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Einleitung

Tumorangiogenese

Angiogenese, die Bildung neuer Blutgefile aus bestehenden Gefillen, spielt eine
entscheidende Rolle im Wachstum solider Tumore mit Ausnahme der vaskuldr kooptiv
wachsenden Tumore. Ohne die Versorgung durch Blutgefile kann ein Tumor einen
Durchmesser von 1 - 2 mm nicht tiberschreiten. Grund dafiir ist die beschrénkte Diffusion von
lebenswichtigem Sauerstoff und anderen Nihrstoffen im Gewebe. Der Ubergang vom
avaskuldren zum vaskuldren Wachstum eines Tumors wird ,,angiogenic switch® genannt.
Verschiedene Ereignisse im Tumor, wie Hypoxie, Hypoglykdmie, Azidose, mechanischer
Stress, Entziindungsreaktionen und genetische Mutationen, kdnnen ihn auslésen. Am Beginn
des ,,angiogenic switch* steht die Freisetzung von vaskuldren Wachstumsfaktoren, wie z.B.
dem vaskuloendothelialen Wachstumsfaktor (,,vascular endothelial growth factor®, VEGF),
aus dem Tumor (1 — 3).

Das vom Tumor ausgeschiittete VEGF fiihrt zum Auflésen der Endothel-Zell-Zell-
Kontakte angrenzender Blutgefdle. Endothelzellen spielen eine zentrale Rolle bei der
physiologischen Angiogenese und Tumorangiogenese. Das Auflosen der vaskuldren Zell-
Zell-Kontakte fiihrt zur Vasodilation und erhohter Permeabilitit der GefdBe und ermdglicht
die Extravasation von Plasmaproteinen, wie Fibronektin, Fibrinogen und Vitronektin, die eine
provisorische Matrix bilden auf der Endothelzellen migrieren konnen. Die Basalmembran der
Gefafle wird lokal abgebaut, und die darauf liegenden Endothelzellen beginnen in Richtung
des angiogenen Stimulus zu migrieren. Auf ithrem Weg proliferieren die lose aneinander
gereihten Endothelzellen und bilden sog. Migrationssdulen. SchlieBlich beginnen die
Endothelzellen in den Migrationssdulen wieder Zell-Zell-Kontakte und ein Lumen zu bilden.
Perizyten werden rekrutiert und eine neue Basalmembran wird gebildet. Die Interaktion von
Perizyten mit den neu gebildeten unreifen Gefdllen hemmt die Endothelzellproliferation,
vermindert ihre Abhédngigkeit von VEGF und fiihrt zur Gefdfreifung. Bei der
Tumorangiogenese jedoch ist die Rekrutierung von Perizyten und ihre Interaktion mit den
Endothelzellen gestort, was die Unreife, erhohte Permeabilitit und ungewdhnliche
Morphologie von Tumorblutgefdflen zur Folge hat (Abb. 1). Die unkontrollierte Ausschiittung
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen durch die Tumorzellen diirfte der Grund dafiir sein.
Die erhohte Permeabilitdit von Tumorblutgefilen und das Fehlen von funktionellen
Lymphgefien im Tumor fiihren oft zu einem hohen interstitiellen Druck. Dieser hemmt die

Anreicherung von systemisch verabreichten chemotherapeutischen Substanzen im Tumor.
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Nur sehr wenig ist iiber den letzten Schritt der Angiogenese bekannt, bei dem sich neu

gebildete Gefdlle mit anderen verbinden, um Anschluss an den Blutkreislauf zu finden (1 — 3).

@ Normale Zelle @ Blutgefal mit Perizyt
@ Krebszelle Apoptotische/Nekrotische
(&%) Mitotische Zelle Zelle

Abb. 1. Tumorangiogenese. Die meisten Tumore beginnen avaskulédr (A) zu wachsen bis ein Gleichgewicht von
proliferierenden und apoptotischen Zellen erreicht ist. Der ,angiogenic switch® ist Voraussetzung fiir ein
exponentielles Tumorwachstum. Er beginnt mit dem Abldsen der Perizyten und der Gefdlerweiterung (B)
gefolgt vom Aussprossen der Endothelzellen (C), neuer Geféfbildung und Reifung und der Rekrutierung von
Perizyten (D). Blutgefifibildung findet statt solange der Tumor wichst, um hypoxische und nekrotische Bereiche

des Tumors mit Sauerstoff und Néhrstoffen zu versorgen (E).

Eine eher untergeordnete Rolle bei der Neovaskularisierung von Tumoren spielt die
Vaskulogenese. Dabei fithren die vom Tumor freigesetzten Wachstumsfaktoren zur
Rekrutierung von endothelialen Vorlduferzellen (,,endothelial progenitor cells®, EPCs) aus
dem Knochenmark, die in den Tumor einwandern, zu reifen Endothelzellen differenzieren

und neue Blutgefilie bilden (1 - 3).



Die Innenwand von Tumorblutgefden besteht nicht immer ausschlieBlich aus Endothelzellen.
Sie kann in manchen Féllen gédnzlich aus Tumorzellen oder aus Mosaiken von Tumor- und
Endothelzellen bestehen. Es ist unklar, ob diese Gefial3e entstehen, weil Tumorzellen in das
GefaBlumen invadieren oder das Verhalten von Endothelzellen bei der Vaskulogenese
,hachahmen® (vaskulogenes Mimikry), oder weil durch Apoptose der Endothelzellen die

darunter liegenden Tumorzellen freigelegt werden (1).

Endothelzellapoptose in der Angiogenese

Wie die meisten Zelltypen im Korper konnen auch Endothelzellen in den programmierten
Zelltod (Apoptose) eintreten. In reifen Blutgefilen findet nur sehr wenig Apoptose von
Endothelzellen statt und steht im Gleichgewicht mit ihrer Proliferation (Endothelzell-
Hturnover®). Wihrend der Angiogenese jedoch, zeigt sich ein ganz anderes Bild. Angiogene
Endothelzellen gehen sehr schnell in die Apoptose, wenn sie nicht bestimmte Stimuli
erhalten, die ihr Uberleben fordern. Zu diesen Stimuli zdhlen Wachstumsfaktoren wie VEGF,
Zell-Matrix-Kontakte, die von Integrinen vermittelt werden, und Zell-Zell-Kontakte, die von
Rezeptoren wie dem vaskuloendothelialen (VE)-Cadherin und dem ,,platelet endothelial cell
adhesion molecule” (PECAM)-1, auch CD31 genannt, vermittelt werden. Fehlt einer dieser
Stimuli, dann kommt es zur Endothelzellapoptose. Endothelzellen etwa, die nach einer
bestimmten Zeit noch keine neuen Zell-Zell-Kontakte ausgebildet haben und nicht in neue

GefaBe eingebaut wurden, sind davon betroffen (4 — 6).

Tumorblutversorgung durch Gefilkooption

In der Regel ist die Neovaskularisierung (Angiogenese und Vaskulogenese) eine Voraus-
setzung flir das Wachstum von Tumoren. Es gibt allerdings einige Ausnahmen, die nicht von
der Neubildung von Blutgefdlen abhingig sind. Astrozytome beispielsweise erlangen ihre
Blutversorgung durch Kooption der existierenden dichten Gehirnblutgefille ohne
Angiogenese zu induzieren. Dabei wachsen sie auf invasive Weise entlang von Gefd3en ohne
eine Tumorkapsel zu bilden und kénnen so grofl werden wie angiogene Tumore. Wenn
Astrozytome jedoch zu den aggressiveren Glioblastomen fortschreiten, entstehen hypoxische
und nekrotische Bereiche, die durch den Riickgang von GefdBlen entstehen, welcher durch
Angiopoietin 2 und vermehrte Tumorzellproliferation verursacht wird. Schlieflich fiihrt die

Hypoxie dann zum ,,angiogenic switch®, der zur Aggressivitit von Glioblastomen beitrigt (3).



Extrazellulire Matrix

Unter der extrazelluldren Matrix (,,extracellular matrix“, ECM) versteht man das Netzwerk
aus Proteinen und Proteoglykanen, in dem die Zellen eines Gewebes eingebettet sind. Die
vorherrschenden Vertreter der ECM-Proteine sind Kollagene, die Fasern (z.B. Kollagen I)
oder Netzwerke (z.B. Kollagen IV) bilden konnen. Andere Proteine der ECM sind Fibrillin,
Elastin, Fibronektin, Laminin und Nidogen (auch Entaktin genannt). Die meisten ECM-
Proteine sind in der Lage an andere Makromolekiile zu binden und somit grof3e Netzwerke zu
bilden. Proteoglykane bestehen aus einem Kernprotein an das ein oder mehrere
Glykosaminoglykane (GAGs) kovalent gebunden sind. Sie sind ubiquitér an der Oberfldche
von Zellen und in der ECM vorhanden.

GAGs sind lineare Heteropolysacharide, die sich aus sich wiederholenden
Disacharideinheiten zusammensetzen. Die Disacharideinheiten bestehen aus einem N-
Acetylgalactosamin oder N-Acetylglucosamin und einer Glukuron- oder Iduronsiure, die zum
Teil sulfatiert sind. Physiologsich relevante GAGs sind Heparin, Heparansulfat,
Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Keratansulfat. Heparin und
Hyaluronsdure kommen als einzige GAGs nicht kovalent gebunden an Kernproteine vor.
Hyaluronsdure bindet jedoch nicht-kovalent an den Proteinanteil von Proteoglykanen und
bildet somit riesige Makromolekiile. Heparin, das sich nur durch eine stirkere Sulfatierung
vom Heparansulfat unterscheidet, ist als einziges GAG kein Bestandteil der Glykokalix oder
ECM. Es wird vielmehr von Mastzellen synthetisiert und in ihren Granula gespeichert. Wird
es freigesetzt, bewirkt es eine Hemmung der Blutgerinnung indem es Antithrombin III
aktiviert. Einige Wachstumsfaktoren, wie VEGF und ,,basic fibroblast growth factor* (bFGF)
binden an GAGs und werden dadurch in der ECM gespeichert. GAG-spaltende Enzyme, wie
z.B. Heparanasen, konnen diese dann freisetzen. Die Aktivitdt des bFGF wird durch die
Bindung an GAGs potenziert.

Eine wichtige Rolle beim Auf- und Umbau von Geweben (Angiogenese,
Wundheilung, weiblicher Forpflanzungszyklus) spielt die provisorische ECM, die
hauptsdchlich aus Fibrin, Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin besteht. Zur ECM zéhlt
auch die Basalmembran, auf der Epithel- oder Endothelzellen verankert sind.
Basalmembranen bestehen aus Kollagen IV, Laminin, Nidogen und dem Proteoglykan
Perlekan. Eine wichtige Rolle bei der Verankerung von Zellen in der ECM spielen Integrine,

die auf der Oberfldche der meisten Zellen exprimiert werden (7).



Integrine

Integrine sind membranstdndige heterodimere Rezeptoren bestehend aus einer a- und einer -
Untereinheit, die an verschiedene Proteine ECM binden und eine bidirektionale
Signaltransduktion vermitteln (8). Die Interaktion von Integrinen mit ihren Liganden fiihrt zur
Aggregation der Integrine auf der Zelloberfliche und bewirkt die Aktivierung von
verschiedenen intrazelluldren Signalwegen (AuBen-Nach-Innen-Signal), wie z.B. dem
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Weg, dem Phosphoinositol-3-Phosphat (P13)-Akt-
Kinaseweg und dem ,nuclear factor (NF)-«xB-Weg. Die Aktivierung dieser und anderer
Signalwege durch Integrine trigt zur Migration, zum Uberleben, zur Proliferation, zur
Zytoskelettorganisation und zur Differenzierung der Zellen bei. Integrine konnen in zwei
verschiedenen Konformationen vorliegen, einer aufrechten hochaffinen und einer gebeugten
niederaffinen Konformation, was zum Ein- bzw. Ausschalten des Rezeptors fiihrt. Diese
Konformationsédnderungen werden durch ein Innen-Nach-AuBen-Signal bewirkt, das durch
bestimmte extrazelluldre Stimuli (z.B. Zytokine) ausgelost wird (9, 10). Wenn Integrine
keinen Kontakt zur ECM haben, kommt es zu einer speziellen Form der Apoptose, der
Anoikis. Grund dafiir ist die fehlende Aktivierung von NF-kB und Akt-Kinase, die die
Anoikis hemmen und Zelliiberleben vermitteln wiirden. AuBlerdem vermitteln unligierte
Integrine Anoikis durch die Aktivierung von Caspase-8, einer Protease, welche die

Apoptose/Anoikis einleitet (11).

Integrin a,f;3
Eines von mehreren Integrinen, das in vaskuldren Zellen (Endothelzellen, glatte
Muskelzellen) wiahrend der physiologischen Angiogenese und Tumorangiogenese exprimiert
wird, ist das Integrin o,fB3; (12). Es gehort zur Gruppe der RGD-bindenden Integrine, die an
Proteine mit einem oder mehreren RGD-Tripeptidmotiven binden. Integrin a,f3 spielt eine
zentrale Rolle in der Angiogenese und ist wichtig fiir die Migration, Proliferation und das
Uberleben von Endothelzellen (13). Eine Vielzahl von Liganden von Integrin a,f; wurde
bereits beschrieben, wie die ECM-Proteine Fibronektin, Vitronektin und Fibrinogen (13),
sowie die Nicht-ECM-Proteine CD97, Prothrombin und Matrixmetalloprotease (MMP)-2 (14
- 16). Es gibt zahlreiche Studien bei denen Integrin a,f;-Antagonisten, wie monoklonale
Antikorper, RGD-Peptide oder RGD-Peptidanaloga, erfolgreich fiir die Therapie von
Tumoren in Mausmodellen eingesetzt wurden (17 — 19).

Erstaunlicherweise haben Knockout-Experimente gezeigt, dass Maiuse ohne o,-

Integrine keine Defekte bei der Angiogenese oder Vaskulogenese zeigen, jedoch aufgrund



anderer Defekte embryonal lethal sind (20). Weitere Studien mit Bs;- und Ps-Integrin-
defizienten Méiusen haben gezeigt, dass diese sogar verstirktes Tumorwachstum und
verstirkte Tumorangiogenese aufweisen (20). Seit der Veroffentlichung dieser Ergebnisse
wird die zentrale Stellung des Integrins a,p; in der Angiogenese kontrovers diskutiert. Auf
der einen Seite wird aufgrund der Knockout-Studien argumentiert, dass a,-Integrine negative
Regulatoren der Angiogenese und die vermeintlichen Integrin o,f;-Antagonisten eigentlich
Agonisten sind (20). Auf der anderen Seite wird der Phénotyp der Knockout-Mause durch
eine geringere Apoptose der Endothelzellen erklirt, da unligiertes Integrin a3 Caspase-8
aktivieren und vermehrt Apoptose induzieren wiirde (21). Wahrscheinlich ist Integrin of33

sowohl ein positiver als auch ein negativer Regulator der Angiogenese.

Tumorendothel-spezifische Oberflaichenmarker

Angiogene Endothelzellen unterscheiden sich von ruhenden in ihrer Genexpression. Bei der
Angiogenese wird in Endothelzellen die Expression von Genen, die fiir Wachstum, Migration,
Uberleben und GefiBdifferenzierung wichtig sind, angeschalten, wihrend die fiir den
ruhenden Phénotyp verantwortlichen Gene in ihrer Expression gehemmt werden. Die
Tatsache, dass im Tumorendothel bestimmte Gene verstirkt exprimiert werden und in
Tumorblutgefdfen nicht der selbe hohe interstitielle Druck wie im Tumorparenchym herrscht,
macht Tumorendothel-spezifische Oberflichenmarker zu attraktiven Zielstrukturen fiir die
Krebstherapie.

Es wurden bereits verschiedene Methoden beschriecben, um Tumorendothel-
spezifische Rezeptoren oder Liganden zu identifizieren. Mit Hilfe der In Vivo-Selektion von
Phagen-prisentierten Peptid- oder cDNA-Banken wurden einige Tumorendothel-spezifsiche
Peptide und Liganden gefunden und ihre Rezeptoren mittels Affinitdtschromatographie
aufgereinigt (22 - 24). Andere Methoden, die fiir die Identifizierung von Tumorendothel-
spezifischen Markern benutzt wurden, sind: Proteomische Analysen mittels 2D-
Gelelektrophorese (25), Expressionsanalysen bekannter Gene mit Hilfe von DNA-
Mikroarrays (26), ,differential display* und die ,serielle Analyse der Genexpression‘
(SAGE) zur Identifizierung neuer Tumorendothel-spezifischer Gene (27 — 29). Mit Hilfe der
Bioinformatik wurden dann diejenigen Gene ausgewihlt, die sezernierte oder membran-
staindige Proteine kodieren. Monoklonale Antikorper, Peptide oder kleine organische
Molekiile, die an Tumorendothel-spezifische Oberflachenmarker binden und antagonistisch
wirken, wie die bereits erwihnten Integrin a,fB3;-Antagonisten, konnen unkonjugiert fiir die

Therapie von Tumoren eingesetzt werden (antiangiogene Therapie) (17 — 19, 30, 31). Nicht-



antagonistische Liganden konnen, an zytotoxische Substanzen oder Radionuklide gekoppelt,
fiir die Therapie und Diagnostik von Tumoren eingesetzt werden. Die gezielte Zerstérung des
Tumorendothels wiirde die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nihrstoffen

unterbrechen und zur Regression des Tumors fiithren.

TEMs

Mit Hilfe der SAGE haben St. Croix et al. eine Reithe von Genen identifiziert, deren
Expression in Endothelzellen von Kolorektalkarzinomen erhoht ist (29). Bei der Analyse
wurden 46 Gene gefunden, die im Vergleich zu Endothelzellen aus normalem Kolon erhéhte
Transkription aufwiesen. Neun dieser Gene waren bisher unbekannt und wurden
Tumorendothelmarker (TEMs) 1 — 9 genannt (29). Weitere Studien zu den TEMs haben
gezeigt, dass diese auch bei der physiologischen Angiogenese (Embryogenese, Wundheilung,
weiblicher Fortpflanzungszyklus) in Endothelzellen verstirkt exprimiert werden (32). TEMs
1, 5, 7 und 8 kodieren membranstédndige Proteine und sind viel versprechende Zielstrukturen
fiir die Therapie von vaskularisierten Tumoren, weil sie auf der Oberfliche von perfundierten
TumorblutgefdBBen exprimiert sein konnten (Abb. 2). Bevor man jedoch TEMs in der
anwendungsorientierten Forschung einsetzt, ist es wichtig grundlegende Dinge iiber sie zu
erfahren, wie z.B.: Werden sie auf der Zelloberfliche exprimiert? Werden sie tatsdchlich nur
im Tumorendothel exprimiert? Werden sie in allen vaskularisierten Tumoren exprimiert?
Werden sie in perfundierten Tumorblutgefdlen exprimiert? Kann man 16sliche TEMs selbst
als Tumor-,,homing“-Molekiile einsetzen? Kann man die Tumorangiogenese hemmen, indem

man ihre Funktion hemmt? Woraus sich die Frage ergibt: Welche Funktion haben sie?
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Abb. 2. Domdnenstrukturen der membranstindigen TEMs. C-LECT, C-Lectindoméne;
EGF, ,epidermal growth factor“-Domaéne; LR, ,,leucine-rich repeat”; LRRCT, ,,leucine-
rich repeat“-C-Terminus; IG, Immunglobulindoméne; HormR, Hormonrezeptordoméne;
GPS, GPCR-Proteolysestelle; NIDO, Nidogendomine; PD, Plexin-doméne; VWA, von

Willebrandfaktor A-Domine; aa, ,,amino acids® .

Fir TEM1, das auch als Endosialin bezeichnet wird, wurde noch keine Funktion und kein
Ligand beschrieben (33). Es wurde gezeigt, dass TEMS, das auch als GPR124 bezeichnet
wird, iiber seine intrazelluldre Doméne (IZD) mit dem Tumorsuppressorprotein ,,human disc
large* (hDlg), auch Synapsen-assoziiertes Protein (SAP) 97 genannt, interagiert und eine
potentielle Rolle bei der Rekrutierung von hDIg an die Zellmembran spielt (41, 48). In dieser
Arbeit wurden das Integrin o3 und eine Reihe von GAGs als extrazelluldre Bindungspartner
von TEMS identifiziert und eine Rolle bei der Zelladhdsion und beim Zelliiberleben
beschrieben. Das Zytoskelett-assoziierte Protein Cortactin wurde als Bindungspartner fiir die
extrazellulire Doméne (EZD) von TEM7 identifiziert (34). Die physiologische Bedeutung
dieser Interaktion bleibt allerdings unklar. Das ECM-Protein Nidogen ist ein weiterer Ligand
von TEM7, und die Interaktion von TEM7 mit immobilisiertem Nidogen bewirkt ein
verstirktes Ausbreiten von Zellen (35). Anthraxtoxin und Kollagene wurden als Liganden von
TEMS, das auch als Anthraxtoxinrezeptor (ATR) bezeichnet wird, beschrieben (36, 37). Die
Expression von TEMS8 in Endothelzellen wird bei der In Vitro-Angiogenese und durch
Stimulierung mit Interleukin (IL)-1p verstarkt (38, 39). Es wurde gezeigt, dass TEMS8 die
Adhésion und Migration von Endothelzellen moduliert und eine Rolle bei der In Vitro-

Angiogenese spielt (38, 40) (Tab. 1).



Name Alternativer Name | Bindungspartner Funktion Referenzen

TEMI1 Endosialin Unbekannt Unbekannt 33
hDlg,
Zelladhésion, 41, 48,
TEMS5 GPR124 Integrin a,fs,
Zelliiberleben diese Arbeit
GAGs
Cortactin,
TEM7 - . Zellausbreitung 34,35
Nidogen
Zelladhision,
Anthraxtoxin, Zellmigration,
TEMS ATR 36 — 38, 40
Kollagene In Vitro-
Angiogense

Tab. 1. Membranstindige TEMs, ihre Bindungspartner und Funktionen.

TEMS5
Aufgrund seiner Sequenzhomologie gehdrt TEMS zur Gruppe III der Adhésions-G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (,,G-protein-coupled receptors®, GPCRs). Bisher wurde allerdings fiir
keinen dieser Rezeptoren GPCR-Aktivitdt beschrieben. Die Adhésions-GPCRs besitzen eine
Siebenpass-Transmembrandoméne (TMD) und einen langen extrazelluliren N-Terminus mit
konservierten Doménen, die typisch fiir Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sind (41).
Die EZD von TEMS5 besteht aus mehreren konservierten Subdoménen: Einer ,,leucinee-rich
repeat“ (LRR)-Doméne mit vier LRRs wund einem LRR-C-Terminus, einer
Immunglobulindomine (IG), einer Hormonrezeptordomidne (HormR) wund einer
membranproximalen GPCR-Proteolysestelle (GPS) (Abb. 2).

Fast alle Mitglieder der Adhdsions-GPCR-Familie besitzen eine GPS in der EZD (41).
Es wurde gezeigt, dass diese Proteine im endoplasmatischen Retikulum (ER) an der GPS
gespalten werden und die entstehenden Proteinfragmente nicht-kovalent miteinander
verbunden bleiben (42, 43). Diese Prozessierung ist Voraussetzung fiir die Translokation der
Rezeptoren an die Zelloberfliche (44). Es wurde auBerdem fiir den ,,brain angiogenesis
inhibitor“ (BAI)-1 und CD97 gezeigt, dass die proteolytische Spaltung an der GPS zur
Freisetzung ihrer EZD fiihren kann (45, 46) (Abb. 3). Bisher wurde noch keine Protease
identifiziert, die die Spaltung an der GPS katalysiert. Fiir den ,,epidermal growth factor-like
module containing mucin-like hormone receptor (EMR) 2 wurde jedoch gezeigt, dass die
proteolytische Prozessierung an der GPS autokatalytisch ablduft (47). Ob dieser Mechanismus
fiir andere Proteine mit GPS-Motiv ebenfalls gilt, bleibt allerdings unklar. Die IZD von
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TEMS trdgt am C-Terminus eine PDZ-Dominen-Bindungsstelle mit der Sequenz ETTV. Es
wurde beschrieben, dass hDlg iiber seine PDZ-Doménen an den C-Terminus von TEMS
bindet (48). hDlg ist in Epithelien an den ,,adherens junctions” lokalisiert, verbindet
Membranproteine mit dem Zytoskelett und mit Signalkaskaden und hemmt die

Zellproliferation (49, 50).

Proteolytische g 1111
Spaltung x )

GPS
H ER

Oberflachen- |
traniIW win

FIIIIIIIIIII FIIIIIIIIIII
I 5 Aulen ’
S EEEE IR AL
FHEE 1 8 8 S Autten
VAVE T T
nnen UL UL ALLEL

Abb. 3. Proteolytische Prozessierung an der GPS in Adhdsions-GPCRs. Die Spaltung des GPS-
Motivs findet im ER statt. Erst nach dieser Spaltung kommt es zur Translokation des Rezeptors an die

Zelloberflache oder zur Sekretion seiner EZD.

Ziel der Arbeit

Die molekularen Mechanismen der Angiogenese sind nur teilweise aufgekldrt. Die
Identifizierung neuer Tumorangiogenesemarker, wie den TEMs, bildet eine wichtige
Grundlage, um die Angiogenese besser verstehen zu konnen. Die Aufklarung der Funktion
und Identifizierung der Liganden der TEMs wird dazu beitragen einen besseren Einblick in
die molekularen Mechanismen der Angiogenese zu bekommen. Ziel dieser Arbeit war es die
Rolle von TEMS in der Angiogenese zu charakterisieren und Bindungspartner von TEMS5 zu
identifizieren. Ein Ziel war die Bestitigung der verstirkten Expression von TEMS im

Tumorendothel auf Proteinebene. Ein anderes Ziel war die Aufkliarung der Funktion der
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verschiedenen Subdoménen der TEMS-EZD. Ein weiteres Ziel der Arbeit war die
Beantwortung der Frage, ob 16sliches TEMS selbst als Tumor-,,homing“-Molekiil eingesetzt

werden kann.
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Material und Methoden

Puffer und Medien
Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Sigma-Aldrich oder

Merck bezogen. Fiir Puffer, Medien und Wasser wurde Millipore Q-gereinigtes Wasser

verwendet.
PBS: Dulbecco PBS (Invitrogen)
PBS/BSA: PBS + 1% BSA
PBST: PBS + 0,05% Tween 20
PBDST: PBST + 150 mM NacCl
PBST/BSA: PBST + 1% BSA
Blockpuffer: PBST + 5% fettfreies Trockenmilchpulver (Biomol)
TBS: 25 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NacCl
Lysepuffer: PBS
150 mM NacCl
1 mM EDTA
1% Triton X-100
Proteaseinhibitoren (EDTA-frei, Roche Applied Science)
10x Laufpuffer: 29 g/l Tris
144 g/1 Glyzin
10 g/1 SDS
4x Probenpuffer: 250 mM Tris-HCI pH 6,8
200 mM DTT
8% SDS
40% Glyzerin
0,2% Bromphenolblau
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10x Blotpuffer:

Coomassie-Entfarber:

Coomassie-Férber:

Puffer A:

LB-Amp-Medium:

58 g/l Tris
29 g/l Glyzin
20% Methanol

40% Methanol
10% Essigséure

Coomassie-Entfarber

0,25% Coomassie Blue R-250

TBS

0,1 mM CaCl,
1 mM MgCl,
0,5 mM MnCl,

LB-Medium (Sigma-Aldrich)
0,1 mg/ml Ampicillin

LB-Amp-Agar: LB-Amp-Medium
2% Agar
Antikorper
Klon-Nr./
Klonalit:it Antigen Wirtstier Konjugat Firma
Bezeichnung
Monoklonal M2 FLAG-Tag Maus Peroxidase | Sigma-Aldrich
Polyklonal - FLAG-Tag | Kaninchen - Sigma-Aldrich
Monoklonal ADLLIO His-Tag Maus - Serotech
Polyklonal ab9106 Myc-Tag Kaninchen - Abcam
Monoklonal C4 Aktin Maus - Chemicon
Monoklonal FB12 Integrin o, Maus - Chemicon
Monoklonal P1E6 Integrin o, Maus - Chemicon
Monoklonal P1D6 Integrin as Maus - Chemicon
Monoklonal P3G8 Integrin oy Maus - Chemicon
Monoklonal LM609 Integrin o,B3 Maus - Chemicon
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Monoklonal P1F6 Integrin a,,Ps Maus - Chemicon
Monoklonal VN58-1 Vitronektin Maus - Abcam
Monoklonal 84803 Caspase-3 Maus - R&D Systems
Kaninchen Amersham
Polyklonal - Esel Peroxidase o
IgG Biosciences
. Amersham
Polyklonal - Maus IgG Schaf Peroxidase o
Biosciences
Kaninchen _ ) '
Polyklonal - Ziege FITC Sigma-Aldrich
IgG
Polyklonal | GB-TEMS5-2 TEMS Kaninchen - Genesis Biotech
Kaninchen
Polyklonal - Ziege Biotin Chemicon
IgG
o Vector
Polyklonal - Ratten IgG Unbekannt Biotin '
Laboratories
Monoklonal 390 Maus CD31 Ratte - BD Biosciences

Tab. 2. Antikérper, die in dieser Arbeit benutzt wurden.

Oligonukleotide
Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert.

EcoR I A P G C P L S 1
TEMS5cds-F1: 5’-ATAGGAATTCA GCG CCC GGC TGC CCG CTA TCC ATC C-3°

L W K S Myc-Tag
TEMS5-Myc-rev: 3’-CT GAG ACC TTC TCG CTTGTTTTTGAGTAGAGTCTTCTCCTA
E T T V Stop BamHI
GAC CTT TGA TGG CAG ATT CCTAGGGCTA-5’

G S His-Tag Stop BamH I
TEMS5A-6xH-rev: 3’-CCA AGA GTAGTAGTAGTAGTAGTA ATT CCTAGGGCAT-5’
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Q H I S V|G S H H H
T5Hplus-fwd: 5°-CCA GCA CAT CTC AGT GGG TTC TCA TCA TCA TC-3’
T5Hplus-rev: 3’-GGT CGT GTA GAG TCA CCC AAG AGT AGT AGT AG-5’

A A N S|V E 1 V
TSHM-fwd: 5’-GGC CGC GAA TTC AGT GGA GAT CGT GG-3’

T5HM-rev: 3’-CCG GCG CTT AAG TCA CCT CTA GCA CC-5°

A A A N S|L Y T F V

T5MPR-fwd: 5’-GCG GCC GCG AAT TCA CTG TAC ACC TTC GTG-3”
T5MPR-rev: 3’-CGC CGG CGC TTA AGT GAC ATG TGG AAG CAC-Y°
A
l

TEMS5-S400G-fwd: 5’-TGTGACCGTGCCGGCCGCTGGGAGC-3’
TEMS5-S400G-rev: 5’-GCTCCCAGCGGCCGGCACGGTCACA-3’

Zellkultur

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (,,human umbilical vein endothelial cells”,
HUVECs) wurden wie bereits beschrieben aus Nabelschniiren isoliert (51). HUVECs wurden
in Kollagen-beschichteten Zellkulturflaschen in Endothelzellmedium (PromoCell) mit
0,1 mg/ml Gentamyzin (Biochrom) kultiviert. Um Zellkulturflaschen mit Kollagen zu
beschichten, wurden diese mit 0,1 mg/ml Kollagen (Biochrom) in PBS benetzt und in der
Sterilbank offen stehen gelassen bis das Kollagen eingetrocknet war. Nur HUVECs der
Passagen 0 — 4 wurden fiir Versuche verwendet. ,,Human embryonic kidney” (HEK) 293-
Zellen wurden in ,,Dulbecco’s modified Eagle’s medium* (DMEM, Biochrom) mit 10%
fotalem Kaélberserum (,fetal calf serum®, FCS, Biochrom) und 1% Antibiotikum-
Antimykotikum (Invitrogen) kultiviert. Die Melanomzelllinien M21 und M21L wurden in
RPMI-Medium (Biochrom) mit 10% FCS und 1% Antibiotikum-Antimykotikum und die
humane Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-435 in RPMI-Medium mit 5% FCS und
0,1 mg/ml Gentamyzin kultiviert. Konfluente Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und
mit Trypsin-EDTA (Biochrom) abgelost. Das Trypsin wurde mit 5% FCS inaktiviert und die
Zellen wurden 3 min bei 500xg abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen entweder in

Kulturmedium resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen ausgesit (Passagierung), oder in
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1 ml DMSO-Gefriermedium (BioVeris) pro Kulturflasche resuspendiert und eingefroren (2 —
16 h bei -20 °C, 2 — 16 h bei -80 °C und dann in fliissigen Stickstoff). Um tiefgefrorene Zellen
wieder in Kultur zu bringen, wurden diese im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, einmal mit
10 ml Kulturmedium gewaschen und ausgesét. Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C und 5%

CO; kultiviert.

Zelltransfektion

HUVECs wurden mit Plasmid-DNA mit dem Transfektionsreagenz Lipofectin (Invitrogen)
nach dem Protokoll des Herstellers transfiziert. HEK293-Zellen wurden mit Hilfe der DNA-
Kalziumphosphat-Koprazipitation transfiziert (52).

Immunhistochemische Firbung

1 x 10’ MDA-MB-435-Zellen wurden in 100 ul PBS resuspendiert und subkutan in eine
Nacktmaus (NMRI-nu, Charles River) injiziert. 5 Wochen nach der Injektion wurde die Maus
geopfert und der Tumor und Kontrollorgane entnommen. Diese wurden in Stickstoff
schockgefroren und in Tissue-Tek (Sakura Finetek) eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms
wurden 7 pm-Kryoschnitte angefertigt und auf Objekttrager iiberfiihrt. Die Schnitte wurden
10 min bei -20 °C in Azeton fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und mit dem ,,Vectastain
kit (Vector Laboratories) laut Protokoll des Herstellers gefarbt. Der primére Antikorper
wurde 1:40 (Anti-TEMS) bzw. 1:100 (Anti-CD31), der sekundire Antikérper 1:500
(biotinylierter Anti-Kaninchen IgG) bzw. 1:6000 (biotinylierter Anti-Ratten IgG) verdiinnt.
Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte 2 min in Himatoxylin und 5 min in Leitungswasser
inkubiert. Die getrockneten Schnitte wurden mit Glyzeringelatine und Deckglédsern
eingedeckt. Gefarbte Schnitte wurden unter einem Mikroskop bei 200facher Vergréferung

mit einer Digitalkamera fotografiert.

Agarosegel-Elektrophorese

Das Agarosegel bestehend aus 1% Agarose in TAE-Puffer (Invitrogen) wurde zunéchst in der
Mikrowelle verfliissigt und ein 50 ml-Aliquot wurden entnommen. Nachdem das Aliquot auf
40 — 50 °C abgekiihlt war, wurden 1,5 pl einer 1%igen Ethidiumbromid-Losung hinzugefiigt
und gut vermischt. Das Gel wurde nun in einen abgedichteten mit einem Kamm versehenen
Gelschlitten gegossen und zum Aushérten ca. 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde der Kamm entfernt und der Gelschlitten in die mit TAE-Puffer gefiillte Gelkammer

gelegt, wobei das Gel gerade mit Puffer bedeckt war. Die Proben wurden mit Ladepuffer
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(Fermentas) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Langenmarker diente die ,,GeneRuler*
1 kb DNA-Leiter (Fermentas). Das Gel wurde bei 100 - 120 V gefahren bis der Farbstoff des
Ladepuffers iiber die Mitte des Gels gelaufen war. SchlieBlich wurden die DNA-Banden unter
UV-Licht sichtbar gemacht und mit einer Polaroid-Kamera fotografiert (Daten nicht gezeigt).

Klonierung von TEMS-Expressionskonstrukten
Die Kodierungssequenz von TEMS ohne Signalpeptid wurde mittels PCR aus dem cDNA-
Klon FLJ00170 (Kazusa DNA Research Institute) amplifiziert:

Polymerase: PowerScript Polymerase (PAN Biotech)
Template: 200 ng FLJ00170

Primer: 0,4 uM TEM5cds-F1 + 0,4 uM TEM5-Myc-rev
dNTPs: HF dNTP-Mix (BD Biosciences)

Zusétze: 2 mM MgCl; + 3 ul Quik Solution (Stratagene)
Gesamtvolumen: 50 pul

Programm: 1) 95 °C, 1 min

2) 95 °C, 50 sec
3) 68 °C, 5 min 35x
4) 68 °C, 4 min

Der Riickwirts-Primer fiir die TEMS5-PCR (TEMS5-Myc-rev) wurde so entworfen, dass ein
Myc-Tag C-terminal inseriert wurde, ohne die C-terminale PDZ-Bindungsstelle (ETTV) zu
maskieren. Die Kodierungssequenz von sTEMS inklusive dem C-terminalen His-Tag wurde

aus dem Plasmid pIVEX2.3-MCS-sTEMS5 (Johns Hopkins Kimmel Cancer Center)

amplifiziert:

Polymerase: HF Advantage II Polymerase (BD Biosciences)
Template: 1 ng pIVEX2.3-MCS-sTEMS

Primer: 0,4 uM TEM5cds-F1; 0,4 uM TEMS5A-6xH-rev
dNTPs: HF dNTP-Mix (BD Biosciences)
Gesamtvolumen: 50 pul
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Programm: 1)95°C, 1 min
2) 95 °C, 30 sec
3) 68 °C, 3 min 30x
4) 68 °C, 3 min

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese sichtbar gemacht und aus den
Gelen ausgeschnitten. Mit Hilfe des ,,gel extraction kits“ (Qiagen) wurden diese aufgereinigt
und mittels Absorption bei 260 nm quantifiziert (OD,¢ = 1,0 entspricht 50 ng/ul dsDNA).
Danach wurde 1 pg PCR-Produkt 3 h bei 37 °C mit je 10 U EcoR I und BamH I (New
England Biolabs) inkubiert. Gleichzeitig wurde 1 pg des Mammalia-Expressionsvektors fiir
Sekretion p3xFLAG-CMV-9 (Sigma-Aldrich) mit 10 U EcoR I, 10 U BamH I und 0,5 U ,,calf
intestinal phosphatase* (CIP, New England Biolabs) bei 37° C inkubiert. Die verdauten
DNAs wurden mit Hilfe des ,,PCR purification kits*“ (Qiagen) aufgereinigt und erneut
quantifiziert. Nun wurde der Vektor mit je einem Insert (PCR-Produkt) im molaren Verhéltnis
1:5 mit dem ,rapid ligation kit“ (Roche Applied Science) ligiert. 5 — 10 pl des
Ligationsansatzes wurden eingesetzt um chemisch kompetente E. coli XL-1 Blue-Zellen
(Stratagene) laut Protokoll des Herstellers zu transformieren. Die transformierten Zellen
wurden auf LB-Amp-Agar ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden je 3 ml LB-Amp-Medium mit Einzelkolonien der Transformanten angeimpft und iiber
Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Mit Hilfe des ,,plasmid miniprep kits* (Qiagen) wurde
die Plasmid-DNA der Klone isoliert und danach quantifiziert. Je 200 ng der Plasmid-DNAs
wurden 1 h bei 37° C mit je 10 U EcoR I und BamH I inkubiert und mittels Agarosegel-
Elektrophorese analysiert (Restriktionsanalyse). Je ein Insert-positiver Klon wurde
ausgewdhlt und die Korrektheit der Insert-Sequenz mittels DNA-Sequenzierung (MWG
Biotech) iiberpriift.

Die Punktmutation G400S im TEMS-Expressionskonstrukt wurde mit Hilfe des
,»QuickChange XL II site-directed mutagenesis kits* (Stratagene) und dem Primerpaar TEMS-
S400G-fwd/rev revertiert und die Reversion mittels DNA-Sequenzierung (MWG Biotech)
bestdtigt. Die Expressionskonstrukte ppsTEMS, TEMS5-HG und TEMS5-G wurden durch
Deletion der betreffenden Regionen aus dem sTEMS-Konstrukt hergestellt. Die Deletionen
wurden ebenfalls mit Hilfe des ,,QuickChange XL II site-directed mutagenesis kits* und den
Primerpaaren  TSHplus-fwd/rev  (ppsTEMS5-Konstrukt), TSHM-fwd/rev (TEMS5-HG-
Konstrukt) und T5MPR-fwd/rev (TEMS-G-Konstrukt) durchgefiihrt und mittels

Restriktionsanalyse bestitigt.
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Expression und Aufreinigung von TEMS5-Expressionskonstrukten

HEK293-Zellen wurden mit den TEMS-Expressionskonstrukten, die 16sliche Proteine
kodieren, transfiziert. 48h nach der Transfektion wurde das Kulturmedium mit 0,6 mg/ml
Genetizin (Invitrogen) versetzt, um stabil transfizierte Zellen zu selektieren. Nach vollendeter
Selektion (ca. 2 Wochen) wurden die Zellen in 175 cm’-Kulturflaschen ausgesit und bis zur
Konfluenz kultiviert. Bei erreichter Konfluenz wurde das Kulturmedium durch 1% FCS und
0,6 mg/ml Genetizin in DMEM (NS-Medium) ersetzt und die Zellen inkubiert bis das
Medium orange wurde (24 — 72 h). Nun wurden die Uberstinde abgenommen und die Zellen
mit frischem NS-Medium versorgt. Sobald 60 — 100 ml der Uberstinde vorhanden war,
wurden sie 10 min bei 5000xg zentrifugiert und die Pellets verworfen. Die klaren Uberstinde
wurden mit Centricon Plus-20 Zentrifugierfiltern (Millipore) 500fach aufkonzentriert und
danach in 50 Vol. PBDST verdiinnt. Die aufkonzentrierten umgepufferten Uberstinde wurden
1 h bei Raumtemperatur mit 500 pl Anti-FLAG M2-Agarose (Sigma-Aldrich) im Rotator
inkubiert. Die Agarose wurde mit 30 Vol. PBDST und 10 Vol. PBS gewaschen.

Wegen der geringen Sekretion des ppsTEMS-Proteins, wurde dieses auch aus
Zelllysaten aufgereinigt. Die Zellen wurden durch spiilen mit PBS von den Kulturflaschen
abgelost und 10 min bei 5000xg pelletiert. Das Zellpellet wurde in eiskaltem Lysepuffer (1 ml
pro Kulturflasche) lysiert, 30 min auf Eis inkubiert und gelegentlich gevortext. Das Lysat
wurde 10 min bei 10000xg und 4 °C abzentrifugiert und das Pellet verworfen. Das klare Lysat
wurde nun 1 h bei Raumtemperatur mit 500 pl Anti-FLAG M2-Agarose im Rotator inkubiert.
Danach wurde die Agarose mit 30 Vol. Lysepuffer (ohne Proteaseinhibitoren), 10 Vol.
PBDST und 20 Vol. PBS gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden in 500 pl-Fraktionen
mit 0,1 M Glyzin-HCI pH 3,5 eluiert und die Eluate mit 0,02 Vol. 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
neutralisiert. Proteinhaltige Fraktionen (Schdumprobe) wurden vereint und in Centricon
Plus-20 Zentrifugierfiltern aufkonzentriert. Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des

,protein dotMetric assays* (G-Biosciences) bestimmt.

SDS-PAGE
Fiir die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde das diskontinuierliche
Gelsystem nach Laemmli verwendet (53). Es wurde mit 8, 10 und 14%igen 1 mm dicken

Polyacrylamid-Minigelen gearbeitet. Diese wurden wie folgt hergestellt (ausreichend fiir zwei

Gele):
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Trenngel: Sammelgel:

Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) 8%, 10%, 14% 4%
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml -

2 M Tris-HCI pH 6,8 - 0,3 ml
10% SDS 100 pl 200 pl
TEMED 10 pul 10 pl
10% APS 100 pl 50 pl
Gesamtvolumen 10 ml 5ml

Zunidchst wurde das Trenngel zwischen die Glasplatten gegossen und mit Isopropanol
iberschichtet. Sobald das Trenngel polymerisiert war, wurde das Isopropanol abgegossen und
die Grenzschicht des Gels mit Wasser gewaschen. Das Sammelgel wurde zwischen die
Platten auf das Trenngel gegossen und der Kamm eingefiihrt. Nachdem das Sammelgel
polymerisiert war, wurde der Kamm entfernt, die Gelplatte in die Gelkammer gesetzt und
diese mit Laufpuffer gefiillt. 3 — 4 x 10° HUVECs wurden mit 40 pl Probenpuffer lysiert.
Aufgereinigte Proteine wurden mit Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden 5 min bei 95 °C
inkubiert und je 10 — 20 pl wurden auf das Gel aufgetragen. Als Grofenmarker diente der
»full-range rainbow molecular weight marker® (Amersham Biosciences). Das Gel wurde bis
zum Einlaufen des Farbstoffs in das Trenngel bei 100 V, danach bei 200 V gefahren. Sobald
der Farbstoff vollstindig aus dem Gel gelaufen war, wurde der Gellauf beendet und die

Proteine im Gel gefarbt oder im Westernblot analysiert.

Firbung von Proteingelen

Coomassie-Fdrbung: Proteingele wurden 30 min in Coomassie-Firber inkubiert und 3 — 4
Mal 30 min in Coomassie-Entférber.

Silberfdrbung: Proteingele wurden 1 h in Coomassie-Entfarber mit 0,02% Formaldehyd
inkubiert und danach dreimal 10 min mit 50% Ethanol gewaschen. Die Gele wurden 1 min
mit 0,2 mg/ml Na,S,0; behandelt, dreimal 20 sec mit Wasser gewaschen und schlielich
20 min in 0,2% AgNO; und 0,02% Formaldehyd inkubiert. Dann wurden sie wieder dreimal
20 sec mit Wasser gewaschen und in 3% Na,COj;, 0,02% Formaldehyd und 1 pg/ml Na,S,0;
inkubiert bis die Proteinbanden gut sichtbar wurden. Die Reaktion wurde mit 1%iger

Essigsédure gestoppt.
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Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur und im Schiittler durchgefiihrt. Die gefarbten
Gele wurden zwischen zwei nassen Zellophanfolien (BioRad) in einen Rahmen eingespannt

und getrocknet.

Westernblot-Analyse

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran
(Amersham Biosciences) transferiert. Dazu wurde das Gel auf die mit Blotpuffer dquilibrierte
Membran gelegt und zwischen zwei in Blotpuffer eingeweichte Filterpapiere (BioRad)
plaziert. Dieses ,,Sandwich* wurde zwischen zwei Schwidmme in eine Kassette gelegt und in
die mit Blotpuffer gefiillte Tankblot-Apparatur {iberfiihrt. Nach dem einstiindigen
Proteintransfer bei 100 V im Kiihlraum wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur mit
Blockpuffer inkubiert. Danach wurde die Membran {iber Nacht bei 4 °C im Rotator mit dem

primdren Antikorper inkubiert. Je nach Antikorper wurde dieser unterschiedlich verdiinnt:

Anti-FLAG (Peroxidase-konjugiert): 1:1000 in Blockpuffer
Anti-Myec: 1:5000 in PBST/BSA
Anti-His: 1:1000 in PBST/BSA
Anti-Aktin: 1:10000 in Blockpuffer
Anti-Caspase-3: 1:1000 in Blockpuffer

Am néchsten Tag wurde die Membran dreimal 5 min mit PBST gewaschen. Falls der primére
Antikorper nicht Peroxidase-konjugiert war, wurde die Membran nun 1 h bei Raumtemperatur
mit einem Peroxidase-konjugierten sekundiren Antikorper (1:5000 in Blockpuffer), der gegen
die entsprechende Spezies gerichtet war, inkubiert. Nachdem die Membran erneut dreimal mit
PBST gewaschen war, wurde sie mit 2 ml ECL-Substrat (Amersham Biosciences) benetzt und
I min inkubiert. Danach wurde sie in eine Klarsichthiille gelegt und in eine lichtdichte
Kassette tiberfiihrt. Die Chemolumineszenz wurde mit Kodak BioMax XAR Filmen (Sigma-
Aldrich) detektiert.

In Vitro-Angiogeneseversuch

Eiskaltes Wachstumsfaktor-reduziertes Matrigel (BD Biosciences) wurde in 6-Well-Platten
pipettiert (1,5 ml pro Well) und zum Polymerisieren 15 min in den Zellkultur-Inkubator
gestellt. HUVECs in Endothelzellmedium mit 10% FCS wurden auf dem Matrigel ausgesit
(2,5 x 10° Zellen pro Well) und bis zu 24 h inkubiert. Die Zellen wurden unter einem
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Phasenkontrastmikroskop bei 100facher VergroBerung mit einer Digitalkamera fotografiert.
Danach wurden sie mittels Matrisperse (BD Biosciences) aus dem Matrigel isoliert, in je

20 ul Probenpuffer lysiert und im Westernblot analysiert.

Immunprizipitation

Zundchst wurde das Matrigel mittels Matrisperse (BD Biosciences) laut Protokoll des
Herstellers solubilisiert. Die Uberstinde (konditioniertes Matrigel bzw. Medium) wurden
10 min bei 10000xg und 4 °C zentrifugiert und die Pellets verworfen. Danach wurden die
Uberstinde iiber Nacht bei 4 °C mit 10 pl Anti-FLAG M2-Agarose (Sigma-Aldrich) im
Rotator inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Agarose dreimal mit 1 ml PBS gewaschen. Die
gebunden Proteine wurden mit 10 pl 2x Probenpuffer fiir 5 min bei 95 °C eluiert und im

Westernblot analysiert.

Immunzytofluoreszenzfirbung

Deckglidser wurden in 6-Well-Platten gelegt und mit Kollagen fiir die Kultivierung von
HUVECs beschichtet (siehe Zellkultur). 1 x 10° HUVECs pro Well wurden ausgesit, 24 h
inkubiert und mit TEMS transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 400 pl
eiskaltem Wachstumsfaktor-reduziertem Matrigel (1:2 in PBS verdiinnt) {iberschichtet oder
nicht behandelt. Die Zellen wurden 1 h in den Zellkultur-Inkubator gestellt, um das Matrigel
polymerisieren zu lassen. Danach wurde das Matrigel mit Medium {iberschichtet, das Medium
der  unbehandelten  Zellen  gewechselt und die  Zellen flir  weitere
24 h inkubiert. Nun wurden die Zellen 10 min mit 3,7% Formaldehyd in PBS fixiert und
dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden 10 min mit 0,5% Triton X-100 in PBS
permeabilisiert oder nicht permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden sie
1 h mit einem polyklonalen Anti-FLAG-Antikérper (1:200 in PBS) inkubiert. Die Zellen
wurden dreimal 5 min mit PBS gewaschen und 1 h mit einem FITC-konjugierten Anti-
Kaninchen IgG-Antikorper (1:200 in PBS) inkubiert. Nachdem die Zellen dreimal 5 min mit
PBS gewaschen waren, wurden die Deckglédser mit ,,Vectashield hard set mounting medium*
(Vector Laboratories) auf Objekttrager angebracht. Transfizierte Zellen wurden unter einem

Fluoreszenzmikroskop bei 400facher Vergrof3erung mit einer Digitalkamera fotografiert.

MMP-9-Verdau
Aufgereinigte TEMS5-Konstrukte wurden {iber Nacht bei 4 °C in ,,Tube-O-DIALYZER"-
Rohrchen (G Biosciences) gegen MMP-9-Puffer (5 mM CaCl, und 0,005% Brij35 in TBS)
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dialysiert. Je 0,2 mg/ml Protein in MMP-9-Puffer wurde 20 h bei 37 °C mit 10 ug/ml
rekombinanter aktiver MMP-9 (Calbiochem) inkubiert. Die Verdaue wurden in

Zelladhdsionsversuchen und im Westernblot analysiert.

Zelladhisionsversuch

96-Well-Polystyrolplatten wurden iiber Nacht bei 4°C mit verschiedenen Proteinen in PBS
verdiinnt beschichtet und 1 h bei Raumtemperatur mit PBS/BSA geblockt. Die Bindung der
TEMS5-Konstrukte an Polystyrol wurde mittels ELISA bestdtigt (Daten nicht gezeigt).
Semikonfluente bis konfluente HUVECs bzw. M21/M21L-Zellen wurden abtrypsinisiert und
in Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden 2 h bei Raumtemperatur und leichtem
Schwenken inkubiert. Danach wurden die HUVECs in Endothelzell-Basalmedium
(PromoCell) mit 0,1% BSA und die M21/M21L-Zellen in RPMI-Medium mit 0,1% BSA
resuspendiert. HUVECs wurden aliquotiert und 30 min bei Raumtemperatur mit
verschiedenen Inhibitoren inkubiert oder nicht behandelt. 3 x 10* Zellen pro Well wurden
ausgesdt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nicht-adhdrente Zellen wurden mit PBS
weggewaschen, die Wells mit Medium und 0,1 Vol. AlamarBlue (Serotech) gefiillt und 3 —
16 h inkubiert. SchlieBlich wurden die Zelliiberstinde in neue 96-Well-Platten {iberfiihrt und
die Absorption der Wells bei 570 und 600 nm gemessen. Die Anzahl der adhdrenten Zellen
entsprach der Reduktion des AlamarBlues, die nach den Angaben des Herstellers berechnet

wurde.

Affinititschromatographie

Vitronektin (Promega) und TEMS5-Konstrukte wurden {iber Nacht bei 4 °C in ,,Tube-O-
DIALYZER“-Rohrchen (G Biosciences) gegen PBS dialysiert. Je 25 pg Protein wurde an
25 ul AminoLink Plus-Agarose (Pierce) laut Protokoll des Herstellers gekoppelt. Die
gekoppelte Agarose wurde mit 0,1% BSA und 0,2% Triton X-100 in Puffer A (Bindepuffer)
dquilibriert und tiber Nacht bei 4 °C mit 10 pug Integrin o,f3 (Chemicon, 50 pg/ml in
Bindepuffer) im Rotator inkubiert. Die Agarose wurde viermal mit 10 Vol. 0,2% Triton X-
100 in Puffer A gewaschen und das gebundene Integrin a,B3 30 min bei Raumtemperatur mit
1 Vol. 2x nicht-reduzierendem Probenpuffer eluiert. Die Eluate wurden in der SDS-PAGE

aufgetrennt und die Proteine mittels Silberfarbung sichtbar gemacht.
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Integrin a,p3;-Bindungsversuch

Ein polyklonaler Integrin a,-Antikdrper (Chemicon) wurde mittels Protein G Plus-Agarose
(Calbiochem) laut Protokoll des Herstellers aufgereinigt. 96-Well-Polystyrolplatten wurden
tiber Nacht bei 4 °C mit dem Integrin a,-Antikorper (10 pg/ml in PBS) beschichtet. Die Wells
wurden dreimal mit 0,05% Tween 20 in Puffer A (Puffer A/Tween) gewaschen und 1 h mit
3,5 pg/ml Integrin ayf3 (Chemicon) in 0,2% Triton X-100 in Puffer A inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Puffer A/Tween wurden die Wells 1 h mit 1% BSA in Puffer A
(Puffer A/BSA) geblockt. Die Wells wurden iiber Nacht bei 4 °C mit Vitronektin (Promega)
oder TEMS5-Konstrukten in Puffer A/BSA verdiinnt inkubiert. Am néachsten Tag wurden sie
dreimal mit Puffer A/Tween gewaschen und 1 h mit einem Vitronektin- (1:3000 in Puffer
A/BSA) bzw. Peroxidase-konjugierten Anti-FLAG-Antikorper (1:10000 in Puffer A/BSA)
inkubiert. Wells, die mit dem Vitronektin-Antikorper inkubiert waren, wurden dreimal mit
Puffer A/Tween gewaschen und 1 h mit einem Peroxidase-konjugierten Anti-Maus I1gG-
Antikorper (1:5000) inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit Puffer A/Tween gewaschen und
30 min mit TMB-Substrat (Sigma-Aldrich) inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,5 Vol. 0,5 M
H,S0O4 gestoppt. Die Absorption der Wells wurde bei 450 nm gemessen und auf die Nullwerte

normalisiert.

GAG-Bindungsversuch

96-Well-Polystyrolplatten wurden iiber Nacht bei 4 °C mit 10 pg/ml Kollagen (Biochrom),
Laminin (aus Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom, Sigma-Aldrich) oder Avidin (Sigma-
Aldrich) in PBS verdiinnt beschichtet. Die Avidin-beschichteten Wells wurden fiir 30 min mit
100 pg/ml Heparin-Biotin (Sigma-Aldrich) inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit PBST
gewaschen, 1 h mit PBS/BSA geblockt und 1 h mit verschiedenen TEMS5-Konstrukten in
PBS/BSA verdiinnt (100 nM) inkubiert. Danach wurden die Wells dreimal mit PBST
gewaschen und 1 h mit einem Peroxidase-konjugierten Anti-FLAG-Antikérper (1:10000 in
PBS/BSA) inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit PBST gewaschen und ca. 5 min mit
TMB-Substrat (Sigma-Aldrich) inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,5 Vol. 0,5 M H,SO4
gestoppt. Die Absorption der Wells wurde bei 450 nm gemessen und auf Substrat mit HSO4

normalisiert.

Zelliiberlebensversuch
Die Platten und Zellen (HUVECs) wurden wie fiir den Zelladhdsionsversuch vorbereitet.

3 x 10* Zellen pro Well wurden in 96-Well-Platten und 1,5 x 10° Zellen pro Well in 24-Well-
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Platten ausgesdt. 24 h nach dem Aussdhen wurden die Zellen in den 24-Well-Platten unter
dem Phasenkontrast-Mikroskop bei 320facher Vergroferung mit einer Digitalkamera
fotografiert. 48 h nach dem Aussden wurden die Zelliiberstinde in den 96-Well-Platten mit
0,1 Vol. AlamarBlue versetzt und 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Uberstinde wurden in neue 96-
Well-Platten iiberfiihrt und die Absorption der Wells bei 570 und 600 nm gemessen. Das
Zelliiberleben entsprach der Reduktion des AlamarBlues, die nach den Angaben des
Herstellers berechnet wurde. 48 h nach dem Aussidhen wurden die Zellen in den 24-Well-

Platten mit 20 pl Probenpuffer lysiert und im Westernblot analysiert.
Statistische Signifikanz

Statistische Signifikanzen wurden mit Hilfe des Student t-Tests berechnet. Unterschiede mit

einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 95% (p < 0,05) wurden als signifikant gewertet.

25



Ergebnisse

TEMS-Expression im Tumorendothel

Bisher wurde die Expression von TEMS5 im Tumorendothel nur auf RNA-Ebene durch die
SAGE oder In Situ-Hybridisierung gezeigt (29, 32). Um die Expression auf Proteinebene
nachzuweisen, wurden Gewebeschnitte von murinen MDA-MB-435-Xenograft-Tumoren mit
einem TEMS5-Antikdrper immunhistochemisch gefarbt. TEMS-Fiarbungen von normalen
murinen Geweben dienten als Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurden die Gewebe mit
einem Antikorper gegen den Endothelzellmarker CD31 gefarbt. Die Ergebnisse der
Féarbungen zeigten, dass TEMS auf Proteinebene im Tumorendothel exprimiert wird und nicht

in Endothelzellen normaler Gewebe detektierbar ist (Abb. 4).

Xenograft-Tumor
o 5 -'F-‘ ST Ao PI.."‘. SN SRR

Gehirn

TEMS5

CD31

Abb. 4. TEMS-Expression in murinen Xenograft-Tumoren. MDA-MB-435-Zellen
wurden subkutan in eine Nacktmaus injiziert. 5 Wochen nach der Injektion wurde die
Maus geopfert, der Tumor und Kontrollorgane prépariert und Gewebeschnitte
angefertigt. Die Gewebeschnitte wurden immunhistochemisch mit einem TEMS-
(oben) und einem CD31-Antikérper (unten) gefarbt (rot-braun). Zellkerne (blau)
wurden mit Hamatoxilin gefarbt. Mikroskopische Bilder wurden bei 200facher

Vergroferung mit einer Digitalkamera fotografiert.
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Klonierung, Expression und Aufreinigung von TEMS-Expressionskonstrukten

Um die Funktion von TEMS5 zu untersuchen wurden mehrere TEMS5-Expressionskonstrukte
mit N- und C-terminalen Epitoptags kloniert (Abb. 5A). TEMS-Konstrukte ohne TMD
wurden in HEK293-Zellen exprimiert und aus den Zelliiberstdnden und Lysaten mittels Anti-
FLAG-Agarose aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Coomassie-Farbung oder Westernblot-Analyse auf Reinheit und Stabilitét
tiberpriift. Alle aufgereinigten Konstrukte waren hochgradig rein und wurden stabil

exprimiert. Nur das Konstrukt ppsTEMS5 wurde C-terminal geringfiigig degradiert (Abb. 5B).
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Abb. 5. Klonierung, Expression und Aufreinigung von TEMS5-Expressionskonstrukten. (A) Struktur der TEMS5-
Expressionskonstrukte, die fiir diese Arbeit kloniert wurden. SP, Signalpeptid; EZD, extrazelluldre Doméne;
TMD, Transmembrandoméne; 1ZD, intrazellulire Doméne; LRR, ,leucine-rich repeat“; LRRCT, LRR-C-
Terminus; IG, Immunglobulindomine; s, ,soluble”; pps, ,,proteolytically processed soluble”; HormR/H,
Hormonrezeptordoméne; GPS/G, GPCR-Proteolysestelle; aa, ,,amino acids®. (B) TEM5-Konstrukte ohne TMD
wurden in HEK293-Zellen exprimiert und mittels Anti-FLAG-Agarose aus den Zelliiberstinden oder Lysaten
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aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden mit der SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Coomassie-

Férbung oder Westernblot-Analyse sichtbar gemacht.

Proteolytische Prozessierung von TEMS an der GPS

Um die proteolytische Prozessierung von TEMS an der GPS in Endothelzellen zu
untersuchen, wurden zunichst unstimulierte HUVECs mit TEMS5 transfiziert und mittels
Westernblot analysiert. Vektor-transfizierte HUVECs dienten als Negativkontrolle. Die
Analyse zeigte, dass Volllangen-TEMS in der SDS-PAGE bei ~200 kD lauft und teilweise an
der GPS gespalten wird, was zur Auftrennung in das 16sliche N-terminale Fragment (sTEMS)
von ~140 kD und das membranstindige C-terminale Fragment (mTEMS5) von ~60 kD fiihrt.
Die Doppelbanden bei ~200 bzw. ~140 kD représentieren alternative Glykosylierungsformen
von TEMS bzw. sTEMS (Abb. 6).

Da TEMS in unstimulierten Endothelzellen groBtenteils als Volllingenprotein
exprimiert wird, nahm ich an, dass die proteolytische Spaltung an seiner GPS induzierbar ist.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
wurden TEMS-transfizierte HUVECs

stimuliert, indem sie auf einer

TEM5S
Vektor

kD

dreidimensionalen Matrix (Matrigel) 250 v
ausgesit wurden, was zur Bildung von _ «—TEMS
WB: Anti-FLAG 160—- —
Kapillar-dhnlichen =~ Netzwerken (In STEMS
105-

Vitro-Angiogenese) fiihrte. Als Negativ-
kontrolle wurden TEMS5-transfizierte 250- - «—TEM5
HUVECs auf einer zweidimensionalen 160- '
Matrix (Kollagen) ausgesit (Abb. 7A).  wB: Anti-Myc 105—
1, 7 und 24 h nach dem Aussden wurden 75—
die Zellen lysiert und mittels

. . . <«—mTEMS
Westernblot analysiert. Die Ergebnisse 50—
zeigten, dass die  proteolytische 50—
Prozessierung an der GPS bei der In  WB: Anti-Aktin Co—
Vitro-Angiogenese auf Matrigel 35—

signifikant ansteigt, jedoch nicht in
Abb. 6. Proteolytische Prozessierung von TEMS5 an der

GPS. HUVECs wurden mit TEM5 bzw. leerem Vektor
dimensionalen Kollagenmatrix. Nach  tansfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen

unstimulierten Zellen auf der zwei-

24 h auf Matrigel lag mehr als die Hélfte = im Westernblot analysiert.
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des TEMS in prozessierter Form vor. Die Analyse der Zelliiberstinde ergab auBBerdem, dass

die erhdhte Prozessierung an der GPS auch zur Sekretion von sTEMS fiihrte. Der Uberstand

von sTEMS5-transfizierten HUVECs bestétigte, dass es sich bei dem sezernierten N-terminalen

TEMS5-Fragment tatsdchlich um sTEMS handelt (Abb. 7B).
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Abb. 7. Proteolytische Prozessierung von TEMS5 an der GPS bei der In Vitro-Angiogenese. TEMS5-transfizierte

HUVECs wurden 24 h nach der Transfektion auf einer dreidimensionalen Matrix (Matrigel) oder auf einer

zweidimensionalen Matrix (Kollagen) ausgesit. (A) Phasenkontrastmikroskopische Bilder bei 100facher

VergrofBerung wurden zu den angegebenen Zeitpunkten fotografiert. Balken: 220 pm. (B) Sezerniertes TEMS

wurde mit Anti-FLAG-Agarose aus den Zelliiberstédnden préazipitiert (IP) und Zellen wurden lysiert. Lysate und

IPs wurden mittels Westernblot analysiert.

29



Wie bereits erwidhnt, ist die proteolytische Prozessierung an der GPS auch eine Voraussetzung
fiir die Translokation von Adhésions-GPCRs an die Zelloberfliche. Um zu iiberpriifen, ob
sich die Lokalisierung von TEMS genauso verhélt, wurden TEMS5-transfizierte HUVECs mit
Matrigel zu Bildung von Kapillar-dhnlichen Netzwerken stimuliert oder nicht stimuliert und
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Um intrazellulires TEMS von TEMS auf der
Zelloberfliche zu unterscheiden wurden permeabilisierte und nicht-permeabilisierte Zellen
gefdarbt. Die Ergebnisse zeigten, dass TEMS in Matrigel-stimulierten Zellen auf der
Oberflache exprimiert wird und in unstimulierten Zellen kaum auf der Oberflache detektierbar
ist, was mit der Proteolyse an der GPS korreliert. Die Firbung von unstimulierten
permeabilisierten Zellen zeigte, dass in diesen Zellen der GroBteil des Proteins im ER rund

um den Zellkern lokalisiert ist (Abb. §).
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Abb. 8. Lokalisierung von TEMS in Endothelzellen. TEM5-transfizierte HUVECs wurden 24 h nach der

TEMS5-positive Zellen pro Deckgla

Transfektion mit Matrigel iiberschichtet oder nicht iiberschichtet (unstimuliert) und fiir weitere 24 h inkubiert.
Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert oder nicht permeabilisiert und mit einem Anti-FLAG-Antikdrper
gefolgt von einem FITC-konjugierten Anti-Kaninchen IgG-Antikdrper inkubiert. (A) Fluoreszenzmikro-
skopische Bilder von TEM5-positiven Zellen (griin) wurden bei 400facher VergroBerung fotografiert. Balken:
55 um. (B) TEMS-positive Zellen wurden durch Auszihlen quantifiziert.

Proteolytisch prozessiertes losliches TEMS vermittelt Endothelzelladhésion

Fiir den Adhdsions-GPCR CD97 wurde eine Interaktion mit Integrinen {iber sein RGD-Motiv
und eine Rolle bei der Angiogenese beschrieben (14). Sequenzanalysen von TEMS im
Rahmen dieser Arbeit ergaben, dass seine HormR-Domine ebenfalls ein RGD-Motiv enthilt

(Abb. 5). Aus diesem Grund vermutete ich, dass TEMS mit RGD-bindenden Integrinen
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interagieren konnte. Um diese Vermutung zu iberpriifen, wurden HUVEC-
Adhésionsversuche auf immobilisiertem sTEMS und immobilisiertem Vitronektin als
Positivkontrolle durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass die Interaktion von Integrinen mit ihren
immobilisierten Liganden Adhidsion und Ausbreitung von Zellen vermittelt (8). Die
Ergebnisse zeigten jedoch, dass sSTEMS5 im Vergleich zu Vitronektin keine Zelladhésion
vermittelt (Abb. 9A). Auf Grund dieser Tatsache nahm ich an, dass die RGD-Bindungsstelle
in TEMS, wie in anderen Proteinen, kryptisch sei und erst durch proteolytische Prozessierung
zugéanglich werden wiirde (54 - 56). Tatsdchlich zeigten HUVEC-Adhésionsversuche auf
MMP-9-prozessiertem STEMS und TEMS5-HG eine 11fach hohere Zelladhésion als auf den
unprozessierten Proteinen. Das Konstrukt TEMS5-G, das kein RGD-Motiv besitzt, vermittelte
keine Zelladhdsion nach MMP-9-Prozessierung (Abb. 9B).

Westernblot-Analysen der MMP-9-Verdaue zeigten, dass die Prozessierung von
STEMS mit MMP-9 zu zwei N-terminalen Proteinfragmenten von ~80 und ~60 kD fiihrt. Die
Kodierungssequenz des 80 kD-Fragments wurde anhand seines Molekulargewichts geschétzt
und kloniert (,,proteolytically processed soluble® TEMS, ppsTEMS). Die Prozessierung von
TEMS5-HG mit MMP-9 fiihrte zu einem N-terminalen Fragment von ca. 27 kD, welches der
HormR-Doméne von TEMS entspricht. Der MMP-9-Verdau von TEMS5-G fiihrte zu keinen
detektierbaren N-terminalen Proteinfragmenten (Abb. 9C). HUVEC-Adhésionsversuche auf
immobilisiertem ppsTEMS zeigten, dass es konstitutiv Zelladhésion vermittelt (Abb. 9D).
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Abb. 9. Proteolytisch prozessiertes losliches TEMS5 vermittelt Endothelzelladhdsion. (A) HUVEC-Adhésion an
Vitronektin und sTEMS, die bei den angegebenen Konzentrationen immobilisiert wurden. (B) HUVEC-
Adhision an unprozessierte (ohne) und MMP-9-prozessierte TEMS5-Konstrukte, die bei 400 nM immobilisiert
wurden (*p < 0,001 versus ohne). (C) Westernblot-Analyse der unprozessierten und MMP-9-prozessierten
TEMS-Konstrukte. (D) HUVEC-Adhédsion an TEMS-Konstrukte, die bei verschiedenen Konzentrationen
immobilisiert wurden (*p < 0,05 versus TEMS5-G, **p < 0,001 versus TEM5-G). Mittelwerte (Datenpunkte,

breite Balken) und Standardabweichungen (schmale Balken) wurden aus Dreifachwerten berechnet.

Zelladhision an ppsTEMS wird von Integrin a,p3 vermittelt

Um herauszufinden welches RGD-bindende Integrin die Adhésion von Zellen an ppsTEMS
vermittelte, wurden HUVECs vor dem Adhésionsversuch mit RGD-Peptid (Bachem) oder
inhibierenden Integrin-Antikdrpern inkubiert. Die Ergebnisse zeigten, dass RGD-Peptid,
Integrin o,- und Integrin o,B3-Antikorper die Zelladhdsion vollstindig inhibierten. Die
Zelladhdsion wurde mit einem as-Integrin-Antikorper um ca. 50% reduziert, jedoch nicht mit
Antikorpern gegen a;-, op- und a,fs-Integrine (Abb. 10A). Um diese Ergebnisse zu

bestdtigen, wurden Zelladhdsionsversuche mit der o,-Integrin-exprimierenden Melanomzell-
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Linie M21 und der a,-Integrin-negativen Subzelllinie M21L durchgefiihrt. Im Einklang mit
den Inhibitionsstudien adhirierten M21-Zellen gut an ppsTEMS, wohingegen M21L-Zellen
nur sehr schwach an ppsTEMS hafteten. Die immer noch vorhandene schwache Adhésion von
M21L-Zellen an ppsTEMS wurde wahrscheinlich von anderen RGD-bindenden Integrinen,
wie z.B. Integrin asf;, vermittelt. Weder M21- noch M21L-Zellen adhérierten an sTEMS. Die
Adhésion an Kollagen ist unabhéngig von a,-Integrinen und war bei beiden Zelllinien gleich

stark (Abb. 10B).
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Abb. 10. Zelladhdsion an ppsTEMS5 wird von Integrin a,f; vermittelt. (A) HUVEC-Adhision an ppsTEMS5 (bei
200 nM immobilisiert). Vor dem Aussden wurden die Zellen 30 min mit 600 uM RGD-Peptid, 25 pg/ml
inhibierendem Integrin-Antikorper oder ohne Inhibitor inkubiert (*p < 0,001 versus ohne, **p < 0,01 versus
ohne). (B) Adhésion von M21- (a,-Integrin-positiv) und M21L-Zellen (a,-Integrin-negativ) an ppsTEMS und
sTEMS, die bei 200 nM immobilisiert wurden, und an Kollagen, das bei 1 pg/ml immobilisiert wurde
(*p < 0,001 versus M21L-Zellen). Mittelwerte (breite Balken) und Standardabweichungen (schmale Balken)

wurden aus Dreifachwerten berechnet.

ppsTEMS interagiert direkt mit Integrin a3

Um zu tberpriifen, ob ppsTEMS Zelladhésion durch direkte Interaktion mit Integrin o3
vermittelt, wurde eine Affinitidtschromatographie durchgefiihrt. Die TEMS5-Konstrukte und
der Integrin o,ps-Ligand Vitronektin wurden an aktivierte Agarose gekoppelt und mit Integrin
ayP; inkubiert. Nach griindlichem Waschen der Agarose wurde das gebundene Integrin
eluiert. Die Ergebnisse zeigten, dass Integrin a,B3 mit Vitronektin und ppsTEMS, nicht aber
mit STEMS und TEMS5-G interagierte (Abb. 11A). Um quantitativere Ergebnisse zu erhalten,
wurde ein auf ELISA basierender Bindungsversuch mit immobilisiertem Integrin o.,f3

durchgefiihrt. Dieser Versuch zeigte, dass ppsTEMS mit etwas geringerer Affinitdt als
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Vitronektin an Integrin a,f; bindet. STEMS interagierte nur sehr schwach, und TEMS5-G, dem
das RGD-Motiv fehlt, gar nicht, mit Integrin o3 (Abb. 11B).
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Abb. 11. Direkte Interaktion von ppsTEMS mit Integrin a,f;. (A) TEMS5-Konstrukte und Vitronektin wurden an
aktivierte Agarose gekoppelt. Die Agarose wurde mit Integrin o,f; inkubiert, griindlich gewaschen und
gebundenes Integrin mit nicht-reduzierendem Probenpuffer eluiert. Eluate wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, und das Proteingel wurde silbergeféarbt. (B) Immobilisiertes Integrin a,f; wurde mit Vitronektin und
TEMS5-Konstrukten inkubiert, griindlich gewaschen und gebundene Proteine wurden mittels Anti-Vitronektin-
bzw. Anti-FLAG-ELISA detektiert. Mittelwerte (Datenpunkte) und Standardabweichungen (Balken) wurden aus
Dreifachwerten berechnet (*p < 0,001 versus TEMS5-G, **p < 0,01 versus TEMS5-G).

TEMS bindet an GAGs

Da die ECM-Proteine Nidogen und Kollagen als Liganden von TEM7 bzw. TEMS
identifiziert wurden, vermutete ich, dass auch TEM5 mit Bestandteilen der ECM interagieren
konnte (35, 37). Aus diesem Grund wurde ein Bindungsversuch mit TEMS5-Konstrukten und
verschiedenen immobilisierten ECM-Molekiilen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass
STEMS und ppsTEMS nicht mit den ECM-Proteinen Kollagen und Laminin, aber mit dem
GAG Heparin interagieren. TEM5-HG interagierte mit keinem der getesteten Makromolekiile
(Abb. 12A). Um festzustellen, ob TEMS auch mit anderen GAGs interagiert, wurde die
Bindung von sTEMS5 an Heparin mit anderen GAGs kompetitiv inhibiert. Aus den
Ergebnissen ldsst sich die folgende relative Affinitdt fiir die getesteten GAGs ableiten:
Heparin > Chondroitinsulfat = Dermatansulfat > Heparansulfat. Die Anwesenheit von EDTA
bzw. 1 M NaCl zeigte auerdem, dass die Interaktion von TEMS mit GAGs nicht abhéngig
von bivalenten Kationen, aber von der Ionenstirke der Umgebung ist (Abb. 12B). Die

Proteinsequenzen BBXB und BBBXXB (B = basische Aminosdure, X = irgendeine
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Aminosdure) wurden als Konsensussequenzen fiir GAG-Bindungsstellen beschrieben (64).
Sequenzanalysen von TEMS haben zwar keine exakte Ubereinstimmung mit einer dieser
Konsensussequenzen ergeben, aber eine dhnliche, sehr basische Sequenz am N-Terminus von

TEMS (Position 43 — 66: RSCKCSGERPKGLSGGVPGPARRR, basische Aminosduren

hervorgehoben).
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Abb. 12. TEM5 bindet an GAGs. (A) Kollagen, Laminin und Avidin wurden bei
10 pg/ml immobilisert. Das immobilisierte Avidin wurde 30 min mit 100 pg/ml
Heparin-Biotin inkubiert. Die immobilisierten Makromolekiile wurden 1 h mit

TEMS-Konstrukten (100 nM) inkubiert und die gebundenen Proteine mittels Anti-

35



FLAG-ELISA detektiert (*p < 0,001 versus BSA). (B) Avidin und Heparin-Biotin
wurden wie bei (A) immobilisiert und 1 h mit sTEM5 (100 nM) und dem
jeweiligen Inhibitor inkubiert. Die EDTA-Konzentration war 1 mM. Die Heparin-,
Heparansulfat-, Chondroitinsulfat A- und Dermatansulfat-Konzentrationen waren 1,
10 und 100 pg/ml. Gebundenes STEMS wurde mittels Anti-FLAG-ELISA
detektiert (*p < 0,001 versus ohne). Mittelwerte (breite Balken) und

Standardabweichungen (schmale Balken) wurden aus Dreifachwerten berechnet.

ppsTEMS vermittelt Uberleben von Endothelzellen

Da bei der In Vitro-Angiogenese 16sliches TEMS von Endothelzellen sezerniert wird und
nach proteolytischer Prozessierung mit Integrin a3 interagiert, wére es moglich, dass TEMS
eine Rolle beim Uberleben von Endothelzellen wihrend der Angiogenese spielt. Um diese
Hypothese zu testen, wurden HUVEC-Uberlebensversuche durchgefiihrt. Dazu wurden die
Zellen 48 h in Abwesenheit von Serum und Wachstumsfaktoren auf immobilisierten TEMS5-
Konstrukten oder Vitronektin inkubiert. Danach wurden die iiberlebenden Zellen mittels
AlamarBlue quantifiziert und die Apoptose in einem Caspase-3-Westernblot semiquantitativ
bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass ppsTEMS und Vitronektin Zelliiberleben vermitteln,
sTEMS5 und BSA hingegen nicht. Die Anwesenheit eines inhibierenden Integrin oyf3-
Antikorpers reduzierte das Zelliiberleben auf ppsTEMS signifikant. Losliches Heparin hatte
keinen Einfluss auf das ppsTEMS-vermittelte Zelliiberleben (Abb. 13A und B). Die
proteolytische Aktivierung von Procaspasen spielt eine zentrale Rolle in der Apoptose (57).
Westernblot-Analysen der Zellen zeigten, dass die Proteolyse der Procaspase-3 auf

Vitronektin und ppsTEMS inhibiert wurde, was die Apoptose verhinderte (Abb. 13C).
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Abb. 13. ppsTEMS vermittelt Uberleben von Endothelzellen. HUVEC-Uberlebensversuche auf Vitronektin und
TEMS5-Konstrukten (bei 100 nM immobilisiert). Die Zellen wurden mit einem inhibierenden Integrin o, fs-
Antikdrper (25 pg/ml), Heparin (100 pg/ml) oder ohne Inhibitor in Abwesenheit von Serum und
Wachstumsfaktoren ausgesét. (A) 48 h nach dem Aussden wurden die lebenden Zellen mittels AlamarBlue
quantifiziert. Mittelwerte (breite Balken) und Standardabweichungen (schmale Balken) wurden aus
Dreifachwerten berechnet (*p < 0,001 versus BSA, **p < 0,01 versus ppsTEMS). (B) 24 h nach dem Ausséen
wurden phasenkontrastmikroskopische Bilder bei 320facher VergroBerung fotographiert. Balken: 55 pm. (C)
Westernblot-Analyse der Zellen 48 h nach dem Ausséen.
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Diskussion

TEMS wurde vor einigen Jahren als eines von neun bisher unbekannten Genen (TEM1 - 9),
die im Tumorendothel verstirkt exprimiert werden, identifiziert (29). Weitere Studien haben
ergeben, dass TEMs auch bei der physioloischen Angiogenese (Embryogenese, Wundheilung,
weiblicher Fortpflanzungszyklus) in Endothelzellen exprimiert werden (32). Aufgrund seiner
Sequenzhomologie gehort TEMS zur Gruppe III der Adhédsions-GPCRs (41). In dieser Arbeit
wurde die Rolle von TEMS wihrend der Angiogenese untersucht.

Bisher wurde die Expression von TEMS in Endothelzellen wihrend der
Tumorangiogense nur auf RNA-Ebene durch die SAGE oder In Situ-Hybridisierung gezeigt
(29, 32). Um die Expression auf Proteinebene nachzuweisen, wurden immunhistochemische
Féarbungen eines murinen Xenograft-Tumors durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass das
TEMS5-Protein im Tumorendothel, aber nicht im Endothel von Kontrollorganen, exprimiert
wird. Da l6sliches TEMS (sTEMS5) wihrend der Angiogenese von Endothelzellen freigesetzt
wird und der verwendete Antikorper gegen sTEMS gerichtet war, ist es wahrscheinlich, dass
das Signal sowohl membranstindiges TEMS als auch sTEMS darstellt.

Wie fast alle Adhédsions-GPCRs besitzt TEMS eine membranproximale GPS (41).
Westernblot-Analysen haben gezeigt, dass die proteolytische Prozessierung von TEMS an der
GPS in unstimulierten Endothelzellen nur sehr schwach ablduft, wihrend der In Vitro-
Angiogenese jedoch verstérkt wird. Die Proteolyse an der GPS fiihrte einerseits zur Sekretion
von STEMS5 und andererseits zur Translokation der nicht-kovalent verbundenen TEMS-
Fragmente sTEMS und mTEMS an die Zelloberflidche. Diese Prozessierung scheint, neben der
Regulation der TEMS5-Expression, ein weiterer Regulationsmechanismus von TEMS5 zu sein.
Bisher wurde noch keine Protease identifiziert, die fiir die Proteolyse an der GPS
verantwortlich ist. Fiir EMR2 wurde jedoch gezeigt, dass die proteolytische Prozessierung an
der GPS autokatalytisch ablduft (47). Auch wenn eine Autoproteolyse der TEM5-GPS auf
den ersten Blick unwahrscheinlich erscheint, da die Proteolyse der TEM5-GPS hochgradig
reguliert ist, wire sie bei genauerer Betrachtung durchaus moglich. Bei der Studie mit EMR2
wurde gezeigt, dass die korrekte Faltung des Proteins eine Voraussetzung fiir die
autokatalytische Proteolyse der GPS ist. Es ist bekannt, dass posttranslationale
Modifikationen, wie z.B. Glykosylierung, Phosphorylierung und Hydroxylierung, sowie
Chaperone die Faltung von Proteinen erheblich beeinflussen konnen. Diese Modifikationen
und Chaperone sind ihrerseits auch reguliert, was eine Regulation der Autoproteolyse der

GPS zur Folge haben konnte.
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Sequenzanalysen von TEMS5 haben ergeben, dass seine HormR-Doméne ein RGD-Motiv
enthdlt, das eine Bindungsstelle fiir bestimmte Integrine darstellt. Da Endothelzellen jedoch
nicht an immobilisiertes STEMS5 adhérierten, vermutete ich, dass sein RGD-Motiv, wie bei
anderen Proteinen, kryptisch ist (54 — 56). Es ist bekannt, dass proteolytische Prozessierung
mit MMPs oder anderen Proteasen zur Freilegung dieser kryptischen RGD-Bindugsstellen
fiihren kann (54 - 56). Eine von mehreren Proteasen, die in Endothelzellen wéahrend der
Angiogenese exprimiert werden, ist MMP-9 (58). Tatséchlich adhérierten Endothelzellen an
MMP-9-prozessiertes immobilisiertes sTEMS (ppsTEMS). Die Tatsache, dass MMP-9-
verdautes TEMS5-HG ebenfalls Zelladhdsion vermittelte, weist darauf hin, dass die N-
terminale LRR- bzw. IG-Domine nicht an der Interaktion mit Integrinen beteiligt ist. Ob
MMP-9 auch in vivo fiir die proteolytische Prozessierung von sTEMS verantwortlich ist,
bleibt allerdings unklar. sSTEMS5, jedoch nicht ppsTEMS, war in den Uberstinden von TEMS5-
transfizierten Endothelzellen, die zu Kapillar-dhnlichen Netzwerken differenzierten,
detektierbar. Da bei der In Vitro-Angiogenese nur Endothelzellen zur Bildung von Kapillar-
dhnlichen Strukturen stimuliert werden, ist es mdglich, dass andere Zelltypen bei der
Angiogenese in vivo Proteasen sezernieren oder auf ihrer Zellmembran exprimieren, die fiir
die Prozessierung von STEMS verantwortlich sind. Mogliche Kandidaten wéren
Monozyten/Makrophagen, von denen bekannt ist, dass sie bei der Angiogenese eine Rolle
spielen und wesentlich mehr Proteasen exprimieren und sezernieren als Endothelzellen (63).
Eine andere Erklirung fiir die Abwesenheit von ppsTEMS in Uberstéinden von Endothelzellen
bei der In Vitro-Angiogense wire das Fehlen bestimmter Stimuli (Wachstumsfaktoren oder
Zytokine), die zur verstirkten Expression von Proteasen fiihren, die in der Lage sind sSTEMS
zu ppsTEMS zu prozessieren.

Inhibitionsexperimente zeigten, dass die Adhdsion von Endothelzellen an ppsTEMS
von Integrin o,f3; und in geringerem Ausmall von Integrin osP; vermittelt wird.
Interessanterweise war die Zelladhdsion an ppsTEMS nicht durch einen inhibierenden
Integrin o, Ps-Antikorper hemmbar. Andere Integrinliganden, wie etwa Vitronektin, binden
sowohl an Integrin ayfB3; also auch an Integrin o,ps. Mittels Affinitdtschromatographie und
Bindungsstudien in zellfreien Systemen wurde eine direkte Interaktion von ppsTEMS mit
Integrin a,Bs; nachgewiesen. Eine wichtige Rolle bei der Angiogenese spielt auch MMP-2
(59). Es wurde beschrieben, dass die Assoziation von Integrin o,f; mit MMP-2 auf der
Zelloberfliche essentiell fiir die Angiogenese ist (60). Es widre moglich, dass diese

Kolokalisation auch eine konzertierte Prozessierung und Interaktion mit STEMS vermittelt.
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Da andere TEMs mit Bestandteilen der ECM interagieren, nahm ich an, dass auch TEMS5 an
ECM-Molekiile bindet (35, 37). Bindungsstudien zeigten, dass sSTEMS und ppsTEMS5 mit den
GAGs Heparin, Heparansulfat, Chondroitinsulfat und Dermatansulfat interagieren. Das
Konstrukt TEMS5-HG interagierte nicht mit GAGs, was zeigt, dass die N-terminale LRR- oder
IG-Doméne oder beide diese Interaktion vermitteln. Sequenzanalysen haben ergeben, dass der
N-Terminus von TEMS5 eine sehr basische Sequenz enthilt, die Ahnlichkeiten mit den
Konsensussequenzen von bekannten GAG-Bindungsstellen hat. Moglicherweise ist der
basische N-Terminus von TEMS5 verantwortlich fiir die Interaktion mit den negativ geladenen
GAGs. Da sTEMS an GAGs bindet, wire es moglich, dass TEMS auf der Zelloberflache,
bestehend aus STEM5 und mTEMS, als Rezeptor fiir GAGs fungiert. Uber die sTEMS5-
Untereinheit konnten Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte hergestellt und tiber die mTEMS-
Untereinheit Signale ins Zellinnere weitergeleitet werden. Die Bindung von ppsTEMS an
GAGs spielt eine wichtige Rolle fiir seine Funktion, da 16sliche Liganden von Integrin a,f3
andere Signalwege als immobilisierte Liganden aktivieren (61, 62).

Da bei der In Vitro-Angiogenese sTEMS von Endothelzellen sezerniert wurde und
nach proteolytischer Prozessierung (ppsTEMS5) mit Integrin a3 interagierte, kam ich zu der
Uberlegung, das ppsTEMS5 eine Rolle beim Uberleben von Endothelzellen wihrend der
Angiogenese spielen konnte. Endothelzell-Uberlebensversuche zeigten, dass Vitronektin und
ppsTEMS in gleichem AusmaBl Zelliiberleben vermitteln. Das ppsTEMS-vermittelte
Uberleben konnte signifikant durch einen inhibierenden Integrin o,f;-Antikdrper reduziert
werden, aber nicht durch einen Uberschuss an Heparin. Diese Inhibitionsversuche zeigten,
dass ppsTEMS Zelliiberleben durch die Interaktion mit Integrin o,f3, nicht aber durch die
Interaktion mit Zelloberflachen-GAGs, vermittelt.

Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten habe ich das folgende
Modell fiir die Funktion von Ioslichem TEMS entwickelt: Wihrend der Angiogenese wird
sowohl die Expression von TEMS (29, 32) als auch seine proteolytische Prozessierung an der
GPS in Endothelzellen angeschalten. Dies fiihrt zur Freisetzung von sTEMS, das zunéchst an
GAGs bindet, die ubiquitdr auf der Oberflache von Zellen und in der ECM vorkommen. Das
gebundene SsTEMS wird von Proteasen wie MMP-9 weiter proteolytisch prozessiert
(ppsTEMS), was zur Freilegung seines RGD-Motivs fiihrt, an das Integrin a,f; binden kann.
Integrin a,B3; wird wihrend der Angiogenese in Endothelzellen verstirkt exprimiert (12). Die
Interaktion von Integrin a,f3; mit ppsTEMS fiihrt zu einer Signaltransduktion, die zum

Uberleben der Endothelzellen beitriigt (Abb. 14).
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Abb. 14. Modell der Funktion von léslichem TEMS bei der Angiogenese.

Eine wichtige offene Frage in Bezug auf TEMS ist, welche Stimuli zu seiner verstirkten
Expression wihrend der Angiogenese fithren und in welcher Phase der Angiogenese es dazu
kommt. Fiir TEM8 wurde gezeigt, dass es bei der In Vitro-Angiogenese und durch
Stimulierung mit IL-1P in Endothelzellen verstirkt exprimiert wird (38, 39). Moglicherweise
wird die Expression von TEMS auf dhnliche Weise reguliert. Bei der In Vitro-Angiogenese
kommt es zur Bildung von Kapillar-dhnlichen Netzwerken, was einer spédten Phase der
Angiogenese in vivo entspricht. Das proinflammatorische Zytokin IL-1f wird hauptsidchlich
von Monozyten/Makrophagen sezerniert, die auch eine Rolle bei der Angiogenese spielen,
aber die Zuordnung zu einer bestimmten Phase in der Angiogenese ist schwierig (63). In
dieser Arbeit wird zum ersten Mal berichtet, dass die proteolytische Spaltung an der GPS in
einem Adhédsions-GPCR induzierbar ist. Weitere Studien zur Regulation dieser Proteolyse
wiirden nicht nur Aufschluss iiber die Funktion von TEMS5, sondern vielleicht auch anderen

Adhésions-GPCRs geben. Weitere Untersuchungen wéren ebenfalls notwendig, um die
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Proteasen zu identifizieren, die in vivo die Konvertierung von sSTEMS5 zu ppsTEMS5 bewirken.
Da ppsTEMS ein neuer Ligand von Integrin o,f3 ist, kdnnte man es moglicherweise auch als
molekularen , Tracer flir die Diagnostik und Therapie von Tumoren einsetzen.
Biodistributionen von ppsTEMS in Tumor-tragenden Méusen wiren eine Mdoglichkeit, um
dieses Potential zu untersuchen. In dieser Arbeit konnten nicht alle Fragen in Bezug auf die
Funktion, Regulation und Bindungspartner von TEMS5 beantwortet werden, aber sie trigt

sicherlich dazu bei seine Rolle bei der Angiogenese besser zu verstehen.
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Zusammenfassung

Tumorendothelmarker (TEM) 5 gehort zu den Adhésions-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
und wird in Endothelzellen wihrend der physiologischen Angiogenese und
Tumorangiogenese exprimiert. Bisher wurden noch kein Ligand und keine Funktion von
TEMS beschrieben. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass TEMS in Endothelzellen wihrend
der In Vitro-Angiogenese intrazelluldr an einer konservierten Proteolysestelle (GPS)
gespalten wird. Diese Proteolyse fiihrte einerseits zur Translokation der nicht-kovalent
verbunden TEMS-Fragmente an die Zelloberfliche und andererseits zur Freisetzung von
16slichem TEMS (sTEMS). Bindungsstudien haben ergeben, dass sTEMS mit verschiedenen
Glykosaminoglykanen interagiert. Sequenzanalysen und funktionelle und biochemische
Studien haben gezeigt, dass STEMS eine kryptische RGD-Bindungsstelle fiir Integrin a,f;
enthdlt. Matrixmetalloprotease 9-prozessiertes, jedoch nicht unprozessiertes, sTEMS5
vermittelte Endothelzelladhdsion durch direkte Interaktion mit Integrin o,f3. Die Interaktion
von immobilisiertem proteolytisch prozessierten sTEMS mit Integrin o,f3 vermittelte
Uberleben von Wachstumsfaktor-deprivierten Endothelzellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
fiihren zu der SchluBfolgerung, dass sTEMS wihrend der Angiogenese von Endothelzellen
freigesetzt wird und an Glykosaminoglykane in der extrazelluliren Matrix und auf der
Oberfliache von Zellen bindet. Proteolytische Prozessierung von sTEMS fiihrt zur Freilegung
seines RGD-Motivs und vermittelt Uberleben von Endothelzellen durch die Interaktion mit

Integrin o, fs.
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