyNAmo™ Flash Probe PCR-Master-Mix und den ROX-
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Farbstoff. Der PCR-Master-Mix enthielt die HotStarTaq-DNA-Polymerase in einem 

optimierten Puffer, dNTP-Mix (mit dUTP-Additiv) und den SYBR®-Green-I Fluoreszenz-

Farbstoff. Der ROX-Farbstoff sollte die Korrektur minimaler Abweichungen erlauben, die 

durch Pipepttier-Ungenauigkeiten oder Fluoreszenz-Schwankungen entstehen können und 

diente so als passive Referenz. Die Menge des Master-Mixes ergab sich aus der Anzahl der 

cDNA-Proben und einer zusätzlichen Master-Mix-Kontrolle (Ausschluss eventueller 

Verunreinigungen). Bei fünf cDNA-Proben wurde dementsprechend ein sieben-facher Ansatz 

angesetzt. Der Gesamt-Ansatz für 2 µl einer 1:5 verdünnten cDNA setzte sich wie folgt 

zusammen: 

 

Einfachansatz 

 
10 µl Master-Mix 

2 µl spezifische Primer 

5,85 µl RNase-freies Wasser 

0,15 µl ROX 

 

Die PCR-Reaktion umfasste drei aufeinander folgende Schritte, die in 40 Zyklen wiederholt 

wurden. Im ersten Schritt wurde der PCR-Ansatz auf 94°C erhitzt und dadurch die DNA in 

Einzelstränge aufgeteilt (Denaturierung). Der nächste Schritt wurde bei 55°C durchgeführt, 

damit sich die spezifischen Primer an die komplementären Stränge der Matrizen-DNA 

anlagern konnten (Annealing). Beim dritten Schritt der PCR wurde der entsprechende DNA-

Abschnitt synthetisiert (Elongation). Dafür wurde eine Taq-Polymerase (aus Thermus 

aquaticus, Taq) verwendet. Diese zeichnet sich durch ausgesprochene Thermoresistenz aus 

und kann auch bei Temperaturerhöhungen auf 95°C stabil bleiben. Die PCR beginnt am freien 

3´-Ende des angelagerten Primers mit der Synthese in 5´-3´-Richtung. Die für diesen Schritt 

beigefügten dNTPs wurden dem Reaktionsansatz zu Beginn beigefügt (Master-Mix). Nach 30 

Sekunden erfolgte wieder eine Erhitzung auf 94°C. Die während der Synthese neu 

entstandenen DNA-Abschnitte wurden wieder getrennt und konnten dadurch erneut als 

Matrize für den nächsten Zyklus zur Verfügung stehen. Dadurch konnte während der Zyklen 

ein exponentieller Anstieg der PCR-Produkte nachgewiesen werden. Um auszuschließen, dass 

unspezifische Produkte auftreten, wurde nach Abschluss der Amplifikationsphase eine 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Dabei wurde kontinuierlich die Fluoreszenz bei 

steigender Temperatur gemessen. Folgendes Programm wurde für alle Primer verwendet: 
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Temperatur Zeit Beschreibung  

    
95°C 10 min Aktivierung der Taq  

94°C 15 sec Denaturierung 

55°C 30 sec Annealing 

72°C 30 sec Elongation 

 

40 Zyklen 

95°C 1 min   

60°C 30 sec   

95°C 2°C/min Schmelzkurve  

 

Die damit generierten Ergebnisse wurden anschließend in eine Exel-Tabelle exportiert. 

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der Relative-Expression-Software-Tool (REST) V2.0.7 

ausgewertet. Dadurch konnten die Expressionsunterschiede zwischen behandelten Zellen und 

Kontrollen berechnet und statistisch ausgewertet werden. Die REST-Software fasst die 

Gruppen als Mittelwerte zusammen und berechnete daraus die mittleren 

Expressionsunterschiede der Gruppen, normalisierte über ein bestimmtes house-keeping Gen 

(GAPDH, β-actin oder ARP), sowie die Varianzen der einzelnen Expressionen. Die 

Ergebnisse wurden statistisch getestet und die Expressionsunterschiede in einem 

Ausgabefenster mit ihren Signifikanzen ausgegeben (Pfaffl et al, 2002). Die entsprechenden 

Ergebnisse wurden als Balkendiagramme mit Hilfe der GraphPad Prism version 5.00 

Software (GraphPad Software, Inc., 2007) wiedergegeben. 

 

 

2.15.4 Microarray-Analysen 

 

Die in dieser Arbeit gezeigten Microarray-Analysen wurden von PD Dr. Schweyer (UMG 

Göttingen, Abt. Pathologie) in Auftrag gegeben und von der DNA Microarray Facility (UMG 

Göttingen, Transkriptomanalyselabor) von Dr. G. Salinas-Riester und Dr. L. Opitz 

durchgeführt und analysiert. In dieser Arbeit werden die Ergebnisse einer Valproat-

Stimulation in der NTera-2 Zelllinie beschrieben. Eine Auswertung der 

Genexpressionsanalyse beschränkte sich auf ausgewählte Pluripotenzgene und Linien-

spezifischen Differenzierungsmarker. Insgesamt wurden hier 65 Gene aufgeführt, die im 

Labor von PD Dr. Schweyer durch RT-PCR-Analysen validiert wurden. Mit Genehmigung 
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von PD Dr. Schweyer wurden die Ergebnisse in einem Wasserfall-Diagramm (Waterfall-Plot) 

dargestellt.  

 

 

2.15.5 Proteinchemische Techniken 

 

2.15.5.1    Isolierung von Gesamt-Protein aus Zellkulturen 

 

Nachdem das Medium abgesaugt worden ist, wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS 

gewaschen, um den Zelldetritus zu entfernen. Bei Bedarf wurde das Medium zur weiteren 

Analyse bei -80°C aufbewahrt. Nachdem erneut 5 ml PBS hinzugefügt worden ist, wurden 

alle adhärenten Zellen mit einem sterilen Zellschaber geerntet, abzentrifugiert und das 

verbliebene Pellet mit „Lysis-Puffer für in-vitro-Versuche“ versetzt. Entsprechend der Größe 

der Pellets wurde 150 – 300 µl Lysis-Puffer verwendet. Nach 30 - 45 minütiger Inkubation 

auf Eis wurde die Suspension bei 5000 x rpm für 10 min (bei 4°C) zentrifugiert. Der die 

Zellproteine enthaltende Überstand wurde in ein sauberes Eppendorf-Gefäß überführt und in 

geeigneten Aliquots (50-100 µl) bei -20°C aufbewahrt. 

 

 

2.15.5.2    Isolierung von Gesamt-Protein aus implantierten Xenograft-Tumoren 

 

Zur Isolierung des Proteins wurde den Tumoren ihrem Gewicht entsprechend 

Extraktionspuffer I (für in-vivo-Versuche) im Verhältnis 1:8 – 1:9 hinzugefügt. Die Tumore 

wurden homogenisiert und in eine Suspension überführt. Danach wurde diese für 20 min bei 

17.000 x rpm (4°C) abzentrifugiert. Der Überstand (lösliche Proteinfraktion) wurde bei -20°C 

aufbewahrt. Das Pellet wurde erneut mit Extraktionspuffer II (für in-vivo-Versuche und 

Triton-X-100 Zusatz) verwendet und mit einem Ultraschallhomogenisator sonifiziert bis 

erneut eine trübe Zellsuspension entstanden war.  Nach erneuter Zentrifugation bei 10.000 x 

rpm für 2 min wurde der Überstand (der aufgeschlossene Proteine enthielt) in saubere 

Eppendorf-Gefäße aliquotiert und die nicht löslichen Bestandteile (Pellet) bei -80°C 

aufgewahrt.  
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2.15.5.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

 

Die Proteinkonzentration in Gesamtlysaten wurde mit Hilfe des Roti®-Quant universal Kit 

nach Angaben des Herstellers gemessen. Dieses Verfahren kombinierte den Biuret-Assay mit 

Bicinchoninsäure (BCA) und beruht auf der von Smith et al. (1985) entwickelten Methode 

(Smith et al., 1985). Von Redinbaugh et al. (1986) wurde diese auf das Mikrotiterplatten-

Format angepasst (Redinbaugh & Turley, 1986). Das Grundprinzip dieser Methode ist wie 

folgt: Proteine reduzieren im alkalischen Milieu Cu2+ zu Cu+ (Biuret-Reaktion). Das Na+-Satz 

der Bicinchoninsäure ist in der Lage mit Cu+ in alkalischer Lösung einen intensiv 

purpurfarbenen Komplex einzugehen und kann damit photometrisch detektiert werden. Das 

Absorptionsmaximum dieses Komplexes liegt bei 503 nm und verhält sich proportional zur 

Proteinkonzentration der Probe. Mittels einer Kalibrationsreihe (Eichgerade) aus BSA 

(Rinderserumalbumin) festgelegter Konzentrationen (0 bis 2000 µg/ml) konnte die 

Proteinkonzentration der Probe festgestellt werden (Abb. 2.1). 

 

 
 

Abb. 2.1: Colorimetrische Proteinkonzentrationsbestimmung durch den Biuret-Assay mit BCA. (A) 
Kalibrationsreihe mit aufsteigenden BSA Konzentrationen (bis 2000 µg/ml) nach einer Inkubationsdauer von 30 
min bei 37°C. (B) Chemische Biuret-Reaktion mit Bicinchoninsäure (BCA). 
 

Die  Proteinbestimmung erfolgte in flachbödigen 96-well Mikrotiterplatten. Die 

entsprechenden Proteinlysate wurden zunächst 1:5 mit aqua bidest. verdünnt.  Je 100 µl der 

Arbeitslösung wurde zu der BSA-Standardreihe als auch den verdünnten Proben hinzugefügt. 

Nach kurzem Schütteln wurde die 96-well Platte für 30 min bei 37°C inkubiert. Die Messung 

der Extinktion erfolgte mit einem µQuant Mikroplatten-Spectrophotometer (BioTek 

Instruments) bei 492 nm und wurde mit der Software Mikrowin 2000, Version 4.04 (Mikrotek 
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Laborsysteme) ausgewertet. Alle Lysate wurden dreifach gemessen und die resultierenden 

Werte gemittelt. 

 

 

2.15.5.4    Western Blot 

 

Beim Western Blot (auch Immunoblot genannt) wird zunächst das Proteinlysat mittels 

Gelelektrophorese aufgetrennt, im Anschluss auf eine Membran transferiert („blotting“) und 

das gewünschte Protein schließlich mittels Primär- und Sekundärantikörper nachgewiesen 

(Towbin et al., 1979). Durch diese Methode ist es möglich das gesuchte Zielprotein samt 

zugehörigem Molekulargewicht aus einer komplexen Proteinmischung zu detektieren. Die 

einzelnen Schritte werden nachfolgend erläutert. 

    

 

2.15.5.5    SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 

 

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wandern Proteine in einem angelegten 

elektrischen Feld durch die Poren einer Polyacrylamid-Gelmatrix. Die Methode nach 

Laemmli beschreibt eine eindimensionale, diskontinuierliche Gelelektrophorese mit dem 

Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) (Laemmli, 1970). Durch die Verwendung von 

aufeinander abgestimmten Gelen und Pufferlösungen (pH: 7,0) wird zum einen die Stabilität 

der Proteine, als auch der Gele gefördert. Dies resultiert in einer besseren Trennschärfe und 

einer höheren Nachweisempfindlichkeit der Proteine. Das SDS dient dazu, die Eigenladung 

der Proteine zu überdecken, sodass die Auftrennung lediglich aufgrund des 

Molekulargewichts der Proteine erfolgt. Das Proteinlysat wandert zunächst durch ein 

Sammelgel (geringe Acrylamid-Konzentration) mit großen Poren, um anschließend im 

Trenngel (hohe Acrylamid-Konzentration) aufgetrennt zu werden. Letzteres wirkt wie ein 

Sieb, sodass die Proteine in Abhängigkeit von der Acrylamidkonzentration aufgetrennt 

werden. Bei der Probenvorbereitung der Lysate wird SDS im Überschuss hinzugefügt (SDS-

Probenpuffer). Dadurch verbinden sich die Proteine mit dem SDS zu negativ geladenen SDS-

Protein-Komplexen mit konstantem Masse/Ladungs- Verhältnis. Zudem bewirkt das SDS 

eine Denaturierung der Proteine, wodurch sie ihre Quartär-, Tertitär- und teilweise ihre 

Sekundärstruktur verlieren und als Polypeptid eine nahezu einheitliche Form annehmen. 
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Zur Auftrennung der Proteine wurden Gradientengele (VarioGel 4-12% Bis-Tris Gel, 1.0 mm, 

10 und 15 Bahnen, Anamed-Elektrophorese) verwendet. Die Proteinproben wurden zunächst 

mit SDS-Probenpuffer (VarioGel SDS-Probenpuffer, 2-fach Konzentrat) im Verhältnis 1:1 

versetzt. Alle Proben wurden für 3-5 min bei 95°C mittels eines Thermocyclers erhitzt und 

auf Eis gelegt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. 

Als Proteinstandard wurde der Spectra Color Broad Range Marker (Fermentas) mit 

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte unter Verwendung des VarioGel Laufpuffers 

(Anamed-Elektrophorese) für 15 min bei 60 V und anschließend für 45 min bei 150-180 V. 

 

 

2.15.5.6    Western-Blot-Analysen von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen 

 

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine meist zur weiteren Analyse 

mittels Elektroblot auf eine Membran transferiert, wobei das Muster der elektrophoretischen 

Auftrennung dabei erhalten bleibt. Die Übertragung auf die Membran konnte dann mittels 

Semi-dry- oder Wet-Blot (Tank-Blot) erfolgen. Nach eigenen Erfahrungen zeigte sich das 

Wet-Blot-Verfahren als vorteilhaft, da insbesondere niedermolekulare Proteine gut darstellbar 

waren. Daher wird im Folgenden nur diese Methodik beschrieben.  

Nach Abschluss des Gellaufs wurde das Gel, die Nitrozellulose-Membran (Amersham 

Hybond-ECL Membrane), als auch zurecht geschnittene Filterpapiere (Trans-Blot) für 3-5 

min in Transfer-Puffer (Anamed-Elektrophorese) äquilibriert und danach der Blot wie folgt 

zusammengebaut (Sandwich-Methode, von oben nach unten): 2 Wet-Blot-Schwämmchen, 1 

Filterpapier, ECL-Membran, 1 Filterpapier, 2 Schwämmchen. Dieser Stapel wurde zwischen 

zwei Elektrodenplatten einer Wet-Blot-Apparatur eingesetzt und mit Transfer-Puffer getränkt. 

Danach wurden die Elektroden so angeschlossen, dass unten die Anode und oben die Kathode 

positioniert war. Somit konnten die Proteine im elektrischen Feld vom Gel zur Membran 

wandern. Der Transfer wurde für 90 -120 min bei 4°C und 25 mV durchgeführt. Nach dieser 

Prozedur wurde die Apparatur auseinander gebaut und die Membran in TBS-T (1-fach) kurz 

gewaschen. Um den Erfolg des Transfers zu überprüfen wurde anschließend die Membran 

kurz in Ponceau S (0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsäure, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

geschwenkt. Ponceau S bindet unspezifisch an hydrophobe Proteine mit einer 

Nachweisgrenze bei ca. 50 ng Protein/Gelspur. Um unspezifische Bindungsstellen 

abzublocken, wurde die Membran in 1-facher TBS-T Lösung mit 10% (v/w) 
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Magermilchpulver und danach über Nacht bei 4°C mit entsprechenden Primärantikörpern 

inkubiert. 

 

 

2.15.5.7    Detektion der Proteine 

 

Nach zweimal 5-minütigem Waschen in 1-facher TBS-T Lösung wurden entsprechende HRP-

konjugierte Sekundärantikörper in einer Verdünnung 1:2000 – 1:4000 für 2 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Proteine wurden über Chemilumineszenz nachgewiesen. 

Hierbei wurde eine frische Arbeitslösung aus zwei Bestandteilen zusammengeführt. 8 ml 

Luminol-Lösung (in Tris-HCl gelöst; Lösung A) wurde mit 800 µl Lösung B (para-

Cumarsäure in DMSO) und 2,4 µl H202 vermengt und gut vermischt. Die HRP 

(Sekundärantikörper) setzt das Substrat der Arbeitslösung um. Die Produkte bilden ein 

lichtemittierendes Präzipitat um den Antigen-Antikörperkomplex. Durchschnittlich wurde die 

Membran für 2 min in der Arbeitslösung inkubiert. Anschließend wurde die Membran in eine 

Filmkammer gelegt. In der Dunkelkammer wurden Röntgenfilme (CEA) verwendet um die 

emittierenden Signale sichtbar zu machen. Je nach Intensität der Banden schwankte die 

Entwicklungszeit zwischen 2 sec und 5 min. Neben dieser Arbeitslösung wurde auch ein 

kommerzielles ECL-(Enhanced chemiluminescence)-Kit  (Luminata Crescendo Western HRP 

substrate) verwendet. 

  

 

2.15.5.8    Strippen der Nitrozellulose-Membran 

 

Für den Nachweis eines weiteren Proteins wurde der Primärantikörper mit einer Stripping-

Lösung entfernt. Dabei wurde die Membran für 45 Minuten in Stripping-Puffer inkubiert. 

Anschließend wurde diese dreimal mit TBS-T gewaschen, bevor die Membran mit einem 

weiteren Antikörper inkubiert worden ist. Ein weiterer Blockierungsschritt mit Milchpulver 

erwies sich als nachteilhaft und wurde deshalb nicht durchgeführt. 
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2.15.5.9 Metabolische Markierung von Zellen/Pulse-Chase Experimente 

 

Die metabolische Markierung von Zellen und nachfolgende Pulse-Chase Experimente wurden 

im Labor von J. Walter (Universität Bonn, Abt. Molekulare Neurodegeneration) von I. 

Tamboli durchgeführt und werden daher nur zusammengefasst dargestellt. 

 

Für Pulse-chase Experimente wurden SW480-Zellen bei 37°C in Methionin/Cystein- und 

Serum freien Medium für 45 min kultiviert. Anschließend erfolgte die Markierung mit 

[35S]Methionin/[35S]Cystein (MP Biomedicals Inc.) für 10 min. Nach zweimaligem 

Waschen mit PBS wurde normales serumhaltiges Medium hinzugefügt. Die Analyse der 

Zellen als auch des Mediums fand zu indizierten Zeitpunkten statt. Dabei wurden die Zellen 

mit Hilfe eines STEN-Puffers (50 mM Tris, pH7.6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % NP-

40/1 % Triton X-100, 2% BSA) für 10 min lysiert und für 20 min bei 14000 x g 

abzentrifugiert.  Die Immunpräzipitation wurde mit dem APP-Antikörper 5313 für 2 h bei 

4°C durchgeführt. Anschließend wurde eine Western-Blot-Analyse durchgeführt (Tamboli et 

al., 2005). 

 

 

2.16      Zellbiologische Methoden 

 

 

2.16.1      Kultivierung eukaryontischer Zellen 

 

Alle in Kapitel 2.9 aufgeführten Zelllinien wurden in wassergesättigter Atmosphäre unter 5% 

CO2 bei 37°C in einem HERAcell 150 CO2 Incubator (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

kultiviert. Medien und Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben, auf 37°C 

vorgewärmt. Das Medium wurde alle zwei Tage erneuert. In Abhängigkeit von der 

Wachstumsrate der Zellen wurden diese ein- bis zweimal pro Woche geteilt. Dabei wurden 

die Zellen mit D-PBS (Pan Biotech GmbH) gewaschen und mit 3-5 ml Trypsin (PAN Biotech 

GmbH) bei 37°C inkubiert. Wenn sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche gelöst haben 

(mikroskopische Kontrolle), wurde die Zellsuspension mit frischem Medium versetzt, 

wodurch die Trypsinaktivität gestoppt wurde. Anschließend wurde diese für 5 min bei 1000 x 

rpm abzentrifugiert. Es wurden 1:2 – bis 1:10- Verdünnungen der Zellsuspension in frischem 

Medium hergestellt. 
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2.16.2      Kryokonservierung und Revitalisierung eukaryontischer Zellen 

 

Für die Kryokonservierung wurden Zellen trypsiniert, im Zellkulturmedium aufgenommen 

und für 5 min bei 1000 x rpm abzentrifugiert. Nach dem Absaugen des Mediums wurden die 

Zellen in Einfriermedium (10% DMSO in Zellkulturmedium) resuspendiert und jeweils 1 ml 

davon in Kryoröhrchen überführt und für 3 – 7 Tage bei -80°C und zur 

Langzeitkonservierung anschließend in flüssigen Stickstoff aufgewahrt.  

Zur Revitalisierung von Zellen wurden Kryoröhrchen im Wasserbad (37°C) aufgetaut und in 

vorgewärmtes Kulturmedium überführt. Nach Zentrifugation für 5 min bei 1000 x rpm wurde 

das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert und für 48 – 72h bei 37°C im Inkubator 

aufbewahrt. Anschließend wurde nach mikroskopischer Kontrolle das Medium ausgetauscht.  

 

 

2.16.3      Zellzahlbestimmung  

 

 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-improved Zählkammer (LO - 

Laboroptik GmbH) nach Färbung mit Trypanblau (Sigma-Aldrich). 

 

 

2.16.4      Bestimmung der sAPPα-Konzentration im Kulturmedium 

 

Zur Bestimmung der sAPPα-Konzentration im Zellkulturüberstand wurde zunächst 2 ml 

Medium für 1 min bei 17.000 x rpm zentrifugiert. Damit konnten die verbliebenen 

Zelldetritusbestandteile entfernt werden. Anschließend wurde das Medium unter Verwendung 

der Amicon Ultra-4 (Millipore) Filterröhrchen für 5 min bei 4000 x rpm zentrifugiert. Damit 

war nicht nur das Medium stark aufkonzentriert, sondern auch alle Proteine die kleiner als 30-

50 kDa sind nahezu eliminiert. Der aufbereitete Überstand (ca. 50 µl) wurde in frische 

Eppendorf-Gefäße überführt und bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.  
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2.16.5       Proliferationassay 

 

 

Zur Überprüfung des Wachstums und der Viabilität von Zellen unter verschiedenen 

experimentellen Konditionen wurde der Cell Titer 96®-AQueous-Non-Radioactive-Cell- 

Proliferationassay (Promega) verwendet (Abb. 2.2).  

 

 
 

Abb. 2.2: Bestimmung der Proliferation mit dem Cell Titer 96®-AQueous-Non-Radioactive-Cell-
Proliferationassay. (A) In einer 96-well Platte wurden aufsteigend höhere Zellzahlen pipettiert und 
anschließend mit 20 µl Proliferationassay versetzt. Nach 2 h Inkubation bei 37°C konnte ein zellzahlabhängiger 
Farbgradient nachgewiesen werden. (B) Chemische Umwandlung von MTS (Owen’s Reagenz) in intensiv 
gefärbte Formazanderivate unter reduzierenden Bedingungen (mitochondriale Reduktasen) (Promega, 2005; S. 
2). 
 

Der Proliferationassay stellt eine etablierte Methode zu Bestimmung von Viabilität und 

Zellproliferation dar und kann ebenso zur Quantifizierung zytotoxtischer/zytostatischer 

Aktivität Anwendung finden. Dieser Assay besteht aus einer Tetrazolium-Verbindung (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)- 2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTS) 

und Phenazin–Ethosulfat (PES). Das PES bindet Elektronen und erhöht die chemische 

Stabilität von MTS. Durch mitochondriale Dehydrogenasen (NADPH und NADH) 

metabolisch aktiver Zellen, wird MTS in ein Formazan-Reaktionsprodukt modifiziert, was in 

einen Farbumschlag resultiert. 
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Diese Reduktion erfordert intakte Mitochondrien, die nach Absterben der Zelle innerhalb 

weniger Minuten inaktiv werden. Daraus ergibt sich eine Unterscheidungsmöglichkeit 

zwischen lebenden und abgestorbenen Zellen. 

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden 5000 Zellen/well (100 µl Medium) in eine frische 96-

well Platte ausgesät und für 24 h bei 37°C und 5 % CO2 im Inkubator aufbewahrt. Bei 

pharmakologischen Experimenten wurden Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen 

behandelt und für weitere 24 h im Brutschrank inkubiert. Zur Bestimmung der Proliferation 

wurden am nächsten Tag jeweils 20 µl MTS-Assay pro Well hinzugefügt. Nach kurzem 

Schütteln wurde die 96-well Platte für weitere 2 h im Inkubator aufgewahrt. Die Messung des 

Farbumschlags des Chromophors erfolgte in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (ELISA-

Reader; µQuant Mikroplatten-Spektrophotometer, Biotech Instruments). Die Absorption 

wurde bei 490 nm gegen 650 nm (Referenzwellenlänge zum Abzug des Hintergrunds) 

gemessen. Alle Experimente wurden mindestens vier- bis sechsmal durchgeführt. Aus den 

Daten wurden der Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. 

 

 

2.16.6      LDH-Messung mittels Zytotoxizitätsassay 

 
Mit Hilfe des Proliferationassays kann die Anzahl an lebenden (viablen) Zellen ermittelt 

werden. Es erlaubt jedoch keine Unterscheidung zwischen überlebenden Zellen und Zellen, 

die durch Proliferation neu entstanden sind. Weiterhin kann durch den Assay, bei 

pharmakologischen Experimenten die Zytotoxizität von Substanzen ermittelt werden.  Um 

zwischen Zellen die lediglich nicht proliferieren (Zytostase) und Zellen, die durch Nekrose 

zugrunde gegangen sind, zu unterscheiden, eignet sich die Messung von LDH 

(Laktatdehydrogenase). LDH wird aus zerstörten Zellen freigesetzt und kann im 

Zellkulturmedium nachgewiesen werden. In den Kulturen, in denen die Zellen lediglich in 

ihrer Proliferation stagnieren (Wachstumsarrest), findet sich keine LDH-Aktivität im 

Kulturmedium. Die LDH-Aktivität wurde mit dem CytoTox96®-Non-Radioactive-

Cytotoxicity-Assay (Promega) untersucht. Hierbei bewirkt freigesetztes LDH in einer 

enzymatischen Reaktion, die Konversion eines Tetrazolium-Salzes in ein rotes Formazan-

Produkt. Die Menge an neu entstandenen Formazan verhält sich proportional zu der Anzahl 

an zerstörten (lysierten) Zellen.  

Wie auch bei den Proliferationsanalysen wurden 5000 Zellen/well für 24 h mit diversen 

Substanzen inkubiert. Anschließend wurde vom Kulturüberstand 50 µl entnommen und mit 
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50 µl des Substrat-Mixes sowie 50 µl Assay-Puffers in einer frische 96-well Platte vermengt. 

Nach kurzem Schütteln wurde die 96-well Platte unter Lichtschutz für 30 min bei 

Raumtemperatur aufbewahrt. Als Positivkontrolle wurden entweder Zellen mit 15 µl Lysis-

Puffer (9% (v/v) Triton-X 100 in aqua bidest.) aufgeschlossen oder ein äquivalentes Volumen 

an frisch erstellter LDH Positivkontrolle (2 µl LDH Positivkontrolle in 10 ml PBS + 1 % BSA 

(Rinderalbumin)) verwendet. Die enzymatische Umwandlung des Tetrazolium-Salzes in ein 

rotes Formazan-Produkt wurde anschließend durch 50 µl Stop-Lösung beendet. Die 

Absorption des Reaktionsproduktes wurde bei 490 nm im ELISA-Reader (µQuant 

Mikroplatten-Spektrophotometer, Biotech Instruments) gemessen. 

 
 
2.16.7      Indirekte Immunfluoreszenz 

 

Um die Menge und Lokalisation von Proteinen (APP, β-actin) sowie morphologische 

Alterationen festzustellen, wurden Zellen immunzytochemisch gefärbt und untersucht. Dabei 

wurden jeweils 5 - 20 x 10³ Zellen in Lab-Tek™ 4-well chamber slides (Thermo Fischer 

Scientific) überführt. Nach einer Inkubationsdauer von 3 Tagen wurde eine Konfluenz von 40 

– 60 % erreicht. Nach mehrmaligem vorsichtigem Waschen mit D-PBS und unter 

mikroskopischer Kontrolle wurden die Zellen zunächst mit eiskaltem Methanol für 6 min bei -

20°C fixiert. Dadurch wurde ein Ausfließen des Zellinhalts größtenteils verhindert. Nach 

erneutem dreimaligem Waschen mit D-PBS wurden die Zellen für 5 min mit 0,5% Triton-X 

100 (in D-PBS) permeabilisiert. Anschließend wurden die Zellen mit einer 

Blockierungslösung (10% FCS + 4 % (v/w) Milchpulver in D-PBS) für 1 h blockiert. Danach 

erfolgte die Inkubation mit entsprechenden Primärantikörpern für mindestens 18 h bei 4°C. 

Folgende Primärantikörper wurden verwendet: 

  

Primäre Antikörper Verdünnung 

  
APP Antikörper: 22C11 (Millipore, Maus monoklonal) 1:100 

APP Antikörper: 23850 (Gerd Multhaup, Kaninchen polyklonal) 1:100 – 1:500 

β-actin (Sigma, Maus monoklonal) 1:1000 
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Am nächsten Tag wurden die Zellen zweimal mit D-PBS gewaschen und mit anschließend 

mit entsprechenden Sekundärantikörpern unter Lichtschutz für 2 h inkubiert. Dabei wurden 

folgende Sekundärantikörper verwendet: 

 

Sekundäre Antikörper Verdünnung 

  
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, anti-Maus, grün) 1:300 

Alexa Fluor 568 (Invitrogen, anti-Kaninchen, rot) 1:300 

 

Danach wurden die Chamber-Slides auseinander gebaut und erneut dreimal mit D-PBS 

gewaschen. Nach einer 45 sec langen Inkubation in DAPI (Sigma, 1,5 mg/l in aqua bidest.) 

wurden die Objektträger mit Antifade-Medium (Invitrogen) eingedeckt. Zur 

Langzeitaufbewahrung wurden alle Objektträger unter Lichtschutz bei -4°C aufbewahrt. Eine 

Analyse der Präparate erfolgte mit dem Olympus Bx51/DP50 Mikroskop (Olympus 

Cooperation).  

 

 

2.16.8 Herunterregulation der Genregulation mittels RNA-Interferenz (RNAi) 

 

Es eignen sich verschiedene Methoden, um die Funktion eines Proteins zu charakterisieren. 

Eine etablierte Methode ist die RNA-Interferenz (RNAi). Die Verwendung von 

doppelsträngiger RNA (dsRNA) wird verwendet, um spezifisch mRNAs für eine Degradation 

zu markieren. Dadurch wird selektiv die Expression der entsprechenden Gene verringert 

(knock-down). Im ersten Schritt wird die dsRNA in 21-23 Nukleotide small-interfering-RNAs 

(siRNA) geteilt, welche auch als guide RNAs bezeichnet werden (Hammond et al., 2001). 

Das Dicer-Enzym, welches Mitglied der RNase III-Familie der dsRNA-spezifischen 

Ribonukleasen ist, prozessiert ATP-abhängig die dsRNA in kleinere 19-21 bp-Duplexe 

(siRNAs) (Hutvagner & Zamore, 2002). Diese siRNA binden an einen Nuklease-Komplex 

mit dem sie zusammen das so genannte RISC (RNA-inducing-silencing-complex) bilden. Das 

ATP-abhängige Entwinden der siRNA-Duplexe führt zur Aktivierung des RISC. Aktiviert 

geht dieser gezielt gegen homologe Transkripte durch Basenpaarung vor. Dies führt zur 

zielgerichteten Degradation der mRNA und verhindert dadurch die Expression des Gens 

(Abb. 2.3). 

 

 62



Material und Methoden 
___________________________________________________________________________ 

 
 

Abb. 2.3: Übersicht über den Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi). Das Dicer-Enzym zerschneidet 
dsRNA in kleinere Fragmente (~22-Nukleotide). Diese werden als siRNA bezeichnet. Die siRNAs komplexieren 
mit der Multikomponenten-Nuklease RISC. Eine Aktivierung des RISC wird durch die Entwindung der dsRNA 
induziert. Der aktivierte RISC verwendet die entwundene siRNAs als Schablone und paart sich mit der 
homologen Ziel-RNA. Die Folge ist eine selektive Degradation der mRNA und führt zu einer Verhinderung der 
Proteinexpression. Diese Abbildung ist modifiziert nach Rutz & Scheffold, 2004 (S. 79). 
 

 

2.16.9 Transfektion eukaryontischer Zellen mit siRNA 

 

Hierfür wurden Zellen  nach 24 h trypsinisiert und in 6-well Platten ausgesät. Bei der 

Transfektion mit siRNA wurde das Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000® von 

Invitrogen verwendet, wodurch stabile Komplexe zwischen Lipiden und Oligonukleoteiden 

gebildet werden. Dadurch können siRNA-Moleküle effizient in Zellen aufgenommen werden. 

Zur spezifischen Runterregulation der APP Expression wurden Silencer®-Select-validated 

siRNA (D)-Oligonukleotide (s1500) verwendet (Kapitel 2.10). Als adäquate 

Kontrollexperimente wurden eine nicht-inaktivierende siRNA (nicht homologe Sequenzen, 

Random siRNA) verwendet und dazu eine reine Mediumkontrolle mitgeführt. Die Random-

siRNA diente dazu, die Möglichkeit eines unspezifischen „Gene-Silencing“-Effekts 
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auszuschließen. Dieser Effekt könnte durch exogen eingebrachte Nukleinsäuren und durch 

verwendete Transfektionsreagenzien ausgelöst werden (Elbashir et al., 2002). 

Für die Transfektion wurden Zellen in 6-well Platten ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 

30-50% im Brutschrank inkubiert. 1-2 h vor der eigentlichen Transfektion wurde das Medium 

durch 2 ml Opti-MEM Medium ausgetauscht. Die siRNA-Stammlösung betrug 50 µMol/L 

(50 pMol/µl). 2 µl Duplex-siRNA (100 pMol/2.1ml = 47,6 nM) wurde zu 48 µl Opti-MEM 

Medium hinzugefügt (siRNA-Ansatz). Gleichzeitig wurde 5 µl Lipofectamine 2000® zu 50 µl 

Opi-MEM Medium pipettiert (Lipofectamine-Ansatz). Beide Ansätze wurden vermengt, kurz 

geschüttelt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch 

tröpfchenweise in das Medium gegeben. Nach 4-6 h wurde das Medium durch normales 

Medium ausgetauscht. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und die 

Transfektionseffizeinz durch Western-Blot-Analysen untersucht.  

 

 

2.17 Tierexperimentelle Methoden 

 

Das NTera-2-Xenograft-Mausmodel, als auch die in vivo Behandlung mit Valproat wurde 

unter Supervision von PD Dr. S. Schweyer von K. Thiele und Dr. C-L. Behnes (UMG 

Göttingen, Abt. Pathologie) durchgeführt. Der entsprechende Tierversuchsantrag mit der 

Referenznummer 33.11.42502-04-058/07 liegt bei PD Dr. S. Schweyer vor. Die direkt nach 

dem Abtöten der Mäuse entnommenen Tumore wurden zunächst in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bis zur weiteren Aufbereitung bei -80°C aufbewahrt. Die aufgeführte 

Zusammenfassung dient dem besseren Verständnis der gewonnenen Ergebnisse. 

 

In der Therapiestudie wurden 6-Wochen alte immundefiziente Mäuse (Charles River, 

BALB/c-nude) verwendet. Dieses Mausmodell zeichnet sich durch das Fehlen jeglicher 

Behaarung  und dem Fehlen des Thymus aus. Damit besitzen diese Tiere keine gereiften T-

Zellen und können keine Immunantwort gegenüber Fremdgewebe entwickeln. Alle Tiere 

wurden im Tierstall der Pathologie (UMG Göttingen) in Makrolonkäfigen bei 

zwölfstündigem Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Trockenpellets sowie Trinkwasser standen den 

Tieren ad libitum zur Verfügung. NTera-2-Zellen wurden mittels Trypsin aus den 

Kulturflaschen abgelöst, in PBS gewaschen und dann wurde eine Verdünnung von 1 x 106 

Zellen/100 µl erstellt. Jeweils 100 µl Zellsuspension wurden mit 100 µl Matrigel (Becton 

Dickinson, Heidelberg) gemischt und in die Flanke injiziert. Anschließend wurden die Tiere 
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in drei Kohorten mit jeweils 15 Mäusen aufgeteilt. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde 

anhand des Gewichtes und der Tumorgröße überwacht. Das Tumorvolumen wurde mit Hilfe 

einer Schublehre und nach der Formel: Länge x Breite² x 0,5 errechnet (Igawa et al., 2002).  

In der Therapiestudie wurde das Antiepileptikum Valproat  (Orfiril®, Desitin, Hamburg) 

verwendet und in einer Konzentration von 400mg/kg KG/Tag den Tieren oral via Trinkwasser 

appliziert.  

 

 

2.18   Patientenmaterial 

 

 

2.18.1 Pankreas- und Kolonkarzinome 

 

Für die retrospektiven Studien wurde Gewebe von Patienten mit primären Pankreas – und 

Kolonkarzinomen verwendet, die im Rahmen von chirurgischen Resektionen in den Jahren 

2007 - 2009 an der UMG Göttingen in der Abteilung für Allgemeine Chirurgie entnommen 

worden sind. Die histopathologische Beurteilung der HE-(Hämatoxylin-Eosin)-Schnitte, 

sowie die Klassifizierung der Tumore, erfolgten unabhängig von zwei erfahrenen Pathologen. 

In dieser Studie stammen die drei Pankreas- und Kolonkarzinom-Präparate von PD Dr. B. 

Gunnawan (UMG Göttingen, Abt. Gastropathologie) und wurden von PD Dr. S. Schweyer 

(UMG Göttingen, Abt. Pathologie) nach dem aktuellen Klassifikationssystem der WHO 

(World Health Organisation) beurteilt (Hamilton & Aaltonen, 2000).  

 

 

2.18.2 Testikuläre Keimzelltumore 

 

Für die retrospektiven Studien mit testikulären Keimzelltumoren (testicular germ cell tumor, 

TGCT) wurden explizit Patienten ausgewählt, die vor der Operation (UMG Göttingen, Abt. 

Urologie) weder mit Radio-/Chemotherapie noch Immunmodulatoren therapiert worden sind. 

Insgesamt wurden 173 Patienten (von 2005 – 2009) begutachtet. Eine Auflistung des 

Patientenkollektivs ist in Tab. 2.1 ersichtlich. 
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Testikuläre Keimzelltumore  n 

  
Reine TGCT  

(einheitlicher histologischer Typ) 

117 

Seminome   96 

Nicht-Seminome 21 

Embryonale Karzinome 15 

Dottersacktumore  3 

Teratome 3 

 

Mischtumoren (Zusammensetzung aus 

diversen Tumor Subtypen) 

56 

Seminome 24 

Nicht-Seminome 75 

Embryonale Karzinome 38 

Dottersacktumore  5 

Choriokarzinome  6 

Teratome 26 

 
Tabelle 2.1: Aufteilung des Patientenkollektives mit testikulären Keimzelltumoren. Aufgelistet sind die 

verwendeten Fälle mit der entsprechenden Probenzahl und der Diagnose. 

 

Das Patientenkollektiv der testikulären Keimzelltumoren stammt aus der Abt. Pathologie 

(UMG Göttingen) und wurde von Prof. H-J. Radzun und PD Dr. S. Schweyer charakterisiert. 

Der Tumortyp und Malignitätsgrad (Staging/Grading) aller Tumore wurde nach dem 

aktuellen Klassifikationssystem der WHO beurteilt (Woodward et al., 2004). Für die Studien 

lag ein positives Votum der Ethik-Kommission der UMG Göttingen vor. 

 
 
 
2.18.3 Histologische Techniken 

 

Die folgenden histologischen Methoden wurden in enger Zusammenarbeit mit PD Dr. S. 

Schweyer (UMG Göttingen, Abt. Pathologie) durchgeführt.  
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2.18.3.1 Fixierung des Gewebes 

 

Das frisch präparierte Material wurde direkt nach Entnahme für 24 h in 10% Formalin fixiert. 

Anschließend wurde das Gewebe mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 

90% und 96%) entwässert und danach in 58°C temperiertem Paraffin eingebettet. Nach der 

Aushärtung des Paraffins (über Nacht) wurde der Paraffinblock entnommen und bei 4°C 

gelagert. 

 

 

2.18.3.2 Herstellung der Paraffinschnitte 

 

Die Paraffinblöcke mit dem fixierten Gewebe wurden zu Quadern geeigneter Größe 

zurechtgeschnitten und für mindestens 10 min auf einer Kühlplatte (Leica EG 1140 C, Leica 

Vertrieb GmbH) auf 4°C abgekühlt. Danach wurden die Blöcke in das Miktrotom (Mikrotom 

Cool Cut, HM 335 E, MICROM International GmbH) eingespannt. Die Schnittdicke betrug 4 

µm. Mit Hilfe eines feinen Pinsels wurden die Schnitte auf 60°C warmes Wasser gelegt, mit 

einem Objektträger aufgenommen und getrocknet. Alle Objektträger wurden über Nacht bei 

37°C in einem Inkubator aufgewahrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Schnitte bei 

Raumtemperatur gelagert. 

 

 

2.18.3.3 Herstellung der Tissue Microarrays (TMA) 

 

Die Tissue Microarrays (TMA) wurden in der Abt. Pathologie (UMG Göttingen) von PD Dr. 

S. Schweyer hergestellt. Hierbei wurde das oben genannte Patientenkollektiv von testikulären 

Keimzelltumoren verwendet. 

Die TMA-Technik erlaubt eine schnelle Sichtbarmachung von histologischen Strukturen im 

molekularen Bereich an einer hohen Anzahl von verschiedenen Gewebeproben zur gleichen 

Zeit (Moch et al., 2001). Diese Technik vereinfacht die schnelle Übertragung von 

molekularen Entdeckungen auf klinische Sachverhalte. Besonders vorteilhaft ist die 

Möglichkeit die Untersuchungen in sehr kurzer Zeit an großen Patientenkollektiven 

durchzuführen (high-troughput-molecular-profiling), die Gewebezerstörung bei der 

Materialgewinnung zu verkleinern, und Kosten- und Zeitaufwand zu verringern (Kallioniemi 

et al., 2001). Die Interpretation und Beurteilung einer großen Anzahl von Fällen wird 
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vereinfacht und überschaubar. Außerdem tragen die TMA zur Qualitätssicherung bei, da 

gleiche Antikörperkonzentrationen und bei gleicher Inkubationsdauer auf hunderte von 

Biopsien zeitgleich einwirken können (Hsu et al., 2002).   

Nach der Fixierung des Gewebes (10%-gepuffertem Formalin) wurde als Spenderblöcke 

diejenigen ausgewählt, die besonders viel Tumorgewebe und wenig Bindegewebe oder 

nekrotisches Material enthielten. Von den ausgewählten Proben wurden frische HE- gefärbte 

Großflächenschnitte angefertigt und repräsentative Tumorareale, die später gestanzt werden 

sollten, markiert. Die Herstellung eines TMA-Blockes erfolgte manuell mit Hilfe eines 

Stanzgerätes und verlief in drei Schritten: 1.) Herstellung eines Loches im Empfängerblock 

2.) das Ausstanzen des im Durchmesser 0,6 mm breiten Gewebezylinders aus einem 

Spenderblock und zuletzt 3.) das Einführen des Zylinders in das dafür vorgesehene Loch im 

Empfänger-Block (Kononen et al., 1998). 

Insgesamt wurden alle Patientenfälle mit Keimzelltumoren auf 17 verschiedene TMAs 

arrangiert. 

 

 

2.18.3.4 Immunhistochemie in Paraffingewebeschnitten 

 

Zunächst wurden die Gewebeschnitte mit Xylol deparaffiniert (2 x 10 min), anschließend in 

einer absteigenden Alkoholreihe (100% Ethanol für 5 min, 96% für 2 min und 70% für je 5 

min) rehydriert und für 5 min mit aqua bidest. gespült. Danach wurden die Schnitte für 40 

min in Zitrat-Puffer (pH: 6) im Dampfgarer gekocht und nach 10-minütiger Abkühlphase für 

5 min unter fließend aqua bidest. gespült.  Nachdem die überschüssige Flüssigkeit abgetropft 

wurde, folgte ein Blockierungsschritt mit 3% H2O2 für 20 min. Danach wurde erneut unter 

fließend aqua bidest. gespült und die Schnitte in TBS gestellt. Nach der Umrahmung mit 

einem Fettstift erfolgte eine weitere Blockierung mit 10% BSA/5% FCS für 20 min. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit entsprechenden Antikörpern für 2 h bei 

Raumtemperatur oder bis zu 16 h (über Nacht) bei 4°C. Unspezifische Bindungsstellen 

wurden in TBS 2 x 2 min abgewaschen.  

Als Enzyme wurden in der Immunhistochemie meistens Meerrettich-Peroxidase (HRP) und 

Alkalische Phosphatase (AP) mit den entsprechenden Substraten verwendet.  

Für die folgenden Schritte ergaben sich zwei alternative Färbemöglichkeiten: 
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Färbung mit dem DAB-Chromogen (Pankreas- und Kolonkarzinome): 

Der Sekundärantikörper (HRP) wurde entsprechend den Firmenempfehlungen (DAKO 

EnVision+ Dual Link System-HRP Rabbit/Mouse, DAKO) in TBS verdünnt. Nach einer 

Inkubation von 30 min wurde erneut mit TBS gewaschen und für 20 min bei Raumtemperatur 

mit dem  DAB-Chromogen gefärbt.  

 

Färbung mit Alkalischer Phosphatase (AP) (Testikuläre Keimzelltumore): 

Bei der AP-Färbemethode fand das Dako REAL Detection System (Alkaline 

Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse) der Firma DAKO Verwendung. Diese Färbung beruht auf 

der Labelled-(Strep-)Avidin-Biotin-Methode (LSAB, markiertes Streptavidin-Biotin). Hierbei 

wird der biotinylierte Sekundärantikörper (Dako REAL TM Link) mit dem Dako REAL 

Steptavidin Alkaline Phosphatase (AP) inkubiert und anschließend die Reaktion mit dem 

RED Chromogen sichtbar gemacht. 

 

Anschließend wurde diese Reaktion mit TBS abgestoppt und die Präparate in aqua bidest. 

gewaschen (5 min). Hierauf erfolgte eine Färbung mit Hämalaun (HE-Gegenfärbung) für 8 

min. Diese wird durchgeführt um einen Kontrast gegenüber der primären Färbereaktion zu 

erhalten. Die Gewebeschnitte wurden anschließend für 10 min unter fließendem 

Leitungswasser gebläut und danach eingedeckelt. 

Kontrollfärbungen unter Auslass der Inkubation mit Primär- oder Sekundärantikörpern 

wurden ebenfalls durchgeführt und zeigten keine spezifische Reaktion. 

 
 
2.18.3.5 Semi-Quantifizierung durch den immunreaktiven Score 

 

In dieser Arbeit wurden nur die Expressionen von APP, APLP2 und GRP78 in testikulären 

Keimzelltumoren semi-quantifiziert. Nach immunhistochemischer Färbung wurden alle 173 

Präparate bei einer 40-fachen Vergrößerung sorgsam durchgesehen. Bewertet wurden dabei 

die Intensität und die Menge der gefärbten Tumorzellen.  

Die Intensität (Signalstärke) wurde folgendermaßen eingeteilt: 

 

0 keine Färbung  

1 schwache Färbung (+) 

2 deutliche Färbung (++) 

3 starke Färbung (+++) 
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Die Menge der gefärbten Zellen wurde prozentual folgender Einteilung vorgenommen: 

 

0 keine Färbung  

1 1  - 20 % 

2 21 - 40 % 

3 41 – 70 % 

4 71 – 100 % 

 
Durch Multiplizierung von Intensität und Menge an gefärbten Zellen konnte individuell für 

jedes Präparat der immunreaktive Score-Index (IRS) ausgerechnet werden. Die möglichen 

Werte des immunreaktiven Scores betrugen: 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 und 12.  

 

 
2.19  Statistische Analysen 

 

Die statistische Auswertung und die Diagramme dieser Arbeit wurden mit der Software 

GraphPad Prism version 5.00 Software (GraphPad Software, Inc., 2007) erstellt. Dazu wurden 

die Rohdaten mit einer One-Way-Anova oder Two-Way-Anova ausgewertet. Anschließend 

wurde entweder ein unpaarer t-test oder eine Bonferroni-Poc-hoc-Analyse durchgeführt. Es 

wurde dazu bei allen Versuchen mit n ≥ 3 gearbeitet und ein p-wert < 0,05 als statistisch 

signifikant betrachtet (* p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Beim t-test wurde mit einem 

Konfidenzinterval von 95% gearbeitet. Die Messwerte wurden dabei auf den Mittelwert und 

auf die entsprechende Standardabweichung der zu jedem Experiment gehörenden Kontrolle 

bezogen und in Relation zur Kontrolle (diese wurden entweder gleich 0 % oder 100% gesetzt) 

dargestellt. 

 

 

 

 70



Ergebnisse 
___________________________________________________________________________ 

33..  EErrggeebbnniissssee  

  
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in zwei Kapiteln aufgeteilt, die jeweils ein komplett 

bearbeitetes Projekt beinhalten. Die Ergebnisse des ersten Projekts (Kapitel 3.1) sind bereits 

publiziert (Venkataramani et al., 2010) und stellen die Grundlage des Folge-Projekts das im 

Kapitel 3.2 beschrieben wird dar. Die Titel der Kapitel sind wie folgt: 

 

3.1 Projekt I: Die Regulation des Amyloid-Vorläufer-Proteins (APP) durch den HDAC-

Inhibitor VPA führt zur Inhibition des Tumorwachstums 

 

3.2 Projekt II: Das Amyloid-Vorläufer-Protein (APP) als Biomarker für transformierte,  

pluripotente Keimzelltumore 

 

 

3.1 Projekt I: Die Regulation des Amyloid-Vorläufer-Proteins (APP) durch den 

HDAC-Inhibitor VPA führt zur Inhibition des Tumorwachstums 

 

 

3.1.1 Einfluss der APP-Expression auf das Zellwachstum in vitro 

 

Bereits in einer vorangegangen Studie konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression des 

APP in neuronalen Vorläuferzellen (SH-SY5Y APP695wt) mit einer Steigerung des 

Zellwachstums verbunden ist (Wirths et al., 2007). Um den Einfluss vom humanen Wildtyp 

(wt) APP in neuronalen und in nicht-neuronalen Zelllinien zu untersuchen, wurden neben der 

SH-SY5Y-Zelllinie zwei weitere Zelllinien (COS- und CHO-Zelllinien) untersucht. Die COS-

Zellline exprimierte stabil die neuronale Isoform APP695wt und die CHO-Zelllinie die nicht-

neuronale Isoform APP751wt. Als Negativkontrolle dienten Mock-transfizierte COS-Zellen 

oder naive Wildtyp CHO-Zellen (CHOwt). Alle transfizierten Zelllinien waren kontinuierlich 

unter Selektionsdruck kultiviert. Mindestens sieben Tage vor Durchführung der Experimente 

wurden dem Medium keine Selektionsantibiotika hinzugefügt. Die zelluläre Überexpression 

der APP695- und APP751-Isoformen wurde durch Western-Blot-Analysen bestätigt. Hierbei 

wurde der monoklonale APP/Aβ-Antikörper W-02 verwendet. Dementsprechend konnte nur 
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in humanen SH-SY5Y Zellen das endogene APP detektiert werden (Abbildung 3.2). Um zu 

überprüfen ob APP einen Einfluss auf die Proliferation hat wurde ein Proliferationassay 

(MTS-Assay) zu drei verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 48 h und 72 h) durchgeführt. Dafür 

wurden zu Beginn jeweils 5 x 10³ Zellen ausgesät und anschließend der MTS-Assay 

hinzugefügt (Zeitpunkt 0 h). Der Mittelwert der ermittelten Messdaten der Extinktion wurde  

gleich 100% (von 5 x 10³ Zellen) gesetzt. Im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen zeigten 

APP-transfizierte Zelllinien zu allen Zeitpunkten eine signifikante Steigerung der 

Proliferationsfähigkeit. Am stärksten war dieser Effekt in CHO APP751wt-Zellen zu sehen 

(Abb. 3.1). Hierdurch konnte zum einen nachgewiesen werden, dass APP in diversen 

Säugetierzellen (neuronalen und nicht-neuronalen) als Wachstumsfaktor fungiert und zum 

anderen, dass jene Eigenschaft Isoform-unabhängig ist.  
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Abb. 3.1: Einfluss des APP auf die Zellproliferation. Drei stabil-transfizierte Zelllinien (SH-SY5Y-, COS- und 
CHO-Zelllinien) exprimierten entweder die neuronale Isoform (APP695wt) oder die nicht-neuronale Isoform 
(APP751wt). Als Negativ-Kontrolle dienten Mock-Zelllinien die nur mit dem Leervektor (pCEP4)  transfiziert 
worden sind oder naive Wildtyp Zellen. Nach der Isolierung von Gesamt-Proteinen wurden diese über SDS-
PAGE aufgetrennt und ein Western Blot mit dem APP/Aβ-spezifischen Antikörper W-02 durchgeführt. β-actin 
diente zur Kontrolle gleich aufgetragener Proteinmengen. Das Wachstum der Zelllinien wurde mit dem 
CellTiter96®-Non-Radioactive-Cell-Proliferationassay (Promega) bestimmt. Im Gegensatz zu Mock- und 
Wildtyp Zellen präsentierten APP-transfizierte Zellen zu allen Zeitpunkten eine signifikant gesteigerte 
Proliferation. Die Resultate sind aus sechs Individualergebnissen und als Mittelwert mit entsprechendem Fehler 
der Standardabweichung wiedergegeben (mean ± SEM; standard error of the mean). Entsprechende 
Signifikanzen wurden durch eine one-way-ANOVA mit nachfolgender Bonferroni-post-hoc-Analyse errechnet (*, 
p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).  
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3.1.2 Die N-terminale Domäne des APP ist essentiell für die wachstumsfördernde 

Funktion 

 

Um die wachstumstimulierende Funktion des APP weiter zu untersuchen wurden zwei 

weitere APP-Deletionskonstrukte (SPA4CT und SPA4CT∆cyto) verwendet. Beim SPA4CT-

Konstrukt ist das Signalpeptid vom APP direkt mit dem N-Terminus des C99-Fragments via 

Dipeptid Leucin-Glutamin Linker fusioniert (Dyrks et al., 1992). Beim SPA4CT∆cyto-

Konstrukt ist das gleiche Signalpeptid direkt mit dem N-Terminus der Aβ-Sequenz fusioniert. 

Daher ist beim SPA4CT-Konstrukt der komplette N-Terminus und beim SPA4CT∆cyto 

sowohl der N- als auch der C-Terminus vom APP deletiert. Beide Konstrukte wurden stabil in 

SH-SY5Y-Zelllinien transfiziert. Der Erfolg der stabilen Transfektion wurde durch Western 

Blot-Analysen bestätigt. Hierbei wurde der W-02 Antikörper verwendet, der sowohl APP, das 

Prozessierungsprodukt C99 (A4CT) als auch spezifisch Aβ detektieren kann. Im Gegensatz 

zu APP695wt-Zellen waren beide Deletionskonstrukte nicht in der Lage sAPP (soluble APP, 

sekretiertes, lösliches APP) zu produzieren und ins Medium zu sekretieren (Daten nicht 

gezeigt). Zuerst wurde das Wachstum der Deletionskonstrukte im Vergleich zu APP695wt- 

und Mock-transfizierten Kontrollen verglichen. Dafür wurde wie üblich der MTS-Assay 

verwendet. Die SH-SY5Y APP695wt-Zellen präsentierten das stärkste Wachstum (43 ± 4,8% 

verglichen zu Mock-Kontrollen). N-terminal deletierte SPA4CT- als auch die SPA4CT∆cyto–

exprimierenden SH-SY5Y-Zellen, zeigten keine signifikant erhöhte Proliferation als Mock-

negativ Kontrollen. Interessanterweise präsentierten die  SPA4CT∆cyto-Zellen im Vergleich 

zu Mock-Kontrollen eine signifikante Wachstumsinhibition. Dies ist am ehesten auf die 

Sekretion und intrazelluläre Akkumulation von toxischen Aβ-Peptiden zurückzuführen. 

Im nächsten Experiment wurde das Medium von SPA4CT, SPA4CT∆cyto und Mock-Zellen 

durch konditioniertes Medium von SH-SY5Y APP695wt Zellen ausgetauscht. Als Kontrolle 

wurden die entsprechenden Zellen mit serumfreiem Medium behandelt. Hier zeigte sich, dass 

sAPPα signifikant das Wachstum von Mock (76 ± 13,3%) und SPA4CT (40 ± 7,5%) steigern 

konnte. Hingegen konnte die exogene Addition von sAPPα keinen Effekt in SPA4CT∆cyto-

Zellen auslösen (Abb. 3.2). 
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Abb. 3.2: Die N-terminale Domäne ist essentiell für die wachstumsfördernde Funktion von APP. (A) 
Schematische Darstellung der Domänenstruktur der verwendeten APP-Kontrukte (APP695wt, SPA4CT, 
SPA4CT∆cyto). Die Aβ-Domäne ist in schwarz hervorgehoben. Ebenfalls sind die Schnittstellen der α-, β- und 
γ-Sekretase eingezeichnet. Beim SPA4CT-Konstrukt ist der gesamte N-Terminus bis zum Beginn der Aβ-Sequenz 
deletiert. Beim SPA4CT∆cyto-Konstrukt sind sowohl der N- als auch der C-Terminus (beinhaltet die AICD, APP 
intracellular domain) deletiert. (B) Die Western-Blot-Analysen bestätigten die stabile Expression der 
entsprechenden Konstrukte. (C) Im Gegensatz zu APP-überexprimierenden Zellen, zeigten die 
Deletionskonstrukte keinen signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum. (D) Exogene Addition von sAPPα 
konnte sowohl in Mock-Kontrollen als auch in SPA4CT-Zellen deutlich das Wachstum steigern. Hingegen zeigte 
das konditionierte Medium keinen signifikanten Effekt auf SPA4CT∆cyto-exprimierende Zellen. Die Resultate (n 
= 6) wurden prozentual wiedergegeben als Mittelwert mit entsprechender SEM. Die Überprüfung signifikanter 
Gruppenunterschiede erfolgte mit einer one-way-ANOVA mit nachfolgender (C) Bonferroni-post-hoc-Analyse 
oder einem (D) unpaaren t-test  (**, p < 0,01; ***, p < 0,001). 
 
 

 75



Ergebnisse 
___________________________________________________________________________ 

3.1.3 Identifizierung der differentiellen APP-Expression im Kolon- und 

Pankreaskarzinom 

 

Das APP wird ubiquitär in nahezu allen Zellen und Geweben exprimiert. Im neuronalen 

Gewebe wird hauptsächlich die kürzeste Isoform APP695 exprimiert. Hingegen werden in 

glialen und anderen nicht-neuronalen Zellen überwiegend die APP751 und APP770-

Isoformen vorgefunden (Wertkin et al., 1993).  

Um die zelluläre Expression von APP in Karzinomen zu untersuchen wurden exemplarisch 

jeweils drei Pankreas- und Kolonkarzinom-Präparate untersucht. Umliegendes gesundes 

Gewebe diente jeweils als interne Negativkontrolle. Als Postivkontrolle wurden Hirnpräparate 

von APP/PS1KI transgenen Mäusen verwendet. Die immunhistochemischen Analysen 

wurden mit zwei APP-spezifischen Antikörpern (22C11 und 23850) durchgeführt. Zur 

histologischen Begutachtung der Gewebsmorphologie wurde von jedem Gewebeschnitt 

zusätzlich eine HE-Färbung angefertigt (Daten nicht gezeigt). 

Die untersuchten Fälle zeigten mehrheitlich eine deutliche tumorspezifische Reaktion beider 

APP-Antikörper, wobei auf dem gesunden Gewebe, das die Tumoren umgab nur eine 

schwache bis keine Färbung zu detektieren war. Bei der Analyse der APP-Expression im 

Kolonkarzinom zeigte das maligne entartete Gewebe eine starke zytosolische Färbung. Im 

umliegenden Stroma, als auch in den gesunden Kolonepithelzellen konnte keine Expression 

des APP festgestellt werden. Beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas zeigte sich ein 

ähnliches Färbemuster. Im Gegensatz zu normalen duktalen Strukturen, präsentierten hier die 

flächenhaft formierten malignen Pankreastumorzellen ein intensives Färbemuster. Die serösen 

Azinuszellen zeigten vergleichsweise nur eine schwache APP-Färbung. Interessanterweise 

konnte in den endokrinen Langerhans Inseln eine prägnante Expression beobachtet werden.  

Zur Testung der Spezifität beider Antikörper wurden in der gleichen Färbeserie auch Gehirne 

von APP-transgenen Mäusen immunhistochochemisch gefärbt. Hier wurden 6 Monate alte 

APP/PS1KI Mäuse verwendet. Dieses Alzheimer-Mausmodell zeigt eine Überexpression von 

humanem mutierten APP (London und Schweden Mutation) und zwei Präsenilin-1 (PSEN-1) 

Mutationen (M22T/L235P) im mauseigenen PSEN-1, daher steht KI für „knock in“ (Casas et 

al., 2004). Beide Antikörper zeigten bei entsprechenden Verdünnungen eine spezifische, 

zytoplasmatische Neuronen-Färbung. Das APP-Expressionsmuster in gastrointerstinalen 

Tumoren ist in Abbildung 3.3 exemplarisch dargestellt. 
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Abb. 3.3: 
 Die immunhistochemische 
Analyse der APP-Expression 
in gastrointerstinalen 
Tumoren.  Representative 
Gewebeschnitte von humanen 
Pankreas- und Kolonkarzinom-
Präparaten wurden mit zwei N-
terminal-spezifischen APP-
Antikörpern gefärbt. (A-D) 
Kolongewebe wurde mit dem 
polyklonalen Antikörper 23850 
(1:500) gefärbt. (A und B) 
Gesundes Kolonepithel zeigte 
nur eine schwache Färbung, 
während (C und D) 
neoplastisches Gewebe hohe 
Expressionsspiegel aufwies. (E-
H) Pankreasgewebe wurde 
immunhistochemisch mit dem 
APP-Antikörper 22C11 (1:250) 
gefärbt. (E und F) In normalem 
Gewebe konnte nur eine 
schwache APP-Expression in 
den Azinuszellen nachgewiesen 
werden (weißer Stern). Die 
duktalen Ausführungsgänge 
waren komplett APP-negativ 
(Pfeilspitze). Hingegen 
präsentierten die eingestreuten  
Langerhans Inseln eine 
intensive APP-Färbung 
(Pfeile). (G und H) Im Kontrast 
zu gesundem Gewebe, wiesen 
alle neoplastischen Pankreas-
Karzinomzellen eine sehr starke 
zytoplasmatische APP 
Expression auf (gelber Stern). 
(I und J) APP/PS1KI 
Mäusehirne dienten als 
Positivkontrolle und bestätigten 
die Spezifität beider Antikörper. 
(I) 22C11 (1:250) und (J) 
23850 (1:500). Balken, A, C, E 
und G, 100 µm; B, D, F, H, I 
und J, 50 µm 
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3.1.4 Expression und Prozessierung vom APP in etablierten Kolon- und 

Pankreaskarzinomzelllinien 

 

Um die APP-Expression in etablierten Kolon- und Pankreaskarzinomzelllinien zu untersuchen 

wurden pro Tumorentität jeweils vier verschiedene Linien mittels Western-Blot-Analyse 

untersucht. Als Positivkontrolle wurden Zelllysate von APP-transfizierten Zellen oder 

Hirnlysate von transgenen APP/PS1KI-Mäusen verwendet. Da durch Western-Blot-Analysen 

nur eine Momentaufnahme der APP Menge wiedergegeben wird, kann mittels dieser 

Methodik keine genaue Aussage über den APP-Metabolismus und die Sekretase-Aktivität 

getroffen werden. Durch die weitere Analyse der akkumulierten zellgebundenen Carboxy-

terminalen Fragmente (CTF) konnte indirekt auf eine hohe proteolytische Umsetzung (turn-

over) und dementsprechend auf einen hohen APP Metabolismus geschlossen  werden (Hansel 

et al., 2003). 

Folgende Kolonkarzinom-Zelllinien wurden untersucht: CaCo2, T84, LoVo und SW480. Das 

APP war in allen Kolonkarzinom-Linien gleich stark exprimiert. Die weitere Analyse von 

APP-Prozessierungsprodukten zeigte besonders in der LoVo- und SW480-Zelllinie eine 

starke Akkumulation der CTF bei 17 kDa. In den Pankreaskarzinomzelllinien Panc-I, 

CFPAC-1, BxPC-3 und Capan-2 waren unterschiedlich hohe APP Expressionen zu 

detektieren. Besonderes in BxPC-3- und CFPAC-1-Zellen konnte eine deutliche CTF-Bande 

nachgewiesen werden. Da sowohl in SW480- als auch BxPC3-Zellen ein starker APP-

Metabolismus vermutet wurde, folgte anschließend die Messung von sekretiertem sAPPα im 

Zellkulturüberstand. Um die Detektionsschwelle von sAPPα durch den W-02 Antikörper zu 

bestimmen wurden jeweils 3-12 µl des konzentrierten Mediums durch Western Blotting 

analysiert. Konsistent zu den hohen CTF-Spiegeln war für beide Zelllinien ein deutlicher 

Nachweis von endogen prozessierten sAPPα kennzeichnend (Abb 3.4). 

Die Pharmakomodulation des APP-Metabolismus wurde in den weiteren Versuchen 

exemplarisch in der Kolonkarzinomzelllinie SW480 und der Pankreaskarzinomzelllinie 

BxPC-3 durchgeführt. 

Um die Relevanz des APP nicht nur auf das Pankreas- und Kolonkarzinom zu beschränken, 

wurden ebenfalls die APP-Expression in  etablierten Keimzell-, Prostata-, Glioblastom und 

cholangiozellulären (Gallenblase)- Karzinomlinien untersucht (siehe Kapitel 3.2.1 und 

Kapitel 6.2).  
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Abb. 3.4: Expression von APP und seinen Prozessierungsprodukten in etablierten Kolon- und 
Pankreaskarzinomzelllinien. (A) Aus den Karzinomzelllinien wurden Gesamt-Proteine isoliert und das Medium 
aufbereitet. Daraufhin erfolgten Western-Blot-Analysen mit dem W-02 Antikörper, womit im Zelllysat die APP-
Doppelbande (110-130 kDa) und die CTF (17 kDa), als auch im (B) Medium sAPPα (110 kDa) detektiert 
werden konnten. Zur Kontrolle äquivalenter Proteinmengen wurde β-actin (42 kDa) verwendet. 
 

 

3.1.5 Herunterregulierung der APP-Expression in Kolon- und 

Pankreaskarzinomzelllinen mittels RNA-Interferenz 

 

Da eine Überexpression von APP deutlich das Wachstum von Zellen steigerte („gain-of-

function“-Experiment), wurden im nächsten Experiment die Expression des APP durch 

gezielte Gen-Inaktivierung mittels RNA-Interferenz (RNAi) herunterreguliert („loss-of-

function“-Experiment). Um eine Aussage über die Funktion und Relevanz von APP in 

Karzinomen zu treffen, wurden hierfür die Kolonkarzinomzelllinie SW480 und die 

Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 verwendet. Um zu überprüfen ob APP einen signifikanten 

Einfluss auf die Proliferation von Karzinomen besitzt, wurde ein MTS-Assay nach 

Herunterregulierung der APP-Expression durchgeführt. Dazu wurden beide Zelllinien mit 

APP-spezifischen Duplex-siRNA-Oligonukleotiden (APP siRNA, small interfering RNA) 

transfiziert. Als adäquate Kontrollexperimente wurde eine nicht-inaktivierende siRNA 
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(Random siRNA) verwendet und dazu eine reine Medium-Kontrolle mitgeführt. Die 

Effektivität der Runterregulation von APP und des sekretierten α-Sekretase Produktes sAPPα  

wurde 48 h nach der Transfektion durch Western Blot-Analysen untersucht (Abb. 3.5 A und 

E). Dargestellt sind die prozentualen APP-Levels. Hierfür wurde das Verhältnis der 

Bandintensitäten des APP- und des β-actin-Signals relativ zur unbehandelten Kontrolle 

wiedergegeben (Abbildung 3.5 B und  F). Für die Quantifizierung der sAPPα-Menge ist das 

Verhältnis der Bandintensitäten von behandelten und unbehandelten Kontrollen prozentual 

wiedergegeben worden (Abbildung 3.5 C und G). 

Durch den Einsatz von APP-siRNA konnte effektiv in beiden Zelllinien APP und sAPPα 

runterreguliert werden, während Random-siRNA keinen signifikanten Effekt im Vergleich zu 

unbehandelten Medium-Kontrollen zeigte. In BxPC-3 Zellen wurde das APP um 62 ± 2,7% 

und das sAPPα um 69 ± 7,7%  runterreguliert. In SW480 konnte das APP um 56 ± 3,9% und 

sAPPα-Spiegel um 67 ± 5,7% reduziert werden. In denselben Lysaten wurden die Expression 

des homologen Familienmitglieds APLP2 untersucht, um die Selektivität der siRNA zu 

untermauern. In beiden Linien konnte keine Änderung vom APLP2 festgestellt werden 

(Kapitel 6.3). Weiterhin wurde auch das Wachstumsverhalten nach RNAi-Behandlung durch 

einen MTS-Assay untersucht. Hierfür wurden nach Transfektion jeweils 25 x 10³ Zellen in 

96-well Platten überführt und nach 72 h die Proliferation gemessen. Im Vergleich zu Random-

siRNA führte eine selektive Runterregulierung vom APP in beiden Karzinomzelllinien zu 

einer signifikanten Inhibition des Tumorwachstums (Abbildung 3.5 D und H).  
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Abb. 3.5: 
Herunterregulation der 
APP-Expression durch 

RNA-Interferenz 
inhibierte das 
Tumorwachstum. Die 
gezielte Gen-Inaktivierung 
mittels RNAi führte zur 
Runterregulation von APP 
und sAPPα  in BxPC-3- 
(A-C) und SW480- (E-G) 
Karzinomzelllinien. Beide 
Linien wurden mit APP-
spezifischer (50 nM APP 
siRNA), als auch mit 
nicht-sequenz homologen 
Negativkontrollen (50 nM 
Random siRNA) 
transfiziert. Als weitere 
Kontrolle dienten 

Medium-behandelte 
Zellen. Der spezifische 
„knock down“ vom APP 
führte in beiden 
Karzinomzelllinien zu 
einer signifikanten 
Inhibition des 
Tumorwachstums (D und 
H). Die Ergebnisse (n = 
6) sind prozentual als 
Mittelwert mit 
entsprechender SEM 
wiedergegeben. Die 
Überprüfung signifikanter 
Unterschiede zwischen 
den Gruppen erfolgte 
durch eine one-way-
ANOVA mit nachfolgender 

Bonferroni-post-hoc- 
Analyse (*, p < 0,05; ***, 
p < 0,001). 
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3.1.6 Inhibition des Tumorwachstums und Reduktion des APP und seiner 

sekretierten Prozessierungsprodukte durch Valproat  

 

Zahlreiche Studien zeigten die anti-karzinogene Wirkung von Valproat (VPA) in vitro und in 

vivo.  Um in Kolon- und Pankreskarzinomen die Effekte von VPA zu charakterisieren, 

wurden exemplarisch für das Pankreaskarzinom die BxPC-3- und für das Kolonkarzinom die 

SW480-Zelllinien verwendet. Hierfür sind die Zellen für 24 h mit aufsteigenden VPA 

Konzentrationen (von 0 bis 100 mM) inkubiert worden. Anschließend erfolgte die Analyse 

durch einen MTS-Assay. Die gemessenen Extinktionen wurden prozentual im Verhältnis zu 

unbehandelten Kontrollen (0 mM) wiedergegeben. Wie bereits erwartet, resultierte in beiden 

Zelllinien die Behandlung mit VPA in einer konzentrationsabhängigen Inhibition des 

Zellwachstums (Abbildung 3.6 A und D).  

Durch den MTS-Assay konnte nur eine Aussage über die Zellviabilität getroffen werden. Um 

zwischen einen zytostatischen Effekt und der Induktion einer Nekrose zu unterscheiden, 

wurde ebenfalls ein Zytotoxizitätsassay (LDH-Assay, CytoTox96®-Non-Radioactive-

Cytotoxicity-Assay, Promega) durchgeführt. Hier zeigte sich, dass Konzentrationen bis zu 25 

mM keine signifikante LDH-Freisetzung in SW480-Zellen auslöste. Dadurch konnte eine 

VPA-induzierte Zytotoxizität ausgeschlossen werden (Kapitel 6.4).   

Um weiter die Effekte auf APP und seine Prozessierungsprodukte zu untersuchen, wurden 

beide Zelllinien für 24 h mit 0-10 mM VPA behandelt. Anschließend wurde das Medium 

abgenommen und aufbereitet. Die Zellen wurden lysiert und Proteine isoliert. Durch 

Verwendung des W-02 Antikörpers konnten spezifisch APP in Zelllysat und sAPPα im 

Kulturmedium detektiert werden. Wie auch in Kapitel 3.1.6 wurden sowohl APP- als auch 

sAPPα-Spiegel prozentual zu unbehandelten Kontrollen (0 mM) wiedergegeben (Abbildung 

3.6 B-F).  

VPA führte in beiden Zelllinien zu einer effektiven Reduktion vom APP. Eine signifikante 

Suppression von APP wurde in BxPC-3 ab 1 mM VPA (30 ± 2,3%) nachgewiesen. Wie folgt 

führten 2.5 mM zu einer 40 ± 8,9%, 5 mM  zu einer 43 ± 6,2% und 10 mM zu einer 80 ± 

5,4% Reduktion der APP-Level. 

In SW480-Zellen wurde das Signifikanzniveau ab 2.5 mM VPA erreicht. Hier führte 1 mM zu 

einer 6 ± 10%, 2.5 mM zu einer 43 ± 8,1%, 5 mM zu einer 55 ± 1,7% und 10 mM zu einer 82 

± 3,3% Reduktion der APP-Spiegel. Konsistent hierzu konnten die Spiegel von sAPPα im 

gleichen Verhältnis wie das APP herunterreguliert werden. Analysen mit dem 22C11 

Antikörper wurden durchgeführt, um Gesamt-sAPP (sAPPα und sAPPβ) nachzuweisen. 
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Hier konnte beobachtet werden, dass alle N-terminalen APP-Sekretionsprodukte (sAPPα und 

sAPPβ) durch eine VPA Behandlung gesenkt wurden. Damit konnte indirekt ausgeschlossen 

werden, dass zusätzlich zur APP-Reduktion auch die Enzymaktivität(en) der α-Sekretase(n) 

beeinflusst wurden (Kapitel 6.5).    

 

 83



Ergebnisse 
___________________________________________________________________________ 

 
 

 84



Ergebnisse 
___________________________________________________________________________ 

Abb. 3.6: Inhibition des Tumorwachstums und Reduktion des APP und seiner sekretierten 
Prozessierungsprodukte durch VPA. (A und D) Die Behandlung von SW480- und BxPC-3-Zellen mit VPA 
führte nach 24 h zu einer dosisabhängigen Abnahme der Proliferation. (B-F) Nachdem beide Zelllinien für 24 h 
mit aufsteigenden VPA-Dosen behandelt worden sind, wurden Zelllysate erstellt und das Medium aufbereitet. 
Danach erfolgten Western-Blot-Analysen mit dem W-02 Antikörper. Eine VPA-Behandlung führte in beiden 
Zelllinien zu einer konzentrationsabhängigen Reduktion von (B und E) APP und (C und F) sAPPα. Alle 
Experimente wurden mindestens dreimal durchgeführt. Für statistische Vergleiche wurde eine one-way-ANOVA 
mit nachfolgender Bonferroni-post-hoc-Korrektur durchgeführt. Das jeweilige Signifikanzniveau ist in den 
Diagrammen mit * für p < 0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001 gekennzeichnet. 
 

 

3.1.7 Inhibition der korrekten Reifung des APP durch Valproat  

 

Um weiter den Mechanismus der VPA-induzierten APP Reduktion zu eruieren, wurde als 

erstes die Genexpression des APP-Antigens nach einer VPA Stimulation untersucht. Hierfür 

wurden SW480-Zellen entweder mit 5 mM VPA oder Medium (Kontrolle) behandelt. 

Anschließend wurde die RNA isoliert, in cDNA translatiert und anschließend mit APP- und 

GAPDH (glycerinaldehyd 3 phosphat dehydrogenase)-spezifischen Primern eine RT-PCR 

Analyse durchgeführt. Das konstitutiv exprimierte Housekeeping Gen GAPDH wurde als 

interner Standard eingesetzt. Dargestellt wurde die relative Expression von APP und GAPDH 

nach der Behandlung mit 5 mM VPA zu unbehandelten Kontrollen (Abbildung 3.7 A). Eine 

Exposition von VPA führte zu keiner signifikanten Änderung der Genexpression von APP.  

Dies veranlasste im Weiteren die genauere Untersuchung der Reifung (Maturation) von APP. 

Wie die meisten sekretorischen Proteine auch, gelangt das APP über den konstitutiv 

sekretorischen Weg und einer post-translationalen Reifung an die Plasmamembran. Die post-

translationalen Modifikationen des Proteins finden im endoplasmatischen Retikulum und 

anschließend im Golgi-Apparat statt. Hierbei kann zwischen zwei verschiedenen Reifegrade 

unterschieden werden: die unreife (immature) APP-Form (N-glykosyliert) und eine reife 

(mature) APP-Form (N- und O-glykosyliert, tyrosyl-sulfatiert) (Weidemann et al., 1989). Um 

die physiologische Maturation des APP in SW480-Zellen zu studieren, wurden Pulse-Chase-

Analysen durchgeführt. Hierdurch konnte die untere Bande (bei 110 kDa) als unreife und die 

obere Bande (bei 130 kDa) als reife APP-Form identifiziert werden. Weiterhin konnte eine 

zeitabhängige Maturation und Sekretion von APP nachgewiesen werden. Ab dem Zeitpunkt 

(20 min) wo die unreife Form in die reife Form überging, konnte gleichzeitig im Medium das 

sekretierte sAPP detektiert werden (Abbildung 3.7 B). Für diese Analysen wurde der 

polyklonale APP Antikörper 5313 verwendet (Tamboli et al., 2005). 

Um den Effekt von VPA auf die APP-Maturation zu charakterisieren, wurden SW480-Zellen 

mit aufsteigenden Konzentrationen VPA (0 bis 5 mM) behandelt und die Ratio der 
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Bandintensitäten von der unreifen und der reifen APP Form quantifiziert. Die Behandlung mit 

VPA führte zu einer kontinuierlichen Abnahme des Verhältnisses von reifem zu unreifen 

APP, während die Spiegel von unreifen APP unverändert blieben (Abbildung 3.7 D und E).  

Zusammenfassend konnte hier festgestellt werden dass die VPA Behandlung keinen Effekt 

auf die  transkriptionelle Regulation der APP-Genexpression hatte. Vielmehr wurde auf post-

translationaler Ebene die Reifungseffizienz des APP vermindert, mit der Folge einer 

erniedrigten Sekretion von sAPPα. 

 

 
 
Abb. 3.7: Inhibition der korrekten Reifung des APP durch Valproat. (A) Die Behandlung mit VPA führte zu 
keiner Alteration der Genexpression von APP und GAPDH. (B) Durch Pulse-Chase-Analysen konnte festgestellt 
werden, dass zeitgleich mit dem Auftreten der reifen APP-Form, im Medium das sekretierte APP (sAPP) 
detektiert werden konnte. Dadurch konnte in SW480-Zellen die untere (110 kDa) als unreife und die obere (130 
kDa) als reife Bande definiert werden.  (C) SW480-Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA 
(0 – 5 mM) behandelt. Danach erfolgte die Western-Blot-Analyse mit dem W-02 Antikörper. Die reife und 
unreife APP-Form wurden densitometrisch quantifiziert und entweder als Ratio reifes/unreifes APP oder 
unreifes APP/β-actin wiedergegeben. Die Ergebnisse resultieren aus drei unabhängigen Experimenten. Die 
Resultate wurden als Mittelwert ± SEM wiedergegeben. Statistische Unterschiede unter den Gruppen wurden 
durch eine one-way-ANOVA mit anschließender Bonferroni-post-hoc-Analyse errechnet. (**, p < 0,01; ***, p < 
0,001).    
 
 
3.1.8 Spezifische Reduktion der APP-Proteinexpression durch Valproat  

 

Da VPA durch seine HDAC-inhibtorischen Eigenschaften zahlreiche Effektorproteine 

modulieren kann, stellte sich die Frage, ob die Effekte auf den APP-Metabolismus spezifisch 
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sind. Hierzu wurden die Proteinexpressionen von dem Typ-I-Transmembranprotein EGFR 

und das homologe APP-Familienmitglied APLP2  auf untersucht.  

Um den Einfluss von VPA auf die Proteinexpression von EGFR und APLP2 zu untersuchen, 

wurden SW480-Zellen mit aufsteigenden VPA-Konzentrationen für 24 h behandelt und  mit 

Gesamt-Proteinen Western-Blot-Analysen durchgeführt. Zur Detektion des jeweiligen 

Antigens wurde neben dem APP-Antikörper W-02,  EGFR (1005) und APLP2 (D2-II) als 

Primärantikörper eingesetzt. Ein spezifischer Antikörper gegen H4Ac diente als 

Surrogatmarker zur Überprüfung einer effektiven HDAC-Inhibition. Weder EGFR noch das 

APLP2 zeigte eine konzentrationsabhängige Regulation. Sogar unter 5 mM VPA, wo bereits 

mehr als 50% der APP Proteins reduziert waren (siehe Kapitel 3.1.6) konnte keine 

signifikante Alteration der Proteinspiegel von EGFR und APLP2 nachgewiesen werden 

(Abbildung 3.8).  
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Abb. 3.8: Spezifische Reduktion der APP-Proteinexpression durch Valproat. (A) Strukturformel der 
kurzkettigen Fettsäure VPA (2-Propylpentansäure) (B) Nach einer 24-stündigen Behandlung von SW480-Zellen 
mit aufsteigenden VPA Konzentrationen wurde Gesamt-Protein isoliert und Western-Blot-Analysen mit APP- , 
APLP2-, EGFR- und H4Ac– spezifischen Antikörpern durchgeführt. Die entsprechenden Bandintensitäten 
wurden densitometrisch quantifiziert. Konsistent zum supprimierten APP konnte nach VPA Behandlung eine 
konzentrationsabhängige Hyperacetylierung von Histon H4 (H4Ac) nachgewiesen werden. Weder EGFR noch 
das APLP2 wurden durch eine VPA Behandlung signifikant runterreguliert. Dargestellt sind die 
Quantifizierungen von (C) APLP2,  (D) EGFR und von (E)  H4Ac. Jedes Experiment wurde dreifach ausgeführt 
und die Resultate als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Signifikanzberechnung erfolgte durch eine one-way- 
ANOVA mit nachfolgender Bonferroni-post-hoc-Analyse (**, p < 0,01; ***, p < 0,001).  
 

 

3.1.9 Die Inhibition von Histondeacetylasen führt zu einer spezifischen 

Modulation des APP-Metabolismus 

 

Um den Beweis zu erbringen, dass die VPA-induzierten Effekte auf den APP-Metabolismus 

durch eine HDAC-Hemmung vermittelt worden sind, wurde das VPA-Analogon Valpromid 

(VPM), die ebenfalls kurzkettige Fettsäure Natriumbutyrat (NaB) und die Hydroxamsäure 

Trichostatin A (TSA) verwendet. Das Valpromid (2-n-Propyl-Pentansäureamid) ist ein 

primäres Amid des VPA. Die Substitution der Carboxy- durch eine Amidgruppe führt zum 
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Verlust der HDAC-inhibitorischen Wirkung. Daher wurde VPM als Negativkontrolle 

verwendet. Als Positivkontrolle wurden der klassenverwandte HDAC-Inhibitor NaB (Boffa et 

al., 1978) und der nicht-strukturverwandte Pan-HDAC-Inhibitor TSA (Yoshida et al., 1990) 

verwendet.  

Zuerst wurden Proliferationanalysen (MTS-Assay) in der SW480-Zelllinie durchgeführt. Im 

Gegensatz zu VPA präsentierten äquimolare Dosen von VPM keine deutliche 

Wachstumsinhibition. Hingegen führten sowohl aufsteigende Konzentrationen von NaB (0 

mM bis 10 mM) als auch 250 nM des Pan-HDAC-Inhibitors TSA zu einer signifikanten 

Reduktion der Zellzahl (Abbildung 3.9 D-F). Anschließend erfolgten Western-Blot-Analysen, 

um auf Proteinebene die Expressionen von APP, APLP2, EGFR und H4Ac zu untersuchen. 

Konsistent mit der Ausgangshypothese konnte durch eine VPM Behandlung keine 

konzentrationsabhängige Zunahme der Hyperacetylierung von Histon H4 (H4Ac) 

nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise führte der Verlust der HDAC-inhibitorischen 

Eigenschaften auch zu keiner APP-Reduktion. Ebenfalls konnten keine Effekte auf  APLP2 

oder EGFR beobachtet werden (Abbildung 3.9 G). In Übereinstimmung mit der HDAC-

induzierten Proliferationsinhibition und der Hyperacetylierung von Histonen (H4Ac) konnten 

sowohl  NaB als auch TSA spezifisch APP reduzieren (Abbildung 3.9 H und I). Dadurch 

konnte nachgewiesen werden, dass APP HDAC-abhängig moduliert werden kann.  
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Abb. 3.9: Die Inhibition von Histondeacetylasen führt zu einer spezifischen Modulation des APP-
Metabolismus. Chemische Strukturformeln von (A) VPM, (B) NaB und (C) TSA. SW480-Zellen wurden für 24 h 
mit aufsteigenden Dosen VPM, NaB oder TSA behandelt. (D) Im Gegensatz zu 5 mM VPA, präsentierten 
äquimolare VPM-Dosen nahezu keine wachstumsinhibierenden Eigenschaften. (E und F) Im Gegensatz hierzu 
zeigten NaB (im mM Bereich) und TSA (im nM Bereich) eine signifikante und konzentrationsabhängige 
Inhibition des Zellwachstums. (G) Eine Behandlung mit VPM zeigten keine Effekte, während (H) NaB als auch 
(I) TSA zu einer selektiven Suppression der APP-Expression führten. Sowohl EGFR als auch APLP2 waren 
durch eine HDAC-Inhibition nicht affektiert. Die Proliferationanalysen wurden mindestens sechfach ausgeführt. 
Die Ergebnisse wurden gemittelt und prozentual zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert ± SEM 
wiedergegeben. Eine one-way-ANOVA mit nachfolgender (D, E) Bonferroni-post-hoc-Analyse oder ein (I) 
unpaarer t-Test ermittelte entsprechende Signifikanzen (***, p < 0,001). 
 

 

3.1.10 Einfluss der Histondeacetylase-Inhibition auf die GRP78/BiP-Expression  

 

Es stellte sich nun die Frage, wie HDAC-Inhibitoren über einen post-translationalen 

Regulationsweg spezifisch in den APP-Metabolismus eingreifen. Vorrangegange Studien 

postulierten dass GRP78, ein ER-ständiges Chaperon, in der Lage ist spezifisch in den APP-

Metabolismus einzugreifen (Yang et al., 1998; Bai et al., 2008). Daher wurde im nächsten 

Experiment überprüft ob durch eine HDAC-Inhibition die Expression vom GRP78 moduliert 

wird. Es wurden SW480-Zellen mit 5 mM VPA für 24 h behandelt, Gesamt-RNA isoliert und 
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die mRNA-Expression von APP, GRP78 und β-actin mittels RT-PCR untersucht. Die 

Resultate von APP und GRP78 wurden zur β-actin mRNA normalisiert und als relative 

Expression im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen wiedergegeben. Unter VPA 

Behandlung konnte signifikant die Genexpression von GRP78 induziert werden (p = 0,019). 

In Übereinstimmung mit vorherigen Analysen konnte keine Alteration der APP 

Genexpression festgestellt werden (p = 0.1) (Abbildung 3.10 A). Um die Ergebnisse der RT-

PCR auf Proteinebene zu bestätigen, wurden Western-Blot-Analysen mit einem GRP78-

spezifischen Antikörper (C50B12) durchgeführt. Hier konnte eine konzentrationsabhängige 

Zunahme der GRP78-Expression nachgewiesen werden. Durch die Verwendung von VPM 

(Negativkontrolle) und zwei weiteren HDAC-Inhibitoren NaB und TSA (Positivkontrolle) 

konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine klare HDAC-Abhängigkeit besteht. Die 

Behandlung mit NaB (im mM Bereich) und TSA (im nM Bereich) führte zu einer 

signifikanten und  dosisabhängigen Hochregulierung von GRP78 Protein-Spiegeln. Eine 

äquivalente Behandlung mit VPM hingegen zeigte keinen signifikanten Effekt (Abbildung 

3.10). 
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Abb. 3.10: Einfluss der Histondeacetylase-Inhibition auf die GRP78/BiP-Expression. (A) Nach einer 
Behandlung von SW480-Zellen mit 5 mM VPA wurde die RNA isoliert und durch eine RT-PCR-Analyse die 
Genexpression von APP und GRP78 untersucht. Die Expressionen wurden zum House-Keeping-Gen β-actin 
normalisiert. Es konnte eine signifikante Hochregulierung der GRP78 mRNA festgestellt werden. (B) Konsistent 
konnte auch auf Western-Blot-Ebene eine konzentrationsabhängige Induktion von GRP78 nachgewiesen werden. 
(D) Äquivalente Dosen von VPM bewirkten keine Änderung der Protein-Spiegel von GRP78. Ähnlich wie VPA, 
konnten sowohl (F) NaB als auch (H) TSA eine Expression von GRP78 induzieren. (C, E, G und I) Die 
densitometrischen Quantifizierungen von GRP78 wurden im Verhältnis zu β-actin gesetzt und prozentual zur 
unbehandelten Kontrolle wiedergegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens vier separaten 
Experimenten. Statistische Signifikanzen wurde entweder durch eine one-way-ANOVA mit nachfolgender 
Bonferroni-Korrektur oder einem (I) unpaaren t-Test errechnet (*, p < 0,05; **, p < 0,05, ***, p < 0,001). 
 

 

3.1.11 Validation der Histondeacetylase-abhängigen APP-Modulation in weiteren 

Pankreas- und Kolonkarzinomzelllinien 

 

Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei der HDAC-abhängigen Modulierbarkeit des 

APP-Metabolismus um ein allgemeingültiges Prinzip handelt, wurden additional 

pharmakologische Analysen in drei weiteren Kolonkarzinom- und zwei 

Pankreaskarzinomzelllinien durchgeführt. Folgende Kolonkarzinomzelllinien wurden dafür 

verwendet: LoVo-, CaCo2-, und die T84-Zelllinie. Repräsentativ für das Pankreaskarzinom 
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wurden die Capan-2- und die CFPAC-1-Zelllinien verwendet. Zum Vergleich der APP-

Suppression wurden ebenfalls Stimulationen in der SW480- und BxPC-3-Zelllinie 

durchgeführt. Alle Zelllinien wurden für 24 h mit 5 mM VPA inkubiert. Danach wurden die 

Proteinlysate durch Western-Blot-Analysen auf APP, APLP2, GRP78, H4Ac und β-actin 

untersucht. In allen Zelllinien konnte spezifisch mit dem Grad der Hochregulation von H4Ac 

und der dadurch bedingten Induktion von GRP78 selektiv APP-Proteinspiegel reduziert 

werden. Dies verdeutlichte, dass die Modulierbarkeit des APP-Metabolismus in Karzinomen 

unabhängig von diversen genetischen Unterschieden der Zelllinien beeinflusst werden kann 

(Abbildung 3.11). 
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Abb. 3.11: Validation der HDAC-abhängigen APP-Modulation in weiteren Pankreas- und 
Kolonkarzinomzelllinien. Neben der SW480- und BxPC-3-Zelllinie wurden jeweils drei weitere Kolon- und zwei 
weitere Pankreaskarzinomzelllinien mit 5 mM VPA (+) oder mit Medium (-)  für 24 h behandelt. Es erfolgten 
Western-Blot-Analysen mit Primärantikörpern gegen APP, APLP2, GRP78 und H4Ac. Die Auftragung von 
gleichen Proteinmengen wurde mit einem β-actin Antikörper bestätigt. In allen Zelllinien war durch eine VPA 
Behandlung die Hyperacetylierung von Histon 4 (H4Ac) mit einer Hochregulation von GRP78 begleitet. 
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass APP spezifisch runterreguliert wurde, ohne Nachweis einer gleichzeitigen 
Affektion der APLP2-Spiegel. 
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3.1.12 Antagonisierung des HDAC-induzierten Wachstumsarrests durch 

sekretiertes APP  

 

Wie bereits gezeigt, konnte sekretiertes sAPPα als potenter Wachstumsfaktor die 

Proliferation in neuronalen Vorläuferzellen erhöhen (Kapitel 3.1.2). Abschließend ergaben 

sich nun zwei weitere Fragestellungen: Ist sAPPα in der Lage in Karzinomzellen das 

Wachstum zu fördern? Und kann exogen zugefügtes sAPPα die HDAC-vermittelte 

Wachstumsinhibition antagonisieren?  

Um diese Fragen zu beantworten, wurde, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, dass konditionierte 

Medium von SH-SY5Y APP695wt als sAPPα-Quelle verwendet. Für 24 h wurden SW480-

Zellen entweder mit sAPPα, mit 5 mM VPA oder mit beiden (VPA und sAPPα) behandelt. 

Als Kontrolle wurden Zellen mit serumfreiem Medium inkubiert. Exogene Addition von 

sAPPα konnte die Proliferation um 55 % in SW480-Zellen steigern. In Übereinstimmung mit 

zuvor erhobenen Daten konnte durch VPA die Proliferation um 29% gesenkt werden. 

Interessanterweise konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine gleichzeitige Behandlung mit 

sAPPα, den wachstumsinhibierenden Effekt von VPA vollständig antagonisieren konnte 

(Abbildung 3.12).   

 
Abb. 3.12: Sekretiertes APP antagonisiert Valproat- 
induzierten Wachstumsarrest. Die Behandlung von 
SW480-Zellen mit sAPPα führte zu einer signifikanten 
Steigerung des Zellwachstums verglichen mit 
unbehandelten Kontrollen (serumfreies Medium). Der 
wachstumsinhibitorische Effekt von VPA konnte durch 
eine parallele Addition von exogenem sAPPα vollständig 
kompensiert werden. Die Proliferationsexperimente 
wurden mindestens sechsmal durchgeführt. Die 
Mittelwerte mit entsprechender SEM wurden prozentual 
im Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. 
Signifikante Unterschiede wurden durch eine one-way- 
ANOVA mit anschließender Bonferroni-post-hoc-Analyse 
errechnet (**, p < 0,01; ***, p < 0,001).  
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3.2 Projekt II: Das Amyloid-Vorläufer-Protein (APP) als Biomarker für 

transformierte,  pluripotente Keimzelltumore 

 

 

3.2.1 Korrelation der APP-Expression mit der Stammzellsignatur in pluripotenten 

Keimzelltumoren 

 

In diesem Abschnitt sollte untersucht werden, ob in testikulären Keimzelltumoren APP und 

das homologe Familienmitglied APLP2 differentiell exprimiert werden. Zur Validierung des 

Stammzellcharakters von testikulären Keimzelltumoren wurde zusätzlich die Expression von 

Sox2, Oct-3/4 und NANOG untersucht. In dieser Untersuchung wurden insgesamt 173 

Keimzelltumor-Präparate von verschiedenen Tumorsubtypen immunhistochemisch 

untersucht. Diese enthielten sowohl einheitliche histologische Typen (reine testikuläre 

Keimzelltumoren) als auch Mischtumoren, die aus einer Kombination verschiedener 

histologischer Subtypen zusammengesetzt waren. Anschließend wurden sowohl APP- als 

auch APLP2-Expressionen semi-quantitativ als immunreaktiver Score-Index wiedergegeben. 

Hier zeigte sich deutlich, dass APP nur in den undifferenzierten, pluripotenten Seminomen 

und embryonalen Karzinomen stark exprimiert war. Konsistent mit dem Verlust der 

Stammzellsignatur in differenzierten histologischen Subtypen konnten nur eine schwache 

oder keine APP-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 3.14 A und B). 

Interessanterweise zeigte die Expression von APLP2 ein anderes Muster. Sowohl in 

undifferenzierten als auch hoch-differenzierten Subtypen, konnte konstant APLP2 

nachgewiesen werden. Insbesondere in differenzierten epithelialen Strukturen des Teratoms 

war APLP2 stark repräsentiert, während das umliegende Stromagewebe nur eine schwache 

Färbung aufwies (Abbildung 3.14 A und D). Um weiter die Expressionen von APP und 

Stammzellgenen in vitro zu untersuchen, wurden exemplarisch für das embryonale Karzinom 

die NTera-2 und die NCCIT-Zellline und für das Seminom die TCam-2-Zelllinie 

charakterisiert. Gemäß der Biologie von Seminomen, konnte in der TCam-2 keine Expression 

von Sox2 detektiert werden. Hingegen waren besonders NANOG und Oct-3/4 stark 

exprimiert. In allen Zelllinien konnte eine prägnante Expression von APP nachgewiesen 

werden. Im Vergleich zu TCam-2 und NCCIT präsentierte die NTera-2-Zelllinie signifikant 

höhere APP-Spiegel (Abbildung 3.14 D und E). Ebenfalls konnte in dieser Linie ein deutlich 

höherer CTF-Spiegel nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 3.13: Korrelation der APP-Expression mit der Stammzellsignatur. (A) Immunhistochemische 
Untersuchung von verschiedenen  histologischen Keimzelltumor-Subtypen mit Primärantikörpern gegen APP 
(22C11), APLP2 (D2-II), Sox2 (AF2018), NANOG (H-155) und Oct-3/4 (C-10). Kongruent zur Expression der 
Stammzellsignatur war APP stark exprimiert in embryonalen Karzinomen (EC) und Sox2-negativen Seminomen 
(SE). Sowohl in differenzierten Dottersacktumoren (Yolk sac tumor, YST) als auch in Chorionkarzinomen (CC) 
und hoch-differenzierten Teratomen (TE), konnte nur eine schwache bis keine Expression vom  APP festgestellt 
werden. Im Gegensatz hierzu korrelierte die APLP2-Expression nicht mit der Stammzellsignatur. Semi-
quantitative Darstellung der (B) APP-Expression und (C) der APLP2-Expression in verschiedenen Subtypen 
testikulärer Tumore durch den immunreaktiven Score-Index. (D) Sowohl in der Seminom- (TCam-2) als auch in 
embryonalen Karzinom- (NCCIT und NTera-2)-Zelllinie(n) konnte eine starke APP-Expression nachgewiesen 
werden. (E) Graphische Darstellung der densitometrisch gemessensen APP-Doppelbande in NTera-2-, NCCIT- 
und TCam-2-Zelllinien (n = 4). Statistische Unterschiede wurde durch eine one-way-ANOVA mit nachfolgender 
Bonferroni-post-hoc-Analyse errechnet und als * für p <0,05 und ***  für p < 0,001 dargestellt. Balken, 200 
µm. 
 

 

3.2.2 Expression und spezifische Modulation von Klasse-I-Histondeacetylasen in 

pluripotenten Keimzelltumoren 

 

Lediglich eine Studie untersuchte die Rolle von HDAC1 in der physiologischen 

Spermatogenese und in testikulären Keimzelltumoren (Omisanjo et al., 2007). Daher sollte 

komplementär zu dieser Studie nun die Expressionsprofile von Klasse-I-HDAC-Enzymen 

(HDAC 1-3) untersucht werden. Konsistent zu den Ergebnissen von Omisanjo et al. (2007), 

konnte keine Expression von HDAC1 in undifferenzierten als auch in differenzierten 

Tumorsubtypen nachgewiesen werden. Lediglich im Chorionkarzinom konnte eine schwache, 

nukleäre Färbung festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Expressionsanalyse von 

HDAC2 ein komplett anderes Muster. Analog zu APP und der Stammzellsignatur konnten in 

Seminomen und embryonalen Karzinomen eine starke nukleäre HDAC2-Färbung 

nachgewiesen werden. In den differenzierten histologischen Subtypen zeigte sich eine 

graduelle Abnahme der HDAC2-Expression. Insbesondere im terminal differenzierten 

Teratom waren nur fokale Expressionen von HDAC2 detektierbar. In testikulären 

Keimzelltumoren war HDAC3 deutlich schwächer als HDAC2 exprimiert, zeigte aber 

dennoch ein ähnliches Expressionsmuster wie HDAC2. Diese Resultate führen zu der 

Annahme, dass die Expressionen von HDAC2 und HDAC3 während des 

Differenzierungsprozesses moduliert werden (Abbildung 3.15 A). 

Als nächstes sollte untersucht werden, welchen Einfluss VPA auf die Expression der 

einzelnen  HDAC-Isoenzyme hat. Dafür wurden die NCCIT- als auch die NTera-2-Zelllinie 

mit aufsteigenden Konzentrationen VPA (0 bis 5 mM) für 24 h behandelt. Anschließend 

wurden durch Western-Blot-Analysen die Expressionen von HDAC 1-3 untersucht. In beiden 

Linien konnte selektiv und konzentrationsabhängig die Expression von HDAC2 

runterreguliert werden. Weder HDAC1 noch HDAC3 zeigten unter einer VPA-Behandlung 
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eine deutliche Änderung der Expressionspiegel. Die HDAC-inhibitorische Wirkung von VPA 

konnte durch eine dosisabhängige Zunahme an H4Ac validiert werden (Abbildung 3.15 B). In 

Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnten Krämer et al. (2003) demonstrieren, dass 

VPA selektiv den proteosomalen Abbau von HDAC2 induziert, ohne dabei den Proteingehalt 

von HDAC1 und HDAC3 zu modulieren (Krämer et al., 2003).  
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Abb. 3.14: Expression und spezifische Modulation von Histondeacetylase-Enzymen in pluripotenten 
Keimzelltumoren. (A) Repräsentativ gezeigt sind hier immunhistochemische Färbungen von Klasse-I-HDAC-
Enzymen. Eine prägnante nukleäre HDAC2-Färbung konnte in undifferenzierten Seminomen (SE) und 
embryonalen Karzinomen (EC) beobachtet werden. In den extraembryonal differenzierten Dottersacktumoren 
(YST) und Chorionkarzinomen (CC) waren die Expressionspiegel deutlich niedriger. In den somatisch 
differenzierten Teratomen (TE) konnten nur fokale oder keine Expression von HDAC2 festgestellt werden. Wenn 
auch niedriger exprimiert, zeigte HDAC3 ein ähnliches Färbemuster in testikulären Tumoren. Verglichen hierzu 
waren in allen Subtypen keine deutlichen nuklären Färbungen von HDAC1 nachweisbar. (B) Beide EC-Zellinien 
wurden  mit aufsteigenden VPA-Dosen für 24 h inkubiert und anschließend die Expressionen von HDAC1-3 
analysiert. Hier zeigte sich das VPA in beiden Linien selektiv HDAC2 reduzierte, ohne gleichzeitig HDAC1 und 
HDAC3 zu modulieren. Die effektive HDAC-Inhibierung wurde durch einen konzentrationsabhängigen Anstieg 
der H4Ac-Spiegel bestätigt. Zur Kontrolle gleich aufgetragener Proteinmengen wurde ein Antikörper gegen β-
actin verwendet. Balken, 100 µm. 
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3.2.3 Histondeacetylase-abhängige Induktion einer Differenzierung in 

pluripotenten Keimzelltumoren 

 

Um den Einfluss von VPA auf die Genexpression von embryonalen Karzinomzellen zu 

überprüfen, wurde exemplarisch die NTera-2 Zelllinie mit 5 mM VPA für 24 h behandelt und 

anschließend Gesamt-RNA isoliert. Die anschließende Microarray-Analyse wurde von Dres. 

L. Opitz und G.-S. Riesters (UMG Göttingen, Transkriptom Analyse Labor) durchgeführt und 

analysiert. Differenziell regulierte Gene die mindestens einen 2-fachen 

Expressionsunterschied (Cut-off-Grenze) aufwiesen wurden als Kandidat-Gene definiert. 

Unter einer VPA-Behandlung konnten insgesamt 1061 differenziell regulierte Kandidat-Gene 

identifiziert werden. Da der Fokus auf die HDAC-abhängige Modulation von Pluripotenz und 

der Differenzierungsinduktion gerichtet war, wurden differenziell regulierte Pluripotenz- und 

Differenzierungsgene durch nachfolgende RT-PCR-Analysen validiert. Dabei konnten 49 

Linien-spezische (ektodermale, entodermale und mesodermale) Differenzierungsmarker und 

16 Pluripotenzmarker identifiziert werden. Durch das VPA konnten auf Transkriptionsebene 

unter anderem die potenten Stammzellgene Sox2, Oct-3/4  und NANOG runterreguliert 

werden. Ebenfalls konnte eine signifikante Hochregulation des entodermalen 

Differenzierungsmarkers AFP (alpha-Fetoprotein) und des ektodermalen 

Differenzierungsmarkers KRT19 (Zytokeratin 19) beobachtet werden (Abbildung 3.16 A).  

Um die differenzielle Regulation dieser Markergene auf Proteinebene zu bestätigen, wurden 

NTera-2-Zellen für 24 h mit 5 mM VPA stimuliert und nachfolgend Western-Blot-Analysen 

mit einen AFP (EP1016Y)- und dem Pan-CK-Antikörper (AE1/AE3, der ebenfalls 

Zytokeratin 19 erkennt) durchgeführt. Damit eine HDAC-Abhängigkeit der 

Differenzierungsinduktion validiert werden konnte, wurden parallel hierzu diese Zellen mit 

500 nM TSA stimuliert. Als weiteren potenten HDAC-Inhibitor wurde das zyklische 

Tetrapeptid Apicidin verwendet. Im Gegensatz zum reversiblen Pan-HDAC-Inhibitor TSA 

inhibiert das Apicidin im hohen nanomolaren Bereich irreversibel Klasse-I-HDAC-Enzyme 

(HDAC1-3) (Han et al., 2000; Gallo et al., 2008). Abhängig von der Potenz, führten alle 

Inhibitoren zu einer deutlichen Induktion beider Differenzierungsmarker. Als 

Surrogatparameter einer effektiven HDAC-Inhibition wurde ein H4Ac-spezfischer Antikörper 

verwendet (Abbildung 3.16 B). Die Resultate der HDAC-abhängigen Modulation der 

Stammzellgene auf Proteinebene werden in Kapitel 3.2.4 besprochen.  
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Abb. 3.15: HDAC-abhängige Induktion einer Differenzierung in pluripotenten Keimzelltumoren. (A) NTera-2 
Zellen wurden für 24 h mit 5 mM VPA stimuliert. Anschließend wurde die Gesamt-RNA isoliert und eine 
Microarray-Analyse durchgeführt. Um die differenzielle Modulation von Pluripotenz- und 
Differenzierungsgenen darzustellen, wurden die insgesamt 65 Kandidat-Gene in einem Wasserfall-Diagramm 
graphisch wiedergegeben. Die mit einem Stern (*) versehen Gene waren statistisch nicht signifikant, 
präsentierten dennoch eine Tendenz (p-Werte lagen zwischen 0,06 und 0,19). (B) NTera-2 Zellen wurden mit 5 
mM VPA, 500 nM TSA oder 1 µM Apicidin für 24 h behandelt. Western-Blot-Analysen erbrachten den 
Nachweis, dass auch auf Proteinebene sowohl Pan-CK als auch AFP HDAC-abhängig induziert wurden. Der 
Beweis einer effektiven HDAC-Inhibtion konnte durch induzierte H4Ac-Spiegel erbracht werden. Ein 
spezifischer Antikörper gegen β-actin diente als Ladekontrolle. 
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3.2.4 Inhibition von Histondeacetylasen führt zur gleichzeitigen Modulation von 

APP und der Stammzellsignatur 

 

Pluripotente, transformierten Karzinomzelllinien bieten als Modelsystem die einzigartige 

Möglichkeit sowohl die Beeinflussung der Stammzellsignatur (Oct-3/4, NANOG und Sox2), 

als auch des APP-Metabolismus zu untersuchen. Um den Einfluss und die Modulierbarkeit 

durch HDAC-Inhibitoren zu testen wurden, wie auch in Kaptitel 3.1.10 beschrieben, NTera-2- 

und NCCIT-Zellen mit  VPA, TSA oder Apicidin behandelt. Als Negativ-Kontrolle diente 

wieder das inaktive VPA-Analogon VPM. Zunächst wurden alle Substanzen auf ihre anti-

proliferativen Eigenschaften untersucht. Dafür wurden die Zelllinien für 24 h stimuliert und 

anschließend die Proliferation durch einen MTS-Assay gemessen. Wie bereits in 

vorangegangen Experimenten gezeigt, präsentierte VPM keine signifikanten Effekte auf das 

Zellwachstum. Alle anderen HDAC-Inhibitoren zeigten konzentrationsabhängig eine 

Proliferationsinhibition. Insbesondere die NTera-2-Zelllinie reagierte sensitiv auf die 

Stimulation mit HDAC-Inhibitoren (Abbildung 3.17 A). 

Um weiter den Einfluss auf APP und Stammzellgen-Expressionen zu studieren, wurden beide 

Zelllinien entweder mit 5 mM VPA, 5 mM VPM, 500 nM TSA oder 1 µM Apicidin für 24 h 

behandelt. Western-Blot-Analysen erfolgten mit Primärantikörpern gegen APP (W-02), 

APLP2 (D2-II) und GRP78 (C50B12) als auch gegen die Stammzellgene Sox2 (ab59776), 

NANOG (H-155) und Oct-3/4 (C-20). Die effektive HDAC-Inhibition wurde durch einen 

spezifischen Antikörper gegen H4Ac nachgewiesen. Konsistent zu den Ergebnissen der 

Transkriptom-Analyse konnte auch auf Proteinebene HDAC-abhängig die Stammzellgene 

NANOG, Sox2 und Oct-3/4 runterreguliert werden (Abbildung 3.17 B). Entsprechend dem 

propagierten Mechanismus konnte in beiden Zelllinien eine deutliche Induktion des GRP78 

und die damit verbundene selektiven Suppression der APP-Proteinspiegel nachgewiesen 

werden.  

In vorausgegangen Experimenten wurden Kurzzeitexperimente mit hohen 

(unphysiologischen) VPA-Dosen (bis zu 5 mM) durchgeführt. Daher sollte im nachfolgenden 

Experiment untersucht werden, ob physiologische VPA Konzentrationen einen signifikanten 

Einfluss auf den APP-Metabolismus haben. Unter einer anti-epileptischen Behandlung mit 

VPA können im Patienten Serumkonzentrationen von 0,3 – 1 mM gemessen werden (Brodie 

& Dichter, 1996; Gottlicher et al., 2001; Loscher, 2002). Demzufolge wurden beide Zelllinien 

entweder mit 1 µM VPA oder mit Medium (Kontrolle) für zwei bis sieben Tage (chronische 

Behandlung) inkubiert. Alle 24 h wurde das Medium durch frisches oder mit VPA versetztes 
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Medium ausgetauscht. Die Western-Blot-Analysen zeigten, dass durch chronisch-

therapeutische VPA-Konditionen die Proteinspiegel von APP deutlich gesenkt werden 

konnten und bereits nach 48 h einen stabilen Zustand (steady-state) erreichten. Zeitgleich 

konnte auch eine konstante Induktion der H4Ac-Expression beobachtet werden (Abbildung 

3.17 C).  
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Abb. 3.16: Inhibition von Histondeacetylasen führt zur gleichzeitigen Modulation von APP und der 
Stammzellsignatur. (A) Beide Zelllinien wurden mit aufsteigenden Dosen VPA (1 – 5 mM), TSA (0,5 – 1,5 µM), 
Apicidin (250-1000 nM) oder mit 5 mM VPM behandelt. Medium behandelte Zellen dienten als Kontrolle. 
Mittels MTS-Assay wurde die Proliferation analysiert. (B) Um die HDAC-abhängige Modulation von APP und 
Stammzellgenen zu untersuchen, wurden beide Zelllinien mit entsprechenden Substanzen behandelt und  
Western-Blot-Analysen durchgeführt. Alle HDAC-Inhibitoren führten neben einer spezifischen Runterregulation 
von APP, ebenfalls zu einer Suppression von Stammzellmarkern (Sox2, NANOG und Oct-3/4). (C) Weiterhin 
wurden beide Zelllinien chronisch mit 1 µM VPA für zwei bei sieben Tage behandelt. Nach 48 h erreichten 
sowohl APP- als auch H4Ac-Proteinspiegel eine stabile Plateau-Phase. Die Ergebnisse des MTS-Assay (n = 6) 
wurden gemittelt und prozentual zur Kontrolle wiedergegeben. Statistische Unterschiede wurden durch eine one-
way-ANOVA mit nachfolgender Bonferroni-post-hoc-Analyse errechnet und als * für p <0,05, ** für p < 0,01 
und ***  für p < 0,001 dargestellt. 
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3.2.5 Immunzytochemische Analysen und morphologische Veränderungen nach 

Inhibition von Histondeacetylasen 

 

In vorangegangenen Experimenten konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine effektive 

Inhibition von HDAC mit einer Suppression von Stammzellgenen und der Induktion von 

gewebetyischen Differenzierungsmarker einhergeht. Um die zellmorphologischen 

Veränderungen durch HDAC-Inhibitoren zu untersuchen, wurden NTera-2 Zellen in 4-well 

Chamber-Slides ausplattiert. Nachdem eine Konfluenz von 40-50% erreicht war erfolgte eine 

24-stündige Behandlung mit 5 mM VPA, 1 µM Apicdin oder Medium (Kontrolle). Zur 

Detektion von APP wurde eine Immunzytochemie mit dem APP-spezifischen Antikörper 

23850 durchgeführt. Parallel wurde ebenfalls ein β-actin-spezifischer Antikörper (Sigma) 

verwendet. Wie aus Abbildung 3.18 erkennbar, induzierte VPA neben einer Reduktion des 

APP auch zellmorphologische Veränderungen, die typische Merkmale differenzierter Zellen 

zeigten (spindelförmige Zellschrumpfung, zytoplasmatische Ausläufer und irregulär geformte 

Zellkerne). Unbehandelte Zellen hingegen zeichneten sich durch eine homogene 

Zellmorphologie aus.  

Da eine Behandlung mit Apicidin mit ähnlichen differenzierungstypischen Veränderungen 

einherging, konnte konsistent auf einen HDAC-abhängigen Mechanismus geschlossen 

werden. 
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Abb. 3.17: Immunzytochemische Analysen und morphologische Veränderungen nach VPA und Apicidin-
Behandlung. NTera-2 Zellen wurden in Chamber-Slides ausplattiert. Nach 72 h wurde eine Konfluenz von 40-
50% erreicht. Anschließend erfolgte die Behandlung mit indizierten HDAC-Inhibitoren (VPA und Apicidin) für 
weitere 24 h. Nach erfolgter Fixierung wurde das APP durch den Antikörper 23850 detektiert (rot). Zur 
Visualisierung des Zytoskeletts wurde ebenfalls ein β-actin-spezifischer Antikörper (grün) verwendet. Die Kerne 
wurden mit DAPI (blau) dargestellt. Beide HDAC-Inhibitoren  reduzierten deutlich die APP-Spiegel und 
induzierten eine morphologische Zelldifferenzierung. Balken, 50 µm. 
 

 

3.2.6 Die inverse Beziehung zwischen APP-und GRP78-Expression in vivo und in 

vitro 

 

Wie bereits im Vorfeld gezeigt, konnte eine differenzielle APP-Expression in den 

verschiedenen Subtypen der testikulären Keimzelltumoren festgestellt werden (Kapitel 3.2.1). 

Bereits Skotheim et al. (2005) analysierten die Genexpressionprofile von testikulären 

Keimzelltumoren und konnten keinen signifikanten Unterschied der Genexpression des APP 

zwischen undifferenzierten und differenzierten Tumorsubtypen feststellen (Skotheim et al., 

2005). Daher musste angenommen werden, dass während des Differenzierungsprozesses die 

Proteinspiegel des APP selektiv über einen post-translationalen Mechanismus runterreguliert 
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werden. Bereits in vitro konnte gezeigt werden, dass GRP78 über einen post-translationalen 

Regulationsmechanismus effektiv APP-Spiegel reduzieren kann. Um die Involvierung dieses 

APP-Interaktionsproteins in vivo im spontanen Differenzierungsprozess testikulärer 

Keimzelltumore zu studieren, wurden komplementär zur APP auch die GRP78-Expressionen 

in undifferenzierten und differenzierten Subtypen analysiert. Hierbei wurden TMAs mit 

einem spezifischen GRP78-Antikörper (ab21685) gefärbt und semi-quantitativ als immun-

reaktiver Score-Index wiedergegeben. Hier konnte eine interessante Beobachtung gemacht 

werden. Im Gegensatz zu undifferenzierten Subtypen (embryonales Karzinom und Seminom), 

die nur niedrige GRP78-Spiegel aufwiesen, konnten sowohl im differenzierten 

Chorionkarzinom, Dottersackkarzinom und im terminal differenzierten Teratomen signifikant 

höhere GRP78-Expressionen nachgewiesen werden (Abbildung 3.19). Dadurch konnte eine 

inverse Beziehung zwischen der Expression des APP und GRP78 in testikulären 

Keimzelltumoren festgestellt werden.  

 

 
 
Abb. 3.18: Induktion von GRP78 in differenzierten Subtypen testikulärer Tumore. Repräsentativ gezeigt sind 
hier die immunhistochemischen Färbungen vom GRP78. Differenzierte Subtypen, wie das Chorionkarziom (CC), 
Dottersackkarzinom (YST) und das terminal differenzierte Teratom (TE) zeigten ein prägnantes Färbemuster. Im 
Gegensatz hierzu konnte in pluripotenten embryonalen Karzinomen (EC) als auch in Seminomen (SE) nur eine 
schwache GRP78-Expression festgestellt werden. Die Semi-quantifizierung der GRP78-Färbungen wurde durch 
den immunreaktiven Score-Index wiedergegeben und bestätige einen hoch-signifikanten Unterschied zwischen 
differenzierten und undifferenzierten Subtypen. Statistische Unterschiede wurden durch eine one-way-ANOVA 
mit nachfolgender Bonferroni-post-hoc-Analyse errechnet und als ***  für p < 0,001 dargestellt. Balken, 200 
µm. 
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Da eine HDAC-Inhibition mit der Induktion einer Differenzierung einhergeht, wurden die 

Expressionen von GRP78 in embryonalen Karzinomzelllinen untersucht. Interessanterweise 

zeigte eine 24-stündige Stimulation mit VPA in der NTera-2-Zelllinie keine signifikante 

Änderung der GRP78 mRNA. Ebenfalls konnte in der Transkriptomanalyse keine 

differentielle Regulation der GRP78-Genexpression festgestellt werden. Daher wurde erneut 

die GRP78-Transkription zu vier unterschiedlichen Behandlungszeitpunkten bestimmt (1 h, 6 

h, 12 h und 24 h). Ebenfalls wurde im gleichen Versuch auch die APP mRNA analysiert. Es 

konnte festgestellt werden, dass durch VPA transient die Genexpression des GRP78 

induzierte wurde. Bereits nach 6 h konnte eine signifikante Regulation nachgewiesen werden. 

Diese Effekte konnte in einer zweiten Zelllinie (NCCIT) reproduziert werden. Zu keinem 

Zeitpunkt konnte eine signifikante Änderung der APP mRNA beobachtet werden. Um die 

HDAC-abhängige Induzierbarkeit auf Proteinebene zu untersuchen, wurden beide Zelllinien 

mit aufsteigenden VPA-Dosen für 24 h stimuliert  und via Western-Blot-Analysen APP- und 

GRP78-Expressionen untersucht. Konsistent zu vorherigen Ergebnissen konnte 

konzentrationsabhängig das APP reduziert und GRP78-Level hochreguliert werden. Die 

ebenfalls analysierte Expression des HSP70 (heat shock protein 70) wies unter der 

Behandlung keine Änderungen auf. Damit konnte auch in testikulären Keimzelltumoren 

bestätigt werden, dass durch eine HDAC-Inhibition selektiv GRP78 reguliert wird ohne 

gleichzeitig homologe Chaperone zu modulieren.  
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Abb. 3.19: Inverse Beziehung zwischen APP und GRP78 in vitro.  (A) Nachdem NCCIT- und NTera-2-Zellen 
mit 5 mM VPA stimuliert wurden, erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Isolation von Gesamt-RNA. 
Anschließend wurden RT-PCR-Analysen mit APP- und GRP78-spezifischen Primern durchgeführt. Die 
Normalisation erfolgte durch das ARP (Acidic Ribosomal Protein). Die Resultate (n = 3) wurden gemittelt und  
prozentual zu unbehandelten Kontrollen (Zeitpunkt 0 h) wiedergeben. (B) Nach einer Stimulation mit 
aufsteigenden VPA-Dosen erfolgten Western-Blot-Analysen mit  APP (W-02)- und GRP78 (C50B12)-
spezifischen Antikörpern. Eine selektive Regulation des GRP78 konnte durch die Analyse des HSP70 (C45G5) 
bestätigt werden. Als Ladekontrolle diente β-actin. Statistische Unterschiede wurde durch eine two-way-ANOVA 
mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur errechnet und als * für p < 0,05, ** für p < 0,01 und ***  für p < 0,001 
dargestellt.  
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3.2.7 In-vivo-Therapiestudie: Applikation von Valproat zur Behandlung von 

NTera-2-Xenograft-Mäusen 

 

Die Implantation von Tumorzelllinien in immundefizienten Mäusen führt zur Ausbildung der 

jeweiligen Tumorentität in vivo und wird daher als ein legitimes und wertvolles Modell zur 

Validierung potentieller Krebsmedikamente angesehen. 

Nach erfolgreichem Testen von VPA hinsichtlich der effektiven Reduktion von APP und der 

Proliferation in vitro, wurde die Wirksamkeit in vivo in einem NTera-2-Xenograft-Modell 

untersucht. Bei der Therapiestudie mit VPA  kamen zwei Therapiemodalitäten zum Einsatz. 

Insgesamt wurden 45 Tiere in drei große Gruppen (jeweils n = 15) aufgeteilt. 

(Abbildung 3.21 A):  

A) Prophylaktische Gruppe: Um das chemopräventive Potential von VPA hinsichtlich der 

Induzierbarkeit von Tumoren zu untersuchen, wurde ab dem vierten Tag nach der 

Inokulation von Tumorzellen symptomfreien Mäusen jeweils 400 mg/kg KG/Tag 

VPA oral via Trinkwasser appliziert. 

B) Therapeutische Gruppe: Um das therapeutische Potential von VPA für NTera-2-

Xenografts zu untersuchen, wurden den Tieren mit voll ausgebildeten Tumoren 

(ungefähr 28 Tagen post inoculationem) jeweils 400 mg/kg KG/Tag VPA oral via 

Trinkwasser appliziert.  

Die Tiere in der Kontrollgruppe hatten lediglich Zugang zu normalen Trinkwasser. Die 

Messungen des Gewichts als auch das Tumorvolumen wurden zweimal pro Woche gemessen. 

Um die Effektivität verwendeter VPA Dosen nachzuweisen wurden intermittierend VPA im 

Serum bestimmt (30 – 300 µmol/l). Alle Tiere wurden nach 75 Tagen nach der Inokulation 

sakrifiziert. Anschließend wurden die Volumina bestimmt und die Tumore herausoperiert. Ein 

Teil der Tumore wurde sofort in flüssigen Stickstoff überführt und bis zu weiteren 

Proteinanalyse bei -80°C gelagert. Der andere Teil wurde in 10 % Formalin fixiert und für 

eine histologische Begutachtung aufbereitet.  

Die Analyse der Tumorvolumia zwischen den drei Gruppen zeigte, dass beide 

Behandlungsregime einen signifikanten Effekt auf das Tumorwachstum hatten. Verglichen zu 

den unbehandelten Kontrollen (Trinkwasser), zeigte die therapeutische Applikation von VPA 

ein um 61 ± 28.3 % reduziertes Wachstum. Ein deutlicher Behandlungseffekt konnte durch 

eine prophylaktische Behandlung mit VPA beobachtet werden. Am Ende der Behandlung 

konnte eine Reduktion des Tumorvolumens um 87 ± 22.8% verzeichnet werden (Abbildung 

3.21 B). 
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Im nächsten Experiment wurden die Tumore lysiert und das Gesamt-Protein isoliert. Um 

einen Einblick in die Effektivität der hier eingesetzten Therapieschemata zu gewinnen, 

wurden zunächst durch Western-Blot-Analysen die Spiegel an hyperacetylierten Histone 

(H4Ac) bestimmt. Im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Tieren zeigten alle VPA-

behandelten Tiere eine deutliche Akkumulation von H4Ac. Nachfolgend wurden Western- 

Blot-Analysen mit dem APP-spezifischen Antikörper 22C11 durchgeführt. Konsistent zu 

vorangegangenen in-vitro-Analysen konnte unter einer VPA-Behandlung deutlich die 

Expression von APP reduziert werden. Zwischen beiden Behandlungsmodalitäten konnte kein 

Unterschied im Proteingehalt von APP beobachtet werden (Abbildung 3.21 D). 
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Abb. 3.20: Behandlung von NTera-2-Xenograft-Mäusen mit VPA. (A) Schematische Darstellung des 
Versuchsablaufs. Ingesamt wurden 45 Tiere in drei gleich große Gruppen  aufgeteilt: Die prophylaktische, 
therapeutische und die Kontroll-Gruppe. Die Behandlung mit VPA erfolgte oral über das Trinkwasser (400 
mg/kg KG/Tag). Die Kontroll-Tiere bekamen nur normales Trinkwasser. (B) Repräsentative Abbildung von 
Kontroll- und behandelten Mäusen nach der Sakrifizierung. (C) Graphische Darstellung der Tumorvolumina 
von Kontrollen, prophylaktisch und therapeutisch behandelten Mäusen (n = 15). Die Volumina wurden 
prozentual zur unbehandelten Kontrolltieren wiedergegeben. Die one-way-ANOVA-Analyse ergab signifikante 
Unterschiede unter den verschiedenen Gruppen (p < 0,005). Ein nachfolgender unpaarer t-Test zeigte einen 
signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der prophylaktischen Gruppe (p = 0,01). Ebenfalls 
konnte zwischen der therapeutischen Gruppe und der Kontrollgruppe eine Signifikanz von p < 0,05 errechnet 
werden. (D) Nachdem die Tumore lysiert und Proteine isoliert wurden, erfolgten Western-Blot-Analysen mit dem 
APP-Antikörper 22C11. Hier zeigte sich eine deutliche Reduktion der APP-Level unter einer VPA Behandlung. 
Die Validation einer effektiven HDAC-Inhibtion erfolgte durch einen spezifischen Antikörper gegen H4Ac. Zur 
Normalisierung wurde ein Antikörper gegen β-actin verwendet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert ± SEM 
dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde durch eine one-way-ANOVA-Analyse und nachfolgend durch einen 
unpaaren-t-Test Analyse errechnet (*, p <0,05).  
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3.2.8 Immunhistochemische Analyse der APP-Expression im Xenograft-Modell 

 

Um die Tumore histologisch zu begutachten, wurden diese gleich nach Explantation fixiert, in 

Paraffin eingebettet und histologisch aufgearbeitet. Die implantierten Tumore zeigten eine 

einzigartige pleomorphe Histologie, die nahezu alle Merkmale humaner Teratome reflektierte. 

Umgeben von Bindegewebe konnten zu Inseln oder soliden Strängen formierte 

undifferenzierte, pluripotente Zellhaufen nachgewiesen werden. Neben hoch-differenzierten 

epithelialen und glandulären Strukturen, die am ehesten hochprismatischen respiratorischen 

Epithel oder primitiver gastrointerstinaler Schleimhaut gleichten, konnten auch 

mesenchymale Formationen in Form embryonalen Knorpel, sowie glatte und gestreifte 

Muskulatur identifiziert werden.  

Um eine differenzielle APP-Expression nachzuweisen, erfolgten anschließend 

immunhistochemische Analysen mit dem APP-Antikörper 22C11. Alle untersuchten 

Teratome zeigten einen klaren Zusammenhang zwischen dem APP-Färbemuster und dem  

Grad der Differenzierung auf. Undifferenzierte, pluripotente Zellen zeigten eine starke 

zytoplasmatische Expression von APP. Hingegen konnte in den unterschiedlich 

differenzierten Zelltypen, wie terminal differenziertem Epithel, Drüsengewebe, Stroma und 

Knorpel nur niedrige oder keine APP-Färbung detektiert werden (Abbildung 3.23 G). 

Konsistent hierzu konnte eine Kolokalisation mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (MIB1) 

durch die Anfertigung von Serienschnitten und Doppelimmunfärbungen nachgewiesen 

werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass eine deutliche Korrelation zwischen dem 

Proliferationsstatus pluripotenter Zellen und der Expression vom APP besteht (Abbildungen 

3.23 A-F, I und J).  

Zusammengefasst spiegelten sowohl die histologische Zusammensetzung als auch das 

charakteristische APP-Färbemuster des Xenograft-Modells exakt die Ergebnisse, die von der 

Analyse der humanen testikulären Keimzelltumore erhoben worden sind.    
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Abb. 3.21: Immunhistochemische Analyse der APP-Expression im Xenograft-Modell. (A-F) 
Immunhistochemische Analysen von Serienschnitten mit dem APP-Antikörper 22C11 (A - C) und dem 
Proliferationsmarker Ki-67(MIB1) (D – F). Im undifferenzierten Tumorgewebe (Stern) konnten sowohl eine 
starke Expression von APP (rot) als auch von Ki-67 (braun) detektiert werden. Im Gegensatz konnte in hoch-
differenzierten epithelialen Formationen (Pfeilspitze) und umgebenden Stromagewebe nur eine schwache 
Expression beider Marker nachgewiesen werden. (G) Immunhistochemische APP-Färbung in undifferenzierten 
Tumoren (Stern), embryonalem Knorpel (*), epithelialen Strukturen und umgebenden Bindegewebe. (H) 
Übergang vom niedrig-differenzierten Epithel (Pfeile) in hoch-differenziertes einreihiges Epithel (Pfeilspitzen). 
Konistent hierzu konnte eine graduelle Abnahme der APP-Expression festgestellt weden. (I und J) Die 
Doppelfärbung mit Ki-67 (braun) und APP (rot) zeigte nur im undifferenzierten, proliferativ-aktiven Gewebe 
eine starke Kolokalisation. Balken, A, D, 500 µm; B, E, G, I 200 µm; C, F, H, J 50 µm. 
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3.2.9 Revertierung der HDAC-induzierten Differenzierung durch sekretiertes 

APP in Keimzelltumoren in vitro 

 

Im Kapitel 3.1.12 konnte nachgewiesen werden, dass die exogene Addition von 

sAPPα vollständig den HDAC-induzierten Wachstumsarrest kompensierte. Nun stellte sich 

die Frage, ob die Induktion von Differenzierungsmarker durch parallele Addition von 

sAPPα revertiert bzw. verhindert werden kann. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden 

NTera-2-Zellen entweder konditioniertes Medium von SH-SY5Y APP695wt- oder Mock-

transfizierten Zellen hinzugefügt und für 24 h mit aufsteigenden Konzentrationen Apicidin 

behandelt. Anschließend wurden die Zellen lysiert und Gesamt-Proteine isoliert. Die Analyse 

von Pan-CK (ektodermaler Differenzierungsmarker) und AFP (entodermaler 

Differenzierungsmarker) zeigte, dass durch die Addition von sAPPα partiell die Induktion 

von AFP und sogar vollständig die Induktion von Pan-CK inhibieren werden konnte. 

Weiterhin wurden auch die Spiegel von APP und H4Ac zwischen beiden Konditionen 

untersucht. Verglichen zur unbehandelten Kontrolle wurden unter beiden Konditionen 

gleichermaßen APP und H4Ac moduliert. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die 

Potenz und Effektivität von Apicidin nicht durch die Präsenz des konditionierten Mediums 

abgeschwächt wurde (Abb. 3.23).  

 
Abb. 3.22: Revertierung der HDAC-
induzierten Differenzierung durch 
sAPPα. NTera-2 Zellen wurden unter 
zwei Konditionen (sAPPα und Mock-
Kontroll-Medium) mit aufsteigenden 
Dosen Apicidin (250 und 500 nM) für 
24 h behandelt. Als weitere Kontrolle 
wurden Zellen nur mit Medium 
inkubiert. Die Analyse der 
Differenzierungsmarker AFP und Pan-
CK zeigte, dass unter gleichzeitiger 
Behandlung mit sAPPα die Induktion 
entsprechender Marker deutlich 
reduziert wurde. Als Ladekontrolle 
wurde β-actin verwendet. 
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44..  DDiisskkuussssiioonn  

  
Die Diskussion gliedert sich in vier Teile. Zunächst werden im Kapitel 4.1 die Ergebnisse im 

Hinblick auf die Funktion des APP als physiologischer Wachstumsfaktor sowie die Relevanz 

in malignen Tumoren diskutiert. Der zweite Abschnitt (Kapitel 4.2) behandelt die 

epigenetische Modulierbarkeit des APP-Metabolismus durch HDAC-Inhibitoren und 

beleuchtet den molekularen Mechanismus. Im Kapitel 4.3 werden sowohl die Bedeutung des 

APP als molekularer Biomarker von pluripotenten Keimzelltumoren als auch die damit 

verbundenen Konsequenzen erörtert. Anschließend wird auf die Differenzierungsinduktion 

durch HDAC-Inhibitoren und deren Modulierbarkeit durch sAPPα und auf die Resultate der 

in-vivo-Therapiestudie eingegangen. Abschließend wird im Kaptitel 4.4 noch einmal ein 

kurzes Resümee gezogen und ein Ausblick in zukünftige Studien beleuchtet werden. 

 

 

44..11  Die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen des APP   

  

Es besteht kein Zweifel, dass die Prozessierungsprodukte des APP eine essentielle Rolle bei 

der Entstehung der familiären und sporadischen Alzheimer-Erkrankung spielen (Bayer et al., 

1999; Selkoe, 2001). Seit der Klonierung des APP im Jahr 1987 beschäftigte sich die 

Alzheimer-Forschung mit der Frage der biologischen Funktion dieses Proteins (Kang et al., 

1987). Trotz alledem sind bis zum heutigen Tag weder die Struktur noch die Funktionen des 

APP vollständig aufgeklärt. Über Strukturanalysen mit Hilfe von Röntgenstrahlen und NMR 

(nuclear magnatic resonance) konnten Teilstrukturen des APP bestimmt und charakterisiert 

werden (Rossjohn et al., 1999; Barnham et al., 2003; Dulubova et al., 2004; Wang Y & Ha, 

2004; Dahms et al., 2010). So konnte nachgewiesen werden, dass die Röntgenkristallstruktur 

des APP eine Wachstumsfaktor-ähnliche Domäne (von Aminosäureposition 28-123) 

beinhaltet. Diese Cystein-reiche Domäne beinhaltet eine spezifische Heparin-Bindungstelle, 

interagiert mit Glykosaminoglykanen und aktiviert bei korrekter Ausbildung von 

intramolekularen Disulfidbrücken die MAP-Kinasen (Greenberg et al., 1995; Rossjohn et al, 

1999). Bedingt durch die Ähnlichkeit zu MDK (midkine), VEGF (vascular endothelial growth 

factor) und insbesondere zum HGF (hepatocyte growth factor) kann das APP als Mitglied der 

„cysteine rich growth factor“–Familie angesehen werden (Rossjohn et al, 1999).  
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4.1.1 Die physiologische Funktion des APP als potenter Wachstumsfaktor 

 

Zur Untersuchung der wachstumsfördernden Eigenschaften des APP wurden in der 

vorliegenden Arbeit drei verschiedene Zellkultursysteme (SH-SY5Y, COS und CHO) 

verwendet. Die stabilen Transfektanten exprimierten konstitutiv sowohl die neuronale 

(APP695wt) als auch die nicht-neuronale (APP751wt)-Isoform. Damit konnten zum einen 

Langzeituntersuchungen durchgeführt werden sowie individuelle Unregelmäßigkeiten, wie sie 

mitunter bei transienter Transfektion auftreten, verhindert werden. Die Überexpression von 

APP führte unabhängig vom Zellkultursystem zu einer signifikanten Steigerung der 

Proliferation. Im Vergleich zu Mock (Leervektor)-transfizierten Zellen, konnte eine 

Überexpression des SPA4CT-Konstrukt (Deletion der N-terminalen APP-Domäne) keine 

Proliferationssteigerung bewirken. Hingegen konnte die Addition von konditioniertem 

Medium von APP-überexprimierenden Zellen sowohl in Mock- als auch in SPA4CT-

transfizierten Zellen signifikant das Wachstum steigern. Hierdurch konnte verdeutlicht 

werden, dass die extrazelluläre N-terminale Domäne essentiell für die wachstumsfördernde 

Funktion ist. Weiterhin konnte auch nachgewiesen werden, dass sAPPα nicht nur als 

autokriner, sondern auch als parakriner Wachstumsfaktor fungieren kann. 

Durch die weitere Untersuchung des SPA4CT∆cyto-Modells konnte auch gezeigt werden, 

dass die Generierung und intrazelluläre Akkumulation von Aβ-Peptiden mit einer 

Einschränkung der Zellviabiliät verbunden ist. Interessanterweise konnte sAPPα in diesen 

Zellen keine Proliferationssteigerung auslösen. Dass nicht nur die Sekretion, sondern auch die  

intrazelluläre Akkumlation von Aβ-Peptiden dramatische Konsequenzen nach sich zieht, 

konnte sowohl in vitro als auch durch transgene-Mausmodelle bewiesen werden (Maruyama 

et al., 1995; Bayer et al., 2004; Casas et al., 2004). Esposito et al. (2004) konnten einen 

Zusammenhang zwischen intrazellulärem Aβ und einer p53-vermittelten Apoptose feststellen 

(Esposito et al., 2004). Welche molekularen Vorgänge in transgenen Mausmodellen die 

Neurodegeneration auslöst ist derzeit noch nicht vollständig aufgeklärt.  

Mehrere in-vitro-Studien zeigten, dass durch sAPPα wachstumsassoziierte Signalkaskaden 

induziert werden.  So konnte bereits demonstriert werden, dass sekretiertes APP über das 

p21ras-(rat sarcoma) Protein MAP-(mitogen-activated protein) Kinase-Signalwege, PKC 

(protein kinase C) oder PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) aktivieren kann (Greenberg et 

al., 1994; Greenberg et al, 1995; Ishiguro et al., 1998; Cheng G et al., 2002). Ob diese Effekte  

von sAPPα durch einen Rezeptor vermittelt werden und ob in nicht-neuronalen Zellen die 
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gleichen Signaltransduktionskaskaden durch sAPPα moduliert werden, ist noch Gegenstand 

aktueller Forschung. 

 

 

4.1.2 Einfluss des APP auf die Biologie maligner Tumoren 

 

In einer aktuellen epidemiologischen Studie konnte festgestellt werden, dass Krebs-Patienten 

offenbar vor einer Alzheimer-Erkrankung geschützt sind. Ebenfalls konnte gezeigt werden, 

dass Alzheimer-Patienten signifikant weniger an malignen Tumoren erkranken. Diesen 

weltweit diskutierten wechselseitigen Zusammenhang zwischen Krebs und Alzheimer stellten 

erstmalig Forscher der Washington-Universität in St. Louis fest. Interessanterweise konnte die 

Arbeitsgruppe um Catherine Roe keinen Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und 

vaskulären Demenzen finden. Daher vermuteten sie, dass eine spezifische molekulare 

Verbindung zwischen der Alzheimer-Erkrankung und der Krebsentstehung besteht (Roe et al., 

2009).  

In dieser Dissertation konnten deutliche Hinweise gefunden werden, dass jenes APP 

nicht nur in der Alzheimer-Pathogenese eine wichtige Schlüsselrolle spielt, sondern auch in 

verschiedenen malignen Tumoren überexprimiert vorliegt und unterschiedlich verarbeitet 

wird. Im Gegensatz zur Alzheimer-Pathogenese, in der eine Fehlprozessierung des APP zu 

vermehrten neurotoxischen Aβ-Peptiden führt, wird in malignen Tumoren das APP zu sAPPα 

verarbeitet. Die sezernierte, lösliche Ektodomäne von APP (sAPP) fungiert als potenter 

autokriner und parakriner Wachstumsfaktor für Tumorzellen. 

Tumorzellen sind gekennzeichnet durch eine Störung des Gleichgewichts zwischen 

Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Einen wichtigen Bestandteil, insbesondere in 

der Tumorprogression, stellen Wachstumsfaktoren dar (Hanahan & Weinberg, 2000). Um die 

Stellung und Relevanz des APP in malignen Tumoren festzustellen wurden in dieser Arbeit 

initial zwei gastrointerstinale Tumore untersucht: das Kolonadenokarzinom und das 

Adenokarzinom des Pankreas. In beiden Tumorentitäten konnte immunhistochemisch eine 

deutliche Überexpression des APP in malignem entartetem Gewebe festgestellt werden. 

Hingegen zeigten sowohl gesundes Kolon- als auch Pankreasgewebe nur eine schwache oder 

keine APP-Expression. Dadurch ergibt sich auch die Möglichkeit APP als neuen 

immunhistochemischen Marker für maligne entartetes Gewebe zu verwenden. 

Ein interessanter Nebenbefund konnte im Pankreasgewebe beobachtet werden. Im Gegensatz 

zu normalen duktalen Ausführungsgängen, Drüsenzellen (Azini) und umgebenden gesunden 
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Bindegewebe, zeigten die Langerhans-Inseln (Hormon bildende Zellen) eine kräftige APP-

Expression. Ähnliche Beobachtung konnten auch von Hansel et al. (2003) gemacht werden 

(Hansel et al., 2003). 

Bislang ist nur wenig bekannt über die biologische Funktion des APP in nicht-neuronalen 

Zellen. Durch eine Überexpression des APP (gain-of-function-Experiment)  konnte eine 

deutliche Steigerung der Zellproliferation beobachtet werden. Ebenfalls wurde durch 

konditionierten-Medien-Experimente nachgewiesen, dass sAPPα auch auf parakrinen Weg 

das Wachstum verschiedenster Zellkultursysteme stimuliert. In Übereinstimmung führte die 

selektive Unterdrückung der APP-Expression durch RNAi (loss-of-function-Experiment) zu 

einer signifikanten Regression des Tumorwachstums. Auch andere Arbeitsgruppen zeigten 

ebenfalls durch loss-of-function-Experimente, entweder durch Blockade der sAPP-Funktion 

durch Antikörper oder durch knock-down der Genexpression die funktionelle Beziehung 

zwischen dem Tumorwachstum und dem APP (Pietrzik et al., 1998; Ohsawa et al., 1999; 

Hansel et al, 2003; Ko et al., 2004; Takayama et al., 2009). Auch  wurde in anderen 

Tumorentitäten, wie dem Prostata- (Takayama et al, 2009), Schilddrüsen- (Krause et al., 

2008), Nebenschilddrüsen- (Haven et al., 2004), Nasopharygeal- (Tang et al., 2010), oralem 

Plattenepithelkarzinom (Ko et al, 2004), im EBV-negativen-Burkitt-Lymphom (Maesako et 

al., 2003), in der akuten myeloischen Leukämie (Baldus et al., 2004) sowie im Melanom 

(Botelho et al., 2009) eine selektive APP-Überexpression im malignen Gewebe bestätigt.  

Diverse pro-inflammatorische und onkogene Stimuli sind in der Lage die APP-Expression zu 

induzieren (Goldgaber et al., 1989; Donnelly et al., 1990). So wurde gezeigt, dass eine 

Aktivierung der Ras/MAPK-Signalkaskade zu einer Erhöhung der APP-Transkription führt 

(Villa et al., 2001). Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass Wachstumsfaktoren wie 

NGF (nerve growth factor), bFGF (basic fibroblast growth factor), TGF-α (transforming 

growth factor alpha) und der EGF (epidermal growth factor) nicht nur die Promotoraktivität 

erhöhen, sondern auch die Prozessierung des APP in Richtung α-Sekretase verschieben 

(Mobley et al., 1988; Gray & Patel, 1993; Rossner et al., 1998). Auch leisten die 

Bindungsstellen für Eisen und IL-1 (interleukin-1) am  5´-nicht-translatierten Ende (5´-UTR, 

untranslated region) der APP mRNA einen wesentlichen Beitrag zur Stabilität und 

Regulation der Translation (Rogers et al., 1999). In hormonabhängigen Tumoren, wie dem 

Schilddrüsen- und Prostatakarzinom, konnte weiterhin beobachtet werden, dass Androgene 

und TSH (Thyreotropin, thyroid stimulating hormone) selektiv die APP-Transkription 

erhöhen (Pietrzik et al, 1998; Villa et al., 2004; Krause et al, 2008; Takayama et al, 2009).  
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Besonders hervorzuheben ist die Überexpression von APP in der akuten myeloischen 

Leukämie (AML). Microarrray-Analysen zeigten, dass besonders in AML-Patienten mit 

komplex-aberranten Karyotyp und alteriertem Chromosom 21 im Vergleich zu normalen 

Karyotyp eine bis zu siebenfache APP-Überexpression vorlag. Die APP-Expression 

korrelierte mit dem Grad der genomischen Amplifikation und war mit Abstand das am 

höchsten exprimierte Gen. Ebenfalls konnte auch in einer Subpopulation von AML-Patienten 

mit normalem Karyotyp eine signifikant gesteigerte APP-Expression nachgewiesen werden 

(Baldus et al., 2004). Klinisch zeichnen sich AML-Patienten mit einem komplexen Karyotyp 

durch eine sehr ungünstige Prognose aus (Byrd et al., 2002).  

Auch die tumorassoziierte Inflammation ist in vielen Tumorentitäten mit einer schlechten 

Prognose behaftet (Erdman & Poutahidis, 2010). Sondag et al. (2004) postulierten, dass APP 

auch in der Regulation von pro-inflammatorischen Faktoren, wie der COX-2 (cyclooxygenase 

2), involviert ist (Sondag & Combs, 2004). Eine Verbindung zwischen dem APP und pro-

inflammatorischen Mediatoren konnte auch in vivo bestätigt werden. In der Studie von 

Serrano et al. (2010) wurden gleichermaßen APP-transgene-(APP/PS1-Mausmodell) und 

Wildtyp-Mäuse mit dem Karzinogen 20-Methylcholanthren exponiert. Im Gegensatz zu 

Kontroll-Tieren konnte in APP-überexprimierenden Tieren signifikant höhere Spiegel von 

Inflammationsmarkern und eine erhöhte Mortalität nachgewiesen werden (Serrano et al., 

2010). Den Nachweis, dass APP auch als prognostischer Biomarker verwendet werden kann, 

zeigten zwei unabhängige Studien. Sowohl beim Plattenepithelkarzinom der Mundhöhle als 

auch beim Prostatakarzinom korrelierte der Grad der APP-Expression (sowohl 

immunhistochemisch als auch auf RNA-Ebene) mit einer signifikant schlechteren Prognose 

(Ko et al., 2004; Takayama et al., 2009).  

Auch konnten Hinweise gefunden werden, dass APP einen wichtigen Beitrag zur 

Chemotherapie-Resistenz leistet. So führte der genetische APP-knock-down zu einer erhöhten 

Sensibilität gegenüber Doxorubicin, Paclitaxel und Temozolomid. Erklärt wurde diese 

Beobachtung, dass durch die Reduktion von APP ebenfalls das für die 

Chemotherapieresistenz verantwortliche p-Glykoprotein ABCB5 runterreguliert wurde 

(Botelho et al., 2009). 

Somit verdeutlichen die erhobenen Ergebnisse, in Übereinstimmung mit der Literatur, 

dass APP eine bedeutende Stellung in der lokalen und systemischen Progression diverser 

maligner Tumoren einnimmt. Da das gezielte Ausschalten der APP-Expression unter anderem 

mit einer Hemmung des Tumorwachstums einhergeht, erschließt sich dieses Protein als neue 

Zielstruktur und Ansatzpunkt in der Therapie von malignen Tumoren. 
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4.2 Inhibition von Histondeacetylasen als Therapieansatz maligner Tumore 

 

Das verbesserte Verständnis der zugrunde liegenden Ursachen von malignen Entartungen 

führte zur Entwicklung neuer innovativer Therapieansätze. Zu ihnen zählen insbesondere 

epigenetische Agenzien, wie Histondeacetylase-(HDAC)-Inhibitoren. In der Tat sind 

epigenetische Alterationen, wie die verstärke Expression von HDAC-Enzymen, 

kennzeichnend für verschiedene Tumorentitäten (Bolden et al., 2006). Diese gehen mit einer 

pathologisch veränderten Gentranskription einher und stellen eine charakteristische Ursache 

für die Tumorgenese- und progression dar (Drummond et al., 2005; Liu et al., 2006).  

Epigenetische Modifikationen durch HDAC-Inhibitoren verändern allerdings nicht das 

gesamte Transkriptom, sondern beeinflussen lediglich die Expression eines kleinen Teils aller 

Gene. In-vitro-Experimente mit verschiedenen HDAC-Inhibitoren zeigten, dass etwa 3-10% 

aller Gene moduliert werden (Van Lint et al., 1996; Glaser et al., 2003). Die dadurch 

induzierten biologischen Effekte, wie Wachstumsinhibition, Apoptose und Differenzierung 

sind die essentielle Grundlagen der antikarzinogenen Wirkung dieser epigentischen 

Modulatoren (Müller S & Krämer, 2010). Daher repräsentieren HDAC-Inhibitoren eine viel 

versprechende Gruppe neuer Tumortherapeutika.  

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass der HDAC-Inhibitor Valproat 

(VPA) als auch andere potente HDAC-Inihibtoren über einen post-translationalen 

Mechanismus, spezifisch  in den APP-Metabolismus eingreifen. Durch diesen neuen Ansatz 

ergibt sich ein verbessertes Verständnis für die komplexen Wirkmechanismen der HDAC-

Inhibitoren, die zu einer potenten Wachstumsinhibition führen. 

  

 

4.2.1 Modulation des APP-Metabolismus durch Histondeacetylase-Inhibitoren 

 

Eine Reihe von Studien zeigte, dass VPA effektiv das Wachstum diverser maligner 

transformierter Zellen  in vitro und in vivo inhibieren kann (Henry, 2003; Erhuma et al., 

2007). Die breite Anzahl der biologischen Effekte von VPA wird durch diverse molekulare 

Mechanismen vermittelt. Verschiedene zelluläre Strukturen, wie zum Beispiel ERKs 

(extracellular signal regulated kinase), PPARδ/γ (peroxisome proliferator activated receptor 

delta/gamma), PKC und GSK-3β (glycogen synthase kinase 3 beta) werden durch VPA 

moduliert (Blaheta et al., 2005). Aktuelle Studien konnten belegen, dass der zugrunde 
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liegende Hauptmechanismus der anti-tumoralen Wirkung von VPA durch die Inhibition von 

HDAC vermittelt wird (Gottlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001). 

Um nachzuweisen, dass die beobachteten Effekte auf die HDAC-inhibitorischen 

Eigenschaften des VPA zurückzuführen sind, wurden auf pharmakologischer Ebene Positiv- 

und Negativexperimente durchgeführt. Als Negativkontrolle wurde das Valpromid (VPM) 

verwendet. Bei diesem Analogon ist die Carboxygruppe der Valproinsäure durch eine 

Amidgruppe substituiert. Bereits Phiel et al. (2001) zeigten, dass VPM in vitro keine HDAC-

inhibitorischen Eigenschaften besitzt (Phiel et al., 2001). Interessanterweise werden sowohl 

VPA als auch VPM in der Humanmedizin als Antikonvulsivum eingesetzt, wobei das VPM 

eine zwei- bis fünffach höhere Wirksamkeit zeigt (Bialer, 1991; Radatz et al., 1998). Als 

Positivkontrolle wurden hier sowohl das Salz der kurzkettige Fettsäure Natriumbutyrat (NaB), 

als auch die nicht-strukturverwandte Hydroxamsäure Trichostatin A (TSA) verwendet. VPA 

hemmt bevorzugt Klasse-I-HDAC-Isoenzyme (HDAC1, 2, 3), während das NaB Klasse-I- 

und IIa-HDAC-Enzyme hemmt (HDAC4, 5, 7, 9). Beide Inhibitoren haben ein Wirkspektrum 

im mM-Bereich (1-5 mM) (Chen JS et al., 2003; Sayan et al., 2010). Im Gegensatz hierzu ist 

der Pan-HDAC-Inhibitor TSA in der Lage im nanomolaren Wirkbereich alle HDAC-Klassen 

zu inhibibieren (Breitspektrum-HDAC-Inhibitor) (Khan et al., 2008). In der zweiten Studie 

wurde zusätzlich das Apicidin, ein zyklische Peptid-Antibiotikum, als weiterer potenter 

HDAC-Inhibitor eingesetzt. Apicidin hemmt präferentiell Klasse-I-HDAC-Enzyme im 

nanomolaren Bereich. Im Gegensatz zu den anderen eingesetzten HDAC-Inhibitoren ist 

Apicidin ein irreversibler HDAC-Inhibitor (Han et al., 2000). Die Proliferationsanalysen 

bestätigten, dass HDAC-Inhibitoren in der Lage waren, das Wachstum von Pankreas- und 

Kolonkarzinomen zu reduzieren. Es stellte sich heraus, dass durch den Einfluss von VPA 

sowohl das Gesamt-APP als auch das sekretierte α-Sekretase Produkt sAPPα reduziert 

wurde. Durch die zusätzliche Validierung der Ergebnisse in mehreren Zelllinien konnte 

bestätigt werden, dass es sich hierbei um einen generellen und nicht um einen zelltypischen 

Effekt handelte. In weiterführenden Experimenten zur detaillierteren Analyse des Effekts 

konnte gezeigt werden, dass VPA spezifisch APP-Spiegel reduzierte, ohne wesentliche 

Effekte auf das homologe Familienmitglied APLP2 oder den EGFR auszuüben. Durch die 

Verwendung weiterer HDAC-Inhibitoren und der Negativkontrolle VPM, konnte bestätigt 

werden, dass die spezifische Modulation des APP-Metabolismus auf einem HDAC-

abhängigen Mechanismus beruht. Durch den Nachweis an hyperacetylierten Histonen (H4Ac) 

konnte die effektive HDAC-Inhibition bestätigt werden. Eine Behandlung mit VPM führte zu 

keiner Änderung der H4Ac-Spiegel und zeigte ebenfalls keine Effekte auf die APP-
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Expression. Trotz der HDAC-Abhängigkeit konnte unter einer VPA-Behandlung keine 

Veränderung der APP-Transkription festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist konsistent mit 

Resultaten einer aktuellen Studie in der die Behandlung von N2a-Zellen (murine 

Neuroblastoma-Linie) mit VPA keine Alteration der Genexpression von APP, PS1 (presenilin 

1) oder BACE1 (beta-site-APP-cleaving enzyme) auslöste (Qing et al., 2008).  

Vielmehr konnte nachgewiesen werden, dass durch VPA die Reifungseffizienz des APP 

vermindert wurde, was auf einen post-translationalen Mechanismus hindeutete. Aus der 

verringerten APP-Reifung, resultieren geringere Substratspiegel für die Sekretasen und somit 

eine reduzierte Prozessierung. Dies führte zu der beobachteten proportionalen Abnahme des 

extrazellulären Spaltprodukts sAPPα. Zusammen mit dem Ergebnis, dass auch das Gesamt-

sAPP (sAPPα und sAPPβ) konzentrationsabhängig reduziert wurde konnte indirekt 

ausgeschlossen werden, dass VPA zusätzlich die Aktivität von α- und β-Sekretasen 

beeinflusste. 

 

 

4.2.2 Modell für den Wirkmechanismus von VPA auf den APP-Metabolismus 

 

Um den genauen Mechanismus der spezifischen Modulation des APP-Metabolismus zu 

klären, wurde in den folgenden Experimenten die Relevanz des APP-Interaktionsprotein 

GRP78/BiP (78-kilodalton-glucose-regulated-protein oder binding immunoglobulin protein) 

untersucht. Dieses Heat-Shock-Protein ist im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert 

und ist nicht nur am Reifungsprozess, sondern auch essentiell an der Degradation 

verschiedenster Proteine (wie dem Apolipoprotein B, LDL-Rezeptor und dem APP) beteiligt 

(Yang et al., 1998; Jorgensen et al., 2000; Zhang & Herscovitz, 2003).  

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass eine HDAC-Inhibition zu einer 

signifikanten Induktion der GRP78-Expression führte. Diese konnte sowohl auf mRNA- als 

auch auf Proteinebene bestätigt werden. Hingegen führte eine Behandlung mit VPM zu keiner 

Alteration der GRP78-Spiegel. Bereits 1999, vor der Entdeckung, dass VPA ein potenter 

HDAC-Inhibitor ist, untersuchten Wang JF et al. (1999) die Modulation der mRNA-

Expression im Rattenkortex nach einer dreiwöchigen VPA-Behandlung. Dabei konnten sie 

eindrucksvoll zeigen, dass VPA selektiv in die Gen-Regulation des GRP78 eingreift. Eine 

weitere Versuchsreihe in vitro konnte präzisieren, dass der beobachtete Effekt zeitabhängig 

ebenso in kultivierten C6-Gliomzellen auftrat und keine Alteration des homologen HSP70 

(heat shock protein 70) auslöste (Wang JF et al., 1999). In einer aktuellen Studie konnte eine 
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HDAC1-spezifische Bindungsstelle auf dem GRP78-Promotor identifiziert werden. Durch 

ChIP-Analysen (Chromatin-Immunopräzipitation) vor und nach TSA-Stimulation konnte 

bestätigt werden, dass durch die Inhibition von HDAC selektiv die Expression des GRP78 

induziert wird (Baumeister et al., 2009).  

Das GRP78 spielt im Gegensatz zu anderen ER-Chaperonen eine wesentliche Rolle im APP-

Metabolismus. Dieses molekulare Chaperon bindet selektiv das APP im ER und verhindert 

dessen korrekte Maturation, subzellulären Transport und dementsprechend seine Sekretion. 

Eine Überexpression von GRP78 führt dementsprechend zu einer Beeinträchtigung der APP-

Reifung und Sekretion. Durch Ko-Immunopräzipitations-Experimente konnte gezeigt werden, 

dass GRP78 selektiv die unreife APP-Form bindet (Yang et al., 1998). Pulse-Chase-

Experimente validierten, dass eine Überexpression von GRP78 zu einer Inhibition der APP-

Maturation führt  (Hoshino et al., 2007). Dadurch kommt die Vermutung in Betracht, dass 

durch die GRP78-APP-Interaktion, die Translokation des APP vom ER zum cis-Goli-

Netzwerk unterbunden wird. Die Konsequenz dieser Bindung im ER resultiert in einer 

inkompletten post-translationalen Modifkation (N und -O-Glykolysierung, Sulfatierung) des 

APP (Weidemann et al., 1989; Suzuki et al., 1994). Insbesondere die O-Glykosylierung die 

im Golgi-Netzwerk stattfindet, dient als wichtiges Signal für eine effektive Transportierung 

zur Plasmamembran, wo die Prozessierung durch die Sekretasen stattfindet (Tomita et al., 

1998). Eine weitere Folge der inkompletten Glykolysierung ist die Retrotranslokation des 

unreifen APP aus dem ER ins Cytosol, wo es über den proteasomalen Weg abgebaut wird 

(ERAD, ER-associated degradation) (Bunnell et al., 1998; Chen Q et al., 2002; Huttunen et 

al., 2007). So konnte bereits für das Apolipoprotein B100 (ApoB100), einem weiteren 

GRP78-Interaktionsprotein, nachgewiesen werden, dass eine Hochregulation von GRP78 zu 

einer vermehrten proteosomalen Degradation des ApoB100 führt und durch eine parallele 

Proteasom-Inhibition revertiert werden kann (Qiu et al., 2005). Wie genau das GRP78 an der 

Retrotranslokation beteiligt ist und ob eine Ubiquitin-abhängige oder -unabhängige 

proteasomale Degradation des APP stattfindet, konnte in dieser Dissertation nicht endgültig 

geklärt werden. Interessanterweise konnte durch eine quantitative Interaktom-Analyse 

nachgewiesen werden, dass GRP78 hochspezifisch an das APP bindet und nicht mit den 

homologenen Familienmitgliedern APLP1 (amyloid precursor-like protein 1) oder APLP2 

(amyloid  precursor-like protein 2)  interagiert (Bai et al., 2008). Die pharmakologische 

Induktion des GRP78 stellt somit die mechanistische Grundlage dar, wie HDAC-Inhibitoren 

spezifisch in den APP-Metabolismus eingreifen.  
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Zusammengefasst konnte in dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass HDAC-

Inhibitoren mittels des molekularen Chaperons GRP78 spezifisch die Reifungseffizienz und  

Sekretion des APP reduzieren. Die selektive Unterdrückung der APP-Sekretion bietet einen 

neuen Erklärungsansatz für die noch unvollständig verstandene anti-neoplastische Wirkung 

von HDAC-Inhibitoren. 

Die Abbildung 4.1 zeigt eine schematische Darstellung des postulierten Wirkmechanismus 

von HDAC-Inhibitoren auf den APP-Metabolismus. 

 

 
 
Abb. 4.1: Schematische Darstellung des postulierten Mechanismus. (A) In unbehandelten Zellen wird das APP 
ins ER transloziert und N-glykolisert. Nach der Translokation ins cis-Golgi-Netzwerk erfolgt die komplette 
Reifung, wenn das APP O-glykoslyiert und tyrosyl-sulfatiert wird. Anschließend wird das APP durch Golgi-
Vesikel zur Zellmembran transportiert, wo u.a. eine Prozessierung durch die α-Sekretase erfolgt. (B) Die 
Behandlung mit HDAC-Inhibitoren führt zu einer Induktion der GRP78/BiP-Genexpression. Die 
Überrepräsentation dieses molekularen Chaperons führt zu einer vermehrten Bindung der unreifen APP-Form 
und verhindert dadurch dessen korrekte Reifung. Ein weiterer Transport zur Plasmamembran wird hierdurch 
unterbunden. Das unterglykosylierte APP wird in das Zytosol geschleust und über den ERAD-Abbauweg 
proteasomal degradiert. 
 

 

4.3 Die biologische Relevanz des APP in transformierten, pluripotenten 

Stammzellen 

 

Ein weiterer Aspekt dieser Dissertation war auch die Charakterisierung der APP-Expression 

in pluripotenten, transformierten Stammzellen. Dabei wurden gezielt die testikulären 
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Keimzelltumore untersucht. Im Gegensatz zu anderen malignen Tumoren ist diese 

Tumorentität seit der Einführung der Cisplatin beinhaltenden Chemotherapie auch in 

fortgeschrittenen, metastasierten Stadien heilbar (Einhorn & Donohue, 1977). Das 

interessante am Studium der Keimzelltumore sind die dualen Möglichkeiten, sowohl 

tumorbiologische als auch stammzell- und entwicklungsbiologische Aspekte zu untersuchen. 

Dies ist dadurch bedingt, dass diese Tumore aus einer malignen entarteten Keimzelle 

entstehen und dadurch noch Eigenschaften pluripotenter Stammzellen tragen (Andrews et al., 

2005; Horwich et al., 2006). 

Die immunhistochemische Analyse des APP in testikulären Tumoren zeigte eine starke 

Expression in pluripotenten Seminomen und embryonalen Karzinomen. Ausdifferenzierte 

Formen, wie Dottersacktumore, Chorionkarzinome und Teratome, zeigten nur niedrige oder 

fokale APP-Expressionen. Interessanterweise zeigte die immunhistochemische 

Expressionsanalyse des homologen APP-Familienmitgliedes APLP2 ein anderes Bild. 

Sowohl in undifferenzierten als auch in differenzierten Keimzelltumor-Subtypen konnte 

durchgehend eine APLP2-Expression nachgewiesen werden, wodurch vermutet werden kann, 

dass dieses Protein im spontanen Tumordifferenzierungsprozess nur eine untergeordnete 

Rollte spielt. Konsistent zu der Expression des APP  konnten auch in undifferenzierten 

Seminomen und embryonalen Karzinomen hohe Spiegel der Pluripotenzmarker Oct-3/4 und 

NANOG nachgewiesen werden, während in differenzierten Tumorkohorten deutlich 

niedrigere Expressionen zu detektieren waren. In Übereinstimmung mit der Biologie der 

Seminome, konnte in diesem Tumor-Subtyp keine Expression von Sox2 nachgewiesen 

werden, während embryonale Karzinome hohe Spiegel aufwiesen (de Jong et al., 2008). 

Stammzellgene, wie NANOG, Oct-3/4 und Sox2 bilden ein regulatorisches Netzwerk, das die 

Pluripotenz und die Selbsterneuerung in embryonalen Stammzellen und transformierten, 

pluripotenten Zellen erhält. Durch die starke und selektive Koexpression mit der 

Stammzellsignatur (Sox2, Oct-3/4 und NANOG) konnte erstmalig das APP als verlässlicher 

molekularer Marker von undifferenzierten Keimzelltumor-Subtypen identifiziert werden. 

Konsistent zu der Überexpression des APP in transformierten Stammzellen, konnten auch in 

humanen embryonalen Stammzellen hohe APP-Proteinspiegel nachgewiesen werden. Im 

Vergleich zu M17-Neuroblastoma-Zellen zeigten H9-Zellen (humane pluripotente 

embryonale Stammzellen) eine zwei- bis vierfache APP-Überexpression. In beiden Zelllinien 

konnte eine ähnlich starke Expression des βhCG/LH (beta-human chorionic gonadotropin/ 

luteinizing hormone)-Rezeptors nachgewiesen werden. Aber nur in H9-Zellen führte eine 

Behandlung mit hCG zu einer Hochregulation von APP-Spiegeln. In differenzierten M17-
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Zellen konnte keine Induktion ausgelöst werden (Bowen et al., 2004; Porayette et al., 2007). 

Diese Tatsache ist besonders interessant, da aus embryonaler Sicht, das hCG nicht nur in der 

Schwangerschaftserhaltung, sondern möglicherweise auch für die embryomaternale 

Kommunikation eine Schlüsselrolle spielt (Licht et al., 2002).   

Bedingt durch die Ähnlichkeit zwischen malignen pluripotenten Karzinomzellen und 

humanen embryonalen Stammzellen, führt sowohl die Implantation von embryonalen 

Stammzellen, als auch von embryonalen Karzinom-Zelllinien zu einer spontanen Ausbildung 

von Teratomen (Przyborski, 2005). Diese Tumore sind aus Abkömmlingen aller drei 

Keimblätter (tridermale Differenzierung) zusammengesetzt. Ein wichtiges 

Unterscheidungsmerkmal zwischen embryonalen Stammzellen und embryonalen 

Karzinomzellen ist, dass erstere ausschließlich benigne Teratome bilden, während letztere 

Teratokarzinome induzieren. Diese sind zusammengesetzt aus hochdifferenzierten Strukturen 

und undifferenzierten malignen Anteilen. 

In dieser Arbeit wurden embryonale NTera-2-Tumorzellen in Nacktmäuse implantiert. Durch 

die Etablierung und Charakterisierung dieses Xenograft-Modells konnten zwei 

Hauptaussagen getroffen werden. Zum einen führte die in-vivo-Injektion von 

undifferenzierten NTera-2-Zellen in Nacktmäusen zu einer spontanen Formation von 

Teratokarzinomen. Zum anderen präsentierten die immunhistochemischen Analysen der APP-

Expression eine starke Färbung in pluripotenten, undifferenzierten Anteilen, wohingegen in 

hoch-differenzierten somatischen Strukturen signifikant niedrigere oder keine APP-

Expressionen festgestellt werden konnte. Damit konnten die immunhistochemischen 

Untersuchungsergebnisse der testikulären Keimzelltumoren im Xenograft-Modell 

reproduziert werden. 

Bereits Andrews et al. (1984) zeigten, dass die in-vivo-Implantation von NTera-2-Zellen zu 

funktionellen,  phänotypischen und heterogenen Differenzierungsstadien aller drei 

Keimblattformen (ektodermal, entodermal und mesodermal) führt. Übereinstimmend mit 

eigenen Untersuchungen konnten prädominante, epitheliale, glanduläre sowie unreife 

Knorpel- und Muskelstrukturen nachgewiesen werden. Nur ein kleiner Teil der Teratome 

zeigte Anzeichen einer neuronalen Differenzierung in Form von neuronalen Rosetten oder 

Neuralrohr-ähnlichen Formationen auf (Andrews et al., 1984). Das Potential und die Richtung 

der Differenzierung von pluripotenten embryonalen Karzinomzellen sind abhängig von der 

Differenzierungspotenz und vom zellulären Mikromilieu. So führte die Implantation von 

NTera-2-Zellen in Gehirne von neugeborenen Mäusen zu keiner Tumorformation, sondern zu 

funktionierenden Oligodendrozyten und Nervenzellen (Ferrari et al., 2000). Dies verdeutlicht 
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die essentielle Bedeutung von endogenen als auch exogenen Faktoren und Signalen die zu 

einer Modulation der Linien-spezifischen Differenzierung führen. Die exakten zugrunde 

liegenden Mechanismen sind aber bisher weitestgehend unverstanden. 

Dass APP selbst an der Modulation der Differenzierungsplastizität von Stammzellen beteiligt 

ist, konnte durch  Kwak et al. (2006) gezeigt werden. Sowohl eine Behandlung mit sAPPα, 

als auch die Überexpression von APP in humanen neuronalen Stammzellen führte zu einer 

glialen Differenzierung. Weiterhin konnten die Autoren zeigen, dass die Aktivierung des IL-

6/gp130-Signalwegs hierbei eine zentrale Rolle spielt (Kwak et al., 2006; Kwak et al., 2010). 

Ebenfalls konnte in Differenzierungsstudien mit neuronalen Stammzellen von Trisomie-21-

Patienten (mit einer erhöhten APP-Gendosis), vermehrt Gliazellen nachgewiesen werden. 

Marutle et al. (2007) implantierten neuronale Stammzellen in (vier bis sieben Monate alte) 

transgene APP23-Mäuse und zeigten, dass die pharmakologische Reduktion von APP-

Spiegeln durch (+)-Phenserin zu einer vermehrten neuronalen Spezifizierung führte (Marutle 

et al., 2007). Weiterhin konnte in APPwt-Mäusen eine verminderte hippocampale 

Neurogenese nachgewiesen werden. Im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen zeigten APP-

überexprimierende Mäuse (APPwt) dafür aber eine deutliche Erhöhung von undifferenzierten 

Stammzellen (die weder neuronale noch gliale Marker exprimieren) im Hippocampus 

(Naumann et al., 2010). Dies verdeutlicht einmal mehr, dass neben der trophischen Wirkung 

auch andere Funktionen, wie die Förderung von Zell-Zell-Interaktionen und der Zelladhäsion 

durch APP ausgelöst werden (Wang Y & Ha, 2004; Soba et al., 2005). Insbesondere Zell-

Zell-Interaktionen spielen eine wesentliche Rolle für den Erhalt des 

Differenzierungspotentials  und die Aufrechterhaltung eines undifferenzierten und 

selbsterneuernden Zustand von Stammzellen (Andrews, 1998).  

In Übereinstimmung mit der Literatur zeigen die erhoben Daten, dass APP nicht nur 

als Marker für pluripotente, transfomierte Zellen fungiert, sondern auch einen essentiellen 

Beitrag zur Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters leistet. 

 

 

4.3.1 Histondeacetylase-Inhibitoren als potente Induktoren der Differenzierung  

 

Die epigenetische Modulation der HDAC ist mit einer Konformationsänderung des 

Chromatins verbunden. Die damit verbundenen Veränderungen der Genexpressionen führen 

zu einer Vielzahl biologischer Effekte. Frühe Arbeiten zeigten, dass eine Hemmung der 

HDAC-Enzyme mit einem Proliferationsstopp und einer Differenzierungsinduktion in 
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transfomierten Zellen einhergehen (Marks et al., 2000). Diese Beobachtungen führten zur 

Entwicklung eines anti-tumoralen Behandlungskonzeptes, das auf der Annahme basiert, dass 

Tumorzellen unreifen Progenitorzellen (Vorläuferzellen) entsprechen und dementsprechend 

noch die Fähigkeit zur terminalen Differenzierung besitzen (Blaheta & Cinatl, 2002; 

Drummond et al., 2005).  

Mittels einer Microarray- und RT-PCR-Analysen konnten tiefere Einblicke in die 

Wirkungsweise von HDAC-Inhibitoren gewonnen werden. Eine Behandlung mit VPA 

resultierte in einer signifikanten  Modulation des Genexpressionsprofils von embryonalen 

Karzinomzellen. Dabei konnte auf transkriptioneller Ebene sowohl eine Suppression von 

Pluripotenzgenen, als auch die Induktion von linienspezifischen Differenzierungsmarkern 

nachgewiesen werden. Anschließende Western-Blot-Analysen zeigten, dass auch auf 

Proteinebene Pluripotenz- und Differenzierungsgene moduliert wurden. Gestützt wurden 

diese Beobachtungen auch durch den phänotypischen Nachweis einer Differenzierung nach 

einer Behandlung mit VPA oder Apicidin. Entsprechend des postulierten Mechanismus 

konnte ebenfalls die GRP78-vermittelte Suppression des APP bestätigt werden. Damit konnte 

erneut ein kongruentes Muster zwischen der Stammzellsignatur und APP beobachtet werden. 

Konsistent zu den immunhistochemisch erhobenen Daten, konnten sowohl in der spontanen 

in-vivo-Differenzierung, als auch durch eine pharmakologische Differenzierungsinduktion 

mittels HDAC-Inhibitoren ein gleichzeitiger Verlust von Pluripotenzmarkern und APP 

nachgewiesen werden. Hierbei muss unterschieden werden, dass die Stammzellgene und das 

APP auf verschiedenen Ebenen durch HDAC-Inhibitoren reguliert werden. Pluripotenzgene 

werden in erster Linie auf transkriptioneller Ebene herrunterreguliert. Insbesondere der 

Transkriptionsfaktor NANOG scheint in embryonalen Karzinomen eine zentrale Schüsselrolle 

in der Regulation von Oct-3/4 und Sox2 zu spielen. So konnte gezeigt werden, dass sowohl 

durch Apicidin als auch durch ein siRNA-vermittelter knock-down von NANOG in einer 

verminderten Genexpression von Sox2 und Oct-3/4 resultierte. Eine transiente 

Überexpression von NANOG konnte eine Revertierung der Stammzellgenexpression 

induzieren (You et al., 2009). Wie zuvor erklärt, wird das APP post-translational über das 

GRP78 supprimiert. Ähnlich wie in Kolonkarzinomzellen führte eine VPA-Behandlung zu 

keiner Alteration der APP-Transkription. Im Gegensatz zu vorherigen Resultaten, konnte in 

NTera-2-Zellen auf RNA-Ebene nach 24 h kein signifikanter Unterschied in der GRP78-

Expression festgestellt werden. Die Messung über verschiedene Zeitpunkte hinweg zeigte, 

dass die Genexpression des GRP78 nur transient reguliert wurde. Auf Proteinebene konnte 

aber dennoch eine deutliche GRP78-Induktion beobachtet werden. Die Diskrepanz zwischen 
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der mRNA und dem Proteinspiegel vom GRP78 lassen sich durch die lange Halbwertszeit des 

Proteins (> 24h) erklären (Satoh et al., 1993).  

Dass die Stammzellsignatur auch in vivo auf transkriptioneller Ebene runterreguliert wird 

zeigten Korkola et al (2005). Die Autoren verglichen Genexpressionprofile zwischen 

undifferenzierten und differenzierten Keimzelltumor-Subtypen und stellten eine signifikant 

reduzierte NANOG- und Oct-3/4-Genexpression in Dottersacktumoren, Chorionkarzinom und 

Teratomen fest (Korkola et al., 2005). Konsistent mit Skotheim et al. (2005), konnte in beiden 

Studien aber keine differentielle Regulation der APP-Genexpression zwischen pluripotenten 

und hoch-differenzierten Subtypen festgestellt werden (Skotheim et al., 2005). Hinweise, dass 

auch in vivo der APP-Metabolismus post-translational moduliert wird, lieferte die 

immunhistochemische Charakterisierung des GRP78 in testikulären Keimzelltumoren. Hier 

konnte eine inverse Korrelation zwischen der APP und der GRP78-Expression festgestellt 

werden. Im Gegensatz zu undifferenzierten Seminomen und embryonalen Karzinomen, 

konnten signifikant erhöhte GRP78-Spiegel in differenzierten Subtypen nachgewiesen 

werden. In mehreren unabhängigen Studien konnte der Nachweis erbracht werden, dass 

GRP78 nicht nur für die Qualitätskontrolle von Proteinen zuständig ist, sondern ebenfalls in 

regulatorischen Abläufen und im physiologischen Zelldifferenzierungsprozess beteiligt ist 

(Wu & Kaufman, 2006). So konnte eine deutliche Hochregulation von GRP78 während der 

Myogenese (Nakanishi et al., 2005), der Spermatogenese (Huo et al., 2004; Lachance et al., 

2010), in der Plasmazell- (Wiest et al., 1990) und Epitheldifferenzierung (Sugiura et al., 2009)  

festgestellt werden.  

Die Stellung des GRP78 in der Tumorprogression wird derzeit kritisch diskutiert und ist noch 

nicht vollständig aufgeklärt. In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass 

Tumorgewebe höhere GRP78-Spiegel aufweisen als umliegende gesunde Zellen (Lee AS, 

2007). Doch konnte in aktuellen Untersuchungen beobachtet werden, dass ebenfalls wie in 

der physiologischen Differenzierung, GRP78-Expressionen in undifferenzierten malignen 

Zellen signifikant niedriger sind als in hoch-differenzierten Tumorgewebe. Dies konnte 

bereits für das Neuroblastom, orale Plattenepithelkarzinom, Ösophaguskarzinom, 

Blasenkarzinom  und im Lungenkarzinom gezeigt werden (Hsu WM et al., 2005; Uramoto et 

al., 2005; Langer et al., 2008; Huang TT et al., 2010; Uematsu et al., 2010). Auch zeigten 

zwei Studien, dass eine hohe GRP78-Expression im Lungen- und Blasenkarzinom mit einer 

verbesserten Prognose und einer erniedrigten Mortalität zusammenhängt (Uramoto et al, 

2005; Uematsu et al, 2010).  
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Zusammengefasst konnten die Ergebnisse bezüglich der HDAC-abhängigen 

Modulation des APP-Metabolismus in embryonalen Karzinomen reproduziert werden. 

Ebenfalls konnte durch die epigenetische Modulation ein gemeinsames Muster zwischen der 

Stammzellsignatur und dem APP beobachtet werden. Weiterhin konnte eine inverse 

Korrelation zwischen der GRP78- und der APP-Expression in testikulären Keimzelltumoren 

festgestellt werden. Damit kann angenommen werden, dass ähnlich wie durch HDAC-

Inhibitoren, die Induktion von GRP78 während des Differenzierungsprozesses in vivo zu einer 

Reduktion der APP-Spiegel führt. Das bedeutet, je differenzierter die Tumorentität ist, desto 

höher die GRP78-Spiegel und umso geringer die APP-Expression. 

 
 

4.3.2 Revertierung der Differenzierung durch sekretiertes sAPP 

 

In verschiedenen Studien konnte beobachtet werden, dass eine Differenzierungsinduktion mit 

dem Verlust von Tumorigenität, Pluripotenz und der transkriptionellen Suppression von 

diversen Wachstumsfaktoren einhergeht. Im Hinblick auf das embryonale Karzinom ist dies 

für TGF-α (transforming growth factor alpha), TDFG-1 (teratocarcinoma derived growth 

factor 1) und FGF4 (fibroblast growth factor 4) beschrieben worden. Die exogene Addition 

dieser genannten Wachtumsfaktoren konnten zwar die Wachstumsinhibition von potenten 

Differenzierungsinduktoren (wie Retinolsäure oder Hexamethylenbisacetamid) antagonisiern, 

nicht aber eine Induktion von Differenzierungsgenen verhindern (Baselga et al., 1993; 

Baldassarre et al., 1997; Maerz et al., 1998).  

Zuvor konnte in Kolonkarzinomzellen gezeigt werden, dass sAPPα aus konditioniertem 

Medium von APP-überexprimierenden Zellen, eine HDAC-induzierte Wachstumsinhibition 

komplett revertieren konnte. In NTera-2-Zellen konnte durch eine parallele Behandlung mit 

sAPPα komplett die Induktion des entodermalen Markers AFP (alpha-fetoprotein) (Guan et 

al., 2006; Sidhu et al., 2008), als auch partiell die Induktion des ektodermalen Markers Pan-

CK (pan-cytokeratin) (Li H et al., 2009) durch Apicidin verhindert werden. Im Vergleich zur 

Kontrolle (Mock-Medium) konnten keine deutlichen Unterschiede in H4Ac- oder APP-

Spiegeln nachgewiesen werden. Dadurch konnte schlussgefolgert werden, dass durch die 

Addition von konditionierten Medien (sAPPα oder Mock-Medium) keine 

Aktivitätsminderung der HDAC-Inhibition ausgelöst wurde. Durch diese Ergebnisse lässt sich 

ableiten, dass Signalkaskaden die eine HDAC-induzierte Differenzierung auslösen, direkt 

durch sAPPα abgeschwächt werden oder das parallel durch sAPPα-induzierte Faktoren mit 

 132



Diskussion 
___________________________________________________________________________ 

differenzierungsinduzierten Kaskaden interferieren. In einer aktuellen Studie konnte durch ein 

ähnliches Experiment nachgewiesen werden, dass eine Apoptose-Induktion durch 

Epoxomicin durch eine gleichzeitige Behandlung mit sAPPα, sowohl die Induktion von 

Caspasen als auch die stress-aktivierte-JNK-(c-jun-N-terminal kinase)-Signalkaskade 

inhibiert wird (Copanaki et al., 2010). Wie, und vor allem welche durch HDAC-abhängige 

Signaltransduktionen durch sAPPα moduliert werden, ist in dieser Arbeit nicht eruiert worden 

und noch Gegenstand aktueller Forschung.  

 

 

4.3.3 Histondeacetylase-Inhibitoren reduzieren APP in vivo 

 

Substanzen die den epigenetischen Status von Tumoren modulieren stellen einen viel 

versprechenden Ansatz in der Krebstherapie dar. Bereits in vorangegangenen Studien konnte 

der Nachweis erbracht werden, dass eine Behandlung mit VPA in tierexperimentellen Studien 

mit Tumorzellen der Prostata (Xia et al., 2006), Gebärmutter (Takai et al., 2004a), Ovarien 

(Takai et al., 2004b), Medullublastom (Li XN et al., 2005), Blase (Chen CL et al., 2006) und 

der Niere (Jones et al., 2009) effektiv das Tumorvolumen reduziert wurde. In einer aktuellen 

Studie konnte gezeigt werden, dass eine chronische Behandlung mit VPA und dem DNA-

Methyltransferase-Inhibitor 5-aza-2'deoxycytidine im Ptch-(Patched)-Mausmodell nicht nur 

das Tumorwachstum verringert wird, sondern auch zu einer signifikant verlängerten 

tumorfreien Überlebenszeit führt (Ecke et al., 2009). Basierend auf diesen Arbeiten wurde ein 

Xenograft-Modell für das embryonale Karzinom etabliert. Beruhend auf eigenen in-vitro-

Daten, wurde hierfür die NTera-2-Zelllinie verwendet, da diese am sensitivsten gegenüber 

VPA reagierte. Im Tiermodell wurden zwei Behandlungsmodalitäten untersucht. Die 

chronisch-prophylaktische Gabe erfolgte in symptomfreien Tieren, vier Tage nach 

Tumorinokulation. Um nachzuweisen, ob VPA auch einen Einfluss auf die Tumorprogression 

hat, wurden Tiere erst nach Ausbildung von klinisch manifesten und makroskopisch 

sichtbaren Tumoren mit VPA behandelt (therapeutische Behandlung). In beiden 

Behandlungsmodalitäten wurde das VPA oral durch das Trinkwasser appliziert. Sowohl die 

chronisch-prophylaktische als auch die therapeutische Behandlung mit VPA führte zu einer 

signifikanten Inhibition des Tumorvolumens gegenüber unbehandelten Kontrollen. In 

Übereinstimmung mit früheren Studien konnte besonderes bei chronisch-prophylaktischer 

Verabreichung ein starker Effekt auf das Wachstum bzw. eine Hemmung der Tumorinduktion 

festgestellt werden (Xia et al., 2006). Im Vergleich zu anderen in-vivo-Tumormodellen konnte 
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festgestellt werden, dass VPA äußerst potent das Tumorwachstum von humanen embryonalen 

Karzinomen inhibierte. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung ist, dass 

Keimzelltumoren nicht nur gegenüber epigenetischen Modulatoren, sondern auch gegen 

DNA-zerstörende Substanzen, wie Cisplatin oder einer Bestrahlung äußerst sensitiv reagieren. 

Es wird vermutet, dass die Ursache der embryonale Ursprung der Keimzelltumore ist. 

Ähnlich wie embryonale Stammzellen, zeigen embryonale Karzinome eine hohe Aktivität von 

DNA-Schutzmechanismen. Daher kann in diesen Tumoren unter anderem nur eine niedrige 

Mutationsfrequenz in Tumorsuppressorgenen festgestellt werden (Greenman et al., 2007). Im 

Gegensatz zu den meisten soliden Tumorentitäten, kommen Mutationen im p53-Gen bei 

Keimzelltumoren kaum vor (Heidenreich et al., 1998).  

Eine gleichwertig wichtige Beobachtung war, dass die durch VPA bedingte verminderte 

Volumenabnahme mit einer deutlichen Reduktion der APP-Expression einherging. Konsistent 

zu vorangegangen in-vitro-Ergebnissen, unterschieden sich die APP-Spiegel nicht zwischen 

beiden Behandlungsmodalitäten. Dadurch konnte erstmalig gezeigt werden, dass 

physiologisch-therapeutische VPA-Dosen in der Lage sind, die endogene APP-Expression auf 

ein basal-niedriges Niveau zu reduzieren. Durch eine prolongierte VPA-Gabe wurden diese 

niedrigen Spiegel konstant stabilisiert. In einer aktuellen Studie konnte der Nachweis  

erbracht werden, dass APP auch in vivo als relevanter Wachstumsfaktor in malignen Tumoren 

fungiert. In einem Prostata-Xenograft-Modell führte eine Behandlung mit siRNA-

Oligonukleotiden gegen das APP zu einer zeitabhängigen Reduktion des Tumorvolumens. 

Bereits nach zweiwöchiger Behandlung konnte ein signifikanter Effekt auf das 

Tumorwachstum beobachtet werden (Takayama et al., 2009). Daher ist anzunehmen, dass 

trotz der Vielfalt an HDAC-modulierten Faktoren (wie Bax, Cyclin D3, Rb, Cdk1, p21), die 

Senkung der APP-Expression ein wichtiger Bestandteil der wachstumsinhibitorischen 

Eigenschaften von HDAC-Inhibitoren darstellt (Jones et al., 2009).  

 
 
4.3.4 Schlussfolgerungen 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte auf verschiedenen Ebenen bestätigt werden, das APP eine 

wichtige Stellung als Wachstumsfaktor einnimmt. Die molekularen Mechanismen der 

proliferativen Wirkung von sAPPα sind bislang aber weitgehend ungeklärt. Insbesondere 

könnten in weiterführenden Versuchen die Rezeptoren und genauen Signaltransduktionswege 

charakterisiert werden. Dadurch würde ein verbessertes Verständnis für die biologische APP-

Funktion gewonnen werden. Weiterhin könnte durch diese Experimente die Rolle und 
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Stellung des APP, als auch die Wechselwirkung mit anderen Wachstumsfaktoren und 

Signalkaskaden charakterisiert werden.  

Durch immunhistochemische Analysen in verschiedensten Tumorentitäten, konnte eine 

selektive Überexpression des APP nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit der 

Literatur, konnte bereits in zwei Studien gezeigt werden, das APP nicht nur als 

immunhistochemischer Marker für Tumoren, sondern auch als prognostischer Biomarker 

verwendet werden kann (Ko et al., 2004; Takayama et al., 2009). Zusammen mit eigenen 

Ergebnissen, könnten durch die weitere Evaluation größerer Patientenkollektive und der 

Einbeziehung von immunhistochemischen und klinischen Parametern, die prognostische 

Relevanz des APP im Pankreas- und Kolonkarzinom untersucht werden.  

Ein genauso wichtiges Ergebnis dieser Dissertation ist die Modulierbarkeit des APP-

Metabolismus durch HDAC-Inhibitoren. Durch die genauere Beleuchtung des Mechanismus, 

konnte schlüssig das GRP78 als HDAC-abhängiger Modulator des APP-Metabolismus 

identifiziert werden. Diesbezüglich könnten in folgenden Versuchen mittels siRNA die 

GRP78-Expression supprimiert werden und parallel eine Behandlung mit HDAC-Inhibitoren 

durchgeführt werden. Dadurch könnte auf genetischer Ebene der Nachweis erbracht werden, 

dass GRP78 als hauptsächlicher APP-Bindungspartner HDAC-abhängig den APP-

Metabolismus beeinflusst. Zudem könnten auch durch siRNA-Experimente selektiv einzelne 

Klasse-I-HDAC-Enzyme (HDAC1-3) ausschalten werden,  um zu verifizieren ob der einzelne 

knock-down ausreichend ist oder mehrere HDACs notwendig sind um einen signifikanten 

Effekt auf die APP-Expression auszulösen. In diesem Zusammenhang, zeigen Ergebnisse von 

Baumeister et al. (2009), dass eine selektive Suppression von HDAC1 ausreichend ist um 

effektiv eine GRP78-Expression zu induzieren (Baumeister et al., 2009).  

In der zweiten Studie, konnte nachgewiesen werden, dass selektiv das APP mit 

potenten Stammzellgenen in pluripotenten Stammzellen ko-exprimiert wird. Um die Relevanz 

des APP im komplexen Differenzierungsprozess zu bestätigen sind noch genauere 

Untersuchungen notwendig. So sollten in Folgeexperimenten in vitro selektiv die 

Genexpression des APP ausgeschaltet werden und durch Microarray-Analysen der Fokus auf 

die Modulierbarkeit von Pluripotenz- und Differenzierungsgenen gelegt werden. Ebenfalls 

würde auch ein in-vivo-Nachweis von großem Interesse sein. So könnte man mit murinen 

embryonalen Stammzellen von APP-(APP -/-)-knock-out- und APLP2-(APLP2-/-)-knock-out-

Mäusen ein Teratom-Xenograft-Mausmodell etablieren und durch morphologisch-

immunhistochemische und Western-Blot-Analysen die Modulation des 

Differenzierungspotentials nach APP bzw. APLP2-Verlust untersuchen. Auch könnten im 
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gleichen Versuch die Wachstumsunterschiede der Tumore im Vergleich zu Wildtyp-

Stammzellen beurteilt werden.  

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass durch eine Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor 

VPA sowohl in vitro als auch in vivo signifikant das APP und seine Prozessierungsprodukte 

gesenkt werden konnten. Hier könnte der nächste Schritt in Richtung „Patient“ gewagt 

werden. Die Planung einer prospektiven Studie (proof-of-concept-Studie) mit Epilepsie-

Patienten könnte hierbei eine Möglichkeit sein. In diesem Zusammenhang könnten neben 

VPA auch andere Antiepileptika, die gleichzeitig auch HDAC-Inhibitoren sind, getestet 

werden. Bereits in vitro konnten Carbamazepin und Levetiraectam als potente HDAC-

Inhibition identifiziert werden  (Eyal et al., 2004; Beutler et al., 2005). Hierbei könnten 

Patienten mit einer VPA-Monotherapie mit denen, die eine Kombinationstherapie bekommen, 

verglichen werden. Durch die Verwendung von hoch-sensitiven ELISA-Kits könnte man 

sAPPα-Plasmaspiegel analysieren und ein möglicher additiver oder potenzierender Effekt 

untersucht werden (Bailey et al., 2008). Dadurch könnte der Nachweis erbracht werden, dass 

ebenfalls im Patienten durch physiologische Dosen von HDAC-Inhibitoren der APP-

Metabolismus effektiv moduliert werden kann. 
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55..  ZZuussaammmmeennffaassssuunngg  
 
 

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass APP in der Onkogenese von 

Kolon- und Pankreaskarzinomen eine große Rolle spielt. Anhand von Versuchen mit APP-

überexprimierenden Zellen als auch mit APP-Deletionskonstrukten, konnte gezeigt werden, 

dass die N-terminale Domäne essentiell für die wachstumsfördernde Wirkung ist. 

Ferner konnte das Prozessierungsprodukt sAPPα als spezies- und zelltypunabhängiger 

autokriner/parakriner Wachstumsfaktor identifiziert werden. Die selektive Verminderung der 

APP-Genexpression durch RNAi führte zu einem signifikanten Rückgang der Proliferation in 

Pankreas- und Kolonkarzinomzellen. Durch eigene Ergebnisse und durch den Nachweis der 

Überexpression in anderen soliden und hämatologischen Neoplasien kann das APP als eine 

neue therapeutische Zielstruktur zur Behandlung von Neoplasien in Betracht gezogen werden.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass durch Einsatz 

unterschiedlicher HDAC-Inhibitoren (VPA, NaB, TSA, Apicidin), die konsistent mit einer 

Wachstumsinhibition einhergehen, der APP-Metabolismus hoch-spezifisch über einen post-

translationalen Mechanismus reguliert wird. Die mechanistische Grundlage bildet das ER-

Chaperon GRP78. Durch eine HDAC-abhängige Induktion dieses molekularen Chaperons 

wird selektiv die APP-Reifung unterbrochen und gleichzeitig eine effektive Sekretion von 

sAPPα verhindert. 

In einer zweiten Studie dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass APP zusammen mit 

Stammzellgenen in pluripotenten Keimzelltumoren exprimiert wird und mit dem Grad der 

Differenzierung signifikant herunterreguliert wird. In einem tumorbezogenen NTera-2-

Xenograft-Modell konnten sowohl die spontane Differenzierung als auch die differentielle 

APP-Expression reproduziert werden. Hierdurch reflektierte das in-vivo-Modell die 

immunhistochemischen Untersuchungsergebnisse der testikulären Keimzelltumore. Ferner 

konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit HDAC-Inhibitoren zu einer gleichzeitigen 

transkriptionellen Suppression der Stammzellsignatur, als auch zu einer post-translationalen 

Reduktion der APP-Expression führte. Auch konnte beobachtet werden, dass invers zur APP-

Expression differenzierte Keimzelltumore signifikant stärkere GRP78–Expressionen 

aufwiesen. Basierend auf in-vitro-Daten kann vermutet werden, dass die APP-Expression 

während des Differenzierungsprozesses durch das GRP78-Protein auch in vivo post-

translational moduliert wird. 
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Zusammenfassung 
___________________________________________________________________________ 

 Ein wesentlicher Beitrag dieser Dissertation ist der in-vivo-Beweis, dass durch eine orale 

Administration von VPA nicht nur das Tumorwachstum, sondern auch die APP-Spiegel 

gesenkt werden konnten. Damit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass physiologisch-

therapeutische VPA-Dosen einen signifikanten Effekt auf den endogenen APP-Metabolismus 

haben. Zusammenfassend stellen diese Ergebnisse einen neuen Erklärungsansatz für die 

potenten  HDAC-vermittelten anti-neoplastischen Wirkungen dar. 
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66..  AAnnhhaanngg  
  

6.1 Charakterisierung der APP-Antikörper durch Western-Blot-Analysen 

 

 

 
 
Abb. 6.1: Die Charakterisierung von APP-Antikörpern im Western Blot. (A) Schematische Darstellung der 
verschiedenen Domänen des APP. Eingezeichnet sind die entsprechenden Bindungsstellen der verwendeten 
Antikörper (22C11, 23850 und W-02). In Schwarz ist die Aβ-Domäne hervorgehoben. pAb: polyklonaler 
Antikörper; mAb: monoklonaler Antikörper. (B) Zelllysate von SH-SY5Y APP695wt  und Mock-transfizierten 
Zellen wurden mit drei verschiedenen APP-Antikörpern untersucht. Alle verwendeten Antikörper konnten 
spezifisch endogenes als auch transgenes humanes APP detektieren. Der Antikörper gegen das β-actin diente als 
Kontrolle für gleich aufgetragene Proteinkonzentrationen. 
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6.2 Analyse der APP-Expression in Prostata-, Glioblastom- und cholangiozellulären 

Karzinom-Linien 

 

 
 

Abb. 6.1: Analyse der APP-Expression in Prostata-, Glioblastom-, und cholangiozellulären Karzinom-Linien. 
(A) APP-Expression in Androgenrezeptor (AR)-positiven und negativen Prostatakarzinom-Zelllinien. Als 
Postivkontrolle wurden Lysate von  SH-SY5Y Mock und APP695wt-transfizierte Zellen aufgetragen. Neben dem 
W-02-Antikörper (APP) wurde auch ein AR-spezifischer Antikörper (Ab-2) verwendet. (B) Lysate von 
Glioblastom-Zelllinien. (C) Lysate von cholangiozellulären Karzinom-Linien.  
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6.3 Analyse der APLP2-Expression nach APP-siRNA-Behandlung 
 
 

  
 

Abb. 6.3: Analyse der APLP2-Expression nach APP-siRNA-Behandlung. (A) APLP2-Expression von SW480-
Zellen. (B) APLP2-Expression von BxPC-3-Zellen. 
 
 
6.4 Zytotoxizitätsbestimmung nach VPA-Behandlung 
 

 
Abb. 6.4: Zytotoxizität von VPA. SW480-Zellen wurden für 
24 h mit aufsteigenden VPA-Dosen behandelt. Anschließend 
wurde ein LDH-Assay (Promega) durchgeführt. Als 
Positivkontrollen wurden Zellen durch Zugabe des 
Lysispuffers aufgeschlossen (Lyse) und eine LDH-Positiv-
Kontrolle (BSA) verwendet. Nicht einmal bei 25 mM VPA 
konnte eine signifikante Zytotoxizität festgestellt werden. 
Die Resultate (n=6) wurden prozentual zur maximalen 
LDH-Freisetzung (Lyse) wiedergegeben. 
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6.5 sAPPα und sAPP-Gesamt nach VPA-Behandlung 
 
 
Abb. 6.5: sAPPα und sAPP-Gesamt nach 
VPA-Behandlung. Überstand von 
SW480-Zellen nach einer Behandlung mit 
aufsteigenden Dosen VPA. Durch 
Verwendung des Antikörpers 22C11 
konnte eine Aussage über das Gesamt-
sAPP gemacht werden. Mittels dem W-02 
Antikörper konnte spezifisch sAPPα 
detektiert werden. 
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