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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Ubersicht

Die heterodimeren Peptidhormone Relaxin und das strukturell ahnliche Insulin-like
molecule 3 (INSL3), auch Relaxin-like Factor (RLF) genannt, sind die Relaxin-artigen
Vertreter innerhalb der Familie der Insulin-artigen Peptidhormone, zu denen neben
dem Insulin auch IGF-I, IGF-Il und Plazentin (Insl4; Koman et al., 1996) zahlen.
Relaxine unterschiedlicher Spezies zeigen eine ausgepragte Heterogenitat in ihrer
Peptidsequenz (Klonisch et al., 1997, 1999 a+b, 2000, 2001; Hombach-Klonisch et
al., 2000) und besitzen ein breites physiologisches Wirkungspektrum. Das INSL3
wurde als Marker testikularer Leydigzellen identifiziert (Adham et al, 1993; Pusch et
al., 1996; Ivell et al., 1997) und die interstitiellen Leydigzellen des Hodens sind bei
allen bisher untersuchten Spezies als ein wichtiger Syntheseort fir INSL3
charakterisiert worden, wobei im bovinen Hoden bis zu 5% aller exprimierten
Transkripte fur INSL3 kodieren (Bathgate et al., 1996). Mittlerweile gehdren zur
Relaxin-Familie aufer Relaxin und INSL3 auch das SQ10-Molekul des Kaninchens
(Fields et al., 1995), kirzlich beim Menschen und Chimpansen beschriebene
trunkierte Relaxinvarianten (Gunnersen et al., 1996), das H3-Relaxin als dritte im
humanen Gehirn exprimierte Relaxin-variante (Bathgate et al., 2002) und eine im
Neuweltaffen Callithrix jacchus nachgewiesene INSL3 Spliceform (Zarreh-Hoshyari-
Khah et al., 1999).

Im weiblichen und mannlichen Reproduktionstrakt werden Relaxin und INSL3
exprimiert (lvell, 1997; Sherwood, 1994). In einigen Spezies ist die Plazenta der
Hauptsyntheseort flir Relaxin und die wahrend der Graviditdt gemessenen hohen
Relaxinwerte sind ein geeigneter Indikator fUr die plazentare Funktion bei trachtigen
Stuten und Hlndinnen (Stewart et al.,, 1992; Steinetz et al., 1987). Zunachst
ausschlieRlich als Hormon des weiblichen Reproduktionstraktes (Plazenta, Uterus
mit Zervix, Ovar) angesehen, weisen neuere Untersuchungen auf eine sehr
weitreichende Bedeutung von Relaxin im kardiovaskularen/ pulmonalen System, im
Gehirn und in Tumoren hin. In neoplastischen Geweben der humanen Brustdrise,
der Schilddruse, des Gastrointestinaltraktes und des Reproduktionstraktes wurden
Relaxin und INSL3 nachgewiesen (Hombach-Klonisch et al., 2000, 2003;
Stemmermann et al.,, 1994; Bongers-Binder et al., 1991; Tashima et al., 1994;

Klonisch et al., 1999a+b; Mazoujian and Bryant-Greenwood, 1990). Zellbiologische



Untersuchungen deuten auf eine Rolle der Relaxin-artigen Peptide flr Prozesse der
Karzinogenese, hier speziell der Zellproliferation und —differenzierung, Invasion und
Neovaskularisation hin. Die Identifizierung zweier G-Protein-gekoppelter
membranstandiger Relaxinrezeptoren (Leucin-rich G-protein-coupled receptors)
LGR7 und LGRS stellte einen Meilenstein fir die Forschung an Relaxin-artigen
Peptidhormonen dar (Hsu et al. 2002). Relaxin fungiert als Ligand fur beide
Rezeptoren (Hsu et al. 2002; Kumagai et al., 2002; Bullesbach and Schwabe, 1995),
wahrend INSL3 ausschlieRlich an LGR8 bindet (Kumagai et al., 2002).

Ziel meiner Arbeiten war die Etablierung geeigneter Modellsysteme, mit denen die
Rolle von Relaxin und INSL3 im Hinblick auf ihre tumorbiologische und

entwicklungsbiologische Relevanz fur die Schilddrise untersucht werden kann.

1.2 Molekulare Struktur von Relaxin und INSL3

Die Synthese von Relaxin erfolgt als Praprohormon, welches aus einem
Signalpeptid, einer B-Domane, einer C- und einer A-Domane (vom N’- zum C’-
Terminus) besteht. Praprorelaxin ist aufgrund seines wesentlich langeren C-Peptids
etwa doppelt so gro3 wie das Praproinsulin (Gast, 1983). Die enzymatische
Abspaltung des Signalpeptids erfolgt, wie bei anderen Proteinen (Steiner et al.,
1980), an einer Aminosaure mit kurzer Seitenkette und Uberfuhrt das Praprorelaxin in
das Prorelaxin. Die Bedeutung des C-Peptids liegt wahrscheinlich in der
Stabilisierung der korrekten Molekulkonformation von Prorelaxin, um so die
Ausbildung der Disulfidbriicken zwischen A- und B-Doméne (im H2-Relaxin: Cys®''-

A11 B23 A24

Cys™ " und Cys™-Cys

A15)

) sowie der Disulfidbracke innerhalb der A-Doméne (im H2-
Relaxin: Cys*'°-Cys*'®) zu erméglichen. Die enzymatische Abspaltung des C-Peptids
erfolgt durch die Serinprotease Prohormon Convertase 1 (Marriott et al., 1992) und
moglicherweise zusatzlich durch Chymotrypsin-artige Enzyme (Haley et al., 1987).
Es konnte gezeigt werden, dass im Schwein sowohl das prozessierte Relaxin wie
auch sezerniertes Prorelaxin mit gleicher Affinitat an den Relaxinrezeptor binden und
biologisch aktiv sind (Tan et al., 1998). Bacculovirus-exprimiertes rekombinantes
Marmoset Prorelaxin, welches zu 70% identisch ist mit dem humanen H2-Relaxin, ist
ebenfalls bioaktiv (Zarreh-Hoshyari-Khah et al., 2001).

Strukturell, funktionell und immunologisch ist die Position des Relaxins innerhalb der
Familie der Insulin-artigen Molekile eine eigenstandige. Trotz ahnlicher alpha-Helix-

und beta-Faltblatt-Sekundarstrukturen (Eigenbrot et al., 1991; Du et al., 1982;
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Rawitch et al., 1980; Schwabe und Harmon, 1978) betragt der Anteil identischer
Aminosauren zwischen den ca. 6 kD grofien Relaxin- und Insulin-Dimeren nur ca.
25% und umfasst die Cysteine, die an der Bildung der bei beiden Hormonen
identischen Disulfidbriicken beteiligt sind (Eigenbrot et al., 1991). Die Oberflachen
von Relaxin und Insulin prasentieren keine gemeinsamen immunologischen Epitope
und Relaxin interagiert sehr viel schwacher als Insulin mit Insulin-degradierenden
Enzymen (Ding et al., 1992; Pilistine et al., 1986). Relaxin bindet nicht an den Insulin-
oder IGF-I-Rezeptor (Ohleth und Bagnell, 1995; Hofig et al., 1991; Hernandez et al.,
1988) und dies erklart die unterschiedlichen biologischen Aktivitaten von Relaxin und
Insulin. Die Bioaktivitat des Relaxins ist abhangig von der korrekten Konformation der

B13 B17 in dem hexameren

A14 in

A- und B-Domanen. Die Aminosauren Gly®'?, Arg®™ und Arg
konservierten Motiv -GRELVR- und Gly®??* in der Relaxin B-Domane sowie Gly
der A-Domane (Numerierung der Aminosauren entsprechend dem H2-Relaxin) sind
hoch konserviert, trotz der fur die Relaxine unterschiedlicher Spezies typischen
hohen Heterogenitat in ihren Aminosauresequenzen (Schwabe und Bdullesbach,
1990). Drei dieser Aminosauren sind wesentlich fur die Bioaktivitat des Relaxins
(Billesbach et al., 1996, 1988). Die Guanidino-Seitengruppen beider Arg®™ und

ArgB17

ragen wie Zacken aus der Oberflache der B-Domane heraus und interagieren
direkt mit dem membranstandigen Relaxinrezeptor. Diese Relaxin-Rezeptor-bindung
stellt eine neue Form der Hormon-Rezeptor-Interaktion dar (Bullesbach et al., 1992,
2000; Bryant-Greenwood and Schwabe, 1994).

Wahrend Arg®'® und Arg®'” essentiell fiir den

17 13
R-V-L-E-"R Rezeptorkontakt sind, ist die in der A-Domane

A14

RELAXIN

aller Relaxine konservierte Aminosaure Gly
B-Domaéne wichtig fur die korrekte Konformation des
Gesamtmolekils (Bullesbach und Schwabe,
1994). Wie Dbereits erwahnt, stellt die

Anwesenheit der C-Domane kein Hindernis

b
- [\6 fur die Rezeptorbindung dar (Tan et al.,
A-Domine —— 1998).

Mit Ausnahme des Menschen und der Menschenaffen (Klonisch et al., 2000), kodiert
das Genom aller bislang untersuchten Spezies fur ein Relaxingen, das aus zwei
Exonen und einem ca. 4 kb groRen Intron aufgebaut ist. In den humanen Relaxinen

kodiert Exon 1 flr das Signalpeptid, die B-Domane und den Anfangsteil der C-
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Domane bis zur Aminosaure Glu*®, wahrend Exon 2 fir den Rest der C- und die
gesamte A-Domane kodiert (Crawford et al., 1989; Haley et al., 1987; Hudson et al.,
1984). Der Mensch besitzt, wie die Menschenaffen, zwei nichtallele Relaxingene H1
und H2, die auf dem kurzen Arm des Chromosoms 9 lokalisiert sind (Crawford et al.,
1984). Im Corpus luteum und der Placenta gelang kurzlich der Nachweis von ca. 100
bp langeren Transkripten fur beide humanen Relaxine (H1 und H2) sowie fur das
Relaxin-2 des Chimpansen (Gunnersen et al., 1996). Diese durch alternatives
Splicing erzeugten Transkripte beinhalten ein weiteres Exon und kodieren aufgrund
eines vorzeitigen Stopkodons fur trunkierte Relaxinprodukte, Uber deren
physiologische Rolle nichts bekannt ist. Kirzlich wurde ein H3-Relaxin identifiziert
(Bathgate et al., 2002; Samuel et al., 2002), welches dem Relaxin-3 Peptid von Ratte
und Schwein entspricht. Relaxin3 der Ratte und der Maus wird hauptsachlich im
Zentralnevensystem aber auch in Testis, Thymus, Milz, Lunge und Herz exprimiert
(Bathgate et al., 2002). Uber seine Funktion ist bisher wenig bekannt.

Das INSL3-Gen ist ebenfalls aus zwei Exonen und einem Intron aufgebaut
(Koskimies et al., 1997; Zimmermann et al., 1997; Burkhardt et al., 1994a). Das
humane INSL3-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 19, 13.2-p12
(Burkhardt et al., 1994b). Die INSL3-Transkripte verschiedener Spezies (Mensch:
Burckhardt et al., 1994a; Schwein: Adham et al., 1993; Maus: Pusch et al., 1996;
Wiederkauer: Bathgate et al., 1996, Roche et al., 1996, Hombach-Klonisch et al.,
1999, 2000; Marmoset: Zarreh-Hoshyari-Khah et al., 1999; Galago: Klonisch et al.,
2001; Pferd: Klonisch et al., 2003; Hund: Truong et al., 2003) kodieren flr ein ca.
14,5 kD Polypeptid mit einem fur alle Mitgieder der Relaxin-Familie einheitlichen
molekularen Aufbau. Aufgrund analoger Daten zur enzymatischen Prozessierung
des Relaxins sowie der Lage der Cysteine und potentiellen Endopeptidase-
Spaltstellen (Renegar et al., 1996) im INSL3-Molekul erfolgt die Untergliederung des
INSL3-Molekuls in ein Signalpeptid und die B-, C- und A-Domane (vom N’- zum C’-
Terminus). Auch INSL3 besitzt in der B-Domane das stark konservierte Peptidmotiv -
X-R-x-x-x-R-x- (R=Arginin), welches im Unterschied zu dem des Relaxins vier
Aminosauren weiter C’-terminal lokalisiert ist (Blllesbach et al., 1992, 1995, 1999).
Struktur- und Funktionsstudien haben gezeigt, dass die Aminosaure Tryptophan in
Position B27 der B-Domane fur die Interaktion mit dem Rezeptor essentiell ist
(Bullesbach u. Schwabe, 1999).



Geeignete Antikorper zur Detektion von RLF stehen erst seit kurzem zur Verfigung
(Zarreh-Hoshyari-Khah et al., 1999; Ivell et al., 1997; Hombach-Klonisch et al., 2000;
Klonisch et al., 2001a+b). Unsere bisherigen Daten zeigen, dass INSL3 im
deszendierten Hoden des Rehes, der Ziege, des Damwildes, des Hundes und im
deszendierten und kryptorchen Hoden des Pferdes (Hombach-Klonisch et al., 2004,
2000, 1999; Klonisch et al., 2003, 2001) sowie in der humanen hyperplastischen und
neoplastischen Schilddrise (Hombach-Klonisch et al., 2003) sowie in humanen
Mammakarzinomen (Hombach-Klonisch et al., 2000) als Prohormon produziert wird,
wahrend in Proteinextrakten der reifen humanen Plazenta (Hombach-Klonisch et al.,
2001) und der Testes des Hundes (Klonisch et al., 2001) aulRer der Proform auch
prozessiertes INSL3 nachweisbar ist. Neben INSL3 wurden im Marmosetaffen
(Zarreh-Hoshyari-Khah et al., 1999) und beim Menschen (Safford et al., 1997)
unterschiedliche Transkripte flr INSL3-Splicevarianten beschrieben, Uber deren
Funktion bisher nichts bekannt ist. In humanen Schilddrisentumoren und humanen
Schilddrusen-Tumorzelllinien konnten wir eine um 77 Basenpaare grofRere INSL3
Spliceform nachweisen (Hombach-Klonisch et al., 2003), welche aufgrund einer
Verschiebung des Nukleinsaure-Leserasters aber wahrscheinlich fur ein nicht-

funktionales Peptid kodiert.

1.3 Rezeptoren Relaxin-artiger Peptide

Die Rezeptoren fir die Relaxin-artigen Peptide sind membranstandige, 7-
transmembrandse G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR; Hsu et al., 2002). Die
Jleucin-rich G-protein-coupled receptors® LGR7 und LGR8 haben strukturelle
Ahnlichkeit zum TSH-Rezeptor und zu den Rezeptoren fir die Gonadotropine (LHR
und FSHR). In der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 sowie der humanen
myelomonozytaren Zelllinie THP-1 sind LGR7 und LGR8 an Gs-Proteine gekoppelt
und aktivieren die Adenylatzyklase (Bigazzi et al., 1992, Parsell et al., 1996),
wodurch es nach Bindung der Liganden Relaxin und INSL3 zur Erhdhung des
intrazellularen cAMP Spiegels kommt. Insulin, IGF-I und IGF-Il binden nicht an diese
LGRs. LGR7 und LGRS besitzen ca. 60% identische Aminosauresequenzen (Hsu et
al., 2002). Relaxin bindet an die extrazellulare Domane und an den zweiten
extrazelluldren Loop des LGR7 und wahrscheinlich auch des LGR8 (Hsu et al. 2002;
Kumagai et al., 2002; Sudo et al., 2003). Bindungsstudien haben gezeigt, dass LGR8

nicht nur als Relaxin- sondern auch als INSL3-Rezeptor fungiert und damit identisch
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sein kéonnte zu den Relaxin/INSL3-Bindungsstellen, welche im Gehirn der Maus
beschrieben wurden (Hsu et al. 2002; Kumagai et al., 2002; Bullesbach and
Schwabe, 1995). INSL3 dagegen bindet nicht an LGR7, sondern ausschlielich an
LGR8 (Kumagai et al., 2002), was eine differenzielle Rezeptoraktivierung durch die
beiden Liganden erméglicht. Das humane LGR8 entspricht dem GREAT der Maus,
einem GPCR, fur dessen knock-out Phanotyp ein bilateraler Kryptorchismus
beschrieben wurde, der identisch dem der InsI3-KO Maus ist (Gorlov et al., 2002;
Zimmermann et al.,, 1999; Nef und Parada, 1999). Kultivierte Gubernaculumzellen
aus der Ratte exprimieren LGR8 und zeigen nach Inkubation mit INSL3 eine cAMP-
Erhdhung (Kumagai et al.,, 2002). INSL3-Uberexprimierende transgene weibliche
Mause sind subfertii und zeigen aufgrund INSL3-induzierter Wachstums- und
Differenzierungsvorgange im Gubernaculum testis einen Deszensus ovarii bis in
Hoéhe des inneren Leistenrings (Bogatcheva et al., 2003). Zwei weitere GPCRs,
GPCR 135 und GPCR 142, wuden kurzlich als spezifische Rezeptoren fiur H3-
Relaxin identifiziert (Liu et al., 2003 a + b). Im Gegensatz zu LGR7 und LGR8 bewirkt
die Bindung des Liganden H3-Relaxin an GPCR 135 und GPCR 142 eine Inhibition
der Adenylatzyklase. GPCR 135, der auch als Somatostatin und Angiotensin-like
Peptidrezeptor beschrieben ist, wird beim Menschen in Gehirn, Testis, Thymus und
Nebenniere exprimiert. Obwohl H3-Relaxin auch an LGR7 binden kann (Sudo et al.,
2003; Kumagai et al., 2003) ist es wahrscheinlich, dass die Wirkung dieses Peptids
von der Lokalisation von GPCR 135 und GPCR 142 bestimmt wird. Transkripte flr
GPCR 142 wurden aufer in Colon, Gehirn, Testis, Prostata, Niere und Plazenta des

Menschen auch in der humanen Schilddrise nachgewiesen.



2. Stand der Forschung

Relaxin-artige Peptide in Tumoren

Fir die Entwicklung der Brustdrise spielt Relaxin eine wichtige Rolle. Relaxin
stimuliert zusammen mit Ostrogen die parenchymatdse Entwicklung der Glandula
mammaria und reduziert synergistisch mit Progesteron die kollagene Matrix in der
Umgebung der sich entwickelnden Drusenendstucke im Schwein (Min et al., 1996;
Winn et al., 1994). In Mausen induziert Relaxin Wachstum und Differenzierung der
Brustdrise wahrend der Trachtigkeit (Bani und Bigazzi, 1984). Relaxin Knock-out
Mause weisen eine Retardierung der Mamma-Entwicklung, vergroferte Ductus
lactiferi und eine fehlende Ausbildung der Brustwarzen auf (Zhao et al., 1999). Zwar
kann es in Relaxin knock-out Mausen zur Induktion einer laktierenden Mamma
kommen, aufgrund der fehlenden Ausbildung der Brustwarzen kénnen die Jungen
jedoch nicht saugen und verhungern. Dies unterstreicht die essentielle Bedeutung
des Relaxin fur die Umbildung des Binde- und Epithelgewebes in der Mamma
wahrend der Entwicklung und wahrend physiologischer Differenzierung. Fur die
humane Mamma haben beide Relaxin-Isoformen, H1- und H2-Relaxin, nicht nur eine
Bedeutung fur die physiologische Entwicklung sondern auch fur das neoplastische
Wachstum der Brustdrise (Tashima et al., 1994; Mazoujian and Bryant-Greenwood,
1990; Bryant-Greenwood et al., 1994). Bei Frauen konnte Relaxin im Kollostrum, in
der Flussigkeit von Zysten bei Mammadysplasie und im Plasma einer Patientin mit
groRem Fibroadenom der Mamma nachgewiesen werden (Nardi et al., 1983).
Wahrend des Zyklus, der normalen pubertaren und postmenopausalen Entwicklung
sowie wahrend der Laktation werden H1- und H2-Relaxin exprimiert. In
neoplastischen Brustdrisengeweben sind Transkripte beider Relaxin-Isoformen
gegenuber den Normalgeweben deutlich vermehrt (Tashima et al., 1994).
Brustkrebspatientinnen zeigen erhohte Relaxin-Serumspiegel (Binder et al., 2001).
Unsere Untersuchungen an humanem Brustdrisengewebe haben gezeigt, dass
auch INSL3 im Brustdrisenepithel exprimiert wird. In neoplastischen Epithelzellen
duktaler und lobuldarer Mammakarzinome ist immunoreaktives INSL3 verstarkt
nachweisbar (Hombach-Klonisch et al., 2000). Diese Befunde zusammen mit dem
Nachweis von LGR7- und LGRS8-Transkripten in neoplastischen Geweben der
humanen Mamma sowie in Brustdrisenkarzinomzelllinien (Hombach-Klonisch,

unveroffentlicht) lassen auf eine Rolle beider Relaxin-artiger Peptide bei
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Mammakarzinomen schlieRen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
INSL3 Expression in der humanen Brustdrise stark posttranskriptionell modifiziert
wird. Trotz im Vergleich zu normalem Brustdrusenepithel reduzierter INSL3 mRNA
Expression in Epithelien duktaler und lobularer Mammakarzinome, zeigt der
immunologische Nachweis von INSL3-Protein in diesen neoplastischen Epithelien
eine vermehrte INSL3 Proteinproduktion (Hombach-Klonisch et al., 2000). Dies ist
auch in Lymphknotenmetastasen primarer Mammakarzinome nachweisbar.

INSL3 und Relaxin spielen auch in Neoplasien anderer Organe eine Rolle. Neuere
Daten aus laufenden Projekten belegen, dass auch die humane Prostata ein INSL3
Zielorgan ist. Physiologischerweise exprimieren vor allem die basalen Epithelien der
humanen Prostata INSL3 mRNA und Protein. Die LGR8-positiven Epithelzellen sind
auch die Zielzellen fur INSL3 in der Prostata. Unsere Untersuchungen mit der
Prostatakarzinom-Zellline PC-3, welche INSL3 und LGR8 exprimiert, zeigen
Veranderungen im Proliferationsverhalten und der metabolischen Aktivitat dieser
Zellen nach Inkubation mit INSL3. Die zellulare Signaltransduktion Uber LGR8 fuhrt
in PC-3 zu einer Erhdhung von c-AMP und fuhrt zur Phosphorylierung der ERK1/2
MAP-Kinasen (Publikation in Vorbereitung).

Im Gegensatz zur Hochregulation von INSL3 in Neoplasien der Brust- und
Schilddrise konnten wir eine deutliche Reduktion der INSL3 Expression in
Leydigzellen aus testikularen Leydigzelladenomen zeigen, ein Befund, welcher in
diesem Kontext auf den reduzieren Differenzierungsgrad dieser Leydigzellen
hinweist (Klonisch et al., 1999). Alle Befunde deuten darauf hin, dass sich die
Regulation der INSL3 Expression in testikularen Leydigzellen von der im Epithel der
Organe Mamma und Prostata unterscheidet.

Die Befunde zur differenziellen Expression Relaxin-artiger Peptide in der humanen
Schilddrise mit vermehrter Produktion sowohl von Relaxin (Klonisch,
unveroffentlichte Daten) als auch von INSL3 (Hombach-Klonisch et al., 2003) in
humanen Schilddrisenneoplasien bildeten den Anlass, die zellulare Wirkung der
beiden Peptide in humanen Schilddrisenzellen und deren Bedeutung fur die
Pathogenese von Schilddrisentumoren zu untersuchen. Auf die neueren Ergebnisse
dieser Untersuchungen zur Rolle Relaxin-artiger Peptide in der humanen Schilddruse
wird im 3. Teil dieser Arbeit eingegangen.

FUr die Tumorgenese spielen Veranderungen der Proliferation und Differenzierung,

der Zellinvasion und der Angioneogenese eine entscheidende Rolle. Im Folgenden
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werde ich bekannte Einflisse Relaxin-artiger Peptide auf diese Faktoren in einer
Ubersicht darlegen.

Eine veranderte Differenzierung in Kombination mit unkontrollierter
Zellproliferation spielt in der Tumorbiologie eine grof3e Rolle, und Relaxin
beeinflusst sowohl die Zelldifferenzierung als auch das Zellwachstum in
Mammatumoren der Ratte (Segaloff, 1983). Die Reaktion der humanen
Brustkrebszellline MCF-7 auf Inkubationen mit Relaxin ist konzentrationsabhangig.
Relaxin fiihrt bei Konzentrationen zwischen 2x107°M und 4x10™"° M zur signifikanten
Steigerung der Zellproliferation. Demgegenuber fuhren hdhere
Relaxinkonzentrationen zur Reduktion der Proliferation und zur Differenzierung in
MCF-7 (Bigazzi et al., 1992). Bani und Mitarbeiter (Bani et al., 1994; Sacchi et al.,
1994) beschrieben fiir hohe Relaxinkonzentrationen von 10°M und 10"°M in MCF-7
eine Differenzierung mit Bildung duktaler Eithelverbande bei Kokultivierung mit
humanen Myoepithelzellen. In Nacktmausen resultiert die Behandlung mit 10 ug
Schweinerelaxin pro Tag uber einen Zeitraum von 19 Tagen in der Differenzierung
eingebrachter MCF-7 Brustkrebszellen mit der Bildung Myoepithel- und Epithel-
artiger Verbande (Bani et al., 1985, 1986, 1994). Anteile dieser Zellverbande bildeten
vermehrt Zellkontakte und zeigten Veranderungen von Zellorganellen und
Zytoskelett. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass Relaxin die Differenzierung von
Tumorzellen beeinflussen kann, und fordern uns, die zellularen Wirkmechanismen
der beiden Relaxin-artigen Peptide zu untersuchen. Isolierte primare humane
endometriale Stromazellen und humane vaskulare glatte Muskelzellen reagieren mit
Proliferation auf die Inkubation mit rekombinantem humanem Relaxin (rhRIx).
Relaxin (10 ng/ml) induziert nach 5 Minuten in diesen Zellen MAPK und MEK
Proteine und fuhrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (Zhang et al.,
2002). Dies zeigt einen fir rhRIx einmaligen zellularen Signalweg, denn andere
Molekule der Insulin-artigen Hormone, wie Insulin oder IGF-1, flUhrten nicht zur
Aktivierung von CREB. Wahrend der Fetalentwicklung induziert INSL3 die
Proliferation der LGR8-exprimierenden Zellen des Gubernaculum testis und fluhrt
uber das Wachstum des kaudalen Gubernaculumsegmentes zum Hodendeszensus.
(Kumagai et al., 2002 ; Kubota et al., 2002). Informationen Uber einen mitogenen
Effekt des INSL3 in Tumoren stehen zur Zeit nicht zur Verfugung.

Tumorzellen sind responsiv gegenuber NO-vermittelter Zytostase (Xie et al.,1998;

Lie et al., 1991), was Bani und Mitarbeiter (1995) veranlasst hat, Untersuchungen zu
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einer eventuell synergistischen Wirkung von Relaxins und NO durchzuflhren.
Tatsachlich fiihrt Relaxin (10°M) zu einer schnellen Induktion der Ca?*/Calmodulin-
abhangigen NOS (cNOS) und zu einer langsameren Induktion der induzierbaren
NOS (iNOS) in MCF-7 Zellen und resultiert damit Gber eine NOS-vermittelte Katalyse
von L-Arginin in der Erhéhung von NO. Uber diesen L-Arginin-NO Weg vermag
Relaxin die DNA-Synthese, die mitochondriale Atmung und die Aktivitat von
Cytochrom P450 Enzymen und damit das Tumorwachstum zu hemmen (Bani et al.,
1995, 1998; Bogdan et al., 2001). Eine Aktivierung des cAMP/Adenylatzyklase/PKA
Weges durch Relaxin wurde in verschiedenen Zellen beschrieben (Parsell et al.,
1996; Fei et al., 1990; Hsu et al. 2000; Failli et al., 2002) und gilt als der LGR7 und
LGR8-vermittelte zellulare Signalweg (Hsu et al., 2000, 2002). Neben der cAMP-
abhangigen Aktivierung der PKA katalytischen Aktivitat beeinflusst Relaxin auch
indirekt Uber cAMP die Stabilitdt des NFkB-IkB-PKAc Komplexes und Uber eine
Erhéhung der transkriptionellen Aktivitat von NFkB die Tumorgenese (Zhong et al.,
1997).

Physiologische sowie pathologische Vorgange der Zellmigration und Zellinvasion
werden unter anderem Uber Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitoren
(tissue inhibitors of MMP, TIMPs) beeinflusst. MMPs sind involviert in zahlreiche in
der Tumorbiologie bedeutende Prozesse: Degradation der extrazellularen Matrix
(ECM), Anderung der ECM-Zusammensetzung und dariiber des Verhaltens
epithelialer Zellen sowie Modulation der biologischen Aktivitat sezernierter oder
membranstandiger Molekile (Vu und Werb, 2000). Durch enzymatische Spaltung
von Wachstumsfaktoren wie TGF-beta, HB-EGF und IGF-BP-3 (Vu und
Stamenkovic, 2000; Pierce et al., 2001; Prenzel et al., 1999; Fowlkes et al., 1994a+b)
spielen MMPs eine Rolle fir Tumorinvasion, Metastasierung und Angiogenese. MMP
-2, -9 und —14 férdern die Migration von Tumorzellen durch die Basalmembran und
die Tumormetastasierung (Sugiura et al., 1998; Hua et al., 1996; Montgomery et al.,
1994; Zhuge und Xu, 2001; Deryugina et al., 2001), wobei mebrangebundenes
MMP-14 zur Aktivierung von MMP-2 fuhrt (Ellerbroek und Stack, 1999). MMPs
vermitteln Interaktionen zwischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und Rezeptor-
Tyrosinkinasen (Nath et al., 2001; Filardo et al., 2002). Der Einfluss von Relaxin auf
das MMP/TIMP System ist abhangig vom untersuchten Zelltyp. In kultivierten
Fibroblasten des Cervix uteri wurde nach Relaxingabe sowohl eine Erhéhung der

Aktivitat von MMPs als auch eine Reduktion von Pro-MMP-1 beschrieben (Palejwala
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et al., 2001, 2002). In humanen Brustkrebszelllinien MCF-7 und SK-BR3 fihrte
Relaxin zu einer vermehrten Expression von MMP-2, -9 und —14 und zur Steigerung
der zellularen Migration (Binder et al., 2002). Inkubation mit Relaxin flihrte zur
Erhdhung der Migration der Ratten-Myoblastenzelllinie L6 und der CF33.Mt
Mammakarzinomzelllinie des Hundes (Silvertown et al.,, 2003 a+b). Binder und
Kollegen beschrieben 2001 fur Brustkrebspatientinnen mit Metastasen erhohte
Serumwerte fur Relaxin.

Die Stimulation der Angioneogenese ist ein essentieller Faktor fur das
Tumorwachstum und garantiert ausreichende Austauschflache fur Nahrstoffdiffusion
und Oxygenierung des Tumorgewebes (Hanahan and Folkman, 1996). Die
proangiogenetischen Faktoren ,Vascular Endothelial Growth Factor® VEGF und NO
sind in der Tumorpathologie hinreichend bekannt (Kandel et al., 1991; Folkman et al.,
1989). Relaxin induziert VEGF und NO in Stromazellen und glandularen
Epithelzellen des Endometriums, wahrend der Wundheilung und in der
myelomonozytaren Leukamiezelllinie THP1 (Parsell et al., 1996; Palejwala et al.,
2002; Unemori et al., 1999, 2000). Wie oben bereits erwahnt induziert Relaxin das
fur die NO-Synthese bendtigte Enzyms NOS. Erhdhte NO-Spiegel haben positiven
Einfluss auf die Mikrozirkulation und Neovaskularisierung des Tumors (Wink et al.,
1998; Fukumura und Jain 1998). In-vivo Untersuchungen belegen die Bedeutung von
INOS (Jadeski und Lela, 1999) und endothelialer NOS (eNOS, Jadeski et al., 2000)
fur die tumorassoziierte Angiogenese. Auferdem fiuhrt endogenes NO im
Tumorgewebe zur Dilatation von Arteriolen, zur Verminderung der Leukozyten-
Adhasion an Endothelien und zur vermehrten Gefal3permeabilitdt (Fukumura und
Jain, 1998). Die Tumorzell-Uberlebensrate zweier haufiger humaner Tumore, des
Mamma- und des Prostata-karzinoms, korreliert positiv mit der Gefal3dichte im Tumor
(Lissbrant et al., 1997). Trotz des Nachweises von Relaxin und INSL3 in Mamma-
und Prostata-Tumorgeweben (Hombach-Klonisch et al., 2000; Tashima et al., 1994,
Mazoujian und Bryant-Greenwood, 1990; Nardi et al., 1983; lvell et al., 1989) gibt es
noch keine schlissigen Beweise fur eine tumorférdernde Wirkung dieser Relaxin-

artigen Peptide durch Induktion angiogenetischer Faktoren wie VEGF und NO.
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3. Relaxin-artige Peptide in Karzinomen der humanen Schilddriise

Vor allem papillare, aber auch follikulare Schilddrisenkarzinome entwickeln sich bei
jungeren Menschen, und Frauen sind 3 x haufiger betroffen als Manner. Inwiefern
Serum-Hormonspiegel zirkulierenden Relaxins oder INSL3 fir die Pathogenese
dieser Tumore bedeutend sind, bleibt vorerst eine spekulative Fragestellung. Unsere
Befunde =zur differenziellen Expression Relaxin-artiger Peptide in der humanen
Schilddrise mit einer vermehrten Produktion von INSL3 und Relaxin in
Schilddrisentumoren haben uns veranlasst, die Rolle dieser beiden Peptide in
Schilddrisenkarzinomzelllinien zu untersuchen. Der humane Thyreozyt wurde
aufgrund seiner Fahigkeit zur vielfaltigen Differenzierung in papillare, follikulare oder
undifferenzierte Schilddrisentumorformen als ein zellbiologisch interessantes und
klinisch relevantes Tumormodell gewahlt, um die Rolle des INSL3 und des Relaxins

im Rahmen von Differenzierungsprozessen in Schilddrusentumorzellen zu studieren.

3.1 INSL3 in der normalen und neoplastischen humanen Schilddriise und in
Schilddriisenkarzinomzelllinien

In Thyreozyten der Basedow-Struma (n=10) und papillaren (n=9), follikularen (n=12)
und undifferenzierten (n=15) Schilddrusenkarzinomen, nicht jedoch in histologisch
normalem humanem Schilddrisengewebe (n=15), konnten InsI3-Transkripte sowie
immunoreaktives INSL3 Protein nachgewiesen werden (Hombach-Klonisch et al.,
2003). In-situ Hybridisierungen haben gezeigt, dass die hyperaktiven und
neoplastischen Thyreozyten in diesen Geweben die Quelle fur produziertes INSL3
sind. Diese differenzielle Expression von INSL3 in der humanen Schilddrise mit
einer Induktion der INSL3-Expression in hyperaktiven Thyreozyten des Morbus
Basedow und der autonomen Adenome sowie in neoplastischen Thyreozyten
papillarer, follikularer und anaplastischer Schilddrisenkarzinome wurde von uns
erstmals beschrieben. Diese Befunde und der Nachweis von Transkripten fur den
INSL3-Rezeptor LGR8 in humanen Schilddrisengeweben gaben den Anlass zur
Untersuchung der Bedeutung des INSL3 in der humanen Schilddrise.

Die Expression von InslI3-Transkripten wurde in den verschiedenen humanen
Schilddrisenkarzinomzelllinien FTC-133, FTC-236, FTC-238, 8505C, 8305C,
HTH74, C-643 und BCPAP mit semiquantitativer RT-PCR Analyse bestimmt

(Hombach-Klonisch et al., 2003). In der undifferenzierten Schilddrisentumorzelllinie
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8505C wurde neben dem spezifischen Amplifikat fir normales InslI3 eine neuartige
InsI3-Splicevariante kloniert und durch Sequenzanalyse verifiziert (Hombach-
Klonisch et al., 2003). Diese InslI3-Splicevariate resultiert aus einer Deletion im
Exon2 mit Verschiebung des Leserasters und kodiert fur ein 2,3 kD grofieres INSL3
splice-Protein, dessen Funktion unbekannt ist. Fur die Beschreibung der
Splicevariante und die Expression von Insl3 und der InslI3-Splicevariante in
verschiedeen Schilddrisenkarzinom-Zelllinien wird auf die Publikation Hombach-

Klonisch et al., 2003, verwiesen.

3.2 H2-Relaxin in der normalen und neoplastischen humanen Schilddriise
und in Schilddrusenkarzinomzelllinien
Spezifische H2-Relaxin-Transkripte wurden mit RT-PCR Analysen in den
untersuchten follikularen FTC-133, FTC-236, FTC-238 und den undifferenzierten
anaplastischen 8305C und 8505C Schilddrisenkarzinomzelllinien sowie in humanen
Thyreozyten des papillaren, follikularen und dedifferenzierten Schilddrisen-
karzinomgewebes detektiert. Mit einem spezifischen Kaninchen-Antiserum gegen
H2-Relaxin (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. Laura Parry, Dept. of
Zoology, U. of Melbourne, Australien) gelang auch der spezifische Nachweis von
immunoreaktivem H2-Relaxin in humanen Schilddrisenkarzinomgeweben (Abb. 1).
Unterschiede bezlglich des Differenzierungsgrades der Tumore und der Relaxin-
Expression waren wie beim INSL3 nicht nachweisbar. Im Unterschied zur Expression
des INSL3 zeigten hyperaktive Thyreozyten autonomer Adenome und des Morbus

Basedow keine Produktion von Relaxin.

Abbildung 1: Immunhistochemischer Nachweis von H2-Relaxin in Thyreozyten
humaner Schilddrisenkarzinomgewebe: (A) follikulares Karzinom (FTC) und (B)
papillares Karzinom (PTC) zeigen wie die anaplastischen Schilddrisenkarzinome
positive Immunreaktionen fur Relaxin. Schilddrisenadenome (C) sind Relaxin-
negativ. Gewebe, welche mit nicht-lmmunserum behandelt wurde, zeigen keine

spezifische Immunreaktion (D).
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Es gelang aulRerdem der Protein-Nachweis des Relaxinrezeptors LGR7 mit einem
Kaninchen-Antiserum, dass freundlicherweise von Prof. Aaron Hsueh, Stanford
University, USA zur Verfligung gestellt wurde (Abb. 2).

Abbildung 2: Nachweis des immunoreaktiven LGR7 Relaxinrezeptors in humanen
papillaren (C), follikularen (E) und anaplastischen (G)
Schilddrisenkarzinomgeweben. Die normale Schilddrise produziert kein
immunhistochemisch detektierbares LGR7 (A). Nicht-Immunserum zeigt keine

spezifische Immunreaktion (Inserts: B, D, F, H).
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Zwischenrestiimee: Es gelang der Nachweis von INSL3 und einer neuartigen INSL3
Splicevariante in humanen Schilddrisenkarzinomzelllinien und —geweben. Humanes
immunoreaktives INSL3 und H2-Relaxin  zeigten ein  vergleichbares
Verteilungsmuster in  humanen Schilddrusenkarzinomgeweben. In normalem
humanem Schilddrisengewebe konnten weder INSL3 Isoformen, H2-Relaxin noch
Relaxinrezeptoren (LGR7) nachgewiesen werden. Hingegen produzieren
Thyreozyten hyper- und neoplastischer Schilddrisengewebe Relaxin-artige
Liganden. Auferdem exprimieren humane Schilddrisenkarzinomzellen LGR7 und
sind somit Zielzellen im Karzinom fur die auto-/ parakrine Wirkung des H2-Relaxins
und des INSL3. Das dargestellte Expressionsprofil fur INSL3 und H2-Relaxin in
humanen Schilddrisenkarzinomgeweben lie3 vermuten, dass beide Relaxin-artigen
Peptidhormone eine  mdgliche pathophysiologische Rolle in  humanen
Schilddrisenkarzinomen haben. Um sowohl Relaxin- als auch INSL3-induzierte
Effekte in der humanen Schilddrise in einem zellbiologischen Modell untersuchen zu
konnen, wurden sowohl Relaxin- als auch INSL3-Uberexprimierende Transfektanten
der follikularen Schilddrisen-Karzinomzelllinie FTC-133 hergestellt. Diese FTC-133
Schilddrusekarzinom-Zelllinie wurde aufgrund der Expression endogener LGR7 und
LGR8 Rezeptoren bei sehr schwacher endogener Expression der beiden Liganden

Relaxin und INSL3 ausgewahlt.
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Im Folgenden sind die Ergebnisse der Herstellung und derzeitigen Charakterisierung
der H2-Relaxin- und der INSL3-Transfektanten von FTC-133 dargestellt.

3.3 Herstellung und Charakterisierung stabiler Transfektanten der humanen
Schilddriisenkarzinomzelllinie FTC-133 mit Uberexpression von
humanem INSL3

Ein humanes InsI3-Konstrukt wurde hergestellt, bei dem der unmittelbar vor dem

ATG-Startcodon gelegene 5°-untranslatierte Bereich mit kloniert wurde, um Kosac-

Sequenzen mit zu bericksichtigen. Dieses Konstrukt wurde in den eukaryoten

Expressionsvektor pIRES-EGFP kloniert und unter Verwendung eines Lipid-

vermittelten Transfektions-kits (Metafectene) in FTC-133 stabil trasfektiert. Stabile

Transfektanten wurden mit Geneticin selektiert und stabil Uberexprimierende Klone

aufgrund ihrer grinen Fluoreszenz (EGFP) selektiert (Abb. 3).

H2-Relaxin ™ - Abbildung 3: Gewinnung stabiler INSL3- und H2-

Relaxin-Transfektanten der humanen Schilddrisen-
karzinomzelllinie FTC-133. Grun-leuchtende,

Geneticin-resistente FTC-133 Transfektanten

pIRES2-EGFP

kb wurden als Einzelzellen kloniert und auf RT-PCR-

wie auf Proteinebene (ELISA, Westernblot) auf die
Anwesenheit von H2-Relaxin und INSL3 (mRNA
und Hormonproduktion) untersucht. Als Beispiel der
grun-leuchtenden FTC-133 Transfektanten sind in
dieser Abb. FTC-133-H2-Relaxin-Transfektanten
gezeigt. Ein vergleichbares Ergebnis wurde fur die
FTC-133-INSL3-Transfektanten erreicht.

FTC133 EGFP-H2

RT-PCR-Analysen ergaben eine starke Expression der Insl3 mRNA in den stabilen
FTC-133 Transfektanten, die im weiteren im Westernblot sowie im INSL3-ELISA auf
die Produktion der Hormone untersucht wurden. INSL3-Klon 6 wurde fur den ELISA
ausgewabhlt, weil er wiederholt eine starke Prasenz von INSL3 Protein im Western
Blot zeigte (Abb. 4).
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Abbildung 4: Westernblot Analyse (A) mit einem polyklonalen INSL3-Antiserum
(Hombach-Klonisch et al., 2000; Klonisch et al., 2002) ergab eine Bande bei ca. 14,5
kD fir Pro-INSL3 im Proteinextrakt von FTC-133-INSL3 Klon 6 bis 9 (1-4), wahrend
FTC-133 plRES-EGFP-Leervektor-transfektanten (5) nur schwach INSL3
produzierten. Der nachfolgende INSL3-Relaxin ELISA (B; Phonix Pharmaceuticals)
zeigte eine Sekretion von INSL3 in Klon 6, nicht jedoch in FTC-133, die stabil mit
dem Leervektor pIRES-EGFP transfektiert wurden.

A. Westernblot B. Humaner INSL3 ELISA
- . s SL3 (pg/ml)

‘ ELISA hulNSL3 (pg/ml
‘“ """': 80

60
40
20

FTC 133 EGFP neg. FTC 133 INSL clone 6

RT-PCR Untersuchungen ergaben eine Detektion flr Transkripte des INSL3-

Rezeptors Lgr8 in der FTC-133-INSL3-Transfektanten Klon 6 und 7 (Abb. 5). Lgr8-

Transkripte waren nicht nachweisbar in FTC-133-pIRES-EGFP Leervektor-
Transfektanten oder FTC-133.

Abbildung 5: Nachweis von Transkripten fur

1 2 3 4 Lgr8 INSL3-Rezeptor in FTC-133-INSL3

Transfektanten Klon 7 (3) und Klon 6 (4). FTC-

225 bp 133 (1 und FTC-133-pIRES-EGFP

Leervektor-Transfektanten (2) zeigten keine

Lgr8-Transkripte. Es wurde ein Primerpaar
verwendet, welches ein 225 bp PCR-Produkt der zytoplasmatischen Domane des

LGR8 Genes amplifizierte.

Der Nachweis der ERK1/2 Phosphorylierung durch H2-Relaxin und INSL3 in FTC-
133 deutet auf funktionelle Rezeptoren fur Relaxin (LGR7) und INSL3 (LGRS) in
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diesen humanen Schilddriisenkarzinomzellen hin. Ahnliche Befunde konnten Bartsch
et al.,, 2002, mit THP-1 Leukamiezellen zeigen. Da es sich bei den LGRs um G-
Protein vermittelte Rezeptoren handelt, deuten diese Phosphorylierungsbefunde
sowie der verspatete Beginn dieser Phosphorylierung (nicht friher als ca. 5 min) auf
einen indirekten LGR-vermittelten Signalweg mit moglicher Beteiligung des EGF-
Rezeptors, welcher nach EGF-Gabe zu einer raschen und starken ERK1/2
Phosphorylierung fuhrt (Abb. 6).

Abbildung 6: Nachweis der Phosphorylierung von ERK1/2 in FTC-133 nach
Kurzzeitinkubation mit INSL3 und H2-Relaxin. Humanes EGF diente als

Positivkontrolle fur die Induktion der ERK-Phosphorylierung.

min 10 5 1 0 0 5 1 0 [ T
- _—
phospho-ERK1/2 “esSee . _l
Ny —~ — ~ g | - - gy
INSL3 H2rix huEGF
100 ng/ml 100 ng/ml 10 ng/ml

Die weitere funktionelle Charakterisierung der FTC-133 INSL3-Transfektanten wird
gemeinsam mit der fur die FTC-133 H2-Relaxin Transfektanten im Kapitel 3.4
erfolgen.

Erste semiquantitative RT-PCR Analysen mit der INSL3-Uberexprimierenden FTC-
133-Transfektante ergaben, dass Klon 6 Veranderungen im MMP- und TIMP-
Expressionsmuster zeigte (Abb. 7). Es konnte eine signifikante und reproduzierbare
Herunterregulation fir MMP-1 mRNA sowie eine Hochregulation der mRNA

Expression fur TIMP-3 und TIMP-4 nachgewiesen werden.

Abbildung 7: Semiquantitative RT-PCR Analysen fir die humanes INSL3-
Uberexprimierende FTC-133 Transfektante zum Nachweis transkriptioneller
Veranderungen von MMP- und TIMP-Genen. Von den hier untersuchten MMP-
Genen (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9) konnte eine deutliche Herunterregulation
fur das MMP-1 Gen (Amplikon: 445 bp) nachgewiesen werden. Von den 4

21



untersuchten TIMP-Genen waren in Klon 6 nur TIMP-3 (Amplikon: 565 bp) und
TIMP-4 (Amplikon: 430 bp) exprimiert und beide TIMP-Gene waren deutlich

hochreguliert.

Klon 6

Ein Mikroarray fur die INSL3 Uberexprimierende FTC-133 Transfektante (Klon 6)
wurde vor Kurzem durchgeflhrt (Abb.10). Der Vergleich der Daten aus diesem
Affymetrix-Array mit denen des H2-Relaxinklones 10 wird interessante neue
Einblicke in die differentielle Genregulation von Relaxin und INSL3 in
Schilddrusenkarzinomzellen liefern. Erste Analysen der differenziell exprimierten
Gene in INSL3 uUberexprimierenden FTC-133 Transfektanten decken deutliche

Unterschiede im Vergleich zu denen unter Relaxin veranderten Gene auf.

Zwischenresiimee: Fur beide Relaxin-artigen Peptide konnte in der
Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-133 eine Aktivierung des MAP-Kinase ERK1/2
Signaltransduktionsweges gezeigt werden. Die leichte zeitliche Verzégerung der
ERK-1/-2 Phosphorylierung im Vergleich zu der Aktivierung durch EGF konnte auf
einen indirekten  Mechanismus  hinweisen.  FTC-133-Transfektanten = mit
Uberexpression von humanem INSL3 (Klon 6) zeigen Veranderungen in der
Expression von Genen der MMP-/TIMP-Familie, welche auf bislang unbekannte

Funktionen von INSL3 in Schilddriisenkarzinomzellen hindeuten.

Um Veranderungen im Proteinexpressionsmuster der FTC-133 INSL3-
Transfektanten im Vergleich zu Leervektortransfektanten zu identifizieren, wurden
zweidimensionale Gelelektrophoresen durchgefuhrt. Far die 2D
gelelektrophoretischen Analysen wurden in der 1. Dimension 18 cm- und 24 cm-

lange |EF-Strips mit einem pH-Bereich pH3-10 eingesetzt, um ein breites
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Proteinspektrum mit guter Auflésung der Proteinspots erfassen zu konnen. Die
isoelektrisch fokussierten Proteine wurden in der 2. Dimension auf 12% SDS-PAGE
Gelen aufgetrennt. Erste 2D-SDS-PAGE Experimente mit dem INSL3
Uberexprimierenden Klon 6 haben eine generelle Herunterregulation der
Proteinproduktion in dieser INSL3-Uberexprimerenden FTC-133-Transfektante
gezeigt (Abb. 8).

Abbildung 8: Reprasentatives Beispiel der vergleichenden 2D SDS-PAGE Analysen
(250 pg Gesamtprotein/ Gel) von Klon 6 mit Uberexpression von humanem INSL3

und der EGFP-Kontroll-FTC-133-Transfektante. Rote Kreise markieren Proteinspots

in der EGFP-Kontrolle, welche im Klon 6 fehlen oder deutlich vermindert sind.

Diese INSL3-vermittelte inhibierende Wirkung auf bestimmte zelluldre Proteine
konnte ihre Ursache in transkriptionellen Veranderungen spezifischer inhibitorisch
wirkender Transkriptionsfaktoren haben. Ein solcher die Transkription inhibierender
Transkriptionsfaktor ist |1d-2H (Eiji Hara et al., 1994), fir den in Klon 6 eine
signifikante Hochregulation auf mMRNA-Ebene festgestellt wurde (Abb. 9). Id-2H ist
ein helix-loop-helix (HLH) Transkriptionsfaktor, der vor allem inhibitorisch reguliert.
Weitere experimentelle Arbeiten sollen u.a. klaren, ob Id-2H auch auf Proteinebene
hochreguliert ist und dieser moglicherweise kausal fur die veranderte

Proteinproduktion in Klon 6 verantwortlich ist.
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Abbildung 9: Ergebnis semiquantitativer RT-PCR
(A) und quantitativer PCR-Analysen (B) zeigten
eine signifikante und reproduzierbare
Hochregulation der mRNA fur den HLH-
Transkriptionsfaktor 1d-2H in  Klon 6 mit

350 bp — Id-2H

Uberexpression von humanem INSL3 (2). Diese

erhohte Transkription war fur die EGFP-Kontroll-Transfektante (1) nicht nachweisbar.

0

EGFP InsI3
Id-2H-Expression

Zwischenresiimee: Fur die INSL3-Uberexprimierende FTC-133 Transfektante (Klon
6) konnten differentiell exprimierte Proteinspots in der 2D-SDS-PAGE i.V.z. EGFP-
Kontroll-Transfektante nachgewiesen werden. Es fallt auf, dass unter dem Einfluss
von INSL3 zahlreiche Proteinspots deutlich vermindert sind oder fehlen im Vergleich
zur  Leervektor-Transfektante.  Massenspektrometrische  Analysen  werden
ausgewahlte fehlende bzw. verminderte Proteinspots durch Isolation aus dem 2D-
Gel der EGFP-Transfektante identifizieren. Ob die starke Induktion von Transkripten
des inhibitorischen  Transkriptionsfaktors ID-2H mit dieser veranderten
Proteinexpression kausal in Zusammenhang steht, ist derzeit noch ungeklart.
Vergleichende Microarray-Analysen der FTC-133 INSL3-Transfektante mit der
Leervektortransfektante zeigen zahlreiche vermindert und verstarkt exprimierte Gene
und im Vergleich zu der H2-Relaxin-Transfektante deutliche Unterschiede in den
regulierten Genen (Abb. 10).
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Abbildung 10: Microarray-Analysen der FTC-133-INSL3-Transfektante ergaben
zahlreiche deutlich regulierte Gene
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transkriptionelle Veranderungen

3.4 Herstellung und Charakterisierung stabiler Transfektanten der humanen
Schilddriisenkarzinomzelllinie FTC-133 mit Uberexpression von H2-
Relaxin

Parallel zu den InsI3-Klonierungen, wurde ein  H2-Relaxin-Konstrukt

(freundlicherweise von Prof. A. Summerlee, OVC Guelph, Canada, zur Verfugung

gestellt) in den eukaryoten Expressionsvektor pIRES-EGFP kloniert und stabil in

FTC-133 transfektiert (Abb.3). Die Selektion stabiler Transfektanten erfolgte wie in

3.3 beschrieben. RT-PCR-Analysen ergaben eine starke Expression der H2-Relaxin

MRNA in den stabilen FTC-133 Transfektanten, deren Produktion von H2-Relaxin im

Westernblot sowie im H2-Relaxin-ELISA untersucht wurde. H2-Relaxin-Klon 10

wurde exemplarisch unter anderen H2-Relaxin-Klonen ausgesucht fur die

Darstellung des Weternblots und des ELISAs (Abb. 7).
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Abbildung 11: Westernblot Analyse (A) mit dem polyklonalen R6 Relaxin-Antiserum
ergab eine Bande bei ca. 7 kD fur prozessiertes H2 Relaxin im Proteinextrakt von
FTC-133 Klon10. H2-Relaxin diente als Positivkontrolle (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. L. Parry, U. of Melbourne, Australien). Der nachfolgende
H2-Relaxin ELISA (B; Immunodiagnostics) zeigte eine Sekretion von H2-Relaxin in
Klon10, nicht jedoch in FTC-133, die stabil mit dem Leervektor pIRES-EGFP
transfektiert wurden.

A. Westernblot B. H2-Relaxin ELISA

ELISA H2-Relaxin (pa/ml)

-_ 150

H2 Relaxin H2-Relaxin 100
Positivkontrolle Kilon 10

50

FTC133-EGFP FTC133-EGFP-H2

Zwischenresiimme: Es konnten stabile Transfektanten mit Uberexpression von H2-
Relaxin und humanem INSL3 in der humanen Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-
133 hergestellt werden, flr die eine Sekretion der entsprechenden Peptide
nachgewiesen wurde.

In der FTC-133-H2-Relaxin Transfektante (Klon 10) konnten Transkripte fur Lgr7
Relaxinrezeptor mit RT-PCR detektiert werden (Abb. 12). Dies deutete auf eine
magliche auto-/parakrine Relaxinwirkung in dieser humanen
Schilddrusenkarzinomzell-Transfektante hin.

1 2 Abbildung 12: Nachweis von Transkripten fur Lgr7
Relaxinrezeptor in der FTC-133-H2-Relaxin
Transfektante (Klon 10). Es wurde ein Primerpaar
verwendet, welches ein 230 bp PCR-Produkt der
cytoplasmatischen Domane des Lgr7 amplifiziert.

230 bp Leichte Unterschiede im H2-Expressionslevel waren
nachweisbar  zwischen  proliferativen (1) und
konfluenten (2) FTC-133 H2-Relaxintransfektanten.

26



Abbildung 13: Die Bioaktivitat des

sezernierten Relaxins wurde mittels 3500
cAMP-Assays belegt. Dazu wurden = 3000
MCF-7 Brustkrebszellen eingesetzt, % 25001
2000 -

welche als Relaxin-responsive Zell- %

& 1500 -
. , . , _ =
linie beschrieben ist (Bigazzi et al., S 1000 -
1992; Bani et al., 1994; Binder et = € - J_k
al., 2002). MCF-7 Zellen wurden 0 |—-_L| ‘ ‘ |—_I_| ‘ I_-_LI |
mit dem Phosphodiesterase NK Forskolin ~ hurlx ~ U-EGFP  U-H2rix
Inhibitor IBMX vorbehandelt und fir

30 Minuten mit dem Uberstand der FTC-133 H2-Relaxin Transfektante inkubiert. Zur
Stimulation der Adenylatzyklase wurde als Positivkontrolle Forskolin eingesetzt. Der
Zellkulturtiberstand der FTC-133 H2-Relaxin Transfektante, nicht jedoch dieser der
Leervektortransfektante fuhrte zu einer cAMP-Erh6hung in MCF-7 (Abb. 13).

Weitere funktionelle Charakterisierung der stabilen FTC-133 Transfektanten fiir
H2-Relaxin und INSL3

Die FTC-133 Transfektanten wurden in BrdU-Proliferationsassays (Roche) und
metabolischen MTT-und ATP-Assays (beide Promega) untersucht (Abb. 9-11). Fur
die Darstellung hier habe ich mich auf eine INSL3-Transfektante (Klon 6) und eine
H2-Relaxin Transfektante (Klon 10) beschrankt. Die im Folgenden genannten
Ergebnisse sind jedoch auch in mindestens einem anderen Klon fir jedes der
Peptide bestatigt worden. Es zeigte sich, dass FTC-133 INSL3 Klon 6 im Vergleich
zu H2-Relaxin Klon 10 und der EGFP-Leervektor-Kontrolle eine leichte, aber
signifikante Verminderung der Proliferation zeigte (Abb. 9). H2-Relaxin Klon 10

zeigte keine Veranderung der Proliferation zur EGFP-Leervektor-Kontrolle (Abb. 9).
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Abbildung 14: Ergebnisse der BrdU-Proliferationsassays fur drei unterschiedliche
Zelldichten (jeweils n=4) zeigten eine verminderte Proliferation fur FTC133-INSL3
Klon6.

MTT-Assay 5000 Zellen
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1,500 1
1,000
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OFTC 133 EGFP neg. BFTC 133 EGFP INSL3 cl.6 OFTC 133 EGFP H2rlx 10

Abbildung 15: MTT-Vitalitatsassays fur die drei stabilen FTC-133 Transfektanten
konnten keinen signifikanten Einfluss von H2-Realxin oder humanem INSL3 auf die

Zellvitalitat feststellen.

BrdU-Assay

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

oD

2500 Z 5000 Z 10000 Z

OFTC 133 EGFP neg. EFTC 133 EGFP INSL3 cl.6 OFTC 133 EGFP H2rlx 10

Abbildung 16: Der Einfluss von H2-Relaxin und INSL3 auf den Energiestoffwechsel
der Transfektanten wurde durch Lumineszenz-Messungen des intrazellularen ATP-
Gehaltes der FTC-133 Transfektanten bestimmt. Es zeigte sich, da® der H2-Relaxin

uberexprimierende Klon 10 (A) einen signifikant erhdhten ATP-Gehalt im Vergleich
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zur EGFP-Leervektor-Kontrolle aufwies. Dies deutete auf eine Beeinflussung des
mitochondrialen Stoffwechsels durch H2-Relaxin hin. Ein uneinheitliches Bild
ergaben die Ergebnisse zur ATP-Messung beim INSL3-Uberexprimierenden Klon 6
(B), bei dem ein signifikant verminderter ATP-Gehalt nur bei einer ausgesaten

Zellzahl von 5000 Zellen/ Platte wiederholt nachweisbar war (n=4).

A. H2-Relaxin Uberexprimierende Transfektante Klon 10

ATP-Assay
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B. Humanes INSL3 Uberexprimierende Transfektante Klon 6

ATP-Assay
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2 4000000 -
'E 2000000 | _-
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EFTC 133 EGFP neg. WFTC 133 EGFP INSL3 cl.6

Aus den Microarray-Analysen deutet die Regulation zahlreicher nuklearer Gene,
welche flr mitochondriale Proteine kodieren, auf eine Beeinflussung des
mitochondrialen Stoffwechsels unter Relaxin hin. Unter diesen Genen befinden sich
die NAD+ spezifische Isocyanate-Dehydrogenase, die Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase, eine Ferredoxin-Reduktase, Kreatin Kinasen, Karrier-Proteine der

inneren mitochondrialen Membran und die Monoaminoxidase B (MAOB).
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FUr das hier eingesetzte H2-Relaxin-Konstrukt konnte gezeigt werden, dass H2-
Relaxin-Uberexprimierende Mammakarzinomzellen des Hundes ein erhohtes
Migrationsverhalten zeigten (Silvertown et al., 2003). Um das Migrationsverhalten
des H2-Uberexprimierenden FTC-133 Klon 10 zu untersuchen, wurden
Migrationsassays durchgefliihrt, bei denen der H2-Relaxin Klon10 im Vergleich zur
EGFP-Leervektorkontrolle auf einem Filter mit 8 um Poren (Costar) kultiviert wurde.
Diese Filtereinsatze wurden in 24 well-Platten eingehangt und am Boden des 24wells
wurden Zellen der FTC-133-EGFP-Leervektorkontrolle kultiviert. Es wurde der
Prozentsatz der nach 24 h durch die Poren auf die Unterseite des Filters migrierten
Zellen bestimmt. In dieser (bislang einzig getesteten) Konstellation konnte eine
signifikant erhohte Migration fur den FTC-133 H2-Relaxinklon 10 detektiert werden
(Abb. 17). In ersten Migrationsaassays wurde die parakrine Fahigkeit von H2-
Relaxin, Uberstand von Klon 10, humanem INSL3 und Uberstand von Klon 6
getestet, Einfluss auf die Migration von FTC-133 Zellen zu nehmen. Hierbei zeigte
sich, dass das von den stabilen FTC-133-Transfektanten sezernierte H2-Relaxin und
INSL3 biologisch aktiv waren und wie die rekombinanten Peptidhormone zu einer

signifikant gesteigerten Migration von FTC-133 fuhrten.

Abbildung 17: Migrationsassays (n=4) fur den H2-Relaxin Uberexprimierenden Klon
10 im Vergleich zu FTC-133 Leervektorkontrollen, welche als Kontrolle (EGFP)
diente. Bei jeder eingesetzten Zellzahl zeigte Klon 10 eine signifikant erhdhte

Migration.
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Migrationsstudien fir eine H2-Relaxin-Uberexprimierende Transfektante der
Schilddrisenkarzinom-Zelllinie FTC-238 haben ebenfalls eine Steigerung der
zellularen Migration gezeigt.

Ein weiteres Ziel bei der Charakterisierung der stabilen FTC-133 Transfektanten war
es, den moglichen Einfluss der Relaxin-artigen Peptidhormone auf Prozesse der
Apoptose in den humanen Schilddrisenkarzinomzellen aufzudecken. Hierzu kamen
in den bislang durchgefuhrten Untersuchungen der Tunnel-Test sowie der Caspase-
Glow Assay fur den Nachweis aktivierter Caspase-3 und -7 zum Einsatz. Es ist
jedoch beabsichtigt, die gewonnenen Apoptose-Daten durch eine FACS-Analyse fur
Annexin-V zu vertiefen. Unter normalen Kulturbedingungen, zeigten sowohl der
Tunnel-Test als auch der Nachweis aktivierter Caspasen-3/7 keine Veranderungen
fur H2-Relaxin Klon 10, INSL3 Klon 6 oder die EGFP-Kontrolltransfektanten. Die
Uberexpression beider Relaxin-artigen Peptidhormone beeinflusste somit nicht das
Apoptoseverhalten dieser Zelltransfektanten, auch nicht im Vergleich zu FTC-133
(nicht gezeigt). Wurden die Transfektanten jedoch fir 6 h mit dem Proteinsynthese-
Inhibitor und Apoptose-Induktor Cycloheximid (175 yM) inkubiert, zeigten sowohl der
H2-Relaxin Klon 10 sowie der INSL3 Klon 6 eine signifikant erhdohte Resistenz
gegenutber Cycloheximid-induzierter Apoptose im Vergleich zu den EGFP-
Transfektanten (Abb. 18). Dies konnte bedeuten, dass die in den humanen
Schilddrusenkarzinomzellen produzierten Relaxin-artigen Peptidhormone durch
verminderte Apoptose-Neigung forderlich auf die Schilddrisenkarzinogenese wirken

konnten.

Abbildung 18:

Cycloheximid-vermittelte Induktion der Apoptose (n=3). Nach 6h Inkubation mit dem
Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid (175 uM) zeigten FTC-133 EGFP
Kontrollzellen eine Induktion der Apoptose mit erhdhter Aktivitat von Caspase 3 und
7. Hingegen zeigten unter den gleichen Bedingungen weniger als 50% der Zellen
des INSL3 Klon 6 und 20% der Zellen von H2-Relaxin Klon 10 eine Aktivierung der
Caspasen. Dies deutet auf eine starke anti-apoptotische Wirkung fir Relaxin und
INSL3 in den FTC-133 Transfektanten hin.
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Semiquantitative RT-PCR Analysen fur den H2-Relaxin Klon 10 und die EGFP-
Kontrolle ergaben bislang keine Hinweise auf eine unterschiedliche transkriptionelle
Regulation der folgenden Apoptose-assoziierten Gene: Bcl-2, Bel-X(L), Bcl-W, Bag,
Bad, Bim, Bis, Btf, Tegt, Survivin.

Zwischenresiimee: Es konnte gezeigt werden, das der H2-Relaxin Klon 10 und der
INSL3 Klon 6 eine signifikant erhohte Migration aufweisen. Beide Relaxin-artigen
Peptide wirken anti-apoptotisch auf FTC-133 Zellen. Diese Daten lassen vermuten,
dass Relaxin und moglicherweise auch INSL3 wichtige bislang unbekannte
endokrine Modulatoren wahrend der Karzinogenese der humanen Schilddrise

darstellen.

Mikroarray-Analysen von stabilen FTC-133 Transfektanten fiir H2-Relaxin und
INSL3

Als Erste waren stabile FTC-133 Transfektanten mit Uberexpression von H2-Relaxin
verfugbar. Diese wurden vergleichend zu den FTC-133 EGFP-Leervektor-
Transfektanten im Mikroarray (Affymetrix U-133) analysiert. Zahlreiche Gene waren

in ihrer Expression signifikant verandert (Abb. 19).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Ergebnisse des Mikroarrays fir Klon
10 mit Uberexpression von H2-Relaxin i.V.z. FTC133-EGFP-Leervektor-kontrolle.
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Mitglieder der Matrix-Metallo-proteinasen (MMP), deren Inhibitoren (TIMP), ADAM

und Cathepsine analysiert (Tab. 1).

Tabelle 1. Auflistung der Anzahl untersuchter Gene der MMP, TIMP, ADAM und

Cathepsin-Familien mit mindestens 2-fach erniedrigter oder erhdhter Expression in

Klon 10.

MMP

TIMP

ADAM

Cathepsine

Gene

24

34

15

33

erniedrigte
Expression

0

erhohte
Expression

1

TIMP3
TIMP4



Hierbei zeigte TIMP-3 mit einer ca. 20-fach erhdhten Genexpression besonders
starke Veranderungen. Die im Mikroarray nachgewiesene Erhohung der TIMP-3
MRNA Level konnte wiederholt in cDNA Praparationen konfluent gewachsener FTC-
133 H2-Relaxin-Transfektanten (Klon 10) bestatigt werden (Abb. 16A). Westernblot
Analysen zeigten ebenfalls eine erhéhte Produktion von TIMP-3. Es konnten in den
FTC-133 Transfektanten drei immunoreaktive TIMP-3 Isoformen detektiert werden,
von denen in Klon 10 die 35 kD Isoform Uberexprimiert war (B). Die im Mikroarray fur
Klon 10 nachgewiesene erhohte TIMP-4 mRNA Expression konnte bislang mit

Westernblot-Analysen nicht bestatigt werden.

Abbildung 20: Vergleichende Darstellung der RT-PCR Daten mit erhohter
Expression von TIMP-3 mRNA in Klon 10 i.V.z. FTC-133-EGFP (A). Western Blot
Analysen  zellularer Proteinextrakte zeigten eine erhdhte Menge von
immunoreaktivem TIMP-3 Protein, Isoform 35 kD, in Klon 10. Die humane
Brustkrebszelllinie MCF-7 diente als Positivkontrolle, exprimiert aber nur die 50 kD
Form von TIMP3.

B
- I W — — 50kD
e ++ ———> . 350

= =
MCF-7 H2-Relaxin FTC-133

FTC-133 H2-Relaxin Klon 10 EGFP
EGFP Klon 10

Die Analyse der Mikroarray-Daten fiir solche Gene, deren Produkte Einfluss nehmen
konnen auf Prozesse der Zelladhasion, Zellmigration und Modulation der ECM,
zeigte eine grolRe Anzahl von Genen unterschiedlicher Molekulfamilien auf, deren
Expression durch H2-Relaxin in FTC-133 verandert wurde (Abb. 21).
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Abbildung 21: Auflistung von Genen aus dem Mikroarray mit méglichem Einfluss auf
die Zelladhasion, Zellmigration und Modifikation der ECM, deren Expression in der
H2-Relaxin-Uberexprimierenden FTC-133-Transfektante Klon 10 verandert waren.

Hierbei zeigten sich flr Collagen Col3Al (-274-fach) die starkste transkriptionelle

Veranderung.
Gene erniedrigte erhohte Expression
Expression

ICAM 35 3 5
Cadherine 49 7 2
Integrine 29 2 0
Connexine 10 0 1
Tactine 12 2 2
Invasions- 14 2 0
assoziierte Proteine

Junctional Proteine 8 0 2
Collagene 38 2 1

Zwischenresiimee: Fir die FTC-133-Transfektanten mit Uberexpression von H2-
Relaxin (Klon 10) konnten Veranderungen in der Expression von Genen der MMP-
ITIMP-Familie nachgewiesen werden, welche auf z.T. unterschiedliche bislang
unbekannte Funktionen von Relaxin in Schilddrisenkarzinomzellen hindeuten. Die
Uberexpression der 35 kD-Isoform von TIMP-3 deutet auf komplexe und nicht nur auf
die Inhibition von MMP beschrankte Prozesse hin, da TIMP-3 z.B. auch ein
kompetitiver Inhibitor der Bindung von VEGF an seinen KDR-Rezeptor (Qi et al.,
2003) ist und somit indirekt Einfluss auf Prozesse der Angiogenese und Apoptose

(Ahonen et al., 2003) nehmen kann.
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2D-SDS-PAGE Analysen der stabilen FTC-133 Transfektanten fiir H2-Relaxin

Zusatzlich zu den Mikroarray-Analysen zum Nachweis differentieller Genexpression
wurden 2D gelelektrophoretische Analysen durchgefuhrt, um differentiell produzierte
Proteine in den H2-Relaxin-Uberexprimierenden  FTC-133-Transfektanten
nachzuweisen. Wie fur die INSL3-Transfektanten beschrieben wurden in der 1.
Dimension 18 cm- und 24 cm-lange |EF-Strips mit einem pH-Bereich pH3-10
eingesetzt und die isoelektrisch fokussierten Proteine in der 2. Dimension auf 12%
SDS-PAGE Gelen aufgetrennt. Initiale massenspektrometrische Untersuchungen im
MALDI-ToF konnten einen differentiell exprimierten Proteinspot als das Aktin-
bindende Protein Aktin-Depolymerizing Factor (ADF)/ Cofilin identifizieren. ADF/
Cofilin erhoht sowohl die Assoziations- wie auch die Dissoziationsrate der
Aktinmonomere und beschleunigt den Umbau der Aktinfilamente. Dies deutet auf
eine bislang nicht bekannte Funktion des H2-Relaxin auf den dynamischen Umbau

des Aktinzytoskelettes hin.

Abbildung 22: Vergleichende 2D SDS-PAGE Analysen fur Klon 10 und die EGFP-
Kontrolle identifizierten in massenspektrometrischen Analysen einen differentiellen
Proteinspot als ADF/ Cofilin. Dies ist der erste Hinweis auf eine Rolle des H2-
Relaxins bei den dynamischen Prozessen des Aktinflament-Umbaues. Diese Daten
konnten dazu beitragen, molekulare Mechanismen aufzudecken, welche das

verstarkte Migrationsverhalten der H2-Relaxin-Transfektante erklaren kénnten.
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Die MALDI-ToF-Analyse des in dem H2-Relaxin Klon 10 hochregulierten Proteinspot

ergab humanes ADF/ Cofilin mit einer

Wahrscheinlichkeit von 98%.

Die

Wirkungsweise des ADF/ Cofilin ist im folgenden schematisch dargestellt (Abb. 19).

Abbildung 23:
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3.5 Schilddriisenphanotyp der H2-Relaxin und INSL3 Doppel-knock-out-Maus
Um die Rolle der beiden Peptidhormone Relaxin und INSL3 fur die Entwicklung und
Differenzierung der Schilddrise untersuchen zu kdnnen, haben wir die Schilddrusen
von Relaxin- und INSL3 KO-Mause histologisch untersucht. In Zusammenarbeit mit
Professor Wolfgang Engel, Institut fir Humangenetik der Universitat Goéttingen, und
mit Dr. Laura Parry, Department of Zoology, University of Melbourne, Austalien,
wurden auRerdem H2-Relaxin/INSL3 Doppel-knock-out Mause generiert. In der F1-
Generation der Relaxin/INSL3 Doppel-KO-Mause zeigen erste histologische
Untersuchungen  deutliche  Veranderungen in der  Morphologie  der
Schilddrusenepithelien.  Schilddrisen der Doppel-KO-Mause zeigen eine
geschlechtsunabhangige Abflachung und Rarefizierung der Thyreozyten. Der
Epithelverband wirkt unregelmallig in der Epithelhdhe mit tendenziell flacherem
Epithel und unregelmaliiger Anordnung der Zellkerne. Diese morphologischen
Veranderungen koénnten auf eine mangelnde Differenzierung der Thyreozyten
hinweisen. Da diese morphologischen Epithelveranderungen auch bei homozygoten
INSL3-KO-Mausen, nicht jedoch bei homozygoten Relaxin-KO-Mausen, nachweisbar
sind, muss man einen spezifischen Einfluss des INSL3 auf die Thyreozyten vermuten
(Abb. 24).

Abbildung 24:
Histologische
Untersuchung von 3
pMm Schnitten muriner
Schilddrisenewebe;
HE-Farbung.

(A) Normale Maus,
(B) homozygote
Relaxin-KO-Maus,
(C) homozygote
Relaxin/INSL3
Doppel-KO-Maus,
(D) Homozygote
INSL3-KO-Maus.
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Diese Daten zu morphologischen Veranderungen der Schilddrise bei INSL3-KO-

Mausen sind hier erstmals beschrieben und deuten auf eine Rolle des INSL3 fiir die

zellulare Differenzierung der Thyreozyten hin.

3.6 Zusammenfassende Darstellung der bisherigen Ergebnisse

Die experimentellen Daten belegen eine neue funktionelle Rolle Relaxin-artiger

Peptidhormone in humanen Schilddrisenkarzinomen:

Humanes INSL3 und Relaxin, mRNA und Protein, werden differenziell in
humanen Schilddrisengeweben exprimiert. INSL3 wird in
Schilddrisenkarzinomgeweben von hyper- und neoplastischen Thyreozyten
exprimiert, Relaxin wird ausschlieBlich in neoplastischen Epithelien der
humanen Schilddrise exprimiert.  Thyreozyten der normalen humanen
Schilddrise zeigen weder eine Expression fur INSL3 noch fur Relaxin.

Der humane Relaxinrezeptor LGR7 wird ausschlieBlich in Schilddrisen-
karzinomgeweben exprimiert. Somit ist die neoplastische humane Schilddriise
ein Zielorgan fur Relaxin. In Schilddrisenkarzinomzellen wirkt Relaxin in
einem auto-/parakrinen Regelkreis, der selbstverstarkende Effekte in
neoplastischen humanen Thyreozyten erzeugen konnte. Es existiert noch kein
gut charakterisiertes LGR8-Antiserum, so dass derzeit Aussagen zum LGRS8-
Rezeptorstatus in der humanen Schilddrise fehlen. Transkripte fur LGR8 sind
in normalen und neoplastischen Schilddrisengeweben nachweisbar.

Stabile Transfektanten der humanen Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-133
wurden hergestellt, die H2-Relaxin (Klon 10) und INSL3 (Klon 6)
uberexprimieren und sekretieren. Diese sekretierten Relaxin-artigen Hormone
sind bioaktiv.

C-AMP-Assays belegen die Expression funktionaler Rezeptoren fur INSL3
und Relaxin in FTC-133.

Uberexpression von Relaxin flhrt nicht zu Veranderungen in der Proliferation
oder der Zellvitalitat (MTT-Assay). Fur den H2-Relaxin Klon 10 wurde eine
erhdhte ATP-Produktion festgestellt. INSL3 dagegen setzt die zellulare
Proliferation leicht herab.

Klon 10 (H2-Realxin) und Klon 6 (humanes INSL3) zeigten unbehandelt keine

Veranderung in der Zellvitalitat. Jedoch waren diese Klone im Vergleich zur
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EGFP-Leervektor-Kontrolle nach Induktion der Apoptose deutlich Apoptose-
resistenter. Relaxin und INSL3 wirken somit in diesen FTC-133 Klonen anti-
apoptotisch.

H2-Relaxin und INSL3 sind migrationsfordernde Hormone fur FTC-133. Diese
Wirkung zeigt sich auch parakrin uber den Kulturiberstand der Relaxin- oder
INSL3 sezernierenden Klone auf FTC-133 Zellen.

Uberexpression von H2-Relaxin induziert zahlreiche Veranderungen im
Genexpressiosnmuster im Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Zu den Genen, die
in ihrer Expression im Klon 10 verandert waren, zahlten u.a. Gene, deren
Produkte die Zelladhasion, Zellmigration und Zusammensetzung der ECM
betreffen. Besonders hervorzuheben ist die starke Induktion von TIMP3 auf
RNA- und Proteinebene.

Veranderungen im Proteinmuster konnten in 2D-Gelanalysen fur die Klone 10
(H2-Realxin) und 6 (humanes INSL3) detektiert werden. Mit MALDOI-ToF
konnte im Klon 10 ein differentiell exprimierter Proteinspot als das Aktin-
bindende ADF/Cofilin identifiziert werden. Klon 6 zeigte eine signifikante
Herunterregulation in der Proteinsynthese.

Der inhibitorische Transkriptionsfaktor Id-2H aus der Familie der Helix-loop-
Helix (HLH) Proteine wird in der FTC-133-INSL3-Transfektante transkriptionell
signifikant induziert.

Erste Untersuchungen der Schilddrisengewebe von Relaxin/INSL3 Doppel-
KO-Mausen zeigen morphologische Veranderungen des Epithels, welche auf
eine mangelnde Differenzierung der Thyreozyten in Relaxin/INSL3 defizienten
Mausen hinweisen konnten. Dieser Phanotyp tritt auch bei homozygoten
INSL3-KO-Mausen auf und ist daher als ein INSL3-Phanotyp zu betrachten.
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4. Diskussion und Ausblick

Fir die Untersuchungen zur Rolle der Peptidhormone Relaxin und INSL3 in Tumoren
der humanen Schilddrise wurden neuartige Zellkulturmodelle generiert und
charakterisiert. Hierbei kamen Relaxin- und [INSL3-Uberexprimierende stabile
Transfektanten der humanen Schilddrisenkarzinom-Zelllinie FTC-133 sowie
entsprechende EGFP-Leervektorkontrollen zum Einsatz. Mit diesen humanen
Zellmodellen wurde es moglich, auto- und parakrine Wirkungen jeweils eines der
beiden Peptidhormone auf Schilddrisenkarzinomzellen zu untersuchen. Die mit
diesen zellularen Modellen bisher durchgefuhrten Untersuchungen zeigten
Gemeinsamkeiten, aber auch deutliche Unterschiede in der biologischen Wirkung
der beiden Peptide Relaxin und INSL3 in der follikularen Schilddrisenkarzinom-
Zelllinie FTC-133. Vor dem Hintergrund, dass INSL3 ausschlieldlich an den G-
Protein-gekoppelten membranstandigen Rezeptor LGRS8, nicht jedoch an den
Relaxinrezeptor LGR7 bindet, kdnnen die spezifischen zellularen Effekte der INSL3-
Uberexprimierenden FTC-133-Transfektanten auf LGR8-vermittelte Signalwege
zuruckgefuhrt werden.

Die Relaxin-Uberexprimierenden FTC-133-Transfektanten zeigten deutliche
Veranderungen der Aktivitat solcher Gene auf, die fur die Modulation der
extrazellularen Matrix (ECM) bedeutend sind. Veranderungen der ECM kdnnen eine
vermehrte Migration/ Invasivitat von Tumorzellen bedingen. Unter den in ihrer
Expression veranderten Genen sind auller Cadherinen, Connexinen, Taktinen,
ICAMs (Intracellular Adhesion Molecules), ADAMs (A Disintergrin  And
Metalloproteinase) vor allem die Relaxin-induzierte Herabregulation von Kollagen
Col3Al und die Induktion von TIMP3 auf Transkript- und Proteinebene
hervorzuheben. Die erhebliche transkriptionelle Herabregulation des Kollagen Col3Al
durch Relaxin in FTC-133 weist auf die anti-fibrotische Wirkung des Relaxins hin.
Eine potentiell klinisch bedeutsame Fibrose-protektive Modulation der ECM durch
lokale Relaxinwirkung wurde in verschiedenen Organsystemen beschrieben.
Relaxin-knockout Mause zeigen Altersveranderungen in der Lunge, Prostata und im
Herzen, welche mit vermehrter Kollagenproduktion einhergehen (Zhao et al., 2003;
Samuel et al., 2003). Der Einfluss des Relaxins auf ECM-modulierende Molekile ist
komplex und ist abhangig vom untersuchten Zellsystem und der Spezies.

Systemisch appliziertes Relaxin flhrt in prapubertaren Schweinen zu einer
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Aktivtatssteigerung der vor allem Kollagen Typ IV abbauenden Gelatinasen MMP-2
und MMP-9. In isolierten uterinen und zervikalen Fibroblasten jedoch ist diese
Gelatinase-Aktivitdt aufgrund einer ebenfalls Relaxin-induzierten Induktion der
Gelatinase-Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 vermindert (Lenhart et al., 2002). Die
Relaxin-vermittelte Induktion von Proformen der Kollagenasen MMP-1 und MMP-3 in
humanen primaren Fibroblasten der Zervix uteri (Palewala et al., 2001), die
vermehrte Sekretion von 92 kD- und 63 kD-Kollagenasen in kultivierten
Granulosazellen der Ratte (Hwang et al., 1996) und die vermehrte Produktion der
MMP-1-Kollagenase in Nierenfibroblasten der Ratte (Masterson et al., 2004)
resultieren in einer Reduktion des Kollagengehaltes in diesen Organen. In
neoplastischen Zellen, wie den humanen Brustkrebszelllinien MCF-7 und SK-BR3,
fordert Relaxin die Invasivitdt dieser Brustkrebszellen in einem Matrigel-
Invasionsassay durch Induktion der Genaktivitat fur MMP-2, -9, -13 und —14 und
Steigerung der Sekretion von MMP-2, -7 und —9 Proteinen (Binder et al., 2002). Auch
in der CF33.Mt Brustkrebszelllinie des Hundes induziert Relaxin einen invasiven
Phanotyp (Silvertown et al., 2003). Primare Maus-Fibroblasten der Niere reagieren
auf Relaxin mit einem vermehrten Ubiquitin-abhangigen Abbau von Fibronektin,
einem groRen extrazellularen Adhasionsmolekil, dessen Akkumulation mit der
Pathogenese von fibrosierenden Erkrankungen verbunden ist. Eine Relaxin-
vermittelte Induktion von MMP-1 wurde auch in humanen Lungenfibroblasten
beschrieben, ein Effekt, welcher zusammen mit der Inhibition TGF-beta-induzierter
Kollagen | und Il Uberexpression und Vermehrung von Fibronektin zur Verhinderung
Bleomycin-induzierter Lungenfibrose beitragt (Unemori et al., 1996) und fur die
progrediente Lungenfibrose in Relaxin knockout Mausen verantwortlich sein konnte.

Im Gegensatz zu den Befunden mit humanen Brustkrebszellen lasst sich in Relaxin-
Uberexprimierenden Transfektanten der humanen Schilddrisenkarzinomzelllinie
FTC-133 keine signifikante Induktion von MMPs nachweisen. Dies konnte auf einen
konzentrationsabhangigen Effekt hinweisen, da die Mengen sezernierten Relaxins
nach Messungen im Relaxin-ELISA 30-50 pM betragen und damit unter den in oben
genannten Studien eingesetzten Relaxinmengen liegen. Daten von Qin et al., 1997
belegen, dass Konzentrationen des H2-Relaxins von 250 pg/ml (= 25 pM) keine
MMP-3 Sekretion in humanen Amnion-Explantaten induzieren. Relaxinmengen von
25 ng/ml (= 2,5 nM) fihren jedoch im gleichen Organsystem zur vermehrten

Sekretion von MMP-3, nicht aber zur Erhéhung von TIMP1 (Qin et al., 1997). Eine
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dosisabhangige Wirkung fur Relaxin wurde auch bei humanen Brustkrebszellen
MCF-7 beschrieben (Bigazzi et al., 1992). In den H2-Relaxin FTC-133-
Transfektanten wird die Expression der 35 kD Isoform des TIMP3 auf RNA- und
Proteinebene induziert. TIMP1-4 binden und inhibieren MMPs. TIMP-1, TIMP-2 und
TIMP-4 werden in I6slicher Form sekretiert, wahrend TIMP-3 mit der ECM assoziiert
ist (Pavloff et al., 1992; Leco et al., 1994; Fariss et al., 1997; Yu et al., 2000) und pro-
apoptotisch wirkt (Baker et al., 1999). Neben seiner Rolle als Inhibitor der MMPs
spielt TIMP3 auch als Inhibitor von zellularer Migration und Angiogenese eine Rolle.
TIMP3 inhibiert spezifisch und konzentrationsabhangig die VEGF-induzierte
Migration KDR-positiver Endothelzellen und blockiert die Bindung von VEGF an den
VEGF-Rezeptor KDR (Qi et al., 2003). Ob dieser Mechanismus auch in der
Schilddruse bedeutend ist bedarf weiterer Untersuchungen. Die Microarray-Analysen
dieser Relaxin-Transfektante haben gezeigt, dass Relaxin in FTC-133 nicht zu einer
Induktion von VEGF flhrt, wie es fur Stromazellen und glandulare Epithelzellen des
humanen Endometriums und fur die humane myelo-monozytare Leukamiezelllinie
THP1 beschrieben wurde (Unemori et al., 1999, 2000; Palejwala et al., 2002). In
Ratten bewirkte die peritoneale Injektion von Relaxin keine vermehrte mesenteriale
Angioneogenese (Norrby et al., 1996). Hohe zirkulierende Relaxin-Serumwerte allein
fuhren demnach per se nicht zur Gefallneubildung. Dies ist ein weiterer Beleg fur die
spezies-, zelltyp- und zelldifferenzierungs-abhangige Wirkung des Relaxins.

In humanen Melanomzellen resultiert die Expression von TIMP3 in einer
Sensibilisierung gegenuber TNF-alpha -, anti-FAS-Antikérper und TRAIL-induzierter
Apoptose (Ahonen et al., 2003). Dies erfolgt Uber eine Stabilisierung der drei ,death”
Rezeptoren TNF-R1, FAS und TRAIL-RI (TNF-related apoptosis inducing ligand
receptor-1) und die Aktivierung ihrer apoptotischen Signalkaskade Uber Caspase-8.
Trotz vermehrten TIMP-3 Proteins in FTC-133-H2-Relaxin-Transfektanten konnte
keine Zunahme der Apoptose nachgewiesen werden. H2-Relaxin-Transfektanten
reagierten im Vergleich zu Leervektor Transfektanten gegentber dem Apoptose-
auslésenden Agenz Cycloheximid mit einer signifikant reduzierten Sensibilitat, was
auf eine anti-apoptotische Wirkung von Relaxin in dieser humanen
Schilddrisenkarzinomzelllinie hinweist. Eine anti-apoptotische Wirkung von Relaxin
wurde bereits in der Cervix uteri und der Vagina trachtiger Ratten beschrieben (Zhao
et al., 2001) und tragt moglicherweise zur Zellvermehrung und dem Wachstum dieser

Organe wahrend der zweiten Halfte der Trachtigkeit bei. Mannliche homozygote
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Relaxin knockout Mause weisen eine vermehrte Expression von pro-apoptotischen
Caspase-9 und BAX in Prostata und Testis auf. Diese Zunahme der Apoptosemarker
in Relaxin knockout Mausen im Vergleich zu normalen Mausen fallt vor allem bei
alteren Tieren ins Gewicht (>6 Monate). Die anti-apoptotische Relaxinwirkung in H2-
Relaxin FTC-133-Transfektanten kdnnte auf einen potentielle Rolle des Relaxins
wahrend der Karzinogenese in der humanen Schilddrise hinweisen.
Schilddrusenkarzinome unterschiedlicher Differenzierung zeigen eine starke
Produktion eines potentiell funktionstichtigen Relaxin-LGR7 Ligand-Rezeptor
Systems.

H2-Relaxin-Transfektanten wiesen im Vergleich zu FTC-133-
Leervektortransfektanten eine signifikant erhohte zellulare Migration auf. Diese
erhohte Zellmotilitdt bezieht sich nicht nur auf die H2-Relaxin Uberexprimierenden
FTC-133 Transfektanten selber, sondern ist auch nach parakriner Wirkung des
sezernierten H2-Relaxins auf FTC-133 Mutterzellen oder Leervektor-Transfektanten
nachzuweisen. Dieser parakrine Effekt unterstreicht die biologische Aktivitat des
sezernierten H2-Relaxins und zeigt, dass Relaxin die Motilitdt und Beweglichkeit
dieser Schilddrisenkarzinomzellen férdert. Eine enzymatische ECM-modulierende
Aktivitat ist fur diese Migration nicht notwendig, da die im Assay verwendeten Filter
nicht beschichtet waren. Die massenspektrometrische Analyse eines der unter
Relaxin induzierten und mit 2D-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinspots
identifizierte das Protein Actin-Depolymerizing Factor (ADF)/ Cofilin. Die vermehrte
Produktion des ADF/ Cofilin in den H2-Relaxin-Uberexprimierenden FTC-133
Transfektanten konnte eine molekulare Erklarung fur die Motilitatssteigerung unter
Relaxin darstellen. ADF/ Cofilin gehort zu einer Reihe zellularer Proteine, welche am
Aktinfilament-Umbau beteiligt sind (dos Remedios et al., 2003). Die Aktivitat von
ADF/ Cofilin wird Uber eine reversible Phosphorylierung durch LIM-Kinasen und
,slingshot“-Phosphatasen reguliert (Gungabissoon et al.,, 2003). Das Aktin-
Zytoskelett ist wesentlich an der Zellform, der Motilitdt, der Polaritat und der
Phagozytose beteiligt (Suetsugu et al., 2003) und ADF/Cofilin vermittelt den
schnellen Aktin-Umbau (Gungabissoon et al., 2003; Bamburg et al, 2003). Die H2-
Relaxin-induzierte erhohte zellulare Motilitat konnte somit Uber eine vermehrte
Verfugbarkeit des Aktin-bindenden Proteins ADF/ Cofilin bedingt sein und auch

reguliert werden.
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Metabolische Assays mit den H2-Relaxin Transfektanten und der Leervektor-
Transfektante von FTC-133 haben gezeigt, dass sezerniertes Relaxin nicht
zytotoxisch wirkt. Das Zytotoxizitatsassay beruht auf dem NADPH-abhangigen
Umbau von farblosen Tatrazoliumsalzen in intensiv gefarbte Formazanderivate und
ist an die Aktivitat intakter Mitochondrien gebunden. BrdU-DNA-Einbaustudien haben
gezeigt, dass das von FTC-133 H2-Relaxin Transfektanten sezernierte Relaxin nicht
proliferationsfordernd wirkt. Die im Relaxin-ELISA quantifizierten Mengen
sezernierten Relaxins liegen mit 30-50 pM Relaxin noch unterhalb der
Konzentrationen von 1 nM extern zugefihrtem Relaxin, welche in humanen MCF-7
Brustkrebszellen proliferationsfordernd wirken (Bigazzi et al., 1992; Bani et al, 1994).
Hierbei muss beachtet werden, dass die auf die Zellen tatsachlich einwirkenden
Konzentrationen von Relaxin fur in-vitro Studien aufgrund der hohen Absorption des
Relaxins an das Plastik der Kulturgefal3e nur schwierig zu bestimmen sind. Bei einer
Absorption des Relaxins an Plastik/ Glass von mehr als 50% (Qin et al., 1997) ist zu
erwarten, dass mit zunehmender Inkubatonsdauer immer weniger Relaxin im
Medium vorhanden ist. Deutlich hdhere lokale Konzentrationen von bioaktivem H2-
Relaxin sind bei den stabilen Relaxin-Transfektanten zu vermuten, welche die im
Uberstand gemessenen Relaxinkonzentrationen erheblich Ubersteigen sollten und
hierdurch auto- und parakrine Effekte in diesem Zellsystem auslosen konnen. Die
biologische Wirksamkeit des sezernierten Relaxins wurde im cAMP-Assay deutlich,
bei dem sezerniertes H2-Relaxin im etablierten Zellmodell der humanen
Brustkrebszellline MCF-7 eine Erhéhung des intrazellularen Botenstoffes cAMP
induzierte (Bigazzi et al., 1991, 1992). Eine Relaxin-induzierte cAMP-Erh6hung war
auch fur die humane myelomonozytare Vorlauferzelllinie THP-1 und fur humane
endometriale Stromazellen beschrieben worden (Bartsch et al., 2001). Der Zellkultur-
Uberstand der FTC-133 H2-Relaxin Transfektante I6ste innerhalb von 20 Minuten
einen signifikanten Anstieg der intrazellularen cAMP Menge in MCF-7 Zellen aus,
wahrend der Uberstand von FTC-133 Leervektortransfektanten keinen cAMP-Anstieg
induzierte. Die Mengen sezernierten Relaxins sind demnach ausreichend, um durch
Bindung an den G-alphas-gekoppelten Relaxin-Rezeptor LGR7 eine biologische
Wirkung in FTC-133 zu entfalten.

Der Nachweis signifikant erhohter zellularer ATP-Spiegel in den H2-Relaxin
Transfektanten gegenuber den Leervektor-Transfektanten lassen auf eine vermehrte

ATP-Produktion und Zunahme der mitochondrialen Aktivitat in den H2-Relaxin FTC-
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133-Transfektanten schlieRen. Microarray-Analysen der H2-Uberexprimierenden
FTC-133-Transfektanten zeigen eine Zunahme der Genaktivitat zahlreicher nuklearer
Gene, welche fur mitochondriale Proteine kodieren sowie eine vermehrte Aktivitat
von Genen fur die Kodierung lysosomaler ATPasen und fur Mitglieder des ATP-
binging-cassette Komplexes. Weitere Untersuchungen zu dieser Fragestellung sind
geplant.

In der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 stimuliert Relaxin den L-Arginin-NO Weg
und wirkt Uber einen erhohte Aktivitat der INOS und daraus resultierende Zunahme
von NO anti-proliferativ in Konzentrationen von 10 M bis 10°M. Die Relaxin
induzierte NO-Induktion fuhrt im Nacktmaus-Modell ber eine Hemmung der DNA-
Synthese, der mitochondrialen Atmung und der Aktivitat von Cytochrom P450
Enzymen zur Reduktion des Tumorwachstums von humanen MCF-7
Brustkrebszellen (Bani et al., 1995, 1998, 1999; Bogdan, 2001). Es wird erneut
deutlich, dass die zellularen Effekte des Relaxins konzentrations- und zellspezifisch
sind, denn Relaxin scheint die mitochondriale Atmung in FTC-133
Schilddrisenkarzinomzellen im Gegensatz zu MCF-7 Zellen positiv zu beeinflussen.
Relaxin- und INSL3-Uberexprimierende FTC-133 Transfektanten zeigten neben
gleichartigen Veranderungen auch Unterschiede. Bei den INSL3-lberexprimierenden
FTC-133-Transfektanten war die zellulare Proliferation leicht vermindert. Es lag kein
zytotoxischer Einfluss durch INSL3 vor. Initiale Experimente zeigen, dass wie beim
H2-Relaxin das INSL3 eine Zunahme der zellularen Migration von FTC-133 bewirkt.
Wie die Relaxin-Transfektanten zeigen die INSL3-Transfektanten von FTC-133 im
Caspase-Assay eine anti-apoptotische Wirkung. Uber die Wirkung von INSL3 in
Tumoren ist bisher nichts bekannt. Die Induktion von INSL3 in Karzinomen der
humanen Mamma (Hombach-Klonisch et al., 2000) und Schilddrise (Hombach-
Klonisch et al., 2003) weisen auf eine auto- und parakrine Funktion des INSL3 in
diesen Tumoren hin. Die migrationsférdernde und anti-apoptotische Wirkung des
INSL3 in FTC-133-Transfektanten beschreibt erstmals zellulare Effekte dieses
Peptidhormones, die flr die Karzinogenese bedeutend sind. Relaxin und INSL3
scheinen diese Effekte zumindest teilweise Uber andere Wege zu erzeugen.
Microarray-Analysen der INSL3-uUberexprimierenden FTC-133 Transfektante zeigten
ein deutlich anderes Expressionsprofil als die H2-Relaxin-FTC-133-Transfektanten.
Die Anzahl von regulieten ECM-modulierenden Genen ist unter dem Einfluss von

INSL3 geringer, aber beinhaltet, wie bei den H2-Transfektanten, eine
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transkriptionelle Hochregulation von TIMP3. Demgegenuber deutet die Induktion der
Genaktivitat fur die membranstandige Matrix-Metalloproteinase MMP-14 und flr
Kollagene (alpha-Untereinheiten von Typ-l Prokollagen, Typ-XI- und Typ-VI-
Kollagen) und des Kollagen Typ-l Rezeptors (CD36 Antigen) auf eine zum Relaxin
unterschiedliche zellulare Wirkung des INSL3 hin. Mit der Induktion von Kollagenen-
Untereinheiten wird eine zum Relaxin geradezu kontrare Wirkung des INSL3 auf die
extrazellulare Matrix deutlich. Die 2D-gelelektrophoretische Auftrennung zellularer
Proteine ergab wiederholt eine deutliche Reduktion zahlreicher Proteinspots
gegenuber der FTC-133 H2-Relaxin- und Leervektor-Transfektanten. Gleichzeitig
findet sich in den INSL3 Transfektanten eine signifikante Zunahme der Genaktivitat
fur den inhibitorischen Transkriptionsfaktor 1d-2H. 1d-2H gehoért in die Gruppe der
Helix-loop-helix (HLH) Proteine, hat jedoch keine basic-Doméane und kann keine
DNA-Bindung vermitteln. Durch Heterodimerisierung mit anderen basic Helix-loop-
helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren, kann Id-2H jedoch die Bindung von bHLH an die
DNA unterbinden und bewirkt hierdurch eine negative transkriptionelle Regulation.
Ob dieser Mechanismus zumindest teilweise an der Reduktion einiger zellularer
Proteine beteiligt ist, wird derzeit intensiv untersucht. Die weitere Auswertung
unterschiedlich regulierter Gene aus den Microarray-Analysen wird zudem wichtige
Hinweise auf die von beiden Peptiden induzierten LGR7 und LGR8 Signalwege
liefern. Massenspektrometrische Analysen der in den INSL3-Transfektanten
vermindert exprimierten Proteinspots werden wertvolle Hinweise auf eine funktionelle
Bedeutung des INSL3 flir die Tumorgenese der humanen Schilddrise ermdglichen.

Um die physiologische Rolle des INSL3 in der Entwicklung und Funktion der
Schilddrise erfassen zu kdnnen, wurden in Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen
IM Adham/ W Engel, Goéttingen, und L Parry, Mebourne, Australien, die
Schilddrisengewebe von INSL3-KO-, Relaxin-KO und neuartigen INSL3-/ Relaxin-
Doppel-KO-Mausen untersucht. Die histologische Beurteilung ergab einen bislang
nicht beschriebenen Schilddrisen-Phanotyp in INSL3-KO-Mausen und den INSL3-/
Relaxin-Doppel-KO-Mausen, bei dem die follikularen Thyreozyten deutliche
Unterschiede der Epithelhdhe inerhalb eines Follikels aufwiesen. Das interstitielle
Bindegewebe erschien vermehrt. Dieser Phanotyp ist histologisch eindeutig als ein
INSL3-Phanotyp zu identifizieren, da homozygote Relaxin-KO-Mause wie normale
Mause mit gleichem genetischen Hintergrund keine Veranderungen der Schilddrise

aufweisen. Die unregelmalige Epithelhbhe der Thyreozyten innerhalb der Follikel in
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homozygoten INSL3-KO-Mausen deutet auf eine veranderte Differenzierung oder
mangelnde  funktionelle  Synchronisation  der  Thyreozyten hin.  Erste
immunhistochemische Untersuchungen bestatigen, dass die Produktion und
Speicherung des kolloidalen Thyreoglobulins in den Schilddrisen der INSL3-KO-
Mause unverandert ist. Weitere Untersuchungen sollen klaren, ob INSL3-KO-Mause
Veranderungen ihrer Serumhormonspiegel fur T3, T4 und TSH-Spiegel zeigen und
wie der TSH-Rezeptor-Status in diesen transgenen Mausen ist.

Die Untersuchung des INSL3-Schilddrisenphanotyps sowie die weiteren Arbeiten
mit den Relaxin- und INSL3-Uberexprimierenden FTC-133 Schilddrisenkarzinom-
Zelllinien werden in Zukunft wertvolle Hinweise zur Rolle dieser Relaxin-artigen
Peptide fur die Funktion der Schilddrise und fur die Bedeutung bei

Schilddrisenkarzinomen liefern.
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6.4

(1)

(4)

Thesen

Ziel dieser Arbeit war es, zellulare Modellsysteme zu etablieren, mit denen die
Rolle der beiden Relaxin-artigen Peptidhormone Relaxin und INSL3 in

humanen Schilddrisenkarzinom-Zelllinien untersucht werden kann.

Relaxin und das strukturell verwandte INSL3 gehoren zur Gruppe der Relaxin-

artigen Peptide innerhalb der Familie der Insulin-artigen Wachstumsfaktoren.

Humanes INSL3, mRNA und Protein, wird differentiell in humanem
Schilddrisengewebe von hyper- und neoplastischen Thyreozyten exprimiert.
Thyreozyten der normalen humanen Schilddrise zeigen weder eine

Expression fur INSL3 noch fur Relaxin.

Humanes H2-Relaxin wird ausschlieBlich in neoplastischen Epithelien von

Schilddrisentumoren exprimiert.

Im Gegensatz zu Insulin und IGF-l und IGF-Il binden die Relaxin-artigen
Peptide nicht an membranstandige Thyrosinkinasen sondern an die 7-
transmembrandsen G-Protein-vermittelten Rezeptoren LGR7 und LGRS. lhre
Bindung resultiert in einer Aktivierung der Adenylatzyklase mit resultierender
cAMP-Erhohung.

Der humane Relaxinrezeptor LGR7 wird in normalen und neoplastischen
Schilddrisengeweben exprimiert und ist im Karzinomgewebe deutlich
verstarkt. Somit ist die normale und neoplastische humane Schilddrise ein
Zielorgan fur Relaxin. In Schilddrusenkarzinomzellen wirkt Relaxin in einem
auto-/parakrinen Regelkreis, der selbstverstarkende Effekte in neopastischen
humanen Thyreozyten erzeugen konnte. Es existiert noch kein gut
charakterisiertes LGR8-Antiserum, so dass derzeit Aussagen zum LGRS-

Rezeptorstatus in der humanen Schilddruse fehlen.
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9)

(12)

(13)

Stabile Transfektanten der humanen Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-133
wurden hergestellt, die H2-Relaxin oder humanes INSL3 Uberexprimieren und

sekretieren. Diese sekretierten Relaxin-artigen Hormone sind bioaktiv.

Uberexpression von Relaxin und INSL3 fiihren nicht zu Veranderungen in der
Proliferation oder Zellvitalitat (MTT-Assay). Fur die H2-Relaxin Transfektante
wurde eine erhohte ATP-Produktion festgestellt.

H2-Relaxin und INSL3 Uberexprimierende FTC-133 Transfektanten zeigen
unbehandelt keine Veranderung in der Zellvitalitat. Nach Induktion der
Apoptose jedoch sind diese Klone im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle
deutlich Apoptose-resistenter. Relaxin und INSL3 wirken somit in diesen FTC-

133 Klonen anti-apoptotisch.

H2-Relaxin und INSL3 sind migrationsfordernde Hormone fur FTC-133.

Uberexpression von H2-Relaxin induziert zahlreiche Verdnderungen im
Genexpressionsmuster im Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Zu den Genen, die
in ihrer Expression im Klon 10 verandert waren, zahlten u.a. Gene, deren
Produkte die Zelladhasion, Zellmigration und Zusammensetzung der ECM

betreffen.

2D-Gelanalysen zeigten Veranderungen im Proteinmuster fur die H2-Realxin-
uberexprimierenden FTC-133 Klone. Mit MALDI-ToF
massenspektrometrischen Analysen konnte im Klon 10 ein differenziell
exprimierter Proteinspot als das Aktin-bindende ADF/Cofilin identifiziert

werden.

Der INSL3-Uberexprimierende FTC-133 Klon 6 zeigte eine signifikante
Herunterregulation einiger zellularer Proteine. Transkriptionell wurde in diesen
INSL3-Uberexprimierenden  Transfektanten der inhibitorisch  wirkende

Transkriptionsfaktor 1d-2H hochreguliert.
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(14)

(19)

Diese Daten weisen auf eine neue funktionelle Rolle Relaxin-artiger

Peptidhormone in humanen Schilddrisenkarzinomen hin.

Erste Untersuchungen der Schilddrisengewebe von INSL3-KO-Mausen,
Relaxin-KO-Mausen und Relaxin/INSL3  Doppel-KO-Mausen zeigen
morphologische Veranderungen des Epithels in homozygoten INSL3-KO-
Mausen auf, unabhangig vom Relaxin-Genotyp. Diese Unregelmaligkeit der
Epithelhéhe innerhalb der selben Follikel kéonnte auf eine mangelnde
Differenzierung oder Synchronisation der Thyreozyten in INSL3 defizienten

Mausen hinweisen.
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