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Zusammenfassung

Die Zellen der Brustkarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 sind zwar epithelialen
Ursprungs, haben aber im Laufe der Tumorprogression wesentliche Merkmale
mesenchymaler Zellen angenommen. Werden sie in eine immundefiziente Maus
transplantiert, so erfolgt innerhalb von ein bis zwei Monaten eine metastatische
Kolonisierung von Knochengewebe, sowie Lunge, Leber und Hirn. Wahrend einer
Studie wurden mittels mehrmaliger in-vivo-Passage Zelllinien erzeugt, die aus-
schlieBlich in das Hirngewebe absiedeln. Bei der Analyse dieser Zelllinien konnten
mit Hilfe eines cDNA-Mikro-Arrays Gene identifiziert werden, die in den hirn-
metastasierenden Zellen (MDA-MB-231-Brain) und denen der Ausgangszelllinie
(MDA-MB-231-Parental) differentiell exprimiert werden. Relevante Expressionsunter-
schiede zeigten sich besonders im Fall des TGF-B-Typ-lll-Rezeptors Endoglin,
weshalb die Bedeutung von Endoglin fur Metastasierungsvorgange dieser Karzinom-
zellen im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden sollte.

Hierfur wurden zunachst Klone mit modulierter Endoglin-Expression erzeugt. Da
Endoglin in zwei verschiedenen ,Splice“-Variaten auftritt, wurden sowohl L-Endoglin-,
als auch S-Endoglin-Uberexprimierende Klone der parentalen MDA-MB-231-Zelllinie
erzeugt (Linien: L-End-3 und S-End-8). Wahrend S-Endoglin in-vivo vermutlich nur
eine untergeordnete Rolle spielt, eignet es sich in-vitro als exzellentes ,molekulares
Werkzeug“ bei der Funktionsaufklarung von Endoglin. In einem gegensatzlichen
Ansatz wurde zusatzlich die Endoglin-Expression der hirnmetastasierenden Zelllinie
unter Verwendung eines shRNA (small-hairpin-RNA)-Vektors gesenkt (Linie: MDA-
MB-231-PSU-7).

Bei der Charakterisierung der Zellen zeigte sich eine weitgehende Uberein-
stimmung zwischen L-End-3- und MDA-MB-231-Brain-Zellen. So weisen beide
Linien, im Vergleich zu parentalen MDA-MB-231-Zellen, ein hdheres in-vitro
Invasions-Potential auf und sind zudem mit weiteren Metastasierungs-relevanten
Eigenschaften ausgestattet. Unter Serum-freien Bedingungen vermehren sich nur
diese Zellen, wahrend die Zellpopulationen der Linien MDA-MB-231-Parental und
MDA-MB-231-S-End-8 sogar schrumpfen. Desweiteren ist die kunstliche Reduktion
der Endoglin-Synthese in der Zelllinie PSU-7 mit einer verringerten Uberlebens-
fahigkeit assoziiert. L-Endoglin scheint demnach die Proliferationsrate zu erhdhen
oder die Apoptoserate zu senken.

Die L-Endoglin-Uberexprimierenden Zellen zeigten darliber hinaus im
Wundheilungs (,Scratch®)-Test eine gesteigerte Zellmatilitat. Im Klon L-End-3 konnte
eine veranderte Lokalisation des Endoglin-Interaktionsproteins ZRP (Zyxin related
protein)-1 festgestellt werden, wobei derartigen ZRP-1-Translokationen eine
Migrations-fordernde Wirkung zugeschrieben wird. Eine Reduktion der Endoglin-
Expression in MDA-MB-231-Brain-Zellen fihrte demgegeniber zu einer gehemmten
Motilitat (MDA-MB-231-PSU7).

Das invasive Verhalten der Zellen wurde zunachst in der Mikrochemotaxis-
Kammer, dann in einem neu etablierten 3-dimensionalen Spharoid-Konfrontations-
Test, bestimmt. In der Mikrochemotaxis-Kammer wiesen L-End-3-Zellen eine hdhere,
S-End-8-Zellen hingegen eine niedrigere Invasivitdt auf, als Zellen der
Ursprungslinie. Da die Zellen wahrend des Experiments eine Beschichtung aus
extrazellular-Matrix (ECM) -Proteinen passieren mussten, deuten die Ergebnisse auf



eine gesteigerte proteolytische Aktivitat der L-Endoglin-exprimierenden Zellen hin.
Entsprechend durchquerten Endoglin-reduzierte PSU-7-Zellen die ECM-Barriere in
einem geringeren Ausmal} als unveranderte MDA-MB-231-Brain-Zellen.

Da es sich bei dem letztgenannten Versuch um ein sehr reduziertes Testsystem
handelt, sollte das invasive Verhalten zusatzlich in einem dreidimensionalen
Versuchsansatz, dem Spharoid-Konfrontations-Test, Uberprift werden. Hierbei
werden fluoreszenzmarkierte Spharoide zweier Zelltypen in unmittelbare
Nachbarschaft zueinander gebracht. Im vorliegenden Fall dienten U343-
Glioblastoma-Zellen als in-vitro-Model fur  Hirngewebe.  Aufgrund  der
unterschiedlichen Markierung beider Zelltypen konnte mittels dieses Tests gezeigt
werden, dass L-Endoglin-exprimierende MDA-MB-231-Zellen unter den gewahlten
Versuchsbedingungen sehr schnell dissoziieren, dann in Richtung der U343-Zellen
wandern und schlieBlich in deren Zellverband einwandern. Wahrend die
Gliomazellen offenbar keinen chemotaktischen Reiz auf parentale MDA-MB-231-
Zellen ausuben, lagerten sich S-Endoglin-exprimierende MDA-MB-231-Zellen zwar
an U343-Zellverbande an, zeigten aber kein invasives Verhalten.

Eine weitere Endoglin-abhangige Eigenschaft von MDA-MB-231-Brusttumorzellen
liel sich mit Hilfe eines, im Rahmen dieser Arbeit etablierten, Tests auf vaskulogene
Mimikry (VM) und in-vitro-Rohrenbildung demonstrieren. Die Zellen wurden zunachst
mit Fluoreszenzfarbstoffen beladen und dann wahlweise auf Matrigel oder einem
Matrigel / Kollagen-Typ-I-Gemisch kultiviert. Auf einem Untergrund aus Matrigel
organisierten sich MDA-MB-231-L-End-3 und —Brain-Zellen in Form VM-typischer
Netzwerke, wahrend parentale MDA-MB-231-Zellen sind hierzu nicht befahigt waren.
In Anwesenheit von Kollagen-Typ-l bildeten L-End-3-Zellen réhrenférmige Struk-
turen. Mit Hilfe dieses Phanomens wird die Fahigkeit von Endothelzellen zur
Ausbildung von Gefallen beurteilt. Werden L-End-3 und Endothelzellen unter-
schiedlich markiert und dann kokultiviert, so zeigt sich eine Kooperation beider
Zelltypen, wobei die roéhrenformigen Strukturen ein mosaikartiges Aussehen
aufweisen.

Es ist bekannt, dass an der Ausbildung derartiger Strukturen Gene beteiligt sind,
die Uber den TGF-B/ALK-1-Weg induziert werden. Es handelt sich hierbei um einen
Signaltransduktionsweg der hauptsachlich in Endothelzellen vorkommt und in
Konkurrenz zum weit verbreiteten TGF-B/ALK-5-Weg tritt.

Eine Uberexpression des Endoglin-Proteins erhoht also das invasive Potential der
Zellen, die Uberlebensfahigkeit unter serumfreien Bedingungen und die Fahigkeit, an
Angiogenese-ahnliche Prozessen teilzunehmen. Diese Eigenschaften beeinflussen
den metastatischen Charakter von Zellen in direkter Weise und erklaren die klinische
Erfahrung, dass eine erhohte Endoglin-Expression mit der Ausbildung von
Fernmetastasen und schlechter Prognose bei Brustkrebs assoziiert ist.



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Brustkrebserkrankungen

Brusttumore gehdren zu den haufigsten malignen Erkrankungen in der
Bevolkerung, wobei nahezu jede zehnte Frau im Laufe ihres Lebens eine
Brustkrebserkrankung entwickelt. Im Jahre 1990 starben weltweit nachweislich etwa
325.000 Frauen an Brusttumoren. In den industrialisierten Landern ist diese Art der
Erkrankung fur 16% aller Krebs-bedingten Todesfalle verantwortlich (Parkin et al.,
1992). Trotz der hohen Inzidenz sind bislang nur wenige Faktoren bekannt, die das
Risiko fur eine Ausbildung von Brusttumoren beeinflussen.

Vor allem das Alter gilt als der bedeutendste Risikofaktor, eine entscheidende
Rolle bei der Ausldsung von Brustkrebs scheinen aber auch Ostrogene und
Progesterone zu spielen (Levi et al., 1996). Die Rezeptoren beider Steroidhormone
sind im gesamten Brustgewebe, also auch im Epithel von Ausfiuhrungsgangen und
Drusenendstucken, vertreten. Die Liganden regulieren hier Uber ihre entsprechenden
Rezeptoren die Zellproliferation im Rahmen des Menstruationszyklus (Henson und
Tarone, 1994; Gusterson et al., 1996; Osborne, 1996). Wahrend Ostrogene die
Proliferation steigern, wirkt Progesteron in der zweiten Halfte des Menstruations-
zyklus in gegensatzlicher Weise.

Da es sich nur bei einem Prozent der Brustkrebserkrankten um Manner handelt
(Levi et al., 1996) und zudem Frauen mit niedrigem Ostrogen-Spiegel ebenfalls nur
sehr selten betroffen sind, scheinen Brusttumore generell in einem Hormon-
abhangigen Kontext zu entstehen (Lupulescu, 1993). Obwohl Ostrogen als einer der
Hauptfaktoren bei der Entstehung von Brusttumoren angesehen wird, gilt der
Ostrogen-Rezeptor im Fall einer bestehenden Brustkrebserkrankung als Marker fir
eine positive Prognose (Mansour et al., 1994; McGuire und Clarke, 1992). Dies liegt
daran, dass die Expression des Ostrogen-Rezeptors im Laufe der Tumorprogression
eingestellt wird, weshalb sich Ostrogen-Rezeptor-negative Brusttumore bereits in
einer fortgeschrittenen, aggressiven Phase der Erkrankung befinden. In diesem
Stadium haben die betreffenden Zellen genetische Veranderungen erworben, die ein
Hormon-unabhangiges Wachstum ermoglichen. Dieses kann Uber eine Induktion von
Onkogenen (myc, int-2, c-erbB2) oder eine Inaktivierung von Tumor-Suppressor-
Genen (p53, brcal, mst1) erfolgen. Moglicherweise kann der Ostrogen-Rezeptor
auch Hormon-unabhangig durch MAP (mitogen-activated protein)-Kinasen aktiviert
werden. Auf diese Weise sollen beispielsweise EGF, IGF-1 (insulin-like growth
factor-1) und Heregulin (Her-2/neu, Gen: c-erbB2) den Phosphorylierungs-Status des
Ostrogen-Rezeptors beeinflussen kdnnen (Kato et al., 1995).

Dementsprechend ist auch eine Uberexpression von egf-R, c-erbB-2 und ras mit
schlechter Prognose assoziiert. Eine UbermafRige Aktivierung des Her-2/neu-
Signaltransduktionswegs hat zum Teil dramatische Auswirkungen auf die
Zellproliferation, Apoptose-Resistenz, Migration und Invasion (Yarden und Slikowski,
2001). Trastuzumab (Herceptin; Genentech, San Franzisko, Ca, USA), ein
rekombinanter, humanisierter Antikdrper (monoklonal) gegen die extrazellulare
Domane von Heregulin (Her-2/neu) wurde bereits bei Patientinnen mit
metastasierenden Brusttumoren eingesetzt und verlangerte hier die mittlere
Uberlebensdauer nach Diagnostizierung der Erkrankung (Slamon et al., 2001).
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Zudem sind etwa 5-10% der Brustkrebserkrankungen erblich bedingt, wobei der
groldte Anteil der genetischen Vorbelastungen mit den Genen brca-1 und brca-2
assoziiert ist. Von Keimbahnmutationen sind zudem oft Gene betroffen, die flr p53
und die Rezeptoren von Ostrogen und Androgenen kodieren. Abnormale p53-
Proteine von Tumorzellen besitzen haufig die Fahigkeit, Promotoren zu aktivieren,
die vom Wildtyp-p53-Protein nicht induziert werden. Auf diese Weise kann die
Transkription von Genen aktiviert werden, die flir den EGF (Epidermal growth factor)-
Rezeptor (Deb et al.,, 1994), c-Myc (Frazier et al., 1998) und c-Fos (Preuss et al.,
2000) kodieren. MDA-MB-231-Zellen synthetisieren gro3e Mengen einer mutierten
Form des p53-Proteins (Hui et al., 2006), welches in der Aminosaure 280 ein Lysin,
anstelle eines Arginins, aufweist (Bartek et al., 1990).

1.2 Die Entwicklung von Tumoren (Karzinogenese)

Die Tumorbildung ist ein komplexer Prozess, bestehend aus einer Reihe von
einzelnen Schritten, in denen Zellen bestimmte, tumorférdernde/transformierende
Funktionen erwerben (Hanahan und Weinberg, 2000). Diese Eigenschaften sind bei
Zellen beinahe jeder menschlichen Krebserkrankung anzutreffen und beinhalten:
Resistenz gegenlber wachstumsinhibierenden Faktoren, Proliferation in Abwesen-
heit von exogenen Wachstumsfaktoren, keine Begrenzung des Replikations-
potentials, Sicherung der eigenen Blutversorgung durch Angiogenese, Inhibierung
von Apoptose, Umgehen einer Immunantwort und die Fahigkeit zur Invasion und
Metastasierung (Elliot und Blobe, 2005).

Der Erwerb dieser Tumormerkmale wird durch ein generelles Kennzeichen von
Krebszellen gefordert, ihrer genomischen Instabilitat. Entsprechende Prozesse sollen
im folgenden Abschnitt dargestellt werden.

Das Mehrstufenkonzept der Karzinogenese

Initiation der Karzinogenese

Bei der Entstehung eines Tumors handelt es sich um einen komplexen Vorgang,
der aus einer Abfolge mehrerer Stadien besteht und sich in der Regel Uber einen
Zeitraum von Jahren erstreckt. Der Prozess wird sowohl durch erbliche Faktoren
(genetische und epigenetische Mechanismen) als auch durch Umweltfaktoren
beeinflusst. Durch das Einwirken von Umweltfaktoren, wie z.B. ionisierende
Strahlung, kanzerogene (gentoxische) Substanzen und Viren erfolgt eine Schadi-
gung zellularer DNA (Initiation der Kanzerogenese). Zellen mit veranderter DNA, so
genannte initiierte Zellen, werden meist aus dem Zellverband abgestof3en und gehen
uber den Mechanismus der Apoptose zugrunde. Sie kdnnen aber auch jahrelang
inaktiv fortbestehen oder Uber die Entwicklungsstufen der Promotion, Transformation
und klonalen Expansion selektiv zum Tumor weiterwachsen (siehe Abb. 1.1).

Im Laufe der Evolution haben sich in Zellen Mechanismen entwickelt, die einer
Krebsentwicklung entgegenwirken. Die hierbei beteiligten Tumorsuppressoren
werden derzeit in zwei Kategorien klassifiziert, die so genannten ,Gatekeeper*- und
.Caretaker“-Suppressoren (Kinzler und Vogelstein, 1997).
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,Gatekeeper“-Proteine limitieren auf direktem Wege das Tumorwachstum, indem
sie eine Wachstumsinhibition oder Apoptose-Induktion herbeifihren. Die Wirkung
von ,Gatekeeper“-Proteinen ist oft Gewebe-spezifisch, woraus in der Regel eine
besondere Form der Krebsdisposition resultiert. Beispiele hierfur sind das apc (Ade-
nomatése Polyposis Coli)-Gen des Dickdarmkarzinoms, das wt (Wilms-Tumor)-Gen
fur Nierenkarzinome und das rb (Retinoblastoma)-1-Gen des Retinoblastoms.

Ein weiteres Gen dieser Gruppe ist das Tumorsuppressor-Gen p53. In mehr als
50% aller humanen Krebserkrankungen weist das p53-Gen Mutationen auf, es ist
damit das am haufigsten mutierte Gen bei der malignen Entartung von Zellen
(Hainaut und Hollstein, 2000). Wahrend bei anderen Tumorsuppressor-Genen, wie
apc und rb, meist Mutationen mit Funktionsverlust auftreten, handelt es sich bei den
genetischen Veranderungen des p53-Gens in der Regel um missense-Mutationen
(Hainaut und Hollstein, 2000). Wahrend der Initiation der Tumorentwicklung
erwerben meist ,Gatekeeper‘-Gene genetische Veranderungen und verursachen nun
in den betroffenen Zellen eine Erhéhung der Proliferationsrate, was wiederum wei-
tere Mutationsereignissse fordert. ,Caretaker‘-Genmutationen (s.u.) bilden hingegen
in der normalen Bevolkerung nur selten das initiierende Ereignis der Karzinogenese.

DNA-Schadigung (meist Apoptose
Uber Sauerstoffradikale) @ "Caretaker'-
Ostrogen (z.B. Brca-1, Brca-2)
Tu mor- qgg und Onkogen-
Initiation ainialalale Mutationen
——— o
%‘9 9‘*‘:—.‘“9 Rb p53 Tumorpromotion
normale Zellen  geschidigte Zellen 9,!?,9 e gggg.g‘gg
initiierte Zelle tiberlebt Adenom

mit ersten Mutationen:
"Gatekeeper"-Inaktivierung

Tumorpromotion
———>

——r—>
Tumor- e o
Karzinoma in-situ progression

A
Y N
(2 X e X e X2 Lo Xo)

e ey ey e e e e e e

Karzinom

Durchbrechen der Basalmembran

Abb. 1.1 Krebserkrankungen entstehen schrittweise durch Akkumulation von
genetischen Verdanderungen. Einzelne Zellen des Tumors haufen unterschiedliche
Mutationen und dadurch méglicherweise auch Wachstumsvorteile an, so dass sie in
einem Prozess klonaler Evolution zum dominanten Zelltyp des entstehenden Tumors
aufsteigen konnen (,Multi-Hit-Modell“; Fearon und Vogelstein, 1990). Infolge der
Inaktivierung eines ,,Gatekeeper“-Tumorsuppressorgens beginnen sich die Zellen zu
teilen. ,,Gatekeeper“-Proteine sind Schliisselmolekiile der Tumorentwicklung, da sie
den Zellzyklus kontrollieren bzw. dessen Frequenz begrenzen. Meist libt ein einziges
Protein maRgeblich diese Funktion aus, es kann von Zelltyp zu Zelltyp variieren. Die
gesteigerte Zellproliferation begiinstigt weitere Mutationen. Ein Verlust von ,,Care-
taker“-Suppressoren erhoht die genetische Instabilitit und somit auch die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Uberexpression bzw. Verinderung von Onkogenen.
Eigenschaften, die den invasiven Charakter fordern, werden von Tumorzellen generell
erst in einem spaten Stadium der Tumorprogression erworben.
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Wahrend der Initiation der Tumorentwicklung erwerben meist ,Gatekeeper‘-Gene
spontane genetische Veranderungen und verursachen nun in den betroffenen Zellen
eine Erhohung der Proliferationsrate, was wiederum weitere Mutationsereignissse
fordert. ,Caretaker‘-Genmutationen (s.u.) hingegen bilden in der normalen Bevolke-
rung nur selten das initiierende Ereignis der Karzinogenese.

Tumorpromotion

Tumorsuppressoren vom ,Caretaker‘-Typ unterstitzen das Tumorwachstum nicht
direkt, sondern beeinflussen vielmehr das Genom einer Zelle, indem sie DNA-
Schaden vorbeugen oder diese reparieren (DNA-Reparaturenzyme). Die
Inaktivierung von ,Caretaker‘-Tumorsuppressoren, wie BRCA1 (breast cancer
susceptibility gene-1; Rosen et al., 2005), verringert nochmals die genetische
Integritat, was zu einer Akkumulation von Mutationen und somit indirekten Forderung
der Tumorentwicklung fuhrt. Hierbei werden wachstumsférdernde Onkogene (wie
ras, myc, egf und c-erbB2) aktiviert und Apoptose-fordernde sowie Krebs-
supprimierende Gene inaktiviert. Besonders die zentralen SignallUbertragungs-
proteine der Ras-Familie werden in dieser Entwicklungsphase oft genetisch
verandert. Ras-Proteine nehmen einen wichtigen Stellenwert beim Wachstum, der
Teilung und dem Uberleben von Zellen ein. Die beschriebenen Vorgange fiihren zur
Ausbildung von Adenomen. In diesem pramalignen Stadium liegt die Lasion noch
lokal begrenzt vor und kann meist operativ entfernt werden.

Transformation

Im Verlauf der Tumorprogression lasst sich meist eine weitere Form der
genetischen Instabilitat nachweisen, der so genannte ,Verlust der Heterozygotie*
(LOH, loss of heterozygoty). Wird ein Allel eines Tumorsuppressor-Gens mutiert, so
existiert das Gen eine zeitlang in heterozygotem Zustand, bevor das funktionelle
Wildtyp-Allel dann ebenfalls inaktiviert wird. LOH-Ereignissen sind typisch fur
invasive Karzinome von Ausfuhrungsgangen der Brustdrise (IDC, invasive ductal
carcinoma; Beckmann et al., 1997) und Metastasen (Yokota, 2000). Neben diesem
DNA-Verlust tritt wahrend der Karzinogenese auch oft eine Vervielfaltigung
bestimmter DNA-Bereiche auf. Diese Amplifikation chromosomaler Regionen ist ein
bedeutender Mechanismus, durch den in Brusttumorzellen héaufig eine Uber-
expression von Onkogenen hervorgerufen wird. Ein Beispiel hierfur ist die Region
8924, die bei bis zu 20% aller Brustkrebserkrankungen von Amplifizierungspro-
zessen betroffen ist, wobei die erhdhte Kopienzahl mit einer schlechteren Prognose
fur den Patienten assoziiert ist (Aulmann et al., 2006). Innerhalb dieses Chromoso-
menabschnitts befindet sich das Gen, welches fur das Kernprotein c-Myc kodiert.
c-Myc spielt eine bedeutende Rolle bei der Progression des Zellzyklus.

Neben den genetischen Veranderungen, wie Punktmutationen, Deletionen und
Amplifikationen, kdnnen auch epigenetische Veranderungen an der Progression von
Brustkarzinomen beteiligt sein. So wird eine Reihe von Promotoren, Phanotyp-
bestimmenden Gene, in Mesenchym-artigen Brusttumorzellen hypermethyliert und
dementsprechend supprimiert. Hierzu gehoren beispielsweise die Promotoren von
Genen des Ostrogen- und Progesteron-Rezeptors, sowie des E-Cadherins (Lacroix
und Leclercq, 2004).

Die maligne Entartung normaler Zellen wahrend der Brusttumorentwicklung lasst
sich demnach grob in drei Abschnitte einteilen, Hyperplasie (Ubermalige
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Zellvermehrung) des Gewebes, pramalignes Stadium (Adenom) und in-situ
Karzinoma (Beckmann et al., 1997). Dies sind die histologischen Korrelate der weiter
oben beschriebenen molekularen Vorgange.

Wahrend der Kanzerogenese erwerben Tumorzellen bestimmte Funktionen, die
ihr einen Wachstumsvorteil gegenuber dem umliegenden Gewebe verschaffen. Von
normalen Zellen unterscheiden sie sich durch wichtige Eigenschaften, wie dem
unkontrollierten Wachstum, dem nicht-limitierten Replikationspotential, dem Verlust
der Kontaktinhibition und der Reduktion des Differenzierungsgrads. Weiterhin sind
Tumorzellen in der Lage Immunantworten auszuweichen und apoptotische Signale
zu unterdrucken (Thompson, 1994; El-Ashry und Lippman, 1994). Erwirbt eine Zelle
diese Fahigkeiten, stellt sie mdglicherweise den monoklonalen Ursprung eines
malignen Krankheitsherds dar. Obwohl sich manche hyperplastischen Lasionen auf
eine einzelne Zelle zurlckflihren lassen, ist fur fortgeschrittene Tumore stets eine
molekulare und morphologische Heterogenitat (Rosen, 1996) charakteristisch.

1.3 Metastasierungsprozesse: Die metastatische Kaskade

Ein Krebspatient verstirbt in der Regel nicht an den unmittelbaren Folgen des
Primartumors, sondern vielmehr an Komplikationen infolge Metastasenbildung. Bei
lokalen, auf das Brustgewebe beschrankten, Krebserkrankungen liegen die Heilungs-
raten bei Uber 90%. Tritt eine Disseminierung von Tumorzellen ein, sinkt die lang-
fristige Uberlebensrate in Abhangigkeit vom Metastasierungsort und —Ausmal.
Absiedlungen in viszerale Organe und das Hirn sind am lebensbedrohlichsten, wobei
weniger als 20% der Patienten die ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung Uberleben
(American Cancer Society: Cancer statistics 1998). Um die Lebenserwartung von
Patientinnen mit Brusttumoren zu erhdhen, ist sowohl die Pravention der Metasta-
sierung als auch eine effektivere Behandlung bereits bestehender Metastasen
unumganglich. Die Realisierung beider Behandlungsansatze setzt jedoch ein detail-
liertes Wissen Uber die molekularbiologischen und biochemischen Ablaufe wahrend
der Krebszell-Disseminierung voraus.

Bei der Metastasierung von Primartumor-Zellen in distale Organe handelt es sich
um einen komplexen Vorgang, bei dem mehrere, voneinander unabhangige Pro-
zesse zusammenspielen mussen. Der Absiedelungsvorgang setzt voraus, dass
bestimmte Zellen eines heterogenen Tumors Metastasierungs-steigernde Funktionen
erwerben. Dies erfolgt in unterschiedlichen Foci und wahrend eines spaten Stadiums
der Erkrankung. Es ist hierbei festzustellen, dass Karzinogenese-fordernde Eigen-
schaften nicht zwangslaufig auch die Metastasierung beglnstigen. Die einzelnen
Schritte des Metastasierungsgeschehens sind vielmehr von adhasiven, proteoly-
tischen und migratorischen Merkmalen abhangig und lassen sich in Form der so
genannten metastatischen Kaskade zusammenfassen (siehe Abb. 1.2). Die Dissemi-
nierung von Tumorzellen beginnt mit der Abldésung einer metastatisch-aktiven
Subpopulation aus dem Zellverband, dem Durchbrechen der Basalmembran, der
Invasion in das umliegende Gewebe, sowie dem Eintritt in die Blut- oder Lymphbahn
(Mundy, 1997).

Damit Tumorzellen den Zellverband verlassen kdbnnen, muss die Anzahl an zellu-
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laren Adhasionsmolekilen (CAMs) reduziert sein. Eine prominente Rolle scheint hier
E-Cadherin zu spielen. Ein niedriges Expressionsniveau dieses Adhasionsmolekuls
ist ein Charakteristikum vieler invasiver Karzinome und korreliert mit einer Erhdhung
des metastatischen Potentials und schlechter Prognose fur den Patienten (Kinsella et
al., 1994). Die Zellen der aggressiven Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231
weisen dementsprechend ebenfalls eine herabgesetzte E-Cadherin-Expression auf
(Sommers et al., 1991). Um in Gefaldsysteme zu gelangen, mussen Tumorzellen
zunachst die Basalmembran und dann benachbartes Gewebe durchqueren. Am
hierfir notwendigen Abbau extrazellularer Matrix sind vor allem Integrine (Zell-Matrix-
Adhasionsmolekule) und Proteinasen, wie Serin- und Matrix-Metalloproteinasen,
malfdgeblich beteiligt (Matrisian, 1992). Invasionsprozesse setzen zudem eine aktive
Beweglichkeit der metastasierenden Zellen voraus. Es handelt sich hierbei um eine
pseudopodiale Vorwartsbewegung, die durch autokrine und parakrine Faktoren
stimuliert wird (Price et al., 1997).

Im Blutstrom Uberlebt nur etwa ein Prozent der metastasierenden Karzinomzellen,
weil dieses Zirkulationssystem relativ ungeeignet fur adharente Zellen ist. Da

Faktoren:
Tumorsuppressorgene
wachstum des onko engp ’
Primartumors Regulation der Apoptose
Neovaskularisation / Angiogenesefaktoren

Angiogenese des Tumors

!

Abldsen neoplastischer Zel11-Zell1-Adhdsionsmolekiile
Zellen vom Primartumor

!

Lokale Invasion durch MMPs, EMT-Prozesse
extrazelluldre Matrix Zell-Matrix-Adhdasionsmolekiile
Intravasation in Blut- MMPs, Invadopodien

und LymphgefdlRe

!

Transport in Vermeidung von Immunantworten
sekunddre oOrgane Anatomie der GefidRe
Extravasation von chemotaktische substanzen

Tumorzellen MMPs

Invasion in das MMPs, EMT-Prozesse
Zielgewebe Zell-Matrix-Adhdsionsmolekile

!

Uberleben und ver-
mehrung im Parenchym

Zytokine, wachstumsfaktoren
Interaktionen mit mesenchymalen
Zellen des Sekunddrorgans

Abb. 1.2 Die metastatische Kaskade (Ahmad und Hart, 1996). Die Metastasierung
beinhaltet eine Vielzahl essentieller Schritte, bei denen Tumorzellen mit dem lokalen
Mikromilieu des Wirtsgewebes reagieren. Bereits die Blockierung eines einzigen
Schrittes konnte den gesamten Absiedlungsprozess hemmen.
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geeignete Adhasionskontakte nicht in ausreichender Anzahl zur Verfigung stehen,
wird in den Tumorzellen eine besondere Form der Apoptose gefordert (Anoikis).
Dieser Effekt wird teilweise dadurch kompensiert, dass Tumorzellen in Form von
Emboli oder im Verband mit Blutplatichen, Erythrozyten oder anderen Blutzellen
durch die Gefalle stromen. Antikoagulantien vom Cumarin-Typ koénnten deshalb
unter Umstanden auch in Metastasierungsprozesse hemmend eingreifen
(Smorenburg und Van Noorden, 2001).

Die hohe FlieRgeschwindigkeit des Blutstroms erzeugt auRerdem relativ starke
Scherkrafte und erschwert eine Anlagerung von Tumorzellen an die Gefallwande.
Aus diesen Grunden disseminieren Karzinomzellen bevorzugt Uber lymphatische
Wege. Dies gilt besonders fur Karzinome der Brustdrise (Lauria et al., 1995), da das
benachbarte Gewebe mit einem ausgedehnten lymphatischen Netzwerk, sowie
Ansammlungen von Lymphknoten, ausgestattet ist. Aufgrund der geringen
Fliellgeschwindigkeit und des groReren Querschnitts der Gefalie, treten im
Lymphsystem allenfalls geringe Scherkrafte auf. Zudem werden die Zellen hier durch
Bestandteile der Lymphflussigkeit, insbesondere Hyaluronsaure, geschutzt. Mit Hilfe
des Proliferationsmarkers Ki-67 konnte demonstriert werden, dass sich Tumorzellen
nach dem Eintritt in Lymphgefalle weiterhin teilen, wodurch die Effektivitat dieses
Ausbreitungsweges nochmals gesteigert wird (Weinberg, 2007).

MDA-MB-231-Brusttumorzellen metastasieren sowohl hamatogen als auch
lymphogen (siehe Abb. 1.3). Im Bereich des Zielorgans treten die Zellen aus der
Gefallbahn aus. Dies erfolgt Uber Mechanismen, die schon an der Intravasation der
Tumorzellen mitgewirkt haben. Wahrend die Abldsung von Zellen aus dem Primar-
tumor eine Reduzierung von zellularen CAMs erforderte, ist fur die Anhaftung und
Erkennung der Zielregion wiederum eine erhéhte Expression adaquater Adhasions-
molekule notig (Mundy, 1997). So spielen Integrine vermutlich auch bei der hamato-
genen Aussaat von Tumorzellen eine bedeutende Rolle, indem sie das Anheften an
die extrazellulare Matrix unterstutzen (Hynes, 1992).

Im Zielgewebe angelangt, bilden Tumorzellen zunachst Mikrometastasen, welche
aus einzelnen Zellen, beziehungsweise kleinen Zellverbanden bestehen. Hierbei
entwickelt sich nur ein kleiner Teil der detektierten Mikrometastasen zu klinisch
manifesten Sekundartumoren, da das Mikromilieu des fremden Gewebes in der
Regel kein wachstumsforderndes Umfeld bietet (siehe ,Seed and Soil“-Theorie,
Abschnitt 4.1). bzw. den Tumorzellen die passenden Rezeptoren fiur lokale Wachs-
tumsfaktoren fehlen. Die endgultige Kolonisierung des Sekundarorgans, durch
Umformung von Mikro- in Makrometastasen, hangt vom proliferativen und angio-
genem Potential der neu entstandenen Lasion ab.

Brusttumore metastasieren in Lymphknoten, Knochen, Lunge, Leber und Hirn
(siehe Abschnitt 4.1). Die Absiedlung ins zentrale Nervensystem (ZNS) ist generell
ein Merkmal sehr fortgeschrittener Metasen-assoziierter Erkrankungen. Meist handelt
es sich um intracerebrale Kolonisierungen (92% der Falle), es kbnnen aber auch die
Leptomeningen (sowohl Pia als auch Arachnoidea) betroffen sein (Evans et al.,
2004). Wahrend bei Parenchym-Metastasen von einem hamatogenen Ursprung
ausgegangen wird, kann die Besiedlung der Hirnhaute auf mehreren Wegen
erfolgen, namlich hamatogen, lymphatogen und entlang von Nervenfasern (Weil et
al., 2005). Sobald Meningen besiedelt sind, konnen sich die Tumorzellen uber die
cerebrospinale Flussigkeit (CSF) ausbreiten.
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Abb. 1.3 Brusttumorzell-Throm-
bus in einem lymphatischen
GefaB (Aus: ,,The Biology of
Cancer“, Robert Weinberg,
Garland Science, 2007).

Suppressoren von Metastasierungsprozessen

Bislang wurden sechs Proteine bzw. Proteinfamilien identifiziert, welche die
Metastasierungsvorgange bei Brusttumoren effektiv unterdriicken. Sie Uben
verschiedenste Funktionen aus, beispielsweise Blockierung von EMT-Prozessen (E-
Cadherin), Inaktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (TIMPs) und Hemmung der
Zellmotilitat (KAI1). Diese und weitere Proteine sind in der Tabelle 1.1 gelistet. Die
Effektivitat wurde in allen Fallen durch Uberexpression der entsprechenden Gene in
MDA-Brusttumorzellen (MDA-MB-231 und MDA-MB-435) verifiziert.

Tabelle 1.1 Metastasierungs-Suppressoren von Brusttumorzellen

Protein Funktion Literatur
BRMS1 Inhibierung der NFkB-Aktivierung, wodurch die Cicek et al.,
Expression von uPA supprimiert wird 2005
E-Cadherin Hemmung der Invasion durch Blockierung der Berx und Van
EM-Transition Roy, 2001
KAI1 Hemmung der Zellmigration, Induktion von Yang et al.,
Seneszenz-Prozessen 2001
KiSS-1 Differentielle Regulation von Matrix- Lee und
Metalloproteinasen (MMPs) Welch, 1997
NM23 Kontrolle des Zellzyklus und der Histidin- Welch et al.,
abhangigen Phosphorylierung von Proteinen 2000
TIMPs Hemmung der Invasion durch Inhibition der Yoneda et al.,
Funktion von MMPs 1997

BRMS1: Breast Cancer Metastasis Suppressor 1; E-Cadherin: Epitheliales Cadherin;
TIMPs: Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

1.4 MDA-MB-231-Tumorzellen als Modellsystem fur metasta-
sierende Karzinome der Brust

Die Fahigkeit, Hypothesen aufstellen und Uberprifen zu kdénnen, steigt mit der
Verflugbarkeit relevanter Modelsysteme. Die Anzahl verfugbarer Brusttumorzelllinien
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ist relativ begrenzt. Viele der aktuell verwendeten Linien wurden in den spaten 70’er
Jahren des letzten Jahrhunderts etabliert, wobei nur drei von ihnen, namlich MDA-
MB-231, MCF-7 und T-47D in mehr als % aller Brustkrebs-Studien Verwendung
fanden (Lacroix und Leclercq, 2004). Die Frage nach der Eignung und Relevanz der
eingesetzten Brusttumorzelllinien wurde in vielen Ubersichtsartikeln diskutiert
(Lacroix und Leclercq, 2004). Aufgrund ihrer Reinheit und Uniformitat, spiegeln die
klonalen Populationen der Brusttumorzelllinien die Heterogenitat eines Brusttumors
eher nicht wider. Dennoch besitzen sie weitgehend die gleichen Eigenschaften wie
Brustkrebszellen in-vivo (Lacroix und Leclercq, 2004).

Im Rahmen von Arbeiten zur Hirn- Metastasierung haben besonders die
Brusttumorzellen MDA-MB-231 und MDA-MB-435 eine bedeutende Rolle erlangt.
MDA-MB-231-Brusttumorzellen wurden urspringlich aus Flussigkeitsansammlungen
im Pleuraraum einer Patientin mit weit verbreiteten Metastasen eines invasiven
Karzinoms der Brust (IDC, invasive ductal carcinoma) isoliert (Cailleau et al., 1978).
Es handelt sich um hochinvasive, metastatisch-aktive Zellen, mit teilweise
mesenchymalem Charakter. Trotz ihres fibroblastenahnlichen Phanotyps sind sie
epithelialen Ursprungs, was an einer signifikanten Expression der Zytokeratine 8, -18
und -19 ersichtlich ist. Vermutlich haben Zellen dieser Linie eine so genannte
Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT) vollzogen (siehe Abschnitt 4.3.1). Dieser
Prozess, bei dem Zell-Zell-Adhasionsproteine, wie E-Cadherin verloren gehen und
mesenchymale Proteine wie Vimentin (ein Intermediarfilamentprotein) hinzu-
gewonnen werden, steigert das invasive Potential von Zellen betrachtlich. Der
Verlust an E-Cadherin geht hierbei mit einem Verlust der Zellpolaritat einher (siehe
Abschnitt 4.3.1). Neben mesenchymalen Proteinen weisen MDA-MB-231-Zellen
zusatzlich auch eine Reihe von Endothel-Marker-Proteinen, wie den Thrombin-
Rezeptor, Tie2, CD31 (PECAM-1), VEGF und bc-48, auf (Hendrix et al., 2000).

Im Gegensatz zu den wenig invasiven Epithel-féormigen MCF-7 Brusttumorzellen
exprimieren MDA-MB-231-Zellen weder den Estrogen- (ER), noch den Progesteron-
Rezeptor (PR) in signifikanter Menge (Bamberger et al., 1998). Der Verlust des
Estrogen-Rezeptor (ER) -a korreliert bei Brusttumorzellen generell mit einer
Uberexpression des EGF (Epidermal growth factor)- und Her-2/neu-Rezeptors,
gesteigerter Invasivitat und schlechter Heilungsprognose fur den Patienten (Fabbro
et al., 1986). Beim Her-2/neu-Protein handelt es sich um einen Vertreter der EGF-
Rezeptor-Superfamilie. Es wird in jedem vierten Brustkarzinom infolge von
Genamplifikation Uberexprimiert, wobei die Syntheserate mit schlechter Prognose
des Krankheitsverlaufs korreliert (Slamon et al., 1987).

MDA-MB-231-Brusttumorzellen besitzen eine aktivierende Mutation des K-Ras-
Gens in Codon 13 (Kozma et al., 1987), so dass die Zellen, unabhangig von
Serumanwesenheit und anderen Wachstumsbedingungen eine konstitutiv erhdhte
Ras-Aktivitat aufweisen (von Lintig et al., 2000). Aktivierende Ras-Mutationen
kommen bei Brusttumoren relativ selten vor, jedoch scheint der Ras-Signalweg bei
diesen Krebserkrankungen oft durch flussaufwarts liegende Mechanismen stimuliert
zu sein. So sind mehrere, den Ras-Weg-aktivierende Wachstumsfaktor-Rezeptoren
(EGF-Rezeptor, Her-2/neu-Rezeptor, s.o0.) bei Brusttumoren uberexprimiert (von
Lintig et al., 2000).

Werden MDA-MB-231-Zellen in das Fettgewebe der Mamma von Nacktmausen
implantiert so bilden sie reproduzierbar einen Primartumor aus, welcher dann
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innerhalb von zwei Monaten Metastasen in Lunge, Leber und Hirn hervorruft
(Thompson et al., 1992). Um die metastatischen Vorgange bei einer Brusttumor-
erkrankung moglichst realitatsnah nachzuempfinden, eignet sich vor allem dieser
Transplantationsort, da die spezifische Tumor-Stroma-Interaktion bei der Krebspro-
gression von entscheidender Bedeutung ist (Clarke, 1996; Price, 1996). Eine nicht-
orthotope Transplantation kann die metastatische Streuung von Tumorzellen
signifikant steigern und zugleich die Absiedelung in bestimmte Organe férdern.
(Tabelle 1.2; Lacroix und Leclercq, 2004).

Tabelle 1.2 Abhédngigkeit des Metastasierungsverhaltens vom Ort der Brusttumorzell-
Injektion bei in-vivo-Maus-Experimenten

Injektionsort der Brusttumorzell- bevorzugte Orte der Literatur
Suspensionen Tumorzell-Absiedelung
Fettgewebe der Mamma oder subkutan  Lunge (Leber, Hirn) (1)
Laterale Schwanzvene Lunge (2)
Niere Leber (1)
Carotis Hirn (1)
Linker Herzventrikel Knochenmark und -gewebe (2)

1: Lacroix und Leclercq, 2004; 2: Sloan und Anderson, 2002

1.5 Endoglin als potentieller Modulator metastatischer Pro-
zesse

1.5.1 Die Transforming Growth Factor (TGF)- Superfamilie

Transformierende Wachstumsfaktoren der TGF-B Superfamilie dienen unter
normalen physiologischen Bedingungen der Aufrechterhaltung der Homdostase. Sie
regulieren im Organismus ein breites Spektrum von elementarsten zellularen und
physiologischen Prozessen, einschliel3lich Zellzykluskontrolle, Apoptose, Differen-
zierung, Adhasion, Invasivitat, Angiogenese und Embryonalentwicklung. Sie sind im
Tierreich hoch konserviert und man findet ihre Vertreter von Caenorhabditis elegans
bis zum Menschen.

Besonders der Prototyp dieser Proteinfamilie, TGF-, gilt als potenter Inhibitor der
Zellproliferation und steht im Zusammenhang mit vielen pathologischen Prozessen.
So ist die TGF-B-Signaltransduktion ein wichtiger Aspekt bei jeglicher Form von
Krebs. Das Zytokin moduliert die Progression und —wie vor kurzem veroffentlicht— die
gewebsspezifische Metastasierung von Tumoren.

Man teilt die Familie in zwei Untergruppen ein. Die TGF-B/Activin-Gruppe umfasst
TGF-B, Activin, Inhibin, Nodal und GDF-1 (Growth/Differentiation Factor-1), die BMP-
Gruppe (Bone Morphogenetic Protein—-Gruppe) BMPs, GDF-5, MIS (Mdullerian
inhibiting substance) und —zelltypspezifisch— auch TGF-B. Die intrazellularen Signale
werden bei beiden Gruppen durch unterschiedliche Mediatorproteine, die Smad
(Small mothers against decapentaplegic, siehe weiter unten) -Proteine vermittelt. An

10



1. Einleitung

Tab. 1.3 Die Vertreter der TGF- 3 Superfamilie

Ligand Typ ll Typ | Rezeptor R-Smads Beispiele fiir Funktionen
Rezeptor
TGF-B8 TGF-BRII  TGF-BRI (ALK5 Smad2/3  Antiproliferative Effekte auf Epi-
oder ALK1)” oder thelzellen, Differenzierungspro-
Smad1/5/8” zesse, EMT, Induktion von
ECM-Proteinen
ActivinA  ACVR-Il  ACVR-IB (ALK4) Smad2/3  Mesoderminduktion,  Antiproli-
ferative Effekte auf Brusttumor-
zellen, Schutz von Nervenzellen
Nodal ACVR-IIB ACVR-IB (ALK4), Smad2/3 Herzentwicklung, Links-rechts
ACVR-IC (ALK7) Asymmetrie
GDFA1 ACVR-II  ACVR-IB (ALK4) Smad2/3  Links-rechts-Asymmetrie
GDF11 ACVR-IIB ACVR-IB (ALK4) Smad2/3  Musterbildung des Axialskeletts
GDF5 ACVR-lIl BMPR-IB (ALK6) Smad1/5/8 Knochen u. -Knorpelbildung,
Zellzyklusstopp und Apoptose in
murinen B-Lymphozyten
BMP2 BMPR-II BMPR-IA (ALK3), Smad1/5/8 Induktion der Knochen- u. Extre-
BMPR-IB (ALKG6) mitatenentwicklung, Apoptose,
antiproliferative Effekte
BMP4 BMPR-II; BMPR-IA (ALK3), Smad1/5/8 Induktion der Knochenentwick-

ACVR-lII  BMPR-IB (ALKG6) lung, Zellzykluskontrolle, Einfluf®
auf c-myc-Expression
BMP7 BMPR-Il; BMPR-IA (ALK3), Smad1/5/8 Knochen-, Nieren- u.
ACVR-II BMPR-IB (ALK6); Augenentwicklung,
ALK2
MIS AMHR-II  BMPR-IB (ALK6) Smad1/5/8 Proliferationsinhibierung u.
Apoptoseinduktion bei

Ovarialkarzinomzellen
*) TGF-B kann in Anwesenheit von Endoglin zusatzlich den Smad1/5/8-Weg aktivieren

der Signaltransduktion der TGF-/Activin-Gruppe sind Smad2 und Smad3 beteiligt, in
der BMP-Gruppe hingegen wird das Signal durch Aktivierung von Smad1, Smad5
oder Smad8 weitergegeben (siehe Tabelle 1.3). Die beiden Gruppen von Smad-
Proteinen induzieren unterschiedliche Sets von Zielgenen. TGF-B nimmt innerhalb
der TGF-B-Superfamilie einen Sonderstatus ein, da es bei Anwesenheit des
akzessorischen Rezeptors Endoglin Smad-Proteine der BMP-Gruppe aktiviert.

1.5.2 Das TGF-B-Protein

TGF-B wird wahrend der Embryonalentwicklung und auch in adulten Geweben
ubiquitar exprimiert. Das pleiotrope Zytokin reguliert viele fundamentale
Zellprozesse, wie Proliferation, Migration, Adhasion, Angiogenese, Differenzierung,
Apoptose und Immunantwort (Siegel und Massague, 2003). Die Effekte von TGF-
sind meist zelltyp-spezifisch und werden stark von Wachstumsbedingungen
beeinflusst. So kann das Zytokin, je nach physiologischen Status der Zelle, oft
gegensatzlich wirkende Antworten, wie Stimulation oder Inhibition der Proliferation
bzw. Differenzierung induzieren und pro- oder anti-apoptotische Signalwege
einleiten. Bisher durchgefihrte Experimente legen nahe, dass nicht TGF-B primar
seine Wirkung bestimmt, sondern vielmehr der zellulare Kontext.
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Um die offensichtliche Diskrepanz in den biologischen Effekten zu erklaren, muss
man drei wichtige Aspekte der TGF- Signalverarbeitung berlcksichtigen:

1. Expression von akzessorischen Rezeptorkomponenten

In den meisten Zelltypen besteht der TGF-B Rezeptorkomplex aus zwei ALK-5
Proteinen (Activin-Like Kinase-5, TGF-f Typl Rezeptor) und zwei TGF-B Typll
Rezeptoren (TRR-II). Endothelzellen besitzen neben den Ublichen TGF-B Rezeptoren
vom Typl (TBR-l) und Typll eine zusatzliche akzessorische Komponente, das
Endoglin. Endoglin rekrutiert den zweiten Vertreter von TBR-I Proteinen (ALK-1) in
den Rezeptorkomplexes, welcher dann einen der beiden ALK-5 Rezeptoren ersetzt.
Da die TBR-I eine sehr hohe Spezifitat fur ihre jeweiligen Smad-Proteine aufweisen,
bestimmen sie, welche R-Smads vom aktivierten Rezeptorkomplex phosphoryliert
werden. Das Endoglin-vermittelte Auswechseln eines ALK-5 Rezeptors durch einen
ALK-1 Rezeptor hat zur Folge, dass anstelle des Smad2/3-Kanals nun der
Smad1/5/8-Kanal aktiviert wird. Mit Hilfe der akzessorischen Rezeptoren vom Typlll
sind Zellen also in der Lage, die Wirkung von TGF-B schon auf der Ebene der
Rezeptoren zu trennen.

2. Expression von Co-Faktoren der Smad-Proteine

Der TGF-B Signaltransduktionsweg ist im Grundprinzip auffallend einfach
gehaltenen. Das Zytokin aktiviert in seinen membranstandigen Rezeptoren eine
Kinasedoméane, welche dann cytoplasmatische Mediatorproteine, die R-Smads
(Rezeptor-regulierte Smads) phorphoryliert. Im aktivierten Zustand kénnen diese
R-Smads in den Zellkern gelangen, dort an Smad-spezifische Elemente der DNA
binden und so Gene aktivieren bzw. inaktivieren. Wie eine Zelle das TGF-B-Signal
interpretiert, hangt vom Vorhandensein transkriptionaler Co-Faktoren ab. Diese
assistieren den R-Smads bei der Aktivierung oder Repression von Genen und
modulieren hierbei entscheidend die zellulare Antwort auf das Zytokin. Smad-
Proteine besitzen per se eine relativ geringe Spezifitdt bei der DNA-Bindung, die
notige Spezifitat erreichen sie erst im Zusammenspiel mit den Co-Faktoren. Deren
Expressionshohe ist zellspezifisch und steht im Zusammenhang mit einer
phanotypischen Veranderung der Zelle, der so genannten Epithel-Mesenchym-
Transition (EMT). Im Laufe dieses Prozesses andern Zellen das Expressionsprofil
bestimmter Smad Co-Faktoren und erwerben hierdurch migratorische Fahigkeiten.

3. Einfluss der TGF-3-Konzentration

Die zellularen Antworten auf eine Stimulation mittels TGF- hangen stark von der
Konzentration des Liganden ab. TGF-B ist an der Induktion angiogenetischer
Prozesse beteiligt, indem es die Expression und Aktivierung proangiogener
Molekule, wie VEGF (Vascular endothelial growth factor) und bFGF (basic fibroblast
growth factor) moduliert. Dieser Einfluss wurde im Fall von Wund-induzierter
Migration und der Aussprossung von Gefalken wahrend angiogenetischer Vorgange
nachgewiesen (Pepper, 1997). Obwohl niedrige Konzentrationen an TGF-p die
VEGF- und bFGF-induzierte Migration und Invasion steigern, wirken hohe TGF-§-
Dosen hemmend. Eine Konzentrationsabhangigkeit zeigte sich auch bei anderen
zellularen Effekten, wie Proliferationsinhibition und ECM-Produktion. Diese
Beobachtungen lassen sich durch eine differentielle Beteiligung zweier unabhangiger
TGF-B-Signaltransduktionswege erklaren. Wahrend bei niedrigen Liganden-
konzentrationen in Endothelzellen der ALK-1-Weg (s.u.) dominiert, wird durch hohe
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TGF-B-Dosen hauptsachlich der ALK-5-Smad2-Weg stimuliert (Goumans et al.,
2002).

1.5.3 Modulation der TGF-3-Signaltransduktion durch Endoglin

In Endothelzellen existieren zwei voneinander unabhangige Smad-Protein-
abhangige Signaltransduktions-Wege. Den TGF-B/ALK-5-Weg findet man ubiquitar
auch in vielen anderen Zelltypen, wohingegen der TGF-B/ALK-1-Weg zunachst als
rein endothelspezifisch galt. Wahrend der ALK-5-Weg an der Einfihrung und
Stabilisierung eines ruhenden Endothels beteiligt ist, vermittelt der ALK-1-Weg eine
Aktivierung der Zellen. Die Aktivierungsphase ist mit einer Expression von Genen
assoziiert, die eine Steigerung der Proliferation, Migration und Angiogenese bewirken
(Goumans et al., 2002). Demgegenuber besteht die zellulare Antwort des TGF-
B/ALK-5-Weges aus einer Hemmung der genannten Effekte.

In Endoglin-freien Zellen ist der dieser Weg der dominierende, wenn nicht
alleinige, Smad-Protein-abhangige TGF-B-Signaltransduktionsweg. Mit steigenden
zelluldren Konzentrationen an Endoglin erfolgt ein Wechsel vom TGF-B/ALK-5-Weg
zum TGF-B/ALK-1-Weg. Endoglin ist demnach ein molekularer Schalter, mit dessen
Hilfe das Zytokin zwei unabhangige Satze von Genen ansprechen kann.

Der TGF-B/ALK-5-Weq

Die Haupteffekte des inhibitorischen ALK-5-Wegs bestehen aus einer Blockierung
des Zellwachstums, der Zellmigration und der Ausbildung tubularer Netzwerke, sowie
einer Induktion der ECM-Produktion und der Expression von Differen-
zierungsmarkern, wie SM22a (Goumans et al., 2002; Ota et al., 2002).

Infolge der Ligand-Bindung entsteht ein Rezeptorkomplex, der aus jeweils zwei
TGF-B-Rezeptoren vom Typll (TBRIl) und Typl (TPRI) besteht. Die konstitutiv
phosphorylierten Typll-Rezeptoren aktivieren hierauf die ALK-5-Rezeptoren (TGF-B
Typl-Rezeptoren), welche dann so genannte Rezeptor-regulierte Smad-Proteine (R-
Smads) phosphorylieren kdnnen. Wahrend die Typl-Rezeptoren relativ flexibel in
Bezug auf ihre jeweiligen Liganden sind (siehe Tabelle 1.3), weisen sie gegenuber
ihren Smad-Substraten eine sehr hohe Spezifitat auf. So werden ALK-5-vermittelte
Signale nur Uber die Proteine Smad2 und Smad3 weitergegeben. Mit Hilfe des
Smad4-Proteins translozieren die R-Smads in den Zellkern und regulieren hier die
Transkription von Genen. Aufgrund der kurzen Erkennungssequenz (CAGAC) binden
Smad2 und Smad3 selbst relativ unspezifisch, die Spezifitat des Transkriptions-
komplexes wird jedoch durch Einbeziehung gewebespezifischer Koaktivatoren und
Korepressoren deutlich erhoht.

Zu den Zielgenen des TGF-B/ALK-5-Weges gehoren unter anderem die Gene
pai-1 (plasminogen activator inhibitor-1), p21 (CDKN2B), p15 (CDKN1A), Kollagen
Typl, connexin 37, Smad7 und die Gene der prometastatisch wirkenden Proteine
PTH-rP (Parathyroid hormone related protein), CTGF und IL-11 (Wilson et al., 2005;
Lindemann et al., 2001; Yin et al., 1999; Kang et al., 2003).

Auch in Epithelzellen inhibiert TGF- die Proliferation, indem es die Expression
der Kontrollproteine p15 (bzw. INK4B) und p21 (bzw. WAF1 oder CIP1) Uber den
ALK5/Smad3-Weg aktiviert und so den Zellzyklus in der G1 Phase zum Stillstand
bringt (Siegel und Massague, 2003; Hannon und Beach, 1994; Reynisdottir et al.,
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1995; Datto et al.,, 1995). Die Blockade des Zellzyklus wird durch eine TGF-
vermittelte Repression von proliferationsfordernden Transkriptionsfaktoren, wie
c-Myc, ID1, ID2 oder ID3, unterstutzt.

Im Laufe einer Tumorprogression kann TGF- jedoch seine Funktion wechseln
und vom Inhibitor zum Stimulator des Epithelwachstums werden (Vilar et al., 2006).
Wahrend die antiproliferative und apoptosefordernde Wirkung in frihen Stadien der
Erkrankung mit bisher bekannten Wirkungsweisen von TGF-B Ubereinstimmt, lasst
sich der wachstumsfordernde Einflul in spaten Erkrankungsphasen noch nicht
ausreichend erklaren. Bisherige Theorien favorisieren einen indirekten Mechanis-
mus. Viele Krebserkrankungen beim Menschen sind mit einer gestorten TGF-
Signaltransduktion, oft durch Mutagenese einzelner Komponenten des Signalweges,
assoziiert.

= ALK-5
- TRR II

Smad4
I
" B O k. A {‘)
Smad3-Smad6-
Komplex (inaktiv)
Koaktivator oder
| Korepressor
4B N
PP y —*
CAGAC IE-Gene Gruppe A

Abb. 1.4 Der TGF-p/ALK-5-Signaltransduktionsweg. Bei Anwesenheit von TGF-§
erfolgt eine Rekrutierung von Typl-Rezeptoren in den TGF-B-Rezeptor-Komplex. Diese
werden von den konstitutiv phosphorylierten TGF-B-Typll-Rezeptoren aktiviert. Die
Typl-Rezeptoren phosphorylieren nun ihrerseits cytoplasmatische Mediatoren der
TGF-B-Signaltransduktion, die Rezeptor-regulierten Smad (small mothers against
decaplegic) —Proteine (R-Smads). Fiir die Regulation von Genen werden zudem
Smad4, ein Hilfs-Smad-Protein und zusatzliche Koaktivatoren oder Korepressoren
benoétigt. SARA: Smad Anchor for Receptor Activation; Smad6: Inhibitorisches Smad-
Protein (I-Smad), CAGAC: Erkennungssequenz innerhalb der jeweiligen Promotoren
(SBE, Smad binding element), IE-Gene: ,,immediate-early“-Gene.
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Mutationen von TGF-B Rezeptoren oder Smad-Proteinen wurden bei Kolon-,
Ovar- und Bauchspeicheldrisenkrebs, sowie beim hepatozellularem Karzinom
(HCC) nachgewiesen (Levy und Hill, 2006). Selbst bei unveranderten
Hauptkomponenten der Signaltransduktion weisen bestimmte Tumore eine
Resistenz gegenuber TGF-B vermittelter Wachstumshemmmung auf. Produzieren
solche Tumore TGF-B, hemmen sie TGF-B sensible Nachbarzellen und erwerben
hiermit einen Selektionsvorteil. Dartber hinaus induziert das Zytokin tumorférdernde
Prozesse, wie Angiogenese, Immunosuppression und Epithel-Mesenchym-
Transitionen (EMT) (Levy und Hill, 2006; Derynck et al., 2001).

Der TGF-g/Alk-1-Weq

Aufgrund der Endoglin-Wirkung bildet sich ein Rezeptor-Komplex mit gemischter
Typl-Rezeptor-Paarung (Alk1/AlkS, siehe Abb. 1.5). Durch diesen Komplex wird ein
anderer Satz von Smad-Proteinen (Smad1/5/8) und demzufolge auch anderen
Genen aktiviert. Zu den spezifischen Zielgenen des TGF-B/ALK-1-Wegs gehoren vor
allem die Gene der proliferationsférdernden Proteine Id1 (Inhibitor of DNA binding 1)
und c-Myc, sowie Gene, die fur Endoglin, Smad6 und IL1RL1 (Interleukin 1 receptor-

I TRR 11
ALK-5
ALK-1
TBR II

-

o
i i N -
—————— Endoglin

Q@
- )
= 8

SARA

Smad4 ( 1 Smadé
—O L AP A —
. S —

4 - !

{ 5
Smad1-Smad6-
Komplex (inaktiv)
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[_.

GC-Box IE-Gene Gruppe B

Abb. 1.5 Der TGF-B/ALK-1-Signaltransduktionsweg. Aufgrund erhohter Endoglin-
Konzentrationen lagert sich ein TGF-b-Rezeptor-Komplex mit gemischter Typl-
Rezeptor-Paarung zusammen (ALK-5/ALK-1), welcher einen abweichenden Satz von
Smad-Proteinen (Smad1, Smad5 und Smad8) aktivieren kann. Diese Transkriptions-
faktoren erkennen einen GC-reichen Abschnitt in den Promotoren bestimmter Gene
und induzieren dementsprechend andere Gene. Weitere Erlauterungen beinhaltet die
Abb. 1.4.
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like 1; Goumans et al., 2003) kodieren. Das c-myc-Protein hemmt generell die
Expression von Genen, die an der Zellzyklus-Blockade (p15 und p21) und Zellad-
hasion beteiligt sind (Dang et al., 2006). Wahrend das IL1RL1-Protein mit Zell-
wachstum assoziiert ist (Goumans et al.,, 2003), stimuliert |d1 die Migration,
Proliferation und Angiogenese.

Der TGF-B/ALK-1-Weg ist nicht auf Endothelzellen beschrankt. Auch in
neuronalen Zellen kénnen zwei parallele Smad-Wege beschritten werden. Die
Stimulation von Neuronen des Hippocampus mittels TGF-p fuhrt Uber den ALK-
1/Smad1-Weg zu einer Aktivierung von NFxB, wodurch ein neuroprotektiver und
antiapoptotischer Effekt erzielt wird (Konig et al., 2005; Strozyk und Kulms, 2005).
Eine Koexpression von Endoglin und ALK-1 wurde auch bei Epidermiszellen der
Haut und einigen Hautanhangsgebilden wie Haarfollikeln und Schweil3drisen be-
schrieben (Beger et al., 2006; Perez-Gomez et al., 2005; Quintanilla et al., 2003). Ob
es sich um einen funktionstichtigen TGF-B/ALK-1-Signaltransduktionsweg handelt
steht allerdings noch in Frage. Vermutlich verfigt auch die epitheliale Brusttumor-
zelllinie MDA-MB-231 neben dem ALK-5-Weg auch uber einen aktivierbaren ALK-1-
Weg (Dumont und Arteaga, 2003). Dieser vermittelt zweifelsohne Eigenschaften, die
in direkter Weise das metastatische Potential von Zellen fordern.

1.6 Eigenschaften des Endoglin (CD105)-Proteins

Allgemeine Eigenschaften

Endoglin ist ein homodimeres Typ | Transmembranprotein, welches hauptsachlich
auf der Oberflache von Endothelzellen vorkommt. Es wird als TGF-$ Typ Il Rezeptor
(TBRIIN) klassifiziert und besitzt auf Aminosaureebene eine signifikante Ahnlichkeit
zum zweiten bislang beschriebenen TBRIIl, dem Betaglycan (Cheifetz et al., 1992).
Das Endoglin Gen befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 9
(Location:9q33-q34.1) und besteht aus 14 Exons (Duff et al., 2003; McAllister et al.,
1995). Der Endoglin-Promotor weist neben einer Bindestelle flr den Transkriptions-
faktor SP1, welcher flr die basale Endoglin-Expression verantwortlich ist, stromab-
warts des Transkriptionsstarts ein funktionales HRE auf. Unter Hypoxiebedingungen
lagert sich hier ein HIF-1a-Komplex an und induziert den Promotor.

Durch Klonierung der humanen Endoglin cDNA und anschieRender Expression in
murinen Fibroblasten konnte die Existenz von zwei verschiedenen Proteinvarianten
gezeigt werden, die durch alternatives splicing entstehen (Bellon et al., 1993). Die
dominant exprimierte Isoform, das L-Endoglin (Zugangs-Nr.: BC014271), hat eine
Molekulmasse von etwa 180 kDa und setzt sich aus Proteinuntereinheiten von 95
kDa zusammen. Die Untereinheiten werden durch Disulfid-Bricken verbunden und
bestehen beim L-Endoglin aus 633 Aminosauren (AS). Von diesen ragen 561 AS in
den Extrazellularraum hinaus, 25 AS bilden eine hydrophobe integrale Transmem-
brandomane und weitere 47 AS sind im Zytoplasma gelegen. Ein Modell der extra-
zellularen Domane des Endoglins ist in der Abb. 1.6 dargestellt. Beim S-Endoglin
(Zugangs-Nr.: X72012) besteht der cytoplasmatische Teil des Proteins nur aus 14
AS, wodurch sich die Molekllmasse auf 85 kDa pro Untereinheit und 160 kDa fur
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Abb. 1.6 Die Struktur der extrazelluliren Domédne (Aminosaurereste Glu26 bis Leu587)
von Endoglin (CD105) nach Llorca et al. (2007). (a) bis (c) 3D-Rekonstruktion der
extrazellularen Domane in verschiedenen Ansichten; (d) vorausgesagtes Atommodell
fur Endoglin, die drei unterscheidbaren Doméanen sind verschiedenfarbig dargestellt;
(e) Seitenansicht, nur die Domanen einer Untereinheit des Proteindimers wurden
angefarbt; (f) ,,Cartoon“-Modell, das die strukturelle Organisation der jeweiligen
Endoglin-Monomere wiedergibt (nach Llorca et al., 2007). Das Endoglin-Dimer weist
eine kuppelférmige Struktur auf.

das gesamte Protein verringert (Gougos und Letarte, 1988). Auf der extrazellularen
Seite weist das Protein, nahe der Membran-durchspannenden Domane, eine so
genannte Zona pellucida Domane auf. Zona pellucida Domanen findet man auch
beim Betaglycan und bei Spermium Rezeptoren. Ihnen wird eine Funktion bei der
Polymerisation von extrazellularen Proteinen zugeschrieben (Jovine et al., 2002).
Bestatigt wird die Rolle dieses Bereiches bei Protein-Protein-Interaktionen dadurch,
dass man hier eine RGD (Arginin-Glycin-Asparaginsaure) Sequenz findet. RGD-
Motive sind wichtige Schlusselstrukturen mit deren Hilfe Integrine extrazellulare
Matrixproteine (ECM-Proteine) erkennen und binden kdnnen. Beispiele flr solche
ECM-Proteine sind Fibronektin, Vitronektin, von Willebrand Faktor (VWF), Typ-I-
Kollagen und Fibrinogen. Es wird vermutet, dass Endoglin mittels seiner RGD
Sequenz die zellulare Adhasion von Zellen beeinflussen kann (Cheifetz et al., 1992).

17



1. Einleitung

Funktionen von L-Endoglin

Endoglin spielt eine wichtige Rolle bei Entwicklungs- und Reparaturprozessen
(Guerrero-Esteo et al., 1999), darlber hinaus ist es ein essentieller Faktor bei der
Angiogenese (Fonsatti et al.,, 2003; Tanaka et al., 2001). Die Bedeutung von
Endoglin wird besonders offensichtlich, wenn Mutationen im endoglin-Gen auftreten
und die Menge an funktionstichtigem Protein herabgesetzt ist. In diesem Fall kommt
es zum so genannten Rendu-Osler-Weber Syndrom (Hereditare Hamorrhagische
Teleangiektasie Typ I, HHT1). Bislang kennt man Uber 30 verschiedene Mutationen
in endoglin-Gen, wovon die meisten Mutationen die extrazellulare Domane betreffen
und Leseraster-Verschiebungen (frame shifts) und vorzeitige Stopp-Codons hervor-
rufen.

Da infolge der Mutationen oft groRe Teile des Proteins entfernt sind und sich die
entsprechende mRNA von einigen Mutationen gar nicht erst nachweisen lasst, geht
man davon aus, dass die meisten Mutationen im endoglin-Gen Null-Allelen darstellen
und der HHT-Phanotyp eine Folge von Haploinsuffizienz ist (Gallione et al., 1998;
Shovlin et al., 1997). HHT ist eine autosomal dominante systemische Erkrankung der
Gefale, bei der es durch Fehlbildungen von Kapillaren und Venen zu hamorrhagi-
schen Teleangiektasien kommt. Von den vaskularen Dysplasien kdnnen verschie-
dene Organe wie Lunge, ZNS, Haut, Leber und Gastro-Intestinal-Trakt betroffen
sein. Die pulmonalen Gefalmalformationen stellen wohl die grofte Gefahr fur den
HHT Patienten dar (Ference et al., 1994). Sehr haufig sind Blutgefalle der Nase
betroffen, so dass es bei Uber 90% der Betroffenen zu rezidivierendem Nasenbluten
kommt und die Krankeit hierdurch erst erkannt wird (Zhu et al., 2003; Lamouille et al.,
2002; Torsney et al.,, 2002). Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei 1:10000, die
Mortalitatsrate bei etwa 10%.

Das Endoglin-Protein lasst sich hauptsachlich an der Oberflache von Endothelien
nachweisen, wobei die basale Expression selbst in Endothelzellen relativ niedrig ist.
Eine Induktion der CD105-Synthese erfolgt im Kontext von Entzindungs- und
Neoangiogenese-Vorgangen, beispielsweise im Rahmen von rheumatoider Arthritis
(Li et al., 2000; Szekanecz et al., 1995), Infarkten (Zhu et al.,, 2003) und
Wundheilungsprozessen (Torsney et al., 2002). Dem entsprechend weisen auch
stark proliferierende Endothelzellen in der Zellkultur sehr hohe Endoglinmengen auf.
Eine hohe Expression konnte zudem in Synzytiotrophoblasten der Plazenta (Duff et
al., 2003; Gougos et al., 1992), Chondrozyten (Parker et al., 2003), sowie mesen-
chymalen Zellen wahrend der Embryonalentwicklung des Herzens gezeigt werden
(Botella et al., 2001; Arthur et al., 2000; Qu et al., 1998). Das Protein mit der CD
(cluster of differentiation) -Nummer 105 wurde erstmals bei der Pre-B-Leukamie-
zelllinie HOON identifiziert (Gougos und Letarte, 1988), dann jedoch auch in Linien
anderer hamatopoietischer Zellen nachgewiesen (Buhring et al., 1991).

Eine starke Uberexpression ist auch bei der Neoangiogenese von Tumoren
verschiedenster Histotypen zu beobachten (Burrows et al., 1995; Sanchez-Elsner et
al., 2002; Letarte et al., 1995). Bei immunhistochemischen Farbungen mit Anti-
CD105-Antikdrpern reagiert nur das Endothel des peri- und intratumoralen
Gefallsystems (Bodey et al., 1998; Seon et al., 1997; Burrows et al., 1995; Wang et
al., 1993), GefalRe aulderhalb dieser Region farben sich nicht an. Auch im Blutserum
von Patienten mit soliden Tumoren konnten signifikant erhohte CD105-Mengen
nachgewiesen werden (Takahashi et al., 2001; Li et al., 2000).

18



1. Einleitung

Im Fall von Brustkarzinomen kann die Endoglin-Expression als Marker flr hohes
Metastaserisiko und schlechte Zukunftsprognose des Patienten dienen (Dales et al.,
2004; Dales et al., 2003). Besonders Patienten, die weit entfernte Metastasen
ausbildeten, haben hohe Endoglin-Konzentrationen im Plasma (Li et al., 2000). Die
Herkunft des gemessenen Endoglinvorkommens im Blutserum ist noch nicht
ausreichend geklart. Laut Paquet et al. (2001) handelt es sich um CD105 aus
Membranpartikeln, welche vom GefalRendothel abgegeben werden.

Funktionen von S-Endoglin

Beide Endoglin-Isoformen sind in der Lage TGF-B zu binden (Bellon et al., 1993),
unterscheiden sich aber in dem Ausmaly ihrer Phosphorylierung und in dem
Vermogen, bestimmte TGF-f-abhangige Signale zu regulieren (Lastres et al., 1996).
Homozygote Endoglin-knockout-Mause sterben bereits am Embryonaltag 10 bis 10,5
im Uterus aufgrund von vaskularen und kardiovaskularen Defekten (Arthur et al.,
2000; Bourdeau et al.,, 1999; Li et al., 1999). Die letale Wirkung des Endoglin-
knockouts kann hierbei nicht durch eine Uberexpression von S-Endoglin kompensiert
bzw. aufgehoben werden (Perez-Gomez et al., 2005). Der cytoplasmatischen
Domane des L-Endoglins kommt demnach eine essentielle Bedeutung bei der
korrekten Entwicklung von Gefalden zu.

Betrachtet man den Einfluss von Endoglin auf die tumorbedingte Neoangio-
genese, so ist eine gegensatzliche Wirkung beider Isoformen festzustellen, wahrend
L-Endoglin eine proangiogene Funktion aufweist (Li et al., 2000), hemmt S-Endoglin
die Vaskularisierung von Tumoren (Perez-Gomez et al., 2005).

S-Endoglin konnte bislang nur in wenigen Zelltypen nachgewiesen werden und
hier nur in erheblich geringerer Menge als die L-Isoform. Die Klonierung und
Charakterisierung von S-Endoglin cDNA gelang erstmals aus einer humanen
monozytaren Zelllinie, in der die Endoglinsynthese durch PMA-Behandlung
gesteigert wurde (Bellon et al., 1993). In Membranisolierungen von HAECs (Human
Aortic Endothelial Cells) liegt Endoglin zu etwa 90% als L-Endoglin vor, die S-Isoform
macht hier nur einen kleinen Teil aus (Tang et al., 2005). Eine signifikante
Expression fand man bei der Maus nur im Endothel und Geweben aus Leber und
Lunge (Perez-Gomez et al., 2005). Obwohl die in-vivo Relevanz von S-Endoglin
noch unklar ist, erwiesen sich Transfektionsversuche mit S-Endoglin-
Expressionsvektoren als nutzlich, um den Einfluss der cytosolischen Domane auf
zellulare Funktionen und die TGF-B Signaltransduktion zu untersuchen (Letamendia
et al., 1998; Lastres et al., 1996). Endoglin wird in Endothelzellen konstitutiv
phosphoryliert, wobei L-Endoglin 8-fach hoher phosphoryliert wird als S-Endoglin
(Lastres et al., 1994).

Dem S-Endoglin fehlt das Klasse | PDZ-Binde-Motiv (Aminosauresequenz:
SSMA), welches an den carboxyterminalen Enden von L-Endoglin und Betaglykan zu
finden ist (Perez-Gomez et al., 2005). Diesem Motiv wird eine wichtige Funktion bei
der Stabilisierung von Betaglykan auf der Zelloberflache zugeschrieben (Blobe et al.,
2001).
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1.7 Ziele der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen einer Studie zum Metastasierungsverhalten von Brusttumorzellen
wurden MDA-MB-231-Zellen angereichert, die selektiv in das Knochengewebe oder
das Hirn von Versuchstieren absiedelten (Yoneda et al., 2001). Hierflur injizierte man
parentale MDA-MB-231-Zellen (MDA-MB-231-P) in die linke Herzkammer weiblicher
Nacktmause und entnahm nach 3 bis 4 Wochen Streuherde aus den jeweiligen
Organen. Die Zellen wurden nun mittels Zellkultur expandiert und erneut in-vivo
inokuliert. Durch wiederholte (etwa 12-malige) Passage der Zellen in den
Nacktmausen konnten Zelllinien etabliert werden, die ausschlieBlich in Knochen oder
Hirngewebe metastasieren.

Hierbei zeigte sich, dass die Knochen-metastasierenden MDA-MB-231-Zellen
(MDA-MB-231-Bo) groRere Mengen an PTH-rP (Parathyroid hormone-related
protein) synthetisieren als parentale Zellen der Linie. Nach einem aktuellen Modell
zur Knochen-spezifischen Brusttumormetastasierung aktivieren Karzinomzellen der
Brust mit Hilfe von PTH-rP Osteoblasten. Hierbei werden Osteoklasten erzeugt, die
nach Aktivierung Bereiche der Knochenmatrix abbauen und auf diese Weise Raum
fur Tumorzellen schaffen. Da die Knochenmatrix selbst viel TGF-B aufweist, wird die
parakrine Stimulation der Osteoblasten durch PTH-rP aufrechterhalten bzw.
gesteigert.

Wahrend die Knochen-spezifische Metastasierung relativ gut verstanden ist, lasst
sich der Hirn-spezifische Absiedlungsprozess noch nicht erklaren. In einem
Vorversuch zur vorliegenden Arbeit wurden mittels 16k cDNA Mikro-Array Gene
identifiziert, die in den Zelllinien MDA-MB-231-P, MDA-MB-231-Br (Hirn-
metastasierende Zellen) und MDA-MB-231-Bo differentiell exprimiert werden. Gene,
bei denen sich deutliche Unterschiede im jeweiligen Expressionsniveau zeigten,
wurden anschlieBend mittels real-time-RT-PCR auf tatsachliche Relevanz hin
uberpruft (Abb. 1.7). Signifikante Unterschiede lie3en sich lediglich bei vier Genen
nachweisen, namlich Kiss1, Tie1, MMP-1 und Endoglin.

Da das Genprodukt von Kiss1 bereits als Suppressor von Metastasierungs-
prozessen beschrieben wurde und die Unterschiede in den Expressionshohen von
Tie1 und MMP1 geringer ausfielen, sollte in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung
der Endoglin-Uberexpression fiir das metastatischen Verhalten der Zellen untersucht
werden. Hierfir wurden zunachst MDA-MB-231-P-Zelllinien mit kinstlich erhdhter L-
oder S-Endoglin-Synthese, sowie Hirn-metastasierende MDA-MB-231-Br-Zelllinien
mit reduzierter Expression dieses TGF-B-Typlll-Rezeptors erzeugt. Anschliel3end
sollten potentielle Veranderungen in der TGF-B-Signaltransduktion und im invasiven
Charakter der Zellen nachgewiesen werden. Im Rahmen der Signaltransduktions-
Analyse wurde die Expression von Zielgenen der beiden Smad-abhangigen TGF--
Signaltransduktionswege quantifiziert.

Das invasive Potential der Zellen wurde unter Verwendung von Testsystemen zur
in-vitro-Invasion bestimmt. Hierzu zahlen Boyden-Kammer-Versuche und der
Spharoid-Konfrontations-Assay. Fur die Beurteilung des angiogenen Potentials der
Zellen wurden Matrigel-basierte Tests zur vaskulogenen Mimikry und in-vivo-
Roéhrenbildung (, Tube-formation®) etabliert, bei denen die zu untersuchenden Zellen
zuvor mittels fluoreszierenden Vitalfarbstoffen angefarbt wurden.
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Das Ziel der Arbeit bestand zusammenfassend darin, mit Hilfe gentechnischer
~Werkzeuge“ und in-vitro-Tests zur Zellinvasion und —angiogenese, den Einfluss der
Endoglin-Expression auf Metastasierungs-relevante Eigenschaften von Brust-
Karzinomzellen zu charakterisieren. Aufgrund der hohen Inzidenz und der gleich
bleibend schlechten Prognose flir Patientinnen mit metastasierenden Brusttumoren,
sind Kenntnisse Uber Absiedlungsmechanismen dieser Krebszellen von grof3em
Interesse. Ein detailliertes Wissen Uber die Rolle des Endoglin-Proteins bei dieser
Erkrankung zeigt eventuell Ansatzmoglichkeiten fur die Entwicklung neuer
Krebsmedikamente auf.

100.000

10.000+

1.000—

100

—
T

—
|

Lo
—
I

0,01

Relative mRNA Expression (Parental = 100)

P BrBo P BrBo P BrBo P BrBo P BrBo P BrBo P BrBo P BrBo P BrBo
Kiss1 Tiel MMP1 MMP14 UBA2 DEK CTGF Endoglin WFS1

Abb. 1.7 Molekulares Profil der selektiv metastasierenden MDA-MB-231-Brusttumor-
zellen. Gene, die im Rahmen eines 16k cDNA Mikro-Arrays durch differentielle
Expression in den jeweiligen Zelllinien auffielen, wurden mittels real-time-RT-PCR
naher liberpriift.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Wachstumsfaktoren

Chemikalien

Bezeichnung
Aceton

Agar-Agar

Agarose NEEO Ultra
Ampicillin

BSA (Bovine Serum Albumin)
Calciumchlorid-Dihydrat
CFDA-SE

Cyclo-RGD-Peptid
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
1,4-Dithiothreitol (DTT)

ECM (Extrazellular-Matrix)-Gel
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid

Fluorescent Mounting Medium
Glucose (D+) —Monohydrat
(L-)Glutamin

Glycin

Glycerin

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Hefeextrakt

HEPES

Lipofectin

Isopropanol
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Methanol

Methylzellulose

MOPS

Natronlauge 1N MaRI6sung
Natriumchlorid
Natriumhydroxid Platzchen
Penicillin/Streptomycin-Lésung
PIPES

Hersteller
Roth

Roth

Roth

Roth

Biomol

Merck
Molecular Probes
Bachem
Sigma-Aldrich
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck

Dako

Merck

Roth

Roth

Roth

Roth

Merck

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Merck

Merck

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Merck

Merck

Gibco BRL Invitrogen

Sigma-Aldrich

Artikel-Nr.
5025.5
5210.3
2267.4
K029.1
01399-1
2382
V12883
H-2574
D2650
106586
6908.1
E1270
108418
100063
100983
111608
S3023
108342
37721
3908.2
3783.1
4986.1
104936
104873
2363.3
H3375
18292-011
109634
105833
105886
8388
M-0512
6979.3
K021.1
106404
6498.1000
15140-122
P-1851
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Salzsaure 1N Maflésung Roth
Sodiumdodecylsulfate ultra pure Roth
SNARF-1 Molecular Probes
Tris (Tris(hydroxymethyl)- Sigma-Aldrich
aminomethane)

Triton X-100 Merck
Trypton/Pepton (aus Casein) Roth
Zeocin Cayla

DNA- und Proteinstandards
DNA-Standards
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus ~ Fermentas
1kb DNA Step Ladder Promega
Protein-Standards

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas

Sequenzierprimer

T7 Sequenzierprimer
BGH reverse Sequenzierprimer

Enzyme

Restriktionsnukleasen

Aflll New England Biolabs
EcoRl New England Biolabs
BamHlI Fermentas

Hindlll New England Biolabs
Hpall Fermentas

Pvul Roche Applied Science
Sall Fermentas

Sacl Fermentas

SnaBI Promega

Spel New England Biolabs
Xbal New England Biolabs
Xhol Fermentas

Weitere Enzyme
DNase RQ1 (RNase-frei) Promega
Ligase, T4 DNA Ligase (High Conc.) Promega

Pfu DNA Polymerase Fermentas

Revert Aid H Minus M-MuLV Fermentas
Reverse Transkriptase

RNase A (DNase-frei) Sigma-Aldrich

TagMan Universal PCR Master Mix Applied Biosystems
Trypsin Sigma-Aldrich

K025.1
2326.1
S22801
T1378

108603
8952.3
ant-zn-1

#SM0338
#SM0328
G6941

#SMO0671

5-TAATACGACTCACTATAGG-3
5-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

R0520S
R0101S
#ERO051
R0104S
#ER0511
650137
#ERO0641
#ER1131
R679A
R0O133L
R0145S
#ER0691

M6101
M179A
#EP0501
#EP0451

R6513
4326708
T4799
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Wachstumsfaktoren und Antikorper

Wachstumsfaktoren

Rekombinantes humanes TGF-31 PeproTech Inc. 100-21C
Antikorper

Anti-Endoglin (H-300) Santa Cruz Biotech  sc-20632
Anti-GAPDH-Antikorper (FL-335) Santa Cruz Biotech  sc-25778
Anti-1d1 (C-20) Santa Cruz Biotech  sc-488
Anti-PAI-1-Antikorper (H-135) Santa Cruz Biotech  sc-8979
Anti-Tie-1-Antikoérper (C-18) Santa Cruz Biotech  sc-342
Anti-TGF-B1-Antikorper [2EG] Abcam ab647-100
Anti-ZRP-Antikdrper BD Biosciences 612254
Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Kaninchen  Molecular Probes 31627
Alexa Fluor 555 Ziege-Anti-Mouse Molecular Probes A31621
Schwein-Anti-Kaninchen, biotinyliert Dako E0353
Ziege-Anti-Kaninchen, Gold-konjugiert  British BioCell EM.GAR1

2.1.2 Vektoren

Tabelle 2.1 Fiir Klonierungs- und Transfektionsexperimente verwendete Vektoren

Vektor cDNA eukaryotischer Quelle
Resistenzmarker
pcDNA3.1/Zeo(-) nicht Zeocin (Sh ble —Gen) Invitrogen
vorhanden
pcEXV-EndoL L-Endoglin nicht vorhanden Dr. Carmelo
Bernabeu, Madrid
pcDNA3.1/Zeo(-) L-Endoglin  Zeocin (Sh ble —Gen) eigenes
-EndoL Konstrukt
pcEXV-EndoS S-Endoglin nicht vorhanden Dr. Carmelo
Bernabeu, Madrid
pcDNA3.1/Zeo(-) S-Endoglin  Zeocin (Sh ble —Gen) eigenes
-EndoS Konstrukt
pSUPER-EndoEx4 entfallt nicht vorhanden Dr. Carmelo
Bernabeu, Madrid
pSUPER-Zeo entfallt Zeocin (Sh ble —Gen) Dr. Vera Bianchi,
Padova, ltalien
pSUPER-Zeo entfallt Zeocin (Sh ble -Gen)  eigenes Konstrukt
-EndoEX4

2.1.3 Kommerziell erhaltliche Testsysteme

TagMan Gene Expression Assay Applied Biosystems
(siehe Tab. 2.4)
Dual-Glo™ Luciferase Assay System Promega E2920
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2.1.4 Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerate

ABI PRISM®-7000 Sequence Detection
System Real-Time PCR Gerat

Analysenwaage L610

Begasungsbrutschrank B 5060 EC / CO3

Elektronenmikroskop EM900, TEM

Elektrophoresekammer GNA-100 (AGE)

Applied Biosystems

Sartorius Laboratory
Heraeus

Zeiss

Pharmacia Biotech

Elektrophoresis Power Supply EPS600 (AGE) Pharmacia Biotech

Filmkassette HypercassetteT'VI 18x24cm

Fluoreszenzspektrometer F-2000

Heil3luft-Sterilisator UT 5050 EK

Heizblock

Hochdruckdampf-Sterilisator

Inkubator Innova 4200 Incubator Shaker

Kuhlzentrifuge 5417R

Luminometer Veritas™

Magnetrihrer MR 2000

Mikrochemotaxis-Kammer

Mikroprozessor pH-Meter 762

Mikroskop Axiovert 200M + Apotome

Mikrowellengerat

Semi-Dry-Blotter Trans-Blot®SD

Schdttler

Sterile Werkbank

Thermocycler T Gradient

Thermomixer compact

Tischzentrifuge Biofuge pico

UV-Illuminator mit Dokumentationssystem

UV/VIS-Spektrometer U-2000

Vertikal-Elektrophoresekammer

Vortex-Mixer VF2

Wasserbad

Zahlkammer

Zentrifuge Sorvall RC-5B Superspeed
-Centrifuge mit Rotor SS-34

Verbrauchsmaterial

Bakterien- und Zellkultur
Bezeichnung

Einmalkanule Fine-dect (0,7x30mm)
Einmalspritzen, Terumo Syringe
Kryordhrchen CryoTube™ Vials
Petrischalen 35x10mm

GE Healthcare
Hitachi

Heraeus
Eppendorf
Schutt

New Brunswick Scientific
Eppendorf
Turner Biosystems
Heidolph

Neuro Probe Inc.
Knick

Zeiss

Panasonic
Bio-Rad
Gerhardt
Heraeus
Biometra
Eppendorf
Heraeus
Herolab

Hitachi

Bio-Rad

Janke & Kunkel
Memmert
Assistent
Thermo Electron
Thermo Electron

Hersteller Artikel-Nr.
Henke Sass Wolf

Terumo

Nunc 379418
Sarstedt 83.1800
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Petrischalen 100%x20mm
Petrischalen 150x20mm

Pipetten, Serologische (5 ml)
Pipetten, Serologische (10 ml)
Pipetten, Serologische (25 ml)
Rohrchen mit Beluftungsstopfen (13 ml)
Roéhrchen (30 ml)

Sterilfilter Filtropur 0,20um
Zellkulturflaschen 75cm? Vented Cap
Zellkulturflaschen 25cm? Vented Cap
Zellkulturplatten (6-Well)
Zellkulturplatten (24-Well)
Zellkulturplatten (96-Well)
Zellkulturplatten (96-Well, U-shape)
Zellschaber 24cm
Zentrifugenrohrchen 10ml
Zentrifugenréhrchen 50ml

Dual-Glo™ Luciferase Assay System
Luminometer-Zellkulturplatten 96-Well

Molekularbiologie
Dialysefilter, MF Membranfilter
Skalpell, Einmalskalpell

Immuncytochemie

AEC Substrate Chromogen
Dako® Protein Block Serum-Free
Deckglaser 22x22mm
Objekttrager Superfrost, 76x26mm

Western-Blot

Blottingpapier, extra dick, Protean®
Filme Hyperfilm ECL, 18x24cm
PVDF-Membran Hybond-P
PE-Schlauchfolie
Ultrafiltrationsmembran, YM10

Real-Time PCR
96-Well Real-Time PCR Platten
Klebefolie, optisch klar

Migrationstest
Membranen mit S5um Poren

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
TPP

Costar Corporation

TPP

greiner bio-one
TPP

Sarstedt
Sarstedt

NUNC

Millipore
neolLab

Dako
Dako
Menzel-Glaser
Roth

Bio-Rad

GE Healthcare
GE Healthcare
Eydam

Amicon® Millipore

Sarstedt
Sarstedt

Neuro Probe Inc.

83.1802
83.1803
86.1253.001
86.1254.001
86.1685.001
62.515.028
60.543.001
83.1826.001
83.1813.002
83.1810.302
92006

3524

92096
650185
99002
62.9924.284
62.547.254

136101

VSWP025
11568

K3464
X0909
BB022022A1
1879

1703969
RPN3103K
RPN1416F
14012
13622

72.1978.502
95.1994

PFB5
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2.1.5 Medien und Losungen fur die in-vitro-Kultur

2.1.5.1 Medien und Losungen fiir die Zellkultur und -Transfektion

Medien:
Astrozytenmedium: DMEM

Endothelzellmedium, Endothelial Cell
Basal Medium

Supplement Mix (fur Endothelzellmedium)

FKS Foetal Bovine Serum (Gold)
Penicillin/Streptomycin-Losung
OPTI-MEM®I Reduced Serum Medium

Losungen:

BSA (Bovine Serum Albumin)
-Stammldsung

PBS (Phosphate Buffered Saline)-
Puffer pH 7,2

Trypsin/EDTA-LAsung fur das
Passagieren von Zellen

DNase-Losung

8,09
0,29
0,24 g
1,44 g

24 ml
1 ml
37 mg

Gibco BRL Invitrogen

PromoCell

PromoCell
PAA
Gibco BRL Invitrogen

Gibco BRL Invitrogen

42430

C-22210

C-39215

A15-649

15140-122

11058-021

10%ig (w/v) in PBS ansetzen,
aligotieren, bei -20°C einfrieren

NaCl

KCI
KH-PO4
Na,HPO,

(— 136 mM)
(- 2,7 mM)
(- 1,8 mM)
(— 10 mM)

ad 1 L mit H»O bidest, autoklavieren

PBS
2,5 % Trypsin
EDTA

(—1500 Units/ml)

(— 4 mM)

steril filtrieren, bei -20°C lagern

DNase

in 5 ml H,O bidest, steril filtriert

2.1.5.2 Medien fiir die Bakterienkultur und -Transformation

LB (Lysogeny Broth) Medium pH 7,4
(Sambrook et. al., 1989)

109

59
10¢g

Trypton / Pepton
Hefeextrakt
NaCl

(= 171 mM)

ad 1 L mit H-O bidest, autoklavieren
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,Low Salt’ LB-Medium pH 7,5 109
(fir Zeocin Selektion) 59
59

SOB-Medium 209
(Hanahan, 1987) 5¢9
0,5¢

0,2g

2,09

1,29

SOC-Medium 20 mi

Trypton / Pepton

Hefeextrakt

NaCl (— 85,5 mM)
ad 1 L mit H,O bidest, autoklavieren

Trypton / Pepton

Hefeextrakt

NaCl (— 8,6 mM)
KCI (— 2,7 mM)
MgCl, x 6 H20O (— 9,8 mM)
MgSO4 x 7 H20 (— 4,8 mM)
ad 1 L mit H2O bidest

sterile 1 M Glukose (— 20 mM)

ad 1 L mit sterilem SOB-Medium
nicht autoklavieren

Far die Herstellung von Unterschichtagar wurde den Medien 1,5% (w/v) Agar-Agar
(15 g/l) zugefugt. Selektiven Bakterienmedien wurden die Antibiotika nach dem Auto-
klavieren und Abkuhlen auf 50°C als sterile Losungen in folgenden Konzentrationen

zugegeben:

Tabelle 2.2 Fiir die Vektoramplifikation und Klonselektion in Prokaryoten (E. coli)

verwendete Antibiotika-Konzentrationen

Antibiotikum Stamm-Losung Verdiunnung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml 1:500 100 pg/ml (269 uM)
Zeocin 100 mg/ml 1:4000 25 pg/ml (16 yM)

2.1.6 Allgemeine Losungen und Puffer

Membranisolierung:

Lysispuffer pH7,4 (Zellmembranen) 5 mM
2mM
Aufnahmepuffer pH7,4 (Zell- 20 mM
membranen) 140 mM
2mM

Zellhomogenatisolierung:
Tritonlysispuffer 50 mM
100 mM
5mM
1%
2mM

HEPES
Vanadat (Natriummetavanadat)

HEPES
NaCl
Vanadat (Natriummetavanadat)

TrispH 7,8

NaCl

EDTA

Triton-X-100

Vanadat (Natriummetavanadat)
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SDS-PAGE und Western-Blot:

Probenpuffer (SDS-Ladepuffer) 0,23 g
1,25 ml
1 ml
0,5 ml
7,25 ml
Probenpuffer (~4x) flr geringe 19
Proteinkonzentrationen 6,3 ml
5 ml
2,5 ml
Elektrodenpuffer pH 8,2 — 8,3 15,2 g
729
59
Gelpuffer | pH 8,8 1,5M
0,4 %
Gelpuffer Il pH 6,8 0,5M
0,4 %

Lauffrontanzeiger
Transferpuffer pH9,0 25 mM
192 mM
10% (v/v)
TBST (Tris-buffered Saline Tween) 50 mM
pH7.,5 150 mM
1mM
0,1 % (v/iv)
,otrip”-Puffer pH2,5 0,1 M
,otrip”-Waschpuffer pH7,5 0,1 M
TAE-Stammldsung (10x) 48,4 g
20 mi
11,4 ml
Auftragspuffer (6x) 25yl
25 ul
1,5 ml

SDS (— 80 mM)

Gelpuffer lI

Glycerin (— 10% viv)
2-Mercapto-Ethanol (> 5% viv)
H>O bidest

SDS (— 251 mM)
Gelpuffer II

Glycerin (— 36% viv)
2-Mercapto-Ethanol (— 18% viv)
Tris pH8,2-8,3 (— 25 mM)

Glycin (— 0,19 M)

SDS (— 3,5mM)
ad 5 L mit H20 bidest

Tris/HCI

SDS

Tris/HCI

SDS

gesattigte Bromphenolblauldésung

Tris
Glycin
Methanol

Tris
NaCl
EDTA
Tween

Glycin
Tris

Tris

0,5MEDTA

Eisessig

pH 8,0 einstellen

ad 1 L mit H2O bidest

(— 40 mM)
(— 1 mM)
(— 0,2 M)

Bromphenolblau
Xylencyanol

Ficoll
ad 10 ml mit H,O bidest

(— 0,25%)
(— 0,25%)
(— 15%)
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Weitere Losungen und Puffer

Ampicillin-Stammldsung
(50 mg/ml)

500 mg

Ampicillin
ad 10 ml mit H>O bidest

(- 0,135 M)

Die Antibiotika-Stammlosungen wurden sterilfiltriert (FP30/0, 2 CA-S Filtereinheit,
Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) und bei —20°C gelagert.

Glukose-Stammlésung
(2M, 40% wiv)

MgCL,-Stammldsung
(1 M)

Kaliumacetat-Stammldsung
(3 M) pH 5,5

EDTA-Stammldésung pH8,0
(0,5M)

GTE-Puffer (nach Birnboim
& Doly, 1979)

NaOH-Lysispuffer

Tris/HCI-Stammldésungen
(1 M) pH 6,8 bzw. 7,6

Kaliumacetat-Puffer

TE-Puffer

200 g
500 ml

20,33 g

29,44 g

186,19
800 ml
209

2,5 ml
2,5 ml
2,0 ml

2,0 ml
10 ml

121,19
800 ml

60 ml
11,5 ml
28,5 ml

1 mil
200 pl

Glukose
H>O bidest,
bei 60°C im Wasserbad geldst.

(— 2,0 M)

MgCl, x 2 H,0 (—1,0M)
ad 100 ml mit H-O bidest

Kaliumacetat (— 3,0M)
ad 100 ml mit H,O bidest

EDTA (—0,5M)
H,0O bidest

NaOH-Platzchen

pH 8,0 einstellen

ad 1 L mit H,O bidest

2M Glucose-Stammlsg. (— 50 mM)
Tris/HCI-Lsg. pH8 (— 25 mM)
EDTA-Lsg. pH8 (— 10 mM)
ad 100ml mit H>O bidest,
autoklavieren

10N NaOH Stammlsg. (— 0,2N)
SDS-Stammlsg. (— 1%)
ad 100ml mit H,O bidest

Tris (—1M)
H,O bidest

pH 7,6 bzw. pH 6,8 einstellen
ad 1 L mit H,O bidest

5M Kaliumacetat-Lsg. (— 3 M)

Eisessig (— 2M)
H,O bidest

Tris/HCI-Stammlsg. (— 10 mM)
EDTA-Stammisg. (—» 1mM)

pH 8,0 einstellen,
ad 100 ul mit H,O bidest
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Phenol/Lésung gesattigt mit 3 M NaCl

Chloroform/Isoamylalkohol 24:1 (v/v)-Mischung

2.1.7 Zellen und Bakterien

2.1.7.1 Kompetente Bakterien

Bezeichnung Hersteller Artikel-Nr.
Library Efficiency® DH50.™ Invitrogen 18263-012

Competent Cells

2.1.7.2 Zellen humaner Herkunft

Bezeichnung Quelle/Hersteller
MDA-MB-231-Brusttumorzelllinien Toshiyuki Yoneda, University of
Texas, San Antonio

U343-Gliomazelllinie Deutsches Krebsforschungszentrum,
Heidelberg

U118-Gliomazelllinie Deutsches Krebsforschungszentrum,
Heidelberg

Glioblastom (Grad IV)-Primarzellen ~ Neurochirurgie der Universitat Kiel

HUVEC, primare Endothelzellen PromoCell GmbH, Heidelberg

HEK-293, embryonale Nierenzelllinie CCS Cell Culture Service, Hamburg

THP-1, monozytare Zelllinie National Institutes of Health, Bethesda

C28/12, Chondrozytenzelllinie Dr. Mary B. Goldring, Harvard

Institutes of Medicine, Boston

Bei der MDA-MB-231-Brusttumorzelllinie handelt es sich um eine 1974, aus einer
Patientin (Alter: 51, Abstammung: kaukasisch) mit einem Adenokarzinom der
Brustdrise, gewonnene Zelllinie (Cailleau et al., 1974). Die Zellen wurden aus einer
pleuralen Blutung isoliert. Sie wachsen im Rahmen der Zellkultur adharent auf den
KulturgefalBboden und weisen eine epithelformige Gestalt auf. MDA-MB-231-Zellen
sind annahernd triploid, die normalen Chromosomen N8 und N15 fehlen jedoch.

Die Gewebeproben aus humanen Hirntumoren wurden freundlicherweise von PD
Dr. Janka Held-Feindt (Neurochirurgie der Universitat Kiel) zur Verfigung gestellt.
Sie stammten aus erforderlichen Resektionen und wurden mit dem Einverstandnis
der Ethikkommission der Universitat Kiel verwendet, wobei die ethischen Standards
der Helsinki-Vereinbarung von 1975 berucksichtigt wurden.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von Brusttumor- und Gliomazelllinien

Die Kultivierung dieser adharent wachsenden Zellen erfolgte in Inkubatoren bei
37°C in 5% (v/v) CO, und wasserdampfgesattigter Atmosphare. Als KulturgefalRe
dienten meist TC-75CN Gewebekulturflaschen (Sarstedt). Sowohl MDA-MB-231-
Zellen als auch die Gliomzelllinien U343 und U118 wachsen sehr gut in einem
Medium, welches flir Astrozyten verwendet wird.

Das hier verwendete Astrozytenmedium setzt sich folgendermalen zusammen:

DMEM-A-Medium: DMEM-Medium (Invitrogen)
+ 10% FKS (Gold) (PAA)
+ 3% Glutamin (Roth)
+ 1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)

Das Medium wird als 500ml Losung angesetzt, die Zusatze werden sterilfiltriert
und dann hinzugegeben. Eine 500ml Flasche Astrozytenmedium ist bei einer
Temperatur von 4°C 2-3 Wochen lagerfahig. Sobald der Zellrasen in den Kultur-
gefalRen optische Konfluenz erreichte, wurden die Zellen subkultiviert oder fur
Versuche ausgesat. Die Subkultivierung erfolgte 1-2-mal pro Woche.

2.2.1.2 Kultivierung weiterer Zelltypen

Die HUVE (Human Umbilical Vein Endothelial)-Zellen wurden von der Firma
PromoCell (PromoCell GmbH, Heidelberg) in proliferierender Form a 500000 Zellen
in einer TC-75CN-Kulturflasche bezogen. Sie sind bereits vom Hersteller negativ auf
das Vorhandensein von Bakterien, Pilzen und humanpathogenen Viren, wie HIV,
Hepatitis B und Hepatitis C getestet worden. Die Zellen erhielten sofort nach Ankunft
frisches Endothelzellmedium (s.u.) und konnten bereits nach 2 Tagen im Verhaltnis
1:3 subkultiviert werden. In Kultur lassen sich primare HUVE-Zellen nur bis zur
Subkultur 12-13 halten, flr Versuche sollten jedoch ausschlielich Zellen verwendet
werden, die sich in einer Passage <10 befinden.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5% (v/v) COg-
Konzentration und gesattigter Wasserdampfatmosphare, wobei die Zellen alle zwei
Tage frisches Medium erhielten. Fur die kontinuierliche Haltung der Zellen wurden
kleine Kulturflaschen (Sarstedt, Niumbrecht) verwendet, bestimmte Arbeitsschritte,
beispielsweise Zellmembranisolierungen flur Western-Blots, erforderten jedoch eine
Kultur auf groRen Kulturflaschen (ebenfalls Sarstedt). Als Wachstumsmedium diente
das Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell, Artikel-Nr. C-22010), welches mit
einer Zusatzlosung (SupplementMix, PromoCell, Artikel-Nr. C-39215) erganzt wurde.
Nach Zugabe der Losung weist das Nahrmedium folgende Wachstumsfaktoren auf:

ECGS/H (Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin 0,4 % (viv)
FKS (Fotales Kalberserum) 2,0 % (viv)
EGF (Epidermal Growth Factor) 0,1 ng/ml

32



2. Material und Methoden

Hydrocortison 1,0 pg/ml
Basic Fibroblast Factor 1,0 ng/ml

Es hat sich gezeigt, dass die Vitalitat der Zellen am langsten erhalten bleibt, wenn sie
nicht haufiger als 1x pro Woche subkultiviert werden.

HEK-293-Zelllinie
Die Kultivierung dieser embryonalen Nierenzelllinie erfolgte wie im Fall von
MDA-MB-231- und Gliomazellen. Als Medium diente wiederum DMEM-A-Medium.

Chondrozyten- und monozytare Zelllinien

Immortalisierte Chondrozyten (C28/12-Zelllinie) aus dem Rippenknorpel und
monozytare Zellen (THP-1-Zelllinie) wurden, wie bei Pufe et al., 2007 und Pufe et al.,
2003 beschrieben, kultiviert. Der Zelltyp der THP-1-Zelllinie ist als monozytare
Leukamie einzustufen (Tsuchiya et al., 1982).

2.2.1.3 Subkultivierung von Zellen

Subkultivierung von nicht-endothelialen Zellen

Zunachst temperierte man Wachstumsmedium, PBS und Trypsinldésung in einem
Wasserbad bei 37°C fiir 20 min. Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen
einmal mit 5-10ml warmen PBS gesplilt. Uberschiissiger Puffer wurde mit Hilfe der
Vakuumpumpe abgesaugt. In jede kleine Kulturflasche (TC-75, Sarstedt) pipettierte
man nun 3ml, in jede grole (TC-75, Sarstedt) 5ml warme Trypsin/EDTA-Ldsung. Es
handelt sich hierbei um PBS-Puffer mit einem Zusatz von 0,1% Trypsin (1500 BAEE
Units/ml, Sigma-Aldrich) und 0,2% EDTA (Fluka). Die Losung wurde durch
Schwenken der Flasche gleichmalig auf dem Zellrasen verteilt und nach 15
Sekunden wieder sorgfaltig abgesaugt. Es folgte eine Inkubation flr 5 min bei 37°C
und 5% CO,-Konzentration im Brutschrank. Die Zellen konnten jetzt in 5ml FKS-
haltigen A-Medium aufgenommen werden. Bestandteile des FKS inaktivieren
Trypsin, so dass eine Trypsin-Neutralisierungslosung hier nicht notwendig ist. Die
Zellen wurden in der NEUBAUER-Kammer gezahlt, auf die gewlnschte Zellzahl
verdunnt und wieder ausgesat.

Subkultivierung von HUVE-Zellen

Die Subkultivierung von HUVE-Zellen erfolgte prinzipiell entsprechend der o.g.
Vorgehensweise. Da diese Zellen jedoch empfindlicher als die Ubrigen eingesetzten
Zellen sind, musste das Protokoll leicht abgeandert werden.

HUVE-Zellen bilden auf den Plastikoberflachen der Kulturbehalter keinen
geschlossenen Zellrasen. Es ist daher wichtig, die Zellen bereits bei einer optischen
Konfluenz von héchstens 80% zu subkultivieren. Vor der Trypsinbehandlung wurden
die Zellen mit PBS gewaschen (s.o.). Die 5-minltige Inkubation in Gegenwart von
Trypsin erfolgte bei Raumtemperatur (eine Inkubation bei 37°C hat sich als
unvorteilhaft erwiesen), wobei wiederum schon nach 15 Sekunden Uberschissige
Trypsinldsung sorgfaltig entfernt wurde. Die Endothelzellen wurden im Verhaltnis 1:3
bis 1:5 in frischem serumhaltigen HUVEC-Medium ausgedunnt (,gesplittet”) und
dann ausgesat.
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2.2.1.4 Einfrieren, Lagern und Auftauen von Zellen

Einfrieren und Lagern von Zellen

Wourden bestimmte Zellen oder Zelllinien vorubergehend nicht bendtigt, so wurden
sie bis zum spateren Gebrauch eingefroren und in flussigem Stickstoff gelagert. Zu
diesem Zweck lieR man die Zellen zunachst bis zum Erreichen der optischen
Konfluenz wachsen. Die Kultivierung erfolgte bevorzugt in gro3en Kulturflaschen, da
die Zellen in Aliquots von 2 Millionen (besser: 4 Millionen) Zellen eingefroren werden.
Eine groRRe Kulturflasche mit optisch dichtem Zellrasen weist durchschnittlich etwa 10
Millionen Zellen auf. Die Zellen wurden zunachst mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-
Ldsung, entsprechend dem Vorgehen bei der Subkultivierung, von den Flaschen-
boden abgelost.

Die Aufnahme der Zellen erfolgte in 2ml (bei kleinen Flaschen) bzw. 5ml (bei
grollen Flaschen) FKS-haltigem Medium. Nun wurde in einer NEUBAUER-
Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fur 5 min bei
1000 UPM (Umdrehungen pro Minute, Tischzentrifuge Biofuge pico, Heraeus) in
10ml (bzw. in seltenen Fallen in 50ml) Zentrifugenrohrchen mit konischem Boden
(Sarstedt). Das Sediment wurde nun in DMSO-haltigen (9% v/v) Astrozytenmedium
aufgenommen. Das Volumen wurde so gewahlt, dass die erhaltene Zellsuspension
eine Zellzahl von 2 Millionen (bzw. 4 Millionen, s.0.) Zellen pro 1,8ml aufwies. Die auf
diese Weise vorbereiteten Ansatze wurden in 1,8ml Kryoréhrchen (NUNC) pipettiert
und sogleich in einen auf -80°C temperierten Kihischrank gegeben. Nach 24
Stunden erfolgte zur endgliltigen Lagerung eine Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff.

Auftauen von Zellen

Die Lagerung von Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff. Die 1,8ml Kryoréhrchen
(NUNC) wiesen jeweils 2 (bzw. 4) Millionen Zellen in 1,8 Milliliter DMSO-haltigen (9%
v/v) Mediums auf. Nach einem schnellen Auftauen der Zellsuspension im Wasserbad
bei 37°C wurden die Zellen in ein 10ml Zentrifugenrohrchen (Sarstedt) mit 5ml
Astrozytenmedium +10% (v/v) FKS Uberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation bei 1000
UPM fiir 5 min (Tischzentrifuge Biofuge pico, Heraeus). Der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment in 3ml Astrozytenmedium + 10% (v/v) FKS
aufgenommen. Nun wurden die Zellen in kleine Zellkulturflaschen (25 cm?
Wachstumsflache, Sarstedt, Nimbrecht) ausgesat und bei 37°C, 5% (v/v) CO2-
Konzentration und wasserdampfgesattigter Atmosphare im Inkubator kultiviert. Nach
24h wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und gegen frisches ersetzt. Das
Auftauen eingefrorener HUVEC Zellen erfolgte auf dieselbe Art und Weise, nur dass
anstelle des Astrozytenmediums hier das bereits beschriebene Endothelzellmedium
zum Einsatz kam.

2.2.2 Zellzahlbestimmungen in der NEUBAUER-Zahlkammer

Um eine genaue Kontrolle des Zellwachstums gewahrleisten zu kdnnen, sollten
Zellen vor der Aussaat immer gezahlt werden. Dies ist nicht nur fur die kontinuierliche
Kultur der Zellen, sondern auch besonders bei Aussaaten fur Experimente von
entscheidender Bedeutung. Die Zellzahlung erfolgte in einer NEUBAUER-Zahl-
kammer (Assistent, Sondheim). Von der Zellsuspension wurden 30ul abgenommen
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und mit 30yl Trypanblau (Sigma-Aldrich) in 0,9% (w/v) NaCl-Lésung gemischt.
Bereits abgestorbene Zellen lassen sich durch Trypanblau anfarben und gehen nicht
mit in die Zahlung ein. Die Zellsuspension wurde durch Auf- und Abpipettieren in
einen homogenen Zustand gebracht und in die mit einem Deckglaschen versehene
Zahlkammer geflllt. Unter dem Mikroskop erfolgte nun das Auszahlen von funf
Gruppenquadraten der Kammer. Da die funf Gruppenquadrate ein Volumen von
0,02ul aufweisen und die Zellen durch die Trypanblau-Lésung 1:2 verdinnt werden,
lasst sich die Zellzahl nach folgender Formel berechnen:
Zellzahl in finf Gruppenquadraten x 10° = Zellen pro ml Medium

2.2.3 Beschichtung von Glasoberflachen flur die Zellkultur

Poly-D-Lysin (PDL)-Beschichtung von Deckglésern

Far immuncytochemische Nachweismethoden und den Spharoid-Aggregat-
Konfrontationstest wurden die Zellen bzw. Spharoide auf Deckglaschen ausgesat.
Um eine bessere Adhasion der Zellen zu gewahrleisten, beschichtete man die
Deckglaschen vorher mit Poly-D-Lysin. Die Deckglaser wurden zunachst in
Petrischalen in 100%igem Ethanol gewaschen. Nach Abgie3en des Ethanols wurde
jedes Deckglaschen mit 100pl sterilfiltrierter PDL-Losung (Sigma-Aldrich; 0,002%
Stammldsung) bedeckt und anschlieRend fur 30 bis 60 min bei Raumtemperatur
unter der Sterilwerkbank inkubiert. Nach der Inkubation spulte man die Deckglaschen
zweimal mit Aqua bidest und liel3 sie ca. eine Stunde lang trocknen. Die auf diese
Weise vorbereiteten Deckglaschen wurden bis zum Einsatz in sterilen Petrischalen
aufbewabhrt.

Matrigelbeschichtung von Objekttragern

Fir den Test auf in-vitro Pseudogefalibildung kultivierte man die Zellen auf Glas-
Objekttragern, die mit einer Beschichtung aus Extrazellular-Matrix-Proteinen
versehen waren. Fir die Beschichtung wurde Extracellular Matrix (ECM, ,Matrigel)
Gel der Firma Sigma (Sigma, Saint Louis, Artikel-Nr. E1270) verwendet. Das Gel
wird aus einem Engelbreth Holm-Swarm (EHS) Maus Sarkom nach dem Protokoll
von Kleinman et al (Kleinman et al., 1993) gewonnen. Die Hauptkomponenten sind
Laminin, Kollagen Typ IV, Heparan-sulfat Proteoglycan und Entactin. Die Protein-
Konzentration des Gels liegt bei 8 bis 12 mg/ml. ECM Gel wird bei -20°C gelagert
und muss sollte vor der Verwendung uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank aufgetaut
werden. Bei Temperaturen von 20-40°C polymerisiert das Matrigel aus und bildet
dann eine rekonstituierte Basalmembran.

Die Objekttrager wurden zunachst, entsprechend dem Vorgehen bei den
Deckglasern, mit PDL beschichtet und unter Wahrung der Sterilitat im Kihlschrank
(4°C) vorgekuhlt. Nun tropfte man unter der Werkbank mit Hilfe einer vorgekuhlten,
sterilen Spritze (0,4x20mm Kanule) etwa 50-100ul kaltes Matrigel in die Mitte der
beschichteten Seite des Objekttragers. Hierbei wurde auf eine gleichmafige
Beschichtung geachtet. Die Objekttrager wurden in sterile groRe Petrischalen
gegeben, in denen das Matrigel 30min bei Raumtemperatur polymerisieren konnte.
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2.2.4 Herstellung der Vektoren

2.2.4.1 Konstruktion der Endoglin-Expressionsvektoren

Die L-Endoglin-cDNA und S-Endoglin-cDNA enthaltenden Vektoren pcEXV-
Endo-L und pcEXV-Endo-S wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Carmelo
Bernabeu (Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid) zur Verfigung gestellt, der
kommerziell erhaltliche Expressionsvektor pcDNA3.1/Zeo(-) stammt von Invitrogen.
Im Folgenden wird exemplarisch die Herstellung des Plasmids pcDNA3.1/Zeo(-)-
Endo-L beschrieben, die Konstruktion von pcDNAS3.1/Zeo(-)-Endo-S erfolgte auf
gleiche Weise, allerdings wies das S-Endoglin cDNA-enthaltende EcoRI-Fragment
eine Grolke von 2,4kb auf. Zur Kontrolle korrekter Klone wurden die gleichen
Restriktionsenzyme verwendet, mit denen auch der Vektor pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL
uberprift wurde.

Zunachst wurden die Plasmide pcEXV-Endo-L und pcDNA3.1/Zeo(-) in
kompetente Escherichia coli Bakterien (Library Efficiency® DH50.™ Competent Cells,
Invitrogen) eingeschleust und in diesen vermehrt. Nun isolierte man die Plasmid-
DNA beider Vektoren mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi Praparationssystems.

EcoRl - 5014 - G'AATT_C
Xhol - 4981 - CTCGA_G | BamHI - 23 - G'GATC_C
Xbal - 4975 - T'CTAG_A Hindlll - 41 - AAGCT_T

Pvul - 3507 - CG_AT'CG

Abb. 2.1 Der Expressionsvektor pcDNA3.1/Zeo(-) der Fa. Invitrogen GmbH (Karlsruhe).
Die Expression einer klonierten cDNA erfolgt in Saugetierzellen konstitutiv mit Hilfe
einer Enhancer-Promotor-Sequenz des humanen Cytomegalovirus (P-CMV) und
Transkriptions-Terminations-Sequenzen des bovinen Wachstumshormons (BGH). Die
flankierenden T7- und BGH-Primerbindungsstellen (in Abbildung nicht dargestellt)
erlauben eine Sequenzierung der integrierten cDNA. Das Plasmid besitzt eine Zeocin-
Kassette, bestehend aus einem SV40-Promotor (P-SV40), der Zeocin-cDNA (Zeocin R)
und dem Poly-Adenylierungsignal des Simian Virus 40 (SV40, ein onkogener
Polyomavirus, welcher sowohl in Affen, als auch im Menschen vorkommt), so dass es
sich zur stabilen Transfektion mittels Zeocin-Reagenz (Cayla, Toulouse, Frankreich)
eignet. Fiur die Vermehrung und Selektion innerhalb E. coli-Bakterien stehen ein
Ampicillin-Resistenzgen (AmpR; samt prokaryotischen Promotor, P) sowie der
Replikationsursprung des pUC-Plasmids (pUC origin) zur Verfiigung.
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Jeweils 6ug der Plasmide pcEXV-Endo-L und pcDNAS3.1/Zeo(-) wurden in 20pl
Ansatzen mit 4 Units EcoRIl verdaut. Es folgten Agarosegelelektrophoresen im
praparativen Mal3stab. Hierbei ergaben sich fur den pcEXV-Endo-L —Verdau zwei
Banden (2,3kb und 3,0kb) und fir den pcDNA3.1/Zeo(-) —Verdau eine Bande (5kb).
Gelbereiche, in denen sich das 2,3kb grof3e pcEXV-Endo-L-Fragment (enthalt L-
Endoglin cDNA) oder der linearisierte Vektor befanden, wurden mit einem frischen
Skalpell in Form eines kleinen Gelblockchens ausgeschnitten.

Die DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des ,MinElute Gel Extraktion Kit* (Qiagen,
Hilden) aus der Agarose eluiert und gereinigt. Die anschlieRende Ligation der beiden
Fragmente erfolgte bei einem molaren cDNA-Vektor -Verhaltnis von 3:1. Etwa 280ng
Endoglin cDNA und 200ng linearisierter pcDNA3.1/Zeo(-)-Vektor wurden mit 10 Units
Ligase (T4 DNA Ligase, High Conc., 20Units/pl) in einem Volumen von 20ul 1x
Ligase-Puffer inkubiert. Die Ligationsreaktion erfolgte fir 18 Stunden bei 15°C. Nun
verdunnte man den Ansatz 1:2 in 10mM Tris-HCI pH7,5 und 1TmM EDTA und setzte
in der folgenden Transformation jeweils 1yl der Verdinnung (12ng) pro 100l
Bakteriensuspension (E. coli, Library Efficiency® DH5a™ Competent Cells) ein.

Die Transformationsprozedur erfolgte nach Protokoll des Herstellers (Invitrogen).
Am nachsten Tag zeigten sich auf den Ampicillin-haltigen (100pg/ml) LB-Platten
Bakterienkolonien, von denen dann Plasmide im ,Mini“-MafRstab isoliert wurden. Die
vorlaufige Kontrolle der jeweiligen Plasmide erfolgte zunachst durch Restriktions-
analyse mit Hilfe der Enzyme EcoRI, BamHI, Xhol, Notl und Sacl. Von einer Kolonie,
dessen Plasmid bei den Restriktionsanalysen korrekte Bandenmuster aufwies,
wurden Plasmid-Praparationen im Midi-Maf3stab durchgefihrt. Der fehlerfreie Einbau
der L-Endoglin-cDNA wurde nun endgultig durch Sequenzierung (Seg-Lab Sequence
Laboratories, Goéttingen; Primer: T7 und BGH reverse -Sequenzierprimer) Uberpruft.
Die auf diese Weise erhaltene Plasmid-DNA wurde durch Ethanol-Fallung weiter
aufgereinigt und dann fur Transfektionsversuche eingesetzt.

2.2.4.2 Konstruktion des Endoglin-shRNA-Vektors

Mit Hilfe von shRNA-Vektoren lasst sich die Expression einzelner Gene dauerhaft
und spezifisch reduzieren. Das System basiert auf der intrazellularen Synthese von
siRNA. Hierbei wird eine zur Ziel-mRNA komplementare, und sorgfaltig ausgewahlte
DNA-Sequenz stromabwarts eines speziellen Promotors (H1-Promotor) kloniert.
Nach erfolgter Transfektion in eine eukaryotische Zelle kann die zellulare RNA-
Polymerase Ill an den H1-Promotor binden und die entsprechende shRNA
synthetisieren. Diese bildet aufgrund ihrer Basenzusammensetzung spontan eine
Haarnadelstruktur und wird dann vom zelleigenen DICER-Komplex zu siRNA (21-
mer doppelstrangige RNA) prozessiert. Mit Hilfe der siRNA und des so genannten
RISC (RNA-induced silencing complex) erfolgt nun der spezifische Abbau der
entsprechenden mRNA. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete pSUPER-Zeo-
EndoEx4 Vektor erzeugt innerhalb von Zellen siRNA, die gegen das Exon4 der
Endoglin-mRNA gerichtet ist.

Um die MDA-MB-231-Zellen stabil mit dem Vektor transfizieren zu kdnnen, wurde
das ursprungliche Plasmid mit einer Zeocin-Resistenz ausgestattet. Als
Ausgangsmaterial zur Herstellung des Vektors pSUPER-Zeo-EndoEx4 dienten die
Plasmide pSUPER-EndoEx4 (Quelle: Prof. Carmelo Bernabeu (Centro de
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Investigaciones Biologicas, Madrid) und pSUPER-Zeo (Quelle: Dr. Vera Bianchi,
Department of Biology, University of Padova, ltaly). Die Zeocin-Resistenz wurde als
komplette Kassette (Gen samt Promotor) in den Vektor pSUPER-EndoEx4
subkloniert. Da die Zeocin-Kassette auch Uber einen bakteriellen Promotor verfugte,
lieRen sich resistente Klone durch Selektion in Anwesenheit von Zeocin (25ug/ml)
auf einem speziellen salzreduzierten LB-Agar (,Low Salt Agar’) erhalten.

Die einzelnen Arbeitsschritte der Vektorkonstruktion entsprachen denen der
pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL und pcDNAS3.1/Zeo(-)-EndoS —Herstellung. Die Vektoren
wurden zunachst in E. coli-Bakterien vermehrt, im Midi-Mafstab isoliert und dann mit
dem Restriktionsenzym Sall geschnitten. Bei beiden Restriktionsreaktionen wurden
jeweils 5ug Plasmid-DNA und 3Units Sall eingesetzt. Die Reaktionen wurden nach 2
Stunden durch Enzyminaktivierung bei 65°C (fur 20min) abgestoppt. Die Spaltpro-
dukte der Restriktionsreaktion wurden in einer Agarosegelelektrophorese (prapara-
tiver Maldstab, 80V, 2h) aufgetrennt. Die Isolierung des linearisierten pSUPER-
EndoEx4-Plasmids (3 kb) und der, aus dem Vektor pSUPER-Zeo herausge-
schnittenen, Zeocin-Resistenz-Kasette (1070bp) erfolgte wiederum mit Hilfe des
,MinElute Gel Extraktion Kit“ (Qiagen, Hilden).

In der anschlieRenden Ligationsreaktion wurden jeweils 250ng gereinigtes
pSUPER-EndoEX4- und pSUPER-Zeo- Sall-Fragment eingesetzt. Die Ligations-
reaktion erfolgte fur 18h bei 15°C und Anwesenheit von 10 Units Ligase (Reaktions-
volumen: 20ul). Nun wurden kompetente E.coli DH5a mit Verdinnungen des Liga-
tionsansatzes transformiert und auf Zeocin-haltigem (25ug/ml) LB-Agar ausplattiert.
Mit Material von Bakterienkolonien, die sich innerhalb von 24h bildeten, wurden
jeweils 2ml LB-Flussigkulturen (25pg/ml Zeocin) angeimpft. Nach Isolierung der
Plasmid-DNA im ,Mini“-MaRstab erfolgte eine Uberpriifung mittels Restriktions-
analyse. Hierbei kamen die Enzyme BamHI, EcoRI, Hindlll, Sacl, Sall, Xbal und Xhol
zum Einsatz. Ein fehlerfreies Plasmid wurde wiederum im ,Midi“-MaRstab hergestellt
und isoliert, dann sequenziert und schlief3lich fur Transfektionsversuche eingesetzt.

2.2.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA im ,,Mini“-MaRstab

Diese Methode wurde zur schnellen Analyse von Plasmiden aus
Bakterienkolonien eingesetzt, wobei die Reinheit der isolierten Plasmid-DNA flr
Restriktionsanalysen ausreichend war. Der Zellaufschluss erfolgt mittels alkalischer
Lyse. Hierbei kommt eine Losung aus NaOH und SDS zum Einsatz. Das SDS
solubilisiert die Phospholipide und Proteinkomponenten der Zellmembran, so dass
die Zelle lysiert und Zellinhaltsstoffe austreten kdnnen. Natriumhydroxid denaturiert
chromosomale DNA, Plasmid-DNA und Proteine. Bei der anschlieRenden
Neutralisation mit 3M Kaliumacetat-Lésung (pH5,5) fallt Kaliumdodecylsulfat aus.
Hierbei erfolgt eine Koprazipitation von Zelltrimmern, chromosomaler DNA und
denaturierten Proteinen, wahrend kovalent-geschlossene, zirkulare Plasmid-DNA
korrekt renaturiert und bei der anschlieRenden Zentrifugation in Lésung bleibt.

Prozedur

Eine entsprechende Anzahl an Kulturrohrchen (13ml Rdhrchen mit BelUftungs-
stopfen, Sarstedt) wurden mit jeweils 2ml warmen, antibiotikahaltigen LB-Medium
befullt. Nun wurde mit Hilfe steriler Zahnstocher von jeweils einzelnen Bakterien-
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kolonien der Agarplatte etwas Material aufgenommen und in die vorbereiteten
Kulturréhrchen gegeben. Nachdem auf diese Weise alle Kulturrohrchen angeimpft
waren, wurden sie luftdurchlassig verschlossen und bei 37°C und kraftigem Schutteln
uber Nacht inkubiert (Innova 4200 Incubator shaker, New Brunswick Scientific). Am
nachsten Tag entnahm man von diesen Kulturen jeweils 1,5ml Bakteriensuspension
und Uberfuhrte sie in frische 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefalle, der Rest der Kultur
wurde bei 4°C gelagert.

Es folgte eine Zentrifugation bei 12000xg und 4°C fur 30 Sekunden
(Kihlzentrifuge 5417R). Der Uberstand wurde sorgfaltig entfernt und das Pellet in
100u! eiskaltem GTE-Puffer (nach Birnboim und Doly, 1979) durch vortexen
resuspendiert. Jetzt figte man 150yl frisch angesetzten NaOH/SDS-Lysispuffer
(0,2N NaOH, 1% (v/v) SDS) hinzu und mischte die Eppendorf-Reaktionsgefalle
durch finfmaliges Invertieren. Jede Probe wurde nun mit 150ul eiskaltem
Kaliumacetatpuffer versetzt. Beim anschlieenden Vortexen wurde darauf geachtet,
dass der Puffer gleichmaRig im zdhen Lysat verteilt wird. Nach vierminutiger
Inkubation auf Eis wurden die Proben fir 5Smin bei 12000xg und 4°C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden in frische Eppendorf-ReaktionsgefaRe berfiihrt.

Nun erfolgte das Ausfallen der Plasmid-DNA bei Raumtemperatur durch Zugabe
des doppelten Volumens (800ul) an reinem Ethanol. Die Ansatze wurden gevortext
und zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei
12000xg und 4°C fiir 5min entfernte man die Uberstéande vorsichtig aber griindlich.
Das Sediment wurde mit kaltem (4°C) 70%igem Ethanol gewaschen. Wenn sich
Teile des Pellets |6sten, erfolgte eine erneute Zentrifugation unter gleichen Bedin-
gungen. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur fiir ca.
10min getrocknet. Es folgte ein Resuspendieren der Pellets in 50ul TE-Puffer. Der
Puffer enthielt 20ul/ml DNase-freie RNase. Die Plasmid-DNA konnte nun durch Re-
striktionsverdau und anschlielende Agarosegel-Elektrophorese analysiert werden.

2.2.4.4 Analytische und praparative Restriktionshydrolysen

Die Restriktionshydrolysen erfolgten im, dem jeweiligen Enzym zugeordneten, 1 x
Reaktionspuffer. Fur 1ug DNA wurden im Allgemeinen 0,5-2 Units Restriktionsenzym
verwendet. Die Inkubationsdauer lag meist zwischen 1-2 h, die Inkubations-
temperatur wurde laut Herstellerangaben, dem jeweiligen Restriktionsenzym ent-
sprechend, gewahlt. Auf diese Weise verdaute DNA konnte anschlieRend mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert werden. Bei praparativen Restriktions-
reaktionen zur Vektorkonstruktion wurden jeweils 6ug DNA mit Hilfe von 4Units
Restriktionsenzym gespalten. Nach einer Reaktionsdauer von zwei Stunden erfolgte
eine Inaktivierung der Restriktionsenzyme durch 20-minutige Hitzedenaturierung bei
65°C.

2.2.4.5 Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegele (100 x 76mm, 11-Well) wurden mit Agarose (Agarose NEEO
Ultra, Roth), 1 x TAE-Puffer und Ethidiumbromid-Losung hergestellt. Die Kon-
zentration des Gels richtete sich nach der Grofle der zu analysierenden DNA-
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Fragmente. Im Allgemeinen wurden 0,8%ige (w/v) Agarosegele (4g Agarose auf
500ml TAE-Puffer) verwendet. Vor dem Auftrag der Proben auf das Agarosegel
wurde ein Vorlauf durchgefuhrt (bei 70 V fur 5 min; Electrophoresis Power Supply
EPS600, Pharmacia Biotech). Die Proben wurden mit dem entsprechenden Volumen
an 6x Auftragspuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde bei einer konstanten Spannung von 80V (5V/cm Elektrodenabstand)
fur 60 bis 120 min durchgefuhrt. Wenn die Herstellung der Gele ohne Ethidium-
bromid erfolgte, diente eine Ethidiumbromid-Lésung (0,5 pg/ml) zur Anfarbung der
DNA. Die DNA wurde fir 20 min (bei DNA-Fragmenten gréf3er 500 bp) oder flur
30min (bei DNA-Fragmenten kleiner 500 bp) angefarbt. Die Entfarbung erfolgte fur
20 min in deionisiertem Wasser. Die Visualisierung und Fotografie wurde mit UV-
Licht (302 nm; Fluo Link, Biometra) durchgefuhrt.

2.2.4.6 Agarosegelelektrophorese im praparativen MaBstab

Mit Restriktionsenzymen hydrolysierte DNA wurde Uber Agarosegelelektrophorese
(AGE) in Fragmente definierter Grolke aufgetrennt. Das Bandenmuster konnte
anschlielfend mit Hilfe von Ethidiumbromid auf einem UV-Tisch sichtbar gemacht
werden. Fragmente, die in Ligationsreaktionen Verwendung finden sollten, wurden
mit einem frischen, sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Zur Eluierung und
Aufreinigung der DNA diente das ,MinElute Gel Extraktion Kit“ der Firma Qiagen
(Hilden). Die einzelnen Schritte der Prozedur erfolgten entsprechend den Angaben
des Herstellers. Die DNA wurde mit 20 pyl 10mM Tris-HCI-Puffer (pH 8,5) vom
Silikat-Saulchen des Extraktionssystems eluiert.

2.2.4.7 Reinigung von DNA durch Mikrodialyse

DNA-L6sungen wurden vor einer Restriktionshydrolyse oder Ligationsreaktion flr
20 min einer Dialyse gegen Aqua bidest unterzogen. Die Dialyse erfolgte auf
Millipore Filtern (Typ VSWP; 0,025 um).

2.2.4.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Vor der Ligation wurde die DNA stets einer Mikrodialyse (Millipore VSWP Filter)
gegen H,O bidest unterzogen. Die Reaktion erfolgte innerhalb von 18h bei 16°C im
1x konzentrierten Ligationspuffer. Pro Ligationsansatz (20ul) wurden 500ng DNA und
10Units Ligase (high conc) eingesetzt. Das molare Verhaltnis von Vektor-DNA zu
inserierenden DNA-Fragment betrug 1:3.

2.2.4.9 Plasmidpraparation mittels Anionen-Austauscher-Saulen

Diese Methode diente der Gewinnung hochreiner Plasmid-DNA, die zur
Sequenzierung, zur Transfektion von eukaryotischen Zellen und fur Restriktions-
reaktionen im praparativen Mal3stab eingesetzt wurde.

Die Plasmidisolierung erfolgte mit Hilfe des Qiagen Plasmid Purification Midi
Systems (Qiagen, Hilden). Das Protokoll basiert auf einer alkalischen Lyse der
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Bakterien, gefolgt von einer Reinigung der Plasmid-DNA mittels Anionen-Aus-
tauscher-Saulen. Fir den alkalischen Zellaufschluss benutzt man eine Losung aus
200mM NaOH und 1% (w/v) SDS (Puffer P2 des kommerziell erhaltlichen Systems).
Bei der anschlielRenden Neutralisation mit 3M Kaliumacetat-Losung (pH5,5; Puffer
P3) fallen unerwinschte Zellbestandteile zusammen mit Kaliumdodecylsulfat aus
(s.0.) und kdénnen durch Zentrifugation beseitigt werden. Der Uberstand samt
Plasmid-DNA wird auf eine Anionen-Austauscher-Saule gegeben, wobei die negativ
geladenen Phosphatreste der DNA unter den entsprechenden Niedrigsalz- und
pH-Bedingungen mit positiv geladenen DEAE-Gruppen der Saulenmatrix wechsel-
wirken, die Plasmid-Molekule also binden. RNA, Proteine und weitere Verunreini-
gungen werden durch einen Waschschritt bei mittleren Salzkonzentrationen entfernt.
AnschlieRend kann die gereinigte Plasmid-DNA mit einem Hochsalzpuffer von der
Saule eluiert werden. Es folgt eine Konzentrierung und Entsalzung der DNA durch
Isopropanol-Prazipitation und Reinigung mittels 70%igem Ethanol.

Prozedur

Eine einzelne Bakterienkolonie, welche nachweislich das korrekte Plasmid
aufwies, wurde mit einem sterilen Zahnstocher von einer antibiotikahaltigen LB-
Medium-Platte aufgenommen und in 5ml LB-Flussigmedium mit gleichem
Antibiotikum Uberfuhrt. Unter kraftigem Schatteln (300 rpm, Innova 4200 Incubator
Shaker, New Brunswick Scientific) erfolgte nun eine Inkubation bei 37°C fur 8
Stunden. Die Starterkultur wurde 1:500 in 100ml selektives LB-Medium verdinnt und
erneut inkubiert (12 Stunden, 37°C, 300 rpm). Die Bakterien wurden durch
Zentrifugation fur 15min bei 6000%xg und 4°C geerntet (Sorvall RC-5B Refrigerated
Superspeed Centrifuge, Rotor SS-34, Thermo Electron).

Die Zellen wurden in 4ml RNase A enthaltenden Puffer P1 resuspendiert, dann mit
4ml Puffer P2 (Lysispuffer) fur 5min bei Raumtemperatur lysiert. Nach Ablauf der Zeit
wurde der Ansatz mit 4ml Puffer P3 (Neutralisationspuffer) gemischt und fir 15min
auf Eis inkubiert. Nun folgte eine Zentrifugation bei > 20000xg und 4°C fur 30min.
Der plasmidhaltige Uberstand wurde in ein frisches Zentrifugenrdhrchen uberfiihrt
und einer erneuten Zentrifugation unterzogen ( > 20000xg, 15min, 4°C).
Wahrenddessen erfolgte die Aquilibrierung der Qiagen-S&aulen mit jeweils 4ml Puffer
QBT des Isolationssystems. Der Zentrifugationsuberstand wurde jetzt auf eine
aquilibrierte Saule gegeben. Der Durchlauf wurde verworfen und die Saule zweimalig
mit 10ml Waschpuffer (Puffer QC) gespult. Die Eluierung der Plasmid-DNA erfolgte
mit 5ml Hochsalzpuffer (Puffer QF). Die eluierte DNA wurde mittels Zugabe von
3,5ml Isopropanol bei Raumtemperatur prazipitiert. Nun folgte unmittelbar eine
weitere Zentrifugation bei > 15000xg und 4°C fiir 30min. Der Uberstand wurde
vorsichtig abdekantiert und das Sediment mit 2ml 70%igem Ethanols (unvergallt) bei
Raumtemperatur gewaschen. Nach Entfernen des Ethanols wurde das DNA-Pellet
S5min unter der sterilen Werkbank getrocknet und dann in 25 bis 50pl TE-Puffer
(pH8.0) aufgenommen.

Die auf diese Weise isolierte Plasmid-DNA in Sequenzierungen und praparativen
Restriktionsreaktionen zum Einsatz. Fur Transfektionen wurden die Plasmide durch
Ethanol-Prazipitation weiter aufgereinigt.
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2.2.5 Etablierung der Klone
2.2.5.1 Lipid-vermittelte Transfektion der MDA-MB-231-Zellen

Far die Transfektion eukaryotischer Zellen werden relativ grole DNA-Mengen
bendtigt, etwa 0,1 bis 0,5ug pro cm? Wachstumsflache (Konfluenz der Kultur zum
Transfektionszeitpunkt etwa 30-60%). Die optimale DNA-Menge ist jedoch vom zu
transfizierenden Zelltyp, Wahl des Transfektionsreagenzes und Art der Transfektion
(transient oder stabil) abhangig. Neben der Menge ist auch vor allem die Qualitat der
DNA entscheidend. Um hohe Transfektionsraten zu erzielen, sollte diese frei von
Protein, RNA und chemischen Kontaminationen sein. Es empfiehlt sich, nur Plasmid-
DNA zu verwenden, welche in Spektrophotometer ein Absorptionsverhaltnis von
A2s0nm / A2sonm VON mindestens 1,8 aufweist.

Zur Transfektion der MDA-MB-231-Brusttumorzellen wurden ausschliellich Lipid-
basierte Transfektionsreagenzien herangezogen. Die synthetischen, kationischen
Lipide bilden mit der DNA spontan Komplexe mit positiver Nettoladung. Diese
Liposomen kdnnen von der Zelle Uber den Vorgang der Endozytose aufgenommen
werden. In Vorversuchen wurde die Wirksamkeit der Lipidformulierungen Lipofectin
(Invitrogen), Effectene (Qiagen, Hilden) und Fugene (Roche Diagnostics, Basel) zur
Transfektion der Brusttumorzellen Uberpruft. Als Reporter-DNA diente ein GFP-
Expressionsplasmid (pcDNA3.1-eGFP). Hierbei erwiesen sich Effectene und Fugene
als ungeeignet, weshalb fur alle weiteren Transfektionsexperimente Lipofectin als
Tragersystem genutzt wurde.

Lipofectin ist ein wassriges Liposomengemisch (1:1 w/w) aus dem kationischen
Lipid N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-n,n,n-Trimethylammoniumchlorid (DOTMA) und
dem neutralen Helfer-Lipid Dioleoyl-phospatidylethanolamin (DOPE). In Anwesenheit
von DNA bildet DOTMA spontan Lipid-DNA-Komplexe mit einer multilamellaren
Struktur. Bei positiver Nettoladung sind die Komplexe in der Lage, in Zellen
einzudringen und dort die Nukleinsauren wieder freizusetzen. Die Aufnahme erfolgt
wahrscheinlich Uber einen rezeptorvermittelten Endozytosevorgang (Zabner et al.,
1995; Friend et al., 1996). Innerhalb der Zelle begunstigt das Phospholipid die
Freisetzung der DNA aus dem Lipid-Komplex, so dass diese in den Zellkern
transferieren kann.

Optimierung der Transfektionsparameter

Um moglicht hohe Transfektionsraten zu gewahrleisten wurden zunachst die
optimalen DNA- und Lipofectin-Mengen bestimmt. Hierfir wurden jeweils 0,5
Millionen MDA-MB-231 Parental —Zellen in einem Volumen von 2 ml A-Medium
(10% FKS) in die Vertiefungen von 6-Wells ausgesat. Am nachsten Tag wiesen die
Kulturen eine optische Konfluenz von etwa 70% auf und wurden mit jeweils einem
Milliliter Transfektionsansatz versehen. Als Reporter-DNA diente wiederum das
pcDNA3.1-GFP-Plasmid (Reinheit der DNA: OD20:0OD2g9 = 1,83). Die DNA-Menge
wurde in den unterschiedlichen Wells zwischen 1ug und 10ug variiert, die Lipofectin-
Menge zwischen 2,0ul und 50ul. Nach 24h erfolgte eine Analyse der
Transfektionsraten mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskops. Die hochsten Trans-
fektionsraten wurden mit 10ug DNA und einer Lipofectin-Menge von 20ul Lipofectin
erzielt. Die anschlieRenden stabilen Transfektionsexperimente erfolgten in kleinen
25cm?-Kulturflaschen, weshalb die Mengen hier dementsprechend angepasst
wurden.
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Prozedur

In einer kleinen Zellkulturflasche wurden 400000 MDA-MB-231-Zellen in 5ml
antibiotikafreiem DMEM-A-Medium (10% FKS v/v) ausgesat. Nach 24 Stunden
wurden die Uberstande entfernt und die Zellen zweimal mit warmen OptiMEM-
Medium gespdllt. Nun pipettierte man in jede Kulturflasche 2ml frischen OptiMEM-
Mediums und inkubierte die Kulturflaschen wahrend der Vorbereitung des
Transfektionsansatzes im Brutschrank. Pro Transfektionsansatz wurden 17ug
gereinigte Plasmid-DNA und 34l Lipofectin in jeweils 340ul und 170ul OptiMEM-
Medium verdunnt. Beide Lésungen wurden 30min bei Raumtemperatur
stehengelassen, dann vereinigt und nach Durchmischen erneut bei Raumtemperatur
inkubiert (fir 10 min). Nun wurden 500ul OptiMEM-Medium zugegeben und der
Ansatz sehr vorsichtig auf die vorbereiteten Zellen pipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 18h (37°C, 5% CO,, wasserdampfgesattigte Atmosphare) wurde
der Transfektionsuberstand durch frisches DMEM-A-Medium ersetzt. Weitere 24
Stunden spater erfolgte ein Wechsel auf selektives (zeocinhaltiges) DMEM-A-
Medium.

2.2.5.2 Zeocin-Selektion transfizierter MDA-MB-231-Zellen

Zeocin (Cayla, Toulouse, Frankreich) ist der kommerzielle Name einer
Formulierung, die das Antibiotikum Phleomycin D1 enhalt. Es handelt sich hierbei
um ein, aus Streptomyces verticillus gewonnenes, Glykopeptid, in welchem ein
Kupfer-lon chelatartig gebunden ist (Molekulare Masse: 1535 g/mol). Der Kupfer-
Peptid-Komplex ist zunachst inaktiv. Gelangt das Antibiotikum in die Zelle, so wird
das Kupfer-Kation reduziert (Cu** — Cu') und anschlieRend durch Sulfhydryl-
Verbindungen der Zelle entfernt. Die Kupfer-freie Form des Antibiotikums ist aktiv
und kann an DNA binden. Hierdurch werden Strangbriiche in der Nukleinsaure
hervorgerufen, was ein Absterben der jeweiligen Zelle zur Folge hat.

Eine Resistenz gegen Zeocin kann durch das Sh ble-Gen des Bakteriums
Streptoalloteichus hindustanus vermittelt werden. Das sh ble-Protein zeigte in vielen
Zellen, die das Gen exprimierten, keine erkennbare Toxizitat. Es bindet Antibiotika
der Phleomycin-Familie mit hoher Affinitat und verhindert so deren Aktivierung durch
Eisenionen und Sauerstoff. Auf diese Weise ist das Antibiotikum nicht mehr in der
Lage mit DNA zu interagieren und wird verliert seine Wirksamkeit.

Etwa 36h nach der Transfektion wurden die Zelliberstande entfernt und durch 5ml
Zeocin-haltigen (1000ug/ml, entspricht 650uM) DMEM-Mediums ersetzt. Die Zellen
wurden unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,-Konzentration, wasser-
dampfgesattigte Atmosphare) im Inkubator kultiviert, wobei das Zeocin-haltige
Medium alle 24Stunden gewechselt wurde. Nach einer Woche Selektion zeigten sich
zeocinresistente Zell-Inseln. Diese wiesen nach weiteren drei Tagen eine Grofe auf,
die ein vereinzeln der Klone auf neue kleine Flaschen ermoglichte. Zunachst wurde
die obere Abdeckung der Kulturflasche mit einem sterilen, glihenden Skalpell
beseitigt. Nach Entfernen des Uberstandes konnten die einzelnen Zellinseln mit
einem kleinen Volumen Trypsinlosung (20ul) versehen werden. Nach 15 Sekunden
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen der einzelnen Klone mit jeweils
20pl FKS-haltigem DMEM-Medium aufgenommen und in eine 35mm Zellkulturschale
uberfuhrt.
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Abb. 2.2 Das Zeocin-Selektionsreagenz. Es gehort zur Familie der Bleomycin /
Phleomycin-Antibiotika und wird aus dem Bakterium Streptomyces verticillus isoliert.
Im inaktiven Zustand enthalt Zeocin ein chelatartig gebundenes Kupfer-ll-lon.

Um mehrere Kolonien auf derselben Kulturflasche zu isolieren, war es zwischen
dem Ablbsen einzelner Kolonien notwendig, wiederholt mit PBS zu spulen, damit die
verbliebenen Inseln nicht austrockneten. Nach 10-tagiger Kultur konnten die Klone
auf kleine Kulturflaschen vermehrt werden, spater auch auf gro3e. Die Konzentration
des Selektionsreagenz wurde nun auf 250ug/ml (163uM) herabgesetzt. Diese
Restmenge wurde beibehalten, um die Region in der der Vektor eingebaut wurde
und somit auch den Promotor der eingebrachten cDNA, aktiv zu halten.

2.2.6 Methoden zur Genexpressionsanalyse

2.2.6.1 ,First-Strand“-cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Far die ,First-Strand“-cDNA-Synthese diente jeweils 1 pg der isolierten RNA-
Probe als Matrize. Zunachst erfolgte der Abbau genomischer DNA, da die
entsprechende Sequenz auf der genomischen DNA in der spater durchgefluhrten
Real-time RT-PCR ebenfalls amplifiziert werden koénnte, wodurch sich zu hohe
Expressionsraten ergeben wurden. Eine zweite MaRnahme, um die Amplifikation von
genomischer DNA zu verhindern, basiert auf der Wahl der Primersequenzen (siehe
Abschnitt Real-time RT-PCR). Der Ansatz wurde mit Nuklease-freiem Aqua bidest
auf ein Volumen von 8ul aufgefillt. Nun wurde 1 pl RNasefreier 10x DNase-Puffer
(400mM Tris-HCL, 100mM MgSQ4, 10 mM CacCl,, pH8,0; RQ1 DNase 10x Reaction
Buffer; Promega) und 1ul RNase freie DNase (1 Unit/ul; RQ1 DNase; Promega)
zugegeben. Der DNA-Verdau erfolgte bei 37°C fur 15 Minuten und wurde nach
Ablauf dieser Zeit durch Zugabe von 1ul einer 20mM EDTA-L6sung (RQ1 DNase
Stop Solution; Promega) gestoppt. Es folgte eine Hitze-Inaktivierung der DNase bei
65°C fur 10 Minuten. Die Proben wurden nun auf Eis gestellt.
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Als Primer fur die Reverse-Transkriptase-Reaktion dienten Random Hexamer
Primer (pd(N)s Random Hexamer 5-Phosphate, Sodium Salt; GE Healthcare;
Prod.Nr.: 27-2166-01). Die Proben wurden 5 min bei 70°C inkubiert und dann auf Eis
gekunhlt. Nun erfolgte eine Zugabe von 4ul 5x Reverse-Transkriptase Reaktionspuffer
(5% Reaction Buffer for M-MuLV RT; Fermentas) und 2ul dNTP-Mix (10mM fir jedes
dNTP; Fermentas; #R0192). Die Ansatze wurden 5 min bei 25°C inkubiert, dann gab
man 1ul Reverse Transkriptase (RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcrip-
tase; 200u/pl; Fermentas; #EP0451) hinzu. Die Ansatze wurden in einem
Thermocycler 10min bei 25°C (Annealing der Primer), 60min bei 42°C (cDNA-
Synthese) und 10min bei 70°C (Stoppen der Reaktion) inkubiert.

Die auf diese Weise erhaltenen cDNA-Proben kdnnen einige Wochen bei -20°C
gelagert werden und sind direkt in PCR-Reaktionen einsetzbar.

2.2.6.2 Quantitative (Real-time) RT-PCR

Im Gegensatz zu quantitativen RT-PCR-Methoden bei denen die Menge des
amplifizierten Produkts am Endpunkt bestimmt wird, misst man bei der Real-time RT-
PCR die Menge des gebildeten Amplikons nach jedem PCR-Zyklus. Dies geschieht
uber Detektion und Quantifizierung eines Fluoreszenz-Reporters. Das Fluoreszenz-
signal nimmt hierbei proportional mit der Menge des gebildeten PCR-Produkts zu.
Durch die Quantifizierung der Fluoreszenzemission in Echtzeit (,in real time®) ist es
madglich die PCR-Reaktion wahrend der exponentiellen Amplifizierungsphase zu
verfolgen.

Diese Phase liefert die aussagekraftigsten Informationen Uber die Reaktion, wobei
die erste signifikante Zunahme der Amplikonmenge mit der zu Beginn eingesetzten
Menge an Template-cDNA korreliert. Je groRRer die Kopienzahl der Zielsequenz zu
Beginn der Reaktion ist, umso friher erreicht die Fluoreszenzintensitat einen vorher
definierten Schwellenwert (Threshold). Der Amplifizierungszyklus, bei dem die
jeweilige Probe den Fluoreszenz-Schwellenwert erreicht, wird als ,Threshold Cycle®
(Ct) bezeichnet. Hier hebt sich die Reporterfluoreszenz erstmals signifikant von der
Hintergrundfluoreszenz ab. Soll die Real-time RT-PCR nur zur relativen Quantifi-
zierung genutzt werden, ist das Erstellen einer Standardkurve Uberflussig. In diesem
Fall genlgt es, die Differenz aus dem Cr:-Wert des Zielgens, und dem eines
endogenen Kontrollgens anzugeben (,comparative Ct method®). Eine perfekte
endogene Kontrolle sollte die cDNA Menge in jeder Probe reflektieren. Hierflr
werden meist Haushalts- (,house-keeping“) Gene, wie das der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) der Glykolyse verwendet. Das Expressions-
niveau ist aber auch bei Haushaltsgenen nicht immer konstant, so wird die GAPDH-
Expression beispielsweise durch Hypoxie beeinflusst.

Die Ausbeute einer PCR-Reaktion ergibt sich aus der Formel (siehe Livak und
Schmittgen, 2001):

Xn= Xp X (1+Ex)n ,

hierbei ist x,=Kopienzahl = beim  Zyklus n; Xxo=Ausgangs-Kopienzahl;
Ex=Amplifikations-Effizienz und n=Anzahl der PCR-Zyklen.
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Die Anzahl der Zyklen, die fur eine 10-fach héhere Kopienzahl notwendig sind, ergibt
sich (bei Annahme einer 100%igen Amplifikationseffizienz) aus:

10=2"

n=logz(10) = In(10) / In(2) = 3,32

Das PCR-Produkt verzehnfacht sich also unter 0.g. Annahme alle 3,32 Zyklen.

Es stehen generell drei Fluoreszenz-basierte Reportersysteme zur Verfugung, um
die stetige Akkumulation des PCR-Produkts zu verfolgen: (1) DNA-bindende
Molekule (z.B. SYBR Green 1), (2) Hybridisierungssonden, und (3) 5’ Nuklease-
Assay (Tag-Man-Assay).

(1) DNA-bindende Molekule

Diese Reportermoleklle interkalieren sequenzunabhangig an die kleine Furche
doppelstrangiger (ds) DNA. SYBR Green 1 weist in Losung nur eine geringe
Fluoreszenz auf, das Signal nimmt bei Bindung an dsDNA jedoch stark zu. Da das
Reagenz sequenzunabhangig bindet, wird auch durch nichtspezifische Amplifikation
und Primer-Dimere ein Signal erzeugt, so dass Versuchsoptimierungen und eine
nachfolgende Analyse des Amplikons (z.B. Schmelzpunktanalyse) notwendig
werden.

(2) Hybridisierungssonden

Bei dem HybProbe® Format fur LightCycler®-Gerate handelt es sich um ein
System aus zwei einfach-markierten, fur die Ziel-DNA sequenzspezifischen, Sonden.
Die weiter stromaufwarts bindende Sonde (Donor Probe) ist an ihrem 3’-Ende mit
Fluorescein konjugiert, die Akzeptor-Sonde hingegen tragt an ihrem 5’-Ende einen
weiteren  Fluoreszenzfarbstoff (beispielsweise LightCycler Red 640). Ein
Fluoreszenzsignal wird nur dann erzeugt, wenn sich beide Fluorophore in
unmittelbarer Nahe zueinander befinden. Wird das Fluorescein durch blaues Licht
(AmaxAnregung = 470nm) angeregt, gibt es seine Energie Uber den Vorgang des
Fluoreszenz (bzw. Forster) Resonanz Energie Transfers (FRET; Forster, 1948;
Clegg, 1995) an den Fluoreszenzfarbstoff der zweiten Sonde ab. Dieser emittiert
Licht langerer Wellenlange, welches dann detektiert wird. Die Sequenz der Sonden
sollte so gewahlt werden, dass sie in kleinstmdglichen Abstand (1-5 Nukleotide)
zueinander an der Ziel-DNA binden. Die Hybridisierung der Sonden erfolgt reversibel
und nur wahrend der Annealing-Phase der PCR, da die DNA hier einzelstrangig
vorliegt und so fur die Sonden zuganglich ist. Damit die stromabwarts bindende
Sonde nicht durch die Polymerase verlangert wird, ist deren 3’-Ende durch
Phosphorylierung blockiert.

(3) 5’-Nuklease-Methode (TagMan System)

Im Rahmen dieser Arbeit kam fur Quantifizierungen mittels Realtime RT PCR
ausschlieBlich diese Fluoreszenz-Methode zum Einsatz. Hierbei wird eine zweifach
markierte Oligonukleotidsonde verwendet, welche innerhalb des Amplikons binden
kann. Typischerweise tragt sie an ihrem 5-Ende Fluorescein (FAM™) und ist an
ihrem 3’-Ende mit einem Fluoreszenzausléscher, dem so genannten Quencher
versehen. Wird der Fluoreszenzreporter bei intakter Sonde durch Licht der
entsprechenden Wellenlange angeregt, so gibt er seine Energie nicht in Form von
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Fluoreszenzstrahlung ab, sondern mittels FRET (s.0.) an den Quencher weiter. Auf
diese Weise wird vom Real-time PCR-Gerat kein Signal registriert. Wahrend der
Annealing-Phase bindet die Sonde an die komplementare Sequenz des PCR-
Produkts. Repliziert die Polymerase eine Matrize mit bereits gebundener TagMan
Sonde, so baut die 5’-Exonukleaseaktivitat des Enzyms die Sonde ab. Der Quencher
verliert hierdurch seine unmittelbare Nachbarschaft zum Reporter, wodurch dessen
Fluoreszenz mit vollstandiger Intensitat an die Umgebung abgegeben werden kann.

Da ein hoher Gehalt an genomischer DNA zu inakkuraten Bestimmungen fuhren
kann, wurde diese vor Durchfuhrung der PCR mittels DNase degradiert. Da ein
solcher Abbau aber in der Regel nicht quantitativ erfolgt, werden TagMan Primer
meist so gewahlt, dass einer der beiden Primer an eine Exon-Exon-Grenzen bindet
und so zwischen cDNA und genomischer DNA diskriminiert. Auf der genomischen
DNA befinden sich an diesen Stellen Introns, weshalb ein solcher Primer hier nicht
oder nur schlecht bindet.

Abb. 2.3 Das Prinzip der Real-time-RT-PCR mittels 5’-Nuklease-Methode (TaqMan-
Sonden, Applied Biosystems). Wahrend der Polymerase-Kettenreaktion werden an
Matrizen-DNA gebundene Sonden degradiert. Hierbei verlieren Sonden-konjugierte
Quencher-Molekiile ihre direkte Nachbarschaft zu Fluoreszenz-Reportermolekiilen,
wodurch diese ihre Energie nun in Form von Fluoreszenzlicht an die Umgebung
abgeben konnen. Die Fluoreszenz steigt proportional zur gebildeten Amplifikatmenge
an.

Durchfuhrung der Realtime-RT-PCR

Die PCR erfolgte in einem Applied Biosystems ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System im 96-Well-Format. Zunachst wurden die synthetisierten cDNA-
Proben 1:10 mit Aqua bidest auf eine Konzentration von etwa 5ng/ul verdinnt. Je
Vertiefung der 96-Well-Platte (96 Well Multiply PCR Plate, Sarstedt, Prod.Nr.
72.1979.202) wurden nun 2ul (10ng) cDNA-L6sung vorgelegt und 18ul einer
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vorbereiteten Master-Mix-Losung zugegeben. Fur den Master-Mix wurden pro Well
1yl 20% Primer-Mix (beinhaltet ungelabelte PCR Primer und die TagMan® MGB
(minor groove binder) Sonde, FAM™ gelabelt), 7ul Aqua bidest und 10ul 2x TagMan
Universal PCR Master Mix kalkuliert.

Tab. 2.3 Das, in Rahmen der Real-time-RT-PCR verwendete, Thermocycler-Programm.
Die Uracil N-Glycosylase (UNG) degradiert vor dem Start der Kettenreaktion
potentielle Syntheseprodukte vorangegangener PCRs, wodurch ,Carry-Over*
Kontaminationen verhindert werden.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [mm:ss] Bemerkung
1 50.0 2:00 UNG-Verdau
2 95.0 10:00 Taqg-Polymerase-Aktivie-
rung, UNG-Inaktivierung
3 95.0 0:15
4 60.0 1:00 goto 3, 40x

Der Universal PCR Master Mix besteht aus der AmpliTaqg Gold® DNA
Polymerase, AmpErase® Uracil N-Glycosylase (UNG), dNTPs mit dUTP, einer
passiven Referenz (ROX™ Farbstoff) und optimierten Pufferkomponenten. Mittels
Uracil N-Glycosylase lassen sich Kontaminationen von Syntheseprodukten voran-
gegangener PCR-Reaktionen entfernen, wenn bei der Synthese nicht dTTP sondern
dUTP zugegen war. Das Enzym spaltet Uracil-Reste von Polynukleotide ab, die
resultierenden abasischen Polynukleotide koénnen anschlieBend durch Hitze
abgebaut.

Tab. 2.4 TaqgMan-Gen-Expressionssysteme fiir die quantitative RT-PCR

TaqMan Gene Sonden-Sequenz (5’—3’) Reporter / Exon-
Expression Quencher Begren-
Assay zung
Endoglin TCCCAACGGGCCCGTCACAGCTGGA FAM / NFQ 2-3
Hs00164438 m1
GAPDH GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTTTT FAM / NFQ 3-3
Hs99999905 m1
PAI-1 GATTCAAGATTGATGACAAGGGCAT FAM / NFQ 2-3
Hs00167155 m1
MMP-1 AAAGACAGATTCTACATGCGCACAA FAM / NFQ 6-7
Hs00233958 m1
MMP-14 GGCAGCGATGAAGTCTTCACTTACT FAM / NFQ 9-10
Hs01037009 g1
MMP-19 GGATCCAGGCTCTCTATGGCAAGAA FAM / NFQ 3-4

Hs00275699 m1
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Die 96-Well-Platte wurde mit Hilfe einer Folie (Sealing Tape, optically clear,
Sarstedt, Artikel-Nr. 95.1994) und eines Andruckkissens (Optical Film Compression
Pad, Applied Biosystems) nach oben hin abgedichtet und in das Gerat eingesetzt.
Nun wurde die Steuerungssoftware (Sequence Detector Software Version 1.1)
gestartet. Nach Eingabe des Platten-Pipettierschemas und der PCR-Parameter
erfolgte der Start der PCR.

2.2.6.3 Isolierung von Proteinen

Isolierung von Zellmembranproteinen

Die Zellen wuchsen in einer kleinen Kulturflasche, bis sie einen konfluenten
Monolayer bildeten. Wahlweise wurden sie nun fur 6 Stunden mit TGF-B1 stimuliert
und anschlielend geerntet. Hierflr entfernten wir das Nahrmedium und spulten die
Zellen mit PBS. Die Zellen wurden durch Zugabe von 500ul hypotonem Lysispuffer
(5mM HEPES, pH7,5) aufgeschlossen. Nach einer 30minltigen Inkubation auf Eis
wurden die Zellen mit einem Zellschaber von den KulturgefaRboéden abgekratzt und
in sterile, eisgeklhlte Eppendorf-Reaktionsgefalle Uberflhrt. Die Lysate wurden mit
Hilfe eines Vortexers grundlich durchmischt. Nun folgte ein Zentrifugationsschritt bei
800xg und 4°C fiir 10 Minuten. Jeweils 900ul des Uberstandes wurden mit 100ul
200mM HEPES 1,4M NaCl pH7,5 versetzt und dann eine Stunde bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Sediment wurde je nach GroRe in etwa 20ul
20mM HEPES 0,14M NaCl aufgenommen. Nach anschlieRender Proteinbestimmung
wurden 5ug Protein in 20ul SDS-Probenpuffer gelést und dann fir 5min auf 95°C
erhitzt. Die Proben konnten nun in Western-Blot-Analysen eingesetzt oder fur ca. 2
Wochen bei -20°C gelagert werden.

Isolierung von Zellhomogenaten

Um cytosolische Proteine zu untersuchen, erfolgte eine Gewinnung von Gesamt-
Zelllysaten. Die wahlweise stimulierten Zellen wurden mit 500ul Tritonlysispuffer
versetzt und von den KulturgefaRbéden abgeschabt. Nach Uberfihrung in
Eppendorf-Reaktionsgefalle, mussten die Lysate etwa 30min auf Eis gelagert
werden. AnschlieRend wurden sie gemischt und dann 2min bei 11500xg und 4°C
zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Nun erfolgte wiederum eine Bestimmung
des Proteingehalts. Die Proben wurden auf eine Konzentration von 5ug Protein in
20ul SDS-Probenpuffer verdinnt und bei 95°C gekocht. Sie eigneten sich nun fur
Western-Blot-Analysen.

Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976). Durch
die Bindung des Farbstoffs Coomassie Brillant Blau G-250 an positiv geladene
Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465nm nach
595nm. Fir die Messung wurden jeweils 5ul der Proteinprobe mit 795ul H,O bidest
und 200ul Bio-Rad Protein-Assay-Ldosung versetzt. Nach 15mindtiger Inkubation
bestimmt man die Extinktion bei einer Wellenlange von 595nm. Die Proteinmenge
ergab sich durch den Vergleich mit einer Rinderserumalbumin-Standardreihe.
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2.2.6.4 Disk-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Disk-SDS-PAGE) wird standardmafig
als diskontinuierliche (Disk) Elektrophorese durchgefihrt. Diese Methode verhindert
das Aggregieren von Proteinen beim Eintritt in das Gel und man erhalt scharfere
Banden. Die Gelmatrix wird hierbei in zwei Bereiche eingeteilt: das weitporige
Sammelgel und das engporige Trenngel. Das Sammelgel enthalt 0,5 M Tris/HCI
pH6,8. Dieser pH-Wert liegt nahe beim isoelektrischen Punkt des Glycins im
Probenpuffer. Dadurch weist das Glycin zu Beginn der Trennung eine sehr geringe
elektrophoretische Mobilitat auf, es wird zum Folge-lon. Die Chloridionen hingegen
besitzen eine sehr hohe Mobilitat und fuhren die lonenfront an (Leit-lon). Die
Aufgetragenen Proteine wandern beim Anlegen eines elektrischen Feldes im
Sammelgel zwischen dem Leit-lon und Folge-lon. Im Bereich der lonen mit hoher
Mobilitat stellt sich hierbei eine niedrige Feldstarke ein, im Bereich der Folge-lonen
hingegen automatisch eine sehr hohe Feldstarke.

Aufgrund dieses Feldstarkegradienten, in dem die Proteine wandern, tritt ein
Stapeleffekt ein: Proteine mit hoher Mobilitat folgen dem Leit-lon, Proteine mit
geringer Mobilitat werden vor dem Folge-lon hergeschoben. Erreichen die
Proteinstapel die Grenzschicht zum engporigen Trenngel, verringert sich hier
plétzlich ihre Migrationsgeschwindigkeit. Durch diesen Stau werden die Proteinstapel
aufkonzentriert, was letztendlich zu scharferen Proteinbanden fuhrt. Das
niedermolekulare Glycin ist von diesem Staueffekt nicht beeinflusst, es Uberholt an
der Grenzschicht die Proteine. Hierdurch befinden sich die Proteine nun in einem
homogenen Puffer, weshalb sich der Proteinstapel auflést. Im engporigen Trenngel
hat die MolekulgroRe einen entscheidenden Einfluss auf die Mobilitat, so dass die
Proteine entsprechend ihrer GréRe aufgetrennt werden.

Da die Mobilitat von Proteinen in einem elektrischen Feld auch von anderen
Faktoren, wie ihrer Eigenladung oder Molekulform beeinflusst werden kann, missen
diese Effekte weitestgehend reduziert werden. Dies geschieht durch SDS (sodium
dodecyl sulfate), ein anionisches Detergens, welches die Eigenladungen der
Proteine so effektiv Uberdeckt, dass Micellen mit einheitlich negativer Ladung
entstehen. Gleichzeitig 16st es Sekundar- und Tertiarstrukturen, indem es
Wasserstoffbriicken aufspaltet. Schwefelbricken zwischen Cysteinen kdnnen durch
Zugabe reduzierender Thiolverbindungen, wie Dithiothreitol oder pB-Mercaptoethanol
gespalten werden.

Polyacrylamid-Gel-Herstellung

Zunachst wurden die Glasscheiben der Elektrophoresekammer mit 70%igem
Ethanol gereinigt und in die GieRrahmen eingespannt. Nun setzte man ein Trenngel
geeigneter Porengrolie (siehe Tabelle 2.6) an. Die Zusammensetzung des Gels ist
aus der Tabelle 2.5 ersichtlich, es enthalt aul’er einem Puffer, H,O und Acrylamid
noch APS (Ammoniumperoxodisulfat, Roth, Artikel-Nr. 9592.2) und TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, Roth, Artikel-Nr. 2367.1). APS st ein
Radikalbildner und TEMED ein Katalysator fur die Acrylamid-Polymerisation. Die
verwendete Acrylamid/Bis-Losung 29:1 (30%, w/v, 3.3% C, Artikel-Nr. 10687.01)
stammte von Serva. Bis ist ein so genannter cross-linker, der Gehalt an Bis bestimmt
ebenso wie der Acrylamid-Gehalt die Porengrole des Gels. Alle Komponenten
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Tab. 2.5 Gel-Zusammensetzung bei Verwendung von Acrylamid-Bis-Losung (29:1)
von Serva

Trenngel Sammelgel

10 % 12,5 % 15 % 7% 4,5 %
Gelpuffer | 2,6 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml -
Gelpuffer I - - - - 2,6 ml
Acrylamid+Bis 3,33 ml 417 ml 5,0 ml 2,33 ml 1,67 ml
H.O 4,03 ml 3,29 ml | 2,46 ml 5,03 ml 5,79 mi
APS (10 %) 60 pl 60 pl 60 pl 60 pl 60 pl
TEMED 30 pl 30 pl 30 pl 30 pl 30 pl

wurden in ein Schraubdeckelrohrchen pipettiert (TEMED zuletzt), gemischt, und
dann in die Gelkammer gefllt.

Nun erfolgte eine Uberschichtung mit 100%igem Isopropanol, um ein Austrocknen
des Gels zu verhindern und eine glatte Gel- Kante zu erhalten. Nach vollstandiger
Polymerisation des Trenngels (mindestens 10-15 min) wurde das Sammelgel
hergestellt (siehe Tabelle 2.4). Man entfernte das Isopropanol, befillte die Kammer
vollstandig mit Sammelgel und setzte die Kamme ein. Nach Ausharten des
Sammelgels wurde die Kdmme wieder entfernt und die Geltaschen mit H,O bidest
gespult, um Gelreste zu entfernen. Das Befullen mit Sammelgel erfolgte erst
unmittelbar vor der Elektrophorese, weil ansonsten die lonen ineinander diffundieren
wurden.

Durchfiihrung der Elektrophorese

Die mit Polyacrylamid-Gel beflllten Gelkammern konnten nun in die
Elektrophoreseapparatur (BioRAD Mini-Protean 3 Cell) eingespannt werden. Pro
Geltasche wurde jetzt 20ul Proteinlésung (etwa 5ug Gesamtprotein,
Konzentrationsbestimmung: siehe 2.2.6.3) bzw. 5-10pl Marker (meist PageRuler
Prestained Protein Ladder, MBI Fermentas, Artikel-Nr. SM0671) aufgetragen.
Sowohl Geltaschen als auch inneres Kompartiment wurden nun vollstandig mit
Laufpuffer beflllt. In das innere Kompartiment (anodischer Teil der Kammer) wurde
zusatzlich noch ein Tropfen Bromphenolblau, welches als Lauffrontanzeiger dient,
gegeben. Die Elektrophorese dauerte etwa 40min und erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 400V (GE Healthcare Electrophoresis Power Supply- EPS1001,
340mA, 25W). Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur 5min in eiskaltem
Transferpuffer aquilibriert, was ein Schrumpfen beim Protein-Transfer verhindert.
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Blotvorgang (Protein-Transfer)

Der Protein-Transfer erfolgte uUber das so genannte ,semi-dry blotting“. Die
semidry-Apparatur besteht aus horizontal angeordneten Plattenelektroden, zwischen
denen sich ein Sandwich aus puffergetrankten Filterpapieren (Blottingpapier s.u.),
Gel, Blot-Membran und wiederum puffergetrankten Filterpapieren befindet. Uber ein
senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld werden nun die in der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten und zu einer Bande fokussierten
Proteine auf eine Polymer-Membran transferiert. Bei der Ubertragung sollten die
Proteine in derselben geometrischen Anordnung erscheinen, wie sie nach
Auftrennung im Gel vorlagen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden PVDF-Membranen
(PVDF Transfer Membrane Hybond-P, Hydrophobes Polyvinylidendifluorid, 0,45 pm
PorengroRe, GE Healthcare Life Sciences, Artikel-Nr. RPN303F) verwendet.
Transferierte Proteine werden aufgrund hydrophober Wechselwirkung an der
Membran gebunden. Damit die hydrophobe Membran Uberhaupt mit Puffer benetzt
wird, muf} sie zunachst ,aktiviert* werden. Hierfur gibt man die Membranen 1-2min in
100% Methanol und aquilibriert sie dann in eiskaltem Transferpuffer (ca. 20 min, oder
10min auf Schuttler). Methanol im Transferpuffer dient dazu, das SDS aus den
Protein-Detergens-Komplexen zu entfernen und die Bindung der SDS-freien Proteine
an die hydrophobe Membran zu erhdhen.

Zunachst benetzte man die Elektroden der Blot-Apparatur mit Transferpuffer. Ein
Stapel aus vier Lagen Blottingpapier (Extra Thick Blot Paper, BioRAD, Artikel-Nr.
170-3965) wurde nun in Transferpuffer gewassert und auf die Anodenplatte gelegt.
Auf das Blottingpapier wurden nacheinander die aktivierte PVDF-Membran, das
Polyacrylamid-Gel und schlieRlich vier weitere Lagen Transferpuffer-getranktes
Blottingpapier aufgeschichtet. Hierbei ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen den
Transfer storen konnen. Eventuell vorhandene Luftblasen lassen sich durch
vorsichtiges Rollen eines Glasstabes uber die einzelnen Schichten entfernen. Nun
konnte die Kathode aufgelegt, und die Apparatur geschlossen werden.

Der Blot erfolgte bei konstanter Stromstérke von 170mA (1mA pro cm? Blotfliache)
fur etwa 45min. Die Stromspannungen liegen dann zwischen 5V (zu Beginn) und
25V (am Ende des Transfers).

Detektion der Ziel-Proteine

Vor der Detektion spezifischer Proteinbanden mit Hilfe von Antikdrpern muss die
Polymer-Membran zunachst in einer Blockierungslosung inkubiert werden. Die
Proteine der Ldsung sattigen auf der Membran alle unspezifischen
Proteinbindungsstellen ab. Hierfir eignen sich konzentrierte Losungen von
beispielsweise BSA, Milchpulver, Ovalbumin, Myoglobin und Hamoglobin.

Um Gelreste zu entfernen, wurde die Membran zunachst fur 5min in TBST-Puffer
gewassert. Die Membran wurde in ein Gefal® mit Blockierungslésung (2,5% v/v ECL
Advance™ blocking agent in TBST) Uberfilhrt und eine Stunde bei Raumtemperatur
geschwenkt. Nun wurde eine geeignete Verdinnung des Primarantikdrpers (siehe
Tab. 2.7) in einem Milliliter 5%iger BSA-Losung hergestellt. Die Membran wurde mit
der Antikorperlésung in eine Schlauchfolie eingeschweil3t und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend musste die Membran dreimal fur 15min in TBST-Puffer (>4ml
Puffer /cm? Membranfliche) gewaschen werden. Wahrenddessen wurde eine
geeignete Verdinnung des Sekundarantikorpers (Meerrettichperoxidase-gekoppelt)
in TBST-Puffer angesetzt. Es folgte die Inkubation in Gegenwart des
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Sekundarantikdrpers fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schdttler. Die
Membran wurde kurz mit TBST gespult und dann dreimal fur 15min mit frischem
TBST gewaschen.

Die Detektion der Protein-Antikorper-Konjugate erfolgte mit dem ECL-
Chemilumineszenz-System (,ECL“ =“Enhanced-Chemiluminescence®, ECL Advance
Western Blotting Detection Kit, GE Healthcare). Das Nachweissystem besteht aus
zwei Komponenten, dem Substrat fir die Sekundarantikdrper-konjugierte Meer-
rettichperoxidase und Phenolen. Als Substrat fungiert das zyklische Diacylhydrazin
Luminol. Es wird unter alkalischen Bedingungen in Gegenwart von Wasserstoff-
peroxid oxidiert, wobei es in einen angeregten Zustand ubergeht. Bei Ruckkehr in
den Grundzustand wird Energie in Form von Licht freigesetzt. Phenole verstarken
diese Reaktion um das 1000-fache.

Die beiden Losungen des Nachweissystems, Solution A und Solution B wurden
auf Raumtemperatur erwarmt und dann im Verhaltnis 1:1 gemischt. Das komplette
Detektionsreagenz wurde nun auf die proteinbeladene Seite der Membran pipettiert
(0,1ml Detektionsreagenz Jem? Blotmembran) und mit einer Pipettenspitze
gleichmalig verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 5min entfernte man
uberschussiges Reagenz. Die Blotmembran wurde nun in dinne Folie eingeschlagen
und in eine Filmkassette (Hypercassette™, GE Healthcare) gelegt. In einer
Dunkelkammer wurde ein hochempfindlicher, speziell fur die Biolumineszenz-
Detektion entwickelter Film (Hyperfilm ECL, High Performance Chemiluminescence
Film, 18x24cm, GE Healthcare) aufgelegt. Die Belichtung dauerte etwa 20
Sekunden. Nun wurde der Film einige Minuten lang entwickelt (Dauer nach Sicht), im
Wassertank kurz gespult und schlieBlich fixiert. Die entwickelten Filme wurden mit
einem Scanner eingelesen und dann mit Hilfe des Programms PCBAS (Version
2.09q, Raytest, Straubenhardt) densitometrisch ausgewertet.

Auftragskontrolle (,,Reblot*)

Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge wurde ein Reblot durchgefuhrt.
Hierbei kam ein gegen humane GAPDH gerichteter Antikdrper zum Einsatz.
Zunachst mussten jedoch die bereits an die Blotmembran gebundenen Antikorper
entfernt werden (,strippen der Membran), wobei die auf der Membran
immobilisierten Proteine moglichst wenig beeinflusst werden sollten.

Die Blot-Membranen wurden aus der Filmkassette entfernt und erneut kurz in
Ethanol aquilibriert. Nun wurden sie dreimal fur 5min in 0,1 molarer Glycin-Losung
(pH2,5) und dreimal fur 15min in 0,1 molarer Tris-HCI-Lésung (pH7,5) gewaschen.
Es folgte eine Inkubation in 2,5%iger Blockierungslosung. In dieser Losung wurde
auch der GAPDH-Antikérper verdinnt und auf die Blotmembran aufgetragen. Es
folgte eine Inkubation bei 4°C Uber Nacht. Alle weiteren Arbeitsschritte entsprachen
der bereits weiter oben beschriebenen Vorgehensweise.

Tab. 2.6 Empfohlene PorengréBen fur SDS-Polyacrylamid-Gele
ProteingrofRe [kDa] Gehalt an Acrylamid+Bis (%, w/v)

4-40 20

12-45 15

10-70 12,5
15-100 10
25-200 8

53



2. Material und Methoden

Tab. 2.7 Primar- und Sekundarantikorper fiir Inmunoblots

Primarantikorper gegen Verdiin- Sekundarantikorper Verdiin-
humane(s) nung nung
Endoglin (H-300), sc-20632 1:250 Anti-Kaninchen-HRP 1:20000
Kaninchen, polyklonal 1gG, Ziege, polyklonal IgG,
200pg/mi Dako, P0260

Santa Cruz Biotechnology
GAPDH (FL-335), sc-25778 1:250 Anti-Kaninchen-HRP 1:20000

Kaninchen, polyklonal 1gG, Ziege, polyklonal IgG,

200pg/ml Dako, P0260

Santa Cruz Biotechnology

ld1 (C-20), sc-488 1:250 Anti-Kaninchen-HRP 1:20000
Kaninchen, polyklonal 1gG, Ziege, polyklonal IgG,

200ug/ml Dako, P0260

Santa Cruz Biotechnology

PAI-1 (H-135), sc-8979 1:200 Anti-Kaninchen-HRP 1:20000
Kaninchen, polyklonal 1gG, Ziege, polyklonal IgG,

200pg/ml Dako, P0260

Santa Cruz Biotechnology

Tie-1 (C-18) sc342 1:100 Anti-Kaninchen-HRP 1:20000
Kaninchen, polyklonal 1gG, Ziege, polyklonal IgG,

200pg/ml Dako, P0260

Santa Cruz Biotechnology

2.2.7 Immunogold-Elektronenmikroskopie

Zellpraparation fur die Transmissions-Elektronen-Mikroskopie

Die Immunelektronenmikroskopie wurde im post-embedding Verfahren durch-
gefuhrt. Hierfir wurden jeweils 10000 MDA-MB-231-Brusttumorzellen auf Poly-D-
Lysin (PDL)- beschichteten Deckglaschen in A-Medium ausgesat und zwei Tage bei
37°C kultiviert (5 % CO,). AnschlieRend wurden die Zellen mit Sérensen-Phosphat-
Puffer gewaschen, dann flr 30 min mit 3% Glutaraldehyd in 0,05 M Phosphatpuffer
(pH7,3-7,4; nach Soérensen) fixiert und wiederum mehrfach mit Phosphatpuffer
gespult. Die Entwasserung der Zellen erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je
2x5 min in 30, 50, 70, 80, 90, 96 und 100 % igem unvergallten Ethanol). Die Proben
wurden nun far vier Stunden in eine 50:50 (v/v) -Mischung aus LR-White-Harz
(London Resin, Basingstroke, UK) und Ethanol (100%, unvergallt) gelegt schliel3lich
uber Nacht reinem LR-White ausgesetzt. Beim LR-White-Harz handelt es sich um ein
hydrophiles Acrylharz niedriger Viskositat.

Die Herstellung von Ultradinnschnitten erfolgte mit Hilfe eines Ultramikrotoms
(Leica EM UCG6 ultramicrotome , Leica Microsystems, Wien, Osterreich. Die Proben
wurden auf ein Nickelgitter aufgebracht, mit normalem Ziegenserum (1:20) behandelt
und Uber Nacht in Gegenwart des Primarantikorpers (1:100) inkubiert. Nach
viermaligem Spulen mit Tris-NaCl-Puffer erfolgte die Sekundarantikdrper-Inkubation.
Hierbei kam ein, mit Gold-Kolloiden (10nm) konjugiertes, Anti-Kaninchen-
Immunglobulin aus der Ziege zum Einsatz (1:30, British Biocell International, Cardiff,
UK). Die Proben wurden mittels Osmiumtetroxid und Bleiacetat kontrastiert (Mentlein
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et al., 1990) und unter Verwendung eines Elektronenmikroskops (TEM-Mikroskop
Zeiss EM900 mit Slow-Scan CCD-Camera, Carl Zeiss AG, Oberkochen) betrachtet
und dokumentiert.

2.2.8 Immuncytochemische Farbungen der MDA-MB-231 Zellen

Nachweis von Endoglin (CD105)

Zur Beurteilung der Endoglin-Expression in den verschiedenen MDA-MB-231-

Zellinien, sowie den von diesen Zellen abgeleiteten Klonen wurde neben
quantitativen real-time RT-PCR und Immunoblot Experimenten auch die
immuncytochemische Farbung hinzugezogen.
Hierbei wurde das Biotin-Streptavidin-System verwendet, welches auf der hohen
Affinitat von Streptavidin (aus Streptomyces avidinii) fir das Vitamin Biotin basiert.
Das Glykoprotein Streptavidin liegt als Tetramer vor und weist vier Bindestellen fur
das Vitamin Biotin auf (siehe Abb. 2.4). Beim Biotin-Streptavidin-System macht man
sich dies zunutze. Es handelt es sich um eine indirekte Methode, bei der ein
Sekundarantikérper, der mit Biotin konjugiert ist, an den Primarantikdrper bindet. An
den biotinylierten Sekundarantikorper kann wiederum ein mit Peroxidasen
gekoppelter Streptavidin-Biotin-Komplex ansetzen. Der Meerrettich-Peroxidase /
Hydrogenperoxid (H20;)-Komplex des Streptavidin-Biotin-Systems nutzt das
zugefligte AEC-Substrat (3-Amino-9-Ethylcarbazol) als Elektronendonor, welches
durch die Oxidation zu einem roten Polymer (durch delokalisiertes n-Elektronen-
system mesomeriestabilisiert) umgesetzt wird.

@ 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)
rotes Prazipitat

Abb. 2.4 Das Biotin-Streptavidin-System fiir den Nachweis von Antigenen in der
Immuncyto- und Immunhistochemie.
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Auf einem, in einer Petrischale befindlichen und mit PDL-beschichteten
Deckglaschen wurden ca. 10000 Zellen in 2 ml A-Medium (10% FKS) ausgesat. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C fur zwei Tage (5% COa,
wasserdampfgesattigte Atmosphare). Anschliefend wurde das Nahrmedium entfernt
und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Zur Fixierung der Zellen gab man fur
10 min ein eiskaltes Aceton-Methanol-Gemisch (Aceton-Methanol-Verhaltnis: 1:1 v/v)
auf das Deckglaschen. Dreimaliges Spulen mit PBS-T (jeweils fur 10 min) entfernte
das Aceton wieder. Da endogene Peroxidase-Aktivitaten Anlass zu falsch positiven
Ergebnissen geben kdénnen, wurden die Deckglaschen 10 min lang mit frisch
angesetzter 3%iger Wasserstoffperoxidlosung behandelt. Hierdurch wird endogene
Peroxidase-Aktivitat effektiv unterdruckt.

Nach weiteren Waschschritten (3x 10 min in PBS-T) wurden die Deckglaschen zur
Reduktion des Hintergrund-Signals eine Stunde lang mit verdinntem Normalserum
(1:100) vom Schwein blockiert (Raumtemperatur). Nun wurde der Anti-Endoglin
Kaninchen-Antikorper (IgG, polyklonal, Santa-Cruz Biotech, sc-20632) in einer 1:100-
Verdinnung in PBS-T angesetzt und auf jedes Deckglaschen gegeben (jeweils 50
pl). Es folgte eine Inkubation bei 4°C Uber Nacht. Die Deckglaschen wurden nun
erneut mit PBS-T gespult und fur 10 min in ein TBS-T Pufferbad gelegt. Die folgende
Inkubation mit dem, 1:300 in PBS-T verdinnten, biotinylierten Schwein Anti-
Kaninchen Antikorper (50ul) (1gG, polyklonal, Dako, Glostrup, Artikel-Nr. E0353)
erfolgte flr eine Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer. Nun spilte man
wiederum dreimal mit PBS-T und gab auf die Biotin-gekoppelten Proben fur 30min
den Streptavidin-HRP-Komplex (Universal Immunostaining Kit Streptavidin-
Peroxidase mit AEC, Immunotech, Hamburg). Die weitere Behandlung der Proben
erfolgte mit Hilfe des Testsystems nach Angaben des Herstellers. Die Proben wurden
schlieBlich mit H,O bidest gespullt und zur Anfarbung der Zellkerne Hamalaun
ausgesetzt (3min). Nach anschlieRendem Spulen mittels H,O bidest, Leitungswasser
und wiederum H,O bidest, wurden die Proben eingebettet.

2.2.9 Mikrochemotaxis-Kammer (Boyden-Kammer)

Eine wichtige Eigenschaft metastasierender Zellen ist ihr invasiver Charakter. Sie
mussen in der Lage sein, effizient die extrazellulare Matrix von Geweben oder die
endotheliale Gefallwand zu durchwandern. Fur in vitro Studien kann man zur
Simulation dieser invasiven Vorgange die Mikrochemotaxis Kammer verwenden
(Falk et al., 1980; Harvath et al., 1980). Die eingesetzte Kammer AP48 stammt von
Neuro Probe Inc. (Gaithersburg, USA) und besteht aus zwei separaten Acrylblocken
mit jeweils 48 einzelnen Wells. Die Wells des oberen und unteren Blocks werden in
der komplett zusammengesetzten Apparatur durch eine Membran getrennt, so dass
zwei Kompartimente entstehen. In das untere Kompartiment wird Medium gefullt, das
den chemotaktischen Stimulus enthalt, wahrend in das obere Kompartiment die zu
untersuchende Zellsuspension gegeben wird. Im Laufe des Experiments migrieren
die Zellen entlang des zwischen den Kompartimenten entstehenden Stimulus-
gradienten durch eventuell vorhandene Beschichtungen und die Poren der Membran
und bleiben schlieBlich an der Unterseite der Membran haften.
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Vorbehandlung der Membran

In den hier durchgefuhrten Experimenten kamen Polycarbonat-Membranen mit
einem Porendurchmesser von 5um zum Einsatz (Neuro Probe Inc., 25 x 80 mm,
Polyvinylpyrrolidon (PVP) -frei), welche in der Mehrzahl der Experimente mit einer
Matrigelbeschichtung versehen wurden. Matrigel st eine solubilisierte
Basalmembran-Praparation des Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Maus Sarkoms,
eines Extrazellular-Matrix (ECM) -reichen Tumors. Es kann als rekonstituierte
Membran eingesetzt werden, welche, im Rahmen von in-vitro Experimenten,
biologisch aktive ECM-Proteine und -Faktoren zur Verflgung stellt. Die
Polycarbonatmembran wurde zunachst zur Entfettung fir 20 min in Eisessig
getaucht, dann unter Wahrung der Sterilitat mehrfach mit Aqua bidest gespult und fur
mehrere Stunden unter der sterilen Werkbank getrocknet. Vor den meisten
Chemotaxis-Experimenten erfolgte eine 1- bis 2-stindige Beschichtung der
(glanzenden) Membranoberseite mit Matrigel (Sigma-Aldrich), welches zuvor 1:3 mit
A-Medium verdunnt wurde. Die Beschichtung lie3 man 30 min unter keimfreien
Bedingungen an der Luft trocknen, die Starke der Beschichtung lag bei etwa 100 pg
Matrigel pro cm? Membran. Bis zur Verwendung wurden die einsatzbereiten
Membranen in Petrischalen gelagert.
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Abbildung 2.5 Die Mikrochemotaxis-Kammer AP48 von Neuro Probe Inc.
(Gaithersburg, USA)

Durchfuhrung der chemotaktisch stimulierten Migration

Als chemotaktisch aktives Agens diente FKS, welches 1:10 in A-Medium verdinnt
und dann in die entsprechenden Vertiefungen des unteren Kompartiments der
Kammer gegeben wurde. Pro Well (Volumen: 25ml) wurden stets exakt 28,54l
Medium pipettiert, so dass ein kleiner Konus uUber jedem Well entstand. Dieses
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Uberschussige Medium verhinderte beim anschlieRenden Auflegen der Membran den
Einschluss von Luftblasen. Nachdem die Filtermembran, mit der Matrigel-
beschichteten Seite nach oben gewandt, aufgelegt war, folgten die Silikondichtung
und der obere Acrylblock. Die Chemotaxis-Kammer wurde nun mit Hilfe der
Schrauben fixiert und im Brutschrank fur 30 min aquilibriert.

Die Zahlung der Zellen erfolgte nach Anfarbung eines Aliquots der Zellsuspension
mit Trypanblau unter dem Mikroskop. Gleichzeitig wurden die Zellen hierbei optisch
auf ihre Vitalitat hin Uberpruft. Die Zellen wurden jetzt in der Weise in serumfreien A-
Medium (0,1 % w/v BSA, 1:100 der Stammldsung) verdunnt, dass jeweils 100 000
Zellen in einem Volumen von 50ul in die oberen Wells gefullt werden konnten. Die
unteren Wells wurden je zur Halfte mit TGF-B1-freiem oder TGF-B1-haltigem
serumfreien Astrozytenmedium (0,1 % w/v BSA, 1:100 der Stammlosung) befullt. Vor
dem Beladen der Wells wurden die Zellsuspensionen durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren homogenisiert. Die Inkubation der vollstandig befullten Kammern
erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5%iger CO,- und gesattigter Wasserdampf-
Atmosphare fur 3h.

Fixierung, Farbung und Quantifizierung der migrierten Zellen

Nach der dreistundigen Inkubation im Brutschrank wurde die Chemotaxis-Kammer
auf den Kopf gestellt, um Uberschussige Zellsuspension zu entfernen und konnte
anschlie3end vorsichtig gedffnet werden. Zellen, die auf der Oberseite der Membran
verblieben sind, wurden durch dreimaliges Auflegen der Membranoberseite auf PBS-
Puffer und Abstreifen an einer Gummilippe entfernt. Die Fixierung der durch die
Membran gewanderten Zellen erfolgte in 100%igem Methanol und dauerte 15 min.
Die Membranen wurden mit Aqua bidest gespult und fur 30 min in Hamalaunlésung
(MAYER Hamalaunlésung, Merck) getaucht. Es folgte eine Wasserung unter
Leitungswasser, wobei sich die Zellkerne der anhaftenden Zellen blau farbten. Fur
jedes der 48 wells entstand auf diese Weise ein Spot mit bestimmter Farbe-
Intensitat. Die Membranen wurden nun erneut mit Aqua bidest gespdult, auf einen
Objekttrager gelegt und mit Hilfe eines Deckglases und ,Kaisers Glyceringelatine®
(Merck) auf diesem fixiert.

Um die Invasivitat der unterschiedlichen Zellen quantitativ auswerten zu koénnen,
wurde anschlielend die zelltragende, gefarbte Membranseite mit einem Scanner
eingelesen und die optische Dichte der einzelnen Spots mit Hilfe der Software
PCBAS (Raytest GmbH, Straubenhardt) bestimmt.

2.2.10 Proliferationsversuche

Methoden zur Bestimmung der Zellzahl sind ein wichtiges Werkzeug um
Proliferationsraten und Gesundheitszustand einer Zellpopulation zu erfassen. Eine
direkte Methode ist die Zellzahlung in der NEUBAUER Zahlkammer. Da die direkte
Auszahlung von Zellen aber zeitaufwendig und oft nicht geniigend reproduzierbar ist,
wahlt man meist indirekte Methoden. Bei diesen Verfahren werden Parameter
bestimmt, die mit hinreichender Ubereinstimmung mit der Zellzahl korrelieren. Die
Parameter konnen jedoch aulder von der Zellzahl auch -in gewissem Rahmen- von
anderen Faktoren beeinflusst werden. Gebrauchliche Proliferationstests, in denen
beispielsweise DNA-Gehalt, DNA-Neusynthese und Stoffwechselaktivitdat gemessen
werden, sind in der Tabelle 2.8 gelistet.
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Tab. 2.8 Methoden zur Bestimmung der Zellzahlen

Parameter | Proliferationstest Bemerkungen
DNA- Direkte DNA-Quanti-
Gehalt | fizierung (CyQuant Bestimmung der Fluoreszenzintensitat des
Cell Proliferation CyQuant GR Farbstoffs, mit dem die
Assay, Molecular Nukleinsauren markiert wurden
Probes)
DNA- *H-Thymidin-Einbau- | Bei diesem klassischen Test  zur
Test Proliferationsbestimmung wird den Zellen
Synthese wahrend der  Kultur tritiummarkiertes
Thymidin angeboten. Das *H-Thymidin wird
von den Zellen aufgenommen und wahrend
der S-Phase anstelle des normalen
Thymidins in die DNA eingebaut. Der
Nachweis des inkorporierten “H-Thymidins
erfolgt mit Hilfe eines Szintillationszahlers.
BrdU-Test Ebenso wie der 3H-Thymidin-Test beruht
(Cell Proliferation auch der BrdU-Test auf dem Einbau eines
ELISA, BrdU, markierten Nukleotids (5-Bromo-2’-desoxy-
Boehringer uridin), welches durch nachgeschaltete
Mannheim) Reaktionen quantifizierbar gemacht wird.
Metabo- Tetrazolium-Salze Tetrazoliumsalze  werden  durch  mito-
lische enthaltende Tests chondriale  Dehydrogenasen metabolisch
Aktivitat (Cell Proliferation | aktiver Zellen zu wasserunldslichen, violetten
Assay Kit, Chemicon) | Formazan Kristallen oxidiert. Die Kristalle
werden durch Zugabe eines Detergens
solubilisiert und bilden dann einen orangen
Farbstoff, der photometrisch quantifiziert
werden kann.

Zur Untersuchung des proliferativen Verhaltens der verschiedenen MDA-MB-231
Brusttumorzellen in serumhaltigen und —freien Nahrmedium wurde das CyQuant Cell
Proliferation Assay Kit (Molecular Probes, C-7026) verwendet. Dieses eignet sich
sowohl fur Routinezellzahlungen als auch fur Proliferationsstudien, der lineare
Detektionsbereich liegt bei 50 bis 50000 Zellen in 200ul Volumen. Der Test basiert
auf der starken Zunahme der Fluoreszenz des CyQuant GR Farbstoffs, wenn dieser
an zellulare Nukleinsauren bindet. Der an Nukleinsauren gebundene Farbstoff weist
im Fluoreszenzspektrometer ein Anregungsmaximum bei 480nm und ein Emissions-
maximum bei 520nm auf.

Zellkultur und -aufarbeitung fur den Proliferationstest

In 35mm Kulturschalen (TPP) wurden 50000 bis 300000 Zellen in FKS-haltigen A-
Medium ausgesat und fur 8 Stunden bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Anschlie3end
erfolgte eine weitere Inkubation fur drei Tage in Abwesenheit von Serum, aber
ansonsten gleichen Bedingungen. Die Kulturiberstande wurden taglich durch
frisches Medium ersetzt. Nach Ablauf der angegebenen Zeiten wurde das
Nahrmedium abgesaugt und die Kulturschalen samt Zellrasen bei -70°C eingefroren.
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Die Zellaufarbeitung erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Zunachst
wurde der Zelllysis-Puffer angesetzt. Hierfur wurde 1ml des Lysispufferkonzentrats
mit 19 ml Nuklease-freiem RNase-Puffer (180mM NaCl, 1mM EDTA) verdinnt. Nun
gab man 20yl einer 0,8 U/pl RNase enthaltenden Losung (Sigma-Aldrich, R-6513)
hinzu (Endkonzentration 0,8 Kunitz Einheiten pro ml Loésung). Auf die noch
gefrorenen Kulturschalen wurden anschlieBend 250ul dieser Losung gegeben. Die
Inkubation der Ansatze erfolgte bei Raumtemperatur fur 60min. Der Zellrasen wurde
mit Zellschabern abgekratzt und die Suspension in frische, sterile Eppendorff-
Reaktionsgefale Uberflihrt.

Bestimmung des DNA-Gehalts der Proben

Der CyQuant GR Farbstoff wurde zunachst mit Lysispuffer zu einer 2-fach konzen-
trierten Losung verdunnt (50ul CyQuant GR pro 10 ml Lysispuffer). Nun pipettierte
man nacheinander 200yl RNase-haltigen Lysispuffer, 50ul Zellsuspension und 250yl
der 2x CyQuant GR Farbstofflosung in neue Eppendorff-Reaktionsgefale. Als DNA-
Standard diente eine 1:100 Verdunnung der Bakteriophage A DNA des Testsystems.
In drei Ansatze wurden jeweils 50yl dieser A DNA-Verdunnung, anstelle der Zellsus-
pension zugegeben. Zusatzlich wurde auch ein Leerwert bestimmt (250ul Lysispuffer
und 250ul Fluoreszenzlésung). Nach kurzem Durchmischen der Proben erfolgte eine
Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur, wobei die Proben vor Licht geschutzt
wurden.

Die Fluoreszenzmessungen wurden im Fluoreszenz-Spektrophotometer (HITACHI
F-2000 Fluorescence Spectrophotometer) bei einer Wellenlange von Agmission =
520nm durchgefuhrt. Die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs erfolgte mit Licht der
Wellenlange Aanregung = 480nm.

Erstellen einer DNA Standard-Kurve
Wie aus der Abb. 2.6 hervorgeht, korreliert die gemessene Fluoreszenzintensitat
exakt mit der eingesetzten Menge an Bakteriophage A DNA.

Abb. 2.6 Mittels CyQuant-
Test ermittelte DNA-Stan-
dard-Kurve. Die Fluoreszenz-
intensitit nimmt proportional
mit der Menge eingesetzter
DNA zu.

Fluoreszenz-Intensitat

0 200 400 600 800 1000
DNA-Konzentration [ng/ml]
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Erstellen einer Zellzahl-Standard-Kurve fur MDA-MB-231-Zellen

Um von der gemessenen DNA-Menge auf die Zellzahl schlieBen zu koénnen,
wurde eine Zellzahl Standard-Kurve nach Angaben des Herstellers erzeugt. Hierfur
wurden Zellsuspensionen mit einer Zellzahl von 50 bis 50000 in 200l CyQuant GR
Farbstoff / Zell-Lysis-Puffer hergestellt. Die Probenaufarbeitung und DNA-Messung
erfolgte wie bereits weiter oben beschrieben.

300

250+

200+

150 ~

Fluoreszenz-Intensitat

100 ~

0 50 100 150 200
Zellzahl /1000

Abb. 2.7 Zellzahl-Standard-Kurve. Bei Messungen mit 50000 bis 100000 Zellen in 200yl
Volumen korreliert die Fluoreszenzintensitat sehr gut mit der Zellzahl.

2.2.11 ,Verletzungsinduzierte“ Migration (Scratch-Test)

In die Vertiefung einer 6-Well-Kulturplatte (TPP) wurden 800000 MDA-MB-231-
Zellen in 2 ml Astrozytenmedium (10% FKS) ausgesat und unter Standardbe-
dingungen (37°C, 5% COy; gesattigte Wasserdampfatmosphare) im Brutschrank bis
zur optischen Konfluenz kultiviert. In den homogenen Zellmonolayer wurden nun mit
einer sterilen 100 pl Pipettenspitze mehrere parallele, etwa 0,3mm breite Kratzer
gesetzt. Um den Schalenboden moglichst nicht zu beschadigen, wurde die Pipette
locker gehalten und ohne Druck uber einen moglichst gleichférmigen Bereich des
Zellrasens bewegt. Nun folgten zur Entfernung von abgelosten Zellen zwei
Spulschritte mit warmen PBS. Die Kulturplatte wurde jetzt unter ein Axiovert 35M-
Mikroskop mit Zellkulturkammer und heizbarem Objekttisch (37°C, 5% CO,,
Luftbefeuchtung) gelegt und etwa 12 Stunden lang inkubiert. Die Dokumentation der
Zellwanderung erfolgte mit Hilfe einer Digitalkamera.

2.2.12 Markierung von Zellen mit Fluoreszenz-Vitalfarbstoffen

Das folgende Protokoll diente der Markierung verschiedener Zelllinien, um die
gemischten Zellpopulationen in funktionalen Tests, wie dem Spheroid-Aggregat-
Konfrontationstest und der in-vitro Pseudogefalibildung, unterscheiden zu kénnen.
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Die MDA-MB-231 Brusttumorzellen wurden generell mit CFDA-SE (Carboxy-
fluorescein diacetate, succinimidyl ester; Molecular Probes, Leiden, Niederlande,
Artikel-Nr. V12883) grin, HUVEC und U343 Glioblastoma-Zellen hingegen mit
SNARF-1 (,Seminaphtorhodafluor’, SNARF®-1-carboxylic acid, acetate, succinimidyl
ester ,spezial packaging’, Molecular Probes, Artikel-Nr. S22801) rot angefarbt. Die
Succinimidylester-Gruppen der Farbstoffe reagieren effizient und irreversibel mit
primaren Aminen von Lysin-Seitenketten und N-terminalen Aminen zellularer
Proteine. SNARF-1 kann durch Wellenlangen zwischen Aanregung = 488nm und 530nm
angeregt werden, wahrend die Fluoreszenzemission zwischen Agmission = 580nm und
640nm gemessen wird. Beim CFDA-SE Fluoreszenzfarbstoff liegen die Anregungs-
und Emissions-Maxima bei: Aanregung = 492nm und Agmission = 517nm.

Die Detektion der unterschiedlich markierten Zellen erfolgte mit dem Zeiss-
Mikroskop Axiovert 200M + Apotome (Carl Zeiss AG, Oberkochen). Bilder wurden
mit der monochromen Kamera AxioCam MRm aufgenommen und mittels AxioVision-
Software verarbeitet (AxioVision Rel. 4.5, Zeiss). Bei der Bildgebung kamen die Zeiss
Filtersatze 38HE (fir CFDA-SE) und 43HE (fuir SNARF-1) zum Einsatz.
Vorgehensweise:

Die Zellen wurden unter Standardbedingungen in T25CN-Zellkulturflaschen
kultiviert und bei Erreichen einer subkonfluenten Wachstumsphase mittels Trypsin-
Losung von den KulturgefalRboden gelost. Nachdem man in der Neubauer-Kammer
die Zellzahl ermittelte, wurden 1,8 bis 2 Millionen Zellen in einem 10ml Sarstedt-
Rohrchen abzentrifugiert (800xg, 5min). Das Sediment wurde in einem Milliliter
warmen PBS aufgenommen. Die Markierung der Zellen erfolgte nun mit jeweils 1,5ul
CFDA-SE (MDA-MB-231) oder mit 2,0ul SNARF-1 (U343, HUVEC). Die Zellen
wurden gemischt und dann fur 10min im Brutschrank inkubiert (37°C, 5% COy,).
Wahrend dieser Zeit schuttelte man die Zellen zweimal leicht auf, so dass der
Farbstoff alle Zellen gleichermalien erreichen konnte. Nun wurde das gleiche
Volumen an fotalem Kalberserum zugegeben, um Uuberschussigen Farbstoff zu
binden. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5min bei 800xg. Der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment in zwei Milliliter DMEM-A-Medium resuspendiert (10%
v/v FKS). Nach erneuter Zentrifugation (800xg, 5min) folgte ein weiterer Waschschritt
in FKS-haltigem DMEM-Medium. Anschlieliend wurde das Zellsediment in 5ml
DMEM-Medium (10% FKS) aufgenommen, in eine kleine Kulturflasche (TC75CN)
ausgesat und uber Nacht im Brutschrank kultiviert (37°C, 5% CO,).

2.2.13 Herstellung von Spheroid-Aggregatkulturen

Zunachst wurden 6 g Methylzellulose (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Artikel-Nr.:
MO0512) in einer 500ml Glasflasche autoklaviert und in 250mI DMEM-A-Medium bei
60°C unter Ruhren innerhalb von 20min gelést. Nun gab man 250ml
raumtemperiertes DMEM-A-Medium hinzu und inkubierte den Ansatz, wiederum
unter Ruhren, eine Stunde lang bei 4°C. Das Methylzellulosehaltige Medium wurde
nun in 50ml Rohrchen aliquotiert und fir 90min bei 5000xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde 1:5 in DMEM-Medium (0% FKS) verdiinnt, wodurch man
0,24%iges (w/v) Methylzellulosemedium erhielt.

Die mit Fluoreszenz-Vitalfarbstoffen beladenen Zellen wurden trypsiniert und in
einem 10ml Sarstedtrohrchen komplett abzentrifugiert. Somit erhielt man je kleiner

62



2. Material und Methoden

Kulturflasche ein Sediment aus etwa 2x10° Zellen, welches nun in 5ml 0,24%igen
Methylzellulosemediums resuspendiert wurde. Jeweils 100ul der Zellsuspension
wurden in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte mit gewdlbten Béden (CELLSTAR
Suspension Culture-Plate, U-Shape, with Lid, Greiner Bio-One GmbH, Essen, Artikel-
Nr. 650185) ausgesat. Die Inkubation erfolgte unter Standardbedingungen (37°C, 5%
CO,, wasserdampfgesattigte Atmosphare) fur ein (MDA-MB-231-Aggregate) bis zwei
(U343-Aggregate) Tage.

2.2.14 Spheroid-Aggregat-Konfrontation und Detektion

Das mit CFDA-SE grin markierte MDA-MB-231-Aggregat einer Vertiefung der 96-
Well-Platte wurde mittels 1000ul-Pipette (blaue, abgeschnittene Pipettenspitze)
vorsichtig entnommen und samt umgebenden Medium auf ein steriles, Poly-D-Lysin-
beschichtetes Deckglaschen aufgebracht. Die rot markierten U343-Spharoide
wurden auf die gleiche Weise geerntet und in den Tropfen mit MDA-MB-231-
Aggregat uberfuhrt. Je nach Testbedingungen erfolgte eine Zugabe von 200pl
DMEM-A-Medium (5% FKS) oder 200pl Methylzellulosemedium, so dass der Ansatz
ohne auszutrocknen 24 Stunden inkubiert werden konnte. In einigen Fallen wurde
nun ein neutralisierender Anti-TGF-B1-Antikdrper (Verdinnung 1:200) hinzugegeben
(Anti-TGF-B1-Antikorper in 0,01M PBS, pH7, frei von Konservierungsstoffen; abcam,
Artikel-Nr. ab647). Die Endkonzentration an Antikdrper lag dann bei Sug/ml.

Nach 24 Stunden erfolgte eine erneute Zugabe von 200ul des jeweils gleichen
Mediums. Weitere 24 Stunden spater wurden die Deckglaschen sehr vorsichtig mit
vorgewarmten PBS-Puffer gespult und mit einem -20°C-kalten Aceton/Methanol (1:1)
—Gemisch innerhalb von 10min fixiert. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS-
Puffer gespult und dann mit Hilfe von Fluorescent Mounting Medium
(DakoCytomation, Carpinteria, USA) eingedeckt. Nach Aushartung des Eindeck-
Reagenzes konnten die Praparate mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Axiovert 200M
Mikroskop, Carl Zeiss AG, Oberkochen) betrachtet und fotografiert werden. Die
Bilder wurden mit der monochromen Kamera AxioCam MRm aufgenommen und
mittels AxioVision-Software verarbeitet (AxioVision Rel. 4.5, Zeiss AG, Oberkochen).

2.2.15 In-vitro-Test auf vaskulogene Mimikry und Réhrenbildung

Zunachst wurden mit Poly-D-Lysin beschichtete Objekttrager zusatzlich mit einem
Uberzug aus Extrazellular-Matrix-Proteinen (Matrigel) versehen (etwa 50-100 pl pro
Objekttrager). Das Beschichten mit Matrigel erfolgte mit Hilfe einer Spritze (2,5 ml)
mit Einmalkandle (0,7 x 30 mm), wobei auf ein gleichmaRiges Auftragen geachtet
wurde. Die Proteinpraparation polymerisierte innerhalb von 20 min bei
Raumtemperatur aus. Nun wurden die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten
Brusttumorzellen (CFDA-SE-markiert) und HUVE-Zellen (SNARF-1-markiert) in Form
von Sparoiden auf die Matrigelbeschichtung uberfuhrt. Um ein Trockenfallen der
Zellen zu verhindern, wurden nun, und nach 24h, jeweils 200pl Medium (5% FKS,
teilweise auch serumfrei) zugegeben. Das Medium enthielt in einigen Fallen das
RGD-Peptid Cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (Bachem Biochemica GmbH, Heidel-
berg, Konzentration: 100uM) oder Methylzellulose (Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Konzentration 0,24%)
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Die Inkubation der Objekttrager erfolgte in sterilen grofden Petrischalen fur 48
Stunden bei 37°C im Brutschrank (5% CO,). Die Zellen wurden mittels Aceton-
Methanol-Gemisch (1:1) fixiet und in Fluorescent Mounting Medium (Dako
Cytomation, Carpinteria, USA) eingebettet. Die Ergebnisse wurden mit dem
Mikroskop Axiovert 200M (Carl Zeiss AG, Oberkochen) betrachtet und Uber eine
monochrome Kamera (AxioCam MRm) aufgenommen. Bei der Bildverarbeitung kam
die Software Axio Vision (Release 4.5, Carl Zeiss AG, Oberkochen) zum Einsatz.
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3. Ergebnisse

3.1 Promotor-Aktivitat des Hypoxia-Response-Elements (HRE)
in den MDA-MB-231 Zelllinien Parental und Brain

Es ist bekannt, dass Endoglin, ebenso wie VEGF, durch Hypoxie induziert wird.
Da MDA-MB-231-Brain-Zellen ein hoéheres Endoglin-Expressionsniveau aufweisen
als MDA-MB-231-Parental-Zellen, sollte im Folgenden geklart werden, ob ein HIF-1a
(Hypoxia-Inducible Factor-1a) —vermittelter Signalweg fiir die Endoglin Uber-
expression in MDA-MB-231-Brain Zellen verantwortlich ist. HIF-1a ist ein durch
Hypoxie induzierter Transkriptionsfaktor, welcher an cis-aktive Genelemente (HRES)
entsprechender Promotoren bindet und sie auf diese Weise aktivieren kann.

Die Aktivitat von HIF-1a in den verschiedenen MDA-MB-231-Zelllinien wurde mit
Hilfe des Dual-Glo™ Luciferase Assay Systems der Firma Promega (Mannheim)
bestimmt. Das System nutzt zwei Vektoren, einen Firefly-Luziferase-Vektor (Repor-
tervektor) und einen Renilla-Luziferase-Vektor (Kontrollvektor). Beim Firefly-
Luziferase-Vektor kann stromaufwarts des Luziferase-Gens (Firefly-Luziferase aus
dem ,Leuchtkafer® Photinus pyralis) ein Genelement kloniert werden, dessen
Regulierung im Rahmen des geplanten Experiments untersucht werden soll. Der
Renilla-Luziferase-Vektor (Renilla-Luziferase aus der gemeinen Seefeder Renilla
reniformis, einer Weichkoralle) dient lediglich als Normalisierungsvektor, mit welchem
Schwankungen der Transfektionseffizienz ausgeglichen werden.

Schleust man beide Plasmide durch Co-Transfektion in die entsprechenden
Zellen, so wird die Firefly-Luziferase in Abhangigkeit der Promotoraktivitat des
klonierten Genelements synthetisiert, wahrend die Expression des Renilla-
Luziferase-Gens konstitutiv erfolgt (SV40 Promotor). Die Aktivitat der Firefly-
Luziferase wird bestimmt, indem man das Dual-Glo™-Luziferase-Reagenz hinzu gibt.
Dieses bewirkt eine Lyse der Zellen und liefert zugleich das Substrat der Firefly-
Luziferase. Das umgesetzte Substrat emittiert ein Lumineszenzsignal, welches im
Luminometer detektiert werden kann. Durch Zugabe eines zweiten Reagenzes
(Dual-Glo™ Stop & Glo®) wird die Lumineszenz des umgesetzten Firefly-Luziferase-
Substrates unterdruckt und gleichzeitig das Substrat fur die Renilla-Luziferase zur
Verfligung gestellt, so dass auch deren Aktivitat ermittelt werden kann.

Der im Rahmen des vorliegenden Experiments benutzte Firefly-Reporter-Vektor
pGL3-HRE wies als Luziferase-Promotor das Hypoxia-Response-Element (HRE) des
humanen VEGF-A-Gens auf und wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Christoph
Wruck (Pharmakologie, Kiel) zur Verfugung gestellt.

Die Zelllinien wurden in spezielle 96-Well-Zellkulturplatten aus weillem Kunststoff
ausgesat und am nachsten Tag mit den Luziferase-Vektoren transfiziert. Nach 48
Stunden erfolgte die Zugabe der Test-Reagenzien, sowie die Messung der Lumines-
zenzsignale (Einheit: RLU, relative light units) im Luminometer (Veritas™
Luminometer, Turner Biosystems, Sunnyvale, Kalifornien). Luminometergerate
nutzen zur Detektion emittierten Lichts Photomultiplier-Réhren (PMTs, Photo-
multiplier Tubes). Bei der Messung wird die gesamte Lichtintensitat Gber einen
Spektralbereich von 350 bis 650nm summiert. Das Firefly-Luciferase-Signal wurde
mittels Renilla-Luciferase-Lumineszenz normalisiert. Fur die MDA-MB-231-Brust-
tumorzellen ergeben sich hierbei relative Promotoraktivitaten (dimensionslos) von 1,6
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(Parental) und 0,66 (Brain). Da das Hypoxia-Resonse-Element in den hirnmetasta-
sierenden Brusttumorzellen eine nur etwa halb so hohe Promotoraktivitat aufweist,
als in den parentalen Zellen (siehe Abb. 3.1), kann die Endoglin-Uberexpression der
MDA-MB-231-Brain-Zellen nicht durch eine gesteigerte Aktivitat des Transkriptions-
faktors HIF-1a erklart werden.
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1,2
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0,4
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Signalverhaltnis Firefly-Lumineszenz
| Renilla-Lumineszenz

~
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Abb. 3.1 Relative Promotor-Aktivitit des Hypoxia-Response-Elements (HRE) in
parentalen MDA-MB-231 Zellen und der hirnmetastasierenden Linie MDA-MB-231-
Brain. Die Aktivitidt des Promotors wurde mit Hilfe des Dual-Glo-Luciferase-Systems
bestimmt. Hierbei wurden die Zellen mit zwei verschiedenen Luziferase-Reporter-Plas-
miden transfiziert. Der Firefly-Reporter-Vektor enthielt als Luziferasepromotor das
HRE des humanen VEGF-A-Gens, welches durch HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-1a)
induziert wird. Das zweite Plasmid dient als Normalisierungsvektor und fiihrt innerhalb
von Sidugetierzellen zur konstitutiven Expression einer Renilla-Luziferase. 48 Stunden
nach der Transfektion werden die Zellen lysiert. Die bis zu diesem Zeitpunkt in der
Zelle synthetisierten Enzyme setzen unterschiedliche Substrate um (D-Luziferin bzw.
Coelenterazine), welche im gleichen Zelllysat unabhidngig voneinander gemessen
werden konnen. Aus dem Quotienten von Firefly- und Renilla-Luziferase-Signal ergibt
sich die dimensionslose relative Promotoraktivitit. Da die Promotoraktivitat des HRE
in der MDA-MB-231-Brain-Zelllinie sogar niedriger ist, als in den parentalen Brust-
tumorzellen, kann die Endoglin-Uberexpression in der hirnmetastasierenden Zelllinie
nicht auf eine erhéhte HIF-1a-Aktivitat zuriickgefiihrt werden. Anzahl unabhangiger
Einzelexperimente: n=10.

3.2 Konstruktion von MDA-MB-231-Zelllinien mit gentechnisch
verandertem Endoglin-Expressionsniveau

Von der aggressiven Brusttumorzelllinie MDA-MB-231 wurden Zellen gewonnen,
die selektiv in das Hirn und die Knochen metastasieren (Yoneda et al., 2001). Dies

erfolgte durch wiederholte Applikation der Zellen in Nacktmause (Balb/c nu/nu-
Stamm) und Entnahme der metastasierten Zellen aus den jeweiligen Organen. Diese
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beiden Zelllinien, MDA-MB-231-Brain und -Bone Uberexprimierten den Typlll-TGF-f3-
Rezeptor Endoglin. Um die Signifikanz dieser Uberexpression zu untersuchen,
wurden zunachst Klone der Ausgangszelllinie MDA-MB-231-Parental hergestellt, die
den Rezeptor ebenfalls Uberexprimieren. Parallel hierzu wurde die Endoglin-
Expression in den MDA-MB-231-Brain Zellen mit Hilfe eines shRNA-Vektors
reduziert. Die Konstruktion der fur diese Zwecke notwendigen Vektoren wird im
Folgenden beschrieben.

Vorversuche zur Wahl der Klonierungsstrategie

Zunachst wurden zurzeit gebrauchliche lipidbasierte Transfektionsreagenzien
(Lipofectin, Fugene und Effectene) auf ihre Eignung zur Transfektion der
MDA-MB-231 Brusttumorzellen mit Plasmid-DNA hin Gberprift. Als Reportervektor
diente das Plasmid pcDNA3.1-eGFP. In eukaryotische Zellen transfiziert, erlaubt das
Plasmid die konstitutive Expression einer modifizierten Variante (eGFP, enhanced
Green Fluorescent Protein) des aus der Qualle Aequorea victoria stammenden
green fluorescent protein. Bei Anregung mittels Licht der Wellenlange (AvaxAnregung
= 488nm) zeigt das Protein eine Fluoreszenz im grunen Lichtspektrum (AmaxEmission
= 509nm), so dass mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops die Transfektionsrate be-
stimmt werden kann (Anzahl transfizierter Zellen / Gesamtzellzahl). Selbst nach
umfangreichen Optimierungsexperimenten lagen die Transfektionsraten beim effek-
tivsten Reagenz (Lipofectin) nur bei etwa 20%. Aus diesem Grund wurde
entschieden, alle im Rahmen dieser Arbeit geplanten Experimente nur mit stabil
transfizierten Zellen durchzufuhren. Hierfur mussten zunachst Vektoren konstruiert
werden, die sich flr eine stabile Transfektion eignen.

3.2.1 Herstellung des L-Endoglin-Expressionsvektors

Die bei der Klonierung verwendete L-Endoglin-cDNA wurde aus dem
Expressionsvektor pcEXV-3-EndoL gewonnen, welcher freundlicherweise von Herrn
Prof. Carmelo Bernabeu (Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid) zur
Verflugung gestellt wurde. Dieser Vektor eignet sich vor allem zur transienten
Expression einer integrierten cDNA, wobei der Promotor des SV40 Virus genutzt
wird.

Das Plasmid weist jedoch kein Resistenzgen auf, das zur Selektion der
transfizierten eukaryotischen Zellen genutzt werden kénnte. Eine stabile Transfek-
tion ist nur in Verbindung mit einem zweiten, Resistenzgen-tragenden Vektor als so
genannte Kotransfektion moglich. Da hierbei aber viele Klone erhalten werden, die
zwar die notige Resistenz aufweisen, jedoch das entsprechende Gen nicht oder nur
in geringem Mal3e exprimieren, wurde die Endoglin-cDNA aus dem Vektor pcEXV-3-
EndoL in einen Expressionsvektor subkloniert, welcher selbst die Expression eines
eukaryotischen Resistenzmarkers ermoglicht (p)cDNA3.1/Zeo).

Fir die Subklonierung wurden die Ausgangsvektoren pcEXV-3-EndoL und
pcDNA3.1/Zeo(-) zunachst durch Hitzeschock-Transformation in kompetente E. coli
Library Efficiency® DH5a™ Zellen eingeschleust und innerhalb der Bakterien
vermehrt. Die Isolierung beider Plasmide erfolgte mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi
Kits. Bei der anschlieRenden Restriktionsreaktion mit dem Enzym EcoRI erhielt man
aus dem Plasmid pcEXV-3-EndoL zwei Fragmente von jeweils 2300 und 3063
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Basenpaaren Lange, was in Ubereinstimmung mit den bekannten Sequenzen von
pcEXV-3 und der L-Endoglin-cDNA (Zugangs-Nr. BC014271) lag (siehe Abb. 3.2).

EeoRI - 3363 - GTAATT C

Sacl - 4376 - G_AGCT'C

pcEXV-3-EndoL
5363 bp

Xhol - 3659 - C'TCGA_G

EcoRI - 3063 - G'AATT C
BariHI - 2962 - G"GATC_C Safl - 2511 - G'TCGA_C
Xhol - 2894 - C'TCGA G HindIII - 2543 - A'TAGCT T

LeoRT - 7314 - GTAATT C
Xhol - 7281 - C'TCGA G
Xbal - 7275 - T'CTAG_A

Sacl - 7178 - G_AGCT'C

Xhol - 396 - C'ICGA G

Sall - 6392 - G'TCGA_C
Sail - 63538 - G'TCGA C

Sucl - 1313 - G_AGCT'C
Pyul - 5807 - CG_AT'CG

EcoRT - 2300 - G'AATT C
BamHI - 2323 - G'GATC_C
Sael - 2333 - G_AGCT'C
HindIII - 2341 - A'AGCT T

Safl - 4170 - G'TCGA C

Abb. 3.2 Die Expressionsvektoren pcEXV-3-EndoL und pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL. Da
der Vektor pcEXV-3 kein eigenes Resistenzgen aufweist, wurde die Endoglin-cDNA in
den Vektor pcDNA3.1/Zeo(-) subkloniert. Dieser weist ein Resistenzgen fiir das
Selektionsreagenz Zeocin auf. Funktionelle Elemente der Vektoren sind durch Pfeile
und Balken hervorgehoben. Promotoren: lila, ORFs (Open Reading Frames): griine
Pfeile, Poly-Adenylierungssignale: rot, Origins (Replikationsstartpunkte): schwarz.
Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind auf der AuBenseite des Plasmidkreises
unter Angabe der Position und Sequenz gekennzeichnet. Restriktionsenzyme, deren
Erkennungssequenz 1x, 2x oder 3x innerhalb der Plasmid-DNA vorkommt, sind blau,
rot und griin dargestelit.
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Parallel hierzu wurde der Vektor pcDNA3.1/Zeo(-) mit dem gleichen Enzym
linearisiert. Die DNA wurde mit Hilfe praparativer Agarose-Gelelektrophorese von
unerwinschten DNA-Fragmenten, Enzymen und Salzen befreit. Das 2,3kb lange
pcEXV-3-EndoL-Fragment (beinhaltet die L-Endoglin-cDNA) und der linearisierte
pcDNA3.1/Zeo(-)-Vektor konnten nun in der folgenden Ligationsreaktion eingesetzt
werden. AnschlieBend wurden kompetente E. coli Library Efficiency® DH5a™ Zellen
mit dem Ligationsansatz transformiert. Nach 24 Stunden zeigten sich auf den
Ampicillin-haltigen (100ug/ml) LB-Platten Bakterienkolonien, die nun auf korrekten
Einbau der cDNA hin Uberpruft werden konnten. Zu diesem Zweck wurden 30
Kolonien Uberimpft und bei 37°C in LB-Flussigmedium (100ug/ml Ampicillin) Uber
Nacht inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Plasmidisolierung im ,Mini“-Mal3stab
(Birnboim und Doly, 1979). Eine erste Uberpriifung der Kolonien erfolgte durch
Restriktionshydrolysen, wobei die Enzyme EcoRI, Xhol, Sacl, BamHI, Hindlll, Xbal
und Sall zum Einsatz kamen. Die Plasmid-DNA einer Kolonie (Kolonie 13) wies ein
korrektes Bandenmuster auf (siehe Abb. 3.3), samtliche Spaltprodukte der
Restriktionsreaktionen stimmten mit den erwarteten Fragmentgrofen Uberein (siehe
Tabelle 3.1). Dieses Plasmid wurde durch Sequenzierung endgultig Uberprift und
dann fur Transfektionsreaktionen eingesetzt.

kBp
10

Tab. 3.1 Uberpriifung des
putativen pcDNA3.1-Zeo(-)-
EndoL-Klons mittels Re-
striktionsanalyse

RE Erwartete Frag-
mentgroRen (bp)

EcoRI 5014, 2300
Xhol 6685, 629
Sacl 4845, 1449, 1020

BamHI 7314
Hindlll 7314
Xbal 7314

Sall 5092, 2188, 34

Abb. 3.3 Uberpriifung des pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL-Klons. Das Plasmid wurde mit den
Restriktionsenzymen (RE) EcoRIl, Xhol, Sacl, BamHIl, Hindlll, Xbal und Sall
hydrolysiert. Die Spuren 1 und 10 enthalten den DNA-Standard 1kb DNA Step Ladder
(Promega), Spur 3 weist den Marker GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas)
auf. Die erhaltenen Spaltprodukte stimmen mit den erwarteten FragmentgroRen
vollstandig uiberein.
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3.2.2 Herstellung des S-Endoglin-Expressionsvektors

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung des Vektors pcDNAS3.1/Zeo(-)-EndoS
dienten die Plasmide pcEXV-3-EndoS und pcDNA3.1/Zeo(-). Der Vektor pcEXV-3-
EndoS wurde wiederum freundlicherweise von Herrn Prof. Carmelo Bernabeu
(Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid) zur Verfligung gestellt. Die einzelnen
Schritte der Klonierung entsprachen denen der pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL Konstruk-
tion. Das in den Vektor pcDNA3.1/Zeo(-) subklonierte, S-Endoglin-cDNA enthaltende
Fragment war hier allerdings 2,4kb lang. Die Vektorkarte des S-Endoglin-
Expressionsvektors ist in Abb. 3.4 dargestellt. Der Ligationsansatz wurde in
kompetente E. coli Library Efficiency® DH5a™ Zellen transformiert, wobei innerhalb
von 24 Stunden unter selektiven Bedingungen (Ampicillin-LB-Medium, 100ug/ml)
Bakterienkolonien entstanden, die entsprechend obiger Vorgehensweise durch
Restriktionshydrolyse Uberprift wurden. Die Kolonie 2 wies ein Plasmid mit
korrektem Bandenmuster auf (siehe Abb. 3.5), welches im Folgenden in E. coli
Bakterien vermehrt und dann im ,Midi“-Mal3stab isoliert wurde. Nachdem die
Fehlerfreiheit des Konstruktes durch Sequenzierung festgestellt wurde, fand die
Plasmid-DNA dieser Kolonie in den folgenden Transfektionsexperimenten
Verwendung.

BamHI - 23 - G'GATC C
Sacl - 33 - G AGCT'C
HindII - 41 - A'AGCT T

EcoRI - 7445 - G'AATT C

Sacl - 6327 - G_AGCT'C

{

pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoS gl

7445 bp
Seil - 4092 - G'TCGA C

Sail - 4058 - G'TCGA C Pyl - 3507 - CG_AT'CG

Xhol - 5610 - C'TCGA G Sedl - 1870 - G'TCGA_C

EcoR1 - 5014 - GTAATT C

Xhol - 4981 - C'TCGA_G
Xbal - 4975 - T'CTAG A
Sacl - 4878 - G_AGCT'C

Abb. 3.4 Der Expressionsvektor pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoS. Funktionelle Elemente des
Vektors sind durch Pfeile und Balken hervorgehoben. Promotoren: lila, ORFs (Open
Reading Frames): griine Pfeile, Poly-Adenylierungssignale: rot, Origins (Replikations-
startpunkte): schwarz. Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind auf der AuBenseite
des Plasmidkreises unter Angabe der Position und Sequenz gekennzeichnet. Restrik-
tionsenzyme, deren Erkennungssequenz 1x, 2x oder 3x innerhalb der Plasmid-DNA
vorkommt, sind blau, rot und griin dargestellt.
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Der S-Endoglin-Expressionsvektor ist, abgesehen von der Endoglin-cDNA, identisch
mit dem L-Endoglin-Expressionsvektor. Daher kann der S-Endoglin-Klon S-End-8
unter bestimmten Voraussetzungen (namlich dann, wenn eine zellulare Reaktion von
der cytosolischen Domane des L-Endoglins abhangig ist) eine Kontroll-Transfektion
mit leerem Vektor (empty vector control, mock control) ersetzen.

kBp )
Tab. 3.2 Uberpriifung des
putativen pcDNA3.1-Zeo(-)-

10 EndoS-Klons mittels Re-
5 striktionsanalyse
g RE Erwartete Frag-
mentgroRen (bp)
2 EcoRI 5014, 2431
Xhol 6816, 629
1 Sacl 4845, 1449, 1151
BamH| 7445
Hindlll 7445
Xbal 7445

Sall 5223, 2188, 34

Abb. 3.5 Uberpriifung des pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoS-Klons. Das Plasmid wurde mit den
Restriktionsenzymen (RE) EcoRl, Xhol, Sacl, BamHI, Hindlll, Xbal und Sall hydro-
lysiert. Die Spuren 1 und 10 enthalten den DNA-Standard 1kb DNA Step Ladder
(Promega), Spur 3 weist den Marker GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas)
auf. Die erhaltenen Fragmente entsprechen der Erwartung und stellen damit den
korrekten Einbau sicher.

3.2.3 Herstellung des Endoglin-shRNA-Vektors

Um die hohe Endoglin-Expression der MDA-MB-231 Brain kinstlich zu senken,
wurde der Vektor pSUPER-Zeo-EndoEx4 konstruiert. Mit Hilfe von shRNA-Vektoren
ist es moglich intrazellular siRNA zu generieren, welche dann die Kopienzahl der
jeweiligen mRNA in der Zelle reduzieren kann. Der Vektor pSUPER nutzt den
humanen H1-RNA-Polymerase IlI-Promotor. An diesen Promotor kann die zelleigene
RNA-Polymerase Il binden und einen auf den Promotor stromabwarts folgenden
DNA-Abschnitt transkribieren. Die entstandene RNA bildet aufgrund ihrer
Basenzusammensetzung spontan eine Haarnadelstruktur. Diese small-hairpin-RNA
wird durch den so genannten Dicer-Komplex zu doppelstrangiger, etwa 22bp langer
RNA (siRNA; small-interfering RNA) prozessiert. Die 21bp lange RNA ist im
Zusammenspiel mit dem zellularen RISC (RNA-induced silencing complex) fur die
Degradation der Ziel-mRNA verantwortlich.
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Beim Vektor pSUPER-Zeo-EndoEx4 befindet sich stromabwarts des H1-
Promotors ein DNA-Fragment, dessen Sequenz identisch ist mit einem Abschnitt aus
dem Exon4 des Endoglin-Gens (AACACCACAGAGCTGCCATCCTT). Der Vektor
wurde bereits mit Erfolg eingesetzt, um die Endoglin-Expression in HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) und HMEC-1 (Human Microvascular Endothelial
Cells-1) —Zellen herabzusetzen (Sanz-Rodriguez et al., 2004; Blanco et al., 2005).
Da der Vektor pSUPER-EndoEx4 jedoch kein Resistenzgen besitzt, eignet er sich
nur zur transienten Transfektion. Um ihn zur stabilen Transfektion der MDA-MB-231-
Brain-Zelllinie nutzen zu kénnen, wurde er zunachst mit einem Zeocin-Resistenzgen
ausgestattet (siehe Abb.3.6). Als Ausgangsmaterial zur Konstruktion des Vektors
pSUPER-Zeo-EndoEx4 dienten die Vektoren pSUPER-Zeo (Quelle: Dr. Vera
Bianchi, Department of Biology, University of Padova, Italy) und pSUPER-EndoEx4
(Quelle: Prof. Carmelo Bernabeu (Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid). Die
Vektoren wurden im E. coli Stamm DH5a™ vermehrt und dann im ,Midi“-MaRstab
isoliert. Nun erfolgte ein Verdau beider Plasmide mit Hilfe des Restriktionsenzyms
Sall. Das 1072 bp lange Sall-Fragment von pSUPER-Zeo sowie der linearisierte
pSUPER-EndoEx4-Vektor wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese im prapara-
tiven Malstab gereinigt, und dann in einer Ligationsreaktion eingesetzt. Am darauf
folgenden Tag wurden DH5a™ -Zellen mit dem Ligationsansatz transformiert. Das

Sall - 4306 - G'TCGA C

Xbel - 4300 - T'CTAG_A
BaHI - 4294 - G'GATC_C
EecoRI - 4284 - G'AATT C

(hol - 6 - C'TCGA G
Kpnl - 25 - G_GTAC'C

Xhol - 3240 - C'TCGA G
Sail - 3234 - G'TCGA_C
Clal - 3226 - AT'CG_AT

HipdII - 3219 - A'AGCT T

EeoRI - 2934 - G'AATT C
BamHI - 2916 - G'GATC_C
Kbl - 2904 - T'CTAG_A
Nofl - 2897 - GC'GGCC_GC
Sacl - 2884 - G_AGCT'C

Pyl - 2727 - CG_AT'CG Pyyl - 1682 - CG_AT'CG

Abb. 3.6 Der shRNA (small-hairpin RNA) —Vektor pSUPER-Zeo-EndoEx4 zur
Reduktion der Endoglin-Expression der MDA-MB-231-Brain-Zelllinie. Da sich strom-
aufwarts des Zeocin-Gens auch ein bakterieller Promotor befindet, konnte bei der
Subklonierung der Zeocin-Kassette dieses Reagenz zur Selektion genutzt werden.
Funktionelle Elemente des Vektors sind durch Pfeile und Balken hervorgehoben. Pro-
motoren: lila, ORFs (Open Reading Frames): griine Pfeile, Poly-Adenylierungssignale:
rot, Origins (Replikationsstartpunkte): schwarz. Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
sind auf der AuBenseite des Plasmidkreises unter Angabe der Position und Sequenz
gekennzeichnet. Restriktionsenzyme, deren Erkennungssequenz 1x, 2x oder 3x inner-
halb der Plasmid-DNA vorkommt, sind blau, rot und griin dargestellit.
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bei der Klonierung verwendete Sall-Fragment des pSUPER-Zeo—Vektors weist
neben dem Zeocin-Resistenzgen, einem SV40-Promotor und dem SV40-Polyadeny-
lierungssignal auch einen bakteriellen Promotor auf (siehe Abb. 3.6), so dass eine
Selektion der transformierten Bakterien mit Hilfe von Zeocin (25ug/ml) auf speziellen
Salz-reduzierten LB-Agarplatten erfolgen konnte. In der Tat wiesen alle mittels
Hindlll-Restriktionshydrolyse uberpruften Bakterienkolonien ein Plasmid von 4,3kb
Lange auf. Das Plasmid der Kolonie 1 wurde durch Restriktionshydrolyse
weitergehend Uberpruft. Hierbei zeigten sich ausschliel3lich Fragmente erwarteter
Grolde (siehe Abb. 3.7 und Tab. 3.3), weshalb dieser Vektor zur stabilen Transfektion
der MDA-MB-231-Brain-Zelllinie genutzt wurde.

Da das Zeocin-Resistenzgen in Form einer vollstandigen Resistenz-Kassette,
samt Promotor und PolyA-Signal, kloniert wurde, war die Orientierung des
integrierten Sall-Fragments unerheblich und wurde daher nicht bestimmt.

kBp ..
Tab. 3.2 Uberpriifung des
10 putativen pSUPER-Zeo-
EndoEx4-Klons mittels Re-
2 striktionsanalyse
3 RE Erwartete Frag-
mentgrofRen (bp)
2 Sacl 4306
Hindlll 4306

BamH| 2928, 1378
Xbal 2910, 1396
EcoRl 2956, 1350
Xhol 3234, 1072

Abb. 3.7 Uberpriifung des pSUPER-Zeo-EndoEx4 -Klons. Das Plasmid wurde mit den
Restriktionsenzymen (RE) Sacl, Hindlll, BamHI, Xbal, EcoRIl und Xhol hydrolysiert. Die
Spuren 1 und 9 enthalten den DNA-Standard 1kb DNA Step Ladder (Promega), Spur 2
weist den zirkularen Vektor pSUPER-Zeo-EndoEx4 auf. Das Fragmentierungsmuster
belegt den korrekten Einbau der Zeocin-Kassette.

3.2.4 Sequenzierung der Klone

Um die Korrektheit der Klone pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL und pcDNA3.1/Zeo(-)-
EndoS sicherzustellen, wurden die gereinigten Vektoren mit Hilfe der Standardprimer
T7 und BGHreverse sequenziert. Die Sequenzen wurden anschlieRend mit den
bereits veroffentlichten Sequenzen von L-Endoglin (Zugangs-Nr. BC014271) und
S-Endoglin (Zugangs-Nr. X72012) abgeglichen. Hierbei zeigte sich eine vollstandige
Ubereinstimmung der Daten, so dass die erzeugten Vektoren im Folgenden zur
Transfektion der Brusttumorzelllinie MDA-MB-231 genutzt werden konnten.
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Ergebnisse der Sequenzierungen:

In den angegebenen zwei Sequenzen sind folgende Elemente markiert: Zum
Vektor gehdrende Sequenzbereiche: blau, Startcodon: grun, Stoppcodon: rot, Spleil3-
Donor/Akzeptor-Stellen: orange. Das in der S-Endoglin-Sequenz noch enthaltene

Insertionselement

(in  S-Endoglin-Sequenz unterstrichen) besitzt ein eigenes

Stoppcodon. Bei der in allen Geweben dominant exprimierten L-Endoglin-Isoform
wird dieser Bereich in der entsprechenden mRNA durch alternatives Spleil3en

entfernt.

Sequenzierung des Vektors pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL mit den Sequenzierprimern T7
und BGHreverse:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ggccctctagactcgagcggccgccactgtgectggatatctgcagaattccgtggacage
MCS von pcDNA3.1/Zeo (-)
atggaccgcggcacgctceccctcectggectgttgecctgetgetggeccagetgecagectcage
cccacaagtcttgcagaaacagtccattgtgaccttcagecctgtgggeccccgagagggac
gaggtgacatataccactagccaggtctcgaagggctgecgtggctcaggecccccaatgece
atccttgaagtccatgtcctcecttecctggagttcccaacgggeccecgtcacagectggagetyg
actctccaggcatccaagcaaaatggcacctggccccgagaggtgecttectggtectcagt
gtaaacagcagtgtcttcctgcatctccaggeccctgggaatcccactgcacttggectac
aattccagcctggtcaccttccaagagcccccgggggtcaacaccacagagctgecatcece
ttccccaagacccagatceccttgagtgggcagctgagaggggecccatcacctetgetget
gagctgaatgacccccagagcatcctceccteccgactgggeccaagecccaggggtcactgtece
ttctgcatgctggaagccagccaggacatgggccgcacgctcgagtggecggecgegtact
ccagccttggtccggggctgeccacttggaaggecgtggeccggeccacaaggaggecgecacatce
ctgagggtcctgccgggccactcggccgggecccggacggtgacggtgaaggtggaactyg
agctgcgcacccggggatctcgatgcecgtectcatecctgcagggtecececectacgtgtece
tggctcatcgacgccaaccacaacatgcagatctggaccactggagaatactccttcaag
atctttccagagaaaaacattcgtggcttcaagctcccagacacacctcaaggecctectg
ggggaggcccggatgctcaatgccagcattgtggcatccttegtggagectaccgetggec
agcattgtctcacttcatgcctccagctgecggtggtaggctgcagacctcacccgcaccg
atccagaccactcctcccaaggacacttgtagecccggagetgcectcatgtecttgatceccag
acaaagtgtgccgacgacgccatgaccctggtactaaagaaagagcttgttgcgcatttg
aagtgcaccatcacgggcctgaccttctgggaccccagectgtgaggcagaggacaggggt
gacaagtttgtcttgcgcagtgcttactccagctgtggcatgcaggtgtcagcaagtatg
atcagcaatgaggcggtggtcaatatcctgtcgagctcatcaccacagcggaaaaaggtyg
cactgcctcaacatggacagcctctctttccagectgggectctacctcageccacactte
ctccaggcctccaacaccatcgageccggggcagcagagetttgtgcaggtcagagtgtece
ccatccgtctccgagttcectgctceccagttagacagctgeccacctggacttggggectgag
ggaggcaccgtggaactcatccagggccgggcggccaagggcaactgtgtgagectgetyg
tccccaagccecccgagggtgaccecgegcecttcagettectectecacttectacacagtacce
atacccaaaaccggcaccctcagctgcacggtagceccctgegtcccaagaccgggtcectceaa
gaccaggaagtccataggactgtcttcatgcgcttgaacatcatcagccctgacctgtcet
ggttgcacaagcaaaggcctcgtcctgeccecgecgtgectgggecatcacctttggtgectte
ctcatcggggccctgctcactgectgcactctggtacatctactcgcacacgecgttecccece
agcaagcgggagcccgtggtggcecggtggctgceccccecggectecctcggagagcagcagcace
aaccacagcatcgggagcacccagagcaccccctgctccaccagcagcatggcatagecc
cggccccecceccgcegetecgeccagcaggagagactgagcagecgceccagectgggagecactggtyg
tgaactcaccctgggagccagtcctccactcgacccagaatggagectgectcectecgegece
tacccttcccecgectceccecctectcagaggectgetgeccagtgcageccactggettggaacacce
ttggggtccctccaccccacagaaccttcaacccagtgggtectgggatatggectgeccag
gagacagaccacttgccacgctgttgtaaaaacccaagtccctgtcatttgaacctggat
ccgaattccaccacactggactagtggatccgagctcggtaccaagcttaagtttaaacc
MCS von pcDNA3.1/Zeo (-)
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Sequenzierung des Vektors pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoS mit den Sequenzierprimern T7
und BGHreverse:

MCS von pcDNA3.1/Zeo (-)

ggccctctagactcgagcggceccgccactgtgectggatatctgcagaatteccgtggacage
1 atggaccgcggcacgctccctctggectgttgecctgetgectggecagetgecagectecage
61 cccacaagtcttgcagaaacagtccattgtgaccttcagcctgtgggcceccgagagggac
121 gaggtgacatataccactagccaggtctcgaagggctgcgtggctcaggcccccaatgcec
181 atccttgaagtccatgtcctcttcctggagttcecccaacgggeccecgtcacagectggagetyg
241 actctccaggcatccaagcaaaatggcacctggccccgagaggtgettctggtectcagt
301 gtaaacagcagtgtcttcctgcatctccaggeccctgggaatcccactgcacttggectac
361 aattccagcctggtcaccttccaagagcccccgggggtcaacaccacagagcectgcecatece
421 ttccccaagacccagatccttgagtgggcagctgagaggggeccccatcacctetgetget
481 gagctgaatgacccccagagcatcctectccgactgggeccaagecccaggggtcactgtee
541 ttctgcatgctggaagccagccaggacatgggccgcacgctcgagtggecggecgegtact
601 ccagccttggtccggggctgccacttggaaggcgtggeccggeccacaaggaggcecgecacate
661 ctgagggtcctgccgggccactcggeccgggecccggacggtgacggtgaaggtggaactg
721 agctgcgcacccggggatctcgatgccgtectcatcctgcagggtecceccctacgtgtec
781 tggctcatcgacgccaaccacaacatgcagatctggaccactggagaatactccttcaag
841 atctttccagagaaaaacattcgtggcttcaagctcccagacacacctcaaggectcectg
901 ggggaggcccggatgctcaatgccagcattgtggcatccttecgtggagetaccgetggece
961 agcattgtctcacttcatgcctccagctgecggtggtaggctgcagacctcacccgecaccg
1021 atccagaccactcctcccaaggacacttgtagecccggagetgcectcatgteccttgatccag
1081 acaaagtgtgccgacgacgccatgaccctggtactaaagaaagagcttgttgegecatttg
1141 aagtgcaccatcacgggcctgaccttctgggaccccagectgtgaggcagaggacaggggt
1201 gacaagtttgtcttgcgcagtgcttactccagectgtggcatgcaggtgtcagcaagtatyg
1261 atcagcaatgaggcggtggtcaatatcctgtcgagctcatcaccacagcggaaaaaggtyg
1321 cactgcctcaacatggacagcctctctttccagetgggectctacctcageccacactte
1381 ctccaggcctccaacaccatcgageccggggcagcagagetttgtgcaggtcagagtgtee
1441 ccatccgtctccgagttecctgctccagttagacagectgeccacctggacttggggectgag
1501 ggaggcaccgtggaactcatccagggccgggcggccaagggcaactgtgtgagectgetyg
1561 tccccaagccccgagggtgacccecgegettcagettectectceccacttcectacacagtacce
1621 atacccaaaaccggcaccctcagctgcacggtagccctgegtcccaagaccgggtctcaa
1681 gaccaggaagtccataggactgtcttcatgcgcttgaacatcatcageccctgacctgtcet
1741 ggttgcacaagcaaaggcctcgtcctgcecccgecgtgectgggecatcacctttggtgectte
1801 ctcatcggggccctgctcactgectgcactctggtacatctactcgcacacgecgtgagtac
1861 cccaggcccccacagtgagcatgccgggeccctceccatccaccecgggggageccagtgaag
1921 cctctgagggattgaggggccctggcaggaccctgaccteccgeccectgecccegeteccyg
1981 ctcccaggttecccccagcaagcecgggageccgtggtggeggtggetgecceggectecteg
2041 gagagcagcagcaccaaccacagcatcgggagcacccagagcaccccctgectccaccage
2101 agcatggcatagccccggcccceccgcecgectecgeccagcaggagagactgagcagecgecag
2161 ctgggagcactggtgtgaactcaccctgggagccagtcctccactcgacccagaatggag
2221 cctgctctccgegectacccecttececgectecctectcagaggectgetgeccagtgecageca
2281 ctggcttggaacaccttggggtccctccaccccacagaaccttcaacccagtgggtetgg
2341 gatatggctgcccaggagacagaccacttgccacgctgttgtaaaaacccaagtccctgt
2401 catttgaacctggatccgaattccaccacactggactagtggatccgagctcggtaccaa

MCS von pcDNA3.1/Zeo (-)

3.2.5 Stabile Transfektion der MDA-MB-231-Zelllinien

Um die hergestellten Konstrukte in MDA-MB-231-Brusttumorzellen einzu-
schleusen, wurde als Tragersystem Lipofectin benutzt. Die Transfektion erfolgte nach
Angaben des Herstellers.

Etwa eine Woche nach Transfektion der Brusttumorzellen und Kultivierung in
Anwesenheit von Zeocin begannen die meisten Zellen abzusterben. Da die MDA-
MB-231-Zellen in Vorversuchen eine intrinsische Resistenz gegen das ubliche G418-
Selektionsreagenz zeigten, wurde dieses Reagenz gewahlt. Die optimale Zeocin-
Konzentration (1000ug/ml Zeocin) wurde mit Hilfe einer ,kill-curve® bestimmt.
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In dieser Phase erfolgte ein taglicher Mediumwechsel, um kein totes Zellmaterial
in den Kulturflaschen zu belassen. Nach weiteren drei Tagen unter Selektionsdruck
verblieben auf den Bdden der Kulturflaschen lediglich einzelne Zellkolonien (siehe
Abb. 3.8). Da die Kolonien bereits eine ausreichende GréRe aufwiesen, konnten sie
nun mit Hilfe von Trypsin von den Flaschenbdden geldost werden. Die Zellen wurden
mit einer gelben Pipettenspitze aufgenommen und in jeweils neue Kulturschalen
ausgesat. Nach einer weiteren Woche wurde die Konzentration des Selektions-
reagenzes auf ein Viertel reduziert. Bei stabilen Transfektionen sollte selbst nach
Abschluss der Selektionsphase das Selektionsreagenz nicht vollstandig abgesetzt
werden. Hierdurch halt man die Region, in der das Plasmid im Rahmen der Trans-
fektion integrierte transkriptional aktiv, so dass sich die Expression der klonierten
cDNA nicht abschwachen sollte.

Abb. 3.8 MDA-MB-231-Brain-Zellen nach Transfektion mit dem shRNA-Vektor
PSUPER-Zeo-EndoEx4 und 10-tigiger Selektion mit Hilfe des Reagenzes Zeocin
(1000ug/ml). Die entstandenen Zellkolonien waren nun bereits ausreichend groB, um
in frische, neue Zellkulturflaschen expandiert zu werden. Vergleichbare Kolonien
erhielt man auch bei der Generierung der L- und S-Endoglin-Klone. Der Balken
entspricht einer Lange von 100um.

3.3 Endoglin-Expressionsniveau der MDA-MB-231-Zelllinien

3.3.1 Endoglin-Expression in MDA-MB-231-Zelllinien und einigen
Vergleichszellen (Real-time RT PCR)

Nach erfolgter Etablierung der neu erzeugten MDA-MB-231-Klone, wurde die
Expression des Typlll-TGF-B-Rezeptors Endoglin (CD105) in den Klonen, den
Ausgangszelllinien und einigen Vergleichszellen bestimmt. Zu diesem Zweck wurde
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RNA der Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben und dann in einer Real-time RT-
PCR (Real-time Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) eingesetzt. Wie
anhand der Abb. 3.9 ersichtlich ist, konnte die Kopienzahl der Endoglin-mRNA durch
die stabile Transfektion der Linie MDA-MB-231-Parental mit den konstruierten
Expressionsvektoren stark erhoht werden. Wahrend der ACr-Wert der Ausgangs-
zellen bei 13,2 liegt, weisen die L-Endoglin-Klone (L-End-3 und L-End-2) Werte von
6,1 bis 6,6 auf. Dies entspricht einer Steigerung der entsprechenden mRNA-Menge

Relative
Expression

-100.000

~10.000

~1.000

100

-10

MDA-MB-231 Vergleichszellen

Abb. 3.9 Bestimmung der relativen Endoglin-Expression in verschiedenen
MDA-MB-231 Zelllinien und Vergleichszellen mittels quantitativer RT PCR. Die
Endoglin-Expression der Zelllinie MDA-MB-231-Parental, sowie hiervon abgeleiteten
Klonen ist grin dargestellt, Ergebnisse fiir MDA-MB-231—Brain-Zellen und
abgeleiteten Klonen sind blau gezeichnet. Zum Vergleich wurden die Zelllinien HUVEC
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells), HEK-293 (Human Embryonic Kidney), U343
und U118 (humane Gliomazelllinie)y THP-1 (Makrophagen-Zelllinie) und C28i
(Chondrozyten-Zelllinie) hinzugezogen. Ebenso wurde das Endoglin-Expressions-
niveau eines humanen Glioms Grad IV bestimmt, das vermutlich hochvaskularisiert
ist. Der Erfolg der Transfektionsexperimente spiegelt sich in den jeweiligen Mengen
an CD105-mRNA wider. Durch Transfektion der parentalen Zelllinie konnte die
Kopienzahl der Endoglin-mRNA in diesen Zellen —wie beabsichtigt— auf das Niveau der
hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Brain-Linie angehoben werden. Die, mit dem
S-Endoglin-Expressionsvektor transfizierten, Klone S-End-8 und S-End-16 syntheti-
sieren sogar erheblich groRere Menge an entsprechender mRNA. Die Endoglin-mRNA-
Expression in den MDA-MB-231-Brain-Zellen konnte mit Hilfe des shRNA-Vektors beim
Klon PSU-7 um 78% gesenkt werden.
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um den Faktor 137 (bei L-End-3-Zellen). Damit erreichen die L-Endoglin-Klone auf
MmRNA-Ebene etwa das CD105-Expressionsniveau der hirnmetastasierenden
Zelllinie MDA-MB-231-Brain (ACt —Wert: 6,2; siehe Abb. 3.9). Die S-Endoglin-Klone
S-End-8 und S-End-16 exprimieren die eingeschleuste cDNA noch starker, mit ACt —
Werten von 4,1 bis 5,4. Der verwendete TagMan Gene Expression Assay flr
Endoglin (Applied Biosystems, Hs00164438_m1) nutzt Primer, die nicht zwischen
den beiden CD105-Isoformen diskriminieren. Die gentechnische Veranderung der
MDA-MB-231-Brain-Zellen mittels shRNA-Vektor fuhrte zu einer Abnahme der
Endoglin-mRNA um bis zu 78%, der ACt —Wert erhdhte sich von 6,2 auf 8,05
(PSU-15) bzw. 8,35 (PSU-7) und lag hiermit etwa auf Hohe der als Referenz
mitgeflhrten MDA-MB-231-Zelllinie Bone (ACt —Wert: 7,96).

Zum Vergleich wurde auch die CD105-Expression weiterer Zellen bestimmt.
HUVE-Zellen (PromoCell GmbH, Heidelberg) synthetisieren die mRNA, wie flur
proliferierende Endothelzellen zu erwarten war, in sehr hohem Male (ACt-Wert:
3,50). Auch monozytare Zellen (THP-1-Zelllinie; ACr-Wert: 4,20; Quelle: National
Institutes of Health, Bethesda), Chondrozyten (C28i-Zelllinie; ACt-Wert: 6,16; Quelle:
Dr. Mary B. Goldring, Boston), sowie das Homogenat eines hochmalignen
Glioblastoms (WHO-Grad IV; ACt-Wert: 4,37; Neurochirurgie der Universitat Kiel)
exprimieren das Endoglin-Gen auf hohem Niveau (siehe Abb. 3.9). Vermutlich hat
innerhalb des Glioms eine signifikante Angiogenese, mit Einsprossung Endoglin-
produzierenden Endothels, stattgefunden, Zudem kdnnten Makrophagen aufgrund
gestorter Integritat der Blut-Hirn-Schranke eingewandert sein. Die etablierten Gliom-
zelllinien U343 und U118 (bezogen Uuber: Deutsches Krebsforschungszentrum,
Heidelberg) hingegen weisen die mRNA in deutlich geringerer Kopienzahl auf (ACt-
Werte: 14,11 und 12,14). Die humane Nierenzelllinie HEK-293 (Human Embryonic
Kidney, CCS Cell Culture Service, Hamburg) zeigt keine nennenswerte CD105-
Expression.

Die Klone mit der jeweils hochsten (L-End3 und S-End-8) bzw. niedrigsten
Endoglin-Expression (PSU-7) kamen in den weiter unten beschriebenen Experi-
menten zum Einsatz. Da MDA-MB-231-Brain- und L-End-3-Zellen die gleiche
CD105-Expressionshdéhe aufweisen, sollte der L-End-3-Klon die gleichen durch
Endoglin hervorgerufenen Eigenschaften wie die Brain-Zelllinie besitzen. Beim
S-Endoglin besteht die cytoplasmatische Domane aus nur 14 Aminosauren und kann
im Gegensatz zu der des L-Endoglin (47 AS) nicht im Rahmen der TGF-B-
Signaltransduktion phosphoryliert werden. S-Endoglin gilt deshalb als Gegenspieler
des L-Endoglins und wird haufig als Werkzeug zur Untersuchung der Signal-
transduktion dieses Zytokins eingesetzt.

Der S-Endoglin-Klon S-End-8 ist die MDA-MB-231-Zelllinie mit der hochsten
Endoglin-Expression (ACt —Wert: 4,1). Effekte, die von der kurzen Isoform des
Endoglins hervorgerufen werden, sollten bei diesem Klon also deutlich sichtbar sein.
Auch die Endoglin-Reduktion um 78% in dem Klon PSU-7 erschien ausreichend, so
dass darauf verzichtet wurde, weitere Klone zu entwickeln. Somit standen alle
erforderlichen Werkzeuge zur Verfligung, um den Einfluss von Endoglin auf die
Brusttumorzelllinie MDA-MB-231 zu untersuchen. Auch die Relevanz der Endoglin-
Uberexpression in der hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Brain-Zelllinie sollte mit
Hilfe der neuen Zelllinien beurteilt werden kdonnen.
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3.3.2 Immuncytochemische Darstellung von Endoglin und ZRP-1 in
MDA-MB-231-Zelllinien

Nachdem der Erfolg der Transfektionsexperimente auf mMRNA-Ebene mit Hilfe von
Real-time RT PCR bestatigt worden war, musste nun sichergestellt werden, dass
sich die kunstlich erhdhte bzw. herabgesetzte Kopienzahl an Endoglin-mRNA auch in
einer groReren bzw. geringeren Menge an akkumuliertem Protein in der Zelle
widerspiegelt. Hierfir wurden immuncytochemische Farbungen der MDA-MB-231-
Parental und —-Brain-Zelllinien, sowie der von diesen Zellen abgeleiteten Klone
L-End-3 und PSU-7 durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf Poly-D-Lysin-beschichteten

Abb. 3.10 Immuncytochemische Darstellung des Typlll-TGFB-Rezeptors Endoglin in
verschiedenen MDA-MB-231 Brusttumorzelllinien. a: MDA-MB-231-Parental, b: MDA-
MB-231-Brain, c: MDA-MB-231-L-End-3 (MDA-MB-231 Parental-Zellen, stabil transfiziert
mit pcDNA3.1/Zeo-EndoL), d: MDA-MB-231-PSU-7 (MDA-MB-231 Brain-Zellen stabil
transfiziert mit pPSUPER-Zeo-EndoEx4). Die Zellen wurden unter Standardbedingungen
(10% FKS) kultiviert und dann mit einem Aceton-Methanol-Gemisch fixiert. Die
Immuncytochemische Farbung erfolgte unter Verwendung eines polyklonalen
Kaninchen-Antikérpers gegen Endoglin (Verdiinnung: 1:100) und des Streptavidin-
Biotin-Systems. Die Wirkung der ins Genom integrierten Vektoren ist deutlich sicht-
bar. Wahrend die Endoglin-Konzentration auf der Oberfliche der parentalen Zellen
durch die stabile Transfektionsreaktion stark zunahm (a+c), sank sie in den trans-
fizierten MDA-MB-231-Brain Zellen (b+d). Vergr. 630%; Kontrastierungsverfahren: DIC.
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Deckglaschen ausgesat und unter Standardbedingungen in Anwesenheit von 10%
FKS kultiviert. Die Fixierung erfolgte durch ein auf -20°C abgekuhltes Aceton-
Methanol-Gemisch (im Verhaltnis 1:1 v/v). Durch die Behandlung der Zellen mit
Aceton/Methanol findet neben der Fixierung gleichzeitig eine vollstandige Permeabili-
sierung der Zellen statt. Das Protein wurde mit Hilfe eines polyklonalen Anti-Endoglin
Kaninchen-Antikorpers (IgG, Santa-Cruz Biotech, sc-20632) markiert und mittels
Streptavidin-Biotin-System dargestellt. Als Sekundarantikérper diente ein biotiny-
lierter Anti-Kaninchen Antikorper aus dem Schwein.

Der Effekt der Transfektionsreaktionen ist deutlich zu erkennen. Wahrend die
Endoglin-Menge der parentalen Zelllinie nicht ausreicht, um eine sichtbare Farbung
hervorzurufen, zeigt der L-End-3-Klon eine stark positive Reaktion (siehe Abb. 3.10).
Auch die durch den Endoglin-shRNA-Vektor bedingte Abnahme der CD105-Protein-
konzentration auf der Oberflache der MDA-MB-231-Brain Zellen ist evident. Die Ver-
teilung des Farbpigments ist bei den angefarbten Zellen —wie fur ein Membranprotein
zu erwarten war- relativ homogen und reicht bis in die Zellauslaufer. Aus diesem
Grund sind auch die Zellgrenzen besser identifizierbar als in den schwach Endoglin-
exprimierenden parentalen Zellen (Abb.3.10 a). Zum Zeitpunkt der Fixierung

Abb. 3.11 Immunfluoreszenz-Darstellung von Endoglin (griin) und dem Endoglin-
Interaktionsprotein ZRP-1 (Zyxin-related protein-1, rot). a: MDA-MB-231-L-End-3-
Zellen; c: MDA-MB-231-Parental-Zellen; b+d: jeweilige Negativ-Kontrolle von a und ¢
(kein Primirantikérper). Die Uberexpression von L-Endoglin moduliert die subzellulére
Lokalisation des Interaktionspartners ZRP-1 in L-End-3-Zellen. Es ist eine auffillige
Konzentrierung im Bereich des Zellkerns sichtbar (a: Pfeile). Balken = 10um

80



3. Ergebnisse

befanden sich offensichtlich viele der Brain- und L-End-3 -Zellen in einem migrieren-
den Zustand (siehe Abb. 3.10 b+c, Pfeile). Die MDA-MB-231-Brain Zelllinie ist im
Gegensatz zur parentalen Linie morphologisch sehr heterogen, man findet viele
Zellen mit ungewohnlich groRen Zellleib (Abb. 3.10 b, Pfeilspitzen).

Um einen potentiellen Einfluss der zellularen L-Endoglin-Konzentration auf die
Lokalisation des Endoglin-Interaktionsproteins ZRP-1 zu untersuchen, wurden beide
Proteine mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Technik dargestellt (Abb. 3.11). Die Zellen
wurden zunachst, entsprechend obiger Vorgehensweise, auf PDL-beschichteten
Deckglaschen kultiviert und mittels Aceton/Metanol (1:1)-Gemisch fixiert. Die Pra-
inkubation erfolgte in Gegenwart von Anti-Endoglin (siehe oben) und Anti-ZRP-1
(Anti-ZRP-1, Kat.-Nr. 612254, BD Biosciences, Heidelberg) —Antikdrpern. Als Sekun-
darantikorper dienten die Alexa-Fluoreszenzfarbstoff-markierten Immunglobuline
Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Kaninchen (griin, Molecular Probes, Kat.-Nr. 31627) und
Alexa Fluor 555 Ziege-Anti-Mouse (rot, Molecular Probes, Kat.-Nr. A31621).

Wahrend sich das Vorkommen des ZRP-1-Proteins in parentalen Zellen
gleichmalig Uber den gesamten Zellleib erstreckt, fuhrt eine hohe Endoglin-
Expression zu einer Konzentrierung von ZRP-1 im Bereich des Nukleus. Derartige
Translokationen von ZRP-1 sind in der Regel mit einer hoheren Zellmotilitat und
einer modulierten Expression Invasions-steigernder Gene verbunden (siehe 4.3.3.1).

3.3.3 Endoglin-Expression in MDA-MB-231-Zellen (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und Immunoblot)

Um die Endoglin-Uberexpression in den generierten Klonen MDA-MB-231-
L-End-3 und -S-End-8 endglltig zu bestatigen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese mit anschlielendem Immunoblot durchgeflhrt. Die Kultivierung
der Zellen erfolgte bei Standardbedingungen unter Verwendung von FKS-haltigen
(10%) A-Medium. Nach Ernte und Lysierung der verschiedenen MDA-MB-231-Linien
wurden Membranfraktionen der Zellen isoliert, in Dithiothreitol-haltigem Probenpuffer
5min bei 90°C inkubiert und dann in einem SDS-Polyacrylamid-Gel der Groflde nach
aufgetrennt.

Beim Immunoblot kam ein, gegen das aminoterminale Ende des Endoglinproteins
gerichteter, polyklonaler Kaninchen-Antikérper (Santa-Cruz Biotechnology, sc-
20632), sowie ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikorper
zum Einsatz. Die Detektion der Protein-Antikdrper-Konjugate erfolgte mit Hilfe des
ECL-Chemilumineszenz Systems (,ECL" ="Enhanced-Chemiluminescence®, ECL
AdvanceTM Western Blotting Detection Kit, GE Healthcare). Der hierbei belichtete
Spezialfilm (Hyperfilm ECL, High Performance Chemiluminescence Film, 18x24cm,
GE Healthcare) wurde entwickelt, fixiert und dann mit einem Scanner eingelesen.

Endoglin ist ein homodimeres, integrales Membranprotein mit einer molekularen
Masse von etwa 200kDa. Das Protein weist eine umfangreiche extrazellulare
Domane von 591 Aminosauren (As) auf, an die sich eine einzige
Transmembrandomane (10 As) und eine relativ kurze cytoplasmatische Doméane
anschliet. Endoglin kommt in zwei Isoformen vor, die sich lediglich in ihrer
cytoplasmatischen Domane unterscheiden. Beim humanen L-Endoglin ist die
cytoplasmatische Domane 47 As lang, bei der kirzeren Splei3-Variante betragt die
Kettenlange 14 As. Unter reduzierenden Bedingungen migrieren die Untereinheiten
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des humanen Endoglins im SDS-Polyacrylamidgel entsprechend einer Molekular-
masse von etwa 102kDa (L-Endoglin) bzw. 97kDa (S-Endoglin; Bellon et al., 1993).
Endoglin ist ein Glykoprotein mit vier potentiellen Glykosylierungsstellen (Paquet et
al., 2001). Aus diesem Grund kann das Migrationsverhalten des Proteins bzw. der
Untereinheiten im Rahmen einer Elektrophorese je nach Glykosylierungsstatus leicht
variieren.

Wahrend die parentalen Zellen unter den gewahlten Experimentierbedingungen im
Western-Blot keine sichtbare Endoglin-Expression zeigen, weisen die mit den
Endoglin-Expressionsvektoren stabil transfizierten Zelllinien L-End-3 und S-End-8
hohe Konzentrationen an Endoglin der jeweiligen Isoform auf. Die vom Anti-
Endoglin-Antikdrper detektierten Proteine besitzen, in Ubereinstimmung mit bereits
veroffentlichten Angaben fur S- und L-Endoglin (s.0.), eine Molekularmasse von 95
bis 100kDa. Der Unterschied in den Molekularmassen beider Isoformen von etwa
5kDa ist nicht deutlich erkennbar. Die akkumulierte Endoglin-Menge ist besonders in
den L-End-3-Zellen sehr hoch (Abb. 3.12). Da fur Membranproteine keine geeignete
Ladekontrolle existiert, wurde das Auftragen gleicher Gesamtproteinmengen durch
sorgfaltiges Pipettieren, sowie Anfarben eines parallel angefertigten, zweiten Gels
mit Coomassie-Brillantblau und Abschatzen der Bandenintensitaten sichergestellt.
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Abb. 3.12 Endoglin-Expression auf Proteinebene in parentalen MDA-MB-231-Zellen
und den abgeleiteten Klonen L-End-3 und S-End-8 (SDS-Gelelektrophorese und
Immunoblot). Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter Standardbedingungen in
Anwesenheit von 10% FKS. Von den Zellen isolierte man Membranfraktionen, welche
dann in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt wurden (5ug Gesamt-
protein pro Spur, Anfangsbedingungen: 400V, 340mA). Die Gesamtkonzentration des
Trenngels an Acrylamid/Bis lag bei 10% (w/v). Als Standard diente der Marker
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, #SM0671), mit den Fragment-
groBen 110, 90, 70, 55, 45, 35, 25 und 15 kDa. Die Detektion von Endoglin erfolgte mit
Hilfe eines Chemilumineszenz-Systems. In den stabil transfizierten Klonen ist eine
starke L- und S-Endoglin-Expression zu erkennen. Leichte Nebenbanden koénnen
durch Unterschiede im Grad der Endoglin-Glykosylierung entstehen.
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3.4 Elektronenmikroskopische Darstellung subzellularer Details

3.4.1 Metastasierungs-relevante  Strukturen: Invadopodien und
Membranvesikel

MDA-MB-231-Brusttumorzellen wurden unter Standardbedingungen (37°C, 5% COa,
wasserdampfgesattigte Atmosphare) in Anwesenheit von 10% FKS bis zu einem

Abb. 3.13 Elektronenmikroskopische Darstellung (TEM) von Invadopodien und
seitlichen Zellausldufern. Durch tangentiale Schnittfiihrung werden die ventral
gelegenen Invadopodien sichtbar (a+b). Sie besitzen eine deutlich andere Struktur als
die geschlangelten lateralen Fortsitze (c+d). Von letzteren werden vermutlich die in
Abb. 3.14 gezeigten Membranvesikel abgeschniirt. Beide Zellauslaufertypen lassen

sich nur in den L-Endoglin-exprimierenden Zelllinien in relevanter Anzahl nachweisen.
a+b: MDA-MB-231-L-End3; c+d: MDA-MB-231-Brain. Balken = 1000 nm.

83



3. Ergebnisse

subkonfluenten Stadium auf Matrigel kultiviert. Die Zellen wurden fixiert, mittels
aufsteigender Ethanolreihe entwassert, in LR-White-Harz eingebettet und mit einem
Ultramikrotom (Leica EM UCG6, Leica Microsystems, Wien) geschnitten. Nachdem die
Schnitte auf einem Nickelgitter aufgebracht worden waren, erfolgte eine
Kontrastierung mittels Osmiumtetroxid und Bleiacetat. Die Proben konnten nun mit
Hilfe eines Elektronenmikroskops (Zeiss 902 Elektronenmikroskop, Zeiss,
Oberkochen) betrachtet und dokumentiert werden. Die ventrale, der ECM-
Beschichtung zugewandten Zellseite, wies im Fall der L-Endoglin-exprimierenden
Zelllinien MDA-MB-231-L-End-3 und -Brain geradlinige, stabférmige Fortsatze auf
(Invadopodien). Zusatzlich zeigten sich bei diesen Zellen auch laterale Zellauslaufer,
in deren Umgebung meist zahlreiche Membranvesikel anzutreffen waren (Abb. 3.13).
Bei parentalen und S-Endoglin-exprimierenden MDA-MB-231-Zellen lieRen sich

Parental &

g ey

2000 nmj

-——— X
i

5000 nm

. 5000 nmiiiiege. * @ 4
Abb. 3.14 Elektronenmikroskopische Darstellung der Fr
vesikeln bei verschiedenen MDA-MB-231-Brusttumorzelllinien. Ein Zusammenhang

zwischen L-Endoglin-Expression und der Abschniirung von Partikeln ist nicht zu
tibersehen.
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diese Strukturen, trotz langerer Suche, nicht (Invadopodien), oder nur in geringem
Umfang (laterale Zellauslaufer), auffinden.

Entsprechend beschrankte sich auch das Vorkommen abgeschnurter Membran-
vesikel fast ausschlieBlich auf Zellen mit hoher Endoglin-Synthese (Abb 3.14). Hier
zeigte sich aber in der Regel ein massenhaftes Auftreten der Partikel (Grof3e: etwa
250 bis 500nm). Membranvesikel Uben einen Einfluss auf verschiedene Aspekte der
Tumorentwicklung und —Metastasierung aus und werden im Kapitel 4.3.5
beschrieben.

3.4.2 Subzellulare Lokalisation Endoglin im Klon L-End-3

Fir die Immuno-Elektronenmikroskopie wurde das so genannte ,post-embedding*“-
Verfahren angewandt. Zunachst erfolgte wiederum die Fixierung, Entwasserung und
Einbettung der Zellen. Nun wurden Ultradiinnschnitte angefertigt und auf Nickelnetze
aufgebracht. Um ein unspezifisches Binden der Antikdrper zu verhindern, wurden die
Proben mit Normalserum aus der Ziege inkubiert und anschliefend in Anwesenheit
eines Anti-Endoglin-Antikérper (IgG, 1:100, Santa-Cruz Biotechnology, Ca, USA, sc-
20632) bei 4°C Uber Nacht vorinkubiert. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Anti-
Kaninchen-Antikorpers, welcher mit Gold-Kolloiden (durchschnittliche GréRe: 10nm)
konjugiert, vorlag (Ziege, 1gG, 1:30, British BioCell International, Cardiff, UK).

Mit Hilfe des Elektronenmikroskops zeigte sich, dass der TGF-B-Typlll-Rezeptor
hauptsachlich an Zellfortsatzen der lateralen Zellmembran vorkommt. Das Endoglin-
Protein befindet sich allerdings auch an der Zelloberfliche und innerhalb von
Endosomen (Abb 3.15).

L-End-3 + Anti- Endoglm R 5

v-q?.a-‘ H"" Pl 2T Yo i

Abb. 3.15 Subzelluldre Lokalisation von Endoglin in Zellen des L-Endoglin-Klones L-
End-3 (TEM). Zur Visualisierung des Proteins wurde ein polyklonaler Kaninchen-
antikorper (IgG, 1:100, Santa-Cruz Biotechnology, Ca, USA, sc-20632), sowie ein, mit
Goldpartikeln konjugierter, Sekundarantikérper (Anti-Kaninchen IgG, 1:30, British
BioCell International, Cardiff, UK) eingesetzt. Das Endoglin-Protein befindet sich
hauptsachlich an Fortsatzen der Zelle.
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3.5 Die TGF-B-Signaltransduktion in MDA-MB-231-Zellen

3.5.1 Einfluss des Endoglin-Proteins auf die Expression von Zielgenen
des ALK-1-Signaltransduktionswegs

Endoglin ist ebenso wie das Betaglycan ein TGF-3-Rezeptor vom Typlll. Um den
Einfluss von Endoglin auf die TGF-B-Signaltransduktion zu ermitteln, wurde die
Induktion des Id1 (Inhibitor of DNA-binding 1 bzw. Inhibitor of differentation 1) -Gens
durch TGF-B1 in den verschiedenen MDA-MB-231-Zelllinien und —Klonen untersucht.
Id-Proteine gehdren zur Familie der helix-loop-helix (HLH)-Transkriptionsfaktoren
(Benezra et al., 1990) und konnen mit gewebsspezifischen bHLH (basic HLH)-
Proteinen Heterodimere bilden.

Da den Id-Proteinen, im Gegensatz zu den ebenfalls mit gewebsspezifischen
bHLH interagierenden E-Proteinen, eine zur DNA-Bindung notwendige basische
Region fehlt, konnen die Id-bHLH-Heterodimere nicht als Transkriptionsaktivatoren
wirken. Deshalb fungieren Id-Proteine als negativ dominante Regulatoren der bHLH-
Proteine. Sie wirken als Inhibitoren der Zelldifferenzierung, steigern die
Zellproliferation und besitzen eine wichtige Bedeutung fur Tumorzellen. Die exogene
Uberexpression von Id1 in einer nicht aggressiven Mammakarzinomzelllinie fiihrte
zur Ausbildung eines aggressiveren Phanotyps (Desprez et al.,, 1998; Lin et al.,
2000). Die Id1-Expression wird uber den TGF-B/ ALK-1-Signaltransduktionsweg
durch TGF-B reguliert.

3.5.1.1 Einfluss des Endoglin-Proteins auf die ld1-Expression

Die Brusttumorzellen wurden zunachst 72 Stunden unter serumfreien
Bedingungen kultiviert, um eine durch Serum bedingte Stimulation der TGF-f-
Rezeptoren auszuschliel3en. Die hochsten TGF-B-Konzentrationen des Korpers
findet man namlich in Thrombozyten. Es wurde gezeigt, dass bei der Gewinnung
von Serum viele Inhaltsstoffe der Thrombozyten, so auch TGF-f3 freigesetzt werden
und in die Praparation gelangen. TGF-B1 wird als 390 AS langes Glykoprotein
synthetisiert. Bei der Prozessierung des Preproproteins werden ein Signalpeptid (29
As) und eine Sequenz, welche man als so genanntes Latenz-assoziiertes Propeptid
(249 As) bezeichnet, abgespalten. Aus diesem Grund weist das reife, aktive TGF-$31
eine Kettenlange von nur 112 Aminosauren auf. Diese 112 Aminosauren stimmen
beim humanen (Zugangs-Nr. AAP35909.1) und bovinen (Zugangs-Nr. AAA30778.1)
TGF-B1 zu 100% Uberein, so dass von einer Kreuzreaktivitat auszugehen ist.

Die Zellen wurden wahlweise fur 6 Stunden mit TGF-B1 (5ng/ml) stimuliert und
dann lysiert. Anschlieend erfolgte eine Auftrennung der Bestandteile des Zelllysates
in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Gelkonzentration: 12,5% (w/v) Acryl-
amid/Bis, Anfangsbedingungen: 400V, 340mA). Die Proteine wurden durch
Elektroblotting im semi-dry-Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
Detektion von Id1 erfolgte mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchen-Antikdrpers (Anti-
Id1, sc-488, Santa Cruz Biotechnology), in einer Verdinnung von 1:250.

Der mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte Sekundarantikorper wurde in einer
Verdunnung von 1:20000 eingesetzt (Anti-Kaninchen-HRP, P0260, Dako).
Gebundener Sekundarantikérper wurde mittels ECL-Chemilumineszenz-Systems
sichtbar gemacht. Nachdem der Chemilumineszenz-Film belichtet war, wurde die
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Membran von gebundenem Antikorper befreit (,stripping® der Membran). Als
Ladekontrolle wurde nun die jeweils aufgetragene Menge an GAPDH-Protein
bestimmt (Anti-GAPDH-Antikdrper, sc-25778, Santa Cruz Biotechnology,
Verdinnung 1:250). Das gapdh-Gen gilt als sog. ,housekeeping“-Gen, welches in
seiner Expression nicht durch das Einbringen der Konstrukte beeinflusst werden
sollte. Wie aus dem Western-Blot deutlich wird, Iasst sich die Id1-Synthese nur in den
MDA-MB-231-Zelllinien mit hoher L-Endoglin-Expression durch TGF-B1 effektiv
regulieren (siehe Abb. 3.16). Parentale Zellen mit geringer Endoglin-Konzentration
weisen schon im unstimulierten Zustand eine recht hohe Id1-Expression auf. Eine
Induktion des Gens durch TGF-B1 fallt hier nur gering aus. Beim MDA-MB-231-Klon
S-End-8 ist das ld1-Syntheseniveau bereits in den unstimulierten Zellen so hoch,
dass eine Zugabe von TGF-B1 keine erkennbare |d1-Induktion hervorruft (siehe Abb.
3.16).

Anti-Id1: <« 15 KkDa
Anti-GAPDH: P— P—— <«— 37 kDa
TGF- B: - + > + - + - E
Zelllinie: Parental L-End-3 Brain S-End-8

Abb. 3.16 Einfluss von TGF-Bf1 auf die Expression von Id1 in Zellen mit unter-
schiedlicher Endoglin-Expression (Western-Blot). Die Kultivierung der Zellen erfolgte
unter Standardbedingungen, jedoch in Abwesenheit von FKS. Die Zellen wurden
entweder mit TGF-1 (5ng/ml) fiir 6 Stunden stimuliert (+) oder blieben unstimuliert (-).
Die anschlieBend hergestellten Zelllysate wurden in einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese eingesetzt (5ug Gesamtprotein pro Spur, 400V, 340mA). Das
verwendete Trenngel wies eine Gesamtkonzentration an Acrylamid/Bis von 12,5%
(w/v) auf. Die Detektion von Id1 und GAPDH erfolgte mit Hilfe polyklonaler Kaninchen-
Antikorper (0,8 pg/ml, Verdiinnung in beiden Fallen: 1:250) und des ECL-
Chemilumineszenz-Systems. Die L-Endoglin-exprimierenden Zelllinien MDA-MB-231 -
L-End-3 und -Brain zeigen eine starke Induktion des Id1-Gens infolge der Stimulation
durch TGF-$1. In Zellen mit geringer Endoglin-Expression (Parental) oder starker
Expression der kiirzeren SpleiB-Variante des Proteins (S-Endoglin) wird die I1d1-
Synthese nicht durch TGF-B1 reguliert.

3.5.1.2 Dosisabhangigkeit der TGF-B1-bedingten Id1-Induktion

Um den Einfluss von Endoglin auf die TGF-B1-vermittelte Id1-Induktion zu
untersuchen, wurden in einem weiteren Experiment Zellen der MDA-MB-231-
Zelllinien Parental und L-End-3 mit unterschiedlichen TGF-B1-Konzentrationen
stimuliert. Der L-End-3-Klon unterscheidet sich von der parentalen Zelllinie lediglich
in einer hoheren Expression des TGF-3-Rezeptors Endoglin. Die Zellen wurden
wiederum unter serumfreien Bedingungen (siehe weiter oben) kultiviert und dann
lysiert. Nun folgte eine groRenabhangige Auftrennung der zellularen Proteine
(Gesamtlysat) durch  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Gelkonzentration
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12,5%), sowie Proteintransfer auf eine PVDF-Membran. Zum Nachweis von Id1 und
GAPDH wurde die Protein-beladene Membran mit entsprechenden polyklonalen
Kaninchen Antikorpern inkubiert. Die verwendeten Anti-Kaninchen-Sekundar-
antikorper wiesen als Reportergruppe eine konjugierte Meerrettich-Peroxidase auf.

a

Parental:

Anti-l1d1: -— — — - - — <+—15KkDa
Anti-GAPDH: - - - . - — Sme -* | «— 37 kDa

L-End-3:

Anti-1d1: - . — — —. WD Wy - <+—15kDa

Anti-GAPDH: | = - ~ - <+— 37 kDa
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b
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TGF-B1-Konzentration [ng/ml] TGF-B1-Konzentration [ng/ml]

Abb. 3.17 Dosisabhangigkeit der Id1-Induktion in MDA-MB-231-Brusttumorzellen bei
TGF-B1-Stimulation. Die Zellen wurden serumfrei kultiviert, jeweils 6 Stunden mit TGF-
B1 der angegebenen Konzentration stimuliert und dann lysiert. AnschlieBend erfolgte
eine groBenabhangige Auftrennung der Zelllysat-Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (5 ug pro Spur, 400V, 340mA). Das verwendete Trenngel wies eine
Gesamtkonzentration an Acrylamid/Bis von 12,5% (w/v) auf. Die Proteindetektion
erfolgte mit Hilfe polyklonaler Antikorper (jeweils 0,8ug Antikdorper/ml) und des ECL-
Chemilumineszenz-Systems. Inmunoblots gegen Id1 und GAPDH (a) wurden mit Hilfe
der Software PCBAS densitometrisch ausgewertet (b). Die Intensitaten der Id1-Banden
wurden zunachst auf die jeweilige GAPDH-Auftragskontrolle, dann auf die
unstimulierte Kontrolle normalisiert. Das ld1-Protein lasst sich nur in den stark
Endoglin-exprimierenden MDA-MB-231-Zellen durch TGF-B1 induzieren. In den
parentalen Brusttumorzellen mit geringem Endoglin-Gehalt bleibt die Id1-Expression
bei Stimulation mit unterschiedlichen TGF-31-Konzentrationen unverandert.

Relative 1d1-Expression (fach)
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Eine Peroxidase-Aktivitat wurde mittels ECL-Chemilumineszenz-Systems in Licht-
signale umgewandelt, welche dann der Belichtung eines Lumineszenzfiims dienten
(Hyperfilm ECL, High Performance Chemiluminescence Film, GE Healthcare). Die
von den Antikdrpern detektierten Proteine wiesen Moleklulmassen auf, die dem
humanen Id1-Protein (15kDa) und der humanen GAPDH (37 kDa) entsprachen. Zur
quantitativen Beurteilung der Ergebnisse wurden die Proteinbanden mit einem
Scanner eingelesen und mit Hilfe der Software PCBAS (Version 2.09g, Raytest,
Straubenhardt) densitometrisch ausgewertet. Hierbei ist zu berucksichtigen, dass die
Schwarzung des Films beim Belichtungsvorgang nur innerhalb gewisser Genauig-
keitsgrenzen linear mit der Menge des vorhandenen Zielproteins zunimmt.

Ebenso wie beim vorangegangenen Experiment, zeigt auch dieser Western-Blot,
dass sich das Id1-Gen in parentalen MDA-MB-231-Brusttumorzellen nicht durch
TGF-B1 induzieren lasst. Im Gegensatz hierzu wird die 1d1-Synthese in Zellen des
MDA-MB-231-Klons L-End-3 bei Stimulation mit TGF-B1 deutlich hochreguliert,
wobei die TGF-B1-vermittelte ld1-Expression eine, flr dieses Zytokin typische,
glockenformige Dosisabhangigkeit aufweist (siehe Abb. 3.17). Die hochsten
Induktionsraten erhalt man in Anwesenheit von 1 bis 5 ng/ml TGF-B1. Beim /d7-Gen
handelt es sich um ein Zielgen des TGF-B/ALK-1 (Activin-Like Kinase-1) —Wegs. Bei
der Stimulation von L-End-3-Zellen mit TGF-f1 wird also dieser und nicht der
TGF-B/ALK-5 Signaltransduktionsweg aktiviert, bzw. allgemeiner: Endoglin fordert
die TGF-B1-vermittelte Induktion von Zielgenen des TGF-B/ALK-1-Weges.

3.5.1.3 Dosisabhangigkeit der TGF-B1-bedingten Tie-1-Induktion

Da MDA-MB-231-Brain-Zellen im Vergleich zu parentalen Zellen eine signifikant
erhdohte Tie-1-Expression aufwiesen (siehe Abschnitt 1.6), sollte im Folgenden
geklart werden, ob das hohere Endoglin-Expressionsniveau der Brain-Zelllinie hierfur
ursachlich ist. Aus diesem Grund wurden die bereits zur Verfligung stehenden
Zelllysate TGF-B1-stimulierter MDA-MB-231 Parental- und —L-End-3-Zellen in einem
weiteren Western-Blot, diesmal jedoch gegen Tie-1 gerichtet, eingesetzt. Das
Vorgehen entsprach demjenigen beim ld-1-Immunoblot, jedoch wurde der Primar-
antikorper hier lediglich 1:100 verdlnnt.

Tie-1 ist eine Endothelzell-assoziierte Rezeptor-Tyrosin-Kinase (Tie-1= Tyrosine
kinase with Immunoglobulin und Epidermal growth factor homology domains-1),
welche einen hohen Grad an Homologie mit Tie-2, dem Angiopoietinrezeptor teilt. Es
wurde gezeigt, dass die Angiopoietine Ang1 und Ang4 auch den Tie-1-Rezeptor
aktivieren konnen (Saharinen et al., 2005). Der aktivierte Rezeptor assoziiert mit der
Phosphatidylinositol-3-Kinase, was eine Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt
zur Folge hat (Kontos et al., 2002). Tie-Proteine reprasentieren die frihesten Marker
der Endothel-Linie und regulieren die Endothelzellproliferation, -differenzierung und
korrekte Gefallbildung wahrend der Vaskulogenese. Das Protein wird allerdings auch
in sehr invasiven Melanomzellen auf hohem Niveau exprimiert (Maniotis et al., 1999;
Bittner et al., 2000; Seftor et al., 2002). Diese Zellen zeigen in-vitro das Phanomen
der vaskularen Mimikry und exprimieren in einigen Fallen Endothelzell-Marker, wie
VE-Cadherin. Tie-1-Knockout-Mause sterben zwischen dem Embryonaltag 13,5 und
14,5 infolge schwerwiegender Odeme, Blutungen und gestérter Integritdt der
MikrogefalRe (Puri et al., 1995; Sato et al., 1995).
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3. Ergebnisse

Vergleicht man Id1- und Tie-1-Immunoblot (Abb. 3.17 und 3.18), so ist eine
auffallige Korrelation zwischen der Expression beider Gene festzustellen. Das Tie-1-
Gen lasst sich, ebenso wie das Id1-Gen, in den parentalen Brusttumorzellen nicht
durch TGF-B1 induzieren. Zu einer deutlichen, TGF-B1-vermittelten Aktivierung des
Tie-1-Promotors kommt es nur dann, wenn die Brusttumorzellen ein hohes
L-Endoglin-Expressionsniveau aufweisen. Bei Stimulation des L-End-3-Klons mit
unterschiedlichen TGF-B1-Konzentrationen zeigt auch die Tie-1-Expression ein
glockenformiges Ansprechverhalten. Aufgrund der Ubereinstimmenden Aktivierung
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Abb. 3.18 Dosisabhédngigkeit der Tie-1-Induktion in parentalen MDA-MB-231-
Brusttumorzellen, sowie dem Klon L-End-3 (6-stiindige Stimulation mit unter-
schiedlichen TGF-B1-Konzentrationen; Western-Blot). Bei den L-End-3 Zellen handelt
es sich um stabil mit dem Vektor pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL transfizierte Parental-Zellen.
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden dieselben Zelllysate eingesetzt,
die schon im Western-Blot auf Id1 Verwendung fanden. Das verwendete Trenngel
wies eine Gesamtkonzentration an Acrylamid/Bis von 10% (w/v) auf. Zum Nachweis
der Proteine dienten polyklonale Kaninchen-Antikorper, welche in einer Konzentration
von 2ug/ml (Anti-Tie-1, Verdiinnung 1:100) bzw. 0,8ug/ml (Anti-GAPDH, Verdiinnung
1:250) eingesetzt wurden. Die Immunoblots gegen Tie-1 (a) und GAPDH (hier aus
Platzgriinden nicht dargestellt) wurden mit einem Scanner eingelesen und mit Hilfe
der Software PCBAS densitometrisch ausgewertet (b). Die Intensititen der Tie-1-
Banden wurden zundchst auf die jeweilige GAPDH-Auftragskontrolle, dann auf die
unstimulierte Kontrolle normalisiert (Werte fir die unstimulierten Zellen wurden gleich
eins gesetzt).
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3. Ergebnisse

beider Gene im Rahmen der durchgefluhrten TGF-B1-Stimulationsexperimente, ist
davon auszugehen, dass es sich bei Tie-1 ebenfalls um ein TGF-B/ALK-1-reguliertes
Gen handelt.

3.5.2 Einfluss des Endoglin-Proteins auf die Expression von Zielgenen
des TGF-B/ALK-5-Signaltransduktionswegs

Da der Rezeptor Endoglin die TGF-B1-vermittelte Induktion von Zielgenen des
TGF-B/ALK-1 in MDA-MB-231-Brusttumorzellen forderte, sollte im Folgenden geklart
werden, welchen Einfluss das Protein auf den TGF-B/ALK-5-Signaltransduktionsweg
ausubt. Als Beispiel fur ein ALK-5-reguliertes Gen wurde pai-1 (plasminogen-
aktivator-inhibitor-1) gewahlt. Beim Genprodukt handelt es sich um ein Plasma- und
Extrazellular-Matrix (ECM)-Protein, das zur Familie der Serinprotease-Inhibitoren
gehort.

Die physiologische Funktion des Proteins besteht hauptsachlich in der Inhibition
der Plasminogen Aktivatoren (t-PA, Tissue-type Plasminogen Activator und u-PA,
Urokinase-type Plasminogen Activator). Es hemmt die Fibrinolyse und nimmt eine
zentrale, regulatorische Funktion in der Ausbildung stabiler Blutgerinnsel ein. Im
Blutplasma wird es durch Bindung an Vitronektin in seiner aktiven Form gehalten
(Declerck et al., 1988). Die PAI-1-Expression spielt daruber hinaus eine wichtige
Rolle in der Regulation der Zellmigration (PAI-1 hemmt die Integrin und Vitronektin-
vermittelte Zellmigration; Kohler und Grant, 2000), Tumormetastasierung (Kortlever
und Bernards, 2006) und Angiogenese.

Die Kultivierung der Brusttumorzellen erfolgte, wie bereits beschrieben, fur 48
Stunden unter serumfreien Bedingungen. Nach einer Stimulation flir 6 Stunden in
Anwesenheit von 5ng/ml TGF-1 wurde aus den entsprechenden Zellen mRNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und in einer real-time-RT-PCR eingesetzt. Parallel
erfolgte eine Analyse mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  und
anschlieBendem Immunoblot. Hierfir wurden Zelliberstdnde enthommen und 10-
fach aufkonzentriert, wobei eine Membran aus regenerierter Zellulose (Nominal
Molecular Weight Limit, NMWL:10000, Amicon® Millipore Corporation, Bedford,
USA) zum Einsatz kam. Das Konzentrat wurde in einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (10%iges Gel) aufgetrennt. Beim PAI-1-Nachweis kam ein
polyklonaler Kaninchen-Antikdrper zum Einsatz (Konzentration: 1ug/ml; Verdunnung:
1:200). Gebundener Sekundarantikdrper wurde Uber dessen Peroxidase-Aktivitat
mittels ECL-Chemilumineszenz-Systems detektiert.

Wie aus Abb. 3.19 hervorgeht, besitzen parentale MDA-MB-231-Brusttumorzellen
in Anwesenheit von TGF-B1 (5ng/ml) die hochste pai-7-Expression. Kultiviert man
MDA-MB-231-Zellen mit hoher L-Endoglin-Expression (L-End-3 und Brain) unter
gleichen Versuchsbedingungen lasst sich pai-1 nur auf mRNA-Ebene mit Hilfe
quantitativer PCR nachweisen. Eine Uberexpression von S-Endoglin in dieser
Brusttumorzelllinie verbessert hingegen die Induzierbarkeit des pai-71-Gens durch
TGF-p1. Zusammenfassend formuliert, hemmt L-Endoglin demnach die TGF-1-
bedingte Expression des TGF-B/ALK-5-Zielgens pai-1, S-Endoglin ubt einen
gegensatzlichen Effekt aus.
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Abb. 3.19 Einfluss von Endoglin auf die Expression von pai-1 (plasminogen-aktivator-
inhibitor-1) in verschiedenen MDA-MB-231 Brusttumorzelllinien. Die Zellen wurden fiir
6 Stunden mit TGF-B1 stimuliert (5ng/ml). AnschlieBend wurde aus den Zellen mRNA
isoliert, mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und fiir real-time-RT-
PCRs verwendet. Fiir den Western-Blot-basierten Nachweis des PAI-1-Proteins
mussten die Zelliiberstinde etwa 10-fach, mittels Ultrafiltration (Filtermaterial:
Regenerierte Zellulose, Molecular weight cutoff 10000, Amicon® Millipore),
aufkonzentriert werden. Die im Uberstand befindlichen Proteine wurden, entsprechend
ihrer GroRe, in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (400V, 340mA) aufge-
trennt, wobei das verwendete Trenngel eine Gesamtkonzentration an Acrylamid/Bis
von 10% (wl/v) aufwies. Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran
erfolgte die Detektion von PAI-1 mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchen-Antikorpers (1
Hg/ml, Verdinnung 1:200) und des ECL-Chemilumineszenz-Systems. Aus beiden
Experimenten ist ersichtlich, dass die TGF-B1-vermittelte Induktion des pai-7-Gens in
MDA-MB-231-Zellen mit hoher L-Endoglin-Expression deutlich reduziert ist.

3.5.3 Endoglin-modulierte Expression von Matrix-Metalloproteinasen

Die Zelllinien MDA-MB-231-Parental, -L-End-3, -S-End-8 und -Brain wurden unter
Standardbedingungen (s.o.) kultiviert und mittels 5ng/ml TGF-B1 stimuliert (6h). Die
MmRNA wurde extrahiert, in cDNA umgeschrieben und in quantitativen Polymerase-
Kettenreaktionen eingesetzt. Hierbei wurde das Expressionsniveau der Matrix-
Metalloproteinasen MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-14 und MMP-19 bestimmt. Beim
Vergleich der vier Zelllinien zeigten sich nur im Fall von MMP-1 und MMP-19
signifikante Unterschiede.

Die Expression der Matrix-Metalloproteinase MMP-1 stieg infolge der Endoglin-
Uberexpression etwa um den Faktor 7. Da das MMP-1-Expressionsniveau in MDA-
MB-231-Brain-Zellen 16-fach héher ist, als in Zellen der Ursprungszelllinie MDA-MB-
231-Parental, lasst sich die hohe MMP-1-Expression des hirnmetastasierenden Sub-
klons nur zum Teil auf einen Endoglin-abhangigen Mechanismus zurickfihren.

Die Matrix-Metalloproteinase 19 wurde erst kurzlich identifiziert (Pendas et al.,
1997), wobei die Charakterisierung der Promotorregion des entsprechenden mmp19-
Gens weiterhin aussteht. Aus diesem Grund bleibt die auffallige, L-Endoglin-
assoziierte Steigerung der MMP19-mRNA-Konzentration (Faktor 10,5) vorerst unklar.
Die Expressionshdohe der Metalloproteinase 19 unterscheidet sich in hirnmeta-
stasierenden und parentalen MDA-MB-231-Zellen weitaus weniger (Abb. 3.20), was

92



3. Ergebnisse

darauf hindeutet, dass MDA-MB-231-Brain-Zellen weitere, Endoglin-unabhangige
genetische Veranderungen aufweisen.
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Abb. 3.20 Expression der Matrix-Metalloproteinasen MMP-1 und MMP-19. Zellen der
MDA-MB-231-Linien Parental, L-End-3, S-End-8 und Brain wurden fir 6 Stunden
mittels TGF-B1 (5ng/ml) stimuliert. Bei der Analyse des Expressionsniveaus einiger
Matrix-Metalloproteinasen (siehe Text) mit Hilfe der Real-time-RT-PCR zeigten sich nur
im Fall der Matrix-Metalloproteinasen MMP-1 und MMP-19 signifikante Unterschiede.

3.6 Proliferationsverhalten der verschieden MDA-MB-231-Zell-
linien unter serumfreien Bedingungen

Ebenso wie die Invasivitat ist auch die deregulierte Proliferation ein wichtiges
Merkmal von Tumorzellen. Besonders diese beiden Eigenschaften fuhren letztlich zu
infiltrativem Wachstum in gesundes Gewebe und Metastasierung der Tumorzellen.
Da in Abschnitt 3.5.1.1 und 3.5.1.2 ein Einfluss von Endoglin auf die Expression des
Id1-Gens gezeigt werden konnte, und Id-Proteine als positive Regulatoren der
Zellproliferation agieren (Id1 inhibiert beispielsweise die DNA-Bindung von Ets1 und
Ets2, was zu einer verminderten Expression des CDK-Inhibitors p16™<*@ fiihrt; Ohtani
et al., 2001), sollte im folgenden ein potentieller Einfluss von Endoglin auf das
Proliferationsverhalten der MDA-MB-231-Brusttumorzellen untersucht werden.

Hierzu wurden 50000 Zellen der jeweiligen MDA-MB-231-Zelllinie in 35mm
Zellkulturschalen (TPP) ausgesat und fir 8 Stunden bei 37°C (5% CO;) in FKS-
haltigem (10%) DMEM-Medium inkubiert. Nach dieser Etablierungsphase folgte eine
Uberprifung der Anzahl ausgeséater Zellen mit Hilfe des CyQuant Cell Proliferation
Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, USA). Hierbei stellte sich heraus, dass jeweils
gleiche Zellzahlen ausgesat wurden und die Zellen bis zu diesem Zeitpunkt —wie zu
erwarten war— noch nicht erkennbar proliferierten. Die eigentlichen Versuchsansatze
wurden nun fur drei Tage in serumfreien Medium kultiviert. Kulturiberstande wurden
taglich durch frisches, serumfreies Medium ersetzt. AnschlieBend wurde das
Nahrmedium abgesaugt und die Kulturschalen samt Zellrasen bei -70°C eingefroren.
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3. Ergebnisse

Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte Uber den DNA-Gehalt mittels CyQuant
Cell Proliferation Assay Kit (Molecular Probes).

Wie aus der Abb. 3.21 hervorgeht, starb wahrend der dreitagigen serumfreien
Kultivierung ein grofRer Teil der parentalen Zellpopulation ab, die Zellzahlen sanken
auf etwa 50% des Anfangswertes (durchschnittlich von 50000 auf 23000). Die L-End-
3-Zellen, in denen L-Endoglin kunstlich Uberexprimiert wird, proliferierten hingegen
selbst in Abwesenheit von Serum deutlich. Nach drei Tagen befanden sich in den
35mm Kulturschalen im Mittel 172000 L-End-3-Zellen, diese Zellpopulationen haben
sich also mehr als verdreifacht (Faktor 3,44). Der Unterschied zwischen der
parentalen Zelllinie und dem Klon L-End-3 war statistisch hoch signifikant p<0,001.
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Abb. 3.21 Proliferationsverhalten der verschiedenen MDA-MB-231-Zelllinien unter
serumfreien Bedingungen. Nach vorheriger Zellzdhlung in der NEUBAUER-Zihl-
kammer, wurden jeweils 50000 Zellen in 35mm Kulturschalen ausgesat. Damit die
Zellen an die Plastikboden der Kulturschalen adharieren konnten, wurden sie fiir 8
Stunden in FKS-haltigem Nahrmedium kultiviert. Die Anzahl ausgesater Zellen wurde
in parallel pipettierten Ansadtzen mit Hilfe des CyQuant Cell Proliferation Assay Kit
(Molecular Probes, Eugene, USA) kontrolliert. Hierbei zeigte sich, dass jede
Kulturschale in der Tat 50000 Zellen aufwies. AnschlieBend erfolgte eine dreitdgige
Inkubation der Zellen unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,, wasserdampfge-
sattigte Atmosphare, taglicher Mediumwechsel), allerdings in Abwesenheit von FKS.
Die Zellzahlen wurden nun wiederum mittels CyQuant-Test ermittelt. Unter serum-
freien Bedingungen proliferierten lediglich MDA-MB-231-Zelllinien mit hoher
L-Endoglin-Expression (MDA-MB-231-Brain und L-End-3). Der Unterschied im Proli-
ferationsverhalten zwischen den Klonen und den jeweiligen Ausgangszellen war
statistisch hoch signifikant ***p<0,001. Zelllinien mit geringer Endoglin-Synthese oder
hoher S-Endoglin-Expression nehmen hingegen in ihrer Zellzahl ab. Endoglin
ermdglicht demnach das Uberleben der MDA-MB-231-Zellen unter serumfreien
Bedingungen. Anzahl unabhingiger Einzelexperimente n = jeweils 15.

94



3. Ergebnisse

Wird andererseits in den MDA-MB-231-Brusttumorzellen die kurze Isoform des
Endoglin-Proteins iberexprimiert, so wirkt sich dies nicht positiv auf das Uberleben
der Zellen aus. Man erhalt hier Ergebnisse, die mit denen der parentalen Zelllinie
vergleichbar sind (27000 Zellen nach drei Tagen). Das S-Endoglin unterscheidet sich
vom L-Endoglin lediglich in der kurzen cytosolischen Domane, Extrazellular- und
Transmembrandomane sind bei beiden Proteinen identisch. Bei Stimulation mit
TGF-B wird die 47 As lange cytosolische Domane (CD) des L-Endoglins an drei
Threonin-Resten phosphoryliert (Threonin®®, Threonin®’, Threonin®®*; Koleva et al.,
2006). Der cytosolischen Domane des S-Endoglins fehlt dieser Sequenzbereich
(Lange der CD: 14 As).

Demnach wird das Uberleben der Brusttumorzellen durch einen TGF-B-
vermittelten Signaltransduktionsweg ermoglicht, die cytosolische Domane des L-
Endoglins ist hierbei unentbehrlich. Die Vektoren, welche zur Endoglin-
Uberexpression verwendet wurden (pcDNA3.1/Zeo(-)-EndoL und pcDNA3.1/Zeo(-)-
EndoS) unterscheiden sich nur im klonierten Endoglin-cDNA-Fragment. Daher dient
diese Zelllinie gleichzeitig als Kontrolle: Das Uberleben bzw. die gesteigerte
Proliferation des L-Endoglin-Klons L-End-3 lasst sich demnach nicht auf den
integrierten Vektor selbst zurtckfuhren.

Ebenso wie der L-End-3-Klon, zeichnet sich auch die MDA-MB-231-Zelllinie Brain
durch eine erhdhte Uberlebensrate aus (90000 Zellen nach 3 Tagen). Das hohe
Endoglin-Expressionsniveau der hirnmetastasierenden MDA-MB-231 Zellen ist
allerdings nicht die Folge eines definierten Transfektionsversuchs, sondern entstand
im Laufe wiederholter (6mal) sequentieller Passage der Zellen in einer Nacktmaus
(Balb/c nu/nu —Stamm, vier Wochen alt) und in-vitro (Yoneda et al., 2001). Die
MDA-MB-231-Parental-Zellen wurden der Maus hierbei in den linken Herzventrikel
injiziert, 3 bis 4 Wochen spater erfolgte die Entnahme abgesiedelter Brusttumorzellen
aus dem Hirn der Mause. Bei Balb/c nu/nu —Mausen handelt es sich um eine
Thymus-depletierte Mangelmutante des Balb/c-Stammes, sie werden daher niemals
vollstandig immunkompetent. Bei dieser Vorgehensweise wurden Zellen einer
parentalen Subpopulation angereichert, welche L-Endoglin Gberexprimieren, offen-
sichtlich aber auch andere Veranderungen erfahren haben.

Zur weiteren Absicherung der Ergebnisse wurde in einem gegensatzlichen
experimentellen Ansatz die Endoglin-Expression der Zelllinie MDA-MB-231-Brain
abgesenkt. Dies erfolgte durch dauerhafte Integration des Endoglin-shRNA (small
hairpin RNA) —Vektors in das Genom der Zellen. Die derart veranderte Brain-Zelllinie
zeigte unter den gewahlten Versuchsbedingungen keine effektive Zellvermehrung,
die Zellzahl sank innerhalb der dreitdgigen Versuchsdauer auf 38000 Zellen pro
35mm-Kulturschale ab. Zusammenfassend kann formuliert werden, dass eine
gesteigerte Endoglin-Expression in MDA-MB-231-Brusttumorzellen das Uberleben
der Zellen unter serumfreien Bedingungen ermoglicht und mit hoheren Proliferations-
raten assoziiert ist. In einem parallelen Versuchsansatz wurden die Zelllinien durch-
gehend in Anwesenheit von Serum (10% FKS) kultiviert. Hierbei konnten keine
Unterschiede im Proliferationsverhalten festgestellt werden.

In einem zweiten Versuch wurden anstelle von 50000 Zellen 100000 Zellen
ausgesat, bei ansonsten gleichen Versuchsbedingungen. Die verschiedenen MDA-
MB-231-Brusttumorzellen zeigten hierbei ein tendenziell identisches Proliferations-
verhalten, nur waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien etwas
geringer.
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3.7 Untersuchung der Lasions-induzierten Zellmigration

Neben dem Verlust von Zelladhasion von Tumorzellen, welcher es ihnen
ermdoglicht, den Zellverband zu verlassen, ist die Stimulation der Zellmotilitat ein
weiterer notwendiger Schritt in der Metastasierungskaskade. Um das Migra-
tionsverhalten der Brusttumorzellen auf einer zweidimensionalen Oberflache zu
untersuchen, wurde ein so genannter Scratch-Test durchgefuhrt. Hierflr kultivierte
man die Zellen unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,, wasserdampfgesattigte
Atmosphare) in 6-Well-Platten, bis sich ein lickenloser Zellrasen gebildet hatte. In
die konfluente Schicht aus Brusttumorzellen wurde nun unter sterilen Bedingungen

MDA-MB-231-Linie:

Parental

L-End-3

Brain

PSU-7

Abb. 3.22 Migratorisches Verhalten der Brusttumorzellen in einem zweidimensionalen
System (,,Scratch-Test“). In einen konfluenten Zellrasen wurde mit Hilfe einer
Pipettenspitze ein etwa 400um breiter Spalt gekratzt. AnschlieBend wurde das
Einwandern der Zellen in den zellfreien Bereich verfolgt. MDA-MB-231-Zellen mit hoher
Endoglin-Expression weisen, verglichen mit parentalen Ausgangszellen, eine hohe
Motilitat auf. Die Besiedlung der zellfreien Flache erfolgt hier deutlich schneller. Senkt
man die Endoglin-Konzentration in der hirnmetastasierenden Zelllinie MDA-MB-231-
Brain, durch stabile Integration eines Endoglin-shRNA (small hairpin RNA) —Vektors in
das Zellgenom (Klon: PSU-7), so wird die Migration gehemmt. Der Balken entspricht
einer Lange von 100um. Versuchsbedingungen: 37°C, 5% CO;; 10% FKS; TGF-p1-
Konzentration 5ng/ml; Anzahl unabhéangiger Einzelexperimente: n = 2.
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Tabelle 3.4 Relative Migrationsgeschwindigkeit der MDA-MB-231-Zelllinien im
Scratch-Test. Es wurde die Geschwindigkeit bestimmt, mit der die Zellen auf eine
unbesiedelte (mechanisch von Zellen befreite) Fliche einwanderten.

MDA-MB-231-Zelllinie Relative Migrationsge-
schwindigkeit

Parental 1,0
L-End-3 7,2
Brain 4,2
PSU-7 3,2

mit Hilfe einer gelben Pipettenspitze eine Lasion definierter GroRe gesetzt
(Spaltbreite etwa 400um). Die Kulturplatten wurden jetzt unter ein Axiovert 35M-
Mikroskop mit Zellkulturkammer und heizbarem Objekttisch (37°C, 5% CO,,
Luftbefeuchtung) gelegt, so dass das Auswandern von Zellen aus dem intakten
Zellverband in den zellfreien Spalt verfolgt werden konnte. Die Dokumentation
erfolgte mit Hilfe einer digitalen Spiegelreflexkamera (Canon EOS 350D, Software:
Canon ZoomBrowser Ex, Aufnahmerate: alle 90 Sekunden). Das zellfreie Areal
wurde unter Verwendung der Software Corel Paint Shop Pro X (Version 10.01)
markiert, der jeweilige Flacheninhalt wurde dann mit der Software analySIS Pro 3.1
(Soft Imaging System GmbH, Berlin) bestimmt (siehe Tabelle 3.4).

Die parentalen MDA-MB-231-Zellen wiesen im durchgefuhrten Test die geringste
Motilitat auf, die zellfreie Flache wurde innerhalb der dreistindigen Versuchsdauer
nur geringfugig besiedelt (siehe Abb. 3.22). In Gegensatz hierzu zeigten beide
MDA-MB-231-Zelllinien mit hoher Endoglin-Expression einen Phanotyp mit deutlich
gesteigerter Migration (siehe Tabelle 3.4). Die Migrationsgeschwindigkeit dieser
Zellen scheint besonders in der Anfangsphase sehr hoch zu sein. Senkt man die
Endoglin-Expression der hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Zellen, wie im Beispiel
der Zelllinie PSU-7 geschehen, ist dies mit einer Abnahme der Motilitat verbunden.

Da der Scratch-Test nicht zwischen reiner Migration und solcher mit zusatzlicher
Zellproliferation differenzieren kann, wird der Test oft in Gegenwart von Inhibitoren
des Zellwachstums durchgefuhrt. Im vorliegenden Experiment wurde hierauf
allerdings aufgrund der hohen Motilitat der Zellen und der damit verbundenen kurzen
Versuchsdauer verzichtet. Bei Durchsicht der aufgenommenen Bildsequenzen wurde
dementsprechend —wie zu erwarten war— auch keine Zellteilung beobachtet.

3.8 Invasivitat der verschiedenen MDA-MB-231-Zelllinien
3.8.1 Bestimmung der in-vitro Invasivitat mittels Mikrochemotaxis-
Kammer

Da sich im ,Scratch“-Test kein Konzentrationsgradient des Stimulans erhalten
lasst, kann mit Hilfe dieses Tests auch keine echte Chemotaxis, sondern lediglich
eine Chemokinese, nachgewiesen werden. Um die gezielte Migration von Zellen in
Richtung eines chemotaktischen Reizes nachzuweisen, setzt man haufig die
Mikrochemotaxis-Kammer (,Boyden-Kammer®) ein. Diese besteht aus zwei Komparti-
menten, welche durch eine Membran getrennt werden. Im vorliegenden Fall wurde
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eine, in der Regel Matrigel-beschichtete (etwa 100ug/cm?, auf Oberseite von Membran
aufgetragen), Polycarbonat-Membran mit einem Porendurchmesser von S5uym verwen-
det (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA). In das obere Kompartiment wurden die
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Abb. 3.23 Invasives Verhalten unstimulierter und TGF-B1-stimulierter MDA-MB-231-
Zelllinien und —Klone in der Mikrochemotaxis-Kammer. Die Brusttumorzellen (jeweils
100000 Zellen /50ul Medium) wurden in die Vertiefungen des oberen Kompartiments
pipettiert. Die unteren Vertiefungen wurden mit TGF-31-freiem oder -haltigem Medium
befiillt. Schraffierte Bereiche in geben die Verhiltnisse bei Stimulation mit 5ng/mi
TGF-B1 wieder. Die verwendete Polycarbonat-Membranen (Porendurchmesser: 5um)
wurde in der Regel mit einer Beschichtung aus Matrigel (100pug/cm?) versehen. Durch
die Membran gewanderte Zellen wurden auf der Unterseite mittels Hamalaunlésung
angefarbt. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software PCBAS
(Raytest GmbH, Straubenhardt). a: basale Zellinvasion, b: basale und TGF- 31-vermit-
telte Zellinvasion. Endoglin fordert sowohl die basale, als auch die TGF-B—induzierte
Invasivitat der MDA-MB-231-Brusttumorzellen. Letztere ist von der cytosolischen
Domaéne des L-Endoglins abhangig. Signifikanz: ***p<0,001. Dauer des Experiments: 3
Stunden, Anzahl der unabhangigen Versuche: n= jeweils 15 bis 20.
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zu untersuchenden Brusttumorzellen (jeweils 100000 Zellen) pipettiert, in das untere,
als chemotaktisches Agens, TGF-B1 (5ng/ml). Im Laufe des Experiments wird ein
definierter Konzentrationsgradient geschaffen, wobei die Zellen in Gebiete hdherer
Lockstoffkonzentration wandern. Um in das untere Kompartiment zu gelangen,
mussen sie die eventuell vorhandene Matrigelbeschichtung, sowie die Poren der
Membran passieren und verbleiben dann auf der Membranunterseite. Man unter-
sucht beim Boyden-Kammer-Versuch daher keine reine Zellmigration, sondern
vielmehr das invasive Verhalten der Zellen.

Nach Ablauf der dreistiindigen Versuchsdauer wurde die Membran entnommen
und auf der Oberseite vorsichtig von Zellen befreit. Die Zellbeladene Unterseite der
Membran wurde nun mit Hilfe von Hamalaunlésung (nach Mayer) angefarbt und
mittels Scanner eingelesen. Die densitometrische Auswertung erfolgte unter
Verwendung der Software PCBAS (Raytest GmbH, Straubenhardt).

Wie aus der Abbildung 3.23 hervorgeht, erhoht L-Endoglin bereits in Abwesenheit
von TGF-B1 in signifikanter Weise (p<0,001) die Invasion kultivierter MDA-MB-231-
Zellen durch eine Beschichtung aus Extrazellular-Matrix-Proteinen (Matrigel) und die
Poren einer Polycarbonat-Membran. Bei Brusttumorzellen mit kunstlicher Uberex-
pression der kurzen Isoform des Endoglin-Proteins (S-End-8-Zelllinie) ist das infil-
trative Potential, verglichen mit dem der parentalen Zelllinie, nur geringflgig erhoht
(Abb. 3.23). Uberraschenderweise durchwandern von der Zelllinie MDA-MB-231-
Brain etwa 60% weniger Zellen die beschichtete Membran. Reduziert man in diesen
Zellen die Endoglin-Expression mit Hilfe von Endoglin-spezifischer siRNA, so
verringert sich die Invasivitat auf etwa die Halfte (Klon PSU-7).

Verwendet man eine unbeschichtete Membran, so vervierfacht sich die Zahl
parentaler Zellen, die auf der Unterseite angefarbt werden kdénnen. Demnach stellt
die Beschichtung aus ECM-Proteinen fur die Zellwanderung ein groReres Hindernis
dar, als die Polycarbonat-Membran. Die Transmigration der parentalen Zellen durch
die Membran lasst sich durch TGF-B1-Stimulation (5ng/ml) nicht signifikant erhéhen
(siehe Abb. 3.23).

Bei einer Stimulierung der Brusttumorzellen mit TGF-B1 (5ng/ml) erhoht sich die
in-vitro Invasivitat der parentalen und der hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Zellen
(Parental: +35%, Brain: +37%), besonders aber die des L-Endoglin-Klons L-End-3
(+71%). Wird in den parentalen MDA-MB-231-Zellen nicht L-Endoglin, sondern
S-Endoglin Uberexprimiert, so lasst sich die Invasivitat durch Stimulation mit TGF-1
(5ng/ml) nicht Uber das basale Niveau hinaus steigern (S-End-8: +4%). Da sich der
S-Endoglin-Expressionsvektor lediglich in der Endoglin-cDNA vom L-Endoglin-
Expressionsvektor unterscheidet, ist hiermit zugleich der Beweis erbracht, dass nicht
der integrierte Vektor per se fir die erhohte Invasivitdt des Klons L-End-3
verantwortlich ist, sondern ausschlie8lich die grollere Menge an Endoglin-Protein.
Eine Induktion invasiver Eigenschaften ist auch bei dem MDA-MB-231-Brain-Klon
PSU-7 nur in sehr geringem Umfang moglich (PSU-7: +13%).

Vergleicht man die generierten MDA-MB-231-Klone mit ihren jeweiligen
Ausgangszelllinien, so ist eine deutliche Korrelation zwischen Endoglin-Expression
und Invasivitat in-vitro festzustellen. Im Rahmen der TGF-B1-induzierten Invasion
spielt die cytosolische Domane (CD) des Endoglin-Proteins eine entscheidende
Rolle. Das S-Endoglin ist mit seiner kirzeren CD (14 As anstelle von 47 As) nicht in
der Lage, dass TGF-B-Signal in eine gesteigerte Infiltration der Matrigelbeschichtung
umzusetzen (siehe 3.23 b).
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3.8.2 In-vitro Invasivitat der MDA-MB-231-Zellen in einem dreidimen-
sionalen System: Spharoid-Aggregat-Konfrontationstest

Die MDA-MB-231-Brusttumorzelllinie Brain metastasiert im Mausmodell mit hoher
Praferenz ins Hirn der Tiere (Yoneda et al., 2001) und weist im Vergleich zur paren-
talen Zelllinie eine signifikant erhohte Endoglin-Konzentration auf (Abschnitt 3.3.1,
Abb. 3.9). Um den potentiellen Einfluss von Endoglin auf das Metastasierungsver-
halten zu untersuchen, wurde ein so genannter Spharoid-Aggregat-Konfrontations-
test durchgefuhrt. Dieser Test weist, im Vergleich zum Scratch-Test und Boyden-
Kammer-Versuch, einen starkeren Bezug zur in-vivo Situation der Metastasenbildung
auf. Wahrend man mittels Scratch-Test und Boyden-Kammer-Versuch nur die unge-
richtete Migration, bzw. die Durchwanderung einer Membran oder extrazellularen
Matrix untersucht, kann der Spharoid-Konfrontationstest die gezielte Invasion von
Zellaggregaten verschiedener Zellen aufzeigen. Da zum Zeitpunkt der Versuchs-
durchfihrung keine geeignete, humane Astrozyten-Zelllinie zur Verfigung stand,
diente die Glioblastomalinie U343 als in-vitro Modell zur Simulation von Hirngewebe.

MDA-MB-231 Spheroide
CFDA-SE Konfrontation
—_— T —
Medium + \ ‘
U343 Methylzellulose B
i — sk
48 Stunden

Abb. 3.24 Herstellung von Spharoiden aus MDA-MB-231-Zelllinien und —Klonen, sowie
U343-Gliomazellen. Die Zelllinien wurden mit den Fluoreszenz-Vitalfarbstoffen CFDA-
SE (Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) und SNARF-1 (,Seminaphtorhodafluor’, ebenfalls Molecular Probes)
angefarbt. MDA-MB-231-Zellen wurden ausnahmslos mit Hilfe von CFDA-SE griin
markiert, U343 Gliomazellen mittels SNARF-1 rot. Die Sphéaroidbildung wurde durch
Anwesenheit von 0,24% Methylzellulose induziert. a: Schematische Darstellung; b:
MDA-MB-231 L-End-3-Spharoid; c: U343-Spharoid, an welches griin angefarbte MDA-
MB-231-Brain-Zellen adhdriert haben. Die Konfrontation erfolgte fiur 48 Stunden in
serumhaltigen Medium (5% FKS). Jeder Balken entspricht einer Distanz von 100um.
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Herstellung der fluoreszenzmarkierten Spharoide

Fir den Test wurden MDA-MB-231- und U343-Zellen kultiviert und separat mit
Vitalfarbstoffen beladen. Die Markierung der Brusttumorzellen erfolgte mit Hilfe eines
grunen Fluoreszenzfarbstoffs (CFDA-SE), die Gliomazellen wurden mittels roten
Fluoreszenzfarbstoffs (SNARF-1) gekennzeichnet. In Anwesenheit von Methyl-
zellulose lagerten sich die Zellen zu kugelformigen Aggregaten, den Spharoiden,
zusammen. In allen durchgefuhrten Experimenten zeigten die MDA-MB-231-Zellen,
im Vergleich zu den Gliomazellen, eine grofere Tendenz, sich aus dem Zellverband
zu l6sen (siehe Abb. 3.24 b und c).

Durchfuhrung des Konfrontationstests und Ergebnisse

Die Spharoide wurden flir 48 Stunden in einer dreidimensionalen Kokultur
gehalten (,konfrontiert”), anschlieRend fixiert (Aceton-Methanol-Gemisch, 1:1) und
mittels Fluorescent Mounting Medium (DakoCytomation, Carpinteria, USA) einge-
bettet. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Axiovert 200M

Abb. 3.25 Invasivitit der MDA-MB-231-Zelllinien Parental und Brain beim Spharoid-
Konfrontationstest. Bei den unteren Bildern handelt es sich um reprasentative Detail-
vergroBerungen. Die Brusttumorzellen wurden mit CFDA-SE griin angefarbt, U343
Gliomazellen mit SNARF-1 rot. Das Experiment erfolgte in Anwesenheit von 5% Serum
(Dauer des Experiments: 48h). a+c: MDA-MB-231 Parental, b+d: MDA-MB-231 Brain.
Parentale MDA-MB-231-Zellen weisen keine sichtbare Affinitat gegeniiber U343-
Gliomazellen auf (a und c). Die Zellen der hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Linie
Brain hingegen, kommen nach 48h nur mit U343-Zellen assoziiert vor (b) und
infiltrierten viele der U343-Spharoide in erheblichem AusmaB (d). Jeder Balken
entspricht einer Distanz von 100um.
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Abb. 3.26 Invasivitit der MDA-MB-231-Klone S-End-8 und L-End-3 beim Spharoid-
Konfrontationstest. Bei den unteren Bildern handelt es sich um reprasentative Detail-
vergroBerungen. Die Brusttumorzellen wurden mit CFDA-SE griin angefarbt, U343
Gliomazellen mit SNARF-1 rot. Jedes Spharoid setzte sich aus annahernd 50000 Zellen
zusammen. Die Kokultur beider Zelllinien erfolgte in Anwesenheit von 5% Serum fiir
48 Stunden. a+c: MDA-MB-231 S-End-8, b+d: MDA-MB-231 L-End-3. Jeder Balken
entspricht einer Distanz von 100um.

Mikroskops (Carl Zeiss AG, Oberkochen). Bilder wurden mit der monochromen
Kamera AxioCam MRm aufgenommen und mittels AxioVision-Software verarbeitet
(AxioVision Rel. 4.5, Zeiss AG, Oberkochen).

Zunachst wurden in verschiedenen Versuchsansatzen Spharoide der MDA-MB-
231-Zelllinien Parental, Brain, S-End-8 und L-End-3 mit U343-Spharoiden
kokultiviert. Die parentalen MDA-MB-231-Zellen verlassen hierbei ihren Zellverband
nur in geringem Ausmal, selbst nach 48 Stunden sind die meisten dieser Zellen
noch in Spharoid-artigen Ansammlungen organisiert (Abb. 3.25 a). Die U343-Zellen
scheinen auf die MDA-MB-231-Paretal-Zellen keinen erkennbaren chemotaktischen
Reiz auszuuben, sowohl Zellverbande aus parentalen Zellen, als auch diese selbst,
werden nicht von U343-Zellen angezogen (Abb. 3.25 a und c). Werden hingegen
Spharoide aus hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Brain- sowie U343-Zellen kokulti-
viert, zeigt sich ein ganzlich anderes Bild. Zweifelsohne uben die U343-Zellen eine
grolle Anziehungskraft auf diese Brusttumorzellen aus. Nach Ablauf des
Experiments kommen die MDA-MB-231-Brain-Zellen nur noch mit U343-Zellen
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vergesellschaftet vor (Abb. 3.25 b). In vielen Fallen erfolgte eine starke Infiltration der
U343-Spharoide durch MDA-MB-231-Brain-Zellen (Abb. 3.25 d und 3.29).

Das Verhalten von Zellen des L-Endoglin Uberexprimierenden Klons L-End-3 ist
mit dem der MDA-MB-231-Brain-Zellen vergleichbar. Auch Aggregate der L-End-3-
Zellen divergieren schnell auseinander, wobei die Brusttumorzellen wiederum sehr
stark von den U343-Spharoiden angezogen werden. Oft stellten sich die MDA-MB-
231-Zellen als Saum dar, welcher die U343-Spharoide einfasste (Abb. 3.28 b und
3.29 b).

Im Laufe des Experiments adharieren die L-End-3-Zellen zunachst an die U343-
Aggregate und wandern dann in den Zellverband aus Hirntumorzellen ein (Abb. 3.26
d und 3.28 b). Der invasive Charakter ist hier ebenso ausgepragt, wie bei den
hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Brain Zellen. Fuhrt man die Konfrontation der
Spharoide in Anwesenheit hoherer Konzentrationen an Methylzellulose (etwa 0,24%)
durch, so wandern die Brusttumorzellen als Zellverband auf die Gliomazell-Aggre-
gate zu (Abb. 3.28 a). Dieses Phanomen konnte auch bei der MDA-MB-231-Brain-
Zelllinie festgestellt werden, die Linien MDA-MB-231-Parental und S-End-8 zeigten
es hingegen nicht.

Zellen des S-Endoglin-uberexprimierenden Klons S-End-8 zeigten im Rahmen des
Spharoid-Konfrontationstests ein Verhalten, dass von dem der anderen MDA-MB-
231-Zelllinien abweichte. Ebenso wie die parentalen Zellen, tendierten sie zwar dazu,
ihren Zellverband aufrecht zu erhalten (Abb. 3.26 a), sie waren aber zugleich
imstande, sich effektiv an die Gliomazell-Aggregate anzulagern. Diese Anlagerung
blieb aber nur oberflachlich und fuhrte zu keiner Einwanderung von MDA-MB-231-
Zellen in das Innere des U343-Spharoids (etwa 10 entsprechende U343-Spharoide
untersucht, reprasentatives Beispiel: Abb. 3.26 c).

Abb. 3.27 Der etablierte Spharoid-Konfrontationstest: Verhalten der MDA-MB-231-
L-End-3-Zellen in Anwesenheit eines neutralisierenden Anti-TGF-B1-Antikorpers
(Konzentration: 5ug/ml). L-End-3-Zellen wurden mit einem Fluoreszenzfarbstoff griin
angefarbt, U343-Glioma-Zellen rot. Das Experiment erfolgte in einem Zeitraum von 48
Stunden, wobei die Zellen nach 24h frisches, ebenfalls antikorperhaltiges Kultur-
medium (5% FKS) erhielten. In Anwesenheit des Anti-TGF-B1-Antikorpers kam es
weder zu einer Anlagerung von MDA-MB-231-Zellen an U343-Aggregate, noch zu
einem Invasionsereignis. Jeder Balken entspricht einer Distanz von 100um.
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Abb. 3.28 Invasivitit des MDA-MB-231-Klons L-End-3 beim Spharoid-Konfrontations-
test (Detail). Die Brusttumorzellen wurden mit CFDA-SE griin angefarbt, U343
Gliomazellen mit SNARF-1 rot. Die verwendeten Spharoide enthielten jeweils etwa
40000 Zellen. In Anwesenheit hoherer Methylzellulose-Konzentrationen (etwa 0,24%,
wlv) migrieren die Brusttumorzellen als Zellverband auf das U343-Spharoid zu (a),
weist das Kulturmedium (5% FKS) niedrigere Konzentrationen an Methylzellulose auf,
so l6sen sich die MDA-MB-231-Zellen schnell aus ihrem Verband und wandern dann
als Einzelzellen in Richtung U343-Spharoid (b). Dauer des Experiments: 48h. Jeder
Balken entspricht einer Distanz von 100um.
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Abb. 3.29 Invasivitit der MDA-MB-231-Zelllinie Brain beim Spharoid-Konfrontations-
test (Detail). Die Brusttumorzellen wurden mit CFDA-SE griin angefarbt, U343
Gliomazellen mit SNARF-1 rot. Die eingesetzten Spharoide bestanden aus etwa 40000
Zellen. Bei hoheren Konzentrationen an Methylzellulose (etwa 0,24%, w/v) migrieren
die Brusttumorzellen als Zellverband auf das U343-Spharoid zu (a). Weist das
Kulturmedium wenig Methylzellulose auf, I6sen sich die MDA-MB-231-Zellen schnell
aus ihrem Verband und wandern dann als Einzelzellen in Richtung U343-Spharoid (b).
Das Experiment wurde in Anwesenheit von 5% Serum durchgefiihrt. Dauer des
Experiments: 48h. Jeder Balken reprasentiert eine Distanz von 100um.
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Da die L-Endoglin-Uberexprimierenden Brusttumorzelllinien Brain und L-End-3 im
durchgefuhrten Spharoid-Konfrontationstest einen deutlich invasiveren Phanotyp
zeigten, sollte im folgenden der Einfluss des Endoglin-Liganden TGF-B1 auf den
invasiven Charakter der L-End-3-Zellen untersucht werden. Hierbei kam ein
neutralisierender Anti-TGF-B1-Antikorper (5ug/ml, Verdinnung 1:200) zum Einsatz
(Anti-TGF-B1-Antikorper in 0,01M PBS, pH7, frei von Konservierungsstoffen; abcam,
Artikel-Nr. ab647). Wie aus der Abb. 3.27 hervorgeht, verlieren die U343-Zellen in
Anwesenheit des Antikorpers ihren chemotaktischen Reiz, sowohl Anlagerung als
auch Einwanderung von Brusttumorzellen bleibt aus.

Endoglin spielt demnach eine entscheidende Rolle bei invasiven Prozessen der
Brusttumorzelllinie MDA-MB-231. Offensichtlich ist ein TGF-B-vermittelter Signal-
transduktionsweg an diesen Prozessen beteiligt, da es in Anwesenheit des
neutralisierenden Antikorpers zu keiner Infiltration von U343-Spharoide kommt.

3.9 Einfluss von Endoglin auf vaskulogene Mimikry (VM) und
die Ausbildung tubularer Strukturen

3.9.1 Matrigel-induzierte Bildung von VM-Strukturen

Zellen der MDA-MB-231-Linien Brain und L-End-3 zeigten im Rahmen des
Spharoid-Konfrontationstests haufig einen auffalligen Phanotyp, sofern sie sich in
unmittelbarer Nahe eines U343-Aggregates befanden (Abb. 3.30). Die
netzwerkartige Organisation der Zellen erinnert an den Phanotyp der vaskulogene
Mimikry (VM), der sich in einem dreidimensionalen Wachstum nicht-endothelialer
Zellen (haufig Tumorzellen) auf extrazellularen Matrices auliert. Um festzustellen, in
wie weit die verschiedenen MDA-MB-231-Zelllinien und —Klone zur Ausbildung von
VM-Strukturen befahigt sind, wurden die Brusttumorzellen im vorliegenden
Experiment auf Extrazellular-Matrix-Proteinen (Matrigel) kultiviert.

Die verwendete Proteinfraktion stammt aus einem murinen Sarkom (Engelbreth
Holm-Swarm Maus Sarkom) und wird standardmaRig in Versuchen zur vaskularen
Mimikry eingesetzt. Sie besteht hauptsachlich aus Laminin, Kollagen Typ IV,
Heparansulfat-Proteoglykan und Entactin (Nidogen) und ist im gekuhlten Zustand
(4°C) flussig. Bei Raumtemperatur polymerisiert die Proteinmischung zu einer
biologisch aktiven Matrix, welche einer Basalmembran von Saugetierzellen
entspricht.

Die Brusttumorzellen wurden zur besseren Visualisierung zunachst mit Hilfe des
bereits weiter oben beschriebenen Vitalfarbstoffs CFDA-SE grin markiert. Die Kultur
der Zellen erfolgte dann auf Matrigel-beschichteten Objekttragern. Hierzu wurden
etwa 50-100 pl kaltes Matrigel gleichmaRig auf der PDL-beschichteten Seite des
Objekttragers verteilt. Die Objekttrager wurden mit den entsprechenden Spharoiden
(jeweils etwa 40000 Zellen) versehen, in sterile gro3e Petrischalen gegeben und fur
48 Stunden bei 37°C im Brutschrank (5% CO,) inkubiert. Die Fixierung der Zellen
erfolgte, wie im Fall des Spharoid-Aggregat-Konfrontationstests, mittels Aceton-
Methanol-Gemisch (1:1), fixierte Zellen und Zellaggregate wurden mit Fluorescent
Mounting Medium (DakoCytomation, Carpinteria, USA) eingebettet. Um den
bestmoglichen Kontrast zu gewahrleisten, wurden die monochrom aufgenommenen
Originalbilder dargestellt.
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Abb. 3.30 Erste Hinweise auf vaskulogene Mimikry. Zellen des MDA-MB-231-Klons
MDA-MB-231-Klons L-End-3 (griin) zeigten wahrend des Spharoid-Konfrontationstests
haufig einen auffalligen Phanotyp mit netzwerkartiger Zellanordnung, wenn sie sich in
unmittelbarer Ndahe von U343-Gliomazell-Aggregaten (rot) aufhielten. Die Zellen
wurden fur 48h auf Matrigel kultiviert (5% FKS, 37°C, 5% CO,). Der Balken entspricht
einer Distanz von 100um.

Die parentalen MDA-MB-231-Zellen zeigen auf Matrigel ein Wachstum, welches
dem ublichen Wachstumsverhalten in-vitro (bei Kultivierung auf Plastikboden von
Zellkulturgefalien) gleicht. Die Zellen migrieren zwar auf dem, mit Extrzellularmatrix-
Substanzen versetztem Gel, richten sich aber nicht zu geordneten Strukturen aus
(Abb.3.31 a und c). Kultiviert man hingegen den L-Endoglin-Uberexprimierenden Klon
L-End-3 unter gleichen Bedingungen, so bildet sich innerhalb von 48 Stunden im
Matrigel ein Zellverband mit dreidimensionaler Organisation der Zellen (Abb. 3.31 d
und 3.33). Obwohl es sich nicht um eine GefalRbildung handelt, werden auch bei
vaskulogener Mimikry Hohlrdume mit einem Lumen geschaffen (Abb 3.33), die
prinzipiell einem Stoffaustausch dienen kdnnen. Viele Zellen der netzwerkartigen Ge-
bilde besitzen einen sehr langgestreckten Zellleib (Abb. 3.33 b, siehe Pfeil).

Wie aus der Abb. 3.32 deutlich wird, weist die hirnmetastasierende MDA-MB-231-
Brain-Zelllinie ebenfalls das Phanomen der vaskulogenen Mimikry auf. Auch Zellen
dieser Linie organisieren sich zu ringformigen, geschlossenen Strukturen (Bildmitte)
und dreidimensionalen Netzwerken (Abb. 3.32 c, rechter Rand). Zwischen dem
,Gerust aus Tumorzellen® entsteht auf diese Weise ein System aus Hohlraumen.
Charakteristisch ist die Bildung von interzellularen Verbindungen (Abb.3.33).
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Abb. 3.31 Wachstum von MDA-MB-231-Parental und -L-End-3-Zellen auf Matrigel (5%
FKS, v/v). Die parentalen Zellen (a+c) bilden bei Kultivierung fiir 48h auf Matrigel keine
geordneten Strukturen (a+c), wahrend der L-Endoglin-iiberexprimierende Klon netz-
werkahnliche, schleifenférmige Strukturen ausbildet (b+d). Balken =100um.
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Abb. 3.32 Wachstum von MDA-MB-231-Brain-Zellen und dem Klon PSU-7 auf Matrigel
(5% FKS, v/v). Die Ausgangszelllinie Brain (a+c) bildet bei Kultivierung auf Matrigel
innerhalb von 48h netzwerkadhnliche und schleifenféormige Strukturen aus, wahrend

der Klon (b+d) mit reduzierter Endoglin-Expression dieses Phanomen nur andeu-
tungsweise zeigt (d). Jeder Balken reprasentiert eine Distanz von 100um.
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Abb. 3.33 Wachstumsverhalten des MDA-MB-231-Klons L-End-3 bei 48h Kultivierung
auf Matrigel in Anwesenheit von 5% (v/v) FKS (Detailaufnahmen). Die Zellen bilden
interzellulire Kontakte und organisieren sich zu netzwerkartigen (a) oder
schleifenféormigen (b) dreidimensionalen Strukturen, wobei Hohlrdaume geschaffen
werden. Oft sind sehr langgestreckte Zellen (Pfeile) sichtbar. Jeder Balken entspricht
einer Distanz von 100um.
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Abb. 3.34 Kultivierung des
Klons MDA-MB-231—-L-End-3
unter serumfreien Bedingun-
gen (a+c) und in Anwesenheit
des RGD-Peptids (b+d; RGD-
Peptid: 100uM, hier 5%FKS)
auf einem Matrigel-beschich-
teten Objekttrager. In beiden
Fallen bleibt die Bildung von
geordneten Strukturen (vas-
kulogene Mimikry) aus.
Jeder Balken entspricht einer
Distanz von 100pm.

Reduziert man die Endoglin-Expression der MDA-MB-231-Brain-Zellen (Klon
PSU-7) und kultiviert die Zellen dann unter den beschriebenen Bedingungen, so
weisen die Zellen, im Vergleich zu denen der Ausgangszelllinie, eine deutlich
verringerte Tendenz zur Bildung der VM-Strukturen auf. Schleifenférmige Strukturen
sind hier nur im Ansatz zu erkennen (Abb. 3.32 d). Das Auftreten der genannten
Strukturen korreliert demnach stark mit der Endoglin-Expression der Zellen. Endoglin
spielt also zweifelsohne eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung von
vaskulogene Mimikry.

Eine vollstandige Hemmung der Bildung von dreidimensionalen Strukturen und
interzellularen Verbindungen erreicht man unter serumfreien Bedingungen (Abb. 3.34
a und c) oder durch Zugabe eines zyklischen RGD-Peptids (Abb. 3.34 b und d).
Endoglin weist ein Integrin-bindendes Motif (RGD-Motif) auf und spielt
moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Bindung von Endothelzellen an
Integrine.

Das verwendete Cyclo-(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (Molekulargewicht: 574,6 g/mol,
Bachem Biochemica GmbH, Heidelberg) wurde in einer Konzentration von 100uM
eingesetzt und ist ein wirksamer Inhibitor der Zelladhasion. Es unterbindet die
Adhasion von Tumorzellen an Laminin und Vitronectin und kann zudem die
Neovaskularisierung der Retina reduzieren (Hammes et al., 1996).

3.9.2 Wachstum von Endothelzellen (HUVEC) auf Extrazellular-Matrix-
Protein-beschichteten Oberflachen

Um die Bildung der ringférmigen und netzartigen Strukturen bei der Mammakarzi-
nomzelllinie besser bewerten zu kénnen, wurde der Matrigeltest zum Vergleich mit
humanen Endothelzellen (HUVEC) wiederholt. Auch HUVE-Zellen formierten sich bei
Kultur auf Matrigel zu ringférmigen, geschlossenen Zellverbanden (Abb. 3.35 b) und
netzwerkartigen Strukturen (Abb. 3.35 a). Diese unterschieden sich in keinster Weise
von den VM-Strukturen der MDA-MB-231-Zellen.
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Man geht davon aus, dass die Zusammenlagerung von Endothelzellen zu
schleifenformigen (VM-entsprechenden) und tubularen Strukturen den ersten Schritt
zur Bildung eines Kapillarnetzes in-vivo darstellt. Ist diese Annahme zutreffend, so
sollte angesichts der vorliegenden Ergebnisse ein potentieller Beitrag von Brust-
tumorzellen zur Gefalbildung bei Mammakarzinomen untersucht werden.

Matrix-Proteinen (Matrigel). Ebenso wie die Endoglin-exprimierenden MDA-MB-231
Brusttumorzellen bilden auch die HUVEC-Zellen (Human Vein Endothelial Cells)
netzwerkahnliche (a, siehe Pfeil) und schleifenférmige (b, siehe Pfeil) Strukturen. Auch
hier sind oft sehr langgestreckte Zellen sichtbar (d, siehe Pfeil). Jeder Balken
reprasentiert eine Distanz von 100um.

3.9.3 Ausbildung tubularer Strukturen bei MDA-MB-231-Zellen

Erfolgt die Kultivierung der L-End-3-Zelllinie auf einem Gemisch von Matrigel und
Kollagen Typ-l (1:1), so zeigen sich, anstelle der VM-Strukturen, réhrenférmige
Gebilde mit einem sichtbaren Lumen (Abb. 3.36 a-c). Diese entsprechen den
Strukturen, die man im Rahmen des ,Tube-formation-Assays” bei Verwendung von
Endothelzellen erhalt. Hierbei werden Endothelzellen meist in einer Losung aus
Kollagen Typl suspendiert und in Anwesenheit von VEGF kultiviert (Ota et al., 2002).
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MDA-MB-231-L-End-3-Zellen sind demzufolge in der Lage, Uber die VM-Bildung
hinaus, auch tubulare Strukturen zu formen. In-vitro liel® sich dieses extrazellular-
Matrix-abhangige Phanomen bisher nur bei Endothelzellen nachweisen. Im
Gegensatz zu den L-Endoglin-exprimierenden MDA-MB-231-Zellen, zeigen die
untransfizierten, parentalen MDA-MB-231-Zellen dieses Phanomen nicht.

Nachdem die Befahigung der L-End-3-Zelllinie zur Bildung einer
endothelahnlichen Zellorganisation demonstriert werden konnte, sollte in einem
abschlieRenden Experiment eine potentielle Kooperation von L-End-3- und
Endothelzellen Uberpriuft werden. Kultiviert man die Zellen des L-End-3-Klons
zusammen mit HUVEC, so nehmen letztere tatsachlich an der Brusttumorzell-
Roéhrenbildung teil (rot-fluoreszierende Zellen in Abb. 3.36 d).

Abb. 3.36 Kultivierung von MDA-MB-231 Brusttumor- und HUVEC-Zellen auf einem
Matrigel-Kollagen-Typl-Gemisch (FKS: 5% v/v). a-c: MDA-MB-231 L-End-3, d:
Kokultivierung von MDA-MB-231 L-End-3-Zellen mit HUVEC. Der L-End-3-Klon wurde
zuvor mit CFDA-SE griin gefarbt, die HUVEC-Zellen mit SNARF-1 rot markiert. Jeder
Balken entspricht einer Distanz von 100um. Die Endoglin-iiberexprimierenden
L-End-3-Zellen bilden bei Kultur auf einem Matrigel-Kollagen-Typl-Gemisch (1:1)
réhrenformige Strukturen, HUVEC-Zellen kénnen hierbei kooperieren (d).
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4. Diskussion

4.1 Die ,seed and soil* —Theorie der metastatischen Tumorzell-
Disseminierung

Tumorzellen werden klassischerweise Uber ihr unkontrolliertes und invasives
Wachstum definiert, jedoch setzt sich zunehmend die Uberzeugung durch, dass
auch Zellen maligner Tumore in komplexer Weise reguliert werden. Hierbei spielen
Interaktionen der entarteten Zellen mit umliegendem Gewebe, beispielsweise
Fibroblasten, Immun- und Endothelzellen, sowie Komponenten der extrazellularen
Matrix, eine wesentliche Rolle (Radisky und Bissell, 2004). Die Wechselwirkungen
werden oft Uber sekretierte Cytokine und Wachstumsfaktoren, wie TGF-B (Trans-
forming growth factor-g), HGF (Hepatocyte growth factor), EGF (Epidermal growth
factor) oder TNF-o (Tumor necrosis factor-a) vermittelt. Von Stromazellen
synthetisierte Wachstumsfaktoren kdnnen beispielsweise das Zytokin-Expressions-
muster von Nachbarzellen beeinflussen. So exprimieren MDA-MB-231-Brusttumor-
zellen als Antwort auf eine TNF-a-Stimulation bFGF, VEGF und besonders IL-1a
(Hirtenlehner et al., 2002).

In einem Brustkrebsmodell konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
TGF-B und HGF durch gentechnisch veranderte Fibroblasten ein hyperplastisches
oder karzinogenes Wachstum von normalem Brustepithelium férdert, wahrend un-
veranderte Stromazellen ein solches Wachstum hemmen (Kuperwasser et al., 2004).
Viele Gewebe, wie beispielsweise die Knochenmatrix, dienen als Speicher flr
latentes TGF-B. Dieses kann wahrend des Matrix-Umbaus mobilisiert und durch die
Proteasen MMP-2, MMP-9 und Plasmin aktiviert werden. Da diese Proteasen von oft
von Tumorzellen Uberexprimiert werden, findet man aktives TGF-B oft an der
fuhrenden Front einwandernder Tumorzellen (Reiss und Barcellos-Hoff, 1997).

Das von den Stromazellen erzeugte ,Mikroenvironment® kann jedoch nicht nur die
Entstehung eines Primartumors beglnstigen oder unterdricken, sondern auch die
Einnistung und Vermehrung von metastasierenden Tumorzellen in einem Sekundar-
organ beeinflussen.

Bereits 1889 formulierte der englische Chirurg Stephen Paget seine bis zum
heutigen Tag gultige ,seed and soil“ Theorie (Paget, 1889), nach welcher der
Prozess der Metastasenbildung nicht auf Zufall beruht, sondern gerichtet erfolgt:

~When a plant goes to seed, its seeds are carried in all directions; but they can only
live and grow if they fall on congenial soil.

...The best work in the pathology of cancer is now done by those who, like Mr.
Ballance and Mr. Shattock, are studying the nature of the seed. They are like
scientific botanists; and he who turn over the record of cases of cancer is only a
ploughman, but his observation of the properties of the soil may also be useful.”

Eine metastatisch aktive Subpopulation des heterogenen Tumors hat demnach
eine besondere Affinitat fur das Mikromilieu bestimmter Organ. Metastasen
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Abb. 4.1. Die ,seed and soil“-
Analogie der Tumormetastasierung.
Sowohl Tumorzellen, als auch
Pflanzensamen, werden in der Regel
ungerichtet verbreitet. Zu einer Ab-
siedlung kommt es jedoch nur
dann, wenn das entsprechende
Mikromilieu am Sekundarort ein
Tumorwachstum férdert.

Bild: Inokulierte Mykorrhiza-Pilze
stimulieren deutlich das vegetative
Wachstum von Tagetes-Pflanzen
(rechte Bildhalfte), wodurch diese
langanhaltende Wachstumsvorteile
gewannen; links: Kontrollpflanzen.
(Jahn, 1998; Dissertation).

entstehen nur dann, wenn das lokale Wirtsgewebe in passender Weise mit den
Tumorzellen reagiert und diesen ein wachstumsforderndes Umfeld bietet.
Wegbereitend fir Pagets Theorie war die von Ernst Fuchs (,Sarkom des
Uvealtractus®, 1882) getroffene Feststellung, dass bestimmte Organe eine
Pradisposition fur die Entstehung von Sekundartumoren aufweisen.

Kolon-Karzinome metastasieren gewohnlich in Leber und Lunge, aber nur selten
in Knochen, Haut- und Hirngewebe und nahezu nie in Nieren, Muskel oder andere
Darmabschnitte. Im Gegensatz hierzu siedeln sich Brustkarzinomzellen zunéachst oft
in Knochengewebe ab. Ist die Brustkrebserkrankung fortgeschritten, lassen sich bei
80% aller Patienten Knochenmetastasen nachweisen (Coleman und Rubens, 1987).
Betroffen sind meist Wirbelsaule, Rippen, Becken, Schadel, sowie die langen
Knochen der Extremitaten, wobei sowohl osteolytische als auch osteoblastische
Tochtertumore auftreten. Desweiteren sind auch Lymphknoten, Lunge, Leber und
Hirn (Inzidenz: 20 bis 30%) haufig von Brusttumor-Metastasierung betroffen.

4.2 Organspezifische Metastasierung

Prometastatische Faktoren, die bei der Untersuchung von Primartumoren
identifiziert werden, sind meist genereller Natur und fordern die Metastasierung durch
Steigerung der Zellmotilitdt und allgemeinen Invasivitat. Von einem Einfluss auf die
organspezifische Metastasierung ist bei bestimmten Chemokinen auszugehen.
Chemokine sind chemotaktisch wirkende Molekule, die von zirkulierenden
Leukozyten und Stammzellen genutzt werden, um in bestimmte Organe zu gelangen,
einem Vorgang der auch als ,homing“ bezeichnet wird (Moser und Loetscher, 2001).
Wahrscheinlich erfolgt auch die Zielfindung metastasierender Tumorzellen Uber eine
Interaktion von Chemokinen und Chemokinrezeptoren, wobei der Ort der
Metastasierung zusatzlich wachstumsstimulierende Bedingungen bieten muss.
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CXCR4 (CXC Chemokin-Rezetor 4) und CCR7 (CC Chemokin-Rezeptor 7) sind
vermutlich die bedeutendsten Chemokinrezeptoren mit Metastasierungs-Relevanz.

Ein in der Fachliteratur gut belegtes Beispiel fur organspezifische Metastasierung
ist das Ligand-Rezeptor-Paar CXCL12 (CXC Chemokin-Ligand 12) und CXCRA4.
Eine signifikante Expression von CXCR4 konnte bei vielen Tumorzellen nachge-
wiesen werden (Cabioglu et al., 2005; Li et al., 2004). Brusttumorzellen exprimieren
sowohl CXCR4 als auch CCR7 (Muller et al., 2001). Interessanterweise werden die
entsprechenden Liganden der Rezeptoren in Geweben exprimiert, die oft von Meta-
stasenbildung durch Brusttumorzellen betroffen sind. So wird der CXCR4-Ligand
CXCL12 (auch SDF1-a bzw. Stromal-cell-derived factor 1-a. genannt) in Lunge,
Leber und auch Hirn exprimiert (Zlotnik, 2004). Bei In-vivo-Versuchen mit immun-
defizienten Nacktmausen konnte die Absiedlung von Brusttumorzellen in die Lunge
durch einen neutralisierenden Antikorper inhibiert werden (Muller et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MDA-MB-231-Brusttumorzellen mit Endoglin-
Expressionsvektoren transfiziert. Hierbei zeigte sich, dass lediglich die L-Endoglin-
exprimierenden Zellen weniger CXCR4 synthetisieren (Real-time-RT-PCR-
Ergebnisse: MDA-MB-231-Parental: ACT 10,0; MDA-MB-231-L-End-3: ACT 12,0;
MDA-MB-231-Brain: ACT 13,3). Eine gesteigerte Endoglin-Expression konnte
demnach Uber Senkung der CXCR4-Synthese die Oberflachenkonzentration dieses
Chemokins herabsetzen und auf diesem Weg die Metastasierung in Lunge und
Leber hemmen. Im Zuge dieses Effekts werden mdglicherweise Mechanismen
begunstigt, die eine praferentielle Metastasierung in das Hirn bewirken.

Der Chemokin-Rezeptor CCR7 vermittelt das ,homing“ von Gedachtnis-T-Zellen
und reifen dendritischen Zellen in die Lymphknoten. Einige Studien schreiben CCR7
eine entscheidende Rolle beim Eintritt von dendritischen Zellen in Lymphgefalie zu
(Moser und Loetscher, 2001; Takanami, 2003). Dementsprechend scheint CCR7
auch Tumorzellen in Lymphknoten zu navigieren. So ist eine hohe CCR7 Expression
von T1 Brusttumoren mit einer Metastasierung in Lymphknoten verbunden (Cabioglu
et al.,, 2005). Zudem wurde eine gesteigerte Chemotaxis und Chemoinvasion von
Brusttumorzellen in Richtung hoherer CCL21-Konzentrationen, also des CCR7-
Liganden demonstriert (Muller et al., 2001).

4.3 Prometastatische Faktoren

4.3.1 Der Epithelial-Mesenchymal-Ubergang (EMT, Epithelial-
mesenchymal-transition)

Im Laufe der Tumorentwicklung verlieren Karzinomazellen oft fur Epithelzellen
charakteristische Eigenschaften und erwerben im Gegenzug bestimmte Fahigkeiten
migrierender Zellen, die in ihrer Gesamtheit zu einem aggressiveren Phanotyp
beitragen. Eine metastatisch aktive Subpopulation des heterogenen Primartumors
muss beispielsweise in der Lage sein, die Basalmembran abzubauen, bestehende
Anhaftungen zu unterbrechen und im interstitiellen Bindegewebe zu migrieren. Um
diese Funktionen erfullen zu koénnen, sind Anpassungen, sowohl in der
Zellmorphologie als auch in der enzymatischen Ausstattung, notwendig.
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Dieser Vorgang, der als Epithelial-Mesenchymal-Transition (EMT) bezeichnet
wird, ist oft mit genetischen Veranderungen von Komponenten Wachstumsfaktor-
induzierter Signalkaskaden, wie Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder Phosphatasen,
assoziiert. Fur EMT-Prozesse ist der Verlust von E-Cadherin (ein epitheliales Zell-
Zell-Adhasionsmolekul), p-Catenin und y-Catenin, sowie die Expression
mesenchymaler Marker, wie Vimentin, Fibronektin, N-Cadherin (ein mesenchymales
Zell-Zell-Adhasionsmolekul) und ,mesenchymalen® Integrinen (z.B. o581 und a5p36)
charakteristisch. Dies ist in der Regel mit einer schwachen Zell-Zell-Adhasion und
einem Umbau des Aktinzytoskeletts assoziiert, wodurch die epitheliale Polaritat
verloren geht.

Die EMT-Hypothese wurde unter Berticksichtigung einer relativ grolsen Anzahl von
Brusttumorzelllinien aufgestellt. Die Zellen wiesen ein breites Differenzierungs-
spektrum auf, welches sich von einem epithelialen bis zu einem rein mesenchymalen
Erscheinungsbild erstreckte (Thompson et al., 1992; Sommers et al., 1994).
Aufgrund ihres Phanotyps und ihres invasiven Potentials (Durchquerung einer
Matrigel-beschichteten Membran in der Mikrochemotaxis-Kammer) lassen sich die
Brusttumorzelllinien grundsatzlich in drei Gruppen einteilen:

Die Zellen der ersten Gruppe zeichnen sich durch eine hohe Expression von
Markerproteinen aus, die fir einen epithelialen Phanotyp lumenbildender Brustzellen
typisch sind: Ostrogen-Rezeptor, E-Cadherin (Gen: cdh1), Zonula occludens-1 (Gen:
fjp7) und Desmoplakin I/ll (Gen: dsp), wobei die letzten drei Proteine an der
Ausbildung von Adhasions-Verbindungen, geschlossenen Zellkontakten (Tight
Junctions) und Desmosomen beteiligt sind. Zellen dieser Gruppe, beispielsweise
MCF-7-Zellen, sind nur sehr schwach invasiv. Die zweite Gruppe beinhaltet
Brusttumorzellen, bei denen der epitheliale Phanotyp sehr gering ausgepragt ist. Es
werden nur noch einige der Epithelmarker exprimiert und dies auf niedrigem Niveau.
Zu dieser Kategorie gehoren, unter anderen, MDA-MB-453 und MDA-MB-468 Zellen.
Sie sind durch eine relativ schwache in-vitro-Invasivitat charakterisiert.

Die dritte Gruppe, zu der zweifelsohne die MDA-MB-231-Zellen zahlen,
unterscheidet sich deutlich von den zuvor beschriebenen. Man findet hier Zellen mit
mesenchymalem, oft Fibroblasten-artigem Charakter. Anstelle der weiter oben
genannten epithelialen Marker, werden hier mesenchymale Proteine, wie Vimentin,
exprimiert. Der Phanotyp-Wechsel ist mit Veranderungen in der Zellmorphologie und
sehr hoher in-vitro-Invasivitat verbunden.

Man geht davon aus, dass der EMT-Prozess durch ein Zusammenspiel von TGF-
und onkogenem Ras verursacht wird (Oft et al., 1998). Zellen, die einen EM-
Ubergang vollzogen haben, produzieren neben mesenchymalen Markerproteinen
auch hohe Mengen an TGF-f, so dass der mesenchymale Phanotyp auf autokrinem
Weg stabilisiert wird (Oft et al., 1996). MDA-MB-231-Zellen haben vermutlich einen
EMT-Prozess durchlaufen, sie besitzen eine aktivierende Mutation des K-Ras-Gens
(Kozma et al., 1987) und synthetisieren Vimentin (ein Intermediarfilamentprotein
mesenchymaler Zellen), jedoch nicht E-Cadherin oder -Catenin (Gilles et al., 1997).
Ihr epithelialer Ursprung ist aber durch eine signifikante Expression der
Intermediarfilamentproteine Zytokeratin-8, -18 und -19 deutlich zu erkennen (Trask et
al., 1990).
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4.3.2 Einfluss von Proteinasen auf die Metastasierung
4.3.2.1 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind an dem Ab- und Umbau extrazellularer
Matrix beteiligt und spielen deshalb bei Entwicklungsvorgangen und Morphogenese
eine wichtige Rolle. Bislang konnten in Wirbeltieren 24 verschiedene MMPs
identifiziert werden, von denen 23 im Menschen vorkommen. DarlUber hinaus wurden
Mitglieder dieser Proteinasenfamilie auch in Hydra (Leontovich et al., 2000) und
Arabidopsis (Maidment et al., 1999) nachgewiesen. Die Expression von Matrix-
Metalloproteinasen begleitet streng regulierte zellulare Vorgange, wie beispielsweise
Wundheilung und Involution der Brustdrise (Singh und Foster, 1989; Lund et al.,
1996).

Bei der malignen Entartung von Zellen fordert eine unkontrollierte oder
unangemessene Expression einer oder mehrerer MMPs vermutlich den
pathologischen Prozess (MacDonald und Steeg, 1993). Ebenso wie bei vielen
anderen Krebserkrankungen, korreliert eine erhohte MMP-Expression oder -
Aktivierung auch bei Tumoren der Brust mit einem gesteigerten invasiven Potential
und schlechterer Prognose des Krankheitsverlaufs (Ishigaki et al., 1999; Jones et al.,
1999; Duffy et al., 2000). Die Invasion von Tumorzellen in das umliegende Gewebe,
die Intravasation und die Extravasation in distalen Organen kann nur durch ein
Zusammenspiel von Integrinen und MMPs erfolgen (McCawley und Matrisian, 2000).

Bei Matrix-Metalloproteinasen handelt sich um Mitglieder einer separaten Familie
proteolytisch aktiver Enzyme, die in ihrem aktiven Zentrum ein Zink-lon aufweisen,
und Kollagene und andere Bestandteile der extrazellularen Matrix degradieren. In
Fall von Brustkrebs konnte eine Uberexpression bestimmter Matrix-Metallo-
proteinasen, namlich MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-11, MMP-13 und MT1-MMP
(Membran-Typ I-MMP) gezeigt werden. Die gesteigerte Expression der Enzyme ist
hierbei generell mit einem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert.

MMP-1 und andere Kollagenasen

Zu den interstitiellen Kollagenasen gehoren die Matrix-Metalloproteinasen MMP-1,
MMP-8 und MMP-13. Es sind die einzigen Vertreter der MMP-Familie, die fibrillares
Kollagen abbauen kénnen. MMP-1 wir als Prepro-Enzym mit einer Kettenlange von
469 Aminosauren synthetisiert, welches aus einem Signalpeptid, einem Propeptid,
einer katalytischen Domane und einer C-terminalen Domane besteht. Das Enzym
wird von einer Vielzahl von Zellen, wie Fibroblasten, Chondrozyten, Makrophagen,
Endothelzellen und Keratinozyten produziert (Goldring, 1993). Normale Epithelzellen
der Brust hingegen exprimieren MMP-1 nicht in signifikanter Menge (Kousidou et al.,
2005). MMP-1 ist fur die Brustkrebsforschung von Interesse, da lediglich Brusttumor-
zellen mit sehr invasivem Phanotyp MMP-1 exprimieren. Die Expression ist in der
Tumorperipherie hoher als im Zentrum (Bachmeier et al., 2005).

Entsprechend weisen auch MDA-MB-231-Zellen diese Proteinase in hoher
Konzentration auf (Stark et al., 2007; Giambernardi et al., 1998). Die hohe mRNA
Expression spiegelt sich besonders bei dem hirnmetastasierenden Subklon MDA-
MB-231-Brain auch in einer hohen Menge an sekretiertem MMP-1-Protein wieder.
Ein signifikanter Anteil des MMP-1 wird im Kulturtiberstand von MDA-MB-231-Brain-
Zellen aktiviert (Stark et al., 2007).
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Neben den hirnmetastasierenden MDA-MB-231-Brain-Zellen, wiesen auch Zellen,
die mit den Endoglin-Expressionsvektoren transfizierte wurden, hohere Konzentra-
tionen an MMP-1-mRNA auf. Im Vergleich zu den parentalen MDA-MB-231-Zellen
steigerte sich die Kopienzahl um den Faktor 7 (MDA-MB-231-L-End-3) bzw. 28
(MDA-MB-231-Brain). Die Ursache hierflr |&sst sich jedoch nicht ohne weiteres aus
Literaturangaben ableiten.

An einem potentiellen Mechanismus konnte das ZRP-1-Protein beteiligt sein.
Durch Endoglin-Uberexpression wird die Lokalisation des Endoglin-Interaktions-
proteins ZRP-1 in eindeutiger Weise beeinflusst, es ist eine auffallige Akkumulation
im Bereich des Zellkerns festzustellen (siehe Abb. 3.11). Es wird angenommen, dass
ein kontrollierter Transport von ZRP-1 zwischen Zytosol und Kern stattfindet. In den
Zellkern verlagertes ZRP-1 fungiert hierbei als Koaktivator fur AP-1 (Aktivator
Protein-1) und NFxB (Nuclear factor-«B) regulierte Sequenzen in Promotoren
(Kassel et al., 2004). Da der MMP-1-Promotor sowohl durch AP-1 als auch durch
NF-xB transaktiviert wird, kénnte Endoglin die MMP-1-Expression zumindest
teilweise Uber das ZRP-1-Protein modulieren.

Der AP1-enthaltende Komplex von Transkriptionsfaktoren kann in MDA-MB-231-
Zellen auch durch Stimulierung des EGF-Rezeptors, beispielsweise mit Hilfe von
EGF (Nutt und Lunec, 1996) oder TGF-a, induziert werden. Entsprechend kann das
MMP-1-Gen ebenso durch den Phorbolester 12-O-Tetradecanoyl Phorbol-13-Acetat
(TPA) aktiviert werden (Angel et al., 1987; Nutt und Lunec, 1996). Hierbei
verzehnfacht sich sowohl die Menge an Gesamt-MMP-1 als auch an aktiviertem
MMP-1-Protein (Stark et al., 2007).

Weiterhin konnte ein TGF-p / ALK-1-induzierter Signaltransduktionsweg zu einer
NF-kB-Aktivierung fihren, wie in Neuronen demonstriert (Kénig et al., 2005), und auf
diesem Weg die MMP-1-Expression erhdhen.

Wahrend sich MMP-8, die ,neutrophile Kollagenase®, in MDA-MB-231-Zellen
mittels real-time RT PCR nicht nachweisen lasst (Stark et al., 2007), synthetisieren
die Zellen relativ grolle Mengen an MMP-13 (Kollagenase 3). Humane MMP-13
wurde zunachst in Karzinomen der Mamma identifiziert (Freije et al., 1994). Aktuelle
Studien belegen, dass diese MMP in einer Reihe von malignen Tumoren exprimiert
wird. Aufgrund der geringen Substratspezifitat scheint die physiologische MMP-13-
Expression mit Situationen assoziiert zu sein, in denen ein schneller und effektiver
Umbau extrazellularer Matrix (ECM) erforderlich ist.

Diese Metalloproteinase wird vermutlich anders reguliert als die Ubrigen MMPs, da
im Rahmen einer Studie (Stark et al., 2007) Kollagenase 3 als einzige Matrix-
Metalloproteinase in MDA-MB-231-Brain Zellen eine geringere Expression zeigt als
in parentalen MDA-MB-231-Zellen. Der MMP-13-Promotor ist in MDA-MB-231-Zellen
durch TGF-B aktivierbar, wobei die Expression durch einen Komplex aus Smad3,
JunB und Runx2 induziert wird (Selvamurugan et al., 2002; 2004).

Fokale Proteolyse: MT1-MMP und Gelatinasen

Die Migration von Tumorzellen in dreidimensionalen Matrices erfordert den Abbau
extrazellularer Matrix durch Membran-assoziierte Proteasen (Friedl und Wolf, 2003).
Hierzu zahlen die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, sowie die Membran-Typ |
Metalloproteinase (MMP14). Diese sind an fokalen Zell-Matrix-Kontakten von
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Invadopodien und Podosomen lokalisiert, also den Zellinvasions-vermittelnden
Strukturen (Linder und Aepfelbacher, 2003; Seals et al., 2005).

Gelatinasen spalten die Kollagen-Typen | bis IV, sowie Laminin, Elastin und
Fibronektin, wobei die Kollagentypen I-lll nur von MMP-2 (Gelatinase A, 72kDa) und
nicht von MMP-9 (Gelatinase B, 92kDa) degradiert werden. Darlberhinaus agieren
siein synergistischer Weise, zusammen mit interstiliellen Kollagenasen, beim Abbau
von fibrillarem Kollagen (Lobmann et al., 2005). MMP-2 kann von unterschiedlichsten
Zelltypen, beispielsweise Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen,
synthetisiert werden. Dem Enzym kommt eine tragende Rolle bei verschiedenen
physiologischen und pathologischen Prozessen, wie Wundheilung, Arteriosklerose
und Tumormetastasierung zu.

Auch MMP-9 weist ein ausgedehntes Expressionsmuster auf, es wird von
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen (Nielsen et al., 1996), vaskularen Perizyten
(Nielsen et al., 1997) und auch Krebszellen (Rha et al., 1997) produziert. Im
Gegensatz zu anderen Metalloproteinasen besitzen Gelatinasen in ihrer kataly-
tischen Domane drei Kopien einer Fibronectin-Typll-Doméane auf, mit denen sie
Substate, wie Gelatin, Kollagene und Laminin binden (Allan et al., 1995).

Die Aktivierung von MMP-2 erfolgt nicht wie bei anderen MMPs im
Extrazellularraum (Grol3teil der MMPs) oder intrazellular (MMP-11 und Membran-
Typ-MMPs), sondern mittels Membran-Typ-MMPs (MT-MMPs) an der Zelloberflache
(Visse und Nagase, 2003).

Das initiale Ereignis der Tumorinvasion besteht aus einem Durchbruch von
Tumorzellen durch die Basalmembran. Dieser Vorgang ist von Kollagen-TyplV-
abbauenden Enzymen, hauptsachlich MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, sowie dem
Inhibitor TIMP-2 abhangig. Es konnte gezeigt werden, dass die TyplV Gelatinase-
Aktivitat in direkter Weise mit Tumormetastasierung korreliert (Liotta et al., 1980). Die
Basalmembran der Gefalte ist ein supramolekularer Komplex aus Proteinen,
Glykoproteinen und Proteoglykanen, welcher durch eigenstandige Zusammen-
lagerung (,self-assembly”) der Einzelbestandteile entsteht und sowohl Endothel-
zellen, als auch Perizyten umhuillt.

Eine stark erhdohte Expression von MMP-2 und MMP-9 wurde in
Krebserkrankungen von Lunge, Kolon, Brust (Nielsen et al., 1997; Heppner et al.,
1996; Behrens et al., 2001; Pellikainen et al., 2004; Baker et al., 2002), Haut und
Prostata gefunden und korrelierte mit einem gesteigerten invasiven Potential, sowie
Metastasenbildung (Egeblad und Werb, 2002). In vielen Fallen steht das Stadium der
Tumorentwicklung in linearem Zusammenhang mit der Expressionshohe von
Gelatinasen, da vor allem hoch-aggressive Tumorzellen MMP-2 und MMP-9
exprimieren. Eine veranderte Expression von Matrix-Metalloproteinasen infolge von
Krebserkrankungen ist nicht erstaunlich, da viele Promotoren von MMP-Genen
Bindestellen fur Proto-Onkogene aufweisen. Der MMP-9-Promotor besitzt beispiels-
weise AP-1- und PEA-3-Bindestellen fir die Transkriptionsfaktoren jun, fos und ets,
eine GT-Box fur das Retinoblastoma-Protein (RB), sowie SP-1- und NF-«xB-
Sequenzen (Giambernardi et al., 1998).

Auch die membranstandige Proteinase MT1-MMP (MMP-14, 57kDa) ist eng mit
invasiven Prozessen assoziiert. So ist MMP-14 bei der Regulation des invasiven
Potentials aggressiver Brusttumorzellen von entscheidender Bedeutung. Eine hohe
Expression der Proteinase konnte in Brusttumoren nachgewiesen werden und
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korreliert mit einer schlechten Prognose fir den Krebspatienten (Jiang et al., 2006).
In migrierenden Zellen wird MT1-MMP vermutlich mit Hilfe von CD44 an den
fuhrenden Leitsaum (Lamellipodium) beférdert (Mori et al., 2002) und rekrutiert
weitere Molekule, wie MMP-2 hinzu (Jiang et al., 2006).

Ein interessanter Aspekt ist hierbei, dass Gelatinasen und MT-MMPs das
Genprodukt des Metastasen-Suppressor-Gens KiSS-1 und auch dessen
prozesssierte Form, das Metastin-Decapeptid spalten. Metastin bindet an einen
G-Protein-gekoppelten Rezeptor, hOT7T175, und unterdrickt die Metastasenbildung
von Tumoren, die den Rezeptor exprimieren. Die aktiven Formen der Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, MT3-MMP und MT5-MMP sind in
der Lage die Peptidbindung zwischen den Aminosauren Gly'"™® und Leu'" des KiSS-
1-Proteins und Metastin-Decapeptids zu spalten, wodurch der Ligand seine
biologische Aktivitat verliert und nicht mehr an den Rezeptor binden kann (Takino et
al., 2003).

MDA-MB-231-Zellen, besonders der hirnmetastasierende Subklon, exprimieren
MMP-9-mRNA relativ stark. Im Uberstand der Zellen wurden allerdings nur im Fall
der MDA-MB-231-Brain-Zellen signifikante Menge der Proteinase nachgewiesen
(Stark et al., 2007). In parentalen MDA-MB-231-Zellen erfolgt eine Induktion des
MMP-9-Gens, wenn die Zellen auf Matrigel (Balduyck et al., 2000) oder in
Anwesenheit von Phorbolestern (Stark et al., 2007) kultiviert werden. Die MMP-9-
Expression wird zudem durch Hypoxie aktiviert. Kultiviert man MDA-MB-231-Zellen
unter Hypoxie-Bedingungen (1% O, / 94% N> / 5% COy;), so wird MMP-9, als auch
eine 103kDa grol’e Gelatinase synthetisiert. Der MMP-9-Promotor weist kein HRE
auf, die Hypoxie-bedingte Induktion wird mdoglicherweise Uber AP-1 oder NFxB —
aktivierbare Sequenzen des Promotors vermittelt (Ridgeway et al., 2005). In MDA-
MB-231-Zellen kann die MMP-9-Expression zudem durch TGF-§ aktiviert werden
(Safina et al., 2006).

In vielen Studien konnte in MDA-MB-231-Zellen keine MMP-2-Expression oder
Aktivitat nachgewiesen werden (Farina et al., 2002; Ridgeway et al., 2005; Stark et
al., 2007). Andere Studien hingegen zeigten eine MMP-2-Expression von MDA-MB-
231-Zellen sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene (Kousidou et al., 2005;
Paquette et al., 2005). Dies mag daran liegen, dass MMP-2 nur in dunn ausgesaten
Zellen exprimiert wird, bei Erreichen konfluenten Wachstums geht die Expression
verloren (Menashi et al., 1998).

Grundsatzlich erhoht die Aktivitat dieser Gelatinase das invasive Potential von
MDA-MB-231-Zellen jedoch entscheidend. Bei DNA-Mikroarray-Analysen von
knochenmetastasierenden MDA-MB-231-Zellen konnte MMP-2, neben anderen
Genen, wie MMP-1, CXCR4, IL11 und CTGF, fur das gesteigerte metastatische
Potential der Zellen verantwortlich gemacht werden (Kang et al., 2003; Minn et al.,
2005). Eine kiinstliche Uberexpression von MMP-2 in MDA-MB-231-Zellen fiihrte so
zu einer gesteigerten in-vitro Invasivitat und der Ausbildung von Fernmetastasen in
Nacktmausen (Tester et al., 2004). Desweiteren wurde beim Menschen eine
Korrelation zwischen hohen MMP-2 Serum-Konzentrationen und metastasierenden
Brusttumoren festgestellt (Leppa et al., 2004; Sheen-Chen et al., 2001; Hao et al.,
2004).

Im Rahmen dieser Arbeit lield sich ein Einfluss von Endoglin auf die Expression
von MT1-MMP oder Gelatinasen nicht nachweisen. Hohe Endoglin-Konzentrationen
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scheinen allerdings die Lokalisation dieser Proteinasen zu verandern, indem sie die
Bildung von Invadopodien und Membranvesikeln stimulieren. Es wurde gezeigt, dass
Membran-assoziierte Matrix-Metalloproteinasen besonders an diesen Zellauslaufern
und —abschnurungen zu finden sind (siehe Kapitel 4.3.4). Die Lokalisierung dieser
Proteinasen war hierbei fur das invasive Potential von grélierer Bedeutung, als deren
absolutes Expressionsniveau.

Andere MMPs

Zurzeit werden funf Vertreter der Matrix-Metalloproteinasen des Menschen als
,andere MMPs"“ klassifiziert. Hierzu gehéren MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-23
und MMP-28. MMP-19 wurde durch Klonierung aus einer cDNA-Bibliothek von
humanen Lebergeweben identifiziert (Pendas et al., 1997) und bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis nachgewiesen, wo es durch T-Zellen synthetisiert wird und als
Autoantigen wirkt (Kolb et al., 1997). Die Hauptsubstrate von MMP-19 sind Gelatin,
Kollagen IV und Laminin (Stracke et al., 2000), wobei die Prozessierung der y2-Kette
von Laminin § in die Fragmente y2' und y2x durch MMP-19 die Migration von
Epithelzellen férdert (Sadowski et al., 2005). MMP-19 steigert dementsprechend die
Migration von Keratinozyten durch Matrices aus Kollagen Typ IV und Fibrin und
nimmt an der Tumorinvasion von Epithelzellen teil (Sadowski et al., 2005). Im
Gegensatz zu den meisten anderen Matrix-Metalloproteinasen wird MMP-19 auch
unter normalen physiologischen Bedingungen von humanen Epithelzellen der Brust
und Haut exprimiert (Beck et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit zeigte der L-Endoglin Uberexprimierende Klon L-End-3
eine prominente MMP-19-Expression, die vermutlich den invasiven Charakter dieser
Zellen fordert.

Aktivierung und Beseitigungq biologisch-aktiver Komponenten der EC-Matrix
durch MMPs

Die Hauptfunktion von MMPs besteht aus einer Beseitigung von ECM, vor allem
wahrend Umbauprozessen von Geweben. ECM besteht allerdings nicht nur aus
einem GerUst extrazellularer Matrix, sondern dient auch als Speicher fur biologisch
aktive Molekule, wie Chemokine (Sternlicht und Werb, 2001). Beim Abbau
extrazellularer Matrix durch MMPs kdnnen diese Faktoren freigesetzt werden und
dann das Verhalten von Zellen beeinflussen. Molekule konnen durch MMPs jedoch
nicht nur mobilisiert, sondern auch aktiviert werden. Als Beispiele hierflr seien der
Fas-Ligand (Powell et al., 1999), TNF-o (Gearing et al., 1994) oder IL-8 (Van den
Steen et al., 2000) genannt. Umgekehrt kdnnen in den Extrazellularraum sekretierte
Faktoren auch degradiert und inaktiviert werden, wie im Fall von IL-1p (lto et al.,
1996) und den Chemokinen MCP-3 (McQuibban et al., 2000) und SDF-1 (Stromal
derived factor-1; McQuibban et al., 2002) gezeigt wurde.

Auch ECM-Komponenten, die man nicht als klassische Liganden definieren
wurde, weisen gelegentlich verborgene funktionelle Strukturen auf. Diese kdnnen
infolge einer Proteolyse freigelegt werden und entfalten dann ihre biologische
Aktivitat. Der Abbau von Basalmembran-Bestandteilen durch MMP-3 kann
beispielsweise die Apoptose (Boudreau et al., 1995) oder Alveolarbildung (Sympson
et al., 1994; Witty et al., 1995) bei Epithelzellen der Brustdruse hervorrufen. Eine
Proteolyse von E-Cadherin durch die gleiche Metalloproteinase fordert die Epithel-
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Mesenchym-Konversion (EMT) von Epithelzellen der Mamma (Lochter et al., 1997;
Thomasset et al., 1998) und steigert zudem die Zellinvasion (Noe et al., 2001). Ein
interessanter Aspekt ist auch die gesteigerte Zellmigration von Brustepithelzellen bei
Spaltung der y2-Kette von Laminin 5 durch MMP-2 und MT1-MMP (Giannelli et al.,
1997; Koshikawa et al., 2000). Dieser Vorgang hat direkte Auswirkungen auf die
Matrigel-induzierte Bildung von Netzwerken (siehe 4.3.6).

4.3.2.2 Plasmin-assoziierte Proteinasen: PAI-1 und uPA

Die proteolytische Aktivitat muss selbst bei unkontrolliert scheinenden Vorgangen,
wie der Invasion von Tumorzellen, raumlich und zeitlich reguliert werden. Ein zu
exzessiver Abbau von extrazellularer Matrix kann den Untergrund zerstéren, den die
migrierenden Zellen zur Verankerung benotigen. Dies erklart den paradoxen Effekt,
dass nicht nur eine Uberexpression des Plasminogen-Aktivators uPA mit erhohter
Agressivitat von Tumoren und schlechter Prognose assoziiert sein kann, sondern
auch die seines Gegenspielers PAI-1 (Schmitt et al., 1991; Harbeck et al., 2004). Die
essentielle Bedeutung von PAI-1 konnte in einem Tiermodell mit PAI-1-defizienten
Mausen belegt werden. Die transplantierten Tumorzellen konnten hierbei erst nach
wiederhergestellter PAI-1-Expression mit Hilfe eines adenoviralen Vektors in das
Gewebe eindringen (Bajou et al., 1998). Invasionsprozesse hangen folglich von
einem genau abgestimmten Zusammenspiel beider Proteinasen ab.

Plasmin kann die inaktiven Vorstufen der Matrix-Metalloproteinasen MMP-1,
MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10 und MMP-13 (Lijnen, 2001) aktivieren, ein
Vorgang, dem in-vivo eine relevate Bedeutung zukommt (Visse und Nagase, 2003).
Plasmin wiederum entsteht bei der Aktivierung von Plasminogen durch den Fibrin-
gebundenen Gewebs-Typ-Plasminogen-Aktivator (t-PA, Tissue-type Plasminogen
Activator) oder rezeptorgebundenem uPA (urokinase-type PA). Der Prozess kann
durch Serin-Protease-Inhibitoren, wie PAI-1 und PAI-2 gehemmt werden. Sowohl
Plasminogen als auch uPA liegen Membran-assoziiert vor, wodurch eine lokal
begrenzte Aktivierung von Pro-MMPs an der Zelloberflache erfolgt.

Die Expression von uPA und PAI-1 lasst sich in MDA-MB-231-Brusttumorzellen
durch Stimulation mit TGF-B1 (5ng/ml) induzieren (Lindemann et al., 2003).
Dementsprechend steigert TGF-3 Uber Induktion der Urokinaseaktivitat die Invasivitat
dieser Brusttumorzelllinie (Farina et al., 1998). MDA-MB-231-Zellen synthetisieren
sowohl uPA als auch dessen Rezeptor, uPAR (Gilles et al.,, 1997). Die hohe
Expression von uPA-Expression in diesen Brusttumorzellen konnte in der vor-
liegenden Arbeit bestatigt werden. Mittels Realtime-RT-PCR wurden ACT-Werte von
3,7 bis 4,8 bestimmt. Die Induktion des uPA-Gens fiel aufgrund des hohen
Basalniveaus, wie zu erwarten war, nur gering aus.

Bei der Quantifizierung von PAI-1-mRNA in MDA-MB-231-Zellen ergaben sich im
Rahmen dieser Arbeit ACT-Werte von 3,7 bis 4,8. Bei Anwesenheit von TGF-1
wiesen parentale und vor allem S-Endoglin-GUberexprimierende MDA-MB-231-Zellen
deutlich hohere PAI-1-mRNA-Konzentrationen auf, als L-Endoglin enthaltende Zellen
der Linien MDA-MB-231-L-End-3 und MDA-MB-231-Brain. Mdglicherweise tragt das
niedrigere Expressionsniveau des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors in den L-Endoglin
exprimierenden Brusttumorzellen zur hohen Invasivitat dieser Zelllinien bei.
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4.3.3 Potentielle Molekulare Grundlagen der Migrations- und Invasions-
steigerung

4.3.3.1 Beeinflussung der Zellmigration durch das Zytoskelettprotein ZRP-1

ZRP-1 (Zyxin-related protein-1), auch TRIP6 (Thyroid receptor-interacting protein
6) genannt, ist ein cytoplasmatisches Protein aus 476 Aminosaureresten (Lee et al.,
1995). Es gehort zur Zyxin-Familie, welche auch die Proteine Zyxin und LPP (Lipoma
preferred partner) umfasst. Die Vertreter dieser Familie sind an der Regulation des
dynamischen Auf- und Abbaus von Actin-Filamenten beteiligt und modulieren
Zelladhasions- und Migrations-assoziierte Signaltransduktionswege (Murthy et al.,
1999, Xu et al., 2004, Yi et al., 2002).

ZRP-1 wurde zunachst als Protein identifiziert, das mit dem nuklearen Thyroxin
(thyroid) Hormon-Rezeptor und dem Retinoid X Rezeptor interagiert (Lee et al.,
1995), obwohl es, ebenso, wie Zyxin und LPP am N-terminalen Proteinende ein
Kern-Export-Signal besitzt. Am C-Terminus befinden sich bei ZRP-1 drei LIM (nach
den Homoéodomanen-Proteinen Lin-11, Isl-1 und Mec-3 benannt) Domanen. Sowohl
Zyxin als auch ZRP-1 treten zudem mit Signaltransduktions-Molekilen, wie
CasL/HEF1 (Human Enhancer of Filamentation 1) und p130“® in Kontakt (Yi et al.,
2002). Diese Wechselwirkungen beeinflussen maligeblich den Actin-Umbau, die
Zelladhasion und die Zellmigration.

In ruhenden Zellen sind LIM-Domanen-Proteine uUberwiegend an fokalen
Adhasionen lokalisiert, also Bereichen, in denen die Zelle engen Kontakt mit der
extrazellularen Matrix aufweist. Die LIM-Domanen-Proteine interagieren hier
entweder direkt oder Uber Adaptor-Molekile mit dem Actin-Zytoskelett (Drees et al.,
1999; Li et al., 2003; Schaller 2001; Xu et al., 2004). Unter bestimmten Bedingungen
lassen sich mehrere Vertreter dieser Proteinfamilie allerdings auch im Zellkern
nachgeweisen (Petit et al., 2000; Wang et al., 1999).

Interessanterweise konnen ZRP-1, Zyxin und LPP trotz ihres Kern-Export-Signals
in den Zellkern translozieren. Neben diesen Export-Signalen wurden in den
Proteinen zusatzlich Sequenzen identifiziert, die einen Transport in den Kern
vermitteln (Wang und Gilmore, 2001). Sowohl die zellulare Lokalisation als auch die
identifizierten nuklearen (Thyroid Hormon Rezeptor und v-Rel) und cytoplasma-
tischen (Protein Tyrosine Phosphatasen PTP1E und PTPBL) Interaktionsproteine
legen nahe, dass ein Transport von ZRP-1 zwischen diesen Kompartimenten
stattfindet.

Im Zellkern befindliches ZRP-1 dient als Koaktivator fur AP-1 und NF-xB (Kassel
et al.,, 2004). Eine Uberexpression von ZRP-1 in Fibroblasten der Maus (10T1/2-
Zellen) fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der Durchwanderung einer Fibronektin-
beschichteten Membran (Boyden-Kammer; Yi et al., 2002). Andererseits fuhrt eine
Blockierung der ZRP-1-Expression zu einer gesteigerten Zellmotilitat (Yi et al., 2002;
Worley et al.,, 2006). Eine Reduktion der ZRP-1 Expression mit Hilfe von siRNA
fuhrte zu einer erhdhten Anzahl und erweiterten Lange von Actin-Stress-Fasern
(Gurianova et al., 2005). Dies war mit einem verminderten Auftreten von fokalen
Adhasionen und Zell-Zell-Kontakten verbunden. Im einem Wundheilungs-Test
(Scratch-Test) zeigten diese Zellen einen deutlich motileren Phanotyp (Gur’ianova et
al., 2005).
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Ein besonders interessanter Aspekt der ZRP-1-Funktion steht im Zusammenhang
mit Salmonella typhimurium-Infektionen. Diese fakultativ intrazellularen Pathogene
konnen sich in ihrem Wirt verbreiten, indem sie Phagozyten des Gastro-
intestinaltrakts befallen und deren Motilitat erhdhen. Es konnte gezeigt werden, dass
ein von Salmonella sekretiertes Protein, SrfH (SsrB regulated factor H), an ZRP-1
bindet und auf diese Weise die Zellmotilitat erheblich erhoht (Worley et al., 2006).
Durch Wirkung von SrfH andert sich die subzellulare Verteilung des ZRP-1 Proteins,
so dass es nun mit dem Zytoskelett assoziiert, vorkommt (Worley et al., 2006).
Worley et al. deuteten deshalb ZRP-1 als ,Bremse®, welche die Ausbreitung
infizierter Zellen verhindert.

Interaktion von Endoglin mit dem Zytoskelettprotein ZRP-1

Es wurde gezeigt, dass Endoglin sowohl mit Zyxin (Conley et al., 2004), als auch
mit ZRP-1 (Sanz-Rodriguez, 2004) interagiert. Die Wechselwirkung erfolgt zwischen
den LIM-Doméanen von ZRP-1 bzw. Zyxin und dem Klasse | PDZ-Motif von Endoglin.
Dem S-Endoglin fehlt dieses Motif (Sequenz: SSMA), weshalb eine Interaktion mit
ZRP-1 unwahrscheinlich ist. Endoglin ist ebenso wie ZRP-1 hauptsachlich an Stellen
fokaler Adhasion lokalisiert, es akkumuliert aber auch teilweise in kernnahen
Bereichen (Guo et al., 2004).

Bezeichnenderweise fihrt eine Uberexpression von Endoglin ebenfalls zu einer
veranderten ZRP-1 Lokalisation. In Abwesenheit von Endoglin lasst sich ZRP-1
hauptsachlich an fokalen Adhasionen nachweisen (Sanz-Rodriguez et al., 2004). Bei
kiinstlicher Uberexpression von Endoglin wird ZRP-1 aus diesen peripheren Zonen in
zentralere Bereiche der Zelle transportiert. Die Uberexpression von Endoglin in den
MDA-MB-231-Brusttumorzellen fuhrte zu einer prominenten Lokalisierung von ZRP-1
in nuklearen oder perinukledren Bereichen. Diese Translokation des Zytoskelett-
proteins ZRP-1 konnte das motilere Verhalten der Endoglin-lUberexprimierenden
MDA-MB-231 verursachen. Durch gestiegene Konzentrationen an nukledrem ZRP-1
wlrden zudem AP-1 reguliete Promotoren starker induziert werden.
Interessanterweise lasst sich gerade in den Endoglin-haltigen Zelllinien MDA-MB-
231-Brain und —L-End-3 eine hohere MMP-1-mRNA-Expression nachweisen.

4.3.3.2 Der Transkriptionsfaktor Id1 als Zielgen des TGF-3/ALK1-Wegs

Die Metastasierung maligner Tumore wird durch den Vorgang der Neo-
Angiogenese in erheblichem MalRe beeinflusst. Hierbei spielen proangiogene
Transkriptionsfaktoren, wie HIF-1a, Egr-1, c-Jun und die Id-Proteine eine
bedeutende Rolle. Id-Proteine gehodren zur groflen Familie der helix-loop-helix
(HLH)-Transkriptionsfaktoren, welche mehr als 200 verschiedene Vertreter umfasst.
Der Name Id steht flr ,inhibitor of DNA binding“, oder auch inhibitor of
differentation®, da Id-Proteine die Bindung von bHLH (basischen HLH)-Proteinen an
bestimmte DNA-Sequenzen, so genannte E-Boxen (Basensequenz: CANNTG),
verhindern.

In Abwesenheit von |d-Proteinen koénnen die gewebsspezifischen bHLH-
Transkriptionsfaktoren mit ubiquitar exprimierten E-Proteinen, wie E12, E47 und E2-2
Heterodimere bilden und an E-Box-haltige Promotoren von Genen der
Zelldifferenzierung binden und diese aktivieren. Die DNA-Bindung erfolgt Uber
basische Regionen, die sowohl fur bHLH- als auch E-Proteine charakteristisch sind.
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Den |d-Proteinen hingegen fehlt das basische, DNA-bindende Motiv, so dass
Heterodimere aus bHLH wund Id-Proteinen nicht in der Lage sind als
Transkriptionsaktivatoren zu wirken. Die Id-Proteine fungieren deshalb als dominant-
negative Regulatoren von bHLH-Proteinen.

Eine Inhibierung der Zelldifferenzierung ist zumeist mit einer Forderung der
Zellproliferation assoziiert. Erwartungsgemal® agieren Id-Proteine deshalb auch
proliferationsfordernd. 1d1 steigert die Proliferation indirekt, indem es als Antagonist
von E-Proteinen die E2A-abhangige Expression des negativen Zellzyklus-Regulators
(CDKI; cyclin-dependent kinase inhibitors) p21°P"Wa" supprimiert (Prabhu et al.,
1997). Desweiteren reduziert Id1 auch die Synthese des CDK-Inhibitors p16™<*2
(Ohtani et al., 2001).

Die exogene Uberexpression von Id1 in Brustkarzinomzellen bewirkt, dass diese
einen agressiveren Phanotyp annehmen und in Abwesenheit von Serum proliferieren
(Lin et al, 2000). Ein gleiches Vorgehen veranlasst auch nicht-entartete
Brustdrisenepithelzellen dazu, die Basallamina zu durchbrechen und in die
extrazellulare Matrix von Geweben einzuwandern (Desprez et al., 1998; Fong et al.,
2003). Id1 wird von aggressiven und metastatisch aktiven Brustkarzinomzellen in
hohem Male Uberexprimiert. Das Protein lasst sich zudem in humanen Biopsien von
infiltrierenden Brustkarzinomen nachweisen. Wahrend diese Karzinome hohe
Mengen an Id1 synthetisieren, sind nicht invasive Brustkarzinome (DCIS, Ductal
carcinoma in-situ) bei immunhistochemischen Farbungen fast ausnahmslos Id1-
negativ (Lin et al., 2000). Die ld1-Konzentration kann demnach als zuverlassiger
Marker fur das invasive und metastatische Potential von Brusttumoren dienen (Fong
et al., 2003).

Beim Id7-Gen handelt es sich um ein Zielgen des TGF-B-ALK-1-Smad1/5-Weges
(Lebrin et al., 2004; Ota et al., 2002; Goumans et al., 2002). Der Alk-1-Rezeptor galt
zunachst als Endothel-spezifisch, wurde dann aber auch in Epidermiszellen und
Neuronen (Konig et al.,, 2005) nachgewiesen. In Endothelzellen wird dieser
Signaltransduktionsweg durch Endoglin geférdert (Lebrin et al., 2004). Id1 ist ein
positiver Regulator proangiogener Molekule, wie dem Integrin a6p4, dem FGF-
Rezeptor-1 und der Gelatinase MMP-2 (Ruzinova et al., 2003). Wie gezeigt werden
konnte, korrelieren zudem die Expressionshohen von Id1 und MT1-MMP (Fong et al.,
2003). Interessanterweise spielen gerade MMP-2 und MT1-MMP bei dem Phanomen
,vaskulogene Mimikry’ (VM) eine entscheidende Rolle. Dementsprechend wurde in
einer Studie dargestellt, dass der Id1-Promotor in Endothelzellen Uber einen
Smad1/5-Signalweg induziert wird, wobei die Id1-Expression zu einer Stimulierung
der Endothelzellmigration, sowie der Ausbildung von VM-homologen Strukturen auf
einer Matrigelbeschichtung fuhrte (Valdimarsdottir et al., 2002). Gleiche Ergebnisse
lieRen sich auch durch ektopische Uberexpression von Id1 erzielen (Valdimarsdottir
et al., 2002).

Ebenso, wie bei Endothelzellen (Lebrin et al., 2004), |asst sich das /d71-Gen -wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt- auch bei MDA-MB-231-Brusttumorzellen nur in
Gegenwart hoher Endoglin-Konzentrationen durch TGF-B induzieren. Vermutlich wird
in MDA-MB-231-Zellen also neben dem weit verbreiteten Smad2/3- auch der fur
Endothelien charakteristische Smad1/5-Signaltransduktionsweg durch TGF-p
aktiviert. Es ist davon auszugehen ist, dass beide Typl-Rezeptoren (ALKS und ALK1)
in dieser Zelllinie TGF-p-Signale weiterleiten kdnnen (Dumont und Arteaga, 2003).
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Da im Rahmen dieser Arbeit nur MDA-MB-231-Zelllinien mit hoher Endoglin-
Expression vaskulogene Aktivitdt demonstrierten, konnte ein Zusammenhang
zwischen dem |d1-Gehalt von Zellen und der Fahigkeit zur Ausbildung VM-artiger
Strukturen bestehen.

Interessanterweise korrelierte die Expression des Endothelmarkers Tie-1
(Tyrosine kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor homology
domains-1) eindeutig mit der Id1-Protein-Konzentration. Tie1 ist mit dem
Angiopoietinrezeptor Tie-2 verwandt, es konnte jedoch bislang kein Tie-1-Ligand
identifiziert werden. Dem Protein kommt vermutlich eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung von Gefallen im Rahmen der Neovaskularisierung zu. Eine
Uberexpression von Tie-1 lieB sich bei Karzinomen der Brust (Yang et al., 2003) und
des Magens nachweisen. Mdglicherweise handelt es sich beim tie-1-Gen ebenfalls
um ein direktes Zielgen des TGF-B-ALK1-Weges, andernfalls kdnnte es aber auch
durch den Transkriptionsfaktor Id1 reguliert werden.

Der Transkriptionsfaktor 1d-1 kontrolliert demnach verschiedene Aspekte der
Brustkrebs-Biologie, indem es die Expressionshohe von Kontrollproteinen des
Zellzyklus, invasionsbestimmender Proteinasen und Proteinen der Zell-Zell-
Interaktion reguliert.

4.3.4 Einfluss von Invadopodien auf die Tumorzellinvasion

Die Bewegung von Zellen durch eine dreidimensionale ECM-Matrix erfordert im
Gegensatz zur reinen Zellmigration eine Anpassung der Zellform, sowie eine
angemessene proteolytische Aktivitdt (Murphy und Gavrilovic, 1999; Friedl und
Brocker, 2000). Podosomen und Invadopodien werden zurzeit intensiv erforscht, da
diese Zelleinrichtungen sowohl an physiologischen Ereignissen, wie der
Extravasation und Gewebstransmigration von Monozyten (Buccione et al., 2004), als
auch bei pathologischen Bedingungen, wie Arteriosklerose (Moreau et al., 2003) und
Krebserkrankungen (Buccione et al., 2004; Weaver, 2006; Yamaguchi und
Condeelis, 2006) beteiligt sind.

Invadopodien sind fingerformige Auslaufer der ventralen Zelloberflache, die sich
bis in die extrazellulare Matrix hervorstrecken. Es handelt sich um Bereiche aktiven
ECM Abbaus (Baldassarre et al., 2003). Man findet Invadopodien ausschlief3lich an
Tumorzellen, wobei ihr Auftreten mit gesteigerter Invasivitat und Metastasierung
assoziiert ist (Weaver, 2006). Zellauslaufer dieses Typs vermitteln metasta-
sierungsrelevante Funktionen, wie den Abbau extrazellularer Matrix und die
Verankerung migrierender Zellen im Untergrund. Invadopodien bestehen aus einem
verzweigten Netzwerk aus F-actin, das neben weiteren Elementen des Zytoskeletts
auch Proteine enthalt, die der Signaltransduktion, Zelladhdsion oder Matrix-
Degradation dienen (siehe Tabelle 4.1).

Strukturen mit ahnlicher Funktion und Molekllausstattung, so genannte
Podosomen, findet man bei Zellen, die Gewebe durchqueren oder diese umformen,
wie Makrophagen und Osteoklasten (Linder und Aepfelbacher, 2003). Beide
Zellauslauferarten unterscheiden sich vermutlich nur in ihrem strukturellen Aufbau.
Wahrend bei Invadopodien F-Actin und Komponenten der Zelladhasion kolokalisiert
vorkommen, besteht der Querschnitt eines Podosoms aus einem charakteristischen
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Ring Adhasions-assoziierter Moleklle, welcher einen Kern aus Aktin umgibt (Weaver
et al., 2006). Laut einer Theorie konnte es sich bei Podosomen um Vorlaufer von
Invadopodien handeln (Linder und Aepfelbacher, 2003; Buccione et al., 2004). Im
Hinblick auf den Abbau extrazellularer Matrix bestehen jedoch Unterschiede
zwischen Podosomen und Invadopodien.

Wahrend Podosomen nur rekonstituierte Basalmembran oder nicht-quervernetztes
Fibronektin degradieren konnen (Burgstaller und Gimona, 2005), sind Invadopodien
zudem in der Lage auch quervernetztes Fibronektin, sowie Gelatin Abzubauen
(Baldassarre et al., 2003). Hierfur ist vermutlich die unterschiedliche Ausstattung mit
Proteasen verantwortlich, so findet man beispielsweise Seprase und DPPIV lediglich
an Invadopodien (siehe weiter unten).

Golgi-Apparat
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Abb. 4.2 Der Matrix-Abbau an Podosomen und Invadopodien. Metalloproteinasen
(MMP-2, MMP-9, MT1-MMP und ADAM12) und Serinproteasen (Seprase und DPPIV)
gelangen mit Hilfe von Membranvesikeln entlang von Mikrotubuli vom Golgi-Apparat
zu den Orten der Membraninsertion (im Fall von MT1-MMP) oder der Sekretion. Hier
beginnen sie unmittelbar mit der Degradation extrazellularer Matrix. Sowohl
degradierte und anschlieBend phagozytierte Matrix, als auch freigesetzte Wachstums-
faktoren konnten die Bildung der Zellauslaufer zusatzlich stimulieren (nach Linder,
2007). Die Serin-Proteasen wurden bislang nur an Invadopodien identifiziert.
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Invadopodien enthalten vor allem Komponenten, die der Strukturgebung, dem
Aktin-Umbau und der Zelladhasion dienen. Die zellulare Adhasion wird hauptsachlich
durch Integrine vermittelt. Integrine fungieren generell als Transmembranrezeptoren,
wobei sie das Zytoskelett der Zelle mit der extrazellularen Matrix verbinden und auf
diese Weise Signale in das Zellinnere ubertragen kdnnen. Invadopodien epithelialer
Zellen weisen die Integrine a3p1, ab5p1 und aVB3 auf (Mueller et al., 1999;
Deryugina et al., 2001). Diese steigern vermutlich das invasive Potential von Zellen,
indem sie Proteasen und mit Zelladhasion assoziierte Aktivatoren in direkte
Nachbarschaft zueinander bringen.

Zusatzlich findet man an Invadopodien auch Proteine, die an signalgebenden
Prozessen beteiligt sind (siehe Tabelle 4.1). EGF ist der wichtigste chemotaktische
Lockstoff fur Karzinomzellen der Brust (Wang et al., 2004) und spielt eine
entscheidende Rolle bei Vorgangen, wie der Tumorzellinvasion, -intravasation und
Metastasierung. Da sich die Invadopodienbildung durch Stimulation mittels EGF
(oder Phorbolestern, wie TPA) induzieren lalt, liegt der Schluss nahe, dass eine
EGF-vermittelte Invadopodienbildung an diesen Prozessen beteiligt ist (Condeelis et
al., 2005). Es konnte gezeigt werden, das die EGF-Rezeptor-vermittelte Signaltrans-
duktion essentielle Voraussetzung fur eine Invadopodienbildung bei Adenokarzinom-
zellen der Brust ist (Yamaguchi et al., 2005). In-vivo kann EGF beispielsweise von
Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) produziert werden (Yamaguchi et al., 2006).
Ein weiteres Protein, das an Signaltransduktionswegen beteiligt ist, ist Cdc42. Die
Aktivierung des GTP bindenden Proteins Cdc42 I0st beispielsweise eine
Aktinpolymerisation und —blndelung aus, was zu einer Invadopodienbildung fuhrt
(Yamaguchi et al., 2005).

Zur Ausstattung an Proteinasen gehéren neben MMP-2, MMP-9, MT1-MMP und
ADAM12 (,A Disintegrin And Metalloproteinase® 12) auch Seprase und ein ahnliches
Enzym, die Dipeptidylpeptidase IV (DPP4). Beide letztgenannten Proteinasen findet
man bei Endothelzellen an Invadopodia-artigen Strukturen kolokalisiert. Mit Hilfe
eines monoklonalen Antikorpers gegen den Seprase-DPP4-Komplex konnte die
Migration der Endothelzellen signifikant blockiert werden (Ghersi et al., 2006). Da die
Tumor-assoziierte Neoangiogenese von der Migration endothelialer Zellen abhangt,
stellt der Proteinase-Komplex moglicherweise ein potentielles Ziel fur Tumor-
bekampfende Strategien dar.

Sowohl MT1-MMP als auch Seprase spielen eine entscheidende Rolle bei dem
Abbau von Makromolekulen der extrazellularen Matrix, wie Kollagen, Fibronektin und
Laminin (Nakahara et al., 1997; Monsky et al., 1994). Ein wichtiger Faktor ist nicht
nur die Aktivitat, sondern auch die subzellulare Lokalisation der Proteinasen. MT1-
MMP war die erste membranstandige Metalloproteinase, die identifiziert werden
konnte, sie wird konstitutiv durch einen Furin-abhangigen Weg aktiviert (Nakahara et
al., 1997). MT1-MMP besitzt eine kleine cytoplasmatische Domane und eine
singulare membrandurchspannende Aminosaurekette, welche das Protein in der
Membran verankert, und seinen Wirkbereich auf die Zellmembran begrenzt. Einen
ECM-degradierenden und invasionssteigernden Effekt Gben MT1-MMP und Seprase
erst dann aus, wenn sich die Enzyme an Invadopodien konzentrieren und somit
direkten Kontakt zu ihren Substraten erlangen (Nakahara et al., 1997; Mueller et al.,
1999). MT1-MMP aktiviert an der Zelloberflache zusatzlich sehr effektive
Proteinasen, wie MMP-2.
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Tabelle 4.1 Molekulare Zusammensetzung von Invadopodien
Funktions- Proteinname Referenzen
klasse
Signal- e EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (
transduktion e Src (
¢ PKC (Protein Kinase C) (

e FAK (Focal Adhesion Kinase) (
e Tks5/FISH (Tyrosine kinase substrate 5 /

Five SH3 domains)

e Cdc42 (2
e Dynamin (1
e ASAP1 / AMAP1 (1
(1

(1

e Paxilin
e p130Cas

Zytoskelett- e F-Actin (Filamentoses Actin) (2)
aufbau e Arp2/3 (Actin-related Protein2/3) (2), (
e N-WASP (Neural Wiskott-Aldrich Syndrome (2), (
Protein)
e Cortactin (2), (6)
e Gelsolin / CapZ
e Cofilin
e VASP (vasodilator-activated phosphoprotein)
e Vinculin
e Talin
e Zyxin
Zell- e Integrine (a3B1, a5p1, aVB3)
adhasion e CD44
e Vinculin (1)
Matrix- e MT1-MMP (Membran-Typ 1 MMP, MMP14) (2),
(1)
(2)

Degradation e MMP2, MMP9
e Seprase,
e DPPIV (Dipeptidyl Peptidase V) (2), (9)

e = Vorkommen auch in fokalen Adhasionskontakten; Literatur : (1) = Weaver, 2006; (2)
= Linder, 2007; (3) = Conley et al., 2004; (4) = Sanz-Rodriguez et al., 2004; (5) = Brown
und Turner, 2004; (6) = Artym et al., 2006; 7 = van Hinsbergh et al., 2006; 8 = Monsky et
al., 1994; 9 = Chen und Kelly, 2003

Eine Uberexpression von MT1-MMP, bei der die Konzentration dieser Proteinase
an Invadopodien nicht erhdht wird, fuhrt zwar zur Aktivierung von MMP-2, fordert
jedoch weder den ECM-Abbau, noch das invasive Potential der Zelle (Nakahara et
al., 1997). Die raumliche Konzentrierung von MT1-MMP an Invadopodien wird durch
die cytoplasmatische Domane des Proteins (Nakahara et al., 1997) vermittelt. Im Fall
der MT1-MMP konnte ein direkter Einfluss auf die Tumorzell-Invasion durch mehrere
Studien belegt werden (Nakahara et al., 1997; Sabeh et al., 2004).
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Mit Hilfe eines Multiphotonen-Mikroskops und GFP-markierten Brusttumorzellen,
konnte gezeigt werden, dass Karzinomzellen beim Vorgang der Intravasation
Invadopodien-férmige Fortsatze ausbilden und mit diesen die Wande der Blutgefalle
durchbrechen (Condeelis und Segall, 2003; Yamaguchi et al., 2005). Invadopodien
invasiver Tumorzellen dienen demzufolge nicht nur dem Abbau extrazellularer Matrix
des Stromas, sondern auch dem Durchbrechen der Basalmembran von Blutgefalen.
Sie Uben also einen entscheidenden Einfluss auf zwei wichtige Prozesse der
Metastasierung aus, namlich der Invasion in Gewebe und der Intravasation in
Gefalde.

Eine kunstlich gesteigerte Endoglin-Synthese fuhrte bei MDA-MB-231-Zellen zu
einer vermehrten Entstehung von Invadopodien. Hierbei war es von Bedeutung,
welche Isoform des Endoglins Uberexprimiert wurde (Kapitel 3.4.1). Anscheinend ist
nur die L-Endoglin-lsoform in der Lage, die Ausbildung dieser Zellauslaufer zu
stimulieren und auf diesem Weg das invasive Potential der Zellen zu fordern. Die
Verbindung zwischen Endoglin und Invadopodien ist interessant, da im Rahmen
einer Studie gezeigt wurde, dass die Invadopodienbildung bei MDA-MB-231-
Brusttumorzellen durch Hypoxiebedingungen (1,5% O3) induziert wird (Munoz-Najar
et al., 2006). Da Endoglin ebenfalls die Ausformung von Invadopodien stimuliert und
zudem selbst durch Hypoxie induziert wird (Sanchez-Elsner et al., 2002), koénnte
Endoglin ein entscheidender Regulator dieses Prozesses sein.

4.3.5 Freisetzung von Membranvesikeln durch MDA-MB-231-Tumor-
zellen

Bereits in den Achtziger Jahren deuteten mehrere Studien darauf hin, dass aus
Tumorzellen stammende Vesikel, Schritte der metastatischen Kaskade beeinflussen
konnten (Poste und Nicolson, 1980; Barz et al., 1985). Bei der Freisetzung der
Partikel, dem so genannten ,Vesikel-Shedding®“, handelt es sich um einen Vorgang,
bei dem bestimmte Areale der Plasmamembran in Form von Ektosomen an die
Umgebung abgegeben werden. Diese Areale sind durch eine Anhaufung von
Molekulen charakterisiert, die an Zell-Matrix-Wechselwirkungen und dem ECM-
Abbau beteiligt sind (beispielsweise MMP-9 und B1-Integrin) oder der Antigen-
Prasentation dienen (HLA bzw. MHC-Klasse-I-Molekul). Einige Bestandteile der
Membran-Partikel sind in der Tabelle 4.2 gelistet.

Das Vesikel-Shedding stattet Zellen mit, zum Teil bemerkenswerten Fahigkeiten
aus. So wurde kurzlich demonstriert, dass der Chemokin-Rezeptor CCR5 mit Hilfe
von Membranvesikeln von einer Zelle zur anderen gelangen kann (Mack et al.,
2000).

Die Abschnirung von Membranvesikeln an der Zelloberflache lasst sich in-vitro
und in-vivo bei einer Reihe von normalen Zellen, als auch Tumorzellen beobachten
(Taylor und Black, 1986). Im Fall von normalen (nicht-entarteten) Zellen scheint das
Phanomen des ,Vesikel Shedding“ streng reguliert zu sein. Als Antwort auf einen
spezifischen Stimulus wird, beispielsweise von einer HUVE-Zelle, nur eine begrenzte
Anzahl von Membranvesikeln freigesetzt und dies nur an definierten Bereichen der
Plasmamembran (Taraboletti et al., 2002).
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Im Gegensatz hierzu entlasst eine Tumorzelle, Uber den gesamten Zellkérper
verteilt, Vesikel in den Extrazellularraum (Dolo et al., 1995). Im Fall von Melanoma-
Zellen war zu beobachten, dass metastatische Varianten der entsprechenden
Zelllinie mehr Vesikel abgeben, als die Ursprungszellen (Taylor et al., 1988).
Interessanterweise erhdht sich das metastatische Potential in Zellen mit schwacher
metastatischer Aktivitat, wenn diese Membran-Vesikel der stark disseminierenden
Variante aufnehmen, wobei dann auch anscheinend gleiche Organe besiedelt
werden (Poste und Nicolson, 1980).

Da die Vesikel Uber den Prozess der Ektozytose freigesetzt werden, bezeichnet
man sie dementsprechend auch als Ektosomen oder verwendet bei Vesikeln aus
Tumorzellen die Abkirzung EMVTC (extracellular membrane vesicles from tumor
cell). Ihre Grolke liegt in der Regel bei einem Durchmesser von 300 bis 1200 nm
(Taraboletti et al., 2006).

Tabelle 4.2 Biologisch aktive Bestandteile von Membran-Vesikeln

Funktions- Proteinname Referenzen
klasse
Matrix- o MMP-2 (1), (3)
Degradation | ¢ MMP-9 (1), (2), (3)

e MMP-14 (MT1-MMP) (3)

e TIMP-1, TIMP-2 (3)

e UPA (1), (4), (5)
Rezeptoren e 31-Integrin (2), (6)

e neu : Endoglin (diese Studie)

¢ o-Folate-Rezeptor (10)
Immunant- e HLA (“Human lymphocyte Antigen”) class | (2), (6)
wort e Fas-Antigen und Fas-Ligand (FasL) (7), (8), (9)
Wachstums- | ¢ VEGF (11)
Faktoren und | ¢ FGF-2 (12)
Zytokine e Interleukin-13 (13)

e TGF-p (14)
weitere e Sphingomyelin (15)

(1) = Dolo et al., 1994; (2) = Dolo et al.,, 1998; (3) = Taraboletti et al., 2002; (4)
Angelucci et al., 2000; (5) = Taylor und Black, 1986; (6) = Dolo et al., 1995; (7)
Albanese et al., 1998; (8) = Abrahams et al., 2003 ; (9) = Martinez-Lorenzo et al., 2004 ;
(10) = Dolo et al., 1999; (11) = Taraboletti et al., 2006 ; (12) = Taverna et al., 2003; (13) =
MacKenzie et al., 2001; (14) = Dolo et al., 1995b; (15) = Kim et al., 2002
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Von der Zelle abgeléste Membranvesikel weisen viele bioaktive Molekille auf,
welche zellulare Funktion in autokriner und parakriner Weise modulieren und infolge
dessen mehrere Aspekte der Tumorprogression und —metastasierung beeinflussen
konnen. Hierzu gehoren:

1. Beeinflussung der Immunantwort des Wirts

2. Forderung des invasiven Potentials und der Metastasierung von Tumoren

3. Vermittlung einer Resistenz gegenltber Chemotherapeutika

4. Forderung von Angiogenese

1. Beeinflussung der Immunantwort des Wirts

Das Vesikel-Shedding ist vermutlich ein Mechanismus, mit dem sich eine
Krebszelle ihrer Tumor-spezifischen Antigene (TSA) entledigt, um eine
Immunantwort gegen den Tumor abzuwenden. Tatsachlich kdnnen an den Vesikeln
Tumor-assoziierte Oberflachen-Antigene nachgewiesen werden (Alexander, 1974,
Dolo et al., 1995). Die Partikel sind zudem in hochstem MalRe immunogen (Wolfers et
al., 2001; Andre et al.,, 2002). Bei den meisten TSAs handelt es sich jedoch um
cytoplasmatische oder nukleare Proteine, die nur Uber MHC-Klasse |-Prasentation,
durch cytotoxische T-Zellen erkannt werden (Boon et al., 1997). Auffalligerweise
werden auch MHC-Klasse I-Molekule mit Hilfe der Membranvesikel von der
Tumorzelloberflache entfernt (Dolo et al., 1998).

Zudem wurde demonstriert, dass Membranvesikel von Brust-Tumorzellen TGF-3
enthalten und zudem die Lymphozytenproliferation inhibieren (Dolo et al., 1995). Die
Inhibierung kann durch Zugabe eines neutralisierenden Anti-TGF-B-Antikdrpers
blockiert werden. In-vivo lagern sich vermutlich Subpopulationen von Lymphozyten
an TSA-beladene Membranvesikel an. Infolge dieser Interaktion konnten Anti-TSA-
spezifische Lymphozyten an ihrer Proliferation gehindert werden.

Die aufgeflihrten Studien legen nahe, dass zumindest ein Teil der Tumormarker,
die sich im Blut von Krebspatienten nachweisen lassen, in Form von Vesikeln
vorliegen. Ein Beispiel hierfur ist sEndoglin (,l6sliches Endoglin®), welches in den
Seren von Krebspatienten in deutlich hoherer Konzentration vorliegt (Li et al., 2000;
Fonsatti et al., 2001). Erhdhte Endoglin-Spiegel sind bei Brustkarzinomen oder
kolorektalen Krebserkrankungen festzustellen und korrelieren mit einer geringen
Lebenserwartung des Patienten (Li et al., 2000; Duff et al., 2003). Die Quantifizierung
von Serum-Endoglin kann demnach dazu dienen, das Risiko der Metastasenbildung
abzuschatzen.

Desweiteren konnen sich Tumorzellen vor einer Lyse durch das
Komplementsystem schitzen, indem sie den membranangreifenden Komplex (MAC,
Membrane attack complex) mit Hilfe abgeschnurter Membranvesikel entsorgen und
somit unschadlich machen (Pilzer et al., 2005). Der membranangreifende Komplex
besteht aus den Komplementproteinen C5b, C6, C7, C8 und C9. Zu Beginn eines
Komplement-Angriffs befinden sich auf der Zelloberflache MAC-Konzentrationen, die
noch keine Zelllyse hervorrufen. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt ein schneller Anstieg
der intrazellularen Ca®*-Konzentration, welcher tber Aktivierung der Proteinkinasen
PKC und ERK zu einer Stimulation der Vesikelabschnurung fuhrt. Die Mechanismen
flussabwarts von PKC und ERK sind noch unklar, es wird jedoch eine Beteiligung
des Proteins Mortalin (bzw. mitochondriales hsp70) angenommen (Pilzer et al.,
2005).
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2. Forderung des invasiven Potentials und der Metastasierung von Tumoren

In Membranvesikeln von Endothel- und auch Tumorzellen wurden bislang die
Proteinasen MMP-2, MMP-9 und MT1-MMP, sowie deren biologische Inhibitoren,
TIMP-1 und TIMP-2, nachgewiesen (Taraboletti et al., 2002). Das Vorkommen der
Metalloproteinasen wurde bei Vesikeln von Brusttumorzellen (Dolo et al., 1994),
Fibrosarkomzellen (Ginestra et al., 1997) und ovariellen Karzinomzellen (Dolo et al.,
1999) dokumentiert.

Die Vesikel enthalten zudem Rezeptor-gebundenes uPA (Ginestra et al., 1997,
Angelucci et al., 2000) und sind, im Vergleich zur Plasmamembran der Zelle, mit der
B1-Integrin-Untereinheit angereichert (Dolo et al., 1998). Integrine stellen die
wichtigste Klasse von Rezeptoren fur ECM-Makromolekule dar. Das Auftreten von
Integrinen an Membran-Vesikeln deutet darauf hin, dass die abgeschnuirten
Ektosomen leicht an ECM-Komponenten binden und auf diese Weise die Proteinase-
Aktivitat dicht an den Substraten konzentrieren konnen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente zeigten eine deutliche
Zunahme der Vesikelabschniirung infolge der Endoglin-Uberexpression in MDA-MB-
231-L-End-3- und MDA-MB-231-Brain-Zellen. Bei humanen 8701-BC und MCF-7
Brustkarzinomzellen enthielten freigesetzte Membranvesikel die MT1-MMP und die
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9. Sollte die auch fur Ektosomen von MDA-MB-231-
Brustkarzinomzellen zutreffen, kdnnte dies die beobachtete Endoglin-abhangige
Steigerung des invasiven Potentials im Rahmen der Mikrochemotaxis-Versuche
(Boyden-Kammer) erklaren. Die ECM-abbauenden Enzyme gelangen infolge einer
Lokalisation an Membranpartikeln vermutlich leichter an ihre jeweiligen Substrate.

3. Vermittlung einer Resistenz gegenuber Chemotherapeutika

Wahrend der Chemotherapie wird auf Tumorzellen ein selektiver Druck ausgeubt,
welcher das Auftreten von Mutationen und Veranderungen in der Genexpression
begunstigt. Dieser Prozess kann in einer erhdhten Widerstandsfahigkeit gegenlber
Anti-Krebs-Medikamenten resultieren. Es konnte gezeigt werden, dass das Vesikel-
Shedding bei Tumorzellen mit einer Resistenz gegenuber Chemotherapeutika
korreliert (Shedden et al., 2003). Experimente belegten eine Akkumulation von
Doxorubicin und anderen kleinen Molekule an der Zelloberflache, sowie deren
Entfernung in Form von Membranvesikeln. Dieser Resistenz-vermittelnde
Mechanismus ist vermutlich im Fall lipophiler Wirkstoffe von groRRer Bedeutung.
Hydrophile Wirkstoffe werden dagegen eher Uber ,Multidrug resistance’-Transporter,
wie das P-Glykoprotein entfernt.

4. Férderung vaskulogener Mimikry und anderer Angiogenese-Prozesse

Von Endothelzellen I6sen sich Proteasen-enthaltende Vesikel, deren proteoly-
tische Aktivitat moglicherweise angiogenetische Vorgange unterstitzt. Die
Vesikelabgabe wird bei Endothelzellen durch Angiogenese-fordernde Faktoren, wie
VEGF und FGF-2, sowie Anwesenheit von Serum stimuliert (Taraboletti et al., 2002),
der genaue Mechanismus der Freisetzung ist allerdings noch weitgehend ungeklart
(Kim et al., 2002).

An der Regulation von angiogenetischen Prozessen sind nachweislich die Metallo-
proteinasen MMP-1, MMP-2, MMP-9 und MT1-MMP beteiligt (Mignatti et al., 1989;
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Cornelius et al., 1995; Hanemaaijer et al, 1993). Die Bedeutung dieser Enzyme im
Rahmen der Angiogenese wurde durch Experimente nachgewiesen, bei denen
sowohl endogene als auch synthetische Inhibitoren von MMPs die Angiogenese-
prozesse verhinderten (Hidalgo und Eckhardt, 2001). Der molekulare Hintergrund der
Angiogeneseforderung durch MMPs ist bislang nicht vollstandig aufgeklart. Mittels
ECM-Abbau ermdglichen sie es Zellen, durch die Basalmembran zu gelangen oder
im interstitiellen Stroma zu wandern. Diese Beweglichkeit befahigt Endothelzellen
erst dazu, sich in tubularen Strukturen zu organisieren. MMPs beeinflussen ferner die
Zelladhasion, Proliferation und Zuganglichkeit anderer pro-angionener Faktoren.
Letztere konnen beispielsweise in der extrazellularen Matrix immobilisiert vorliegen
oder selbst Bestandteil dieser sein. So besitzen manche ECM-Komponenten
kryptische Domanen, deren biologische Aktivitaten erst durch Proteolyse freigelegt
werden.

Die Expression der membran-assoziierten Metalloproteinasen MMP-2 und MT1-
MMP stattet Zellen unmittelbar mit dem Potential zur Invasion extrazellularer Matrix
und Bildung netzwerkartiger Strukturen (vaskulogener Mimikry) aus (Hotary et al.,
2000). Es lag nahe, dass Vesikel, die diese Proteinasen aufweisen, ebenfalls
vaskulogene Mimikry (VM) ermoglichen konnen. In der Tat zeigten Versuche einen
Einfluss der Vesikel auf das Phanomen ,vaskulogene Mimikry’. Stimuliert man HUVE-
Zellen unter VM-hemmenden Bedingungen (5% Serum) mit isolierten Membran-
vesikeln aus dem konditionierten Uberstand von HUVE-Zellen, so bilden sich bei
Kultivierung auf Matrigel die typischen, netzwerkartigen VM-Strukturen (Taraboletti et
al., 2002).

Membran-Vesikel aus Tumorzellen stimulieren nicht nur die vaskulogene Mimikry
in-vitro, sondern fordern auch die Neovaskularisierung in-vivo (Kim et al., 2002).
Dementsprechend findet man in den Vesikeln auch VEGF (Taraboletti et al., 2006)
und FGF (Fibroblast growth Factor) -2 (Taverna et al.,, 2003). Auch B1-Integrin ist
durch Interaktion mit Fibronektin und weiteren ECM-Bestandteilen in Angiogenese-
vorgange involviert.

Die Freisetzung von Membranvesikeln fordert also unter anderem die Invasivitat
und Bildung von Strukturen vaskulogener Mimikry. In der vorliegenden Arbeit konnte
erstmalig ein Zusammenhang zwischen der Endoglinexpression und dem ,Vesikel-
Shedding“-Phanomen demonstriert werden. Die gesteigerte Freisetzung von
Membranvesikeln korrelierte mit einer Forderung des invasiven Potentials und dem
Auftreten von vaskulogener Mimikry. Vermutlich sind die beiden letztgenannten
Effekte von der Aktivitat zweier Metalloproteinasen, namlich MMP-2 und MT1-MMP,
abhangig. Wahrend der Migration auf PDL-beschichteten Objekttragern hinterlieRen
die L-Endoglin-Uberexprimierenden MDA-MB-231-Zellen auf ihrem Weg eine Spur
abgeschnurter Vesikel (siehe Abb. 3.14). In dreidimensionalen Systemen hatte dies
vermutlich einen massiven Abbau extrazellularer Matrix zur Folge, was nach-
folgenden Zellen den Weg bahnen wurde.

Zusatzlich koénnten Tumorzellen Uber das Phanomen ,vaskulogene Mimikry*
direkten Kontakt zum Blutstrom erlangen und mittels Vesikel-abhangiger Mechanis-
men einer Immunantwort auszuweichen. Samtliche hier aufgefihrten Prozesse
werden von der Endoglin-Expression beeinflusst und bestimmen maligeblich die
Metastasierung von Tumorzellen.
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4.3.6 Metastasierungsforderung durch Angiogenese-ahnliche Prozesse

Es wird angenommen, dass Neoangiogenese sowohl fur Tumorwachstum, als
auch fur Metastasierungsprozesse essentiell notwendig ist. Unter bestimmten
Umstanden konnen Tumore ihre Nahrstoff und Gas-Versorgung allerdings auch
mittels alternativer Methoden sicherstellen. Hierzu gehdren beispielsweise die
Gefal-Kooption, also die Inbesitznahme bestehender Gefalte durch Tumorzellen, die
Bildung von MosaikgefalRen (siehe Abb 4.3) oder das Phanomen der vaskulogenen
Mimikry. Kooption findet man gewodhnlich bei Metastasenbildungen in stark
vaskularisierten Geweben, wie dem zentralen Nervensystem (Holash et al., 1999).
Es kommt hierbei zu einem sehr invasiven Wachstum, wobei sich die Tumorzellen
entlang bestehender Kapillare ausbreiten (Déme et al., 2007).

4.3.6.1 Vaskulogene Mimikry (VM)

Unter vaskulogener Mimikry versteht man das ECM-abhangige Wachstum
bestimmter Zellen in Form dreidimensionaler, lamininreicher Netzwerke. Dieser
Prozess ahnelt der Entwicklung primitiver Netzwerke im Rahmen der embryonalen
Vaskulogenese (Hendrix et al., 2003). Vaskulogene Mimikry tritt nur bei aggressiven
Tumoren auf, der Nachweis erfolgt mittels PAS (Periodic Acid Schiff)-Farbung, wobei
sich im Fall von VM netzwerkartige Muster zeigen. Das Phanomen wurde bei einer
Reihe von Karzinomen (von Brust, Haut, Prostata, Ovar, Chorion und Lunge) und
Sarkomen (z.B. Synovialsarkom) identifiziert (Déme et al., 2007). In Fall von
Melanomen erhohten VM-Strukturen das Metastasen- und Sterberisiko um 50%
(Folberg et al., 1993). Die in-vivo erzeugten Strukturen ermdglichen vermutlich eine
Form von Mikrozirkulation, bei der das Blut in direkten Kontakt mit den Tumorzellen
tritt. Daher ist VM mit einer hamatogenen Disseminierung von Tumorzellen assoziiert
und korreliert mit schlechter Prognose des Krankheitsverlaufs (Warso et al., 2001;
Maniotis et al., 1999).

Die flussigkeitsfuhrenden, ECM-reichen Netzwerke bieten den aggressiv
wachsenden Tumoren eine Moglichkeit zum Nahrstoffaustausch und verhindern
hierdurch vermutlich das Auftreten von Nekrose (Hendrix et al., 2003; Maniotis et al.,
1999). Funktionelle Studien mit transplantierten humanen Melanomzellen belegten
einen Anschluss der geflechtartigen Strukturen aus Tumorzellen an das
Gefallsystem der Wirtsmause, wobei ein Stoffaustausch zwischen beiden Systemen
erfolgte (Ruf et al., 2003). Die Melanomzellen wiesen, Endothelzellen entsprechend,
gerinnungshemmende Eigenschaften (Ruf et al., 2003).

Bislang sind Faktoren, die den VM-Phanotyp induzieren, noch nicht vollstandig
geklart, jedoch scheint die Auspragung eines Endothelzell-dhnlichen Charakters
entscheidend zu sein, wie im Fall von Melanomzellen gezeigt wurde (Seftor et al.,
2002). Melanomzellen, die zur VM befahigt sind, weisen auf molekularer Ebene
meist Marker unterschiedlicher Zelltypen auf, was auf eine Dedifferenzierung in
Richtung eines pluripotenten, unreifen Phanotyps deutet (Hendrix et al., 2000). Sie
exprimieren verschiedene Marker des Endotheliums, wie Tie-1 (Tyrosine kinase with
immunoglobin and epidermal growth factor homology domains -1; Hendrix et al.,
2000; Maniotis et al., 1999), den Epithel-Marker Keratin-8, sowie Marker
mesenchymaler Zellen, wie das Intermediarfilamentprotein Vimentin. Ebenso wie
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Abb. 4.3 Die Tumorangiogenese und Angiogenese-ahnliche Prozesse. Solide Tumore
sichern ihre Nahrstoff- und Gasversorgung oft liber den Vorgang der Neoangio-
genese. Neue GefaBe entstehen hierbei durch Sprossung aus einem vorgebildeten
Kapillarsystem. Die zur Bildung der GefiRwénde notwendigen Endothelzellen, Peri-
zyten und glatten Muskelzellen werden durch den Wachstumsfaktor VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) aktiviert. Die Angiogenese ist von der Vaskulogenese
abzugrenzen, bei der BlutgefiBe aus endothelialen Vorlauferzellen neugebildet
werden. Bei MosaikgefaBen besteht die Auskleidung der Kapillaren hauptsachlich aus
Endothelzellen, zu einem kleinen Teil aber auch aus Tumorzellen. Bei Kolon-
karzinomen sind beispielsweise 15% der GefaBe Mosaikgefale, bei denen bis zu 4%
der GefdBoberflaiche aus Tumorzellen gebildet wird. Bei vaskulogener Mimikry handelt
es sich um ein Blut-fuhrendes dreidimensionales System, dass nur aus Tumorzellen
aufgebaut ist. Da sich die Hohlraume nicht aus bereits bestehenden GefaRen
entwickeln, benutzt man den Ausdruck ,,vaskulogen®. Vaskulogene Mimikry lasst sich
nur bei hochaggressiven Tumorzellen nachweisen, schwach invasive Tumorzellen
zeigen das Phianomen auch in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren nicht.

Melanomzellen, synthetisieren auch MDA-MB-231-Zellen groRe Mengen der
Endothelmarker VEGF (Vascular endothelial growth factor) und Thrombin-Rezeptor,
in niedrigerer Expressionshdhe aber auch Tie-2 und CD31 (Hendrix et al., 2000).
Vaskulogene Mimikry wird nachweislich durch die Proteine VE-Cadherin und
EphA2 (Erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma -A2) beeinflusst, die
kolokalisiert an Zell-Zell-Verbindungen vorliegen. Ein wichtiger Regulator des
Phanomens ist vermutlich das Enzym Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), welches
die Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen MT1-MMP (Membran-typ | MMP) und
MMP-2 kontrolliert. Beide Proteinasen sind eng mit Invasion, Metastasierung und
Tumor-Angiogenese assoziiert, zudem aber auch fir die Ausbildung von VM-
Strukturen unerlasslich (Seftor et al., 2001). Nach dem aktuellen Modell zur VM,
aktiviert die Metalloproteinase MT1-MMP zunachst Pro-MMP-2. Bezeichnenderweise
vermittelt gerade der naturliche Inhibitor einiger Metalloproteinasen TIMP-2 die
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Aktivierung von Pro-MMP-2, indem es diese Proteinase in unmittelbare Nahe der
aktiven MT1-MMP leitet (Hess et al., 2003). MMP-2 und MT1-MMP spalten
daraufhin, vermutlich in Kooperation, Laminin-5-y2-Molekile in die promigratorisch
wirkenden Fragmente y2’ und y2x (Walker-Daniels et al., 2003; Hess et al., 2003;
Hess et al, 2005). Die Laminin-5-Spaltprodukte férdern unter anderem die Migration
von Epithelzellen der Brust und verschiedener Tumorzelltypen (Seftor et al., 2001;
Giannelli et al., 1997; Koshikawa et al., 2000).

In Experimenten konnte demonstriert werden, dass die y2’ und y2x -Fragmente als
Signal dienen kdnnen, welches selbst wenig-aggresive Tumorzellen dazu anregt,
sich in Netzwerk-Strukturen zu organisieren (Seftor et al., 2001). Wahrend die VM-
stimulierende Wirkung der promigratorischen Fragmente sehr gut belegt ist, bleibt
der detaillierte Mechanismus weitgehend unklar.

Interessanterweise inhibiert TGF-B1 die Netzwerk-Bildung bei HUVE-Zellen, in
denen die Endoglin-Expression mit Hilfe von Antisense-Oligonukleotiden reduziert
wurde. Wahrend sich die unstimulierten Zellen beim Wachstum auf einer Kollagen-
Matrix (natives Kollagen Typl) noch in réhrenformigen Strukturen organisierten,
fuhrte die Anwesenheit von TGF-1 (0,1 ng/ml) zu einem Zusammenbruch der
Netzwerke (Li et al., 2000). In Endothelzellen werden TGF-B-Signale uber zwei
verschiedene Smad-Wege weitergeleitet. Da Endoglin den Smad1/5-Weg fordert,
scheint das VM-Phanomen in den Endoglin-defizienten Endothelzellen durch den
ALK-5-Weg blockiert zu werden. In einem Experiment mit konstitutiv aktiven Formen
der ALK-1 und ALK-5-Rezeptoren konnte dies bestatigt werden. Wahrend ein aktiver
ALK-1-Weg keine offensichtlichen Effekte austbte, wurde Uber den ALK-5/Smad-3-
Weg sowohl die Proliferation, als auch die Netzwerkbildung von HUVE-Zellen
blockiert (Ota et al., 2002).

Entsprechend konnte die Uberexpression von Endoglin in MDA-MB-231-
Brusttumorzellen einen inhibitorischen ALK-5/Smad-3-Weg unterdricken. In
parentalen MDA-MB-231-Zellen wird der ALK-5-Weg vermutlich auch ohne exogene
Zugabe von TGF-f stimuliert, da MDA-MB-231-Zellen eine autokrine Aktivitat dieses
Zytokins aufweisen (Dumont et al., 2003; Lei et al., 2002). Zudem stimuliert Laminin,
die Hauptkomponente der Basalmembran und des Matrigels, die Sekretion von
TGF-B1 in MDA-MB-231-Zellen (Hirtenlehner et al., 2002). Endoglin konnte demnach
die Fahigkeit zur vaskulogenen Mimikry foérdern, indem es einen inhibitorisch-
wirkenden Signaltransduktionsweg blockiert. Durch die Ausbildung der VM-
Strukturen kommen Tumorzellen in direkten Kontakt zum Blutstrom, wodurch die
hamatogene Disseminierung der Zellen in-vivo gefordert wird und das metastatische
Potential der Zelllinie ansteigt.

4.3.6.2 In-vitro-Rohrenbildung bei MDA-MB-231-Brustkarzimonzellen

Neben der Ausbildung von Strukturen vaskulogener Mimikry, zeigten sich bei
Kultivierung von MDA-MB-231-Zellen auf Matrigel/Kollagen-Typ-I-haltigen Matrices
auch réhrenformige Gebilde (siehe Abb. 3.36). Mit Hilfe Kollagen-Typ-I-haltiger Gele
wird Ublicherweise die Befahigung von Endothelzellen zur Gefaliformung untersucht
(Ota et al., 2002). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit lie3 sich erstmals eine
Kollagen-Typ-l-abhangige Rdhrenbildung auch bei Karzinomzellen demonstrieren.
Dies gelang allerdings nur bei L-Endoglin-exprimierenden MDA-MB-231-Zellen
(Zelllinie L-End-3), parentale MDA-MB-231-Zellen waren hierzu nicht in der Lage.
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Hierbei konnte auch eine Kooperation von L-End-3- und Endothelzellen festgestellt
werden. Voraussetzung fur einen solchen Prozess ist moglicherweise eine Endoglin-
abhangige Expression des endothelialen Zell-Zell-Adhasionsproteins VE-Cadherin.
Ob das Zusammenwirken beider Zelltypen zu einer Entstehung von Mosaik-Gefallen
(Abb. 4.3) fuhren kann, mussen zukunftige in-vivo Experimente zeigen. Ein Nachweis
von Mosaikgefallen wirde das hohe metastatische Potential von MDA-MB-231-
Zellen in-vivo zusatzlich begrinden.

4.3.6.3 Das Phanomen der Pseudo-Vaskulogenese

Wahrend der normalen Schwangerschaft tritt im Rahmen der Einnistung des
Embryos ein Phanomen auf, das als Pseudo-Vaskulogenese bezeichnet wird.
Hierbei wechseln die Zytotrophoblasten von einem epithelialen zu einem endo-
thelialen Phanotyp. Die spezialisierten Epithelzellen der Plazenta nehmen
vorubergehend einen Tumorzell-ahnlichen Charakter an und dringen in die extra-
zellulare Matrix des Uterus ein (Hoang et al., 2001) um eine Anbindung der Plazenta
an Spiralarterien des maternalen Gefaldsystems zu gewahrleisten. Haben die Zyto-
trophoblasten die Spiralarterien erreicht, wachsen sie in die Wande der mutterlichen
Gefalle ein und ubernehmen hier die Funktion von Endothelzellen (endovaskulare
Zytotrophoblasten). Dieser Prozess ist fur die Versorgung und Entwicklung des
Embryos von entscheidender Bedeutung. Ein Ausbleiben der Pseudo-
Vaskulogenese fuhrt zur Praeklampsie, einer hypertensiven Erkrankung in der
Schwangerschaft. Antiangiogenes sEndoglin (soluble Endoglin) gilt als akkurater
Risikomarker flr das Auftreten von Praeklampsie (Luft, 2006; Levine et al., 2006).

Interessanterweise konnen Zytotrophoblasten nicht nur als Endothelzellen
fungieren, sondern zeigen bei Kultivierung auf Matrigel das Phanomen der
vaskulogenen Mimikry (Fukushima et al., 2005) und exprimieren zudem Endoglin. Im
Gegensatz zum zellularen L-Endoglin, gilt sEndoglin als antiangiogen, es
beeintrachtigt die Bindung von TGF-B an seinen Rezeptor und somit dessen
Signaltransduktion. sEndoglin inhibiert nicht nur die Réhrenbildung in-vitro, sondern
auch die Zytotrophoblasten-Funktion in-vivo (Venkatesha et al., 2006). Auch diese
Befunde legen nahe, dass L-Endoglin sowohl fur die VM-Bildung auf Matrigel als
auch fur die Vermittlung eines endothelialen Phanotyps eine entscheidende Rolle
spielt.

Zwischen dem invasiven Verhalten von Zytotrophoblasten und Krebszellen
existieren auffallige Ahnlichkeiten (Kliman und Feinberg, 1990; Murray und Lessey,
1999; Bischof und Campana, 2000). Im Gegensatz zur Tumorzellinvasion, ist das
Einwandern der Zytotrophoblasten jedoch zeitlich und raumlich reguliert. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Spaltprodukt des KiSS-1-Proteins (das Kp-10 Dekapeptid)
diese invasiven Vorgange reguliert, indem es sowohl die Migration der Zellen
inhibiert, als auch deren Gelatinasen-Aktivitat supprimiert (Bilban et al., 2004).

Die spezialisierten Epithelzellen der Plazenta sind also in der Lage, invasiv in fremde

Gewebe einzuwandern und an dem Aufbau einer GefaRwand teilzunehmen, wobei
sie Endoglin auf hohem Niveau exprimieren.
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4.4 Zusammenfassende Betrachtung der Invasivitatssteigerung
durch das Endoglin-Protein

Durch kiinstliche Uberexpression von Endoglin in MDA-MB-231-Zellen, konnte
deren invasives Potential in-vitro deutlich gesteigert werden.

Es zeigte sich, dass Endoglin-Uberexprimierende Klone der Zelllinie Fahigkeiten
erworben haben, die eine Zell-Vermehrung in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren
ermdglichen. Solche Zellen kénnen vermutlich auch Gewebe besiedeln, in denen
ausschlieRlich Wachstumsfaktoren synthetisiert werden, die die Proliferation von
MDA-MB-231-Zellen nicht stimulieren. Mdglicherweise lasst sich die gesteigerte
Metastasierung der Endoglin-exprimierenden MDA-MB-231-Brain-Zellen in das Hirn-
gewebe von Versuchstieren auf diese Weise erklaren.

Desweiteren fiihrt die Endoglin-Uberexpression zu einem signifikant motileren
Phanotyp, so dass Zell-freie Areale im Rahmen des ,Scratch-Tests schneller besie-
delt wurden. Das hohe Migrationsvermdgen ist Grundvoraussetzung eines jeden
Invasionsvorgangs. Neben dieser reinen Migration wurde anschlie®end das invasive
Potential der Zellen bestimmt. Dies erfolgte zunachst in der Mikrochemotaxis-
Kammer, dann in einem dreidimensionalen Spharoid-Konfrontations-Test. Im erst-
genannten Experiment konnte eine deutlich schnellere Durchquerung der, mit
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Abb. 4.4 Strukturelle und molekulare Korrelate des invasiven Potentials der MDA-MB-
231-Brusttumorzellen. Im Gegensatz zu parentalen MDA-MB-231-Zellen (wenig
Endoglin, obere Bildhilfte), weisen Zellen der MDA-MB-231-Zelllinie L-End-3 metasta-
sierungfordernde Invadopodien und Membranvesikel auf. Dariber hinaus syntheti-
sieren sie in groBerem AusmaR Invasivitats-relevante Enzyme, wie MMP1 und MMP19.
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Extrazellular-Matrix-Proteinen beschichteten, Membran durch L-Endoglin-expri-
mierende MDA-MB-231-Zellen festgestellt werden. Am hierfur erforderlichen Abbau
von ECM-Proteinen sind in der Regel Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) beteiligt. Es
konnte gezeigt werden, dass Endoglin-exprimierende Zellen eine deutlich hdhere
Expression der Proteinasen MMP-1 und MMP-19 aufweisen. Eine gesteigerte
Invasivitdt von L-Endoglin-produzierenden Zellen lie3 sich auch im Rahmen des
Spharoid-Konfrontations-Tests nachweisen. Von chemotaktischen Reizen angelockt,
adharierten MDA-MB-231-L-End-3- und MDA-MB-231-Brain-Zellen zunachst an
Spharoid-Aggregate aus U343-Gliomazellen und wanderten dann in den gegne-
rischen Zellverband ein. Gliomazell-Sharoide, beispielsweise solche aus U118-MG-
Zellen, enthalen Extrazellular-Matrix-Proteine, wie Fibronektin, Laminin und Kollagen
(Nederman et al., 1984). Es ist daher nahe liegend, dass MMPs auch wahrend der
Spharoid-Infiltration eine wichtige Rolle spielen.

Die Zellen produzieren jedoch nicht nur Invasionsfordernde Enzyme, sondern
bilden auch Strukturen aus, die Membran-standige oder -assoziierte Proteinasen zu
den jeweiligen Substraten befordern. Derartige Zellfortsatze (Invadopodien) und -
abschnirungen (Membranvesikel) steigern nicht nur die Invasivitat, sondern unter-
stutzen auch Angiogenese-ahnliche Prozesse, wie das Phanomen der vaskulogenen
Mimikry (siehe weiter oben).

Das Endoglin-Protein wirkt also Metastasierungs-steigernd, indem es die

Zellinvasion (siehe Abb. 4.4) oder Angiogenese-ahnliche Vorgange, wie vaskulogene
Mimikry fordert.
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