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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Krebserkrankungen

Es ergiebt sich also [...], dass die Krebskrankheit auf dem Wege ist eine
Volkskrankheit zu werden.“! Mit diesen vorausschauenden Worten eroffnete der
deutsche Mediziner Ernst von Leyden im Jahre 1900 das ,,Comité fiir Krebsforschung*
in Berlin, was gleichzeitig den Beginn der organisierten Krebsforschung nicht nur in

Deutschland bedeutete.

Die Erkrankung als solche war keineswegs neu aufgetreten, sondern war als oftmals
todliches Schicksal schon lange Zeit bekannt. So zeigt beispielsweise ein
archiologischer Fund sogar einen Jahrtausende alten Fall eines Meningeoms.” Spiter —
zur Zeit der Antike — waren es dann die griechischen Mediziner, die sich im Zuge ihrer
Untersuchungen, vermutlich durch aufgestaute Venen bei einem Mamma-Karzinom, an
einen ,,Krebs“ — griechisch: karzinos — erinnert fiihlten und somit fiir die
Namensgebung verantwortlich waren.> Jedoch spielte Krebs als klassische Krankheit
des hohen Alters auf Grund der geringen Lebenserwartungen im Laufe der Geschichte
nur eine untergeordnete Rolle. Zu Lebzeiten von Leydens aber war Krebs inzwischen,
vor allem durch die stetige Einddimmung der Infektionskrankheiten, immerhin schon fiir
jeden zehnten Todesfall ursdchlich.® Nichtsdestotrotz beeindruckt die Weitsichtigkeit
von Leydens, dessen Vorhersage sich bis heute in vollem Umfang bestitigt hat. So
waren die Krankheiten unter dem Uberbegriff der Neubildungen im Jahre 2007 mit
circa 26 % die Todesursache Nummer zwei in Deutschland® und werden bei gleich
bleibenden Tendenzen in ungefihr 15 bis 20 Jahren sogar an erster Stelle stehen®. Auch
global nimmt die Bedeutung immer weiter zu: Nach einer Schitzung der WHO wird die
weltweite Anzahl der Todesfille, mittelbar und unmittelbar durch Krebs verursacht, von

acht auf bis zu zwdlf Millionen pro Jahr ansteigen.’

Bei der Suche nach Ansdtzen zur Verhinderung dieser Entwicklung, der Suche nach
Therapiemdglichkeiten also, ist es von grofler Bedeutung zu verstehen, warum eine
Krebserkrankung so oft tédlich verlduft. Ahnlich wie bei gutartigen Geschwiilsten stellt

ein solider Primértumor zunéchst nur ein mechanisches Problem dar, das, abhéngig vom
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moglichen Ausdehnungsraum des Gewebes, in dem sich der Tumor befindet, als
unterschiedlich kritisch zu bewerten ist. Selbstverstindlich geht auch von einer
moglichen Invasivitdt eines Malignoms eine erhebliche Gefahr aus. Dennoch kénnen
heute durch verbesserte diagnostische Moglichkeiten, im Sinne einer genauen
Bildgebung, sowie durch prizise chirurgische Eingriffe eine Vielzahl der
Primédrtumoren beherrscht werden, sofern das Stadium noch nicht zu weit

fortgeschritten ist.

Der heute noch weitestgehend unbeherrschte Faktor und damit wohl das derzeitige
Hauptproblem der Krebserkrankung ist die Metastasenbildung, also die Absiedlung
einzelner Tumorzellen vom Primdrtumor mit anschlieBender Bildung eines
Sekundértumors an entfernter Stelle im Korper. Hat ein Tumor erst einmal begonnen zu
metastasieren, sind Anzahl und Lokalisation der neoplastischen Lisionen im Kdorper in
der Regel kaum noch zu tiberblicken und ebenso wenig zu beherrschen. So wird davon
ausgegangen, dass bei einer todlich verlaufenden Krebserkrankung in 90 % der Fille die
Metastasenbildung ursichlich fiir den fatalen Ausgang ist. © Wer also nach Ansitzen zur
Einddmmung der Krebssterblichkeit sucht, sollte sich mit dem Vorgang der

Metastasierung beschéftigen.

1.2 Phasen der Metastasierung

Die Metastasierung von Tumorzellen ist ein komplexer, mehrstufiger und insgesamt
duBerst ineffektiver Prozess, an dessen Ende erst, nach erfolgreichem Durchlaufen der

einzelnen Phasen, die Bildung einer klinisch sichtbaren Metastase steht.”

Der Vorgang der Metastasierung beginnt mit der Loslosung von Tumorzellen vom
Primértumor, entweder einzeln oder in Zellkohorten.® Ein Schliisselschritt der
Mobilisation besteht dabei in der Auflockerung von Zell-Zell-Kontakten.” In der
Umgebung des Tumors kommt es mit Hilfe von Matrixmetalloproteinasen zu
Strukturverdinderungen in der EZM, wodurch der Tumorzelle die Mobilisation
erleichtert wird und sie schlieBlich in Lymph- oder in der Regel vendse, selten arterielle,

BlutgefiBe eindringen kann. * '

Fir die wandernde Tumorzelle stellt das Blut auf Grund von einwirkenden

Scherkriften, fehlendem Zellkontakt zur EZM und dem Angriff durch Immunzellen ein



Phasen der Metastasierung

6 113 Dementsprechend zeigen eine Reihe von

nur wenig komfortables Milieu dar.
Studien, dass der GroBteil der Tumorzellen, die in das Gefdflsystem gelangen, innerhalb
von 24 Stunden abstirbt.” ' Wird der Transport im Blutstrom iiberstanden, so hat die
Tumorzelle die Moglichkeit, im Kapillarsystem eines Sekundérorgans zu adhérieren
und sich anzusiedeln. Dabei ist fiir die Lokalisation der Metastasen in erster Linie die
anatomische Anordnung der Blutgefifle, in Verbindung mit den GréBenverhiltnissen
von Tumorzelle (ca. 20pum) und Kapillare (Durchmesser ca. 3-8um), verantwortlich."!
Doch auch in nachgeschalteten Organen kommt es zum Auftreten von Metastasen. Hier
zeigt sich oft ein von der Tumorentitdt abhidngiges Verteilungsmuster. Das heif3t die
Voraussetzungen des Zielorgans und der Tumorzellen miissen zueinander passen, damit
es zu einer erfolgreichen Ansiedlung kommen kann. Dies entspricht einer Theorie, die
schon im Jahre 1889 von Stephen Paget unter dem Schlagwort der ,,seed and soil“-
Hypothese verdffentlicht wurde und bis heute in ihrer Form weitestgehend Bestand

hat.'*

Ein letzter entscheidender Schritt, damit aus einer Tumorzellansiedlung eine manifeste
Metastase werden kann, besteht in der Neubildung von Blutgefden. Ohne Angiogenese
ist davon auszugehen, dass die Gr6Be einer Metastase auf wenige Millimeter beschrénkt
bleibt.'> '°. Dieser letzte Abschnitt ist einer der kompliziertesten und zugleich auch
ineffektivsten der gesamten Metastasierungskaskade. So verbleiben bis zu 99% der
Tumorzellen zunichst ohne Angiogenese und somit als ,,dormant cells klinisch

stumm. 6

In jeder der Phasen der Metastasierung sind sehr spezifische Anforderungen an die
Tumorzelle gestellt und folglich auch in jedem davon Ansatzpunkte fiir eine gezielte
Forschung nach Therapiemdglichkeiten zu finden. In dieser Arbeit soll es nun im
Weiteren um die Vorginge gehen, die sich von der Anlagerung der Tumorzelle an das
GefiBendothel bis zur Ausbildung einer Mikrometastase abspielen: eine Phase der
Metastasierung, die sich im Tiermodell sehr gut durch i.v.-Injektion simulieren l4sst und
die durch die Erreichbarkeit der Tumorzellen im Blutstrom auch fiir eventuelle

therapeutische Interventionen hervorragend geeignet ist.
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1.3 Das Konzept der Nische in der Metastasierung

Nur ein sehr geringer Anteil der sich im Blutstrom befindenden Tumorzellen fiihrt auch
zur Ausbildung von Mikrometastasen, was in mehreren experimentellen Studien gezeigt
werden konnte.” ' '* So kénnen im Blut von Krebspatienten viele Tumorzellen
nachgewiesen werden, von denen allerdings nur ein Bruchteil tiberleben und sich in
einem fremden Gewebe einnisten wird.!” Dies zeigt die enorme Ineffektivitit der
Metastasierung. Dennoch schaffen es zum Leidwesen der Patienten immer wieder
einige — wenn auch nur sehr wenige — Tumorzellen, die Anforderungen von der
Adhésion ans GefidBendothel bis zur Ausbildung einer Mikrometastase zu erfiillen. Die
entscheidende Frage dabei ist, welchen Vorteil diese wenigen Tumorzellen gegeniiber
den vielen anderen hatten, die es nicht geschafft haben. Oder allgemein formuliert:
Welche Faktoren sind fiir Tumorzellen im GefiBbett vor Ort fiirs Uberleben
entscheidend? Es ist offensichtlich, dass das Vorhandensein der Tumorzelle allein fiir
eine erfolgreiche Metastasierung nicht ausreicht. Vielmehr muss sich die Tumorzelle
vor Ort, unter Miteinbeziehung verschiedener Zellen und Faktoren, ein Milieu und
einen Raum schaffen, der ihr das Uberleben ermdglicht. Dieser geschaffene Raum wird

als metastatische Nische bezeichnet.

Fiir die mogliche Beteiligung am Aufbau der Nische wir eine Vielzahl an Zelltypen und
Plasmabestandteilen in Betracht gezogen und noch ldngst ist kein abschlieBendes
Konzept hierzu vorhanden. Durch aktuelle Forschung werden immer wieder neue
Erkenntnisse geliefert, die das Zeichnen eines Gesamtbildes schwierig erscheinen
lassen. Dennoch soll im Folgenden versucht werden, die fiir die Bildung der Nische
wichtigsten EinflussgroBen zu benennen und zu erldutern. Zur Veranschaulichung der

Situation dient Abb. 1.1.
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Abb. 1.1: Schematische Abbildung einer metastatischen Nische 1)Fibroblast, 2)Extrazelluldre
Matrix, 3)Basalmembran, 4)Endothelzelle, 5) Thrombozyten, 6)Tumorzelle

In der Abbildung sind einige Faktoren gezeigt, die unmittelbar an der ersten Adhésion
beteiligt sind: Die Tumorzelle, die Endothelzellen, sowie aus dem Blutstrom die
Thrombozyten. Hinzu kommen I6sliche Faktoren im Blut wie VEGF-A (vascular
endothelial growth factor a) und plasmatisches Fibronectin. Neben den hier
aufgefiihrten Zellen kommen auch HPCs (hematopoietic precursor cells /
Héamatopoetische Vorlduferzellen aus dem Knochenmark) als unmittelbar Beteiligte in
Betracht, deren Bedeutung fiir die Ausbildung einer metastatischen Nische vor allem
durch Kaplan et al. gezeigt werden konnte.'® Auf die genaue Rolle der genannten
Faktoren wird nun im Folgenden einzeln eingegangen, wohl wissend, dass die meisten
der Effekte nur im Wechselspiel untereinander zu Stande kommen und auch nur so zu

verstehen sind.

1.3.1 Endothel

Spétestens seit Stephen Paget im Jahre 1889 seine ,,seed and soil“-Hypothese
verdffentlichte, ist das Phinomen der Organselektivitit von Metastasen bekannt.'* Mit
der Zeit konnte durch modernere wissenschaftliche Methoden die enorme Bedeutung
eines empfanglichen ,,Bodens™ fiir die ,,Saat“ in Form der Tumorzelle immer wieder
bestdtigt werden. So fiihrt zum Beispiel die Injektion von Tumorzellen ins arterielle

Stromgebiet in den nachgeschalteten Organen nicht immer zu einem
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Metastasierungsmuster, das man auf Grund der Durchblutungsverhiltnisse erwarten
wiirde," sondern einzelne Organe scheinen fiir die Ansiedlung von Tumorzellen besser
geeignet zu sein als andere. Da bei diesen Versuchen in allen Organen genetisch gleiche
Tumorzellen ankommen’ und auch die Bedingungen des Blutes iiberall als gleich
angenommen werden diirfen, bleibt als einzig variabler Faktor, der die bevorzugte
Ansiedlung und damit die bessere Bildung von metastatischen Nischen an bestimmten
Stellen erkldren kann, das Organ selbst. Es stellt sich nun die Frage, wie das Organ die

Nischenbildung genau beeinflussen kann:

Die erste Barriere des Organs ist das Endothel. Wie auf Abb. 1.1 zu sehen ist, steht die
Tumorzelle zunichst einer geschlossenen Endothelschicht gegeniiber, bevor sie
tiberhaupt an die EZM oder auch an Parenchymzellen des Organs gelangen kann.
Dieses Hindernis scheint nur schwer tiberwindbar zu sein; jedenfalls weill man, dass
eine verletzte Endothelschicht, bei der die Tumorzellen direkten Kontakt zur EZM
haben, die Bildung von Metastasen wesentlich erleichtert.’” *' Allerdings muss im
Regelfall von einem intakten Endothel ausgegangen werden. In dieser Situation haben,
neben dem mechanischen Steckenbleiben, auch Adhésionsmolekiile auf der
Endothelzelloberfliche signifikanten Einfluss auf das Verbleiben und Uberleben der
Tumorzelle vor Ort.*> So fiihrt eine Hochregulierung von E- und P-Selektinen, zum
Beispiel nach Injektion von II-1 oder Tnfa, zu einer Steigerung der Metastasenzahl > **
Im Gegenzug kann ein gegen E-Selektin gerichteter Antikorper eine Adhidsion von
Tumorzellen am Endothel blockieren.”” Neben den Selektinen haben auch Integrine
enorme Bedeutung fiir die Nischenbildung. Wiahrend Selektine dabei wohl eher fiir den
initialen Arrest der Tumorzelle verantwortlich sind, haben letztgenannte ihren Einfluss
mehr auf die spitere Phase der Adhision und die Invasion.”> Zusammen zeigt sich, dass
die Wahrscheinlichkeit zur Bildung einer Nische also direkt von den
Oberflacheneigenschaften der Endothelzellen abhingig ist. Interessanterweise sind
diese Selektin- und Integrinmuster der Endothelien nun in den einzelnen Organen
durchaus unterschiedlich,” * *’ was eine gute Erklirung fiir die beschriebene
Organspezifitidt von Metastasen liefert. Nur wenn die Selektine und Integrine in einem
bestimmten Organ die Oberflichenmolekiilen der Tumorzelle erkennen, kann die

Tumorzelle am Endothel adhirieren und sich eine Nische bilden.
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Die Endothelschicht ist fiir die Tumorzellen also in erster Linie ein Hindernis. Dennoch
schafft sie mit ihren Adhidsionsmolekiilen die Voraussetzungen fiir die Bildung
metastatischer Nischen. Im Zusammenspiel mit den Eigenschaften der Tumorzellen
erweisen sich diese als ein mehr oder weniger giinstiger Boden fiir die Ansiedlung.
SchlieBlich liegt damit in der Diversitét der einzelnen Organendothelien eine Erkldrung

fuir das organspezifische Auftreten von Metastasen.

1.3.2 Tumorzelle

Selbstverstidndlich haben auch die Eigenschaften der Tumorzelle ganz entscheidenden
Einfluss auf die mogliche Bildung einer Nische. Dabei kann die Tumorzelle passiv und
aktiv, fiir sich selbst oder fiir nachfolgende Tumorzellen, zur Nischenbildung beitragen.
Als passiv werden unter anderem die vorhandenen Oberflichenmolekiile der
Tumorzelle bezeichnet. Wie schon erwihnt, sollte das Muster an Rezeptoren zu dem der
Endothelien passen, um eine Ansiedlung zu erleichtern. So férdert die Expression von
bestimmten Integrinrezeptoren auf den Tumorzellen, beispielsweise VLA-4 bei
Melanomzellen, die Adhédsion an Endothelzellen, welche die entsprechenden Integrine
besitzen, in diesem Fall das VCAM-1 auf den Lungenendothelien.”® Die genetischen
Voraussetzungen der Tumorzelle sind also im Zusammenspiel mit denen des Endothels

entscheidend fiir das Auftreten und die Lokalisation von Metastasen.?> **

Ein weiterer Aspekt der Einflussnahme der Tumorzellen auf die Metastasierung erfolgt
durch die Aktivierung von Thrombozyten. So konnen Tumorzellen, die durch die
Expression von bestimmten Integrinen ein erhdhtes Aggregationspotential besitzen,

auch vermehrt Metastasen ausbilden.>!

Als aktiver Beitrag wird hier die sekretorische Leistung der Tumorzellen bezeichnet.
Durch die Produktion und Abgabe einer Vielzahl von Faktoren und Stoffen soll das
Endothel, als primdres Hindernis, auf eine bessere Adhédsion vorbereitet werden.
Alternativ soll das Endothel insoweit beschiddigt werden, dass die Tumorzelle
unmittelbaren Kontakt zur Basalmembran oder EZM erlangt. Dies geschieht unter
anderem durch die Sezernierung von reaktiven Sauerstoffspezies, wie H,O,, durch
Aktivierung von MMPs oder auch durch Abgabe von Wachstumsfaktoren wie VEGF-A
und PIGF (Placenta growth factor), auf deren genaue Funktion spéter noch eingegangen

werden wird. 2" 3%
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Diese Beispiele verdeutlichen, dass es Tumorzellen moglich sein kann, durch die
Freigabe von Mediatoren aktiv Liicken im Endothel und der Basalmembran zu schaffen
und dadurch eine Nischenbildung enorm zu fordern. Doch es gibt daneben auch
Mechanismen, die dieses Ziel unter Miteinbeziehung des Endothels erreichen. Eine
Moglichkeit dazu besteht in der Induktion einer Entziindungsreaktion. Wie unter 1.3.1
beschrieben reagiert das Endothel auf Entziindgsfaktoren mit einer Hochregulierung
von Adhidsionsmolekiilen, was eine Ansiedlung natiirlich beglinstigt. Auf drei
verschiedene Arten kann die Tumorzelle das erreichen: Zunidchst kann sie eine
Entziindungsreaktion durch eigene Produktion von Interleukinen direkt ausldsen.*®>®
Dann besteht die Moglichkeit andere Zellen dazu zu stimulieren ihrerseits
Entziindungsmediatoren wie Interleukine oder Tnfa abzugeben und so das Endothel zu
aktivieren.”> Zuletzt kénnen Tumorzellen, die es selbst nicht schaffen, eine Nische
auszubilden, durch ihre Anwesenheit und ihr Absterben zu entziindlichen Reaktionen

am Endothel fiihren und so die Adhésion nachfolgender Tumorzellen begiinstigen. ***!

Die Tumorzelle ist also selbst am Ausbau einer metastatischen Nische beteiligt. Ob ihre
Rolle nun als passiv oder aktiv beschrieben wird, es wird auf jeden Fall deutlich: Die
genetischen Voraussetzungen der Tumorzelle spielen, neben der reinen physischen
Présenz, eine ganz erhebliche Rolle bei der Frage, ob sich eine Nische ausbilden kann

und wenn ja, in welchem Organ sich diese am ehesten entwickeln wird.

1.3.3 Thrombozyten

In Abb. 1.1 wird schematisch die Adhésion der Tumorzellen und somit der Beginn der
Nischenbildung dargestellt. Diese Vorgénge finden im Gefdlumen, also unter
Anwesenheit der verschiedenen Bestandteile des Blutes statt, wodurch diese das
Geschehen natiirlich mit beeinflussen konnen. Besondere Bedeutung kommt dabei den
Thrombozyten zu, die durch eine Verbindung mit den Tumorzellen aktiviert werden
und in der Folge aggregieren konnen.” Entsprechend findet sich eine Vielzahl an
Studien, die eine entscheidende Rolle der Thrombozyten fiir die Ansiedlung von
Tumorzellen belegen. So zeigen zum Beispiel diejenigen Tumorzelllinien, die ein
starkeres Aggregationspotential besitzen, auch eine vermehrte Ausbildung von
Metastasen.***® Auf der anderen Seite kann in Experimenten die Anzahl der sich

entwickelnden Metastasen durch Gabe von Medikamenten, die eine Aktivierung der
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Thrombozyten blockieren, drastisch reduziert werden.*” ** Ganz offensichtlich also
unterstiitzen die Thrombozyten die Tumorzellen auf dem Weg zu einer Metastase. Es
stellt sich allerdings die Frage, auf welche Weise sie dies tun.

Wiéhrend ihres Transports im Blutstrom sind die Tumorzellen sténdigen Widrigkeiten
wie dem Immunsystem oder mechanischen Scherkriften ausgesetzt.*!, wogegen
Thrombozyten Schutz bieten konnten. Jedoch konnte in Versuchen gezeigt werden, dass
Tumorzellen oftmals den Weg durch die Gefif3e allein bestreiten, und so letztendlich als
Einzelzelle in einem Organ stecken bleiben.’>* Innerhalb der ersten Minuten danach
allerdings bilden sich die Thrombozyten-Tumorzell-Verbindungen aus. Diese fiihren
tiber die Aggregation der Thrombozyten zur Thrombusbildung um die Tumorzelle
herum und damit zu einer Stabilisierung ihrer Anheftung ans Endothel.” *° Das heiBt:
Die Thrombozyten iiben ihren Einfluss hauptsdchlich an der schon adhérierten
Tumorzelle aus und sind dabei direkt an der Ausbildung einer metastatischen Nische
beteiligt. In diesem Zusammenhang wird den Thrombozyten eine Reihe von Funktionen
zugeschrieben. Neben der erwdhnten Stabilisierung der Tumorzellen konnen sie diese
durch Sekretion von Wachstumsfaktoren zur Proliferation anregen.’® Zusitzlich konnen
die Thrombozyten die weitere Invasion in das Organ iiber die Sekretion von EZM

degradierenden Enzymen unterstiitzen.>’

Im zeitlichen Verlauf beginnt der Thrombus sich ungefihr zwei Stunden, nachdem sich
die Thrombozyten um die Tumorzelle formiert haben, wieder aufzulésen und nach circa
24 Stunden ist er verschwunden.” ** Samtliche beschriebenen Effekte finden also in
den ersten Stunden nach der Adhésion der Tumorzelle an der Endothelwand und somit

genau in der Phase des Aufbaus einer metastatischen Nische statt.

1.3.4 HPCs und die Priimetastatische Nische

Bei den bisherigen Uberlegungen wurde stets davon ausgegangen, dass die Tumorzelle
nach dem Transport im Blut auf ein unvorbereitetes Endothel trifft und dort versucht,
sich eine Nische zu bilden. Neuere Untersuchungen haben allerdings das Konzept einer
prametastatischen Nische entworfen, einer Nische also, die sich schon vor Ankunft der
Tumorzelle ausbildet. Dafiir werden Faktoren des Tumors und die Wirkung von
begleitenden Zellen verantwortlich gemacht. Ein Primdrtumor fiithrt durch die

Ausschiittung von Mediatoren, vornehmlich VEGF-A, PIGF, Tgf-p und Tnfo’® ° 9, Zur
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Mobilisation von HPCs in die Blutbahn. Diese besitzen den VEGF-Rezeptor 1 und
konnen somit insbesondere VEGF-A und PIGF erkennen. Zugleich sollen die
sezernierten Mediatoren im Lungengewebe fiir eine stdrkere Expression und damit
lokale Ansammlung von Fibronectin, sowie fiir eine vermehrte Produktion eines Matrix
und Basalmembran degradierenden Enzyms, der MMP9, sorgen.'® ® Die im Blutstrom
befindlichen HPCs konnen {iber das exprimierte Integrin asf3; (VLA-4) an Fibronectin
binden und sich folglich in der Lunge anlagern.'® Zusammen mit den Stromazellen der
Lunge und den Endothelzellen bilden die HPCs dann eine Nische, die durch die
Sekretion von Chemokinen und MMPs, sowie durch die Expression von
Adhisionsmolekiilen einen geeigneten Ort zur Anheftung und zum Uberleben einer

ankommenden Tumorzelle darstellt.

Ein interessanter Aspekt der Versuche ist, dass es allein durch die intraperitoneale Gabe
eines Mediums, das aus der Zellkultur von Tumorzellen gewonnen wird, aber die Zellen
selber nicht beinhaltet, zu den beschriebenen priametastatischen Nischen mit lokaler
Fibronectinansammlung und HPCs kommt.”® Daraus ergibt sich natiirlich die Frage,
welche von den Tumorzellen sekretierten Faktoren in dem Medium enthalten sind, die
fuir diese Effekte sorgen konnen. Bei der Analyse fillt insbesondere ein konstant hoher
Wert an VEGF-A und eine variable Menge an PIGF auf.’® In ihrer Zusammensetzung
sind sie vermutlich mal3geblich an der Nischenbildung beteiligt, doch die genauen
Mechanismen bleiben dabei unklar. Beide von den Tumorzellen produzierten
Wachstumsfaktoren sind Liganden des VEGFR1 und kénnen so auf die HPCs Einfluss
nehmen. Wie aber die Stimulation zu mehr Fibronectinexpression in den Fibroblasten
des Lungengewebes erfolgen soll, bleibt offen. Ebenso welche weiteren Auswirkungen

eine VEGF-A-Sekretion der Tumorzellen auf die metastatische Nische hat.

Eine andere Frage ist, wie die HPCs das vermehrte Fibronectin erkennen kénnen. Zwar
besitzen diese einen Rezeptor fiir Fibronectin, aber Fibronectin befindet sich
normalerweise in der EZM und damit fiir die HPCs hinter der Endothelschicht
verborgen. Moglicherweise kommt statt dem Fibronectin in der EZM eher dem
plasmatischen Fibronectin eine grofle Bedeutung zu. Dieses wire sowohl fiir die HPCs,
als auch fiir die ankommende Tumorzelle direkt zur Verfligung. Damit stellt sich die

Frage, ob plasmatische Fibronectin Einfluss auf die Tumorzellansiedlung hat.
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Es bleiben also zwei Faktoren offen, deren Einfluss auf die Bildung -einer
metastatischen Nische — unabhingig, ob vor oder nach dem Eintreffen der Tumorzelle —
noch weiterer Klarung bedarf: zum einen der Wachstumsfaktor VEGF-A, zum anderen
das Glykoprotein Fibronectin. Dementsprechend sollen diese in den nichsten beiden
Abschnitten noch eingehender betrachtet werden, um dann tiber die Herausarbeitung
noch unzureichend geklarter Punkte auf den experimentellen Teil dieser Arbeit

tiberzuleiten.

1.3.5 VEGF-A

Der Wachstumsfaktor VEGF-A ist ein Glykoprotein, das vor allem von Endothelzellen,
aber auch von einer Reihe weiterer Zellen produziert werden kann, und mit PIGF,
VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D zu einer gemeinsamen Genfamilie gehéirt.6l'63 Er gilt
als ein entscheidender Faktor fiir das Wachstum, die Proliferation und das Uberleben
von Endothelzellen, sowie fiir die Angiogenese in physiologischen, als auch in
pathologischen Situationen.®* ***® Die Expression von VEGF-A ist in erster Linie
sauerstoffabhingig iiber Hif-1 (hypoxia inducable factor) reguliert;*””" doch auch durch

727 oder aktivierte Onkogene kommt es zur

andere Cytokine, wie zum Beispiel Tgf-f
vermehrten Synthese.”* 7> VEGF-A bindet an zwei verschiedene Rezeptoren: VEGF-
Rezeptor 1 (VEGFR1/ Flt-1) und VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2/ Flk-1), wobei die
Bindungsaffinitit zu VEGFR1 wesentlich héher ist als zu VEGFR2.”® Dennoch wird
VEGFR?2 als der Haupteffektor von VEGF-A fiir Angiogenese und die Effekte auf das
Endothel verstanden,*® """ da eine Bindung von VEGF-A an VEGFR1 im Vergleich
nur zu einer sehr geringen Tyrosinkinase-Aktivitit in den entsprechenden Zellen fiihrt.*
Die genaue Funktion von VEGFRI erscheint daher groBtenteils noch unklar.®”
Allerdings ist ein Knockout beziiglich VEGFR1 bei Tieren letal, was auf eine wichtige
Rolle zumindest in der Entwicklung hindeutet.®’ Vermutet wird, dass VEGFRI1 als eine
Art Falle agiert, indem VEGF-A ohne Aktivitdt gebunden und so von VEGFR2 fern
gehalten wird.®* % Unterstiitzt wird diese Vorstellung durch Untersuchungen zu PIGF.
PIGF ist homolog zu VEGF-A aufgebaut, bindet allerdings exklusiv an VEGFR1. Dort
kann es moglicherweise gebundenes VEGF-A verdriangen und so fiir eine Bindung an

VEGFR2 bereitstellen, weshalb sich durch PIGF die Wirkung von VEGF-A {iber
VEGFR2 verstirkt. ®* % Daneben existieren aber fiir PIGF auch noch andere Wege, auf
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denen es direkter, zum Beispiel auf das Wachstum und Uberleben von Endothelzellen,

einwirken kann.®” %

In vielen Tumorarten ist die Produktion von VEGF-A hochreguliert, was mit
verbessertem Wachstum und Uberleben der Tumorzellen, Angiogenese und damit
insgesamt mit einer schlechteren Prognose fiir den Patienten verbunden ist.* 7% %! Vor
allem der Aspekt der Angiogenese fiihrte zu einer Reihe von Versuchen, das Uberleben
von Tumorpatienten mit einer gegen VEGF-A gerichteten Therapie zu verbessern.®’
Dabei zeigen unter anderem monoklonale Antikorper gegen VEGF-A durchaus Erfolge
im Gesamtiiberleben der Patienten.”” Das genaue Wirkprinzip der Therapie jedoch ist
dabei nicht vollstindig verstanden,” da ein Ansprechen auf die Medikation nicht
ausschlieBlich auf eine Reduzierung der versorgenden GefiBe zuriickzufiihren ist.”* Die
Angriffspunkte einer Anti-VEGF-A-Therapie werden von daher auf mehreren Ebenen,
von der Stabilisierung des GefiBsystems im Primartumor,” ® bis zur Modulation der
Immunantwort,””® diskutiert. Aber auch bei der Bildung einer metastatischen Nische —
und das ist entscheidend fiir diese Arbeit — kann von den Tumorzellen produziertes
VEGF-A moglicherweise eine wichtige Rolle spielen und damit eine gegen VEGF-A
gerichtete Therapie wirksam sein. Neben der schon erwdhnten Mobilisierung von
VEGFR1"-HPCs® kommt VEGF-A eventuell auch bei der Uberwindung der
Endothelbarriere eine groe Bedeutung zu. Urspriinglich wurde VEGF-A im
Zusammenhang mit der Bildung von malignem Aszites als Vascular Permeability
Factor (VPF) beschrieben. Dieser Faktor konnte die Gefdfe fiir Blutplasma
durchlassiger machen und so fiir eine Ansammlung von Aszites sorgen.” Inzwischen
weill man, dass VEGF-A dazu in der Lage ist, Endothelzellverbindungen zu 16sen und
so regelrechte Liicken in der Endothelwand zu schaffen.®® '°*'%% In diesen Liicken wird
die dahinter liegende Basalmembran freigelegt, was einer wandernden Tumorzelle
wiederum eine sehr gute Moglichkeit zur Adhésion und Extravasation bieten konnte.'*
Die Frage ist also, ob VEGF-A im Verlauf der Metastasierung neben der Angiogenese,
nicht auch schon an vorangehenden Schritten wie der Extravasation der Tumorzellen
ganz mallgeblich beteiligt ist. Die Antwort darauf, wie sich also VEGF-A vor Ort auf

die Nischenbildung tatsidchlich auswirkt, ist bisher nicht bekannt.
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Neben VEGF-A wird in Zusammenhang mit der metastatischen Nische vor allem dem
Fibronectin eine grofle Bedeutung zugemessen. Im Folgenden soll es um dessen Rolle

bei der Ansiedlung von Metastasen gehen.

1.3.6 Fibronectin

Mit einem Molekulargewicht von circa 500 kDa ist Fibronectin ein relativ grofes
Glykoprotein, das beim Menschen in zwei grundsétzlich verschiedenen Konformationen
vorkommt: Finerseits als fester Bestandteil der EZM (zelluldres Fibronectin / cFn),
andererseits als 16slicher Faktor im Blutplasma (plasmatisches Fibronectin / pFn).'™
Zelluldares Fibronectin wird in erster Linie von Fibroblasten gebildet und in die
Zellzwischenrdume abgegeben, wo es sich dann zu Fibrillen sortiert und eine Matrix
ausbildet.'” Plasmatisches Fibronectin hingegen wird ausschlielich von Hepatozyten
produziert und in einer Konzentration von 300 — 400 pg/ml ins Plasma sezerniert.' %
Die Struktur des Fibronectin-Molekiils ist ein Dimer, das aus zwei #dhnlichen bis

identischen Untereinheiten besteht,'* '

wobei jede dieser Untereinheiten sich durch
die Aneinanderreihung einer Kombination aus drei homologen Domé&nen zusammen
setzt.'"" Obwohl fiir Fibronectin nur ein einziges Gen existiert, knnen so durch
alternatives Splicen und posttranslationale Modifikation an den Doménen beim

) ) ) . . 112
Menschen bis zu 20 verschiedene Varianten von Fibronectin entstehen.

Fibronectin hat eine Reihe verschiedener Bindungsstellen, unter anderem fiir viele
Bestandteile der EZM wie Kollagene, aber auch fiir Faktoren des Blutplasmas wie
Fibrin, Heparin und wichtiger Weise auch andere Fibronectinmolekiile. '** "> Dje
Bindung an Zellen erfolgt tiber Integrine, die eine bestimmte Abfolge an Aminoséuren
im Fibronectinmolekiil, die so genannte RGD-Sequenz, erkennen konnen.'"’ Integrine
bestehen stets aus einer alpha(a)- und einer beta(p)-Untereinheit und stellen fiir Zellen
die Hauptgruppe der Zelladhisionsrezeptoren fiir Bestandteile der EZM dar.'"
Fibronectin kann von mehreren Integrinen gebunden werden, wobei als der klassische
Rezeptor, der die RGD-Sequenz erkennt und auch die intrazelluldren Effekte vermittelt,
das Integrin-a5p1 gilt. '* 19 119121 phygiologischerweise scheint die Verbindung von
Fibronectin mit dem Integrin-a5p1 insbesondere bei der Angiogenese als ein

Proliferations- und Ausreifungssignal fiir Endothelzellen von Bedeutung zu sein.'?''**
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Verdeutlicht wird das durch letale Defekte im GefiBsystem von Fibronectin™-

Knockout-Mzusen. '’

Fiir diese Arbeit entscheidend ist die Frage, was fiir eine Rolle Fibronectin im
Zusammenhang mit einer Tumorerkrankung, insbesondere beim Vorgang der
Metastasierung, spielt. Dabei konnen erneut die verschiedenen Formen des Fibronectins
differenziert werden. Zunidchst zum cFn: Neben den Fibroblasten sind auch
Tumorzellen selbst in der Lage, cFn zu produzieren und ins umliegende Gewebe
abzugeben. Da cFn ein strukturbildendes Protein fiir die EZM darstellt, wiirde man
davon ausgehen, dass eine erhohte Sekretion von cFn einer Invasion ins Gewebe und
somit einer nachfolgenden Metastasierung eher hinderlich wire.''® '** Dennoch findet
sich insbesondere bei invasiven Karzinomen eine erhohte Expression von cFn, was
zudem eine pro-metastatische Auswirkung zu haben scheint.'”’"** Griinde dafiir
konnten sein, dass cFn iiber die Bindung an Integrin-a5p1 ein Uberlebenssignal
vermitteln kann und zudem ein intaktes extrazelluldres Fibronectin essentiell fiir die

Proliferation von Tumorzellen zu sein scheint. "%

Bei der Ausbildung einer metastatischen Nische spielt aber moglicherweise das pFn
eine entscheidende Rolle. Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, scheint eine
wichtige Voraussetzung fiir eine Nischenbildung die feste Adhdsion der Tumorzelle am
Endothel oder an darunter liegenden Schichten zu sein. Mit seinen verschiedenen
Bindungsstellen wire pFn als eine Art Verbindungsstiick gut denkbar. Zwar liegt pFn
im Plasma normalerweise in einer gefalteten, ,,inaktiven* Struktur vor, doch durch
mechanische Krifte sowie durch die Bindung an Zellrezeptoren kann pFn entfaltet und
in der Folge alle Bindungsstellen frei gelegt werden.''> 3*13¢ Melanomzellen zum
Beispiel sind in der Lage, pFn zu binden und so eine Funktion des pFn bei der Bildung

einer Nische zu ermdglichen.'?’

Es existiert eine Reihe von Versuchen, die die These einer wichtigen Rolle des pFn bei
der Metastasenansiedlung weiter untermauern. So wurde in Experimenten versucht, die
Funktion des pFn durch die Gabe von RGD-Peptiden — also Peptiden, die die
Zellbindungssequenz des pFn enthalten — kompetitiv zu hemmen. Tatséchlich reduziert
sich die Anzahl der Metastasen unter solch einer Behandlung signifikant.**'*' In

Studien konnte zudem gezeigt werden, dass durch die vermeintlich fehlende Wirkung
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des pFn schon in den ersten Stunden nach intravendser Injektion der Tumorzellen
weniger von diesen in der Lunge verbleiben konnten,'** was im Umkehrschluss auf eine
Rolle des pFn bei der Anheftung der Tumorzellen ans Endothel hindeutet. Andere
Untersuchungen sehen als Haupteffekt durch die RGD-Peptide eher eine verminderte
Invasion durch die Basalmembran,'* doch die Auswirkung auf den Gesamtvorgang der
Nischenbildung wird deutlich. Allerdings kann man an Hand dieser Modellversuche
noch keine definitive Aussage tiber pFn machen, denn die verwendeten RGD-Peptide
konnen von vielen Integrinen erkannt werden und stellen somit keine spezifische

Kompetition des pFn dar.''8

Daher wurden Versuchsmiusen mit Tumoren zum Zweck einer Hemmung des
normalen Fibronectins intraperitoneal entweder Fibronectinfragmente oder kiinstlich
induzierte polymere Fibronectinmolekiile gegeben, wodurch sich ebenfalls die Zahl der
Metastasen reduzieren lieB.'** ' Doch auch dieses Modell ist nur eingeschrénkt
aussagekriftig, da die genauen Auswirkungen einer intraperitonealen Gabe des
kiinstlichen Fibronectinproduktes nicht bekannt sind. Natiirlich ist eine Verdriangung
der normalen Besetzung mit pFn an den Tumorzellen zu erwarten, aber was fiir weitere,
ungeplante Wechselwirkungen entstehen, ist nicht vorherzusagen. Ein weiterer Hinweis
auf die Bedeutung von pFn entstammt Versuchen, die eine verstirkte Bindung von
Tumorzellen an diejenigen Endothelien zeigen konnten, die das Transmembranprotein
Dipeptidylpeptidase IV (DPP-IV) besitzen.'** '’ Die Anheftung an DPP-IV, auch
bekannt als ,,fibronectin-binding protein®, kann iiber pFn vermittelt werden, das in
seiner normalen Konformation verborgene Bindungsstellen fiir DPP-IV besitzt."*% '
Das vorgeschlagene Modell sieht folgendermaBen aus: Eine Tumorzelle, die in das
GefiBsystem gelangt, wird in der Folge von einem Fibronectinmantel umgeben, der
zundchst von endogenem, tumorzelleigenem Fibronectin auf der Oberfldche induziert
und dann durch sich anbindendes pFn sukzessiv vergroBert wird. Durch die Anheftung
verdndert pFn seine Konformation und die Bindungsstellen fiir die DPP-IV werden frei,
was eine feste Adhdsion der Tumorzelle an den DPP-IV exprimierenden Endothelien
mit Hilfe der Fibronectin-Ummantelung ermdglicht.”’ In diesem Ablauf wiirde dem
pFn eine entscheidende Rolle bei der Ansiedlung der Tumorzellen zukommen, doch
welchen Stellenwert das pFn tatsdchlich besitzt, insbesondere im Verhidltnis zum

endogenen Fibronectin, ist nicht geklart.
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Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass durch eine Reihe von Versuchen Hinweise
auf eine Beteiligung des pFn an der Tumorzelladhésion und damit der Bildung einer
metastatischen Nische geliefert worden sind. Allerdings weisen die verwendeten
Modelle viele potentielle Fehlerquellen auf, so dass bisher keine sichere Aussage iiber

pFn getroffen werden konnte.

1.4 Fragestellung

Basierend auf dem Konzept einer metastatischen Nische wird heute {iber eine Vielzahl
von Faktoren diskutiert, die an der Ansiedlung von Tumorzellen in einem fremden
Organ beteiligt sein sollen. Zwei davon, die in letzter Zeit insbesondere mit der
Ausbildung einer prametastatischen Nische in Verbindung gebracht wurden, sind

VEGF-A und Fibronectin.

Von Tumorzellen produziertes VEGF-A scheint zusammen mit PIGF Nischen-
mitbildende Vorlduferzellen aus dem Knochenmark mobilisieren zu kénnen, wihrend
Fibronectin als Adhésionsfaktor fiir die ankommenden Zellen dient. Das wiirde
bedeuten, dass die VEGF-A-Sekretion neben der spéter ablaufenden Angiogenese auch
schon vor der Loslosung der Tumorzellen vom Primértumor an der Metastasenbildung
beteiligt ist. Noch unklar dagegen ist, ob sie zusitzlich auch eine Rolle in der Phase
dazwischen spielt, wihrend sich die Tumorzelle im Blutgefdll befindet. Genau dieser
Zeitraum ist insofern von grofler Relevanz, da er dem Intervall entspricht, in dem die
Tumorzelle am besten medikamentds erreicht werden kann. Deswegen soll sich der

erste Teil der Arbeit mit der Frage befassen:

(1) Welche Rolle spielt die VEGF-A-Sekretion der Tumorzellen beim Vorgang der

hdmatogenen Metastasierung?

Von Fibronectin ist bekannt, dass es eine Vielzahl von Bindungsstellen fiir Bestandteile
der EZM, aber auch fiir Oberflichenmolekiile von Zellen hat. Insofern liegt der
Verdacht nahe, dass Fibronectin an der Adhédsion von wandernden Tumorzellen
beteiligt sein konnte. Da fiir die Tumorzelle im Blutgefd3 cFn zunéchst hinter einer
intakten Endothelwand verborgen bleibt und gleichzeitig pFn in hoher Konzentration

verfligbar ist, wird sich die Untersuchung der initialen Ansiedlung von Tumorzellen
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sinnvollerweise mit der plasmatischen Variante des Fibronectin beschiftigen. Die

Fragestellung fiir den zweiten Teil dieser Arbeit lautet:

(2) Hat das Vorhandensein von pFn Auswirkung auf das Uberleben einer Tumorzelle

im Blutgefa3?

Aus dem vorher Genannten ergeben sich also zwei zentrale Fragen, die durch diese
Arbeit mit denen im ndchsten Kapitel beschriebenen Methoden beantwortet werden

sollen.
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2 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen zu Metastasierungsvorgéngen in-
vivo, das heifit in diesem Fall an der lebenden Maus durchgefiihrt. Durch gezielte
Einflussnahme auf relevante Faktoren wird versucht, das Metastasierungsverhalten nach
Tumorzellinjektion zu beeinflussen. Um auftretende Effekte auch erkennen zu konnen,
gibt es eine Vielzahl an Untersuchungsmoglichkeiten. Dabei kommt in dieser Arbeit
vom bloBen makroskopischen Betrachten und Auszdhlen der Metastasen, iiber
histochemische und fluoreszensmikroskopische Darstellung, bis zur
molekularbiologischen Genexpressionsanalyse eine Reihe von Techniken zur

Anwendung, die im Folgenden genauer erldutert werden sollen.

2.1 Versuchsablauf zur Metastasierung in-vivo

2.1.1 Tumorzellen

2.1.1.1 Zellkultur

Als Tumorzellen wurden murine Melanomzellen mit der Bezeichnung B16 D35
verwendet. Die Kultur der Zellen erfolgte in RPMI 1640, dem 1mM Na-Pyruvat, 2mM
Glutamin, 5S0mM 2—Mercaptoethanol und 10 % fetalem Kiélberserum (FKS) zugesetzt
wurde. Um mit den Zellen in der moglichst gleichen Entwicklungsstufe zu arbeiten,
wurden die Tumorzellen in mehreren Portionen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Fiir
jeden Versuch wird eine Portion entnommen, kultiviert und bis zur Verwendung

maximal viermal gesplittet.

2.1.1.2 Transfektion mit siRNA

Durch die Transfektion mit siRNA soll die Produktion eines bestimmten Proteins in den
Tumorzellen auf ein Minimum reduziert werden. Dafiir wurde mit Hilfe des Programms
»Block-iT RNAi Designer”, das online von der Firma ,,invitrogen* angeboten wird,
unter Angabe des gesuchten Genproduktes ein mogliches molekulares Design fiir eine
hemmende siRNA erstellt. Die passende siRNA wurde dann von der Firma ,,invitrogen*

hergestellt und in lyophilisiertem Zustand geliefert. Die weitere Zubereitung erfolgte
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nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll. Die Transfektion selber wurde mit
Lipofectamine 2000 nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. 48 Stunden nach

Transfektion wurden die Zellen verwendet.

2.1.1.3 Charakterisierung der Tumorzellen (Genexpressionsarray)

Die Charakterisierung der verwendeten Tumorzellen in Bezug auf alle exprimierten
Gene wurde am Institut fiir Tumorbiologie der Medizinischen Klinik II in K&ln durch
Frau Dr. S. Debey-Pascher gemacht. Hierzu erfolgte zunichst die RNA-Isolierung aus
Tumorzelllysat (sieche 2.7.2), anschlieBend wurde die Synthese der cDNA und die
Hybridisierung mit Hilfe des Kits ,,Sentrix Mouse-6 Expressions Beadchip® nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.1.2 Versuchstiere

Zur Durchfithrung der meisten in-vivo-Versuche werden circa zehn bis zwolf Wochen
alte C57/Bl6-Mduse verwendet. Fiir die besondere Fragestellung zur Rolle des pFn
allerdings, wurden konditionelle Plasmafibronectin-K.o.-Méuse vom Stamm FN H/H
eingesetzt, die wir freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um R. Fissler vom MPI
Martinsried erhalten hatten und deren Hintergrund und Erscheinungsbild bereits
beschrieben ist.'* Nach Isolierung von DNA aus einem Schwanzstiick wurden alle
Versuchstiere mit Hilfe von geeigneten Primern durch PCR-Analyse auf das
Vorhandensein von ,,Mx-Cre“, der fiir den konditionellen Knockout notwendigen
Rekombinase, getestet. Vom Ergebnis abhédngig konnten die Méuse der Versuchs- und
der Kontrollgruppe zugeordnet werden. Anschliefend wurden die Tiere beider Gruppen
dreimalig mit einer intraperitonealen Gabe von 250 pg poly(dI-dC) im Abstand von 3
Tagen behandelt, was zu einem kompletten Verschwinden des Plasmafibronectins aber
nur in der Knockoutgruppe mit ,,Mx-Cre™ fiihrte. Dies konnte durch Western Blot
Analyse gezeigt werden. Um einen eventuellen, unerwiinschten Einfluss des poly(dI-
dC) auf den Versuchsverlauf zu minimieren, erfolgte nach der letztmaligen Gabe eine

zweiwochige Pause bevor mit den Versuchen begonnen wurde.

2.1.3 Versuchsdurchfiihrung
Im Standard-Versuchsablauf wurden den Mausen 2*10° D5-Tumorzellen, in einem

Volumen von 100 pul PBS gelost, in eine laterale Schwanzvene injiziert. Dabei wurde
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ein Verfahren verwendet, bei dem ein Katheter in die Vene eingefiihrt wurde, dessen
korrekte Lage durch Spiilung mit PBS iiberpriift werden konnte. So konnte mit
groBBtmoglicher Sicherheit davon ausgegangen werden, dass die Tumorzellen den
vendsen Blutstrom unmittelbar ohne Umwege erreichen. Nach einem vorher definierten
Zeitraum wurde dann unter Narkose (ca. 150 pul Rompun/Ketavet/PBS 1:1:1 i.p.) der
Thorax erdffnet und die beiden Lungenfliigel sowie weitere Organe entnommen. In der
Regel wurde die linke Lunge zur Fixierung in ein Gefdl mit PAH gegeben, fiir
mindestens 36 h bei +4° C gelagert und nach Umbettung in TissueTek bei -80° C
aufbewahrt. Zusétzlich wurden die PAH-Lungen vor dem Einfrieren noch fiir die
makroskopische Auswertung von Ober- und Unterseite fotografiert. Die rechte Lunge
wurde zur einen Hélfte in ein mit RNAlater gefiilltes Gefd gegeben, dann fiir
mindestens 36 h bei +4° C gekiihlt und anschliefend bei -20° C eingefroren. Die andere
Hilfte wurde fiir eine spétere Proteinanalytik unmittelbar nach Entnahme aus dem
Korper in Trockeneis gefroren und langfristig bei -80° C verwahrt. Andere Organe, die
zusdtzlich entnommen wurden, wurden auf die gleiche Weise wie die Lunge behandelt.
Die Blutentnahme erfolgte durch eine transdiaphragmale Herzpunktion beim noch
lebenden Tier. Dazu wurde in einer 1ml-Spritze ein Volumen von 150 ul Natriumcitrat
vorgelegt und nach erfolgter Punktion circa 400 pl Blut entnommen. Die Erythrozyten
in den Blutproben wurden fiir fiinf Minuten bei 11000 g ab zentrifugiert, wodurch
anschlielend das Blutplasma ab pipettiert werden kann. Die Blutplasmen wurden bei -

80° C aufbewahrt.

2.2 Makroskopische Auswertung

Der erste Schritt der Auswertung bei den Mausversuchen bestand darin, die
Lungenfliigel zu betrachten und die oberfldchlich sichtbaren Metastasen auszuzéhlen.
Um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass es erstens innerhalb der Versuchsmiuse
Differenzen in der GroBe der Lungenfliigel gibt, wodurch die Anzahl der sichtbaren
Metastasen beeinflusst wird, und zweitens der Durchmesser der einzelnen Metastasen
sehr unterschiedlich ist, wurde =zusdtzlich zum Auszdhlen der Metastasen eine
Flachenauswertung vorgenommen. Hierbei wurde an einer digitalen Fotografie des
Lungenfliigels mit Hilfe eines Computerprogramms (ImageJ) zundchst die

Gesamtflache aller Metastasen bestimmt, anschlieBend die Oberfliche des ganzen
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Lungenfliigels. Aus diesen beiden Werten wurde ein Quotient gebildet, der das

Verhiltnis von Gesamt-Metastasenoberfldche zu Lungenoberfldche wiedergibt.

2.3 Mikroskopische Auswertung

Fiir eine genaue Betrachtung der direkten Umgebung einer Metastase im
Lungengewebe wurden fluoreszenzmikroskopische Techniken angewandt. Dazu
wurden zundchst von den tiefgekiihlten Lungen mit Hilfe des Kryostat 10 pm dicke
Schnitte angefertigt und auf ein Objekttragerglas aufgetragen. Vor einer
Weiterbehandlung erfolgte dann eine mindestens zwolf Stunden lange Pause, damit die

Gewebeschnitte am Objekttrager antrocknen konnten.

Die Anfirbung begann mit einem 20-miniitigem Kochen des Objekttridgers in der
Tris/EDTA-L6sung zum sogenannten Antigen Retrieval. Die Tris/EDTA-L6sung setzte
sich wie folgt zusammen: 6,055 g Tris(121,1 mol/l) und 0,372 g EDTA(372,24 mol/l)
wurden mit circa 800ml DMDC-Wasser gut vermischt. Dann wurde durch
entsprechende Zugabe von Salzsdure beziehungsweise Natronlauge der pH-Wert der
Losung auf 9 eingestellt. AbschlieBend wurde mit DMDC-Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 1 Liter aufgefiillt. Damit ergab sich die fertige Tris/EDTA-L6sung

mit den gewlinschten Konzentrationen von 50 mM Tris und 1 mM EDTA.

Nach 20 Minuten Abkiihlen in der Losung und anschlieBenden dreimal zweimintitigen
Waschvorgéngen in destilliertem Wasser, wurde der Objekttrager fiir die Inkubation
feucht in einem Shandon-Coverplate eingespannt. Als erstes wurden je 2ml PBS + 0,1
% Triton auf die Coverplates aufgetragen, was nach 10 Minuten Inkubationszeit durch
Nachspiilen mit 2ml PBS wieder entfernt wurde. Danach erfolgte das sogenannte
Blocken zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der 1.Antikérper. War dieser
1.Antikorper von der Maus, wurden zum Blocken 150ul aus einem Gemisch aus einem
Tropfen Mouse-over-Mouse-Blocker und 1250ul PBS verwendet. Stammte der
1.Antikorper von einem anderen Tier, wurden stattdessen drei Tropfen ImagelT-
Blocker angewandt. In beiden Fillen erfolgte die Zugabe des 1.Antik6rper nach 30 min

Inkubation mit den genannten Substanzen.
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1. Antikérper 2. Antikorper

Name Quelle Verdiinnung | Name Verdiinnung
a-Fibronectin ~ Rabbit 1:400 Alexa 488 a-Rabbit 1:400
a-VEGF Goat 1:50 Alexa 488 a-Goat 1:200
a-Melanoma  Mouse --- Alexa 546 a-Mouse 1:200

Tab. 2-1 Fiir die Histochemie verwendete Antikorper mit den entsprechenden Verdiinnungen

Alle Antikorper wurden in einer PBS-Losung mit 5% donkey-serum und 0,025%
Tween entsprechend ihres spezifischen Verhiltnisses verdinnt (Tab. 2-1). Eine
Ausnahme bildete der o-Melanoma-Antikorper, der schon vom Hersteller in einer
getesteten Verdiinnung geliefert wurde. Von dem Gemisch wurden jeweils 150ul auf
den Objekttrager gegeben. Die Inkubation mit dem 1.Antikorper erfolgte dabei {iber
Nacht bei 4°C, die des 2.Antikorpers fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Nach
beiden Inkubationen wurden die Objekttriger jeweils mit 2ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde zusétzlich noch eine Kernfarbung durch fiinfminiitiges Einwirken

von 150ul Hoechst 33342/PBS (1:400) auf die Gewebeschnitte erreicht.

Eine Besonderheit stellte die Markierung von Tumorzellen vor der Injektion in die
Versuchstiere dar. Diese mussten in den spidteren Schnitten nicht extra angefirbt
werden, sondern waren selbstfluoreszierend. Die Markierung der Tumorzellen erfolgte
mit CellTracker Red CMPTX und wurde streng nach dem vom Hersteller empfohlenen
Protokoll durchgefiihrt.

Zum Schluss wurden die Objekttrager aus den Coverplates genommen, durch
Eintauchen in PBS erneut gewaschen und die Gewebeschnitte durch das Auftragen von
Deckgldsern mit Antifading Mounting Medium vor dufleren Einfliissen geschiitzt. Um
die Deckgldser antrocknen zu lassen wurde fiir mindestens 10 Stunden gewartet, bevor
die Gewebeschnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und mit Hilfe von

Computersoftware ausgewertet wurden.
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2.4 Western Blot

Zusammensetzung der im WB verwendeten Puffer

Tris-Hepes-Puffer: 60,5 g Tris, 119,0 g Hepes und 5,0 g SDS
Anodenpuffer I (pH 10,4): 18,15 g Tris und 100 ml Methanol
Anodenpuffer II (pH 10,4): 1,52 g Tris und 100 ml Methanol
Kathodenpuffer (pH 7,6): 2,6 g Aminohexansédure und 100 ml Methanol

Zutaten jeweils mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 500ml auffiillen

und gut vermischen.

Tab. 2-2

Zum spezifischen Nachweis eines Proteins in einem Gewebe oder dem Blutplasma
wurde das Verfahren des Western Blots verwendet. Hierzu wurde zunéchst die Probe
verdiinnt. (Beim Plasma: 1:25 mit PBS, dann das Gemisch noch einmal 1:10 mit dem
Loading-Puffer). Von dieser Verdiinnung wurden jeweils 10ul fiir die weiteren Schritte
bendtigt. Als erstes wurde die Probe zur Protein-Denaturierung fiinf Minuten im
Wasserbad gekocht und danach fiir fiinf Minuten bei 4° C und 13200 rpm zentrifugiert.
Als nichstes wurden die abzentrifugierten Proteine durch Elektrophorese nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Dafiir wurde ein Polyacrylamid-Gel (10%) in die mit
Tris-Hepes-Puffer gefiillte Gelkammer eingesetzt, und die Probe sowie 6ul eines
Markers (Page Ruler) jeweils in eine Tasche des Gels pipettiert. Bei einer Laufzeit von
circa zwei Stunden bei 25 mA wurde eine ausreichende Verteilung der Proteine nach

Molekulargewicht auf dem Gel erreicht.

Die aufgetrennten Proteine konnten nun mit Hilfe des Western Blots spezifisch

nachgewiesen werden. Es wurden hierfiir die folgenden Schritte durchgefiihrt:

(1) Der Transfer der Proteine auf Nitrozellulose mit Hilfe des semi-dry Blotting.
Dazu wurden die Nitrocellulose in destilliertem Wasser und die Filterpapiere in
den Puffern eingeweicht. Dann werden auf den Blotting-Apparat der Reihe nach
von unten nach oben gelegt: sechs Filterpapiere mit Anoden-Puffer I, drei mit

Anodenpuffer II, die Nitrozellulose, das Gel mit den Proteinen und neun
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Filterpapiere mit dem Kathodenpuffer. Anschlieend wurde der Transfer fiir 1,5
Stunden bei 55mA (0,8 mA/cm? Gel) durchgefiihrt.

(2) Blockade einer unspezifischen Bindung durch Inkubation der Nitrozellulose mit
25 ml Blocker-Losung (5 g Blotting-Grade-Blocker-Pulver in 100 ml PBS +
0,1% Tween) fiir eine Stunde unter stindiger Bewegung. AnschlieBend erfolgten

drei fiinfminiitige Waschvogénge.

(3) Inkubation mit dem I1.Antikorper. Der 1.Antikoérper wurde in seinem
spezifischen Verhiltnis (Rb-x-Ms Fibronectin: 1:2000) mit 10ml Losung (0,5 g
Albumin bovine serum mit PBS + 0,1 %Tween auf 10ml bringen) vermischt und
danach zur Bindung an die gesuchten Proteine auf die Nitrozellulose gegeben.

Nach Inkubation tiber Nacht erfolgten erneut drei Waschgénge mit PBS.

(4) Inkubation mit dem 2.Antikorper. Hierzu wurde ein mit Peroxidase konjugierter
Antikorper (Anti-Rabbit IgG; 1:40000 verdiinnt in 10 ml Blocking-Puffer) fiir
eine Stunde auf die Nitrozellulose gegeben. AnschlieBend wurden drei

Waschginge mit PBS durchgefiihrt.

(5) Detektion der gebundenen Antikorper mit Hilfe des West-Femto-Kit. Dazu
wurden 2 ml des Kit (1:1 mit NaCl 0,9% gemischt) auf die Nitrozellulose
gegeben. Durch Reaktion mit der an die 2.Antikdrper konjugierte Peroxidase

kam es zur Ausstrahlung sichtbaren Lichts.

(6) Auswertung der Lichtintensitit in der Dunkelkammer mit Hilfe einer
Digitalkamera (Orca-ER) und geeigneter Computersoftware (Wasabi Imaging

Software).

2.5 ELISA

Die Methode des ELISA dient ebenfalls zur Messung spezifischer Proteine in
Losungen. In dieser Arbeit wurden die beiden Glykoproteine VEGF-A und PIGF
bestimmt. Hierzu kamen die ELISA-Kits ,,Quantikine Mouse VEGF/PIGF-2* von R&D
Systems nach vorgeschriebenem Protokoll zur Anwendung. Die photometrische

Auswertung erfolgt an dem Gerit ,,Easy Reader EAR 400 AT*.
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2.6 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (auch FACS genannt) wird dazu benutzt, Zellen
auf das Vorhandensein bestimmter Oberfldcheneigenschaften zu testen. Im Konkreten
wurden in dieser Arbeit die im Tiermodell verwendeten D5-Tumorzellen auf eine
Oberflichenbindung von Fibronectin untersucht. Dafiir wurden 2 * 10° Tumorzellen in
PBS suspendiert, in ein BD Falcon Tube gegeben und die Suspensionsfliissigkeit
anschlieBend wieder abgeschiittet. Im nichsten Schritt wurden 5pl des Anti-
Fibronectin-Polyclonal-Antibody zur Markierung eventuell vorhandenen Fibronectins
hinzugetan, fiir 30 Minuten bei 4° C inkubiert und anschliefend mit PBS abgewaschen.
Als 2.Antikoérper wurden 5ul Alexa 488 anti-rabbit (fluoreszierender Antikorper)
verwendet, die ebenfalls fiir 30 Minuten bei 4° C zu den Tumorzellen gegeben wurden.
Nach erneutem Waschen mit PBS wurde das Zellpellet in circa 300 pl PBS suspendiert
und die Messung mit dem Gerdt FACSort der Firma Becton Dickinson durchgefiihrt.

2.7 Molekularbiologische Auswertung

Einen guten Eindruck davon, was fiir Vorgénge sich in einer Zelle abspielen, liefert die
Gesamtheit der mRNA. Sie gibt Aufschluss dariiber, welche Gene in der Zelle aktuell
abgelesen werden. Zur Analyse der mRNA muss man diese zunéchst aus dem Gewebe
isolieren und dann in cDNA umschreiben. Bei der Frage, ob ein bestimmtes Gen in der
cDNA vorhanden ist, wird dann mit den entsprechenden Primern mittels einer PCR
versucht, das interessierende Gensegment zu amplifizieren. Dieses kann nach

Gelelektrophorese unter einer UV-Lampe sichtbar gemacht werden.

2.7.1 Agarosegel — Elektrophorese

Fiir die Auswertungen in dieser Arbeit wurde ein Gel der GroBBe 12 cm x 14 cm wie
folgt hergestellt. In einen Erlenmeyerkolben wurden 1,25 g Agarosepulver abgewogen
und mit 100ml 1x TAE-Puffer aufgegossen. Unter stindigem Riithren wurde das
Gemisch aufgekocht und anschlieend fiir circa 25 min bei Raumtemperatur abgekiihlt.
Dann wurden 4ul GelRed hinzu gegeben und das Ganze blasenfrei auf den Geltriger
gegossen, wo es fiir 30-45 min aushértete. Zum Schluss wurde das Gel mit 1x TAE-

Puffer circa 1 cm hoch iibergossen und nach weiteren 15 min Ruhezeit verwendet.

26



Molekularbiologische Auswertung

2.7.2 RNA - Isolierung

Um aus einem Gewebe eine unverdaute RNA isolieren zu konnen, wurde dieses
unmittelbar nach Préparation aus dem Tierkorper in RN Alater gegeben, iiber Nacht bei
4°C aufbewahrt und dann bei -20° C gelagert. Alle weiteren Schritte wurden in einem
RNAse-freien Labor durchgefiihrt. Fiir die RNA-Isolierung wurde zunéchst circa 30 mg
des gewiinschten Gewebes mit Hilfe eines Skalpells grob zerteilt. Die Gewebestiicke
wurden anschliefend zur Zelllyse in ein Gemisch von 600ul Buffer RA1 + 6ul B-
Mercaptoethanol gegeben und gleichzeitig mit dem Homogenisator fiir circa 30 - 60 s
bearbeitet. Das weitere Vorgehen erfolgte mit dem Isolierungs Kit NucleoSpin RNA 11
Mini an Hand des beigelegten Protokolls. Dabei wurde die einzelstringige RNA in
einem speziellen Vial an eine Matrix gebunden und dann in mehreren Wasch- und
Zentrifugationsvorgidngen schrittweise isoliert, bis man schlielich die reine RNA in
RNAse-freiem Wasser gelost erhielt. Zur Bestimmung der Konzentration der RNA
wurde eine UV-Spektrometrie durchgefiihrt, wobei jeweils 2ul der RNA Losung mit
70ul eines 10 mM TRIS — Puffer vermischt und dann vermessen wurden. Die
Konzentrationsmessung erfolgte tiber Bestimmung der OD bei 260 nm, wobei 1 OD

einer Konzentration von 40 pg/ml entspricht.

AbschlieBend wurde mit Hilfe einer Agarosegel-Elektrophorese bestdtigt, dass die
isolierte RNA in einem nicht degradierten Zustand vorliegt. Hierfiir wurde 0,5 pg RNA
mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 8ul gebracht, mit 2ul des Gel-
Loading-Puffers vermischt und in eine Tasche des Gels pipettiert. AnschlieBend wurde
das Gel fiir 30 min bei 120 V und 30 mA laufen gelassen und anschliefend unter der
UV-Lampe analysiert. Bei unverdauter RNA erwartet man zwei deutlich sichtbare

Banden der 18S- und 28S-Untereinheiten ribosomaler RNA.

Die in ihrer Konzentration bestimmte und verifiziert unverdaute RNA wurde bei -80° C

gelagert.
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2.7.3 c¢DNA-Synthese

Bestandteile des cDNA Synthese-Mix Menge je Probe
dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 1,5 ul
First-Strand-Puffer (5 x) 6,0 ul

M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1,0 ul

Oligo p(dT);5— Primer (45 uM) 1,0 ul
RNase-Inhibitor (30 U/ul) 1,0 ul
Tab. 2-3

Fiir die Herstellung von 30ul cDNA wurde pro Probe zunichst 2 pg RNA in ein auf Eis
gekiihltes Eppendorf Gefdl gegeben und mit DMDC-H,0 auf ein Gesamtvolumen von
19,5ul gebracht. Dieses Gemisch wurde fiir 3 min bei 75°C im DNA Thermal Cycler
inkubiert, anschlieBend kurz zentrifugiert und wieder auf Eis gestellt. Die Proben
wurden dann nach Zugabe von 10,5ul des cDNA Synthese-Mix fiir 60 min bei 37°C zur
DNA-Synthese inkubiert und zum Ende fiir 10 min bei 95°C im DNA-Thermal-Cycler
erhitzt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben vom Gerédt automatisch auf 4°C

abgekiihlt und fiir die langfristige Lagerung bei —80°C aufbewahrt.

2.7.4 PCR

Bestandteile des PCR-Mix Menge je Probe
PCR-Puffer (10 x) 5,0 ul

MgCl, (50 mM) 1,5 ul
DMDC-H,0O 37,8 ul
dNTP-Mix 0,5 ul

Primer: F/R (20 uM) * je 1,0 ul
Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul

Tab. 2-4. *) Primersequenzen zu den jeweiligen Genen siehe Anhang

Um zu tiberpriifen, ob ein bestimmtes Gen in der cDNA vorhanden ist, wurde mit Hilfe

der PCR versucht, dieses zu amplifizieren, um es dann nach Gelelektrophorese sichtbar
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zu machen. Dafiir wurden 3ul c¢cDNA mit 47ul des PCR-Mixes in einem
Eppendorfgefil vermischt, zum Verdampfungsschutz zwei Tropfen Ol zugegeben, und
dann in den RoboCycler gestellt. Dort wurde die Probe zunichst zur Priadenaturation fiir
60s auf 94° C erhitzt. AnschlieBend wurde eine variable Zahl an Zyklen der
Amplifikation durchlaufen, die einzeln wie folgt aussehen: Als erstes wurde die Probe
45s lang bei 94° C denaturiert; danach 45s bei einer vom Primer abhingigen
Temperatur (jeweilige Temperatur siche Anhang) fiir ein Anlegen dieser an die cDNA
Matrize (Annealing) inkubiert. Im dritten Schritt verldngerte die DNA-Polymerase, von
den Primern ausgehend, die DNA-Stringe eine Minute lang bei 72° C, bevor dann mit
dem Erhitzen auf 94° C wieder ein neuer Zyklus begonnen wurde. Wenn die
gewiinschte Zahl an Zyklen erreicht worden war, wurde die Probe noch einmal fiir 10

min bei 72° C inkubiert und anschlieBend bei 4° C gelagert.

Zur Kldrung der urspriinglichen Fragestellung, ndmlich ob ein bestimmtes Gen in der
cDNA-Bank vorhanden ist und wenn ja, in welcher ungefihren Menge, wurde mit dem
erhaltenen PCR-Produkt eine Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Hierzu wurden 8pl des
PCR-Produkts mit 2ul Gel-Loading-Puffer vermengt und das Gemisch in eine Tasche
des Agarose-Gels pipettiert. Zusitzlich wurde in mindestens eine Tasche Sul MassRuler
Express als molekularer Gewichtsstandard gegeben, um nachher eine genauere Aussage
beziiglich der Masse sichtbarer Banden zu machen. Die Elektrophorese wurde bei 90 V
und 70 mA fiir circa 60-90 min laufen gelassen und anschlieBend unter der UV-Lampe

semiquantitativ ausgewertet.

2.7.5 DNA-Isolierung

Zur Testung der transgenen Fibronectin-Knock-out-Méuse auf den gewliinschten
genetischen Hintergrund miissen diese typisiert werden. Dazu wurde DNA der
Versuchstiere aus einem abgeschnittenen Stiick des Schwanzes isoliert. Dies wurde mit
Hilfe des ,,DNA Isolation Kit*“ und dessen vorgegebenen Protokolls durchgefiihrt, so

dass man zum Schluss aufgereinigte DNA erhielt, welche bei 4° C aufbewahrt wurde.

Das Vorhandensein eines bestimmten Gens in der DNA kann mittels einer PCR-
Reaktion bei entsprechenden Primern, analog zum Verfahren bei ¢cDNA, tiberpriift
werden. Einzig der erste Priddenaturationsschritt sollte bei genomischer DNA, im

Gegensatz zu cDNA, statt einer Minute fiinf Minuten dauern. Die Visualisierung erfolgt
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ebenfalls nach Gelelektrophorese unter der UV-Lampe. In Bezug auf die Fibronectin-
Knock-out-M#use wurde das Vorhandensein des Mx-Cre-Gens getestet, welches sich

nur in transgenen Tieren befindet.

2.8 Graphische Darstellung und statistische Auswertung der Daten

Im Ergebnisteil sind die Auswertungen der durchgefiihrten Versuche graphisch
dargestellt. Die Graphiken wurden dabei mit Hilfe des Programms ,,SigmaPlot™ erstellt.
Ab einer Fallzahl von n=3 wird jeweils der Mittelwert einer Gruppe mit
Standardabweichung gezeigt. Bei einer geringeren Fallzahl wurden die Einzelwerte
dargestellt. Unter jeder Graphik wird mit ,,n“ angegeben, wieviele verschiedene Proben
pro Gruppe vorhanden waren. In vielen Fillen wurden die einzelnen Proben doppelt
gemessen und der Mittelwert beider Messungen zur statistischen und graphischen
Auswertung weiterverwendet. In solchen Féllen wird dies durch das Wort

»,Doppelbestimmung™ unter der Graphik angegeben.

Die Messwerte wurden fiir die graphische Darstellung unverindert tibernommen. Eine
Ausnahme hiervon bilden die Abbildungen, bei denen in einer Grafik die Expression
eines Gens zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt ist. Da die Expression tiber die
Messung der relativen Lichteinheiten (RLU) bestimmt wird, hidngt der Wert mafigeblich
von der Belichtungszeit der Aufnahme ab. Um die Messungen einzelner Zeitpunkte mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten untereinander vergleichen zu koénnen, wurde ein
Angleich durch die Multiplikation der Messwerte mit einem spezifischen Faktor
durchgefiihrt. Dieser Faktor wurde durch die Bestimmung der RLUs der MassRuler, die
bei allen Auswertungen in gleicher Konzentration auf dem Gel vorhanden sind,

ermittelt.

Samtliche statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programms ,,SigmaStat™
durchgefiihrt. Es wurden ausschlieBlich die Werte von zwei Gruppen, in der Regel
Versuchs- und Kontrollgruppe, auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht.
Dazu wurden im ersten Schritt die zu vergleichenden Messwerte von ,,SigmaStat™ auf
Normalverteilung und gleiche Varianz getestet. Waren diese Voraussetzungen gegeben
wurde anschlieBend ein zweiseitiger t-Test durchgefiihrt. Im anderen Fall wurde der

Wilcoxon-Rangsummentest angewandt. Als Signifikanzniveau wurde a = 0,05
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festgelegt. Bei einem errechneten p < 0,05 wurde die Differenz zwischen den Gruppen
als statistisch signifikant, bei einem p < 0,01 als statistisch hoch signifikant bezeichnet.
In den gezeigten Graphiken wird dies durch das Symbol eines Sterns (*) respektive

zweier Sterne (**) dargestellt
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3 Ergebnisse

Die Entstehung einer Metastase stellt man sich als einen Vorgang in mehreren Etappen
vor. Zunéchst 16sen sich aus dem Primértumor einzelne Tumorzellen ab, die dann iiber
Lymph- oder Blutbahnen zu einem entfernten Organ transportiert werden. Dort
angekommen konnen sie sich im Gefdflbett ansetzen und zu einer manifesten
Tochtergeschwulst anwachsen. Der Weg der hdmatogenen Streuung kann dabei in
einem Tiermodell durch intravendse Injektion von Tumorzellen sehr gut reproduziert
werden, was die Moglichkeit eroffnet, die Vorgidnge der Ansiedlung experimentell
untersuchen zu koénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten von D5-
Melanomzellen nach intravendser Injektion in C57/Bl6-Méuse verfolgt. Die Lunge
stellt sich in diesem Modell als das einzige Organ heraus, in dem sichtbare Metastasen
zu finden sind, was zundchst sicher mit dem physikalischen Steckenbleiben der
Tumorzelle im ersten Kapillarbett — ndmlich dem der Lunge — nach intravendser
Injektion zusammen hédngt. Wiirden jedoch alle dort fest sitzenden Tumorzellen
tiberleben konnen, so miisste es zu einer noch wesentlich hoheren Zahl an Metastasen
kommen. Was also sind die Determinanten, die das Uberleben der Tumorzellen in der
Lunge bestimmen? In dieser Arbeit soll zuerst ein moglicher Einfluss der Wachstums-
und Extravasationsfaktoren VEGF-A und PIGF, anschlieBend die Bedeutung des
Plasmaproteins Fibronectin fiir die Bildung einer metastatischen Nische untersucht

werden.

3.1 Die Bedeutung von VEGF-A und PIGF fiir die Ansiedlung
metastasierender Tumorzellen

3.1.1 Lokale Verfiigbarkeit von VEGF-A

Der erste Schritt zur Beurteilung moglicher Auswirkungen von VEGF-A auf die
Metastasenbildung bestand darin, zu zeigen, in welchem Mall VEGF-A zum Zeitpunkt
der Tumorzellansiedlung tiberhaupt lokal vorhanden ist. Dazu wurde der Zeitverlauf der

VEGF-A-Konzentration im Plasma nach Tumorzellinjektion untersucht.
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3.1.1.1 Verlauf der VEGF-A-Konzentration im Plasma nach Tumorzellinjektion

Fiir die Erstellung eines Zeitverlaufs wurden bei den Versuchsméiusen an den Tagen 0,
2, 3, 4, 6 und 12 nach Tumorzellinjektion Blutproben entnommen und jeweils die
Konzentration von VEGF-A im Plasma bestimmt. Die gemessenen Werte sind in Abb.
3.1 dargestellt. Zunéchst verbleibt die Konzentration auf dem Wert von circa 50 pg/ml,
bevor ab Tag 5 ein Anstieg auf etwa das fiinffache stattfindet. Als erste entscheidende
Erkenntnis ist also VEGF-A wihrend spiterer Phasen der Ausbildung von Metastasen
in deutlich erhohter Konzentration vorhanden. Im néchsten Schritt soll untersucht
werden woher das zusétzliche VEGF-A kommt. Dafiir kommen in erster Linie drei

Zelltypen in Frage: Endothelzellen, Zellen des Lungengewebes und Tumorzellen.

VEGF-A-Verlauf im Plasma VEGF-A-Sekretion in-vitro
300 1400
1200 A
250 4
1000 A
. 200 _
E E
=2} o 800 -
g g
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u 5 o]
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400 A
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Abb. 3.1: VEGF-A-Konzentrationen im Abb.  3.2:VEGF-A-Konzentrationen  im
Plasma  an verschiedenen Tagen nach Uberstand der Tumorzellkultur BI16D5 im
Tumorzellinjektion (jeweils n=3; Zeitverlauf (jeweils n=3;
Doppelbestimmung) Doppelbestimmung)

3.1.1.2 VEGF-A-Produktion in der Lunge und in den Tumorzellen

Im Lungengewebe der C57-Méuse kommt es physiologischerweise bestidndig zu einer
VEGF-A-Sekretion. Durch ELISA-Messungen ergeben sich Werte von circa 2 ng/ug
Protein, wobei nicht zwischen dem Beitrag der Endothel- und der Lungenstromazellen

unterschieden werden kann.

Die F#higkeit der Tumorzellen, VEGF-A zu produzieren wurde in-vitro untersucht: In
Abb. 3.2 ist der Verlauf der VEGF-A-Konzentration im Uberstand einer

Tumorzellkultur (B16D5) dargestellt. Es ist klar zu erkennen, dass die Konzentration
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von VEGF-A im Zeitverlauf deutlich ansteigt und somit die verwendeten Tumorzellen

in der Lage sind, relevante Mengen an VEGF-A zu produzieren.

Das im Plasma verfligbare VEGF-A entstammt in dem verwendeten Versuchsmodell
also sowohl dem Lungengewebe als auch den Tumorzellen. Einen Hinweis darauf, dass
aber hauptsédchlich die Tumorzellen fiir den Anstieg der VEGF-A-Konzentration
verantwortlich sind, erhilt man, wenn man den Verlauf der VEGF-A-Konzentration im
Serum (Abb. 3.1) in Zusammenhang mit der Anzahl vitaler Tumorzellen, bestimmt

durch Pmell7-Expressionsanalyse, betrachtet.

3.1.1.3 Verlauf der Pmell7-Expression nach Tumorzellinjektion

Pmell7 (im Weiteren: Pmel) ist ein
Pmel-Verlauf in der Lunge

Melanozyten- und auch  Melanomzellen- ¢
spezifisches Protein, das physiologischerweise
nicht in der Lunge zu finden ist. Somit kann die
Konzentration der zugehorigen Pmel-mRNA als

Mal fiir die Anzahl, der zum Zeitpunkt der

Pmel / Actb
N

Organentnahme in der Lunge befindlichen,

lebenden Melanomzellen gelten. In Abb. 3.3 ist

der Verlauf der Pmel-Expression dargestellt, wie 0 T e 6 8

. . L. Abb. 3.3: Verhdltnis der Expression
er an bestimmten Zeitpunkten nach Injektion der Pmel/Actb in der Lunge nach

Melanomzellen in der Lunge festgestellt wurde. Tumorzellinjektion (jeweils n=3)

Da die Menge an Pmel-mRNA nicht in absoluten Zahlen angegeben werden kann, ist
sie im Verhéltnis zu der des ubiquitdr und konstant vorkommenden Proteins Aktin
(Gen: Actb) normalisiert. Der Anteil an Pmel, und damit die Anzahl vitaler
Tumorzellen, nimmt in den ersten Tagen deutlich ab. Erst ab Tag 4 iiberwiegt die Zahl
der Tumorzellen die sich teilen, gegeniiber derjenigen die absterben und der Quotient
Pmel/Aktin steigt wieder an. Dieser Zeitpunkt entspricht in etwa dem, ab dem auch die
im Serum gemessene Konzentration an VEGF-A stark ansteigt (Abb. 3.1). Es liegt also
nahe, dass fiir den Anstieg von VEGF-A die wachsende Zahl an Melanomzellen
verantwortlich ist. In den ersten Tagen vermdgen es die vielen zundchst vorhandenen,

aber zum Grofiteil absterbenden Tumorzellen nur die Konzentration ungefdhr aufrecht

zu erhalten. Doch einige, ganz offensichtlich VEGF-A produzierende Tumorzellen

35



Ergebnisse

schaffen es, sich anzusiedeln und durch Wachstum und Vermehrung auch fiir eine
Mehrproduktion an VEGF-A zu sorgen. Das fiihrt zu der Vermutung, dass dem von
Tumorzellen sezernierten VEGF-A eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung von

Metastasen zukommt. Diese Annahme soll im Folgenden genauer untersucht werden.

3.1.2 Versuche mit siRNA gegen VEGF-A

Um die Hypothese zu tiberpriifen, ob sich eine VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen
positiv auf deren Ansiedlung auswirkt, wurde hier gezielt die Produktion von VEGF-A
in den Tumorzellen einer Versuchsgruppe unterbunden und dann das Outcome in einem
Metastasierungsversuch mit dem einer Kontrollgruppe, mit unbehandelten Tumorzellen,
verglichen. Die spezifische Blockade der VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen

wurde dabei durch Verwendung einer siRNA erreicht.

3.1.2.1 Charakterisierung der transfizierten Tumorzellen

Das Ziel einer Transfektion mit siRNA besteht darin, in den behandelten Zellen die
Herstellung eines bestimmten Proteins zu unterbinden. Zum Nachweis einer
funktionierenden Blockierung wurden die Zellen in Kultur gegeben und die
Konzentration des entsprechenden Proteins

im Uberstand bestimmt. In Abb. 3.4 sind  *°
diese Werte fir VEGF-A in Abhingigkeit |

VEGF-A - Reduktion

—@— VEGF-A nach 48 Stunden
600

von verschiedenen Konzentrationen der

verwendeten  siRNA  gegen VEGF-A

500 -

400 -

300

VEGF-A (pg/ml)

dargestellt. Es wird deutlich, dass mit
steigender Menge der siRNA die Werte fiir 200 1

100 -

VEGF-A bis auf ein Minimum zuriickgingen

und man somit davon ausgehen kann, dass ° 300 600
SiRNA / VEGF-A (pmol)

diese Tumorzellen in einem
Injektionsversuch keine relevanten Mengen Abb.  3.4:  Bestimmung der VEGF-A-
) Konzentration im Uberstand  der
VEGF-A mehr abgeben konnten. Die Tumorzellen, nach  Transfektion — mit
. . steigender Menge an siRNA/VEGF-A.
Ausschaltung  einer ~ VEGF-A-Sekretion (jeweils n=3; Doppelbestimmung)
konnte durch die siRNA-Transfektion in-vitro fiir mindestens vier bis sechs Tage

aufrecht erhalten werden, das hei3t nach einer Injektion dieser Zellen in Versuchsmiuse
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war die Blockierung genau wihrend der entscheidenden Phase der Ausbildung einer
metastatischen Nische funktionstiichtig. Bevor die transfizierten Tumorzellen in einem
Metastasenversuch mit VEGF-A-produzierenden Tumorzellen verglichen wurden,
wurde zusétzlich sichergestellt, dass beide Arten von Tumorzellen in-vitro eine gleiche
Vitalitidt zeigten. Bei den Transfizierten lieBen sich zwar nach circa 24 Stunden mehr
abgestorbene Zellen beobachten, doch nachdem diese in einem Waschvorgang entfernt
wurden, waren in Bezug auf das weitere Uberlebensverhalten keine Differenzen mehr
feststellbar. Unterschiede bei der Ausbildung von Metastasen in dem folgenden Versuch

sind also allein auf den verdnderten VEGF-A-Spiegel vor Ort zuriickzufiihren.

3.1.2.2 Metastasierungsversuch in-vivo

Mit Hilfe der siRNA wurde in-vivo untersucht, ob eine blockierte VEGF-A-Produktion
in den Tumorzellen Einfluss auf die Metastasenbildung hat. Dazu wurden den
Versuchsméusen jeweils 2*¥10° D5-Melanomzellen, die mit siRNA gegen VEGF-A
behandelt worden waren, intravends injiziert, wihrend den Mausen der Kontrollgruppe
je 2%#10° normale, nur mit Lipofektamin scheinbehandelte, D5-Melanomzellen
verabreicht wurden. Im Verlauf wurden den M&usen an mehreren Tagen Blutproben
entnommen und schlieBlich nach zwolf Tagen die zu untersuchenden Organe aus dem
Korper entfernt und konserviert. Es wurde jeweils der Oberlappen der linken Lunge fiir
die Auszéhlung der Metastasen fotografiert. Beispielhaft sind je zwei Bilder aus der
Kontrollgruppe ( Abb. 3.6 und Abb. 3.6 und Abb. 3.7) und der Versuchsgruppe (Abb.
3.8 und Abb. 3.9) abgebildet.
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Metastasen bei siRNA / VEGF-A
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Abb. 3.6 und Abb. 3.7 (Kontrollgruppe)

0,15 4

0,10

Metastasen - / Lungenoberfldche

0,05 4

0,00 -
Kontrolle siRNA / VEGF-A

Abb. 3.5: Verhdltnis von Metastasenflcche
zu  Gesamtoberfliche der Lunge in
Kontroll- (n=28) und siRNA/VEGF-A-
Abb. 3.8 und Abb. 3.9 (siRNA/VEGF—A—Gruppe) Gruppe (n=22), Ausgewertet wurden

Jjeweils Lungenober- und —unterseite von
14 bzw. 11 Versuchstieren.

In der Auswertung der Metastasenfliche (Abb. 3.5) ergab sich ein statistisch
signifikanter Unterschied (p = 0,034) zwischen den beiden Gruppen. Durch die
Ausschaltung einer VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen erreicht man also eine
signifikante Verringerung der Metastasenbildung. Messungen des im Plasma
verfiigbaren VEGF-A zeigten zudem, dass der in den Kontrollen feststellbare Anstieg
der VEGF-A-Konzentration nach Tumorzellinjektion ausbleibt (Abb. 3.10). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass die Reduzierung der Metastasen tatsdchlich auf das
verringerte Angebot von VEGF-A vor Ort zurlickzufithren ist. Um diese These zu
tiberpriifen, wurden histologische Schnitte der Lunge auf VEGF-A angefédrbt (VEGF-A:
griin;, Melanomzellen: rot;, Zellkerne: blau) Zu erwarten wire, dass sich in der
Umgebung der Tumorzellen ohne VEGF-A-Produktion auch weniger VEGF-A
befindet. Dies ldsst sich auch an einigen Schnitten nachweisen. So ist in der
Kontrollgruppe (Abb. 3.11) deutlich mehr VEGF-A (griin) angefiarbt als in der
Versuchsgruppe (Abb. 3.12). Allerdings trifft dies nicht fiir alle Metastasen zu, die in
den Fiarbungen dargestellt wurden. Es lassen sich auch in der Gruppe mit siRNA
Metastasen mit VEGF-A-Anfirbung finden. Zu beachten ist, dass die Tumorzellen in

diesem Versuch zwolf Tage lang wachsen und sich teilen konnten. Nach diesem
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Zeitraum ist die Hemmung der VEGF-A-Produktion nicht mehr als effektiv

anzunehmen und die Tumorzellen kdnnen wieder Vegfa exprimieren.

VEGF-A-Verlauf im Plasma
300

~@- Kontrolle

250 1 —@- siRNA / VEGF-A

200 o

150 1

VEGF-A (pg/ml)

100 -

50 4

Tage

Abb. 3.10: Konzentration von VEGF-A im Plasma von Kontroll- und Versuchsgruppe im
Zeitverlauf (jeweils n=3; Doppelbestimmung)

Abb. 3.11: Kontrollgruppe, 40x. griin: Abb. 3.12: siRNA/VEGF-A-Gruppe, 40x.
VEGF-A; rot: Melanomzellen;  blau: griin: VEGF-A; rot: Melanomzellen; blau:
Zellkerne Zellkerne

Es lédsst sich zusammenfassend feststellen, dass durch die Ausschaltung von VEGF-A
eine signifikante, aber nur méBige Reduzierung der Metastasen um circa 30 % erreicht
wird. Als Griinde fiir den relativ geringen Riickgang der Metastasierung kommen zwei
Mechanismen in Betracht. Entweder kommt es durch die zeitlich beschrinkte

Unterdriickung der VEGF-A-Produktion fiir circa 4-6 Tagen zu keinen stirkeren
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Uberlebensnachteilen, oder die Tumorzellen produzieren als Ersatz fiir das fehlende
VEGF-A alternative Mediatoren, die dessen Funktion ersetzen. Es wurde deshalb in-
vitro untersucht, ob die mit siRNA behandelten Tumorzellen den Wegfall von VEGF-A

durch Mehrproduktion eines anderen Faktors kompensieren konnen.

3.1.2.3 Anstieg der PIGF-Produktion unter siRNA/VEGF-A-Behandlung
Ein Faktor, der auf Grund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu VEGF-A einen Ausfall

kompensieren konnte, ist PIGF. Um zu iiberpriifen, ob sich die Konzentration von PIGF
in Abwesenheit von VEGF-A verdndert, wurden D5-Melanomzellen mit steigenden
Mengen an siRNA/VEGF-A transfiziert und in Kultur gegeben. Sowohl PIGF als auch
VEGF-A wurden jeweils nach 48 Stunden im Uberstand der Kultur bestimmt. Wie auf
Abb. 3.13 zu sehen, zeigt die Konzentration von PIGF einen geradezu indirekt
proportionalen Anstieg zum Abfall von VEGF-A und wird offensichtlich von den
Tumorzellen zum Ausgleich verstirkt produziert. Damit liegt die Vermutung nahe, dass
PIGF auch bei den in-vivo-Versuchen mit siRNA/VEGF-A vermehrt vorhanden war

und die Metastasenbildung beeinflussen konnte.

Ein Anstieg der PIGF-Konzentration im Plasma der Versuchsmiuse aus dem
vorangegangenen Versuch wurde, bei Messungen an Tag 2, 7 und 12, nur an Tag 7
festgestellt, da die PIGF-Konzentrationen ansonsten in allen Gruppen unterhalb der
Nachweisgrenze der verwendeten Methoden lagen (Ergebnisse nicht gezeigt). Dennoch
kann auf Grund der in-vitro-Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass durchgehend
mehr PIGF verfligbar war. Es sollte folglich untersucht werden, ob die Zunahme der
PIGF-Konzentration die Versuche mit siRNA/VEGF-A relevant beeinflusst hat. Dies
wire der Fall, wenn PIGF selber Auswirkungen auf die ansiedelnden Tumorzellen hitte.
Im nichsten Schritt wurde also tiberpriift, ob PIGF die Bildung von Metastasen

beeinflusst.
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VEGF-A und PIGF bei siRNA / VEGF-A
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Abb. 3.13:  Konzentration von VEGF-A und PIGF im Uberstand, bei
Transfektion mit steigender Menge siRNA/VEGF-A
(jeweils n=3; Doppelbestimmung)
3.1.3 Versuche mit siRNA gegen PIGF

Die Rolle des PIGF bei der Ansiedlung von Tumorzellen wurde durch Ausschaltung der

Produktion dieses Faktors in den Tumorzellen mit Hilfe von siRNA untersucht.

3.1.3.1 Charakterisierung der transfizierten Tumorzellen

Zunichst wurde die Wirksamkeit der Transfektion mit einer gegen PIGF gerichteten
siRNA gezeigt. Dazu wurden die mit 600 pmol siRNA/PIGF behandelten Tumorzellen
in Kultur gegeben und nach 48 Stunden die Konzentrationen von PIGF und VEGF-A im
Uberstand gemessen. Zum Vergleich wurden Tumorzellen parallel einmal mit
siRNA/VEGF-B und in einem weiteren Ansatz mit siRNA/VEGF-A der gleichen
Konzentration transfiziert und kultiviert. Die siRNA/VEGF-B sollte weder die
Produktion von PIGF, noch die von VEGF-A beeintrachtigen und dient somit als
Kontrolle. In Abb. 3.14 ist an Hand von reprédsentativen Daten gezeigt, dass sich die
Produktion von PIGF in den Tumorzellen durch Transfektion mit siRNA/PIGF
unterdriicken l4sst. Zur Veranschaulichung ist auch noch einmal der enorme Anstieg der
PIGF-Konzentration bei siRNA/VEGF-A mit abgebildet. Durch die =zusitzliche
Bestimmung der VEGF-A-Konzentration im Uberstand der Tumorzellkulturen konnte
aullerdem gezeigt werden, dass es nicht zu einem kompensatorischen Anstieg von
VEGF-A bei Wegfall von PIGF — dhnlich wie im umgekehrten Fall — kommt. In Bezug
auf Vitalitdt und Teilungsraten zeigten die mit siRNA/PIGF transfizierten Zellen ein
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gleiches Verhalten wie génzlich unbehandelte D5-Melanomzellen und konnten somit

fiir einen Metastasierungsversuch in-vivo verwendet werden.

PIGF und VEGF-A bei verschiedenen siRNAs
600

I siRNA/ PIGF
500 I siRNA /VEGF-B
I siRNA / VEGF-A

400

pg / ml

200 A

100 -

PIGF VEGF-A

Abb. 3.14: Konzentrationen von PIGF und VEGF-A im Uberstand
der Tumorzellen bei Transfektion mit verschiedenen siRNAs. In der
Abbildung werden Daten eines reprdsentativen Experiments aus drei
durchgefiihrten Experimenten gezeigt.

3.1.3.2 Metastasierungsversuche in-vivo

In diesem Versuch bekamen insgesamt acht Versuchsmiuse jeweils 2*10° mit
siRNA/PIGF transfizierte D5-Melanomzellen intravends injiziert, wéhrend acht
Kontrollmiuse je 2*10° unbehandelte D5-Melanomzellen erhielten. Nach zwolf Tagen
wurden die Tiere getdtet und die Lungen zur Auswertung der sichtbaren Metastasen
entnommen. (Kontrollgruppe: Abb. 3.15 und Abb. 3.16; siRNA/PIGF-Gruppe: Abb.
3.17 und Abb. 3.18). Wie auf den Bildern zu sehen, sind die Metastasengréf3en in den
beiden Gruppen sehr unterschiedlich. Es empfiehlt sich also eine Flachenauswertung
der Metastasen, da eine reine Auszihlung die vorhandene Metastasenlast nicht korrekt
widerspiegeln wiirde. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.19 dargestellt und zeigen, dass sich
durch die Ausschaltung einer PIGF-Produktion in den Tumorzellen die Ausbildung von
Metastasen drastisch reduzieren lédsst. (Median: Kontrolle: 0,127; siRNA/PIGF: 0,036;
p<0,001). Die Unterdriickung der PIGF-Produktion in den Tumorzellen fiihrt also —

mehr noch als bei VEGF-A — zu einer Reduzierung der Metastasierung.
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Kontrollgruppe: Abb. 3.15 und Abb. 3.16 SIRNA/PIGF-Gruppe: Abb. 3.17 und Abb. 3.18
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Abb.  3.19: Verhdltnis der Metastasenfliche zur Abb. 3.20: Konzentration von VEGF-A im
gesamten  Lungenoberfliche in  Kontroll- und Plasma von Kontroll- und Versuchsgruppe
SIRNA/Plgf-Gruppe an Tag 12 (jeweils n=8) (jeweils n=3; Doppelbestimmung)

Es wurde zudem untersucht ob sich der Ausfall von PIGF auf die VEGF-A-
Konzentration im Plasma so auswirkt, wie es im umgekehrten Fall gesehen worden war.
In Abb. 3.20 sind die an Tag 6 und Tag 12 in der siRNA/PIGF-Gruppe gemessenen
Werte von VEGF-A im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgetragen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass der in der Kontrollgruppe ablaufende Anstieg von VEGF-A ab Tag 6 in
der siRNA/PIGF-Gruppe ausbleibt. Da von einer normalen VEGF-A-Produktion der
Tumorzellen ausgegangen werden kann zeigt dies, dass zu diesen Zeitpunkten in der

Versuchsgruppe bereits deutlich weniger Tumorzellen vorhanden sind.

3.1.4 Versuche mit siRNA gegen VEGF-A und PIGF
Nachdem bisher gezeigt werden konnte, dass die Bildung von Metastasen sowohl durch
die Ausschaltung von VEGF-A als auch von PIGF verringert wird, soll untersucht

werden, ob durch die Blockierung beider Faktoren gleichzeitig eine weitere Steigerung
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der Metastasenreduktion erreicht werden kann. Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem die Versuchstiere (n=6) D5-Melanomzellen
erhielten, die sowohl mit siRNA gegen VEGF-A als auch gegen PIGF transfiziert
wurden. Nach zwolf Tagen wurden die Lungen wie iiblich ausgewertet. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe, die unbehandelte Tumorzellen erhielt, zeigte sich ein signifikanter
Riickgang der Metastasen. Allerdings stellt sich in Bezug auf die Gruppe, bei der in den
Tumorzellen alleine PIGF unterdriickt wurde, kein signifikanter Unterschied dar. Das
heif3t, die zusétzliche Blockierung von VEGF-A hat keinen messbaren Effekt auf die
Tumorzellansiedlung. Zur Ergidnzung wurde noch eine Blockierung des VEGF-B
(n=10) untersucht, was aber im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keinen signifikanten
Unterschied fiihrt. Alle Ergebnisse in der Zusammenfassung sind in Abb. 3.21
dargestellt.

Zusammenfassung aller siRNA-Versuche

0,35
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0,25 A

0,20 ~

0,15 -

0,10 ~

Metastasen - / Lungenoberflache

0,05 ~

0,00 -

Kontrolle VEGF-A PIGF  VEGF-A + PIGF VEGF-B

Abb. 3.21: Verhdltnis der Metastasenfliche zur gesamten Lungenoberfliche an Tag 12

bei Transfektion mit verschiedenen siRNAs. (siRNA jeweils gegen das genannte Protein

gerichtet) Die mit ,,*“ markierten, signifikanten Unterschiede sind jeweils auf die

Kontrolle bezogen.
Zusammenfassend kann also festgehalten werden: Durch die Ausschaltung der VEGF-
A—Produktion in den Tumorzellen reduziert sich die Ausbildung von Metastasen. Dies

geschieht in einem noch hoheren Ausmal bei der Verhinderung einer PIGF-Produktion.
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Durch eine gleichzeitige Blockierung beider Faktoren gleichzeitig ist dem gegeniiber

keine weitere Steigerung mehr zu erreichen.

Als nichster Punkt stellt sich die Frage wie es zu den gezeigten Differenzen kommt.
Wirkt sich das Fehlen von VEGF-A bzw. PIGF bereits auf die frithe Ansiedlung der
Tumorzellen, oder erst in der weiteren Proliferation aus? Dafiir wurden in
Tierversuchen frithe Zeitpunkte der Metastasenbildung, also genau wihrend der ersten

Schritte der Ansiedlung, untersucht.

3.1.5 Versuche zu friithen Zeitpunkten der Metastasierung

In den vorangegangenen Versuchen wurden Unterschiede im Ausmal} der
Metastasierung zwischen den einzelnen Gruppen immer zwolf Tage nach Injektion der
Tumorzellen festgestellt. (VEGF-A-Gruppe: Tumorzellen mit siRNA gegen VEGF-A;
PIGF-Gruppe: Tumorzellen mit siRNA gegen PIGF; Kontrollgruppe: Tumorzellen ohne
siRNA). Die Vorgénge zur Bildung einer metastatischen Nische beginnen jedoch schon
unmittelbar nach Ankunft der Tumorzellen im LungengefidBbett, also nur sehr kurze
Zeit nach intravendser Injektion. Deshalb stellt sich die Frage, ob VEGF-A
beziehungsweise PIGF auch schon in dieser Phase das Uberleben oder Verhalten der
Tumorzellen beeinflussen. Dazu wurden frithe Zeitpunkte, ndmlich 2, 24 und 48
Stunden nach Tumorzellgabe, zur Organentnahme angesetzt. AnschlieBend wurde
analysiert, ob Unterschiede durch Ausschaltung von VEGF-A respektive PIGF zu
beobachten sind. In diesen Stadien der MetastasengroBBe sind sowohl makroskopische
als auch mikroskopische Verfahren ungeeignet, um Verdnderungen zu erkennen. Eine

Alternative hierzu stellen molekularbiologische Genexpressionsanalysen dar.

Einen ersten Anhalt, ob es durch Blockierung von VEGF-A oder PIGF auch schon frith
zu einem verinderten Uberleben der Tumorzellen kommt, gewinnt man aus der Analyse
der Pmel-Expression in der Lunge. Pmel dient als Marker fiir die Anzahl vitaler
Tumorzellen. In Abb. 3.22 sind die Messwerte, normalisiert mit dem Wert des ,,house-
keeping“-Gens Gapdh, von allen drei Versuchsgruppen aufgetragen, wie sie nach 2, 24
und 48 Stunden in der Lunge erhoben wurden. Nach zwei Stunden bestehen noch
keinerlei Unterschiede zwischen den Messwerten. Im Verlauf fallen die Werte — wie
erwartet — in allen Gruppen stark ab, die PIGF-Gruppe jedoch am stirksten, so dass

schon nach 24 Stunden eine Differenz zur Kontrollgruppe feststellbar ist. Diese
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Differenz bleibt auch nach 48 Stunden bestehen, wo beide Gruppen einen dhnlichen,
leichten Anstieg der Pmel-Expression zeigen. In der VEGF-A-Gruppe kommt es
hingegen zu einem weiteren leichten Absinken, wodurch sie sich nach 48 Stunden dann
ebenfalls von der Kontrollgruppe unterscheiden ldsst. Auch wenn die Messwerte noch
sehr nahe zusammen liegen, weisen die Ergebnisse darauf hin, dass sich Tumorzellen

ohne VEGF-A- beziehungsweise PIGF-Wirkung schlechter ansiedeln kénnen.

Pmel-Verlauf in der Lunge

-@- PIGF
1,04 -@- VEGF-A
=¥ Kontrolle
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Pmel / Gapdh
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0,0
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Abb. 3.22: Verhdltnis der Expression Pmel/Gapdh
der einzelnen Gruppen im Zeitverlauf (jeweils
n=3; Doppelbestimmung)

Es wurde bisher gezeigt, dass die Ausschaltung von VEGF-A und PIGF zu einer
Reduzierung der Metastasierung fiihrt. Deutliche Hinweise gibt es, dass sich dabei das
Fehlen der Faktoren schon innerhalb der ersten 48 Stunden nach Injektion der
Tumorzellen auswirkt. Im néchsten Schritt soll nun untersucht werden auf welche
Weise die Ausschaltung von VEGF-A und PIGF fiir die Reduzierung der Tumorzellzahl
sorgt. Prinzipiell gibt es zwei verschiedene Erklarungsmoglichkeiten: Entweder kénnen
die behandelten Tumorzellen schlechter in der Lunge verbleiben und kommen somit
vermehrt in anderen Organen vor, oder sie schaffen es weniger gut, sich den
Gegebenheiten in der Lunge anzupassen und sterben somit vermehrt vor Ort ab. Beide
Ansitze schlieBen sich gegenseitig keinesfalls aus, sondern koénnen nebeneinander

bestehen. Anhand von Expressionsanalysen wurden im Folgenden eine Reihe von
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Genen gescreent, die eine Aussage tiber das Verhalten der Tumorzellen am Ort der

Ansiedlung liefern kénnen.

3.1.5.1 Untersuchung der Vorgénge in der Lunge

Eine mogliche Erklarung fiir die verringerte Metastasenzahl in den Versuchsgruppen
lautet, dass die mit siRNA behandelten Tumorzellen aufgrund der fehlenden VEGF-A-
beziehungsweise PIGF-Wirkung schlechter in der Lunge tiberleben und sich deswegen
dort schlechter ansiedeln konnen. Griinde hierfiir konnten der vermehrte lokale Zelltod
durch Apoptose oder Nekrose, beziechungsweise durch gesteigerte zytotoxische Signale
des Immunsystems sein. Aus diesen Griinden wurde die Expression entsprechender

Markergene in den einzelnen Versuchsgruppen untersucht.

Als Marker fiir Apoptose und Nekrose dienten die Genexpression der Enzyme Casp3
sowie RipK3 (Receptor interacting protein Kinase 3), deren jeweiliger Verlauf in Abb.
3.23 und Abb. 3.24 dargestellt ist. Bei Casp3 zeigt sich nach 2 Stunden, dass die
Kontrollgruppe die hochsten Werte hat. Diese Verhiltnisse drehen sich im Zeitverlauf
um, es kommt bei der VEGF-A- und PIGF-Gruppe zu einem Anstieg, wihrend die
Kontrollgruppe zunéchst bei 24 Stunden abfillt. Nach 48 Stunden befinden sich die
Werte aller Gruppen anndhernd auf dem gleichen Niveau. Bei RipK3 findet man nach
zwel und 24 Stunden #hnliche Verhéltnisse wie bei Casp3. Anschlieend sinken die
Werte der VEGF-A- und PIGF-Gruppe ab und es sind keine klaren Differenzen

zwischen den Gruppen zu sehen.
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Marker fiir Apoptose und Nekrose; Verhdltnis der Expression von Casp3 bzw. RipK3 zu Gapdh in
den einzelnen Gruppen im Zeitverlauf (jeweils n=2; Doppelbestimmung)

Absterbende Tumorzellen stellen einen lokalen Reiz fiir das Immunsystem dar. Das
AusmaB der Immunantwort hat direkten Einfluss auf das Uberleben und damit auf die
Ansiedlung der Tumorzellen. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob eine Blockade
der VEGF-A- oder PIGF-Produktion in den Tumorzellen Einfluss auf die
Immunantwort des Korpers hat. Die moglichen Immunreaktionen lassen sich in
spezifische und unspezifische Komponenten unterteilen. Als Indikatorgene fiir
unspezifische Abwehr wurden gewdhlt: Crp (C-reactive protein), Tnfsf10 (Tumor
necrosis factor superfamily, member 10), Ptx3 (Pentraxin related gene 3) und KlrK1
(Killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1). Beziiglich des Crp (Abb. 3.25)
kommt es im Zeitverlauf sowohl in der VEGF-A- als auch in der PIGF-Gruppe zu
einem kontinuierlichen Anstieg. Die Messungen der Kontrollgruppe ergeben schon
nach zwei Stunden hohere Werte, fallen nach 24 Stunden zwischenzeitlich allerdings
ab, so dass keine Unterschiede zwischen den Gruppen mehr zu sehen sind. Auch bei
Tnfsf10 (Abb. 3.26) und Nkg2d (Abb. 3.27) zeigen die Werte der VEGF-A-Gruppe eine
durchgehende Zunahme, wihrend die der PIGF-Gruppe nach 48 Stunden wieder leicht
absinken. In den Lungen der Kontrollméuse zeigen diese Parameter in einem Fall einen
leichten Abfall iiber die Zeit (Tnfsf10) und einmal eher einen Anstieg (KlrK1). Ptx3
(Abb. 3.28) hingegen ist bei den Kontrollen in den ersten 24 Stunden iiberhaupt nicht

nachzuweisen und steigt erst nach 48 Stunden an. In der PIGF-Gruppe werden bei Ptx3
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durchweg hohere Werte als in der Kontrolle gemessen. Nach dem Anstieg der

Expression in der Kontrollgruppe nach 48 Stunden sind die Unterschiede zwischen den

Gruppen nur noch gering. Insgesamt ergeben sich also deutliche Hinweise auf eine

gesteigerte Ptx3-Expression in den siRNA-Gruppen vor allem in den ersten 24 Stunden,

was auf eine gesteigerte Antwort des unspezifischen Immunsystems schlieBen I4sst.
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Abb. 3.25 - Abb. 3.28: Marker unspezifischer Immunantwort; Verhdltnis der Expression von Crp,
Tnfsf10, KirK1 und Ptx3 jeweils zu Gapdh in den einzelnen Gruppen im Zeitverlauf (jeweils n=2;

Doppelbestimmung)
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Als Markergene, die Hinweise auf eine spezifische Abwehrreaktion zeigen, wurden
CD8a (CDS8 Antigen; Abb. 3.29), welches von zytotoxischen T-Zellen exprimiert wird,
sowie die Enzyme Granzyme-A (Gzma; Abb. 3.30) und Perforin-1 (Prfl; Abb. 3.31),
die in den Granula spezifischer Abwehrzellen gespeichert werden, gewéhlt. In allen drei
Versuchsgruppen stieg das Signal fiir CD8a im Verlauf der ersten 48 Stunden an. Dabei
zeigen sich in der PIGF-Gruppe die hochsten Expressionswerte. Die Expression von
Gzma und Prfl nimmt in der VEGF-A- und der Kontrollgruppe erst nach 24 Stunden
zu, wihrend die PIGF-Gruppe schon nach zwei Stunden hohe Werte aufweist. Diese
steigen im weiteren Verlauf noch an, zeigen aber bei Prfl nach 48 Stunden einen Abfall
bis unter die Nachweisgrenze. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse aber darauf hin,
dass die spezifische Immunantwort in den ersten Tagen insbesondere in der
siRNA/PIGF-Gruppe verstiarkt abduft und somit fiir die Unterschiede in der

Metastasenzahl verantwortlich gemacht werden konnte.

Ein eigenstindiger Faktor, dessen positiver Einfluss auf die Metastasenbildung hier
schon gezeigt wurde, ist VEGF-A selbst. Dabei kann VEGF-A nicht nur von
Tumorzellen, sondern auch von anderen lokalen Zellen, wie zum Beispiel
Endothelzellen, gebildet werden. Folglich wurde untersucht, ob sich durch die Injektion
der verschieden behandelten Tumorzellen Unterschiede in Expression von Vegfa in der
Lunge feststellen lassen. In Abb. 3.32 sind die Ergebnisse im Verlauf zu sehen. Alle
drei Gruppen zeigen relativ hohe Signale fiir Vegfa. In der PIGF-Gruppe ergeben sich
im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen ab 24 Stunden nach Injektion héhere
Werte, wobei die Differenzen gering bleiben. Damit scheint sich die Expression von

VEGF-A nicht wesentlich durch die transfezierten Tumorzellen beeinflussen zu lassen.
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Abb. 3.29 - Abb. 3.31: Marker spezifischer Immunantwort: Verhdltnis der Expression von CD8a,
Gzma und Prfl jeweils zu Gapdh in den einzelnen Gruppen im Zeitverlauf. Abb. 3.32: Verhdiltnis
der Expression von Vegfa/Gapdh in den einzelnen Gruppen im Zeitverlauf. Bei allen jeweils: n=2;
Doppelbestimmung.

Neben den bisher besprochenen Genen gibt es eine Reihe weiterer Faktoren, fiir die in
anderen Untersuchungen eine Beteiligung an der Tumorzellansiedlung gezeigt werden
konnte. Diese sind der Plasminogenaktivator Plau (Plasminogen-activator,
Urokinasetyp), das EZM-vernetzende Lox (Lysiloxidase), die Invasions-fordernde
Mmp9 (Matrix-Metalloproteinase 9) und das an Adhésionsvorgingen beteiligte Cxcr4
(Chemokine-receptor 4).
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In den beiden Gruppen mit transfizierten Tumorzellen kommt es bei den Messwerten
fir Plau (Abb. 3.33) und Lox (Abb. 3.34) im Verlauf der ersten 48 Stunden zu einer
kontinuierlichen Zunahme, ausgehend von einem relativ niedrigen Wert. Die
Kontrollgruppe weist dagegen nach zwei Stunden hohere Expressionswerte auf, die bei
24 Stunden allerdings fast bis auf null zuriickgehen, um anschlieBend wieder
anzusteigen. Ein anderes Bild zeigt sich in Bezug auf Mmp9 (Abb. 3.35): VEGF-A- und
Kontrollwerte steigen erst ab 24 Stunden zundchst minimal, nach 48 Stunden deutlich
an. In der PIGF-Gruppe ist Mmp9 schon nach zwei Stunden stdrker exprimiert, hat nach
24 Stunden ein Maximum und verschwindet nach 48 Stunden komplett. Fiir Cxcr4
(Abb. 3.36) findet sich in allen Gruppen ein relativ dhnlicher Verlauf, nidmlich ein
leichter Anstieg von einem bereits hohen Startwert ausgehend. Dabei sind die Werte der
VEGF-A-Gruppe stets etwas hoher als die der Kontrollgruppe. Zusammenfassend sind
jedoch bei keinem der in diesem Abschnitt untersuchten Gene deutliche Unterschiede in

der Expression festzustellen.
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Abb. 3.33 - Abb. 3.36: Testung Nischen-assoziierter Gene. Verhdltnis der Expression von Plau, Lox,
Mmp9 und Cxcrd jeweils zu Gapdh in den einzelnen Gruppen im Zeitverlauf. (jeweils n=2;
Doppelbestimmung)

Die bisherigen Ergebnisse aus den Untersuchungen zu frithen Zeitpunkten weisen
darauf hin, dass es durch die Blockade der VEGF-A- bzw. PIGF-Produktion in den
ersten Tagen zu einer schlechteren Ansiedlung der Tumorzellen in der Lunge kommt.
Als mogliche Ursachen dafiir wurden Marker fiir Apoptose, Nekrose, Immunreaktionen
und eine Reihe weiterer Faktoren, die Einfluss auf das lokale Uberleben haben kénnten,
untersucht. Dabei zeigten sich in den meisten Fillen keine Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Es ergaben sich aber in den Expressionsanalysen von Ptx3, CD8a,
Gzma und Prfl Hinweise darauf, dass es durch die Blockade der VEGF-A- bzw. P1GF-

Produktion zu einer verstdrkten Entziindungsreaktion kommt.

Ausgehend davon, dass sich die Tumorzellen ohne VEGF-A bzw. PIGF schlechter in
der Lunge ansiedeln konnen, wurde im néchsten Schritt untersucht, ob es dafiir im

Gegenzug zu einem vermehrten Auftreten von Tumorzellen in anderen Organen kommt.

3.1.5.2 Untersuchungen in Leber und Milz

In den vorangegangenen Untersuchungen ergaben sich aus den Daten zur Pmel-
Expression Hinweise, dass schon in den ersten Tagen nach Injektion weniger vitale

Tumorzelle in der Lunge zu finden sind, wenn in diesen die VEGF-A- oder die PIGF-
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Produktion blockiert wurde. Neben der Moglichkeit, dass durch die Unterdriickung
dieser Faktoren das Uberleben der Tumorzellen vor Ort erschwert wird, konnte der
verringerte VEGF-A- beziehungsweise PIGF-Spiegel auch dazu fithren, dass den
Tumorzellen die Extravasation erschwert wird, sie dadurch langer im Blutgefdl3 bleiben
und schlieBlich leichter durch den Blutstrom aus der Lunge entfernt werden. In dem Fall
miissten sie vermehrt in anderen, vom Blutstrom her nachgeschalteten Organen
auftauchen.  Dieser  Frage sollte durch  Untersuchung der  hiufigen

Metastasierungsorgane Leber und Milz nachgegangen werden.

Zunichst wurde der Verlauf der Pmel-Expression in den beiden Organen untersucht. In
beiden Fillen ergaben sich Expressionsstirken die deutlich unter der in der Lunge
gemessenen Pmel-Expression lagen. In der Leber (Abb. 3.37) kommt es in allen
Gruppen zu einem leichten Anstieg der Expression nach 48 Stunden. Eindeutige
Differenzen zwischen den Gruppen sind nicht auszumachen. Auch in der Milz (Abb.
3.38) geht das Expressionssignal im Zeitverlauf fiir alle Proben nach oben, aber im
Vergleich zur Leber bei gleichem MaBstab deutlich steiler. Die Werte der VEGF-A-
Gruppe sind nach 48 Stunden iiber denen der Kontrollgruppe. Wesentliche Unterschiede
zwischen den Gruppen sind allerdings nicht festzustellen. Es kann also festgehalten
werden, dass sich weder in der Leber noch in der Milz klare Hinweise fiir eine erhohte

Ansiedlung von Tumorzellen in Abhédngigkeit von VEGF-A und PIGF finden lassen.

Insgesamt zeigt sich in der Leber in allen Gruppen im Vergleich zur Milz nur ein sehr
schwaches Signal, weshalb fiir die Pmel-Messung in der Leber fiinf PCR-Zyklen mehr
durchlaufen worden sind, um eine vergleichbare Expressionsstirke zu erreichen. Das
dautet darauthin, dass die Gegebenheiten in der Leber wesentlich ungiinstiger fiir die
verwendeten D5-Melanomzellen sind, als in der Milz. Am Ende der Versuche nach
zwoOlf Tagen finden sich aber weder in Milz, noch in der Leber makroskopische

Metastasen.
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Hinweise auf Melanomzellen in Leber und Milz. Expressionsverhdltnis von Pmel/Gapdh in den
einzelnen Gruppen im Zeitverlauf. (jeweils n=2; Doppelbestimmung)

Zusétzlich wurde hier untersucht, ob es in diesen Organen zu einer unterschiedlich
ausgepriagten Immunantwort zwischen den Versuchsgruppen kommt. Sollten sich
deutliche Unterschiede zeige, wire dies ein Hinweis darauf, dass in der entsprechenden
Gruppe mehr Tumorzellen in der Leber respektive Milz vorhanden sind. Dafiir wurden
dhnlich wie in der Lunge entsprechende Markergene der spezifischen und

unspezifischen Abwehr analysiert.

Als Indikatoren fiir unspezifische Abwehrvorgénge dienten die Expressionsprofile von
Tnfsf10, KIrK1 und Crp, deren Verldufe in Leber und Milz in den Graphiken Abb. 3.39
- Abb. 3.43 dargestellt sind. Bei keinem der Parameter kam es zwischen den einzelnen
Gruppen zu Unterschieden in der Expression, weder in der Leber noch in der Milz. Die
Crp-Expression in der Milz (Abb. 3.43) steigt als einzige im Verlauf in allen Gruppen
an, was bedeutet, es kommt unabhéngig von der Gruppenzuordnung zu einer Steigerung
einer Entziindungsreaktion, wobei die Werte der Kontrolle leicht unterhalb der der
anderen beiden Versuchsgruppen liegen. In der Leber als physiologischem
Produktionsort wurde eine Crp-Analyse auf Grund konstant hoher Werte nicht
durchgefiihrt. In der Zusammenschau aller Werte 14sst sich feststellen, dass die Marker
der unspezifischen Abwehr sowohl in der Milz als auch in der Leber keine Differenzen

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen liefern.
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Abb. 3.39 - Abb. 3.43: Marker unspezifischer

Immunantwort.

Verhdltnis der Expression

von Tnfsf10, KIrKl und Crp jeweils zu
Gapdh in Leber und Milz. Bestimmung in
den einzelnen Gruppen nach 24 und 48
Stunden. (jeweils n=2; Doppelbestimmung)
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Die Bedeutung von VEGF-A und PIGF fiir die Ansiedlung metastasierender Tumorzellen

In der Auswertung von CD8a, als Zeichen der spezifischen Abwehr, lag das Signal in
beiden Proben, sowohl in der Milz als auch in der Leber, unter der Nachweisgrenze.
Dagegen konnte die RNA der zytotoxischen Enzyme Gzma und Prfl nachgewiesen
werden. Die Expression von Prfl steigt im Zeitverlauf fast in allen Proben der Leber
(Abb. 3.44) und der Milz (Abb. 3.45) an. Nach 24 Stunden sind dabei noch keine
Unterschiede zwischen den Gruppen abgrenzbar, nach 48 Stunden zeigen sich bei der
VEGF-A-Gruppe in der Milz und bei der PIGF-Gruppe in der Leber klar hohere Werte.
Bei der Beurteilung von Gzma in der Milz weist ebenfalls die PIGF-Gruppe die
hochsten Werte auf, VEGF-A- und Kontrollgruppe zeigen kaum Unterschiede (Abb.

3.46). In der Leber wiederum ist Gzma in keiner der Gruppen nachweisbar.

Zusammenfassend ergaben sich aus den Untersuchungen von Leber und Milz keine
eindeutigen Hinweise darauf, dass sich die Blockade der VEGF-A- oder PIGF-
Produktion in den Tumorzellen auf die Ansiedlung in diesen Organen auswirkt. In
Bezug auf die Ausschaltung von VEGF-A ist festzuhalten, dass das Pmel-Signal in den
ersten 48 Stunden stérker ansteigt als in der Kontrollgruppe. Gleiches gilt fiir die
Marker einer Immunantwort (u.a. Prfl und Crp). Da sich in der Milz auch nach 12
Tagen keine makroskopischen Metastasen finden lassen, kann daraus abgeleitet werden,
dass in der Milz wohl zundchst mehr Tumorzellen vorhanden sind, diese aber durch

eine stirker aktivierte Immunantwort beseitigt werden.
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Alle bis hierhin durchgefiihrten Untersuchungen, ob in der Lunge, oder in Leber und
Milz hatten zum Ziel, die Art und Weise besser zu verstehen, wie von Tumorzellen
produziertes VEGF-A und PIGF das Verhalten bei der Ansiedlung in einem fremden
Organ beeinflussen. Dass sie es tun, wurde durch geringere Metastasenbildung in
Tierversuchen eindeutig gezeigt (siche Abb. 3.21). Beiden Faktoren werden dabei neben
bisher besprochenen Wirkungen, auch eine Mitgestaltung der Nische durch
Einflussnahme auf Fibronectin zugesprochen. Dabei ist jedoch noch nicht letztendlich
geklart, ob, und wenn ja in welchem Malle, Fibronectin iiberhaupt an der Ansiedlung
von Tumorzellen beteiligt ist. Diese Frage zu kldren, ist das Ziel der folgenden

Versuche.

3.2 Die Bedeutung von Fibronectin fiir den Vorgang der
Metastasierung

Der erste Schritt zur Beurteilung der Beteiligung von Fibronectins an der
Metastasierung besteht darin, zu kldren, in welchem Mafe Fibronectin vor Ort
iiberhaupt vorhanden ist. Zu diesem Zweck wurden Versuchsmiusen jeweils 2*10° D5-
Melanomzellen injiziert. AnschlieBend wurden sie zu vorher definierten Zeitpunkten
getdtet, um den Fibronectingehalt in der Lunge mittels Western-Blot-Messungen zu
bestimmen. In Abb. 3.47 ist der Zeitverlauf der Fibronectinmenge zu sehen, an Hand

dessen deutlich wird, dass Fibronectin gegeniiber dem Normalwert schon einen Tag
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Die Bedeutung von Fibronectin fiir den Vorgang der Metastasierung

nach Injektion in der Lunge deutlich vermehrt zu finden ist. Das heil3t, Fibronectin ist in
jedem Fall an den Vorgingen, die sich nach Ankunft der Tumorzellen in der Lunge
abspielen, beteiligt. Zu kléren ist allerdings, woher die Zunahme an Fibronectin stammt.
Dafiir in Frage kommen das Lungengewebe, die Tumorzellen — in beiden Féllen wére es
zelluldres Fibronectin (cFn) — sowie das Blutplasma, dann in Form des plasmatischen

Fibronectins (pFn).

Sowohl die im Lungengewebe befindlichen Fibroblasten als auch die verwendeten
Tumorzellen sind in der Lage, Fibronectin zu produzieren. Fiir die D5-Melanomzellen
wurde dies mittels eines Western Blots zur Detektion von Fibronectin im Uberstand der
Zellkultur beziehungsweise im Tumorzelllysat gezeigt. (Abb. 3.48). Die Produktion von
Fibronectin durch Fibroblasten im Lungengewebe von Méusen ldsst sich aus im Internet

frei zugénglichen Genexpressionsprofilen entnehmen (UniGene Mm.193099).

Fn in der Lunge nach Tumorzellinjektion Fn-Produktion der Tumorzellen

L Fn ol .——Fﬂ
1 2

o 1 2 4 6 8
Tage nach Injektion

Abb. 3.48: WB; Bestimmung von
Fn in der Tumorzellkultur;

1: Zelllysat; 2: Uberstand

Abb. 3.47: WB; Bestimmung von Fn im Lungenlysat
an den Tagen nach Tumorzellinjektion

Neben den Tumorzellen und den Fibroblasten kommt auch das Plasma als mogliche
Herkunft des Fibronectins in Frage. Dort ist pFn in relativ hoher Konzentration
vorhanden (ca. 300 pg/ml) und zudem auch fiir die Tumorzellen im Gegensatz zu cFn
sofort in groer Menge verfiigbar. Daher erscheint es sinnvoll, sich primér dem pFn

zuzuwenden.

Die Bedeutung von pFn fiir die Ausbildung von Metastasen wurde in einem Tiermodell
untersucht. Dafiir wurde pFn in einer Versuchsgruppe ausgeschaltet und diese dann mit

einer Kontrollgruppe beziiglich der Metastasenbildung zu verglichen. Ein
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vollkommenes Verschwinden von pFn wird ausschlieBlich in M&usen erreicht, bei
denen die entsprechende Geninformation in den Leberzellen, welche fiir die Produktion
zustdandig sind, ausgeknockt wurde. Deshalb wurden die folgenden Versuche mit

solchen pF n”"-Miusen durchgefiihrt.

3.2.1 Verifizierung eines pFn — Knockout

Ein klassischer Knockout des Fibronectingens ist fiir die Maiuse noch in der
Embryonalzeit letal, weshalb hier das Modell eines konditionellen Knockouts
verwendet wurde. Dabei wird das Fibronectingen erst nach einem externen Stimulus
(poly(dI-dC)-Gabe) von einem hierdurch aktivierten Enzym (,,Mx-Cre*-Rekombinase)
aus dem Genom der Leberzellen entfernt. Die Rekombinase erkennt bestimmte
Gensequenzen (,,loxP-Sites”), welche das Fibronectingen flankieren, entfernt die
Information zwischen ihnen und verbindet die freien Enden des DNA-Strangs. Als
Ergebnis erhdlt man die genetische Ausschaltung der Fibronectininformation in den mit

poly(dI-dC) behandelten Méusen.

Zur Verifizierung eines Knockouts wurde mit allen Versuchsméusen folgendermafB3en
verfahren. Zunéchst erfolgte eine genetische Testung mittels PCR-Amplifikation, ob die
entsprechende Information fiir die Rekombinase Mx-Cre vorhanden war. In Abb. 3.49
ist beispielhaft eine Gelelektrophorese gezeigt, an Hand derer deutlich zu erkennen ist,
dass sich bis auf in Line 6 und Line 8§ Mx-Cre im Genom befindet. Im néchsten Schritt
wurden alle Méiuse mit einer dreimaligen, intraperitonealen poly(dI-dC)-Gabe
behandelt. Durch poly(dI-dC) wurde eine Virusinfektion nachgeahmt und so eine
Entziindungsreaktion in den Maéusen induziert. Die Aktivierung des Interferon-
Promotors ,Mx*“ fithrte dann zur Expression der Cre-Rekombinase. Nach einer
Latenzzeit von zwei Wochen war die entziindliche Reaktion wieder abgeklungen und
die Versuche mit den Méusen wurden durchgefiihrt. Am Ende des Versuchs, also bei
Totung der Tiere, wurde aus entnommenen Blutproben jeweils die Konzentration von
Fibronectin im Plasma durch Western Blot bestimmt. In Abb. 3.50 wird deutlich, dass
bei den Proben 1, 3 und 5 pFn vorhanden ist, wihrend bei den Proben 2 und 4 sich kein
pFn mehr im Plasma befindet, was beweist, dass bei den entsprechenden Miusen ein

Knockout erfolgreich induziert wurde.
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Die Bedeutung von Fibronectin fiir den Vorgang der Metastasierung

Testung auf Mx-Cre (596 bp) pFn im Blutplasma

K+ M 1 2 3 4 5 6 7 88 9 10 M

1 2 3 4 5
— — |
| —
- W W o 5

Abb. 3.49. Gelelektrophorese zum Nachweis von Mx-Cre; Abb. 3.50: WB;

K+: Positiv-Kontrolle; M: MassRuler; Line 1-10: DNA-Proben Bestimmung von pFn im

der Versuchsmduse. Plasma induzierter
Moduse.

Line 1, 3 und 5 positiv
Line 2 und 4 negativ

3.2.2 Metastasierungsversuch in-vivo

Zunichst wurde untersucht, ob sich durch die Ausschaltung von pFn grundsitzlich die
Zahl der Metastasen verdndern lédsst. Dafiir bekamen insgesamt fiinf Kontroll- und 13
pFn-K.o.-Méiuse (pFn'/') je 2*¥10° D5-Melanomzellen intravends injiziert. Nach zwdolf
Tagen wurden die Organe entnommen und die linken Oberlappen der Lunge jeweils
von Ober- und Unterseite fiir die Auswertung fotografiert. Beispielhaft sind aus beiden
Gruppen je zwei Fotos gezeigt (Kontrolle: Abb. 3.51 und Abb. 3.52; pFn”": Abb. 3.53
und Abb. 3.54). Um die beiden Gruppen zu vergleichen, wurde die Anzahl der
sichtbaren Metastasen bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.55 dargestellt. Durch die
Abwesenheit von pFn reduziert sich die Anzahl an Metastasen von einem Mittelwert
von 31,4 £+ 11,9 in der Kontrollgruppe auf 7,2 + 5,3 in der Versuchsgruppe. Dabei ist der
Unterschied statistisch hoch signifikant (p < 0,001).

Bei einer Auswertung nach der Metastasenfliche kommt man ebenfalls auf eine
hochsignifikante Differenz (Abb. 3.56) und auch eine Pmel-Expressionsanalyse (Abb.

3.57) zeigt einen statistisch eindeutigen Unterschied zwischen den Gruppen.
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- 5 o W

Abb. 3.51 Abb. 3.52 Abb. 3.53 Abb. 3.54
Kontrollgruppe pFn " -Gruppe

pFn und Metastasierung
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Abb. 3.55: Mittlere Anzahl der pro Lungenseite sichtbaren Metastasen an Tag 12 in Kontroll-
(n=10) und pFrn""-Gruppe (n=26)
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zur Gesamtoberfliche der Lunge an Tag 12

Pmel/Gapdh in der Lunge an Tag 12 in den
in den beiden Versuchsgruppen.

beiden Versuchsgruppen.

Diese Ergebnisse liefern einen eindeutigen Nachweis, dass plasmatisches Fibronectin
die Bildung von Metastasen nach intravendser Tumorzellinjektion unterstiitzt. Bei
einem Wegfall kommt es zu einer drastischen Reduzierung der Tumorzellansiedlung in

der Lunge.

Ausgehend von der Hypothese, dass die Tumorzellen ohne pFn schlechter in der Lunge
adhérieren konnen, wurde im néchsten Schritt tiberpriift, ob es nach Knockout von pFn

zu einem vermehrten Auftreten von Tumorzellen in anderen Organen kommt.

3.2.3 Untersuchung von Leber, Milz und Niere

Als mogliche Organe fiir eine Metastasierung wurden Leber, Milz und Niere
ausgewdhlt. Es wurden zwolf Tage nach Tumorzellinjektion aus insgesamt vier
Kontroll- und drei K.o.-Midusen die enstprechenden Organe entnommen. Da
makroskopisch keine Metastasen zu erkennen waren, wurde jeweils die RNA isoliert
und die Besiedelung mit Tumorzellen iiber Pmel-Expressionsanalyse iiberpriift. Dabei
fand sich in der Auswertung bei keinem der Organe ein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen (Abb. 3.58).
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Pmel - Expression in Leber, Milz und Niere
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Abb. 3.58: Expressionsverhdltnis von Pmel/Gapdh in verschiedenen Organen an Tag 12.
Bestimmung jeweils in 4 Kontroll- und 3 pFn""-Mdusen.

Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Ausschaltung von pFn zwar zu
weniger Metastasen in der Lunge, aber zu keiner Verdnderung in anderen,
nachgeschalteten Organen fiihrt. Dies wurde hier fiir den Zeitpunkt zwolf Tage nach

Injektion der Tumorzellen gezeigt.

Die Tumorzellen kommen mit pFn in Beriihrung sobald sie im GeféBsystem angelangt
sind, also unmittelbar am Beginn des Versuchs. Es lédsst sich daher die Hypothese
aufstellen, dass sich ein Fehlen von pFn nicht erst nach zwolf Tagen, sondern auch
schon in den ersten Tagen nach Injektion auf die Tumorzellen auswirkt. Um dies zu
priifen, wurden Metastasierungsversuche durchgefiihrt, bei denen diesmal die Entnahme

der Organe zu fritheren Zeitpunkten erfolgte.

3.2.4 Untersuchung zu friihen Zeitpunkten
Um Aufschluss iiber den friihen Verlauf der Metastasierung zu erhalten, wurden pFn™"-
Mzusen und Kontrollméusen jeweils 2*10° D5-Melanomzellen injiziert und nach 2

Stunden (3 pFn'/'; 4 Ko.), 24 Stunden (4 pFn'/'; 3 Ko.) und 48 Stunden (7 pFn'/'; 3 Ko.)
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aus dem Versuch genommen. Nach diesem kurzen Zeitraum waren auf den Organen
noch keine Metastasen sichtbar, weswegen sich die Fotoauswertung der Lungen
eribrigte. Durchgefiihrt wurden hier cDNA-Analysen, Western-Blot-Bestimmungen

sowie mikroskopische Untersuchungen.

3.2.4.1 cDNA - Analysen

3.2.4.1.1 Pmel

Anlass fiir die Untersuchung friiher Zeitpunkte war die Frage, ob sich ein fehlendes pFn
schon in der ersten Zeit nach Ankunft der Tumorzellen im Gefd3 negativ auf die
Ansiedlung auswirkt. Um dies zu tiberpriifen, wurde die Expressionsstirke von Pmel in
den Lungen von Kontroll- und pFn'/ -Méusen 2, 24 und 48 Stunden nach intravendser
Injektion von Tumorzellen bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.59 dargestellt und
zeigt, dass schon zwei Stunden nach Injektion das Signal in der Knockoutgruppe
deutlich niedriger ist, was als weniger vitale Tumorzellen in den Lungen gewertet
werden kann. Dieser Unterschied wird im Verlauf beibehalten und ist nach 48 Stunden

hochsignifikant.

Dass sich im Gegenzug bei den pFn”-Mausen nicht vermehrt Tumorzellen in anderen
Organen anheften konnen, wird in Abb. 3.60 dargestellt. In keinem der untersuchten

Organe finden sich dafiir Anzeichen im Sinne einer hoheren Pmel-Expression.
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Pmel-Verlauf in der Lunge
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Abb. 3.59: Expressionsverhdltnis von Pmel/Gapdh in der Lunge zu verschiedenen
Zeitpunkten in Kontroll- und pFn"-Gruppe.[n: 2 Stunden (3 pFn; 4 Ko.), 24
Stunden (4 pFn"; 3 Ko.), 48 Stunden (7 pFn""; 3 Ko.)].

Pmel - Expression nach 24 Stunden
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Abb. 3.60: Expressionsverhdltnis von Pmel/Gapdh in verschiedenen Organen nach
24 Stunden. Bestimmung jeweils in Kontroll- (n=3) und pFn""-Gruppe (n=4)
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Aus den gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass die Ausschaltung von pFn zu einer
reduzierten Ansiedlung von Tumorzellen in der Lunge, aber zu keinem vermehrten
Auftreten von Tumorzellen in anderen Organen fiihrt. Plasmatisches Fibronectin ist also

in den ersten Tagen fiir die metastasierende Tumorzelle ein entscheidender Faktor.

Im Folgenden sollen nun mogliche Wirkungsweisen untersucht werden, mit denen pFn
die Bildung einer metastatischen Nische beeinflussen kann. Dabei kommt unter
anderem eine Verdnderung der Immunantwort der Versuchstiere auf die ankommende

Tumorzelle in Frage.

3.2.4.1.2 Marker unspezifischer Entziindung

Als Marker fiir eine wunspezifische Entziindungsreaktion wurden hier die
Expressionssignale von Crp, Ptx3, Tlr4 (Toll like receptor 4), iNos (inducible Nitric
oxide synthase), II-1B (Interleukin 1B) und Tnfo getestet. Die inflammatorischen
Zytokine, wie Il-1B und Tnfo, aktivieren dabei die Transkription von Genen wie zum
Beispiel iNos. Das dadurch vermehrt in Makrophagen produzierte Enzym sorgt durch

Bereitstellung von NO fiir deren zytotoxische Aktivitit."’

Crp und Ptx3 gehoren beide
zur Pentraxin-Superfamilie und werden ebenfalls im Rahmen einer unspezifischen
Entziindung durch die Einwirkung von Zytokinen vermehrt produziert."”' Der Toll like
receptor 4 hingegen ist primdr flir die Initiation einer Entziindungsreaktion
verantwortlich. In Folge der ausgelosten Entziindungsvorginge kommt es aber auch zu
einer gesteigerten Transkription des Tlr4-Gens. > Zusammenfassend wiirde ein hohes
Signal bei den bestimmten Parametern auf eine verstérkt ablaufende Immunreaktion im

untersuchten Organ deuten. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.61 dargestellt.
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Marker unspezifischer Entziindung - 24 und 48 Stunden
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Abb. 3.61: Expressionsverhdltnis der aufgefiihrten Gene jeweils zu Gapdh. Bestimmung in der
Lunge nach 24 und 48 Stunden. (n=2-4, Doppelbestimmung)
In Bezug auf die Zytokine zeigt sich, dass das Signal fiir II-1p im Zeitverlauf in beiden
Gruppen ansteigt, wihrend es bei Tnfa zu einem Abfall des Signals kommt. Im ersten
Fall zeigen sich hohere Werte in der Kontrollgruppe, im zweiten niedrigere. Damit kann
keine eindeutige Tendenz zu verstérkter oder geringerer Expression von Zytokinen in

einer der Versuchsgruppen festgestellt werden.

Die Messwerte fiir die weiteren untersuchten Gene steigen im Verlauf an, was darauf
hindeutet, dass sich in Folge der Tumorzellansiedlung eine Entziindungsreaktion vor
Ort entwickelt. Tendenziell zeigen sich jeweils in der Kontrollgruppe héhere Werte.
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass zu diesem Zeitpunkt in der Kontrollgruppe
mehr aktivierte Makrophagen zu finden sind. Es lédsst sich aber zusammenfassend
feststellen, dass in Bezug auf unspezifische Entziindungsmarker keine eindeutigen

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen bestehen.

Unter der Annahme, dass in der Kontrollgruppe mehr Makrophagen in den Lungen zu
finden sind, wurde im néchsten Schritt untersucht, ob sich daneben auch Unterschiede

in Bezug auf spezifische Abwehrzellen finden lassen.
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3.2.4.1.3 Marker spezifischer Immunabwehr

Als Marker spezifischer Immunabwehr wurden die Expressionssignale von CD8a,
Gzma, Gzmk und Prfl in den Lungen nach 24 und 48 Stunden untersucht und ins

Verhiltnis zur Expression von Gapdh gesetzt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.62

dargestellt.
Marker spezifischer Immunabwehr
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Abb. 3.62: Expressionsverhdltnis der aufgefiihrten Gene jeweils zu Gapdh. Bestimmung in der
Lunge nach 24 und 48 Stunden. (n=2-4; Doppelbestimmung)

In Bezug auf die spezifische Immunabwehr konnen quantitativ keine groBen
Abweichungen der pFn”"-Gruppe von der Kontrollgruppe beobachtet werden; jedoch ist
festzuhalten, dass nach 48 Stunden die Werte von Gzma, Gzmk und Prfl in den
Knockoutmiusen alle niedriger liegen als in den Kontrollméusen, was auf weniger

zytotoxische Abwehrzellen vor Ort hindeutet.

Das erhohte Signal fiir Immunzellen in der Kontrollgruppe konnte die Folge einer
hoheren Zahl absterbender Zellen sein, die durch apoptotische Signale Immunzellen
anlocken. Um dies weiter zu untersuchen, wurde die cDNA der Lungen zusétzlich auf
Expressionssignale fiir CD36 und Msrl (Macrophage scavenger receptor 1) getestet,
zwei Faktoren die fiir Erkennung und Abrdumung apoptotischer Zellen durch

Abwehrzellen zustidndig sind. Aus Abb. 3.63 wird ersichtlich, dass die Signale der
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Kontrollgruppe nach 48 Stunden iiber denen der pFn”-Gruppe liegen. Die Ergebnisse

deuten also darauf hin, dass in den Lungen mit pFn mehr apoptotische Zellen vorhanden

sind.
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Abb. 3.63 Abb. 3.64

Expressionsverhdltnis der aufgefiihrten Gene jeweils zu Gapdh. Bestimmung in der Lunge nach 24 und
48 Stunden. (n=2-4; Doppelbestimmung)

3.2.4.1.4 Marker Nischen-assoziierter Faktoren

Bei der Ausbildung einer metastatischen Nische spielen neben der Regulation der
Immunantwort noch weitere Mechanismen eine Rolle, unter anderem die Adhésion und
Invasion der Tumorzellen. Ob die Anwesenheit von pFn hierbei eine Rolle spielt, wurde
ebenfalls mit Hilfe von PCR-Analysen untersucht. Als Marker fiir Adhésion kamen hier
Selp, das adhidsionsférdernd ist, und Edil3, als Hinweis auf eine AbstoBBung, in Frage.
Die Expression beider Faktoren wurde in den Kontroll- und den Knockoutlungen nach
24 und 48 Stunden untersucht (Abb. 3.64). Hierbei ergab sich nach 48 Stunden bei den
pFn”-Miusen eine im Vergleich zur Kontrolle verstirkte Bildung von Selp und eine

geringere von Edil3.

Der Transkriptionsfaktor Snai2 wird in Zellen durch Anwesenheit von Tgf-p induziert,
welches unter anderem aus aktivierten Plittchen stammen kann. Somit kénnen durch
die Expression von Snai2 Riickschliisse auf die Menge an aktivierten Thrombozyten
beziechungsweise die Freisetzung von Tgf-f in der Lunge gezogen werden. Die
Messungen von Snai2 bei 48 Stunden ergeben in der Gruppe ohne pFn deutlich

niedrigere Werte und liefern damit einen Hinweis auf eine geringere

70
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Thrombozytenaktivierung in Abwesenheit von pFn. Dies bedeutet eine geringere

Thrombusbildung um die Tumorzellen herum und damit eine beeintrachtigte Adhdsion.

Neben dem Einfluss auf die Adhdsion wurde im néchsten Schritt untersucht, ob sich
Hinweise auf eine verbesserte Invasion von Tumorzellen durch die Anwesenheit von
pFn finden lassen. Als Effektoren und damit als Marker einer Invasion kommt eine
Vielzahl von Faktoren in Betracht, von denen hier wichtige Vertreter {iberpriift wurden.
So zum Beispiel die Matrixmetalloproteinase 9, deren Expressionswert nach 24 Stunden
in Abb. 3.65 dargestellt ist. Wie zu erkennen ist, sind keine Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen vorhanden. Ebenso verhédlt es sich bei dem Invasionsfaktor
Angiogenin (Ang2). Ang2 kann iiber den Rezeptor Tie2 das Endothel lockern und so
die Invasion erleichtern, jedoch zeigt sich durch die Ausschaltung von pFn keine
Beeinflussung der Expression. Bei der Matrixmetalloproteinase 2 und bei Vimentin,
ebenfalls beides Marker invadierender Tumorzellen, (Abb. 3.66) finden sich sowohl
nach 24 als auch nach 48 Stunden héhere Expressionswerte in der Kontrollgruppe. Dies

kann auf verbesserte Bedingungen fiir eine Tumorzellinvasion in Anwesenheit von pFn

deuten.
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Abb.  3.65:  Expressionsverhdltnis  der Abb.  3.66: Expressionsverhdltnis  der
aufgefiihrten Gene jeweils zu Gapdh. aufgefiihrten Gene jeweils zu Gapdh.
Bestimmung in der Lunge nach 24 Stunden. Bestimmung in der Lunge nach 24 und 48
(n=2; Doppelbestimmung) Stunden. (n=2; Doppelbestimmung)

Fiir die Bildung der metastatischen Nische wird in der Literatur diskutiert, dass VEGF-

A aus dem Tumor zu einer Mobilisierung von Cxcr4/Kit-positiven hdmatopoetischen
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Stammzellen (HPCs) fiihrt. Diese wandern aus dem Knochenmark in den Ort der
metastatischen Nische ein und f6érdern dort die Tumorzellansiedlung. Dabei soll die
Adhision der HPCs iiber Fibronectin vermittelt werden. Aus diesem Grund wurde hier
untersucht, ob sich die Ausschaltung von pFn auf die beschriebenen Vorginge auswirkt.
Als Zeichen fiir die HPCs wurden die Expressionssignale von Cxcr4 und Kit verwendet.
Cxcll2 wiederum ist ein Mediator, der fir die Anlockung von CXCR4'-
Knochenmarkszellen verantwortlich ist. Die Expression aller Parameter wurde in den
Versuchsgruppen nach 24 und 48 Stunden bestimmt und in Relation zu Gapdh gesetzt
(Abb. 3.67). Nach 24 Stunden zeigt die Kontrollgruppe in allen Parametern hohere
Werte und damit Anzeichen fiir mehr unterstiitzende Knochenmarkszellen vor Ort. Im
weiteren Verlauf steigen die Werte in allen Gruppen, wobei ein Unterschied zwischen
Knockout und Kontrolle nach 48 Stunden bestehen bleibt. Es ergibt sich somit ein

Hinweis darauf, dass in den Mausen ohne pFn weniger HPCs mobilisiert werden.
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Abb. 3.67: Expressionsverhdltnis der aufgefiihrten Gene jeweils zu
Gapdh. Bestimmung in der Lunge nach 24 und 48. Stunden (n=2;
Doppelbestimmung)
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3.2.4.2 Proteinbestimmung in der Lunge

Alle in den vorherigen Kapiteln genannten Ergebnisse wurden durch
Expressionsanalysen, die die vorhandene Menge einer bestimmten mRNA anzeigen,
gewonnen. In den meisten Féllen kann von diesem Wert riickgeschlossen werden, in
welcher Menge das entsprechende Protein lokal vorhanden ist. Je mehr mRNA existiert,
desto mehr Protein wird gebildet und in die Umgebung abgegeben. Dieser Riickschluss
gilt allerdings nicht mehr, wenn sich ein Protein vor Ort nur ansammelt, aber an einer
ganz anderen Stelle produziert wurde. In solchen Féllen empfiehlt es sich, durch
geeignete Messverfahren, wie Western Blot oder ELISA, eine direkte Bestimmung der

Proteinmenge durchzufiihren.

Es wurde bereits gezeigt, dass es in der Lunge nach intravenéser Tumorzellinjektion zu
einer starken Ansammlung von Fibronectin kommt (Abb. 3.47). Unklar blieb dabei,
woher das Fibronectin stammt. Zur weiteren Abkldrung wurden 24 Stunden nach
Injektion der Tumorzellen die Lungen aus Kontroll- und Knockoutméusen entnommen
und in den entsprechenden Lysaten die Fibronectinmenge bestimmt. Das
Auswertungsbild des Western Blot ist in Abb. 3.68 dargestellt, pFn'/ -Maiuse sind in den
Linien 2, 4, 6 und 7 aufgetragen. Eindeutig zeigt sich hier, dass es ausschlieBlich in den
Kontrollmédusen zur massiven Ansammlung von Fibronectin kommt, wodurch bewiesen
ist, dass es sich bei dem angesammelten Fibronectin um plasmatisches Fibronectin

handelt.

Fibronectin hat neben vielen anderen Funktionen auch Bindungsstellen fiir VEGF-A. Es
wurde deshalb untersucht, ob sich die Ausschaltung von pFn, und die damit
einhergehende geringere Ansammlung von Fibronectin in der Lunge, auch in einer
geringeren lokalen Menge an VEGF-A auswirkt. Um diese zu bestimmen wurden 24
Stunden nach Injektion der Tumorzellen die Werte von VEGF-A in der Lunge mittels
ELISA gemessen und zwischen den beiden Gruppen mit und ohne pFn verglichen. Die
Ergebnisse der quantitativen Auswertung sind in Abb. 3.69 dargestellt. Durch den
Knockout von pFn kommt es im Anschluss an eine Tumorzellinjektion zu keiner

Verdnderung der VEGF-A-Konzentration in der Lunge.
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Fibronectin in der Lunge VEGF-A nach 24 Stunden - Lunge
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Abb.  3.68: WB; Bestimmung von

Fibronectin in Lungenlysaten 24 Stunden Abb.  3.69: ELISA; mittlere VEGF-A-
nach Tumorzellinjektion Konzentration in Lungenlysaten 24 Stunden
nach  Tumorzellinjektion.  Bestimmung in
Kontroll- (n=3) und pFn -Gruppe (n=4).
Jeweils Doppelbestimmung.

pFn "-Gruppe: Line 2, 4, 6 und 7;
Kontrollgruppe: Line 1, 3 und 5
Neben der Analyse des RNA-Expressionsprofils und der Proteinmengen besteht eine
weitere Moglichkeit, eine Vorstellung tiber die Situation einer metastasierenden
Tumorzelle vor Ort zu gewinnen, in der mikroskopischen Betrachtung von

Mikrometerschnitten der Lungen.

3.2.4.3 Mikroskopische Analysen

Die Analyse der Pmel-Expression hat gezeigt, dass schon frith nach der Injektion
weniger Tumorzellen in den Lungen vorhanden sind, wenn pFn ausgeschaltet wird. Die
mikroskopische Auswertung von Lungenschnitten zu diesen Zeitpunkten kann weitere
Informationen dartiber liefern, inwiefern sich der Knockout von pFn auswirkt. Dafiir
wurden vier Kontroll- und fiinf Knockoutmiusen jeweils 2*10° mit einem
Fluoreszensfarbstoff markierte D5-Melanomzellen in eine Schwanzvene injiziert. Nach
2 beziehungsweise 24 Stunden wurden jeweils zwei Kontrollmiuse und zwei respektive
drei Knockoutmiuse getotet. Die Lungen der Tiere wurden konserviert und fiir die
Féarbungen weiterverwendet. In den Abb. 3.70 bis Abb. 3.75 sind Lungenschnitte von
Miusen, die zwei Stunden nach Injektion getotet wurden, gezeigt; in der linken Spalte
die Bilder der Kontrollgruppe, in der rechten Spalte die der pFn”-Gruppe. Die gleiche
Anordnung findet sich fiir die Lungenschnitte 24 Stunden nach Injektion in den Abb.
3.76 bis Abb. 3.81. Tumorzellen leuchten auf Grund ihrer Markierung rot, Fibronectin
wird durch Antikorperbindung griin angezeigt und die Hoechst-Farbung sorgt fiir eine

blaue Darstellung von Zellkernen.
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2 Stunden nach Tumorzellinjektion

Abb. 3.70. Kontrolle, 40x Abb. 3.71. pFn", 40x

Abb. 3.72. Kontrolle, 100x Abb. 3.73. pFn™", 100x

Abb. 3.74. Kontrolle, 100x Abb. 3.75. pFn™", 100x

Abb. 3.70 - Abb. 3.75: Histochemische Anfirbungen von Lungenanschnitten 2 Stunden nach
Tumorzellinjektion. Linke Spalte: Kontrolle; rechte Spalte: pFn". Rot: Melanomzellen; griin:
Fibronectin; blau: Zellkerne. Vergriofierung 40x bzw. 100x.
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24 Stunden nach Tumorzellinjektion

Abb. 3.76. Kontrolle, 40x Abb. 3.77. pFn™", 40x

Abb. 3.78. Kontrolle, 100x Abb. 3.79. pFn™", 100x

Abb. 3.80. Kontrolle, 100x Abb. 3.81. pFn™", 100x

Abb. 3.76 - Abb. 3.81: Histochemische Anfdrbungen von Lungenanschnitten 2 Stunden nach
Tumorzellinjektion. Linke Spalte: Kontrolle; rechte Spalte: pFn"". Rot: Melanomzellen; griin:
Fibronectin; blau: Zellkerne. Vergriofierung 40x bzw. 100x.



Die Bedeutung von Fibronectin fiir den Vorgang der Metastasierung

An Unterschieden zwischen den beiden Versuchsgruppen ist festzustellen, dass die
Tumorzellen in den Kontrollméusen in deutlich héherem AusmaB von Fibronectin
umgeben werden, als in den Knockoutméusen. Zudem zeigt sich, dass sich an die
einzelnen Tumorzellen in den Kontrollmiusen noch andere — offenbar kernlose — Zellen
von aullen anlagern, was in der Situation ohne pFn nicht beobachtet werden kann. Ob
sich die Anwesenheit von pFn zusitzlich auch in einer verdnderten Extravasation der
Tumorzellen ins Lungengewebe auswirkt, ist an Hand der Schnitte nicht zu beurteilen,
da die einzelnen Lungengefille nicht klar zu erkennen sind. Dennoch liefern die
mikroskopischen Bilder mit dem Nachweis, dass sich pFn um die Tumorzelle im Gefil3
ansammelt eine wichtige Information. Die Frage ist, ob pFn dabei die Tumorzelle nur
umgibt, oder sogar direkt an diese binden kann. Das kann in-vitro durch FACS-Analyse

untersucht werden.

3.2.5 FACS-Analyse zur Bindung von pFn an DS - Melanomzellen

Die in den vorangegangenen Versuchen verwendete Tumorzelllinie wurde auf ihre
Fihigkeit, pFn zu binden, untersucht. Dazu wurden 2*10° Tumorzellen in Blutplasma
aus Mdausen resuspendiert, in dem pFn enthalten war. Zur Kontrolle wurden in einem
zweiten Ansatz Tumorzellen in PBS gegeben. AnschlieBend wurden beide
Suspensionen mit einem FITC-markierten Fibronectinantikérper inkubiert und in der
Durchflusszytometrie auf ein FITC-Signal untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.82
dargestellt.
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Abb. 3.82: FACS; FITC-Signalintensitit der D5-Melanomzellen nach Zugabe eines FITC-
markierten Fn-Antikorpers und Inkubation mit entweder PBS (griine Kurve) oder Plasma (lila
Kurve).

Auf der x-Achse ist die Intensitit des FITC-Signals in logarithmischer Skala, auf der y-
Achse der relative Anteil der mit dieser Intensitit gemessenen Zellen in Prozent
aufgetragen. Die griine Kurve zeigt die Messungen der Tumorzellen ohne Zugabe von
Serum, die lila Kurve die Tumorzellen mit Zugang zu pFn. M1 beschreibt den
Messbereich in dem davon ausgegangen wird, dass die gemessene Intensitét fiir eine
spezifische Bindung des 1. und des 2. Antikorpers spricht. Werte jenseits davon werden
als unspezifisches ,Hintergrundrauschen™ eingestuft. Durch die Zugabe von
Miuseserum werden mehr als 80 % der gemessenen Tumorzellen durch den Fn-
Antikorper erkannt, was bedeutet, dass die Tumorzellen in der Tat zu einem GroBteil

dazu in der Lage sind, pFn zu binden.

Um die Bedeutung von Fibronectin bei der Bildung einer Metastase zu kldren, wurde in
diesem Kapitel eine Vielzahl von Untersuchungen durchgefiihrt. Es konnte hierbei unter
anderem gezeigt werden, dass sich plasmatisches Fibronectin nach intravendser
Tumorzellinjektion vermehrt in der Lunge ansammelt. Dieses wird von den
Tumorzellen gebunden und unterstiitzt iiber eine verbesserte Adhédsion das lokale
Uberleben. Dementsprechend kommt es nach Ausschaltung von pFn zu einer

drastischen Reduktion der Metastasierung.
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Expressionsarray der DS-Melanomzellen

Zur besseren Beurteilung des in dieser Arbeit angewandten Versuchsmodells wurde ein

Genexpressionsarray der verwendeten Melanomzellen durchgefiihrt. Hierdurch wurden

Informationen dariiber gewonnen, welche Gene exprimiert und welche Proteine somit

von den Tumorzellen selbst gebildet werden.

3.3 Expressionsarray der DS-Melanomzellen

Die Ergebnisse des Genexpressionsarrays sind in Tab. 3-1 dargestellt. Dabei wurden nur

Gene beriicksichtigt, die in dieser Arbeit von Bedeutung sind. In der ersten Spalte steht

das Namenskiirzel des untersuchten Gens, in der zweiten der Mittelwert aus drei

einzelnen Messungen und in der dritten, ob die Expression damit als vorhanden (j) oder

nicht vorhanden (n) betrachtet wird.

Tab. 3-1 Genexpressionsarray der DS-Melanomzellen

Name* Mittelwert vorhanden | Name* Mittelwert vorhanden
Cxcr4 135,95 j Mmp2 161,83 i
Itgal 114,25 n Mmp3 125,02 i
Itga2 78,32 n Mmp7 77,36 n
Itga2b 97.88 n Mmp8 81,76 n
Itga3 98,09 n Mmp9 105,49 n
Itgad 93,89 n Mmp10 122,24 i
Itga$S 95,05 n Mmpl1 98,68 n
Itga6 162,44 j Mmpl12 80,56 n
Itga7 72,04 n Mmpl3 103,99 n
Itga8 92,33 n Mmpl5 87,23 n
Itga9 88,65 n Mmplé6 131,79 i
Itgal0 151,02 j Mmpl7 125,14 n
Itgall 92,41 n Mmpl19 82,9 n
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Tab. 3-1 Genexpressionsarray der DS-Melanomzellen

Name* Mittelwert vorhanden | Name* Mittelwert  vorhanden
Itgae 78,53 n Mmp20 104,33 n
Itgal 101,34 n Mmp21 73,32 n
Itgam 72,53 n Mmp24 355,9 i
Itgav 175,56 j Mmp28 94,4 n
Itgax 89,71 n Nrpl 197,43 i
Itgbl 4725,22 j Nrp2 89,46 n
Itgh2 77,44 n Pgf 118,03 n
Itgh3 90,57 n Plau 116,9 j
ItgbS 720,84 j Plaur 152,87 i
Itgb6 84,87 n Vegfa 1465,17 i
Itgb7 113,68 n Vegth 1011,84 i
Itgb8 82,31 n Vegfc 324,29 i
Lox 78,33 n Vegfrl 97,79 n
Mmpla 71,38 n Vegfr2 87.82 n
Mmplb 81,55 n Vegfr3 79,74 n

Tab. 3-1: Auswahl der im Expressionsarray getesteten Gene. Gezeigt ist der Mittelwert dreier

Messungen. Produkte der fett gedruckten Gene werden als vorhanden angenommen.
*) Volistindige Namen der Gene siehe Anhang

Nach Darstellung aller fiir diese Arbeit gewonnenen Ergebnisse, sollen diese im

ndchsten Abschnitt im Gesamtkontext der Metastasenbildung diskutiert werden.
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4 Diskussion

Die Bildung von Metastasen stellt heutzutage das Hauptproblem einer Krebserkrankung
dar; immerhin ist der GroBteil aller krebsbedingten Todesfille auf Metastasenbildung
zuriickzufiihren. In der Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten ist in letzter Zeit die
Blockade der Angiogenesefaktoren VEGF-A und PIGF stark in den Mittelpunkt der
Aufmerksamkeit geriickt. Das Ziel ist es, das Entstehen neuer Blutgefifie als
Voraussetzung fiir das Wachstum von Tumoren zu unterbinden. Dabei wurde bisher
kaum beachtet, dass diese Wachstumsfaktoren auch schon in fritheren Phasen der
Metastasierung, also noch vor dem Notwendigwerden einer Angiogenese, in relevanter
Menge von den Tumorzellen produziert werden und sich schon zu diesem Zeitpunkt auf
den Verlauf der Metastasierung auswirken kénnen. Die Frage stellt sich also, ob eine
Blockade der Angiogenesefaktoren nicht auch schon gegen Tumorzellen eingesetzt
werden sollte, die sich noch im Blutgefidl befinden. Um diese Situation in einer
Versuchsanordnung simulieren zu konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit
vornehmlich ein Modell verwendet, das den Ablauf der Metastasierung durch zwei
Vorgaben einschrinkt: einerseits wird durch die direkte Injektion von Tumorzellen in
die Blutbahn das Problem einer moglichen Beeinflussung der Ergebnisse durch einen
Primirtumor umgangen. Andererseits sorgt die Begrenzung der Versuchsdauer auf
wenige Tage dafiir, dass die sich entwickelnde Metastase auf eine Grofle beschrinkt
bleibt, die noch keine Angiogenese notwendig werden lédsst. Somit kann das Verhalten
der ankommenden Tumorzellen unter den verschiedenen Versuchsbedingungen exakt
betrachtet werden und gekldart werden, welche Rolle die VEGF-A-Sekretion der

Tumorzellen wihrend dieser Phase der himatogenen Metastasierung spielt.

4.1 Von Tumorzellen produziertes VEGF-A unterstiitzt die
Metastasenbildung

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, welche Rolle VEGF-A fiir die
Ansiedlung von im Blutstrom befindlichen Tumorzellen spielt. Dazu wurde ein
Tumormodell entwickelt, bei dem D5-Melanomzellen intravenods in C57/B16-Miuse

injiziert wurden. Dies fiihrt nach 12 Tagen zu gut sichtbaren Lungenmetastasen, deren
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Grofle und Anzahl als Kriterium fiir das Ausmall der Tumorzellansiedlung unter der

jeweiligen Versuchsbedingung ausgewertet wurden.

Mit Hilfe des beschriebenen Modells wurde hier gezeigt, dass die Plasmakonzentration
von VEGF-A circa fiinf Tage nach Tumorzellinjektion steil ansteigt. Dieser Anstieg
korreliert sehr gut mit der Anzahl vitaler Melanomzellen in der Lunge, ausgedriickt
durch Pmel-Expression, wo sich ebenfalls nach fiinf Tagen eine deutliche Zunahme
zeigt. Das heilit, die vermehrte VEGF-A-Produktion geht von den angesiedelten
Tumorzellen aus. Daraus ldsst sich im Umkehrschluss die Hypothese ableiten, dass sich
insbesondere diejenigen Tumorzellen ansiedeln kénnen, die VEGF-A produzieren, dass

also die VEGF-A-Produktion die Ansiedlung unterstiitzt.

Um dies zu tberpriifen wurden Tumorzellen mit siRNA gegen VEGF-A transfiziert und
in einem Metastasenversuch mit scheinbehandelten Tumorzellen verglichen. Aus den
Experimenten mit siRNA geht hervor, dass Tumorzellen, die kein VEGF-A
produzieren, nach iv-Injektion signifikant weniger Metastasen in der Lunge ausbilden
als Tumorzellen ohne diese Einschrankung. Damit steht auch fest, dass VEGF-A der

Tumorzelle dabei hilft, sich lokal anzusiedeln und zu {iberleben.

Von diesem Befund ausgehend wurde in den nichsten Schritten untersucht, mit welchen
Mechanismen VEGF-A die Metastasierung unterstiitzen kann. Dazu kann prinzipiell
unterschieden werden, ob sich VEGF-A auf die Tumorzellen selber, oder auf deren
lokale Umgebung auswirkt. Zunidchst soll es um die erste Moglichkeit gehen. Aus der
Literatur ist bekannt, dass VEGF-A bestimmten Tumorzellen als Proliferationssignal
dient. So wurden in-vitro und in-vivo nach Transfektion mit siRNA/VEGF-A mehr
apoptotische Tumorzellen beobachtet, als in einer unbehandelten Kontrollgruppe.'>* '>*
In einem Injektionsmodell ergaben sich bei den transfizierten Zellen auch Hinweise auf
weniger Metastasen,'> was wohl auf die schon in-vitro geringere Proliferation der
Tumorzellen zurtickzufiihren ist. Ursdchlich fiir diese Wirkung von VEGF-A wird eine
Autostimulation der Tumorzellen tber VEGF-Rezeptoren vermutet. Dass dieser
autokrine Mechanismus bei den eigenen Experimenten allerdings keine Rolle spielt,
belegen zwei Befunde. Zum Einen zeigen die hier verwendeten D5-Melanomzellen im
Genexpressionsarray kein Signal fiir einen VEGF-Rezeptor und zweitens sind zwischen

den verwendeten Tumorzellen mit und ohne siRNA in-vitro keine Differenzen in Bezug
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auf Vitalitit und Proliferation zu beobachten. Eine direkte Einflussnahme von VEGF-A
auf die Tumorzellen kann in dem verwendeten Tumormodell also ausgeschlossen

werden.

Damit kommen fiir die VEGF-A-Wirkung nur Effekte in Frage, die VEGF-A auf die
Umgebung der Tumorzellen ausiibt. Wichtig ist in diesem Zusammenhang zu bedenken,
zu welchem Zeitpunkt VEGF-A damit beginnt, zu wirken. Fiir die Auszihlungen der
Metastasen wurden die Versuchsméuse am Tag 12 nach Tumorzellinjektion getdtet und
untersucht. VEGF-A wird aber von Anfang an — das heilit direkt nach der Injektion —
von den Tumorzellen produziert und damit auch schon ab dem Zeitpunkt der Ankunft in
der Lungenstrombahn auf die Umgebung einwirken. Deshalb wurden in dieser Arbeit
zusitzlich frithe Zeitpunkte, 2 24 und 48 Stunden nach Injektion, mit Hilfe von RNA-

Expressionsanalysen untersucht.

Hierbei stellt sich zuerst die Frage, ob bereits zu diesen frithen Zeitpunkten eine
Reduktion der vitalen Tumorzellen in der Lunge durch die Blockade von VEGF-A
festzustellen ist. Dies wurde durch Auswertung des von den Tumorzellen sténdig
exprimierten Gens Pmel untersucht. In der Tat ergaben die Messungen in der siRNA-
Gruppe, der Gruppe ohne VEGF-A-Produktion, nach 48 Stunden im Vergleich
durchgingig niedrigere Werte. Das liefert einen Hinweis darauf, dass das Fehlen von
VEGF-A schon in den ersten Tagen zu einem geringeren Uberleben der Tumorzellen
fihrt, im Umkehrschluss also, dass VEGF-A die Ansiedlung metastasierender

Tumorzellen unterstiitzt.

Nachdem gezeigt wurde, dass Tumorzellen, die kein VEGF-A produzieren, eine
geringere Metastasierungsrate haben und dass sich das Fehlen von VEGF-A wohl schon
in den ersten Tagen auf das Uberleben der Tumorzellen auswirkt, stellt sich im n#chsten
Schritt die Frage auf welche Weise dies geschieht, beziechungsweise welche
Mechanismen fiir diese Wirkung verantwortlich sind. Es kommen verschiedene
Wirkungsmoglichkeiten von VEGF-A in Betracht, welche im Folgenden diskutiert
werden sollen.

Neben der Bedeutung fiir die Angiogenese konnte fiir VEGF-A auch eine Rolle bei der

6

Tumor-induzierten Immunsuppression nachgewiesen werden.'”® Unter anderem

verhindert VEGF-A der Tumorzellen die Ausreifung von Dendritischen Zellen, welche
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im unreifen Zustand wiederum die Aktivitit von CD8"-T-Zellen einschrinken.’” %’

Dadurch kann den Tumorzellen das Uberleben erleichtert werden. Damit
tibereinstimmend konnten hier in Expressionsanalysen Hinweise gefunden werden, dass
sich 48 Stunden nach Injektion in den Lungen der Kontrollgruppe weniger CD8"-Zellen
und auch weniger sonstige Hinweise auf spezifische Abwehr (Prfl) finden lassen als in
der siRNA-Gruppe ohne VEGF-A-Produktion. Das liefert eine erste Erklarung, auf
welche Weise VEGF-A die Ansiedlung von Tumorzellen begiinstigen kann, ndmlich
durch die Einflussnahme auf die spezifische Immunantwort, die sich in einer geringeren

Zahl CD8"-T-Zellen in der Lunge auswirkt.

Bei der Untersuchung unspezifischer Entziindungsmarker liefert Ptx3 ein interessantes
Ergebnis. Das Ptx3-Protein wird von Endothelzellen und Fibroblasten auf einen
Entziindungsstimulus hin produziert und unterstiitzt anschlieBend die Phagozytierung
apoptotischer Zellen.'”® In einem Mausmodell mit induzierter Ischimie konnte
nachgewiesen werden, dass es in ischdmischen Gebieten insbesondere dann zu einem
Anstieg der Expression von Ptx3 kommt, wenn die Ischdmie aufgehoben wird und eine

159 Auch die ankommenden Tumorzellen in dem in dieser Arbeit

Reperfusion erfolgt.
verwendeten Metastasenmodell fithren zu einer Ischdmie durch den Verschluss von
Blutkapillaren. Durch Entfernung der Tumorzellen aus dem Gefaf3bett, mechanisch oder
durch das Immunsystem, kommt es dann zur Reperfusion. In den Messungen der Ptx3-
Expression zeigt sich hier, dass in der Kontrollgruppe erst nach 48 Stunden ein Signal
erscheint, wihrend in der siRNA-Gruppe schon frither ein Anstieg der Ptx3-Produktion
vorhanden ist. Da Ptx3 nach Reperfusion exprimiert wird, erhdlt man mit diesen
Ergebnissen einen Hinweis darauf, dass Tumorzellen ohne eigene VEGF-A-Sekretion
schneller und effektiver aus dem GefiBBbett entfernt werden, wodurch es frither zur
Reperfusion kommen kann. Es ldsst sich also ableiten, dass Tumorzellen ohne VEGF-
A-Produktion weniger wirksam eine Bindung an das Endothel oder das

dahinterliegende Lungengewebe eingehen kénnen und damit eine schlechtere Adhésion

zeigen.

Auf welche Weise kann aber VEGF-A die Adhision einer Tumorzelle, die sich im
Blutgefdl mit Kontakt zum Endothel befindet, beeinflussen? Das Endothel stellt primér

ein Hindernis fiir die Tumorzelle dar, das es zu iiberwinden gilt. Uber VEGF-A ist
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bekannt, dass es dazu in der Lage ist, Liicken in der Endothelzellschicht zu schaffen,89
wodurch den Tumorzellen Kontakt zu Bestandteilen der EZM gewidhrt wird. Hinzu
kommt, dass tumorzelleigenes VEGF-A wohl durch Autostimulation {iber VEGF-
Rezeptoren auf den Tumorzellen auch die Bindung zu Bestandteilen der EZM
unterstiitzen kann, was aus in-vitro-Versuchen hervorgeht.'””> Der Ablauf der
Extravasation ldsst sich damit als eine Abfolge von einzelnen Schritten beschreiben. Die
Tumorzelle bleibt im Gefillbett mit Kontakt zum Endothel stecken. Darauthin kann die
lokal hohe Konzentration an VEGF-A, welches von der Tumorzelle produziert wird,
Liicken in der Endothelschicht schaffen und so die EZM freilegen. Zu dieser kann die
Tumorzelle, wiederum unterstiitzt durch VEGF-A-Wirkung, tiber Rezeptoren eine feste
Verbindung eingehen, was das lokale Uberleben und die spitere Invasion erleichtert.
Dementsprechend bleibt eine Tumorzelle ohne VEGF-A-Sekretion ldnger ungebunden
im Gefdl und kann somit leichter durch Immunzellen oder mechanische Krifte des
Blutstroms angegriffen und entfernt werden. Dieses Modell liefert eine Erklarung fiir
die geringere Metastasierung, wie sie in den Versuchen nach Ausschaltung einer

VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen gesehen wurde.

Neben den oben genannten Einfliissen stehen noch weitere Faktoren im Verdacht,
VEGF-A-abhingig an der Ausbildung einer metastatischen Nische beteiligt zu sein.
Grofe Bedeutung wird dabei von manchen Arbeitsgruppen der MMP9 zugemessen.”®
Es konnte aus entsprechenden Experimenten abgeleitet werden, dass von Tumorzellen
produziertes VEGF-A zu einer MMP9-Produktion in VEGFR1"-Endothelzellen und
Makrophagen fiihrt, wodurch es unter anderem zur Degradation der Basalmembran und
somit zu einer erleichterten Adhédsion und Emigration der Tumorzellen kommt.
Dementsprechend miisste eine Ausschaltung der VEGF-A-Produktion eine geringere
Expression von Mmp9 zur Folge haben. Dies allerdings ldsst sich durch die eigenen
Messungen nicht bestétigen, da sich Kontroll- und siRNA-Gruppe beim Verlauf der
Expressionskurven kaum unterscheiden. Aber vor dem Hintergrund einer moéglichen
,Ersatzaktivierung“ des VEGFR1 durch PIGF, worauf spiter noch eingegangen werden
wird, kann hier nur festgehalten werden, dass VEGF-A nicht alleine fiir eine Steigerung

der Mmp9-Expression verantwortlich sein kann.
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Ein weiterer fiir die Ansiedlung von Tumorzellen wichtiger Mechanismus ist die
Funktion der sogenannten Cxcl12-Cxcr4-Achse. Es wird angenommen, dass sekretiertes
CXCL12 chemotaktisch auf CXCR4'-Tumorzellen wirkt, eventuell ein
Uberlebenssignal an die Zelle iibermitteln kann und so die Ansiedlung in der Lunge
unterstiitzt."®" '%' In einer klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass es durch eine
gegen VEGF-A gerichtete Therapie zu einer Hochregulation von Cxcr4d in den
Tumorzellen kommt.'®? Das bedeutet, dass die Funktion der Cxcl12-Cxcrd-Achse von
VEGF-A beeinflusst werden kann. Dementsprechend wurde in dieser Arbeit tiberpriift,
ob sich die Blockade der VEGF-A-Sekretion in den Tumorzellen auswirkt. Die
Charakterisierung der verwendeten D5-Melanomzellen mit Hilfe von Genarrays zeigt
eine geringe Expression von Cxcr4, doch auf Grund der beschriebenen Hochregulierung
wurde Cxcr4 auch in-vivo bestimmt. In den Expressionsanalysen zu Cxcr4 in der Lunge
verlaufen die Werte der siRNA-Gruppe tatsdchlich in den ersten 48 Stunden oberhalb
der der Kontrollgruppe. Daraus miisste sich folgerichtig ein Uberlebensvorteil fiir die
siRNA-Tumorzellen ableiten lassen, allerdings ist die Differenz nur gering. Zudem ist
nicht sicher, dass das Cxcr4-Signal von den Tumorzellen ausgeht. Cxcr4 wird von einer
Vielzahl von Zellen, neben hamatopeotische Zellen unter anderem auch Makrophagen,
Neutrophile, Endothelien und Epithelien, exprimiert'®' und so ldsst sich aus der
Messung von Cxcr4 keine konkrete Aussage liber die Wirkungsweise von VEGF-A

ableiten.

Neben der eben beschriebenen Cxcl12-Cxcr4-Achse finden sich in der Literatur noch
weitere Gene, deren Expression mit einem Metastasierungsvorteil fiir Tumorzellen in
Verbindung gebracht wird. Zwei Faktoren, fiir die das zutrifft sind Lox und Plau.'®"'%
Fiir beide konnte gezeigt werden, dass sie durch enzymatische Umgestaltung von
Bestandteilen der EZM, insbesondere Kollagen, die Migrations- und Invasionsfahigkeit
von Tumorzellen erh6hen konnen. Es wurde hier untersucht, ob in Abhéngigkeit von
VEGF-A Unterschiede in der Expression der beiden Faktoren auftreten. In beiden
Féllen finden sich zwar in der Kontrollgruppe schon nach zwei Stunden hohere Werte,
doch anschlieBend sind keine Unterschiede mehr zur siRNA-Gruppe erkennbar. Welche
Auswirkung diese frith erhohten Werte haben ist nicht sicher zu beurteilen, doch

aufgrund der folgenden Normalisierung nach 24 Stunden kann davon ausgegangen

werden, dass sowohl Plau als auch Lox durch die Blockade der VEGF-A-Produktion in
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den Tumorzellen nicht nachhaltig beeinflusst werden, dass VEGF-A also seine

Metastasen-férdernde Wirkung nicht {iber diese Faktoren erreicht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich nach Ausschaltung der VEGF-A-
Produktion weniger Tumorzellen in der Lunge ansiedeln. Dabei scheint insbesondere
die Adhésion an subendotheliale Schichten beeintrachtigt zu sein. Unter der Annahme,
dass die Tumorzellen ohne VEGF-A schlechter haften bleiben, ergibt sich folgerichtig
die Moglichkeit, weiter zu zirkulieren und sich in der Folge an einer anderen Stelle
anzusiedeln. Dementsprechend wurde hier untersucht, ob es in der siRNA-Gruppe in
anderen Organen, in diesem Fall Milz und Leber, zu einem vermehrten Auftreten von
Tumorzellen kommt. Tatsdchlich findet sich in der Milz nach 48 Stunden ein gegeniiber
der Kontrollgruppe gering erhohte Pmel-Werte. In der Leber hingegen finden sich
keinerlei Anzeichen vermehrter Tumorzellen; sie scheint aber im Gegensatz zur Milz
generell ungeeigneter fiir eine Ansiedlung zu sein, was sich aus der durchweg
niedrigeren Signalhdhe der Pmel-Expression in allen Gruppen ablesen ldsst. In der Milz
kommt es im Zeitverlauf in Versuchs- und Kontrollgruppe zu einem Anstieg des Pmel-
Signals. Dabei deuten die hoheren Werte der siRNA-Gruppe darauthin, dass sich nach
Ausschaltung von VEGF-A mehr Tumorzellen in der Milz ansiedeln. Erklart werden
kann dies dadurch, dass diese Tumorzellen nach intravendser Injektion in einem
geringeren Maf in der Lunge haften bleiben und somit vermehrt in andere Organe wie
die Milz zirkulieren konnen. Da sie dort aber nach zwolf Tagen ebenfalls keine
sichtbaren Metastasen bilden, werden die Tumorzellen wohl entweder vom
Immunsystem abgerdumt, oder dieselben Nachteile der eingeschriankten Adhésion wie
in der die Lunge gelten auch in der Milz und die Tumorzellen rezirkulieren aus der Milz

wieder weiter.

Unabhingig von den Vorgéngen in anderen Organen konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass von Tumorzellen produziertes VEGF-A die Ansiedlung und Ausbildung
von Metastasen in der Lunge fordert. Bei der Suche nach den Mechanismen lieBen sich
Hinweise auf eine Unterdriickung der T-Zell-gesteuerten Immunantwort sowie eine
Bedeutung von VEGF-A in seiner Funktion als Permeabilitdtsfaktor und eine damit
verbundene bessere Adhidsion von Tumorzellen finden. Davon ausgehend, dass VEGF-

A somit einen wichtigen Faktor fiir die Metastasierung darstellt, wurde in dieser Arbeit
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im néichsten Schritt untersucht, ob die Tumorzellen auf die Ausschaltung der VEGF-A-
Produktion, und damit die Reduktion der lokal verfiigharen Konzentration, mit der
Uberexpression eines anderen Faktors reagieren konnen. Hierbei kommt als mdglicher
Kompensator in erster Linie das strukturverwandte PIGF in Frage, um dessen

Bedeutung es im Folgenden gehen soll.

4.2 Blockade der VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen fithrt zu
einer Erhohung der PIGF-Sekretion

In einer Vielzahl von Studien zur Anwendung einer gegen VEGF-A gerichteten
Therapie, sowohl beim Menschen als auch bei der Maus, wurde als Folge der Therapie
eine Zunahme der Plasmakonzentration von PIGF geschen.'®® %1% In Anbetracht
dieser bekannten Gegenregulation wurde hier untersucht, ob sich die Ausschaltung der
VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen ebenfalls auf den PIGF-Spiegel auswirkt. Da
die Hemmung von VEGF-A durch siRNA dabei direkt in den Tumorzellen stattfand,
wurde gepriift, ob sich in den Tumorzellen selbst Verdnderungen beziiglich der PIGF-
Sekretion zeigen lassen. Tatsdchlich geht aus Messungen der beiden Faktoren in der
Zellkultur ein indirekt proportionaler Anstieg der PIGF-Konzentration zum Abfall von
VEGF-A hervor. Diese Daten sind in-vitro erhoben worden, was insofern von
Bedeutung ist, da dadurch bewiesen ist, dass die Tumorzellen selbst in der Lage sein
miissen, auf ein fehlendes VEGF-A mit einer Mehrpoduktion von PIGF zu reagieren.
Dass dieser Vorgang fiir VEGF-A beziehungsweise PIGF spezifisch ist, ergibt sich

unter anderem aus Versuchen mit einer gegen andere Proteine gerichteten siRNA.

Wie aber kann die gesteigerte PIGF-Sekretion der Tumorzellen erklirt werden? Uber
die normale Regulation von PIGF ist bisher noch relativ wenig bekannt. Von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass sich die Expression unter
bestimmten Bedingungen durch Hypoxie, Entziindungsstimuli (zum Beispiel NFxB)
oder auch Enzyme wie Angiotensin II steigern lasst.'"' Bemerkenswerterweise
konnte auch fiir VEGF-A eine PIGF-induzierende Wirkung in Endothelzellen
174, 175

dargestellt werden,

bei Wegfall von VEGF-A eher widersprechen wiirde. Doch die Abldufe in den

was dem hier beobachteten Effekt einer Steigerung von PIGF
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Endothelzellen sind sicher nicht direkt auf die verwendeten Tumorzellen tibertragbar. In
anderen Arbeiten wurde an verschiedenen Modellen festgestellt, dass PIGF die
Expression von Vegfa verstirken kann.'”® """ Hieraus lisst sich ein Regelkreis ableiten,
bei dem PIGF auf den Abfall von VEGF-A hin vermehrt produziert wird, um in seiner
Funktion als Induktor von Vegfa die Abnahme zu kompensieren. Diese
Gegenregulation kann die hohen PIGF-Werte in der Tumorzellkultur mit siRNA/VEGF-

A erkléren.

Eine Voraussetzung dafiir, dass die Tumorzellen auf den Abfall der VEGF-A-
Konzentration reagieren konnen, ist die Fahigkeit diesen tiberhaupt zu registrieren. Es
muss also einen ,,Sensor™ fiir die Tumorzellen geben, der die Anwesenheit von VEGF-
A erkennt. Grundsitzlich wird VEGF-A als Protein von Zellen {iber
Oberflachenrezeptoren gebunden. Als klassische Rezeptoren fiir VEGF-A gelten dabei
VEGFR1 und VEGFR2, weswegen in den oben zitierten Studien davon ausgegangen
wird, dass die Registrierung des VEGF-A-Abfalls tiber diese Rezeptoren erfolgt. Jedoch
zeigte sich im Genexpressionsarray der in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen,
dass keiner der VEGF-Rezeptoren von den Tumorzellen exprimiert wird und man somit
primér davon ausgehen kann, dass diese nicht auf der Zelloberfliche vorhanden sind.
Was stattdessen fiir die Messung eines VEGF-A-Spiegels bei den Tumorzellen
verantwortlich ist, ist bislang nicht bekannt. In Frage kommen hier die Neuropiline
(Nrp). Diese transmembranéren Proteine sind als Korezeptoren der VEGF-Rezeptoren
bekannt. Sie kénnen die Wirkung von VEGF-A an den Rezeptoren durch Erhdhung der
Bindungsaffinitdt oder durch Verstiarkung der intrazelluldren Signaltransduktion in
manchen Situationen verbessern, sind aber fiir eine Signaliibermittlung grundsétzlich
nicht notwendig.'”® Daneben gibt es Hinweise darauf, dass Neuropiline auch eine
eigene, unabhingige VEGF-A-Signaliibermittlung in die Zellen haben, was unter
anderem in Tumorzellen ohne VEGFR gezeigt werden konnte.'”” ' Die hier
verwendeten D5-Melanomzellen sind fiir Nrpl — im Gegensatz zu VEGFR — positiv.
Neuropilinl kann interessanterweise neben VEGF-A auch PIGF binden.'®' Es besteht
also die Moglichkeit, dass Neuropilinl bei den Tumorzellen als Sensor fiir den Wegfall
von VEGF-A und durch eine entsprechende Signaliibermittlung in die Zellen fiir eine

Hochregulation der PIGF-Expression sorgt.
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Neben der Bindung tiber Oberflichenrezeptoren konnte die VEGF-A-Konzentration
auch bereits intrazelluldr registriert werden. Es ist bekannt, dass die Mitglieder der
VEGF-Familie Dimere bilden, wobei es zu VEGF-A-Homodimeren, PIGF-
Homodimeren, aber auch zu VEGF-A/PIGF-Heterodimeren kommen kann. Welche
Rolle die Heterodimere genau spielen, ob sie zum Beispiel eher proangiogenetisch —
also entsprechend den VEGF-A-Homodimeren — wirken, oder eher antiangiogenetisch,
ist zur Zeit noch in der Diskussion.®” '®% ' Normalerweise lduft die Erkennung und
Signalvermittlung der Dimere liber VEGF-Rezeptoren. Von Bedeutung ist, dass sich
diese Heterodimere aber auch schon intrazellulidr bilden kénnen, was an Tumorzellen
gezeigt wurde.'® Durch die Wegnahme von VEGF-A kommt es nun in den
transfizierten Tumorzellen ausschlieBlich zur Bildung von PIGF-Homodimeren, welche
normalerweise eher selten auftreten wiirden. Diese Verschiebung des reguldren
Gleichgewichts zu Gunsten der PIGF-Homodimere konnte fiir die Zelle den
entscheidenden Reiz dazu liefern, das Expressionsmuster im Sinne eines positiven
Feedbacks zu verdndern. Das Fehlen der Heterodimere hat dabei keine Auswirkungen
auf die PIGF-Expression, was sich aus den eigenen Versuchen schlieBen lédsst, bei denen
PIGF blockiert wurde und es zu keiner Gegenregulation kam. Bisher ist jedoch nach
eigenem Kenntnisstand kein intrazelluldrer Mechanismus bekannt, der die PIGF-
Homodimere registrieren wiirde. Letztendlich sind fiir eine genaue Erkldrung der hier
beobachteten Gegenregulation weitere, speziell auf diese Fragestellung ausgerichtete

Untersuchungen notig.

Fiir die Frage nach der Bedeutung von VEGF-A ist die Tatsache entscheidend, dass
diese Kompensation iiberhaupt stattfindet. Offensichtlich kompensiert die Tumorzelle
den Wegfall von VEGF-A durch einen Rescue-Mechanismus tiber die Mehrproduktion
von PIGF. Von diesem Punkt ausgehend liegt der nédchste Schritt nahe, die Produktion
von PIGF in den Tumorzellen ebenfalls durch Transfektion mit einer entsprechenden
siRNA zu unterbinden, um so die Rolle von PIGF bei der Metastasierung zu

untersuchen.
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4.3 Tumorzelleigenes PIGF ist entscheidend an der Ausbildung von
Metastasen beteiligt

Schon vor circa 20 Jahren wurde aus der Placenta ein Wachstumsfaktor isoliert, der auf
Grund seiner Ahnlichkeit zu VEGF-A der VEGF-Familie zugeschrieben wurde und
dank seiner Herkunft den Namen Placenta Growth Factor (PIGF) erhielt.'® Im
Gegensatz zu VEGF-A bindet PIGF nicht an VEGFR2, sondern nur an VEGFR1, wird
aber daneben auch von den Ko-Rezeptoren Neuropilinl und Neuropilin2 erkannt.®” Aus
Versuchen mit PIGF-Knockout-Tieren weill man, dass PIGF fiir die Angiogenese unter
physiologischen Bedingungen wohl nur eine untergeordnete Rolle spielt, in
pathologischen Situationen, wie zum Beispiel der Angiogenese bei Tumoren, jedoch
eine mitunter entscheidende Bedeutung erlangt."® Fiir viele Tumorarten ist eine
Uberexpression von PIGF beschrieben, was mit verbessertem Wachstum des Tumors,
teilweise mit vermehrter Metastasierung und allgemein mit einem ungiinstigeren
Krankheitsverlauf fiir den Patienten korreliert.'® ' %7 Diese noch relativ jungen
Erkenntnisse fiihrten in letzter Zeit zu zahlreichen in-vitro- und in-vivo-Experimenten
mit dem Ziel, die Wirkung von PIGF zu blockieren und so das Verhalten der Tumoren
giinstig zu beeinflussen. Gute Erfolge konnten dabei zum Beispiel durch den Einsatz
eines PIGF-Antikorpers erzielt werden, der im Mausmodell das Tumorwachstum und
die Adhidsion von Tumorzellen in der Lunge nach intravendser Injektion verringern

169
konnte. '

Auch durch die Gabe von PIGF-blockierenden Peptiden konnte bei einem
subkutanen Tumor die Anzahl der Metastasen reduziert werden.'®® Es gibt allerdings
ebenso Arbeitsgruppen, die an Hand ihrer Ergebnisse die Bedeutung des PIGF im
Rahmen von Tumorerkrankungen als gering einschitzen.'® Dabei stiitzen sie sich unter
anderem auf ein Tumormodell, bei dem die gleichzeitige Blockierung von VEGF-A und
PIGF keinen Vorteil gegeniiber der alleinigen Blockierung von VEGF-A bieten
konnte.'” Diese unterschiedlichen Beurteilungen von PIGF lassen sich sicher zumindest

in Teilen auf die verschiedenen verwendeten Versuchsmodelle zuriickfithren.

In einem Xenograftmodell, bei dem Mé&use humane Tumorzellen erhielten, konnte
durch Einsatz eines Maus-spezifischen PIGF-Antikérpers nachgewiesen werden, dass
von der Maus produziertes PIGF die Metastasierung positiv beeinflusst.'® Ungeklart
bleibt dabei, ob auch das von Tumorzellen produzierte PIGF diesen Prozess

mitbestimmen kann. Einen weiterfiihrenden Aspekt dazu brachten die Arbeiten zur
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prametastatischen Nische, die dem vom Tumor sekretierten PIGF, zusammen mit
VEGF-A, eine Nischen-bildende Funktion zuschreiben.”® Dabei sorgt die PIGF-
Sekretion der Tumorzellen zu einer Mobilisation von hédmatopoetischen Stammzellen
aus dem Knochenmark, welche dann in anderen Organen unter anderem durch
Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen eine prametastatische Nische vorbereiten, in
der es nachfolgend zu einer verbesserten Ansiedlung von Tumorzellen kommt. In den
eigenen Versuchen wiederum konnte gezeigt werden, dass die Tumorzellen PIGF
insbesondere dann produzieren, wenn VEGF-A blockiert wird, was einen Rescue-
Mechanismus unter schwierigen Uberlebensbedingungen zeigt. Es wurde deshalb hier
mit Hilfe von siRNA untersucht, welchen konkreten Einfluss die PIGF-Sekretion auf

die Tumorzellansiedlung im verwendeten Metastasenmodell hat.

Die Ausschaltung der PIGF-Produktion in Tumorzellen beeintrichtigt deren Fahigkeit,
sich nach iv-Injektion in der Lunge anzusiedeln in einem solchen Mal, dass es im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit unbehandelten Tumorzellen zu einer
Reduzierung der Metastasierung um circa 70 % kommt. Damit steht im Umkehrschluss
fest, dass sich fiir die Tumorzelle durch die Expression von PIGF die
Wahrscheinlichkeit, lokal im GefiBbett zu iiberleben und anschlielend eine Metastase
zu bilden, ganz erheblich erhoht. Aus den cDNA-Analysen von Pmel geht aulerdem der
Hinweis hervor, dass sich die fehlende PIGF-Sekretion schon nach 24 Stunden in einer
geringeren Anzahl an vitalen Tumorzellen in der Lunge dufBert. Da gleichzeitig keine
klaren Steigerungen bei Markern fiir Apoptose und Nekrose zu verzeichnen sind, ist
davon auszugehen, dass die Tumorzellen ohne PIGF schlechter adhédrieren kénnen und
somit vermehrt aus der Lunge verschwinden. Anders als bei der Blockierung der
VEGF-A-Produktion ist die Tumorzelle im Falle von PIGF auch nicht in der Lage, den
Ausfall durch Hochregulierung eines anderen Zytokins aus der VEGF-Familie zu
kompensieren. Das stimmt mit den Beobachtungen aus Studien anderer Arbeitsgruppen
mit PIGF-Antik6rpern {iberein, wo ebenfalls kein Anstieg moglicher Ersatzfaktoren, wie

zum Beispiel die anderen Mitglieder der VEGF-Familie, registriert wurde.'®

Nachdem hier die Auswirkungen einer PIGF-Blockade auf die Metastasierungsrate
gezeigt wurden, stellt sich im néchsten Schritt die Frage nach den genauen

Mechanismen, mit denen PIGF Einfluss nehmen kann. Dabei kénnen grundsitzlich
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zwei Wirkprinzipien unterschieden werden: erstens eine Verstdarkung der VEGF-A-
Wirkung durch PIGF und zweitens eine eigenstindige, von VEGF-A unabhingige
Funktion. Zunichst soll die erste Moglichkeit besprochen werden. Sowohl VEGF-A, als
auch PIGF sind Liganden des VEGFRI; fiir VEGF-A jedoch scheint diese Bindung in
erster Linie eine Reduzierung seiner Verfligbarkeit fiir VEGFR2 zu bedeuten, was eine
Abschwichung der Signalwirkung von VEGF-A bedeutet. PIGF wiederum kann VEGF-
A aus seiner Bindung mit VEGFR1 verdréngen und so die effektive Konzentration von
VEGF-A vor Ort fir VEGFR2 erhohen.® Derselbe Vorgang gilt auch fiir die 15sliche
Variante des VEGFR1, sVEGFR1,"" wodurch PIGF durch Verdringung insgesamt eine

relevante Menge an freiem VEGF-A zur Verfligung stellen kann.

Daneben besteht fiir PIGF noch eine weitere Moglichkeit, die Wirkung von VEGF-A zu
potenzieren und zwar iiber eine Verstirkung des VEGFR2-Signals. So konnte gezeigt
werden, dass eine PIGF-Bindung an VEGFRI1 die Signaliibermittlung von VEGFR2
positiv beeinflusst. In der entsprechenden Zelle kommt es durch die Aktivierung von
VEGFR1 durch PIGF zu einer Phosphorylierung des intrazelluldren Anteils von
VEGFR2.'"® Diese Verinderung wirkt sich im Falle einer gleichzeitigen Aktivierung
von VEGFR2 durch VEGF-A in einer deutlich gesteigerten Signallibermittlung aus.
Auch extrazelluldar kann PIGF den Wirkungsgrad von VEGFR2 steigern und zwar iiber
die Bildung von Heterodimeren mit VEGF-A. Kommt es iiber den VEGF-A-Teil eines
solchen Heterodimers zur Verbindung mit VEGFR2, kann der PIGF-Teil gleichzeitig an
VEGFRI1 haften und so durch die 6rtliche Beziehung der beiden Rezeptoren zu einer
Rezeptordimerisation fiihren, was eine verstirkte VEGF-A-Ubermittlung iiber VEGFR2

zur Folge hat.'®

Auch wenn diese Effekte hauptsidchlich in Bezug auf Angiogenese
demonstriert wurden, so sind die Mechanismen sicher auf andere Situationen, wie zum
Beispiel die Tumorzellansiedlung, iibertragbar. Fiir die Interpretation der
Funktionsweise von PIGF bedeutet dies, dass grundsitzlich alle schon bei VEGF-A
benannten moglichen Auswirkungen auf eine Nischenbildung auch fiir PIGF relevant

sind, wie zum Beispiel die Funktion als Permeabilitatsfaktor fiir das Endothel.

Das Wirkspektrum von PIGF geht jedoch weit {iber eine reine VEGF-A-Unterstiitzung
hinaus. Uber VEGFR1 ist PIGF in der Lage, eigenstindige Signale unabhingig von

VEGEF-A an Zellen zu iibermitteln.®” Dabei konnte gezeigt werden, dass die Bindung
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von PIGF an VEGFRI1 ein anderes intrazelluldres Phosphorylierungsmuster und ein
anderes Genexpressionsmuster zur Folge hat, als wenn VEGFRI1 durch VEGF-A
aktiviert wiirde.'"® ' Wie diese unterschiedlichen Wirkungen trotz Bindung an den
gleichen Rezeptor zu Stande kommen ist bisher nicht bekannt. Es folgt aber, dass PIGF
wihrend der Ansiedlung von Tumorzellen unabhingig von VEGF-A prinzipiell auf alle
Zellen mit VEGFR1 einwirken kann, also: Tumorzellen, Endothelzellen, Fibroblasten,
Knochenmarkszellen und auch Immunzellen, auf die alle im Folgenden eingegangen

werden soll.

Fiir VEGFR1"-Tumorzellen kann PIGF als Uberlebens- und Proliferationsfaktor dienen
und so die Metastasierung unterstiitzen.'®® Diese Tatsache hat fiir die vorliegende Arbeit
allerdings keine Bedeutung, da die verwendeten Tumorzellen kein Expressionssignal
fir VEGFR1 aufweisen und somit davon ausgegangen werden kann, dass VEGFRI
nicht vorhanden ist. AuBlerdem zeigen die transfizierten gegeniiber den unbehandelten
Tumorzellen in-vitro keinen Uberlebensnachteil, wodurch ausgeschlossen werden kann,

dass sich PIGF direkt auf die Tumorzellen auswirkt.

Dagegen hat der Einfluss von PIGF auf Endothelzellen, welche konstant VEGFRI1
exprimieren, eine groBe Bedeutung. Uber VEGFRI1 kann PIGF einerseits ein
Uberlebenssignal liefern, andererseits kann es in hohen Konzentration, wie zum
Beispiel in einem soliden Tumor — aber auch lokal begrenzt bei einer sekretierenden
Tumorzelle im Gefidl — fiir Liicken in Endothel und Basalmembran sorgen.84 PIGF kann
also, ebenso wie VEGF-A, die Permeabilitiit eines Gefidlles erhohen.'” Zusitzlich gibt
es Hinweise, dass den Tumorzellen durch lokal vorhandenes PIGF die Invasion durch
die Basalmembran erleichtert wird.'®® PIGF schafft Liicken im Endothel und ermdglicht
so den ankommenden Tumorzellen eine feste Adhésion an die EZM. Wird die PIGF-
Produktion nun unterdriickt, wire zu erwarten, dass die Tumorzellen entweder vermehrt
vor Ort absterben, oder wieder rezirkulieren konnen. Absterbende Zellen kénnen durch
die Freisetzung von Zellbestandteilen eine Entziindungsreaktion verursachen,
weswegen hier im Tiermodell untersucht wurde, ob sich nach Blockade der PIGF-
Produktion mit siRNA Unterschiede in der Entziindungsreaktion am Ort der
Tumoransiedlung finden. Als Marker einer Entziindungsreaktion wurde die Expression

von Crp und Tnfsfl0 gewdhlt. Dabei zeigten sich in den ersten 48h nach
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Tumorzelleinjektion in der Signalhohe keine wesentlichen Unterschiede zwischen den
beiden Versuchsgruppen. Somit ergibt sich kein Hinweis auf eine verstirkte
Entziindungsreaktion durch mehr absterbende Tumorzellen. Einzige Ausnahme bei den
Messungen war die Untersuchung des Gens Ptx3, wo sich in der Gruppe ohne PIGF in
den ersten 24 Stunden eindeutig hohere Expressionswerte als in der Kontrollgruppe
zeigten. Pentraxine sind Molekiile, die zur unspezifischen Immunantwort durch
Antigen-Erkennung beitragen. Es konnte gezeigt werden, dass Ptx3 insbesondere in
Situationen der Reperfusion nach Ischimie exprimiert wird."”® In der Situation der
Adhésion verschlieft die Tumorzellen mitsamt dem umgebenden Thrombus das
Blutgefdl und verursacht so ein Ischdmie im Abstromgebiet. Ein Anstieg des Ptx3-
Signals in den RNA-Analysen weist also auf eine Reperfusion hin, was in diesem Fall
bedeutet, dass die Tumorzellen aus dem Gefédbett verschwinden. Dass die Tumorzellen
ohne PIGF dabei mit dem Blutstrom aus dem Gef#lbett entfernt werden und es nicht
etwa zu einer schnelleren Invasion der Tumorzellen ins Lungengewebe und dadurch
zum Verschwinden aus dem Gefdl kommt, ergibt sich durch die geringeren Pmel-
Messungen und die spiter sichtbare, deutlich geringere Metastasenzahl. Somit ldsst sich
schlussfolgern, dass es bei Tumorzellen ohne PIGF-Produktion vermehrt zu einem
frithen, das heilit innerhalb der ersten 24 Stunden stattfindenden, Abtransport aus den
Lungenkapillaren mit dem Blutstrom kommt. Die Adhésion an das Lungenendothel

scheint also ohne PIGF erheblich beeintrichtigt zu sein.

Neben der Wirkung auf Endothelzellen kann PIGF auch iiber die Stimulation von
VEGFR1 -Fibroblasten Einfluss auf die Metastasenbildung nehmen. Es wurde gezeigt,
dass diese durch PIGF zu mehr Expression von Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel
VEGF-A, aktiviert werden.'”” '8 Diese konnen sich dann ihrerseits positiv auf das
Wachstum und das Uberleben der Tumorzellen auswirken. Dementsprechend wurde
hier untersucht, ob sich durch die Ausschaltung der PIGF-Sekretion der Tumorzellen
Verdnderungen in der Expression von Vegfa in der Lunge ergeben. In der Auswertung
zeigen sich nach 48 Stunden in der Gruppe mit siRNA/PIGF die hochsten Werte. Der
Wegfall von PIGF scheint sich also nicht negativ auf die Expression von Vegfa
auszuwirken. Die Frage ist jedoch wie es zu der gesteigerten Expression kommt. Die
Tumorzellen kommen dafiir nicht in Frage, da in-vitro gezeigt wurde, dass sich die

VEGF-A-Sekretion durch Transfektion mit siRNA/PIGF eher erniedrigt, auf keinen Fall
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aber erhoht. Auch eine insgesamt erhdhte Tumorlast ist als Ursache ausgeschlossen,
denn zu den gemessenen Zeitpunkten sind in der PIGF-Gruppe schon weniger
Tumorzellen als in der Kontrollgruppe vorhanden. Letztlich muss die
Expressionssteigerung von Zellen des Lungengewebes ausgehen. Welche Zellen genau
dafiir verantwortlich sind und wie es zu dem Anstieg kommt ist unklar. Fest steht
dagegen, dass sich die Expressionssteigerung nicht in einer vermehrten Verfiigbarkeit
von VEGF-A im Plasma auswirkt. Die Plasmakonzentrationen von VEGF-A sind im
Verlauf nach Tumorzellinjektion in den untersuchten Miusen der si/PIGF-Gruppe
deutlich unter denen der Kontrollgruppe. Somit kann festgehalten werden, dass durch
die Ausschaltung der PIGF-Produktion in den Tumorzellen die Expression von Vegfa in
der Lunge zwar leicht zunimmt, es aber gleichzeitig zu einer Abnahme der VEGF-A-
Konzentration im Plasma kommt. Da die Expressionssteigerung unter Ausschaltung von
PIGF zu Stande kommt, kann der Hypothese widersprochen werden, dass PIGF seine
Metastasen-fordernde Funktion durch Stimulation von VEGFR1"-Fibroblasten zu mehr

VEGF-A-Produktion erreicht.

Als weitere Zielzellen von PIGF kommen hidmatopoetische Stammzellen (HPCs) in
Frage. Die Bedeutung der Mobilisation von VEGFR1'-HPCs durch PIGF fiir die
Ausbildung einer metastatischen Nische wurde fiir einen primetastatischen Zustand
nachgewiesen, also noch bevor sich die Tumorzelle im Gefifisystem befindet.”® Dafiir
verwendeten Kaplan et al. ein Tumormodell, in dem den Versuchsmiusen zunéchst
Tumorzellen subkutan in die Hinterldufe injiziert wurden. Von dem sich entwickelnden
Primértumor wurden dann Wachstumsfaktoren wie VEGF-A und P1GF sekretiert, die zu
einer Mobilisation von HPCs aus dem Knochenmark und zur Einwanderung an Orte
zukiinftiger Metastasenbildung fiihrten. Gezeigt wurde dies durch den Nachweis von
HPCs in der Lunge 14 Tage nach intrakutaner Gabe der Tumorzellen, ohne dass zu
diesem Zeitpunkt schon metastasierende Tumorzellen in der Lunge nachgewiesen
werden konnten. In diesem Modell war also der Primértumor zwei Wochen lang
sekretorisch aktiv und konnte in diesem Zeitraum eine prametastatische Nische
vorbereiten. In dem fiir diese Arbeit verwendeten Metastasenmodell spielen diese
Vorgidnge jedoch keine Rolle, da die Tumorzellen nach Injektion unmittelbar im
Lungengefillsystem ankommen, ohne dass sich vorher eine prametastatische Nische

durch die Auswirkungen eines Primértumors entwickeln kann. Die Reduktion der
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Metastasenzahl nach Blockade der PIGF-Produktion in den Tumorzellen kann also nicht
mit dem Konzept der priametastatischen Nische erklidrt werden. Es ist in dem hier
verwendeten Metastasenmodell aber moglich, dass es zur Rekrutierung von HPCs nach
Ankunft der Tumorzellen in der Lunge kommt und diese dann eine Nische mitgestalten.
Doch es ist davon auszugehen, dass der Einfluss der HPCs auf das Uberleben der
Tumorzellen in den ersten Tagen nach Injektion relativ gering bleibt, da in den von
Kaplan et al. durchgefiihrten Untersuchungen das Auftreten von HPCs in der Lunge erst
zwolf Tage nach Tumorimplantation beobachtet wurde. Das heif3t, fiir die initialen
Vorgidnge der Adhésion und Extravasation, die sich innerhalb der ersten zwdolf Tage

abspielen, haben die HPCs keine Bedeutung.

Neben den HPCs gibt es noch weitere Faktoren, die an der Bildung von Metastasen
beteiligt sind. Einen grofen Einfluss auf die Ansiedlung von Tumorzellen haben die
Zellen des Immunsystems. Dazu zdhlen unter anderem Makrophagen, die als
Abwehrzellen eigentlich fiir eine Bekdmpfung von Tumorzellen zustdndig sind, fiir die
aber gezeigt werden konnte, dass sie als so genannte ,,Tumor-assoziierte Makrophagen*
(TAMs) vielfiltig an der Progression einer Tumorerkrankung beteiligt sein konnen.'™
In Bezug auf mogliche Wirkmechanismen von PIGF ist relevant, dass fiir Makrophagen
eine  VEGFRI1-abhingige Steigerung der Mmp9-Expression und dadurch eine

195 Qo lasst sich die

erleichterte Metastasenbildung beschrieben worden ist.*
Vermutung aufstellen, dass die Tumorzellen durch die Sekretion von PIGF, als
Liganden von VEGFRI, fiir eine Degradation der Basalmembran sorgen, um sich das
Vordringen ins Gewebe zu erleichtern. Die eigenen Ergebnisse zur Expression von
Mmp9 in den Lungen weichen jedoch von diesem Konzept ab. Wahrend sich in der
Gruppe mit den unbehandelten Tumorzellen — also denjenigen mit PIGF-Produktion —
erst nach 48 Stunden erhohte Werte ergeben, zeigt sich in der siRNA-Gruppe schon 2
Stunden nach Injektion erhohte Expressions-Signale in der Lunge, wobei allerdings die
Expression von Mmp9 nach 48 Stunden komplett verschwindet. Wie es dazu kommt,
dass das Fehlen von PIGF in den ersten 24 Stunden zu solch einer Steigerung der
MMP9-Bildung fiihrt, ist nicht bekannt, scheint aber auch in Anbetracht der spiter
wesentlich weniger auftretenden Metastasen keinen Uberlebensvorteil zu bringen.

Entweder kommt es durch den Wegfall von PIGF doch zu einer Mehrproduktion eines

anderen Faktors, der wiederum kurzfristig die MMP9-Sekretion steigern kann, oder die
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hohe MMP9-Aktivitdt nach 2 und 24 Stunden ist Ausdruck einer verstdrkt ablaufenden
immunologischen Abwehrreaktion, an der auch Makrophagen beteiligt sind. Das
Expressionsmuster nach 48 Stunden jedenfalls stimmt dann mit der Hypothese tiberein,
dass eine fehlende PIGF-Wirkung eine geringere Mmp9-Expression zur Folge hat.
Dadurch ergibt sich eine verschlechterte Degradation der Basalmembran und schlie8lich

eine verminderte Ansiedlung.

Neben den Effekten auf TAMs kann PIGF auch supprimierend auf potenziell
angreifende Immunzellen wirken und so das Uberleben der Tumorzelle verbessern.
Insbesondere fiir die Ausreifung von Dendritischen Zellen konnte eine inhibitorische
Funktion von PIGF gezeigt werden, die sich auch auf eine T-Zell-gesteuerte Antwort
auswirken kann.'”® "7 Hierzu zeigen die eigenen Messungen, dass es bei Tumorzellen
mit PIGF-Sekretion in den ersten 48 Stunden zu einer geringeren Immunantwort
kommt. Dargestellt wurde dies durch die geringere Expression von CD8a und Gzma, als
Marker fiir zytotoxische T-Zellen, in der Gruppe ohne PIGF-Blockierung. Ein weiterer
Marker der spezifischen Immunantwort, das in CD8"-T-Zellen enthaltene Prfl, ist in der
siRNA/PIGF-Gruppe in den ersten 24 Stunden stdrker exprimiert als in der Kontrolle,
dann allerdings nach 48 Stunden gar nicht mehr nachweisbar. Dass die Immunantwort
zu diesem Zeitpunkt schon abgeschlossen ist und deswegen kein Expressionssignal
mehr nachweisbar ist, ldsst sich dadurch widerlegen, dass die anderen Messwerte der
spezifischen Entziindung zu diesem Zeitpunkt noch deutlich vorhanden sind. Von daher
ist eher von einer Anderung des Expressionsmusters der T-Zellen auszugehen.
Insgesamt weisen die hier beschriebenen Daten darauthin, dass eine Tumorzelle durch
die Sekretion von PIGF eine Reduktion der Immunantwort hervorruft und sich damit
einen Uberlebensvorteil schafft. Das heift ein Fehlen von PIGF fiihrt zu einer stirkeren
Immunantwort durch  zytotoxische T-Zellen und verringert dadurch die

Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tumorzellen.

Bei der Suche nach den Wirkmechanismen von PIGF ergaben sich Hinweise auf
mehrere unterschiedliche Moglichkeiten. Neben der Beeinflussung des Immunsystems
wurde hier gezeigt, dass PIGF die Tumorzellen insbesondere in seiner Funktion als
Permeabilititsfaktor bei der Uberwindung der Endothelbarriere zu einer stirkeren

Adhésion unterstiitzt. Eine zentrale Frage ist, ob PIGF dabei nur als Verstirker von
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VEGF-A fungiert, oder auch davon unabhingige, eigene Auswirkungen hat. In diesem
Zusammenhang ist ein weiterer Metastasenversuch in dieser Arbeit weiterfithrend, bei
dem in den Tumorzellen sowohl VEGF-A, als auch PIGF durch die vorherige
Transfektion mit siRNA blockiert wurde. Es zeigt sich, dass die Bildung von
Metastasen gegeniiber einer Kontrollgruppe deutlich reduziert wird, gegeniiber einer
alleinigen Blockierung von PIGF allerdings keinen Unterschied aufweist. Die
Unterdriickung von VEGF-A zusitzlich zu PIGF bringt also keinen weiteren Vorteil,
was bedeutet, dass liber die Wegnahme von PIGF auch schon die Signalwirkung von
VEGF-A ausgeschaltet ist und PIGF somit hauptsdchlich durch eine enorme
Potenzierung der VEGF-A-Wirkung wirkt.

Wie sind nun alle bisher diskutierten Ergebnisse zu bewerten? Urspriinglicher
Ausgangspunkt der Arbeit war die Frage nach der Bedeutung von VEGF-A bei der
hamatogenen Metastasierung. Hierzu wurde festgestellt, dass VEGF-A die Tumorzellen
dabei unterstiitzt, sich in einem fremden Organ anzusiedeln. Durch eine Blockierung der
VEGF-A-Produktion in den Tumorzellen konnte eine signifikante Reduzierung der
Metastasen erreicht werden. Zudem wurde festgestellt, dass der Ausfall von VEGF-A
durch einen Anstieg der PIGF-Produktion in den Tumorzellen ausgeglichen wurde.
PIGF wiederum scheint hauptsdchlich tiber eine deutliche Verstiarkung der VEGF-A-
Wirkung zu funktionieren. Dabei ist das Vorhandensein von PIGF so entscheidend, dass
dessen Ausfall nicht von VEGF-A kompensiert werden konnte und es bei Ausschaltung
von PIGF zu einem stérkeren Riickgang der Metastasierung kam, als bei der alleinigen

Blockade von VEGF-A.

Diese Ergebnisse haben eine hohe klinische Bedeutung: Die groBen Erwartungen, die
im Bereich der Krebsbehandlung an den Einsatz von VEGF-A-Antikorpern, als erste
spezifische antiangiogenetische Therapie, gerichtet wurden, konnten bis heute nicht
erfiillt werden. Die erreichten Lebensverldngerungen liegen im Durchschnitt im Bereich
von Monaten und konnen somit bislang nicht als ein Durchbruch in der Krebstherapie
betrachtet werden. Die hier vorgestellten Ergebnisse liefern mit dem von den
Tumorzellen abhingigen Rescue-Mechanismus iiber die Mehrproduktion von PIGF eine
Erkldarung fiir die eingeschriankte Effektivitit einer allein auf VEGF-A gerichteten

Therapie, vor allem in Bezug auf das Auftreten von Metastasen. Da hier ebenfalls das
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mogliche Potential zur Reduzierung der Metastasenzahl bei Blockierung dieser
Kompensation gezeigt wurde, steht aber auch fest, dass der Ansatz der
antiangiogenetischen Therapien weiter aussichtsreich bleibt. Zur Steigerung der
Ansprechraten auf eine gegen VEGF-A gerichtete Therapie muss auf Grundlage dieser
Arbeit nach den Regulationsmechanismen geforscht werden, die in diesem Falle in den
Tumorzellen fiir eine Uberexpression von PIGF sorgen. Erst wenn diese verstanden
sind, kann ein spezifisches Mittel zur Unterbindung gefunden werden. Eine andere
Moglichkeit wire der Versuch, direkt die Wirkung von PIGF zu inhibieren. Auch dazu
laufen zurzeit die ersten klinischen Studien an und es bleibt abzuwarten, ob die

klinischen Ergebnisse die hier gezeigten Effekte bestitigen konnen.'*®

Nach allem was bisher erldutert wurde, spielen die beiden Wachstumsfaktoren VEGF-A
und PIGF insbesondere in ihrer Funktion als Permeabilititsfaktoren des Endothels bei
der Ansiedlung von metastasierenden Tumorzellen eine Rolle. Dabei gelingt es durch
Retraktion von Endothelzellen Liicken in der Endothelschicht zu schaffen und so den
Tumorzellen Zugang zu Bestandteilen der EZM zu ermdglichen. Die in dieser Arbeit
diskutierten Ergebnisse deuten darauf hin, dass PIGF dabei als Verstirker die VEGF-A-
Wirkungen unterstiitzt. Doch bevor sie diese Funktionen {iberhaupt ausiiben konnen,
muss es zu einem initialen Arrest der Tumorzelle in einem Gefif kommen, damit durch
die Sekretion der Faktoren eine lokal erhthte Konzentration entstehen kann. Dieses
erste Hiangenbleiben kann durch die Bindung der Tumorzellen an Proteine, wie zum

Beispiel Fibronectin, geférdert werden.

In einer Arbeit zur metastatischen Nische konnten an Orten der Tumorzellansiedlung
eindeutig erhhte Mengen an Fibronectin nachgewiesen werden.”® Das heiBt,
Fibronectin ist wihrend der Tumorzellansiedlung vorhanden und damit moéglicherweise
auch in diese Vorgédnge miteingebunden. In der erwidhnten Studie wurde davon
ausgegangen, dass es sich dabei um zelluldres Fibronectin in der EZM handelt. Doch in
der Situation des initialen Arrests, befindet sich die Tumorzelle noch in einem
Blutgefil und hat somit keinen Kontakt zur EZM. Das im Plasma vorkommende
Fibronectin wire dagegen fiir die Tumorzellen direkt verfligbar und konnte so die
Adhésion fordern. Es wurde deshalb hier untersucht, ob plasmatisches Fibronectin die

Ansiedlung von Tumorzellen in einem fremden Organ unterstiitzen kann.
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4.4 Plasmatisches Fibronectin ist entscheidend an der Ansiedlung von
Tumorzellen beteiligt

Das Glykoprotein Fibronectin ist sowohl Bestandteil der EZM als auch im Blutplasma
vorhanden, kommt also grundsétzlich in zwei unterschiedlichen Konformationen vor:
einmal als zelluldres Fibronectin (cFn), zum anderen in einer 16slichen Form als
plasmatisches Fibronectin (pFn). Wahrend cFn von vielen Zelltypen, unter anderem
Fibroblasten, produziert werden kann, wird pFn ausschlieBlich von Hepatozyten ins
Blut sezerniert. Spezifisch fiir Fibronectin sind die vielen Bindungsstellen fiir andere
Glykoproteine und auch Integrinrezeptoren von Zellen, wodurch sich die Funktion von
cFn als Mediator von Zell-EZM-Interaktionen wie zum Beispiel Zelladhdsion oder

Zellwanderung erklart.'”

Die plasmatische Variante von Fibronectin hingegen liegt im
Blut zunéchst in einer solchen Konformation vor, dass die Bindungsstellen verborgen
bleiben. Dadurch wird eine ungewollte Interaktion von Zellen im Blutstrom verhindert.
Kommt es jedoch auf Grund einer Endothelverletzung zur Ausbildung eines Thrombus,
entfaltet sich pFn und ist durch Vernetzung von Zellen, Fibrin und Bestandteilen der
EZM ganz entscheidend an der Stabilisierung des Blutgerinnsels beteiligt.'”® Neben
diesen physiologischen Funktionen kann Fibronectin auch eine Rolle bei der Bildung
von Metastasen spielen. So finden sich an Orten der Tumorzellansiedlung erhdhte
Mengen an Fibronectin®® und auch in den eigenen Versuchen konnte gezeigt werden,

dass es nach intravenoser Injektion von Tumorzellen zu einer deutlichen Steigerung der

vorhandenen Menge Fibronectins in der Lunge kommit.

Prinzipiell konnen beide Varianten des Fibronectins, also cFn und pFn, an dem
Gesamtvorgang der Metastasierung beteiligt sein. In den Untersuchungen von Kaplan et
al. wird davon ausgegangen, dass es sich bei der Ansammlung von Fibronectin am Ort
der Metastasenbildung um cFn handelt. Wihrend aber Kaplan et al. Tumorzellen s.c.
am Hinterlauf der Versuchsméiuse injizierten und dann die Verdanderungen in der Lunge
beobachteten, wurde hier ein Modell verwendet, bei dem die Tumorzellen direkt in das
GefiBsystem injiziert werden, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die
Tumorzellen in der Lunge auf eine unvorbereitete, intakte Endothelschicht treffen.
Damit ist der direkte Zugang zu cFn nicht moglich und es erscheint plausibel, dass
stattdessen pFn insbesondere fiir die ersten Phasen der Adhédsion von groferer

Bedeutung ist. Tatséchlich gibt es neben dieser theoretischen Uberlegung auch eine
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Reihe von Hinweisen aus Forschungsexperimenten anderer Arbeitsgruppen, die einen
wichtigen Einfluss von pFn auf metastasierende Tumorzellen zeigen. Am bedeutendsten
ist hierbei der Einsatz von RGD-Peptiden, die durch kompetitive Hemmung die pFn-
Funktionen einschrinken sollen, womit bei in-vitro- und in-vivo-Versuchen eine
allgemeine Reduzierung der Metastasierung erreicht werden konnte."**'*! Das Problem
bei diesem Modell ergibt sich aus der Tatsache, dass RGD-Peptide nicht absolut
spezifisch die Funktion von pFn einschrianken. Sie kdnnen neben den pFn-spezifischen
Integrinrezeptoren, noch von vielen weiteren Integrinrezeptoren gebunden werden und
so unterschiedliche Signale an die entsprechenden Zellen vermitteln. Dadurch wird ein
direkter Riickschluss von den Versuchsergebnissen auf die Bedeutung von pFn

schwierig.'"®

Goldstandard zur Feststellung der konkreten Funktion eines Proteins ist der Knockout in
einem Versuchstier und die anschlieBende Beobachtung von Verdnderungen. Diese
Methode wurde beim Fibronectin lange Zeit dadurch verhindert, dass ein Knockout bei
Mausen schon prénatal tddlich endet. Durch die Etablierung konditioneller Fibronectin-
Knockoutméiuse ist es jedoch moglich, eine normale Entwicklung der Versuchstiere zu
gewihrleisten, aber nach Induktion des Knockouts das Gen fiir Fibronectin aus der
DNA zu entfernen. Dabei findet der induzierte Knockout ausschlieBlich in den
Leberzellen statt, wodurch es auch nur zum alleinigen Verschwinden von pFn kommt.

Die Produktion von cFn bleibt unbeeintréachtigt.

Die Induzierung des Knockouts wird durch dreimalige, intraperitoneale Gabe von
poly(dI-dC) begonnen. Die dadurch ausgeloste Entziindungsreaktion fithrt zu einer
Aktivierung des Mx-Cre-Promotors in den Hepatozyten und in der Folge kann die
produzierte Rekombinase die Geninformation von pFn, die an den flankierenden Lox-P-
Sites von der Rekombinase erkannt wird, aus dem Genom entfernen. Es wurde zu
diesem Verfahren bereits gezeigt, dass die so behandelten Miausen einen kaum
verdnderten Phinotypen aufweisen.'” Die Verifizierung des tatsichlichen
Verschwindens von pFn aus dem Plasma erfolgte einerseits durch die genetische
Uberpriifung aller verwendeten Miuse, ob die entsprechende Geninformation fiir Mx-
Cre vorhanden ist. Andererseits wurden nach erfolgter Induktion die pFn-Konzentration

im Plasma der induzierten Miuse, sowohl der K.o.-Miuse als auch der Kontrollméiuse,
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mittels ELISA bestimmt. Die eindeutige Ubereinstimmung zwischen den Miusen mit
dem Knockout-spezifischen genetischen Hintergrund und dem vollkommenen
Verschwinden von pFn in diesen Maiusen belegt die Zuverldssigkeit und die
Anwendbarkeit dieses Verfahrens. Durch Verwendung dieser Méuse ist es also
moglich, eine absolut sichere Aussage tiber die Bedeutung von pFn bei der Ausbildung

von Metastasen zu treffen.

In einem Metastasenversuch mit den Knockoutmiusen konnte hier signifikant gezeigt
werden, dass sich die Metastasierung in Abwesenheit von pFn um circa 80 Prozent
reduzieren ldsst. Dabei wurde der Anteil der Tumorzellen in der Lunge zwolf Tage nach
intravendser Injektion in einer Versuchsgruppe mit induziertem Knockout und einer
Kontrollgruppe verglichen. Somit beweisen die Ergebnisse ganz eindeutig, dass pFn die
Entwicklung einer Metastase aus einer sich im Gefdl3system befindlichen Tumorzelle

unterstiitzt.

Um die Frage zu kldren, ob pFn dabei auch schon an den ersten Schritten der
Tumorzellansiedlung, also der Adhésion, beteiligt ist, wurden hier zusétzlich 2-, 24- und
48-Stunden-Versuche durchgefiihrt. Es zeigt sich, dass bei Mausen ohne pFn bereits
nach zwei Stunden weniger Tumorzellen in der Lunge vorhanden sind, als bei den
Kontrollen. Das heifit, das Fehlen von pFn wirkt sich schon unmittelbar in der ersten
Phase der Tumorzellansiedlung aus.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich wihrend des Verfassens dieser Arbeit auch in einem

1.' Dabei beobachteten Malik et al. in ihren Versuchen, dass

anderen Metastasenmodel
sich die Anzahl der Tumorzellen in der Lunge bis vier Stunden nach Injektion in der
Versuchs- und Kontrollgruppe nicht unterscheidet, sondern dass sich das fehlende pFn
erst anschlieBend auswirkt. Diese abweichenden Messergebnisse konnen
moglicherweise durch Verwendung unterschiedlicher Tumorzelllinien erkliart werden.
Daneben spielt aber auch die Messmethode eine Rolle. Wiahrend bei Malik et al. unter
dem Mikroskop zufillig ausgewéhlte Blickfelder nach Tumorzellen durchsucht wurden,
wurde hier durch die Messung der Pmel-Expression in mehreren Lungen ein besserer
Durchschnittswert geschaffen. Deshalb ist flir das hier verwendete Metastasenmodell

mit Sicherheit davon auszugehen, dass sich ein ausgeknocktes pFn schon friith im

Ablauf der himatogenen Metastasierung auswirkt.
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Es stellt sich als nichstes die Frage, wie pFn das Schicksal einer wandernden
Tumorzelle in diesem frithen Zeitraum beeinflussen kann. Die Tumorzelle durchléuft
nach ihrer Injektion mehrere Phasen, in denen sie Kontakt zu pFn hat: zundchst den
Transport im Blutstrom, dann die Adhédsion in den Lungenkapillaren und schlieBlich die
Extravasation beziehungsweise Invasion ins Lungengewebe. Inwieweit sich ein Fehlen
von pFn in den jeweiligen Phasen auf die metastasierende Tumorzelle auswirken kann,

soll im Folgenden diskutiert werden.

4.4.1 Transport der Tumorzelle mit dem Blutfluss

Die passive Beforderung mit dem Blutfluss stellt fiir die Tumorzelle ein erstes
Hindernis dar. Insbesondere mechanische Scherkrifte, aber auch Immunzellen und das
Fehlen eines Zellkontakts sorgen insgesamt fiir ein ungiinstiges Milieu. Da aber die
Zeit, die die Tumorzelle von der Injektion bis zum Erreichen der Lunge im Blutstrom
verbringt, nur sehr kurz ist, werden die Immunzellen nicht wesentlich das Uberleben der
Tumorzellen in dieser Phase beeinflussen konnen. Genauso wie eine mogliche
Apoptose auf Grund fehlenden Zellkontaktes kommen diese Effekte wohl eher im
Anschluss an die Adhédsion zum Tragen und werden deshalb auch dort diskutiert.
Dagegen kann eine mechanische ZerreiBung der Tumorzelle durch die einwirkenden
Krifte des Blutflusses unmittelbar nach Eintritt ins Gefd3 stattfinden. Einen Schutz
gegen diese Zerstorung kann pFn liefern. An Hand durchflusszytometrischer
Bestimmungen konnte hier gezeigt werden, dass die Tumorzellen in der Lage sind, pFn
an sich zu binden. Plasmatisches Fibronectin besteht grundsitzlich aus Dimeren, so dass
nach Bindung einer Tumorzelle durch den einen Teil des Dimers noch eine weitere
Tumorzelle am anderen Ende des Dimers gebunden werden kann. Die Tumorzellen
konnen sich somit iiber das pFn auf ihren Zelloberflichen noch im Gefédll aneinander
binden und so regelrechte Tumorzellaggregate bilden. In solchen Aggregaten kann man
davon ausgehen, dass die inneren Zellen gegeniiber mechanischer Zerstérung, zum
Beispiel durch den Aufprall an GefidBaufzweigungen, geschiitzt sind. Dieser
Mechanismus ist mit ein Grund, warum diesen Tumorzellclustern eine verbesserte
Tumorzellansiedlung zugeschrieben wird.*? Doch wihrend in dieser Arbeit die Bindung
von pFn an die Tumorzellen im FACS klar belegt werden konnte, zeigten die

mikroskopischen Bilder der Lungen keine Hinweise darauf, dass sich die Tumorzellen
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tiber pFn aneinander binden. Zwei Stunden nach Injektion der Tumorzellen konnten bei
den Kontrollmédusen mit pFn keinesfalls mehr Tumorzellaggregate gefunden werden als
in den pFn-Knockoutméusen. In aller Regel waren in beiden Gruppen einzelne
Tumorzellen in den Lungengefien vorhanden. Es kam also in diesem
Metastasenmodell weder mit, noch ohne pFn wihrend des kurzen Transports im

Blutstrom zur Verbindung von Tumorzellen untereinander.

4.4.2 Adhision der Tumorzelle

In dem in dieser Arbeit verwendeten Metastasenmodell treffen die injizierten
Tumorzellen nach der Passage des rechten Herzens auf das Kapillargebiet der Lunge, in
welchem sie dann die Moglichkeit haben, sich anzusiedeln. Der erste Schritt dazu ist
eine erfolgreiche Adhésion, die in drei Abschnitte untergliedert werden soll: Zunéchst
das initiale, mechanische Hangenbleiben der Tumorzelle, gefolgt von einer vorldufigen
Bindung ans Endothel und schlieBlich die feste Adhdsion an Basalmembran und
Bestandteile der EZM. In allen Phasen kann pFn beteiligt sein, was im Folgenden

ausgefiihrt werden soll.

Aufgrund der GroBenunterschiede von Tumorzelle und Kapillare ist davon auszugehen,
dass es in der Lunge zumindest zu einer deutlichen Verlangsamung, wenn nicht zu
einem Steckenbleiben der Tumorzelle kommt. Aus dem regelmiBigen Auftreten von
Metastasen in nachgeschalteten Organen — sowohl beim Menschen, als auch bei
Miusen — ergibt sich aber, dass Tumorzellen in der Lage sein miissen, diese Engstellen
in den Kapillaren lebend zu iiberwinden. Dies kann ihnen zum Beispiel durch
Verinderung der Zellform gelingen.’”” Dabei kann die Fzhigkeit der Tumorzellen, aus
dem Plasma Fibronectin an sich zu binden, eine Rolle spielen. Einerseits vergrofert sich
der Durchmesser einer Tumorzelle mit Fibronectinummantelung, was das
Steckenbleiben in der Kapillare fordert, und andererseits wird zusétzlich die Flexibilitét
der Zelle verringert und damit die Moglichkeit der Passage von Engstellen erschwert.
Aus den durchgefiihrten Pmel-Expressionsanalysen ergibt sich, dass sich in den pFn-
Knockoutm&usen schon zwei Stunden nach Injektion weniger Tumorzellen in der
Lungen befinden als in den Kontrollen, was eindeutig fiir eine erleichterte Passage
durchs Lungenkapillargebiet in Abwesenheit von pFn spricht und damit eine Bedeutung

von pFn flir den initialen Arrest bekriftigt. Als Einschrankung muss erwdhnt werden,
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dass zu diesem Zeitpunkt auch schon andere Auswirkungen eines fehlenden pFn — wie
die Vermittlung spezifischer Bindungen von Tumorzellen an Strukturen der EZM —
auftreten konnen, so dass die einzelnen Effekte nicht genau voneinander getrennt
betrachtet werden konnen. Einen genaueren Aufschluss dariiber, welchen Einfluss eine
eingeschrinkte Flexibilitdt der Tumorzellen durch pFn-Ummantelung hat, konnte man

durch Intravitalmikroskopie der Lunge erhalten.

Nach dem initialen Arrest geht es fiir die Tumorzelle im nichsten Schritt darum, eine
erste Bindung mit dem Endothel einzugehen. Dabei muss zunédchst geklirt werden wie
eine solche Bindung zustande kommt und dann tiberpriift werden, ob dieser Ablauf

durch die Abwesenheit von pFn beeinflusst wird.

Die anatomisch gegebenen Blutabflussrichtungen sind nicht der einzig entscheidende
Faktor fiir das Verteilungsmuster von Metastasen. Bestimmte Organe, abhédngig von der
Tumorart, werden bevorzugt besiedelt. Ein wichtiger Grund fiir diese Organselektivitét
ist die spezifische Bindung von Tumorzellen an Adhésionsmolekiile der Endothelzellen
des jeweiligen Organs. In verschiedenen Modellen konnten eine Reihe solcher
Molekiile identifiziert werden, insbesondere sind hier die Selektine, wie zum Beispiel
L-Selektin (Sell, Lu-ECAM 1), zu nennen.*’" > Die Bedeutung der Selektine wurde
nicht nur fiir das Adhérieren von Leukozyten, sondern auch fiir die Ansiedlung von
Tumorzellen gezeigt.*” Sie werden dafiir auf der Zelloberfliche von Endothelzellen
exprimiert und konnen so an Polysaccharid-Gruppen der Tumorzelloberfldche binden.
Dieser Vorgang lduft primdr ohne eine direkte Beteiligung von pFn ab, kann also
folglich auch nicht durch dessen Abwesenheit beeinflusst werden. In dieser Arbeit
zeigte sich zudem, dass pFn die Adhédsion von Tumorzellen auch nicht auf indirektem
Wege, durch Veridnderung der Expressionsmuster der Selektine, fordert. Dazu wurde
das Expressionssignal von Selp (P-Selektin) als wichtigem Vertreter der Selektine in
beiden Versuchsgruppen im Verlauf untersucht. Es muss hinzugefiigt werden, dass Selp
neben dem Endothel auch auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten vorkommt,
welche ebenfalls in der Situation der adhirierenden Tumorzelle vorhanden sind.*
Jedoch darf deren Einfluss bei den durchgefiihrten RNA-Analysen aufler Acht gelassen
werden, da Thrombozyten als kernlose Zellen keine RNA-Produktion mehr besitzen

und somit nicht auf dullere Gegebenheiten mit einer Steigerung der RNA-Konzentration

106



Plasmatisches Fibronectin ist entscheidend an der Ansiedlung von Tumorzellen beteiligt

reagieren konnen. Bei grofer Varianz der Daten zeigten sich in Bezug auf Selp in den
Lungen der Versuchstiere nach 48 Stunden hdhere Werte in der pFn”-Gruppe
gegeniiber der Kontrolle. Auf Grund der Funktion von Selektinen wiirde das darauf hin
deuten, dass die Tumorzellen in den Tieren ohne pFn besser adhidrieren kénnen. Zu
einer dhnlichen Schlussfolgerung kommt man bei der Expressionsanalyse von Edil3
(auch: Dell), einem endothelialen Faktor, dem im Gegensatz zu den Selektinen anti-
adhisive Eigenschaften zugeschrieben werden.””” Die Messungen zeigten in diesem Fall
eine stidrkere Expression in der Kontrollgruppe. Die Untersuchungen von Selp und
Edil3 wiirden also fiir eine erleichterte Adhdsion in Abwesenheit von pFn sprechen. Das
erscheint jedoch auf Grund der spéter weniger auftretenden Metastasen nicht plausibel.
Wie konnen also die Ergebnisse eingeordnet werden? Es ist eher anzunehmen, dass die
beiden Befunde eine Reaktion des Endothels auf die bereits nach 24 Stunden gréBere
Anzahl vorhandener Tumorzellen in der Kontrollgruppe darstellen. Das heiflt, das
Endothel in der Kontrollgruppe kann auf den gréBeren Schaden durch die vermehrte
Besiedlung durch Tumorzellen mit einem entsprechend stirker ausgeprdgten anti-
adhésiven Expressionsmuster reagieren. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich
auf jeden Fall kein Hinweis darauf, dass pFn seine Metastasen férdernde Wirkung tiber

die Expressionssteigerung von Selp, beziehungsweise Suppression von Edil3 erlangt.

Neben den Selektinen gibt es auf Endothelzellen noch weitere Proteine, die tiiber
Bindung von Oberfldchenmolekiilen eine Adhésion von Tumorzellen bewirken kénnen.
So wirkt zum Beispiel die Dipeptidyl Peptidase 4 (DPP-IV) neben seiner enzymatischen
Funktion auch als Transmembranrezeptor fiir Glykoproteine anderer Zellen. Diese
Eigenschatft ist insofern von besonderem Interesse, da DPP-IV auch in der Lage ist, pFn
zu binden. Zum besseren Verstdndnis dieser Bindung muss zunidchst prinzipiell die
Struktur von pFn erldutert werden. Plasmatisches Fibronectin liegt im Plasma in einer
Konformation vor, bei der die meisten der theoretisch vorhandenen Bindungsstellen,
unter anderem auch die fiir DPP-IV, verborgen bleiben. Dadurch wird eine spontane,
ungewollte Bindung an Endothel, oder auch Thrombozyten und folgend -eine

Thrombosierung von GefiBen verhindert.'®*

Unter gewissen Umstidnden jedoch kann
pFn seine Struktur verdndern und so die verborgenen Bindungsstellen freigeben. Dies
geschieht zum Beispiel durch Verdnderung der lonenkonzentration oder des pH-Wertes

vor Ort."** Es ist anzunehmen, dass es im Falle des Metastasenmodells durch die vom
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Tumorzellembolus verursachte Ischdmie zu einer diesbeziiglichen Abweichung und
damit zur Umformung von pFn kommt. Eine zweite Moglichkeit, die Konformation von
pFn zu dndern, geschieht durch die Einwirkung von mechanischer Kraft. Dies ist bisher
nur fiir cFn gezeigt worden,'” doch es ist anzunehmen, dass auch an einer im GefiB
steckenden Tumorzelle im noch verbliebenen Restfluss des Blutes enorme Scherkrifte
wirken, die die Struktur von pFn mechanisch dndern kénnen. Der wichtigste Weg, die
nicht sichtbaren Kontaktstellen von pFn zugénglich zu machen, liegt in der Bindung
von pFn an andere Strukturen, wie Kollagen, Heparin oder auch Fibronectin auf der
Oberfliche von Tumorzellen.'” %% 2% Durch die Verwendung einer Bindungsstelle
kommt es zur Umgestaltung der rdumlichen Struktur und damit zur Offenlegung zuvor
verborgener Fibronectinanteile. Es kann also davon ausgegangen werden, dass nach
Bindung von pFn an die Tumorzellen andere Bindungsstellen wie zum Beispiel fiir

DPP-1V zuginglich werden.

In Bezug auf DPP-IV spielt die Verfiigbarkeit der Bindungsstellen nun in folgendem
Adhisionsmodell eine Rolle, das von B.U. Pauli et al. entwickelt wurde. 130. 136 pine
Tumorzelle prasentiert wihrend der intravasalen Phase der Metastasierung an seiner
Oberflache selbst produziertes Fibronectin. Aus dem Plasma kommt es zur weiteren
Anheftung von pFn an das schon vorhandene cFn, wodurch pFn seine Struktur
verdndert und so die Bindungsstelle fiir die endotheliale DPP-IV freigibt. DPP-IV, auch
bekannt als CD26, ist ein Transmembranprotein, das unter anderem in
Lungenendothelien vorkommt.'*® Pauli et al. gehen davon aus, dass die hdmatogen
metastasierende Tumorzelle an der DPP-IV der Lungenendothelien adhiriert und
anschlieBend eine Metastase ausbilden kann. Dementsprechend konnten die
Metastasenzahlen in der Lunge nach intravendser Tumorzellinjektion durch Gabe von
Peptiden, die die Bindung von Fn an DPP-IV kompetitiv hemmen, deutlich reduziert

7 Fir diese Arbeit entscheidend ist, dass in dem beschriebenen

werden."*
Adhésionsmodell genau dem pFn eine ausschlaggebende Rolle zukommt. Damit kénnte
ebenfalls die Reduktion der Metastasenzahl bei einem Knockout von pFn erklirt
werden. Die eigenen Ergebnisse und die Charakterisierung von Tumorzellen und
Versuchstieren weisen darauf hin, dass die pFn-vermittelte Adhésion von Tumorzellen
an DPP-IV in dieser Arbeit ebenfalls eine Rolle spielt. Die Analyse des Uberstands der

Tumorzellkultur mittels Western Blot zeigt ein deutliches Signal fiir Fn, das heif3t die
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Tumorzellen konnen  eigenes Fn  produzieren. Zudem  beweisen  die
durchflusszytometrischen Bestimmungen, dass die Tumorzellen die Féhigkeit haben,
aus dem Plasma pFn an sich zu binden, welches dann in gebundener Form die
Bindungsstelle fiir DPP-IV frei geben kann. Aus im Internet verfiigbaren
Genexpressionsprofilen (UniGene Mm.1151) ist ersichtlich, dass sich in Lungen von
Miusen ein Signal fiir DPP-IV findet, das heist DPP-IV kann als vorhanden
angenommen werden. Diese Fakten zusammen genommen liefern eine wichtige
Erklarung, weswegen sich in pFn'/'-Méiusen deutlich weniger Tumorzellen ansiedeln
konnen als in den Kontrollmiusen. Durch das Fehlen von pFn kommt es nicht zu einer
weiteren Anheftung von pFn an die Tumorzelloberflache, wodurch die erste Adhésion
an die Endothelzellen der Lunge {iber DPP-IV erschwert wird. Als Folge der
ausbleibenden Bindung konnen die Tumorzellen leichter von mechanischen Kréften

oder Immunzellen aus der Lunge entfernt werden.

In Analogie zur Leukozytenwanderung stellt die Bindung an Selektine und DPPIV fiir
die wandernden Tumorzellen die erste Form der Interaktion mit dem Endothel dar. Fiir
die feste Adhision spielt dann die Integrin vermittelte Anheftung an subendotheliale
Schichten die entscheidende Rolle. Integrine sind als Heterodimere grundsétzlich aus
einer alpha- und einer beta-Untereinheit aufgebaut und vermitteln Bindungen von
Zellen untereinander und an die EZM. In der EZM konnen bei entsprechender
Zusammensetzung der Integrinuntereinheiten verschiedene Strukturen wie Kollagene,
Heparin, aber selbstverstidndlich auch Fibronectin, in dem Fall zelluldres Fibronectin,
erkannt werden. Die Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten DS5-
Melanomzellen zeigte positive Expressionssignale fiir eine Reihe von Integrinen, unter
anderem fiir a6, a10, av, sowie f1. Von diesen Integrinen kann angenommen werden,
dass sie auf der Tumorzelloberfliche vorhanden sind. Interessanterweise scheint
Integrin a5, welches fiir die Erkennung der RGD-Sequenz von Fibronectin erforderlich
ist, nicht verfligbar zu sein. Doch Fibronectin wird von einer Vielzahl weiterer Integrine
erkannt, beispielsweise auch von dem vorhandenen Integrin avpl.'"! Somit besteht fiir
die Tumorzellen die Moglichkeit, tiber die Integrin vermittelte Bindung an Fibronectin
eine feste Adhidsion an das Lungengewebe zu erlangen. Damit {ibereinstimmend konnte
in einem anderen Modell gezeigt werden, dass sich nach Blockade der Integrinbindung

mit Hilfe von RGD-Peptiden die Zahl der Metastasen reduzieren lieB.'** Fiir diese
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Arbeit entscheidend ist die Frage nach der Bedeutung von plasmatischem Fibronectin
fiir die Tumorzellansiedlung. Die beschriebenen Vorginge der Integrinbindung kénnten
zunédchst auch ohne Beteiligung von pFn ablaufen. Doch pFn kann diese Bindung
unterstiitzen. Plasmatisches Fibronectin kann einerseits an die Tumorzellen binden und
hat andererseits Bindungsstellen fiir fast alle Bestandteile der EZM.'™ 1% Somit ist ein
Einfluss von pFn auf die Stabilisierung der Bindung von Tumorzellen an
subendotheliale Strukturen anzunehmen. Inwiefern dieser Mechanismus in den pFn-
Knockoutméiusen tatsdchlich dazu beitrdgt, die Anzahl an Metastasen zu reduzieren,
miisste in weiteren Versuchen abgeklart werden, die sich damit beschéftigen, ob die
Metastasierung in den Knockoutmiusen durch die Gabe von RGD-Peptiden weiter

zuriickgeht, oder ob das Potential durch die Wegnahme von pFn bereits erschopft ist.

Eine andere Moglichkeit der Tumorzelle, einen festen Halt im Gefd zu erlangen,
besteht in der Abschirmung durch einen stabilen Thrombus. Durch eine induzierte
Blockade von Thrombozyten konnte in einer Vielzahl von Versuchen die Metastasen
fordernde Funktion eines stabilen Thrombus nachgewiesen werden.® ** 2 Dabei sorgt
der Thrombus fiir eine Abschirmung gegeniiber Immunzellen und mechanischen
Kriften des Blutstroms und verschafft der Tumorzelle so mehr Zeit, um aus dem Gefil3
ins Lungengewebe zu invadieren. Plasmatisches Fibronectin ist zum einen ein Ligand
an Thrombozyten und zum anderen in der Lage, Fibrin zu binden,'”* '° weswegen
anzunehmen ist, dass sich pFn in den Thromben ansammelt, die nach
Tumorzellinjektion in der Lunge entstehen. In den eigenen Versuchen konnte das durch
Nachweis eines Anstiegs der Menge des in der Lunge vorhandenen Fibronectins im

Zeitverlauf bestitigt werden, wobei das Ausbleiben des Fibronectinanstiegs in den pFn™

-Méusen beweist, dass es sich um pFn und nicht um cFn handelt.

Die Ausbildung eines Thrombus beginnt mit der Aktivierung von Thrombozyten durch
die Bindung an Strukturen der EZM, welche physiologischerweise nicht aus dem
GefdfBlumen zu erreichen widren und somit einen GefdBschaden signalisieren. Im
Anschluss daran sezernieren die aktivierten Thrombozyten eine Reihe von
prokoagulatorischen Faktoren und prisentieren auf ihren Oberflichen Rezeptoren, an
die Plasmaproteine wie pFn und Fibrinogen gebunden werden konnen. Uber diese

Proteine kann eine Vernetzung und eine Aktivierung weiterer Thrombozyten erreicht
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werden, die in der Folge einen stabilen Thrombus bilden. Plasmatisches Fibronectin ist
also nicht nur in einem Thrombus vorhanden, sondern auch entscheidend an dessen
Stabilisierung beteiligt.'” Versuche mit pFn'/ -Miusen zeigen dabei, dass weniger die
initiale Anheftung der Thrombozyten, sondern mehr die Etablierung beziehungsweise
Aufrechterhaltung eines festen, kompakten Thrombus durch die Abwesenheit von pFn
beeintrichtigt ist.>”® Zu dem gleichen Ergebnis kommen auch Untersuchungen an
Meéusen bei denen Fn nur auf jeweils einem Gen ausgeknockt wurde — so genannte Fn™"
-Méuse —, wo es moglich war, die Stabilitit eines Thrombus durch Infusion von
zusitzlichem pFn wieder auf Normalniveau zu bringen.’”” In den eigenen Messungen
konnte gezeigt werden, dass sich die Anzahl an Tumorzellen in der Lunge schon in den
ersten Stunden bis Tagen durch die Ausschaltung von pFn deutlich reduziert, also zu
der Zeit, in der ein stabiler Thrombus die Tumorzelle umgeben und stabilisieren sollte.
Die beeintrachtige Thrombusbildung in Abwesenheit von pFn scheint die Chancen der

Tumorzelle auf eine erfolgreiche Ansiedlung zu reduzieren.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass es in den pFn'/'-Méiusen tatsdchlich zu weniger einer
geringeren Aktivierung von Thrombozyten kommt, zeigt sich in der geringeren
Expression von Snai2 nach 24 und 48 Stunden. Snai2 ist ein Transkriptionsfaktor, der
durch die Wirkung von Tgf-p vermehrt produziert wird.*'° Beide Faktoren spielen eine
Rolle bei der epidermal-mesenchymalen Transition (EMT), welche die Wanderung von
Tumorzellen begiinstigt. Fiir die Interpretation der Messwerte ist wichtig, dass Tgf-p in
relevanten Mengen von aggregierten Thrombozyten abgegeben wird, weswegen sich im
Umkehrschluss aus einem hohen Snai2-Wert eine hohe Thrombozyten-Aktivitit folgern
lasst. Da die Snai2-Werte in den Tieren ohne pFn niedriger war, deutet das auf eine
geringere Thrombozytenaktivitdt in Abwesenheit von pFn hin. Noch aussagekriftiger
sind aber die mikroskopischen Bilder von Lungenanschnitten zwei Stunden nach
Tumorzellinjektion. In den Kontrollmdusen mit pFn ist deutlich eine Einbettung der
Tumorzellen in einem Netz aus Fibronectin und Erythrozyten zu sehen. Von
Erythrozyten ist auf Grund der GroBe der Zellen, sowie einer ausbleibenden
Kernanfiarbung auszugehen. Zusammen ldsst die beobachtbare Struktur ganz klar auf
einen Thrombus schlieBen. Diese Aggregationen finden sich in den durchgefiihrten
Féarbungen hingegen nicht in den Knockoutméusen, wo die Tumorzellen einzeln und in

der Umgebung frei erscheinen. Offensichtlich kann der Verlust von pFn nicht
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kompensiert werden und fiihrt so zu einem mangelhaften Aufbau eines Thrombus um
die Tumorzelle herum. Diese fehlende Abschirmung ist ein wichtiger Grund fiir die

reduzierte Ansiedlung von Tumorzellen in Abwesenheit von pFn.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass pFn groBen Einfluss auf die Phase der
Metastasierung von der initialen Anheftung der Tumorzelle bis zur Ausbildung einer
stabilen Verbindung zum Lungengewebe hat. Dies konnte mit Hilfe der Ergebnisse
dieser Arbeit eindeutig gezeigt werden. Ob pFn dariiber hinaus auch an den
anschlieBenden Schritten zur Bildung einer manifesten Metastase beteiligt ist, soll im

folgenden Kapitel diskutiert werden.

4.4.3 Intravasales Uberleben und Invasion der Tumorzelle

Gelingt der Tumorzelle eine stabile Anheftung ans Lungenendothel, ist fiir sie die
Voraussetzung geschaffen, in das dahinterliegende Gewebe einzudringen. Dafiir muss
aber zundchst noch das Uberleben im GefdB gesichert werden und der Weg durch

Endothel und EZM durch entsprechende Invasionsfaktoren erleichtert werden.

Ein wichtiger Faktor fiir das Uberleben von Tumorzellen ist das AusmaB der
Immunantwort auf die fremden Zellen. Es gibt Hinweise, dass Fibronectin Einfluss auf
Immunzellen nehmen kann. So konnte eine Stimulation und Aktivierung von CD4"- und

CD8"-T-Zellen durch Fibronectin gezeigt werden.”"'

Dabei handelt es sich jedoch um
zellulédres Fibronectin. Die Frage ist, ob auch pFn Auswirkungen auf die Immunantwort
hat. Tatsache ist, dass es in Abwesenheit von pFn zu einer geringeren Metastasenzahl
kommt. Eine mogliche Hypothese lautet also, dass pFn die Tumorzellen weniger
immunogen macht und sie so vor einer Immunantwort schiitzt. Die Konsequenz wire
eine geringere Infiltration des Lungengewebes durch Abwehrzellen und insgesamt
weniger ablaufende Entziindungsprozesse. Als Hinweis darauf, ob dies zutrifft wurden
hier die Expressionssignale von Markern spezifischer Immunzellen (u.a. CD8a und
Gzma) und unspezifischer Entziindung (u.a. Tnfsfl0 und IL 6b) in den
Versuchsgruppen mit und ohne pFn bestimmt. Insgesamt zeigen Kontroll- und
Knockoutgruppe einen relativ dhnlichen Verlauf, sowohl in Bezug auf unspezifische,
wie auch spezifische Immunantwort. Zwischen den Gruppen ergaben sich keine

einheitlichen Unterschiede. Tendenziell erscheinen die Werte in der Kontrollgruppe,

insbesondere nach 48 Stunden, etwas hoher. In der Kontrollgruppe finden sich aber zu
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diesem Zeitpunkt und auch zehn Tage spiter wesentlich mehr Tumorzellen, was
weitestgehend ausschlie3t, dass in dem hier verwendeten Modell die Immunantwort
eine entscheidende Rolle zur Bekdmpfung der Tumorzellen spielt. Aus den hier
durchgefiihrten Messungen zu Markern des Immunsystems ergeben sich also keine
Hinweise, dass es durch die Ausschaltung von pFn zu einer relevanten Verdanderung der

Immunantwort auf die Tumorzellansiedlung kommt.

Unabhingig vom Immunsystem besteht fiir die Tumorzelle im Gefdll zusitzlich die
Gefahr, auf Grund des fehlenden Kontaktes zu anderen Zellen oder Bestandteilen der
EZM in Apoptose zu gehen. Dieser Vorgang wird anschaulich als Anoikis — die
Vereinsamung — bezeichnet. Normalerweise gehort die Entwicklung einer Resistenz
gegeniiber Anoikis fiir metastasierende Tumorzellen noch vor der Intravasation zu
einem der Schliisselschritte wihrend der Ablosung vom Primirtumor.” In dem hier
verwendeten Modell jedoch werden diese ersten Phasen der Metastasierung durch die
intravenose Injektion der Tumorzellen umgangen, wodurch der fehlende Kontakt der
Tumorzelle im GefdBl zu anderen Zellen, oder Strukturproteinen von Bedeutung sein
konnte. Eines der Molekiile, das iiber die Bindung von Integrinen ein Uberlebenssignal
an die isolierten Tumorzellen weiterleiten kann, ist Fibronectin.'** Wie im letzten
Kapitel ausgefiihrt, ist davon auszugehen, dass neben dem cFn der EZM auch die
plasmatische Variante von Fibronectin am Ort der Tumorzelle mit sdmtlichen
Bindungsstellen zur Verfligung steht. Zudem kann an Hand der Charakterisierung durch
Genexpressionsarrays davon ausgegangen werden, dass die verwendeten DS5-
Melanomzellen Integrinrezeptoren auf der Zelloberfliche exprimieren, die pFn
erkennen konnen. Es lésst sich also die Vermutung aufstellen, dass die Reduzierung der
Tumorzellzahl in den pFn”-Méausen gegeniiber den Kontrollméusen auf mehr Apoptose
in Zusammenhang mit Anoikis zuriickzufiihren ist, da kein pFn mehr fiir eine
Aktivierung von Integrinrezeptoren zur Verfligung steht. Um diese Aussage zu
tiberpriifen, wurden Indikatoren bestimmt, die das Ausmall der Apoptose vor Ort
anzeigen. Nimmt man an, dass in den Lungen der pFn”-Miuse tatsichlich mehr
Tumorzellen apoptotisch absterben, so wiirde man dort auch mehr phagozytierende
Zellen erwarten, welche die toten Tumorzellen abrdumen. Zwei Rezeptoren die von
Phagozyten zur Erkennung apoptotischer Zellen exprimiert werden sind CD36 und

Msr1.2"? Bestimmt man nun die Stirke der Expressionssignale von CD36 und Msrl in
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der Lunge, erhidlt man einen Riickschluss auf die Anzahl vorhandener phagozytierender
Zellen. In den hierzu durchgefiihrten Messungen zeigte die Expression von CD36 und
Msrl nach 48 Stunden beide Male in der Kontrollgruppe, also in der Gruppe mit pFn,
eindeutig hohere Werte. Das heiflit, es kommt in Abwesenheit von pFn zu einer
verringerten Ansammlung phagozytirer Zellen als Hinweis auf verringerte apoptotische
Zellen. Die hoheren Werte in der Kontrollgruppe sind am ehesten damit zu erkldren,
dass zu diesem Zeitpunkt auf Grund der anderen Auswirkungen von pFn schon eine
hohere Anzahl an Tumorzellen in der Lunge vorhanden ist. Von diesen stirbt im
Rahmen der Ansiedlung ein bestimmter Prozentsatz ab, wodurch aber absolut gesehen
mehr Apoptosen in der Kontrollgruppe stattfinden, weil dort insgesamt wesentlich mehr
Tumorzellen vorhanden sind. Zudem verursacht die hohere Tumorlast in der
Kontrollgruppe auch einen gréferen Schaden an Endothelzellen, der ebenfalls zu mehr
Apoptose fiihrt. Insgesamt betrachtet ergeben sich also keine Hinweise darauf, dass es
durch die Ausschaltung von pFn zu einem Uberlebensnachteil der adhirierten
Tumorzelle kommt, weder durch eine vermehrte Immunabwehr, noch durch héufiger

auftretende Anoikis.

Damit sich aus einer einzelnen Tumorzelle im GefdB3 eine manifeste Metastase im
Gewebe entwickeln kann, muss so frith wie moglich der Schritt zur Invasion
tiberwunden werden. Auch fiir diesen Abschnitt der Metastasierung gibt es aus der
Literatur Hinweise, dass pFn daran beteiligt ist. So konnte fiir pFn gezeigt werden, dass
es in-vitro die Invasionsfihigkeit von Tumorzellen verbessern kann;'® bezichungsweise
verschlechterte sie sich durch die Gabe von RGD-Peptiden, welche die
Fibronectinbindungsstellen blockieren konnen.'*" '** In beiden Fillen wurde der Effekt
auf die Integrin-vermittelte Moglichkeit der Tumorzelle, Fibronectin zu binden und sich
so fortzubewegen, zuriickgefiihrt. Welche Bedeutung dieser Mechanismus in-vivo
tatsdchlich hat, ist aus diesen Untersuchungen nicht sicher zu beurteilen. Denn in-vivo
kommen neben den direkten Verbindungen von pFn mit der Tumorzelle auch die
indirekten Einfliisse von pFn auf andere Zellen, wie zum Beispiel Thrombozyten, zum
Tragen. Um diese Frage zu beantworten, muss in diesem Abschnitt zunédchst geklart
werden, wie die Mobilitdt von Tumorzellen iiberhaupt gemessen werden kann und
anschliefend, ob ein Zusammenhang mit pFn besteht. Ein genereller Hinweis auf

mobile, invadierende Tumorzellen ist der Wechsel von einem epithelialen zu einem
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mesenchymalen Erscheinungsbild (EMT). Mit dieser Verdnderung verbinden sich fiir
die Tumorzelle erhohte Chancen, die Endothelbarriere iiberwinden und in die EZM
eindringen zu konnen. Als Expressionsmarker, die eine EMT anzeigen, wurden hier
Snai2 und Vim gewidhlt. Vim scheint insbesondere in Melanomzelllinien mit
hdmatogener Metastasierung iiberexprimiert und folglich mit einer guten Invasion
verbunden zu sein.”"® Sowohl Snai2 als auch Vim sind im Zeitverlauf in den Lungen der
Kontrollmduse hoher vorhanden. Das heiflit, die Abwesenheit von pFn scheint die
Tumorzellen in ihren Moglichkeiten zur Mobilitdt und damit zur Invasion zu
beeintrachtigen. Eine Erkldrung dafiir auf welche Weise pFn diese Wirkung erzielt, ist
die schon beschriebene verringerte Thrombozytenaggregation in den pFn”-Méusen.
Plasmatisches Fibronectin ist fiir die Ausbildung eines stabilen Thrombus notwendig. In
einem solchen finden sich im Vergleich wesentlich mehr aggregierte und aktivierte
Thrombozyten, welche dann unter anderem gespeichertes Tgf-p freigeben.” Fiir Tgf-B
ist gezeigt, dass es als ein Induktor zur EMT vor allem in fortgeschrittenen Stadien einer
Krebserkrankung invasions- und Metastasen fordernd wirkt.*'**'® In dem angewandten
Mausmodell sorgt also pFn indirekt, vermutlich tiber ein vermehrtes Freisetzen von
Tef-B, fiir eine erhohte Mobilitdt der Tumorzellen, wihrend sich die geringere
Thrombozytenaggregation in den pFn”-Mausen als Nachteil fiir die Invasion erweist.
Durch die Bildung eines stabilen Thrombus kann pFn also nicht nur auf die Adhé&sion,

sondern auch auf die Invasion von Tumorzellen einwirken.

Abgesehen von Tgf-f3 haben Thrombozyten noch weitere Faktoren gespeichert die eine
Invasion von Tumorzellen unterstiitzen konnen.””” Dabei findet neben Matrix
degradierenden Enzymen insbesondere das fiir diese Arbeit relevante VEGF-A
Beachtung. So konnte gezeigt werden, dass sich von Thrombozyten abgegebenes
VEGF-A in einem Thrombus ansammelt.’’’ Da pFn entscheidend an einer stabilen
Thrombusbildung beteiligt ist und zudem sogar selbst Bindungsstellen fiir VEGF-A

218. 219 ist anzunehmen, dass sich im Umkreis der Tumorzellen in den pFn™-

besitzt,
Maiusen weniger VEGF-A befindet als in den Kontrollmiusen. VEGF-A wiederum ist
in der Lage, Liicken im Endothel zu schaffen und so die Invasion von Tumorzellen zu
fordern, was den Metastasierungsvorteil der Kontrollméuse gegeniiber den pFn™-
Miusen miterkldren konnte. Um dies zu {iberpriifen, wurden die Mengen an VEGF-A in

Lungenlysaten der Kontroll- und der Knockoutméduse 24 Stunden nach
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Tumorzellinjektion miteinander verglichen. Da hauptsédchlich von einer Ansammlung
und nicht von einer Neuproduktion von VEGF-A ausgegangen wird, wurde die
tatséchlich vorhandene Menge mit ELISA und nicht das Expressionssignal durch PCR-
Analyse bestimmt. Das Ergebnis zeigt allerdings keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Das heifit die Auswirkungen von pFn auf die Menge an lokal
verfligbarem VEGF-A, durch Thrombozyten-Aktivierung und direkte Bindung von
VEGF-A, sind zu gering, um in den ELISA-Messungen sichtbar zu werden. Das erklart
sich unter anderem durch die bestdndige Sekretion von VEGF-A durch Endothelzellen,
wodurch ein relativ hohes Basisniveau erreicht wird und der Beitrag von pFn nicht ins

Gewicht fillt.

Neben den unmittelbar Beteiligten, wie Tumor- oder Endothelzellen, wirken an der
Ausbildung einer metastatischen Nische auch Zellen aus dem Knochenmark (Bone
marrow derived cells; BMDCs) mit, indem sie an den Ort der entstehenden Metastase
einwandern konnen. Dort sorgen sie hauptsdchlich durch Umgestaltung des
umgebenden Gewebes fiir ein besseres Einnisten und ein leichteres Vordringen der
Tumorzelle in das Lungenstroma.””® Von Kaplan et al. wurde beschrieben, dass
BMDCs, in diesem Falle hédmatopoetische Stammzellen (HPCs), iiber den
Fibronectinrezeptor VLA-4 an den Ort der Metastase binden kénnen.’® Es ist dabei
unklar, ob die HPCs unmittelbar an cFn binden koénnen, da es fiir die wandernde Zelle
zundchst hinter der Endothelschicht verborgen ist. Wie schon zuvor in Bezug auf die
wandernden Tumorzellen ausgefiihrt, kann pFn hier als Uberbriickungsmolekiil die
Adhésion unterstiitzen. Es wurde dementsprechend in dieser Arbeit untersucht, ob sich
ein Knockout von pFn auf die BMDCs am Ort der Metastasenbildung auswirkt. Dazu
wurden in den Lungen der Versuchstiere Expressionsanalysen von Genen durchgefiihrt,
die von BMDCs konstant exprimiert werden und somit das Vorhandensein von BMDCs
anzeigen. Als solche Gene wurden hier Kit und Cxcr4 gewihlt. Durch die geringeren
Expressionssignale beider Marker in der Knockoutgruppe ldsst sich ableiten, dass ohne
pFn weniger BMDCs in der Lunge auftauchen. Die Frage ist, wie pFn die Menge an
BMDCs vor Ort beeinflussen kann. Dafiir kommt zunédchst der beschriebene
Mechanismus der direkten Bindung der BMDCs an Fibronectin in Frage. Fehlt pFn
konnen die BMDCs schlechter am Ort der Metastase adhérieren und sind somit

insgesamt nur in geringerer Zahl vorhanden. Eine weitere Einwirkung von pFn auf
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BMDCs kann durch die verstirkte Aktivierung von Thrombozyten geschehen.
Aggregierte Thrombozyten setzen neben vielen anderen Faktoren auch CXCL12 in
relevanten Mengen frei.”’ CXCL12 ist ein Ligand fiir CXCR4 und so sorgt ein groBes
Angebot an CXCL12 aus den Thrombozyten fiir eine Chemoattraktion von CXCR4-
positiven BMDCs.

Neben den beschriebenen Mechanismen beeinflusst der Knockout von pFn die Anzahl
von BMDCs auch indirekt, und zwar dadurch, dass ohne pFn aus den bereits benannten
Griinden insgesamt weniger Tumorzellen iiberleben. Tumorzellen selber konnen
CXCL12 sekretieren, weshalb es bei weniger Tumorzellen auch zu weniger CXCL12-
Produktion kommen wird. Das fiihrt schlielich zu einer geringeren Zahl an BMDCs in
der Lunge. Fiir die Richtigkeit dieser Annahme spricht das geringere Expressionssignal
von Cxcll2 in den Lungen der pFn'/ -Mduse 24 und 48 Stunden nach
Tumorzellinjektion. Es bleibt somit festzuhalten, dass sich die Ausschaltung von pFn

auch auf die Anzahl von BMDCs am Ort der entstechenden Metastase auswirkt.

Abgesehen von der Anzahl der BMDC:s ist vor allem deren Aktivitét fiir die Férderung
der Metastasenbildung von Bedeutung. Als Haupteffektoren der BMDCs gelten dabei
MMPs; vor allem MMP9 wird mit der Bildung einer metastatischen Nische in
Zusammenhang gebracht.®® Um zu iiberpriifen, ob pFn hierauf einen Einfluss hat,
wurden als indirekte Marker fiir die Aktivitdt von BMDCs die Expressionssignale von
Mmp9 und Mmp2 in pFn-Knockout- und Kontrollmdusen nach Injektion von
Tumorzellen gemessen. Dabei konnte bei Mmp9 keine Differenz zwischen den Gruppen
festgestellt werden. Dagegen ergibt sich bei Mmp2 geringere Expressionswerte in der
Knockoutgruppe, was auf eine geringere Zahl aktiver BMDCs in der Knockoutgruppe
hinweisen wiirde. In der Zusammenschau beider Messungen muss aber festgehalten
werden, dass sich kein klarer Beleg dafiir finden ldsst, dass pFn einen wesentlichen

Einfluss auf die Aktivitit von BMDCs hat.

Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel deutlich, dass pFn neben seiner Bedeutung
fiir eine erfolgreiche Adhidsion auch an der Invasion einer Tumorzelle beteiligt ist.
Wiéhrend dabei die Rolle der BMDCs auf Grund der uneinheitlichen Expressionsmuster

der Mmps noch weiterer Untersuchungen bedarf, scheint sich vor allem der Einfluss
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von pFn auf die Thrombozytenaggregation positiv auf den Fortschritt der Tumorzelle

zur Entwicklung einer Metastase auszuwirken.

In den vorangegangenen Kapiteln wurde jeweils diskutiert, inwieweit pFn an den
einzelnen Abschnitten der Metastasierung, vom Transport der Tumorzelle im Blutstrom
bis zur Invasion ins Lungengewebe, beteiligt ist. Um die Vielzahl der gewonnenen
Informationen nun noch einmal in einen Gesamtzusammenhang zu bringen — auch im
Hinblick auf die zuvor diskutierten Faktoren VEGF-A und PIGF —, soll im folgenden
Kapitel ein abschlieBender Uberblick iiber den Ablauf der himatogenen Metastasierung

erfolgen, wie er sich aus den hier gewonnenen Erkenntnissen ergibt.

4.5 AbschlieBender Uberblick

Metastasierung ist ein Prozess, der sich in mehrere Phasen — von der Loslésung am
Primértumor bis zur Angiogenese im entfernten Organ — unterteilen ldsst. In dieser
Arbeit wurde dabei nur ein ganz bestimmter Abschnitt betrachtet und zwar der Zeitraum
vom Eintritt der Tumorzelle ins Gefiéllsystem bis zu dem Punkt, an dem sie es schafft,
das GefdB an einer anderen Stelle wieder zu verlassen. Wie aber hat man sich die
dazwischen ablaufenden Vorgéinge vorzustellen? Ein gutes Bild davon konnen
intravitalmikroskopische Betrachtungen liefern. Besonders aufschlussreich sind dabei
die Ergebnisse von Kienast et al., die den Verlauf einzelner Tumorzellen iiber Wochen

beobachten konnten.??!

Dort wurde zwar die Ansiedlung von Tumorzellen im Gehirn
untersucht, doch die grundsétzlichen Prinzipien lassen sich auch auf die Situation in der

Lunge iibertragen.

Unter anderem wurde festgestellt, dass der initiale Arrest der Tumorzelle ausschlie3lich
in Gefdfen mit einem gleichen Durchmesser wie der Tumorzelle stattfindet, also auf ein
mechanisches Steckenbleiben zuriickzufiihren ist. Allerdings schaffen es nur circa 10 %
der beobachteten Zellen, mehr als 60 Sekunden an dieser Stelle im Gefill zu verbleiben,
die anderen werden vom Blutfluss weitertransportiert. Es ist aber anzunehmen, dass es
im weiteren Blutfluss noch hdufiger zu Phasen kommt, in denen die Tumorzelle
stillsteht. Mit einem Durchmesser von circa 20 pm wird die Tumorzelle zwangsléaufig in
einer Kapillare mit 3 — 8§ um Durchmesser zumindest kurzfristig hédngenbleiben. Aus

dem organspezifischen Auftreten von Metastasen weill man aber, dass Tumorzellen in
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der Lage sein miissen, ein Kapillargebiet auch unbeschadet durchlaufen zu konnen.
Vermutlich gelingt ihnen dies durch Anderung der Zellform, wenn sie dem andauernden
Druck des Blutstroms lang genug ausgesetzt sind. Das wiirde auch mit den
Beobachtungen von Kienast et al. {ibereinstimmen, dass Tumorzellen sich bis 48
Stunden nach initialem Arrest noch von ihrer Stelle 16sen und wieder in die Zirkulation
tibergehen konnen. Das bedeutet, neben der rein durch die GréBenverhéltnisse
vermittelten ersten Anheftung muss die Tumorzelle fiir einen dauerhaften Verbleib im

Gefdl weitere Bindungen eingehen.

In dem in dieser Arbeit verwendeten Metastasenmodell kommen die Tumorzellen direkt
in das Gefdfsystem, umgeben sich wihrend des Transports mit einem pFn-Mantel und
landen nur kurze Zeit spéter in den Arteriolen und Kapillaren der Lunge, wo sie auf ein
unvorbereitetes, also intaktes Endothel treffen. Das heil3t, als unmittelbarer
Bindungspartner kommt fiir die Tumorzelle primdr das Endothel mit seinen
Adhésionsmolekiilen in Frage. Interessanterweise ist nun genau das Expressionsmuster
dieser Adhésionsmolekiile organspezifisch ausgeprdgt und damit immer nur fiir
bestimmte Tumorzellarten passend, was eine gute Erkldrung liefert, warum manche
Tumorarten bevorzugt in bestimmte Organe metastasieren. Einer der Rezeptoren, der in
der Lunge exprimiert wird und fiir eine Adhédsion sorgen kann, ist DPP-IV. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass die Tumorzelle mit pFn auf der
Zelloberflache iiber die Vermittlung von DPP-IV an das Endothel binden kann. In
dieser Situation steckt die Tumorzelle dann in einem Gefdll, das sie fast komplett
ausfiillt, und durch die Bindung ans Endothel nicht einfach von den Kriften des
Blutflusses durch die Kapillare gedriickt werden kann. Folge dieser Tumorzellembolie
ist eine Stase des Blutflusses, wodurch es zur Aktivierung von Thrombozyten an der
Tumorzelloberfliche und damit zur Thrombusbildung um die Tumorzelle herum
kommen kann. Durch die Abschirmung mit einem Thrombus erhilt die Tumorzelle
einen Schutz gegeniiber schadigenden Kréften, wie zum Beispiel dem Blutstrom, und
somit bessere Chancen zur Ansiedlung. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
pFn sowohl an der Adhédsion ans Endothel, als auch an der Bildung eines stabilen
Thrombus ganz entscheidend beteiligt ist. Durch die Ausschaltung von pFn konnte die
Anzahl der Tumorzellen in der Lunge schon in den ersten zwei Stunden, also genau

wihrend der Zeit, in der die Adhésion ablduft, signifikant reduziert werden. Da sich
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gleichzeitig keine Hinweise auf eine vermehrte Immunantwort oder eine héhere Zahl an
apoptotischen Zellen finden lieBen, ist davon auszugehen, dass die Tumorzellen ohne
pFn schlechter adhdrieren konnten und vermehrt aus der Lunge wegtransportiert

wurden.

Ein Aspekt, der in diesem Zusammenhang beachtet werden muss, ist die Frage, ob dann
nicht bei den pFn”-Miusen in anderen Organen umso mehr Tumorzellen gefunden
werden miissten. Die Messungen der Pmel-Expression, als Indikator fiir DS5-
Melanomzellen, in Leber, Milz und Niere 24 Stunden und zwolf Tage nach
Tumorzellinjektion zeigen jedoch zwischen Knockout- und Kontrollgruppe keine
Unterschiede in der Anzahl vorhandener Tumorzellen. Es kommt also trotz des
schlechteren Adhérierens in der Lunge nicht zu einer vermehrten Ansiedlung von
Tumorzellen in anderen Organen. Dies ist am ehesten dadurch zu erkldren, dass es zwar
durch die aus der Lunge rezirkulierenden Tumorzellen zu einem erhShten
Tumorzellangebot in anderen Organen kommt, doch dort gelten ebenfalls die Nachteile
eines fehlenden pFn, wodurch es insgesamt zu keiner gesteigerten Metastasenbildung

kommt.

Schafft es die Tumorzelle, in einem Gefdll der Lunge zu verbleiben, hat sich also mit
Hilfe von pFn eine stabile Adhésion der Tumorzelle ans Endothel ergeben, so besteht
der néchste Schritt in der Extravasation, beziehungsweise dem FEindringen ins
Lungengewebe. Kienast et al. haben fiir Melanomzellen gezeigt, dass diese Vorgidnge
innerhalb der ersten drei Tage nach Arrest im Gefdl} stattfinden miissen, damit sich
spéter eine manifeste Metastase entwickeln kann. Das heif3t, den Tumorzellen bleibt nur
ein begrenztes Zeitfenster, um die Endothelbarriere zu tiberwinden. Hierbei konnen die
beiden von Tumorzellen produzierten Wachstumsfaktoren VEGF-A und PIGF eine
entscheidende Rolle spielen. Der Permeabilititsfaktor VEGF-A ist in der Lage, Liicken
in der Endothelzellschicht zu schaffen, wodurch die Basalmembran und Bestandteile
der EZM fiir die Tumorzelle ,,sichtbar” werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
welche enorme Bedeutung PIGF dabei fiir die Wirkung von VEGF-A hat, indem es das
VEGF-A-Signal verstirkt. Bei Ausschaltung von VEGF-A kommt es {iber die
Mehrproduktion von PIGF zu einer Gegenregulation der Tumorzelle. Die Wegnahme

von PIGF jedoch kann nicht kompensiert werden und fithrt so zu einer drastischen
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AbschlieBender Uberblick

Reduzierung der Metastasen. Die iiber VEGF-A beziehungsweise PIGF vermittelte
Permeabilitdt des Endothels bietet der Tumorzelle zunidchst den Vorteil, eine
Integrinbindung mit der EZM des Lungengewebes eingehen zu konnen, was im

222
Zusammen

Vergleich zu einer Bindung an Endothelzellen als wesentlicher fester gilt.
mit dem Thrombus reicht die Anheftung ans Endothel in den ersten Stunden bis Tagen
aus, doch wenn der Thrombus beginnt, sich wieder aufzul6sen — nach circa 24 Stunden
— ist eine feste Adhidsion durch Integrine auf der Zelloberfldche fiir den weiteren Halt
notwendig. Dementsprechend ergaben sich in dieser Arbeit Hinweise, dass sich die
Ausschaltung von VEGF-A und PIGF bereits nach 48 Stunden in einer verringerten

Anzahl an Tumorzellen in der Lunge duf3ert.

Ein weiterer Vorteil des Zugangs zur EZM besteht fiir die Tumorzelle natiirlich in der
direkten Moglichkeit zur Invasion. Mit Hilfe von MMPs kann das umgebende Gewebe
so neuorganisiert werden, dass ein Vordringen der Tumorzelle moglich ist.
Unterstiitzend koénnen dabei zum Beispiel BMDCs wirken, die an den Ort der
entstehenden Metastase wandern und MMPs produzieren. In dieser Arbeit ergaben sich
Hinweise, dass in den Lungen von pFn”-Miusen nach Tumorzellinjektion weniger
solcher Zellen vorhanden sind. Einerseits kann pFn die Adhdsion von BMDCs, dhnlich
wie die von Tumorzellen, férdern, andererseits fiihrt aber auch allein die prinzipielle
Reduktion der Tumorzellzahl in den Knockoutméiusen zu weniger Ausschiittung von
Botenstoffen, wie CXCL12, und damit zu einer verminderten Attraktion von BMDCs.

Welche der beiden Griinde dabei {iberwiegt bedarf noch weiterer Untersuchungen.

Leichter fillt die Interpretation beziiglich der Immunreaktion auf die Tumorzellen.
Wihrend das Vorhandensein von pFn darauf keinen Einfluss zu haben scheint, deuten
die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass eine Ausschaltung von VEGF-A und PIGF
zu einer stirkeren Immunantwort des Korpers fithrt. Somit erlangen die Tumorzellen
durch Abgabe dieser Faktoren einen weiteren Uberlebensvorteil auf dem Weg zu einer

Metastase.

Gelingt der Tumorzelle nach der Adhésion und der Abwehr der Immunantwort auch die
Auswanderung aus dem Gef#l, beginnt ein neuer Abschnitt der Metastasierung, in dem
hauptsédchlich die Sicherung einer ausreichenden Sauerstoffversorgung fiir die

proliferierenden Tumorzellen im Mittelpunkt steht. Interessanterweise konnte von
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Diskussion

Kienast et al. gezeigt werden, dass die Tumorzellen nach dem Verlassen des Gefidlies
zundchst streng perivaskuldr bleiben, sich sogar entlang von bestehenden Gefdlen
ausbreiten. Dieser Vorgang wird im Gegensatz zur Angiogenese als ,,cooption®
bezeichnet. Der Einfluss von pFn als im Plasma vorkommender Faktor wird dabei
gering bleiben, ganz im Gegensatz zu VEGF-A und PIGF, die als Angiogenesefaktoren
weiterhin den Verlauf der Tumorzellen mit bestimmen werden. Diese weiteren Schritte
zu untersuchen, war jedoch nicht die Fragestellung dieser Arbeit. Hier sollte es
ausschlieflich um die Schritte der Metastasierung vor Notwendigwerden -einer

Angiogenese gehen.

AbschlieBend sollte die Frage gestellt werden, welche klinische Relevanz die hier
gewonnenen Erkenntnisse haben konnen. In Bezug auf eine Anti-VEGF-A-Therapie
wurde schon gesagt, dass insbesondere die Kompensationsmechanismen tiber den
Anstieg von PIGF genauerer Abkliarung bediirfen. Moglicherweise konnen die bisher
unbefriedigenden Ergebnisse — gerade auch in Bezug auf Metastasen — durch eine duale
Blockierung von VEGF-A plus PIGF verbessert werden. Hierzu gibt es bereits erste
Medikamente, wie zum Beispiel Aflibercept, die fiir fortgeschrittene

d.223

Tumorerkrankungen zugelassen sin Deren langfristige Bedeutung in der

Krebstherapie kann aber derzeit noch nicht sicher beurteilt werden.

Wie aber sind die Ergebnisse in Bezug auf pFn zu bewerten? Das in dieser Arbeit
verwendete Modell eines Knockouts ist selbstverstindlich nicht auf eine klinische
Situation {ibertragbar. Therapeutische Optionen bestiinden zum einen in einer
kompetitiven Hemmung, wie es durch RGD-Peptide im Mausmodell und auch in bei

224 zum anderen in einer

bestimmten Tumorarten in klinischen Studien gezeigt wurde,
funktionalen Blockierung. Dafiir miisste ein Molekiil gefunden werden, das durch die
Bindung an pFn eine ordnungsgeméBe Entfaltung und damit die Funktionstéhigkeit von
pFn verhindert. Daneben sind aber auch diagnostische Einsatzmoglichkeiten von pFn
denkbar. Es konnte hier sowohl durch Western Blot als auch durch mikroskopische
Auswertungen gezeigt werden, dass sich pFn gezielt um metastasierende Tumorzellen
ansammelt. Durch Verabreichung von markiertem pFn, zum Beispiel Positronen

emittierend, konnten mit Hilfe von PET schon frithe Stadien der Tumorzellansiedlung

in fremden Organen detektiert und dadurch die Therapieoptionen verbessert werden.
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AbschlieBender Uberblick

Diese Uberlegungen sind noch vorausgreifend, sollen aber deutlich machen, welches
Potential zur Verbesserung der Metastasentherapie in dem Ergebnis dieser Arbeit liegt,

dass pFn ganz entscheidend an der Ausbildung einer metastatischen Nische beteiligt ist.
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S Zusammenfassung

Die Bildung von Metastasen ist ein komplexer Prozess, bei dem in jedem der
nacheinander ablaufenden Schritte ganz spezielle Anforderungen an die Tumorzellen
gestellt werden, um zu {iberleben und letztendlich zu einer Tochtergeschwulst wachsen
zu konnen. In der Phase der Ansiedlung, im Anschluss an die hdmatogene Streuung,
kommt es fiir die Tumorzelle zunéchst auf eine erfolgreiche Adhésion an das Endothel
des Zielorgans und dann auf ein Verlassen des Blutgefifles an. Zwei Faktoren, die auf
Grund ihrer Eigenschaften als Adhisions- beziehungsweise Permeabilititsfaktoren
hierbei eine wichtige Rolle spielen konnen, sind das plasmatische Fibronectin und die
Wachstumsfaktoren VEGF-A und PIGF. Es wurde deshalb in dieser Arbeit untersucht,
welche Auswirkungen die Blockade dieser Faktoren auf das Uberleben metastasierender

Tumorzellen hat.

Es wurde hierfiir ein Metastasenmodell mit D5-Melanomzellen und C57-Bl6-Mausen
verwendet. Zwolf Tage nach intravendser Injektion der Zellen wurden die Tiere getotet
und die entnommenen Organe, allen voran die Lunge als erstem Organ im vendsen
Abfluss, untersucht. Es wurden unter anderem die sichtbaren Metastasen gezihlt,
histologische Féarbungen durchgefiihrt und mit Hilfe von RNA-Isolierung und RT-PCR
die RNA-Expressionsmuster analysiert. Um die Fragen zu VEGF-A beziehungsweise
PIGF zu beantworten, wurde die Produktion dieser Faktoren in den Tumorzellen mit
Hilfe von siRNA unterdriickt. Fiir die Versuche zu pFn wurden transgene, konditionelle

Fn-K.0.-Méuse verwendet, wodurch eine Ausschaltung von pFn erreicht werden konnte.

Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade der VEGF-A-Produktion in den
Tumorzellen zu einer signifikanten Reduktion der Metastasenzahl in der Lunge fiihrt.
Dabei zeigte sich keine vermehrte Ansiedlung von Tumorzellen in nachgeschalteten
Organen. Da bei der Blockade von VEGF-A in-vitro ein deutlicher Anstieg der PIGF-
Sekretion gesehen wurde und PIGF dhnliche Eigenschaften wie VEGF-A zugeschrieben
werden, wurde in einem weiteren Versuch die Produktion von PIGF mit siRNA
unterdriickt. Dadurch wurde eine noch deutlichere Reduktion der Metastasen erreicht,
die auch durch eine gleichzeitige Blockade von VEGF-A und PIGF nicht weiter

gesteigert werden konnte. Wie kann nun die Metastasen férdernde Wirkung von VEGF-
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Zusammenfassung

A bzw. PIGF erklart werden? In Bezug auf die Vitalitdt und die Proliferation der
Tumorzellen wurden keine Unterschiede gefunden. Da beide Faktoren von den
Tumorzellen produziert werden, ist von einem lokalen Effekt auszugehen. Zudem
ergaben sich in dieser Arbeit Hinweise, dass sich das Fehlen der Faktoren schon
innerhalb der ersten 48 Stunden nach Injektion auswirkt, also wihrend der Phase der
Adhision. Am ehesten scheinen die Permeabilitdtsfaktoren VEGF-A und PIGF dabei
die Interaktion der Tumorzelle mit dem Endothel entscheidend zu beeinflussen. Durch
die geschaffenen Endothelliicken gelingt der Tumorzelle eine bessere Adhédsion und

schlieBlich die Extravasation.

Da fiir VEGF-A ein Zusammenhang mit der Ansammlung von Fibronectin (Fn) bei der
Bildung einer metastatischen Nische diskutiert wird, wurde hier die Rolle von Fn im
Rahmen der Metastasierung untersucht. Fibronectin existiert in zwei Varianten, als
zelluldres Fn (cFn) und als plasmatisches Fn (pFn). Da cFn fiir die ankommende
Tumorzelle zunichst hinter der Endothelschicht verborgen ist, wurde hier pFn
untersucht. Durch Verwendung von K.o.-Méusen konnte gezeigt werden, dass sich die
Anzahl der Metastasen in Abwesenheit von pFn um ca. 80 % reduziert. Durch RNA-
Analyse wurde festgestellt, dass die Tumorzellen ohne pFn bereits in den ersten 48
Stunden einen signifikanten Uberlebensnachteil haben. Als Ursachen hierfiir ergab sich
zum einen die mangelhafte Ausbildung eines Thrombus, der die Tumorzelle vor
mechanischen Kriften und der Immunabwehr abschirmt. Zum anderen wurde im FACS
nachgewiesen, dass die Tumorzellen normalerweise in der Lage sind, pFn an sich zu
binden, wodurch eine Adhédsion an spezifische (sub-)endotheliale Strukturen ermdglicht

wird.

In dieser Arbeit konnte eindeutig der Einfluss von VEGF-A/PIGF und pFn auf die
Tumorzellansiedlung gezeigt werden. Fiir VEGF-A bedeutet dies, dass es nicht erst im
Rahmen der Angiogenese, sondern auch schon in fritheren Phasen von Bedeutung ist.
Nach den hier gewonnenen Erkenntnissen sollte eine gegen VEGF-A gerichtete
Therapie zudem auf PIGF ausgedehnt werden, um einer Ersatzaktivierung vorzubeugen.
In Bezug auf pFn wurde hier das Potential zur Reduktion der Metastasen gezeigt, so
dass eine therapeutische Blockade von pFn, zum Beispiel durch RGD-Peptide, sehr

aussichtsreich scheint.
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7 Anhang

7.1 Liste der verwendeten Materialien

Verwendete Materialien Hersteller

Agarose LE, Analytical Grade

Albumin bovine serum, Fraktion V

(Approx. 99 %)
Alexa 488 anti-goat

Alexa 488 anti-rabbit

Alexa 546 anti-mouse
Aminohexansdure, 6-Aminocaproc acid
Antifading

Mounting Medium,

Immmunoselect

Anti-Rabbit IgG, HRP-linked Antibody
B16 D5 murine Melanomzellen

BD Falcon Tubes

BioPhotometer

Blotting Grade Blocker, Non-fat Dry Milk

Blotting-Apparat, 2117 Multiphor I

Electrophoresis Unit

C57 /Bl 6 Maus
CellTracker™ Red CMPTX
Centrifuge 5415 R

Digital
(Western Blot)

Camera, Orca-ER, (C4742-80

Promega Corp.

SAFC

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Sigma

Dianova

Cell Signaling Tchnology
B. Fox, Portland USA
Bioscience

Eppendorf

Bio-RAD

LKB Bromma

Charles River, Sulzfeld
Invitrogen
Eppendorf

Hamamatsu Photonics

GmbH

Deutschland
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Verwendete Materialien Hersteller

DMDC-Wasser (RNasen frei)

DNA Isolation Kit, nexttec Genomic
DNA Thermal Cycler 480
dNTP-Mix (jeweils 10 mM)
Donkey Serum, Normal

Dunkelkammer, Aequoria Dark Box

Easy Reader EAR 400 AT

EDTA, Titriplex III

FACSort

Filterpapier

First-Strand-Puffer (5x)

FN H/H Maus

Gelkammer (RNA- und DNA-Analysen)

Gelkammer (Western Blot), 2050 Midget
Electrophoretic Unit

GelRed

Hepes, Pufferqualitét
Hoechst 33342
Imagel 1.40g
Ketavet
Lipofectamine 2000

Loading-Puffer (Western Blot), Roti-Load

1 protein loading buffer (4x concentrated)

Braun

Biozym

Perkin Elmar

Eppendorf

Jackson Immuno Research

Deutschland

Hamamatsu Photonics

GmbH

SLT — Labinstruments, Austria
Merck

Becton Dickinson

Whatman

Gibco BRL

R. Féssler, MPI Martinsried
MWG - Biotech

LKB Bromma

Biotium Inc.

AppliChem

Hoechst AG

National Institutes of Health, USA
Pfizer

Invitrogen

Carl Roth GmbH & Co. KG
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Liste der verwendeten Materialien

Verwendete Materialien Hersteller

MassRuler (6x) Loading Dye Solution

MassRuler Express DNA Ladder, LR
Forward (28 ng/ul)

MgCl, (50 mM)

M-MLV-Reverse
U/ul)

Transkriptase (200

Natronlauge

Nitrocellulose Transfer Membran, Protran
NucleoSpin RNA II Mini

Oligo p(dT);s— Primer (45 uM)

Page Ruler Prestained Protein Ladder
(Marker Western Blot)

PCR — Puffer (10x)
poly(dI-dC)
Polyacrylamid Mini Gels (10% Gel)
Quantikine Mouse PIGF-2
Quantikine Mouse VEGF
Rb-x-Ms Fibronectin
RNAlater

RNAse Free
RNAse-Inhibitor (30 U/ul)
RoboCycler Gradient 40
Rompun

RPMI 1640

Fermentas

Fermentas

PAN — Systems GmbH

Gibco BRL

Merck

BioScience
Machery — NAGEL
Boehringer

Fermentas

PAN — Systems GmbH
Sigma-Aldrich
Pierce

R&D Systems
R&D Systems
Millipore
Sigma
BioLogical
Eppendorf
Stratagene
Bayer

Lonza
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Verwendete Materialien Hersteller

Salzsdure Merck
SDS Serva
Sentrix Mouse-6 Expressions Beadchip [Mlumina, San Diego
SigmaPlot 10.0 Systat Software, Inc.
SigmaStat 2.0 Systat Software, Inc.

TAE: 2 M Tris-Acetat, 0,05 M EDTA, pH | Eppendorf

8.3

Taq — DNA — Polymerase (5 U/ul) PAN — Systems GmbH

Tris, Trizma Base Sigma

Triton, X-100, SigmaUltra Sigma

Tween 20 Sigma-Aldrich

Wasabi version 1.5 Hamamatsu  Photonics  Deutschland
GmbH

West Femto Trial Kit, SuperSignal Thermo Scientific

a-Fibronectin, Anti-Fibronectin | DakoCytomation

Polyclonal Antibody

o-Melanoma, Monoclonal Mouse Anti- | Dako

Human Melanoma

a-VEGF, Purified Polyclonal Goat 1gG R&D Systems

Tab. 7-1

7.2 Abkiirzungsverzeichnis

Bei Abkiirzungen die sich auf ein Gen beziehen wird bei der Maus in der Regel der
erste Buchstabe grof3, die restlichen klein geschrieben. Abkiirzungen von Proteinen

werden durchweg in GroB3buchstaben geschrieben.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung

12(S)-HETE
Actb
Ang2
BMDC
bp
Casp3
CD36
CD8a
cDNA
ckFn
Crp
Cxcll12
Cxcr4
DNA
DPP-1V
Edil3
ELISA
EMT
EZM
FACS
FITC
Fn

Gapdh

Vollstindiger Name
12(S)-Hydroxyeicosatetraenoic acid
Actin beta

Angiogenin, ribonuclease A family, member 2
Bone marrow derived cell
Basenpaare

Caspase 3

Cluster of differentiation 36

Cluster of differentiation 8 antigen
Complementary DNA

Zellulédres Fibronectin

C-reactive protein

Chemokine (C-X-C motif) ligand 12
C-X-C chemokine receptor type 4
Desoxyribonukleinsdure
Dipeptidylpeptidase IV

EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3
Enzyme linked immunosorbent assay
Epithelial-mesenchymale Transition
Extrazelluldre Matrix

Fluorescence activated cell sorting
Fluorescein isothiocyanate
Fibronectin

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
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Abkiirzung

Vollstindiger Name

Gzma
Gzmk
Hif-1a
HPC

11-1

I-1B
iNos

ip

Itga [**]
Itgb [**]
v

K.o.

Kit
KIrK1
Lox
MMP[**]
Mmp[**]
mRNA
Msrl

NF«B

Nrp[**]
PCR

Pdgf

Granzyme a

Granzyme k

Hypoxia inducable factor 1 alpha

Haematopoietic progenitor cell

Interleukin 1

Interleukin 1 beta

Inducible Nitric oxide synthase

Intraperitoneal

Integrin alpha [entsprechende Nummer]

Integrin beta [entsprechende Nummer]

Intravends

Knockout

Kit oncogene

Killer cell lectin-like receptor subfamily K member 1
Lysyl oxidase

Matrixmetalloproteinase [entsprechende Nummer] (Protein)
Matrixmetalloproteinase [entsprechende Nummer] (Gen)
Messenger RNA

Macrophage scavenger receptor 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

cells 1
Neuropillin [1 oder 2]
Polymerasekettenreaktion

Platelet derived growth factor
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung

Vollstindiger Name

PET
pFn
pF n”"
Pgf
Plau

Plaur

PIGF
PIGF-Gruppe
Pmell7

Prfl

Ptx3

RGD

RipK3

RNA

Selp

siRNA/ [*#]

Snai2
sVEGFR
TAM
Tef-B
Tie2
Tlr4

Tnfsf10

Positronen-Emissions-Tomographie

Plasmatisches Fibronectin

Knockout fiir plasmatisches Fibronectin

Placenta growth factor (Gen)

Urokinase-type plasminogen activator
Urokinase-type plasminogen activator receptor
Placenta growth factor (Protein)

Gruppe mit siRNA/PIGF-transfizierten Tumorzellen
Melanocyte protein 17

Perforin 1

Pentraxin related gene 3

Aminosduresequenz: Arginin-Glycin-Aspariginsdure
Receptor interacting protein kinase 3
Ribonukleinsdure

Selectine, platelet

Small interfering ribonucleic acid / [gegen die Produktion des

hier genannten Proteins gerichtet]

Snail homolog 2 (Drosophila)

Loslicher VEGFR

Tumor-assoziierte Makrophagen
Transforming growth factor beta
Endothelial-specific receptor tyrosine kinase
Toll-like receptor 4

Tumor necrosis factor superfamily member 10
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Abkiirzung

Vollstindiger Name

Tnfo
VCAM-1
Vegf[**]
VEGF-[**]

VEGF-A-Gruppe

Tumor necrosis factor alpha

Vascular cell adhesion molecule 1

Vascular endothelial growth factor [a-d] (Gen)
Vascular endothelial growth factor [a-d] (Protein)

Gruppe mit siRNA/VEGF-A-transfizierten Tumorzellen

Vegflnh VEGF-A — Inhibitoren

Vegfr[**] Vascular endothelial growth factor receptor [1 oder 2] (Gen)
VEGFRI1 Vascular endothelial growth factor receptor 1 / Flt-1
VEGFR2 Vasculare endothelial factor receptor 2 / Flk-1

Vim Vimentin

VLA-4 Very late antigen 4

WB Western Blot

Tab. 7-2
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7.5 Primersequenzen

Gen Sense 5°— 3’ Antisense 5’— 3’ T: °C bp

Actb GGACTCCTATGTGGGTGACGAGG GGGAGAGCATAGCCCTCGTAGAT 64 366
Ang? CAGCGAGCAGCTACAGTCCATG GCTCTTGGAGTTGGGTCATGAC 54 202
Casp3 CATTTATGGGACAAATGGGCCT GCATACAGGAAGTCAGCCTCCA 60 210
CD36 CAGCCCAATGGAGCCATC CAGCGTAGATAGACCTGC 56 487
CD8a GATGCTCTTGGCTCTTCCAG CAGCACTGGCTTGGTAGTAG 54 290
Crp GGCTCCAACACACATCTGTG GTTCAGTGCCCGCCAGTTCA 52 301
Cxcll12 ACGCCATGGACGCCAAGGTCGT AGCCGTGCAACAATCTGAAGGGC 56 193
Cxcr4 ATGACGGACAAGTACCGGCTGC GGCTGACGTCGGCAAAGATGAAG 54 322
Edil3 ACCCAAGGAGCAAAAAGGATTG AGCTCACAGCCAAGAAGTTCCA 62 438
Gapdh TGCCATTTGCAGTGGCAAAGTGG TTGTCATGGATGACCTTGGCCAGG 60 438
Gzma GGTGTTGACTGCTGCCCACT GGTCCCCTGCACAAATCATG 62(-2) |410
Gzmk GTGCTAACAGCCGCCCACTG CTTGGTGGTTCCCCAGCCAGT 62 (+2) | 291
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Sense 5°— 3’

Antisense 5°— 3’

1B GACGTTCCCATTAGACAACTGCACTAC GGTACCTTAGGCTCAGAAGGATTTCAGAATTC 58 (£2) | 471
iNos CACAAGGCCACATCGGATTTC TGCATACCACTTCAACCCGAG 62 (x2) | 741
Kit GTGTCCGCTGTGCTGCTCAGCG CACTGGCATCAGAGTTGGACAC 62 660
KlIrK1 GACCTCAAGCCAGCAAAGTG AGGAAGCTTGGCTCTGGTTC 58(*2) | 367
Lox CTGGAGGACACGTCCTGTGACT AAATTGTGCAGCCTGAGGCATA 62 271
Mmp?2 GCTGGGAGCATGGAGATGGA CTCGGTGGTGCCACACCAGC 58 (£2) | 440
Mmp9 GCACGCCTTGGTGTAGCACA GTTCGATGTGGTCGCACACC 56 380
Msrl ATGACAGAGAATCAGAGG CCCTCTGTCTCCCTTTTC 60 855
Mx-Cre CATGTGTCTTGGTGGGCTGAG ATGCTGTTTCACTGGTTATGCG 60 (x2) | 596
Plau AACTGTGGCTGTCAGAACGGAG GCTTCTGGTTGTCAGGGTTCCT 62 (-2) 301
Pmell7 CTGGAGTCGGGCTCAGTCAC CAGCTGGCAGTCTGGGCTCG 62 (£2) | 717
Prfl CTGAATGGGCTCACAGCTGA CTCTGTCGTGGGCAGCAGTC 62 (+2) | 500
Ptx3 GCGCTGTGCTGGAGGAACT CCACCACCAACACTAGGGACTG 62 300
RipK3 AGAGGCAAGCACAGGACACATC GGCCGAACTTGAGGCAGTAGTT 60 (x2) | 320
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Sense 5°— 3’

Antisense 5°— 3’

Selp GCCTTTGCCTACGACTCCAG GTCAAGGTACCGAAGGGATC 60 380
Snai2 CAAGCTTTCAGACCCCCATGC GTGTGAGTTCTAATGTGTCCTTG 60 (£2) |315
Tie2 CACCGTGCTGTTGGCGTTTCTGA CTTGATGGCGGCATCCATCCGTA 62 286
Tir4 AGAGAATCTGGTGGCTGTGG GATACACCTGCCAGAGACAT 54 570
Tnfsf10 ACCCTGCTTGCAGGTTAAGAGG CCAGGATTCAATCTTCTGGCCT 60 238
Vegfa CTACCAGCGAAGCTACTGCC CCGCTCTGAACAAGGCTCAC 60 310
Vim GAGAGAAATTGCAGGAGGAGATGC TGCAGGCGGCCAATAGTGTC 60 541

Tab. 7-3
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