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1. Einleitung

1.1. Metastasierung: ein relevantes Problem in défumortherapie

Tumorerkrankungen stellen laut Statistik der WH@m&rkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems die zweithaufigste Todesursache in Dewsdtdat. Trotz groRRer Fortschritte in der
Therapie und Fruherkennung der meisten Tumore, tkomiie Gesamt-Mortalitéat nicht
signifikant gesenkt werdén Dabei ist die Metastasierung, in hdherem MaRe dals
Wachstum des Priméartumors, fiir den letalen Verénér Tumorerkrankung verantwortlich
Mittels chirurgischer oder strahlentherapeutisctierfahren lassen sich viele Primartumore
effektiv behandeln, wahrend das Auftreten von Maten haufig nur noch palliative
Therapieansatze zuldsst. Neben der Schadigung edslleben Organs durch das
Tumorwachstum, treten im disseminierten Stadiumhasystemische Komplikationen wie
paraneoplastische Syndrome“auf

Die Prognose verschlechtert sich durch das Vorh@sele von Metastasen drastisch. So
verringert sich z.B. die 5-Jahres UberlebensrageBtenchialkarzinoms von 57-67% in den
frhen Stadien 1A und IB auf 1% im durch das Auftrevon Fernmetastasen definierten
Stadim I\?, beim Magenkarzinom von 70-95% (IA/IB) auf wenigas 15% (IV§. Die 5-
Jahres Uberlebensrate des Kolonkarzinoms wird iadi®in C nach Dukes (bereits lokale
Lymphknoten befallen) noch mit 20-50% angegebenStadium D (Fernmetastasen) betragt
sie nur noch 3% Ahnlich augenféllig wird die fatale prognostisctiedeutung beim
Melanom, mit einer 10-Jahres Uberlebensrate vod3¥3-im lokalisierten (verschiedene
Tumorausdehnungen ohne Lymphknotenbefall) und %uin8 metastasierten Stadifim

Die Metastasierung stellt somit ein Kernproblender Therapie maligner Tumore dar. Ein
zunachst lokal begrenzter Prozess wird zur systdrars Krankheit, die sich nun auf den
ganzen Korper verteilen kann. Metastasierung istGtend fur die meisten aller Todesfalle
bei Patienten mit soliden Tumofen

1.2. Ablauf der Metastasierung

Metastasierung bedeutet, dass sich Zellen vom Ramar ablésen und mit dem Lymph-
oder dem Blutstrom in andere Regionen des Korpensdern, um dort neue L&asionen zu
bilden. Primar hamatogen metastasieren Tumorenhve® direkt in tumorversorgende
BlutgefalRe eindringen. Bei der lymphogenen Metastasg werden die Tumorzellen
zunachst mit dem Lymphstrom in regiondre Lymphknotensportiert. Sie kénnen nun
sekundar Anschlu@ an den h&matogenen Weg gewinnvesnn proliferierende
Lymphknotenmetastasen in lymphknotenversorgendetg8iaie infiltrieren oder die
Tumorzellen mit dem Lymphstrom weitergetragen werdad schliel3lich Gber den Ductus
thoracicus am Venenwinkel in die Blutbahn gelarigen

Metastasierung wird haufig als mehrstufiger Prossseichnet’®!°. Zunachst miissen die
Tumorzellen Anschlul® an das GefalRsystem erlangem th der Zirkulation Scherkréfte und
die Abwehrmechanismen des Immunsystems Uberlebenvditerer Schritt ist der Arrest im
Kapillarbett des Zielorgans und die Extravasatiomas umliegende Gewebe. Dort mul die
Proliferation erneut in Gang gesetzt werden, und dien Gro3e einer klinisch sichtbaren
Metastase zu erlangen, ist auch die Induktion degidgenese notwendid®. Zur Formation
einer Metastase muss jeder dieser Schritte erfolgteeendet werden, und das Misslingen
eines einzigen Schrittes fiihrt zur Unterbrechunggésamten MetastasierungskasKade

Im Folgenden soll n&her auf die einzelnen Scheittgegangen werden.



1.2.1. Invasives Wachstum und GefaRinfiltration

Um in die Blutbahn zu gelangen, missen sich Tunlerz@us ihrem Zellverband I6sen und
benachbarte Blutgefal3e infiltrieren. Wichtig hierfgt die proteolytische Degradation der
extrazellularen Matrix, eine Anderung der Zell-Zetld der Zell-Matrix Kontakte, und die
Steigerung der Zellmotilitat

Die extrazellulare Matrix und insbesondere die Basanbran, die epitheliales Gewebe vom
angrenzenden Stroma trennt, sind wichtige Barridéendie Ausbreitung metastasierender
Zellen. Die Expression proteolytischer Enzyme Waere bei vielen Tumoren mit der
Fahigkeit zu invasivem WachstdmEin besonderes Augenmerk fallt dabei auf die Fami
der Matrix-Metalloproteinasen (MMP). In mehrererpesimentellen Studien konnte gezeigt
werden, dass die Invasivitat von Tumorzellen beiclitegulation der MMP-Expression
zunimmt, und umgekehrt bei Reduktion der MMP-Expi@s oder Inhibition der MMP-
Funktion abnimmit™

Eine weitere Gruppe von Proteinen, die fur die Migm von Zellen im Gewebe eine
wichtige Rolle spielen, sind die Semaphorine. Ecittlerurden diese Molekile aufgrund ihrer
wichtigen Funktion bei der Richtungsbestimmung desn-Wachstums und damit der
Entwicklung des Nervensystems. Dabei haben Semimghoeinerseits inhibitorische
Wirkungen wie z.B. die Repulsion migrierender Zell&dnnen andererseits aber auch die
Chemotaxis und das Langenwachstum von Axonen fistddber EinfluR der Semaphorine
ist allerdings nicht auf neuronale Zellen beschtdsbndern erstreckt sich auch auf die
Motilitat epithelialer Zellen, die Angiogenese urdie Leukozytenmigration® Eine
Uberexpression von Semaphorinen konnte in versehiu metastasierenden Tumoren
gefunden werdéerh*®

Die Ablosung aus dem Zellverband und Migration iew@be erfordert eine Anderung der
Kontakte der Zellen untereinander und mit der Unogeb Diese Anderungen sind Teil eines
Mechanismus der als ,epithelial-to-mesenchymal diteon® (EMT) bezeichnet wird.
Neoplastische Zellen &ndern dabei ihre Morpholegm polaren epithelialen zum invasiven
mesenchymalen Phanotyp Kennzeichen dieses Vorgangs sind neben den lelsehen
morphologischen Veranderungen auch in der Expnessiaolekularer Marker, der
Organisation des Zytoskeletts, und der Art der -Kelftakte zu findeff. Ein wichtiger
Vorgang im Rahmen der EMT ist der Verlust von EJ@&h, das im epithelialen Gewebe
Uber homophile Interaktionen Zell-Zell Kontakte wéttelt’, durch  Mutation oder
Downregulatiof’. Die Expression des mesenchymalen N-Cadherin lierzeie E-Cadherin
verloren haben wird als ,cadherin switch* bezeidhnend fuhrt zur Steigerung der
Zellmotilitat??>. Wichtige Mechanismen, die zur EMT filhren sind dieteraktion
verschiedener Wachstumsfaktoren mit ihren Rezepyoosin-Kinasen und deren
intrazellulare Signalkaskad&h So induziert z.B. HGF (scatter factor) durch Bind an
seinen Rezeptor c-met EMT, Zellmigration und invesiWachstuf.

Das Wachstum und die Ausbreitung eines Tumors imebe erfordert die Rekrutierung
neuer Blutgefalle um die Zellen mit Energiesubsirated Sauerstoff zu versorgen, ein
Prozess der als Angiogenese bezeichnet #WirdEine hohere vaskuldre Dichte im
Tumorgewebe erhoht gleichzeitig auch die Wahrsdicbkeit, dass Zellen in die Blutbahn
gelangen und metastasiefenAngiogenetische Kapillaren in malignen Tumoreniser
haufig ein undichtes Endothel auf, das die Intratian erleichteff. Gleichzeitig kénnen
auch Tumorzellen selbst ein primitives vaskulargst@n formef?, oder am Aufbau des
Endothels beteiligt seti*’ was als vaskuldares Mimikry bezeichnet wird. Biblosung
solcher Zellen fihrt dann direkt zur Einschwemmumdie Blutbahn.



1.2.2. Uberleben in der Zirkulation

Der Blutstrom ist eine Uberlebensfeindliche Umgepdir zirkulierende Tumorzellen. Der
Verlust der Verankerung in der extrazelluléren hatann zur Apoptose fiihren (Anoikfs)
Auch Scherkréfte, die durch die Stromung entstedor andere mechanische Einwirkungen
wie die Kollision mit der Gefallwand oder andererkuierenden Zellen koénnen die
Tumorzellen schadigéh Weiterhin geht man davon aus, dass Serum Sulestanhalt die
auf die Zellen toxisch wirkéh Besonders gut zuganglich sind die Tumorzellenresidh der
intravaskularen Phase auch fiir Zellen des Immuesyét Diese, insbesondere zytotoxische
T-Zellen (CTL’s) und natirliche Killer-Zellen (NKjedienen sich zweier Mechanismen zur
Elimination von Tumorzellen. Zum einen die Aussthiig von Perforinen und Granzym aus
zytotoxischen Granula, zum anderen die TriggerwsrgApoptose in den Tumorzellen durch
Expression von Fas-Ligand (CD 95L) auf der lymphamn Zelloberflache und Interaktion
mit Fas (CD 95) auf den Zielzelleh Schutz gegen diese Einflisse kénnen Zell-Zell
Interaktionen bieten - zum einen Aggregation vomoteellen untereinander, zum anderen
die Interaktion mit Thrombozyten (s.u.). Die Falagkzur Bildung homotypischer Aggregate
in vitro korrelierte in mehreren experimentellenud@éen mit einem vergréf3erten
Metastasierungspotential in vi¥o Eine Vorstellung ist, dass die inneren Zellenclset
Aggregate die Phase in der Zirkulation tiberlebemledf’.

Dem Zugriff des Immunsystems kdnnen metastasierefeleen auch mithilfe anderer
Mechanismen entgehen. Viele Tumoren exprimieren deB T-Zell Inhibitor Galectin?£.
Durch die Expression von Fas-Ligand konnen Tumtarein aktivierten Fas-positiven T-
Lymphozyten Apoptose induzierén Wichtige Funktion in der Resistenz gegeniber
Immunzellen kommt auch den MMP’s zu. Die Prolifematvon T-Lymphozyten wird durch
Zytokin-Signale Uber den Interleukin-2-Rezepio(H--2Ra) reguliert. MMP-9 kann diesen
Rezeptor spalten und so die Proliferation von T-piiozyten unterdriickéh

1.2.3. Arrest im Zielorgan und Extravasation

Vor dem Verlassen der Blutbahn und der weiteredifBration kommt es zum Arrest der
Tumorzellen. Dieser Prozess kann zum einen auf mechanischem Weg erfolgen. Mit
einem Durchmesser von 20 um und mehr sind die emeiBimorzellen wesentlich gro3er als
Kapillaren (Durchmesser normalerweise ca. 3-8 pgm).ebersinusoiden z.B. wurden nach
Injektion in die Mesenterialvene Tumorzellen bedtiat; die das gesamte Lumen ausfllten
und in ihrer Form an die Sinusoide angepasst wWarBurch die Aggregation von
Tumorzellen untereinander kénnen Emboli entstehdie, den mechanischen Arrest
erleichterri?. Viele Tumorzellen kénnen auch durch die Aktivieguder Gerinnungskaskade
und von Thrombozyten (s.u.) die Entstehung von Hitegtinstigefr*".

Zum anderen geht man davon aus, dass spezifisraKktionen zwischen Tumorzellen und
Endothel oder endothelialer Basalmembran zur Adtzummabhangig von Faktoren des Zell-
groRerem Durchmesser als Tumorzellen nach Aktivigrdes Endothels mit IL-2 adharente
Tumorzellen gefunden werdénAndere Experimente liefern Anhaltspunkte, dasi re
mechanische Prozessse nicht ausreichend fur desstAm Zielorgan sind. Die Interaktion
zwischen Thomsen-Friedenreich Antigen auf Tumoerelind endothelialem Galectin-3 ist
ein wichtiger Mechanismus fur die Adhasion, durchssken Blockade der Arrest von
Tumorzellen in Lunge und Knochen um mehr als 90%egkt werden konnte Auch
Integrine sind am Adhasionsprozess beteiligt. $aldti z.B. das Integrin3f1l an Laminin-5
einen Bestandteil der endothelialen Basalmembrard kann so zur Adharenz von



Tumorzellen in der Lunge fiihrén Durch die Interaktion mit Thrombozyten kann die
Adharenz der Tumorzellen am Endothel weiter begginserder’.

Ein anderer Mechanismus, der den Arrest von Tunllerzeinterstitzt ist die Bildung einer
Prametastatischen Nische durch hé&matopoietischgeRitorzellen aus dem Knochenmark.
Tumorzellen des Primartumors sezernieren dabei oFakt die Fibroblasten in den
Zielorganen der Metastasierung zu einer vermehRdmonektinproduktion stimulieren.
Gleichzeitig aus dem Knochenmark ausgewanderte to@miatische Progenitorzellen
binden mit ihrem Integrimed4Bl an Fibronektin und bilden Zellcluster. Diese @udkonnen
durch Expression von Chemokinen, Proteasen und shaifmolekilen die unmittelbare
Umgebung so verandern, dass die Adharenz die Eadation und die Proliferation von
zirkulierenden Tumorzellen begiinstigt wertlefi

Die Extravasation, also das Verlassen des GefaBluorel die Einwanderung in das
umliegende Gewebe, ist ein Prozel3 der kurze Zeth rdem Arrest der Tumorzellen
stattfindef. Man vermutet, dass &hnliche Mechanismen, wiélisi&ellmotilitat und Invasion
im Primartumor benétigt werden, auch bei der Exasation eine Rolle spieléh

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist eiotenter Induktor der Angiogenédelm
Rahmen der Extravasation erscheint aber vor alléchtig, dass es durch VEGF abhéangige
Aktivierung der Src Kinasen zu einem Verlust ingdidéarer Verbindungen im Endothel und
damit einer Zunahme der Permeabilitdit des Endoth@lsextravasierende Tumorzellen
kommen kanfi®.

Es gibt aber auch Beobachtungen, die zeigen, das®rkellen die am Endothel der Lunge
adharieren intravaskular proliferieren kdnnen, arttavasierte Zellen im Interstitium schnell
beseitigt werden. Metastasen entstehen durch desvaskulare Wachstum, und erst im
spateren Verlauf kommt es durch die GréRBenzunahmgerstorung der Gefalwatid

1.2.4. Proliferation zur Metastase

Um zur klinisch bedeutsamen Metastase zu werdessemidie extravasierten Tumorzellen in
der neuen Umgebung des Zielorgans die Proliferatigineren. Ein wichtiges Kennzeichen
von malignen Zellen ist unkontrolliertes Wachstubies kann durch autokrine Stimulation
von Wachstumsfaktorrezeptoren oder deren Uberesipres und damit erhohter
Empfindlichkeit gegentber Proliferationssignalerfrecht erhalten werden. Eine weitere
Maoglichkeit sind Mutationen in Genen von Wachstumkbrrezeptoren oder Proteinen, die
an der intrazellularen Signaltransduktion beteiigid, und zu einer gesteigerten Vermittlung
von Proliferationssignalen auch ohne den entsprefgre Stimulus fihrén Trotz dieser
Autonomie der Wachstumsregulation ist dieser Schder ineffizienteste in der
Metastasierungskaskade. Nach intravenodser bzw.apottalvendser Injektion von
Melanomzellen wurde in Lunge bzw. Leber beobachi&ss ein grol3er Anteil der injizierten
Zellen extravasierte, wahrend nur ein sehr gerifyezentsatz zu proliferieren begahi.
Ein wichtiger Faktor, der die Effizienz der Metaséung zu diesem Zeitpunkt limitiert ist
der apoptotische Zelltod. Nach dem Arrest im Zigéor werden die meisten Tumorzellen
unabhangig davon, ob sie den Schritt der Extrai@savollzogen haben oder nicht,
apoptotisch. Man geht davon aus, dass Resisterengbgr apoptotischen Stimuli und das
Uberleben zu diesem Zeitpunkt das gesamte Metastasjspotential bestimmen

Auch Proteasen spielen eine wichtige Rolle bei Emliferation, weil die extrazellulare
Matrix die Expansion der Tumormasse behindert. &mten in einem in vitro Experiment
Tumorzellen in einem dreidimensionalen Kollagennetar proliferieren wenn sie
membrangebundene MMP’s exprimierterDurch die Aktivitat von Proteasen werden aber
auch im Gewebe sequestrierte Wachstumsfaktoren ngligdh gemacht, und die
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix verdndexrs indirekt Gber Interaktionen von



Molekulen der extrazellularen Matrix mit Integrin@uf den Tumorzellen das Wachstum
fordern kanm®.

Das Wachstum der Tumorzellen hangt auch wesentbioider Mikroumgebung im Zielorgan
ab. Im Gewebe vorhandene Wachstumsfaktoren, Chemader die Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix koénnen bei entsprechenderpr&ssion von Rezeptoren oder
Adhésionsmolekilen auf den Tumorzellen die Prdiien stimulieren. So kann z.B. die
Produktion von HGF durch Kupffer-Zellen der Lebeae dMetastasierung von Kolon und
Pankreastumoren die den HGF-Rezeptor c-met expemigegiinstigerl

In Abbildung 1.1. ist der Ablauf der Metastasierwapematisch dargestellit.

hiimatogen

Intravasation Arrest/ Adhdirenz

Extravasation Proliferation Proliferation/Angiogenesc

(@)
NSNS -
@ Apoptose/ Nekrosc Dormancy

Iymphogen

Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung der Makistungskaskade

Der Vorgang der Metastasierung lauft in mehrerehrifen ab. Zunachst missen Tumorzellen sich ans de
Zellverband des Primartumors l6sen und Anschlusslaa Gefalisystem erlangen. Man unterscheidet hierbe
zwischen hamatogener und lymphogener Metastasieid@glymphogene Weg kann jedoch spater Anschluss
an den hamatogenen gewinnen. Nach der Intravasatoten die Zellen mit dem Blut oder Lymphstrondia
Zielorgane der Metastasierung getragen. Dort muskerSchritte Adharenz bzw. Arrest, Extravasatiow u
Initiation der Proliferation vollzogen werden. Z¥ersorgung sichtbarer Metastasen ist auch die Rekung
neuer Blutgefalle (Angiogenese) nétig.

1.3. Ineffizienz der Metastasierung

Metastasierung ist ein ineffizienter Prozel3. Mikm von Zellen pro Gramm Tumormasse
kénnen taglich in die Lymph- oder Blutbahn gelaridesder werden in experimentellen
Modellen injiziert, wéhrend nur eine vergleichsveeigeringe Zahl sichtbarer Metastasen
entstehit Wie oben beschrieben sind viele Schritte in deetaddtasierungskaskade
Uberlebensfeindlich fur die Tumorzellen. Der Vetlugon adhasiven Kontakten zur
extrazellularen Matrix Uber Integrine kann zum el fihren, in der Zirkulation sind die
Zellen Scherkraften und dem Zugriff des Immunsysteausgesetzt und die Adharenz am
Endothel kann zur Freisetzung hochreaktiver Sanfévstbindungen (NO, @, H,O,) flhren,
die zytotoxische Wirkungen auf die Tumorzellen h&BeTrotzdem konnte gezeigt werden,
dass die frihen Schritte der Metastasierung bisschleR3lich der Extravasation
vergleichsweise effizient ablaufen, wahrend degdable Beginn der Zellteilung und die von
der Angiogenese abhangige Proliferation zur sicktbaMetastase extrem ineffiziente
Prozesse sirtd

In einem experimentellen Ansatz zur Lebermetastasgewurden B16F1 Melanomzellen in
die Mesenterialvene von Mausen injiziert. Uber 8@@6 injizierten Zellen waren nach 90
Minuten in der Mikrozirkulation der Leber arretienhd 82% hatten nach 3 Tagen den Schritt
der Extravasation vollzogen. Aber nur 2% der iejign Zellen hatten nach 3 Tagen
Mikrometastasen gebildet und nur 0,02% gelang eweéiteren Verlauf sichtbare Metastasen
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zu bilderi’. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Injektion Bi6F10 Melanomzellen in die
Schwanzvene zur Untersuchung der Lungenmetastagieraielt®.

Ein Phanomen das zu dieser Ineffizienz in der Bitdwon Metastasen beitragt ist die
sogenannte ,Dormancy”. Sie beschreibt einen Zustindem die Tumorzellen entweder als
Einzelzellen verharren und weder Proliferation nog&poptose durchlaufen oder als
Mikrometastasen persistieren, in denen sich Prafifen und Apoptose die Waage haften
Gleichzeitig spielt aber auch der Verlust von Tumetien durch nekrotischen oder
apoptotischen Zelltod eine wichtige Rolle. Der Atren der Mikorozirkulation und die
Interaktion mit Endothelzellen, vor allem aber audas Uberleben von einzelnen
Tumorzellen, das Initiieren des Wachstums und aessérechterhaltung in Verbindung mit
der Rekrutierung neuer Blutgefal3e sind Schrittedén Metastasierungskaskade, die sehr
vulnerabel fiir apoptotischen Verlust von Zellerd&in

Auch in Experimenten in unserer Arbeitsgruppe kergezeigt werden, dass die Tumorlast in
den Lungen, gemessen an der Expression eines Maries, in den ersten Tagen nach der
intravenodsen Injektion von Melanomzellen zunachskitsind erst nach einigen Tagen wieder
ansteigt.

Ein Mechanismus, der in hohem MalRe fur die Ineffizi der Metastasierung
mitverantwortlich ist und gleichzeitig einen bedsden negativen Regulationsmechanismus
in der Tumorprogression darstellt, ist der apoptte Zelltod.

1.4. Apoptose und Metastasierung

1.4.1. Physiologie der Apoptose

Die Erhaltung der Homoostase in den verschiederGeameben multizellularer Organismen
erfordert neben der Proliferation auch eine regodiee Form des Zelltodes. Der
programmierte Zelltod (Apoptose) erlaubt es dem a@igmus kranke, nutzlose oder
schadliche Zellen zu eliminieréh Morphologisch ist die Apoptose durch eine
Chromatinverklumpung, Schrumpfung des Zellkerns ded Zelle, Blasenbildung an der
Zelloberflache und spater den Zerfall von ZellkerfiKaryorrhexis) und Zelle
(Apoptosekdrperbildung) charakterisiert. Im Gegénsair Nekrose ist sie nicht von einer
demarkierenden Entzindung begleitet. Die apoptmiscZellen werden von Makrophagen
oder Nachbarzellen phagozytitrt

Die Apoptose kann durch zwei Signalwege aktivieerden, die beide mit der Aktivierung
der Caspasen in einer gemeinsamen Endstrecke mibdeaxtrinsische Weg wird durch die
Interaktion von Todesrezeptoren mit ihren zugejeiri Liganden aktiviert, die der TNF
Familie angehoéren. Wichtige Vertreter dieser Grumped Fas-Ligand, TNl- (tumor
necro452is factort), TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)dudie Lymphotoxinex
undp™.

Ausschlaggebend fur die Aktivierung des intrinsetiWeges ist die Permeabilisierung der
aulReren Mitochondrienmembran. Kontrolliert wiregesir Vorgang durch die Familie der
BCL-2 Proteine, deren Mitgleider teils pro- undgenti-apoptotische Funktionen besitzen.
Der intrinsische Weg kann durch eine gro3e Zaldalgedener Initialschadigungen aktiviert
werden; hierzu zahlen DNA-Schadigung, der Entzugn v/achstumsfaktoren, die
Aktivierung von Onkogenen, die Storung intrazeltaléSignalwege oder die Zerstérung von
Mikrotubuli*’.

Der extrinsische Weg mindet in der Aktivierung v@aspase-8 und -10 der intrinsische in
der Aktivierung von Caspase-9. Diese drei Caspagzden als Initiator Caspasen bezeichnet
und aktivieren ihrerseits eine Reihe nachgescleal@spasen die als ,executioner* Caspasen
bezeichnet werden. Die proteolytische AktivitatsgieEnzyme flhrt zu den fir die Apoptose
typischen morphologischen und biochemischen Veramde?.
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Durch die Aktivierung einer als CAD (caspase-adtBdaDNase) bezeichneten Nuklease
initieren Caspasen die Fragmentierung der DNA. p@ssn sind in der Lage

Intermediarfilamente, die am Aufbau der nukledremmina beteiligt sind, die Lamine, zu

spalten, was zur Schrumpfung des Zellkerns flhrie Bpaltung von Proteinen des
Zytoskeletts wie z.B. Aktin, Plektin, Fodrin odeelBolin hat die Schrumpfung der Zelle und
die Apoptosekorperbildung zur Folge. Die Aktiviegudes Enzyms PAK2 (p21-activated
kinase) durch die Caspase-vermittelte Abspaltungreiegulatorischen Untereinheit ist ftr
die Blasenbildung an der Zelloberflache in apoptiten Zellen verantwortliéh

1.4.2. Relevanz fur die Metastasierung

Die Bedeutung der Apoptose als Barriere in der TuBEmstehung und -Progression wurde
1972 zum erstenmal aufgrund der Beobachtung vorp#ge in hormonabhangigen Tumoren
nach dem Entzug der Hormone vermtitebie Entdeckung des anti-apoptotischen Proteins
bcl-2 als durch chromosomale Translokation hocHregem Onkogen in follikularen
Lymphomen zeigt auf molekularer Ebene eine Verhmgdwewischen Apoptose und
Tumorentstehung. Das Tumorsupressorgen p53 cdidiertin wichtiges pro-apoptotisches
Protein, dessen funktionelle Inaktivierung durch tdion in mehr als der Halfte aller
humanen Tumore gefunden werden Kann

Apoptose bzw. die Resistenz der Tumorzellen gegemépoptotischen Stimuli spielt eine
bedeutende Rolle bei der Metastasierung, da vigleighisse, die im Rahmen der
Metastasierungskaskade auftreten Apoptose indueziké@nen. Hierzu z&hlen hypoxische
Zustande, der Verlust von Zell-Zell und Zell-Mationtakten und von Wachstumsfaktoren
der lokalen Mikroumgebung und die Exposition gedpmiScherkraften, Immunzellen und
Sauerstoffradikalen wéhrend der Phase der Zirkardaihd Extravasatich

Genetische Untersuchungen metastasierender humdngnore zeigen, dass die
Tumorprogression mit einem Funktionsverlust propposcher Gene und einer
Funktionssteigerung anti-apoptotischer Gene kamteliBei den verschiedensten Zelllinien
bestent ein umgekehrter Zusammenhang zwischen Agepipfindlichkeit und
Metastasierungspotential nach experimenteller tigak. Nach intravendser Injektion
zeigten Melanomzellen, die aus primaren Lasionemgeen waren, nach dem Arrest in der
pulmonalen Strombahn eine deutlich hohere Apoptdseaals Melanomzellinien mit hohem
Mea%stasierungspotential, wobei sich kein UnteestHur die initiale Adharenz feststellen
liel3™.

Einige wichtige Molekile, die an der Regulation d&poptose beteiligt sind, haben
gleichzeitig auch EinfluR auf die Metastasierung. &@sitzen z.B. Tumorzellen, die BCL2
Uberexprimieren, ein gesteigertes Metastasierurtgspal, was sich an der schnelleren
Entwicklung und hdheren Anzahl von Metastasen ipeeinentellen Modellen zeffjt In
einem experimentellen Modell zur Lungenmetastasgrwzeigten transfizierte, BCL2
Uberexprimierende Melanomzellen einen Tag nachlujektion eine 9-11 fach geringere
Apoptoserate als nicht transfizierte ZeffenlAP’s (inhibitor of apoptosis proteins) sind
ebenfalls in vielen Tumoren Uberexprimiert. Sumjwin Protein aus dieser Familie, gilt als
Indikator fir eine schlechte Prognose bei Patienteit Osophagus- oder Mamma-
Karzinomert® und XIAP (x-linked inhibitor of apoptosis) tragtiz Anoikis-Resistenz beim
Prostatakarzinom b8 Die Induktion der Apoptose in Tumorzellen durchtinliche
Killerzellen erfolgt Uber den intrinsischen Aktivimgsweg besonders Uber die Rezeptoren
Fas und TRAIL-R. Die Inhibition von TRAIL durch niealisierende Antikdrper oder die
Verwendung von TRAIL knock-out Tieren begunstige dintstehung von Metastasen in
spontanen und experimentellen Modelfél FasL sensitive, Fas positive Melanomzellen
zeigen in Wildtyptieren und in FasL knock-out Tieréhnliches Primartumorwachstum,
wahrend die spontane Lungenmetastasierung in déttyieren stark reduziert 8t
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Der apoptotische Zelltod und an der Apoptose hgteilRegulatorgene haben also einen
entscheidenden Einfluss auf die Metastasierung viumorzellen. Ein  mdglicher
Schutzmechanismus der metastasierenden Tumorzghgeniber apoptoischen Stimuli
kénnte die Abschirmung durch an der Tumorzeloben#ggadharierende Thrombozyten sein.
Zusatzlich scheinen Thrombozyten und von lhnengésetzte Mediatoren auch andere
wichtige Funktionen in der Metastasierung zu besitz

1.5. Thrombozyten und Metastasierung

1.5.1. Tumorinduzierte Thrombozytenaggregation

Viele Tumorzellen sind in der Lage die Thrombozgiggregation zu fordern, und diese
Fahigkeit korreliert in experimentellen Modellentritirem metastatischen PoterftalDas
Auftreten von thrombozytaren Adhasionsmolekilen uiktivierungsmarkern (z.B. P-
Selektin ode-Thromboglobulin) im Blut ist ein Indikator dafidass sich auch bei vielen
Tumorpatienten die Thrombozyten in einem aktivieestand befindefl

Einer der Mechanismen, mit deren Hilfe TumorzellBmwrombozyten aktivieren und die
Aggregation fordern, ist die Aktivierung der Genmgskaskade durch die Expression und
Freisetzung von tissue factor (TF = Gewebsthromdsiif>. TF kann gemeinsam mit Faktor
VIl den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskadeviaken und so die Spaltung von
Prothrombin  zu Thrombin induzieren. Thrombin st nexi der wichtigsten
Thrombozytenaktivatoren und  kann durch  Stimulatiodes thrombozytaren
Thrombinrezeptors zur Affinitatssteigerung des @lla beitrageri'. Thrombin steigert die
Adhésion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten, evoblieser Vorgang durch die
Blockade von GP lIb/llla inhibierbar Bt Man nimmt an, dass Integrine auf Tumorzellen
Proteine wie Fibronectin oder VWF binden kdnnem, wiederum tber GP llb/llla an der
Thrombozytenoberflache verankert sthdAn aktiviertes GP lIb/llla auf Thrombozyten
gebundenes Fibrinogen kénnte aber auch mit densedufvielen Tumorzellen exprimierten
Integrin o,B3 in Kontakt treten und so die Aggregation zwisch€amorzellen und
Thrombozyten férdefi. Das GP lib/llla spielt also eine wichtige Rolle der Tumorzell-
induzierten Thrombozytenaggregation. Weitere Meidmen der Aktivierung sind die
Sezernierung von ADP durch manche Tumore sowieddekte Kontakt mit Molekulen der
Tumorzelloberflach®.

1.5.2. Einflul3 der Thrombozyten auf Tumorprogressio und Metastasierung

Schon 1865 erkannte Trousseau den ZusammenhangchewisBlutgerinnung und
Tumorerkrankungen, indem er das Auftreten migratbeer Thrombophlebitiden als
Warnzeichen fiir eine okkulte maligne Erkrankunceriptetierté®. Abweichungen von der
normalen Thrombozytenzahl im Blut sind bei Tumoigraen haufig zu beobachten. Sowohl
Thrombozytosen mit thrombembolischen Komplikationals auch Thrombozytopenien
kénnen auftreten. Wahrend Faktoren wie Thromboppidiir das bei Tumorpatienten mit
reaktiver Thrombozytose erhthte Plasmaspiegel mbddia wurden, oder GMCSF und
Interleukine eine erhthte Thrombozytenzahl bedingemen®, ist fir die Thrombozytopenie
hauptséachlich der Verbrauch im Rahmen einer diggenen intravaskularen Gerinnung nach
tumorzellinduzierter Thrombozytenaggregation odanunologische Vorgange (autoimmune
thrombozytopenische Purpura) verantwortlich.

Die Thrombozytenzahl hat bei vielen Tumoren auagpostischen Wert. Wahrend z.B. beim
Magen-, Kolon-, Lungen-, Nieren- und Prostata- K@m und bei einigen gynakolgischen
Tumoren eine Thrombozytose mit einer schlechtergyee assoziiert ist, gilt das gleiche
beim Pankraeskarzinom fiir eine niedrige Thrombamabf>.
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Anhaltspunkte fur den Zusammmenhang zwischen Thoaytbn und Metastasierung
erbrachten Experimente, deren Ergebnis eine veertied Metastasenzahl nach
Tumorzellinjektion in Mause mit medikamentds indur Thrombozytopenie wWar In
vielen weiteren Experimenten konnten mithilfe dmwbmbothischer Medikamente die
Tumormetastasierung reduziert wertfen

Antikoagulantien wie Heparin oder Hirudin, derenrkding vor allem auf die Inhibition von
Thrombin abzielt, inhibieren die Metastasiertfhgindem sie der thrombininduzierten
Tumorzell-Thrombozyten Adhéasion entgegenwirKerHirudin reduziert gleichzeitig die
Freisetzung von VEGF aus aktivierten Thrombozjten

Viele Medikamente aus der Klasse der nichtstereidal Antirheumatika, die
thrombozytenaggregationshemmende Wirkungen aufweisesitzen ebenfalls Einflu3 auf
die Metastasierung. So konnte z.B. Flurbiprofen, lehibitor der Prostaglandin Synthetase,
das Auftreten spontaner Metastasen in tumortrageMiaisen verringern. Auch Postacyclin
oder Hemmstoffe der Thromboxan, ASynthetase sind in der Lage in experimentellen
Modellen die Formation von Metastasen zu verringBim Acetylsalicylsdure ergaben sich in
verschiedenen Experimenten widerspriichliche ErgeBfli

Auch fur Medikamente aus der Substanzklasse dekoptgtein Ilb/llla Inhibitoren konnte
ein inhibitorischer Effekt auf die tumorzellindugie Thrombozytenaggregation und die
Metastasierung nachgewiesen werdeBie Therapie mit XV454, einem oralen GP llb/llla
Antagonist aus der Gruppe der RGD-Peptid Mimetkannte die Tumorlast in den Lungen
18 Tage nach intravendser Tumorzellinjektion um %@tker’. Schon in Integris knock-
out Tieren (llla-Untereinheit des GP lIb/llla) kdendie wichtige Rolle dieses Integrins fur
die Metastasierung gezeigt werden

Klinische Studien zur Wirkung antithrombotischer ditation auf die Metastasierung
existieren vor allem fur Substanzen, die die plasdae Gerinnung modulieren. Zun&chst
erbrachten Studien mit Vitamin-K Antagonisten vasprechende Ergebnisse, die allerdings
in spateren Untersuchungen nicht bestatigt weraemten. Die Behandlung von Patienten
mit kleinzelligem Bronchialkarzinom mit niedermolgarem Heparin und Chemotherapie
fuhrt im Vergleich zur Chemotherapie alleine zueeivWerlangerung sowohl der medianen
progressionsfreien Uberlebenszeit als auch der réberlebenszeit Auch die
routinemanRige Antikoagulation mit Heparin im Rahnwrkologischer Operationen scheint
die Prognose zu verbess&trin einer Metaanalyse groRangelegter Studien zersuchung
der Pravention kardiovaskularer Ereignisse beidhgt Einnahme von Aspirin konnte eine
deutlich reduzierte Metastasierungsinzidenz beind#arzinomen in den Therapiegruppen
gefunden werdéfl
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Vermittlung der Adhérenz am
Endothel

Vernetzung von Tumorzellen
untereinander, dadurch
Bildung von Thrombozyten-
Tumorzellemboli

Schutz vor Zellen der gegen
den Tumor gerichteten
Immunabwehr

Freizetzung
metastasierungsfordernder
Mediatoren wie z.B. PDGF,
VEGF

Abbildung 1.2.: Thrombozyten und
Metastasierung

Schematische Darstellung mdglicher
metastasierungsforderlicher
Einflisse von Thrombozyten.
Thrombozyten kdnnen die Adharenz
am Endothel vermitteln, oder durch
die Vernetzung der Tumorzellen
untereinander zur Bildung von
Thrombozyten-Tumorzellemboli
beitragen, die aufgrund ihrer Grol3e
in kleineren GefalBen hangen
bleiben. Durch Bindung an die
Oberflache der Tumorzellen ist ein
Schutz vor Immunzellen mdglich.
Aus  aktivierten  Thrombozyten

freigesetzte Mediatoren wie z.B.
PDGF oder VEGF kodnnen die
Extravasation und das Wachstum der
Tumorzellen begiinstigen.

Mehrere Grinde flir den metastasierungsforderndéektEfler Thrombozyten-Aktivierung
und -Aggregation sind denkbar. Thrombozyten kdrohem Tumorzellarrest und die Adharenz
am Endothel fordern oder durch ihre Akkumulatiorf @dumorzellen protektive Wirkung
gegen Angriffe von Immunzellen besitzen. Verschiedeaus den Granula aktivierter
Thrombozyten sezernierte Faktoren tragen zum Tumchmgtum, zur Angiogenese und zur
Extravasation béf.

In Abbildung 1.2. sind mégliche metastasierungsiénde Funktionen der Thrombozyten
schematisch zusammengefasst.

1.6. Zielsetzung

Metastasierung kann also als ineffizienter ProZesschrieben werden in dessen Verlauf
sowohl der apoptotische Zelltod als auch Thrombezgine wichtige Funktion einnehmen.
Trotz einer Vielzahl experimenteller und kliniscHéntersuchungen sind viele Fragen zum
Ablauf der Metastasierung offen. Ziel dieser Arb&st es deshalb den Ablauf der
Metastasierung in einem Modell ndher zu charakézgn. Vor dem Hintergrund maoglicher
metastasierungsfdderlicher Funktionen von Thromtawezgoll hierbei insbesondere auch der
Effekt einer antithrombozytédren Therapie auf digddeasierung untersucht werden.

Zur experimentellen Untersuchung der Metastasiehamgtigt man Modelle. Die komplexen
biologischen Vorgange und Veranderungen der Intenakzwischen Tumorzellen und
umgebendem Gewebe wahrend der verschiedenen 8clett Metastasierungskaskade
kénnen als Ganzes nur in in vivo Experimenten goieht werden. Dieser Arbeit liegt ein
syngenes experimentelles Metastasierungsmodeluadgr in dem B16 D5 Melanomzellen
in die Schwanzvene von C57/BL6 Mausen injiziertakegr. Im Abstand von ca. 8 Tagen nach
der Injektion entwickeln die Mause Lungenmetastasedie aufgrund ihrer
Melaninpigmentierung gut sichtbar sind.

Durch die Ermittelung der Metastasenzahl an demgkeaonberflache steht somit ein Parameter
zur Verfuagung, mit Hilfe dessen die Metastasierumdiesem Modell beurteilt werden kann.
Zusatzlich sollen durch die Isolierung von mRNA aden Lungen und nachfolgende
Genexpressionsanalyse die Vorgange in der Lungé wlac Injektion der Tumorzellen
untersucht werden.
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Da Metastasierung als ineffizienter Prozess besloan wird, kann man vermuten dass es
initial zu einem Verlust von Tumorzellen kommt. Daitiale Uberleben der Tumorzellen in
den Lungen nach i.v. Injektion bzw. der zeitlicherMuf der lokalen Tumorlast soll anhand
der Expressionsanalyse des Melanozytenmarkergems B7 untersucht werden.

Mdogliche Grunde fir einen initialen Verlust von Torpellen kénnte die Induktion von
Apoptose oder die gegen die Tumorzellen gerichket@unabwehr sein. Deshalb soll in
dieser Arbeit die Expression einer Vielzahl apoteleyanter Gene mithilfe eines c-DNA
Arrays analysiert werden. Zur Beurteilung der gegdie Tumorzellen gerichteten
Immunabwehr soll die Expression von Fas und Faardguntersucht werden - beides Gene
die eine wichtige Funktion bei der Elimination vbamorzellen durch zytotoxische T-Zellen
(CTL’s) und natirliche Killerzellen (NK’s) besitzéh

Die Entwicklung von deutlich sichtbaren Metastasean der Lungenoberflache in dem
Metastasierungsmodell dieser Arbeit zeigt, dassgiteren Zeitpunkten das Uberleben und
das Wachstum der Tumorzellen einen initialen Zelhst Gberwiegen muss. Daran beteiligt
sein kdnnten Gene, die die Invasivitat der Tumdepesteigern oder den Tumorzellen lokale
Wachstumsvorteile verschaffen.

Deshalb soll in dieser Arbeit die Expression detrMaVietalloproteinasen 2 und 9 sowie der
Semaphorine 3A und 4D untersucht werden. Diese GBesiézen eine wichtige Funktion fir
die Invasivitdat und Motilitdt von vielen unterscliehen Zellarten inkl. Tumorzellen
besitzen®!°1°

Kandidaten-Gene, durch deren Expressionsanalysdeldiachstumsvorteile charakterisiert
werden sollen, sind HGF (hepatocte growth factattec factor) und der zugehérige
Wachstumsfaktorrezeptor c-met (HGF-Rezeptor). HG@Fwichtige Funktionen als Mitogen
fiir Leberzellen (HGF) und Zellmotilitatsfaktor ($E)Neben Hepatozyten hat das HGF/c-met
Signal aber auch einen stark mitogenen Effekt aefakbzyten und Prostata-Zeltéie
Aktivierung des c-met Rezeptors durch HGF Binduigrf zu einer Vielzahl zellularer
Reaktionen wie z.B. Proliferation, gesteigertem t#dmen, Angiogenese und invasivem
Wachsturf’.

Ein mdglicher Mechanismus, mit Hilfe dessen die ®wellen vor im Gefal3system
auftretenden Scherkraften oder der Immunabwehrhgézic werden, ist die Bindung von
Thrombozyten an der Oberflache der Tumorzellen.Ubar hinaus nimmt man an, dass
aktivierte Thrombozyten durch Interaktion mit Tumelien in der Zirkulation deren
Adhérenz am Endothel steigern und durch die Seaemmg verschiedener Cytokine die
Extravasation und Proliferation der metastasierendellen beginstigen kénnen (siehe
1.5.2.). Durch Reduktion der Thrombozytenaggregafi@higkeit konnte also das initiale
Uberleben der Tumorzellen in der Lunge weiter gksamd so die Ineffizienz der
Metastasierung gesteigert werden. Deshalb solligsed Arbeit untersucht werden, ob eine
medikamentdse Intervention durch Hemmung der Thoaytenaggregation die
Metastasierung reduzieren kann, und ob eine aotithozytare Therapie Einfluss auf die
Genexpression in den Lungen nach der Tumorzelliigelesitzt.
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1.7. Fragestellung

An einem Maus-Modell zur Metastasierung des Bl6aveins sollen in dieser Arbeit die
folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Wie sieht der Verlauf der Tumorlast im priméadetastasierungsorgan Lunge nach der
Injektion der Tumorzellen gemessen anhand der Eze eines Markergens aus?

2. Lassen sich anhand der Genexpressionsanalyisiéfergines cDNA-Arrays Indikatoren fur
einen apoptotischen Zelltod der Tumorzellen in dengen finden?

3. Lassen sich anhand der Genexpressionsanalys#éfeniter RT-PCR Indikatoren fir eine
Elimination von Tumorzellen durch Zellen des Imnystems in der Lunge finden?

4. Verandert sich die Expression von Genen in demgken, die die Invasivitat der
Tumorzellen charakterisieren (MMP 2, MMP 9, Semaph8A und 4D) im Verlauf nach der
Tumorzellinjektion?

5. Wie gestaltet sich die Expression von Kandid&enen, die die lokale Proliferation
fordern kbnnen (HGF, c-met) im Verlauf nach der burellinjektion?

6. Kann eine medikamentose antithrombozytare Tlerde Metastasierung in diesem
Experiment reduzieren?

7. Hat eine antithrombozytare Therapie Einflussdas initiale Uberleben der Tumorzellen in
den Lungen?

8. Kommt es unter einer antithrombozytaren Therapieiner Anderung der Expression von

Genen in den Lungen, die die gegen den Tumor geteblmmunantwort, die Invasivitat oder
das lokale Wachstum charakterisieren?
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Tiere

Als Versuchstiere kamen weibliche C57/BL6 Mause eitem Gewicht von 20-30g zum

Einsatz. Diese Tiere entstammten zum Teil der Zaahtinstitut fur Chirurgische Forschung
(ICF) oder wurden von der Firma Charles River (£t bezogen. Die Haltung erfolgte in

Gruppen von 2-5 Tieren im Tierstall des ICF. Diedtehe waren durch die Regierung von
Oberbayern genehmigt.

2.1.2. Tumorzellen

Den Tieren wurden intravends Melanomzellen derliedl B16/D5 injiziert. Es handelt sich
hierbei um eine Untergruppe der Linie B16/BL6, siieh durch eine sehr hohe metastatische
Aktivitat auszeichné. Die Tumorzellen wurden in Komplett-Medium kulévt (RPMI
1640-Medium; enthalt 0,1 mM nichtessentielle Aménagn, 1mM Natrium-Pyruvat, 2mM
L-Glutamin und 50ug/ml Gentamycin-Sulfat; hinzugegeben wurde ®0 2-ME und 10%
FCS). Die Zellen wurden mittels Zugabe von Trypsim Boden der Kulturgefal3e gel6st und
fiir die Injektion auf eine Konzentration von 2840l eingestellt.

Die Injektion erfolgte Gber die Schwanzvene. Esdea pro Tier ein Volumen von 100ul
injiziert, um eine sichere intravenése Injektiongarantieren. Zur Vermeidung embolischer
Komplikationen wurden die Zellen unmittelbar vor rdénjektion durch mehrfaches
Pipettieren erneut in Suspension gebracht.

2.1.3. Medikamente

Zur Hemmung der Thrombozytenaggregationsfahigkeurden mehrere Medikamente
verabreicht.

Als Hemmstoffe der Cyclooxygenase wurden AspiriwbAspisol eingesetzt. Aspirin wurde
in einer Konzentration von 3mg/100ml dem Trinkwagsssgegeben. Aspisol wurde mit einer
Dosierung von 0,3 mg/d intraperitoneal injiziert.

Clopidogrel (Handelsname Plavix; Firma Sanofi-Aventhemmt die ADP abh&ngige
Aktivierung der Thrombozyten, und wurde in einersizoung von 1mg/d gegeben.

EMD 122347 (Handelsname Gantofiban; Firma Merckrni3dadt) ist eine dem Kklinisch
eingesetzten Medikament Tirofiban ahnliche Substdiezallerdings oral verabreicht werden
kann und erst im Koérper zur aktiven Wirksubstanzamelisiert wird. Diese blockiert das
Glykoprotein llb/llla und verhindert somit die Vetzung der Thrombozyten uber
Fibrinogen. EMD 122347 wurde in einer Dosierung \@mg/d gegeben, was bei einem
Gewicht der Tiere von ca. 20g einer Dosierung v6Ang/kg entspricht. Diese Dosierung
fuhrt zu einer Konzentration voru@/ml im Blut und liegt somit weit unter der toxigeh
Dosis von 1000mg/kg gleichzeitig aber auch 10-fabler der IC50 fur die Blockade der
TRAP-induzierten Thrombozytenaggregafion

Clopidogrel und EMD 122347 wurden den Tieren otarieine Magensonde verabreicht. Als
Trager diente eine Gummi Arabicum 1% LOsung, in dier Medikamente so konzentriert
waren, dass die zu verabreichende Dosis jeweilsinem Volumen von 1Q0 appliziert
werden konnte. Fur das Einbringen der Magensondsdemudie Tiere in eine leichte
Athernarkose versetzt. Die Sonde wurde dann selsioiig eingefiihrt, ohne dass ein
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Widerstand tuberwunden werden musste. Dazu musst®&atkose so flach sein, dass der
Schluckreflex erhalten war, um eine tracheale Agion zu vermeiden.

Die medikamentose Therapie begann bei EMD und @tmpel einen Tag und bei Aspisol
und Aspirin eine Stunde vor der Tumorzellinjektion.

2.2. Methoden

2.2.1. Versuchsablauf

Der Tag der Tumorzellinjektion wurde als Tag O difit. Zur Untersuchung der

Genexpression im Verlauf wurden die Lungen am TAg2M,6, und 8 enthommen. Tag 0
entspricht hier einer Lungenpraparation zwei Stantich der Injektion der Tumorzellen.

Zur Untersuchung der Expression apoptosereleva@tme mithilfe des c-DNA Arrays

wurden Lungen an den Tagen 1,2,3 und 4 entnommesatZlich wurde hier auch die
Expression dieser Gene in Lungen ohne vorherigeofzelinjektion analysiert.

Zur Beurteilung der Rolle von Thrombozyten wurdee dirhrombozytenaggregation
medikamentds gehemmt und am Versuchsende die Mstaziahl bestimmt. Hierzu wurden
die Lungen am Tag 9 entnommen. Es wurden zunaahdtlddikamente Aspirin, Aspisol,

Clopidogrel und EMD 122347 bis einschlieRlich Tagvdrabreicht. In zwei weiteren

Experimenten wurde die Therapie nur mit EMD 12234inmal bis Tag 4 und einmal bis
zum Versuchsende - durchgefuhrt.

Zur Untersuchung der Genexpression im Verlauf umker antithrombozytaren Therapie
wurden die Lungen am Tag 0,1,2,4,6, und 8 entnomiBenmedikamenttse Therapie wurde
nur mit EMD 122347 durchgefihrt und immer bis zuneitgunkt der Entnahme

weitergefuhrt.

2.2.2. Entnahme und Pr&paration der Lungen

Zum Zeitpunkt der Entnahme der Lungen wurden dexelmit Diathylather tief betaubt und
durch Uberstreckung der Halswirbelsaule getdtenrDaurde mit zwei Schnitten, von der
Mitte des Abdomens beidseitig zu den Achseln véelad, das Abdomen und der Thorax
eroffnet. Die Lungen wurden am Hilus abgesetzt zmdReinigung in PBS geschwenkt. Die
Zahlung der Metastasen erfolgte am intakten Orgaitinrend die Lungen fir die Isolierung
von RNA in 3-4 Stlicke zerteilt und in einer RNA{Stsator-Losung (RNAlater, Firma

Ambion) bei +4°C gelagert wurden.

2.2.3. Metastasenzahlung

Um die Anzahl der Metastasen an der Lungenobesdldnin quantifizieren, wurden die

Lungen unbehandelt mit einer Digitalkamera fotograf Dazu war es notig die gesamte
Oberflache einer Lungenseite in eine Ebene zu eénnpgveil nur so Probleme bei der
Fokussierung vermieden und alle Bereiche der Luoigerilache scharf abgebildet werden
konnten. Der Boden einer Petrischale, die auf ihRand mit dem Boden nach oben
aufgestellt wurde, diente hierbei als Trager. Dimgen konnten dann von unten an den
Boden gegeben werden und blieben dort haften. lhildding 2.1. ist eine Skizze dieser
Anordnung wiedergegeben. Die Fotografie erfolgtenddurch die Petrischale hindurch. Es
wurde immer Vorder- und Ruckseite der linken Luagégenommen und die Bilddateien auf
den Computer Ubertragen.
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Abbildung 2.1.: Skizze der Photographie der Lundeie Lungen bleiben am Boden der Petrischale haften
Dadurch befindet sich die gesamte Lungenoberflather Seite in einer Ebene. Dies ermdglicht eifeade
Fotographie ohne Fokussierungsprobleme.

Die durch die Melaninpigmentierung deutlich sicmdmaMetastasen an der Lungenoberflache
wurden dann auf dem Computerbildschirm ausgezéidtzu wurde um Mehrfachzahlungen
zu vermeiden ein Gitternetz tber das Bild gelege Bumme der Zahlung der Vorder- und
Ruckseite ergab die Metastasenzahl.

Die Auszéahlung wurde verblindet.

2.2.4. Genanalytik

2.2.4.1. RNA Isolierung

Die in RNA-later gelagerten Lungenstiicke wurdenhitié eines Homogenisators (Omni
2000) zerkleinert, und anschlielRend die RNA isbliBNA-Isolierungs-Kit NucleoSpin RNA
Il der Firma Macherey Nagel). Die Konzentration dgewonnenen RNA wurde
photometrisch bestimmt (BioPhothometer, Firma Eppef), wobei bei einer Lange des
Strahlengangs durch die Probe von 1cm eine Extinktion 1 bei 260nm (g=1) einer
Konzentration von 4@y/ml entspricht. Gleichzeitig wurde der Quotient @extinktion bei
260 nm (Absorptionsmaximum der RNA und DNA) und dextinktion bei 280 nm
(Absorptionsmaximum der Proteine) als Gradmessedil Verunreinigung der Probe mit
Proteinen bestimmt. Es wurden nur Proben mit ei@emtienten > 1,7 verwendet.

Zur weiteren Qualitatssicherung wurde die isolidRBA gelelektrophoretisch untersucht
(Agarosegel mit 1% Agarose; Laufzeit 30min bei 12@@mA). Gefordert war hierbei das
charakteristische Doppelbandenmuster der 23 S and&lS Untereinheiten der ribosomalen
RNA. Abbildung 2.2. zeigt die Gelelektrophoresakier RNA.

Abbildung 2.2.:

Gelelektrophorese intakter RNA. Zu erkennnen is da
charakteristische Doppelbandenmuster. Dies kommt
durch die gelelektrophoretische Trennung der
ribosomalen RNA in ihre 23 S und 18 S Untereinhmeite
zustande.
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2.2.4.2. c-DNA Synthese

In einem weiteren Schritt wurde zur RNA komplemeaté DNA hergestellt. Hierzu wurden
die Desoxynucleosidtriphosphate (dNTP) Desoxyadatrgzhosphat (dATP), Desoxy-
cytidintriphosphat (dCTP), Desoxyguanosintriphosph@GTP) und Desoxythymidin-
triphosphat (dTTP) zur RNA gegeben (dNTP-Mix, FirBaehringer). Zur Katalyse der c-
DNA Synthese wurde M-MLV Reverse Transkriptase egajzt (Firma Gibco BRL). Durch
die Verwendung eines Poly-T-Primers (Oligo p(@H Primer, Firma Boehringer) konnte
selektiv zur mRNA komplementare c-DNA gewonnen weerdda diese ein Poly-A-Ende
aufweist.

2.2.4.3. PCR

Aus der c-DNA wurden im weiteren Verlauf mithilferdPolymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
verschiedene Gene amplifiziert. Zur c-DNA wurden ARolymerase (PAN-DNA-
Polymerase, Firma PAN-Systems), die DNA-BausteiddRl dCTP, dGTP und dTTP
(dNTP-Mix, Firma Boehringer), sowie fur die zu aifiplereneden Gene spezifische
Oligonukleotid-Primer gegeben.

In mehreren Zyklen wurde der Ansatz zunachst zunaldeierung der c-DNA auf 94°C
erhitzt, dann auf eine primerspezifische Anneaéngteratur gebracht, und zuletzt auf 72°C,
die optimale Arbeitstemperatur fir die DNA-Polynsa eingestellt. Die Zykluszahl war
empirisch festgelegt. Au3erdem wurde jedes Genzméi unterschiedlichen Zykluszahlen
amplifiziert, und so Uber die Zunahme der Intemsii@i der spateren Gelelektrophorese
ausgeschlossen, dass sich die Reaktion bereitétiingiBigsbereich befand.

Die Reaktionsprodukte der PCR wurden auf ein Agagek aufgetragen und eine
Elektrophorese durchgefuhrt. Gefarbt wurde die DN# Ethidiumbromid. Durch das
gleichzeitige Auftragen eines Molekulargewichtsneaskkonnte sichergestellt werden, dass
die PCR Produkte in ihrer Anzahl an Basenpaaren zleerwartenden Produkt entsprachen,
und somit kein Reaktionsfehler wie z.B. eine ungmehe Bindung aufgetreten war.

Die Gele wurden unter UV-Belichtung fotografiert durdie Bilddateien zur weiteren
Auswertung auf dem Computer gespeichert. Dabei teliedie Leuchtintensitat der
Ethidimbromid gefarbten Banden als Grundlage deitengn Auswertung. Die Intensitat
korreliert mit der eingesetzten Menge an c-DNA diir bestimmtes Gen und somit mit der
MRNA-Expression des Gens im untersuchten Gewebe.

2.2.4.4. c-DNA Array

Die Array-Untersuchungen wurden mithilfe des GEAr@ Series Mouse Apoptosis Gene
Array der Firma Superarray/ Bioscience Corporationchgefuhrt. Dieser Array ermdglicht
die gleichzeitige Expressionsanalyse von 96 Geni®,im Rahmen des apoptotischen
Zelluntergangs eine wichtige Rolle spielen.

Zunachst wurde eine zur isolierten RNA komplement@éand Biotin markierte DNA
hergestellt. Diese wurde nun mit dem Array inkutbien eine Hybridisierung der markierten
cDNA mit den auf der Nylonmembran des Array immisieiten spezifischen
Nukleinsauresequenzen zu erzielen. Nach mehrereschWehritten erfolgte die Detektion der
gebundenen cDNA. Hierzu wurde an Streptavidin gdbor Peroxidase zugegeben. Nach
der Bindung von Streptavidin an Biotin wurde erngetvaschen und zuletzt ein Chromogen
zugegeben, dessen Chemilumineszenz nach der Umgetdurch die Peroxidase als
Grundlage der weiteren Auswertung diente. Zur Agfaeung des Chemilumineszenzsignals
wurde der Array auf einen Rontgenfilm gelegt. Diésezedur wurde fur jeden Array mit
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Belichtungszeiten von 5, 10 und 40 Minuten durctigaf Nach der Entwicklung wurden die
Rontgenfilme zur weiteren Auswertung eingescandtiom.tif Format gespeichert.

Die auf dem Array immobilisierten Nukleinsauresemgen sind jeweils viermal vertreten und
so angeordnet, dass ein identisches Gen jeweilseoer Gruppe von vier quadratisch
angeordneten Punkten reprasentiert wird. Als p@stiErgebnis wurde nur ein Signal aller
vier Punkte gewertet. Abbildung 2.3. zeigt das Rildes Arrays. In Tabelle 2.1. findet sich
eine Liste der mit dem Array untersuchten Gene.

Abbildung 2.3.:

Bild eines Array; Nylonmembran mit der sequenz-
spezifisch gebundenen Biotin-markierten c-DNA,
Bindung einer Streptavidin-gebundenen Peroxidase an
Biotin, Umsetzung eines Chromogens durch die
Peroxidase, Aufzeichnung der Chemilumineszenz
durch Belichtung eines Réntgenfilms. Die Abbildung
zeigt das eingescannte Bild eines entwickelten $:ilm
Gut zu erkennen ist, dass jedes Gen viermal inreine
Gruppe quadratisch angeordneter Punkte auf der
Membran immobilisiert ist.

Zum Ausgleich der unterschiedlichen Hintergrund-
belichtung wurde fir jedes Gen die Belichtung im de
unmittelbaren Umgebung gemessen und subtrahiert.
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Tabelle 2.1.: Liste der Gene auf dem c-DNA Array

GEArray Q Series Mouse Apoptosis Gene Array

MM-002 Gene Table
lPositlon UniGene  GenBank lSymboI Description iGene Name

1 Mm.220289 INM_009684 |Apaf1 Apoptotic protease acfivating factor 1 Apaf-1

2 Mm.8983  INM 023517 [Tnisf13 Tumor necrosis factor {ligand) superfamily, member 13 APRIL

3 Mm.25405 [NM 018790 lArc Activity regulated cytoskeletal-associated protein |Arc

4  [Mm.24163 [NM 023258 JAsc Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD |ASC

5 Mm.5088  INM 007489 jAtm Ataxia telangiectasia mutated homolog {(human) ATM

[ Mm.4387  [NM 007522 Bad Bel-assoclated death promoter /_[Bad

7 Mm.2443  INM 007523 [Bak1 BCL2-antagonistkiller 1 . bak

8 IMm.223689 NM_025976 |Bfar Bifunctional apoptosis requlator Bar

9 |Mm.19904 INM 007527 lBax Bel2-associated X protein Bax

10 |Mm.239141 INM_ 009740 (Bcl10 B-cell leukemiafymphoma 10 ; CARD

11 Mm.347397 [NM 009741 [Bcl2 B-cell leukemiatlymphoma 2 Bel-2
Sl S Mm.87857 |NM 007536 jBel2ald  |B-cell lsukemiallymphoma 2 related protein A1d BA-1

13 |Mm.238213 |NM 009743 [Bci2! Bcl2-like ¢ Bel-x

14 IMm.25088 |NM 013479 |Bcl2i10 Bel2-like 10 } Bcl-10/HUE10
15 IMm.6967 _ [NM 007537 [Bei2i2 Bcl2-like 2 Bel-w

16 IMm.235081 INM 007544 Bid BH3 interacting domain death agonist Bid

BH3 interacting (with BCL2 family) domain, apoptosis

17 IMm.21912  INM 007545 1Bid3 agonist hrk

18  iMm.267006 INM 007548 Biklk Bel2-interacting killer-like bik

19 |Mm.141083 |[NM 009754 |Bcl2i11 BCL2-like 11 {(apoptosls facilitator) bim

20 [Mm.6898  |NM 008670 [Birc1a Baculoviral IAP repesai-containing 1a NAIP1

21 Mm.B9961 |NM_010872 |Birc1b Baculoviral |AP repeat-containing 1b NAIP2

22 iMm.290478 |NM_010870 Bircie Baculoviral IAP repeat-containing 1e NAIPS

23 Mm.2026  |NM 007464 Birc2 Baculoviral IAP repeat-containing 2 IAP1

24 Mm. 3356539 INM 007465 |Birc3 Baculoviral IAP repeat-containing 3 1AP2

25  |Mm.259879 |NM 009688 Birc4 Baculoviral IAP repeat-containing 4 : tAP3

26 |Mm.8552  |NM 009683 [BircS Baculoviral IAP repeat-containing 5 Apld

27 Mm.290808 |NM 007566 {Birc6 Baculoviral IAP repeat-containing 6 Bruce

28 IMm.3962 INM_007549 Blk B lymphoid kinase bik

29  [Mm.2159  {NM 009760 [Bnip3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1, NIP3 __ |Nip3

30 Mm.3295 NM 016778 [Bok Bel-2-related ovarian killer protein bok/mtd

3 Mm.268165 [NM 009805 |Cflar ICASP8 and FADD-like apoptosis regulator‘w Casper

32 [Mm.1051 __INM 009807 [Caspi Caspase 1 { Caspase-1
33 Mm.1568  [NM 007609 iCaspd Caspase 4, apoptosia-related cysteina nmtéase Caspase 11
34 IMm.421 63 |NM 009808 [Casp12 Caspase 12 Caspase-12
35 |Mm.20940 INM 009809 [Casp14 Céspase 14 Caspase14
36 Mm.3921  |NM 007610 {Casp2 Caspase 2 Caspase-2
37 iMm.34405 INM 009810 [Casp3 Caspase 3, apoptosis retated cysteine prot Caspase-3
38 Mm.281379 |NM 0098411 |(Caspb Caspase 6 Caspase-6
398 Mm.35687 |NM_007611 [Casp7 Cagpase 7 Caspase-7
40 Mm.131130 [NM_009812 [Casp8 Caspase 8 Caspase-8
41 Mm.22279 |[NM_011997 |CaspB8ap2 _iCaspase 8 asscciated protein 2 Flash
42__|Mm.88829 |NM 015733 [Caspd  ICaspase® Caspase 9/Mch6
43 IMm.195663 INM_007669 |Cdknia Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21} 21Waf1/p21cip
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GEArray Q Series Mouse Apoptosis Gene Array

Position [UniGene  |GenBank bol Description Gene Name

44  [Mm.16753 |NM 007691 [Chekt Checkpoint kinase 1 homotog (8. pombe) chk1
Celt death-inducing DNA fragmentation factor, alpha :

45  iMm.449 INM_007702 [Cidea subunit-like effector A CIDE-A
[Cell death-inducing DNA fragmentation factor, aipha

46 IMm.10737 |NM 009894 (Cideb subunit-like effector B CIDE-B
ICASP2 and RIPK1 dornain containing adaptor with death

47  |Mm.17493 |NM 009950 (Cradd domain CRADD:

48 Mm, 335252 INM_010019 |Dapk2 Death-associated kinase 2 DAPkinase

45  [Mm.41433 INM 010044 |Dffa DNA fragmentation factor, aEpHa subunit DFFA

50 Mm.86386 [NM 007859 |Dffb DNA fragmentation factor, beta subunit ‘ DFF40/CAD

51 Mm.200792 INM 178589 [Tnfrsf21 [Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 DR6

52 iMm.5126  |NM 010175 |Fadd Fas (TNFRSF6)-associated via death domain FADD

53 Mm.1236  [NM_007836 |Gadd45a  |Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha Gadd45

54  |[Mm.42201 |NM 008316 Hus1 Hus1 homoleg (S. pombe) Hus1

55 Mm.87787  [iNivi 010735 |Lia i.ymphotoxin A [TNFb

56 Mm.1715 _ INM 008518 iLtb L ymphotoxin B LT-b

57  [Mm.3122 INM 0107386 |Ltbr Lymphotoxin B receptor LtbR

58 Mm.1639  [NM_008562 |Mcl1 Myefoid cell leukemia sequence 1 Mci-1

50 |Mm.22670 |NM 010786 {Mdm2 Transformed mouse 3T3 cell double minute 2 Mdm2

60 Mm.213003 [NM_010851 |Myd88 Mvyeloid diffsrentiation primary response gene 88 Myd8s
Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD

61 Mm.204876 INM 030152 [Nol3 domain) Nop30-like

62 Mm.279308 INM 016681 [Chek2 ICHKZ checkpeint homolog (S. pombe) RADS3/Chk2

63 Mm.314528 INM_008068 |Ripk1 Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1 |RIP

64 Mm.29073  |NM 026632 |Rpa3 Repiication protein A3 Rpa3

65 Mm.244393 INM 011529 [Tank TRAF family member-associated Nf-kappa B activator I-TRAF

66 IMm.1293  |INM_013683 [Tnf Tumor necrosis factor [TNFa

67  |Mm,193430 INM_020275 {Tnfrsf10b  [Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b  [TRAIL-R/DRS

68 Mm.6251  |NM_009399 fTnfrsf11a _ {Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 112 [TNFRSF11A
'Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b

69  |[Mm.15383 |NM_ 008784 [Tnfrsfi1b.  |(osteoprotegerin) OPG

WSL-1/ DR3/ Apo3/

70 Mm.101198 [NM_033042 [Tnfrsi25 Turmor necrosis factor receptor superfamily, member 25 [Tnfrsf12

71 Mm. 1258 NM_ 011609 [Tnfrsf1a Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a [TNFR2

72 [Mm.235328 INM_011610 [Tnfrsfib Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b [TNFR1

73 [Mm.13885 [NM_ 011659 [Tnfrsf4 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 ' loxao

74 Mm.271833 |NM 011611 [Thirsf5 ' Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 5 Cd40

75 Mm.1628 MNM 07237 [Thirsfe TLUmor necrosis factor receptor superfamily, member 6 Fas

76 iMm.121 XM 284241 [Tnfrsf? Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 7 cD27

77 IMm.12810 |NM_009401 {Tnfrsf8 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8 CD30

78 |Mm.244187 |NM 041612 {Tnfrsfo  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 4-1BB

79 Mm.1062 NM 009425 [Tnfsf10 Tumeor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 Trail

80 Mm.249221 INM_011613 [Tnfsf11 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 TNFSF11

81 Mm.344820 |NM 011614 [Tnfsf12 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12 APO3L

82 MmM.307668 INM 010418 |Tnisf14 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14 HVEM-L

83 Mm.4994  [NM_009452 {Tnisf4 [Tumor necrosis facter (ligand) superfamily, member 4 OX40L

84  IMm.4861 INM 011618 [TnfsfS Tumor necrosis facter (ligand) superfamily, member 5 CD40L

85 Mm.3355 [NM 010177 |Tnfsf6 Tumor necrosis factor {ligand} superfamily, member 6 FasL
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GArray Q Series Mouse Apoptosis Gene Array

Position |UniGene  GenBank _ [Symbol Description Gene Name
86 IMm.42228 |NM 011617 [Tnfsf? Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 7 CD27L/CD70
87  |Mm.4664 |NM 009403 [Tnfsf8 [Tumor necrosis factor {ligand} superfamily, member 8 CD30L
88 |Mm.41171 NM 008404 [Tnfsfd 'Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 4-1BBL
89  IMm.239514 INM 009421 {Traf1 Tnf receptor-asscciated factor 1 [TRAF1
90 Mm.3399  INM_ 009422 [Traf2 {Tnf receptor-associated fagtor 2 [TRAF2
91 Mm.27431  [NM 011632 [Traf3 Tnf receptor-associated factor 3 ICRAF1
92 |Mm.4521 INM 009423 [Traf4 [Tnf receptor associated factor 4 TRAF4
93 |Mm.196445 INM 011633 [TrafS Tnf receptor-associated factor 5 (TRAFS5
94  |Mm 202720 INM 009424 /Traf6 Tnf receptor-associated factor 6 [TRAF6
95 |Mm.207870 INM 011634 [Traip [TRAF-interacting protein TRIP
96  IMm.222 NM_0116840 [Trp53 Transformation related protein 52_ p53
97 _IN/A L08752 PUC18 PUC18 Plasmid DNA pUC18
98 IN/A 108752 PUC18 PUC18 Plasmid DNA pUC18
99  |N/A LO8752 PUC18 PUC18 Plasmid DNA pUC18
100 |Blank Blank Biank Blank 0
101 IBlank Blank Blank Blank 0
102__|Blank Blank plani Blank 0
103 |Mm.5289  INM 008084 |Gapd Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
104 IMm.5289  |NM 008084 |Gapd Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
105 IMm.5246  [INM 008907 [Ppia Peptidylprolyl isomarase A CyclophlinA
106 |Mm.5246  INM 008907 |Ppia Peptidylprolyl iscmerase A CyclophlinA
107 1Mm.5246 NM 008907 Ppia Peptidylprolyl isomerase A ICyclophlinA
108 |Mm.5246  INM 008907 {Ppia Peptidylprolyl isomerase A CyclophlinA
109 [IMm.180458 INM 009438 IRpl13a Ribosomal protein L13a RPL13A
110 |Mm.180458 |NM 009438 [Rpl13a Ribosomnal protein L13a RPL13A
111 [Mm.297 INM 007393 |Actb Actin, beta, cytoplasmic Beta-actin
112 [Mm.297 NM 007393 JActb Actin, beta, cytoplasmic Beta-actin
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2.2.5. Auswertung
2.2.5.1. PCR

Mithilfe des Computerprogramms Biocapt3D wurde dikensitat der Banden auf den
Agarosegelen ausgewertet. Hierzu wurde um die ziersuchende Bande ein Rahmen
gezogen, und dann durch das Programm die optisableteD(optical density, OD) im
markierten Bereich errechnet.

Jedes Gel wurde mit einer kurzen und einer langdictBungszeit aufgenommen. Es wurde
jeweils die Belichtung fur die Auswertung gewéabkj der der Messbereich fir die OD nicht
Uberschritten wurde. In Abbildung 2.4. ist die Masg der OD flr eine lange und eine kurze
Belichtungszeit wiedergegeben.
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Abbildung 2.4.:

Messung der OD der ethidiumbromid-gefarbten DNA-@am auf einem Agarosegel; Im oberen Bereich ist
jeweils der Ausschnitt des Gels darunter die dudels Computerprogramm Biocapt 3D gemessene OD
dargestelt; linke Seite: lange BelichtungszeithteSeite: kurze Belichtungszeit

Man kann erkennen, dass bei langer Belichtungsiezitviessbereich fir die OD z.T. Uberschritten wurdd
Unterschiede nicht mehr deutlich werden. Zur Auswey wurde daher die Aufnahme mit kurzer
Belichtungszeit (rechte Seite) verwendet.

Die OD-Werte der untersuchten Gene mussten zureSgmm eines konstitutiv exprimierten

Gens (Housekeeping-Gen) in Bezug gesetzt werdes. KAbusekeeping-Gen wurde

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)Esizym der Glycolyse verwendet.

Die Normalisierung erfolgte, indem der Quotient aasn OD-Wert des zu untersuchenden
Gens und dem OD-Wert der GAPDH gebildet wurde.

Die so errechneten Zahlenwerte erlaubten es Aussamen Expressionsniveau der
untersuchten Gene in Relation zur GAPDH zu treffeilbenso ermdglichten sie eine

Beurteilung der Genexpression im Verlauf des Expents durch den Vergleich der OD-

Werte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tumorzeliifon.

2.2.5.2. c-DNA Array

Fur die Auswertung der eingescannten Array’s wuligeSoftware GEArray Analyser der
Firma Superarray/ Bioscience Corporation verwentletAnalogie zur PCR-Auswertung
wurde auch hier fur jede Punktegruppe die auf delm belichtet war die Intensitat
gemessen. Hierzu wurden die .tif-Dateien der eice@sten RoOntgenfilme mit der
Auswertungssoftware gedffnet und mithilfe einesté®# jede Punktegruppe, die einem Gen
entspricht, markiert. Abbildung 2.5. zeigt die RBiatung dieses Gitters Uber einem Array. Die
Lichtintensitat innerhalb der markierten Bereichade dann gemessen.
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Abbildung 2.5.:

Platzierung eines Gitters Uber einem
Array mit der Software GE Array

Analyser. Die Kreise miussen
jeweils Uber einer Gruppe von 4
Punkten, die ein Gen reprasentiert,
platziert werden. Dann kann die
Lichtintensitat in den so markierten
Bereichen gemessen werden.

Zur Messung der Hintergrundbelichtung wurde einimgeGitter so platziert, dass jedem Gen
in der unmittelbaren Umgebung ein Bereich zugedrdnede. Die Intensitat dieses Bereichs
wurde dann als Hintergrund von der Intensitat desejligen zugehdrigen Gens subtrahiert.
Zusatzlich zu den Genen, die in der Apoptose eiilthtige Rolle spielen, befinden sich auf
dem Array auch zwei Hybridisierungsstellen fir GARDAIs Grundlage der Normalisierung
fur ein Housekeeping-Gen diente daher der Mittediwaer fir GAPDH gemessenen
Intensitaten. Durch die Bildung eines Quotientes dan Intensitaten des jeweiligen Gens
und der GAPDH ist es wie bei den PCR-Untersuchungaiglich Aussagen zum
Expressionsniveau der untersuchten Gene in Relation GAPDH zu treffen. Ebenso
erlauben sie den Vergleich der gemessenen Int&siguf verschiedenen Arrays und damit
eine Beurteilung des Verlaufs der Expression apsgpadevanter Gene in den Lungen nach
der intravenosen Injektion von Tumorzellen.

2.2.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe destStikprogrammes R. (freier Download
unter www.R-project.orgy Als Testverfahren wurde der Wilcoxon Rang-SummbBest
gewahlt. Unterschiede wurden bef 9,05 als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Ineffizienz der Metastasierung

Metastasierung gilt als ineffizienter Prozel3. Urasdin dem Modell dieser Arbeit genauer zu
untersuchen, soll zunachst anhand der Quantifizgeder Tumorlast in den Lungen nach der
Injektion das Uberleben der Tumorzellen charakiestisverden.

3.1.1. Uberleben der Tumorzellen

Im Abstand von ca. 6 Tagen nach der intravendsgektlan der Melanomzellen sind auf der
Lungenoberflache Metastasen erkennbar. Aufgrurer iklelaninpigmentierung sind sie sehr
gut sichtbar und durch die Zahlung der Metastaserine Quantifizierung der Tumorlast
maoglich. Abbildung 3.1.1. zeigt eine metastasermefa Lunge am 10. Tag nach der
Tumorzellinjektion. Da jedoch frihestens nach 5 éragnakroskopisch kleine Metastasen
erkennbar sind, ist diese Methode fur die Quamgifing zu friheren Zeitpunkten nicht
ausreichend. Eine Mdglichkeit hierfur bietet dietéisuchung eines Markergenes. Das Gen
P-mel 17 wird nur in Melanozyten exprimiert, weshaein Expressionsniveau mit der
Tumorzellzahl in der Lunge nach der intraventsgakiion von Melanomzellen korreliert.
Die vorliegenden Experimente geben Aufschlul? tleenmtRNA-Expression von P-mel 17 in
Relation zur mRNA-Expression von Glycerinaldehy@3ssphat-Dehydrogenase (GAPDH),
die als Enzym der Glykolyse in allen Korperzellem&titutiv exprimiert wird. Die gemessene
Lichtintensitat korreliert mit dem Niveau der mRNExpression. Zu jedem Zeitpunkt wurden
jeweils drei Tiere untersucht.

Abbildung 3.1.1.:
Bild einer metastasenbefallenen Lunge 10 Tage dacknjektion von 2x10B16/D5 Melanomzellen

Unmittelbar nach der Injektion der Tumorzellen (i&itme der Lungen ca. 2 Stunden nach
Injektion) findet sich ein Expressionsniveau vomBl 17 in der Lunge, das ca. dem 0,7-
fachen dessen der GAPDH entspricht. Das Expressie®u fallt in den ersten Tagen nach
der Tumorzellinjektion und erreicht erst nach 6 dragvieder den Ausgangswert, um dann
noch weiter anzusteigen. Der tiefste Wert findelh im zweiten Tag und am Tag 4 ist bereits
wieder ein Anstieg zu verzeichnen, sodass davoaugeben ist, dass sich das minimale
Expressionsniveau fur P-mel 17 zwischen Tag 2 uad # befindet. Der Rickgang des
Expressionsniveaus am Tag 2 sowie der Anstieg gpeeEsionsniveaus am Tag 8 gegenuber
dem Ausgangswert am Tag 0 sind statistisch sigmtiKp=0,05). Abbildung 3.1.2. zeigt den
Verlauf der Expression von P-mel 17. Fiur die Turatzahl in den Lungen ergibt sich somit
ein initiales Absinken bis auf ein Minimum zwischéem zweiten und vierten Tag. Ab Tag 4
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nimmt die Zellzahl wieder zu und Uberschreitet &g B die Menge der initial in der Lunge
befindlichen Tumorzellen.

12

[N j/.
A N

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8

Abbildung 3.1.2.: Expressionsverlauf von P-mel 17

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenerintemsitat (optical density, OD) von P-mel 17 unap@h.
(Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standardatdweig; n=3; Anzahl der PCR-Zyklen: 30)

Statistische Signifikanz bek,05; Tag 2 und Tag 8 gegenuiiber dem Ausgangswéarag® (*)

3.1.2. c-DNA-Array Untersuchungen zur Apoptose

Die Ergebnisse des Zeitverlaufs der P-mel 17 Espvasin den Lungen nach der
intravendsen Tumorzellinjektion geben Anhalt daflass die Zahl der B16/D5 Zellen initial
absinkt und zwischen dem zweiten und vierten Tag Minimum erreicht. Da sich im
weiteren Verlauf des Experiments in anderen Orgde#me Metastasen bilden, missen die
Zellen vor Ort geschadigt werden. Ein mdoglicher l&ser fir diesen Zellverlust ist der
apoptotische Zelltod. Deshalb wurde die Expresajmoptoserelevanter Gene mithilfe eines c-
DNA-Arrays untersucht. Fir die Analyse der Lundeialund des ersten Tages wurde jeweils
nur ein Array an den Tagen 2,3 und 4 wurden jevasilsi Arrays durchgefuhrt. Im folgenden
sind immer die Einzelwerte fur die jeweiligen Gemal die Mittelwerte an den Tagen 2,3 und
4 dargestellt. Aufgefiihrt sind nur Gene, fur diehszu einem der Untersuchungszeitpunkte
eine eindeutige Expression fand.

Fur die Untersuchung der Lunge allein bzw. dessar$iages nach Tumorzellinjektion wurde
die RNA aus sieben bzw. sechs unterschiedlichemg&man den Tagen 2,3 und 4 aus jeweils
zwei Lungen gepoolt. Die untersuchten Gene lasg#gnz Genfamilien zusammenfassen.
Nach diesen Genfamilien geordnet sollen im folgengaveils der Expressionsverlauf der
Gene besprochen werden, fir die sich eine Expmregsiccinem der untersuchten Zeitpunkte
nachweisen liel3.

3.1.2.1. TNF-Ligand Familie

Die TNF-Familie besitzt eine Vielzahl von Mitglieae die mit TNF strukturelle und
funktionelle Gemeinsamkeiten besitzt. Die Protaiee TNF-Familie sind an der Regulation
des Immunsystems und der Differenzierung, Prolif@naund Apoptose verschiedener Zellen
beteiligf*. Drei Mitglieder der TNF-Liganden Familie wurdem Verlauf des Experimentes
exprimiert, APRIL (A proliferation-inducing ligand;nfsf 13), LT« (Lymphotoxine, TNF-

B) und TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligarfichfsf 10). LT« und TRAIL sind an
der Immunabwehr gegen Tumorzellen betéffigt wahrend APRIL die Proliferation vieler
Tumorzellen stimulieren kafih

APRIL wird in den Lungen vor der Tumorzellinjekti@xprimiert und das Expressionsniveau
fallt an den Tagen 1 und 2 auf ca. die Halfte desgangswertes. Am Tag 3 wird ein
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Expressionsmaximum erreicht, das das Ausgangsnigedangfligig Ubersteigt. Am Tag 4
sinkt das Signal wieder auf ca. die Halfte des Maxns an Tag 3.

LT-o wird in den Lungen auf einem Niveau exprimierts d@a. dem 0,3-fachen dessen der
Gapdh entspricht. Die Expression fallt am Tag 1vaemiger als die Hélfte und ist am Tag 2
nicht mehr nachweisbar. An den Tagen 3 und 4 ssiégtvieder und erreicht am Tag 4 das
0,2-fache Niveau der Gapdh.

Die Expression von TRAIL konnte nur am Tag 2 aufeen Niveau nachgewiesen werden,
das dem 0,3 fachen dessen der Gapdh entsprichExpressionsverlaufe der TNF-Liganden
sind in Abbildung 3.1.3. wiedergegeben.

a: APRIL b: LT-alpha
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Abbildung 3.1.3.: TNF-Ligand Familie
Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunk{ , ,,
(LU=Lunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalys| os3s
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array. 030
Angegeben ist der Quotient aus der gemessen| o025
Lichtintensitat (optical density, OD) des jeweilige | ©0:20

c: TRAIL

Gens und Gapdh. 015

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (n=6 g;f_) / \.

gepoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (e n=2 ., | o —
gepoolt). Lu 1Tag 2.Tag 3.Tag 4Tag
Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rgru ‘ o THisfDAmaya W TnfstD Arrayb —e— TnfsfD MW

und der Mittelwert (blau) angegeben.
a: APRIL, b: LT, c: TRAIL

3.1.2.2. TNF-Rezeptor Familie

Die Familie der TNF-Rezeptoren setzt sich aus Hretezusammen, die von einem oder
mehreren der TNF-Liganden aktiviert werden konned durch ihre Homologie in einer
cysteinreichen extrazellularen Sequenz charakeerisind®. Im Verlauf dieses Experimentes
konnte die Expression von 6 Mitgliedern der TNF-&#pr-Familie nachgewiesen werden:
Lymphotoxin$-Rezeptor (LTB R), TNF-Rezeptor 2 (Tnfrsf 1b), Tnfrsf 9 , RANK
(TRANCE-Rezeptor, Tnfrsf 11a), Death-receptor 3 {BRInfrsf 12) und Death-receptor 6
(DR-6, Tnfrsf 21). Die Aktivierung von LB- R und TNFR 2 kann die Apoptose
induzierei*®® Tnfrsf 9 ist identisch mit CD 137 und den humabew. murinen Homologen
ILA (induced by lymphocyte activation) und 4-1BBs Ein wichtiges kostimulatorisches
Molekiil in der T-Zell-Aktivierun§® hat aber gleichzeitig auch pro-apoptotische Fonkfiir
Granulozyte. RANK besitzt in dendritischen Zellen anti-apofstohe Funktioft und kann

in endothelialen Zellen pro-angiogenetisch wirkeie Rezeptoren DR-3 und DR-6 sind
beide Induktoren der Apoptose und Aktivatoren vdrdB "

LT-p R wird in den Lungen auf sehr niedrigem Niveaurgrrt und ist am ersten Tag nach
der Tumorzellinjektion nicht mehr nachweisbar. AiagT2 erfolgt ein Expressionsanstieg auf
ein Maximum, dessen Niveau das 0,2-fache desseGdpdh betragt. Die Expression von
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LT-p R sinkt an den Tagen 3 und 4 wieder auf die Auggaerte in der Lunge vor der
Tumorzellinjektion.

Die Expression von TNFR 2 befindet sich in den Lemgor der Injektion der Tumorzellen
auf dem 0,3 fachen Expressionsniveau der Gapdhsi@i€am Tag 1 leicht ab steigt am Tag
2 wieder fallt am Tag 3 wieder leicht und erreiegth Tag 4 ihr Maximum. Uber den
gesamten Zeitraum ergibt sich ein von Phasen kichfbsinkens unterbrochener
kontinuierlicher Anstieg vom Ausgangswert auf daaxiWhum an Tag 4, das die Halfte des
Expressionsniveaus der Gapdh erreicht.

Tnfrsf 9 wird in den Lungen auf der Hélfte des Niue der Gapdh exprimiert und ist auch am
Tag 1 auf dem gleichen Niveau nachweisbar. An degem 2,3 und 4 féllt die Expression und
betragt am Tag 4 weniger als die Halfte des Ausgarges. Die beiden Arrays, die am Tag
2 durchgefihrt wurden, liefern sehr unterschiedidBrgebnisse, so dass sich das hier
beschriebene Absinken an Tag 2 nur aus dem Mittelergibt. In einem der Arrays ergab
sich eine hoheres Expressionsniveau als der Ausgaary wahrend sich in dem anderen
Array keine Expression von Tnfsf 9 nachweisen liel3.

Die Expression von RANK in den Lungen konnte aefdnigem Niveau, das ca. das 0,1-fache
dessen der Gapdh betragt, nachgewiesen werden. &gl Twird RANK nicht exprimiert.
Am Tag 2 steigt das Expressionsniveau wieder atf das Doppelte des Ausgangswertes,
wéhrend an Tag 3 ein erneutes Absinken zu verzercist. Am Tag 4 zeigte sich in einem
Array ein starker Anstieg des Expressionsniveafi®tavas weniger als die Halfte dessen der
Gapdh, wahrend die RANK-Expression in dem andergmayAnicht nachweisbar war. Aus
dem Mittelwert ergibt sich ein Anstieg auf ein Nawewie an Tag 2.

DR-3 wird in den Lungen auf niedrigem Niveau expernund ist an den Tagen 1,2 und 3
nicht nachweisbar. Am Tag 4 konnte in einem Arra&neeExpression auf dem 0,3-fachen
Expressionniveau der Gapdh detektiert werden, widhne dem anderen Array keine
Expression gefunden werden konnte.

DR-6 wird in den Lungen vor der Injektion von Turmellen auf einem Niveau exprimiert,
das knapp unter dem 0,2-fachen dessen der GagilhAi® Tag 1 erfolgt ein leichter Anstieg
und am Tag 2 ein starker Anstieg auf fast das Bdates Ausgangswertes. Am Tag 3 fallt die
Expression sehr stark ab auf ein Niveau, das werdlgedas 0,1-fache dessen der Gapdh
betragt. Am Tag 4 steigt die Expression von DR-Ratation zu Tag 3 erneut um das 3-fache
an. Abbildung 3.1.4. fasst den Verlauf der Exp@ssier TNF-Rezeptor Familie zusammen.
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Abbildung 3.1.4.: TNF-Rezeptor Familie

Entnahme der Lungen zu den angegebenen ZeitpurfkténLunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalyse
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtehsitat (optical density, OD) des jeweiligen Gamd
Gapdh.

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (nge€hoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2,c3dt).

Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.myriind der Mittelwert (blau) angegeben.

A: LT-B Rezeptor, b: TNFR 2, c: Tnfrsf 9, d: RANK, e: DRf3DR-6

3.1.2.3. TRAF-Familie

Die Mitglieder der TRAF-Familie (TNF receptor-asgted factor) sind Adapterproteine der
TNF-Rezeptoren. Urspringlich entdeckt wurden siigrand ihrer Interaktion mit TNFR2
kbnne aber auch mit vielen anderen Rezeptorenjnder Apoptose eine Rolle spielen,
interagierefr. In diesem Experiment wurden die TRAF-Proteine FRA (TNF receptor-
associated factor 1) und TRIP (TRAF-interactingt@ig Traip) exprimiert. TRAF 1 kann
Uber TRAF 2 mit TNFR 2 interagieren und auf direkté&/eg unter anderen auch mit den in
diesem Experiment exprimierten TNF-Rezeptor-Preteimnfrsf 9 (4-1BB) und RANK.
TRAF 1 ist ein Substrat der Caspasen und das dlieciCaspasenaktivitat abgespaltene C-
terminale Fragment kann die Aktivierung von NB-durch TNF-Rezeptor 1 supprimieren
und dadurch das durch diesen Rezeptor ebenfalisitteite Apoptosesignal verstarken.
Gleichzeitig kann TRAF 1 in ungespaltener Form adngch die NReB Aktivierung durch
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TNF oder IL-1 erhéheri. TRIP inhibiert die TRAF 2 vermittelte NEB Aktivierung’® und
besitzt die Funktion einer Ubiquitin-Ligd<e

TRAF 1 wird nicht in der Lunge vor der Tumorzelekjion und an keinem der Tage 1,2 oder
3 exprimiert. Erst am Tag 4 findet sich eine Expi@s von TRAF 1, deren Niveau das 0,1-
fache dessen der Gapdh betragt.

TRIP wird in der Lunge und am Tag 1 auf nahezucpen Niveau, dem ca. 0,7-fachen
Expressionsniveau der Gapdh, exprimiert. Am Tam@et sich ein deutliches Absinken auf
ein Funftel des Niveaus der Gapdh, wahrend die ésgion am Tag 3 ihr Maximum auf
einem Niveau erreicht, das dem der Gapdh entspr&sit Tag 4 zeigt sich erneut ein
Absinken auf das Niveau am Tag 2. Abbildung 3.ké&igt die Expression der Gene der
TRAF-Familie.
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Abbildung 3.1.5.: TRAF Familie

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpuiikténlunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalyse
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtehsitat (optical density, OD) des jeweiligen Gamd
Gapdh.

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (nge€hoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2,03dt).

Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rmyriind der Mittelwert (blau) angegeben.

A: TRAF 1, b: TRIP

3.1.2.4. Death-Domain und Death-Effector-Domain Fale: FADD

Die Death-Domain (DD) und die Death-Effector-DomdDED) sind Proteinsequenzen,
mithilfe derer an der Apoptose beteiligte Protemeeinander interagieren konnen. Sie stellen
eine wichtige Verbindung zwischen stimulierten R#aeen und an der Apoptoseregulation
beteiligten Proteinen im Zytoplasma dar. FADD (Raseciated death domain protein) kann
Uber eine DD-DD Interaktion an den zytoplasmatiscAeil des ligandenbesetzten Fas-
Rezeptors gebunden werden und rekrutiert iber BIEBB-DED Interaktion Caspase’®8
FADD wurde in diesem Experiment als einziges deensuchten Gene, die Mitglieder der
DD- oder DED-Familie sind, exprimiert.

Dabei zeigte sich eine FADD Expression auch nutanLunge vor der Tumorzellinjektion
und am Tag 3. Zu beiden Zeitpunkten ist das Expressiveau niedrig, in der Lunge ca. das
0,7-fache und am Tag 3 das 0,11-fache in RelatisrExpression des Housekeeping-Gens.
Abbildung 3.1.6. gibt die Expression von FADD wiede
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Abbildung 3.1.6.: DD und DED Familie: FADD
Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunk 4,
(LU=Lunge ohne Tumorzellen); Expressionsanaly!

apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array. 0.0
Angegeben ist der Quotient aus der gemessel oos

Lichtintensitat (optical density, OD) des jeweilige| oo6 A / \
LU Tz

Gens und Gapdh. 0,04
1Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag

FADD

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (n=| o002
gepoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=| 000
gepoolt).
Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rgrii \ ¢ FaddAraya ®m Fadd Arrayb —e—Fadd MW \
und der Mittelwert (blau) angegeben.

3.1.2.5. BCL-2 Familie

Die Familie der BCL-2 Proteine kontrolliert den ouhondrialen Aktivierungsweg der
Apoptose. Sie lasst sich unterteilen in die propapiischen Proteine der BAX-Subfamilie,
die direkt an der Permeabilisation der auf3eren dinadrienmembran beteiligt sind, und die
anti-apoptotischen Proteine der BCL-2 Subfamilie,id der Lage sind, die BAX-Proteine zu
binden und dadurch zu inaktivieren. Eine dritte gpe, die BH-3 only Proteine tben pro-
apoptotische Wirkung aus, indem sie entweder BAXtd¢ine aktivieren oder durch Bindung
von BCL-2 Proteinen diese sequestrieren und daieitlmbktivierung der BAX-Proteine
verhinder®. Durch die Array-Untersuchungen konnte die Expoesson 6 Genen der Bcl-2
Familie nachgewiesen werden: BAK (BCL-2 antagokilét), BAX (BCL-2 associated X
protein), BIK (BCL-interacting killer-like, Biklk) BOK (BCL-2-related ovarian killer, Bokl-
pending), BCL-X (BCL-2-like) und MCL 1 (myeloid ddeukemia sequence 1). BAK, BAX
und BOK sind Mitglieder der proapoptotischen BAXnafike und BIK ist ein ebenfalls
proapoptotisches BH-3 only Protein. Anti-apoptdisé&unktion haben die Proteine der BCL-
2 Subfamilie BCL-X und MCL-%.

Die Expression von BAK beginnt in der Lunge aufeamNiveau, das einem Viertel dessen
der Gapdh entspricht, und fallt bis sie am Tagchthmehr nachweisbar ist. In einem Anstieg
am Tag 3 erreicht sie fast das Ausgangshiveau unkd @m Tag 4 wieder in etwa auf ein
Funftel des Anfangsniveaus ab.

Die Expression von BAX bewegt sich lUber das gesafxperiment hinweg auf einem
niedrigen Niveau zwischen dem 0,1- und dem 0,2dadatessen der Gapdh. An Tag 3 und 4
werden die niedrigsten und an Tag 1 und 2 die hénoh&/erte erreicht, wobei das Niveau der
Expression in der Lunge in der Mitte liegt. Somigibt sich ein diskretes Absinken der
Expression ab Tag 3. Am Tag 2 fallt die groBe Almlveng zwischen den beiden
durchgefuhrten Arrays auf. BAX konnte nur in einéaray nachgewiesen werden, dies
allerdings auf dem vergleichsweise hohen 0,4-fadtigaau der Gapdh.

BIK wird in der Lunge auf einem Niveau exprimiedsdca. einem Viertel dessen der Gapdh
entspricht. Die Expression sinkt und betragt am Tagnur mehr ein Finftel des
Expressionsniveaus der Gapdh und am Tag 3 nur dliteHler BIK-Expression am Tag 1.
An den Tagen 2 und 4 liegen die Ergebnisse derilgewei Arrays sehr weit auseinander. Je
einer zeigt Werte die das 0,6 (Tag 2) - 0,65 (Tagdfhe des Expressionsniveaus des
Housekeeping-Gens anzeigen, wahrend die Werte algeils anderen Arrays mit der
Expression an Tag 3 vergleichbar sind.

Fur BOK ergibt sich ein Expressionsverlauf, der deon BAK sehr &hnelt, mit dem
Unterschied, dass die Expression an den Tagen 24umdht so weit absinkt sondern an
beiden Tagen auf dem ca. 0,1-fachen Niveau in Ralaur Gapdh erhalten bleibt.

Die Expression von BCL-X konnte nur am dritten Tg Experiments nachgewiesen werden
und erreichte dort ein Niveau, das einem Zehnteteie der Gapdh entspricht.
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MCL-1 wird in der Lunge auf niedrigem ca. 0,1-faché&liveau in der Relation zum
Housekeeping-Gen exprimiert. Ahnliche Werte ergebih auch fir die Tage 3 und 4,
wahrend am Tag 1 keine Expression nachweisbar Usnhso auffalliger ist das
Expressionsmaximum am Tag 2, das das 0,6-fachealider Gapdh erreicht. Die Graphen

fur die Mitglieder der BCL-2 Familie sind in Abbilcig 3.1.7. dargestellt.
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Abbildung 3.1.7.: BCL-2 Familie

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpuiikténlunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalyse
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array.

Angegeben ist der Quotient aus der gemesseneniritiemsitat (optical density, OD) des jeweiligen Gamd
Gapdh.

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (nge€hoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2,0g¢t).

Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rgriind der Mittelwert (blau) angegeben.

a: BAK, b: BAX, c: BIK, d: BOK, e: BCL-X, f: MCL-1

3.1.2.6.Caspasen: Caspase 9

Die meisten der morphologischen Veranderungen apipischen Zellen werden durch die
Aktivitat einer Gruppe von Cysteinproteasen, desgaaen, hervorgerufen. Sie sind in der
Lage verschiedene Substrate an einer Asparagin¥aur&indung proteolytisch zu spalten.
Die Aktivierung der Caspasen erfolgt durch protésthe Spaltung des Zymogens durch die
Initiatorcaspasen, wobei nachgeschaltete Caspabenfadls in der Lage sind weitere
Caspasen zu aktivieren, sodass eine Kaskade dntateh die Caspasenaktivierung
amplifiziert wird.
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Durch die Aktivierung einer als CAD (caspase-adtBdaDNase) bezeichneten Nuklease
initiieren Caspasen die Fragmentierung der DNA. G#ildet in nicht apoptotischen Zellen

einen Komplex mit einer inhibitorischen UntereirthelCAD, die durch Caspase-3

abgespalten und dadurch die aktive katalytischeetditheit CAD freigesetzt werden kann.
Caspasen sind in der Lage Intermediarfilamente, asie Aufbau der nukledren Lamina
beteiligt sind, die Lamine, zu spalten, was zurr@etpfung des Zellkerns fihrt. Die Spaltung
von Proteinen des Zytoskeletts wie z.B. Aktin, Rlek Fodrin oder Gelsolin hat die

Schrumpfung der Zelle und die Apoptosekoérperbilduuy Folge. Die Aktivierung des

Enzyms PAK2 (p21-activated kinase) durch die Caspasmittelte Abspaltung einer

regulatorischen Untereinheit ist fur die Blasentild an der Zelloberflache in apoptotischen
Zellen verantwortlicf®. Caspase-9 kann als Initiator-Caspase eine Reiterer Caspasen

durch proteolytische Spaltung aktivief&n

Caspase 9 wird in der Lunge bereits auf einem hohesau exprimiert, das in etwa dem der
Gapdh entspricht. Die Expression steigt am Tag dhnetwas an féllt dann aber ab und
erreicht am Tag 4 ein Minimum, das nur noch einttBlrider Expression in der Lunge

ausmacht. Am Tag 3 liegen die Ergebnisse der beliesys weit auseinander, wobei ein
Wert den Ergebnissen am Tag 4 entspricht der aralsge den hdochsten Wert im Verlauf
darstellt und eine Expression auf dem 1.3-facheve&l in Relation zur Gapdh anzeigt.
Abbildung 3.1.8. zeigt den Expressionsverlauf vasgiase 9.

Abbildung 3.1.8.: Caspase 9
Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunk] 140
(LU=Lunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalys| 120 T
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array. 100

Angegeben ist der Quotient aus der gemessen| 080 3 \‘

Caspase 9

Lichtintensitat (optical density, OD) des jeweilige | 060
Gens und Gapdh. 0,40
Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (n=6 °*
gepoo:g, je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2 °*° reg | 27 | oteg | ateg
gepoolt).

Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rgri
und der Mittelwert (blau) angegeben.

‘ & Casp9Arraya ® Casp9 Arrayb —e—Casp9 MW ‘

3.1.2.7. IAP-Familie

Die Familie der IAP-(inhibitors of apoptosis) Prioe sind in der Lage Caspasen zu
inhibieren und in Signaltransduktionswege einzdgreidie das zellulare Uberleben fordern.
NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein, Birodurde auf der Suche nach dem fur die
spinale Muskelatrophie - eine erblich bedingte odagenerative Erkrankung -
verantwortlichen Gendefekt entdeckt. Mutationemimsem Gen verschlimmern den Verlauf
der Erkrankund. NAIP kann die MAP-(mitogen activated protein) Kie JNK1 aktivieren
und vermittelt Uber diesen Signalweg seine antpagischen Wirkungefl. Es wurden 6
murine Homologe zu humanem NAIP entd&tkvon denen zwei in diesem Experiment
nachgewiesen werden konnten: NAIP 1 (Bircla) undMNa (Bircle).

Eine Expression von NAIP 1 und 5 konnte nur am Jauf einem niedrigen Niveau, dem
0,07- bzw. 0,06- fachen Expressionsniveau der Gapdéprechend, nachgewiesen werden.
NAIP 5 wird auch in den Lungen vor der Tumorze#ktjon auf einem Niveau exprimiert,
das ein Zehntel dessen der Gapdh ausmacht. DieegSipn von NAIP 1 und 5 ist in
Abbildung 3.1.9. wiedergegeben.
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a: NAIP 1 b: NAIP 5
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Abbildung 3.1.9.: IAP Familie

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpuiikténlunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalyse
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array.

Angegeben ist der Quotient aus der gemesseneniritemsitat (optical density, OD) des jeweiligen Gamd
Gapdh.

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (nge€hoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2,c3dt).

Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.nyriind der Mittelwert (blau) angegeben.

a: NAIP 1, b: NAIP 5

3.1.2.8. CARD-Familie: Nop 30like

Zur CARD-Familie zahlen Proteine, die eine ,caspaseruitment domain“ (CARD)
aufweisen. Proteinkontakte, die Gber eine CARD-CARf@raktion vermittelt werden, haben
eine wichtige Funktion fUr die Regulation der Akt von Caspasen. Als einziges Gen
dieser Familie wurde in diesem Experiment Nop 88-l(Nucleolar Protein of 30 kDa)
exprimiert. Nop 30-like wird auch als ARC (Apoptesepressor with CARD) bezeichnet.
ARC kann durch direkte Interaktion mit den Caspazemd -8 die Apoptose inhibieréh

Nop 30-like wird in den Lungen auf einem Niveau mexyert, das ein Funftel von dem des
Housekeeping-Gens betragt. Die Expression sinktagnl leicht und am Tag 2 so stark, dass
sie nicht mehr nachweisbar ist. Am Tag 3 erfolgt Expressionsanstieg auf Werte, die das
Ausgangsniveau Ubertreffen und in etwa einem Miatés Expressionsniveaus der Gapdh
entsprechen. Am Tag 4 findet sich ein minimalesi®en der Expression. Der Verlauf der
Expression ist in Abbildung 3.1.10. dargestellt.

Abbildung 3.1.10.: CARD Familie: Nop 30-like

. -lik
Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunk{ Hopao-iike

0,40
(LU=Lunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalys( o3s

apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array. poe H
Angegeben ist der Quotient aus der gemessen| oz @
Lichtintensitat (optical density, OD) des jeweilige | 0% e ]

Gens und Gapdh. 83%
Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (n=6 o000 AW

gepoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2 tu tTeg  2Tag  3Tag  4Tag
gep00|t). & Nop30-likeArraya ® Nop30-like Array b
Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rgrii —®—Nop30-ikeMW

und der Mittelwert (blau) angegeben.

3.1.2.9. p53 und Atm Signalweg

Der p53 Signalweg ist ein wichtiger Mechanismus der zellularen Reaktion auf
Schéadigungen der DNA. p53 kann die Transkriptiogleri Gene aktivieren, die an DNA-
Reparatur Mechanismen, der Steuerung des Zellzylhes der Regulation der Apoptose
beteiligt sind. Somit spielt der p53 Signalweg eiviehtige Rolle fiir die Uberwachung der
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Zellteilung und die Stabilitat des Genoms. Eine |x48l humaner Tumore weist eine
Mutation im Tumursupressorgen p53 auf, die einerluge oder Defekt der Funktion nach
sich ziehef?.

Gene des p53 Signalweges, die in diesem Experimgrimiert wurden, sind Atm (ataxia-
teleangiectasia mutated), Mdm2 und Gadd45a (grewtst and DNA damage induced-45).
Die Protein-Kinase Atm wird als Reaktion auf Dopgpelngbriche der DNA auto-
phosphoriliert und ist dann in der Lage p53 zu phosylieren und damit seine Aktivitat als
Transkriptionsfaktor zu steigern. Atm stabilisiatich das p53 Protein, das unter normalen
Bedingungen nur eine sehr kurze Halbwertszeit fiestdm2 inhibiert die Funktionen von
p53 durch die Bindung dieses Proteins und fungieithzeitig als Ubiquitin-Ligase, die p53
fiir die Degradation in Proteasomen markiert. AtmrkdMdm2 inaktiviereff. Gadd45a kann
durch Interaktion mit Regulatoren des Zellzyklue dfellteilung hemmen und durch
Aktivierung anti-proliferativer MAP-Kinasen die Aptose fordern. Die Transkription von
Gadd45a wird unter dem Einfluss von p53 gestelyert

Atm wird in der Lunge auf einem hohen Niveau — tigsfache des Expressionsniveaus der
Gapdh — exprimiert. Es findet sich ein leichtes iAken der Expression bis zum Tag 2, an
dem das Niveau nur noch das 0,8 fache von dem dasdKeeping-Gens betrdgt. Am Tag 3
zeigt sich ein Anstieg auf Werte knapp unter densgamngsniveau, wahrend die Expression
am Tag 4 stark abfallt auf ein Niveau, das nur nughnHalfte dessen der Gapdh entspricht.
Die Expression von Mdm 2 in den Lungen vor der Twrabinjektion macht das 0,15-fache
in Relation zum Expressionsnivau des Housekeepmmgs@us. Die Expression fallt und ist
am Tag 1 nicht nachweisbar steigt aber am Tag #ewxian und erreicht hier das doppelte
Expressionsniveau des Ausgangswertes. Am Tag Rjeeim Absinken auf Werte, die knapp
unter einem Zehntel des Expressionsniveaus derGlaggken. Mit einem Anstieg am Tag 4
wird das Ausgangsniveau wieder erreicht.

Gadd45a wird in den Lungen auf einem Niveau exmitmdas ca. einem Zehntel dessen der
Gapdh entspricht. An den Tagen 1,2 und 3 ist k&add45a Expression nachweisbar. Am
Tag 4 divergieren die Ergebnisse der beiden Arnagbei der eine eine dem Ausgangsniveau
vergleichbare Expression anzeigt, wahrend bei detheran die Expression mit einem Niveau
nur knapp unter dem des Hosekeeping-Gens vergiegtbs hoch angegeben wird. In
Abbildung 3.1.11. sind die zugehdrigen Graphen musangefasst.
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Abbildung 3.1.11.: p53 und Atm Signalweg

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunk{ ¢ caddasa

0,90

(LU=Lunge ohne Tumorzellen); Expressionsanalys{ ogo .2
apoptoserelevanter Gene mit c-DNA-Array. 0.70 1

Angegeben ist der Quotient aus der gemessen| °%
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Gens und Gapdh. 0,30

Je 1 Array zu LU (n=7, gepoolt) und am Tag 1 (n=6 00’,218 | e A
gepoolt), je 2 Arrays am Tag 2,3 und 4 (je n=2| o000 e ° o
gepoolt). LU 1Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag

& Gadd45aArraya B Gadd45aArray b —e—Gadd45aMW

Am Tag 2,3 und 4 sind die Einzelwerte (rot bzw.rgru
und der Mittelwert (blau) angegeben.
a: Atm, b: Mdm 2, c: Gadd 45 a

Die Untersuchungen zur Apoptose zeigen die Regulaginer Vielzahl von Genen im
Verlauf der Metastasierung. Eine zusammenfasseetfadhtung findet sich weiter unten im
Kapitel 4.2.1.2.10. der Diskussion.

3.1.3. Immunabwehr

Neben der Apoptose ist ein wichtiger Mechanismugs dem initialen Verlust von
Tumorzellen in der Lunge beitragen kann die Aktivieg der gegen den Tumor gerichteten
Immunabwehr. Dabei ist dieser Weg eng mit der Apsgtverbunden, da Zellen des
Immunsystems in der Lage sind in Tumorzellen Apsetozu induzieren. Zur
Charakterisierung von Vorgangen der gegen den Tgmachteten Immunabwehr wurde die
Expression von Fas, Fas-Ligand und TRANCE mithitfer RT-PCR untersucht. Die
vorliegenden Experimente geben Aufschlul3 Uber diRNA-Expression der untersuchten
Gene in Relation zur mRNA-Expression von Glycedealyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), die als Enzym der Glykolyse in allen Karpallen konstitutiv exprimiert wird.
Die gemessene Lichtintensitat korreliert mit denvediu der mRNA Expression. Zu jedem
Zeitpunkt wurden jeweils drei Tiere untersucht.

3.1.3.1. Fas

Die Expression von Fas nimmt Uber den gesamteralMiedes Experimentes kontinuierlich

ab. Dabei ist die Spannweite der Verdnderung gkofdTag 2 betragt das Expressionsniveau
das 1,2-fache dessen der GAPDH, wahrend sich an8 Tiagdseiner der untersuchten Lungen
Fas-mRNA nachweisen liel3. Auch am Tag 6 wurde Ras in einer der drei untersuchten

Lungen exprimiert, wodurch sich ein statistiscm#iganter Riickgang der Expression ergibt
(p=0,05). Abbildung 3.1.12. zeigt den Verlauf dasHfExpression.
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Abbildung 3.1.12.: Expressionsverlauf von Fas

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenernintemsitat (optical density, OD) von Fas und Gapdh.
(Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standardattweig; n=3; Anzahl der PCR-Zyklen: 40)

Statistische Signifikanz bekf,05; Tag 6 gegeniiber dem Ausgangswert an Tag 2 (*)

3.1.3.2. Fas-Ligand

Fas-Ligand wird zu allen untersuchten Zeitpunkteinsghr niedrigem Niveau exprimiert. Die

im Mittel hochste Expression findet sich am TagiB8emem Expressionsniveau, das weniger
als ein Zehntel von dem des Housekeeping-Gensgbelta diesem Zeitpunkt ergeben sich
auch die hochsten Einzelwerte mit einer 0,12-Ogbhén Intensitat verglichen mit der

GAPDH. Dieser auch anhand der Einzelwerte gut naltdzighbare Expressionsansteig zeigte
jedoch keine statistische Signifikanz. Zu allent@ienkten gibt es auch Lungen, in denen
entweder keine Fas-Ligand-mRNA nachgewiesen werklennte oder in denen das

Expressionsniveau weniger als ein Tausendstel dedese GAPDH ausmacht. Die Fas-

Ligand-Expression zu den verschiedenen Zeitpulgeim iAbbildung 3.1.13. dargestellt.
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Abbildung 3.1.13.: Expressionsverlauf von Fas-Lijan

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunkdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtiemsitat (optical density, OD) von Fas-Ligand und
Gapdh. (a: Einzelwerte; b: Mittelwerte der Einzglbnisse und Standardabweichung; n=3; Anzahl d&t-PC
Zyklen: 40)

3.1.3.3. TRANCE

Die Expression von TRANCE steigt im Verlauf des Enmentes bis einschliel3lich Tag 6
leicht an, wobei sich das Expressionsniveau inmeingativ niedrigen Bereich bei ca. einem
Zehntel dessen der GAPDH bewegt. Am Tag 8 zeidt sin Absinken der TRANCE-
Expression auf ein Niveau von nur mehr einem Zwgsiel von dem des Housekeeping-
Gens. Statistisch konnte keine signifikante Andgrdas Expressionsniveaus im Verlauf des
Experiments nachgewiesen werden. Abbildung 3.5ibt.die TRANCE-Expression wieder.
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Abbildung 3.1.14.: Expressionsverlauf von TRANCE

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenernintiemsitat (optical density, OD) von TRANCE und @hp
(a: Einzelwerte; b: Mittelwerte der Einzelergebriasd Standardabweichung; n=3; Anzahl der PCR-Zykle
30)

3.2. Die Metastasierung begunstigende Faktoren

Das Entstehen sichtbarer Metastasen an der Lungdtimine und der Anstieg der P-mel 17
Expression ab dem 4. Tag nach der Tumorzellinjektieigen, dass zu spateren Zeitpunkten
die Proliferation der Tumorzellen den initialen ¥etlust Uberwiegen muss. Aus diesem
Grund wurde zur weiteren Charakterisierung der Btaterung in dem Modell dieser Arbeit
die Expression von Genen untersucht, die einen rsgénden Einfluss auf die
Metastasierung haben kdnnen. Die Invasivitat, digrion, die Proliferation und das
Uberleben der Melanomzellen sind Vorgéange, didi@gsem Zusammenhang eine wichtige
Rolle spielen. Aus diesem Grund wurde die Expression Genen untersucht werden, die
diese Prozesse regulieren.

Die vorliegenden Experimente geben Aufschlul3 GieentRNA-Expression der untersuchten
Gene in Relation zur mRNA-Expression von Glycedealyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), die als Enzym der Glykolyse in allen Karpallen konstitutiv exprimiert wird.
Die gemessene Lichtintensitat korreliert mit denvediu der mRNA Expression. Zu jedem
Zeitpunkt wurden jeweils drei Tiere untersucht.

3.2.1. Invasivitat

Zur Untersuchung der Invasivitdt der Tumorzellenrdeu die Expression der Matrix-
Metalloproteinasen 2 und 9 sowie der Semaphoriner@h4D analysiert.

3.2.1.1. Matrix-Metalloproteinase 2

Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2) wird in den Lungan den Tagen 2,4, und 6 nach der
Tumorzellinjektion auf einem nahezu gleichbleibenddiveau exprimiert, das in etwa dem

halben Expressionsniveau des Housekeeping-Gengriehts Dabei erschwert die grofRe

Streubreite der Ergebnisse an den Tagen 2 und @elieteilung. Eindeutig erkennbar ist

jedoch das starke, statistisch signifikante (p=0Alisinken der MMP2-Expression am Tag 8.
Das Expressionsniveau féllt hier in Relation zu Bamuf weniger als ein Zehntel. Abbildung

3.2.1. gibt den Verlauf der MMP2-Expression wieder.
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Abbildung 3.2.1.: Expressionsverlauf von MMP 2

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunkdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenernintemsitat (optical density, OD) von MMP 2 und Ghpd

(a: Einzelwerte; b: Mittelwerte der Einzelergebriasd Standardabweichung; n=3; Anzahl der PCR-Zykle
35)

Statistische Signifikanz beip,05; Tag 8 gegenuber Tag 6 (*)

3.2.1.2. Matrix-Metalloproteinase 9

Eine mRNA-Expression von Matrix-Metalloproteinase(MMP9) konnte zu keinem der
Untersuchungszeitpunkte in den Lungen nachgewiesgden. Lediglich am Tag 6 konnte
eine Bande auf dem Agarosegel detektiert werdelerdaigs nur bei einer der drei
untersuchten Lungen. Auf eine systematische Aussgrivurde daher verzichtet. Abbildung
3.2.2. zeigt das entsprechende Agarosegel.

Abbildung 3.2.2.: Agarosegel der PCR fir MMP 9

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpurmkeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥t&ktion.(Anzahl der PCR-Zyklen: 35).

Es ist nur 1 Bande bei einem Tier am Tag 6 erkemnba

3.2.1.3. Semaphorin 3A

Semaphorin 3A wird an den Tagen 2 und 4 auf nalgleichem und hohem Niveau
exprimiert, das dem doppelten ExpressionsniveauHbesekeeping-Gens entspricht und an
den Tagen 6 und 8 minimal abfallt. Am Tag 8 finsieh in einer der untersuchten Lungen ein
sehr starkes Signal, dessen Intensitat fast eacl3es der GAPDH betragt. Aufgrund dieses
Einzelwertes, der auch die groRBere Streuung deredaigse bedingt, bleibt das
Expressionsniveau zwischen Tag 6 und 8 im Mittelstant. Bezieht man diesen Wert in die
Betrachtungen nicht mit ein, ergibt sich ein Absinkder Semaphorin 3A-Expression
zwischen Tag 6 und 8 und damit ein kontinuierlichdsinken ab Tag 4. Der Verlauf der
Expression ist in Abbildung 3.2.3. dargestellt.
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Abbildung 3.2.3.: Expressionsverlauf von Semaph8An

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunkdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtemsitat (optical density, OD) von Semaphorin 3#d
Gapdh. (a: Einzelwerte; b: Mittelwerte der Einzglbnisse und Standardabweichung; n=3; Anzahl d&t-PC
Zyklen: 30)

3.2.1.4. Semaphorin 4D

Die Expression von Semaphorin 4D nimmt im Verla@s cExperimentes leicht zu und
erreicht am Tag 6 ihren Hohepunkt. Das Expressigaan befindet sich am Tag 2 knapp
unter und am Tag 6 knapp Uber dem der GAPDH. Am@Tias)die Streubreite aufgrund einer
Lunge mit sehr niedriger Semaphorin 4D-Expressiochh Deutlich erscheint das Absinken
der Expression am Tag 8 auf nur mehr das 0,4-fdekeExpressionsniveaus der GAPDH. In
einer der am Tag 8 entnommenen Lungen konnte 8#nephorin 4D-mRNA nachgewiesen
werden. Aufgrund der hohen Streubreite am Tag 6derdsich hieraus ergebenden Werte-
Uberschneidung konnte fiir dieses Absinken der Bsima am Tag 8 keine statistische
Signifikanz gezeigt werden. Abbildung 3.2.4. gie 8emaphorin 4D-Expression wieder.
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Abbildung 3.2.4.: Expressionsverlauf von Semaphdbn

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥t&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtemsitat (optical density, OD) von Semaphorin 4y
Gapdh. (a: Einzelwerte; b: Mittelwerte der Einzgebnisse und Standardabweichung; n=3; Anzahl d&-PC
Zyklen: 30)
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3.2.2. Proliferation

Zur Beurteilung lokaler Wachstumsvorteile in demgan wurde die Expression von HGF
und seinem Rezeptor c-met untersucht.

3.2.2.1. HGF

Hepatocyte growth factor (HGF)-mRNA konnte nur aendTagen 2 und 8 nach der
Tumorzellinjektion nachgewiesen werden. Zu beidenpfinkten fand sich unter den jeweils
drei untersuchten Lungen eine ohne und zwei midriger HGF-Expression, deren
Expressionsniveau lediglich das 0.15-0,4 facheateder GAPDH betragt. An den Tagen 4
und 6 konnte keine Expression von HGF-mRNA gefunderden. Abbildung 3.2.5. zeigt die
HGF-Expression zu den verschiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 3.2.5.: Expressionsverlauf von HGF

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunkdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenintemgitat (optical density, OD) von HGF und Gapdh.
(Einzelergebnisse; n=3; Anzahl der PCR-Zyklen: 35)

3.2.2.2. c-met

Der HGF-Rezeptor c-met wird in den metastasent@dg@enLungen Uber den gesamten
untersuchten Zeitraum auf nahezu konstantem Niegptimiert. Unter Berticksichtigung der

groBeren Streuung an den Tagen 6 und 8 lasstisieleechte Abnahme der Expression zum
Ende des beobachteten Zeitraumes erkennen. Dagdsikpnsniveau bewegt sich zwischen
dem 1,2- und 1,5- fachen Niveau der GAPDH-Expresdibe zugehorigen Graphen sind in
Abbildung 3.2.6. dargestellt.
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Abbildung 3.2.6.: Expressionsverlauf von c-met

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenerintemsitat (optical density, OD) von c-met und Gapd

(a: Einzelwerte; b: Mittelwerte der Einzelergebriasd Standardabweichung; n=3; Anzahl der PCR-Zykle
30)

3.3. Einflul? von Thrombozytenaggregationshemmern dulie
Metastasenzahl

Zu den Ursachen des initialen Tumorzellverlusteden Lungen z&hlen vermutlich Defizite
in der Adhasion am Endothel, die Schadigung durdheskrafte und Angriffe des
Immunsystems. Thrombozyten konnen gegen diese UiSs€l eine protektive Funktion
ausuiben. Aus diesem Grund kann man vermuten, dassitlale Uberleben der Tumorzellen
weiter reduziert wird, wenn die Protektion durchr@mboyten wegfallt oder vermindert ist.
Deshalb wurde in dieser Arbeit der Effekt eineritambmbozytaren Therapie auf die
Effizienz der Metastasierung untersucht. Hierzu dear die Metastasen an der
Lungenoberflache am Tag 9 nach der Tumorzellinpekgjezahlt und die Metastasenzahl von
therapierten Tieren mit derjenigen von nichtthezeten Kontrolltieren verglichen.

3.3.1. Therapie mit verschiedenen Thrombozytenagggationshemmern

Zunachst wurde an Gruppen von je 3 Tieren die Wigku verschiedener
Thrombozytenagregationshemmer untersucht. Als Heoffasder Cyclooxygenase wurde
Aspirin oral mit dem Trinkwasser verabreicht und p&sl intraperitoneal injiziert.
Clopidogrel inhibiert die ADP vermittelte Thrombaegaktivierung und wurde wie EMD
122347, das die Fibrinogenvernetzung der Thromleoeitber GP lIb/Illa blockiert, Gber eine
Magensonde gegeben. Alle Medikamente wurden bischilich Tag 4 nach der
Tumorzellinjektion verabreicht.

Die Anzahl der Metastasen an der Lugenoberflachgudpein der nichttherapierten
Kontrollgruppe im Mittel 156. Durch die Therapie triispirin konnte eine Reduktion der
Metastasenzahl um mehr als die Halfte auf einerteMiert von 72 erreicht werden. Die
Streubreite der Ergebnisse ist in der Aspirin-Grupjperdings sehr hoch und reicht von einer
Metastasenzahl von 31 bis 128. Somit ergab sichpb8il keine statistisch signifikante
Reduktion der Metastasenzahl. Unter der Therapiedspisol, das sich von Aspirin lediglich
in der Applikationsform und nicht im Wirkmechanissmwnterscheidet, konnte eine
vergleichbare Reduktion auf eine Anzahl von 70 Mtsen pro Lunge im Mittel erreicht
werden. Hier war die Streubreite mit einer Metastashl von 51 bis 90 deutlich geringer als
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in der Gruppe der Aspirin-therapierten Tiere. DiedRktion der Metastasenzahl war mit
p=0,05 statistisch signifikant.

Unter der Therapie mit Clopidogrel erreicht die Bstasenzahl am Tag 9 einen Mittelwert
von 63. Dies entspricht einer statistisch signffileen Reduktion auf ca. 40% im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Einzelergebnisse bewegen silhed zwischen 48 und 72 Metastasen je
Lunge. (p=0,05)

Die deutlichste Metastasenreduktion konnte unter Tdeerapie mit EMD 122347 erreicht
werden. Die hier beobachtete Metastasenzahl vonn2Mittel betragt weniger als ein
Sechstel der Metastasenzahl der Kontrollgruppe. Ediezelergebnisse liegen zwischen 18
und 25 Metastasen pro Lunge. (p=0,04)

Im statistischen Vergleich zeigte die Therapie END eine signifikante Reduktion im
Verhéltnis zu jedem der anderen getesteten Thhrgi@maaggregationshemmer (Aspirin:
p=0,04, Aspisol: p=0,04, Clopidogrel: p=0,04).

In Abbildung 3.3.1. sind die Auswirkungen der ustdriedlichen antithrombozytaren
Medikamente auf die Metastasenzahl graphisch dialges
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Abbildung 3.3.1.: Einflul3 verschiedener Thromborgiggregationshemmer auf die Metastasenzahl

i.v. Injektion von 2x18 B16/D5 Melanomzellen; antithrombozytire Therag&@tag 4; Entnahme der Lungen
und Zahlung der Metastasen am Tag 9; angegebdie iftetastasenzahl. (Mittelwerte und Standardatbweig;
n=3)

Statistische Signifikanz bei<0,05; Aspisol, Clopidogrel und EMD gegeniber demiollgruppe (*); EMD
gegeniber Aspirin, Aspisol, Clopidogrel (**)

3.3.2. EMD 122347 Therapie tber 5 Tage

EMD 122347 wurde wegen der groReren Effektivitat dar Metastasenreduktion im
Vergleich zu den anderen Thrombozytenaggregationstesn als Medikament fur die
weiteren Untersuchungen ausgewahlt. In diesem Hxrpat wurde die Auswirkung der
antithrombozytaren Therapie mit EMD 122347 aufMigtastasenzahl anhand einer gréf3eren
Stichprobe mit 5 Tieren tberpruft. Die Therapiekyte bis einschliel3lich Tag 4.

Die Metastasenzahl in der Kontrollgruppe war hiarVYergleich zu den Kontrolltieren des
ersten Experimentes wesentlich héher. Es wurdeMittel 381 Metastasen pro Lunge bei
den nichttherapierten Tieren gefunden. Die Einzdbvder Zahlung befanden sich zwischen
327 und 461 Metastasen. Unter der Therapie mit EIPB47 konnte die Metastasenzahl auf
258 im Mittel gesenkt werden, was einer Reduktioh 8% in Relation zur Anzahl der
Metastasen in der Kontrollgruppe entspricht. DienzE€lergebnisse der Therapie-Gruppe
weisen dabei eine relativ hohe Streubreite auf. Diedrigste ermittelte Metastasenzahl
betragt 109 die hochste 415. Insgesamt fand siclbeilteinem therapierten Tier eine hohere
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Metastasenzahl im Vergleich zur niedrigsten Metastaahl der Kontrollgruppe. Statistisch
war die Reduktion mit p=0,06 knapp nicht signifikaAbbildung 3.3.2. gibt die Ergebnisse
der Therapie mit EMD 122347 wieder.
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Abbildung 3.3.2.: Einflul3 einer Therapie mit EMD2B27 (iber 5 Tage auf die Metastasenzahl

i.v. Injektion von 2x10 B16/D5 Melanomzellen; EMD 122347 Therapie bis Badentnahme der Lungen und
Zahlung der Metastasen am Tag 9; angegeben isMdiastasenzahl. (a: Einzelwerte; b: Mittelwerte und
Standardabweichung; n=5)

3.3.3. EMD 122347 Therapie tber 9 Tage

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, iob &ngere antithrombozytédre Therapie
eine deutlichere Reduktion der Metastasenzahl lBewikann. Dazu erfolgte die Gabe von
EMD 122347 bei ansonsten gleichen Bedingungen wievorherigen Experiment bis
einschlie3lich Tag 8. Da die Lungen am Tag 9 entnem wurden, bestand also tUber den
gesamten Zeitraum des Experiments eine InhibitemTlthrombozytenfunktion.

Die Metastasenzahl der nichttherapierten Tiereugetm Mittel 330. Die Streubreite der
Einzelwerte reicht dabei von 169 bis 412, wobeh sicdrei der untersuchten Lungen Zahlen
ergaben, die bei ca. 400 Metastasen pro Lungersgte zusammenliegen. Die Z&hlung bei
den therapierten Tieren ergab mit im Mittel 159 d&thsen eine Reduktion auf weniger als
die Halfte der Metastasenzahl in der Kontrollgrupfech hier liegen die Einzelwerte relativ
weit auseinander, wobei 46 die niedrigste 264 diehbkte ermittelte Metastasenzahl ist. Es
konnte mit p=0,028 eine statistisch signifikante thdgasenreduktion erreicht werden. In
Abbildung 3.3.3. sind die zugehoérigen Graphen wigegeben.
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Abbildung 3.3.3.: Einflul3 einer Therapie mit EMD2B27 Giber 9 Tage auf die Metastasenzahl

i.v. Injektion von 2x186 B16/D5 Melanomzellen; EMD 122347 Therapie bis Badgntnahme der Lungen und
Zahlung der Metastasen am Tag 9; angegeben idtldiastasenzahl. (Mittelwerte und Standardabweichung
n=>5)

Statistische Signifikanz bekp,05; EMD gegentiber der Kontrollgruppe (*)

3.4. Einfluss von EMD 122347 auf die Genexpression

Da durch eine Inhibition der Thrombozytenaggregatite Metastasenzahl in den Lungen
nach intravendser Injektion von Tumorzellen effekgiesenkt werden konnte, wurde im
folgenden untersucht, ob unter der antithromboeytdrherapie mit EMD 122347 auch
Veranderungen der Genexpression gefunden werdenekdrund die Therapie somit auch
Einfluss auf die durch jeweiligen Gene charakterten Mechanismen besitzt. Hierzu wurde
die Expression von Genen mit wichtiger Funktionder gegen den Tumor gerichteten
Immunantwort (Fas, Fas-L, TRANCE), fur die Invatitivon Tumorzellen (MMP 2, MMP
9, Semaphorin 3A, Semaphorin 4D) und fur die loldeliferation (HGF, c-met) untersucht,
deren Expressionsverlauf bereits in den Lungentthiehapierter Tiere analysiert worden war.
Abschliel3end wurden die Verlaufskurven von nichrdibeerten Tieren mit denen der EMD
122347 behandelten Tiere verglichen.

Hierdurch ist auf der Ebene der Genexpression d@eerteilung der Wirkung einer
anthithrombozytaren Therapie auf das Uberleben)rdieunantwort, die Invasivitat und die
Expression von Wachstums und Uberlebensfaktorerichég

3.4.1. Uberleben

Das Uberleben der Tumorzellen wurde auch untefterapie mit EMD 122347 anhand der
Expression des Melanozytenmarkergens P-mel 17 sudiet. P-mel 17 wird in den Lungen

ca. eine Stunde nach der Tumorzellinjektion avémiNiveau exprimiert, das dem 0,7-fachen
dessen der Gapdh entspricht. Die Expression kd@ibTag 1 zundchst konstant — wobei hier
die grol3ere Streubreite der Ergebnisse zu beaasitenum am Tag 2 auf den niedrigsten
Wert des gesamten Verlaufes abzufallen. Am Tagndeti sich ein leichter Anstieg des

Expressionsniveaus, das am Tag 6 wieder die Ausgarte erreicht und am Tag 8 noch
weiter ansteigt. Damit ist davon auszugehen, dabsdas minimale Expressionsniveau und
damit die niedrigste Anzahl von Melanomzellen irr dange zwischen Tag 2 und Tag 4
findet.

Die Expression von P-mel 17 nimmt in Kontrolltiereand unter der Therapie mit EMD

122347 einen sehr @hnlichen Verlauf. Die Expressbiefindet sich am Tag 0 auf in etwa
gleichem Niveau, wahrend sie am Tag 1 in den LurdggrKontrolltiere bereits stark abfallt
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in den Lungen der therapierten Tiere aber kongikibt, sodass sich in der EMD-Gruppe ein
hoheres Expressionsniveau ergibt. In beiden Grupp#a die Expression am Tag 2 stark ab
und erreicht je den niedrigsten Wert im Gesamtuériaobei das Niveau der EMD-Gruppe
in etwa die Halfte im Vergleich zum Niveau der KaitGruppe betragt. Am Tag 2 ergibt
sich ein statistisch signifikant nierigeres Expi@ssniveau im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p=0,05). Am Tag 4 steigt die Expression in bei@nppen wieder an, sodass das Minimum
der P-mel 17 Expression in beiden Gruppen zwiscram 2 und Tag 4 anzusiedeln ist. Da
dieser Expressionsanstieg in der EMD Gruppe werstgk ausgepragt ist, findet sich am
Tag 4 in den Lungen der Kontrolltiere wie am Tagj2 Expressionsniveau, das in etwa dem
doppelten Expressionsniveau in den Lungen der EN#Dapierten Tiere entspricht. An den
Tagen 6 und 8 ist kein Unterschied in der Expressan P-mel 17 feststellbar. In Abbildung
3.4.1. ist der Expressionsverlauf von P-mel 17 elsteglt.
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Abbildung 3.4.1.: Expressionsverlauf von P-mel hfeu Therapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunkdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenerintemsitat (optical density, OD) von P-mel 17 unap@h.

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standargidhung, b: Vergleich mit der P-mel 17 Expressioden
Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzahl der PBRIlen: 30)

Statistische Signifikanz bekp,05; Am Tag 2, Therapiegruppe gegenuber der Kbgtuppe(*)

3.4.2. Immunabwehr

Die Expression der Gene Fas, Fas-Ligand und TRAMQEIe analysiert um den Einfluss
einer antithrombozytaren Therapie auf Vorgange degen den Tumor gerichteten
Immunabwehr zu untersuchen.

3.4.2.1. Fas

Die Expression von Fas in den Lungen der EMD-Grupgfendet sich am Tag 2 auf einem

Niveau, das ca. 90% des Expressionsniveaus derhGagtdagt. Bereits am Tag 4 fallt die

Expression sehr stark und ist nur noch in einerwtgersuchten Lungen auf einem Niveau
nachweisbar, das dem 0,4-fachen dessen der Gapsiprieint. In den anderen beiden zu

diesem Zeitpunkt untersuchten Lungen findet sictweder keine Fas-Expression oder sie
befindet sich auf einem Niveau, das nur 7 Tausehdsts Niveaus der Gapdh ausmacht. An
den Tagen 6 und 8 konnte in keiner der untersudhtegen der EMD therapierten Tiere Fas-
MRNA nachgewiesen werden.

Die Fas-Expression verlauft in den Lungen der thiersen und der nichttherapierten Tiere im

wesentlichen parallel. Dabei befindet sie sich abeter EMD-Gruppe schon am Tag 2 auf
einem deutlich niedrigeren Niveau und sinkt sctamedlb, sodass am Tag 4 bereits Werte
erreicht werden, die denen der Kontroll-Gruppe amg © vergleichbar sind. Es ergibt sich

somit ein statistisch signifikanter Riickgang des Expression in der EMD-Gruppe bereits
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am Tag 4 (p=0.05), sowie eine signifikant niedrggEas Expression im Vergleich zur Gruppe
nicht therapierter Tiere am Tag 4(p=0,05). Der ¥eilder Fas-Expression ist in Abbildung
3.4.2. wiedergegeben.
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Abbildung 3.4.2.: Expressionsverlauf von Fas ufitegrapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenerintemsitat (optical density, OD) von Fas und Gapdh.

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasg#thung, b: Vergleich mit der Fas Expression im de
Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzahl der PBRIlen: 40)

Statistische Signifikanz bei<0,05; Tag 4 gegenuber dem Ausgangswert an Tag ;2 T{ferapiegruppe
gegeniber der Kontrollgruppe am Tag 4 (**)

3.4.2.2. Fas-Ligand

Fas-Ligand wird an den Tagen 2, 6 und 8 in den eander EMD-Gruppe auf einem sehr
niedrigen Niveau exprimiert, das sich zwischen de& und 0,3-fachen Expressionsniveau
der Gapdh befindet. Zu jedem dieser Zeitpunktetiexen auch Lungen , in denen keine Fas-
Ligand-Expression nachgewiesen werden konnte. A 4l ateigt die Expression von Fas-
Ligand allerdings deutlich an und erreicht ein Nivedas mehr als das 4-fache in Relation zu
den Ubrigen Zeitpunkten betréagt. Dieser Expressiastieg an Tag 4 erreicht auch statistische
Signifikanz im Vergleich zum Expressionsniveau @age 2 und 6 (je p=0,05).

Dieses Expressionsmaximum am Tag 4 unterscheidét die Verlaufe in der Kontroll- und
EMD-Gruppe am deutlichsten. Die Expression von [Egand befindet sich an den Tagen 2
und 6 in beiden Gruppen auf vergleichbar niedrigdimeau. Der Expressionsanstieg am Tag
2 findet sich allerdings nur in der EMD-Gruppe, assl das Niveau hier Werte erreicht, die
mehr als das 4-fache im Vergleich zu denjenigenkaertroll-Gruppe zu diesem Zeitpunkt
betragen. Dieser Unterschied zeigte sich mit p3@dbch nicht statistisch signifikant. Die
Expression von Fas-Ligand zu den verschiedenenpuiditen ist in Abbildung 3.4.3.
dargestellt.
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Abbildung 3.4.3.: Expressionsverlauf von Fas-Liganter Therapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemesseneniritietsitat (optical density, OD) von Fas-Ligand und
Gapdh.

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasgéthung, b: Vergleich mit der Fas-Ligand Expressio
den Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; AnzahlIER-Zyklen: 40)

Statistische Signifikanz bekf,05; Tag 4 gegenliber dem Ausgangswert an Tag gegpehiber Tag 6 (*)

3.4.2.3. TRANCE

Die Expression von TRANCE bewegt sich im Verlaug dexperimentes in den Lungen der
antithrombozytar behandelten Tiere auf einem reladrigem Niveau zwischen dem 0,08-
und 0,1-fachen dessen der Gapdh. Am Tag 4 findbtesn leichter Anstieg auf den héchsten
Wert im Verlauf, wéhrend das Absinken der Exprassemm Tag 8 wieder zu den
Ausgangswerten zurickfihrt.

Die TRANCE-Expression in der EMD-Gruppe ist dergam der Kontroll-Gruppe sowohl
was den Verlauf als auch was das Expressionsnivetifft sehr ahnlich. Es konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede weder inalirides Expressionsverlaufs noch zwischen
Kontroll- und Therapie-Gruppe ermittelt werden. ABbng 3.4.4. gibt den Verlauf der
TRANCE Expression wieder
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Abbildung 3.4.4.: Expressionsverlauf von TRANCEarrifherapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥t&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenernitemsitat (optical density, OD) von TRANCE und @hp

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasgathung, b: Vergleich mit der TRANCE Expressiordan
Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzahl der PBRIlen: 30)
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3.4.3. Invasivitat

Zur Untersuchung der Invasivitat der Tumorzelleteureiner antithrombozytaren Therapie
wurde die Expression der Matrix-Metalloproteinaemnd 9 sowie der Semaphorine 3A und
4D analysiert.

3.4.3.1. Matrix-Metalloproteinase 2

MMP 2 wird in den Lungen der therapierten Tiere dan Tagen 2 und 4 auf nahezu
gleichbleibendem Niveau exprimiert, das etwas Utbem halben Expressionsniveau des
Housekeeping-Gens liegt. Am Tag 6 féallt die Expi@sstark auf ein Niveau, das nur wenig
mehr als das 0,1-fache des Niveaus der Gapdh bheDégses Absinken ist mit p=0,05
statistisch signifikant. Am Tag 8 sinkt die MMP Rgtession noch einmal minimal ab.

Im Vergleich zu den nichttherapierten Tieren iss MMP 2 Expression bei den Tieren der
EMD-Gruppe zunachst etwas hdher und steigt in Ipe@ieippen zwischen Tag 2 und Tag 4
leicht an. Ein wesentlicher Unterschied findet saoh Tag 6, weil hier die MMP 2 Expression
in den Lungen der EMD-therapierten Tiere bereits séark absinkt, wahrend in den Lungen
der nichttherapierten Tiere ein erneuter leichtasteg zu verzeichnen ist. Dadurch betragt
das Expressionsniveau von MMP 2 in der Kontrollgeiga. das 4-fache dessen der EMD-
Gruppe. Am Tag 8 findet sich auch in den Lungen mlehttherapierten Tiere ein starkes
Absinken der MMP 2 Expression die dabei noch udésr Niveau der EMD-Gruppe fallt. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Gruesteht also darin, dass die MMP 2
Expression in der Kontroll-Gruppe am Tag 8 starkalth wahrend unter der Therapie mit
EMD dieses Absinken bereits am Tag 6 zu beobacisterin Abbildung 3.4.5. sind die
Verlaufe zusammengefasst.
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Abbildung 3.4.5.: Expressionsverlauf von MMP 2 urftberapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenernintesitat (optical density, OD) von MMP 2 und Ghpd

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasg&thung, b: Vergleich mit der MMP 2 Expressiondien
Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzahl der PBRlen: 35)

Statistische Signifikanz bekp,05; Tag 6 gegenuber Tag 4 (*)

3.4.3.2. Matrix-Metalloproteinase 9

Unter der Therapie mit EMD konnte zu keinem deretschten Zeitpunkte eine Expression
von MMP 9 nachgewiesen werden.
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3.4.3.3. Semaphorin 3A

Die Expression von Semaphorin 3A bleibt an den ma&yet und 6 auf einem konstant hohen
Niveau, das sich zwischen dem 1,5- und dem 1,7efadessen der Gapdh bewegt. Am Tag 8
zeigt sich ein deutliches Absinken der Expressiom @. die Halfte des Niveaus der
vorherigen Tage. Dieser Ruckgang des Expressiossuss ist mit p=0,05 statistisch
signifikant.

Die Semaphorin 3A-Expression befindet sich auchdém Lungen der Kontrolltiere auf
konstant hohem Niveau, das noch Uber dem der EMIpy&r liegt. Am Tag 6 fallt die
Expression in der Kontroll-Gruppe leicht, sodass diasem Zeitpunkt, bei konstanter
Expression in der EMD-Gruppe, in beiden Gruppen glagche Expressionsniveau besteht.
Das Absinken der Expression in den Lungen der fherzn Tiere am Tag 8 hat zur Folge,
dass das Expressionsniveau in der EMD-Gruppe ncin A8% dessen der Kontroll-Gruppe
betragt, in der die Expression zu diesem Zeitplokistant bleibt. Unter Punkt 3.2.1.3 wurde
bereits der Expressionsverlauf der Kontroll-Grugg® Nichtberlicksichtigung eines sehr
hohen Einzelwertes am Tag 8 besprochen. Die siclrgebende Verlaufskurve wéare dem
Verlauf in der EMD-Gruppe ahnlicher und befandehsauf einem geringfligig hoheren
Expressionsniveau. Auch unter diesen Vorraussetrueggabe sich jedoch ein deutlicheres
Absinken der Semaphorin 3A-Expression am Tag 8en EMD-Gruppe. Auch statistisch
ergibt sich ein signifikant niedrigeres Expressiomeau am Tag 8 im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,05). Der Verlauf der Semaph@aExpression ist in Abbildung 3.4.6.
dargestellt.
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Abbildung 3.4.6.: Expressionsverlauf von Semaph8Arunter Therapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtemsitat (optical density, OD) von Semaphorin 3#d
Gapdh.

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasg#thung, b: Vergleich mit der Semaphorin 3A Expres

in den Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzddi PCR-Zyklen: 30)

Statistische Signifikanz bei,05; Tag 8 gegeniber Tag 6 (*); Therapiegruppeegéger der Kontrollgruppe
am Tag 8 (**)

3.4.3.4. Semaphorin 4D

Semaphorin 4D wird in den Lungen der therapiertégréTam Tag 2 auf einem Niveau
exprimiert, das dem der Gapdh entspricht. Die Esgpom nimmt tUber den Zeitraum des
Experimentes kontinuierlich ab und ist am Tag 8 mach in einer der untersuchten Lungen
nachweisbar — und auch hier auf einem minimalere&l, das nur noch 3 Tausendstel des
Expressionsniveaus der Gapdh betragt. Am Tagdiasbtreubreite aufgrund einer Lunge mit
vergleichsweise hoher Expression hoch.
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In den Lungen der nichttherapierten Tiere beginatemaphorin 4D-Expression auf einem
etwas niedrigeren Niveau als in der EMD-Gruppeigstaber an den Tagen 4 und 6 und
erreicht so am Tag 6 ein Niveau, das ca. 65% uber der EMD-Gruppe liegt. In beiden
Gruppen ist die Streubreite der Ergebnisse am Tsgh6 hoch (siehe Punkt 3.2.1.4.), wobei
in dies in der Kontroll-Gruppe durch einen verghsiweise sehr niedrigen und in der EMD-
Gruppe durch einen vergleichsweise sehr hohen Eiere bedingt ist, sodass sich bei
Nichtberucksichtigung dieser Extremwerte eine ndebtlichere Diskrepanz der Semaphorin
4D-Expression am Tag 6 ergadbe. In beiden Gruppei die Expression am Tag 8 stark ab,
wobei dieses Absinken in der EMD-Gruppe noch delutitarker ausgepragt ist. In der EMD-
Gruppe zeigte sich dieser Expressionsrickgang interschied zur Kontroll-Gruppe
statistisch signifikant (p=0,05). Abbildung 3.4.Zeigt den Verlauf der Semaphorin 4D-
Expression.
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Abbildung 3.4.7.: Expressionsverlauf von Semaphdbnunter Therapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpunkdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenenirtemsitat (optical density, OD) von Semaphorin 4y
Gapdh.

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasg#thung, b: Vergleich mit der Semaphorin 4D Expi@s

in den Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzddl PCR-Zyklen: 30)

Statistische Signifikanz bekp,05; Tag 8 gegenuber Tag 6 (*)

3.4.4. Proliferation

Zur Beurteilung der Wirkung einer Therapie mit EMR2347 auf lokale Wachstumsvorteile
in den Lungen wurde die Expression von HGF undeseiRezeptor c-met untersucht.

3.4.4.1. HGF

Eine m-RNA-Expression von Hepatocyte growth fa¢tdGF) konnte unter der Therapie mit
EMD nur am Tag 6 und hier nur in einer der untelnsere Lungen nachgewiesen werden. Die
Expression in dieser Lunge befand sich allerdingseesnem hohen Niveau, das dem 1,3-
achen Expressionsniveau des Housekeeping-Gensiehtsp

Die Unterschiede zu den nichttherapierten Tierer silamit sehr deutlich, da dort eine
Expression von HGF nur an den Tagen 2 und 8 nadegewwerden konnnte, an denen HGF
in der EMD-Gruppe nicht exprimiert wird. Am Tag 6nfegen fand sich in keiner der
Lungen der nichttherapierten Tiere HGF-mRNA, wabren diesem Zeitpunkt zumindest in
einer der Lungen der EMD-Gruppe eine relativ hoh@&FHEXpression anzutreffen ist.
Abbildung 3.4.8. zeigt die HGF-Expression zu dersekiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 3.4.8.: Expressionsverlauf von HGF uriteerapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenerintemgitat (optical density, OD) von HGF und Gapdh.

(a: Einzelergebnisse; b: zum Vergleich die Einggbnisse in den Lungen nichttherapierter Tiere3; @anzahl
der PCR-Zyklen: 35)

3.4.4.2. c-met

Die Expression des HGF-Rezeptors c-met féallt in damgen der antithrombozytér
behandelten Tiere tber den gesamten Untersuchutrgere kontinuierlich ab. Sie befindet
sich am Tag 2 auf einem Niveau, das dem 1,4-factemsen der Gapdh entspricht, und
erreicht am Tag 8 das ca. 0,3-fache Expressionsnider Gapdh, was etwas mehr als einem
Funftel des Ausgangsniveaus entspricht. Das Absimlex Expression am Tag 8 gegenuber
Tag 2 ist statistisch signifikant (p=0,05).

Dieser Expressionsverlauf unterscheidet sich vom der Kontroll-Gruppe stark. Die
Expression befindet sich in beiden Gruppen am Tagf2dem gleichen Niveau. Wahrend
jedoch in der EMD-Gruppe ein kontinuierliches Alkgin zu beobachten ist, findet sich in
den Lungen der Kontrolltiere eine nahezu konst&ixgression von c-met. Dadurch betragt
das Expressionsniveau in den Lungen der EMD-Grgopelag 8 lediglich noch ein Viertel
dessen der Kontroll-Gruppe. Abbildung 3.4.9. gieh &Verlauf der c-met Expression wieder.
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Abbildung 3.4.9.: Expressionsverlauf von c-met uiiteerapie mit EMD 122347

Entnahme der Lungen zu den angegebenen Zeitpumdeh Tumorzellinjektion; RT-PCR; Agarosegel-
elektrophorese; Farbung mit Ethidiumbromid und U¥té&ktion.

Angegeben ist der Quotient aus der gemessenerintemsitat (optical density, OD) von c-met und Gapd

(a: Mittelwerte der Einzelergebnisse und Standasg#thung, b: Vergleich mit der c-met Expressiondanm
Lungen nichttherapierter Tiere; n=3; Anzahl der PBRIlen: 30)

Statistische Signifikanz bekf,05; Tag 8 gegeniiber dem Ausgangswert an Tag 2 (*)
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Methoden
4.1.1. Modell

In dieser Arbeit wurde der Expressionsverlauf ntatsrungs- und apoptose-relevanter Gene
sowie der Einfluss einer antithrombozytaren Thexapif Metastasenzahl und Genexpression
bei der pulmonalen Melanommetastasierung untersucht

Die Metastasierung stellt einen komplexen Prozessid dem die Tumorzellen in mehreren
Schritten (Invasion, Intravasation, Transport inr ddutbahn, Adharenz, Extravasation,
Proliferation) mit einer Vielzahl unterschiedlicheFaktoren (umgebendes Stroma,
Immunzellen, Endothel, Gerinnung) interagieren. Aissem Grund kbnnen die Vorgange
und Veranderungen im Rahmen der Metastasierunderdegise anhand eines Tiermodells
untersucht werden.

In dem dieser Arbeit zugrundeliegenden Modell flltie Injektion von B16/D5
Melanomzellen in die Schwanzvene von C57/BL6 M&augam Wachstum pulmonaler
Metastasen. Dieses Modell wurde 1970 von IsaialeFierstmals charakterisi€ttund hat
sich seitdem international etabliert und zum ditaieren Verstandnis vieler Aspekte der
Metastasierung beigetradén

Die B16 Melanomzellen leiten sich von einem in ei@&7/BL6 Maus spontan entstandenen
Tumor aB’. Durch wiederholte intravendse Injektion und Kuiliiung der aus
Lungenmetastasen isolierten Melanomzellen konreeZdilinie B16/F10 gewonnen werden,
die sich durch ein besonders hohes Metastasierateggfal bei Injektion in die Schwanzvene
auszeichn&f. zZur weiteren Selektion einer Zellinie mit gesestgr Invasivitit wurden
B16/F10 Melanomzellen in isolierte Blasen von CA@8B/ausen eingebracht und die Zellen,
die die Blasenwand durchwandert hatten, kultiviBie so gewonnene Zellinie wurde als
B16/F10/BL6 bezeichn& Bei der in dieser Arbeit verwendeten Zellinie E15 handelt es
sich um einen Subklon der B16/F10/BL6.

Die Injektion von Tumorzellen in die Blutbahn mird Ziel der Bildung von Metastasen in
nachfolgenden Kapillargebieten wird als experiméggeMetastasierungsmodell bezeichnet.
Von Nachteil hierbei ist, dass frihe Phasen deabtasierung wie z.B. Gewebeinvasion und
Intravasation nicht beriicksichtigt sind. Der Vdrteesteht darin, dass der genaue Zeitpunkt
der Injektion bekannt ist und damit der zeitlichédosfand der Untersuchungen zur
Intravasation angegeben werden K&ntm Hinblick auf die Zielsetzung, die Genexpressio
in einem zeitlichen Verlauf zu analysieren, ersehdies besonders wichtig.

Da die B16/D5 Tumorzellen sich von einem Melanorteiéén, das in einer C57/BL6 Maus
entstanden ist, handelt es sich bei der Injektimsed Zellen in C57/BL6 Mause um ein
syngenes Modell, bei dem Tumorzellen und Versuetestiler gleichen Spezies angehéren.
Im Gegensatz zu xenogenen Modellen, deren Zielusheersuchung humaner Tumore in
Tiermodellen ist, missen die Versuchstiere in sgegeModellen nicht immunsuppressiv
behandelt werden. Hierdurch wird auch der weitrende Einfluss, den das Immunsystem auf
die Prozesse der Tumorprogression und Metastasjdesitzt, nicht verzerft Da in dieser
Arbeit auch die gegen den Tumor gerichteten Immtynam untersucht wurde, erscheint die
Wabhl eines Modells, in dem keine immunsuppressiverdpie bendtigt wird, sinnvoll.

4.1.2. Quantifizierung der Metastasen

Ein weiterer Vorteil dieses Modells liegt in der ieinpigmentierung der Tumorzellen und
damit der guten Sichtbarkeit der Metastasen arLdegenoberflache. Dies ermoglicht eine
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einfache Methode zur Beurteilung der Metastasieinngjesem Modell. Durch die Zahlung
der oberflachlichen Metastasen der Vorder- und Beitk der linken Lunge lasst sich das
Ausmald der Metastasierung quantifizieren. Ein \@cl dieser Methode mit anderen
Indikatoren fir die Metastasierungsintensitat wiB. Blutbildverdnderungen, Gewicht und
Melaningehalt der Lunge zeigte, dass die Zahlunmg\vtitastasen fur einen Zeitraum von bis
zu 14 Tagen nach der Tumorzellinjektion eine gutear@ifizierungsmethode darstellt. Zu
spateren Zeitpunkten verliert sie an Genauigkegnnv durch die gréRere Ausdehnung
einzelne Metastasen fusionietenDa die Zahlungen in dieser Arbeit am Tag 10 gtém,
stellte die Fusion von Metastasen kein Problem AlarNachteil bleibt zu erwahnen, dass die
GroRRe der einzelnen Metastasen so nicht in die Bang eingeht.

4.1.3. Eingesetzte Medikamente

In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer antithbmaytdren Therapie auf die Metastasierung
und die Genexpression in metastasentragenden Luagemsucht. Als Medikamente zur
Hemmung der Thrombozytenaggregation stehen in relstde drei Substanzklassen -
Cyclooxygenaseinhibitoren, ADP-Rezeptor Antagomisiad GP lIb/llla Antagonisten - zur
Verfliigung.

Acetylsalicylsdure inaktiviert das Enzym Cyklooeygse-1 irreversibel durch Acetylierung
der Hydroxylgruppe der Aminosdure Serin 529, undniné so die Entstehung des
Thrombozytenaktivators Thromboxan Aus Arachidonséaute

Der ADP-Rezeptor Py inhibiert Gber die Koppelung an inhibitorische @fine die
Adenylatcyclase und so die Bildung von cAMP, einerohtigen intrazellularen Hemmstoff
der Thrombozytenaktivierung. Die Stimulation von iPYst entscheidend fur die volle
Aktivierung des GP lIb/llla. Clopidogrel bindet ewersibel an PY¥% und verhindert so die
ADP induzierte Aktivierung des GP lIb/llla, die Fibogenbindung und die
Thrombozytenaggregatidh

Die Bindung von Fibrinogen an aktiviertes GP ll&llist unabhangig vom auslésenden
Stimulus der letzte Schritt der zur Thrombozytemaggtion fihrt. Die Blockade dieses
Rezeptors stellt damit eine sehr effiziente Mod@h zur Thrombozyten-
aggregationshemmung darMan unterscheidet bei den GP lIb/llla Antagonismvischen
monoklonalen Antikorpern, synthetischen Peptidelre BGD-Sequenzen enthalten, und
Nicht-Peptid-Substanzen, die die Struktur der RGgtenz imitieren. Der in dieser Arbeit
verwendete GP lIb/llla Antagonist EMD 122347 gehzint letzteren Gruppe. Ein Problem
der GP lIb/llla Antagonisten ist, dass viele dieSeibstanzen bei ihrer Bindung an den
Rezeptor wie Fibrinogen eine Konformationsanderuagslosen und die Freilegung
ligandeninduzierter Bindungsstellen (LIBS) bewirkeinnen. Die Induktion von LIBS hat
zur Folge, dass GP lIb/llla sich nach der Dissammates Antagonisten in einem aktivierten
Zustand befindet, sodass sich ein proaggregatersdteileffekt ergibt. EMD 122347
induziert am GP lIb/Illa keine LIB%,

4.1.4. Genanalytik

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression versobmst Gene in den Lungen nach der
Injektion der Tumorzellen zu analysieren. Die Ustehungen zur Genexpression wurden
mithilfe der RT-PCR und cDNA Arrays durchgefthrt.

4.1.4.1. RT-PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chaactren, PCR) wurde 1985 von Kary
Mullis entwickelt und erstmals beschrieben und $iah seitdem als eine der wichtigsten
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Methoden in der Molekularbiologie etabliert. Mulliaurde 1993 der Nobelpreis fir Chemie
fiir diese Entdeckung verlieh#n

Die PCR ist ein Verfahren mit dessen Hilfe durckayamatische in vitro Synthese Millionen
von Kopien eines spezifischen DNA Segments gewonmerden kénnen. Die Reaktion
basiert darauf, dass zwei sequenzspezifische Brolfeedie Zielregion flankieren, an DNA
binden (Annealing) und so die Synthese komplementaNA initieren. Man unterscheidet
den Forward-Primer, der den Beginn der ZielsequemzHauptstrang erkennt, und den
Reward-Primer, der an das Ende der Zielsequenzoimplementaren Strang binden kann.
Durch Zugabe des Enzyms DNA-Polymerase und von édtiklbausteinen wird am
jeweiligen 3’-Ende der Primer zur Ursprungs-DNA Kkmementdre DNA synthetisiert
(Elongation). Um das Annealing der Primer zu ernobgin muss im ersten Schritt die DNA
durch Erhitzen denaturiert werden, so dass sie imzekstrangiger Form vorliegt. Die
Reaktionsfolge aus Denaturation, Annealing und gdion reprasentiert einen Zyklus der
Kettenreaktion. Da die in einem Zyklus synthetiger DNA-Strdnge im nachsten Zyklus
erneut als Vorlage fir die DNA-Synthese dienenib¢igich eine exponentielle Amplifikation
des DNA-Abschnitts in der Ursprungs-DNA, der zwisshden beiden Primern li€gt In
Abbildung 4.1. ist die Reaktionsfolge der PCR schisch dargestellt.
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Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung der Reakfiolge der PCR:

Durch erhitzen wird die DNA denaturiert und so damealing der Primer ermdglicht. Nach Zugabe vonADN
Polymerase erfolgt die Synthese zur Zielsequenzpkemmentarer DNA (Elongation). In jedem Zyklus egfol
eine Verdopplung der Zielsequenz (im exponentieBeneich der Reaktion; siehe Text). Dargestelltl amvei
komplette Zyklen. Zielsequenz: rot; Primer: blau

Die Expression eines Gens beginnt mit der Synthesees zur DNA des Gens

komplementdren RNA-Stranges. Dieser Vorgang wisl Blanskription bezeichnet. Das
primare Transkript wird durch posttranskriptionalodifikation in die biologisch aktive
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Form Uberfuhrt. Durch Anheftung einer Cap-GruppeZinde und eines Poly-A-Endes am
3’-Ende sowie der Entfernung der Introns entsteasd#énger-RNA (mMRNA), die in Form von
Basentripletts die Aminosauresequenz der Protedager. Die Expression dieser mRNA
wurde in dieser Arbeit untersucht.

Fur die Analyse von RNA mithilfe der PCR muss did/Rin komplementare DNA (cDNA)
umgewandelt werden, da nur DNA-Molekile in der P&@Rplifiziert werden kdnnen. Dieser
Vorgang wird als reverse Transkription (RT) bezasthund durch das Enzym reverse
Transkriptase katalysiert. Zur Synthese der zur Rdgfmplementaren cDNA wurde in dieser
Arbeit ein Poly-T-Primer verwendet. Hierdurch ethd&an cDNA, die zur mRNA
komplementér ist, da diese im Unterschied zu amdeRNA-Formen nach der
posttranskriptionalen Modifikation ein Poly-A-Endafweist. Die Synthese von cDNA in der
RT-Reaktion und nachfolgende Untersuchung mittetsSRCR wird als RT-PCR bezeichnet.
Die Quantifizierung von Nukleinsauren ist eine dielen Mdglichkeiten, die der Einsatz von
PCR-Untersuchungen bietet. Die PCR hat sich dalegjemjiber einer Reihe anderer
Verfahren vor allem im Hinblick auf Sensitivitat dirSpezifitat als tberlegen erwiedén
Entscheidend fir die quantitative Aussagekraft B@R ist, die Beriicksichtigung ihrer
Reaktionskinetik. Zu Beginn wird in jedem ZyklusedDNA der Zielsequenz verdoppelt.
Diese exponentielle Vermehrung der amplifizerten ADRIrfolgt allerdings nur fir eine
begrenzte Anzahl von Zyklen. Aufgrund verschiedeRaktoren wie z.B. Substratsattigung
der DNA-Polymerase, inkompletter Denaturierung D&IA-Strange oder dem Reannealing
neu synthetisierter DNA an die Ursprungs-DNA nindrg Effektivitat der Amplifikation ab
und die Reaktion erreicht ein Plateau. Dadurch gkétProportionalitat der Menge der
amplifizierten DNA zur Menge der Zielsequenz zu Begder Reaktion verloréh Die
Anzahl der PCR-Zyklen, nach der dieses Plateauchtreird, ist abhangig von der Menge
der Zielsequenz in der Ursprungs-DNABei der Quantifizierung von DNA mithilfe der PCR
ist daher sehr genau darauf zu achten, dass disuMgsn wahrend des exponentiellen
Bereichs der Reaktion erfolgen. Hierzu wurde irséiéArbeit fiir jede Probe Messungen nach
zwei unterschiedlichen Zykluszahlen durchgefuhrturdd die Zunahme der Menge
amplifizierter DNA konnte sichergestellt werden, sslasich die Reaktion noch im
exponentiellen Bereich befand.

Fur die Variabilitat, die bei der RT-PCR Quantiéaing von mRNA auftreten kann, ist
hauptsachlich der Schritt der reversen Transkmptierantwortlich®. Daher wurde als
Standard, um Abweichungen in der Effektivitat devarsen Transkription zu normalisieren,
aus jeder der cDNA-Proben neben den zu untersuehne@dnen auch ein Housekeeping-Gen
amplifiziert. Gene, die flur metabolische Enzyme ro&rukturproteine codieren, werden
haufig als Housekeeping-Gen eingesetzt, da sidlen Zellen des Organismus exprimiert
werden. Das in dieser Arbeit verwendete Housekee@ien Glycerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) ist ein Enzym der Glykolysd katalysiert die Umsetzung von 3-
Phosphoglycerinaldehyd zu 1,3-BisphosphoglyéeraBAPDH kommt als Standard zur
Normalisierung von Genexpressionsuntersuchungesefim vielen Studien zum Einsatz. Ein
Problem stellt jedoch dar, dass auch die Expressumm Housekeeping-Genen
Regulationsmechanismen unterliegt und somit dasdsspnsniveau unter unterschiedlichen
biologischen Voraussetzungen variieren Ranft Fiir GAPDH konnte gezeigt werden, dass
sich die Expression in verschiedenen Tumorzeltiinienter Hypoxie nicht verandéft
Allerdings existieren auch eine Reihe von Bedingumgdie die Expression der GAPDH
aktivieren oder herunterregulieren kontfén

4.1.4.2. cDNA-Array

Zur Beurteilung der Apoptose in metastasentragehdemgen sollte ein Uberblick tber die
Expression von Genen gewonnen werden, die im Raldasmpoptotischen Zelltodes eine
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wichtige Funktion einnehmen. Der Einsatz von cDNAicidarrays ermdglicht die
gleichzeitige Untersuchung einer Vielzahl unteredhicher Gene. Mit dem in dieser Arbeit
verwendeten GEArray Q Series Mouse Apoptosis GemneyAder Firma Superarray/
Bioscience Corporation konnte die Expression vorapéptoserelevanten Genen analysiert
werden. Hierfir war in Analogie zur RT-PCR zunaadbisie Umwandlung der untersuchten
MRNA in cDNA noétig. Zur spateren Detektion der cDNekfolgte im selben Schritt die
Markierung mit Biotin. Auf der Nylonmembran des Ays sind fur die zu untersuchenden
Gene spezifische Nukleinsduresequenzen immobilisigt denen die cDNA der Probe bei
Ubereinstimmender Sequenz hybridisiert. Die so geene cDNA konnte dann mittels
Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Die Durcbfighrder Array Untersuchungen
erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers.

Gemall den Angaben des Herstellers erreichen dieeriaxgnte eine hohe Sensitivitat,
Spezifitat, Reliabilitdt und Reproduzierbarkeit. eDhohe Sensitivitat wird durch eine
Amplifikation zu untersuchender Sequenzen wéahrezrdSynthese der cDNA erreicht. Die
auf dem Array immobilisierten Nukleinsairesequenzersen eine Lange von 60 Basen auf,
was die Spezifitat der Hybridisierungsrektion im rileich zu Arrays mit kirzeren
Bindungsstellen erhoht. Die Reliabilitat wird awfgd der geringen Differenz zwischen
Array- und PCR-Untersuchungen hoch eingeschatztdimdReproduzierbarkeit ergibt sich
aus éjoir geringen Abweichung von verschiedenen Audrmgrsuchungen der gleichen
Probe™.

Jedes Gen ist auf dem Array an vier quadratiscle@ageten Punkten immobilisiert. Daher
wurden die Arrays vor der computergestitzten Auswegr zunachst optisch beurteilt und nur
Gene in die weitere Analyse mit einbezogen, furddieeine eindeutige Hybridisierung aller
vier Punkte nachgewiesen werden konnte.

Es wurde jeweils RNA aus verschiedenen Lungen eocBNA Synthese gepoolt, um Fehler
aufgrund zufélliger starker Abweichungen bei einemzelnen Tier zu vermeiden und
gleichzeitig den Verbrauch an Arrays gering zudnalt

4.2. Diskussion der Ergebnisse
4.2.1. Ineffizienz der Metastasierung

4.2.1.1. Uberleben der Tumorzellen: P-mel 17

Pmel-17 ist ein Melanozyten spezifisches Gen uhdbes der Maus auf Chromosom 10 in
einer Region lokalisiert, die als silver locus helzret wird®. Mutationen in diesem Bereich
fuhren zu einem progressiven Ergrauen des Fellgrand des Verlusts funktionsfahiger
follikularer Melanozyten. Das Genprodukt wird alsmiel 17 Protein oder auch gpl00
bezeichnet und ist am Aufbau der Melanosomen g8l P-mel 17 kann als Marker-Gen
fur Melanozyten eingesetzt werden und wird auchnisth zur Detektion von
Mikrometastasen in regionaren Lymphkndféroder von zirkulierenden Tumorzelf&hbei
Melanompatienten eingesetzt.

Die Expression von P-mel 17 in den Untersuchungesed Arbeit zeigt, dass die Anzahl der
Tumorzellen in den Lungen nach der Injektion zuséahark abféllt. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit Studien, die die Ineffizienz der tdstasierung betonen und diese vor allem
mit den spaten Schritten der Metastasierung wie #@@8n Uberleben im Zielorgan in
Verbindung bringeh Das initial - zwei Stunden nach der Injektionoch hohe P-mel 17
Signal in den Lungen lasst vermuten, dass einezatélder injizierten Zellen in der Lunge
verbleibt - es also entweder zur Adhéarenz am Emdlottr Lungenstrombahn oder zum Arrest
in Lungenkappilaren aufgrund der GroRRendifferennia.
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In einem Experiment, das die pulmonale Metastasgmtravenos injizierter Melanomzellen
anhand histologischer Untersuchungen quantifiziegigte sich, dass das Auftreten kleiner
Metastasen und damit der Beginn der Proliferatrtindstens am Tag 4 beobachtet werden
konnté®. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen ahnliche Rifdkisse zu. Die Expression von
P-mel 17 nimmt bis einschlie3lich Tag 2 ab undgsterst am Tag 4 wieder an. Das bedeutet,
dass in der frihen Phase der Verlust von TumorzatheVordergrund steht, wahrend ab Tag
4 die Proliferation der Melanomzellen den Verliiserwiegt. Die minimale Tumorlast in den
Lungen wird demnach zwischen den Tagen 2 und 4htre

4.2.1.2. Apoptose in metastasentragenden Lungen

Durch die Untersuchung des MelanozytenmarkergemelP17 konnte gezeigt werden, dass
die Tumorlast in den Lungen nach der Injektion zinsé absinkt. Eine mogliche Ursache fur
den Verlust von Tumorzellen kénnte der apoptotiscaiitod sein. Um dies zu untersuchen
wurde die Expression apoptoserelevanter Gene inlLdegen der Versuchstiere mithilfe

eines c-DNA Array analysiert.

4.2.1.2.1. TNF-Ligand Familie

Mitglieder der TNF-Ligand Familie, deren Expression c-DNA Array nachgewiesen
werden konnte, sind APRIL, Lymphotoxin(LT-a) und TRAIL.

APRIL besitzt proliferationsfordernde Effekte fline Vielzahl von Tumorzellen und kann
die Apoptose inhibieréf’. In B-Zellen in non-Hodgkin-Lymphomen konnte z.gezeigt
werden, dass APRIL die Expression der anti-apagtbén Gene BCL2 und BCL-X
hochreguliert, und die des pro-apoptotischen GeiX Beruntereguliert®. Die Expression
von APRIL erreicht in den Experimenten dieser Arleém Maximum am Tag 3, was auf eine
Aktivierung anti-apoptotischer Mechanismen zu desBeitpunkt schlielen lassen kann.
Interessanterweise findet sich in dieser Arbeithaogr zu diesem Zeitpunkt eine Expression
von BCL-X, was die Moglichkeit der Regulation vo&B-X durch APRIL bestatigen kdnnte.
LT-o spielt eine wichtige Rolle fir die gegen Tumoreriddgete Immunabwehr. So
entwickeln z.B. LTe defiziente Tiere deutlich mehr experimentelle putale Metastasen
nach der Injektion von Melanomzelféh und der Erfolg eines adoptiven T-Zell Transfars z
Behandlung von Lungenmetastasen ist abhangig van Ldeo Expression in den
Effektorzellert*? In dieser Arbeit fallt die Expression von ldTjedoch zunéchst ab und kann
am Tag 2 nicht mehr nachgewiesen werden. Da zemieeitpunkt allerdings bereits ein
deutlicher Verlust von Tumorzellen aufgrund des &-h7 Expressionsverlaufs vermutet
werden muss, scheint Ld- keine entscheidende Funktion fur die Eliminatioer d
Melanomzellen in den Experimenten dieser Arbeibesitzen.

TRAIL ist ein potenter Induktor der Apoptose undrmaételt diese Funktion Uber die
Rezeptoren DR4 und DR5 (death receptor 4 bzWw'35yor allem maligne Zellen sind
gegeniber der Apoptoseinduktion durch TRAIL emgfold wéhrend gesundes Gewebe
haufig nicht auf eine TRAIL-Stimulation reagiert. i@ macht TRAIL zu einem
vielversprechenden Ansatzpunkt fiur die Tumortherapn praklinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass rekombinantes TRAIL oder atjsohe Antikdrper gegen TRAIL-
Rezeptoren in sehr vielen Tumorzellen Apoptose zieten und die Tumorprogression
inhibieren konnel*. Die Expression von TRAIL konnte in dieser Arbeitr am Tag 2
nachgewiesen werden, sodass die Aktivierung derpfgse durch TRAIL zu diesem
Zeitpunkt eine Rolle spielen kdnnte. Gleichzeitignkte allerdings wéhrend des gesamten
untersuchten Zeitraumes keine Expression des THRdkeptors gefunden werden, was
gegen eine entscheidende Bedeutung der TRAIL-iediezi Apoptose fur den
Tumorzellverlust in den Experimenten dieser Arlsgticht. Eine Herunterregulation oder
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Mutation des TRAIL-Rezeptors und damit einhergeleetunempfindlichkeit gegentber
TRAIL ist bei Mammakarzinomen und Melanomen mit Tarprogression und
Metastasierung assoziiert*®

4.2.1.2.2. TNF-Rezeptor Familie

In den Array-Untersuchungen zur Apoptose konnte Ehpression von 6 Mitgliedern der
TNF-Rezeptor Familie nachgewiesen werden: LymphotgxRezeptor (LTB R), TNF-
Rezeptor 2 (Tnfrsf 1b), Tnfrsf 9 , RANK (TRANCE-Rs#or, Tnfrsf 11a), Death-receptor 3
(DR-3, Tnfrsf 12) und Death-receptor 6 (DR-6, Thit§).

LT-p R besitzt unterschiedliche Einflisse auf die Ragoh der Apoptose. So kann z.B. in
syngenen und xenogenen Modellen zur Untersuchuagd@nkarzioms die Therapie mit
einem agonistischen Antikérper gegen BTR das Tumorwachstum hemni&h Bei
Melanomen hingegen konnte gezeigt werden, dassA#igvierung von LT$ R zur
Aktivierung von NF«B und gesteigertem Wachstum fuhrt, wahrend diebitibh von LT

R mittels shRNA eine Abnahme von Wachstum und livitsis zur Folge hdt® LT-p R
spielt aber auch eine Rolle in der gegen den Tugeoichteten Immunabwehr. So kdnnen
z.B. tumorspezifische T-Zellen Melanomzellen UbeendLT$ R zur Sekretion von
Chemokinen stimulieren, die dann ihrerseits Tumdittiierende Makrophagen anlocken
Die Expression von LB-R in den Experimenten dieser Arbeit weist ein Maxin am Tag 2
auf. Die ambivalente Funktion dieses Rezeptors hersd jedoch eine funktionelle
Beurteilung dieses Ergebnisses. Das Expressionsmaxam Tag 2 - einem Zeitpunkt, zu
dem der Zellverlust in den Lungen die Proliferatioberwiegt - lasst jedoch eher pro-
apoptotische Effekte in dem dieser Arbeit zugruiegeinden Modell vermuten.

TNFR 2 hat wie LTB R sowohl pro- als auch antiapoptotische Funktiomaa Bindung von
TNF kann sowohl Signalwege, die das Uberleben fordals auch solche, die die Apoptose
induzieren, aktivieren. Der letztendlich erreichb@logische Effekt hangt von einem
komplizierten Zusammenspiel mehrerer Adapter- urejURator-Proteine af. In einem
Modell zur Tumorentstehung in der Haut konnte zaBch ein tumorfordernder Effekt
beobachtet werden. TNFR 2 defiziente Tiere entwicken diesem Modell weniger
Tumoré?’. Uber den gesamten beobachteten Zeitraum in didseeit konnte ein
diskontinuierlicher Anstieg der TNFR 2 Expressiamigelt werden, was ein Hinweis auf
anti-apoptotische Funktionen in diesem Modell d€innte, da zu dem spaten Zeitpunkt, an
dem die TNFR 2 Expression ihr Maximum erreicht, Bi®liferation den Tumorzellverlust
bereits wieder Gberwiegt.

Tnfrsf 9 st identisch mit 4-1BB und hat vor allemine wichtige Funktion als
kostimulatorisches Molekul in der gegen Tumoredgdten Immunantwort. Die Stimulation
mit agonistischen Antikdrpern gegen 4-1BB fuhrt émem B16 Melanommodell zur
Zunahme der Anzahl tumorinfiltrierender LeukozyfénAls kostimulatorisches Molekiil in
der Tumorimmuntherapie eingesetzt kann 4-1BB deEffektivitat steigeri®. Die
Expression von Tnfrsf 9/4-1BB nimmt Uber den Zeitrades Experiments kontinuierlich ab,
was mit einer Abnahme der gegen den Tumor germhtéhmunabwehr bei gleichzeitiger
erfolgreicher Initiation der Proliferation von Mealamzellen korrelieren kdnnte.

RANK besitzt in der Tumorbiologie vor allem in deyssaren Metastasierung eine
entscheidende Bedeutung, weil durch Aktivierung \RWANK durch RANK Ligand die
Entwicklung von Osteoklastenvorlauferzellen zu eeif Osteoklasten stimuliert werden
kanr?. In dendritischen Zellen kann RANK ein anti-apdjstches Signal vermittefh Eine
die  Tumorprogression und Metastasierung fordernde irkilg  konnte in
Prostatakarzinomzellen gezeigt werden. In dieselleiZelhrt die Ligandenbindung an
RANK zu einer Aktivierung vondB Kinaseo (IKK o). Dadurch kommt es zur Inhibition der
Expression von Maspin, einem Metastasierungs-Sspre§en®. Die Expression von
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RANK zeigt in den Experimenten dieser Arbeit eirstark schwankenden Verlauf mit sehr
niedriger bzw. nicht nachweisbarer Expression an dagen 1 und 3 und moderater
Expression zu den ubrigen Zeitpunkten. Ruckschlasseine Bedeutung von RANK fur die
Metastasierung in diesem Experiment erscheinenrdahevierig.

DR-3 und DR-6 sind beide in der Lage Uber ihreamgtluldre death-domain die Apoptose zu
induziereri®’%. Der Expressionsverlauf von DR-6 weist ein deb#ie Maximum am Tag 2
auf. Das DR-6 vermittelte Signal konnte somit zendau diesem Zeitpunkt angenommenen
Verlust von Melanomzellen in den Lungen beitragén. Gegensatz hierzu konnte die
Expression von DR-3 nur in den Lungen vor der Twmalinjektion und am Tag 4
nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang arséhigressant, dass fur DR-3 auch
die Tumorprogression begunstigende Funktionen gezewurden. DR-3 auf
Kolonkarzinomzellen kann als Rezeptor flr endoties E-Selektin fungieren und so im
Rahmen der Metastasierung die Adharenz, transeelithMigration und das Uberleben der
Tumorzellen fordertf®.

4.2.1.2.3. TRAF-Familie

Die durch die TNF-Rezeptor-Familie vermittelten raziellularen Signale werden durch
zytoplasmatische Adapter-Proteine reguliert, zuedetiie Familie der TRAF-Proteine (TNF
receptor-associated factors) zafilt Mitglieder der TRAF-Familie, deren Expressiondien
Arrayuntersuchungen belegt werden konnte, sind TRAFNF receptor associated factor 1)
und TRIP (TRAF-interacting protein, Traip).

Fur TRAF 1 konnten sowohl pro- als auch anti-aptgtbe Wirkungen beobachtet werden.
Eine Erklarung hierfur gibt der Umstand, dass TRIAEin Substrat der Caspasen ist und in
ungespaltener Form anti-apoptotische Effekte biesiahrend das durch Caspasenaktivitat
abgespaltene C-terminale Fragment eine pro-apephai Funktion einnimrft In dieser
Arbeit konnte die Expression von TRAF 1 nur am Tagilachgewiesen werden. Das
erstmalige Auftreten der Expression zu einem Zeikhuzu dem bereits eine tUberwiegende
Proliferation der Melanomzellen in den Lungen wahesnlich ist, lasst eine anti-
apoptotische Funktion vermuten. In Lymphomzellemrke gezeigt werden, dass die durch
p8OHT, einer mutierten Form von NB, induzierte Apoptoseresistenz von der TRAF 1-
Expression in diesen Zellen abhangig ét

TRAF 2 kann durch Aktivierung von NEB anti-apoptotische Wirkungen erzielen. TRIP
inhibiert diesen Mechanism{iaund kann so TNF-Rezeptor vermittelte Signale zetemder
Apoptose modulieren. In dieser Arbeit weist der iesgionsverlauf von TRIP ein Maximum
am Tag 3 auf, was ein Hinweis auf pro-apoptotidefiekte der Stimulation von Rezeptoren
der TNF-R Familie zu diesem Zeitpunkt sein kdnnte.

4.2.1.2.4. Death-Domain und Death-Effector-Donfaamilie; FADD

Ebenfalls fur pro-apoptotische Regulationsmechaamsmu diesem Zeitpunkt spricht das
Expressionsmaximum des Proteins FADD (Fas-assdcagath domain protein) am Tag 3.
FADD besitzt eine death-domain (DD) und eine desdfbetor-domain (DED). Uber diese
Proteinsequenzen kann FADD mit der zytoplasmatisdd® von Todesrezeptoren und der
DED von Caspase 8 interagietéh Durch Aktivierung von Caspase 8 kommt es zur
Aktivierung einer Reihe weiterer Caspasen und detdtich zur Apoptose. Der Komplex aus
Todesrezeptor, Ligand, FADD, und Caspase wird alSCD (death-inducing signalling
complex) bezeichn&t
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4.2.1.2.5. BCL-2 Familie

Neben der extrinsischen Aktivierung durch Todegpemen der TNF-R Familie kann die
Apoptose auch durch einen intrinsischen Weg indtzierden. Dieser Aktivierungsweg
kann durch eine grof3e Zahl verschiedener Initidldigungen in Gang gebracht werden;
hierzu zahlen DNA-Schadigung, der Entzug von Wachsfaktoren, die Aktivierung von
Onkogenen, die Stbérung intrazellularer Signalwederadie Zerstdérung von Mikrotubuli.
Ausschlaggebend fur die Aktivierung des intrinsestiWeges ist die Permeabilisierung der
aulBeren Mitochondrienmembran. Kontrolliert wircesBr Vorgang durch die Familie der
BCL-2 Proteine.

In dieser Arbeit konnte die Expression von 6 Gewxen BCL-2 Familie nachgewiesen
werden. BAK, BAX und BOK weisen mit BCL-2 je drebimologe Sequenzen auf und
fordern die Permeabilisierung der aul3eren Mitochenchembran und damit die Apoptose.
BIK besitzt ebenfalls pro-apoptotische Funktionew zéhlt zu einer Gruppe von Proteinen,
die nur in einer Region (BH3, bcl homology 3) Hoome zu BCL-2 besitzen, und deshalb
als BH3-only Proteine bezeichnet werden. BCL-X M@dL-1 besitzen homologe Sequenzen
zu BCL-2 in viero-helicalen Bereichen und haben wie BCL-2 anti-aptipthe Funktioff.

Die Expression von BAK erreicht am Tag 3 nach vdgen Absinken den héchsten Wert im
Verlauf nach der Injektion der Melanomzellen. Dik8nnte fir eine Aktivierung des
intrinsischen Apoptosesignalwegs zu diesem Zeitpspiechen. Am Tag 4 findet sich jedoch
ein starker Riuckgang der BAK-Expression, der mbgiieveise mit der dann bereits
initiilerten Proliferation der Metastasen korreliedeann. Es konnte gezeigt werden, dass die
Herunterregulation von BAK und BAX bei Melanompatien mit einer schlechten Prognose
assoziiert iSt*.

Auch die Expression von BAX féllt am Tag 4 ab, wohier das Absinken bereits am Tag 3
beginnt und deutlich weniger stark ausgepragtAst.den Tagen 1 und 2 findet sich ein
ebenfalls nur sehr diskreter Anstieg der Expresgiegentiber dem Ausgangswert in der
Lunge. Dies konnte mit dem initialen Tumorzellvstluin Verbindung stehen. In
unterschiedlichen Tumorzellen konnte bereits einehtige Funktion von BAX fur die
Apoptoseinduktion und die Hemmung der Tumorprogoesgezeigt werden. So wird z.B.
eine erhohte Apoptoseempfindlichkeit in Mamma- uRdostatakarzinomzellen durch
endogene Expression von Maspin und der daraustiegsalden Hochregulation von BAX
erreicht®.. Die Apoptoseinduktion in Zervixkarzinomzellen tals Wasserstoffperoxid fiihrt
ebenfalls zur Hochregulation von BAX Im Rahmen der Progression der Metastasierung in
dem Modell dieser Arbeit erscheint auch der Rickgader BAX-Expression an den Tagen 3
und 4 erklarbar. In einem transgenen Hirntumormnokehnte gezeigt werden, dass das
Tumorwachstum in BAX defizienten Tieren stark béschigt ist>®

Das BH3-only Protein BIK kann mit anti-apoptotisah@roteinen der BCL-2 Familie
interagieren und so deren Funktion inhibieren.ihe® Mammakarzinommodell konnte eine
systemische Gentherapie mit BIK-Plasmiden in kasicimen Liposomen das Tumorwachstum
und die Metastasierung hemm&nIn den Experimenten dieser Arbeit fand sich eitek
schwankende Expression von BIK, sodass Ruckschlégeine Bedeutung von BIK im
Verlauf der Metastasierung in diesem Modell schigierscheinen.

Fur BOK konnte eine essentielle Bedeutung in decldiDNA-Schadigung ausgelésten und
durch p53 vermittelten Apoptose nachgewiesen werdeber Expressionsverlauf von BOK
ist dem von BAK sehr &hnlich. Somit konnte hierrdaéls die hohe Expression am Tag 3 mit
dem Verlust an Tumorzellen durch Aktivierung degrimsischen Signalwegs und das
Absinken der Expression am Tag 4 mit der Initiigrwder Proliferation und gleichzeitiger
Reduktion der Apoptose in den Metastasen korreliere

Die anti-apoptotische Proteine der BCL-2 Familiehk&n BAK und BAX besonders in ihrer
aktivierten Form binden und so deren Einbau inMigmchondrienmembran und die damit
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verbundene Permeabilisierung verhindern. In didgbeit konnte die Expression der anti-
apoptotischen BCL-2 Proteine BCL-X und MCL-1 nackgsen werden. Fur beide Gene
ergab sich im Verlauf der Metastasierung ein Expoesmaximum bei ansonsten nicht
nachweisbarer (BCL-X) oder vergleichsweise sehrdnger (MCL-1) Expression. Das
Expressionsmaximum von BCL-X befindet sich am Tadga8jenige von MCL-1 am Tag 2.
Dies spricht fur eine Inhibition des intrinsischépoptosesignalwegs zu den genannten
Zeitpunkten und damit eine mdogliche Forderung destaStasenwachstums. Bei
Brustkrebszellen z.B. kann die Expression von BCLeds Metastasierungspotential
erhohe®®. Verwunderlich ist dann allerdings der starke Rjarlg der Expression beider
Gene am Tag 4 vor allem auch vor dem Hintergrurds ceine Assoziation zwischen der
gesteigerten Expression von BCL-X und MCL-1 und Berygression des Melanoms gezeigt
werden konnt€”.

4.2.1.2.6. Caspase 9

Die durch BAX und BAK induzierte Porenbildung inrd&ufReren Mitochondrienmembran
fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem mé&mnbranaren Raum der Mitochondrien.
Cytochrom c bildet im Zytosol einen Komplex mit APA (apoptotic protease activating
factor 1), ATP und der inaktiven Initiatorcaspasedaspase-9, der als Apoptosom bezeichnet
wird. In diesem Komplex wird Procaspase-9 aktiVfei€aspase 9 ist die Initiatorcaspase des
intrinsischen Aktivierungswegs der Apoptose. lhrktiierung im Apoptosom fuhrt zur
Aktivierung einer Reihe nachgeschalteter Caspardreaiztendlich zur Apoptose.

Die Expression von Caspase 9 nimmt nach einemté&icAnstieg am Tag 1 im weiteren
Verlauf des Experiments kontinuierlich ab und eteihr Minimum am Tag 4. Dies kdnnte
ein Hinweis daflr sein, dass die Aktivierung deimsischen Apoptosesignalwegs in den
Lungen im Verlauf der Metastasierung herunterregulird.

4.2.1.2.7. IAP-Familie

IAP’s (inhibitor of apoptosis proteins) kénnen duiie Hemmung der Caspasen regulativ in
die Apoptose eingreifen. NAIP (neuronal apoptoslishitory protein) vermittelt seine anti-
apoptotische Wirkung aber auch durch Aktivierung MAP-Kinase JNK$. Von den 6
murinen Homologen, die zu humanem NAIP entdecktdeny konnte in dieser Arbeit die
Expression der beiden Gene NAIP 1 und NAIP 5 naciggen werden. Beide
Expressionsverlaufe weisen ein Maximum am Tag 3. &t Hochregulation anti-
apoptotischer Gene zu diesem Zeitpunkt koénnte dietaMasierung der B16 Zellen
beglnstigen und dazu beitragen, dass ab Tag 4 wmikfeRation der Metastasen den
Tumorzellverlust Uberwiegt. Hinweise fur die Bedeg von NAIP in der Tumorbiologie
konnten bereits gezeigt werden. In Mammakarzinomm@nunginstigen Prognosemarkern
wie z.B. hoher Tumorgrof3e oder wenig differenziarteistologischem Grading konnte eine
deutlich hohere NAIP-Expression als in Tumoren giihstigeren prognostischen Parametern
gefunden werdérf. Auch fur Osophaguskarzinome wurde eine Tendenz hgiheren
Expression von NAIP in den Tumoren als in der unegelen Mucosa entde¢it

4.2.1.2.8. CARD-Familie: Nop 30-like

Nop 30-like (nucleolar protein of 30 kDa) wird auals ARC (apoptosis repressor with
CARD) bezeichnet und vermittelt seine anti-apoptiite Funktion durch Inhibition der
Caspasen 2 undBsowie durch Interaktion mit BAX®. Der Expressionsverlauf von Nop 30-
like in dieser Arbeit zeigt ein starkes Absinkenr dexpression am Tag 2 unter die
Nachweisgrenze. Die verminderte Expression diesgisapoptotischen Gens kdnnte zum
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Tumorzellverlust in den Lungen beitragen. Es kongégeigt werden, dass der zellulare
Gehalt an Nop 30-like Protein als Reaktion auf aptigche Stimuli herunterreguliert wird.
Als Mechanismus dieser Regulation wurde allerdingsht eine Verminderung der
Transkription sondern eine gesteigerte DegradaténProteins in Proteasomen gefuritlen

4.2.1.2.9. p53 und Atm Signalweg

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expressiwieler Gene, die an DNA-
Reparaturmechanismen, der Steuerung des Zellzylihes der Kontrolle der Apoptose
beteiligt sind, aktiviert. Die Bedeutung des p58raiwegs fir die Tumorbiologie wird durch
die extreme Haufigkeit von Mutationen oder Verlastses Gens in den verschiedensten
Tumoren offensichtlick. In den Arrayuntersuchungen konnte die Expresdierer Gene des
p53 Signalwegs nachgewiesen werden: Atm (ataxisamgliectasia mutated), Mdm2 und
Gadd45a (growth arrest and DNA damage induced-45).

Eine Mutation im Atm-Gen ist die Ursache einer aotoal-rezessiv vererbten Erkrankung,
die durch eine progressive zerebellare Ataxie unkulokutane Teleangiektasien
gekennzeichnet ist. Dartiber hinaus weisen die iRatieeine deutlich erhéhte Inzidenz von
Tumoren vor allem von Lymphomen &tff Atm aktiviert und stabilisiert p53 als Reaktion
auf DNA-Schadigungen und tragt so zur gesteigefteamskription von Genen bei, deren
Expression unter der Kontrolle von p53 steht. Aig Apoptose ergibt sich hierdurch eine
forderliche Funktiof. In dieser Arbeit zeigt sich ein langsames Absinkier Atm-
Expression an den Tagen 1 und 2 nach anfanglicerhiBkpression in den Lungen und ein
erneuter starker Rickgang am Tag 4 nach einemtégidBxpressionanstieg an Tag 3. Die
Atm-Expression in den Lungen nimmt also im Verlaef fortschreitenden Metastasierung
deutlich ab, was an eine Bedeutung des Verlustes@ro-apoptotischen Funktion fir die
Proliferation der Melanomzellen denken lasst. Hieduzierte Expression von Atm konnte
bereits fur andere Tumore nachgewiesen werden. & 2. bei einer vergleichenden
Untersuchung in verschiedenen Stadien der Mammiakenzntstehung in gesundem
Brustgewebe die Atm-Expression am héchsten undein Klarzionomen am niedrigstén
Auch in Pankreaskarzinomen fand sich eine deutliedrigere Expressionsrate von Atm als
in angrenzendem gesunden Gewébe

Mdm2 markiert als Ubiquitin-Ligase das p53 Protindie Degradation in Proteasomen, ein
Mechanismus, der wesentlich zur kurzen Halbwertszen p53 beitradf. Aus dieser
Inhibition lasst sich eine anti-apoptotische Fumktvon Mdm2 ableiten. In dieser Arbeit
weist die Expression von Mdm2 ein deutliches Maximam Tag 2 auf, was ein Hinweis auf
die Aktivierung anti-apoptotischer Regulationsmegkaen in den Lungen zu diesem
Zeitpunkt sein konnte. Fir das Metastasenwachstudefde Funktionen spricht auch, dass
die Expression von Mdm2 nach einem deutlichen Réicggam Tag 3 am Tag 4 wieder zu
steigen beginnt. Interessanterweise findet sichllghizum Expressionsmaximum am Tag 2
das Expressionsminimum des Nop30-like (ARC) Gersskdénnte gezeigt werden, dass die
Menge an Nop30-like Protein durch Mdm2 vermindeerden kann. Dies erfolgt allerdings
nicht auf Ebene der Genexpression sondern aufgdendUbiquitinierung von Nop30-like
durch Mdm2*. Atm ist in der Lage Mdm2 zu phosphorylieren, vzaseiner verminderten
Stabilitat und Aktivitat des Proteins fuffitIn diesem Zusammenhang fallt auf, dass dem
Expressionsmaximum von Mdm2 am Tag 2 ein Ruckgamndeadpression von Atm zu diesem
Zeitpunkt gegenubersteht.

Gadd45a kann durch Interaktion mit RegulatorenAizyklus die Zellteilung hemmen und
durch Aktivierung anti-proliferativer MAP-KinaseriedApoptose férdefi. In Einklang mit
dieser pro-apoptotischen Funktion konnte gezeigterg dass eine Steigerung der Gadd45a-
Expression mithilfe eines adenoviralen Vektors ianleaskarzinomzellen Apoptose
induzieren kann und zum Zellzyklusarrest in derNsBhase filhft'°. Im Widerspruch hierzu
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stehen allerdings Studien, deren Ergebnisse eummortorderlichen Effekt der Expression
von Gadd45a vermuten lassen. In Mausmodellen zistd®®ee und Plexus-choroideus-
Karzinomen wurde gezeigt, dass Gadd45a defizielsie hach Bestrahlung in den Tumoren
eine hohere Apoptoserate aufweisen und die Gad@&eienz zu einem verlangerten
Uberleben beitragt’. Bei Patienten mit Magenkarzinomen ist die Expoesson Gadd45a
ein pradikativer Faktor fur das Nichtansprecheneané¢ neoadjuvante Chemotherapie und fur
eine kiirzere UberlebensZ&it In den Experimenten dieser Arbeit fand sich efst&igen der
Gadd45a-Expression am Tag 4, nachdem diese zuveizem Zeitpunkt nach der Injektion
der Melanomzellen nachweisbar war. Da am Tag 4itsemon einer Uberwiegenden
Proliferation und verminderten Apoptose in den Lemgetastasen ausgegangen werden
kann, spricht dies fur anti-apoptotische Funktionem Gadd45a in dem dieser Arbeit
zugrundeliegenden Modell.

4.2.1.2.10. Uberblick zur Apoptose

Um einen zusammenfassenden Uberblick tiber die Bigmdder Array-Untersuchungen zu
erhalten, erscheint es zunéachst sinnvoll die exprien Gene nach ihrer Funktion im

Rahmen des programmierten Zelltodes in pro-apguioéi und anti-apoptotische Gene zu
unterteilen. Fir eine Reihe der exprimierten Gestediese Einteilung allerdings nicht

maoglich. Dies gilt vor allem fur Mitglieder der HNR Familie, deren Signaltransduktion
durch ein kompliziertes Netzwerk von Adapter undjiator-Proteinen beeinflusst wird und
somit sowohl pro- als auch anti-apoptotische E#eidch sich ziehen kann. Auch fir TRAF 1
und Gadd45a liegen Hinweise auf eine mogliche Rankin beide Richtungen vor. Eine

Einteilung der Gene ist in Tabelle 4.1. wiedergegeb

Tabelle 4.1.: Einteilung der Gene auf dem Array

Gene mit pro-apoptotischerGene mit anti-apoptotischer| Gene ohne eindeutige
Funktion Funktion Zuordnung

LT-a APRIL LT-B Rezeptor
TRAIL (Tnfsf 10) BCL-X (BCL 2-like) TNFR 2 (Tnfrsf 1b)
DR-6 (Tnfrsf 21) MCL-1 Tnfrsf 9

TRIP (Traip) NAIP 1 (Birc 1a) RANK (Tnfrsf 11a)
FADD NAIP 5 (Birc 1e) DR-3 (Tnfrsf 12)
BAK Nop 30-like (ARC) TRAF 1

BAX Mdm 2 Gadd 45 a

BOK (Bokl-pending)

BIK

Caspase 9

Atm

In Abbildung 4.2. ist ein Uberblick Uber die Exp®s der eindeutig pro- bzw. anti-
apoptotischen Gene dargestellt. Es fallt auf, dassllen Zeitpunkten die Expression pro-
apoptotischer Gene Uberwiegt sowohl im Bezug asfEdgpressionsniveau als auch auf die
Anzahl der exprimierten Gene. Summiert man das &Sgmonsniveau pro- bzw. anti-
apoptotischer Gene oder die Anzahl der exprimie@ene zu den untersuchten Zeitpunkten
ergibt sich die in Abbildung 4.3. wiedergegebensaumenfassung. Hierbei zeigt sich, dass
die Differenz zwischen der Expression pro- und-apbptotischer Gene am Tag 1 am grof3ten
ist und im weiteren Verlauf abnimmt. Dies gilt sdwéir die Summe des Expressionsniveaus
als auch fur die Anzahl der Gene, die exprimientdea, wobei fur letzteres Kriterium wieder
ein leichter Anstieg der Differenz am Tag 4 zu kssitten ist. Im Gesamtuberblick ist also
davon auszugehen, dass die Expression apoptosersevGene in den Lungen nach der
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Injektion der Melanomzellen am ehesten am Tag luzsign der Apoptose reguliert wird.
Dieser Tag ist auch der einzige Zeitpunkt, zu deh sine hthere Differenz zwischen den
pro- und anti-apoptotischen Genen findet als dieBeginn in der Lunge der Fall ist. Im
Vergleich zu den Ausgangsverhaltnissen in der Lwageder Tumorzellinjektion kann also
nur am Tag 1 von einer Steigerung der Aktivierungpmotischer Mechanismen auf
Grundlage der Gentranskription geschlossen werden.

1,60
1,40
1,20
1,00

0,80
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

LU 1.Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag

[1LT-a TRAIL E DR-6 TRIP FADD BAK
B BAK E BOK BIK B Casp 9 B Atm 71 APRIL
BCL-X E MCL-1 NAIP 1 7 NAIP 5 El Nop30-like ll Mdm2

Abbildung 4.2.: Ubersicht tiber die Expression dedeutig pro- bzw. anti- apoptotischen Gene:

i.v. Injektion von 2x10 B16/D5 Melanomzellen; Entnahme der Lungen zu degegebenen Zeitpunkten;
Expressionsanalyse apoptoserelevanter Gene mitA-Biby; angegeben ist der Quotient aus der gemesse
Lichtintensitat (optical density OD) des jeweiligeBens und Gapdh. Proapoptotische Gene sind rot
antiapoptotische blau dargestellt.

a B

5,00 12
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o N B ()] [ee]
| | ! | |
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Abbildung 4.3.: Zusammenfassung der Expressioretheleutig pro-bzw. anti- apoptotischen Gene:
proapoptotische Gene sind rot antiapoptotische thiaifferenz zwischen beiden schraffiert dargéiste
a: Summe der OD-Quotienten der einzelnen Genenball exprimierter unterschiedlicher Gene

Am Tag 3 fallt auf, dass die Expression beider Gemgen sowohl im Hinblick auf das
Expressionsniveau als auch auf die Anzahl der Gananmt. Letzteres ist in der Gruppe der
anti-apoptotischen Gene besonders deutlich ausgiepril liegt darin begriindet, dass ein
Grol3teil der exprimierten anti-apoptotischen GekleRIL, BCL-X, NAIP 1 und 5, Nop30-
like) zu diesem Zeitpunkt sein Expressionsmaximumneieht. Aufgrund der gleichzeitigen
Hochregulation pro-apoptotischer Gene ergibt sicherdings die Differenz der
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Expressionsniveaus betreffend keine deutliche \e&mg im Vergleich zu Tag 2. Man
kénnte zu diesem Zeitpunkt also eine Apoptoseindokaufgrund gesteigerter Expression
pro-apoptotischer Gene in den Lungen vermutengudlieh die vermehrete Transkription anti-
apoptotischer Gene eine Gegenregulation erfahrt.

Auf der Ebene der Transkription findet sich im Geti#berblick nur am Tag 1 ein Hinweis
auf eine gesteigerte Aktivierung der Apoptose. Bgpressionsverlauf von P-mel 17 legt
jedoch nahe, dass bis einschlieBlich Tag 2 der Tmelgerlust in den Lungen die
Proliferation Uberwiegt. In diesem Zusammenhangestwichtig zu beachten, dass die
Regulation der Genexpression nur ein Mechanismter wrelen ist, der zur Aktivierung der
Apoptose beitragt. So haben z.B. auch der Aktivigezustand verschiedener Proteine, der
durch Interaktion mit anderen Proteinen beeinflugst, oder die Elimination von Proteinen
durch Degradation in Proteasomen einen bedeutendiuds auf die Apoptose - beides
Regulationsmechanismen, die aufgrund der Genexpnsssalysen nicht beurteilt werden
kénnen.

Die Ursache der morphologischen Veranderungen, den apoptotischen Zelltod
charakterisieren, ist die enzymatische Aktivitat @aspasen. lhre Funktion nimmt deshalb in
der Ausfilhrung der Apoptose eine zentrale Bedeueint. In den Arrayuntersuchungen
konnte nur die Expression von Caspase 9, die alsator-Caspase die Aktivierung
nachgeschalteter Caspasen initiiert, nachgewiesgden. Die Tatsache, dass fur keine der
anderen Caspasen eine Expression fand und nur gnl &ne Gesamttendenz in Richtung
gesteigerter Apoptose abgeleitet werden kann, l@&sstuten, dass neben dem apoptotischen
Zelltod auch andere Mechanismen wie z.B. eine rislkiee Schadigung zu dem initialen
Tumorzellverlust in den Lungen beitragen.

4.2.1.3. Immunantwort: Fas, FasL und TRANCE

Die Interaktion von Fas-Ligand (FasL) auf der Ze#dlache von Zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL’s) und naturlichen Killer-ZellelNK’s) mit Fas auf Tumorzellen ist ein
wichtiger Mechanismus der gegen Tumore gerichtétemunabwehr. Auf diesem Weg
kénnen CTL’s und NK’s in den Tumorzellen Apoptosgslasen und so zur Elimination
maligner Zellen beitragén Umgekehrt kénnen aber auch Tumorzellen FasL eeren und
so Fas exprimierende CTL's in die Apoptose trefb&fl Ein weiterer Schutzmechanismus
von Tumoren gegen ihre FasL abhangige Eliminatgindie Expression und Sezernierung
von nicht membrangebundenem I6slichen Fas, das ddsmnAbfangrezeptor flr FasL
fungiert?. Hohe Serum-Spiegel solcher Iéslicher Fas-Rezeptsind bei Melanompatienten
mit einer schlechten Prognose assoZiiert

Die Fas/FasL Interaktion hat auch einen bedeutertefiuss auf die Metastasierung. So
bilden z.B. Fas-positive K1735 Melanomzellen nactbksitaner Injektion zwar lokale
Tumore kdnnen aber keine oder nur sehr wenige Mestas bilden. In FasL defizienten
Tieren hingegen ist die Metastasierung dieser deBieark erhoHf. In experimentellen
Lungenmetastasen nach der i.v. Injektion von K7e@sdrkomzellen finden sich nur Fas-
negative Tumorzellen. Die Tatsache, dass nachnjektion von Zellen, in denen der Fas-
Signalweg gentechnisch inhibiert wurde, auch Fastipe Zellen in den Metastasen
nachgewiesen werden konnt&n macht deutlich, dass die Triggerung der Apoptise
Tumorzellen durch die Fas/FasL Interaktion eineahiigen Einfluss auf die Metastasierung
besitzt.

In den Experimenten dieser Arbeit konnte gezeigtdee, dass die Expression von Fas Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum sehr starktalfédl Tag 2 findet sich noch eine sehr
hohe Expression Uber dem Niveau des Housekeeping;@&hrend am Tag 8 in keiner der
untersuchten Lungen Fas mRNA nachgewiesen werdemtéo Gleichzeitig steigt die
Expression von FasL - an den Tagen 2,4 und 6 numaumalem Niveau exprimiert - am
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Tag 8 leicht an. (Dieser Anstieg zeigte jedoch &estatistische Signifikanz) Im Verlauf der
Progression der Metastasierung in diesem Experitk@mite also ein deutlicher Riickgang
der Fas Expression in den Lungen bei gleichzeitigemienziellem Anstieg der Expression
von FasL nachgewiesen werden. Dieses Ergebnisdasgsigut vereinbaren mit Studien die
zeigen, dass die Fas Expression in MelanomzellerPamartumoren deutlich héher ist als in
solchen aus metastatischen Lasionen, und dassefilitxgression von FasL das Umgekehrte
gilt™% Des weiteren konnte gezeigt werden, dass eineektion zwischen der Fas-Ligand
Expression und dem Auftreten von Lymphknotenmesastesowie der Fas Expression und
negativem Lymphknotenstatus bei Mammakarzinometeh&¥’. Eine Korrelation zwischen
der Expression von FasL und der Inzidenz von Lympktén- und Fernmetastasen konnte
auch beim kolorektalen Karzinom beobachtet wertfen

Als Ursache fir das starke Absinken der Fas Exmes&ommt zum einen eine
Downregulation von Fas in den Lungen zum andeneiVerlust Fas exprimierender Zellen in
Frage. Unterstitzung fur die letztere Theorie tiefiie weiter oben bereits zitierte Studie die
zeigt, dass in experimentellen Lungenmetastaserh nder i.v. Injektion von K7
Osteosarkomzellen nur Fas-negative Tumorzellenngiefin werden konntét. Allerdings
wird auch die Downregulation von Fas auf Transksipdebene als haufiges Ereignis bei
Melanomen beschrieb&h

TRANCE (TNF related activation induced cytoking)es Cytokin der TNF-Familie, das vor
allem von T-Zellen exprimiert wird und das Uberleb&endritischer Zellen durch
Hochregulation des Apoptosesuppressors bcl-xI ateigkann. Gleichzeitig induziert
TRANCE die Expression verschiedener Zytokine indigischen Zellen und kann so deren
T-Zell stimulierende Wirkung verstarkén

TRANCE ist identisch mit RANKL (receptor activatef nuclear factowB ligand) und
fordert durch Bindung an den TRANCE-Rezeptor (RANKIf Osteoklasten-Vorlauferzellen
deren Entwicklung zu reifen Osteoklasten. Diese kikan macht TRANCE zu einem
wichtigen Cytokin bei der Bildung osteolytischer felggasen von Mammakarzinomen und
Plasmozytomeri*. Intrazellular fihrt das TRANCE-Signal zu einertifdierung von NF«B
(nuclear factoneB)'*® ein Transkriptionsfaktor, der auch in der Lungetastasierung eine
wichtige Rolle spielt; Inhibitoren von NEB kénnen Lungenmetastasierung reduzitfen
Zusétzlich kann durch TRANCE auch die Angiogendiseuiert werded?.

Somit sind fir TRANCE sowohl pro- als auch anti-astatische Effekte in den Experimenten
dieser Arbeit denkbar. Die relativ konstante Expi@s auf sehr niedrigem Niveau an den
Tagen 2,4 und 6 erschwert dabei die Interpretatidas - statistisch allerdings nicht
signifikante - Absinken am Tag 8, einem Zeitpunstdem die Proliferation den initialen
Verlust an Tumorzellen bereits wieder Gberwiegtsigedoch eher an eine die Metastasierung
inhibierende Wirkung in diesem Experiment denken.

4.2.2. Invasivitat und Proliferation

4.2.2.1. MMP 2 und 9

Fur Tumorzellen, die invasiv wachsen und benackb&trukturen infliltrieren, stellt die

extrazellulare Matrix (ECM) eine Barriere dar. Dahist die Proteolyse von ECM-

Komponenten eine wichtige Vorraussetzung fur dieasivitdt der Tumorzellen. Die

Hochregulation proteolytischer Enzyme insbesondake Matrix-Metalloproteinasen kann
deshalb bei einer Vielzahl maligner Tumore gefundenden und besitzt auch eine wichtige
Funktion innerhalb der Progression des Melarfdisleben der Erleichterung des invasiven
Wachstums haben MMP’s aber durch proteolytischelt@pa von Signalmolekilen oder

Rezeptoren auch Einfluss auf Apoptose, Angiogenkmaejunsystem, und direkt auf die
Tumorproliferatior®®.
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Die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme MMP 2 MMP 9 werden auch als Gelatinasen
bezeichnet und sind in der Lage Typ IV Kollagenneai wichtigen Bestandteil der
Basalmembranen, zu spalt&h Wichtige Hinweise fiir die Bedeutung dieser Enzyfiiredie
Metastasierung sind Experimente mit MMP2 bzw. MMRfbck-out Tieren, in denen die
Kolonisation der Lungen nach i.v. Injektion von Torzellen weniger effektiv wat.

Die Expression von MMP 2 in den Untersuchungenetiésbeit ist vor allem durch ein
deutliches Absinken am Tag 8 nach der i.v. Injekton Melanomzellen gekennzeichnet. An
den zuvor untersuchten Tagen 2, 4 und 6 fand siehl@nstante Expression. Viele Studien
betonen die Bedeutung von MMP 2 fir die InvasivitAtl Metastasierung von Tumoren. So
konnte z.B. gezeigt werden, dass die UberexpressionMMP 2 in Melanomen mit einer
schlechten Prognose assoziiert®fstdie Inhibition von MMP 2 durch Chitosan, einem
Derivat von Chitin, die Invasivitit von Melanomzsil reduzierf? und aufgrund der
Downregulation von MMP 2 durch die Expression des$SNRAGE die Metastasierung von
Melanomen und Pankreastumoren supprimiert werdem*%a Durch Hochregulation von
MMP 2 kann IL 17A die Metastasierung hepatozelleddtarzinome forderi*

Das starke Absinken der Expression am Tag 8 leg/érmutung nahe, dass die Expression
von MMP 2 vor allem in den frihen Phasen der Matstung in diesem Experiment eine
wichtige Funktion hat. Versuche mit MMP-Inhibitoren Modellen zur Metastasierung
kolorektaler Karzinome haben gezeigt, dass nurfridézeitige Einsatz dieser Medikamente
zur Reduktion der Metastasierung fuhrt und derl&ssf auf bereits etablierte Metastasen sehr
gering ist®® Dies wird von vielen Autoren auch als Ursache tlie enttauschenden
Ergebnisse der MMP-Inhibitoren in klinischen Studigesehen, da sie hier zumeist bei
Patienten mit weit fortgeschrittenem Tumorstadiinyesetzt wurdeli>

Aufgrund ihrer proteolytischen Aktivitat erscheies zunachst sinnvoll, dass MMP’s vor
allem die Invasivitdt metastasierender Zellen fandkednnen. Im Gegensatz hierzu stehen
Experimente die zeigen, dass Melanomzellen, diePr\V(tissue inhibitor of MMP) - einen
endogenen Inhibitor vieler MMP’s - Uberexprimiergien Schritt der Extravasation mit der
gleichen Effektivitat vollziehen kdénnen, wie Zellemlie diese Uberexpression nicht
aufweisen, allerdings in der nachfolgenden Initiatdes Wachstums Defekte aufwel$&n
Ein wichtiger Mechanismus, durch dessen RegulatdiviP’s Einfluss auf das Tumor-
wachstum gewinnen kdnnen, ist die Angiogenese. MM#&ann z.B. durch proteolytische
Spaltung von Kollagen IV eine kryptische/f3 Integrin Bindungsstelle freilegen, deren
Blockade die Angiogenese in vitro und das Tumorsagh in vivo hemnif’. In einem in
vivo Modell zur Untersuchung der Progression desordnosarkoms konnte durch
Downregulation von MMP 2 die Angiogenese inhibieerdert®® Vor diesem Hintergrund
erscheint das Absinken der Expression von MMP ZTam 8 - einem Zeitpunkt, zu dem die
Metastasen in unserem Modell eine makroskopischtisace GrofRe erreicht haben, die
Angiogenese also bereits initiert wurde - erski@bn Andererseits konnte in einem
transgenen Modell zur Untersuchung der Karzinogen®n Inselzelltumoren des Pankreas
gezeigt werden, dass die Angiogenese in MMP 2 igefien Tieren nicht beeintrachtigt'fst
Neben den pro-angiogenen Wirkungen besitzt MMP ¢hanti-angiogene Effekte. So ist
MMP 2 z.B. in der Lage, durch Proteolyse Angiostatiis Plasminogen zu generiéreas
Absinken der MMP 2 Expression in den Experimentiset Arbeit zu einem Zeitpunkt, zu
dem eine erfolgreiche Rekrutierung neuer Blutgefdide den Melanommetastasen
angenommen werden muss, lasst den RuckschlusagsiMMP 2 in diesem Modell fir die
Angiogenese nicht essentiell ist und zu friheretpdakten der Metastasierung wichtigere
Funktionen besitzt.

Die Expression von MMP 9 ist in vielen Studien reiher Zunahme der Invasivitat und
Metastasierung assoziiert. So korrelieren z.BMmanompatienten und in einem Modell zur
Metastasierung des Mammakarzinoms hohe Serum-MNEpi€gel mit einer verminderten
Uberlebensrate, rapidem Tumorwachstum und Metastast®. MMP 9 besitzt auch eine
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wichtige Funktion in der Konditionierung von Ziefranen metastasierender Zellen. Das
Konzept einer prametastatischen Nische geht dawm) dass Zellen des Primartumors
Faktoren sezernieren, die Fibroblasten in potdatidlletastasierungsorganen dazu anregen,
vermehrt Fibronektin zu bilden, an das hamatomibe Progenitorzellen binden kénnen und
dort Zellcluster bilden, die die Extravasation UPrdliferation metastasierender Tumorzellen
begiinstigett. Diese Zellcluster exprimieren MMP 9 und die Bedeg von MMP 9 fiir
diese prametastatische Konditionierung zeigt sadudch, dass in MMP 9 defizienten Tieren
die Metastasierung reduziert st MMP 9 hat auch pro-angiogene Wirkungen in der
tumorinduzierten Angiogenese. Ein wichtiger Meckanus hierfir ist die Freisetzung von in
der extrazellularen Matrix sequestriertem VEGF HuPcoteolysE”.

Zu keinem der in dieser Arbeit untersuchten Zeikparkonnte eine Expression von MMP 9
nachgewiesen werden. Dies verwundert zunachst wndgrder dargestellten grol3en
Bedeutung fur die Metastasierung, lasst dann akeb&chtungen in den Focus ricken, die
andere Funktionen von MMP 9 betonen. MMP 9 begit auch anti-angiogene Wirkungen,
die durch Generierung von Endostatin oder Tumstatis Typ IV Kollagen zustande
kommert® So konnte z.B. gezeigt werden, dass die niedsigefonzentrationen von
zirkulierendem Tumstatin bei MMP 9 knock-out Tierem einer gesteigerten Angiogenese
und beschleunigtem Tumorwachstum subkutan implaetieTumore filhreH® Auch
unabhangig von der Angiogenese wurden gegen dieofiprogression gerichtete Effekte von
MMP 9 gezeigt. Durch die spezifische Downregulatmm MMP 9 mithilfe von siRNA in
hochinvasiven Fibrosarkomzellen konnte eine Zunaterdntravasation und Metastasierung
beobachtet werdéfl. MMP 9 defiziente Tumorzellen fiihren in einem Mbbdaur K14-
HPV16 Karzinogenese zum Wachstum agressiverer mHa@re mit einem weniger
differenzierten Phanotyp’.

Bei humanen Melanomen wurde eine hohe Expressiom MMP 9 nur in frihen
Tumorstadien und wahrend der radialen Wachstumspgatunden, wahrend in spateren
Stadien und wahrend der vertikalen Wachstumsphaise MMP 9-Expression nachgewiesen
werden konnt€? In Tierexperimenten mit B16 Melanomzellen wurdé® 9 in spontan
aufgetretenen Lymphknoten und Lungenmetastasennaepr, wahrend die Tumorzellen in
experimentellen Metastasen der Lunge MMP 9 niclpriexiertert’® Dies lasst vermuten,
dass MMP 9 vor allem frihe Schritte in der Metastangskaskade wie z.B. invasives
Wachstum und Intravasation fordern kann, wahreridesp Schritte wie Extravasation und
Initiation der Proliferation nicht von der Expressivon MMP 9 abhangig sind. Dass in
experimentellen Metastasierungsmodellen wie dersediérbeit zugrundeliegenden diese
spateren Schritte untersucht werden, kann eine a&nk§) dafiir sein, dass in den
Experimenten dieser Arbeit keine Expression von MMiefunden werden konnte.

4.2.2.2. Semaphorine 3A und 4D

Semaphorine sind Molekile die eine wichtige Funktio der Embryonalentwicklung des
Nervensystems besitzen und hierbei das L&ngenwanhston Axonen regulierén
Aufgrund dieser Bedeutung in der Steuerung von sivean Wachstum wurde auch ein
Einfluss der Semaphorine auf Tumorprogression uretabtasierung vermutet. In dieser
Arbeit wurde die Expression der Semaphorine 3A4iddintersucht.

Semaphorin  3A kann das Langenwachstum von Axonemnien und besitzt auch
inhibitorische Funktion in der Migration endothédia Zeller?>. Die Untersuchung der
Wirkungen von Semaphorin 3A auf die Tumorbiologieunterschiedlichen Studien zeigt,
dass Semaphorin 3A fur das Tumorwachstum und dimad¥sesierung teils forderliche und
teils hinderliche Funktionen besitzt. So ist Senwajph 3A z.B. Teil eines negativen
Feedback-Mechanismus, der die proliferationsfordenn Wirkungen von VEGF in
mesothelialen Zellen reguliert und dessen Dysfomkizum unkontrollierten Wachstum in
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malignen mesothelialen Zellen fiift Die Invasivitit von Semaphorin 3A transfizierten
Prostatakarzinomzellen ist im Vergleich zu nictansfizierten Zellen vermindéff. Ein
weiterer potentiell tumorprotektiver Mechanismus \8emaphorin 3A ist die Suppression der
VEGF-induzierten Angiogenes&

Dem gegenuber stehen Untersuchungen, die eine dieorprogression beglnstigende
Wirkung von Semaphorin 3A beschreiben. So kann di® Expression von Semaphorin 3A
durch Tumorzellen zur Dysfunktion von T-Zellen irerdMikroumgebung des Tumors
beitragen, und so die Elimination von Tumorzellenrcth die T-Zellen behindetff.
Ausserdem kann durch Semaphorin 3A erhdhte vask&lérmeabilitat induziert werden und
so die Intra- und Extravasation metastasierendéerZerleichtert werde®. Eine erhohte
Expression von Semaphorin 3A in humanen Pankreasgmmist mit einem ungunstigen
Verlauf assoziieft®.

In dieser Arbeit konnte eine hohe Expression vom&morin 3A Uber den gesamten
Zeitraum des Experimentes gezeigt werden. Die Hiidser Expression lasst eine Bedeutung
von Semaphorin 3A fir die Metastasierung in den dfxpenten dieser Arbeit vermuten,
wobei jedoch die Konstanz die Interpretation ersatw

Semaphorin 4D l&sst sich eindeutiger als ein dasofwachstum begunstigendes Molekdl
beschreiben. Ein Hauptaugenmerk liegt hierbei aufes pro-angiogenetischen Effekten. Bei
einer Vielzahl von Tumoren geht man davon aus, desExpression von Semaphorin 4D die
Angiogenese fordern kahfl In einem Experiment, in dem Brustkrebszellen stk in
syngene Tiere injiziert wurden, zeigte sich, dass Hahigkeit der Tumorzellen zur
Proliferation und Metastasierung in Semaphorin 4fbdk-out Tieren im Vergleich zu
Wildtyptieren aufgrund von Defekten in der Vaskig@rung des Tumors reduziert'fSt Die
pro-angiogenetische Wirkung erreicht Semaphorin dilbch Bindung an seinen Rezeptor
Plexin B1. Der HGF-Rezeptor c-met kann mit Plexih iB einem Komplex assoziiert sein,
was zur Folge hat, dass die Bindung von Semaphdbn an Plexin Bl auch die
Tyrosinkinaseaktivitat von assoziiertem c-met stiert!®’. Uber diesen Mechanismus kann
Semaphorin 4D neben der Angiogenese auch das wevdgachstum und die Zellmotilitat
forderrt®. Nach einem diskreten Anstieg der Semaphorin 4pr&ssion uber die Tage 2,4
und 6 konnte in dieser Arbeit ein zwar statistisgbht signifikantes, jedoch anhand der
Einzelwerte deutlich nachvollziehbares Absinken Bepression am Tag 8 gezeigt werden.
Zu einem Zeitpunkt zu dem die Angiogenese in denlaManmetastasen mit grol3er
Wahrscheinlichkeit eine wichtige Rolle spielt verndert die Downregulation eines pro-
angiogenetischen Moleklls wie Semaphorin 4D. Disteigende Expression an den Tagen
zuvor lasst vermuten, dass Semaphorin 4D zu di@s#ipunkten wichtigere Funktionen
besitzt. Zum einen ist davon auszugehen, dass digiogenese bereits zu friheren
Zeitpunkten initiiert wird, da die ersten makrosisgh sichtbaren Metastasen bereits am Tag
5 auftreten und die Rekrutierung neuer Blutgefd8@adingung hierfiir gesehen wirdum
anderen lasst dies eine Bedeutung der Wirkung vemaphorin 4D auf Invasivitat und
Motilitdt der Melanomzellen in diesem Experimentraaten.

4.2.2.3. HGF und c-met

HGF und c-met besitzen eine herausragende Bedeunudgr Biologie maligner Tumore.
Zum einen lasst sich bei nahezu allen Formen golldenore eine Uberaktivierung des
HGF/c-met Signalweges finden, zum anderen kdnnerthddiesen Signalweg mehrere
Stadien der Tumorentwicklung geférdert wertfénSo hat die Aktivierung von c-met durch
HGF einen proliferationsfordernden Efféktund kann das Uberleben und die Resistenz
gegeniiber apoptotischen Stimuli steig&nWeiterhin ist HGF ein pro-angiogenetisches
Molekiil'® und in der Lage, die VEGF induzierte Angiogeneseverstarketf®. Durch
Destabilisierung Cadherin-vermittelter Zell-Zell #akte, Modulation der Integrin-
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Expression und Verteilung an der Zelloberfladreowie Stimulation der MMP-Expression
und Aktivierund®’ filhrt das HGF/c-met Signal auRerdem zu einer &teiwy der Invasivitat.

In vitro bilden z.B. renale Epithelzellen in ein@reidimensionalen Kollagenmatrix
kugelférmige Zysten, wéahrend sich nach StimulatmhHGF verzweigte Strukturen ergeben
und sich ein Einwachsen der Zellen in die umgebdsakeix beobachten 145t

Eine vermehrte Aktivierung des HGF/c-met Signalveegann auf unterschiedliche Weise
erfolgen. Durch Uberexpression von HGF in Tumoezrelbder dem umgebenden Gewebe
kann es zu einer para- oder auto-krinen Stimulatiomet exprimierender Tumore kommen.
Des weiteren wurden auch Mutationen des c-met @etdeckt, die zu einer konstitutiven
Aktivierung des Rezeptors fiihren. Der haufigste IMeismus ist jedoch eine Uberexpression
von c-met auf der Transkriptionsebene oder aufgremer Genamplifikation. Diese
guantitative Hochregulation fihrt zur Oligomerisieg mehrerer Rezeptoren, wobei diese
Oligomere auch in Abwesenheit eines Liganden aitivsein konnen. Viele Onkogene
kénnen die Hochregulation von c-met auf Ebene demndkription bewirkelf®. Auch
hypoxische Bedingungen, wie sie in Tumoren haufiguéreffen sind, steigern die Expression
von c-met durch die Bindung des TranskriptionsfektdlF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) an
die Promoterregion des c-met GEfis

In vielen Studien konnte die Bedeutung des HGF/t-n®&gnalweges fur die
Tumorprogression und Metastasierung gezeigt werSerresultiert z.B. die Uberexpression
von c-met in einem transgenen Tiermodell in derstetiung hepatozellularer Karzinotfe
Bei humanen kolorektalen Karzinomen konnte eineoisgion zwischen der Amplifikation
des c-met Gens und dem Auftreten von Lebermetastagzeigt werdeii> Eine
gentechnische Inhibition von c-met mithilfe von $iR(short hairpin RNA) vermindert die
Proliferation, das Uberleben und die Invasivitan i®habdomyosarkomzell&H, fiihrt zur
Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion in Lungemkamzellen, die c-met
Uberexprimieret?, und reduziert das Auftreten experimenteller Metsen nach intravendser
Injektion von Magenkarzinomzell&h.

In experimentellen Ansatzen konnte bereits derlgrfiner medikamentésen Unterbrechung
des HGF/c-met Signalwegs gezeigt werden. NK-4 wadisikturelle Ahnlichkeiten mit HGF
auf bindet an c-met ohne eine biologische Reakiisrzuldsen, und antagonisiert so die HGF
induzierte Tyrosinphosphorilierung von c-met. NKkkdnnte die HGF induzierte Invasivitat
und Motilitat einer humanen Kolonkarzinom Zelllinemtagonisieren und bei Mausen mit
Pankreastumoren das Wachstum die Invasivitdt uadvtitastasierung inhibieren und das
Uberleben verlangefh'®® Auch in der klinischen Anwendung konnten beregitfolge durch
c-met Inhibitoren (NSCLC, HCC, Pankreaskarzinomgktearzinom) erzielt werdé&H.

In dieser Arbeit konnte eine konstante Expressies HGF-Rezeptors tUber den gesamten
untersuchten Zeitraum nachgewiesen werden. Diest Mermuten, dass das HGF/c-met
Signal im Rahmen der in diesem Modell untersuclegperimentellen Metastasierung eine
wichtige Rolle spielt. Gleichzeitig konnte eine Esgsion des c-met Liganden HGF nur an
den Tagen 2 und 8 und auch hier nur auf relatilngem Niveau und nicht in allen Tieren
gefunden werden. Hieraus kann man ableiten, dasBdiAktivierung des c-met Rezeptors in
diesem Modell auch andere Mechanismen als die HgaBindung verantwortlich sein
kénnen. Durch Oligomerisierung von c-met kann es aien bereits erwéhnt zur Aktivierung
des Rezeptors auch in Abwesenheit des Liganden W&@HRmen, was aufgrund der
konstanten hohen Expression von c-met ein moglitesshanismus ist. Unter Punkt 4.2.1.3.
wurde beschrieben, dass nach Bindung von Semaphbrian seinen Rezeptor Plexin Bl
dieser mit c-met assoziieren kann und Semaphorirs@lh der Lage ist, c-met indirekt zu
aktivierert®*%2 Die hohe Expression von Semaphorin 4D an deniTageund 6 zeigt, dass
dieser Mechanismus in dem Modell dieser Arbeit &deneine wichtige Funktion besitzen
kann.
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4.2.3. Einflu von Thrombozytenaggregationshemmerauf die Metastasenzahl
4.2.3.1. Therapie mit unterschiedlichen Thromboaysggregationshemmern
4.2.3.1.1. Metastasenreduktion durch Inhibitoren lerombozytenaggregation

Die Bedeutung der Thrombozyten und der HamostasdiéiMetastasierung konnte bereits in
vielen Studien dargestellt werden. Vor allem in empentellen Untersuchungen in
Tiermodellen konnte durch Inhibition der Thrombandggregation die Metastasierung
reduziert werdeti®’*® In klinischen Studien ergaben sich Hinweise ank everlangerte
Uberlebenszeit von Tumorpatienten unter der Therayi niedermolekularem Hepatirt™®
Auch in dieser Arbeit zeigte sich ein deutlichenfltiss einer Therapie mit unterschiedlichen
Thrombozytenaggregationshemmern auf die MetastagjerDie Metastasenzahl an der
Lungenoberflache am Tag 9 nach der intravendserktion der B16/D5 Melanomzellen
konnte durch die medikamentése Behandlung mit AsgiReduktion um 53,8%, p=0,1),
Aspisol (55,1%, p=0,05), Clopidogrel (59,6%,p=0,a6)d EMD 122347 (85,3%, p=0,04)
gesenkt werden. Hierbei zeigte sich, dass alsgaaavledikament Aspirin keine signifikante
Reduktion der Metastasenzahl erreichen konnte.@iende hierfir liegen in der gréReren
Streubreite der Ergebnisse in der Aspirin-Gruppel. Wirkstoffgleichheit mit Aspisol sind
die Ursachen fur die geringere Effektivitdt wohleehn der schlechter kontrollierbaren
Applikationsform (im Trinkwasser gelost vs. tagkckontrollierte i.p. Injektion) zu sehen.
Die erfolgreiche Metastasenreduktion durch alle eaed eingesetzten Hemmstoffe der
Thrombozytenaggregation zeigt eine wichtige Bedmyituder Thrombozyten fur die
Metastasierung auch in dem dieser Arbeit zugruadehden Modell. Mehrere Griinde fir
Bedeutung der Thrombozyten sind denkbar.

Die Adhérenz am Endothel ist ein wichtiger Schiitt der Metastasierungskaskade.
Thrombozyten kénnen diesen Schritt begiinsfieburch Bindung aktivierter Thrombozyten
vergroRRert die Tumorzelle ihr Repertoire an adleisivroteinen und damit ihre Fahigkeit zur
Adhéasion an Endothel und subendothelialer Matresdhders in Gefal3bereichen mit kleinen
Endothelschaden kann es durch die Interaktion vhrombozyten, die am beschadigten
Endothel adharieren, und tumorassoziierten Throgteoz zum Arrest komméh Ein
weiterer Mechanismus ist die direkte Bindung vont mdem Blutstrom wandernden
Tumorzellen an adhérente Thrombozyten. Fur diesm Eler Adharenz konnte eine wichtige
Funktion fur GP llb/llla und Bs Integrine gezeigt werdé®?®* Durch die
Thrombozytenaggregation und Koagulationsaktivierukeynn auch die Formation von
Tumorzell-Thrombozytenemboli beglnstigt werden, diggrund ihrer GroéRRe leichter auf
rein mechanischem Weg im Kapillarbett eines Ziedogy der Metastasierung hangen
bleibert?. Somit ist es denkbar, dass durch die HemmungrHesmbozytenaggregation der
initiale Arrest der Melanomzellen in den Lungenib&échtigt wird.

Ein weiterer moglicher Mechanismus ist die Erlegthhg der gegen die Melanomzellen
gerichteten Immunabwehr durch die antithrombozytéherapie. Tumorzellen sind den
Abwehrmechanismen des Immunsystems, insbesondeneAagriff von zytotoxischen T-
Zellen (CTL’s) und natirlichen Killerzellen (NK)nider Zirkulation in héherem Malie
ausgesetzt als im Zellverband des PrimartumorsTémorzellen gebundene Thrombozyten
kénnen, indem sie die Zelloberflache bedecken, eimeSchutzschild wirken und die Lyse
von Tumorzellen durch NK's verhindéfA Der metastasierungsreduzierende Effekt
antithrombozytarer Interventionen war in verschremte Experimenten an die Préasenz von
NK’s?% oder die NK-Sensitivitat der verwendeten Tumoeréf? gebunden.

Ein weiterer Mechanismus wie Thrombozyten die Tumalen vor der Elimination durch
NK’s schutzen konnen, ist die Ubertragung thombamsyt MHC-Klasse | Molekile auf
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Tumorzellen durch Thrombozyten-Tumorzell Interak@n. Die Zytotoxizitdt der NK's
richtet sich vor allem gegen Zellen mit fehlenddegeringer Expression von MHC-Klasse |
Molekilen (z.B. Tumorzellen). Durch die thrombdagn MHC-Klasse | Molektile kénnen
die Tumorzellen einer Elimination durch NK’s entgeft*

Aktivierte Thrombozyten setzten aus ihren Graning &eihe von Faktoren frei, die Einflul3
auf Tumorwachstum und Metastasierung haben kortberernierte Wachstumsfaktoren wie
z.B. PDGF (platelet-derived growth factor) habearlsimitogene Wirkung auf eine Vielzahl
von Zellen. Aus Thrombozyten freigesetzte Faktoreeigten aullerdem einen
wachstumsférdernden Effekt auf sehr viele Tumolinédh in der Zellkultu?®. VEGF zahlt
ebenfalls zu den sezernierten Proteinen. NebeAmigingenese kann dieses Zytokin auch die
Extravasation und Adhérenz der Tumorzellen beggesti weil VEGF-Stimulation eine
Retraktion der Endothelzellen und damit die Freiteyy adhasiver Proteine der
subendothelialen Matrix und der Basalmembran zdge~tdat und die Permeabilitat des
Endothels steigett Eine ischamische Schadigung des Endothels dumiboBsierung
groRerer Thrombozyten-Tumorzell-Aggregate konntenéddls fur die Extravasation der
Tumorzellen forderlich seff’. Von aktivierten Thrombozyten freigesetzte Mikrsikel
kbnnen die mRNA Expression von MMP-9, VEGF und HG#K verschiedenen
Lungentumorzelllinien stimulieren und dadurch dePealiferation und Invasivitat steigéffi
Eine Steigerung der Invasivitat konnte auch beisBmebszellen beobachtet wer&&n
Lysophosphatidylsdure wird ebenfalls von aktivierfdhrombozyten sezerniert und wirkt in
der ossaren Metastasierung von Brust- und Ovaudatdren als Mitogen und Promoter der
Osteolysé®® Die Sekretion von TGB-aus aktivierten Thrombozyten filhrt bei Kolon- und
Mammakarzinomzellen zu einer Anderung der Morphielohin zu einem invasiven
mesenchymalen Phanotyp (epithelial-to-mesenchymaisition, EMT) und gesteigerter
Metastasierurf§®>**° Die verminderte Sekretion solcher metastasieffiingsrnder Faktoren
durch Thrombozyten infolge der medikamentésen Hengnder Thrombozytenaggegation
und damit auch ihrer Aktivierung ist also ein westemdglicher Grund fur die Reduktion der
Metastasierung in den antithrombozytar behanddlieren.

Die Embolisierung kleiner Geféal3e und Kapillarenattiufumorzell-Thrombozyten-Aggregate
kann in den Versorgungsgebieten der embolisiertefaf2 zu hypoxischen Bedingungen
fuhren. HIF-i (hypoxia-inducible factord) ist ein Transkripionsfaktor der unter
hypoxischen Bedingungen hochreguliert wird und Egression einer Vielzahl von Genen
fordert, die zu Tumorwachstum und Metastasierurigdgen kdnnen. Hypoxie in Tumoren
ist mit der Resistenz gegeniiber Bestrahlung undnGtieerapie assoziiélt. Die Hemmung
der Thrombozytenaggregation konnte also auch dafireden solch tumorfoérderlicher
hypoxischer Areale vermindern.

4.2.3.1.2. Besondere Bedeutung des GP lIb/llla

Die Therapie mit dem GP lib/llla Antagonisten EMR2B47 konnte im Vergleich zu den
anderen eingesetzten Thrombozytenaggregationshemulier deutlichste Reduktion der
Metastasenzahl erzielen. Die Bindung von Fibrinogam aktiviertes GP llb/llla ist
unabhangig vom auslésenden Stimulus der letzteit§ather zur Thrombozytenaggregation
fuhrt. Die Blockade dieses Rezeptors stellt danmte esehr effiziente Moglichkeit zur
therapeutischen Beeinflussung der Thrombozytenagtiomshemmung d#r Dies stellt aber
nur eine mogliche Erklarung fur die Uberlegenheit EMD 122347 gegeniiber den anderen
untersuchten Therapieformen dar.

Die besondere Bedeutung des GP lIb/llla wird dddersichtlich, dass dieses Integrin direkt
an der Interaktion zwischen Thrombozyten und Tuwmiken beteiligt ist. So kdnnen z.B.
Thrombozyten, die an ihrem GP llb/llla Rezeptorrifibgen gebunden haben, Uber das auf
vielen Tumorzellen exprimierte Integrinfs an der Tumorzelloberflache fixiert werd@n
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Fur die Interaktion von Melanomzellen mit Thrombey konnte eine entscheidende
Bedeutung der Integrine GP lIb/llla ungBs gezeigt werdeft?. Auch iber die Proteine von
Willebrand Faktor (VWF) und Fibronektin ist eine fdmdung zwischen thrombozytarem
GPlIb/Illa und Integrinen auf Tumorzellen mogleh Die besondere Effektivitat von EMD
122347 in der Reduktion der Metastasen ist alsarseakinlich auch dadurch bedingt, dass
nicht nur die Aggregation und Aktivierung der Thioozyten und damit ihre
metastasierungsférdernden Funktionen gehemmt wesdietlern auch direkt die Interaktion
zwischen den Melanomzellen und Thrombozyten inhilvwed.

Interessant erscheint in diesem Zusammenhang, dask auf Tumorzellen eine Expression
des GP llIb/llla Rezeptors gezeigt werden konntehumanen metastasierten Melanomen
nicht jedoch auf gesunden Melanozyten konnte mihaktonalen Antikorpern gegen GP
lIb/llla dieser Rezeptor nachgewiesen werdérEine Reaktion mit Antikrpern gegen die
lIb Untereinheit des Rezeptors fand sich nur adfeBemetastasierter Melanome und nicht
auf nicht-metastasierten Melanom¥n Dies |asst eine Bedeutung der Expression von GP
lIb/llla auf den Tumorzellen fiir die Metastasieruhgs Melanoms vermuten. Die Interaktion
von Tumorzellen mit Proteinen der extrazellulareatfi% Uber ihre Integrine besitzt eine
wichtige Funktion fir Tumorprogression und Metastasg. Die Blockade des GP llb/llla
Integrins kénnte also auch unabhangig von Thromigozglurch die Beeintrachtigung dieser
Interaktion zur Metastasierungsreduktion beitragen.

4.2.3.2. Therapie mit EMD 122347 tber 5 bzw. 10 &ag

Eine Reduktion der Metastasenzahl durch die Thenagi EMD 122347 konnte auch in den
folgenden Experimenten mit groReren Stichprobeeiaht werden. Allerdings war in diesen
Experimenten der Effekt nicht so deutlich ausgepriiggesamt fiel auf, dass sich bereits in
den Kontrollgruppen die Metastasenzahl auf einefeeardentlich hohen Niveau befand,
was auf eine vergleichsweise hohe Effektivitat d&glanomzellen in der Initiation des
Metastasenwachstums in diesen Experimenten schliéB8st. Hierdurch kdnnte man auch die
im Vergleich zu den Vorexperimenten geringere Bftetét der Therapie mit EMD 122347
erklaren.

Interessanterweise konnte allerdings durch eindééxigerung der EMD 122347 Therapie auf
den gesamten Zeitraum des Experiments eine deerticReduktion der Metastasenzahl
erreicht werden. (Therapie Uber 5 bzw. 9 Tage, Matenreduktion um 32,2% bzw. 51,8%).
Dies lasst eine Bedeutung der Blockade des GPIldbRezeptors auch wéahrend spaterer
Phasen der Metastasierung vermuten. Eine ahnligodd:htung konnte in einer Studie zur
Inhibition der experimentellen Lungenmetastasierwran Lewis-lung-carcinoma (LL2)
Zellen gemacht werden. Durch die Therapie mit eigzeldosis des oralen GP lIb/llla
Antagonisten XV454 konnte die Tumorlast um 50% gksewverden, wahrend durch
Ausdehnung der Therapie auf einen langeren Zeitrauma Reduktion um 91% erreicht
werden konnt¥.

4.2.4. Einflu von EMD 122347 auf die Genexpression

4.2.4.1. P-mel 17

Die Expression des Melanozytenmarkergens P-melelgt m den Lungen der mit EMD
122347 therapierten Tiere einen zu derjenigen ¢htthierapierten Tieren &hnlichen Verlauf.
Es ist sowohl ein deutliches Absinken der Exprasaim Tag 2 als auch der Anstieg ab Tag 4
zu beobachten. Fur die Anzahl der Tumorzellen in Hengen kann also auch unter der
Therapie mit EMD 122347 ein Minimum zwischen demdm@ 2 und 4 angenommen werden.
Im Unterschied zu den nicht therapierten Tieren hgr allerdings ein Ruckgang der
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Expresssion und damit der Verlust von Tumorzellest am Tag 2 nachweisbar. Am Tag 1
bleibt die Expression auf dem Ausgangsniveau wddsrch ein hbheres Expressionsniveau
als in den Lungen nichttherapierter Tiere ergibs. iEt verwunderlich, dass unter einer
Therapie, die letztendlich zu einer Reduktion deetddtasen flhren kann, zunachst das
Uberleben der Tumorzellen gesteigert zu sein sthBgr Riickgang der Expression am Tag
2 ist allerdings in der Gruppe der therapiertenrdiwesentlich starker ausgepragt und fihrt
auf ein Niveau, das deutlich unter dem der nicatapierten Tiere liegt. Im Vergleich zu den
nichttherapierten Tieren kann also unter der Therapit EMD 122347 nach initialen
Uberlebensvorteilen ein verstarkter Verlust von Aneimzellen angenommen werden.

Unter antithrombozytarer Therapie waren sowohl exahdie Extravasation begiinstigende
Funktionen der Thrombozyten als auch die Bildung Vamorzell-Emboli, in denen die
Tumorzellen durch aktivierte Thrombozyten mitein@ngernetzt sind, beeintrachtigt. Eine
maogliche Erklarung fur den Verlauf der P-mel Exgies kdnnte sein, dass die Tumorzellen
zwar eventuell als Einzelzellen initial Gberleb&miken, im weiteren Verlauf aber den Schritt
der Extravasation nicht vollenden konnen. Als waiskulare Einzelzellen ist jedoch, wie eine
aktuelle Arbeit anhand intravitalmikroskopischeroBachtungen der Hirnmetastasierung von
Melanomzellen zeigen konritg ein Uberleben der Tumorzellen extrem unwahrsdicain

Ab Tag 4 ist in beiden Gruppen ein Anstieg der Espron von P-mel 17 zu verzeichnen,
sodass ab diesem Zeitpunkt auch unter der antittwaytaren Therapie ein Uberwiegen der
Proliferation vermutet werden muss. Die Redukti@n sichtbaren Metastasen durch EMD
122347 lasst sich anhand des Expressionsverlauf$wmel 17 nicht nachvollziehen, da zu
den spateren Zeitpunkten kein Unterschied zwischieerapie und Kontrollgruppe mehr
festgestellt werden kann.

4.2.4.2. Fas, FasL und TRANCE

Der deutliche Rickgang der Fas-Expression in demgén nichttherapierter Tiere kann als
Verlust Fas-positiver Tumorzellen durch FasL indu® Apoptose aufgrund der
Immunabwehr durch Zytotoxische T-Zellen (CTL's) umattrliche Killerzellen (NK'’s)
interpretiert werden. In den Lungen therapierteerdikonnte gezeigt werden, dass das
Absinken der Fas-Expression noch starker ausgetagtieraus kbnnte man schlief3en, dass
die Elimination von Melanomzellen durch CTL's undK'N unter einer Therapie mit
Thrombozytenaggregationshemmern erleichtert ist.fdDatektive Effekt von an Tumorzellen
gebundenen Thrombozyten gegeniber der Lyse durchs MKirde bereits in Kapitel
4.2.3.1.1. beschrieb&4.

Der tendenzielle Expressionsanstieg von FasL anm8Tiaglen Lungen nichttherapierter Tiere
kann mit dem Fortschreiten der Metastasierung irbMdung gebracht werden, da in vielen
Studien ein Korrelation zwischen der Expression f#asL und der Metastasierung gezeigt
werden konnte (siehe Kap. 4.2.1.4.). Somit ers¢he nachvollziehbar, dass unter der
metastasenreduzierenden Therapie mit EMD 12234s&diexpresionsanstieg weniger stark
ausgepragt ist.

Am Tag 4 lasst sich in den Lungen therapierterél'@n statistisch signifikantes Maximum
der Expression von FasL feststellen, das in dengénnnichttherapierter Tiere nicht
nachweisbar ist. Dieses Maximum korreliert zeitloh dem besonders starken Riickgang der
Fas-Expression in der Gruppe therapierter Tiere,atke Verlust Fas-positiver Tumorzellen
unter der Einwirkung von FasL-positiven CTL’s und&’Nl interpretiert werden kann. Somit
konnte das Maximum der FasL Expression auch Hiswaef eine starkere Prasenz dieser
Zellen in den Lungen sein und fir eine Erleichtgruder gegen den Tumor gerichteten
Immunantwort unter der Therapie mit einem Thrombeasggregationshemmer sprechen.

In der Expression von TRANCE konnte kein eindeutigaterschied zwischen der Gruppe
nichttherapierter und derjenigen therapierter Tfestgestellt werden.
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4.2.4.3. MMP 2 und 9

Der Expressionsverlauf von MMP 2 in nichttheramerTieren zeigt ein deutliches Absinken
am Tag 8. Unter der Therapie mit EMD 122347 kordieser Expressionsrickgang bereits
am Tag 6 beobachtet werden. MMP 2 besitzt vielekitomen, die die Metastasierung
begiinstigen kbénnen wie z.B. die Forderung der Imitas und der Angiogenese (siehe Kap.
4.2.1.2.). Ein frihzeitigeres Absinken der Exprassvon MMP 2 kdnnte somit fur die
Reduktion der Metastasierung unter der TherapiceMiD 122347 mitverantwortlich sein.

Im Rahmen der Aktivierung von Thrombozyten kommt ewmr Abschnirung
prothrombotischer MembranvesikelDie verminderte Generierung solcher Vesikel udsr
Therapie mit EMD 122347 konnte eine Ursache fur @&éheren Rickgang der MMP 2
Expression darstellen. Es konnte namlich gezeigtrdere dass thrombozytare
Membranvesikel die Invasivitat einer Prostatazallidurch Hochregulation der Expression
von MMP 2 erhéhen kénnélf. EMMPRIN (extracellular matrix metallo proteinaselucer)
ist ein Protein das durch homophile Interaktion Higpression von MMP 2 und anderer
Mitglieder der MMP-Familie induzieren kann. Es windufig auf Tumorzellen exprimiert
und kann deren Invasivitat steigérh Es konnte gezeigt werden, dass EMMPRIN auch im
offenen kanalikularen System ruhender Thrombozytenfinden ist und in Folge der
Thrombozytenaktivierung an die Oberflache transferivird'® Dies ware eine weitere
maogliche Erklarung fir die Reduktion der MMP 2 Bsggion unter einer antithrombozytaren
Therapie.

In den Lungen nichttherapierter Tiere konnte kdixpression von MMP 9 nachgewiesen
werden. Aktivierte Thrombozyten sind in der Lagemiuzellen zur Sekretion von MMP 9 zu
stimuliererf**#° Vor diesem Hintergrund verwundert es nicht, dgisk unter der Therapie
mit einem Thrombozytenaggregationshemmer eberkaile MMP 9 Expression fand.

4.2.4.4. Semaphorine 3A und 4D

Die Expression von Semahorin 3A unter der TherapieEMD 122347 unterscheidet sich
von derjenigen in nichttherapierten Tieren nur tdudas Absinken am Tag 8. Die Ambivalenz
der Wirkung von Semaporin 3A auf die Tumorprogm@ssund Metastasierung mit teils
forderlichen und teils hemmenden Funktionen wurdeKiapitel 4.2.2.2. beschrieben. Der
Rickgang der Expression unter einer Therapie, theMkEktastasierung reduzieren kann,
koénnte fur tumorforderliche Funktionen von Semaph8A zu diesem Zeitpunkt sprechen.
Wesentliche Unterschiede in der Semaphorin 4D BEegmwa zwischen den Lungen
therapierter und nichttherapierter Tiere lasseh sir an den Tagen 6 und 8 beobachten. Am
Tag 6 steigt die Expression in der Kontroll-Grupeh an, wahrend in der Therapie-Gruppe
bereits hier ein Rickgang zu finden ist. Am Tagrtkisdie Expression in beiden Gruppen
stark ab, in den Lungen der therapierten Tiere dedauf ein deutlich niedrigeres Niveau
(Nachweis nur noch bei einem Tier). Der friher eimende und deutlicher ausgepragte
Expressionsriickgang eines Gens, das Invasivititmdslitat und Angiogenese fordern kann
(siehe Kap. 4.2.2.2.), erscheint im Rahmen eineerdpie, die in der Lage ist die
Metastasierung zu reduzieren, gut nachvollziehbar.

Eine interessante Beobachtung in diesem Zusammgnbkardass Semaphorin 4D auch auf
Thrombozyten gefunden werden kann, und die Menge imoder Thrombozytenmembran
verankertem Semaphorin 4D nach der Thrombozytenaking zunimmt. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Abspaltung von Semaphorin 4 der Thrombozytenoberflache, das
dann in I6éslicher Form vorliegt und mit entspredtam Rezeptoren z.B. auf Endothelzellen
interagieren karfi*. Da Thrombozyten anuklare Zellen sind, die nialnt Eranskription von
Genen in der Lage sind, kann dieser Mechanismus iziiat die verminderte Expression von
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Semaphorin 4D unter der Therapie mit EMD 12237&dd, zeigt aber eine Mdglichkeit, wie
eine Hemmung der Thrombozytenaktivierung die Meageverfiugbarem Semaphorin 4D-
Protein reduzieren konnte.

4.2.4.5. HGF und c-met

In den Lungen nichttherapierter Tiere konnte an tegen 2 und 8 die Expression von HGF,
wenn auch nur in jeweils zwei der drei untersuchteme und mit grol3er Streubreite, gezeigt
werden. Im Gegensatz hierzu war unter der ThenatieeMD 122347 die HGF-Expression
nur am Tag 6 nachweisbar, und hier auch nur inrelee drei untersuchten Lungen. Eine
Beurteilung dieser Ergebnisse im Rahmen der Met@stang wird durch die grol3e
Inhomogenitéat innerhalb der Gruppen erschwert.

Die Expression des HGF Rezeptors c-met zeigt ugerTherapie mit EMD 122347 einen
Verlauf, der sich von dem in den Lungen nichttherdpr Tiere deutlich unterscheidet. Unter
der Therapie findet sich ein konstantes AbsinkenEdgression Uber den gesamten Zeitraum
des Experiments, wahrend die Expression in den @&mnmgchttherapierter Tiere auf einem
konstant hohen Niveau verweilt. In Kapitel 4.2.2v8irde die wichtige Bedeutung von c-met
als Onkogen und fir die Metastasierung beschriddenkonstante Riickgang der Expression
von c-met unter der Therapie mit EMD 122347 lassth salso gut mit dem
metastasierungsrezierenden Effekt der Therapienkidhg bringen.

Durch die Embolisierung kleinerer Gefale und Kapah durch Aggregate aus Tumorzellen
und Thrombozyten konnen im Versorgungsbereich digSefale hypoxische Areale
entstehen. Die Hemmung der Thrombozytenaggregitian die Entstehung von Tumorzell-
Thrombozyten-Aggregaten beeintrachtigen und wirldmis dem Entstehen solcher
hypoxischer Bereiche entgegen. Hierin ist auchmedglicher Grund fur die Reduktion der
Expression von c-met unter der Therapie mit EMR34” zu sehen, da unter dem Einfluss
des unter Hypoxiebedingungen hochregulierten Trgosdnsfaktors HIF-1 (hypoxia-
inducible factor 1) die Expression des c-met Gerstajgert wird™.

Im Zusammenhang mit der Reduktion der c-met Expasgurch die Therapie mit einem
Thrombozytenaggregationshemmer erscheint interessdass c-met in der Lage ist
Mechanismen der Blutgerinnung zu aktivieren. Ineein Mausmodell, in dem durch
lentiviralen Gentransfer von aktiviertem c-met iregdtozyten maligne Transformation
induziert wird, zeigten sich zunéachst thrombotisclk@mplikationen gefolgt von
Hamorrhagien. Als Ursache dieser Gerinnungsstéruikgante die Hochregulation von PAI-
1 (plasminogen activator inibitor 1) und COX-2 (Qykxygenase-2) in Reaktion auf die
Transformation mit dem Onkogen c-met identifizieverderi?. Die Aktivierung der
Gerinnung durch die Hochregulation dieser Gene kammAblagerung von Fibrinpolymeren
in der Umgebung der Tumorzellen fihren. Diese Vee#&mng in der unmittelbaren

Unllg?febung der Tumorzellen tragt moglicherweise &iaigerter Angiogenese und Invasivitat
bei .

Zusamenfassend lassen sich deutliche Unterschexd@ehexpression zwischen therapierten
und nichttherapierten Tieren vor allem fiur die GBamel 17, Fas, MMP 2 und c-met finden.
Unter EMD-Therapie kommt es zu einem verzogertesidden des P-mel Signals in den
Lungen nach der Zellinjektion. Dies erscheint zinséicverwunderlich, da durch die
antithrombozytare Therapie ja eine Metastasenremukerreicht werden kann. Erst am
zweiten Tag nach der Tumorzellinjektion kommt eseurantithrombozytarer Therapie zu
einem deutlichen Absinken der Tumorlast in den lamd@ies kann Hinweis dafir sein, dass
es unter der EMD-Therapie zu einem vermehrten Absteder Zellen in der Lunge kommt,
zumal es unwahrscheinlich erscheint, dass vieledrsefien mit dem Blutstrom durch das
Kapillarnetz der Lunge weitertransportiert werdeaire Metastasierung in anderen Organen
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konnte wahrend des Beobachtungszeitraumes der iEhvgree dieser Arbeit nicht gefunden
werden.

Ein Faktor, der fur den gesteigerten initialen lust verantwortlich sein kann, ist der
fehlende Schutz der Tumorzellen vor dem Zugriff delen des Immunsystems durch die
Hemmung der Bindung von Thrombozyten an der Tuniiotzerflaiche. Die Induktion von
Apoptose in Fas-exprimierenden Zellen durch Bindwog Fas-Ligand ist ein wichtiger
Mechanismus der gegen den Tumor gerichteten Imntwoain Das Absinken der Expression
von Fas in den Lungen kann Hinweis auf den Verhasd-positiver Zellen sein. Dass dieses
Absinken unter der Therapie mit EMD beschleunigt kénnte fur eine effektivere
Tumorimmunantwort Uber diesen Signalweg unter eiaetithrombozytdren Therapie
sprechen.

Trotz deutlicher Unterschiede in der Anzahl der &&sen an der Lungenoberflache ist zu
spateren Zeitpunkten keine Differenz in der Expogssles Markergens zwischen Kontroll-
und Therapie- Gruppe festzustellen. Auch der zbidiVerlauf der Expressionskurve von P-
mel 17 ist in Kontroll- und Therapie-Gruppe sehnlin, sodass fir beide Gruppen ein
ahnlicher Ablauf der Metastasierung mit initialenbsthken der Zellzahl und spaterem
Uberwiegen der Proliferation vermutet werden mss. deutlicher Unterschied ergibt sich
vor allem aus dem stéarkeren initialen Absinken Blerel 17 Signals unter der Therapie mit
EMD, sodass sich fur die antithrombozytare Therapevermuteter Wirkmechanismus vor
allem durch die Begunstigung des initialen Abstaegbder injizierten Tumorzellen ergibt.

Im Widerspruch hierzu stehen die Ergebnisse dereg@ession von MMP 2 und c-met,
beides Gene, die wichtige metastasierungsfordelruaétionen besitzen. Bei beiden Genen
kommt es unter EMD Therapie zu einem friheren (MBBzw. Gberhaupt einem Absinken
der Expression (c-met) im Verlauf. Die gro3te Diéiez zwischen Kontroll- und Therapie-
Gruppe findet sich dabei zu den spaten ZeitpunKiagp 6 (MMP 2) bzw. Tag 8 (c-met).
Diese Differenz in der Expression fur die Metasiagig wichtiger Gene kodnnte einen
Hinweis darauf geben, dass eine antithrombozytdnerapie neben der Reduktion des
initialen Uberlebens auch zu spéateren Zeitpunkiemhdetastasierungskaskade Einfluss auf
die Effizienz der Metastasierung besitzt. In diesgBmammenhang erscheint auch interessant,
dass durch die Gabe von EMD Uber den gesamteradeitdes Experiments eine deutlichere
Metastasenreduktion erreicht werden konnte al&laée nur Uber 5 Tage.

Der anhand der Expression des Markergens messhaflisE der antithrombozytéren
Therapie auf die Metastasierung kommt jedoch zuirBeder Metastasierungskaskade zum
Tragen. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werdass eine Therapie mit dem GP llb/llla
Antagonisten EMD 122347 das initiale Uberlebenzigjiter Tumorzellen in der Lunge
reduziert und die Metastasierung reduzieren kanmesdd frihe Ansatzpunkt der
antithrombozytaren Behandlung lasst einen kliniscl&insatz einer solchen Therapie
zunachst schwierig erscheinen, da der Zeitpunkt b#ravasation metastasierender
Tumorzellen bei Tumorpatienten nicht wie bei einerperimentellen Modell bekannt ist.
Dennoch kdnnten Situationen, in denen eine gesteigaissaat von Tumorzellen vermutet
werden kann - wie zum Beispiel die Manipulation &umor im Rahmen von Operationen -
ein interessanter Ansatzpunkt fur eine antithromtioe Therapie sein. Demgegenuber steht
natdrlich ein erhdhtes Blutungsrisiko, das vorrallen Rahmen groRerer Tumoroperationen
problematisch zu sehen ist. Ein wichtiges Ziel wailis® durch ein besseres Verstandnis der
zugrunde liegenden Pathomechanismen, Medikametec&rln zu konnen, die - bei gleich-
zeitiger Reduktion solch unerwinschter Nebenwirlamg gezielt nur die tumorféderlichen
Funktionen der Thrombozyten inhibier&f. Fiir oberflachliche Eingriffe an Primartumoren,
wie sie z.B. auch gerade beim Melanom moéglich skiihnte eine periinterventionelle
antithrombozytare Therapie diskutiert werden. Eidghcher interessanter Ansatzpunkt wére
ein systematischer Vergleich der Metastasierungs#nz nach Entfernung des Primartumors
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zwischen Patienten, die Aufgrund anderer Vorerkuaglen einer antithrombozytaren
Therapie unterworfen sind, und nichtherapiertemeRtgn in einer klinischen Studie.
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5. Zusammenfassung

Metastasierung ist ein zentrales Problem in derrdfe maligner Tumore. In einem
schrittweisen Prozess, der sogenannten Metastagakaskade, I6sen sich hierbei einzelne
Zellen oder Zellverbande vom Priméartumor ab unddean mit dem Blut oder Lymphstrom
in definierte Regionen des Koérpers, um dort nachrlageen des GefalRsystems die
Proliferation neuer Tumoren zu initiieren.

Ziel dieser Arbeit war es anhand eines Tiermodelisdem B16 Melanomzellen in die
Schwanzvene syngener Mause injiziert werden unch damgenmetastasen bilden, den
Ablauf der hdmatogenen Metastasierung naher zakteaisieren.

Hierbei wurden folgende Aspekte untersucht:

- die Entwicklung der Tumorlast im priméaren Metagtaungsorgan Lunge im zeitlichen
Verlauf

- die Bedeutung der Apoptose fir das initiale Atista der Tumorzellen

- die Expression von Genen der Zytotoxizitat, devabkivitdt und der Proliferation im
zeitlichen Verlauf

- die Effektivitat einer antithrombozytaren Thempur Reduktion der Metastasierung

- Anderungen der Expression von Genen der Zytoi@itjz der Invasivitit und der
Proliferation unter einer antithrombozytaren Tipéza

Hierzu wurde in dieser Arbeit die Expression urdkisdlicher Gene in den Lungen im
zeitlichen Verlauf nach der Tumorzellinjektion asaért (c-DNA Array und RT-PCR
Untersuchungen). Zur Beurteilung des Erfolges eiherapeutischen Intervention konnte die
Anzahl der aufgrund ihrer Melaninpigmentierung gsichtbaren Metastasen an der
Lungenoberflache am Ende des Experiments herangezogrden.

Untersuchungen der Expression des MelanozytenngakerP-mel 17 konnten zeigen, dass
es nach der Tumorzellinjektion zunéchst zu einarkeh Absinken der Tumorzellzahl in den
Lungen kommt. Erst im spateren Verlauf ab Tag 4nkemin Anstieg beobachtet werden. Da
wahrend des Zeitraums der Experimente keine Mealasteng in anderen Organen
nachgewiesen werden konnte, muss initial ein lekélbsterben der Melanomzellen in den
Lungen vermutet werden. Ein moéglicher Grund hiewére apototischer Zelltod.

Um dies zu untersuchen wurde mithilfe eines c-DN#aks die Expression einer Vielzahl
von Genen analysiert, die an der Regulation dempfgse beteiligt sind.

Es konnte die Expression von Genen mit eindeutig-gmoptotischer Funktion (L&;
TRAIL, DR-6, TRIP, FADD, BAK, BAX, BOK, BIK, Caspas 9 und Atm) und eindeutig
anti-apoptotischer Funktion (APRIL, BCL-X, MCL-1 AP 1 und 5, Nop 30-like und Mdm
2) nachgewiesen werden. Gleichzeitig fanden siath &sene, denen sich keine eindeutige
pro- oder anti-apoptotische Funktion zuschreibestl&LT$ Rezeptor, TNFR 2, Tnfrsf 9,
RANK, DR-3, TRAF 1 und Gadd 45a)

Betrachtet man die Expressionsverlaufe aller in Aeay-Untersuchungen analysierten Gene
im Uberblick so fallt auf, dass die Expression paatotischer Gene zu allen Zeitpunkten,
sowohl was das Expressionsniveau als auch die Araah exprimierten Gene betrifft,
diejenige der antiapoptotischen tUberwiegt. Voeralldurch den Riickgang der Expression
anti-apoptotischer Gene bedingt, stellte sich dieBdferenz am Tag 1 nach
Tumorzellinjektion besonders deutlich dar, was &ime wirksame Apoptose zu diesem
Zeitpunkt spricht.

Dies andert sich bis zum Tag 3 nach Tumorzellingekinit einer Zunahme der insgesamt
exprimierten Gene - sowohl der pro- als auch déragoptotischen. Die Expressionsverlaufe
einiger anti-apoptotischer Gene besal3en zu diesgpunkt ein Maximum (APRIL, BCL-X,
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NAIP 1/5, Nop 30 like), was man als Hinweis aufesiApoptoseinduktion, die durch die
gesteigerte Expression anti-apoptotischer Gene @egenregulation erfahrt interpretieren
kann.

Da insgesamt nur am Tag 1 ein Hinweis auf gestmigAktivierung der Apoptose auf
Genexpressionsebene gefunden werden konnte, adeafdmel 17 Verlaufskurve allerdings
bis einschliel3lich Tag 2 von einem gesteigerten daellverlust in den Lungen ausgegangen
werden muss, und diese am Tag 1 beobachtete Reguhatr relativ schwach ausgepragt ist,
lasst sich aus diesen Ergebnissen schlieBen, dabsamdere Mechanismen, wie z.B.eine
nekrotische Schadigung der Tumorzellen zum intiaellverlust beitragen.

Zur Beurteilung der lokalen Zytotoxizitat wurde tals PCR-Analyse der Expressionsverlauf
von Fas in den Lungen nach der Tumorzellinjektiomersucht. Es ergab sich ein
kontinuierlicher Rickgang der Fas-Expression. Beichzeitigem Anstieg der Expression
von Fas-L ist dies ein Hinweis auf die Eliminatibas-positiver Tumorzellen durch Zellen
des Immunsystems.

Im weiteren Verlauf kommt es jedoch, wie der Exprassverlauf des Markergens P-mel 17
und letztendlich die Bildung sichtbarer Metastaaaender Lungenoberflache zeigt, zu einer
Proliferation der initial Gberlebenden Zellen. Himuss also zu spéateren Zeitpunkten ein
Uberwiegen von Faktoren, die die Metastasierungibstigen, vorliegen. Hierzu zahlt die
Expression von Genen, die wie MMP’s, Semaphoriner owachstumsfaktoren die
Invasivitat, die Angiogenese und die Proliferatemr Tumorzellen beguinstigen kénnen.

In den PCR-Untersuchungen der Expression von MMBe2Znaphorin 3A, Semaphorin 4D
und c-met (HGF-Rezeptor) konnte eine kontinuierlidhe Expression Uber die Tage 2-6
nach Tumorzellinjektion gezeigt werden. Dies waist eine wichtige Bedeutung dieser Gene
fur die Metastasierung in diesem Modell hin. Ingsenterweise konnte eine Expression von
MMP 9, einem Gen, fiur das bereits viele wichtigenl&ionen in der Metastasierung
beschrieben wurden, nicht nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu der Uber den gesamten VerlauExieerimente hohen Expression von c-
met, konnte keine nennenswerte Expression des étigeh Liganden HGF gefunden
werden. Hieraus kann geschlossen werden, dassaadeine Wege der Aktivierung von c-met
wie z.B. Oligomerisierung oder Aktivierung Uber Smhorin 4D und Plexin Bl fur die
Metastasierung in den Experimenten dieser Arbe# &olle spielen.

Der Verlauf der Expression von P-mel 17 zeigt, dies initiale Uberleben der Tumorzellen
im Zielorgan der Metastasierung eine Schwachstidie Metastasierungskaskade darstellt,
und deshalb eine Intervention, die das initiale fiéilen der Tumorzellen weiter reduziert, zu
einer erfolgreichen Metastasenreduktion fiihren kann

Thrombozyten kdnnen die Adhasion von Tumorzellen@efé3endothel erleichtern und mit
dem Blutstrom wandernde metastasierende Tumorzefjegen auf sie einwirkende
Scherkréafte und die Elimination durch Zellen desnmmsystems schitzen. In den folgenden
Experimenten wurde deshalb untersucht, ob einethamthbozytare Therapie die
Metastasierung in diesem Modell erfolgreich redrerikann.

In einem ersten Versuch konnte die Metastasenzallea Lungenoberflache nach 9 Tagen
durch verschiedene Thrombozytenaggregationshemesangt werden. Hierbei zeigte sich
die Metastasenreduktion durch die Medikamente A$piSlopidogrel und den GP lib/llla
Antagonisten EMD 122347 statistisch signifikante Rieutlichste Reduktion wurde hierbei
durch Antagonisierung des GP llb/llla erreicht. fdies lasst sich eine Bedeutung der
thrombozytdren Funktionen fir die Metastasierundeitdn. Die besonders effektive
Metastasierungsreduktion unter Blockade des GRlIHbgpricht flr eine wichtige Funktion
dieses Integrins im Rahmen der Metastasierung.

Hinweise fur eine Bedeutung des GP llb/llla auch gpateren Zeitpunkten der
Metastasierung konnten in weiteren Versuchen geammwerden. So ergab sich bei Gabe
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von EMD 122347 lber 5 Tage eine Metastasenreduknoi32,2%, bei Therapie tber 9 Tage
dagegen um 51,8%. Statistisch signifikant war déeldktion jedoch nur bei Therapie tGber 9
Tage.

Anhand der Expression wichtiger metastasierungsnater Gene wurde im Weiteren
untersucht, ob die Blockade des GP llIb/llla einénfléss auf das initiale Uberleben, die
gegen den Tumor gerichtete Immunabwehr, die Initasivnd das Wachstum besitzt.

Dazu wurde die Expression der Gene P-mel 17, s FTRANCE, Semaphorine 3A und
4D, MMP 2 und MMP 9, HGF und c-met (HGF-Rezeptaralgsiert. Deutliche Unterschiede
in der Expression unter Blockade des GP llb/lllgaben ich fir die Gene P-mel 17, Fas,
MMP 2 und c-met.

Im Vergleich zu nicht therapierten Tieren zeigtehsam Tag 2 ein deutlich niedrigeres
Expressionsniveau fur P-mel 17. Daraus kann mahef@m, dass eine antithrombozytare
Therapie zu einer Reduktion des initialen Uberlsbdgr Tumorzellen in den Lungen fihrt.
Ein mdglicher zugrundeliegender Mechanismus kondiee bessere Zugénglichkeit der
Tumorzellen fir Zellen des Immunsystems durch dieddRtion der Bindung von
Thrombozyten auf der Tumorzelloberfliche sein. Diesd unterstitzt durch die
Beobachtung, dass die Expression von Fas untethiamtibozytérer Therapie deutlich
schneller abnahm, was auf eine effektivere Elinnomat=as positiver Tumorzellen durch
Immunzellen hinweist.

Gleichzeitig konnte aber auch unter GP llb/llla &ade eine friihere Reduktion der MMP 2
Expression gezeigt werden. Diese Verringerung aeadivitat unter der antithrombozytéren
Therapie kann ebenfalls ein Grund fiir die Reduktits initialen Uberlebens sein, da
Tumorzellen intravasal den Scherkraften des Blotssr und den Angriffen des
Immunsystems vermehrt ausgesetzt sind.

Die Reduktion des initialen Uberlebens und die Mgerung der Invasivitat lassen auf eine
Bedeutung der Blockade des GP lib/llla vor allender frihen Phase der Metastasierung
schlieBen. Aber auch zu spateren Zeitpunkten sctesrGP llb/llla Blockade einen Einfluss
auf die Metastasierung zu besitzen, da eine Veeldmyg der antithrombozytaren Therapie zu
einer effektiveren Metastasierungsreduktion fluHeinen moglichen zugrundeliegenden
Mechanismus zeigt die Analyse der Expression deE-R€ézeptors c-met. Im Gegensatz zu
dem nahezu gleichbleibend hohen Expressionsveradér Kontrollgruppe ergab sich unter
GP lIb/llla Blockade ein kontinuierliches Absinkeatieses wichtigen Wachstumsfaktor-
Rezeptors. Somit kann ein Einfluss der Therapidn auwd die Proliferation der Tumorzellen
vermutet werden.

Klinische Bedeutung konnte die durch antithrombamytTherapie erreichte Reduktion des
initialen Uberlebens metastasierender Zellen imlaZgan vor allem in Situationen mit
potentieller Tumorzellaussaat wie z.B. Tumoropersn besitzen. Der Vergleich der
Metastasierungsraten von Patienten, die aufgrundleran Vorerkrankungen einer
antithrombozytaren Therapie unterworfen sind, raijehigen nichtherapierter Patienten wére
hierzu ein interessanter Ansatz fur klinische Stodi
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