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1 Einleitung

Tumorerkrankungen sind die zweith&ufigste Todesursache in Deutschland und den USA.
Jeder dritte Europder entwickelt im Laufe seines Lebens einen malignen Tumor (Rat der
Européischen Union, 2008). In Deutschland erkrankten im Jahre 2004 436.500 Menschen neu
an Krebs, davon 230.500 Manner und 206.000 Frauen. Die h&ufigsten Tumorlokalisationen
sind bei Mannern Prostata, Darm und Lunge bei Frauen Brustdrise, Darm und Lunge (Batzler
et al., 2008). Die Zellen eines malignen Tumors zeichnen sich unter anderem durch eine hohe
Teilungsrate aus. Dadurch weisen Tumorzellen einen erhéhten Sauerstoff- und
Néahrstoffbedarf auf (Liotta et al., 2000). Eine Zunahme des Tumorgewebes und die
Metastasierung von Tumorzellen sind nur durch Zugang zum Blutgefal3system des Korpers
mdoglich. Dazu werden aus bereits bestehenden GefaRen neue GefaRe durch Sprossung
gebildet. Dieser Vorgang wird als Tumor-Angiogenese bezeichnet (Folkman, 1971). Ein
wichtiger Schritt der Angiogenese ist die Spaltung von Kollagen 1V, welches ein
Hauptbestandteil der vaskuldren Basalmembran ist, durch spezielle Enzyme unter anderem
der Matrix-Metalloprotease 2. Dabei werden bisher verborgene, kryptische Bindungsstellen
fir Endothelzellen freigelegt (Xu et al., 2001).

1.1 Die Tumor-Angiogenese

Die Angiogenese ist der Prozess der Geféalineubildung ausgehend von bereits existierenden
BlutgefdRen. Im Unterschied dazu wird die Bildung von Blutgefdlen aus endothelialen
Vorléuferzellen, den Angioblasten, wahrend der Embryonalentwicklung als Vaskulogenese
bezeichnet (Risau, 1997). Die Angiogenese spielt sowohl bei physiologischen Vorgangen als

auch bei Erkrankungen eine Rolle.

Kennzeichnend fur Tumorzellen ist die maligne Transformation, die die autonome Zellteilung
ermoglicht, welche nicht den Regulationsmechanismen des Korpers unterworfen ist. Diese
autonome Zellteilung fihrt zu einem unkontrollierten Zellwachstum. Zur tumorigenen
Transformation von Zellen kann es durch die zell-autonome Anhdufung von Mutationen der

zellularen DNA kommen. Durch Ausschalten der endogenen Zellzyklus-Kontrolle, der DNA-
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Schaden Kontrollpunkte (checkpoints) und durch externe Wachstumsinhibitionssignale
kommt es zu einer fortlaufenden Proliferation der Zellen.

Durch Verringerung der Aktivitit von Tumor-Suppressorgenen und der Apoptose
regulierenden Gene findet kein programmierter Zelltod statt (Ruegg et al., 2007).

Zellen benoétigen zum Wachstum Sauerstoff und Nahrstoffe, welche durch BlutgefalRe bzw.
durch Diffusion aus diesen Gefalien zu ihnen gelangen kdnnen. Tumorzellen haben auf Grund
ihres unkontrollierten Zellwachstums einen erhohten Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf. Bis zu
einer GréRe von etwa 0,125 mm? kann sich das Tumorgewebe jedoch durch Diffusion mit den
notwendigen Nahrstoffen versorgen (Liotta et al.,, 2000). Auf Grund der fehlenden
Blutversorgung kommt es innerhalb der Tumormasse sowohl zum Zellwachstum als auch zur
Zellnekrose oder Apoptose. Dadurch nimmt die Tumormasse insgesamt nicht zu und der
Tumor verbleibt in einer Art Ruhezustand, welche auch als ,,tumor dormancy” bezeichnet
wird. Dieses Tumore werden als avaskuldr bezeichnet, welche klinisch meist erst bei
Autopsien festgestellt werden (Wicki et al., 2008).

Damit die Tumorzellen (berleben, das umliegende Gewebe invadieren und metastasieren
kdnnen, bendtigen sie den Kontakt zum Blutgefal3system. Dieser Zugang zum GeféaRsystem
wird durch eine Neubildung von BlutgefélRen ermdglicht, der Tumor-Angiogenese (Folkman,
1971). Damit es dazu kommt, erfolgt in den Tumorzellen ein ,,angiogenic switch”, welcher
die Balance zwischen pro- und anti-angiogener Faktoren zu Gunsten pro-angiogener Faktoren
verschiebt. Der angiogenic switch kann durch metabolischem Stress, wie die Hypoxie,
mechanischem Stress, entziindliche Prozesse oder weitere Genmutationen der Tumorzellen
verusacht werden (Carmeliet et al., 2000; Rundhaug, 2005). Die Tumorzellen kommen durch
fehlenden Sauerstoff und fehlenden Nahrstoffen in metabolischen Stress. Es kommt zur
Hypoxie der Zellen. Dabei akkumuliert der ,,Hypoxia-inducible factor-1a* (HIF-1a) und
gelangt in den Zellkern, wo er die Transkription von Genen, unter anderem von
Wachstumsfaktoren wie VEGF oder FGF, induziert. Durch diese Wachstumsfaktoren kann
auch die Apoptose der Zellen verhindert werden (Abb. 1) (Acker et al., 2008). AulRerdem
konnte eine Beteiligung von MMP 2 und 9 an dem ,,Angiogenic switch“, dem Entstehen eines
angiogenen Phénotyps, nachgewiesen werden (Fang et al., 2000).

Die Tumor-Angiogenese erfolgt nun unter anderem durch Sprossung neuer GefalRe aus bereits
vorhandenen BlutgefaRen (Carmeliet et al., 2000; Ribatti et al., 2007).

Ein wichtiger Initiator der Angiogenese durch Sprossung sind die in das Tumor-Stroma
eingewanderten Immunzellen. Sie sezernieren unter anderem die Wachstumsfaktoren VEGF

und HGF und die Matrix-Metalloproteasen 2 und 9 (Lorusso et al., 2008). Weiterhin werden
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Wachstumsfaktoren sowohl durch Tumorzellen als auch durch Zellen des Tumor-Stromas
ausgeschdttet.

Diese Wachstumsfaktoren, insbesondere VEGF, gelangen durch Diffusion zu den
Endothelzellen benachbarter Blutgeféalie und aktivieren diese. Die Bindung des VEGF an den
VEGF-Rezeptor 2 fihrt zur Aktivierung der Rezeptor-Tyrosin-Kinase und zur
Phosphorylierung des an den zytoplasmatischen Anteil des VE-Cadherins gebundenen f-
Katenins. Das phosphorylierte f-Katenin wandert in den Zellkern. Dadurch verliert das VE-
Cadherin seine Funktion der Zell-Zell Bindung. Es kommt so zur Permeabilisierung der
Endothelzellbarriere (Cavallaro, 2008; Ferrara, 2008).

Die von den Tumorzellen und den Zellen des Tumorstromas sezernierten Wachstumsfaktoren
bilden von dem Tumor zu dem umliegenden Gewebe einen Gradienten aus. Diesem
Gradienten konnen die Endothelzellen chemotaktisch folgen. Zunéchst erfolgt jedoch die
Aktivierung bzw. Ausschittung von Proteasen, welche die Basalmembran und die
extrazellulare Matrix lysieren. Eine Familie der dort beteiligten Proteasen sind die Matrix-
Metalloproteasen. Zur Lyse der Basalmembran werden insbesondere die MMPs 2 und 9
benotigt (Milkiewicz et al., 2006). Die Matrix-Metalloprotease 9 ist verantwortlich fir die
Aktivierung der in der Basalmembran gebundenen Wachstumsfaktoren. So wird an Heparin
gebundenes VEGF freigesetzt und gelangt in die Zirkulation. Dies flhrt unter anderem zur
Rekrutierung von endothelialen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark (Seandel et al., 2008).
Durch sezernierte Matrix-Metalloproteasen kénnen aus Bestandteilen der Basalmembran wie
dem Kollagen IV antiangiogene Fragmente, z.B. Tumstatin oder Arrestin, freigesetzt werden.
Diese Proteasen werden nicht nur von den Tumorzellen, sondern auch von den umgebenden
nicht transformierten Zellen, dem Tumor-Stroma, ausgeschiittet (Wicki et al., 2008).
Weiterhin enthalten Fragmente des Fibronektins RGD-Motive, welche durch die Bindung an
avB3-Integrine die Migration induzieren konnen (Werb et al., 1989). Neben diesen
Fragmenten werden aber auch bisher verborgene Bereiche des Kollagens 1V freigelegt. Diese
Bereiche enthalten ebenfalls Migrationssignale fur Endothelzellen (Davis et al., 2000; Xu et
al., 2001; Hangai et al., 2002; Roth et al., 2006).

Neben diesen Fragmenten entstehen auch antiangiogen wirkende Fragmente, jedoch
uberwiegen hier die proangiogenen Signale. Nach der Proteolyse der Basalmembran erfolgt
die Spaltung von Bestandteilen der extrazelluldaren Matrix, wie dem Kollagen I, z.B. durch die
Matrix-Metalloproteasen 3 und 8. In die sich bildende Liicke in der Basalmembran wandern
Endothelzellen chemotaktisch dem Wachstumsfaktorgradienten folgend ein. Zur Migration

benoétigen die Zellen Bindungsstellen in der Matrix, welche unter anderem durch bisher
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verborgene Bereiche des Kollagen IV zur Verfligung gestellt werden, die erst durch
Prozessierung durch MMPs aktiviert werden (Roth et al., 2006).

Durch die Bindung und Aktivierung von Integrinen der Endothelzellen an die Matrix,
insbesondere den Integrinen a,Bs, a,Bs und a,B;, wird die Zellmigration und das Uberleben
der Endothelzellen ermdglicht (Brooks et al., 1996; Ruoslahti, 2002). Die Endothelzellen
wandern in den Tumor ein und bilden ein Gefallumen. Perizyten kdnnen nun zur Stabilitat
des GefélRes beitragen, sind jedoch nicht essentiell fur die Angiogenese. Das Endothel der
Tumorblutgefdlle muss nicht ausschliel3lich aus Endothelzellen gebildet sein, es kann auch
vollstandig aus Tumorzellen oder einem Mosaik aus Endothel- und Tumorzellen bestehen.
Diese Mosaikbildung, welche auch als vaskuldare Mimikry der Tumorzellen bezeichnet wird,
fiihrt zu einer fortbestenenden Permeabilisierung der GefaRke, was wiederum ein Uberfiihren
der Endothelzellen in einen Ruhezustand verhindert. Diese Endothel-Fenster bieten den
Tumorzellen auch eine Gelegenheit, Uber den Blutweg zu metastasieren. Die vaskulére
Permeabilitat ist jedoch in einzelnen Tumoren unterschiedlich und kann auch innerhalb eines
Tumors variieren. Das Fehlen von negativen Regulatoren der Angiogenese hat auch
Auswirkungen auf die TumorgeféBRarchitektur. Diese Gefélle haben keinen konstanten
Durchmesser, enthalten eine Vielzahl von Verzweigungen und konnen gewunden sein.
Dadurch entsteht ein ungeordneter Blutfluss, welcher zu einer inhomogenen Versorgung des
gesamten Tumors mit Sauerstoff und Né&hrstoffen fiihrt. So entstehen wiederum hypoxische
Areale, die eine weitere Angiogenese induzieren konnen. Zudem kann Hypoxie zu einer
klonalen VVermehrung von Zellen fuhren, die die Apoptoseregulation verloren haben. Eine
weitere Eigenschaft von Tumoren ist das Fehlen eines funktionellen Lymphsystems. Neu
geformte Lymphgefdle, die den Abfluss von Gewebeflissigkeit im Interzellularraum
ermoglichen, werden vermutlich von den wachsenden Tumorzellen komprimiert. Im
Gegensatz dazu kommt es durch die Sekretion von VEGF-C im umgebenden Gewebe des
Tumors zu einer VergroBerung von Lymphgefalen. Diese vergroRerten LymphgeféaRe
nehmen die interstitielle Flussigkeit und Tumorzellen auf und transportieren sie zum néchsten
Lymphknoten. Auf diese Weise ist eine Lymphknotenmetastasierung erklarbar (Carmeliet et
al., 2000; Ruoslahti, 2002; Ribatti et al., 2007).
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Die Tumor-Angiogenese

Die Tumor-Angiogenese erfolgt in mehreren Schritten.

1 Durch Fehlen der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung werden die Tumorzellen hypoxisch. Durch
Akkumulation von HIF-1a und Fusion mit ARNT im Zellkern wird die Transkription von Genen von
Angiogenesefaktoren, wie VEGF, bFGF und PDGF, gesteigert. Dadurch kommt es zum ,,angiogenic Switch*.
2 Die sezernierten Wachstumsfaktoren bewirken eine Proliferation von vaskuldren Endothelzellen.

3 Durch die Interaktionen der Tumor-, Stroma- und Endothelzellen werden Matrix-Metalloproteasen sekretiert
und aktiviert, welche die extrazelluldren Matrix proteolytisch abbaut.

4 Die Matrix-Degradation ermdglicht die Migration und Adhésion von vaskularen Endothelzellen in Richtung
der Tumorzellen.

5 Es kommt in der Folge zur Vaskulrisierung des Tumors. Dies ermdglicht ein weiteres Tumorwachstum.

6 Bedingt durch das unkontrollierte Tumorwachstum gibt es innerhalb des Tumors neue hypoxische Bereiche.

7 Die Tumorzellen haben nun Kontakt zum Blutgefasystem und kénnen hamatogen metstasieren.

(modifiziert nach Sigma-Aldrich).
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1.2 Die Basalmembran

Die Basalmembran ist eine 50 bis 100 nm dicke Schicht eines Komplexes extrazellulérer
Matrixproteine und grenzt Zellen vom umgebendem Bindegewebe ab. Sie umgibt
Muskelzellen, Epithelzellen oder Schwann-Zellen, welche das Myelin der Axone bilden. Im
Glomerulus der Niere bildet sie eine Permeabilitatsbarriere zwischen Blut und Urin. Im
Blutgefalsystem liegt die Basalmembran unterhalb der Endothelzellschicht und grenzt die
Endothelzellen von darunterliegenden Muskelzellen ab (Abb. 2) (Leblond et al., 1989;
Alberts et al., 2004).

Muskel Epithel
Basalmembran O 0egewebe Lumen oder Nieren Glomerulus
‘.1 y7 A externe Oberflache
Ml iy AR Blut Enmﬁ@zmle
TN [ e aoce o
B LUDUOIRIEIO G ey 4
=5 & . 3 — R ! Ml ol M bl A T o3 —, » = -,I- '..'.

L

Ly A ; {0 Udn Y\
Flasmamembran der Muskelzella Bmdegéweb-e Basalmembran Epi[ﬁmzeue Basalmembran

Abbildung 2

verschiedene Arten der Basalmembran Organisation

Die Basalmembran (gelb) umgibt Zellen wie etwa Muskelzellen, grenzt Epithelien von dem darunterliegenden
Bindegewebe oder zwei Zelltypen voneinander ab, wie im Glomerulus der Niere. Zu beachten ist jedoch, dass im
Glomerulus sowohl die Endothelzellen als auch die Epithelzellen Liicken bilden. Hier wirkt die Basalmembran
als semipermeable Barriere, welche den Ubertritt von Molekiilen aus dem Blut in den Urin steuern kann.
(modifiziert nach Alberts et al., 2004)

Die Basalmembran setzt sich aus Kollagen 1V, den Glykoproteinen Laminin und Nidogen,
welches auch als Entactin bezeichnet wird, und dem Heparansulfat-Proteoglykan Perlecan
zusammen. Bei einigen vielschichtigen Epithelien wird die Basalmembran durch Fibrillen des
Kollagens VII verankert. Auler in der Niere hat das Kollagen IV die Zusammensetzung
[al(IV)]2 [a2(IV)]1 (Olsen et al., 1999; Alberts et al., 2004; LeBleu et al., 2007). In der
Basalmembran sind eine Vielzahl weiterer Komponenten wie Agrin, Fibulin, Osteonectin,
Kollagen XV und Kollagen XVIII in geringeren Mengen enthalten. Dadurch ergibt sich eine
Gewebespezifitat und Heterogenitat der Basalmembranen in verschiedenen Organen (LeBleu
et al., 2007).
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Das Kollagen IV bildet durch Multimerisierung und laterale Assoziation der Kollagen-
Monomere eine planare, netzartige Struktur mit einer Seitenldange von 170 nm aus
(Yurchenco et al., 1984). Dieses Kollagen-Netz wird durch Bindung an die Integrine a1p1
und a1B2 der sezernierenden Zelle verankert (Kuhn, 1995; Olsen et al., 1999).

Laminine sind Heterotrimere, die aus je einer a-, - und y-Kette bestehen. Diese Ketten sind
durch Disulfidbricken zu einer asymmetrischen, kreuzéhnlichen Struktur verbunden.
Laminine bilden durch einen Prozess der Selbst-Aggregation ebenfalls eine netzférmige
Struktur in der Basalmembran aus. Auch Laminine sind an Integrine und andere Rezeptoren
der Zelloberflache gebunden.

Die Kollagen 1V- und Laminin-Netzwerke werden durch Perlecan und Nidogen miteinander
verbunden (Abb. 3) (Alberts et al., 2004; LeBleu et al., 2007).
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Kollagen IV
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Abbildung 3

Die Basalmembran

Kollagen IV

3

Die Basalmembran wird durch Kollagen 1V und Laminin Netzwerke gebildet, welche auch die
Hauptbestandteile der Basalmembran darstellen. Beide Netzwerke werden durch Nidogen und Perlecan
miteinander verbunden. Sowohl die Laminine als auch das Kollagen IV sind (ber ihre Bindung an Integrine mit
der Plasmamembran der Zellen verbunden.

(modifiziert nach Alberts et al., 2004).
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1.2.1 Funktion

Die Basalmembran dient den Endothelzellen der BlutgefaRe als Untergrund. Die Proteine der
vaskuléren Basalmembran sind dort mit ruhenden, wachstumsinhibierten Endothelzellen
assoziiert. Diese Wachstumsinhibition wird unter anderem durch das in der Basalmembran
enthaltene Thrombospondin 1 vermittelt (Rodriguez-Manzaneque et al., 2001; Davis et al.,
2005).

Weiterhin sind die Laminine und Heparansulfat-Proteoglykane der Basalmembran in der
Lage, Wachstumsfaktoren und Zytokine, wie VEGF oder FGF, zu binden. Dadurch wird
erreicht, dass diese Faktoren ihr angiogenes Potenzial nicht entfalten kénnen und nur wahrend
der Angiogenese freigesetzt werden (Sottile, 2004; Davis et al., 2005; Hallmann et al., 2005).
Die  Proteine der Basalmembran enthalten  multiple  Bindungsstellen  fir
Zelladhésionsmolekiile. Durch die Bindung dieser Zelloberflachenrezeptoren an
Basalmembranproteine werden intrazelluldre Signalwege initiiert, welche das Verhalten der
Zelle beeinflussen. So konnen beispieslweise die zelluldre Differenzierung und die
Zellmigration gefordert oder inhibiert werden (LeBleu et al., 2007).

Weiterhin befinden sich am N-Terminus des [al(IV)].02(IV) Kollagen-Molekiils
Bindungsstellen fiir die Integrine a;f3; und a,P1, welche eine antiangiogene Wirkung haben.
Das im Kollagen IV Molekil vorkommende Arg-Gly-Asp (RGD) Aminosauremotiv, welches
mit den Integrinen ayf3; und oy bPs interagiert, ist auf Grund der helikalen Struktur erst nach
proteolytischer Spaltung zugéanglich (Kuhn, 1995; Giancotti et al., 1999). Daneben gibt es in
der dreidimensionalen Struktur des Kollagens weitere verborgene Bindungsstellen, die erst
durch Proteolyse des Kollagens zuganglich werden. Der Antikérper HUIV26 bindet an eine
solche kryptische Bindungsstelle und ist in der Lage, die Angiogenese negativ zu beeinflussen
(Xu et al., 2001). Neben dem Kollagen sind kryptische Bindungsstellen auch bei den

Matrixbestandteilen Laminin und Fibronektin nachgewiesen worden (Schenk et al., 2003).
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1.3 Kollagene

Kollagene bilden eine Familie extrazellularer Proteine mit gleichen strukturellen
Eigenschaften. Es sind 27 verschiedene Kollagene mit 42 verschiedenen Polypeptid-Ketten
bekannt, deren Gene auf 15 Chromosomen verteilt sind. Weiterhin enthalten 20 Proteine
kollagene Anteile, ohne dass diese Proteine zu den Kollagenen gerechnet werden.
Generell bestehen Kollagene aus 3 Polypeptid-Ketten, den o-Strangen. Sie enthalten sich
wiederholende Aminosauremotive der Form Gly-X-Y, wobei X und Y jede beliebige
Aminosdure auller Glycin sein kann. Diese Strange bilden eine Tripelhelix. An der X-Position
ist haufig Prolin anzutreffen. An der Y-Position hingegen findet sich haufig 4-Hydroxyprolin.
Diese beiden Aminoséuren tragen zur Stabilitat der Helix bei. Das Glycin hingegen passt auf
Grund seiner GrolRe in das Zentrum der Helix. Neben Prolin und Hydroxyprolin sind ebenfalls
Lysin und 3-Hydroxylysin h&ufig anzutreffen (Olsen et al., 1999).

Kollagene werden wegen ihrer supramolekularen Struktur in 8 Gruppen eingeteilt (Tab.1).

Kollagen-Typ Superstruktur

I, 1, HLV, X1, XXIV, XXVII Fibrillen

IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, | Fibrillen-assoziiert (FACIT (Fibril associated collagens
XXI, XXI1I with interrupted tripelhelices))

v Netzwerk bildend, Basalmembran

VI, X hexagonale Netzwerke bildend

VI perlenschnurférmige Filamente

Vi Verankerungsfibrillen

X1 XV XX, XXV Transmembrane Kollagene (Typ Il Transmembranprotein)
XV, XV Multiplexin (Multiple triple helix and interruptions)
Tabelle 1

Einteilung von Kollagen-Typen entsprechend ihrer Superstruktur
(modifiziert nach Birk et al., 2005)
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Im menschlichen Korper sind die Kollagene I, 11, 111 und IV am h&ufigsten vorhanden.

Den Hauptanteil an dem Gesamtkollagen-Gehalt hat das Kollagen I mit 90%. Es ist ein
fibrillares Kollagen, welches in der Haut, den Sehnen und den Bandern vorkommt. Dies sind
Strukturen, wo eine grof3e Reil3festigkeit gegeben sein muss. Das fibrillare Kollagen I1 ist
insbesondere im Knorpel, den Bandscheiben und im Riickenmark anzutreffen. Das Kollagen
I11, welches ebenfalls fibrillér ist, findet sich an den gleichen Stellen wie das Kollagen I. Das
Kollagen IV dagegen bildet den Hauptbestandteil der Basalmembran von BlutgefaRen und der
Niere. Es ist nicht fibrillar, sondern wabenférmig als Netzwerk angeordnet (Voet D. et al.,
2002; Alberts et al., 2004).

1.3.1 Struktur der Kollagene

Die Kollagene werden durch jeweils 3 a-Ketten gebildet, die sich in Form einer
rechtsgangigen Tripelhelix umeinanderwinden, wobei die einzelnen «-Ketten selbst
linksgangige Helices bilden. Ein Kollagenmolekiil kann sich aus 3 gleichen oder aus
unterschiedlichen a-Ketten zusammensetzten. Die Kollagene 11 und Il sind beispielsweise
Homotrimere, welche aus 3 gleichen a-Strange bestehen und als [ad(1D]z bzw. [ad(I11)]s
bezeichnet werden. Die Kollagene | und IV jedoch sind Heterotrimere. Kollagen | hat die
Zusammensetzung [al()]2 a2(l). Kollagen 1V, weist je nach Lokalisation eine andere o-
Ketten Zusammensetzung auf. Das Kollagen IV der ubiquitdr vorkommenden vaskuldren
Basallamina bildet sich aus 2 a1(1V) Ketten und einer a2(1V) Kette. Die a-Ketten a3(1V) -
a6(IV) kommen in spezialisierten Basallaminae, wie in der Niere, vor. Die glomerulére
Basalmembran der Niere besteht aus a3(1V), a4(IV) und a5(1V). Die ab(lV) Kette ist
hingegen in der epidermalen Basalmembran, in der Bowmanschen Kapsel und den renalen
distalen Tubuli der Niere, aber nicht in der glomeruldren Basalmembran vorhanden. Die
genaue Zusammensetzung der jeweiligen Kollagen 1\VV-Spezies in der Niere ist nicht bekannt,
jedoch wird vermutet, dass a3(IV) und a4(IV) Heterotrimere bilden. Es kommt auch eine
Kombination zwischen a3(IV) und o5(1V) vor (Olsen et al., 1999).

Wie oben beschrieben, weisen die einzelnen o-Ketten der Kollagene in ihrem helikalen
Bereich ein typisches Gly-X-Y Aminoséure-Motiv auf, welches im Kollagen I iber 300-mal
wiederholt wird. An der Position X findet sich haufig Prolin (120 Reste pro al(l) Kette), an
der Position Y hingegen Hydroxyprolin (100 Reste pro al(l) Kette) oder Hydroxylysin. Diese

hydroxylierten Aminoséuren sind typisch fiir Kollagene.
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Bei fibrillaren Kollagenen findet sich, im Gegensatz zu anderen, keine Unterbrechung dieser
Aminosdureabfolge. Auf Grund der sterischen Gegebenheiten weist eine einzelne Windung
der linksgangigen Helix 3,3 Aminosaurereste mit einer Ganghohe von 1 nm auf. Diese Helix
wird durch Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen dem Glycin und der Aminoséure an der
X-Position stabilisiert und ist auf Grund der Proline und Hydroxyproline nicht flexibel. Dies
erklart auch die Notwendigkeit des Glycins an jeder dritten Position, da nur diese Aminosaure
klein genug ist, um im Zentrum der Helix zu liegen zu kommen. Weiterhin werden die o-
Ketten durch Glykosylierungen modifiziert. Zunachst wird das C-Propeptid N-glykosyliert.
Der helikale Bereich wird durch O-Glykosylierung der Hydroxylysine veréndert. Hier werden
Galaktose und Glucose angefligt. Jedoch variiert der Grad der Glykosylierung von Kollagen
zu Kollagen und héngt zusétzlich von der exprimierenden Zelle ab. Jeweils drei o-Ketten
bilden eine Kollagen-Fibrille. Die Assoziation der a-Ketten beginnt durch
Aneinanderlagerung der drei C-Propeptide und Bildung von Disulfidbriicken zwischen den
Propeptiden. Die Ausbildung der helikalen Struktur ist jedoch nicht enzymatisch katalysiert.
Vielmehr scheinen hydrophobe Wechselwirkungen die treibende Kraft zu sein. Die
rechtsgangige suprahelikale Struktur wird durch Wasserstoffbriicken-Bindungen stabilisiert.
Die Kollagen I-Tripelhelix weist 10 Gly-X-Y Einheiten pro Windung auf mit einer Ganghohe
von 8,61 nm (Voet D. et al., 2002; Alberts et al., 2004; Lodish H. et al., 2008).

Durch die posttranslationale Hydroxylierung der Proline und Lysine weisen die Kollagene
eine Denaturierungstemperatur von tber 37°C auf (Olsen et al., 1999; Voet D. et al., 2002).
Bei anderen Organismen, wie der Seegurke, ist der Anteil von Prolin und Hydroxyprolin
deutlich geringer. Dies fuhrt zu einer Denaturierungstemperatur von 23°C (Song et al., 2006).
Die nativen Kollagen-Fibrillen sind auf Grund ihrer dichten Struktur nur schwer durch Pepsin
oder Trypsin spaltbar. Kollagene kénnen jedoch durch spezialisierte Enzyme, wie die Matrix-
Metalloproteasen, gespalten werden. So wurde bei Kollagen | spaltenden MMPs eine die
Tripelhelix entwindende Funktion festgestellt (Chung et al., 2004).

Das Kollagen IV ist im Gegensatz zu Kollagen | nicht fibrill4r, sondern netzwerkartig
aufgebaut. Daher unterscheidet sich der Aufbau im Vergleich zum oben beschriebenen
Kollagen 1. So sind Unterbrechungen der Tripelhelix im helikalen Bereich vorhanden.
Weiterhin werden die N- und C-terminalen Propeptide nicht abgespalten.

Die ca. 1700 Aminosduren umfassenden 420 nm langen o-Ketten des Kollagen 1V unterteilen

sich in 3 Domanen (Schwarz et al., 1986).
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Dies sind die 60 nm lange aminoterminale cysteinreiche 7S-Doméne, welche dem N-
terminalen Propeptid entspricht, dem 330 nm helikalen Bereich und der C-terminalen
globuldaren NC-Domane, welche dem carboxyterminalen Propeptid entspricht (Kuhn et al.,
1981; Macarak et al., 1983). Im helikalen Bereich kommen bis zu 26 Unterbrechungen der
Helix vor. Dies beruht vor allem auf dem Fehlen von Glycin an der entsprechenden Position
im Motiv Gly-X-Y. Die Denaturierungstemperatur des Kollagen IV liegt jedoch auch
oberhalb von 37°C, was durch einen hohen Hydroxylysin-Anteil und einer intensiven O-
Glykosylierung erreicht wird. Die Bildung des tripelhelikalen Kollagen-Heterotrimers beginnt
am C-Terminus (Soder et al., 2004). Die Stabilitdt der Tripelhelix-Bildung wird durch
Disulfidbriicken der NC-Doménen untereinander erhéht. Das so gebildete Kollagen 1V
Monomer ist ca. 300 nm lang. Durch kovalente Bindung mittels Disulfidbriicken zweier NC-
Doménen entstehen Dimere. Im extrazellularen Raum bildet sich dann das Kollagen V-
Netzwerk aus. Die N-terminalen 7S-Doménen konnen durch Disulfidbrickenbildung
miteinander in Kontakt treten. So kommt es zur Bildung von Dimeren und Tetrameren. Durch
laterale Assoziationen der einzelnen Kollagen 1V Monomere, durch Bildung superhelikaler
Strukturen und durch Bildung von Disulfidbriicken der jeweiligen NC-Doménen entsteht ein
blattartiges supramolekulares Aggregat, welches die Grundlage zur Assoziation weiterer
Bestandteile der extrazelluldaren Matrix ist (Abb. 4) (Olsen et al., 1999; Khoshnoodi et al.,
2008).
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Abbildung 4

Bildung des Kollagen IV-Netzwerks

Das Kollagen IV-Netzwerk bildet sich zundchst durch Dimerisierung Uber die C-terminalen Domanen und
Tetramerisierung durch Aneinanderlagerung der N-terminalen Domanen. Weiterhin kommt es zu einer lateralen
Assoziation von Kollagen 1V-Molekdilen.

(modifiziert nach Lodish H. et al., 2008)
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1.3.2 Genetik des Kollagen IV

Die Gene der Kollagen IV a-Ketten befinden sich beim Menschen auf drei Chromosomen.
Die Gene fur die al und a2 Ketten COL4Al und COL4A2 befinden sich auf dem
Chromosomenabschnitt 13934. Sie bilden spater das in der extrazellularen Matrix
vorkommende Kollagen IV. Die Gene der Ketten a3 und a4, COL4A3 und COL4A4,
befinden sich auf dem Chromosomenabschnitt 2q35-37 und die Gene der a-Ketten 5 und 6,
COLA4AS5 und COL4AG, befinden sich auf dem Chromosomenabschnitt Xg22. Die Gene der
o-Ketten auf einem Chromosomenabschnitt liegen sich in einer Kopf-zu-Kopf Anordnung
einander gegenuber und sind durch einen Promotorbereich getrennt. Diese Promoterregion ist
beispielsweise zwischen den Genen COL4A1 und COL4A2 127 bp lang (Abb. 5).

Bei den Genen COL4A5 und COL4AG ist diese Region 452 bp lang und kann im Rahmen der
Genregulation durch Hypermethylierung stillgelegt werden. Der Promoter selbst kann jedoch
keine Transkriptionsaktivitat initiieren. Jedes der beiden Gene enthdlt an der ersten
Exon/Intron Grenze eine Aktivatorregion, die den Promotor in die entsprechende Richtung
aktiviert. Weiterhin kdénnen Transkriptionsfaktoren an die cis agierenden Regulatorelemente
der Promoterregion und derAktivatorregionen binden (Maity et al., 1988; Kuhn, 1995;
Knippers, 2006; Tanjore et al., 2006; Khoshnoodi et al., 2008).
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Schematische Darstellung der Gen-Lokalisation, Organisation und Genprodukte der sechs a-Ketten des humanen
Kollagens IV

A Die Gene COL4AL und COL4A2 liegen auf dem Chromosom 13 Kopf-zu-Kopf zueinander und sind durch
einen kurzen Promotorbereich voneinander getrennt. Die Gene werden bidirektional transkribiert und ihre
Genprodukte, die a-Ketten al[IV] und a2[IV], beginnend mit der N-terminalen 7S-Doméne translatiert. Die 7S-
Doméne enthdlt als einzige N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide (Y). Der 7S-Doméne folgen die helikale
Doméne und die carboxyterminale NC1-Doméne. Die Bildung des Heterotrimers beginnt an der NC1-Doméne
und verlduft durch Bildung einer Tripel-Helix der kollagenen Doméne zur aminoterminalen 7S-Doméne.
B Hier sind die Gene COL4A3 und COL4A4 und ihre Genprodukte dargestellt. Die Bildung des triple-helikalen
Protomers erfolgt wie unter A beschrieben.

C Hier sind die Gene COL4A5 und COL4A6 und ihre Genprodukte dargestellt. Die Bildung des triple-helikalen
Protomers erfolgt wie unter A beschrieben.

Von den 56 potentiellen Heterotrimere wurden bisher nur drei spezifische Kombinationen: alala2, a304a5 und
a5aSa6 in vivo gefunden.

(modifiziert nach Khoshnoodi et al., 2008)
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1.3.3 Biosynthese des Kollagen IV

Die Biosynthese des Kollagen IV ist, wie die der anderen Kollagene, ein komplexer Prozess
mit mehreren ko- und posttranslationalen Modifikationen.

Die a-Kette eines Typ IV-Pré-Prokollagens besteht aus einer N-terminalen Signalsequenz,
der nicht helikalen N-terminalen 7S-Doméne, dem helikalen Bereich und der nicht helikalen
C-terminalen NC1-Doméne.

Das Préa-Prokollagen wird am rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER) in das ER-Lumen
synthetisiert. Nach Spaltung der Signalsequenz durch eine Signalpeptidase liegt das Kollagen-
Monomer im ER-Lumen vor. Bereits kotranslational erfolgen erste Proteinmodifikationen. So
wird ausschlieBlich die 7S-Domane N-glykosyliert. Weiterhin erfolgt die Bindung des
molekularen Chaperons HSP47 an das Prokollagen. HSP47 ist an der Translokation des
Polypeptides in das ER-Lumen beteiligt, wobei es die unkontrollierte Faltung verhindert und
die spateren Helices stabilisiert. Durch die Enzyme Prolyl-4-Hydroxylase, Prolyl-3-
Hydroxylase und Lysyl-Hydroxylase werden Proline und Lysine im helikalen Bereich des
Kollagen-Monomers hydroxyliert. Diese Hydroxylierung ermoglicht die O-Glykosylierung
dieser Aminoséuren und erhoht die Denaturierungstemperatur des spateren Kollagens. Die
Hydroxylasen benétigen als Kofaktoren Eisen-lonen, 2-Oxoglutarat, molekularen Sauerstoff
und Ascorbinséure (Gelse et al., 2003). Das Fehlen von Ascorbinséure, wie bei der Vitamin C
Mangelerkrankung Skorbut, fiihrt unter anderem zu instabilen Blutgefdlen. Die
Konformation des Prolins wird durch eine Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase geéndert, um
eine Bildung der Helix zu ermdglichen. Durch verschiedene Transferasen erfolgt die O-
Glykosylierung der 5-Hydroxylysine, wobei es zwischen einzelnen Kollagenen Unterschiede
in der Anzahl der Glykosylierung gibt. Es werden dabei Disaccharide gebildet, welche aus
Galaktose am Hydroxylysyl-Rest und Glukose bestehen.

Beginnend an der C-terminalen NC1-Domane erfolgt im ER die Bildung der Tripelhelix
durch Aneinanderlagerung von 3 a-Ketten. Dies wird durch die Chaperone GPR94 und
Calnexin unterstutzt. Durch die Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) werden intermolekulare
Disulfidbriicken zwischen den N-terminalen 7S-Bereichen der Kollagen 1V a-Ketten gebildet.
Auch die NC1-Domadnen der tripelhelikalen o-Strdnge werden intermolekular kovalent
miteinander verbunden. Hier findet sich eine S-hydroxy-lysyl-Methionin Bindung, eine
Thioether-Bindung zwischen einem Methionin des einen Stranges und dem Lysyl-Rest des
anderen Stranges. Weiterhin bindet das Protein SPARC, welches Eigenschaften eines

molekularen Chaperons zeigt, an das tripelhelikale Kollagen IV.
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Im Unterschied zu HSP47 gelangt SPARC in den extrazellularen Raum (Martinek et al.,
2007). Die Kollagen-Tripelhelices werden nun vesikular vom ER zum Golgi-Apparat
transportiert. Im cis-Golgi 16st sich das HSP47 von dem Kollagen ab und gelangt, bedingt
durch die C-terminale ER-Retentionssequenz KDEL, wieder in das ER-Lumen. Im Golgi-
Apparat kann es bereits zur lateralen Aneinanderlagerung von Kollagen-Tripelhelices
kommen, welche ebenfalls durch Disulfidbricken stabilisiert werden kénnen. Es folgt die
Sekretion (Fessler et al., 1985; Paulsson, 1992; Lamande et al., 1999; Persikov et al., 2002;
Voet D. et al., 2002; Alberts et al., 2004; Myllyharju et al., 2004; Khoshnoodi et al., 2008;
Lodish H. et al., 2008).
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1.4  Matrix-Metalloproteasen

Die Matrix-Metalloproteasen (MMPs) stellen eine Familie extrazellulérer, zinkabhangiger
Kollagen spaltender Endopeptidasen dar, welche sowohl als l6sliche als auch als
membrangebundene Proteine vorliegen konnen. Zu den Substraten gehtéren neben den
Kollagenen auch andere Proteine der extrazellularen Matrix, wie Laminine, Proteoglykane
aber auch Proteine, die nicht Bestandteil der extrazelluldren Matrix sind. Weitere
kollagenolytische Enzyme sind die ADAM-Proteasen (A Disintegrin And Metalloprotease
Domain) und die ADAMTS-Proteasen (A Disintegrin-like And Metalloprotease Domain mit
ThromboSpondin type | Wiederholungen) (Somerville et al., 2003).

Es sind derzeit 23 verschiedene humane MMPs bekannt. Charakteristisch ist der strukturelle
Aufbau aus einem Signalpeptid, einer Pro-Domane und einer katalytischen Doméne. Das
Signalpeptid gewahrleistet die Segregation des Proteins. Die Pro-Doméne ist fir die Latenz
der Protease verantwortlich, welche durch ein ,,cystein switch“-Motiv gewahrleistet wird
(Van Wart et al., 1990). Die katalytische Doméne enthalt ebenfalls ein konserviertes
Sequenzmotiv, welches die Bindung des Zinkions ermdglicht. Die einzelnen MMPs kdnnen
noch weitere Domanen aufweisen (Lemaitre et al., 2006). Matrix-Metalloproteasen wurden
auch bei anderen Organismen wie der Seegurke (Lepage et al., 1990), Drosophila
melanogaster (Llano et al., 2000), Hydra (Leontovich et al., 2000), dem Nematoden
Caenorhabditis elegans (Wada et al., 1998), dem Krallenfrosch Xenopus laevis (Stolow et al.,
1996), der Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (Maidment et al., 1999), der Sojabohne
(McGeehan et al., 1992) und der Griinalge Clamydomonas reinhardtii (Kinoshita et al., 1992)

nachgewiesen.

Auf Grund der Substratspezifitat, der Organisation der Domanen und der Sequenzhomologien
lassen sich die MMPs in 6 Gruppen unterteilen. Dies sind die Kollagenasen (MMP 1, 8 und
13), die Gelatinasen (MMP 2 und 9), die Stromelysine (MMP3 und 10), die Matrilysine
(MMP7 und 26), die membrangebundenen MMPs (MMP 14, 15, 16, 17, 24 und 25) und die
ubrigen MMPs (MMP 11, 12, 19, 20, 21, 22, 23A, 23B und 28) (Lemaitre et al., 2006). Im
Folgenden sind die Substrate der MMPs 1, 2, 8 und 9 exemplarisch dargestellt (Tab. 2).
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Protein Alternative kollagene nicht-kollagene nicht-strukturelle
Name Namen Substrate extrazellulére extrazellulére Matrix
Matrix Substrate Substrate
MMP-1 Kollagenase-1 | Kollagen Typ | Aggrecan, Kasein, | a;-Antichymotrypsin, o-
[, I, Il VII, | Nidogen, Serpins | Antitrypsin/a;-Proteinase
VI, X und | Versikan, Perlekan, | Inhibitor, IGF-BP3,
Gelatine Proteoglykan IGFBP-5, -C IL-1pB, L-
verknupfte Proteine | Selektin, Ovostatin,
und Tenaskin rekombinante TNF-a
Peptide und SDF-1
MMP-2 Gelatinase-A Kollagen Typ | Aggrecan, Elastin, | aktive MMP-9, aktive
I, 1V, V, VI, | Fibronektin, MMP-13, FGF R1, IGF-
X, Xl,  XIV | Laminin Nidogen, | BP3, IGF-BP5, IL-18,
und Gelatine Proteoglykan rekombinante TNF-a
verknlpfte Proteine | Peptide und TGF-$3
und Versican
MMP-8 Kollagenase-2 | Kollagen Typ | Aggrecan, Laminin | ax-Antiplasmin und pro-
I, 1, 11, V VII, | und Nidogen MMP-8
VI, X, und
Gelatine
MMP-9 Gelatinase-B Kollagen Typ | Fibronektin, CXCL5, IL-1, IL2-R,
IV, V, VII X | Laminin, Nidogen | Plasminogen, pro-TNFa,
und X1V Proteoglykan SDF-1 und TGF-p
verknUpfte Proteine
und Versican
Tabelle 2

Die Matrix-Metalloproteasen 1, 2, 8 und 9 und ihrer Substrate

Dargestellt sind hier die kollagenen, die nicht kollagenen, extrazelluldren

extrazelluldren Substrate der Matrix-Metalloproteasen 1, 2, 8 und 9

(modifiziert nach Somerville et al., 2003)

und die nicht-strukturellen
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1.4.1 Struktur und Aufbau der Matrix-Metalloproteasen

Die MMPs bestehen jeweils aus mindestens 3 Domanen. Es sind dies das Signalpeptid, die
Prodoméne und die katalytische Domane. Weitere Domanen, welche den MMPs 7, 23 und 26
fehlen, sind die Hinge-Region und die Hamopexin/Vitronektin dhnliche Doméne.

Das Signalpeptid bewirkt wahrend der Translation des Proteins dessen Translokation zur
Membran des rauhen endoplasmatischen Retikulums (ER) und die Synthese des Proteins in
das Lumen des ER (Alberts et al., 2004). Die Prodomaéne ist verantwortlich fur die Latenz der
Protease. Sie besteht aus drei a-Helices und verbindenen Schleifen und liegt Gber dem
katalytischen Zentrum des Enzyms. Zwischen den Helices 1 und 2 befindet sich eine
protease-sensitive ,,Bait“ Region, welche fir die Spaltung der Prodoméne wichtig ist. Die
dritte Helix liegt tGber der Substratbindungsstelle der katalytischen Region und enthalt einen
konservierten Cysteinrest. Die Thiolgruppe dieses Cysteinrestes stellt den vierten Liganden
des katalytischen Zink-Atoms dar und bewirkt so die Latenz der Protease. Diese Form der
Aktivierung wird auch als ,,cysteine-switch* Mechanismus bezeichnet und ist bei allen MMPs
zu finden. Erst durch Spaltung der Prodomane ist eine Aktivierung der MMPs moglich. Bei
allen membrangebundenen MMPs und den MMPs 11 und 28 befindet sich zwischen der
Prodoméne und der katalytischen Domane eine Furin-Spaltstelle, welche eine Aktivierung
dieser Proteasen wahrend des sekretorischen Weges in der Zelle ermdglicht.

Die katalytische Domane der Matrix-Metalloproteasen besteht aus einem funf-strangigen f3-
Faltblatt, 3 a-Helices und verbindenden Schleifen. Hier sind ein katalytisches Zink-Atom, ein
strukturelles Zink-Atom und 3 Kalzium-lonen zu finden. Das aktive Zentrum wird durch ein
B-Faltblatt, eine a-Helix und eine Schleifenregion, welche auf die a-Helix folgt, gebildet.
Drei Histidine koordinieren das katalytische Zink-Atom. Bei dem aktivierten Enzym ist der
vierte Ligand ein Wassermolekdl. Im inaktiven Zustand ist der vierte Ligand ein Cystein-Rest
des Propeptids. In die so gebildete katalytische Spalte bindet das zu spaltende Protein und die
Carbonylgruppe der Peptidbindung koordiniert sich mit dem Kkatalytischen Zinkatom,
wodurch das Wassermolekdil als vierter Ligand aus dem aktiven Zentrum entfernt wird. Die
Hydrolyse der Peptidbindung wird durch die Carboxylgruppe eines Glutamatrestes
unterstltzt, welches ein Proton des verdrangten Wassermolekuls bindet und so den
nukleophilen Angriff des Wassermolekuls auf den carbonylen Kohlenstoff der Peptidbindung
ermoglicht. Eine Tasche neben dem aktiven Zentrum nimmt die Seitenkette des Peptidrestes

des Substrates auf, welches den neuen N-Terminus des Proteins bildet.
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Diese Tasche wird als Spezifitatstasche bezeichnet, da ihre GroRe bei den einzelnen Proteasen
unterschiedlich ist und so ein Faktor fiir die Bindung des geeigneten Substrates darstellt
(Visse et al., 2003).

Bei den MMPs 2 und 9 befinden sich vor dem aktiven Zentrum drei Fibronektin 11 Domé&nen.
Jede dieser Domanen besteht aus zwei antiparallelen B-Faltblattern, welche durch eine kurze
a-Helix verbunden sind. Die Domdne wird durch zwei Disulfid-Brickenbindungen
stabilisiert. Die zweite und dritte Fibronektin Il Doménen sind sehr flexibel und scheinen
dadurch eine gleichzeitige Interaktion mit verschiedenen Stellen der extrazellularen Matrix zu
ermoglichen (Morgunova et al., 1999; Briknarova et al., 2001). Es konnten potentielle
Spaltstellen der MMPs 2 und 9 in ihren Substraten identifiziert werden (Tab.3).

Konsensus Spaltstelle Beispiel-Peptid
MMP-2, Gruppe | | PXX|XHy AKPRA|LTA
T I/LXX|XHy LRLA|AITA
1T XHySX|L NRYSS|LTA
MMP-9, Gruppe | | PR(S/T)|XHy(S/T) KGPRQ|ITA
I XXG|L(K/R)X GSG|LKA
1T XRR|XHy(I/L)X GRR|LLSR

Tabelle 3

Die Konsensus-Sequenz der Spaltstellen der Matrix-Metalloproteasen 2 und 9

Dargestellt sind hier die Konsensus-Spaltstellen und ein Beispiel-Peptid der MMPs 2 und 9
(XHy = hydrophobe Aminoséure)

(modifiziert nach Kridel et al., 2001; Chen et al., 2002).

Auller den MMPs 7, 23 und 26 verfugen alle Matrix-Metalloproteasen Uber eine
H&mopexin/Vitronektin-Doméane, welche durch eine prolinreiche Hinge-Region mit der
katalytischen Domane verbunden ist (Somerville et al., 2003). Die Hamopexin/Vitronektin-
Doméne besteht aus einem 4 blattrigen B-Propeller, welcher durch eine Disulfid-Bindung
zwischen den Blattern 1 und 4 stabilisiert wird. Diese Doméne dient der Substratspezifitat und
ist essenziell fur die Aktivierung von proMMP2 und die Dimerisierung der MMPs 9 und 14
(Visse et al., 2003). B-Propeller finden sich aber auch in anderen Proteinen, wie bei
heterotrimeren G-Proteinen oder der a-Untereinheit der Integrine. Sie dienen vornehmlich der

Protein-Protein-Interaktion (Smith et al., 1999).
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Bei MMP 9 befindet sich zwischen der Hinge-Region und der Hdmopexin-Doméne eine
Kollagen V-&hnliche Doméne, die sowohl N- als auch O-glykosyliert ist. Diese Doméne
scheint der Stabilisierung und dem Schutz vor Degradation zu dienen (Ram et al., 2006).

Bei den membrangebundenen Matrix-Metalloproteasen finden sich 3 Arten der
Membranbindung. Die MMPs 14, 15, 16 und 24 sind Typ I-Transmembranproteine und
verfligen daher U(ber eine carboxy-terminale Transmembrandomédne und eine kleine
zytoplasmatische Doméne. Wohingegen die MMPs 17 und 25 durch einen C-terminalen
Glykosyl-Phospatidylinositol-Anker (GPI-Anker) an die Zellmembran gebunden sind.

Die Matrix-Metalloprotease 23 ist ein Typ II-Transmembranprotein. Sie verfugt neben einem
N-terminalen Signalanker Uber eine cysteinreiche Region und eine Immunglobulin &hnliche
Doméne, welche C-terminal der katalytischen Domaéne liegen (Abb. 6) (Velasco et al., 1999;
Park et al., 2000; Somerville et al., 2003).
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Abbildung 6

Die Doménenstruktur der humanen Matrix-Metalloproteasen

© Cytoplasmatische Doméns

Alle MMPs bestehen aus der Pro-Doméne und der katalytischen Domane. Weiterhin kommen die Hinge Region

und eine Hamopexin/Vitronektin &hnliche Domane in vielen MMPs vor. Je nach dem, ob es sich um sezernierte

oder Membran verankerte Proteasen handelt, finden sich Transmembran Doméanen oder GPl Anker. Die

Doménenstruktur der MMP 23 weicht von allen anderen MMPs ab, da diese statt Giber eine Hdmopexin Doméne

uber ein Cystein-Array und eine Immunglobulin dhnliche Doméne verfugt.

(modifiziert nach Somerville et al., 2003)
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1.4.2 Regulation/Genetik der Matrix-Metalloproteasen

Matrix-Metalloproteasen werden auf verschiedenen Ebenen reguliert. Zunéchst findet eine
transkriptionale und eine posttranskriptionale Regulation statt. Proteasen, welche nicht bereits
intrazellular aktiviert wurden, werden als inaktive Enzyme sezerniert und erst auf Grund
bestimmter Stimuli aktiviert. Zusétzlich konnen aktive MMPs durch mehrere Proteine, wie
den TIMPs (Tissue Inhibitor of MetalloProteases), inaktiviert werden.

Die Gene der humanen MMPs haben meist eine L&nge von 8-12 Kilo-Basenpaaren (kb) mit
10 Exons und 9 Introns. Die Gene der MMPs 2 und 9 hingegen haben eine Lange von 26-27
kb mit 3 zusatzlichen Exons, welche fir die Fibronektin 1l Doménen kodieren (Das et al.,
2003). Die transkriptionale Kontrolle der MMP-Expression erfolgt durch verschiedene cis-
Elemente und unterschiedliche trans-Aktivatoren, wie die Proteine AP-1 oder NF-xB. Auf
Grund ihrer cis-Elemente kann man die Promotoren der humanen MMP-Gene in drei
Gruppen zusammenfassen. Im Folgenden sind exemplarisch die Promotoren einiger MMPs
dargestellt (Abb. 7).
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Cis— Elemente der Promotoren einiger humaner Matrix-Metalloproteasen

Die Promotoren der Matrix-Metalloproteasen lassen sich auf Grund ihrer Cis-Elemente in 3 Gruppen einteilen

und sind hier exemplarisch bei den MMPs 1, 2, 8 und 9 dargestellt.

A Kennzeichnend fiir Promotoren der ersten Gruppe sind eine TATA-Box an Position —30 und eine AP-1
Bindungsstelle bei ca. -70, jeweils relativ zum Transkriptionsstart.

B Promotoren der Gruppe 2 enthalten ebenfalls eine TATA-Box, jedoch fehlt die AP-1 Bindungsstelle.

C Promotoren der dritten Gruppe fehlt die TATA-Box. Die Transkription startet hier an unterschiedlichen

Stellen. Weiterhin enthalten diese Promotoren mindestens eine GC-Box, an welche der Transkriptionsfaktor Sp-

1 bindet.

Die uber den cis-Elementen angegeben Zahlen geben die Position in Basenpaaren relativ zum Transkriptionsstart

an. Folgende Abkiirzungen wurden verwandt: AP-1, Aktivator Protein-1; AP-2, Aktivator Protein-2; C/EBP-B,

CCAAT/Enhancer Bindungsprotein -B; GC, Sp-1-Bindungsstelle; KRE-M9, Keratinozyten-

Differenzierungsfaktor-1 abhangiges Element-4; NF-xB, nukledrer Faktor-xB; p53/AP-2, p53/AP-2 kombinierte

Bindungsstelle; PEA3, Polyoma Enhancer A Bindungsdprotein-3; Si, Silencer Sequenz; TATA, TATA-Box;

TIE, TGF-B hemmendes Element.

(modifiziert nach Yan et al., 2007)

Die Promotoren der Gene von MMP 1, 3, 7, 9, 10, 12, 13, 19 und 26 enthalten eine TATA-
Box, welche 30 bp stromaufwérts vom Transkriptionsstart liegt, und eine AP-1
Bindungsstelle, welche 70 bp stromaufwarts liegt. Viele dieser Promotoren enthalten weiter
stromaufwarts PEA-3 Bindungsstellen, welche oft eine weitere AP-1 Bindungsstelle

enthalten. Die zweite Gruppe stellen die Promotoren der MMP-Gene 8, 11 und 21 dar.



Einleitung 27

Ihnen gemein ist ebenfalls eine TATA-Box, eine AP-1 Bindungsstelle findet sich jedoch
nicht. Die dritte Gruppe umfasst die Promotoren der Gene fur die MMPs 2, 14 und 28. lhnen
fehlt eine TATA-Box, dafur enthalten sie GC-Boxen, welche eine Bindungsstelle fur
Transkriptionsfaktoren der Sp1-Familie darstellen. Der Promotoraufbau dieser MMP-Gene ist
dem von ,,Haushaltsgenen* dhnlich und die Gen-Expression scheint konstitutiv zu sein (Yan
et al., 2007). Eine Induzierbarkeit durch Zytokine oder Wachstumsfaktoren ist kaum gegeben.
Eine Regulation erfolgt hier zelltypabhangig durch Methylierungen der Promotorregion (Reik
et al., 2001; Esteller, 2002).

Das Vorhandensein von AP-1 und PEA-3 Bindungsstellen bei den Gruppe 1 Promotoren ist
ein Hinweis fur die Induzierbarkeit dieser Promotoren. Das Aktivator Protein 1 (AP-1) ist ein
Dimer aus den Proteinen Jun und Fos, wobei auch Jun/Jun Homodimere mdglich sind.
Weiterhin weisen viele dieser Promotoren Polyoma enhancer A Bindungsprotein 3 (PEA-3)
Bindungsmotive auf. Hier kdnnen ETS-Transkriptionsfaktoren binden, welche alleine jedoch
die Transkription nicht induzieren, sondern als Coaktivatoren wirken. Die Promotor-
Induktion nach AP-1 und PEA-3 Bindung wird durch Phosphorylierung vermittelt durch
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKS) oder aktivierte p38 Kinasen erreicht. Dadurch ist
es moglich, dass Interleukine, Interferone, TNF-a,, TGF- und Wachstumsfaktoren, wie EGF,
bFGF, VEGF oder PDGF, diese MMP-Promotoren induzieren. Weiterhin kénnen Rezeptoren
der Zellmembran, wie die Integrine, die Fokale Adhasionskinase (FAK) aktivieren, deren
Signalweg in den MAPK-Singalweg mindet (Chakraborti et al., 2003; Reuben et al., 2006;
Yan et al., 2007). Die Promotoren der MMP 7, 14, 12 und 26 Gene enthalten eine Tcf-4
Bindungsstelle fur B-Katenin. Nukleéres B-Katenin bewirkt im Rahmen des Wnt-Signalweges
die Induktion von MMP-Promotoren durch Bindung an Tcf-4 Bindungselemente. B-Katenin
kann zusétzlich den c-jun Promotor transaktivieren und so die Expression der AP-1
regulierten Promotoren beeinflussen (Nawrocki-Raby et al., 2003). Der Promotor des MMP9-
Gens enthalt im Bereich von -600 bp eine NF-xB Bindungsstelle. Dort kann nukledres NF-xB
binden, dessen Konzentration durch einen Signalweg reguliert wird, welcher durch
inflammatorische Zytokine aktiviert werden kann. So besteht die Mdoglichkeit einer
Expressionsregulation von MMP 9 durch Zytokine, wie TNF-a. NF-xB beeinflusst auch die
Regulation der Promotoren der MMPs 1, 3 und 11, obwohl dort keine Bindungsstellen in den
Promotoren vorhanden sind (Hagemann et al., 2004).

Neben diesen generellen Eigenschaften der Promotoren findet sich auch eine gewebe- und
zellspezifische MMP-Expression, welche durch Aktivierung der einzelnen Promotorelemente
reguliert wird (Yan et al., 2007).
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Weiterhin wird die Expression der MMPs 1, 2, und 14 durch das membranstandige
Glykoprotein ,,Extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN)* stimuliert
(Caudroy et al., 2002).

Neben der Expressionsregulation durch cis-Elemente und trans-Aktivatoren findet auch eine
epigenetische Regulation der Genexpression statt. Ein Teil dieser Regulation ist die
Methylierung von DNA, welche bevorzugt an CpG-Inseln vorkommt. Die Methylierung eines
Promotors scheint jedoch nur bei den Genen der MMPs 3 und 9 eine Rolle zu spielen. Eine
weitere Madglichkeit der epigenetischen Regulation ist die Relaxation des Chromatins,
wodurch die Promotoren zugénglich werden fur die basale Transkriptionsmaschinerie. Die
Veranderung der Chromatinstruktur wird durch Modifikation der Histone durch
Methylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung erreicht. Ein  Einfluss der
Histonmodifikationen ist jedoch bisher nur fur die Promotoren der MMPs 1, 9 und 13
nachgewiesen worden (Yan et al., 2007).

Eine weitere Ebene der Regulation der Aktivitat der Matrix-Metalloproteasen stellt die post-
transkriptionale Regulation dar. Diese Regulation erfolgt durch unterschiedliche Stabilitat der
transkribierten mRNA. So wurde nachgewiesen, dass TGF-p die Konzentration der MMPs 2
und 9 hauptséchlich durch eine Verlangerung der mRNA-Halbwertszeit erhoht. Der Einfluss
von TGF-B auf den Gehalt an MMP 13 erfolgt sowohl auf transkriptionaler Ebene durch
Induktion der Expression als auch post-transkriptional durch Stabilisierung des Transkripts.
Neben TGF-B haben z. B. auch a3B1 Integrin, Doxycyclin und Retinsaure Einfluss auf die
post-transkriptionale Regulation. Die Regulation erfolgt durch Bindung von Faktoren an
Sequenzelemente im 5°- oder 3" nichttranslatorischen Bereich (UTR). So bewirkt die Bindung
von Proteinen der Hu Familie an die A+U Regionen (ARE) im 3"-UTR Bereich die
Stabilisierung der mRNAs der MMPs 9 und 13. Eine Inhibition des HuR-Proteins durch
Nitriloxid (NO) fuhrt zu einem erhéhten Abbau der MMP-9 mRNA. Der 3" -UTR Bereich ist
auch fir die Bindung der mRNA an membrangebundene Ribosomen und somit fur die
Translation verantwortlich. So bewirkt die Bindung des 3"-UTR Bereichs der MMP 9-mRNA
an ein zytoplasmatisches Nucleolinfragment unter Vermittlung des Eisenchelators 2,2-
Dipyridyl eine effizientere Translation und so eine Erhéhung der MMP 9 Konzentration
(Fahling et al., 2005).

Weiterhin erfolgt die Regulation der Matrix-Metalloproteasen durch Aktivierung des
inaktiven Proenzyms. Diese Form der Regulation findet bei den meisten nicht

membrangebundenen MMPs statt.
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Bei den l6slichen MMPs 11 und 28 und den membrangebundenen MMPs 14, 15, 16, 17, 23,
24 und 25 befindet sich eine Furin Erkennungssequenz am C-terminalen Ende der
Prodomaéne. Diese Proteasen werden intrazellular durch Furin aktiviert. Der Regulation dieser
Proteasen auf Transkriptionsebene und durch endogene Inhibitoren kommt dadurch eine
besondere Bedeutung zu. Die Aktivierung von MMPs erfolgt durch Proteasen oder chemisch
durch Thiol modifizierende Agenzien, wie 4-Aminophenylquecksilberacetat, oxidiertes
Glutathion oder reaktiven Sauerstoff. Die Grundlage dieser Aktivierung liegt in der Stérung
der Interaktion des katalytischen Zinkatoms mit dessen vierten Liganden, dem Cystein der
Prodoméne, dem ,,cysteine switch®“ (Abb 8). Die proteolytische Aktivierung lauft meist in
einzelnen Schritten ab. Zundchst wird das Propeptid in einer Schleifenregion zwischen der
ersten und zweiten Helix, der ,bait region®, gespalten. Dadurch wird das gesamte Propeptid
destabilisiert und es folgt eine Autoproteolyse des Propeptids durch die teilweise aktivierte
MMP. Nach Entfernen des Propetides ist die Protease vollstandig aktiviert. Die Aktivierung
von MMPs erfolgt in vivo meist proteolytisch (Visse et al., 2003). Jedoch konnte bei einer
cerebralen Ischamie die Aktivierung von proMMP9 durch NO, welches mit dem Cystein des
Propeptides reagierte, nachgewiesen werden (Gu et al., 2002). Die aktivierenden Proteasen in
vivo sind meist Plasmin, Urokinase Plasminogen Aktivator (UPA), Tissue-type Plasminogen
Aktivator (tPA) und die MMPs selbst (Mazar et al., 1999; Lijnen, 2001; Chakraborti et al.,
2003). Die Aktivierung von proMMP2 dagegen erfolgt durch ein MMP 14-Dimer in
Verbindung mit dem MMP-Inhibitor TIMP 2. Hierbei bindet der N-terminale Anteil des
TIMP 2 an die katalytische Doméne des membrangebundenen MMP 14. Es kommt durch
Interaktionen ihrer Hamopexin-Doménen zu einer Dimerisierung des MMP 14. Das
proMMP2 bindet nun an die katalytische Doméne des zweiten MMP 14. Das am ersten MMP
14 gebundene TIMP 2 interagiert Gber ihren C-terminalen Anteil mit der Hdmopexin-Domane
des proMMP2. Es folgt dann die proteolytische Aktivierung des MMP 2 und eine Auflésung
dieses Komplexes. Neben MMP 14 sind auch die MMPs 15, 16, 24 und 25 in der Lage,
proMMP 2 zu aktivieren. Weiterhin kann MMP 14 proMMP13 aktivieren, wobei diese
Aktivierung TIMP 2 unabhéngig ist (Visse et al., 2003). Die MMPs 2, 3 und 9 kénnen auch
durch Integrin bindende Glykoproteine, den ,small integrin-binding ligand N-linked
glycoproteins (SIBLINGSs)*, aktiviert werden und ihre Inaktivierung durch Inhibitoren
verhindern (Fedarko et al., 2004).
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Der ,,Cystein-Switch* Mechanismus der Matrix-Metalloproteasen

Die Thiol-Gruppe eines Cysteins (C) der Pro-Doméne fungiert als vierter inaktivierender Ligand des
katalytischen Zinkatoms (Zn). Dadurch werden Wassermolekiile aus dem aktiven Zentrum ferngehalten und so
die Latenz des Enzyms bewirkt. Durch Entfernung der Pro-Doméne durch Konformationsanderung oder
Proteolyse wird die Cystein-Zink Paarung gestort und die Thiol-Gruppe durch Wassermolekiile ersetzt. Dies
fuhrt zur Aktivierung des Enzyms.

(modifiziert nach Somerville et al., 2003)

1.4.3 Endogene Inhibition der aktivierten Matrix-Metalloproteasen

Die endogene Inhibition der aktivierten Matrix-Metalloproteasen erfolgt durch spezifische
Inhibitoren und durch unspezifische Proteaseinhibitoren.

Die spezifischen Inhibitoren der MMPs sind die ,Tissue inhibitors of Matrix-
Metalloproteinases (TIMPS)“. In Vertebraten sind bisher 4 verschiedene 21 bis 29 kDa grolie
TIMPS bekannt. Die N-terminale Domane der TIMPS inhibiert durch Bindung in das aktive
Zentrum die Aktivitdt der MMPs. Die TIMPs sind in der Lage, die Aktivitat aller bisher
bekannten humanen MMPs zu hemmen. Zusatzlich kann TIMP-3 die Proteasen ADAM 10,
12 und 17 und die ADAMTS-Proteasen 4 und 5 inhibieren (Baker et al., 2002; Visse et al.,
2003).
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MMPs konnen auch durch endogene unspezifische Proteaseinhibitoren gehemmt werden.
Dies sind beispielsweise die Plasma a-Makroglobuline, allgemeine Endopeptidase-
Inhibitoren, welche eine Vielzahl von Proteasen inhibieren. So ist unter anderem eine
Inhibition der MMP 1 durch o2-Makroglobulin nachgewiesen worden (Barrett, 1981). Ein
weiterer MMP- Inhibitor ist der , Tissue factor pathway inhibitor-2“, ein Serin-Protease
Inhibitor. Weiterhin inhibiert ein C-terminales Fragment des ,,procollagen C-terminal
proteinase enhancer proteins* MMP 2. Das GPI verankerte Glykoprotein RECK (reversion-
inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs) hemmt die MMPs 2, 9 und 14 und
verhindert so die angiogene GefaRbildung (Somerville et al., 2003; Visse et al., 2003).
Weitere Mechanismen der Regulation sind die Kompartimentierung, Endozytose und
Komplexbildung von MMPs. So wurde nachgewiesen, dass der zytoplasmatische Anteil der
membrangebundenen MMPs die Translokation dieser Proteasen zu einem definierten Bereich
der Zellmembran vermittelt (Nakahara et al., 1997; Annabi et al., 2001). Wahrend der
Internalisation der membrangebundenen MMPs durch Clathrin-bedeckte Vesikel (clathrin-
coatet pits) scheint der zytoplasmatische Teil ebenfalls eine entscheidene Rolle zu spielen
(Jiang et al., 2001; Uekita et al., 2001). Des Weiteren sind auch die nicht
membrangebundenen MMPs nicht ubiquitdr in der extrazellularen Matrix vorhanden. So
konnte eine Bindung von MMP 2 an Integrin o3 und von MMP 9 an CD44 nachgewiesen
werden (Brooks et al., 1996; Yu et al., 2000). In Leukozyten befinden sich sekretorische
Vesikel fir MMP 9. Diese als ,,gelatinase granules* bezeichneten Vesikel enthalten einen
grolen Anteil an proMMP9, welches dort einen Komplex mit ompB2 Integrin bildet
(Borregaard, 1997; Cowland et al., 1999). An der Regulation des MMP 2 Gehaltes der
extrazelluldren Matrix ist Thrombospondin 2 beteiligt. Thrombospondin 2 bindet sowohl
proMMP2 als auch aktiviertes MMP2 und wird nach Bindung an das ,,low density lipoprotein
receptor-related protein* (LRP) internalisiert. MMP 13 wird nach der Bindung an ein MMP
13 spezifisches 170 kDa Rezeptorprotein ebenfalls Gber LRP internalisiert und degradiert
(Barmina et al., 1999; Yang et al., 2000; Sternlicht et al., 2001; Yang et al., 2001).
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1.4.4 Matrix-Metalloproteasen in der Pathophysiologie

Auf Grund ihrer proteolytischen Eigenschaften sind Matrix-Metalloproteasen in einer
Vielzahl von Krankheiten und in das Immunsystem involviert. So spaltet beispielsweise MMP
7 die Prodomane von Defensinen, 3-6 kDa grol3e Peptide mit antibakterieller Wirkung, und
aktiviert sie so (Ganz, 1999; Wilson et al., 1999). MMPs sind bei mehreren
Infektionskrankheiten beteiligt. So sind MMP 2 und 9 in die HIV assoziierten neurologischen
Erkrankungen involviert. Dies wird durch eine erhdhte Konzentration von MMP 9 im Liquor
und eine erhdhte MMP 2 Sekretion der HIV infizierten Makrophagen belegt. Bei der
Infektion mit dem Retrovirus HTLV-1 wurde ebenfalls eine erhohte MMP 9 Konzentration
im Liquor festgestellt. Weiterhin schitten Astrozyten, welche durch HTLV-1 infizierte T-
Helferzellen aktiviert wurden, in erhdhtem MalRe MMP 3 und 9 aus.

Bei einer akuten Hepatitis B Infektion kommt es durch entziindliche Vorgange zu einer
Ausschittung von MMP 8 und 9, was zu einer Rekrutierung von unspezifischen
Lymphozyten in das Leberparenchym fiihrt. Das mit einer chronischen Hepatitis B Infektion
assoziierte hepatozellulare Karzinom zeigt einer erhdhte Ausschiittung bzw. Aktivierung von
MMP 2, 9 und 14, was zu einer erhohten Invasivitat des Tumors fihrt.

Andere Erreger wiederum scheiden eigene Proteasen aus bzw. prasentieren diese an ihrer
Oberflache. Diese Proteasen kénnen proMMPs aktivieren. So wird eine Aktivierung der
proMMPs 1, 8 und 9 durch Thermolysin, welches durch Pseudomonas aeruginosa oder
Vibrio cholera ausgeschieden wird, beobachtet (Elkington et al., 2005).

Bei den Erkrankungen des Gehirns und des zentralen Nervensystems sind ebenfalls MMPs
beteiligt. So sind sie an der Unterbrechung der Blut-Hirn Schranke, dem Abbau von
Matrixproteinen und bei entziindlichen Prozessen als Antwort auf oxidativen Stress beteiligt.
Erhohte MMP-Konzentrationen, insbesondere von MMP 2, 8 und 9, wurden bei der
bakterieller Meningitis, der multiplen Sklerose, der Alzheimer Erkrankung und bei
entziindlichen Myopathien und Tumoren des zentralen Nervensystems, wie den Gliomen,
beobachtet (Yong et al., 1998; Leppert et al., 2000; Ozenci et al., 2000; Yong et al., 2001;
Nakada et al., 2003; Jin et al., 2007).

Weiterhin sind MMPs bei Arthritiden beteiligt. Bei der Arthrose, welche aus einem
Knorpelschaden eines Gelenks entstehen kann, wurde eine unphysiologisch erhohte
Konzentration der MMPs 1, 2, 3,8 und 9 festgestellt.
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Sie werden durch die beteiligten Zellen ausgeschittet und sind an der Zerstdrung des
Knorpels und an der Entzindung des Synoviums beteiligt. Oben genannte MMPs sind
ebenfalls an dem Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis beteiligt (Mancini et al., 2006).
Auch bei der Wundheilung sind MMPs involviert. Die Wundheilung unterteilt sich in die
Phasen Koagulation und Entziindung, Reepithelialisierung und Angiogenese und der
Wiederherstellung des Gewebes und der Narbenbildung. Bei der normalen Wundheilung sind
MMPs in einem stark regulierten Prozess beteiligt. Bei der entzundlichen Phase sind
insbesondere die MMPs 1, 2, 3, 8 und 9 beteiligt. So spaltet MMP 9 IL-8 und erhoht dadurch
dessen Aktivitat um das 10fache. Weiterhin spaltet MMP 9 gebundenes TNF-o und aktiviert
es. Dadurch wird ein chemokiner Gradient erzeugt, was zur Infiltration des Gewebes mit
Neutrophilen, Mastzellen und Makrophagen fiihrt. Die MMPs 1,2,3 und 9 aktivieren auch
andere Zytokine, wie 1l-1B oder das humane ,,Granulozytenchemotatic Protein 2* (GCP-2).
Gleichzeitig tragen MMPs aber auch zu einer Begrenzung der Entziindung bei. MMP 2 spaltet
beispielsweise das ,,Monozyten chemoattractant Protein 3 (MCP 3), welches durch Bindung
an die Rezeptoren CCR 1-3 die Leukozyten Migration inhibiert. Ein ahnlicher Effekt wird
durch die Spaltung der Proteine MCP 1, 2 und 4 durch MMP 1, 3 und 8 erreicht.

Zur Reepithelialisierung ist die Einwanderung von Keratinozyten in den Wundbereich
notwendig. Diese Wanderung durch die einzelnen Matrixbestandteile wird erst durch die
Aktivitat von MMPs, insbesondere MMP 1, 3 und 10, ermdglicht. In der angiogenen Phase,
der Bildung von Gefélen zur Versorgung des Wundbereiches, spielen insbesondere die
MMPs 2, 9 und 14 eine entscheidende Rolle. Die MMPs 2 und 9 bewirken neben der
Spaltung der Bestandteile der Basalmembran auch eine Freisetzung von angiogenen
Wachstumsfaktoren wie bFGF, TGF, EGF und VEGF. Auferdem werden durch die
Proteolyse der Matrixbestandteile bisher verborgene Migrationssignale freigelegt (Xu et al.,
2001). Die Rolle von MMP 14 beschréankt sich eher auf die Rolle der Aktivierung von
proMMP2. Wéhrend der Wiederherstellung des Gewebes sind die MMPs 1, 2 und 9 beteiligt.
Sie ermoglichen die Migration von Fibroblasten. Die Regulation der MMP-Aktivitét erfolgt
hier durch die TIMPs. So konnte bei Wundheilungsstérungen eine Verringerung der TIMP-
Konzentration im Vergleich zur normalen Wundheilung festgestellt werden. Zu den
pathologischen ~ Wundheilungsstérungen gehéren unter anderem die diabetische
FuBulzeration, die Dekubitus-Ulzerationen und den durch Venenstauungen verursachten
Ulzerationen. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration der aktivierten MMPs 1, 2, 3,
8, 9 und 10 bei chronischen Wunden erhoht ist.
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Dies fuhrt zu einer persistierenden Entziindung und der verlangerten Einwanderung von
Entzundungszellen, einer erhdhten Expression und Freisetzung von Wachstumsfaktoren, was
zur Nekrose und Apoptose fuhrt, und dem Fehlen einer Wiederherstellung des Gewebes im
Wundbereich (Toy, 2005; Xue et al., 2006).

Bei Erkrankungen des Herzens und der Gefalie sind ebenfalls MMPs, insbesondere MMP 2
und 9, beteiligt. So konnte eine Assoziation mit der Bildung und Instabilitdt von
atherosklerotischen Plaques, der Migration von GefédBmuskelzellen, der Restenose von
GefaRen, der Entwicklung von Aortenaneurysmen und dem Herzversagen belegt werden
(Galis et al., 1994; Danielsen et al., 1998; Lovdahl et al., 1999; Longo et al., 2002; Yamazaki
et al., 2004; Malemud, 2006).

Bei Tumorerkrankungen sind die MMPs 2 und 9 essentiell. Sie ermdglichen unter anderem
durch Spaltung der Basalmembran die Gefalneubildung und somit die Versorgung des
Tumorgewebes mit Nahrstoffen. Dieser als Tumor-Angiogenese bezeichnete VVorgang wurde
bereits im Abschnitt 1.1 beschrieben. Daneben werden aber auch bei anderen Erkrankungen,

wie der diabetischen Retinopathie, angiogene VVorgange beobachtet (Tab 4).

Gewebe oder Organ Prozesse, die durch abnormale Angiogenese oder vaskuldre

Fehlfunktion charakterisiert sind

Blutgefale T Atherosklerose,Hamangiom, H&mangioendotheliom

8§ vaskulare Fehlfunktionen

Haut T Warzen, eiterbildendes Granulom, Haarwachstum, Kaposi Sarkom,

Narbenkeloid, allergisches Odem, Neoplasien
8 Psoriasis (VergrofRerung der HautgfaRe und gewunden)

1 Dekubikus oder Stauungsgeschwiir, gastrointestinale Geschwire

Uterus, Ovar, Plazenta T Dysfunktionale Uterusblutungen (Verhitung), follikulére Zysten,

ovare Hyperstimulation, Endometriose, Neoplasien
§ Praeklampsie

1 plazentare Insuffizienz

Peritoneum, Pleura || Atemnot, Aszites, peritoneale Sklerose (Dialysepatienten),

Adhasionshildung (abdominale Chirurgie), Metastasenverbreitung

Herz, Skelettmuskeln t Uberbelastung

t ischdmisches Herz und Extremitaten Erkrankung

Adipose Gewebe t Adipositas
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Gewebe oder Organ

Prozesse, die durch abnormale Angiogenese oder vaskulare

Fehlfunktion charakterisiert sind

Knochen, Gelenke

T Rheumatoide Arthritis, Synovitis, Knochen und Knorpel Destruktion,
Osteomyelitis, Bindegewebewachstum (Pannus), Osteophytenbildung,
Krebs

1 aseptische Nekrose, verminderte Frakturheilung

Leber, Nieren, Lunge,
Ohren  und  andere
Epithelien

t Entzindliche und infektiose Vorgénge (Hepatitis, Pneumonie,
Glomerulonephritis), Asthma, nasale Polypen, Transplantationen,
Leberregeneration, Krebs

8 pulmonale Hypertonie, Diabetes

1 pulmonale und systemische Hypertonie

Gehirn, Nerven, Augen

t Frahgeburtliche Retinopathie, diabetische Retinopathie, choroidale
und andere intraokulare Erkrankungen, Leukomalazie, Krebs

1 Schlaganfall, vaskuldre Demenz, Alzheimer, CADASIL (zerebral
autosomal dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukenzephalopathie)

Endokrine Organe

T Thyreoiditis, thyreoidale VergroRerung, Pankreas-Transplantation

t thyreoidale Pseudozysten

LymphgefaRe T Tumormetastasie, lymphoproliferative Erkrankungen
1 Lymphdodem

Hé&matopoese T AIDS (Kaposi), hdmatologische Tumore

Tabelle 4

Erkrankungen, welche im Zusammenhang mit einer vermehrten, verminderten oder abnormalen Angiogenese

stehen

Dargestellt sind Erkrankungen in Bezug auf das Gewebe, Organ oder die Blutbildung, welche im

Zusammenhang mit einer vermehrten oder verminderten Angiogenese stehen.

T erhohte Vaskularisation
T verminderte Vaskularisation

§ abnormales GefaBumbau

|| erhohte Vaskularisation und/oder Permeabilitat
(modifiziert nach Carmeliet et al., 2000)
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1.5 Der M13-Phage

Der M13-Bakteriophage wurde fir die folgenden Experimente verwendet und soll hier naher
beschrieben werden. Der filamenttse Bakteriophage M13 ist 900 nm lang und hat einen
Durchmesser von 5 bis 7 nm (Szardenings, 2003). Die Erbinformation liegt als zirkulére,
6407 Basen groRe Einzelstrang DNA vor. Sie wird umgeben von 2700 Kopien des
Haupthtllproteins pVIIl. Die Enden des lang gestreckten Phagen werden durch je 5 Kopien
der Hullproteine pVII und pIX an einem Ende und je 5 Kopien der Hullproteine plll und pVI
an dem anderen Ende gebildet (Abb. 9) (Kehoe et al., 2005).

A

13 filamentoser Bakieriophage

— fffffff!fffffffffffffffg}

RNy

f -0 A —
R e

Strukturproteine

pVil 33 As, 5 Kopien
olX 32 As, 5 Kopien

AN oVl 50 As, 2700 Kopien
- oVl 112 As, 5 Kopien

p— olil 4086 As 5 Kopien

B.
Micht-Strukiurproteine

ol DMAReplikation, 410 As
oX, DMA Replikation, 111 As
o Bindung der ssDMNA, 87 As
ol Zusammenbau, 348 As
ol Zusammenbau, 405 As
ol Zuzammenbau, 108 As

Abbildung 9

Die Proteine des M13 Bakteriophagen

A Das Haupthillprotein pVIII umschlielt das einzelstrangige DNA Genom des Phagen. Die Enden des Phagen
werden durch die Hillproteine plil, pVI, pVII und plX gebildet.

B Weitere 6 Proteine des M13-Phagen sind Nicht-Strukturproteine und dienen u.a. der Replikation und dem
Zusammenbau des Virions.

(modifiziert nach Kehoe et al., 2005)
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Der M13-Phage ist ein F-Pilus spezifischer Phage, da er mit dem Hullprotein plll an das
Membranprotein Tol A des F-Pilus von Escherichia coli Bakterien bindet. Die einzelstrangige
Phagen-DNA gelangt durch den Pilus in das Bakterium. Dort wird die einzelstrdngige DNA
in die doppelstrangige, replikative (RF-) Form Gberfihrt (Knippers, 2006). Nun werden die
insgesamt 11 Phagenproteine synthetisiert. Die Hiullproteine inserieren in die innere
Bakterienzellmembran. Das Nicht-Strukturprotein pV umhillt, wenn eine gewisse
Konzentration erreicht wird, die neu synthetisierte einzelstrangige Phagen-DNA und
verhindert so die Umwandlung in doppelstrangige DNA. An einer nicht bedeckten Stelle des
Phagen-Genoms binden die zum Phagen-Zusammenbau, dem Assembly, notwendigen
Membranproteine plV, pXI und pl und bilden eine Membranpore. Wahrend des Assembly-
Prozesses wird das Protein pV von der DNA entfernt und durch das Haupthtllprotein pVIII
ersetzt. Je 5 Kopien der Hullproteine pVII und pIX befinden sich nun an einem Ende des
Phagen und der Phage wird von dem Bakterium sekretiert. Nun werden an dem anderen Ende
des Phagen die Hillproteine pVI und plll inkorporiert. Das Protein plll assistiert jetzt bei der
Loslésung des Phagen von dem Bakterium. Es kommt hierbei nicht zu einer Lyse der
Bakterienzelle (Abb. 10) (Kehoe et al., 2005).
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vollstindiges Phagan-Partikel (Vinon)
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Abbildung 10

Der Infektionszyklus des M13-Phagen

Das Phagen Partikel (Virion) bindet an den F-Pilus, welcher durch Gene des F-Plasmids kodiert wird, des
Escherichia coli Bakteriums. Nach der Phagenbindung gelangt das Virion durch Zuriickziehen des F-Pilus an die
Zelloberflache. Dort interagiert das Phagen-Hullprotein plll mit dem membranstdndigen Protein TolA. Die
einzelstrangige Phagen-DNA (Plus Strang) gelangt in die Bakterienzelle und wird durch bakterielle Proteine in
die replikative doppelstrangige DNA konvertiert. Die Phagenproteine pll und pX sind an der Replikation des
viralen Genoms beteiligt, welcher nach dem ,rolling circle* Mechanismus erfolgt. Die replizierte einzelstrangige
Phagen-DNA wird von dem Phagenprotein pV bedeckt. Dieser DNA-Protein Komplex interagiert nun mit der
Export-Maschinerie, welche durch die Phagen-Proteine pl, plV, pXI und Thioredoxin gebildet wird. Dabei
werden simultan die Phagen Partikel mit den bereits in der inneren Bakterienmembran inserierten Hillproteinen
gebildet und in den extrazellularen Raum sekretiert, wobei das Protein pV wiederverwendet wird. Das Virion
wird nun von der Zelle entlassen, ohne diese zu téten. Die Symbole der Hullproteine entsprechen denen der
Abbildung 9.

(modifiziert nach Kehoe et al., 2005)
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1.6 Phage-Display

Als ,,Phage Display* wird die Selektion von Phagen einer Phagen-Bibliothek, welche
heterolog Peptide oder Proteine auf ihrer Oberflache préasentieren, bezeichnet.

Diese Technologie macht sich zwei Gegebenheiten zunutze. Zum einen kénnen Mutationen in
Gene der Hullproteine eines Phagen eingefugt werden. So lange keine essenziellen
Funktionen des Genproduktes betroffen sind, wird das mutierte Hullprotein an der Oberflache
des Phagen-Partikels préasentiert. Zum anderen besteht ein physikalischer Zusammenhang
zwischen dem présentierten mutierten Hullprotein und dem fiir dieses Protein kodierende
Gen. Durch die Verwendung von randomisierten Oligonukleotiden konnen die resultierenden
Phagen eine Peptid-Bibliothek darstellen, wobei jedes prasentierte Peptid physikalisch mit der
Phagen- DNA verknipft ist (Rodi et al., 1999). Die Konstruktion einer solchen Bibliothek,
bei der das Gen des Hiuillproteins plll des Bakteriophagen f1 veréndert wurde, wurde 1985
erstmalig beschrieben (Smith, 1985). Als Tréger der heterologen Peptide oder Proteine
konnen Bakteriophagen wie lambda (Sternberg et al., 1995), T4 (Efimov et al., 1995), T7
(Houshmand et al., 1999), fd oder M13 Phagen fungieren.

Bei der Herstellung einer auf der Phagen-Oberflache préasentierten Oligopeptid-Bibliothek ist
zu beachten, dass alle theoretisch moglichen Peptid-Kombinationen einer Oligopeptidsequenz
enthalten sind. Dazu wird die DNA rekombinant modifiziert, in dem mittels
Restriktionsendonukleasen die DNA gespalten wird und ein Oligonukleotid eingefiigt wird.
Dieses Oligonukleotid kodiert flr das heterolog zu expremierende Oligopeptid. Zur
Erstellung einer Bibliothek wird eine Vielzahl von Oligonukleotiden verwendet. Nach
Transformation von Bakterien mit diesen Phagen und folgender Amplifikation muss durch
DNA-Sequenzierung der inserierten Oligonukleotide die Diversitat der Bibliothek statistisch
bestimmt werden (Sidhu et al., 2000).

Diese Oligopeptid-Bibliothek ist der Ausgangspunkt flr die Selektion von Phagen. Diese
unselektionierte, ,naive* Bibliothek wird gegen ein bekanntes Substrat selektioniert. Der
Vorgang dieser Selektion wird bei Phagen auch als ,,Panning® bezeichnet. Dazu wird die
Zielstruktur, z. B. ein Protein, auf einem Untergrund immobilisiert und anschliefend mit der
Phagenlésung inkubiert. Nicht oder schwach bindende Phagen werden dann durch Waschen
entfernt. Die Stringenz des Waschpuffers kann von Selektionsrunde zu Selektionsrunde
gesteigert werden. Die noch gebundenen Phagen werden jetzt eluiert.
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Dazu kdnnen unspezifische Eluationsmittel, wie saure Losungen, Bindungskompetitoren oder
auch infizierbare Bakterien eingesetzt werden. Die gewonnenen Phagen konnen analysiert

oder fur eine weitere Selektionsrunde amplifiziert werden (Abb. 11).

Ji .
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j
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Abbildung 11

Vereinfachte Darstellung der in vitro Selektion von Phagen

Eine naive, nicht selektionierte Phagenbibliothek wird mit der Zielstruktur inkubiert. AnschlieBend werden die
nicht gebundene Phagen durch Waschen entfernt und die gebundenen Phagen eluiert und in Escherichia coli
Bakterien amplifiziert. Diese amplifizierten Phagen werden erneut mit der Zielstruktur inkubiert und durch
stringenteres Waschen kdnnen nicht oder schlecht bindende Phagen entfernt werden. Es kann sich dann eine
weitere Selektion oder die Analyse der Phagenklone anschliessen.

(modifiziert nach Szardenings, 2003)

Dieses Verfahren kann jedoch durch eine Vielzahl von Parametern, wie die Qualitat der
Bibliothek, die Inkubationszeit oder das Vorhandensein von potenziellen Inhibitoren,
beeinflusst werden. Weiterhin kann die Bindung des Phagen an seine Zielstruktur auch in
Losung stattfinden. Dazu muss an dem Protein ein Biotin oder ein anderes Motiv vorhanden
sein, mit dem das Protein nach der Bindung immobilisiert werden kann (Noren et al., 2001;
Szardenings, 2003).
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Eine weitere Methode der Selektion neben dem in vitro Verfahren ist die in vivo Selektion
z.B. in Mé&usen (Molenaar et al., 2002; Zou et al., 2004). Dieses Verfahren bietet sich an,
wenn man Oligopeptide sucht, die an Gewebestrukturen von Organen oder Tumoren binden.
Durch die Passage der naiven Phagenbibliothek durch das Tier kdnnen Phagen an die
jeweiligen Strukturen binden, nicht bindende Phagen werden anschliefend durch Perfusion
des Tieres aus dem Organismus entfernt. Auf diese Weise erhdlt man einen Phagenpool, der
an die gewilnschte Struktur bindet. Durch weitere Selektionen, in vivo oder in vitro, kénnen
die am besten bindenden Phagen aufgefunden werden (Ruoslahti, 2002).

Oligopeptid- oder Protein-Bibliotheken kdnnen auch von Bakterien oder eukaryotische Viren,
wie dem Baculovirus, préasentiert werden (Robert et al., 1996; Ernst et al., 1998; Grabherr et
al., 2001). Insbesondere bei der Verwendung eukaryotischer Viren konnen die

posttranslationalen Modifikationen von Proteinen bei der Selektion beriicksichtigt werden.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Neubildung von Blutgefalien ist ein wichtiger Bestandteil des Tumorwachstums. Zur
Deckung des Sauerstoff- und Nahrstoffbedarfs eines Tumors muss ein Anschluss an das
BlutgefaRsystem des Korpers hergestellt werden. Dieser Vorgang wird als Tumor-
Angiogenese bezeichnet. Ein Bestandteil der Tumor-Angiogenese ist die Proteolyse der
vaskularen Basalmembran, welche die Endothelzellen vom unterliegenden Bindegewebe
abgrenzt. Ein Hauptbestandteil der Basalmembran ist das Kollagen 1V, das durch die Matrix-
Metalloproteasen 2 und 9 gespaltet werden kann. Durch die proteolytische Modifikation des
Kollagen IV werden bisher nicht zugéngliche Bereiche des Kollagen IV fir Endothelzellen
zuganglich.  Diese kryptischen  Bindungsstellen dienen den Endothelzellen als
Migrationssignale, die fiir eine regelrechte Geféal3bildung funktionell relevant sind. Diese
tumorspezifischen Bindungsstellen sind aber auch maogliche Zielstrukturen fir neue
Krebstherapien. Liganden der kryptischen Bindungsstellen kommen als Konjugate fur
therapeutisch wirksame Radionuklide, oder Zytostatika in Frage, die eine selektive
Verabreichung der Therapeutika in den Tumor ermdglichen. Die ,,Phage Display* Technik
ermoglicht die Selektion solcher Liganden aus einer auf Phagen exprimierten Peptidbank.

Unter Verwendung des ,,Phage Display” sollen Phagen einer M13 Oligopeptid-Phagen-
Bibliothek isoliert werden, welche an das Tumorgewebe einer Tumor-tragenden Maus und an
durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV binden und sich dadurch selektiv in
Tumoren anreichern. Zudem sollten die Bindungseigenschaften dieser Phagen sowohl in vitro
als auch in vivo untersucht werden. Weiterhin sollen die von den Phagen prasentierten
Oligopeptidsequenzen, welche die Bindung ermdglichen, bestimmt und entsprechende
Oligopeptide hergestellt werden und untersucht werden, ob sie die Endothelzell-
Differenzierung in vitro und die Angiogenese in vivo modulieren und mdoglicherweise als

Angiogenesehemmstoffe verwendet werden kénnen.
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysewaage

Autoklav

Brutschrank fir Bakterien
Brutschrank fiir Zellen
Digitalkamera AxioCam3 MR
Einmallskalpell Feather
Fluoreszenzmikroskop
Gewebe-Homogenisator Ultra-Turrax T25
Gelelektrophoresekammer
Glaswaren

Homogenisator nach Dounce
Kantlen

Kivetten aus Plastik

Kivetten aus Quarzglas
Mikroskop, Typ Axiovert 10
Neubauer-Zahlkammer
OP-Besteck

Parafilm

Pipettenspitzen

Pipetten

Photometer, Typ Bio-Photometer
Polystyrol Mikrotiterplatten
Polypropylenréhrchen (15 und 50 ml)
Polaroid—Filme, Typ 667
Polaroidkamera

ReaktionsgefaRe fur die PCR

Reaktionsgefale

Sartorius, Gottingen
Schembera, Miinchen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Carl Zeiss, Oberkochen

Produkte fir die Medizin AG, Koéln

Carl Zeiss, Oberkochen

IKA Labortechnik, Staufen

GE Healthcare, Freiburg
Schott, Mainz

B. Braun Biotech, Melsungen
B. Braun, Melsungen

Brand, Wertheim

Hellma, Jena

Carl Zeiss, Oberkochen
Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Roth, Karlsruhe

Brand, Wertheim

Abimed, Langenfeld

Gilson, Limburg

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Polaroid, USA

Polaroid, USA

Biozym, Hessisch Oldendorf
Eppendorf, Hamburg
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Rotor fiir 500ml Gefalie
Rotor fiir 50 ml Gefalie
Spektrometer Kontron Uvikon 931

Spannungsquelle

Schittler mit Inkubationshaube
Schiittler, Typ Chemetron
Spritzen

Speed-Vac

Steril-Sicherheitswerkbank der Stufe 2
Thermo-Mixer

Thermozykler

Tierkafige

Ultraschall-Homogenisator UP2000s
UV-Transilluminator

Wasserkiihlung, Typ LKB Multi-Temp 11
Zentrifugalfilter Microcon YM-10
Zentrifuge, Typ Biofuge fresco
Zentrifuge, Typ Suprafuge 22
Zentrifuge, Typ Megafuge 1.0
Zentrifugengeféalle Nalgene

Zellkulturflaschen

Herolab, Wiesloch

Heraeus, Hanau

BioTek Kontron Instruments,
Neufahrn

Bio-Rad, Minchen

Edmund Buhler, Hechingen
Cellogel, Mailand, Italien

BD, Heidelberg

Savant Instruments, Holbrook, N.Y.,
USA

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Hybaid, Teddington, UK
Tecniplast, Hohenpeil3berg

Dr. Hielscher, Teltow

Biometra, Gottingen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Fisher Scientific, Schwerte

Greiner BioOne, Frickenhausen
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2.1.2 Chemikalien

Das in den Versuchen verwendete Wasser wurde vor Benutzung durch eine MilliQ -

Filteranlage (Millipore, Schwalbach/Ts.) entionisiert. Dieses entionisierte Wasser wies einen

Widerstand von 18,2 MQ cm auf und wurde bei Bedarf autoklaviert.

Acrylamid-,Bisacrylamid-Stammldsung

(wassrige 40% Lo6sung im Verhéltnis 29:1)

Agar

Agarose
4-Aminophenylquecksilberacetat
Ammoniumeisencitrat

APS

bFGF

bovines Hadmoglobin

Brij-35

BSA (Pulver, 96% rein)

Butanol

CaCl,

Commassie Brilliant Blau
Diethylether

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
DNA-Lé&ngenstandards

DPBS (10 x)

Drabkins-Reagenz

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
EDTA

Eisessig
Endothelzell-Wachstumsmedium
Ethanol (96%, p.A.)

Ethanol, vergéllt

Ethidiumbromid

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

Sigma, Miinchen
Immunotools, Friesoythe
Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

Sigma, Miinchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Biochrom, Berlin
Sigma, Munchen

Sigma, Miinchen
PromoCell, Heidelberg
Sigma, Munchen
Apotheke des Klinikums rechts der Isar,
Miinchen

Sigma, Miinchen
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Faser-Einstreu

fotales Kalberserum
Glycerin

Hefe Extrakt
HEPES

IPTG

Kasein-Natriumsalz

Ketavet® (Ketamin)

Kollagen IV aus der humanen Plazenta
Kollagen G

Ladepuffer (6 x) flr Agarosegele
Matrigel, Wachstumsfaktor-reduziert
Mausestandardfutter Altromin 1314

NaCl

NaCl-L6sung 0,9 % fir Injektionszwecke
NaJ

NaOH

Natriumacetat

NH,CI

Paraformaldehyd

PEG

Penicillin/Streptomycin Lésung
Rompun 2%® (Xylazin)
Rimadyl® (Carprofen)

SDS

S-Gal Natriumsalz

TEMED

Trisacetat

Tris

Triton X-100

Trypton

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG
Lage

Biochrom, Berlin

Sigma, Miinchen

Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Sigma, Munchen

Pfizer, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Biochrom, Berlin
Fermentas, St. Leon-Rot
BD Biosciences, Heidelberg
Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG
Lage

Sigma, Miinchen

Delta Select, Dreieich
Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

Biochrom, Berlin

Bayer, Leverkusen

Pfizer, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Munchen

Sigma, Munchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen



Material und Methoden

47

Trypsin/EDTA Losung
Tween20
Vidisic®

ZnC|2

Biochrom, Berlin
Sigma, Munchen
Bausch Lomb, Berlin

Sigma, Miinchen

2.1.2.1 Zusammensetzung der verwendeten Ldsungen

TAE—Puffer
Trisacetat 40 mM
EDTA 1mM

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (DPBS) (Dulbecco et al., 1954)

KCI 2,68 mM
KH2PO4 1,46 mM
NaCl 136 mM

Na;HPO,4-7H,0 8,05 mM

MMP2/9-Puffer

HEPES 25 mM
CaCl, 5mM
Glycerol (=Glycerin)  20%
Brij-35 0,005%

pH 7,5 einstellen

MMP1/8-Puffer
Tris/HCI, pH 7,0 50 mM

NaCl 0,15M
CaC|2 5mM
Brij3s 0,05%

ZnCl, 1uM
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LB (Luria-Bertani) Medium (Sambrook et al., 2001)

Trypton
Hefe Extrakt
NaCl

LB/Agar
Trypton
Hefe Extrakt
NaCl

Agar

10 g/l
59/l
10 g/l

10 g/l

59/l
10 g/l
10 g/l

S-Gal Natriumsalz 0,72 mM

Ammoniumeisencitrat 1,89 mM

nach dem Autoklavieren
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1mM)

PEG/NaCl
PEG
NaCl

Jodid-Puffer
Tris/HCI (pH 8,0)
NaJ

EDTA

STE-Puffer

NaCl

Tris/HCL, pH 8,0
EDTA

Top-Agarose
Trypton
Hefe-Extrakt
NaCl

Agarose

20 %
2,5M

10 mM
4 M
1mM

100 mM
10 mM
1mM

10 g/l
59/l
59/l
79/l
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Coomassie-Férbeldsung:
Coomassie Brilliant Blue R—250 200 mg/I
Methanol 30 %

Essigséure 10 %

Entfarbelosung
Ethanol 35 %

Essigséure 10 %

Zymografie-Puffer

TrissfHCL,pH7,5 50 mM
NaCl 200 mM
CaCl, 10 mM

Losungen fur Zymogramm-Gele:

Trenngel

Tris/HCI, pH 8,8 375 mM
SDS 0,1%
Sammelgel

Tris/HCI, pH 6,8 125 mM
SDS 0,1%
Laufpuffer

Tris/HCI, pH 8,3 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1%

Probenpuffer (2-fach)
Tris/HCI , pH 6,8 62,5 mM
SDS 2%
Glycerin 10 %
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Injektionsanéasthesie
82% physiologische NaCl-L6sung, 0,9%

10% Ketavet® (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid)

8% Rompun® (2% Xylazinhydrochlorid)

2.1.2.2 Enzyme

Die Enzyme wurden jeweils mit den mitgelieferten Reaktionspuffern nach Herstellerangaben

verwendet.

T4-DNA-Ligase

PanScript DNA — Polymerase
Restriktionsendonukleasen Eagl und Acc65I
rhMMP2

rhMMP9

hMMP1

hMMP8

2.1.2.3 Kits

Ph.D.™-7 Phage Display Peptide Library Kit
Ph.D. Peptide Display Cloning System
TransFormAid Bacterial Transformation Kit

peqGold Plasmid Miniprep Kit |

MiniElute Gel Extraction Kit

Fermentas, St. Leon-Rot
Pan-Biotech, Aidenbach
New England Biolabs, Frankfurt/Main
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt

Calbiochem, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfurt/Main
Fermentas, St. Leon-Rot

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Qiagen, Hilden
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2.1.2.4 verwendeter Bakterienstamm

Escherichia coli K12 ER2738: F~ lacl- A(lacZ)M15 proA-B- zzf::Tn10(Tet:)/fhuA2 supE thi
A(lac-proAB) A(hsdMS-mcrB)5 (r-m-McrBC)

Dieser Bakterienstamm diente als Wirt fur die M13-Bakteriophagen. Die Infektion erfolgte
uber den durch das F-Plasmid kodierten F-Pilus (Gough et al., 1983; Woodcock et al., 1989).
Die Bakterien wurden von der Firma New England Biolabs, Frankfurt/Main bezogen.

2.1.2.5 Der Vektor M13KE

Der Vektor M13KE diente der Erstellung von M13-Phagen, bei denen der N-Terminus des
Phagenproteins plll rekombinant verandert wurde (Abb. 12). Die Vektor-DNA wurde als Teil
des ,,Ph.D. Peptide Display Cloning System* von der Firma New England Biolabs
(Frankfurt/Main) bezogen. Dieser Vektor wurde auch zur Konstruktion der Ph.D. 7
Phagenbibliothek der Firma New England Biolabs vewendet (Noren et al., 2001). Die Fremd-
DNA wird zwischen den Spaltstellen der Restriktionsendonukleasen Acc651/Kpnl (1610) und
Eagl (1630) eingeftigt. Durch entsprechende Konstruktion der einzufiigenden Fremd-DNA
liegt der zu présentierende Sequenz-Abschnitt direkt an der Spaltstelle der plll Leader-
Peptidase. Dadurch wird die zu exprimierende Peptidsequenz am N-Terminus des
Phagenhullproteins plll présentiert, welches in 5 Kopien vorliegt (Abb. 12 B). Weiterhin
enthalt der Vektor das lacZo-Gen, welches fiir den N-terminalen Abschnitt der B-
Galaktosidase kodiert. Bei Verwendung von Escherichia coli ER2738 wird so eine Alpha-
Komplementation ermdglicht, welche im Folgenden néher erldautert wird.

Bei der Alpha-Komplementation wird das Enzym p-Galaktosidase, welches durch das Gen
lacZ kodiert ist, durch zwei unterschiedliche Genbereiche kodiert. In den hier verwendeten

E. coli ER2738 Bakterien ist der Promotorbereich mit dem lac-Repressor (lacl) und der
C-terminale Teil der p-Galaktosidase (lacZM15) kodiert. In den M13-Phagen der
verwendeten Phagenbibliothek ist das Gen lacZa vorhanden, dieses kodiert fir den N-
terminalen Teil der B-Galaktosidase. Hat nun ein Phage dieser Bibliothek ein E. coli ER2738
Bakterium infiziert, befindet sich das gesamte lacZ Gen in einer Bakterienzelle und es kann
eine funktionale f-Galaktosidase gebildet werden. Das in dem Phagen vorhandene lacZa-Gen
komplementiert also das fehlende lacZa-Gen des Bakteriums. Durch Zusatz von IPTG wird

der lac-Repressor inaktiv und das lacZM15 Gen kann transkribiert werden.
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Das Enzym [-Galaktosidase kann nun S-Gal verstoffwechseln. S-Gal, welches farblos ist,
wird durch die B-Galaktosidase gespalten und fuhrt durch Chelatierung von Eisenionen,
welche durch Zugabe von Ammoniumeisencitrat im Medium zur Verfligung gestellt werden,
zu einer Schwarzfarbung der Phagen infizierten Bakterien (Langley et al., 1975; Heuermann
et al., 2001; Knippers, 2006).
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Abbildung 12

Der von dem Bakteriophagen M13 abgeleitete Vektor M13KE

A) In der Karte des 7222 bp grofRen Vektors M13KE sind die Genprodukte des Phagen und die Spaltstellen
derjenigen Restriktionsendonukleasen, welche die DNA einmal schneiden, dargestellt. Auf Grund des lacZo-
Gens besteht die Mdglichkeit der Alpha-Komplementation des p-Galaktosidasegens, soweit auf dem
Bakteriengenom das lacZM15 Gen vorhanden ist.

B) Nach Spaltung der Vektor-DNA mit den Restriktionsendonukleasen Acc651 und Eagl und Entfernung des
kleineren Restriktionsfragments kann durch Ligation eine Sequenz inseriert werden, bei der zwischen den fiir die
Aminosduren Serin und Alanin kodierenden Tripletts weitere fir Aminoséuren kodierende Tripletts eingefligt
werden koénnen. Dadurch werden die rekombinant eingefligten Aminosduren am N-terminalen Ende des

Hullproteins plll présentiert.
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2.1.2.6 Oligonukleotide

Die hier dargestellten Oligonukleotide wurden zur Erstellung der rekombinant veranderten
Bindungsmotive des M13-Phagen, zur Amplifikation der inserierten DNA (mut_for, mut_rev)
und zur Sequenzierung der M13-Phagen DNA (-96gl11) verwendet. Bei den komplementéren
Oligonukleotiden mutl for bis mut4 rev wurden die durch die Spaltung mit den
Restriktionsendonukleasen Acc651 und Eagl erzeugten Uberhdnge beriicksichtigt. Alle
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg bezogen.

mutl_for

5 -GTACCTTTCTATTCTCACTCTGGTCTTGGTTATGGGTGGTCTGGTGGAGGTTC-3~
Acc65l Eagl

mutl_rev

57 -GGCCGAACCTCCACCAGACCACCCATAACCAAGACCAGAGTGAGAATAGAAAG-3”
Eagl Acc65I

mut2_for

5 -GTACCTTTCTATTCTCACTCTCTGAAGCAGAATGGGGGTAATTTTTCGCTGGGTGGAGGTTC-3
Acc65l Eagl

mut2_rev

57 -GGCCGAACCTCCACCCAGCGAAAAATTACCCCCATTCTGCTTCAGAGAGTGAGAATAGAAAG-3
Eagl Acc65I

mut3_for

5 -GTACCTTTCTATTCTCACTCTACGGGTACGTATACGTGGTCTGGTGGAGGTTC-3~
Acc65l Eagl

mut3_rev

57 -GGCCGAACCTCCACCAGACCACGTATACGTACCCGTAGAGTGAGAATAGAAAG-3”
Eagl Acc65l
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mut4_for

5 -GTACCTTTCTATTCTCACTCTACGCTTACGTATACGGGTTCTGGTGGAGGTTC-3~
Acc65l Eagl

mut4_rev

57 -GGCCGAACCTCCACCAGAACCCGTATACGTAAGCGTAGAGTGAGAATAGAAAG-3”
Eagl Acc65l

mut_for

5" -GCTCCTTTTGGAGCCTTTTT-3"~

mut_rev
5" -ATTCCACAGACAGCCCTCAT-3"

-96g111
5” -CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3~

2.1.2.7 chemisch synthetisierte Oligopeptide

TLTYTWS-Peptid
Dieses Oligopeptid mit der Aminoséuresequenz H-Thr-Leu-Thr-Tyr-Thr-Trp-Ser-Gly-Gly-

Gly-Lys-Lys-Cys-NH, wurde fur Inhibitionsversuche und die Untersuchung der Angiogenese
in vivo und in vitro verwendet. Dieses Oligopeptid mit einer GréRRe von 1400 Da wurde von
der Firma GL Biochem (Shanghai) Ltd., Shanghai, China als Pulver mit einer Reinheit von
95,14 % (HPLC-Analyse) bezogen.

SRPQITN-Peptid
Dieses Oligopeptid mit der Aminosauresequenz H-Ser-Arg-Pro-Gln-lle-Thr-Asn-Gly-Gly-

Gly-Lys-Lys-Cys-NH2 wurde als Kontrollpeptid in den Inhibitionsversuchen und bei der
Untersuchung der Angiogenese in vivo und in vitro verwendet. Dieses Oligopeptid mit einer
GroRe von 1344 Da wurde von der Firma GL Biochem (Shanghai) Ltd., Shanghai, China als
Pulver mit einer Reinheit von 97,06 % (HPLC-Analyse) bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Invitro Kultivierung von eukaryontischen Zellen

LLC

Fur die in vivo Experimente wurden Mé&use verwendet, denen Lewis-Lung-Carcinoma (LLC)-
Zellen injiziert wurden. Es handelt sich dabei um eine murine Lungenkrebszelllinie, die in
Mausen tumorigen ist (Bertram et al., 1980). Sie wurde von der Firma Cell Lines Service
(Eppelheim) bezogen.

Die Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (Biochrom, Berlin) unter
Zusatz von 10% foétalem Kalberserum (Biochrom, Berlin), 50000 IE Penicillin und 50000 pg
Streptomycin bei einer Temperatur von 37°C und 5% CO, in einem Inkubator kultiviert. Alle
Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten in einer Steril-Sicherheitswerkbank der Stufe 2. Zur
Subkultivierung wurde der Zellrasen zundchst mit vorgewarmten DPBS (37°C) gewaschen.
Zur Abldsung der Zellen wurden 2,5 pg Trypsin (Endkonzentration) und 1 pg EDTA
(Endkonzentration) in DPBS als vorgewdrmte Fertiglosung zugegeben und bis zum
vollstandigen Abldsen der Zellen bei 37°C inkubiert. Die abgeltsten Zellen wurden durch
eine Zentrifugation bei 320 x g fur 5 Minuten pelletiert und der verbleibende Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und in einem Verhaltnis von 1:4

auf neue Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75cm? verteilt.

HUVEC

Fur die in vitro Angiogenese Experimente wurden humane Endothelzellen der Nabelschnur
(HUVEC) verwendet. Diese Zellen wurden als Pool verschiedener Spenderinnen von der
Firma PromoCell, Heidelberg bezogen.

Die Zellen wurden in Endothel Growth Medium der Firma PromoCell bei einer Temperatur
von 37°C und 5% CO; in einem Inkubator kultiviert. Alle Arbeiten erfolgten in einer Steril-
Sicherheitswerkbank der Stufe 2. Zur Subkultivierung wurde der Zellrasen zundchst mit
vorgewdrmten DPBS (37°C) gewaschen. Zur Ablésung der Zellen wurden 2,5 pg Trypsin
(Endkonzentration) und 1 pg EDTA (Endkonzentration) in DPBS als vorgewdarmte
Fertiglosung zugegeben und bis zum vollstdndigen Abldsen der Zellen bei Raumtemperatur

inkubiert.
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Die abgeldsten Zellen wurden durch Zentrifugation bei 320 x g fiir 5 Minuten pelletiert und
der verbleibende Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und
auf neue Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 75 cm?) verteilt, welche zuvor mit Kollagen G
(0,16 mg/cm? Wachstumsflache) beschichtet wurden. Zur Beschichtung einer
Zellkulturflasche wurden zunachst 12 ml Kollagen G (4 mg/ml) (Biochrom, Berlin) 1:4 in
DPBS verdlnnt und auf die Wachstumsflache gegeben. Nach einer Inkubation von einigen
Minuten bei Raumtemperatur wurde die Zellkulturflasche mit DPBS gewaschen und dann zur

Zellaussaat verwendet.

2.2.2 Versuchstiere, Haltung, Anasthesie und Euthanasie

Versuchstiere
- CD1"-Méuse

Fur die in vivo Matrigel-Plug Versuche wurden weibliche Albino Maéuse des

Auszuchtstammes Crl:CD1(ICR) verwendet. Die Tiere dieses Stammes werden im Weiteren
als CD1 Mduse bezeichnet und wurden von Charles River, Sulzfeld im Alter von 14 Wochen
bezogen. Sie wurden bis zu einem Alter von 18 Wochen in der zentralen Tierhaltung

untergebracht.

- NMRI nude Méuse

Fur die in vivo Phagenselektion und zur Untersuchung der Phagenverteilung in vivo wurden
athymische, haarlose, weibliche Mause des Auszuchtstammes Crl:NMRI-Foxn1™ verwendet.
Die Tiere dieses Stammes werden im Weiteren als NMRI nude Mduse bezeichnet und wurden
von Charles River, Sulzfeld bezogen. Sie wurden bis zur Versuchsdurchfiihrung mindestens 2
Wochen in der zentralen Tierhaltung untergebracht und in einem Alter von 8 Wochen
verwendet.

Diese Tiere zeichnen sich durch eine Thymushypoplasie aus, welche eine Reduktion der T-
Zellen zur Folge hat. Weiterhin ist eine Reduktion verschiedener 1gG’s nachweisbar,
wohingegen IgM in normalen Mengen vorhanden ist. Des Weiteren ist das
Komplementsystem in normalem Umfang vorhanden. Auf Grund der reduzierten Immunitét
werden athymische Méause zur Xenotransplantation humaner Tumore und zur Etablierung von
Tumoren aus humanen Tumorzelllinien verwendet (Fogh et al., 1977; Van Weerden WM et
al., 1999; van Weerden et al., 2000).
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Haltung
Die Tierhaltung erfolgte in artgerecht ausgestalteten Kafigen mit Filterdeckeln zu je 5 Tieren

in einem Tierstall mit speziellem Lichtprogramm bei 26°C und 50-60% Luftfeuchtigkeit. Die
ad-libitum Versorgung wurde mit Méausestandardfutter Altromin 1314 und Leitungswasser
sichergestellt. Zweimal wochentlich wurden die Ké&fige gereinigt, desinfiziert und mit
Altromin Faser-Einstreu versehen. Die artgerechte Ausgestaltung der Kafige wurde mit
autoklavierten Papierrollen und Zellstofftiichern vorgenommen. Die Einstallung der Tiere

erfolgte mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn.

Anésthesie

- Injektionsanésthesie

Die Anasthesie der Tiere erfolgte durch intraperitoneale (i.p.) Injektion eines
Ketamin/Xylazin-Gemisches in 0,9% NaCl, welches 100 mg/kg Lebendgewicht Ketamin und
16 mg/kg Lebendgewicht Xylazin enthielt. Die Augensalbe Vidisic® wurde wahrend des
Fehlens des Lidschlussreflexes auf der Cornea verteilt. Ein rasches Auskihlen der Tierkorper,
insbesondere der Nacktmause, bei narkosebedingt reduziertem Stoffwechsel wurde durch
Einsatz einer Warmematte oder einer Infrarotlampe verhindert. Eine ad&quate

Schmerzprophylaxe wurde préandsthetisch mit Carprofen p.o. oder s.c. durchgefiihrt.

- Inhalationsanasthesie

Alternativ. wurde eine Kkurzzeitige Betdubung mittels Ether durchgefiihrt. Diese
Inhalationsandasthesie wurde insbesondere bei intraventsen Injektionen durchgefuhrt.

Dazu wurden in einem verschlieBbaren Glasgefal mehrere Lagen saugféhiges Papier gelegt
und etwas Ether zugegeben. AnschlieRend wurde das Versuchstier in das Gefal verbracht und
nach Einsetzen der Betdubung wieder entnommen. Zum Aufrechterhalten der Anésthesie
wurde ein kleines Gefal mit etwas Papier geflllt und eine geringe Menge Ether
hinzugegeben. Bei Bedarf wurde der Maus dieses dann vor den Kopf gehalten.

Euthanasie

Die Totung der Tiere erfolgte nach Atemstillstand infolge der Betdubung mit CO; durch
Eroffnung des Brustkorbs und Durchtrennung der Aorta im Bereich des Aortenbogens zum
Entbluten der Organe.
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Alternativ erfolgte die Perfusion der Tiere mittels DPBS. Dazu wurde nach Andsthesie der
Brustkorb eroffnet und die rechte Vorkammer des schlagenden Herzens mittels eines
Einschnittes mit einem Skalpell eroffnet. AnschlieRend wurde DPBS in die linke
Herzkammer injiziert. Die erfolgreiche Perfusion wurde durch die Ischdmie der Akren und

der Lunge festgestellt.

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern mit den
Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-34-02 und 55.2-1-54-2531-52-07 durchgefuhrt.

2.2.3 Herstellung Tumor tragender Mause

Fur die in vivo Phagenselektion, zur Phage-Biodistribution und zur Inhibition der Bindung des
TLTYTWS-Phagen durch das TLTYTWS-Peptid wurden Tumor tragende M&use verwendet.

Dazu wurden 1 x 10" Lewis-Lung-Carcinoma Zellen (LLC) je Injektion in 100 pl DPBS in
die Flanke oder im Bereich des Oberschenkels einer athymischen weiblichen Maus s.c.
injiziert. Nach 14 Tagen hatte sich an der Injektionsstelle ein sichtbarer Tumor entwickelt. Zu

diesem Zeitpunkt wurden die Tiere fur die Experimente verwendet.

2.2.4 Zymogramm

Das Zymogramm dient dem Nachweis aktiver Matrix-Metalloproteasen, welche auch als
Zymogen bezeichnet werden, und wurde nach der Methode von Hangai durchgefiihrt (Hangai
et al., 2002). Zunachst werden die Proteasen in einem vertikalen SDS-Polyacrylamid Gel,
welches Kasein oder Gelatine enthélt, unter Verwendung des SDS haltigen,
diskontinuierlichen Tris-HCI/Tris-Glycin-Puffersystems nach Laemmli elektrophoretisch
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Nach der Elektrophorese wird durch mehrfaches Waschen das
SDS aus dem Gel herausgeltst und das Gel in einem Reaktionspuffer bei 37°C inkubiert.
Dabei spaltet die Protease das in dem Gel enthaltene Substrat, Kasein oder Gelatine. Durch
anschlieBende Farbung des Gels mit Coomassie kann die Spaltung des Substrates durch die
aktive MMP sichtbar gemacht werden. Dabei wird das im Gel enthaltene Kasein bzw.
Gelatine blau gefarbt. An der Stelle, wo eine aktive MMP ihr Substrat spalten konnte, erfolgt

keine Blauféarbung.
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Das verwendete Trenngel enthielt 12% Polyacrylamid und 1 mg/ml Kasein-Natriumsalz. Die
Polymerisierung wurde durch die Zugabe von APS und TEMED gestartet. Das Sammelgel
enthielt 5% Polyacrylamid. Auch hier wurde die Polymerisierung durch APS und TEMED
gestartet. Einem Volumen der Matrix-Metalloprotease 1 oder 8 wurde ein VVolumen eines
2fach konzentrierten Probenpuffer zugegeben und in die Taschen des Sammelgels pipettiert.
Die elektrophoretische Proteinauftrennung erfolgte bei einer konstanten Stromstérke von 150
V/Gel und Wasserkihlung bei 10°C bis zum Auslaufen des Bromphenol blau des
Probenpuffers. Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurde das Trenngel 3 mal fiir eine
Stunde in einer 2,5%igen Triton X-100-LOsung auf einem Schiittler bei Raumtemperatur
inkubiert. Dadurch wird das SDS aus dem Trenngel entfernt. AnschlieBend wurde das
Trenngel in Zymografie-Puffer tberfuhrt und fir 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Das
Trenngel wurde mit einer Commassie Brilliant Blau—Farbeldsung fir eine Stunde gefarbt und

anschlieBend fir ca. 15 Minuten entfarbt.

2.2.5 Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen

Die hier verwendeten Matrix-Metalloproteasen 1, 2, 8 und 9 werden von Zellen physiologisch
als inaktive Enzyme in das umgebende Medium sezerniert. Die Aktivierung kann durch
andere Proteasen oder auch durch Chemikalien erfolgen. Die hier verwandten Proteasen
rhMMP2 und rhMMP9 wurden als aktivierte Enzyme von Calbiochem, Darmstadt erworben.
Im Unterschied dazu mussten die Proteasen hMMP1 und hMMPS8 vor ihrer Verwendung
aktiviert werden. Die chemische Aktivierung erfolgte durch 4-Aminophenylquecksilberacetat
(APMA) (Murphy et al., 1985).

Dazu wurde der Matrix-Metalloprotease eine 10 mM APMA Losung in 0,1 M NaOH-L6ésung
in einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt und fur 2 Stunden bei hMMP8 und 4 Stunden
bei hMMP1 bei 37°C inkubiert. Die Entfernung des APMA erfolgte mittels eines
Zentrifugalfilters. Das gesamte Reaktionsvolumen wurde dazu in ein Microcon YM-10
Zentrifugalfilter (Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.) mit einem GroéRenausschluR (MWCO)
von 10 kDa uberfuhrt. Da die Molekulargewichte der aktiven hMMP1 und der aktiven
hMMP8 deutlich Gber dem MWCO liegen (45 kDa bzw. 58 kDa), war mit einer vollstandigen
Retention der Protease in obigem Filter zu rechnen. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben. Der Filter mit dem Reaktionsansatz wurde in ein Reaktionsgefal
eingesetzt und bei 15.000 x g fur 30 Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wurde entnommen und

das Retenat mit MMP1/8-Puffer auf das urspriingliche Volumen aufgefullt.
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Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 15.000 x g fur 30 Minuten. Der Filter wurde nun
umgedreht in ein zweites Reaktionsgefall eingesetzt. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei
4.000 x g fur 3 Minuten. Das im ReaktionsgefaR aufgefangene Retenat, welches die aktivierte
Protease enthielt, wurde mit MMP1/8-Puffer auf 100 ng/ul aufgefiillt und bei -70°C bis zur
Verwendung gelagert. Um den Erfolg der Aktivierung zu verifizieren, wurde ein Kasein-
Zymogramm, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, durchgefiihrt (Abb. 13).

«— hMMP 8§

«— hMMP 1

Abbildung 13

Exemplarische Darstellung eines Kasein-Zymogramms

Zur Verifikation der Aktivierung der Matrix-Metalloproteasen 1 und 8 wurde ein Kasein-Zymogramm
durchgefiihrt. Hier wird durch nachfolgende Farbung mit Coomassie das im Zymogramm-Gel enthaltene Kasein
blau gefarbt. Nur die Stelle, an der die Protease nach der SDS-Gelelektrophorese vorhanden war und das im Gel

enthaltene Substrat spalten konnte, wurde nicht gefarbt.

2.2.6 Arbeiten mit Phagen

2.2.6.1 Beschichten von Mikrotiterplatten

Zur in vitro Selektion von Phagen und zum Test der Bindungseigenschaften der Phagen an
unterschiedliche Matrices wurden die wells einer Mikrotiter-Platte mit unterschiedlichen
Substanzen beschichtet.

Es wurden hoch bindende 96 well Polystyrol Mikrotiterplatten (Microlon 600, F-Boden,
Greiner Bio One) verwendet. Diese Platten weisen auf Grund ihrer Oberflachenbehandlung
eine erhohte Proteinbindungskapazitét auf.
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Die wells der Mikrotiterplatten wurden mit 10 pg geléstem humanem Kollagen 1V (Sigma),
10 pg BSA (Reinheit 96%) (Sigma), 260 ng aktivierter Matrix-Metalloprotease 2
(Calbiochem) oder 10 pg geléstem humanem Kollagen IV, welches zuvor durch Erhitzung
auf 99°C fir 6 Minuten hitze-denaturiert wurde, in 100 pl DPBS beschichtet. Die Lésungen
wurden 1 Stunde inkubiert und dreimal mit jeweils 200 pl DPBS/Tween20 (0,05%)
gewaschen. AnschlieBend wurde die nicht beschichtete Oberflache der wells blockiert. Dazu
wurde jedes beschichtete well mit 200 pl einer Blockierungslosung (1% BSA (Reinheit 96%),
DPBS, 0,05% Tween20) fur 1 Stunde inkubiert. Die wells wurden dreimal mit je 200 pl
DPBS/Tween20 (0,05%) gewaschen. Wells, in denen humanes Kollagen IV durch eine
Matrix-Metalloprotease gespaltet werden sollte, wurden anschlielend 260 ng der aktiven
Matrix-Metalloprotease 1, 2, 8 oder 9 mit dem entsprechenden Protease-Puffer in einem
Volumen von 100 ul zugegeben. In die verbleibenden beschichteten wells wurden 200 pl
Wasser gegeben. Die Platte wurde nun mit Parafilm abgedeckt und fir ca. 18 Stunden bei
37°C inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die mit der Protease versehenen wells 20-30
mal mit DPBS/Tween20 (0,2%) gewaschen. Danach wurden in diese wells ebenfalls 200 pl

Wasser gegeben und die Platte abgedeckt bei 4°C aufbewahrt.

2.2.6.2 Herstellung eines Phagen-Stocks

Um von einzelnen Phagen-Plaques eine ausreichende Phagenmenge zur Amplifikation
(Abschnitt 2.2.6.3) oder zur Gewinnung von doppelstrangiger Phagen-DNA
(Abschnitt2.2.8.1) zu erhalten, wurden Phagen-Stocks erstellt.

Dazu wurde eine E. coli ER2738 tber Nacht Kultur in einem Volumen von 1 ml 1:100 in LB-
Medium verdlnnt in ein 15 ml Polypropylenréhrchen gegeben. Nun wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze ein einzelner Plaque in dieses ReaktionsgefaR tberflihrt und 4 ¥ Stunden bei
37°C schittelnd inkubiert. Die Suspension wurde in 1,5 ml ReaktionsgefaRe tberfihrt, die
Bakterien durch Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute pelletiert und der die Phagen
enthaltene Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB tiberfiinrt. Es erfolgte eine erneute
Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute zur Pelletierung verbliebener Bakterien und 80%
des Uberstandes wurde in neue 1,5 ml ReaktionsgefaRe tberfiihrt. Dieser Uberstand stellt den

Phagen-Stock dar und wurde bei 8°C gelagert.
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2.2.6.3 Phagen-Amplifikation

Zur Phagenselektion und zum Test ihrer Bindungseigenschaften wurde eine groRe Zahl an
Phagen bendétigt. Dazu wurden die Phagen in Bakterien amplifiziert und anschlieRend von den
Bakterien abgetrennt und gereinigt. Die Vorgehensweise erfolgte nach Angaben des

Herstellers der Phagen (New England Biolabs).

Die zu amplifizierenden Phagen wurden einer Escherichia coli ER 2738 Bakteriensuspension
zugesetzt. Die optimale Bakteriendichte war bei einer ODggonm VOn 0,05 bis 0,1 erreicht. Die
Amplifikationen wurden in 20 ml LB-Medium durchgefiihrt. Die Bakteriensuspension wurde
4% bis 5 Stunden bei 37°C auf einem Schdittler inkubiert. In dieser Zeit konnten sich die
Phagen vermehren. Nach dieser Amplifikation wurden Phagen und Bakterien durch eine
Zentrifugation bei 13.750 x g fur 10 Minuten bei 4°C getrennt, wobei sich die Bakterien im
Pellet befanden und verworfen wurden. Der die Phagen enthaltene Uberstand wurde in ein
weiteres Zentrifugengefal? Gberfuhrt und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert, um
verbliebene Bakterien zu pelletieren. Der phagenhaltige Uberstand der zweiten Zentrifugation
wurde in ein neues ZentrifugationsgefaR tberfilhrt und /s Volumen PEG/NaCl Losung
zugegeben. Dies dient der Ausféllung der Phagen. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 4°C
wurden die Phagen durch eine Zentrifugation bei 13.750 x g fur 15 Minuten bei 4°C
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zentrifugation wiederholt. Das
Phagenpellet wurde in 1 ml DPBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tberfihrt.
Zur weiteren Aufreinigung folgte eine Zentrifugation bei 16.000 x g fir 5 Minuten bei 4°C.
Der phagenhaltige Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR uberfihrt. Die
Phagen wurden zur weiteren Aufreinigung und Konzentration durch Zugabe von /s Volumen
PEG/NaCl und einstiindiger Inkubation bei 8°C erneut ausgeféllt. Die ausgeféllten Phagen
wurden nun durch eine 10 mindtige Zentrifugation bei 16.000 x g und 4°C pelletiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde die Zentrifugation wiederholt. Das Phagenpellet wurde mit
200ul DPBS resuspendiert. Letzte Verunreinigungen wurden bei einer Zentrifugation bei
16.000 x g fiir 1 Minute bei 4°C pelletiert. Der die Phagen enthaltene Uberstand wurde in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefall uberfuhrt. Zur Titerbestimmung wurden 10 pl enthommen und

das restliche Phagenamplifikat bei 4°C gelagert.
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2.2.6.4 Titerbestimmung der Phagen

Die Titerbestimmung der Phagen erfolgte nach jeder Selektionsrunde, jeder
Phagenamplifikation und jedem Test auf Bindungseigenschaften.

Dazu wurden einem definierten Volumen Bakterien 10 pl einer Phagenverdinnung
zugegeben. Diese Suspension wurde mit Top-Agarose vermischt und auf einer LB/Agar-
Platte, welche zusatzlich S-Gal und IPTG enthielt, ausgestrichen. Durch die Vermehrung der
Phagen bildeten sich sogenannte ,,Plaques®, Locher, in dem Bakterienrasen. Auf Grund der
Alpha-Komplementation konnten die rekombinant veranderten M13 Phagen, welche schwarz
waren, und natdrlich vorkommende M13 Phagen, welche weil} waren, unterschieden werden
(vgl. Abschnitt 2.1.2.5). Durch die Anzahl der Plaques, der verwendeten Phagen-Verdiinnung
und dem eingesetzten Volumen der Phagenverdinnung konnte dann die Anzahl der Phagen in

der Ausgangslésung ausgedrtickt in ,,plague forming units* (pfu) bestimmt werden.

Die zu titrierende Phagensuspension wurde in LB-Medium 10 oder 100fach seriel verdiinnt.
Die Anzahl der Verdunnungen richtete sich nach der zu erwarteten Phagenanzahl. Fir die in
vivo-Selektionsrunde wurden 10* bis 10*fache Verdiinnungen verwendet, fiir die in vitro-
Selektionsrunden 10° bis 10%fache Verdiinnungen und fiir die Phagenamplifikate 108
10'*fache Verdiinnungen. In 15 ml Polypropylenréhrchen wurden je Verdiinnung 200 pl einer
E.coli ER2738 Bakteriensuspension mit einer ODgoonm VoOn 0,45 - 0,5 vorgelegt. Dieser
Suspension wurden 10ul der jeweiligen Phagenverdinnung zugefligt und 5 Minuten
inkubiert. AnschlieRend wurden 3 ml Top-Agarose zugegeben und das gesamte Gemisch in
eine LB-Agar Platte mit S-Gal und 1mM IPTG gegossen und verteilt. Sobald die Top-
Agarose fest geworden war, wurden die Platten Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Es wurden
jeweils die schwarz geféarbten Plaques einer Platte ausgezahlt und die erhaltene Zahl mit der
Verdunnungsstufe multipliziert. Dadurch erhélt man die Anzahl der Phagen in der Dimension
pfu/10pul.
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2.2.6.5 Phagen Selektion in vivo

Aus einer Phagenbibliothek sollen Phagen selektioniert werden, welche an das Gewebe eines
Tumors binden. Um einen groRen Teil der unspezifischen Phagen der Phagenbibliothek zu
entfernen, wurde eine Phagenselektion in der Maus durchgefiihrt. Dazu wurde eine Tumor
tragende Maus verwendet. Ziel ist es, nur die an das Tumorgewebe bindenden Phagen zu
erhalten, alle anderen Phagen werden dadurch aus dem zu untersuchenden Phagen-Pool
entfernt (Hoffman, 2004).

Hier wurde eine unselektierte Ph.D.-7 M13 Phagenbibliothek der Firma New England
Biolabs, Frankfurt/Main verwendet. Durch rekombinante Modifikation des N-Terminus des
M13 Hiuillproteins plll wurden dort 7 Aminosdure lange Oligopeptide eingefugt (Noren et al.,
2001) (Noren et al., 2001). In der gesamten M13-Phagenbibliothek lag jede mdgliche

Aminosaurekombination des Oligopeptides 70 Mal vor.

Einer NMRI-Nacktmaus wurden Lewis-Lung-Carcinoma Zellen, wie in Abschnitt 2.2.3
beschrieben, in die Flanke s.c. injiziert und nach 14 Tagen fur den Versuch verwendet. Dieser
einen LLC-Tumor tragenden NMRI-Nacktmaus wurde nach erfolgter Anésthesie die nicht
selektionierte M13-Phagenbibliothek mit 2 x 10 pfu in 100 pl DPBS iv. in die
Schwanzvene injiziert. Nach 10 Minuten, in denen die Phagen durch den Korper der Maus
zirkulierten, wurde der Brustraum der Maus eroffnet und die Perfusion der Maus, wie in
Abschnitt 2.2.2 beschrieben, mit DPBS durchgefiihrt. Der Tumor wurde frei prépariert,
entnommen und gewogen. Das Tumorgewebe wurde mit einem Skalpell zerkleinert, in einen
Homogenisator nach Dounce Gberfiihrt und unter Zugabe von 2,5 ml DPBS mit 30-40 Stol3en
auf Eis homogenisiert. Eine Zelllyse wurde nicht durchgefuhrt, da Phagen selektioniert
werden sollten, welche an die extrazellulare Matrix banden. Das Homogenat wurde in ein
Reaktionsgefal uberfuhrt und I6sliche von den unléslichen Bestandteile durch Zentrifugation
bei 2700 x g fur 5 Minuten getrennt. Das Pellet wurde anschlieRend viermal mit jeweils 1 ml
DPBS gewaschen. Zur Eluation der Phagen wurden jetzt 900 ul einer E. coli ER 2738
Bakteriensuspension mit einer ODggonm VOn 0,432 dem Pellet zugegeben und 30 Minuten bei
37°C inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden 10 pl der Suspension zur Titerbestimmung
entnommen (vgl. Abschnitt 2.2.6.4). Die verbleibende Lésung wurde einer 20 ml E. coli
ER2738 Bakteriensuspension mit einer ODgoonm VOn 0,196 zugegeben. Die infektidsen Phagen
wurden innerhalb von 4/, Stunden bei 37°C schiittelnd amplifiziert (vgl. Abschnitt 2.2.6.3).
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2.2.6.6 Phagen Selektion in vitro

Zur Selektion der M13-Phagen in vitro wurden beschichtete wells einer Polystyrol-
Mikrotiterplatte mit hoher Proteinbindungskapazitat verwendet (vgl. Abschnitt 2.2.6.1). Es
wurde das Verfahren der negativen Selektion verwendet. Dazu wurden zunéchst die Phagen in
ein mit nicht modifiziertem humanem Kollagen 1V beschichtetes well gegeben. AnschlieRend
wurden alle nicht gebundenen Phagen in ein well mit MMP 2 modifiziertem humanem
Kollagen IV uberfiihrt. Bei dem folgenden Waschschritt wurden alle nicht oder schwach
gebundenen Phagen entfernt. Die gebundenen Phagen-Partikel wurden dann durch Infektion
von Escherichia coli ER 2738 Bakterien eluiert. Es folgte die Bestimmung des Phagentiters
und die Amplifikation der Phagen. Dieses Verfahren wurde mehrmals hintereinander
ausgefihrt. Zur Erhéhung der Stringenz wurde die Tween20-Konzentration im Binde- und

Waschpuffer kontinuierlich gesteigert.

In ein mit 10 pg humanem Kollagen IV beschichtetes well einer Polystyrol-Mikrotiterplatte
wurden 2 x 10 pfu des Phagen-Pools der vorherigen Selektionsrunde gegeben. Das
Volumen wurde mit DPBS/Tween20 auf ein Volumen von 100 pl gebracht. Dabei wurden
Tween20 Konzentrationen von 0,1%, 0,2% oder 0,3% verwendet. Es folgte eine einstundige
Inkubation auf einem Schittler. Nun wurde die gesamte Losung in ein mit MMP2
modifiziertem humanem Kollagen 1V beschichtetes well der gleichen Mikrotiterplatte
uberfuhrt. Es schloss sich eine weitere einstiindige Inkubation auf einem Schuttler an.
AnschlieBend wurden nicht gebundene Phagen durch 10maliges Waschen mit jeweils 200 pl
DPBS/Tween20 entfernt. Hier lag die gleiche Tween20 Konzentration (0,1%, 0,2% oder
0,3%) wie bei der Phagenbindung vor. Die infektiosen Phagenpartikel wurden durch Zugabe
von 100 pl einer E. coli ER 2738 Bakteriensuspension (ODggonm = 0,45 - 0,5) und 30min(tiger
Inkubation bei 37°C eluiert. Dieser Suspension wurden 10 pl zur Titerbestimmung
entnommen (vgl. Abschnitt 2.2.6.4). Das restliche Volumen wurde in 20 ml einer E. coli
ER2738 Bakteriensuspension (ODgoonm = 0,05 - 0,1) 0Oberfihrt und die Phagen, wie in
Abschnitt 2.2.6.3 beschrieben, amplifiziert. Das Phagenamplifikat stellte den Phagen-Pool

dieser Selektionsrunde dar.
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2.2.6.7 Test der Bindung der Phagen an unterschiedliche Matrices

Durch diesen Test konnten die Bindungseigenschaften von Phagen an unterschiedliche
Matrices untersucht werden.

Dazu wurden, wie in Abschnitt 2.2.6.1 beschrieben, wells einer 96 well Mikrotiterplatten
beschichtet. Bei dem Test auf ,,Plastik-Binder* wurden 96 well Polystyrol-Platten (Greiner
Bio-One) verwendet, welche Uber keine erhohte Bindungseigenschaften verfiigten. Die
benutzten Matrices variierten hier je nach der gesuchten Bindungseigenschaft und sind im
Ergebnisteil (Abschnitt 3) entsprechend benannt. In jedes beschichtetes well wurden 1 x 10*
pfu der zu untersuchenden Phagen in 100 pl DPBS/Tween20 (0,1% oder 0,2 %, je nach
verwendeten Phagen) gegeben, eine Stunde schuttelnd inkubiert und nicht gebundene Phagen
durch zehnmaliges Waschen mit je 200 ul DPBS/Tween20 (0,1% oder 0,2 %, je nach
verwendeten Phagen) entfernt. Gebundene Phagen wurden durch Zugabe von 100 pl einer E.
coli ER2738 Bakteriensuspension (ODgoonm = 0,45 - 0,5) und 30minutiger Inkubation bei
37°C eluiert. 10 ul dieser Bakteriensuspension wurden zur Titerbestimmung verwendet und
der Rest verworfen (vgl. Abschnitt 2.2.6.4).

2.2.6.8 Phagen-Biodistribution

Die Phagen-Biodistribution diente dem Nachweis der Anreicherung von Phagen in den
unterschiedlichen Geweben einer Tumor-tragenden Maus. Nach i.v. Injektion und Zirkulation
der Phagen im BlutgefalRsystem der Maus wurde die Maus euthanasiert. Im Anschluf3 wurden
mehrere Organe und das Tumorgewebe entnommen, homogenisiert und der jeweilige

Phagentiter bestimmt.

Einer NMRI- Nacktmaus wurden dazu LLC-Tumorzellen s.c. in beide Oberschenkel injiziert
und nach 14 Tagen fur das Experiment verwendet (vgl Abschnitt 2.2.3). Nach
Injektionsanasthesie (vgl. Abschnitt 2.2.2) wurden der Maus 1 x 10" pfu der zu
untersuchenden Phagen in einem Volumen von 100 pl in DPBS i.v. in die Schwanzvene
injiziert. Nach einer Zirkulationszeit von 10 Minuten wurde die Maus mit 10 ml DPBS
perfundiert (vgl. Abschnitt 2.2.2). Nun wurden das Tumorgewebe, Gehirn, Oberarmmuskel,
Magen, Nieren, Herz, Lunge, Leber und Milz enthommen und gewogen. Die einzelnen

Gewebe wurden in 500 pl LB-Medium mittels eines Gewebehomogenisators zerkleinert.
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Durch Zugabe von jeweils 500 pl E.coli ER2738 mit einer ODggonm voOn 0,45 bis 0,5 und
30minutiger Inkubation bei 37°C wurden die Phagen aus dem homogenisierten Gewebe
eluiert. 10 pl des Eluats wurden zur Titerbestimmung verwendet (vgl. Abschnitt 2.2.6.4). Zur
Bestimmung des Verlustes von Phagen durch die Injektion wurden 1 x 10 pfu der
verwendeten Phagen durch eine Spritze mit Kanile in ein Reaktionsgefa3 gespritzt und der

resultierende Phagentiter bestimmt (Injektionskontrolle).

2.2.7 Arbeiten mit chemisch synthetisierten Oligopeptiden

2.2.7.1 Kompetitive Inhibition der Bindung des TLTYTWS-Phagen an MMP 2

modifiziertes humanes Kollagen IV in vitro

Dieses Experiment sollte zeigen, ob das TLTYTWS-Peptid an die gleiche Struktur des durch
MMP 2 modifizierte humane Kollagen IV bindet wie der die Peptidsequenz TLTYTWS
prasentierende Phage. Zu erwarten ist hier idealerweise eine dosisabhangige Inhibition der
Phagenbindung.

Es wurden dazu, wie in Abschnitt 2.2.6.1 beschrieben, wells einer 96 well Mikrotiterplatte mit
humanem Kollagen IV beschichtet und das Kollagen dann durch Matrix-Metalloprotease 2
gespalten. Das TLTYTWS-Peptid wurde mit Konzentrationen von 10 fg/ul bis 1 ng/ul in 100
ul DPBS in ein beschichtetes well gegeben und eine Stunde schiittelnd bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Losung wurde abpipettiert und verworfen. Nun wurden 1 x 10 pfu der
TLTYTWS-Phagen in 100 pl DPBS/Tween20 (0,2%) in das well gegeben und eine Stunde
schuttelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 10maligem Waschen des wells mit 200 pl
DPBS/Tween20 (0,2%) wurden die gebundenen Phagen durch Zugabe von 100 ul einer
E. coli ER2738 Bakteriensuspension (ODgoonm = 0,45 - 0,5) und 30minttiger Inkubation bei
37°C eluiert. 10 pl des Eluats wurden zur Titerbestimmung verwendet

(vgl. Abschnitt 2.2.6.4).
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2.2.7.2 Inhibition der Akkumulation des TLTYTWS-Phagen im Gewebe eines

LLC-Tumors in vivo

Dieses Experiment sollte zeigen, ob das TLTYTWS-Peptid im Tumorgewebe von LLC
Tumor-tragenden Mausen die Bindung des TLTYTWS-Phagens inhibieren kann und ob das
TLTYTWS-Peptid an Strukturen des LLC Tumors bindet.

Zu diesem Zweck wurden drei NMRI-Nacktmé&usen jeweils in die rechte und linke Flanke
LLC-Zellen s.c. injiziert und nach 14 Tagen flr das Experiment verwendet (vgl. Abschnitt
2.2.3). Den Mausen wurde jeweils 150 pg des TLTYTWS-Oligopeptids, 1 x 10* pfu des
TLTYTWS-Phagen und DPBS in einem Volumen von 100 ul i.v. in die Schwanzvene
koinjiziert. Nach 10 Minuten wurde das Tier mit 10 ml DPBS perfundiert (vgl. Abschnitt
2.2.2). Das Tumorgewebe wurde entnommen und jeweils in 500 pl LB Medium
homogenisiert. Die in dem Homogenat enthaltenen Phagen wurden durch Zugabe von 500 pl
einer E. coli ER 2738 Bakteriensuspension (ODggonm = 0,47 - 0,5) und 30mindtiger Inkubation
bei 37°C eluiert. 10 pl des Eluats wurden zur Titerbestimmung verwendet (vgl. Abschnitt
2.2.6.4).

2.2.7.3 Nachweis der Endothelzell-Differenzierung mittels Tube-Formation Assay

Zum Nachweis der Endothelzell-Differenzierung wurde der Tube-Formation-Assay
verwendet. Zu diesem Zweck werden humane Endothelzellen auf Matrigel ausgesat. Die
Endothelzellen wandern in das Matrigel ein und bilden tubulére verzweigte Strukturen aus.
Die Haufigkeit dieser Strukturen stellt ein MaR fir die stattgefundene Angiogenese dar und
zeigt gleichzeitig die stattgefundene Endothelzelldifferenzierung (Reimer et al., 2002). Es
wurde Wachstumsfaktor-reduziertes Matrigel verwendet. Bei dem Matrigel handelte es sich
um eine rekonstituierte murine extrazelluldare Matrix des Engelbreth-Holm-Swarm Tumors
(Kleinman et al., 1986). Die Hauptbestandteile des Matrigels sind, wie in der extrazelluléren
Matrix, Laminin, Kollagen 1V, Entaktin und Heparansulfat Proteoglykane (Kleinman et al.,
1982; Bissell et al., 1987). Das Matrigel ist bei +4°C fliissig und verfestigt sich bei 37°C zu
einem gelartigen Plug und wurde als Wachstumsfaktor reduziertes Matrigel von der Firma

BD Bioscience bezogen.
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In die wells einer 24-well Zellkulturplatte wurden jeweils 100 pl Wachstumsfaktor
reduziertes Matrigel gegeben und bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Anschliel3end wurden in
jedes well 5 x 10* humane Endothelzellen (HUVEC) in Endothelzell-Wachstumsmedium,
welches 1 ng/ul bFGF enthielt, gegeben. Um den Einfluss unterschiedlicher TLTYTWS-
Oligopeptid-Konzentrationen zu untersuchen, wurden 0,1, 1 oder 10 ug des Peptids
hinzugegeben. Als Negativkontrolle diente ein well ohne Peptidzugabe. Die Zellkulturplatte
wurde fur 16 Stunden bei 37°C und 5% CO; in einen Zellkulturinkubator verbracht. Unter
einem Mikroskop wurden die Verzweigungspunkte der sich bildenden tubul&ren Strukturen
gezéahlt. Weiterhin wurden 0,1, 1 und 10 pg des SRPQITN-Peptids in Kontrollversuchen, wie

oben beschrieben, verwendet. Es wurden jeweils drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt.

2.2.7.4 Nachweis der Angiogenese in vivo mittels Matrigel-Plug-Assay

Zur Untersuchung der Angiogenese in vivo wurde der Matrigel-Plug Assay verwendet
(Malinda, 2001; Kleinman et al., 2005; Norrby, 2006).

500 pl Wachstumsfaktor reduziertem Matrigel wurden unter sterilen Bedingungen 200 ng
bFGF und das TLTYTWS-Peptid (1, 5 und 10 pg/Plug) oder 10 pg/Plug des SRPQITN-
Peptids zugesetzt. Als Kontrolle diente ein Gemisch aus Matrigel und 200 ng bFGF ohne
Zusatz eines Peptids. Das Matrigelgemisch wurde CD1 Mé&usen nach Injektionsanésthesie s.c.
in die Flanke injiziert. Das Matrigel gelierte direkt nach Injektion an der Injektionsstelle unter
der Haut. Nach 11 Tagen wurden die Matrigel-Plugs nach Euthanasie und Entbluten der
Mause entnommen (vgl. Abschnitt 2.2.2). Bei der Entnahme wurde es vermieden,
umgebendes Gewebe mit zu entfernen oder die Plugs mit Blut zu kontaminieren. Die Plugs
wurden gewogen und unter Zugabe von 500 pl DPBS mittels Ultraschall homogenisiert.
Sollte die untersuchte Substanz angiogene Eigenschaften haben, ist ein Einsprielen von
BlutgefaRen, also das Vorhandensein von Hamoglobin, zu erwarten. Daher dient der
H&moglobingehalt des Plugs als MaR fir die Angiogenese (Smith et al., 2008; Zengel et al.,
2008).

Der Hamoglobingehalt der Matrigel-Plugs wurde nach der Drabkins-Methode ermittelt
(Stadie, 1920; Drabkin et al., 1935).

Dazu wurde ein Teil des Homogenats in ein Reaktionsgefall Uberfuhrt und in einem
Endvolumen von 500 pl 1:50 bis 1:100 mit DPBS verdunnt. Nach Zugabe von 500 pl
Drabkins-Reagenz wurde die Suspension fir 5 Minuten auf einem Thermo-Mixer auf 56°C
schiittelnd erhitzt.
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AnschlieBend wurde die Suspension in Einmalkivetten Gberfiihrt und gegen den Leerwert,
bestehend aus DPBS und Drabkins Ldsung zu gleichen Teilen, bei 540 nm in einem
Spektrometer gemessen. Die Berechnung der Hamoglobin-Werte erfolgte mit Hilfe einer
H&moglobin-Standardgeraden. Dazu wurden 50 bis 1500 pg bovines Hamoglobin in DPBS in
einem Gesamtvolumen von 500 pl in ReaktionsgefélRe gegeben und unter Zugabe des
gleichen Volumens Drabkins Losung fiir 5 Minuten auf 56°C erhitzt. Die Proben wurden
gegen den Leerwert bei 540 nm im Spektrometer gemessen. Die gemessenen Absorptionen
wurden gegen den Hamoglobingehalt aufgetragen. Durch die Messpunkte wurde nun eine
Ausgleichsgerade gelegt. Mit Hilfe der Geradengleichung konnte unter Berticksichtigung des
Plug-Gewichts und der verwendeten Homogenat-Verdinnung der Ha&moglobingehalt der

homogenisierten Matrigel-Plugs ermittelt werden.

2.2.8 Arbeiten mit DNA

2.2.8.1 Isolierung von Phagen-DNA

Isolierung von einzelstrangiger M13-Phagen-DNA

Bei diesem Verfahren wird die DNA der extrazellularen Phagen im Kulturmedium isoliert.
Diese zirkuldare DNA liegt einzelstrangig vor. Es wurde dabei die Methode zur schnellen
Reinigung von Sequenzierungstemplate DNA nach Herstellerangaben (New England Biolabs,
Frankfurt/Main) verwendet (Wilson, 1993).

Dazu wurde eine E. coli ER 2738 tber Nacht Kultur 1:100 in LB Medium verdlnnt und je
Plaque in einem Volumen von 1 ml in 15 ml Reaktionsgefdlle berfihrt. Nun wurden die
Plaques mit einer Pipettenspitze zugegeben und bei 37°C fir 4,5 Stunden schittelnd inkubiert.
Das gesamte Kulturvolumen wurde in 1,5 ml Reaktionsgefalie tberfuhrt und bei 16.000 x g
fir 1 Minute zentrifugiert. 500 pl des Uberstandes, welcher die extrazelluldren Phagen
enthielt, wurde in neue 1,5 ml ReaktionsgefélRe transferiert. Nach Zugabe von jeweils 200 pl
PEG/NaCl wurden die Ansétze durch Invertieren gemischt und fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die enthaltenen Phagen wurden durch eine Zentrifugation bei
16.000 x g fur 10 Minuten pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zentrifugation wurde
einmal wiederholt und der verbleibende Uberstand verworfen.
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Das Phagenpellet wurde in 100 pl Jodid-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl
Ethanol und einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Phagen-DNA
durch eine 10minditige Zentrifugation bei 16.000 x g pelletiert. Die Phagen-DNA wurde nun
mit 70%igem Ethanol gewaschen und in einer Speed-Vac unter Vakuum getrocknet. Die

Phagen-DNA wurde mit 30 pl H,O resuspendiert und zur Sequenzierung verwendet.

Isolierung von doppelstrangiger M13-Phagen-DNA

Bei diesem Verfahren wird die doppelstrange, zirkuldre Phagen-DNA, welche in den
Wirtsbakterien vorliegt, isoliert. Diese Vorgehensweise wurde zur Gewinnung von
doppelstrangiger DNA zur Analyse der Phagen-Klonierungsexperimente mittels PCR
verwendet. Da die Phagen-DNA a&hnlich einem Plasmid extrachromosomal in der
Bakterienzelle vorliegt, wurde eine Plasmidisolierung mit Hilfe des ,,peqGold Plasmid
Miniprep Kit 1“ der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, welches alle
benoétigten Materialien und Reagenzien enthielt, durchgefuhrt. Dabei wird die Methode der
alkalischen Lyse der Bakterienzellen durch SDS mit anschlielender Neutralisierung des
Lysats angewandt (Birnboim, 1983). Wahrend der Lyse wird kréftiges Mischen des Lysats
vermieden, dadurch bleibt die genomische DNA in ihrer urspringlichen Groi3e erhalten und
wird nicht durch Scherkréfte in Bruchstiicke zerlegt. Diese zellulare DNA wird bei der
anschlieBenden Zentrifugation mit den tbrigen unléslichen Zellbestandteilen pelletiert. Die
zirkuldre Phagen-DNA wird dann an eine in einem S&ulchen enthaltene Matrix gebunden,
gewaschen und anschliel3end eluiert.

Eine E. coli ER 2738 liber Nacht Kultur wurde dazu 1:100 in LB Medium verdiinnt und je
Plague in einem Volumen von 5 ml in 15 ml Polypropylenréhrchen Uberfuhrt. Je
Poylpropylenréhrchen wurden 5 pl des entsprechenden Phagenstocks hinzugegeben und bei
37°C schittelnd tber Nacht inkubiert. Das jeweilige Kulturvolumen wurde durch mehrmalige
Zentrifugation bei 16.000 x g fiir 2 Minuten und anschlieBendem Entfernen der Uberstinde in
2 ml Reaktionsgefdle pelletiert. Die Pellets wurden mit STE-Puffer (1/10 des
Ausgangsvolumens) resuspendiert, durch Zentrifugation bei 16.000 x g fur 2 Minuten erneut
pelletiert und die Uberstande entfernt. Zur Resuspendierung der Pellets wurden jeweils 250 pl
der Lésung 1 (50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A) verwendet.
Nach Zugabe von je 250 ul der Lésung 2 (0,2 M NaOH; 1 % SDS) wurden die Ansétze durch
sechsmaliges Invertieren gemischt und so die Bakterien lysiert.
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Da hier die Scherkrafte minimal waren blieb die zelluldre DNA intakt. Nach der Zell-Lyse
wurden zur Neutralisierung der Lysate jeweils 350 pl der Lésung 3 (3,0 M Kaliumacetat, pH
5,5) zugesetzt und durch sechsmaliges Invertieren gemischt. Es bildeten sich weil3e, flockige
Prézipitate, welche durch Zentrifugation bei 16.000 x g fur 10 Minuten auf dem Boden der
Reaktionsgefake konzentriert wurden. Die Uberstande wurden in mit einer Matrix versehene
Saulchen (Bestandteil des Plasmid Miniprep Kits) Gberfiihrt. Die in diesen Uberstanden
enthaltene Phagen—-DNA wurde wahrend der Zentrifugation bei 16.000 x g fur 1 Minute an
die S&ulchen-Matrix gebunden. Die restliche Flussigkeit wurde in GefaRen aufgefangen und
verworfen. Die gebundene DNA wurde anschlieBend mit 750 pl Waschlésung (mit Ethanol
versetzt) gewaschen. Dazu wurde die Waschldsung durch Zentrifugation bei 16.000 x g fiir 1
Minute durch die Matrix gezogen und verworfen. Zur Entfernung des auf der Matrix
verbliebenen Ethanols schloss sich eine erneute Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute
an. Die doppelstrangige M13-Phagen-DNA wurde mit jeweils 50 ul Eluationspuffer und einer

Zentrifugation bei 16.000 x g fur 1 Minute von der Matrix in ein Reaktionsgefal eluiert.
2.2.8.2 Bestimmung des DNA-Gehalts

Zur Bestimmung des DNA-Gehalts einer Lésung wird spektrophotometrisch die Absorption
der Losung bei 260 nm (Azeonm) bestimmt. Dazu wurde die Lésung im Verhéltnis 1:50 oder
1:100 mit Wasser verdinnt. Als Referenzwert diente Wasser. Bei diesem MelRvorgang wurde

auch die Absorption der DNA-haltigen Lésung bei 280 nm bestimmt. Aus den Mel3werten

A260nm

der Absorptionen wird der Quotient ermittelt. Dieser Wert gibt Auskunft tber den

280nm
Grad der Kontamination der Losung mit Proteinen, da Proteine im Gegensatz zu
Nukleinsduren ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm haben. Dieser Quotient betragt bei einer
reinen DNA-LGOsung 1,8, bei Proteinkontaminationen ist der Quotient deutlich kleiner.

Der DNA-Gehalt der gemessenen Losung wurde nach folgender Gleichung bestimmt:

Verdinnungsstufe x 50
X A260nm
1000

= MgDNA/ plL6sung
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2.2.8.3 Ethanol-Fallung der DNA

Zu einem Volumen DNA-LGsung wurden 1/10 Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 3
Volumen Ethanol (100 %) gegeben.

Dieser Ansatz wurde nun entweder flir mindestens 15 Minuten in Trockeneis oder Uber Nacht
bei —20°C inkubiert. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 16.000 x g und Raumtemperatur
fir 15 Minuten an. Das DNA-Pellet wurde zweimal mit Ethanol (70%) gewaschen. Die
Waschschritte beinhalteten eine Zentrifugation bei 1600 x g und Raumtemperatur flr
mindestens 10 Minuten. Nach der zweiten Waschung wurde das Pellet luftgetrocknet, damit
das noch vorhandene Ethanol entweichen konnte. Das Pellet wurde jetzt mit H,O

resuspendiert.

2.2.8.4 Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten verschiedener L&nge wird eine Agarose—
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die DNA wandert dabei von der Anode zur Kathode,
bedingt durch die negative Teilladung des Zucker—Phosphat-Riickgrates. Durch Anfarbung
der DNA durch Ethidiumbromid, welches zwischen die Basenpaare der DNA interkaliert, ist
die DNA als Bande bei UV-Licht sichtbar.

Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Erfolgskontrolle der PCR, der Restriktionsspaltungen, der DNA Isolationen und zur
Mengenabschatzung wurden DNA-Fragmente in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Hierzu wurden Gele mit einem Anteil von 1,0 - 1,5% Agarose verwendet, je nach GroRe der
aufzutrennenden Fragmente.

Sowohl fur das Gel, als auch als Laufpuffer, wurde einfach konzentrierter TAE-Puffer
verwendet. Der Gellésung wurde Ethidiumbromid (10 pg/ul) zugegeben.

Die Gellésung wurde in einen abgedichteten Geltrdger gegossen und anschlieBend der
Taschenformer eingesetzt. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit sechsfach
konzentriertem Ladepuffer versetzt und in Geltaschen geladen. Zur GrdRenbestimung der
einzelnen DNA-Fragmente wurde jeweils ein Langenstandard in eine Tasche des Agarosegels

geladen. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm.
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Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Bandenmuster des Gels mit einer Polaroid—

Kamera fotografiert.

Praparative Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, bei denen ein Fragment fiir weitere Versuche
verwendet werden sollte, wurden praparative Agarosegele verwendet. Die préparativen
Agarosegele wurden entsprechend der obigen Beschreibung jedoch mit groReren Taschen
gegossen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld erfolgte ebenfalls bei
einer konstanten Spannung von 5 V/cm. Nach Elektrophoreseende wurden ausgewéhlte
DNA-Fragmente unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die
DNA wurde spéter aus der Agarose extrahiert.

Folgende DNA-L&ngenstandard wurden verwendet: die 1 kb—Leiter und der pUC-Mix 8. Sie

wurden von der Firma MBI Fermentas bezogen.

2.2.8.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelstticken

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelstiicken wurde nach der elektrophoretischen
Auftrennung der DNA in einer praparativen Agarose—Gelelektrophorese und Ausschneiden
des die DNA enthaltenen Agarosesticks durchgefuhrt. Zur DNA-Extraktion aus
Agarosegelen wurde das Gelextraktionskit ,,MiniElute Gel Extraction Kit* der Firma Qiagen,
welches alle ben6tige Materialien und Ldsungen enthielt, nach Herstellerangaben verwendet.
Bei diesem Verfahren wird zunéchst die Agarose unter Verwendung einer Natrium—
Perchlorat enthaltenen Lésung durch Hitze aufgeldst. AnschlieBend folgt die Bindung der in
der Agarose enthaltenen DNA an eine Silica—Matrix (Vogelstein et al., 1979). Agarosereste
und Pufferriickstdnde werden durch Waschen der Matrix mit einer ethanolhaltigen Lésung

entfernt.

Die DNA wurde in einer préaparativen Agarose—Gelelektrophorese aufgetrennt und die
gesuchte DNA-Bande unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Agarosestiicke
bis maximal 400 mg wurden in ein Reaktionsgefd gegeben. Zu der Agarose wurde der
Gelauflosepuffer QG in einem Verhdltnis von 1 Teil Agarose zu 3 Teile Puffer QG gegeben.
Dieses Gemisch wurde bei 50°C bis zur Auflésung der Agarose inkubiert. Anschlielend

wurde 1 Gel-Volumen Isopropanol zugegeben und der Ansatz durch Invertieren gemischt.
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Das Gemisch wurde dann in ein Matrix beschichtetes S&ulchen gegeben, das in ein
Auffanggefal? gestellt wurde. Wahrend der folgenden Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1
Minute wurde die im Gemisch enthaltene DNA an die Matrix gebunden und die Flussigkeit in
dem Auffanggefal? aufgefangen und verworfen. AnschlieBend wurden 500 pl Puffer QG
zugegeben, um die Matrix-gebundene DNA zu waschen. Der Puffer wurde durch eine erneute
Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute durch das Séaulchen in das Auffanggefal? gedriickt
und anschlieBend verworfen. Es folgte ein zweiter Waschschritt mit der Ethanol-haltigen
Waschlésung PE. Es wurden 750 pl Lésung PE auf das Sdulchen gegeben und das Saulchen
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Waschlosung wurde ebenfalls durch eine
Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute durch das Sdulchen in das Auffanggefal
zentrifugiert und verworfen. Um das restliche Ethanol von der Matrix zu entfernen, wurde
eine erneute Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute durchgefuhrt. AnschlieBend wurde
das Séaulchen in ein neues ReaktionsgefalR gestellt. Zur Eluation der DNA von der Matrix
wurden 10 pl Wasser auf das Séulchen gegeben und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert.
Die DNA wurde, gel6st in den Eluationspuffer, durch Zentrifugation bei 16.000 x g bei
Raumtemperatur fur 1 Minute in das Reaktionsgefdl eluiert. Die DNA-LGsung wurde
anschliel’end sofort flir weitere Versuche verwendet oder bei —20°C aufbewahrt.

2.2.8.6 Restriktionsspaltung von DNA

Zur Restriktionsspaltung wurden die Restriktionsenzyme Acc651 und Eagl verwendet. Die
Restriktionsspaltung diente der Linearisierung des zirkuldren Vektors MI13KE, um
anschlieBend die gewiinschten DNA-Fragmente in den Vektor zu ligieren.

Als Reaktionspuffer wurde der Puffer 3 unter Zusatz einer BSA-LOsung der Firma New

England Biolabs, Frankfurt/Main nach Herstellerangaben verwendet.
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Es wurden folgende Reaktionsansatze mit einem Gesamtvolumen von 20 pl pipettiert:

6 ug der Vektor-DNA

2 ul des 10fach konzentrierten Reaktionspuffers
0,2 pl der 100fach konzentrierten BSA-LGsung

je 10 U der verwendeten Restriktionsendonukleasen
H.0, ad 20 pl

Die Reaktionsansétze wurden bei 37°C fir 3 - 4 Stunden inkubiert.

AnschlieBend wurden die Restriktionsprodukte in einer prdparativen Agarose—
Gelelektrophorese aufgetrennt und ausgewéhlte DNA-Banden ausgeschnitten und die DNA
aus der Agarose extrahiert (vgl. Abschnitte 2.2.8.4, 2.2.8.5).

2.2.8.7 Annealing von Oligonukleotiden

Um das Bindungsmotiv der M13-Phagen zu veréndern, wurden unterschiedliche DNA-
Sequenzen rekombinant zwischen den Spaltstellen der Restriktionsenzyme Eagl und Acc65I
eingefligt. Die zu inserierende doppelstrangige DNA wurde auf Grund ihrer Grof3e von ca. 53
bp durch das Zusammenfiigen, dem Annealing, von einzelstrangigen Oligonukleotiden (vgl.
Abschnitt 2.1.2.6) erstellt.

Die komplementéaren Oligonukleotide, beispielsweise mutl for und mutl rev, wurden in
einfach konzentriertem Ligase-Puffer resuspendiert, so dass sich jeweils eine Konzentration
von 100 pM/ul ergab. Zum Annealing der Oligonukleotide wurden jeweils 10 pl der
resuspendierten Oligonukleotide in einem 0,2 ml PCR-ReaktionsgefaR vereinigt und in einen
Thermozykler verbracht. Es wurde folgendes Temperatur-Zeit-Profil verwendet:

95°C fur 2 Min,

25°C ramp 3,9°C/sec: dies bedeutet, dass sich die Temperatur des Heizblocks um 3,9°C je
Sekunde erniedrigt, bis eine Temperatur von 25°C erreicht ist. Dieses Verfahren wurde
durchgefuhrt, damit sich die komplementaren, einzelstrangigen Oligonukleotide zu einem
Doppelstrang zusammenlagern konnten.

Der Reaktionsansatz wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt, die DNA-Konzentration

photometrisch bestimmt und anschlieRend bei -20°C gelagert.
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2.2.8.8 Ligation von DNA

Durch die Ligation werden amplifizierten DNA-Fragmente miteinander verbunden
beziehungsweise in einen Vektor inseriert. Die DNA-Ligase katalysiert dabei das Schlie3en
des Zucker-Phosphat-Rickgrats der DNA-Helix nach erfolgter Basenpaarung. Es wurde
dafiir eine Ligase aus dem Bakteriophagen T4 verwendet. Durch den der Ligase beigefligten

Reaktionspuffer wird ein optimales lonenmilieu hergestellt.

Fur die Ligation von Fragmenten in den durch Restriktionsspaltung linerarisierten Vektor
M13KE (Abschnitt 2.2.8.6), wurde das DNA-Fragment (Abschnitt 2.2.8.7) in zweifachem
UberschuB zugegeben. Die T4-DNA-Ligase wurde in einer Konzentrationen von 5 Weiss-
Einheiten zugegeben (Weiss et al., 1968). Die Ligation wurde im mitgelieferten
Reaktionspuffer in einfacher Konzentration bei Raumtemperatur fur 1 Stunde durchgefihrt.
Die Ligase wurde durch Erhitzen der Reaktionansétze auf 65°C fir 10 Minuten inaktiviert.
Das so erhaltene Plasmid wurde anschlieBend in E.coli ER2738 transformiert (Abschnitt
2.2.8.9).

2.2.8.9 Transformation von Bakterien

Im Rahmen der Transformation nehmen Bakterien exogene DNA meist in Form von
Plasmiden auf. Dies geschieht meist durch Hitzeschock oder Elektroporation. Dabei wird die
Zellmembran der Bakterien derart veréndert, dass diese geldste exogene DNA aufnehmen.
Bei den hier durchgefuhrten Transformationen wurde das ,TransFormAid Bacterial

Transformation Kit“ (Fermentas) verwendet.

In einem 15 ml Polypropylenréhrchen wurden 1,5 ml des in dem Kit enthaltenen C-Medium
auf 37°C erwérmt. Es folgte die Zugabe von 150 ul einer E. coli ER2738 tiber Nacht Kultur in
dem C-Medium und eine 20 mindtige Inkubation bei 37°C auf einen Schuttler. Die
Bakterienkultur wurde in zwei 1,5 ml ReaktionsgefaR verteilt und die Bakterien durch eine
Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 Minute und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 300 pl der T-Lésung, bestehend aus gleichen Teilen der
Losungen A und B des Kits, resuspendiert. Nach einer 5 minutigen Inkubation auf Eis wurden
die Bakterien erneut pelletiert und nach Entfernen des Uberstands mit 120 pl der Losung T

resuspendiert.
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Nach einer weiteren 5 mindtigen Inkubation auf Eis wurden 50 ul der Bakterienldsung in ein
neues Reaktionsgefdll tberfiihrt. VVon der zuvor erfolgten Ligation (Abschnitt 2.2.8.8) der
doppelstrangigen DNA-Fragmente in den M13KE-Vektor wurden 5 pl 2 Minuten auf Eis
inkubiert, zu den Bakterien gegeben und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Aliquots des
Transformationsansatzes zu je 10 pl wurden in neue ReaktionsgefaRe tberfuhrt und durch
Zugabe von LB-Medium 1:100 verdunnt. Die Verdlinnung sollte eine zu grolle Anzahl an
Phagen-Plaques verhindern. Zu beiden Ansétzen wurden jeweils 3 ml Top-Agarose gegeben,
auf LB/IPTG/S-Gal-Platten ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Von den sich
bildenden Plaques wurden einige in ReaktionsgefaRe uberfiihrt und wie beschrieben
amplifiziert (vgl. Abschnitt 2.2.6.3).

2.2.8.10 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur in vitro Amplifikation von definierten DNA-Fragmenten der Phagen-
DNA verwendet, um eine erfolgte Ligation der DNA-Fragmente nachzuweisen.

Die Reaktionsansatze enthalten die doppelstrangige Ausgangs—DNA (die Matrizen—-DNA),
Oligonukleotide, welche den 5°- bzw. 3"-Beginn der einzelnen DNA-Strange bilden (die
Primer), ein dNTP-Mix, welcher alle vier Nukleotid-Triposphate der DNA enthélt, eine
Pufferlosung und eine hitzestabile DNA-Polymerase. Diese Reaktionsansatze werden in
einen programmierbaren Thermozykler eingesetzt. Ein typisches Programm zur DNA-
Amplifikation besteht aus 3 Schritten. Zuné&chst erfolgt die Denaturierung der DNA bei 96°C,
bei der DNA-Doppelstrange in Einzelstrange aufgespaltet werden. Es folgt die Bindung der
Oligonukleotide, das Annealing. Die Annealing-Temperatur liegt mindestens 5°C unterhalb
der Schmelztemperatur t,, der verwendeten Oligonukleotide. Im anschliefenden Schritt wird
beginnend am Oligonukleotid der DNA-Einzelstrang durch die Tag-Polymerase synthetisiert.
Die Temperatur betrégt dabei 72°C und entspricht der optimalen Reaktionstemperatur der

Tag-DNA-Polymerase.

Zur Amplifikation der in den Vektor M13KE inserierten DNA wurden jeweils 10 ul der
jeweilige doppelstrangigen Phagen-DNA verwendet, da der DNA-Gehalt vorher nicht
bestimmt wurde (vgl. Abschnitt 2.2.8.1). Zusétzlich wurde in einem separaten
Reaktionsansatz 500 ng der Vektor-DNA ohne inserierte Sequenz als Negativkontrolle der

Ligation verwendet.
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Reaktionsansatz: Phagen-DNA 10 pl oder 500 ng

KCI 50 mM

Tris-HCI pH 8,8 10 mM

MgCl, 1,5mM

dATP, dTTP, dGTP, dCTP je 10 mM
mut_for, mut_rev je 100 pM
PanScript DNA — Polymerase 1 Unit

H.O ad 50 pl

Als Negativkontrolle der PCR diente ein Reaktionsansatz ohne DNA. Die Amplifikation
wurde in einem automatischen Thermozykler durchgefiihrt. Es wurde folgendes Temperatur—

Zeit-Profil verwendet:

Erste Denaturierung: 94°C fir 1 min;

Denaturierung: 94°C flr 1 min,

Annealing: 50°C fir 1 min,

Polymerisation: 72°C fur 1 min fir 40 Reaktionszyklen;
AbschlieRende Polymerisation: 72°C fur 10 min

Die Reaktionsprodukte wurden anschliefend zur Erfolgskontrolle auf einem analytischen

Agarosegel (1,5 % Agarose) elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Abschnitt 2.2.8.4).

2.2.9 Berechnung und statistische Analyse der Versuchsergebnisse

2.2.9.1 Berechnung des output/input Quotienten der Phagen-Experimente

Zur besseren Vergleichbarkeit der Phagen-Experimente wurde jeweils das Verhaltnis
zwischen den nach dem Versuch erhaltenen und den eingesetzen Phagen, das output/input
Verhéltnis, ermittelt. Hierzu wurde ein Quotient aus der durch Titerbestimmung ermittelte
Phagenmenge multipliziert mit dem Eluationsvolumen und der eingesetzten Phagenmenge
gebildet.
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2.2.9.2 Berechnung der halbmaximalen Inhibitorkonzentration (1Csp)

Bei Experimenten, wo es zur Hemmung der Phagenbindung bzw. der Angiogenese kam,
wurde eine 1Csp-Berechnung durchgefihrt.

Zur Berechnung der halbmaximalen Inhibitorkonzentration, ICsy, wurden die Ergebnisse in
Prozent bezogen auf die Kontrolle ohne Inhibitor umgerechnet und gegen die verwendete
Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die Gleichung der Regressionskurve wurde ermittelt

(Gleichung 1a) und nach x, der Inhibitorkonzentration, aufgeldst (Gleichung 1Db).

Gleichung la y=mxX+Db

Gleichung 1b X=—

Zur Ermittlung der halbomaximalen Inhibitorkonzentration ICso wurde fiir die Variable y der

Wert 50 (50%) eingesetzt und das Ergebnis in der Dimension pg/ul dargestellt (Gleichung
1c).

Gleichung 1c X, g0 = 50-b_ ICyp (g / )
m

Da die GroRe des TLTYTWS-Peptids mit 1800 Da bekannt war, konnte die molare
halbmaximale Inhibitorkonzentration ermittelt werden (Gleichung 2).

1800ug / pl

—— = = _x1mol =IC.,(mol
ICsy (Mg / pl) (o)

Gleichung 2

2.2.9.3 Statistische Analysen

Alle Ergebnisse sind als arithmetische Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde der t-Test nach Moore verwendet (Moore, 1957).

Ergebnisse mit p < 0,05 (a < 0,05) wurden als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen der Angiogenese, der Neubildung von Blutgefdlen aus bereits bestehenden
GefaRen, wird die vaskuldre Basalmembran gespalten. Ein Hauptbestandteil der vaskuléren
Basalmembran ist das Kollagen 1V, welches durch die Matrix-Metalloproteasen 2 und evtl. 9
gespalten wird (Mackay et al., 1990; Lemaitre et al., 2006). Durch die Spaltung des Kollagen
IV werden bisher verborgene, kryptische, Bindungsstellen zugénglich, welche den
Endothelzellen als Migrationssignale dienen und somit fir die Angiogenese wichtig sind (Xu
etal., 2001).

Ziel dieser Untersuchung war daher die Identifizierung von Peptiden, die selektiv an durch
Matrix-Metalloprotease 2 modifiziertes humanes Kollagen IV binden. Nachfolgend sollten

deren Bindungseigenschaften und Einflisse auf die Angiogenese untersucht werden.

3.1 Identifizierung und Charakterisierung eines Phagen, welcher selektiv an MMP 2

modifiziertem humanen Kollagen 1V in Tumorgewebe bindet

3.1.1 Invitro/in vivo Phagen-Display

Zur Identifizierung eines Phagen, der selektiv an MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV
in Tumorgeweben bindet, wurde ein kombiniertes in vitro/in vivo Phage-Display Screening
durchgefuhrt. Dazu wurde eine Heptapeptid-Bibliothek verwendet, die von M13 Phagen als
Teil des Hullproteins plll exprimiert wurde. Zunéchst wurden aus dieser Bibliothek Phagen
selektioniert, welche an das Tumorgewebe eines Lewis-Lung-Carcinoma Tumors, einer
murinen Krebszelllinie, binden. Diese Selektion wurde in vivo in einem Mausmodell
durchgefuhrt. Aus dieser 1. Selektion resultierte ein Phagenpool, der spezifisch an das
Tumorgewebe binden konnte. Gleichzeitig wurde eine Reduktion der Zahl der unspezifischen
Phagen im Phagen-Pool erreicht (Abb. 14 Nr. 1).

Die weiteren Selektionen wurden in vitro durchgefiihrt. Dazu wurde zundchst der Phagen-
Pool der ersten, in vivo, Selektion in mit nicht gespaltenem humanem Kollagen IV
beschichtete wells einer Mikrotiterplatte gegeben (Abb. 14 Nr. 2) und der Uberstand in wells,
welche mit MMP 2 gespaltenem humanem Kollagen IV beschichtet waren, tberfiihrt (Abb.
14 Nr.3). Die hier bindenden Phagen wurden nach Entfernung nicht-bindender Phagen durch
Infektion von Escherichia coli ER2738 Bakterien eluiert und amplifiziert (Abb. 14 Nr. 4).
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Diese Phagen wurde dann nach gleichem Muster zur weiteren Selektion in vitro verwendet
(Abb. 14 Nr. 5). Durch diese negative Selektion wurden Phagen entfernt, welche an nicht
gespaltenes humanes Kollagen 1V binden. Von den an durch MMP 2 modifiziertes humanes
Kollagen IV bindenden Phagen wurden durch Eluation mittels Bakterieninfektion nur solche
eluiert, die auch weiterhin infektids waren. Dadurch konnten Phagen erhalten werden, welche
durch in vivo Selektion spezifisch an LLC-Tumorgewebe banden und zugleich auf Grund der

in vitro Selektion selektiv an durch MMP2 gespaltenes humanes Kollagen IV banden.



Ergebnisse 85

Q\? -

2 (000G Kollagen IV

Tumor homing Phagen
1 (in-vivo Selektion)

Kollagen IV

waschen,
Eluation

3
4

N Nt N A@
in-vitro MMP2
Selektion w‘ modifiziertes

Abbildung 14

Das kombinierte in vivo/in vitro Phage-Display

1 in vivo Phagen-Selektion: Eine M13 Phagen-Bibliothek wurde in eine LLC-Tumor tragende Maus i.v. injiziert
und der Tumor nach 10 Minuten entnommen. Die im Tumorgewebe enthaltenen Phagen wurden eluiert und
bilden den Phagen-Pool der 1. Selektion. Sie binden spezifisch an das Tumorgewebe, es handelt sich daher um
,»Tumor Homing“ Phagen.

2-5 in vitro Selektion: Die Phagen des Pools der 1. Selektion wurden anschlieBend in vitro selektioniert.
2 Die Phagen wurden zunéchst zu nicht modifiziertem humanem Kollagen 1V gegeben. 3 Der Uberstand wurde
zu durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV gegeben. 4 Die an durch humane Matrix-Metalloprotease 2
modifiziertes humanes Kollagen IV bindenden Phagen wurden nach Entfernen nicht gebundener Phagen durch
Waschen eluiert. 5 Die eluierten Phagen dieser Selektion wurden fur weitere in vitro Selektionen (beginnend bei
Nr.2) verwendet.

Bei der in vitro Selektion wurde die negativen Selektion verwendet. Zunédchst werden an nicht modifiziertes
humanes Kollagen 1V bindende Phagen entfernt (Nr. 2) und anschlieBend an MMP modifiziertes humanes
Kollagen IV bindende Phagen eluiert (Nr. 4).

Zur in vivo Selektion wurden 2 x 10™ plaque forming units (pfu) einer M13 Heptapeptid
Phagen-Bibliothek in eine LLC-Tumor tragende Maus i.v. injiziert. Nach 10 Minuten,
wéhrend dessen die Phagen durch das GeféaRsystem der Maus zirkulieren konnten,wurde der
Tumor entnommen und homogenisiert. Durch Zugabe einer Escherichia coli ER 2738

Bakteriensuspension konnten die Phagen aus dem Tumorgewebe eluiert werden.
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Der Titer der eluierten Phagen wurde bestimmt und diese Phagen amplifiziert (vgl. Abschnitt
2.2.6.5). Das output/input-Verhéltnis, der Quotient aus titrierten Phagen und der fur den
Versuch eingesetzten Phagenmenge, betrug 0,008 x 10° (Abb. 15). Die amplifizierten Phagen
stellten den Pool der ersten Selektionsrunde dar und wurden fur die folgende in vitro
Selektion verwendet. Die in vitro Phagen Selektion wurde als negative Selektion
durchgefuhrt. Zunéchst wurden an immobilisiertes nicht modifiziertes humanes Kollagen 1V
bindende Phagen entfernt. Im nachsten Schritt wurden an MMP 2 modifiziertes Kollagen 1V
bindenden Phagen eluiert, derer Titer bestimmt und amplifiziert. Die amplifizierten Phagen
stellten den Phagen-Pool der 2. Selektion dar (vgl. Abschnitt 2.2.6.6). Bei der 2. Selektion
wurden in den Lésungen zur Bindung und zum Waschen 0,1% Tween20 zugesetzt, um die
Stringenz zu erhdhen. Das output/input-Verhaltnis betrug hier 0,114 x 10®° (Abb. 15). Der
Phagen-Pool der 2. Selektion wurde fir eine weitere, dritte, Selektionsrunde verwendet. Hier
wurde erneut die in vitro Phagen-Selektion, wie oben beschrieben, durchgefihrt. Jedoch
wurde hier zur Erhéhung der Stringenz die Konzentration des Tween20 auf 0,2% erhoht. Hier
betrug das output/input-Verhaltnis 11,7 x 10” (Abb. 15).

Der nach Amplifikation der Phagen erhaltene Phagen-Pool der 3. Selektionsrunde wurde fir
eine weitere, vierte, Selektion in vitro eingesetzt. Hier wurde die Tween20 Konzentration auf
0,3% erhoht, das output/input-Verhaltnis betrug jedoch nur noch 0,84 x 10” (Abb. 15). Das
Absinken der Phagen-Anzahl in der 4. Selektionsrunde zeigt, dass die Phagen, welche optimal
an durch Matrix-Metalloprotease 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V binden, im Phagen-
Pool der dritten Selektionsrunde enthalten sind.
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Abbildung 15

Ergebnis der Selektionsrunden des kombinierten in vivo/in vitro Phage-Display

Einer LLC-Tumor tragenden Maus wurden 2 x 10 pfu einer M13-Phagenbibliothek i.v. injiziert und das
Tumorgewebe nach 10 Minuten entnommen und die enthaltenen Phagen eluiert (output/input-Verhaltnis: 0,008 x
10). Diese Phagen wurden amplifiziert und stellten den Phagen-Pool der 1. Selektionsrunde dar. Dieser Phagen-
Pool wurde zu einer zweiten, in vitro Selektion eingesetzt. Dazu wurden 2 x 10™ pfu der Phagen in DPBS/
Tween20 (0,1%) zunéchst in ein well einer Mikrotiterplatte, welche mit nicht modifiziertem humanem Kollagen
IV beschichtet war, gegeben. Danach wurden die Phagen in ein well beschichtet mit Matrix-Metalloprotease 2
modifiziertem humanem Kollagen 1V Uberfiihrt, nicht gebundene Phagen durch Waschen mit DPBS/Tween20
(0,1%) entfernt und durch Infektion von E. coli ER2738 Bakterien eluiert. Der Titer der eluierten Phagen wurde
bestimmt und die Phagen amplifiziert. Dies ist der Phagen-Pool der 2. Selektionsrunde. Diese in vitro
Phagenselektion wurde zweimal wiederholt, wobei jedoch bei der 3. Runde der DPBS-Puffer 0,2% Tween20 und
bei der 4. Runde 0,3% Tween20 enthielt.

Die Phagen der 2. und 3. Selektionsrunde wurden jetzt auf ihre Bindungseigenschaften
untersucht. Zunéchst sollte dabei festgestellt werden, ob in dem jeweiligen Phagen-Pool
Phagen enthalten sind, welche an durch Matrix-Metalloprotease 2 gespaltenes humanes
Kollagen 1V binden. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, einen an durch MMP 2
modifiziertes humanes Kollagen IV bindenden Phagen zu finden, wurden Phagen dieser
Untersuchung weiterverwendet.
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Dazu wurden wells einer 96 Well Mikrotiterplatte jeweils mit nicht modifiziertem humanem
Kollagen 1V, durch MMP 2 modifiziertem humanem Kollagen IV und bovinem
Serumalbumin (BSA) als unabhdngige Negativkontrolle beschichtet (vgl. Abschnitt 2.2.6.1).
In die wells wurden jeweils 1 x 10" pfu des Phagenpools der 2. Selektionsrunde in
DPBS/Tween20 (0,1%) gegeben und eine Stunde lang schiittelnd inkubiert. Nicht gebundene
Phagen wurden durch Waschen mit DPBS/Tween20 (0,1%) entfernt und die verbleibenden
Phagen durch Infektion von E. coli ER2738 Bakterien eluiert und titriert (vgl. Abschnit
2.2.6.7) (Abb. 16). Ebenso wurde der Phagen-Pool der 3. Selektionsrunde untersucht. Hier
wurden ebenfalls 1 x 10*! pfu des Phagenpools verwendet, jedoch enthielt der DPBS-Puffer
0,2% Tween20 (Abb. 16).

m2. Selektion
m 3. Selektion

output/input (x10-°)

Kollagen IV Kollagen IV + MMP2 BSA

Abbildung 16

Untersuchung der Bindungseigenschaften des Phagen-Pools der 2. und 3. Selektionsrunde

Wells einer 96 well Mikrotiterplatte wurden jeweils mit nicht modifiziertem humanem Kollagen IV, durch MMP
2 modifiziertes humanes Kollagen IV (Kollagen IV + MMP2) oder bovinem Serumalbumin (BSA) beschichtet.
In diese wells wurden 1 x 10™ pfu des jeweiligen Phagen-Pools gegeben und eine Stunde schiittelnd inkubiert.
Das verwendete DPBS enthielt bei der 2. Selektionsrunde 0,1% Tween20 und bei der 3. Selektionsrunde 0,2%
Tween20. Nicht gebundene Phagen wurden durch Waschen mit DPBS mit 0,1% oder 0,2% Tween20 (2. oder 3.
Selektionsrunde) entfernt, gebundene Phagen durch Infektion von E. coli ER2738 Bakterien eluiert und der
Phagentiter bestimmt.
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Bei der Untersuchung der Bindungseigenschaften der Phagen der 2. und 3. Selektionsrunde
zeigte sich, dass im Phagen-Pool der 3. Selektion deutlich mehr Phagen als im Pool der 2.
Runde enthalten sind, die an durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV binden. Dies
belegt zudem den Erfolg der Selektion. Der Phagen-Pool der 4. Selektionsrunde wurde nicht

untersucht, da der Titer deutlich geringer als der der 3. Runde war.

Zur Gewinnung einzelner Phagen wurden alle Plaque bildende Phagen der Titrationsplatte mit
der hochsten Verdiinnung (10°) aus dem Bindungstest der 3. Selektionsrunde in wells mit
MMP2 modifiziertem humanem Kollagen IV ausgewdhlt. Die einzelnen Plaques wurden in
jeweils eine E. coli ER2738 Bakteriensuspension uberfiihrt und amplifiziert (vgl. Abschnitt
2.2.6.3). Um den Phagen mit der effektivsten Bindung an MMP 2 modifiziertes humanes
Kollagen 1V zu erhalten, wurden die Bindungseigenschaften der Phagen, zur Unterscheidung
als Plague 1-7 bezeichnet, an unterschiedliche Matrices untersucht.

Jeweils 1 x 10* pfu der amplifizierten Phagen der Plaques 1 bis 7 wurden in DPBS/Tween20
(0,2%) in wells einer Mikrotiterplatte gegeben, welche mit nicht modifiziertem humanem
Kollagen 1V, durch MMP 2 modifiziertem humanem Kollagen IV und bovinem
Serumalbumin beschichtet waren. Nach einstiindiger Inkubation wurden durch Waschen mit
DPBS/Tween20 (0,2%) nicht gebundene Phagen entfernt, gebundene Phagen durch Infektion
von E. coli ER2738 Bakterien eluiert und titriert (vgl. Abschnitt 2.2.6.7) (Abb. 17).
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Abbildung 17

Bindungsverhalten von ausgewahlten Phagen des Bindungstests des Phagen-Pools der 3. Selektionsrunde

Von der Titrationsplatte mit der héchsten Verdiinnung (10°°) aus dem Bindungstest der 3. Selektionsrunde in
wells mit MMP2 modifiziertem humanem Kollagen IV wurden alle Plaque bildende Phagen zur Untersuchung
der Bindungseigenschaften ausgewahlt. Diese Phagen wurden einzeln amplifiziert und die Bindung an nicht
modifiziertes humanes Kollagen IV, durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV (Kollagen IV + MMP2)
und bovines Serumalbumin (BSA) getestet (vgl. Abschnitt 2.2.6.7). Das Ergebnis ist als Quotient der aus dem
Versuch erhaltenen Phagenmenge und der im Versuch eingesetzten Phagenmenge (output/input-Verhéaltnis)
dargestellt.

Im Ergebnis zeigte sich, dass die Phagen des Plaques 1 im Vergleich zu den anderen
ausgewahlten Plaques am Starksten an durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V
binden. Weiterhin war die Bindung an nicht modifiziertes humanes Kollagen IV und bovines
Serumalbumin im Vergleich zur Bindung an MMP 2 modifiziertes Kollagen 1V deutlich
geringer.
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3.1.1.1 Ermittlung der Oligopeptidsequenz der Phagen einzelner Plaques

Nun wurde die am N-Terminus des M13-Hullproteins plll préasentierte Heptapeptidsequenz
des bindenden Phagen des Plagues 1 sowie eines nicht bindenden Phagen des Plaques 5
ermittelt. Der Phage des Plaques 5 wurde als Negativ-Kontrolle in den folgenden Versuchen
verwendet. Dazu wurde die einzelstrangige Phagen-DNA isoliert und unter Verwendung des
Oligonukleotids -96glll sequenziert (vgl. Abschnitte 2.1.2.6, 2.2.8.1). Die DNA-
Sequenzierung erfolgte durch die Firma MWG Biotech, Ebersberg. Auf Grund der ermittelten
DNA-Sequenz konnte auf die Peptidsequenz zuriickgeschlossen werden. Es ergab sich flr den
Phagen des Plaques 1 die Heptapeptidsequenz Thr-Leu-Thr-Tyr-Thr-Trp-Ser (TLTYTWS)
und fiir den nicht bindenden Phagen des Plaques 5 die Sequenz Ser-Arg-Pro-Gln-lle-Thr-Asn
(SRPQITN). Im Folgenden werden der Phage des Plaques 1 als TLTYTWS-Phage und der
Phage des Plaques 5, der Kontrollphage, als SRPQITN-Phage bezeichnet.

Von Adey und Mitarbeitern wurde beschrieben, dass M13 Phagen, welche Oligopeptid-
Bibliotheken am N-Terminus des Hullproteins plll prasentieren, auf Grund der Aminosduren
Tryptophan (Trp/W) und Tyrosin (Tyr/Y) bevorzugt an Polystyrol (PS) bzw. Polyvinylchlorid
(PVC) binden. Weiterhin ist es fir diese Bindung unerheblich, ob das Plastik nicht geblockt
oder mit bovinem Serumalbumin geblockt war (Adey et al., 1995) (Adey et al., 1995). Da in
der Peptidsequenz des TLTYTWS-Phagen sowohl Tryptophan als auch Tyrosin enthalten
waren, wurde die Bindung der TLTYTWS-Phagen und des SRPQITN Phagen an Polystyrol
untersucht. Diese Untersuchung sollte zeigen, ob der TLTYTWS-Phage ein ,,Plastik-Binder*
ist. Da die verwendeten Mikrotiterplatten (Greiner BioOne, Frickenhausen) laut Hersteller aus
Polystyrol bestanden, wurde die Bindung der Phagen an Polystyrol untersucht (vgl. Abschnitt
2.2.6.7). Da die Bindung des TLTYTWS-Phagen an Polystyrol mit einem output/input-
Verhéltnis von 0,09 x 10 und des SRPQITN-Phagen mit einem output/input-Verhaltnis von
0,04 x 10 deutlich unter der Bindung an BSA (Plaque 1: 2,2 x 10”, Plaque 5: 3,4 x 10) lag,
ist sie somit irrelevant. Dies schlieit aus, dass der TLTYTWS-Phage und der SRPQITN-
Phage bevorzugt an Polystyrol binden.
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3.1.2 Der TLTYTWS-Phage bindet spezifisch an Matrix-
Metalloprotease 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V

Im Folgenden sollte die Bindung des TLTYTWS-Phagen und des SRPQITN-Phagen, als
Negativkontrolle, an unterschiedliche immobilisierte Matrices weiter charakterisiert werden.

Als Matrices dienten nicht modifiziertes humanes Kollagen 1V, durch die Matrix-
Metalloproteasen 1, 2, 8 oder 9 prozessiertes humanes Kollagen IV, hitze-denaturiertes
humanes Kollagen 1V, die Matrix-Metalloprotease 2 und bovines Serumalbumin. Dazu
wurden 96-well Mikrotiterplatten mit den zu testenden Substanzen, wie in Abschnitt 2.2.6.1
beschrieben, beschichtet. In die beschichteten wells wurden jeweils 1 x 10 pfu des
TLTYTWS-Phagen oder des SRPQITN-Phagen in DPBS/Tween20 (0,2%) in einem
Gesamtvolumen von 100 pl gegeben und eine Stunde schiittelnd inkubiert. Nach 10maligem
Waschen mit 200 ul DPBS/Tween20 (0,2%) zur Entfernung nicht gebundener Phagen und
Elution der gebundenen Phagen durch Infektion von E. coli ER2738 Bakterien wurde der
Titer der eluierten Phagen bestimmt (vgl. Abschnitt 2.2.6.7). In der Abbildung 18 sind die

Ergebnisse als output/input-Verhaltnis dargestelit.
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Abbildung 18

Bindung des TLTYTWS-Phagen und eines Kontrollphagen an unterschiedliche Kollagen-Matrices, MMP 2 und
BSA

Der TLTYTWS-Phage und ein Kontrollphage (jeweils 1 x 10 pfu) wurden in wells einer Mikrotiterplatte
gegeben. Die wells waren wie folgt beschichtet: nicht modifiziertes humanes Kollagen 1V, durch MMP 1, 2, 8
oder 9 modifiziertes humanes Kollagen 1V, hitze-denaturiertes humanes Kollagen 1V (99°C, 6 Minuten), bovines
Serumalbumin (BSA) und MMP 2 alleine.

Nicht gebundene Phagen wurden nach einstiindiger Inkubation durch Waschen entfernt, durch Infektion von
E. coli ER2738 Bakterien eluiert und deren Titer bestimmt (wie oben beschrieben).

Im Ergebnis bindet der TLTYTWS-Phage signifikant besser an durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen
IV als an alle anderen getestete Matrices. Der Kontrollphagen bindet deutlich schlechter an MMP 2 modifiziertes
humanes Kollagen IV. Die Bindung an die anderen getesteten Matrices war der des TLTYTWS-Phagen
vergleichbar. * p < 0,05 bezogen auf die Bindung des TLTYTWS-Phagen an durch MMP 2 modifiziertes

humanes Kollagen 1V

Dabei zeigte sich, dass der TLTYTWS-Phage mit einem outut/input-Verhaltnis von 85 x 10~
an MMP 2 prozessierte humanes Kollagen 1V bindet. Die Bindung an nicht prozessiertes
humanes Kollagen 1V oder an humanes Kollagen 1V, welches durch eine der anderen
getesteten MMPs gespalten wurde, wies ein deutlich geringeres output/input-Verhaltnis auf.
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Weiterhin konnte eine nur geringe Bindung an Matrix-Metalloprotease 2 alleine
(output/input-Verhaltnis: 0,54 x 10”), hitze-denaturiertes humanes Kollagen IV (output/input-
Verhaltnis: 0,22 x 10®°) und bovines Serumalbumin (output/input-Verhaltnis: 1,56 x 107°)
beobachtet werden.

Diese Untersuchung zeigte die Spezifitat der Bindung des TLTYTWS-Phagen an durch MMP
2 modifiziertes Kollagen 1V. Der Phage band signifikant schlechter an nicht modifiziertes
Kollagen IV und an wells, die nur mit MMP 2 beschichtet waren. Die Bindung an MMP 2
modifiziertes Kollagen 1V kann also nicht durch die Bindung an nicht modifiziertes humanes
Kollagen 1V alleine (95,9% geringere Bindung als an MMP 2 modifiziertes humanes
Kollagen V) oder an mdoglicherweise noch verbliebene Matrix-Metalloprotease 2 (99,3%
geringere Bindung als an MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen V) erklart werden.

Der TLTYTWS-Phage bindet selektiv an durch Matrix-Metalloprotease 2 modifiziertes
humanes Kollagen 1V, aber nicht an nicht modifiziertes humanes Kollagen IV, an hitze-
denaturiertes humanes Kollagen IV, an humanes Kollagen 1V, welches durch die MMPs 1, 8

oder 9 modifiziert wurde, an MMP 2 alleine oder an bovines Serumalbumin.

3.1.3 Mutation der TLTYTWS-Sequenz

Zur weiteren Charakterisierung der Bindungsspezifitat des TLTYTWS-Phagen wurde ein
,,L0oss-of-function“-Versuch durchgefihrt.

Dazu wurde die présentierte Heptapeptidsequenz TLTYTWS durch Ersetzen einzelner oder
mehrerer Aminoséauren durch Glycin rekombinant verandert.

Zu diesem Zweck wurden die komplementdren Oligonukleotide mutl for und mutl_rev;
mut3_for und mut3_rev und mut4_for und mutd rev jeweils zu doppelstrdngigen DNA-
Stiicken (dsDNA) hybridisiert (vgl. Abschnitt 2.2.8.7). Auf Grund der verwendeten
Oligonukleotidsequenzen enthielt die dsDNA bereits die Uberhange, welche durch eine
DNA-Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen Acc651 und Eagl entstehen wirden (vgl.
Abschnitt 2.1.2.6). Die zirkuldare dsDNA des Phagen-Vektors M13KE, welcher auch zur
Konstruktion der Ph.D.-7 Phagenbibliothek verwendet wurde, wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Acc651 und Eagl gespalten und die so linearisierte Vektor DNA
aus einem préaparativen Agarosegel isoliert (vgl. Abschnitte 2.2.8.4, 2.2.8.5, 2.2.8.6). Die
jeweiligen doppelstrangigen, hybridisierten Oligonukleotide wurden in den gespaltenen
M13KE-Vektor durch Ligation inseriert und in Escherichia coli ER2738 Bakterien
transformiert (vgl. Abschnitte 2.2.8.8, 2.2.8.9).
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Dadurch lag die doppelstangige, replikative Form des Phagen-Genoms innerhalb des
Wirtsbakteriums vor, die eine Replikation des Phagen ermdglichte. Die transformierten
Bakterien wurden wie bei einer Phagen Titerbestimmung mit Top-Agarose vermischt und auf
Agarplatten ausplattiert (vgl. Abschnitt 2.2.6.4). Von den resultierenden Phagen-Plaques
wurden einzelne zur Infektion von E. coli ER2738-Bakterien willklrlich ausgewéhlt und
Phagen-Stocks erstellt (vgl. Abschnitt 2.2.6.2). Mit Phagen dieser Phagenstocks wurden E.
coli ER2738-Bakterien infiziert und ber Nacht inkubiert. Es schloss sich eine Isolierung der
intrazellulare dsDNA der Phagen an (vgl. Abschnitt 2.2.8.1). Zur Erfolgskontrolle der
Ligation wurde die inserierte DNA-Sequenz mittels PCR mit den Olignukleotiden mut_for
und mut_rev amplifiziert (vgl. Abschnitte 2.1.2.6, 2.2.8.10). Sollte die inserierte DNA-
Sequenz in dem Phagen-Genom vorhanden sein, wurde eine AmplifikatgroRe von 240 bp
erwartet. Sollte sie jedoch nicht vorhanden sein, ergab sich eine Amplifikatgrofie von 207 bp.
Ein Teil der Amplifikate wurden auf einem Agarosegel (1,5 %) unter der Verwendung des
DNA-Lé&ngenstandards pUC-Mix 8 elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Abschnitt 2.2.8.4)
(Abb. 19).
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Abbildung 19

Amplifikate der PCR

Dargestellt sind hier die Amplifikate des unverénderten Vektors M13KE und die durch Insertion rekombinant
verdnderten  Vektoren nach der PCR mit den Oligonukleotiden mut for und mut_rev.
Spur 1: pUC-Mix 8-Marker, Spur 2: Negativkontrolle (Ansatz ohne DNA), Spur 3: unverdnderte Vektor
M13KE, Spur 4: Vektor nach Insertion des doppelstrangigen Fragments aus mutl_for und mutl_rev, Spur 5:
Vektor nach Insertion des doppelstrangigen Fragments aus mut3_for und mut3_rev, Spur  6:  Vektor nach
Insertion des doppelstrangigen Fragments aus mut4_for und mut4_rev.

Wie erwartet, zeigte sich bei dem unverdnderten Vektor eine AmplifikatgréBe von 207 bp (Spur 3). Die
Amplifikate in den Spuren 4 bis 6 belegen eine erfolgreiche Insertion des jeweiligen Fragments mit einer Gréfe
von 33 bp in den Vektor. Die GroRe der Amplifikate betrug daher 240 bp.

Nach Analyse der AmplifikatgroBen mittels Elektrophorese wurden einzelne PCR-
Amplifikate mittels Sequenzierung unter Verwendung des Oligonukleotids -96gll1l verifiziert
(vgl. Abschnitt 2.1.2.6). Die Sequenzierung wurde von MWG Biotech, Ebersberg
durchgefuhrt. Phagen, deren inserierte DNA-Sequenz erfolgreich verifiziert werden konnte,
wurden fur Bindungstests an MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV verwendet.

Es konnten M13-Phagen erzeugt werden, welche die Heptapetidsequenzen GLGYGWS,
TGTYTWS oder TLTYTGS am N-Terminus des Phagen-Hullproteins plll préasentierten.
Diese Phagen wurden amplifiziert und fir den Bindungstest verwendet (vgl. Abschnitt
2.2.6.3). Dazu wurden wells einer 96-well Mikrotiterplatte mit humanem Kollagen 1V
beschichtet und mit MMP 2 proteolytisch modifiziert. Es wurden nun 1 x 10™ pfu der
amplifizierten Phagen eine Stunde in den beschichteten wells inkubiert, nicht gebundene

Phagen durch Waschen entfernt,
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verbliebene Phagen durch Infektion von E. coli ER 2738 Bakterien eluiert und titriert (vgl.
Abschnitt 2.2.6.7). Die Ergebnisse aus 4 Versuchen sind als output/input-Verhaltnis in der
Abbildung 20 dargestellt.
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(Phage 5)

Abbildung 20

Bindung von Phagen mit rekombinant verdnderten Varianten der Oligopeptidsequenz TLTYTWS an MMP 2
modifiziertes humanes Kollagen 1V

Im Bindungsmotiv der M13-Phagen vorhandenes Threonin, Leucin oder Tryptophan wurde rekombinant durch
Glycin ersetzt. Es zeigte sich bei allen Varianten eine signifikant geringere Bindung an MMP2 maodifiziertes
humanes Kollagen 1V im Vergleich zu dem Bindungsmotiv TLTYTWS. Zum Vergleich wurde der SRPQITN,
ein Kontrollphage, dargestellt. Weiterhin belegt dieses Ergebnis die mégliche Bedeutung der drei Threonine fir
das Bindungsverhalten des Phagen. *= p < 0,01 bezogen auf die Bindung des TLTYTWS-Phagen im Vergleich

zu den Varianten

Dabei zeigte sich, dass die Bindung des TLTYTWS-Phagen an MMP 2 modifiziertes
Kollagen 1V im Vergleich zu den rekombinant veranderten Phagen signifikant erhéht ist (p <
0,01). Im Vergleich der getesteten Varianten fallt auf, dass moglicherweise die drei Threonine
wichtig flr die Bindung des Phagen sind.

Dieses Ergebnis belegte, dass die Sequenz TLTYTWS eine spezifische Bindung des Phagen

an Matrix-Metalloprotease 2 gespaltenes humanes Kollagen IV ermdglichte.
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3.1.4 Anreicherung des TLTYTWS-Phagen im Tumorgewebe in vivo (tumor homing)

Zur Untersuchung der Phagen-Anreicherung im Tumorgewebe in vivo wurden 1 x 10** pfu
des TLTYTWS-Phagen oder des GLGYGWS-Phagen in LLC-Tumor tragende NMRI
Nacktmdause i.v. injiziert. Nach Perfusion der Tiere wurden jeweils Tumor und Organe
entnommen, gewogen, homogenisiert und der Phagentiter in den unterschiedlichen Geweben
bestimmt (vgl. Abschnitt 2.2.6.8). Neben dem Tumorgewebe wurden folgende Organgewebe
untersucht: Gehirn, Oberarmmuskel, Magen, Niere, Herz, Lunge, Milz und Leber (Abb. 21).
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Vielfaches des GLGYGWS-Phagen (Kontrolle)

20_ I
0 = | =t -. s

Hirn Muskel  Tumor Magen Niere Herz Lunge Milz Leber

Abbildung 21

Biodistribution des TLTYTWS-Phagen im Vergleich zu dem GLGYGWS-Phagen (Kontrollphage) in LLC
Tumor tragenden Mausen

Es wurden jeweils 1 x 10™ pfu der Phagen i.v. in LLC-Tumor tragende Mause injiziert, nach 10 Minuten die
einzelnen Gewebe entnommen und der Phagengehalt bestimmt. Die Werte wurden als Vielfaches des
Kontrollphagen dargestellt. Der Phagengehalt des TLTYTWS-Phagen im Tumorgewebe war um das 117fache
hoher als der des Kontrollphagen. * p < 0,01 im Vergleich zu dem Kontrollphagen

Es zeigte sich eine 117fach hohere Anreicherung des TLTYTWS-Phagen im Tumorgewebe
im Vergleich zu dem nicht-bindenden GLGYGWS-Phagen. Die leicht erhdhte Anreicherung
des TLTYTWS-Phagen in der Milz im Vergleich zu der Kontrolle ist vermutlich auf eine
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Variation der Aufnahme der Phagen-Partikel durch das retikulo-endotheliale System
zuriickzufuhren (Molenaar et al., 2002). Zudem zeigte ein weiterer Kontrollphage, der
SRPQITN-Phage, keine Akkumulation im Gewebe eines LLC Tumors von Tumor tragenden
Mausen (Daten nicht gezeigt).

Dieses Ergebnis belegt die Fahigkeit des TLTYTWS-Phagen, sich spezifisch im LLC
Tumorgewebe anzureichern. Zusammenfassend legt dies die Tumor-homing Eigenschaften
des TLTYTWS-Phagen nahe.

3.2 Charakterisierung des chemisch synthetisierten TLTYTWS-Peptids

3.2.1 Inhibition der Bindung des TLTYTWS-Phagen an MMP 2 modifiziertes
humanes Kollagen IV durch ein chemisch synthetisiertes TLTYTWS-Peptid

in vitro

Im Folgenden wurde untersucht, ob ein chemisch synthetisiertes TLTYTWS-Peptid die
Bindung des TLTYTWS-Phagen an MMP 2 prozessiertes humanes Kollagen IV kompetitiv
inhibieren kann. Dieses Experiment sollte zeigen, ob der TLTYTWS-Phage ausschlieRlich auf
Grund der am N-Terminus des Hullproteins plll prasentierten Oligopeptidsequenz
TLTYTWS an MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV binden kann, oder ob diese
Bindung moglicherweise auch durch andere Hullproteine vermittelt wurde. Sollte diese
Bindung ausschliel3lich durch die Oligopeptidsequenz TLTYTWS vermittelt werden, ist zu
erwarten, dass die Bindung durch Zugabe eines I6slichen chemisch synthetisierten
TLTYTWS-Oligopeptids kompetitiv inhibiert werden kann.

Dazu wurde immobilisiertes, MMP 2 prozessiertes humanes Kollagen IV zunéchst mit dem
chemisch synthetisierten TLTYTWS-Peptid (10 fg/ul bis 1 ng/ul) inkubiert. AnschlieRend
wurde der TLTYTWS-Phage in einer Konzentration von 1x10™ pfu zugegeben und nach
einstiindiger Inkubation und Entfernen nicht gebundener Phagen die gebundenen Phagen
eluiert (vgl. Abschnitt 2.2.7.1). Es folgte die Bestimmung des Titers der eluierten Phagen
(Abb. 22).
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Abbildung 22

Kompetition der Bindung des TLTYTWS-Phagen an durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V durch
das chemisch synthetisierte TLTYTWS-Oligopeptid

Wells einer 96 well Mikrotiterplatte wurde mit humanem Kollagen IV beschichtet und das Kollagen durch MMP
2 modifiziert (vgl. Abschnitt 2.2.6.1). Zunachst wurde das TLTYTWS-Oligopeptid in Konzentrationen von 10
fg/ul bis 1 ng/pl fiir eine Stunde in den wells inkubiert. Nach Entfernen der Peptidldsung wurden jeweils 1 x 10*
pfu des TLTYTWS-Phagen zugegeben, eine Stunde inkubiert, nicht gebundene Phagen durch Waschen entfernt
und die verbliebenden Phagen eluiert und titriert (vgl. Abschnitt 2.2.7.1). Die Bindung des TLTYTWS-Phagen
an durch MMP2 modifizieretes humanes Kollagen IV konnte durch das chemisch synthetisierte TLTYTWS-
Peptid dosis abhangig kompetitiert werden. * p < 0,05 im Vergleich zum Wert ohne Peptidzugabe

Es zeigte sich eine konzentrationsabhéngige, kompetitive Inhibition der Phagenbindung.
Bereits bei einer Konzentration von 100 fg/pl des TLTYTWS-Peptids war eine signifikante
Bindungsinhibition des TLTYTWS-Phagen beobachtbar. Daraus ergab sich eine
halbmaximale Inhibitionskonzentration (1Csp) von 8,35 pmol.

Das Ergebnis beweist, dass der TLTYTWS-Phage mittels der Oligopeptidsequenz TLTYTWS
an MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V bindet. Weiterhin legt die geringe
Konzentration des TLTYTWS-Oligopeptids, welche zur Inhibition der Phagenbindung

ausreicht, eine hohe Bindungsaffinitat des Peptids nahe.
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3.2.2 Inhibition der Bindung des TLTYTWS-Phagen an das Tumorgewebe von LLC
Tumor tragenden Maus durch ein chemisch synthetisiertes TLTYTWS-Peptid in

Vivo

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der TLTYTWS-Phage sich im Gewebe von LLC
Tumoren anreichert (vgl. Abschnitt 3.1.4). Weiterhin war das chemisch synthetisierte
TLTYTWS-Oligopeptid in der Lage, die Bindung des TLTYTWS-Phagen an MMP 2
modifiziertes humanes Kollagen 1V in vitro kompetitiv zu inhibieren (vgl. Abschnitt 3.2.1).
Nun wurde untersucht, ob sich die Anreicherung des TLTYTWS-Phagen im LLC Tumor
durch Koinjektion des TLTYTWS-Oligopeptids kompetitiv hemmen lasst.

Wie in Abschnitt 2.2.7.2 beschrieben, wurden LLC Tumor tragenden NMRI-Mé&usen 150 ug
des TLTYTWS-Oligopeptids und 1 x 10** pfu des TLTYTWS-Phagen i.v. koinjiziert. Nach
10 Minuten wurde die Mause perfundiert, die Tumore entnommen, homogenisiert und die
Phagen durch Infektion von E. coli ER2738 Bakterien eluiert. Der Phagentiter wurde

bestimmt und als output/input-Verhaltnis/g Gewebe dargestellt (Abb. 23).
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Abbildung 23

Kompetitive Inhibition der Anreicherung des TLTYTWS-Phagen im LLC Tumorgewebe durch das TLTYTWS-
Oligopeptid

LLC Tumor tragenden Mausen wurden 150 pg TLTYTWS-Peptid und 1 x 10" pfu TLTYTWS-Phagen i.v.
koinjiziert. Nach 10 Minuten wurden die Mduse perfundiert, das Tumorgewebe entnommen, homogenisiert, die
Phagen durch Infektion mit E. coli ER2738 Bakterien eluiert und der Phagentiter bestimmt. Die Anreicherung
des Phagen im Gewebe eines LLC Tumors kann durch gleichzeitige Gabe des TLTYTWS-Peptids inhibiert
werden. * p < 0,01

Die Anreicherung des TLTYTWS-Phagen im Gewebe eines LLC Tumor (tumor homing)
konnte durch Koinjektion des TLTYTWS-Phagen signifikant um 98,35% reduziert werden
(p <0,01). Diese kompetitive Inhibition des Tumor homing zeigt, dass der Phage tber die am
N-Terminus des Hullproteins plll présentierte Oligopeptidsequenz TLTYTWS an Strukturen
des LLC Tumorgewebes bindet. Weiterhin belegt dieses Ergebnis, dass das TLTYTWS-
Oligopeptid im LLC Tumorgewebe angereichert wird. Das TLTYTWS-Peptid zeigt, wie der
TLTYTWS-Phage, die Eigenschaft des Tumor homing, der Anreicherung im Tumorgewebe.
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3.2.3 Einfluss des TLTYTWS-Peptids auf die Endothelzell-Differenzierung

Um den Einfluss des TLTYTWS-Peptids auf die Endothelzell-Differenzierung und die
Angiogenese zu untersuchen, wurde der Tube-Formation-Assay verwendet. Dabei wurden
wells einer 24-well Platte mit je 100 pul Wachstumsfaktor reduziertem Matrigel beschichtet
und je well 5 x 10* HUVEC-Zellen in Wachstumsmedium ausgesit. In dem
Wachstumsmedium war 1 ng/ml bFGF enthalten. Es folgte die Zugabe von 0,1; 1 und 10 pg
des TLTYTWS-Peptids oder des SRPQITN-Peptids (Kontrolle). Als weitere Kontrolle
dienten wells ohne Zugabe eines Peptids (vgl. Abschnitt 2.2.7.3). Nach einer 16stlindigen
Inkubation bei 37°C wurden unter einem Mikroskop die Verzweigungspunkte in dem sich
bildenden tubularen Netzwerk gezahlt und als Vielfaches der Kontrolle ohne Peptid
dargestellt (Abb. 24).
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Abbildung 24

Inhibition der Bildung von tubuldren Strukturen von HUVEC-Zellen durch das TLTYTWS-Oliogopeptid

A Es wurde die Fahigkeit von HUVEC-Zellen untersucht, tubuldre Strukturen in Wachstumsfaktor reduziertem
Matrigel nach Zugabe des TLTYTWS-Peptids oder des SRPQITN-Peptids (Kontrollpeptid) zu bilden. Dazu
wurden wells einer 24-well Platte mit je 100 pl Wachstumsfaktor reduziertem Matrigel beschichtet und je well
5 x 10* HUVEC-Zellen in Wachstumsmedium ausgesét. Es folgte die Zugabe von 0,1; 1 und 10 ug TLTYTWS-
Peptid oder des SRPQITN-Peptids (Kontrolle). Als weitere Kontrolle dienten wells ohne Zugabe eines Peptids.

Nach einer 16stlindigen Inkubation bei 37°C wurden unter einem Mikroskop die Verzweigungspunkte in dem
sich bildenden tubuléren Netzwerk ausgezahlt. Durch Zugabe des TLTYTWS-Peptids konnte die Bildung von
tubularen Strukturen in signifikantem MaR reduziert werden. Das Kontrollpeptid hingegen zeigte keinen Einfluss
auf die Bildung tubularer Strukturen.

*p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle ohne Peptid, T p < 0,02 im Vergleich zu dem Kontrollpeptid.

B Tubuldres Netzwerk ohne Peptidzugabe (Kontrolle) und nach Zugabe von 10 pg TLTYTWS-Peptid. Balken
entspricht 20 pm
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Durch die Zugabe des TLTYTWS-Peptids (10ug/ml) konnte eine bis zu 60%ige Reduktion
der Verzweigungspunkte beobachtet werden. Die Reduktion der Verzweigungspunkte steht
hier in linearem Zusammenhang zur eingesetzten Peptidmenge. Unter Verwendung dieser
linearen Regression ergab sich eine ICso-Konzentration von 1,972 pumol des verwendeten
TLTYTWS-Peptids. Das TLTYWS-Peptid scheint einen Kollaps des tubuldren Netzwerk zu
bewirken. Das Peptid blockiert daher moglicherweise die Interaktion von Endothelzellen, die

zum Erhalt des Netzwerkes wichtig ist.

3.2.4 Einfluss des TLTYTWS-Peptids auf die Angiogenese

SchlieRlich wurde der Einfluss des TLTYTWS-Peptids auf die Angiogenese mittels eines in
vivo Matrigel-Plug-Assay untersucht.

Dazu wurde Wachstumsfaktor reduziertes Matrigel mit 200 ng bFGF mit 1, 5 und 10 pg des
TLTYTWS-Peptid oder 10 pg des SRPQITN-Peptids (Kontrollpeptid) vermischt. Als
Negativkontrolle dienten Ansatze ohne Peptidzusatz. Die Gemische wurden jeweils CD1-
Mausen s.c. in die Flanke injiziert. Nach 11 Tagen wurde das verfestigte Matrigel, der
Matrigel-Plug, entfernt, homogenisiert und der H&moglobin-Gehalt bestimmt (vgl. Abschnitt
2.2.7.4). Der Hamoglobingehalt des Plugs diente als MaR fiir die in einem Matrigel-Plug
stattgefundene Angiogenese (Smith et al., 2008; Zengel et al., 2008). Die Resultate sind als
Vielfaches der Negativkontrolle (ohne Peptidzusatz) dargestellt (Abb. 25).



106 Ergebnisse

0,9 -

0.8 - ® TLTYTWS-Peptid

m Kontrollpeptid

0,6 -

Vielfaches der Kontrolle (200 ng bFGF)
o
o

0 -

200ng bFGF 200 ng bFGF 200 ng bFGF
+ 1 pg Peptid + 5 ug Peptid + 10 ug Peptid

Abbildung 25

Inhibition der Angiogenese durch das TLTYTWS-Oligopeptid in vivo

200 ng bFGF und das TLTYTWS-Peptid (1, 5 und 10 pg) oder das SRPQITN-Peptid (10 pg) (Kontrollpeptid)
wurden mit 500 pl Wachstumsfaktor-reduziertem Matrigel gemischt und s.c. in Mé&use injiziert. Nach 11 Tagen
wurden die Matrigel-Plugs entnommen, homogenisiert und der Hamoglobin-Gehalt als Mal? fur die Angiogenese

bestimmt. * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle ohne Peptidzusatz

Durch Zugabe des TLTYTWS-Peptids konnte der H&moglobingehalt des Matrigel-Plugs, ein
MaR fur die Angiogenese, dosisabhéngig reduziert werden. Bei Zusatz von 10 pg TLTYTWS-
Peptid konnte eine signifikante Reduktion der Angiogenese von bis zu 80% im Vergleich zur
Negativkontrolle nachgewiesen werden. Mittels Regressionsgeraden wurde ein 1Cso-Wert von
1,85 pumol fir das TLTYTWS-Peptid ermittelt.

Dieses Ergebnis belegt, dass das TLTYTWS-Peptid eine Bindungsstelle im Kollagen IV
blockiert, die im Rahmen der Angiogenese in vivo funktionelle Bedeutung besitzt.
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4 Diskussion

Ziel meiner Untersuchung war die ldentifizierung und Charakterisierung von Peptiden
Generation von Peptiden, die an durch Matrix-Metalloprotease 2 modifiziertes humanes
Kollagen IV binden. Weiterhin sollte die Fahigkeit dieser Peptide analysiert werden, sich
spezifisch im Tumorgewebe anzureichern, die Féhigkeit zum ,,Tumor homing“. Zu diesem
Zweck verwendete ich eine auf der Oberflaiche von M13-Phagen kodierte Oligopeptid-
Bibliothek. Diese Phagen prasentieren dabei alle mdgliche Kombinationen von 7
Aminosduren. Zur Selektion verwendete ich die kombinierten in vivo/in vitro
Selektionmethode. Zun&chst wurden Phagen in einer LLC-Tumor tragenden Maus
selektioniert. Hierbei wurden die Vorteile der in vivo Selektion, wie die Spezifitat der
erhaltenen Phagen fir das entsprechende Tumorgewebe und die Reduktion nicht bindender
Phagen, genutzt. Bei den folgenden in vitro Selektionen wurde zun&chst gegen humanes
Kollagen IV und dann gegen MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen IV selektioniert. Hier
wurden die Vorteile der negativen in vitro Selektion, das Vermeiden von Phagen, die an
unmodifiziertes Kollagen IV binden, und die hohe Spezifitat fur die gewahlte Zielstruktur
genutzt. Mit Hilfe dieser Selektionsmethode erhielt ich einen Phagen, der die Peptidsequenz
TLTYTWS an seiner Oberflache présentierte. Dieser Phage band spezifisch an durch MMP 2
modifiziertes humanes Kollagen 1V, jedoch nicht an unmodifiziertes humanes Kollagen 1V,
humanes Kollagen IV, welches mit anderen MMPs behandelt wurde, oder an MMP 2 alleine.
Die Spezifitat der Phagenbindung kann weiterhin durch die Kompetition der Bindung durch
das chemisch synthetisierte TLTYTWS-Peptid belegt werden. Des Weiteren konnte ich
zeigen, dass insbesondere die in der Peptidsequenz enthaltenen Threonine fiir die Bindung
essenziell sind. Durch Mutation der drei Threonine zu drei Glycinen konnten Phagen erzeugt
werden, die nicht mehr in der Lage waren, an MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V zu
binden. Im Ubrigen konnte ich zeigen, dass der Phage nicht an hitze-denaturiertes humanes
Kollagen IV bindet. Daher ist anzunehmen, dass die kryptische Bindungsstelle des Phagen,
der die Peptidsequenz TLTYTWS prdasentiert, ausschlieBlich durch die proteolytische
Spaltung des humanen Kollagens 1V durch die Matrix-Metalloprotease 2 freigelegt wird. Im
Unterschied dazu bindet der Antikérper HUIV26 auch an hitze-denaturiertes Kollagen 1V (Xu
et al., 2000; Xu et al., 2001). Dieser Antikorper bindet demnach vermutlich an eine andere
kryptische Bindungsstelle im Kollagen 1V. Ein Vergleich der Bindung und eine funktionale
Charakterisierung des HUIV26 Antikorpers, des CLK-Peptids (Brooks et al., 2004) und des



108 Diskussion

TLTYTWS-Peptids im Rahmen der Tumor-Angiogenese wéren sehr interessant, da weitere
Antikorper und Peptide, die an kryptische Bindungsstellen des Kollagen IV binden, bisher
nicht beschrieben worden sind. Weiterhin ist der Einsatz des TLTYTWS-Peptids zur
Inhibition der Angiogenese bei Tumor-Modellen anderer Organe sehr interessant.

Da gezeigt wurde, dass kryptische Bindungsstellen des Kollagen IV wéahrend der Tumor-
Angiogenese in vivo gebildet werden, habe ich die Lokalisation des TLTYTWS-Phagen in
LLC-Tumor tragenden Méausen untersucht. Ich konnte hierbei eine spezifische Anreicherung
des Phagen im LLC Tumorgewebe zeigen. Dies unterstutzt die Hypothese, dass dieser Phage
spezifisch an eine kryptische Bindungsstelle des Kollagen IV binden kann, welche in vivo im
Rahmen der Tumor-Angiogenese gebildet werden. Diese Spezifitdt konnte durch die
kompetitive Inhibition der Phagen-Bindung durch eine Ko-Injektion des TLTYTWS-Phagen
und des TLTYTWS-Peptids in vivo belegt werden. Weiterhin sind Phagen, welche
Punktmutationen in der TLTYTWS-Sequenz enthalten, nicht mehr in der Lage, sich im
Tumorgewebe anzureichern. Diese Ergebnisse zeigen eine spezifische Anreicherung des
TLTYTWS-Phagen im Gewebe von LLC-Tumoren, welche durch das TLTYTWS-Peptid
inhibierbar ist. Somit ist auch das TLTYTWS-Peptid in der Lage, sich im Tumorgewebe
spezifisch anzureichern.

Es ist bereits nachgewiesen worden, dass Liganden der kryptische Bindungsstellen des
Kollagens IV in der Lage sind, sowohl die Tumor-Angiogenese als auch die Bildung
pathologischer Blutgefélie, wie bei der diabetischen Retinopathie, zu blockieren (Sottile,
2004; Jo et al., 2006). Daher ist es nicht Uberraschend, dass auch das TLTYTWS-Peptid mit
der Angiogenese interferiert. So konnte ich in vitro die Reduktion von Verzweigungspunkten
in einem Endothelzell-Differenzierungs-Versuch zeigen. Durch einen UberschuB des
TLTYTWS-Peptids konnte die Interaktion des physiologischen Liganden mit der kryptischen
Bindungsstelle inhibiert werden. Dadurch konnte die Dichte des sich bildenden tubuléren
Netzwerkes reduziert werden, die Differenzierung jedoch nicht vollstandig inhibiert werden.
Die Annahme, dass durch das TLTYTWS-Peptid eine funktional wichtige Bindungsstelle
blockiert wird, wurde weiterhin durch eine Reduktion der Angiogenese in vivo in einem

Matrigel-Plug-Versuch unterstitzt.
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4.1 Die Angiogenese

Als Angiogenese wird der Prozess der GefalRneubildung ausgehend von bereits existierenden
BlutgefaRen bezeichnet. Im Unterschied dazu wird die Bildung von BlutgeféalRen aus
endothelialen Vorlauferzellen, den Angioblasten, wéhrend der Embryonalentwicklung als
Vaskulogenese bezeichnet (Risau, 1997). Die Angiogenese spielt sowohl bei physiologischen
Vorgéangen als auch bei Erkrankungen eine Rolle. Somit ist zu erwarten, dass im Menschen
die von uns untersuchten Bindungsstellen des TLTYTWS-Peptids sowohl im Rahmen der

physiologischen, als auch bei der Tumorangiogenese gebildet werden.

4.1.1 Die physiologische Angiogenese

Die physiologische Angiogenese, welche z. B. bei der Wundheilung, dem
Menstruationszyklus oder der Embryonalentwicklung vorkommt, ist ein hochregulierter
Prozess. Sie findet in mehreren Schritten statt. Es sind dies die Permeabilitat des Endotheles,
der Proliferation von Endothelzellen, der Proteolyse der Basalmembran, der Migration von
Zellen und der Entstehung eines neuen Lumen und dessen Stabilisierung.

Die Permeabilitat des Blutgefaiendothels entsteht durch Verlust der Zell-Zell Kontakte durch
VE-Cadherin. VE-Cadherin ist ein transmembranes Protein der Endothelzellen, welches mit
den extrazelluldaren Anteilen anderer zellularer VE-Cadherinen interagiert. Diese Interaktion
bewirkt eine Zell-Zell Adhasion, das Uberleben der Endothelzellen und die Kontaktinhibition,
ein Verhinderung der Proliferation und den Ubergang in einen Ruhezustand.

Intrazelluldr binden o- und B-Katenin an den zytoplasmatischen Anteil des VE-Cadherin,
welche ihrerseits mit dem Aktinzytoskelett interagieren. Durch VEGF und HGF Rezeptor
Tyrosin-Kinasen erfolgt die Phosporylierung des B-Katenins. Dies bewirkt den Verlust der
Bindung an VE-Cadherin und eine Akkumulation im Zellkern. Dadurch wird die Zell-Zell
Adhasion reduziert und die Zellmigration erhdht (Hoschuetzky et al., 1994; Potter et al.,
2005). Weiterhin erhoht VEGF die nukledre B-Katenin Konzentration, was zur Permeabilitét
beitragt (Milkiewicz et al., 2006).

Durch die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege kommt es zur Progression des
Zellzyklus, welches zur Endothelzell-Proliferation, zur Aktivierung von Promotoren und zum
Zell-Uberleben fihrt. Durch Bindung von Wachstumsfaktoren, wie VEGF oder FGF, an
Rezeptor-Tyrosinkinasen kommt es zur Phosphorylierung von weiteren Kinasen. Dadurch
werden die PI3K/Akt-Kinase und der MAPK-Signalwege initiiert. In der Folge werden

unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, wie Jun, NFkB oder Cyclin D aktiviert.
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Dies fihrt unter anderem zur Transkription von Genen pro-angiogener Faktoren (Guan,
1994). Eine weitere wichtige Rolle spielen hier die Integrine. Integrine sind
Transmembranproteine, welche aus einer a- und einer B-Untereinheit bestehen. Sie binden
unter anderem an Kollagene, Laminine oder Fibronektin. Durch Aktivierung von Integrinen
werden ebenfalls unterschiedliche Signalwege initiiert. Unter anderem durch die Fokale
Adhasionskinase (FAK) und anderer Kinasen konnen ebenfalls Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden (Giancotti et al., 1999). Des Weiteren wirkt nukledres p-Katenin, welches
von VE-Cadherin zum Zellkern wandert, als Ko-Transkriptionsfaktor (Milkiewicz et al.,
2006).

Der néchste Schritt der Angiogenese ist die Proteolyse der Basalmembran. Dadurch wird eine
Sprossung des BlutgefaRes in umliegendes Gewebe ermdglicht. Die Proteolyse erfolgt unter
anderem durch die Matrix-Metalloproteasen 2 und 9. Die durch die Endothelzellen und
umgebenden Zellen ausgeschitteten MMPs sind in der Lage, neben dem Kollagen IV auch
weitere Basalmembran Bestandteile wie Laminin zu spalten. Durch die Spaltung der
Bestandteile der Basalmembran entstehen Fragmente, welche bioaktive Eigenschaften haben.
So kdnnen proteolytische Bestandteile des Laminin-5 oder von Fibronektin die Migration von
Endothelzellen induzieren (Schenk et al., 2003; Mott et al., 2004). Weiterhin enthalten
Fragmente des Fibronektins RGD-Motive, welche durch die Bindung an avB3-Integrine die
Migration induzieren kdnnen (Werb et al., 1989). Neben diesen Fragmenten werden aber
auch bisher verborgene Bereiche des Kollagens IV freigelegt. Diese Bereiche enthalten
ebenfalls Migrationssignale fir Endothelzellen (Davis et al., 2000; Xu et al., 2001; Hangai et
al., 2002; Roth et al., 2006). Des Weiteren kénnen bisher an der Basalmembran verankerte
Wachstumsfaktoren durch MMPs gespalten und aktiviert werden. Beispiele hierfir sind bFGF
und Heparin gebundene Isoformen des VEGFs. Dadurch wird die Konzentration dieser
Wachstumsfaktoren am Ort der Angiogenese deutlich erhéht (Sottile, 2004).

Neben diesen angiogenen Eigenschaften entstehen jedoch auch Fragmente mit anti-
angiogenen Eigenschaften. Dies sind u.a. die NC 1 Doménen der a-Ketten des Kollagen 1V,
das Arresten, NC1 al(IV) (Colorado et al., 2000; Sudhakar et al., 2005), das Canstatin, NC1
a2(1V) (Kamphaus et al., 2000; Petitclerc et al., 2000) und das Tumstatin, NC1 a3(IV)
(Maeshima et al.,, 2000). Nach Spaltung der Basalmembran-Bestandteile erfolgt die
Proteolyse der Bestandteile der verbleibenden extrazellularen Matrix, wie das Kollagen I,
durch andere Matrix-Metalloproteasen. Im Rahmen dieser Prozesse wird wohl auch die
Bindungsstelle des TLTYTWS-Peptids gebildet. Die genauen Mechanismen, die zur
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Entstehung dieser ,,cyptic-binding-site* in vivo fiihren, sollten in Zukunft in Tiermodellen der
Angiogenese untersucht werden.

Durch die Serin Protease Plasmin erfolgt ebenfalls die Proteolyse der Basalmembran. Plasmin
entsteht durch proteolytische Aktivierung aus dem Vorlaufer Plasminogen durch die Gewebe-
oder Urokinase Plasminogen Aktivatoren (tPA/uPA). Substrate des Plasmins sind neben
Fibrinogen und Fibrin auch Laminine, Fibronektin, inaktive Matrix-Metalloproteasen und
membrangebundene  Wachstumsfaktoren. Der  Gewebe-Plasminogen  Aktivator st
physiologisch nur in geringer Plasma-Konzentration vorhanden, kann aber von
Endothelzellen in hoher Konzentration sezerniert werden. Er wird jedoch schnell von dem
Inhibitor Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1 (PAI-1) inaktiviert. Der Urokinase
Plasminogen Aktivator (UPA) hat in seiner ungebundenen Form eine hohe Affinitat fir Fibrin
und wirkt fibrinolytisch. Nach der Bindung von uPA an seinen membranstandigen Rezeptor
UPAR wird die Spaltung von Plasminogen und die Aktivierung von MMPs deutlich erhoht.
Auch uPA kann durch PAI-1 inaktiviert werden, welches nach Bindung an uPAR endozytiert
werden kann (McMahon et al., 2008).

Nach der proteolytische Spaltung der Basalmembran und der sich darunter befindlichen
extrazelluldren Matrix wandern Endothelzellen in diesen Bereich ein. Bei der Migration der
Endothelzellen werden Zell-Matrix-Kontakte und eine intrazellularen Modulation des
Zytoskeletts der Zelle bendtigt. Zell-Matrix-Kontakte erfolgen insbesondere durch Bindung
von Integrinen an die unterliegende Matrix. Integrine sind mit zytoplasmatischen Kinasen
assoziiert, die ein ,,outside-in signaling” vermitteln. Durch Bindung der Wachstumsfaktoren
bFGF und VEGF und bei proliferierenden Endothelzellen werden insbesondere o,3- und o35
— Integrine exprimiert. Durch die Integrin assoziierte fokale Adhé&sionskinase (FAK) werden
andere Kinasen aktiviert unter anderem die Rho-GTPasen. Zu den Rho-GTPasen gehoren die
GTPasen RhoA, Rac und Cdc42. Zundchst kommt es zu einer Polarisation der
Endothelzellen. Durch Umorganisation des Aktinzytoskeletts, welches durch Rho-GTPasen
vermittelt wird, bilden sich am nun vorderen Ende der Zelle, dem ,leading edge,
Lamellopdien und Filopodien aus. Dort kommt es zum Clustering von Integrinen und es
bilden sich fokale Adhdsionen aus. Die Zelle bewegt sich nun entlang der Adhé&sionsstellen.
Am hinteren Ende kommt es zur Auflésung der Adhésion (Giancotti et al., 1999; Ridley et
al., 2003; Mattila et al., 2008). Diese Migration erfolgt jedoch nur in Abhangigkeit von einer
angiogenese-spezifischen extrazellularen Matrix, in denen z. B. die spezifischen

Bindungsstellen des TLTYTWS-Peptids exprimiert werden.
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In welcher Weise diese Adhé&sionsstellen auf intrazellulére Signalwege zuriickwirken und z.B.
die GTPasen Rho, Rac und Cdc42 regulieren muss in Zukunft untersucht werden.

Die einwandernden Endothelzellen bilden ein Lumen aus. Dies kann durch intrazellulére
Kanalisation durch Fusion zytoplasmatischer VVakuolen oder durch interzelluldre Kanalisation
durch Aufbau einer Basalmembran durch die Endothelzellen erfolgen. Dies wird unter
anderem durch die Aktivierung des Integrins a,p;, welches an Kollagen bindet, initiiert.
Intrazelluldr sind die Kinasen Src und Cdc42 mit Integrinen assoziiert. Deren Aktivierung
fihrt zur Aktivierung der nachgeordneten p2l-aktivierten Kinasen (PAK) 2 und 4. Diese
Kinasen sind fur die Bildung des Lumens verantwortlich (Milkiewicz et al., 2006; Davis et
al., 2007). Auch bei diesen Vorgangen spielt die Bindungsstelle des TLTYTWS-Peptid in
vivo vermutlich eine Rolle, da ich zeigen konnte, dass die in vivo Angiogenese durch
Blockade der Bindungsstelle mit einem Uberschuss an TLTYTWS-Peptid gehemmt werden
kann.

Die Angiogenese endet mit der Stabilisierung des neu gebildeten Lumens. Durch Bindung der
Wachstumsfaktoren PDGF und PIFG werden Perizyten und glatte Muskelzellen zu dem
neuen Lumen rekrutiert. Diese Zellen bewirken durch die Ausschittung von TGFS ein
Verbleiben der Endothelzellen im Ruhezustand und die Bildung von Komponenten der
extrazellularen Matrix. Weiterhin erfolgt die Bindung von Angiopoietin 1 an den
Tyrosinkinase Rezeptor Tie2 der Endothelzellen. Dies fiihrt zu einer Aktivierung der MAPK
und PI3K/Akt-Signalwege, was zu einem Endothelzell-Uberleben, aber nicht zu einer
weiteren Proliferation fuhrt. Dadurch werden die Endothelzellen in einen Ruhezustand
uberflihrt. Durch Ausschiuttung von Protease-Inhibitoren wie den TIMPs werden die an der
Angiogenese beteiligte Proteasen inaktiviert (Giancotti et al., 1999; Sottile, 2004; Rundhaug,
2005; Milkiewicz et al., 2006; Davis et al., 2007). Meine in vitro Experimente legen nahe,
dass die Exposition der Bindungsstelle des TLTYTWS-Peptids auch fur diese endgultige
GefaRdifferenzierung eine Rolle spielen konnte, da in vitro die Differenzierung von
Endothelzellen durch einen Uberschuss des Peptids gehemmt werden konnte.
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4.1.2 Die Tumor-Angiogenese

Auch fur das Wachstum maligner Tumore ist die Bildung neuer Blutgefélie entscheidend.
Diese wird zwar teils durch &hnliche Mechanismen reguliert wie die physiologische
Angiogenese, die entstehenden BlutgefaRe unterscheiden sich jedoch morphologisch und
funktionell deutlich von BlutgefalRen im Normalgewebe. Die von mir und anderen Forschern
bisher beschriebenen kryptischen Bindungsstellen im Kollagen sind sowohl bei der
Tumorangiogenese als auch wahrend der physiologischen Angiogenese aktiv. Es ist jedoch
nicht ausgeschlossen, dass die besonderen Bedingungen beim Tumorwachstum zur
Expression weiterer, tumorspezifischer kryptischer Bindungsstellen fiihren konnen.
Kennzeichnend fir Tumorzellen ist eine autonome Zellteilung, welche nicht den
Regulationsmechanismen des Korpers unterworfen ist. Diese autonome Zellteilung flhrt zu
einem unkontrollierten Zellwachstum. Zur tumorigenen Transformation von Zellen kommt es
durch die zell-autonome Anhdufung von Mutationen der zellularen DNA. Durch das
Ausschalten der endogenen Zellzyklus-Kontrolle, den DNA-Schaden Kontrollpunkte
(checkpoints) und durch externe Wachstumsinhibitionssignale kommt es zu einer
fortlaufenden Proliferation der Zellen. Durch Verringerung der Aktivitdt von Tumor-
Suppressorgenen und der Apoptose regulierenden Gene findet kein programmierter Zelltod
statt (Ruegg et al., 2007).

Zellen benoétigen zum Wachstum Sauerstoff und Nahrstoffe, welche durch BlutgefalRe bzw.
durch Diffusion aus diesen Gefalen zu ihnen gelangen. Tumorzellen haben auf Grund ihre
erhéhten Proliferation einen erhohten Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf. Bis zu einer GroRe
von etwa 0,125 mm? kann sich das Tumorgewebe durch Diffusion mit den notwendigen
Né&hrstoffen versorgen (Liotta et al., 2000). Solche Tumore werden als avaskular bezeichnet,
welche klinisch meist erst bei Autopsien festgestellt werden. Hier tiberwiegen anti-angiogene
Faktoren. Dies sind unter anderem die Ausschiittung von Thrombospondin 1 (TSP-1) oder die
abgespaltene extrazellulare Doméne des VEGF-Rezeptors 1 (SVEGFR-1) von Endothelzellen,
welche VEGF binden. Durch sezernierte Proteasen, wie den Matrix-Metalloproteasen, kénnen
von Bestandteilen der Basalmembran wie dem Kollagen IV antiangiogene Fragmente, wie
Tumstatin oder Arrestin, freigesetzt werden. Diese Proteasen werden nicht nur von den
Tumorzellen, sondern auch von den umgebenden nicht transformierten Zellen, dem Tumor-
Stroma, ausgeschuttet. Auf Grund der fehlenden Blutversorgung kommt es innerhalb der

Tumormasse sowohl zum Zellwachstum als auch zur Zellnekrose oder Apoptose.
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Dadurch nimmt die Tumormasse insgesamt nicht zu und der Tumor verbleibt in einer Art
Ruhezustand, welche auch als ,,tumor dormancy* bezeichnet wird (Wicki et al., 2008). Die
Tatsache, dass bei der Tumorangiogenese MMPs sowohl von Tumor-, als auch von
Stromazellen gebildet werden konnte einen der Faktoren darstellen, der die Enstehung
tumorspezifischer kryptischer Bindungsstellen beglnstigt, da wahrend der physiologischen
Angiogenese MMPs nur von Stroma- und Entziindungszellen gebildet werden kdnnen.

Damit die Tumorzellen (berleben, das umliegende Gewebe invadieren und metastasieren
konnen, bendtigen sie den Kontakt zum Blutgeféal3system. Dieser Zugang zum GeféalRsystem
wird durch die Neubildung von BlutgefaRen ermdglicht, der Tumor-Angiogenese (Folkman,
1971). Damit es dazu kommt, erfolgt in den Tumorzellen ein ,,angiogenic switch”, welcher
die Balance zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren zu Gunsten pro-angiogener Faktoren
verschiebt. Der angiogenic switch kann durch metabolischem Stress, mechanischem Stress,
entzundliche Prozesse oder weitere Genmutationen der Tumorzellen erfolgen (Carmeliet et
al., 2000; Rundhaug, 2005). AulRerdem konnte eine Beteiligung von MMP 2 und 9 an dem
»Angiogenic switch“, dem Entstehen eines angiogenen Phanotyps, nachgewiesen werden
(Fang et al., 2000). Ob die beschriebenen kryptischen Bindungsstellen im Kollagen fiir diesen
»Angiogenic switch* entscheidend sind bleibt in geeigneten Tiermodellen der
Tumorangiogenese zu untersuchen, meine Ergebniss lassen einen solchen Zusammnenhang
jedoch maglich erscheinen.

Auf Grund der Nekrose von Tumorzellen und durch Sezernierung von Zytokinen und
Chemokinen werden Fibroblasten, Makrophagen sowie Mastzellen aktiviert und Monozyten
und Lymphozyten rekrutiert. Im Blut zirkulierende Monozyten werden durch das von
Tumorzellen ausgeschittete Chemokin CCL2 und durch die Wachstumsfaktoren VEGF,
PDGF, TGFB und dem Makrophagen Kolonie stimulierenden Faktor (M-CSF) rekrutiert und
differenzieren zu Tumor assoziierten Makrophagen (TAM). Diese Makrophagen konnen
Wachstumsfaktoren, wie VEGF und PDGF, und Matrix-Metalloproteasen sezernieren, welche
die Angiogenese und das Zelliiberleben ermdglichen. Weiterhin inhibieren TAMs die Tyl
adaptive Immunantwort (Le Bitoux et al., 2008; Mueller, 2008).

Die Tumorzellen selbst kommen durch fehlenden Sauerstoff und fehlende Nahrstoffe in
metabolischen Stress. Es kommt zur Hypoxie. Dabei akkumuliert der ,,Hypoxia-inducible
factor-1a“ (HIF-1a) und gelangt in den Zellkern. Dort dimerisiert er mit dem ,,aryl hydrogen
receptor nuclear translocator“ (ARNT) und induziert die Transkription von Genen, welche in

ihrer Promotorregion Uber ein ,Hypoxia recognition element“ (HRE) verfligen. Die



Diskussion 115

Promotorregionen der Gene vieler Wachstumsfaktoren enthalten das HRE. Durch diese
Wachstumsfaktoren kann auch die Apoptose der Zellen verhindert werden (Acker et al.,
2008). Da Integrine an kryptische Bindungsstellen im Kollagen binden kénnen, ist denkbar,
dass diese Interaktionen zum Apoptoseschutz beitragen.

Die Tumor-Angiogenese kann nun in verschiedenen Formen erfolgen. Ein Moéglichkeit ist die
Intussuszeption von BlutgefalRen. Dabei werden interstitielle Gewebeséulen in bereits
existierende Gefalie gebildet.

Dadurch wird ein GefaR in zwei aufgeteilt (,,splitting angiogenesis®) (Djonov et al., 2003).
Weiterhin besteht die Moglichkeit der vaskuldren ,,Co-Option®. Hier wéchst der Tumor um
die Blutgefale herum und bildet eine Manschette um das Geféal. Dieser Vorgang wird
insbesondere durch VEGF und Angiopoietin 1 reguliert. Durch die Mobilisierung von
endothelialen Vorldauferzellen kann die Anzahl der fir die Angiogenese zur Verfligung
stehenden Endothelzellen erhoht werden. Die Interaktion von endothelialen Vorlauferzellen
mit kryptischen Bindungsstellen im Kollagen wurde bisher nicht untersucht, es ist jedoch
denkbar, dass Vorlauferzellen auch dieser speziell modifizierten extrazellularen Matrix
wahrend des ,,homing“-Vorganges ihren Weg zum Ort des Angiogenesegeschehens finden.
Neben den oben genannten Varianten ist die klassische Angiogenese anzutreffen. Dabei
entstenen aus bereits vorhandenen Blutgefdlle durch Sprossung neue GefaRe (,,Sprouting
angiogenesis®) (Carmeliet et al., 2000; Ribatti et al., 2007). Diese Form der Angiogenese
wird im Folgenden néher beschrieben.

Ein wichtiger Initiator der Angiogenese durch Sprossung sind die in das Tumor-Stroma
eingewanderten Immunzellen. Sie sezernieren unter anderem die Wachstumsfaktoren VEGF
und HGF und die Matrix-Metalloproteasen 2 und 9 (Lorusso et al., 2008). Weiterhin werden
Wachstumsfaktoren sowohl durch die Tumorzellen, insbesondere hypoxische, als auch durch
weitere Zellen des Tumor-Stromas sezerniert. Diese Wachstumsfaktoren, insbesondere
VEGF, gelangen durch Diffusion zu den Endothelzellen benachbarter BlutgefaBe und
aktivieren diese. Durch die Bindung des VEGF an den VEGF Rezeptor 2, eine Tyrosin
Rezeptor Kinase, wird dieser aktiviert und kann das an den zytoplasmatischen Anteil des VE-
Cadherin gebundene B-Katenin phosphorylieren. Das phosphorylierte 3-Katenin wandert in
den Zellkern. Dadurch verliert das VE-Cadherin seine Funktion der Zell-Zell Bindung. Es
kommt so zur Permeabilisierung der Endothelzellbarriere (Cavallaro, 2008; Ferrara, 2008).
Weiterhin bilden die von den Tumorzellen und den Zellen des Tumorstromas sezernierten

Wachstumsfaktoren von dem Tumor zu dem umliegenden Gewebe einen Gradienten aus.



116 Diskussion

Diesem Gradienten kénnen die Endothelzellen chemotaktisch folgen. Zuné&chst erfolgt jedoch
die Aktivierung bzw. Ausschittung von Proteasen, welche die Basalmembran und die
extrazellulare Membran lysieren. Eine Familie der dort beteiligten Proteasen sind die Matrix-
Metalloproteasen. Zur Lyse der Basalmembran werden insbesondere die MMPs 2 und 9
benotigt (Milkiewicz et al., 2006). MMP 9 ist auch verantwortlich fiir die Aktivierung der an
der Basalmembran gebundenen Wachstumsfaktoren. So wird das an Heparin gebundene
VEGF gespalten und gelangt so in die Zirkulation. Dies fiihrt unter anderem zur Rekrutierung
von endothelialen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark (Seandel et al., 2008). Durch die
Spaltung der Bestandteile der Basalmembran entstehen Fragmente, welche bioaktive
Eigenschaften haben. So kodnnen proteolytische Bestandteile des Laminin-5 oder von
Fibronektin die Migration von Endothelzellen induzieren (Schenk et al., 2003; Mott et al.,
2004). Diese Ergebnisse legen nahe, dass kryptische Bindungsstellen mit spezifischen
Wachstumsfaktoren assoziiert sind, wéhrend andere Mediatoren durch die beschriebene
MMP-bedingt Freisetzung nicht vorkommen.

Weiterhin enthalten Fragmente des Fibronektins RGD-Motive, welche durch die Bindung an
avB3-Integrine die Migration induzieren konnen (Werb et al., 1989). Neben diesen
Fragmenten werden aber auch bisher verborgene Bereiche des Kollagens 1V freigelegt. Diese
Bereiche enthalten ebenfalls Migrationssignale fur Endothelzellen (Davis et al., 2000; Xu et
al., 2001; Hangai et al., 2002; Roth et al., 2006). Neben diesen Fragmenten entstehen auch
anti-angiogen wirkende Fragmente, jedoch tberwiegen hier die pro-angiogenen Signale. Nach
der Proteolyse der Basalmembran erfolgt die Spaltung von Bestandteilen der extrazelluldren
Matrix, wie dem Kollagen I, unter anderem durch die Matrix-Metalloproteasen 1 und 8. In die
sich bildende Licke in der Basalmembran wandern Endothelzellen chemotaktisch dem
Wachstumsfaktorgradienten folgend ein. Zur Migration bendétigen die Zellen Bindungsstellen
in der Matrix, welche unter anderem durch bisher verborgene Bereiche des Kollagen 1V zur
Verfligung gestellt werden (Roth et al., 2006). Durch die Bindung und Aktivierung von
Integrinen der Endothelzellen an die Matrix, insbesondere den Integrinen o, 3, a,fs und a,p,
wird die Zellmigration und das Uberleben der Endothelzellen ermdglicht (Brooks et al., 1996;
Ruoslahti, 2002). Die Migration setzt sich bis zum Tumor fort und es kommt zur Bildung
eines Lumens. Bei der physiologischen Angiogenese erfolgt nun die Stabilisierung des
GeféaRBes durch Inaktivierung der Proteasen, der Rekrutierung von Perizyten und der
Uberfithrung der Endothelzellen in den Ruhezustand. Im Unterschied dazu ist die Tumor-
Angiogenese durch das Fehlen von Proteaseinhibitoren gekennzeichnet. Daneben fehlen meist

funktionale Perizyten, welche ein entstandenes Gefa umgeben und die Angiogenese
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inhibieren. Das Endothel der TumorblutgefaBe muss nicht ausschliel3lich aus Endothelzellen
gebildet werden, es kann auch vollstdndig aus Tumorzellen oder einem Mosaik aus Endothel-
und Tumorzellen bestehen. Diese Mosaikbildung, welche auch als vaskuldare Mimikry der
Tumorzellen bezeichnet wird, fiihrt zu einer fortbestehenden Permeabilisierung der Geféle,
was wiederum ein Uberfilhren der Endothelzellen in einen Ruhezustand verhindert. Diese
Endothel-Fenster bieten den Tumorzellen auch eine Gelegenheit zur ha&matogenen
Metastasierung. Die vaskuldre Permeabilitat ist jedoch in einzelnen Tumoren unterschiedlich
und kann auch innerhalb eines Tumors variieren. Das Fehlen von negativen Regulatoren der
Angiogenese hat auch Auswirkungen auf die TumorgeféalRarchitektur. Diese Gefélie haben
keine konstanten Durchmesser, enthalten eine Vielzahl von Verzweigungen und konnen
gewunden sein. Dadurch entsteht ein ungeordneter Blutfluss, der zu einer unterschiedlichen
Versorgung des gesamten Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen fiihrt. So entstehen
wiederum hypoxische Areale, die eine weitere Angiogenese induzieren konnen. Weiterhin
kann Hypoxie zu einer klonalen Vermehrung von Zellen fiihren, die die Apoptoseregulation
verloren haben. Eine weitere Eigenschaft von Tumoren ist das Fehlen eines funktionellen
Lymphsystems. Neu geformte LymphgefaRe, die den Abfluss von Gewebeflussigkeit im
Interzellularraum ermdglichen, werden vermutlich von den wachsenden Tumorzellen
komprimiert. Im Gegensatz dazu kommt es durch die Sekretion von VEGF-C im umgebenden
Gewebe des Tumors zu einer VergrofRerung von Lymphgefalen. Diese vergrofierten
Lymphgefalle nehmen die interstitielle Flussigkeit und Tumorzellen auf und transportieren sie
zum ndchsten Lymphknoten. Auf diese Weise ist eine lymphogene Metastasierung erklarbar
(Carmeliet et al., 2000; Ruoslahti, 2002; Ribatti et al., 2007).

4.2 Die Tumor-Blutgefalie

Die durch die Angiogenese neu gebildeten Blutgefalie eines Tumors weichen in ihrer Struktur
und der Expression von Oberflachenmarkern von den physiologischen Blutgefalien ab. Sie
sind gewunden, besitzen Aussackungen und haben keine Ubliche arterielle-ventse Struktur.
Die Gefal3e zeigen eine starke Verzweigung, unterschiedliche Durchmesser und eine erhohte
Permeabilitat fir Makromolekile. Weiterhin ist die Blutstromung nicht einheitlich, sondern
variiert in Starke und Richtung (Carmeliet et al., 2000). Die Endothelzellen, welche
physiologisch die BlutgefaRe auskleiden und durch die vaskuldre Basalmembran zu der
umgebenden extrazelluldaren Matrix abgegrenzt sind, weichen im Tumor von den

Ublicherweise vorkommenden Zellen ab.
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Endothelzellen der TumorblutgeféBe teilen sich beispielsweise 50-200 mal h&ufiger als
normale Endothelzellen, dies wird unter anderem durch die wachsende Tumormasse
verursacht. Des Weiteren gibt es auch Bereiche im Tumor, in denen Endothelzellen
apoptotisch werden und in der Folge Tumorzellen nekrotisch werden. Die Auskleidung der
GefaRe ist im Tumor nicht durchgehend. Vielmehr gibt es Licken, transendotheliale Locher
und endotheliale Fenster. Dadurch gelangen Plasmaproteine und Erythrozyten in das
Tumorgewebe und Tumorzellen, kénnen in den Blutstrom bertreten und dadurch hamatogen
metastasieren. Die Entstehung endothelialer Fenster ist nicht geklart, es besteht jedoch die
Maoglichkeit der Apoptose einzelner Endothelzellen, so dass Tumorzellen in Kontakt mit dem
Blutstrom gelangen, welches als vaskuldre Mimikry bezeichnet wird. Eine weitere strukturelle
Eigenart der Tumorblutgefale ist eine Abweichung der vaskuldre Basalmembran. Die
Basalmembran trennt die Endothelzellen von den Perizyten, welche ebenfalls die Blutgefalie
umgeben, und der extrazellularen Matrix. Die Basalmembran selbst bildet eine 50-100 nm
dicke Struktur hauptsachlich bestehend aus Kollagen IV und Laminin aus. Die Basalmembran
der Tumor-Blutgefalie weist im Vergleich ortliche Verdickungen durch Auflagerung mehrerer
Schichten auf, wohingegen sie an anderen Stellen fehlen kann. Weiterhin findet sich in
Tumor-Blutgefélien eine nur dort vorkommende Variante des Fibronektins, welche die
zusétzliche ED-B Domaéne enthdlt. Auf Grund fortschreitender Aktivitdt von Proteasen
werden bisher verborgende Stellen des Kollagen 1V, die kryptischen Bindungsstellen,
freigelegt. Da die Basalmembran in Tumoren verglichen mit der Basalmembran normaler
BlutgefaBe andere Bestandteile enthalt konnten dort tumorspezifische kryptische
Bindungsstellen existieren. Inwieweit Perizyten bei den Tumor-Blutgefalien vorhanden sind,
ist bei Tumoren unterschiedlich. Vorhandene Perizyten sind jedoch nur lose mit den
Endothelzellen assoziiert, zeigen eine ungewdhnliche Morphologie und bilden zusatzliche
Schichten der Basalmembran aus. Murine Lewis-Lung (LLC) Tumore enthalten
beispielsweise eine sehr geringe Perizyten-Gehalt (Ribatti et al., 2007).

Wie schon beschrieben, zeigen Endothelzellen von BlutgefaRen abweichende strukturelle
Eigenschaften im Vergleich zu physiologischen Endothelzellen. Neben diesen Eigenschaften
weicht die Expression bestimmter Proteine ab, wobei festzustellen ist, dass die Endothelzellen
nicht Teil der entarteten Zellen sind, sondern ihren Ursprung in den physiologischen
BlutgefaRen des umgebenden Gewebes haben.

So sind die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 erhoht exprimiert. Weiterhin ist der Gehalt der
Integrine oyP3, avf 5, azf; und asP; erhoht. Diese Integrine binden hauptsachlich an

Fibronektin, Vitronektin oder Kollagen, welche alle in Tumor-Blutgefdlien vorkommen.
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Durch die Bindung der Rezeptoren und der Integrine werden unterschiedliche Signalwege,
wie der MAPK-Kinase Signalweg, aktiviert, welche zur Migration, zur Proliferation und dem
Uberleben der Endothelzellen fiihrt. Daneben finden sich aktivierte Proteasen, wie die Matrix-
Metalloproteasen 2 und 9, Plasmin und die Proteasen der ADAM-Familie. Durch genetische
Untersuchungen konnte ein abnormales Expressionsmuster der Endothelzellen festgestellt
werden. So wird die Expression von Adhdsionsmolekulen, wie ICAM-1, supprimiert. Andere,
wie Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder den Tumor endothelialen Markern (TEM), werden
vermehrt oder neu exprimiert. Dabei hat sich die Unterscheidung in Angiogenese assoziierte
und in Tumor assoziierte Gene durchgesetzt (Ruoslahti, 2002; Aird, 2009).

Auf Grund der strukturellen Abweichung der Endothelzellen, der Basalmembran und der
Perizyten der Tumor-Blutgefale im Vergleich zu physiologischen Blutgefélen stellen diese
eine Zielstruktur fir die Diagnose und Therapie von Tumorerkrankungen dar. Insbesondere
da diese Endothelzellen nicht Teil des malignen Zellklons sind, sondern physiologischen
Ursprungs sind. In wie weit die von mir und anderen beschriebenen kryptischen
Bindungsstellen als Zielstrukturen fur das Tumor-targeting in Frage kommen muss in Zukunft

untersucht werden.

4.3 Tumor-BlutgefaBe als Zielstruktur flr Diagnostik und Therapie von

Tumorerkrankungen

Neben den in dieser Arbeit beschriebenen kryptischen Bindundsstellen wurden auch andere
Zielstrukturen in den BlutgefdBen von Tumoren beschrieben. Auf Grund der genannten
Eigenarten der Tumor-BlutgefaRe stellen diese ein ideales Ziel zur antiangiogenen Diagnose
und Therapie von Tumorerkrankungen dar. Im Gegensatz zu Chemotherapeutika oder der
Strahlentherapie hat eine antiangiogene Therapie weniger toxische Nebenwirkungen. Jedoch
ist zu bedenken, dass hierbei nicht nur die pathologische Angiogenese, wie die des Tumors,
sondern auch die physiologische Angiogenese inhibiert wird. Hier ist insbesondere der
EinfluB der antiangiogenen Therapeutika auf den Menstruationszyklus, die Schwangerschaft,
die Remodulierung des Knochengewebes, die Regeneration der Schleimhaut und die
Wundheilung zu nennen. Weiterhin sind weitere Nebenwirkungen bei der Kombination mit
Chemotherapeutika zu erwarten. Die Wahrscheinlichkeit, dass die an der Tumor-Angiogenese
beteiligten Endothelzellen, welche ein Ziel vieler antiangiogener Therapeutika sind,
Resistenzen gegen die eingesetzten Medikamente entwickeln ist eher gering. Jedoch kdnnen

die beteiligten Tumorzellen Resistenzen gegen diese Medikamente entwickeln. Daher sind
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beim Einsatz und der Entwicklung antiangiogener Medikamente einige Uberlegungen
anzustellen. Zuné&chst, ob die Zielstruktur eines antiangiogenen Medikaments, beispielsweise
ein Wachstumsfaktor-Rezeptor, exprimiert wird und ob sie in dem gegeben Tumorgewebe
eine funktionale Rolle hat. Weiterhin ist zu beachten, dass einzelne Faktoren die Angiogenese
und das Tumorwachstum nur in bestimmten Stadien regulieren. Somit ist es wichtig, den
richtigen Zeitpunkt zur Veabreichung eines antiangionen Therapeutikums zu finden, damit
die gewdinschte Zielstrukur zum Zeitpunkt der Gabe funktional relevant ist. So konnte bei
Brustkrebs gezeigt werden, dass sich das Repertoire der proangiogenen Faktoren sich mit der
Zeit &andert. Weiterhin ist es notwendig, einen Nachweis Uber die Effizienz des
antiangiogenen Mittels zu haben, damit man die Dosis ermitteln kann, ab der das
Therapeutikum seine inhibitorische Akitivitét entfaltet.

Auf Grund der antiangiogenen Wirkung dieser Medikamente ist eine Kombination mehrere
dieser Medikamente zur Stabilisierung der Erkrankung oder nach der Tumor-Resektion
maoglicherweise sinnvoll. Auch die Kombination mit Chemotherapeutika oder der
Strahlentherapie ist sinnvoll. Jedoch muf3 dabei die jeweilige erwiinschte Wirkung bedacht
werden. So sollte vermieden werden, dass nicht ein Medikament die funtionale Aktivitat des
anderen Medikaments negativ beeinflusst. Beispielsweise reduziert ein Angiogenese-Inhibitor
die Tumorzellproliferation, wohingegen Chemotherapeutika ihre beste Effizienz bei schnell
replizierenden Tumorzellen haben. Eine weitere Problematik beim Einsatz von
Kombinationen verschiedener Medikamente kann aus der Expression bestimmter
Zielstrukturen resultieren. So besteht beispielsweise die Maoglichkeit, dass durch ein
Medikament die Expression eines Rezeptors inhibiert wird, wobei dieser Rezeptor die
Zielstruktur des zweiten Medikaments darstellt.

Zusammenfassend ist hierbei zu sagen, dass antiangiogene Medikamente wichtige
Neuentwicklungen im Bereich der Tumortherapie sind. Jedoch ist bei ihrem Einsatz in
Kombination mit Chemotherapeutika die jeweilige Wirkungsweise der einzelnen
Medikamente zu beachten (Gagne et al., 2004).

Im Folgenden mdchte ich einige in der medizinischen Anwendung allgemein gebrauchliche
antiangiogen wirkende Therapeutika néher beschreiben.

Zu unterscheiden sind hier zundchst die Antikorper und pharmakologisch wirksame ,,small
molecules®, die alleine oder in Kombination mit Chemotherapeutika, die Tumor-Angiogenese
inhibieren sollen. Der bekannteste Antikorper in diesem Bereich ist Bevacizumab (Avastin®).
Es handelt sich hierbei um einen humanisierten monoklonalen Antikorper, der an die VEGF-

Rezeptoren 1 und 2 bindet und deren Dimerisierung und somit die Signalinitiierung inhibiert.
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Durch Bindung von VEGF an seine Rezeptoren auf Endothelzellen werden unterschiedliche
Signalwege, unter anderem der MAPK-Signalweg, initiiert. Dies fiihrt zum Uberleben und
uber Interaktion mit Rho-GTPasen zur Migration der Endothelzellen. Es handelt sich somit
bei dem Wachstumsfaktor VEGF um einen proangiogenen Faktor. Bevacizumab wurde in
Kombination mit den Chemotherapeutika Irinotecan, 5-Fluoruracil und Leucovorin (IFL) bei
metastasierenden kolorektalen Karzinomen gegen die Chemotherapeutika mit einem Placebo
getestet. Es zeigte sich ein um 4 Monate verlangertes Uberleben und ein um 4 Monate
verlangertes progressionsfreies Uberleben im Vergleich zu den Chemotherapeutika alleine.
Auch Untersuchungen bei anderen Tumorarten verliefen positiv (Mass, 2008). Es folgte die
Zulassung durch die amerikanische Arzneimittelkommission (FDA) fir Bevacizumab in
Kombination mit einer 5-Fluoruracil basierten Chemotherapie bei metastasierendem
Kolonkarzinom, in Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel bei nicht kleinzelligen
Lungenkarzinomen und in Kombination mit Paclitaxel bei metastasierendem Brustkrebs
(Bando, 2007; Cohen et al., 2007; Food and Drug Administration, 2008). In der Européaischen
Union wurde Bevacizumab von der européischen Arzneimittelkommission (EMEA) in
Kombination mit einer 5-Fluoruracil basierten Chemotherapie bei metastasierendem
Kolonkarzinom und in Kombination mit Paclitaxel bei metastasierendem Brustkrebs
zugelassen. Weiterhin erfolgte die Zulassung zur Behandlung in Kombination mit einer
Platinum basierten Chemotherapie fiir das inoperable oder nicht-kleinzellige Lungenkarzinom
und in Kombination mit Interferon -2 bei fortgeschrittenem oder metastasiertem
Nierenzellkarzinom (Europdische Arzneimittelagentur, 2008). Es wird jedoch diskutiert, ob
Tumore durch die Behandlung mit Bevacizumab nicht invasiver werden und leichter
metastasieren konnen (Loges et al., 2009).

Eine andere Zielstruktur fir Antikorper sind die EGF-Rezeptoren 1 und 2 (Her2/neu). Der
EGF-Rezeptor 1 wird von humanen mikrovaskularen Endothelzellen (HMVEC), aber nicht
von humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) exprimiert. Jedoch wird EGFR1 von
Endothelzellen unterschiedlicher Tumore im Xenograft-Modell exprimiert. Durch Bindung
von EGF an seinen Rezeptor wird inshesondere das Uberleben der Zellen geférdert, indem die
Apoptose verhindert wird. Weiterhin werden die EGF-Rezeptoren von Tumorzellen
exprimiert (Hoekman et al., 2008). Die Antikorper Cetuximab und Panitumumab sind als
EGFR1 Antagonisten zur Tumortherapie zugelassen, wohingegen sich der EGFR1-Antikdrper
Matuzumab in der klinischen Prifung befindet (Giusti et al., 2007; Schiller, 2008).
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Die Wachstumsfaktor-Rezeptoren sind auch eine Zielstruktur fur Tyrosinkinase-Inhibitoren,
welche auch als ,,small molecules* bezeichnet werden. Im Unterschied zu Antikérpern, die an
die extrazellularen Doménen der Rezeptoren binden, kénnen Tyrosinkinase-Rezeptoren an die
intrazelluldre Kinase Doméne binden.

Der VEGF-Rezeptor Inhibitor Sunitinib inhibiert die intrazelluldre Tyrosinkinase Domane.
Dadurch wird der Ras/Raf/Mitogen Signalweg inhibiert. Dies beeinflusst das Zell-Uberleben,
die Proleferation, Migration und Angiogenese negativ. Sunitinib (Sutent®) ist zur Behandlung
von inoperablen bzw. metastasierenden gastrointestinalen  Stromatumoren und
metastasierenden Nierenzellkarzinomen zugelassen (Grimaldi et al., 2007; Ferrara, 2008).

Ein weiterer Kinase-Inhibitor ist Sorafenib. Hier wird die Raf-Kinase, der PDFG-Rezeptor
und die VEGF-Rezeptoren 1,2 und 3 inhibiert. Die Raf-Kinase ist in mehrere Signalwege
eingebunden. Sie wirkt direkt antiapoptotisch und uber die MEK/ERK-Kinasen fihrt sie zur
Proliferation, Migration und Uberleben von Zellen (Voliotis et al., 2008).

Sorafenib vereint 2 anti-tumorale Aktivitdten in sich. Zum Einen wird die Tumor-
Angiogenese durch die Inhibition der VEGF- und PDGF-Rezeptoren inhibiert, zum Anderen
wird die Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen durch die Inhibition von Raf und
anderen Kinasen gestort. Sorafenib wurde zur Behandlung von des inoperablem
hepatozelluldarem Karzinom und von fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom nach erfolgloser
Therapie mit Interferon o oder Interleukin-2 von der amerikanischen und europdischen
Arzneimittelbehdrde zugelassen (Murphy et al., 2006; Herbst et al., 2008; Wilhelm et al.,
2008).

Ein weiterer Kinase-Inhibitor ist Erlotinib. Er inhibiert die Phosporylierung des EGF-
Rezeptors 1. Dadurch werden die durch den Rezeptor initiierten Ras/Raf MAP-Kinase,
PI3K/Akt und der Jak2/STAT3 Signalwege gehemmt. Die Aktivierung dieser Signalwege
reguliert die Zellproliferation, die Inhibition der Apoptose, die Angiogenese, Invasion und
Metastasierung von Tumorzellen. Da nicht nur Tumorzellen, sondern auch Tumor assoziierte
Endothelzellen den EGF-Rezeptor 1 exprimieren kdnnen, wirkt Erlotinib auch auf die Zellen
der Tumor-BlutgefaRe. Erlotinib wurde von der amerikanischen und der europdischen
Arzneimittelbeh6érde zur Behandlung von nicht-kleinzelligem Lungenkrazinom und des
Pankreasakarzinoms zugelassen (Bareschino et al., 2007; Hoekman et al., 2008). Derzeit
werden in klinischen Studien der kombinierte Einsatz von Erlotinib und Bevacizumab bei
dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom getestet. Hierbei zeigt sich zwar keine Verbesserung

beim progressionsfreiem Uberleben, jedoch ist eine Uberlebensverlangerung im Vergleich zur
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Chemotherapie um 5 Monate und im Vergleich von Bevacizumab und Chemotherapie um
einen Monat beobachtet worden (Herbst et al., 2008).

Eine weitere wichtige Zielstruktur der Tumor-BlutgefaRe sind die Integrine. Integrine sind
Heterodimere, welche Giber Signalwege zum Uberleben, der Proliferation und der Migration
von Endothelzellen beitragen. Es befinden sich mehrere monoklonale Antikdrper in
Klinischen Tests, welche an a3, a, und asB; Integrine binden kdnnen. Neben den
Antikorpern sind auch 2 Oligopeptide in Kklinischen Tests, welche an die a,f3 und asp;
Integrine binden. Hierdurch kann die Phosphorylierung der fokalen Adhé&sionskinase (FAK)
und nachfolgend die Aktivierung der Jun aminoterminalen Kinase und des NF.B sowie die
parallele Initilerung des MAP Kinase Signalwegs durch Phosphorylierung der Raf-Kinase
inhibiert werden (Nemeth et al., 2007).

Neben der Inhibition der Gefaneubildung wurden auch Substanzen untersucht, welche
bereits bestehende Tumor-BlutgefaBe zerstéren konnen. Zu den als ,vascular disrupting
agents“ bezeichneten Stoffe gehdren Tubulin-bindende Agenzien und Flavonoide. Die
Bindung erfolgt hier an der Colchicin Bindungsstelle der B-Untereinheit des endothelialen
Tubulins. Durch Stérung des Zytoskeletts und im Falle des Combretastatins des VE-
Cadherins kommt es zum Verlust der Zell-Zell Adhdsion und so zu einem erhohten
interstitiellen Drucks. Dadurch wird der Blutfluss verringert. Durch die jetzt gegebene
Exposition des Basalmembran kann es zur Koagulation und so zum Verschluss des Gefalies
kommen. Derzeit befinden sich 6 Tubulin Inhibitoren in klinischen Tests. Neben den Tubulin
Inhibitoren wird auch das Flavonoid DMXAA in klinischen Tests Gberpriuft. DMXAA ist in
der Lage, die Apoptose der Endothelzellen einzuleiten (Hinnen et al., 2007).

4.4 Peptide, die an Tumor-Blutgefalie binden

In meiner Arbeit wird ein neues Tumor-,,homing“-Peptid mit der Aminosduresequenz
TLTYTWS beschrieben, das an durch MMP-2 modifiziertes Kollagen IV bindet. Es wurden
jedoch bereits eine ganze Reihe anderer Tumor-,,homing“ Peptide beschrieben. Dabei macht
man sich die Spezifitat eines BlutgefaRes in dem jeweiligen Gewebe zu nutze (Rajotte et al.,
1998; Ruoslahti, 2000). Um diese Oligopeptide zu finden, verwendet man Oligopeptid-

Bibliotheken, welche beispielsweise auf Phagen prasentiert werden.
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Mittels Selektion in vivo oder in vitro kénnen so Oligopeptide gefunden werden, welche
spezifisch an das jeweilige Blutgefald binden kdnnen. Da sich, wie bereits geschildert, die
Tumor-BlutgefaRen von physiologischen BlutgeféRRen in ihrer Struktur und Proteinexpression
abweichen, wurde dieses Verfahren auch dort durchgefiihrt (Ruoslahti, 2002).

So konnten mehrere Oligopeptide gefunden werden, die an bestimmte Strukturen angiogener
bzw. tumor assoziierter BlutgefaRe binden (Liu et al., 2008). Ein sehr bekanntes Oligopeptid
ist das Arg-Gly-Asp-Tripeptid (RGD), welches an o,f3 und a,Bs Integrine bindet. Diese
Integrine sind unter anderem kennzeichnend flr proliferierende und migrierende
Endothelzellen (Smith et al., 1988; Pasqualini et al., 1997). Das RGD-Motiv wurde in der
Folge an Chemotherapeutika gekoppelt und zeigte im Tierversuch gute Ergebnisse (Arap et
al., 1998). Auch eine Kopplung in Form des Galacto-RGDs an Radionuklide wurde bereits in
vivo getestet (Haubner et al., 2004; Beer et al., 2005; Beer et al., 2006; Beer et al., 2007).
Daneben werden RGD-Peptide unter dem Namen Cilengitide klinisch zur Behandlung von
Tumorerkrankungen getestet (Nemeth et al., 2007). Daneben wurden noch weitere
Oligopeptide gefunden, die an bestimmte Strukturen in Tumor-BlutgeféaRen binden. Zu
nennen ware hier unter anderem das F3-Oligopeptid, welches an das Nucleolin von Tumor-
und Endothelzellen bindet und in den Zellkern gelangt (Porkka et al., 2002; Christian et al.,
2003; Grabulovski et al., 2008). Weiterhin wurden Oligopeptide gefunden, die an die
Aminopeptidasen A, N und P binden kénnen (Essler et al., 2002; Hajitou et al., 2006). Auch
die an der Angiogenese beteiligten Matrix-Metalloproteasen kdnnen durch Oligopeptide
spezifisch inhibiert werden (Koivunen et al., 1999).

Diese Oligopeptide koénnen insbesondere dazu genutzt werden, spezifisch zytotoxische,
zytostatische oder radioaktive Stoffe in das Tumorgewebe zu bringen. Weiterhin wurden
bereits mit Oligopeptiden beladene Nanopartikel oder Liposome als Transport-Vehikel zum
spezifischen Transport von Stoffen in das Tumorgewebe genutzt. Hierdurch koénnen die
toxischen Nebenwirkungen vieler Chemotherapeutika reduziert werden, da ihre Wirkung auf
das Tumorgewebe begrenzt bleibt. Weiterhin zeigte sich, dass insbesondere ionisierende
Strahlung nicht nur einen direkten Einfluss auf die Tumorzellen hat, sondern auch zur
Apoptose der Endothelzellen fiihrt und die Tumor-Angiogenese inhibiert.

Neben Oberflachenmarkern auf Tumorzellen oder den Endothelzellen findet auch die
extrazellulare Matrix bei der Entwicklung antiangiogener Medikamente Beachtung. Die
Bestandteile der extrazellularen Matrix stellen dabei ein groRes Reservoir an pro- und
antiangiogen wirkenden Molekilen zur Verfligung. Beispielsweise sind die nicht-kollagenen

Doménen der verschiedenen Koolagene anti-angiogen wirksam.
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Hier waren insbesondere das Endostatin, das Arrestin, das Canstatin oder das Tumstatin zu
nennen. Weiterhin wirken Fragmente anderer Bestandteile der extrazelluldren Matrix, wie des
Laminins, des Fibronectins oder des Osteopontins antiangiogen. Daneben stellen auch die
kryptischen Bindungsstellen des Kollagens eine sehr selektive Zielstruktur fir Therapeutika
dar (Gagne et al., 2004).

So konnte gezeigt werden, dass mit dem CREKA-Oligopeptid beschichtete magnetische und
Fluoreszenz-markierte Nanopartikel an das Fibrin von fibrinhaltige Blutgerinnseln im
Tumorgewebe binden (Simberg et al., 2007). Weiterhin kann das CREKA-Oligopeptid an
einen Bereich der a2-Kette des Kollagen IV binden (Ruoslahti et al., 2009). Eine weitere
Zielstruktur stellen kryptische Bindungsstellen dar. Es handelt sich dabei um Bereiche von
beispielsweise Laminin oder Fibronektin, die im nativen Proteinzustand nicht zuganglich
sind. Diese verborgenen Bereiche werden erst durch Denaturierung oder enzymatische
Proteolyse fir Proteine bzw. Zellen zugéanglich. Beispiele hierfiir sind RGD-haltige
Fragmente des Fibronektins, welche die Migration von Endothelzellen unterstiitzen, oder
Bereiche des Laminins 1, welche nach Proteolyse des Laminins durch Elastase die Expression
von Matrix-Metalloprotease 9 stimulieren (Schenk et al., 2003). Daneben wurden auch
kryptische Bindungsstellen im Kollagen IV der Basalmembran entdeckt. Der Antikorper
HUIV26 ist gegen diese Bindungsstellen gerichtet (Xu et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass
der Antikorper HUIV26 erst nach Proteolyse oder thermischer Denaturierung an Kollagen 1V
binden kann. Die Bindung des Antikorpers inhibiert zudem die Bindung des Integrins o fs.
Weiterhin inhibiert der Antikérper die Adhasion und Migration von Endothelzellen in vitro
und die Angiogenese und das Tumorwachstum in vivo (Xu et al., 2001). Versuche mit MMP
2 bzw. MMP 9 defizienten Mdusen zeigten eine Exposition der HUIV26-Bindungsstelle im
Rahmen der retinalen Neovaskularisation ausschlie3lich bei MMP-9 defizienten M&usen.
Diese Experimente zeigen, dass diese kryptische Bindungsstelle spezifisch durch MMP-9
freigelegt wird. Weiterhin konnte eine Migrationsinhibition der retinalen Endothelzellen in
vitro und eine Inhibition der retinalen Neovaskularisation in vivo nachgewiesen werden
(Hangai et al., 2002). Die kryptische Bindungsstelle des Antikorpers HUIV26 im Kollagen 1V
wird demnach nur bei Proteolyse durch MMP-9 oder thermischer Denaturierung freigelegt.
Neben dem Antikérper HUIV26 wurden auch 2 Oligopeptide, das CLKQNGGNFSLG
(CLK)- und das SLKQNGGNFSLC (SLK) -Oligopeptid, die an thermisch denaturiertes
humanes Kollagen IV binden mittels Phagen-Selektion generiert. Beide Oligopeptide kdnnen
die Adhasion von Melanom-Zellen an Kollagen IV und die Anzahl der Verzweigungspunkte

in einem Endothelzell-Differenzierungs-Versuch in vitro und
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die bFGF induzierte Angiogenese in vivo inhibieren. Die intraventse Gabe des CLK-
Oligopeptids konnte bei einer Patientin mit Lebermetastasen eines Brustkarzinoms zur
Reduktion der Lebermetastasen flihren (Brooks et al., 2004).

In einem Phageninhibitionsversuch konnte von mir gezeigt werden, dass die Bindungsstellen
des LKQNGGNFSL-Oligopeptids von der des TLTYTWS-Oligopeptids abweicht. Dazu
wurde rekombinant ein Phage erzeugt, der anstelle der Sequenz TLTYTWS die Sequenz des
LKQNGGNFSL-Oligopeptids prasentierte, der im Vergleich zu dem TLTYTWS-Phage
99fach schlechter an durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V band. Weiterhin
bindet der die Sequenz TLTYTWS prasentierende Phage spezifisch an durch MMP 2
gespaltenes humanes Kollagen IV und im Unterschied zu dem Antikérper HUIV26 und den
CLK- und SLK-Oligopeptiden nicht an thermisch denaturiertes humanes Kollagen IV.

Dies belegt eine von den Bindungsstellen des Antikdrpers HUIV26 und des LKQNGGNFSL-
Oligopeptids unabhéngige Bindungsstelle des TLTYTWS-Oligopeptids fir Endothelzellen.
Diese kryptische Bindungsstelle ist jedoch in vitro und in vivo funktional relevant. So konnte
durch Zugabe des TLTYTWS-Oligopeptids die Anzahl der Verzweigungspunkte in dem sich
bildenden tubuldren Netzwerk in einem in vitro Endothelzell-Differenzierungs-Versuch
signifikant reduziert werden. In einem in vivo Matrigel-Plug Versuch zum Nachweis der
Angiogenese konnte durch Zugabe des TLTYTS-Oligopeptids auBerdem der Hamoglobin-
Gehalt der Plugs signifikant reduziert werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine kryptische Stelle nach proteolytischer
Prozessierung von humanem Kollagen 1V durch MMP 2 freigelegt wird, an welche das
TLTYTWS-Oligopeptid binden kann. Diese neue Bindungsstelle ist im Rahmen der
Angiogenese funktionell relevant und deren Blockierung fuhrt zu einer Reduktion der
Angiogenese in vivo. Diese kryptische Bindungsstelle stellt also eine potentielle Zielstruktur
fur neue selektive anti-tumorale Medikamente dar.

Dies wird durch die Ergebnisse von Xu und Roth unterstitzt, die zeigen konnten, dass die
Bindung des HUIV 26-AntikOrpers an sein kryptisches Epitop das Wachstum primarer
Tumoren und experimentelle Tumor-Metastasen in vivo inhibieren kann (Xu et al., 2001;
Roth et al., 2006; Cretu et al., 2007). Ebenso wie die Ergebnisse von Brooks und Mitarbeiter,
die durch Verwendung des CLK-Oligopeptids die Angiogenese im Tierversuch und die

Lebermetastasen in einer Patientin reduzieren konnten (Brooks et al., 2004).
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5 Ausblick

Im Rahmen der Untersuchungen konnte die Peptidsequenz TLTYTWS ermittelt werden,
welche selektiv eine Bindung an MMP 2 prozessiertes humanes Kollagen 1V, aber nicht an
nicht modifiziertes humanes Kollagen 1V, ermdglicht. Der M13-Phage, der die TLTYTWS-
Sequenz prasentiert, zeigte in der Biodistribution mit LLC-Tumor tragenden Mé&usen eine
Akkumulation im Tumorgewebe, welche durch die Koinjektion mit dem TLTYTWS-Peptid
blockiert werden kann. Das TLTYTWS-Oligopeptid ist demnach in der Lage, sich im
Tumorgewebe anzureichern. AuBerdem konnte ein negativer Einfluss des TLTYTWS-Peptids
auf die Endothelzelldifferenzierung in vitro und auf die Angiogenese in vivo gezeigt werden.
Diese Untersuchungen legen den Grundstein zur weiteren Erforschung der diagnostischen und
therapeutischen Relevanz des TLTYTWS-Peptids im Rahmen von Erkrankungen, welche
eine angiogene Komponente aufweisen, wie beispielsweise Tumorerkrankungen. Dazu bieten
sich verschiedene Methoden an. So ist die Kopplung des Oligopeptids an radioaktive Nuklide
und folgend die Injektion dieses radioaktiven , Tracers” in Tumor-tragenden Mause mdoglich.
Die Lokalisation des Tracers kann dann durch die Gammakamera, die Positronen-Emissions-
Tomografie (PET) oder die Einzelphotonen-Emissions-Tomografie (SPECT) dargestellt
werden. Diese Methoden sind nicht nur in der Humanmedizin, sondern auch in
tierexperimentellen Modellen mittlerweile etabliert (Kiessling et al., 2008; O"Connor et al.,
2008). Als Radionuklide zur Verwendung in der Gammakamera oder SPECT kommen solche
in Betracht, die y-Strahlen mit einer Energie zwischen 75 und 360 keV emittieren. Dies sind
beispielsweise die Jod-Isotope I und **!1, das Galium Isotop ®’Ga und die in der
Nuklearmedizin haufig verwendeten Indium Isotop **In und Technetium lIsotop *™Tc.
Wohingegen fir die Darstellung im PET Positronen emittierende Radionuklide verwendet
werden. Beispiele hierfiir sind das Sauerstoff Isotop *°O, das Stickstoff Isotop **N oder das
Fluor Isotop *®F (Hamoudeh et al., 2008). Problematisch bei der Verwendung von radioaktiv
markierten Oligopeptiden ist die geringe Plasmastabilitat durch Degradation und die renale
Exkretion und damit verbunden die radiogene Nephrotoxizitat (Behr et al., 1998). Um die
renale Reabsorption zu inhibieren, wurde unter anderem eine gleichzeitige Gabe von Lysin
empfohlen, die jedoch zu toxischen Effekten fliihren kann. Zur Zeit wird insbesondere der
Gelatin-haltige Plasma-Expander Gelofusine® verwendet, da er ohne unerwiinschte toxische
Nebenwirkungen verabreicht werden kann (Akizawa et al., 2008). So kann Gelofusine® die

renale Strahlungsdosis bei **!In-DTPA-Octreotid um 45% reduzieren.
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Daneben wird eine Reduktion der positiven Ladung von Oligopeptiden empfohlen (Vegt et
al., 2008). Zur Erhohung der Plasmastabilitat und zur Minimierung der renale Nephrotoxizitat
ist zudem die PEGylierung von Oligopeptiden mdglich. Dabei wird Polyethylenglykol (PEG)
kovalent an das Oligopeptid gebunden. Es konnte gezeigt werden, dass ein **°I markiertes
RGD-Peptid nach PEGylierung nicht mehr renal, sondern hepatobili&r ausgeschieden wird
(Chen et al., 2004). Eine weitere Mdoglichkeit zur Reduktion der Nephrotoxizitat ist die
Koinjektion von Albuminfragmenten, welches jedoch bisher nur im Tierversuch getestet
wurde. Tryptische Albuminfragmente konnen hier die Endozytose von chelatierten
Radiometallen, wie etwa ''In oder “™Tc, reduzieren, da sie vermutlich an die gleiche
Rezeptoren binden, wie die radioaktiven Nuklide (Vegt et al., 2008).

Eine weitere Moglichkeit ist die Kopplung des Oligopeptids an paramagnetische Substanzen
oder Gadolinium-haltige Chelatoren und die Injektion in Tumor-tragende Maéuse. Die
Lokalisation der paramagnetischen Substanz kann dann mittels Magnet-Resonanz-
Tomografie (MRT) dargestellt werden. Es besteht dabei die Mdglichkeit der Kopplung an
paramagnetische Partikel, welche einen Eisenkern enthalten, oder an Gadolinium (Gd**).
Dabei wird zunédchst der Chelator DTPA oder DOTA an das TLTYTWS-Oligopeptid
gekoppelt. Danach kann das Gadolinium zugegeben werden, welches von dem Chelator
gebunden wird. Auf Grund der Toxizitat des Gadoliniums werden neben DTPA auch neuere
Chelatoren, welche sich vom DTPA ableiten, verwendet (Nahrendorf et al., 2008; Caravan,
2009). Hier erfolgt die Aufnahme und Auswertung T1 gewichtet. Daneben besteht die
Mdglichkeit der Kopplung des TLTYTWS-Oligopeptids an paramagnetische Nanopartikel.
Diese Nanopartikel enthalten einen Eisenkern und sind 50-500 nm (small iron oxide, SPIO)
oder 5-50 nm (ultra-small iron oxide, USPIO) grol3. Neben der Darstellung im MRT besteht
bei der Verwendung von bifunktionalen paramagnetischen Partikeln durch Kopplung eines
Fluorochroms die Mdglichkeit der Darstellung mittels Fluoreszenz Mikroskopie. Die
Darstellung im MRT erfolgt hier meist mit einer T2 oder T2* Gewichtung (Nahrendorf et al.,
2008; Waters et al., 2008). Paramagnetische Nanopartikel werden schnell von Makrophagen
des retikuloendothelialen Systems aufgenommen und so aus dem Blutstrom entfernt. Dadurch
wird die Konzentration der paramagnetischen Partikel im Blut und im Tumor verringert.
Diese Problematik lasst sich durch Gabe von liposomalem Clodronat oder Ni?*-haltigen
Liposomen umgehen. Dieses Verfahren wurde unter anderm bei paramagnetischen Partikeln,
an welche das CREKA-Oligopeptid gekoppelt wurde, erfolgreich angewendet (Simberg et al.,
2007). Neben diesen beiden generellen Mdoglichkeiten koénnen auch Liposomen mit

unterschiedlicher Zusammensetzung verwendet werden.
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Diese Liposomen konnen mit Gadolinium, Eisenoxid oder einem Fluorochrom und dem
TLTYTWS-Oligopeptid beladen werden (Waters et al., 2008).

Die therapeutische Relevanz kénnte durch Verwendung des Oligopeptids oder nach Kopplung
an ein radioaktives Nuklid oder an ein Chemotherapeutikum in Tumor-tragenden Mé&usen
untersucht werden. Zur therapeutischen Verwendung eignen sich insbesondere (3-Strahlen
emittierende radioaktive Nuklide. Auf Grund der hohen Reichweite und dem geringen
linearen Energietransfer werden Atome ionisiert und es entstehen freie Radikale. Dadurch
kommt es zu Einzelstrangbriichen der DNA. Hier werden insbesondere die radioaktiven
Isotope des Rheniums ***Re und ***Re, das Holmium Isotop ***Ho, das Strontium Isotop *Sr,
das Phosphor Isotop *?P, das Yttrium Isotop Y und das Jod Isotop **'I in der klinischen
nuklearmedizinischen Therapie verwendet. Auch einige a-Strahlen emittierende radioaktive
Nuklide werden im Tierversuch und Klinisch zur Therapie von Tumorerkrankungen
verwendet. Im Unterschied zu -Strahlen haben a-Strahlen nur eine kurze Reichweite von 50-
80 um im Gewebe, welche wenigen Zelldurchmessern entspricht. Daneben findet ein hoher
linearer Energietransfer statt, der zu Doppelstrangbriichen der DNA fihrt. Hier werden das
Actinium Isotop “*Ac, das Astat Isotop “**At und das Bismut Isotop *Bi verwendet. Die
Kopplung der Radiometalle, wie das #*Bi Isotop, erfolgt durch Bindung eines Chelators wie
DTPA oder DOTA an das Oligopeptid und nachfolgender Bindung des Radiometalls durch
den Chelator (Hamoudeh et al., 2008). In Bezug auf die Problematik der Nierentoxizitat sei
auf das oben genannte verwiesen.

Neben der Kopplung an radioaktive Isotope kann auch die Kopplung an Chemotherapeutika
als Therapeutikum in Betracht. Ein Beispiel hierfir ist die Kopplung des
Chemotherapeutikums Doxorubicin an das RGD-4C Oligopeptid. Hier wurde die
Carbodiimid-Mehtode verwendet, die seit langerem bekannt ist (Arap et al., 1998).

Zur Untersuchung der Wirksamkeit wirden Therapieversuche mit einer hinreichend grof3en
Zahl Tumor-tragender Méause durchgefuhrt. Dabei wiirde das TLTYTWS-Oligopeptid mit
oder ohne Kopplung an ein therapeutische Radionuklid oder Chemotherapeutikum im
Vergleich zu einer nicht behandelten Gruppe verwendet. Hier wiirde dann das Uberleben der
einzelnen Gruppen beobachtet werden. Unterstlitzend kann hier die Biolumineszenz
verwendet werden. Hierzu werden zunéchst Tumorzellen mit dem Luziferasegen und einem
davor gelegenen konstitutiven Promotor transfiziert. Diese Tumorzellen werden dann in
Méause injiziert. Die Zellproliferation in der Maus kann mit einer speziellen CCD-Kamera
beobachtet werden. Hierzu wird zundchst Luziferin und ATP injiziert. Durch Spaltung des

Luziferins durch die Luziferase wird Licht einer bestimmten Wellenlénge freigesetzt.
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Die Wellenlédnge hangt hier von der transfizierten Luziferase ab (Sadikot et al., 2005; El-
Deiry et al., 2006; Luker et al., 2008). Bei Verwendung des TLTYTWS-Oligopeptids ware

hier eine Verringerung des Tumorwachstums zu erwarten.

Weiterhin sollte die kryptische Bindungsstelle des TLTYTWS-Peptids im MMP 2
prozessierten Kollagen IV biochemisch charakterisiert werden. Dies kann auf zwei Wege
erfolgen. Eine Mdglichkeit besteht in der elektrophoretischen Auftrennung der Fragmente
nach Spaltung des humanen Kollagens IV durch Matrix-Metalloprotease 2 oder Trypsin.
Nach dem Transfer der aufgetrennten Fragmente auf eine Membran und Bindung des
TLTYTWS-M13-Phagen und eines sekundaren M13-Phagen Antikorper konnen die
Fragmente nachgewiesen werden, an welche der Phage bindet. Alternativ kann auch das FITC
markiertes TLTYTWS-Peptid und ein FITC-Antikorper verwendet werden. Die so
nachgewiesenen Fragmente kdnnen sequenziert werden und mit der Aminoséuresequenz der
humanen Kollagen IV a-Strédnge verglichen werden. Diese Methode wurde bereits erfolgreich
von Freimark und Mitarbeitern zur Identifizierung von kryptischen Bindungsstellen des
Antikorpers D93 im humanen Kollagen IV verwendet (Freimark et al., 2007). Die von
Freimark verwendete Methodik ist fir das hier verwendete TLTYTWS-Peptid zu
modifizieren.

Eine andere Mdglichkeit besteht in der Verwendung einer zu konstruierenden Phagen-
Bibliothek. Dazu konnen Phagen rekombinant so verdndert werden, dass bestimmte
Oligopeptide auf der Phagenoberflache présentiert werden. Ein Beispiel firr eine solche
Konstruktion wurde in dieser Arbeit bereits beschrieben. Zur Prdsentation an der
Phagenoberflache kénnen willkirlich gewahlte Bereiche der humanen Kollagen IV a-Strange
verwendet werden. Eine vielversprechendere Alternative ware die Verwendung von Kollagen
IV-Fragmenten, welche bei einer Spaltung durch MMP 2 entstehen koénnen. Chen und
Mitarbeiter haben durch Verwendung einer Phagenbibliothek die Aminosduresequenzen
potentieller Spaltstellen der Matrix-Metalloprotease 2 nachgewiesen (Chen et al., 2002). Nach
Immobilisierung des TLTYTWS-Peptids kann eine solche Phagen-Bibliothek selektioniert
werden und dadurch die Aminosduresequenz ermittelt werden, an die das TLTYTWS-
Oligopeptid bindet. Anhand der Aminoséuresequenz liel3e sich ein Oligopeptid synthetisieren

und in einem Inhibitionsversuch verwenden.
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Dabei sollte die Bindung des TLTYTWS-Oligopeptids an MMP 2 modifiziertes humanes
Kollagen IV durch dieses Oligopeptid inhibiert werden. Ein &hnliches Verfahren wurde
bereits bei der Bestimmung der Aminopeptidase P als Bindungspartner eines durch in vivo

Phage-Display erhaltenen Oligopeptids erfolgreich verwendet (Essler et al., 2002).
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6 Zusammenfassung

Wahrend der Tumorangiogenese werden neue, tumorspezifische Blutgefalie gebildet. Bei
diesem Prozess wird unter anderem der Hauptbestandteil der Basalmembran das Kollagen 1V
durch die Matrix-Metalloproteasen (MMP) 2 und 9 enzymatisch gespalten. Dabei werden
bisher verborgene Bereiche der Kollagen 1V a-Stréange freigelegt, welche Endothelzellen als
Migrationssignale dienen. Diese als kryptische Bindungsstellen bezeichneten Bereiche sind
kennzeichnend fur angiogene Blutgefalie. Ziel der Untersuchungen war, ein Oligopeptid zu
finden, welches spezifisch an diese Bindungsstellen bindet, das moglicherweise als Konjugat
fiir therapeutisch wirksame Radionuklide und Zytostatika in Frage kommt.

Zu diesem Zweck wurde ein kombiniertes in vivo/in vitro Phage-Display mit einer M13
Phagenbibliothek durchgefuhrt und ein Phage isoliert, der an durch MMP 2 modifiziertes
humanes Kollagen IV bindet und die Oligopeptidsequenz TLTYTWS prasentiert. Im Rahmen
einer Phagen-Biodistribution mit LLC Tumor-tragenden Mausen konnte eine spezifische
Anreicherung des Phagen im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Der Phage weist also die
Fahigkeit auf, sich im Tumorgewebe anzureichern. Diese Eigenschaft wird auch als ,, Tumor-
homing* bezeichnet. Die von dem Phagen présentierte Peptidsequenz wurde zur chemische
Synthese des TLTYTWS-Oligopeptids verwendet. Dieses Oligopeptid ist in der Lage, in vitro
die Bindung des Phagen an durch MMP 2 modifiziertes humanes Kollagen 1V dosisabhéngig
zu inhibieren. Weiterhin kann durch Koinjektion des TLTYTWS-Phagen und des
TLTYTWS-Oligopeptids bei LLC Tumor-tragenden Mausen die Akkumulation des Phagen
im Tumorgewebe inhibiert werden, was die Spezifitat des ,,Tumor-homings* belegt. Zudem
reduziert das TLTYTWS-Oligopeptid dosis-abhéngig die Endothelzell-Differenzierung in
vitro im Tube-Formation Assay und die Angiogenese in vivo im Matrigel-Plug Assay.

Auf Grund dieser Charakteristika eignet sich das Oligopeptid mdglicherweise zum Einsatz in

der Diagnostik oder Therapie in der Onkologie.
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8 Verzeichnis der verwendeten Abktrzungen

Abb. Abbildung

ADAM Protease mit einer Disintegrin und Metalloprotease Domane
(A disintegrin and metalloprotease domain)

ADAMTS Protease mit einer Disintegrin und Metalloprotease Domane und mit
Thrombospondin type | Wiederholungen (A disintegrin and
metalloprotease domain with thrombospondin type | repeats

AIDS erworbenes Immundefektsyndrom (acquired immune deficiency
syndrome)

Akt Proteinkinase B

AP Aktivator Protein

APC adenomatous polyposis coli

APMA 4-Aminophenylquecksilberacetat

APS Amoniumpersulfat

ARNT aryl hydrogen receptor nuclear translocator

bFGF basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(basic Fibroblast Growth Factor (FGF-2))

Brij-35 Polyoxyethylen (23) laurylether

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

CADASIL zerebral autosomal dominante Arteriopathie mit subkortikalen

Infarkten und Leukenzephalopathie),
CaCl, Kalziumdichlorid
CLACP Kollagenahnliche Alzheimer Amyloidkomponentenvorlaufer

(Collagen-like Alzheimer amyloid component precursor)

CO, Kohlendioxid

Da Dalton

dATP 2"-Desoxyadenosin-5"-triphosphat
DCC deleted in colon cancer,

dCTP 2" -Desoxycytidin-5"-triphosphat
dGTP 2"-Desoxyguanosin-5"-triphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure
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dNTP 2"-Desoxynukleotid-5"-triphosphate
DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure
DPBS Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzldsung
(Dulbecco’s phosphate buffered saline)
DTPA Diethylentriaminpentaessigsaure
dTTP 2"-Desoxythymidin-5"-triphosphat
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendinitrolotetraessigséure
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor)
EMMPRIN Extracellular matrix metalloproteinase inducer
Emu Emilin und Multimerin (Emilin and multimerin,)
ER Endoplasmatisches Retikulum
F femto (10™°)
FACIT Fibrillen-assoziierte Kollagene mit unterbrochenen Helices

(Fibril associated collagens with interrupted tripelhelices)

FAK Fokale Adhasionskinase

Fas-L Fasligand

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor (Fibroblast Growth Factor)

FGFR FGF-Rezeptor

FITC Fluoresceinisothiocyanat

g Gravitationskonstante (g = 9,81 m/sec)

GCP-2 Granulozytenchemotatic Protein 2

GDP Guanosin-5"-diphosphat

GPI Glycosylphosphatidylinositol

GTP Guanosin-5"-triphosphat

HB-EGF Heparin bindender epidermaler Wachstumsfaktor
(heparin-binding epidermal growth factor)

HBS HIF-Bindungsstelle

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulphonséure

HGF Heptatozyten Wachstumsfaktor (Hepatocyte growth factor)

HIF-1a Hypoxie induzierbarer Faktor 1a (Hypoxia-inducible factor-1a)

HIV Humane Immundefizienz-Virus (Human immunodeficiency virus)

HRE Hypoxie erkenndes Element (Hypoxia recognition element)

HSP Hitze-Schockprotein



Abkiirzungsverzeichnis

HTLV
HUVEC

ICso
19G
IgM
IGFBP
IL
IL-R
IPTG
V.
KCI
keV
hMMP
KRE-M9
LBP-1
LLC
LRP

M
MAPK
MCC
MCP 3
MCS
min
MMP
mod.
MRT
Multiplexin

MWCO
NaCl
NaJ
NaOH
NF1

humane T-Zell-lymphotrope Virus

humane Endothelzellen der Nabelschnur
(human umbilical vein endothelial cells)
halbmaximale Inhibitorkonzentration
Immunglobulin G

Immunglobulin M

Insulindhnliches Wachstumsfaktor (IGF) Bindungsprotein
Interleukin

Interleukin-Rezeptor
Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid

intravends

Kaliumchlorid

Kilo-Elektronenvolt

humane Matrix-Metalloprotease
Keratinozyten-Differenzierungsfaktor-1 abhéngiges Element-4
Leader-binding protein
Lewis-Lung-Carcinoma-Zellen

low density lipoprotein receptor-related protein
mol

Mitogen-aktivierten Proteinkinase

mutated in colon cancer

Monozyten chemoattractant Protein 3
Klonierungsstelle (multiple cloning site)
Minute

Matrix-Metalloprotease

modifiziert

Magnet-Resonanz-Tomografie

multiple Triplehelices mit Unterbrechungen
(Multiple triple helix and interruptions)
MolekulargewichtsgréRenausschlul® (molekular weight cut-off)
Natriumchlorid

Natriumjodid

Natriumhydroxid

nukledrer Faktor-1
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NF-xB nukleére Faktor Kappa B

NH,4CI Ammoniumchlorid

NO Nitriloxid

0 Ohm

oD optische Dichte

OSE-2 Osteoblast-spezifisches Element-2

p Uberschreitungswahrscheinlichkeit (probability)

PA Polyadenylierungssignal

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEA3 Polyoma Enhancer A Bindungsdprotein-3

PEG Polyethylenglycol

pfu Plaque bildende Einheit (plaque forming unit)

PDGF Blutplattchen Wachstumsfaktor (Platelet-derived growth factor)
PDI Protein-Disulfid-Isomerase

PET Positronen-Emissions-Tomografie

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

RARE Retinolsdure abhéngiges Element

RECK reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs
rhMMP rekombinante humane Matrix-Metalloprotease

RNA Ribonukleinsaure

SAF-1 Serum Amyloid A aktivierendes Factor-1

SBE STAT bindendes Element

s.C. unter der Haut (subkutan)

SDF-1 stromal cell-derived factor 1

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodeclysulfat)

SEM Standardfehler des Mittelwertes (Standard Error of the Mean)
S-Gal 3,4-cyclohexeneoesculetin-B-D-Galactopyranosid

Si Silencer Sequenz

SIBLING small integrin-binding ligand N-linked glycoprotein
SPECT Einzelphotonen-Emissions-Tomografie

(Single Photon Emission Computed Tomography)
Tab. Tabelle
Tcf-4 T-Zellfaktor-4/p-Catenin-Bindungsstelle
TEMED N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin
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tm
TNF-a
TGF-B

tPA
TIMPS
TIE

Tris
Triton X-100
TRF
TRITC
TSP-1
Tween20
uPA
UTR

uv

Vv

VEGF

VE-Cadherine
Z.B.
ZnC|2

Schmelztemperatur
Tumor-Nekrosefaktor-alpha
Transformierender Wachstumsfaktor-beta
(Transforming Growth Factor)
Tissue-type Plasminogen Aktivator
Tissue inhibitor of Matrix-Metalloproteinases
TGF-p hemmendes Element
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
Oktamer-Bindungsrotein
Tetramethylrhodamin-isothiocyanat
Thrombospondin 1
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Urokinase Plasminogen Aktivator

nichttranslatorischen Bereich (untranslated region)

Ultraviolett

Volt

vaskulére endotheliale Wachstumsfaktor
(Vascular Endothelial Growth Factor)
vesikulér endotheliales Cadherin

zum Beispiel

Zinkdichlorid
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Abkurzungen der Aminosduren im Ein-Buchstaben-Code und im Drei-Buchstaben-Code

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GlIn Q
Glutaminséaure Glu E

Glycin Gly G
Histidin His H
Leucin Leu L

Isoleucin lle I

Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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