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1 Einleitung

1.1 Krebs

1.1.1 Definition und Haufigkeit von Krebs

Die Bezeichnung ,,Krebs* wurde zuerst von griechischen Arzten verwendet. Sie liBt sich auf
eine Erscheinungsform des Mammakarzinoms zuriickfiihren, bei der oberflachlich sichtbare,
gestaute Venen eine an einen Krebs erinnernde Form aufweisen. Das griechische Wort fiir das
seitwirts laufende Schalentier, ,, karkinos®, ist zudem der Ursprung fiir das medizinische
Fachwort Karzinom.

In den vergangenen hundert Jahren hat die Anzahl an Menschen, die jdhrlich an Krebs
erkranken bzw. an bdsartigen Tumoren versterben, dramatisch zugenommen. In Deutschland
werden derzeit pro Jahr ca. 350.000 — 400.000 Erstdiagnosen einer bdsartigen Krebser-
krankung gestellt, mehrere Millionen Menschen befinden sich in Therapie oder miissen nach
einer abgeschlossenen Behandlung regelméfig zu Nachsorgeuntersuchungen. Wihrend zu
Beginn des vergangenen Jahrhunderts ca. 10 % aller Todesfille auf eine Krebserkrankung
zuriickzufiihren sind, betrdgt der entsprechende Anteil heute ca. 29 % mit weiter steigender
Tendenz. Krebserkrankungen sind damit nach den Herz-Kreislauf-Krankheiten die zweit-
hiufigste Todesursache und werden in absehbarer Zeit die Spitze der Mortalitdtsursachen

einnehmen (Hiddemann et al., 2004).

1.1.2 Entstehung von Krebs

Anhand von Tierversuchen fiir Hautkrebs wurde bereits Anfang der 40er Jahre das Mehr-
stufenmodell der Karzinogenese erstellt. Nach diesem Modell geht man heute bei der Mehr-
zahl der Krebserkrankungen davon aus, dass nicht eine einzelne Verdnderung, sondern eine
Kette von Ereignissen notwendig ist, die zur Entstehung einer Krebserkrankung fiihren. Dabei

werden verschiedene Schritte unterschieden: Initiation, Promotion und Progression. Im ersten
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Schritt, der Initiation, entstehen potentielle Tumorzellen, die sich phénotypisch nicht von
gesunden Zellen unterscheiden. Im Verlauf der Promotion entstehen aus den maligne transfor-
mierten Zellen morphologisch erkennbare, praneoplastische Zellen, aus denen sich in weite-
ren Schritten klinisch manifeste Tumore entwickeln kénnen (Hiddemann et al., 2004).
Tumore konnen durch verschiedene Faktoren induziert werden. Chemische und physikalische
Kanzerogene bewirken eine molekulare Verdnderung des Wirtsgenoms. Eine Beziehung
zwischen Kanzerogenese und Mutation war erstmalig von Theodor Boveri 1917 vermutet
worden. 1928 stellte K. H. Bauer die somatische Mutationshypothese der Krebsentstehung
auf, obwohl zu jener Zeit die molekulare Natur des genetischen Materials noch unbekannt
war. Dass Kanzerogene die genetische Information der Wirtszelle dndern, also Mutagene
sind, gilt heute - fast 80 Jahre nach Bauers Veroffentlichung - als gesichert.

Zu den Krebsgenen gehdren die Onkogene und die Antionkogene, welche die Tumorigenese
fordern bzw. supprimieren. Diese Gene sind im normalen, d.h. genetisch nicht verdnderten
Zustand, als Schliisselgene fiir die Transduktion physiologischer Signale vom Zellduferen
zum Zellkern verantwortlich. Zwischen den Produkten beider Gengruppen, den Onkopro-
teinen und Antionkoproteinen, besteht ein fein reguliertes Gleichgewicht. Storungen dieses
Gleichgewichtes durch die konstitutive Aktivierung von Onkogenen und/oder die Inakti-

vierung von Antionkogenen begiinstigen die Tumorigenese (Petrides, 1998).

1.1.3 Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinom

Das Pankreaskarzinom stellt heute die flinfthdufigste tumorbedingte Todesursache dar. Auf-
grund der schwierigen Diagnosestellung, der Aggressivitit des Krankheitsverlaufs und der
unbefriedigenden Wirksamkeit systemischer Therapieformen {iberleben nur 1-5 % aller
Patienten mit einem Adenokarzinom des exokrinen Pankreases einen Zeitraum von 5 Jahren
nach Diagnosestellung (Williamson, 1988). Bei der Atiopathogenese des Pankreaskarzinoms
spielen Umweltfaktoren (z.B. Tabakrauch und Erndhrungsgewohnheiten) sowie bestimmte
Erkrankungen bzw. postoperative Zustandsbilder (chronische Pankreatitis, Diabetes mellitus)
eine Rolle. Auch die genetische Pradisposition und die berufliche Exposition gegeniiber
bestimmten chemischen Substanzen gelten als Risikofaktoren fiir die Entstehung exokriner
Pankreaskarzinome.

Mehr als 90 % aller malignen Pankreastumore gehen vom exokrinen Pankreasepithel aus,
wobei es sich zumeist um ein duktales Adenokarzinom handelt. Charakteristisch fiir das

Pankreaskarzinom ist die friihzeitige Ausbreitung in die regiondren Lymphknoten und in
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benachbarte Strukturen wie Gallenwege, Duodenum und grofle abdominelle Gefdlle. Bei der
Mehrzahl der Patienten finden sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits Metastasen in der
Leber. Weitere typische Fernmetastasenlokalisationen stellen das Peritoneum und die Lunge,
selten die Knochen und das Gehirn dar (Scheithauer und Hahn, 2004).

Das kolorektale Karzinom ist weltweit eine der hdufigsten malignen Erkrankungen, wobei die
Inzidenz in den einzelnen Landern der Erde sehr stark schwankt. Fiir das Jahr 1998 wird die
Zahl der in Deutschland neu an einem kolorektalen Karzinom erkrankten Menschen auf
51.700 geschitzt. Das kolorektale Karzinom ist eine Erkrankung des hoheren Lebensalters,
nur 5 % der Erkrankungen treten vor dem 40. Lebensjahr auf. Beziiglich der Athiologie des
kolorektalen Karzinoms lassen sich drei Gruppen unterscheiden. Etwa 10 % der kolorektalen
Karzinome entstehen im Rahmen definierter hereditirer Krebssyndrome und bis zu 5 %
entstehen nach chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Bei dem groften Teil (85 %) der
Fille sind umweltbedingte Faktoren so wie die Erndhrung mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir
die Entstehung mitursichlich. Fiir diese Annahme spricht u.a. die Tatsache, dass sich das
Erkrankungsrisiko von Immigranten dem Risiko der Einwohner des Einwanderungslandes
angleicht (Correa und Haenszel, 1978; Doll und Peto, 1981). Eine balaststoffarme, fett- und
proteinreiche Erndhrung, Alkohol- und Tabakkonsum und ein Mangel an verschiedenen

Mineralstoffen sind die wichtigsten nichtgenetischen Risikofaktoren (Weitz et al., 2004).

1.2 Tumorprogression und Metastasierung

Hanahan und Weinberg (2000) fassen die genetischen Verdnderungen von Krebszellen in
sechs physiologischen Eigenschaften der Tumorzellen zusammen, welche fiir das unkontrol-
lierte Wachstum von Tumoren essentiell sind. Diese Eigenschaften sind:

o die Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren

o die Insensitivitit gegeniiber Wachstumsinhibitoren

e  die Resistenz gegeniiber dem kontrollierten Zelltod (Apoptose)

o die uneingeschriankte Proliferation

o die Gefdfneubildung (Neoangiogenese) des Tumors und

o die Gewebsinvasion und Metastasierung.
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1.2.1 Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren

Um von einem Ruhezustand in einen aktiven, proliferativen Zustand zu gelangen, bendtigen
,hormale Zellen® mitogene Wachstumsfaktoren. Im Gegensatz dazu haben Tumorzellen
durch verschiedene Mechanismen die Féhigkeit erworben, unabhingig von exogenen Stimuli
uneingeschriankt zu proliferieren. Zum einen produzieren Tumorzellen ihre eigenen Wachs-
tumsfaktoren, die an die Rezeptoren der Tumorzellen binden und somit die Proliferation der
Zellen durch autokrine Stimulation aktivieren (Fedi et al., 1997). Zum anderen werden die
Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, die hdufig eine Tyrosinkinaseaktivitdt aufweisen, auf den
Tumorzellen liberexprimiert. Zum Beispiel ist der Rezeptor fiir den epidermalen Wachstums-
faktor (EGF-R/erbB) auf Magen-, Gehirn- und Brusttumoren hochreguliert (Slamon et al.,
1987). Strukturelle Verdnderungen in diesen Tyrosinkinaserezeptoren fiihren zur Aktivierung
der Rezeptoren, die unabhingig von der Bindung eines Liganden wachstumsfordernde Sig-
nale in die Zelle weiterleiten (Fedi et al., 1997). Ein weiterer Mechanismus besteht darin, dass
cytoplasmatische Kinasen der Signaltransduktionskaskaden konstitutiv aktiv sind und eben-
falls zu einer uneingeschriankten Proliferation der Tumorzellen fithren. Bei humanen Kolon-
karzinomen tragen die Héilfte der Tumore zum Beispiel eine Mutation im ras Onkogen
(Kinzler und Vogelstein, 1996). Es ist jedoch unbestritten, dass dariiber hinaus das Gewebe,
das den Tumor umgibt, eine bedeutende Rolle in der Tumorprogression spielt. Skobe und
Fusenig (1998) formulierten deshalb: ,,Erfolgreiche Tumorzellen sind solche, die die Fahig-
keit erlangt haben, ihre normalen Nachbarzellen zur Ausschiittung wachstumsfoérdernder

Signale zu bewegen.

1.2.2 Insensitivitat gegeniiber Wachstumsinhibitoren

Um die Gewebshomdostase zu erhalten, benotigen Zellen antiproliferative Signale. Diese Sig-
nale beinhalten 16sliche Wachstumsinhibitoren, Inhibitoren, die in der extrazelluldren Matrix
(EZM) in immobilisierter Form vorliegen und Molekiile auf den Zellmembranen benachbarter
Zellen, die an Transmembranrezeptoren binden und Signale iiber intrazelluldre Signaltrans-
duktionswege weiterleiten. Es gibt zwei Mechanismen, wie antiproliferative Signale die Pro-
liferation von Zellen inhibieren. Zum einen werden Zellen aus dem Proliferationszyklus in die
Go-Phase des Zellzyklus iiberfiihrt, wo sie verweilen, oder Zellen verlieren vollstindig ihre
Féhigkeit zur Proliferation, wéhrend sie ausdifferenzieren und spezifische Eigenschaften er-

langen. Fast alle antiproliferativen Signale werden iiber das Retinoblastom-Protein (pRb) ge-
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steuert. Dieses Protein blockiert im hypophosphorylierten Zustand die Proliferation der
Zellen, indem es den Transkriptionsfaktor E2F bindet. Damit wird die Transkription einer
Reihe von Genen verhindert, deren Genprodukte fiir die S-Phase bendtigt werden (Weinberg,
1995). Erst nach Phosphorylierung des pRb-Proteins wird der Transkriptionsfaktor E2F
freigesetzt.

Der antiproliferative Faktor TGFf (transforming growth factor ) verhindert die Phosphory-
lierung von pRb und damit die Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F. Es wurde ebenfalls
beschrieben, dass in manchen Zellen TGFB die Transkription c-myc abhingiger Gene unter-
driickt, deren Genprodukte die Maschinerie der G1-Phase regulieren (Moses et al., 1990;
Hannon und Beach, 1994; Datto et al., 1997). Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie
Tumore diesem antiproliferativen Signal entgehen konnen. In manchen Tumoren ist die An-
zahl der TGF Rezeptoren auf der Zelloberfliche reduziert oder sie exprimieren eine mutier-
te, funktionell inaktive Form dieses Rezeptors (Fynan und Reiss, 1993; Markowitz et al.,
1995). Das Smad4 Protein, das intrazelluldr das Signal vom Liganden aktivierten TGFf
Rezeptor weiterleitet, stellt ebenfalls einen moglichen Angriffspunkt dar, um die antiprolifera-
tive Wirkung zu unterbinden. Schutte et al. (1996) beschrieben eine Mutation im kodierenden
Gen von Smad4, was eine Elimination des Genproduktes zur Folge hatte. Tumorzellen haben
verschiedene Mechanismen entwickelt, um einer Ausdifferenzierung zu entgehen. Eine mog-
liche Strategie besteht in der Uberexpression des Transkriptionsfaktors c-myc, was zu einem
ungehinderten Zellwachstum flihrt und die Ausdifferenzierung verhindert (Kinzler und

Vogelstein, 1996).

1.2.3 Resistenz gegeniiber dem Zelltod (Apoptose)

Tumore gewinnen ihre Féahigkeit zu einem ungehinderten Wachstum nicht alleine durch eine
Stimulation der Proliferation sondern auch durch eine Resistenz der Tumorzellen gegeniiber
dem Zelltod, der Apoptose. Bei der Apoptose kommt es nacheinander zu einer Zerstérung der
zelluldren Membranen, zum Abbau des Cytoskeletts und zur Auflésung der Chromosomen.
SchlieBlich zerfillt die Plasmamembran in viele Vesikel und die Zelle 16st sich auf (Loffler,
1998). Ob eine Zelle der Apoptose zugefiihrt wird oder nicht, hdngt von verschiedenen
Signalen ab, sogenannten ,survival signals® und ,,death signals“. Die ,survival signals‘
werden z.B. {iber IGF-1/IGF-2 und dem dazugehorigen IGF-1 Rezeptor oder IL-3 und dem
dazugehorigen IL-3 Rezeptor in die Zelle weitergeleitet (Lotem und Sachs, 1996; Butt et al.,
1999). Die ,,death signals* werden iiber die Bindung des FAS Liganden an den FAS Rezeptor
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oder iiber die Bindung von TNFa (tumor necrosis factor a) an den TNF-R1 Rezeptor
eingeleitet (Ashkenazi und Dixit, 1999). Zusitzlich wird das Uberleben der Zelle iiber Zell-
Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen bestimmt (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Viele der
apoptotischen Signale wirken auf die Mitochondrien und fiihren so zu einer Freisetzung von
Cytochrom C (Green and Reed, 1998). Die Bcl-2 Proteinfamilie, die an der Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien beteiligt ist, haben entweder proapoptotische (Bax, Bak,
Bid, Bim) oder antiapoptotische (Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W) Eigenschaften. Die Resistenz der
Tumorzellen gegeniiber Apoptose wird {liber viele unterschiedliche Mechanismen erworben.
Am héufigsten wird der Verlust des Tumorsuppressorproteins p5S3 beobachtet, das in mehr als
50 % der Tumore durch Mutation inaktiviert ist. Dadurch fiihrt ein DNA-Schaden nicht mehr
zur Aktivierung der Apoptose (Harris, 1996). Bei vielen Lungen- und Kolonkarzinomen kann
man eine Uberexpression eines inaktiven FAS-Rezeptors nachweisen (Pitti et al., 1998),
wodurch ebenfalls die Tumorzellen einen Mechanismus erlangt haben, um der Apoptose zu
entgehen. Generell werden in nahezu allen Tumoren Verdnderungen gefunden, die eine

Apoptoseresistenz ermoglichen.

1.2.4 Uneingeschrinkte Proliferation

Fast alle Zellen eines Organismus tragen in sich ein Programm, das ihre Teilungsfihigkeit
limitiert. Hayflick (1997) konnte zeigen, dass Zellen, die in Kultur gehalten werden, ein end-
liches Teilungsvermdgen besitzen. Nach einer bestimmten Anzahl von Teilungen kommt es
bei den Zellen zu einem Wachstumsstopp. Counter et al. (1992) konnten zeigen, dass in soma-
tischen Zellen eine Limitierung der Zellteilung durch sechs Basenpaar lange, repetitive Seg-
mente an den terminalen Regionen von Chromosomen, den sogenannten Telomeren, erfolgt.
Die Telomere werden bei jeder Teilung um 50-100 bp verkiirzt, da die DNA-Polymerase
nicht in der Lage ist, diese 3"-Bereiche chomosomaler DNA wéhrend der S-Phase zu replizie-
ren. Letztendlich fiihrt dies zur Wachstumskrise und zum Zelltod.

Fiir das maligne Wachstum von Tumoren ist es daher unerlésslich, dass sich die Zellen in vivo
die Fahigkeit zur unlimitierten Vermehrung aneignen. Die Aufrechterhaltung der Telomer-
lange wurde in allen Arten von malignen Zellen gezeigt (Shay und Bachetti, 1997). 85 % -
90 % der Tumorzellen erreichen dies durch eine Hochregulation der Expression der Telo-
merase, die das Anhdngen solcher Sechser-Wiederholungen an die terminalen Chromosomen-
bereiche katalysiert (Bryan und Cech, 1999). Ebenfalls wurde gezeigt, dass manche Tumor-

zellen in der Lage sind, durch zwischenchromosomale Rekombination die Telomerldnge auf-
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rechtzuerhalten, und so zum unlimitierten Wachstum der Krebszellen beitragen (Bryan et al.,

1995).

1.2.5 Gefafineubildung (Tumorangiogenese)

Eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Nihrstoffen ist fiir jede Zelle erforderlich,
um die notwendigen Stoffwechselvorgénge in der Zelle zu gewéhrleisten. Die Bereitstellung
dieser Faktoren erfolgt iiber die Zirkulation, wobei die Bildung neuer Blutgefifle
(Angiogenese) ein sehr genau regulierter Prozess ist. Damit Tumore iiber eine bestimmte
GroBe hinaus wachsen konnen, miissen die Tumorzellen die Fahigkeit erlangen, Angiogenese
zu induzieren (Bouck et al., 1996, Hanahan und Folkman, 1996; Folkman, 1997). Es scheint,
als ob die Angiogenese wie durch einen Schalter, auch als ,,angiogenic switch* bezeichnet,
induziert wird. Es ist bekannt, dass Tumore Angiogenesefaktoren erhoht exprimieren
und/oder angiogenetische Faktoren aus der Umgebung rekrutieren (Folkman, 1995). Auch
Zellen des peritumoralen Gewebes tragen zur Gefdneubildung bei. Die Angiogenese wird
durch ein fein abgestimmtes Gleichgewicht zwischen fordernden und inhibierenden Signalen
reguliert. Zu den wichtigsten Proteinen, die endotheliales Zellwachstum und Migration akti-
vieren, gehoren Angiogenin, bFGF (basic fibroblast growth factor), EGF (epidermal growth
factor), IL8, TNFa, TGFa, TGFB und VEGF (vascular endothelial growth factor) (Giordano
und Johnson, 2001).

Viele verschiedene Tumore, insbesondere Karzinome der Brust, Blase und des Magen-Darm-
Trakts exprimieren VEGF (Pepper, 1997). Eine vermehrte Expression von VEGF wurde nach
Aktivierung von Protoonkogenen oder nach Mutation des Tumorsuppressors pS3 dokumen-
tiert (Kieser et al., 1994; Rak et al., 1995). Des Weiteren kdnnen Zustinde wie Hypoxie, z.B.
in nekrotischen Tumorarealen, und Hypoglykdmie die Expression von VEGF regulieren
(Claffey und Robinson, 1996). VEGF bindet an zwei Rezeptortyrosinkinasen, VEGFR1 und
VEGFR2, die auf Endothelzellen exprimiert werden. Die Bindung von VEGF an VEGFR2
fiihrt zur Dimerisierung des Rezeptors und zur Autophosphorylierung der Tyrosinreste.
VEGFR?2 aktiviert direkt die Proteinlipase C-y (PLC-y), die wiederum iiber die Aktivierung
der Proteinkinase C (PKC), insbesondere von PKCpB2, den Raf-MEK-MAPK Signaltrans-
duktionsweg aktiviert. Durch die Rekrutierung weiterer Adapterproteine mit SH2-Doménen,
wie Grb2, Nck und She, an VEGFR2 konnen weitere Signalkaskaden angeschaltet werden
(Zachary, 2003).
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Integrine und Integrin-abhingige Signaltransduktion spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in
der Regulation der Angiogenese. Ruhende Gefiale exprimieren ein anderes Integrinprofil als
sprossende Kapillaren (Varner und Cheresh, 1996; Giancotti und Ruoslahti, 1999). Die
Integrine avp3 und avPB5 sind malgeblich an der Proliferation von Endothelzellen beteiligt.
Sie interagieren mit bFGF, TNFa und VEGF oder mit dem extrazelluldren Matrixprotein
Del-1 und fiihren so zur Expression von HoxD3 und avf3 (Ho et al., 2004).

Matrixdegradierende Enzyme sind wesentlich an der Regulation der Angiogenese beteiligt.
Sie regulieren die Bioverfiigbarkeit der angiogenetischen Faktoren und Inhibitoren. Viele Pro-
teasen flihren zu einer Freisetzung von bFGF, das in der EZM gespeichert vorliegt (Whitelock
et al., 1996). Angiostatin, ein Fragment des Plasminogens, blockiert die bFGF- und VEGF-
stimulierte Proliferation von Endothelzellen. Es konnte gezeigt werden, dass von Tumorzellen
sezernierte Metalloproteinasen oder uPA am Abbau von Plasminogen zu Angiostatin oder zu
angiostatindhnlichen Fragmenten beteiligt ist (Gorrin Rivas et al., 1998). Endostatin, ein
weiterer Inhibitor der Angiogenese, wird ebenfalls von Tumoren produziert und stellt ein

Abbauprodukt von Kollagen XVIII dar (O’Reilly et al., 1997).

1.2.6 Gewebsinvasion und Metastasierung

Maligne, also metastasierende Tumore sind definiert durch die Féhigkeit zur Invasion des
umgebenden Gewebes, des GefaBlsystems und vom Primértumor entfernt lokalisierter Organe.
90 % der Todesfdlle bei Krebs sind auf Metastasen zuriickzufithren (Sporn, 1996). Der Pro-
zess der Metastasierung ist mehrstufig und setzt sich aus folgenden konsekutiv ablaufenden
Prozessen zusammen: Losung der individuellen Tumorzelle aus dem Gewebsverband des
Primértumors, Durchbrechen der Basalmembran, Eindringen in das Gefaf3system, Adaptation
an den Stromungsdruck innerhalb der Blutbahn, Anheftung an das Gefdflendothel und Extra-
vasation, Einnistung und Wachstum in einem fremden Organsystem (Fidler, 2003). Tumor-
zellen, wie Stammzellen, durchlaufen ein Programm, wobei aus primédr epithelialen Zellen
mesenchymale hervorgehen. Dieses Programm, auch epitheliale-mesenchymale Transforma-
tion (EMT) genannt, schliesst Verdnderungen in der Transkription von Genen ein und wird
durch Wachstumsfaktoren eingeleitet (Jechlinger et al., 2002; Oft et al., 2002). Zu den Haupt-
mediatoren gehdren TGFP und autokrine Wachstumsfaktoren wie EGF, HGF/SF (hepatocyte
growth factor/scatter factor), bFGF und PDGF (platelet derived growth factor). Die wesent-
lich beteiligten Signaltransduktionswege sind Rezeptortyrosinkinasen (RTK)/Ras und Wnt-,
Notch-, Hedgehog- und NF-kB-abhédngige Signaltransduktionskaskaden (Huber et al., 2005).
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Entsprechend den von der metastasierenden Tumorzelle zu erfiillenden Aufgaben, sind fol-
gende Molekiilgruppen massgeblich an der Metastasierung beteiligt: Adhdsionsmolekiile,
Matrix-degradierende Enzyme, Homing-Rezeptoren, Chemokine und Zytokine. Der erste
Schritt der Metastasierungskaskade geht mit einem Verlust an Zell-Zelladhdsionsmolekiilen
einher. Expression und Funktion von E-Cadherin ist bei vielen epithelialen Krebsformen
gestort (Cavallaro et al., 2002). E-Cadherin liegt zusammen mit 3-Catenin und a-Catenin in
einem Core-Komplex vor. Freies B-Catenin leitet Signale in den Zellkern weiter, wo es mit
dem Transkriptionsfaktor TCF assoziiert und an der Regulation der Genexpression beteiligt
ist (Christofori und Semb, 1999). Beim Wilms-Tumor, Neuroblastom und beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom konnte eine Expressionsidnderung von einer stark adhesiven in eine
schwach adhesive Isoform von N-CAM nachgewiesen werden (Johnson, 1991; Kaiser et al.,
1996). Metastasierende Tumorzellen miissen bei der Invasion und Metastasierung mit ganz
unterschiedlichen Komponenten der EZM interagieren kdnnen; dies wird durch eine Ander-
ung des Expressionsprofil der Integrine erreicht. Man dokumentierte eine reduzierte Expres-
sion von a2fB1 und o3Pl Integrine, die die Adhdsion an die Basalmembran fordern. Die
Integrine avp3, avf6 und a6p4, die das Uberleben der Tumorzelle, Migration und Pro-
liferaton fordern, werden iiberexprimiert (Mercurio und Rabinovitz, 2001). Einen weiteren
wesentlichen Parameter stellen Matrix-degradierende Enzyme dar. Die Impermeabilitét der
Basalmembran stellt eine Barriere fiir disseminierende Tumorzellen dar, die mit Hilfe dieser
Enzyme iiberwunden werden muss (Matrisian, 1999). Die Hauptkomponenten sind unspezifi-
sche Proteasen wie Trypsin und Cathepsin, das Plasminsystem, Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) und Heparanasen (Hagedorn et al., 2001). Eine hohe MMP-2 und MMP-9 Expres-
sion wurde in Mamma-, Kolon-, Lunge-, Haut-, Ovar- und Prostatakarzinomen festgestellt
und korreliert mit einer schlechten Prognose (Turpeenniemi-Hujanen, 2005). Eine Uberex-
pression von Heparanase wurde auf Mamma-, Kolon-, Lunge-, Prostata-, Ovarial- und Pank-
reaskarzinomen festgestellt, wobei eine hohe Expression mit einer verkiirzten Uberlebenszeit
und gesteigerter Angiogenese korreliert. Heparanase spielt speziell bei Absiedlung und Proli-
feration disseminierter Tumorzellen iiber die Freisetzung von Wachstums- und angiogene-
tischen Faktoren eine Rolle (Vlodavsky et al., 2002; Simizu et al., 2004). Es ist allerdings
nicht erforderlich, dass die Tumorzellen diese Proteasen selbst exprimieren (Werb, 1997),

vielmehr werden diese von Bindegewebszellen oder inflammatorischen Zellen sezerniert.
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1.3 Tetraspanine

1.3.1 Strukturelle Charakteristika und Expression von Tetraspaninen

Tetraspanine sind integrale Membranproteine mit vier Transmembrandoménen. Sie sind
aufgebaut aus einer kleinen extrazelluldren Schleife (EC1), einer groBen extrazelluldren
Schleife (EC2), einer kleinen intrazelluldren Schleife und kurzen cytoplasmatischen Ab-
schnitten. Ein weiteres wichtiges Kriterium der Tetraspaninproteinfamilie sind 4-6 konser-
vierte Cysteine in der groBen extrazelluldren Schleife, zwei davon befinden sich in einem
CCG Motiv, die fiir die Ausbildung von Disulfidbriicken und damit fiir die korrekte Faltung
der EC2-Doméne verantwortlich sind. Zusitzlich konnten polare Aminosdureketten in den
Transmembrandoménen 1, 3 und 4 von Tetraspaninen nachgewiesen werden (Hemler, 2003;
Stipp et al., 2003; Boucheix und Rubinstein, 2001).

Die meisten Tetraspanine liegen glykosiliert vor, was zur Heterogenitit des Molekularge-
wichtes, das zwischen 20 bis 50 kDa variiert, beitrdgt (Yunta und Lazo, 2003). Es handelt sich
dabei um N-Glykosilierungen in der EC2-Doméne. Ausnahmen davon sind CD9, welches in
EC1 glykosiliert vorliegt (Boucheix et al., 1991) und CD81 und NET-2, die nicht glykosiliert
sind (Oren et al., 1990).

In eukaryotischen Organismen sind Tetraspanine weit verbreitet. So sind z.B. bei Sdugetieren
mehr als 30 Mitglieder der Tetraspaninproteinfamilie bekannt, 37 Mitglieder existieren in
Drosophila und 20 in Caenorhabditis elegans (Stipp et al., 2003). Selbst in 4 Pilzarten
konnten Tetraspanine nachgewiesen werden (Gourgues et al., 2002).

Die Expression von Tetraspaninen ist stark heterogen. Einige Tetraspanine werden in fast
allen Zellarten exprimiert, wie z.B. CD9 oder CD81. Im Gegensatz dazu zeigen andere Tetra-
spanine ein restringiertes Expressionsprofil. CD37 wird ausschlieBlich in B-Zellen (Schwartz-
Albiez et al., 1988), Uroplakine im Epithel der Harnblase (Walz et al., 1995) und RDS/ Peri-
pherin in der Retina exprimiert (Travis et al., 1991). Alle bisher untersuchten Séugetierzellen
exprimieren mehrere Mitglieder der Tetraspaninproteinfamilie, mit der Ausnahme von
Erythrozyten, auf denen keine Tetraspanine nachgewiesen werden konnten (Boucheix et al.,
2001).

Die generelle Struktur der Tetraspanine mit den konservierten Aminosduren ist in Abbildung
1.1 dargestellt, die einem Ubersichtsartikel von M. Hemler entnommen wurde (Hemler,

2001).



1 Einleitung 11

~250 aa total

Abbildung 1.1: Strukturelle Charakteristika von Tetraspaninen. Dargestellt ist die generelle Struktur eines
Tetraspanins, konservierte Aminosauren sind mit dem Grad ihrer Konservierung angegeben (Hemler, 2001).

Viele Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um die Struktur und die Funktionen der einzel-
nen Tetraspanindoménen aufzukldren. Heute kennt man fiinf definierte Bereiche, welche die
Eigenschaften von Tetraspaninen beeinflussen. Die grof3e extrazelluldre Schleife besteht aus
einer variablen und einer konstanten Doméne. Die variable Doméne ist an spezifischen Inter-
aktionen mit anderen Proteinen wie z.B. mit Integrinen beteiligt, wihrend die konstante
Doméne die Homodimerisierung von Tetraspaninen beeinflusst. Die vier Transmembran-
doménen sind an der Ausbildung von intra- und intermolekularen Interaktionen beteiligt. Sie
spielen eine wesentliche Rolle bei der Biosynthese und bei der Ausbildung von Tetraspanin-
Tetraspanin-Interaktionen, die letztlich zur Bildung eines ,,Tetraspanin-Netzwerkes* flihren.
In intrazelluldren juxtamembranen Bereichen befinden sich Cysteine, die palmitoyliert vor-
liegen und ebenfalls fiir die Ausbildung des Tetraspanin-Netzwerkes verantwortlich sind. Der
cytoplasmatische C-Terminus ist an Interaktionen mit Proteinen des Cytoskeletts oder mit
Signaltransduktionsmolekiilen, wie z.B. mit der Proteinkinase C (PKC), beteiligt. Viele Tetra-
spanine wie CD63, Net-1, CD82, CD37, Tspan-3, CD151 oder CO-029 besitzen in dieser
Domine ein Tyr-Xaa-Xaa-0 (YXXO) Motiv, O steht fiir eine Aminosdure mit einer hydro-

phoben Seitenkette. Es handelt sich um ein Tyrosin-basierendes Sortierungssignal, das von
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den Adapterproteinen AP-1, -2 und -3 erkannt wird, die an der Sortierung von Klathrin-
umhiillten Vesikeln beteiligt sind (Stipp et al., 2003).

variable
Region:

EC2

Protein-Protein
Interaktionen

konstante

Region 4 Transmembrandomanen:

intra- and intermolekulare
Interaktionen

N-Terminus / U
/ C-Terminus

PKC / Pl4K Interaktion

Abbildung 1.2: Darstellung der einzelnen Doméinen eines Tetraspanins und ihre Funktion.

1.3.2 Das ,,Tetraspanin-Netzwerk*

Bis heute sind mehr als 38 Transmembranmolekiile bekannt, die mit Tetraspaninen intera-
gieren (zusammengefasst aus Hemler, 2003). Zu ihnen zédhlen diverse Integrine, Mitglieder
der Immunglobulin Superfamilie (wie z.B. CD2, CD3, CD4, CD8, MHC-Klasse I, MHC-
Klasse II), Proteoglykane (Syndecan, CD44), Proteine, die an der Regulation des Komple-
mentsystems beteiligt sind (CD21, CD46), Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren und deren
Liganden (EGFR, epidermal growth factor receptor; proTGFa, pro transforming growth factor
a; proHB-EGF, pro heparin-binding epidermal growth factor) sowie verschiedene andere
Proteine (CD19, y-Glutamyltranspeptidase, ADAMI10, usw). Boucheix und Rubinstein (2001)
bezeichneten die ausgedehnten Komplexe aus Tetraspaninen und den mit ihnen assoziierten
Molekiilen als ,,Tetraspanin-Netzwerk®. Die Interaktionen der Tetraspanine mit anderen
Molekiilen kdnnen in primére, sekundére und tertidre Interaktionen eingeteilt werden.

Primére Interaktionen treten zwischen Tetraspaninen und anderen Proteinen auf. Sie sind spe-
zifisch, direkt, entstehen bereits friih wihrend der Biosynthese im ER und konnen durch strin-

gente Detergenzien wie z.B. Brij96, Digitonin oder Triton X-100 nicht zerstort werden. Bei-
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spiele fiir primére Interaktionen sind die Assoziationen der Tetraspanine Uroplakin 1a (UPla)
und UP1b mit dem Transmembranproteinen Uroplakin II und Uroplakin III (Wu et al., 1995),
die Assoziation von CD151 mit a3B1 und a6B1 (Yauch et al., 1998; Sterk et al., 2000) und die
Assoziationen von CD9 und CD81 mit EWI-2 und EWI-F (CD9P-1, FPRP) (Stipp et al.,
2001a; Stipp et al., 2001b).

Sekundire Interaktionen sind indirekt, zahlreich und sensitiv gegeniiber Detergenzien wie
Digitonin und Triton X-100. Es handelt sich hierbei zum Beispiel um Tetraspanin-Tetra-
spanin-Interaktionen, die in Brij96 erhalten bleiben. Sie treten wihrend der Biosynthese spiter
auf (Golgi oder post-Golgi), werden durch Palmitoylierung stabilisiert und lagern primire
Komplexe zu grofleren Komplexen mit multiplen Komponenten zusammen. Der Verlust der
Palmitoylierungsstellen von CD151 beeinfluf3t nicht die primire Assoziation mit a3p1, ver-
ringert aber die Assoziation mit anderen Tetraspaninen wie z.B. mit CD9, CD63 und CD81
(Yang et al., 2002; Berditchevski et al., 2002).

Tertidre Interaktionen sind definiert als diejenigen Tetraspanin-Interaktionen, die durch Deter-
genzien wie Brij96 und Triton X-100 zerstort werden, aber in weniger hydrophoben Deter-
genzien wie Brij58, Brij99, Brij35 und CHAPS erhalten bleiben. Signaltransduktionsproteine
wie PKC (Zhang et al., 2001) und Typll PI4K (Yauch und Hemler, 2000) werden nur unter
Verwendung solch milder Detergenzien in Tetraspanin-Komplexen gefunden. Diese milden
Detergenzien fiihren oft zu einer unvollstdndigen Solubilisierung der Tetraspanine, wodurch
solche tertidren Komplexe in den unldslichen leichten Fraktionen von Saccharosedichte-
gradienten angereichert sind (Claas et al., 2001). Diese Tetraspanin-Komplexe hoherer Ord-
nung werden auch als ,, Tetraspanin enriched microdomains*“ (TEMS) bezeichnet, die sich
aber grundlegend von ,lipid rafts“ unterscheiden. ,,Lipid rafts sind Plasmamembranmikro-
domédnen mit einem hohen Anteil an Sphingolipiden, Cholesterol und Phospholipiden mit
langen gesittigten Fettsdureseitenketten. Wéhrend ,,lipid rafts* oft Glykosylphosphatidylino-
sitol- (GPI-) verankerte Proteine und Caveolin beinhalten (Simons und Ikonen, 1997; Brown
und London, 1998), sind diese Proteine gewdhnlich in TEMS nicht vorhanden (Berditchevski
et al., 2002; Yauch und Hemler, 2000). Ein weiterer Unterschied besteht in dem Verhalten
gegeniiber Triton X-100. Lipid rafts sind resistent gegeniiber Triton X-100, wéihrend Tetra-
spanin-Komplexe durch dieses Detergenz zerstdrt werden (Simons und Ikonen, 1997; Claas et

al., 2001).
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1.3.3 Funktion und Relevanz der Tetraspanine bei Tumorprogression und

Metastasierung

Einige Tetraspanine wurden als potentielle Marker zur Charakterisierung von Tumorzellen
untersucht. So wird z.B. CD9 auf 90 % der B-Zellen bei akuter Leukdmie und auf 50 % bei
akuter myeloider Leukdmie exprimiert (Boucheix, 1985). In kolorektalen Karzinomen wurde
das Tetraspanin CO-029 beschrieben und das Antigen L6 wird in Brust-, Lungen-, Kolon-
und in Ovarialtumoren iiberexprimiert (Szala et al., 1990; Marken et al., 1992). Den Tetraspa-
ninen wurde schon frith eine Rolle in der Tumorprogression und Metastasierung zugeschrie-
ben. In frithen Stadien der Melanomentstehung wird CD63 hoch exprimiert und anschlieBend
im fortgeschrittenen Stadium herunterreguliert (Hotta et al., 1988). Dong et al. (1995) konnten
zeigen, dass CD82 eine Suppressorrolle in der Metastasierung von Prostatakrebs einnimmt.
Das gleiche konnte fiir CD9 nachgewiesen werden. Die Expression von CD9 auf den Metasta-
sen von Brust- und Oesohaguskarzinomen ist im Vergleich zum Primirtumor herunterregu-
liert (Miyake et al., 1995; Uchida et al., 1999). Das Expressionsnivea dieser Tetraspanine
kann einen Hinweis auf den Verlauf der Krebserkrankung geben und dient als prognostischer
Tumormarker. Patienten mit Bronchialkarzinom haben eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
86 %, wenn CD9 und CDS82 koexprimiert werden, im Vergleich zu 31 %, wenn diese
Antigene nicht exprimiert sind (Adachi et al., 1998). Auch in vitro konnte gezeigt werden,
dass CD9 auf etablierten Zelllinien aus Metastasen von Kolonkarzinomen niedriger expri-
miert wird im Vergleich zu Zelllinien, die aus dem entsprechenden Primértumor etabliert
wurden (Cajot et al., 1997). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Transfektion von CD9
oder CD63 in Melanomzellen eine Reduzierung des Metastasierungspotenzials zur Folge
hatte (Ikeyama et al., 1993; Radford et al., 1995). Im Gegensatz dazu fiihrt die Transfektion
von D6.1A/CO-029 in eine schwach-metastasierende Zelllinie zu einem Anstieg des Metasta-
sierungspotenzials (Claas et al., 1998).

Wiéhrend der malignen Transformation treten Veranderungen in Zelladhésion und Zellmotili-
tiat auf. AntikOrper gegen Tetraspanine haben einen groBlen Einflul auf die Migration von
Zellen. So fiihrt z.B. anti-CD9 zu einer Inhibition der Migration bei Kolonkarzinomzelllinien
(Cajot et al., 1997). Auch Antikorper gegen die Tetraspanine CD81 oder CD151 fiihren je
nach Zellart zu einer Hemmung oder zu einer Stimulation der Zellmigration (Boucheix et al.,
2001). Wie bereits erwédhnt assoziieren Tetraspanine mit Laminin-bindenden Integrinen
(a3pB1, a6Bl, a6p4, a7Pp1). Es gibt keinen Hinweis darauf, dass Tetraspanine die Konfor-

mation der Integrine oder die Affinitdt zu Liganden beeinflussen, vielmehr wird vermutet,
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dass Integrin-abhédngige Migration, Spreading und die Zellmorphologie durch Tetraspanine
reguliert wird (Hemler, 2003). An Hand von CD151 wurde gezeigt, dass eine Mutation in der
primdren Integrinbindungsstelle den Verlust der Assoziation zu a3 und a6 Integrinen zur
Folge hat. Die Zellen behielten ihre Integrin-abhingige Zelladhédsionseigenschaften, aber
Integrin-abhingiges Zellspreading und Kabelstrukturbildung der Zellen auf Matrigel ging
verloren (Kazarov et al., 2002).

Tetraspanine regulieren Integrin-abhédngige Funktionen, indem sie Kinasen, Phosphatasen und
andere Signaltransduktionsmolekiile in das Tetraspanin-Netz rekrutieren und diese dann mit
den Integrinketten interagieren. Mit Hilfe von Integrin a3 Chimeren konnte gezeigt werden,
dass eine korrekte a3 Domédne notwendig ist, um intrazelluldr Tetraspanin-assoziierte Signal-
transduktionsenzyme wie die Phosphatidylinositol-4-Kinase (Yauch et al., 1998) und PKCs
(Zhang et al., 2001) zu rekrutieren.

1.3.4 Das Tetraspanin D6.1A

Das Tetraspanin D6.1A ist das homologe Protein des humanen Tetraspanins CO-029 in der
Ratte. Urspriinglich wurde D6.1A (CO-029, TM4SF3) als ein Tumor-assoziiertes Antigen auf
mehreren humanen Karzinomen und Astrocytomzelllinien beschrieben (Szala et al., 1990).
D6.1A assoziiert mit den Integrinen a3fB1 und a6Bf1 und nach Auflésung der Hemides-
mosomen mit a6p4. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es mit den Tetraspaninen CD9
und CD81, und mit einem Mitglied der Immunglobulin Superfamilie, dem Prostaglandin F2a
Rezeptor regulatorischen Protein, der Typ II Phosphoinositol-4-Kinase, EpCAM und
CD44v4-v7 interagiert (Claas et al., 1998; Claas et al., 2005; Herlevsen et al., 2003). Huerta
et al. (2003) zeigten, dass die metastasierende Kolonkarzinomzelllinie SW620 im Vergleich
zur SW480 Zelllinie aus dem Primdrtumor desselben Patienten eine hohe Expression von
CO-029 aufweist, was auf eine Rolle dieses Antigens bei der Tumorprogression hinweist.
Tanaka et al. (2002) fanden die Expression von D6.1A auf einer dedifferenzierten Ratten-
hepatomlinie hochreguliert und postulieren eine mogliche Funktion von D6.1A bei der
Differenzierung und Proliferation von Zellen. Eine erhohte Expression von D6.1A wurde
ebenfalls in hepatozelluldren Karzinomen nachgewiesen und es wurde eine mdgliche
Relevanz bei der himatogenen intrahepatischen Metastasierung postuliert (Kanetaka et al.,
2001; Kanetaka et al, 2003). Frithere Untersuchungen in unserem Labor lieferten erste Hin-
weise lber die Mechanismen der pro-metastatischen Funktion von D6.1A. So fiihrte die

Transfektion der schwach metastasierenden BSp73AS Zelllinie mit D6.1A nach Injektion zur
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Bildung eines himorrhagischen Aszites und zu einer Verbrauchskoagulopathie in der Ratte
(Claas et al., 1998; Herlevsen et al., 2003). Die Uberlebensrate von Tumorzellen im
Gefillsystem wird durch die Interaktion mit Leukozyten und Thrombozyten verbessert (Bick,
1992), so dass D6.1A auf diese Weise pro-metastatisch wirken kénnte. Auf molekularer

Ebene sind die Funktionen von D6.1A jedoch noch weitgehend unbekannt.

1.4 Integrine

14.1 Strukturelle Charakteristika und Expression von Integrinen

Integrine sind heterodimere Transmembranglykoproteine, die aus einer a- und einer B-Kette
aufgebaut sind. Bis heute sind mindestens 25 Integrine bekannt. 18 unterschiedliche a- und
8 B-Ketten stehen zur Verfiigung, aus denen die Integrine aufgebaut werden (Kuphal et al.,
2005). Sowohl die a- als auch die B-Kette bestehen aus einer groflen extrazelluliren Doméne,
einer Transmembrandoméne und einem kurzen cytoplasmatischen Abschnitt aus 20 bis 50
Aminoséduren. Eine Ausnahme stellt die f4-Kette dar, sie besitzt eine grofle cytoplasmatische
Domaéne aus mindestens 1000 Aminosduren. Die a- und die -Kette sind nicht kovalent mitei-
nander verbunden und im Gegensatz zu anderen Oberfldchenrezeptoren besitzen die Integrine
nur eine schwache Affinitédt zu ihren Liganden. Die extrazellulire Doméne der a-Kette besteht
aus sieben homologen Wiederholungen von etwa 60 Aminoséduren, drei bis vier dieser homo-
logen Bereiche binden zweifach geladene Kationen. Diese N-terminalen Wiederholungen
bilden eine cyclische Struktur, weshalb diese Struktur als sieben-facher B-Propeller bezeich-
net wurde (Hynes, 2002). Manche a-Ketten (a3, a5, a6, a7, a8 und aV) werden in der extra-
zelluldiren Domine in der Ndhe der Transmembranregion proteolytisch gespalten, und die
beiden Ketten werden durch eine Disulfidbriicke zusammengehalten. Die cytoplasmatische
Doméne der a- und B- Kette binden an Proteine des Aktincytoskeletts und sind an der Rekru-
tierung von Adapterproteinen und Signaltransduktionsmolekiilen beteiligt. Eine der Hauptauf-
gaben der Integrine besteht darin, die extrazellulire Matrix (EZM) mit dem Aktincytoskelett
zu verbinden. Wahrend manche Integrine nur eine spezifische Komponente der EZM binden,
a5PB1 bindet selektiv an Fibronectin, konnen andere Integrine mehrere Komponenten der EZM
erkennen. avB3 bindet z.B. an Vitronectin, Fibronectin, Fibrinogen, von Willebrand Faktor

und proteolytische Formen von Kollagen und Laminin (van der Flier und Sonnenberg, 2001).
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Zusitzlich spielen die Integrine eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion zwischen den
Zellen und ihrer Umgebung. Das ,,Outside-in signaling beeinflu3t Proliferation, Polaritét,
das Wachstum und die Migration der Zellen (Aplin et al., 1998). Im Gegensatz dazu reguliert
das ,,inside-out signaling* die Interaktion der Integrine mit der extrazelluldaren Umgebung, aus
einer schwachen Bindung kann durch Konformationsédnderung eine starke Bindung entstehen.
Die Expression der Integrine ist auf das Unterreich der Vielzeller (Metazoa) begrenzt. Weder
in Prokaryoten, Pflanzen oder Pilzen konnte man Integrine nachweisen (Whittaker und Hynes,
2002). In Caenorhabditis elegans fand man eine B-Kette und zwei a-Ketten, aus denen zwei

Integrine aufgebaut werden (Hynes, 2002).

1.4.2 Funktion und Relevanz der Integrine bei Tumorprogression und

Metastasierung

Verschiedene Integrine spielen eine wichtige Rolle fiir Proliferation, Migration und das
Uberleben der Zellen. Antagonisten dieser Integrine hemmen Migration und Invasion trans-
formierter Zellen und besitzen die Féahigkeit Apoptose auszulosen. Es wurde ebenfalls ge-
zeigt, dass Integrinantagonisten Tumorangiogenese und Metastasierung blockieren konnen
(Jin und Varner, 2004). Integrine besitzen keine eigene enzymatische Aktivitdt, aber sie
interagieren mit Kinasen und Adaptermolekiilen in Fokalkontaktstellen und kdnnen auf diese
Weise Signaltransduktionsmolekiile aktivieren.

Viele Studien haben gezeigt, dass Expressions- und Verteilungsunterschiede der Integrine in
malignen Tumoren im Vergleich zu pre-neoplastischen Tumoren des gleichen Typs auftreten
(Mizejewski, 1999). So wird z.B. avp3 an der invasiven Front von malignen Melanomzellen
stark exprimiert, aber nur schwach auf pre-neoplastischen Melanomen (Brooks et al., 1994).
Auch fiir das Integrin a6p4 wurde eine Hochregulation bei verschiedenen Karzinomen und
die Mobilisierung aus Hemidesmosomen in migratorische Regionen der Zellen beschrieben
(Tennenbaum et al., 1993; Rabinovitz und Mercurio, 1997). Wihrend der Tumorprogression
werden die Integrine nicht nur hochreguliert, sondern auch eine verringerte Expression von
al, a6, Bl oder B4 wurde bei der Bildung von Neoplasmen in Brustepithelgewebe dokumen-
tiert (Mizejewski, 1999). Ein anderer Mechanismus, wie Zellen ihr migratorisches Verhalten
verdandern konnen, besteht in der verdnderten Affinitét der Integrine gegeniiber ihren Ligan-
den. Pampori et al. (1999) zeigten, dass sich die Affinitdt von avp3 in einer Vielzahl von
Zellen verdndert. Integrine stimulieren die Migration der Zellen, indem sie Rho und Rac

GTPasen aktivieren und Aktinfilamente mit der Zellmembran verkniipfen (Ren et al., 1999).
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Antagonisten von a5p1 blockieren die Migration auf Vitronectin, aber nicht die Adhédsion zu
Vitronectin; dies bedeutet, dass durch die Antagonisten die Regulationsmechanismen der
Migration, aber nicht die Adhidsionseigenschaften der Integrine beeinflusst werden (Kim et
al., 2000b). Es konnte gezeigt werden, dass a5B1 Antagonisten die Proteinkinase A (PKA)
aktivieren, und dadurch die Bildung der Stressfasern verhindert wird. Letztendlich fiihrt dies
zu einer Inhibition der Migration.

Nicht nur die Migration, sondern auch die Invasion von Tumorzellen wird durch Integrine
reguliert. Felding-Habermann et al. (2002) zeigten, dass eine erhohte Expression von avp3
mit einer erhéhten Invasion und Metastasierung von Tumorzellen korreliert. In Brustkarzino-
men konnte gezeigt werden, dass die Expression von a6p4 zu einer erhohten Tumorzell-
invasion und Metastasierung fithrt (Mercurio et al., 2001; Ramos et al., 2002).

Integrine spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation der Angiogenese. Auf
ruhendem Endothel wird weder avB3 noch a5p1 exprimiert, aber nach Stimulation mit angio-
genetischen Wachstumsfaktoren werden beide Integrine auf den Endothelzellen wéhrend der
Bildung neuer Blutgefale exprimiert (Brooks et al, 1994; Kim et al., 2000a). Senger et al.
(1997) konnten nachweisen, dass Antagonisten von a2B1 und alBl die VEGF-induzierte
Angiogenese hemmen.

Untersuchungen von mehreren Gruppen zeigten, dass es fiir das Uberleben nicht-transformier-
ter Zellen notwendig ist, an die EZM zu binden. So fiihrt die Ligandenbindung der Integrine
zu einer Blockierung der Apoptose. Inhibitoren der Apoptose wie z.B. die Proteinkinase B
und Akt werden aktiviert und die Aktivitit der Caspase 8 wird gehemmt (Pankov et al., 2003;
Kim et al., 2002).

1.4.3 Das Integrin a6p4

Das Integrin a6pB4 bindet an verschiedene Lamininisoformen. Die stirkste Affinitdt besitzt es
gegeniiber Laminin 5, einer Komponente der epidermalen Basallamina (Niessen et al., 1994).
Das Integrin wurde als ein Bestandteil von Hemidesmosomen nachgewiesen (Stepp et al.,
1990). Im Gegensatz zu anderen Integrinen interagiert a6p4 mit Intermedidrfilamenten aus
Keratin. Diese Assoziation wird durch Plectin und BP230 in Hemidesmosomen vermittelt
(Niessen et al., 1997). Da bei der Tumorprogression die Tumorzellen ihre Polaritét verlieren
und Hemidesmosome aufgelost werden, ging man zuerst davon aus, dass die Expression von
a6p4 wihrend der Tumorinvasion herunterreguliert wird (Rabinovitz und Mercurio, 1996).

Andererseits wurde B4 zuerst als ein tumorassoziiertes Antigen nachgewiesen (Kimmel und
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Carey, 1986). Rabinovitz et al. (1999) konnten zeigen, dass EGF (epidermal growth factor)
bei Karzinomzelllinien zu einer Stimulation der Migration fiihrt. EGF aktiviert die PKC, die
schlieBlich Serinreste der f4-Kette phosphoryliert. Dies fiihrt zur Auflosung der Hemidesmo-
somen und a6P4 assoziiert mit F-Aktin in Filopodien und Lamellipodien. Eine Phosphory-
lierung der P4-Kette an Tyrosin durch aktivierte Kinasen fiihrt zum Anschalten weiterer
Signaltransduktionswege. Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) wird aktiviert, die
wiederum an der Regulation von Rho GTPasen beteiligt ist (Mercurio und Rabinovitz, 2001).
Letztendlich wird durch eine verdnderte Organisation des Aktincytoskeletts die Migration der
Zellen initiiert. Die Phosphorylierung der f4-Kette an Tyrosin wird durch assoziierte Tyrosin-
kinaserezeptoren hervorgerufen, a6fB4 assoziiert z.B. mit c-met, erbB2 oder EGFR
(Wilhelmsen et al., 2006). Abhéngig vom Expressionsprofil der Zelle kann a6p4 unter-
schiedliche Funktionen in unterschiedlichen Zellarten ausiiben. Bachelder et al. (1999)
zeigten, dass a6f4 in p53 defizienten Tumorzellen das Uberleben der Zelle fordert, wihrend

es in Tumorzellen, die p53 exprimieren, die Apoptose stimuliert.

1.5 Das BSp73 Tumorsystem

Am Beispiel der Integrine, CAMs und Oberflachenproteasen wurde der Beitrag der Ober-
flichenproteine an der Metastasierung gezeigt. Zelllinien mit unterschiedlichem Metastasie-
rungspotenzial, die gemeinsam von einer Parentalzellllinie abstammen, stellen ein geeignetes
System dar, um diesen Beitrag zu untersuchen. Ein solches Modell ist das BSp73 Tumor-
system. Aus einem spontan aufgetretenen Adenokarzinom des Pankreas (BSp73) einer BDX
Ratte wurde die Parentallinie etabliert (Zoller et al., 1978). Tumore mit unterschiedlichem
Metastasierungspotenzial wurden nach mehreren aufeinanderfolgenden in vivo Passagen tiber
subkutane Transplantation etabliert. Diese Tumore waren wiederum die Grundlage fiir die
Etablierung von in vitro kultivierbaren Zelllinien. Die als BSp73AS bezeichnete Sublinie
verfligt liber ein schwaches, die als BSp73ASML bezeichnete Schwesterlinie iiber ein sehr
ausgeprigtes Metastasierungspotenzial (Matzku et al., 1983). BSp73AS Zellen bilden nach
Injektion in die FuBpfote von BDX Ratten lokale Tumore und befallen die Lymphknoten,
falls eine frithzeitige Entfernung des Primértumors unterbleibt. Im Gegensatz dazu bilden
BSp73ASML Zellen kleine Primértumore. Sie befallen die Lymphknoten wesentlich frither

und sind in der Lage, Lungenmetastasen zu bilden.
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Die Generierung von monoklonalen Antikdrpern gegen differentiell exprimierte Oberflédchen-
molekiile stellte den ersten Schritt bei der Suche nach metastasierungsassoziierten Antigenen
dar. Die Immunisierung von Balb/c Mausen mit BSp73ASML Tumorzellmembranen lieferte
Antikorper gegen fiinf Antigene, die auf BSp73ASML Zellen hoch und auf BSp73AS Zellen
nicht exprimiert werden (Matzku et al., 1989). Mit Hilfe dieser monoklonalen Antikdrper
wurden die entsprechenden Antigene identifiziert. Dabei handelt es sich um eine variante
Isoform des Hyaluronsiurerezeptors CD44 (Gunthert et al., 1991), C4.4A (Rosel et al., 1998)
ein Molekiil mit Ahnlichkeit zum uPAR, EpCAM (Wurfel et al., 1999), das Integrin a6p4
(Herlevsen et al., 2003) sowie das Tetraspanin D6.1A (Claas et al., 1998). Durch DNA-CHIP
Technologie wurden mittlerweile mehrere hundert Proteine identifiziert, die auf beiden

Sublinien differentiell exprimiert werden (Tarbe et al., 2002).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Auf Grund der frithen und fulminanten Metastasierung haben Patienten mit einem Pankreas-
adenokarzinom eine {iberaus schlechte Prognose. Unterschiede des Expressionsprofils von
Tetraspaninen und Integrinen spielen eine wesentliche Rolle bei der Metastasierung. So ist bei
gastrointestinalen Tumoren speziell die Expression des Integrins a6B4 und des Tetraspanins
CO0O-029 mit einer schlechten Prognose verbunden. Im Gegensatz dazu korreliert die Expres-
sion von CD9, ein verwandtes Tetraspanin des CO-029, mit einer geringen Bildung von
Metastasen. Die Frage der Bedeutung der hdufig beschriebenen Assoziation von Tetraspa-
ninen und Integrinen fiir die Metastasierung wurde bisher jedoch noch nicht untersucht. In
fritheren Studien wurden diesbeziiglich im Metastasenmodell in der Ratte zwei interessante
Ergebnisse dokumentiert. Zum einen wiesen Doppeltransfektanten der Pankreasadenokarzi-
nomzelllinie BSp73AS mit a6B4 und D6.1A - dem homologen Protein von CO-029 in der
Ratte - nach i.p. Applikation eine auBergewdhnlich starke Metastasierung in die Leber auf,
und unter Stressbedingungen zeigten diese Zellen einen migratorischen Phénotyp. Zum
anderen fiihrte die Applikation D6.1A-iiberexprimierender Zellen in Ratten zu einer lethalen
Verbrauchskoagulopathie, deren Ursache noch nicht geklart wurde. Ziel der Dissertation war
daher die Beantwortung folgender Fragen: 1. Welche Bedeutung hat die Assoziation von
D6.1A/CO-029 mit a6p4 in humanen Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomen fiir das
migratorische Potenzial der Tumorzellen? 2. Welche Mechanismen liegen der Verbrauchs-

koagulopathie zugrunde, die durch D6.1A-iiberexprimierende Tumore induziert wird?



2 Material und Methoden 21

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Agarose-Gelelektrophoresekammern
Analysenwaage RC210 D
B-Radioaktivitdtszdhler Betaplate 120 S
Brutschrank fiir Bakterienkultur
Brutschrank fiir Zellkultur
DNA-Gelelektrophoresekammern
Elektroporator Easy Ject
Elektrophoresekammer Mini-Protean®™II
Elektrophoresekammer Protean™II xi cell
Entwicklermaschine Hyperprocessor
FACSCalibur

Fotokassette

FPLC Pharmacia LKB GP10
Fraktionensammler LKB RediFrac
Gradientenmischer

Inversmikroskop DM-IL
Kamerasystem Spot CCD

Kamerasystem Wild MPS48
Kryostat HM 505 N
Magnetriihrer 3000
Mikroskop DMRBE
Mikrowelle

Monitor PVM-1440M

Roth, Karlsruhe

Sartorius, Gottingen

LKB Wallace, New Jersey, USA
Melag, Berlin

Labotect, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Eugentec, Seraing, Belgien
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Amersham, Freiburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Amersham, Freiburg

Pfizer, Karlsruhe

Pfizer, Karlsruhe

Hoefer, San Francicso, USA
Leica, Bensheim

Diagnostic Instruments,
Sterling Heights, USA

Leica, Bensheim

Micom Laborgerite, Walldorf
Heidolph, Keilheim

Leica, Bensheim

Philips, Wiesbaden

Sony, Tokyo, Japan
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pH-Meter 761 Calimatic
Photometer Ultraspec 111
Pipettus-Akku

Pipetten

Powersupply PS 9009
Priparationsbesteck

Rotor GSA

Rotor SW34

Rotor SW41Ti
Schiittelinkubator

Sterilbank

Transferapparatur Mini Trans-Blot”
Transferapparatur Trans-Blot”™
Thermomixer
Transilluminator Midi Doc
Ultraschall Homogenisator
Ultrazentrifuge Optima LE-80K
Videokamera

Videorekorder AG-7350-E
Waage Iso 9001

Waage PT 3100

Wasserbad

Whirlmixer Vortex Genie
Vakuumpumpe

Ziahlkammer Neubauer improved
Zellerntegerit Harvester 96
Zentrifuge Sorvall RC5B Plus
Zentrifuge Biofugel13R
Zentrifuge Biofugel5
Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zentrifuge Varifuge 3.0R

Knick, Berlin

Amersham, Freiburg
Hirschmann, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg
Gibco, Gaithersburg, USA
Richter, Miinster

Kendro, USA

Kendro, USA

Beckman Coulter, Krefeld
Infors HT, Stuttgart
Heraeus, Stuttgart
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Herolab, Wiesloch
Bandelin Elektronik, Berlin
Beckman Coulter, Krefeld
Kappa, Gleichen
Panasonic, Osaka, Japan
Sartorius, Géttingen
Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Si Inc., New York, USA
Bachhofer, Reutlingen
Brand, Wertheim

Tomtec Inc., Hamden, USA
Kendro, USA

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Dako-Pen

Deckgliser

Dialyseschlauch
Elektroporationskiivetten

Filtermatten fiir B-Radioaktivitédtszihler
Hyperfilm ECL

Kaniilen

Kryordhrchen

Membranfilter, 0,2 pm

Membranfilter Millipore ,,V*, 0,025 um
Nitrozellulosemembran Hybond ECL
Objekttrager

Parafilm

Petrischalen

Pipettenspitzen

Platten 96-well, flach- und rundboden
Reaktionsgefiaie 1,5 ml, 2,0 ml
Reagenzrohrchen 15 ml, 50 ml
Sterilfilter 0,2 pm

Spritzen

Whatman™ 3MM Papier
Zellkulturflaschen 25 cmz, 75 cm?
Zellkulturplatten 96-well, 24-well, 6-well

Zentrifugalkonzentratoren Vivaspin 6 ml, 20 ml

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Aceton

Agarose
3-Amino-9-ethyl-carbazol (AEC)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillinsulfat

DakoCytomat., Glostrup, Ddnemark
R. Langenbrinck, Emmendingen
Roth, Karlsruhe

Eugentec, Seraing, Belgien
LKB, Wallace, New Jersey
Amersham, Freiburg

BD Biosciences, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Sartorius, Gottingen

Milipore, Bredford, USA
Amersham, Freiburg

R. Langenbrinck, Emmendingen
American Nat. Can, Greenwich, GB
Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht

Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht

Greiner, Frickenhausen

Renner, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
Schleicher & Schiill, Dassel
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Vivascience, Hannover

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Gibco, BRL, Eggenstein

Calbiochem, Darmstadt



2 Material und Methoden 24

Bactoagar

Bio-Rad Protein Assay

Bovine Serum Albumin (BSA)
Brij58

Brij96

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie R-250
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Einbettmedium Neg-50
Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fotales Kélberserum (FCS)
Formaldehyd 37 %

Freunds Adjuvans

G418 Sulfat

Gelatine

Gelatine (Cold Water Fish Skin)
Glukose

L-Glutamin

Glutathion, reduziert
Glutathion-Agarose

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N "2-ethanesulfonic acid

(HEPES)
Hygromycin
Immersionsol

Isopropanol

Fluka, Buchs, Schweiz
Bio-Rad, Miinchen

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma, Steinheim

Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

R.-A. Scientific., Kalamazoo, USA
Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

GERBU, Gaiberg

Gibco BRL, Eggenstein

GERBU, Gaiberg
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma, Steinheim

Fluka, Buchs, Schweiz
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Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kaisers Glyceringelatine
Kaliumacetat
Kaliumcarbonat
Kaliumchlorid
Kaliumchromalaun
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumtetrathionat
Kanamycinsulfat

Ketavet

Kristallviolett

Laminin 5
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Matrigel (EZM Gel)
Mayer’s Himalaun
Methanol

Mowiol (4-88)
Natriumacetat

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat
Natriumthiosulfat

Natronlauge

Opti-Flour Scintillatorfliissigkeit

Paraformaldehyd

Penicillin

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Pfizer, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

K. Miyazaki, Yokohama, Japan

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
GERBU, Gaiberg
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Szintillations-Fliissigkeit Packard

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim



2 Material und Methoden 26

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phorbolmyristatacetat (PMA)
PolyFect Transfektionsreagenz
Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Rompum

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)
RPMI 1640

Salzsdure

Sepharose 4B (CNBr aktiviert)
Silbernitrat

Streptomycinsulfat
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin

Trypton

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Zeocin

Zinkchlorid

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics,Mannheim
Amersham Bioscience, Freiburg
Bayer, Leverkusen

Roth, Karlsruhe

Gibco cell culture, Karlsruhe
Riedel-de Haén, Seelze
Amersham Bioscience, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim
Applichem, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Alle verwendeten Chemikalien besallen den Reinheitsgrad ,,zur Analyse*.

2.14 Enzyme

Hind III

Nhe I

Not I

T4 DNA Ligase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Die zu den Enzymen dazugehorigen Puffer waren 5 x oder 10 x konzentriert und wurden von

der entsprechenden Firma bezogen.
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2.1.5 Radioisotop

*H-Thymidin

2.1.6 Versuchssysteme (,,Kits*)

ECL Western Blotting Detection Reagents
FluoReporter Oregon Green 488 Protein Labeling Kit

Vectastatin ABC Kit

Qiagen Plasmid Mini Kit
Qiagen Plasmid Midi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

2.1.7 Grossenmarker

GeneRuler™ 100 bp DNA-Ladder Plus
GeneRuler™ 1 kb DNA-Ladder

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

2.1.8 Antikorper

2.1.8.1 Primirantikorper

Amersham Bioscience, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg
Molecular Probes, Leiden, NL
Vector Lab., Burlingame, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Tabelle 2.1: Darstellung der verwendeten Priméirantikorper unter Angabe des Isotyp und der Spezifitit

Spezifitit Antikorper | Isotyp Quelle / Referenz
anti-Human-CD9 MEM-61 mlgGl Immunotools, Friesoythe
anti-Human-CD11a (aL) G43-25B mlgG2a BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CD18 (B2) MEM-48 mlgGl Immunotools, Friesoythe
anti-Human-CD29 (B1) MEM-101A | mlgGl Immunotools, Friesoythe
anti-Human-CD49a (al) SR84 mlgGl1 BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CD49b (a2) 12F1-H6 mlgG2a BD Pharmingen, Hamburg
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Spezifitit Antikorper | Isotyp Quelle / Referenz
anti-Human-CD49c¢ (a3) C31I.1 mlgGl BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CD49c (a3), blocking | P1BS mlgGl Chemicon, Temecula, USA
anti-Human-CD49d (04) 9F10 mlgGl BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CD49e (a5) ITA1 mlgGl BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CDA49f (a6) GoH3 rlgG2a BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CD53 MEM-53 mlgGl Immunotools, Friesoythe
anti-Human-CD63 MEM-259 mlgG1 Immunotools, Friesoythe
anti-Human-CD71 (TfR) Okt9 mlgGl1 European Collection of Animal cell cultures
anti-Human-CD81 M38 mlgGl1 Imai et al., 1993
anti-Human-CD82 C33 mlgG2a Imai et al., 1992
anti-Human-CD104 ($4) 439-9B rIgG2b BD Pharmingen, Hamburg
anti-Human-CD104 (B4), blocking | ASC-9 mlgG2a Chemicon, Temecula, USA
anti-Human-CD151 11B1 mlgGl1 Geary et al., 2001
anti-Human-CO-029 CO0-029 mlgGl Sela et al., 1989
anti-Ratte-bFGF bFM-2 mlgG1 Biomol, Hamburg
anti-Ratte-CD9 B2Cl11 mlgG2a European Collection of Animal cell cultures
anti-Ratte-CD11b (aM) WT.5 mlgA BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD18 ($2) WT.3 mlgGl BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD29 (B1) Ha2/5 higM BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD31 TLD-3A12 mlgG1 BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD44 Ox-50 mlgGl European Collection of Animal cell cultures
anti-Ratte-CD49a (al) Ha31/8 mlgG2 BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD49b (a2) Hal/29 hlgG2 BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD49c (a3) Ralph 3.1 mlgG2a European Collection of Animal cell cultures
anti-Ratte-CD49d (a4) MRa4-1 mlgG2a BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD49e (05) HMa5-1 hlgGl BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD49f (a6) MAB1410 mlgG1 Chemicon, Temecula, USA
anti-Ratte-CD61 (3) F11 mlgGl BD Pharmigen, Hamburg
anti-Ratte-CD81 Eat2 hIgG1 BD Pharmingen, Hamburg
anti-Ratte-CD151 rabbit IgG | Claas et al., 2005
anti-Ratte-D6.1A D6.1 mlgG1 Matzku et al., 1989
anti-Ratte-IFNy DB-1 mlgGl BD Pharmingen, Hamburg
anti-Ratte-1L4 rabbit I[gG | BD Pharmingen, Hamburg
anti-Ratte-MMP-2 rabbit IgG | Dianova, Hamburg
anti-Ratte-MMP-9 VIIC2 mlgG1 Dianova, Hamburg

anti-Ratte-MMP-13

rabbit IgG

Dianova, Hamburg
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Spezifitit Antikorper | Isotyp Quelle / Referenz
anti-Ratte-TIMP-1 102B1 mlgGl Biozol, Miinchen
anti-Ratte-TIMP-2 3A4 mlgG2a Biozol, Miinchen
anti-Ratte-TNFa TN3-19.12 hlgG BD Pharmingen, Hamburg
anti-Ratte-uPA rabbit IgG | American Diagnostica, Stanford, USA
anti-Ratte-uPAR rabbit IgG | American Diagnostica, Stanford, USA
anti-Ratte-VEGF goat IgG R&D, Eschborn
anti-Ratte-VEGFR1 rabbit IgG | Biotrend, KoIn
anti-Ratte-VEGFR2 rabbit IgG | Biotrend, Koln

2.1.8.2

Sekundéirantikorper und Reagenzien

Tabelle 2.2: Darstellung der verwendeten Sekundirantikorper und Reagenzien

Spezifitit Konjugat Spezies Quelle / Referenz

anti-Hamster IgG Biotin Ziege Dianova, Hamburg

anti-Hamster 1gG Cy2 Ziege Dianova, Hamburg

anti-Hamster IgG FITC Ziege Dianova, Hamburg

anti-Hamster IgG HRP Ziege Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Hamster IgM FITC Maus BD Pharmingen, Hamburg
anti-Kaninchen IgG Biotin Ziege Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Kaninchen IgG FITC Ziege Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Kaninchen IgG HRP Ziege Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Maus IgA FITC Kaninchen Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Maus IgG Biotin Kaninchen Dianova, Hamburg

anti-Maus IgG Cy2 Esel Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Maus IgG FITC Esel Dianova, Hamburg

anti-Maus IgG HRP Ziege Dianova, Hamburg

anti-Maus IgG Rhodamin Ziege Dianova, Hamburg

anti-Ratte IgG FITC Maus Dianova, Hamburg

anti-Ratte IgG Rhodamin Ziege Dianova, Hamburg

anti-Ziege IgG Biotin Esel Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Ziege IgG Cy2 Esel Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Ziege IgG FITC Esel Rockland, Gilbertsville, PA, USA
anti-Ziege IgG HRP Maus Dianova, Hamburg

Phalloidin FITC Sigma, Steinheim
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2.1.9 Expressionsvektoren und cDNAs

pcDNA3.1(+)/Hygro:

pcDNA3.1(+)/Hygro-EGFP

pcDNA3.1(-)/Zeo:

pcDNA3.1(-)/Zeo-EGFP

pEGFP-N1:

pGEX-4T-2:

pGEX-4T-2-CD151/EC2:

2.1.10 Bakterienstimme

E.coli DH5a:

E.coli BL21:

eukaryotischer Expressionsvektor mit dem Selektionsmar-
ker Hygromycin, (Invitrogen, Karlsruhe)

EGFP wurde mit HindIII und Notl aus dem Vektor pEGFP-
N1 in pcDNA3.1(+)/Hygro kloniert

eukaryotischer Expressionsvektor mit dem Selektionsmar-
ker Zeocin (Invitrogen, Karlsruhe)

EGFP wurde mit Nhel und Notl aus dem Vektor pEGFP-N1
in pcDNA3.1(-)/Zeo kloniert

eukaryotischer Expressionsvektor zur Generierung von N-
terminalen EGFP-Fusionsproteinen, (Clontech, Mountain
View, USA)

prokaryotischer Expressionsvektor zur Generierung von
Glutathion-S-Transferase(GST)—Fusionsproteinen
(Amersham Bioscience, Freiburg)

die groBe extrazellulire Domine (EC2) von CDI51 der
Ratte wurde bereits im Rahmen friiherer Projekte mit EcoRI

und Notl in pGEX-4T-2 kloniert (Karaduman, 2002)

Genotyp: F-, ®80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169,
deoR, recAl, endAl, hsdR17(r ,my ), phoA, SUpE44, thi-1,
gyrA96, relAl,L (Invitrogen, Karlsruhe)

Genotyp: F~, dcm, ompT, hsdSg(rg'mg”), gal, lon

(Invitrogen, Karlsruhe)
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2.1.11 Zelllinien

2.1.11.1 Homo sapiens Pankreasadenokarzinomzelllinien

Tabelle 2.3: Darstellung der verwendeten Pankreasadenokarzinom-Zelllinien unter Angabe des

Ursprungs und der Metastasierungseigenschaften

Zelllinie Ursprung Referenz Metastasierung / Referenz

AsPCl1 Aszites Chen et al., 1982 stark metastasierend / Jimenez et al., 2000
BxPC3 Primértumor Tan et al., 1986 nicht metastasierend / Takamori et al., 1996
Capanl Lebermetastase Fogh et al., 1977 stark metastasierend, Jimenez et al., 2000
Capan2 Primértumor Fogh et al., 1977 metastasierend / Takamori et al., 1996
Colo357 Lymphknotenmetastase | Morgan et al., 1980 metastasierend / Tzanakakis et al., 2003
MiaPacal Primértumor Yunis et al., 1977 nicht metastasierend / Takamori et al., 1996
Pancl Primértumor Lieber et al., 1975 schwach metastasierend / Sakurai et al., 1997
Pancg9 Lymphknotenmetastase | Okabe et al., 1983 schwach metastasierend / Zoller M. n.v.
Pt45P1 Primértumor Moore et al., 2001

818 Aszites Lehnert et al., 2001 metastasierend / Zoller M. n.v.

2.1.11.2 Homo sapiens Kolorektalkarzinomzelllinien

Tabelle 2.4: Darstellung der verwendeten Kolorektalkarzinom-Zelllinien unter Angabe des Ursprungs

und der Metastasierungseigenschaften

Zelllinie Ursprung Referenz Metastasierung / Referenz

Colo320 Primértumor Quinn et al., 1979 nicht metastasierend / Schumacher et al., 1997
Co0l0320DM | Primértumor Quinn et al., 1979 nicht metastasierend / Schumacher et al., 1997
HT29 Primértumor von Kleist et al., 1975 | metastasierend / de Vries et al., 1995

Lovo Lymphknotenmetastase | Drewinko et al., 1976 | metastasierend / Liu et al., 2003

SW480 Primértumor Leibovitz et al., 1976 | nicht metastasierend / de Vries et al., 1995
SW707 Primértumor Leibovitz et al., 1976

SW9o48 Priméartumor Leibovitz et al., 1976

WIDR Primértumor Noguchi et al., 1979 schwach metastasierend / Shah et al., 1994
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2.1.11.3  Rattus norvegicus (BDX) metastasierende Pankreasadenokarzinomzelllinien

BSp73AS (AS) schwach metastasierend, Matzku et al., 1983

AS-EGFP AS Zellen wurde mit pEGFP-N1 stabil transfiziert

BSp73AS-D6.1A (AS-D6.1A) Claas et al., 1998

AS-D6.1A-EGFP AS-D6.1A Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)/Hygro-EGFP
stabil transfiziert

BSp73AS-p4 (AS-p4) Herlevsen et al., 2003

AS-B4-EGFP AS-B4 Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)/Hygro-EGFP
stabil transfiziert

BSp73AS-db (AS-db) Herlevsen et al., 2003

AS-db-EGFP AS-db Zellen wurden mit pcDNA3.1(-)/Zeo-EGFP stabil
transfiziert

2.1.11.4  Rattus norvegicus etablierte Zelllinien

Rattenaortaendothelzelllinie isoliert aus dem Wistar Rattenstamm, Cell lining, Berlin
(RAEC)
Fibroblasten isoliert aus der Lunge von BDX Ratten mit NiSOy4

(Weth, 2000)

2.1.12 Rattenstamm

BDX Ratten wurden in der Tierbarriere im Deutschen Krebsforschungszentrum unter
pathogenfreien Bedingungen geziichtet und erhielten sterilisiertes Futter und Wasser ad

libitum. Ratten im Alter von 6-10 Wochen wurden fiir die Versuche herangezogen.

2.1.13 Standard Puffer und Losungen

PBS 137 mM NaCl; 8,1 mM Na,HPOy; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,POy;
pH 7,4

6 x Laemmli-Puffer: 350 mM Tris, pH 6,8; 10 % (w/v) SDS; 36 % (v/v) Glycerin; 0,01 %
(w/v) Bromphenolblau
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2.2 Methoden

221 Molekularbiologische Methoden

2.22.1.1 Plasmid-DNA-Priparationsmethoden

Plasmid-DNA-Minipréparation (modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979)
Resuspensionspuffer: 50 mM Glukose; 25 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA (autoklavieren)
Lysispuffer: 1 % (w/v) SDS; 0,2 M NaOH

Neutralisierungspuffer: 3 M Kaliumacetat; 11,5 % (v/v) Essigsdure

Eine Bakterienkolonie wurde in 5 ml LB-Medium (s. Abschnitt 2.2.2.1) iiber Nacht bei 37°C
unter Schiitteln kultiviert und 1,5 ml dieser Ubernachtkultur wurde 1 min bei 18.000 g zentri-
fugiert. Nach Aufnahme des Bakterienpelletes in 100 pl Resuspensionspuffer wurden 150 pl
Lysispuffer zugegeben und fiir 5 min bei RT unter mehrmaligem Invertieren inkubiert.
Danach wurden 200 ul Neutralisierungspuffer zugegeben, die lysierten Bakterien 20 min bei
18.000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Plasmid-
DNA wurde durch Zugabe von 500 pl Isopropanol gefdllt und fiir 30 min bei 18.000 g
abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde mit 200 ul 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (10 min,
18.000 g) und nach 10 miniitigem Trocknen bei RT in 50 pul ddH,O aufgenommen.

Plasmid-DNA-Midipréparation (Qiagen Plasmid Midi Kit)

P1-Puffer: 50 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A

P2-Puffer: 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS

P3-Puffer: 3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5

QBT-Puffer: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 % (v/v) Isopropanol;
0,15 % (v/v) Triton X-100

QC-Puffer: 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 % (v/v) Isopropanol

QF-Puffer: 1,25 M NaCl; 50 mM Tris, pH 8,5; 15 % (v/v) Isopropanol

FEine Bakterienkolonie wurde in 5 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln
kultiviert. Mit 200 pl dieser Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium angeimpft und
ebenfalls tiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln kultiviert. Nach Zentrifugation der Bakterien-
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suspension (15 min, 6.000 g, 4°C) wurde das Pellet in 4 ml P1-Puffer aufgenommen, mit 4 ml
P2-Puffer fiir 5 min bei RT durch mehrmaliges Invertieren lysiert und nach Zugabe von 4 ml
P3-Puffer fiir 15 min auf Eis neutralisiert. Nach anschlieBender Zentrifugation (30 min,
20.000 g, 4°C) wurde der klare Uberstand iiber eine mit 4 ml QBT-Puffer Aquilibrierte
QIAGEN-tip 100 Sdule gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit je 10 ml QC-Puffer gewa-
schen und die Plasmid-DNA mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Die Prizipitation der Plasmid-DNA
aus dem Eluat erfolgte mittels Zugabe von 3,5 ml Isopropanol und anschlieBender Zentrifu-
gation fiir 30 min bei 15.000 g und 4°C. Die Plasmid-DNA wurde einmal mit 2 ml 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen und 10 min bei 15.000 g und 4°C zentrifugiert. Nach 10 miniitigem
Trocknen bei RT wurde die Plasmid-DNA in 200 pl ddH,O aufgenommen.

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer: 40 mM Tris; 0,1 % (v/v) Essigsdure; 1 mM EDTA, pH 8,0

6 x Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 30 % (v/v) Glycerin

Fiir analytische und priparative Zwecke wurden 0,1-1 pg DNA in 0,8 — 1,5 %igen Agarose-
gelen aufgetrennt. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer aufgekocht,
nach Abkiihlung auf 60°C mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in eine Gelform mit
eingesetztem Kamm gegossen. Nach 30 min war die Agaroseldosung zu einem Gel polymeri-
siert und wurde nach Entfernung des Kamms in die Gelkammer eingesetzt. Die Kammer
wurde mit TAE-Puffer gefiillt, bis das Gel leicht bedeckt war. Die Proben wurden mit 6 x
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Pro Gel wurde in eine Tasche 3 ul DNA-
Lingenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 5 V/cm durchgefiihrt und die
DNA mittels UV-Licht der Wellenlédnge 254 nm sichtbar gemacht.

2.2.1.3 Reinigung von DNA-Fragmenten

Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

QG-Lysispuffer: Qiagen, Zusammensetzung nicht angegeben
PE-Puffer: Qiagen, Zusammensetzung nicht angegeben
Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit. Nach erfolgter Agarose-
Gelelektrophorese wurde die DNA mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und pro
100 mg Agarosegel 300 pul QG-Lysispuffer zugegeben und 10 min bei 50°C lysiert. Um die
Ausbeute von DNA-Fragmenten <500 bp und >4 kb zu erhohen wurde der Ansatz mit 100 ul
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Isopropanol pro 100 mg Agarosegel versetzt, die DNA-Agaroselosung auf eine QIAquick
Séule gegeben und 1 min bei 18.000 g zentrifugiert. Die Sdaule wurde mit 0,5 ml QG-Lysis-
puffer und anschlieBend mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen (1 min, 18.000 g). Nach einem
zusdtzlichen Zentrifugationsschritt (1 min, 18.000 g) wurde die DNA mit 50 ul ddH,O von

der Sdule eluiert.

Reinigung von DNA-Fragmenten iiber QIAquick Siulen

PB-Puffer: Qiagen, Zusammensetzung nicht angegeben
PE-Puffer: Qiagen, Zusammensetzung nicht angegeben
Nach erfolgtem restiktionsenzymatischen Verdau der DNA erfolgte eine Aufreinigung mit
dem QIAquick PCR Purification Kit. Der Reaktionsansatz wurde mit 5 VT PB-Puffer ver-
mischt, auf eine QIAquick Saule gegeben und 1 min bei 18.000 g zentrifugiert. Die Séule
wurde mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen (1 min, 18.000 g) und nach einem zusitzlichen Zen-

trifugationsschritt (1 min, 18.000 g) wurde die DNA mit 50 pul ddH,O von der Siule eluiert.

2.2.14 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassriger Losung wurde photometrisch durch Mes-
sung der Extinktion bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Einer OD von 1 entsprechen
50 pg/ml dsDNA, 40 pg/ml RNA oder 33 pg/ml ssDNA. Das Absorptionsmaximum der aro-
matischen Aminosduren der Proteine liegt bei 280 nm und durch Bestimmung des Verhéltnis-
ses der Absorption bei 260 nm und 280 nm lésst sich die Reinheit der Nukleinsduren fest-
stellen. Eine reine DNA-LGsung besitzt einen OD,4/ODygo-Wert von 1,8, eine reine RNA-

Losung von 2,0.

2.2.1.5 Enzymreaktionen

Restriktionsverdau

Die Spaltung von DNA durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen erfolgte bei 37°C fiir
mindestens 1 h unter Verwendung der mitgelieferten Restriktionsenzympuffer. Pro ug DNA
wurden 3 Einheiten (,,Units*) Enzym eingesetzt. Nach erfolgtem Restriktionsverdau wurde
die DNA iiber QIAqick Sdulen aufgereinigt und einem zweiten Restriktionsverdau unter-
zogen. Anschliefend wurden die DNA-Fragmente mittels einer Agarosegelaufreinigung ge-

wonnen und die gereinigte DNA in einer Ligationsreaktion eingesetzt.
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Ligation

Insert-DNA und Vektor-DNA wurden in verschiedenen molaren Verhéltnissen (1:1, 5:1 und
10:1) vermengt, mit 1 ul T4 DNA Ligase (5 U/ul), 2 pul T4 DNA Ligase Puffer (10 x) und
ddH;0 in einem Gesamtvolumen von 20 pl versetzt und bei 16°C {iber Nacht inkubiert. Durch
10 miniitiges Erhitzen auf 65°C wurde die Reaktion beendet, und die Ligation wurde direkt

fiir die Transformation elektrokompetenter Bakterien eingesetzt.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Bakterienkulturmedien

LB-Medium: 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) NaCl
(autoklaviert)

Fiir die entsprechenden Agar-Néhrboden wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren

1,5 % (w/v) Bactoagar zugesetzt. Die Agarlosung wurde nach dem Autoklavieren auf 60°C

abgekiihlt und je nach Resistenz der Bakterien 100 pg/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamy-

cin zugegeben. Die Néhrboden wurden unter der Sterilbank in Petrischalen gegossen und nach

dem Erkalten bei 4°C aufbewabhrt.

2.2.2.2 Anzucht von Bakterienstimmen

Zur Anzucht wurde ein Aliquot der tiefgefrorenen Bakterienkultur mit einer Impfose entnom-
men und auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C
wurde eine einzelne Kolonie gepickt, 5 ml LB-Medium angeimpft und im Schiittelinkubator

bei 37°C iiber Nacht kultiviert.

2.2.2.3 Lagerung von Bakterienstimmen

Fiir eine langerfristige Lagerung von Bakterienstimmen wurden Glycerinkulturen angelegt.
Dazu wurde eine Ubernachtkultur angeimpft, 500 pl dieser Ubernachtkultur mit 500 pl
sterilem Glycerin (50 %) gemischt und bei -80°C eingefroren und gelagert. Haufig benotigte
Bakterienstimme wurden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, bei 37°C iiber Nacht inkubiert

und bei 4°C aufbewabhrt.
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2.2.24 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte indirekt durch Messung der optischen Dichte bei
600 nm (ODg). Einer ODgyp von 1 entsprechen etwa 8 x 10® Bakterien/ml Kulturmedium.

2.2.2.5 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

400 ml LB-Medium wurde mit 4 ml Ubernachtkultur E.coli DH5a angeimpft und bei 37°C in
einem Schiittelinkubator bis zu einer OD von 0,5 inkubiert. Danach wurde die Kulturlosung
30 min auf Eis abgekiihlt. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt und die
Rotoren waren vorgekiihlt. Die Bakterien wurden 15 min bei 4.000 g und 4°C zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in 400 ml eiskaltem, sterilem ddH,O resus-
pendiert. Nach erneuter Zentrifugation (15 min, 4.000 g, 4°C) und Aufnahme in 200 ml eis-
kaltem, sterilem ddH,O wurden die Bakterien ein weiteres Mal zentrifugiert (15 min, 4.000 g,
4°C) und in 10 ml eiskaltem, sterilem 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt (15 min, 4.000 g, 4°C) wurde das Bakterienpellet in 2 ml eiskaltem,
sterilem 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert und in 50 pl Aliquots bei -80°C eingefroren und
gelagert.

2.2.2.6 Transformation elektrokompetenter Bakterien (Elektroporation)

(Dower et al., 1988)

SOC-Medium: 2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO4; 20 mM Glukose
(sterilfiltriert)

Die elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Da die DNA-Losung salzfrei
sein sollte, wurden 5 pl Ligationsansatz 10 min auf einem Membranfilter Millipore ,,V* in
ddH,0O dialysiert. 50 pul elektrokompetente Bakterien wurden mit 10 ng Plasmid-DNA oder
5 wl dialysiertem Ligationsansatz versetzt und gemischt. Der Ansatz wurde in eine vorge-
kiihlte Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand: 2 mm) gegeben und ein elektrischer
Impuls von 4,5-5,0 ms wurde appliziert (2,5 kV, 25 pF, 200 Q). Unmittelbar nach der
Elektroporation wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C
inkubiert. Die Selektion erfolgte durch Ausplattieren der Bakteriensuspension auf einer LB-

Agar-Platte mit entsprechendem Antibiotikum und Inkubation tiber Nacht bei 37°C.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Generelle Proteinbiochemische Methoden

Konzentrationsbestimmung von Proteinlsungen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen erfolgte mittels des Bio-Rad Protein
Assays in 96-well-Platten. Die Kalibriergerade (5 — 50 pg/ml) wurde mit einer BSA-Stamm-
16sung (1 mg/ml) in einem Volumen von 160 pl angesetzt. 10 pl aufgereinigter Antikorper
oder 80 pl Exosomenpréparation wurde mit PBS auf 160 pl verdiinnt. Die Proben und die
Kalibriergerade wurden mit 40 pl Bio-Rad Reagenz versetzt, 5 min bei RT inkubiert und bei
einer Wellenldnge von 595 nm gemessen. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentation der

Proben mittels der Kalibriergeraden unter Berticksichtigung der Probenverdiinnung bestimmt.

Dialyse von Proteinen

Zum Wechseln des Puffersystems von Proteinlosungen oder um Salze und andere Verun-
reinigungen zu entfernen, wurden die Proben dialysiert. Der Dialyseschlauch wurde 5 min in
ddH,0 aufgekocht, das ddH,O durch frisches ddH,O ersetzt und fiir weitere 5 min gekocht.
Die Probe wurde in den Dialyseschlauch tiberfithrt und iiber Nacht in PBS oder in einem
anderen Dialysepuffer bei 4°C unter stindigem Riihren dialysiert. Am darauf folgenden Tag
wurde der Puffer durch frischen Dialysepuffer ersetzt und die Probe erneut {iber Nacht bei

4°C unter Riihren dialysiert.

Aufkonzentrierung von Proteinldsungen

Proteinlosungen wurden mit Hilfe von Zentrifugalkonzentratoren konzentriert. Hierzu wurden
die Proben in den Zentrifugalkonzentratoren bei 3.000 g und 4°C bis zu einem Restvolumen
von 0,5 ml zentrifugiert. AnschlieBend wurde zweimal mit PBS gewaschen (3.000 g, 4°C)

und erneut bei 3000 g und 4°C auf ein Volumen von 0,5 ml abzentrifugiert.

Beschichten von Plastikoberflichen

Bicarbonatpufter: 15 mM Na,COs; 35 mM NaHCOs; pH 9,6

Proteine haben die Eigenschaft, in alkalischem Milieu an Plastikoberflichen zu binden. Die
Zellkulturplatten wurden mit 0,3 pg/ml Laminin 5 in Bicarbonatpuffer {iber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten dreimal mit PBS gewaschen, und unspezifische

Bindungsstellen des Plastiks wurden durch Inkubation mit 1 % (w/v) BSA in PBS 1 h bei
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37°C abgesittigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS konnten die Platten fiir die Versuche

eingesetzt werden.

2.2.3.2 Herstellung von Zelllysaten

Lysispufter: 25 mM HEPES; 150 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 2 mM PMSF;

1 x Protease Inhibitor Mix; 1 % (v/v) Detergens
5 x 107 Zellen wurden dreimal mit eiskaltem, detergensfreiem Lysispuffer gewaschen und in
5 ml Lysispuffer fiir 4 h bei 4°C unter Rotation lysiert. Danach wurden die unvollstindig
gelosten Zellbestandteile sowie die Zellkerne durch Zentrifugation (30 min, 20.000 g, 4°C)
sedimentiert und das geklérte Lysat in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Die Lysate wurden
entweder direkt in der Immunprézipitation eingesetzt oder bis zur spdteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

2233 Praparation von Exosomen (modifiziert nach Raposo et al., 1996)

1 x 10" AS bzw. AS-D6.1A Zellen wurden pro 75 mm>-Zellkulturflasche ausgesit und iiber
Nacht kultiviert. Am darauf folgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel, das alte Medium
wurde abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 15 ml RPMI 1640 Medium
supplementiert mit 10 % FCS (15 h, 100.000 g), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin wurde zugegeben. Zwei Tage spiter wurde das konditionierte
Medium gesammelt und zweimal 10 min bei 500 g zentrifugiert. Danach folgte ein Zentrifu-
gationsschritt fiir 20 min bei 2.000 g und fiir 30 min bei 10.000 g. Die im Uberstand
vorhandenen Exosomen wurden durch einen Zentrifugationsschritt fiir 90 min bei 100.000 g
prézipitiert. AnschlieBend wurde der Exosomen-Niederschlag mit PBS gewaschen und erneut
fiir 90 min bei 100.000 g prézipitiert. Die Exosomen wurden 100fach konzentriert in PBS

aufgenommen. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C.

2234 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Rotiphorese Gel 30:  Acrylamidmix, bestehend aus 30 % (w/v) Acrylamid,
0,8 % (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid in ddH,O

Trenngel (8-12 %): 8-12 % Acrylamidmix; 375 mM Tris, pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS;
0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat; 0,04 % (v/v) TEMED



2 Material und Methoden 40

Sammelgel (5 %): 5 % Acrylamidmix; 125 mM Tris, pH 6,8; 0,1 % (w/v) SDS;
0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat; 0,1 % (v/v) TEMED
Laufpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

Zur Herstellung der Gele wurden 5 ml Trenngel zwischen zwei Glasplatten in einer Gie3vor-
richtung gegossen, mit 1 ml Isopropanol {iberschichtet und zur Polymerisation 30 min bei RT
stehengelassen. Nach Abgiefen des Isopropanols wurde das polymerisierte Trenngel mit 2 ml
Sammelgel iiberschichtet, der Kamm eingesetzt und zur Polymerisation fiir weitere 30 min bei
RT stehengelassen. Das Gel wurde in die mit Laufpuffer gefiillte Elekrophoresekammer
eingesetzt und pro Gel wurden 3 pl GroBenmarker in eine Tasche pipettiert. Die Proben
wurden mit 6 x Laemmli-Puffer versetzt, 5 min bei 95°C gekocht und je TaschengrofBBe
25-50 ul Probe pro Tasche pipettiert. Eine Spannung von 80 V wurde angelegt, bis die Proben

ins Trenngel gewandert waren, danach wurde die Elekrophorese bei 180 V durchgefiihrt.

2.2.3.5 Anfiarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen - Silberfirbung

Fixierungslosung: 30 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsédure

Sensitivierungslosung: 0,3 % (w/v) Kaliumtetrathionat; 0,5 M Kaliumacetat;
30 % (v/v) Ethanol

Entwicklerlosung: 3 % (w/v) Kaliumcarbonat; 50 uM Natriumthiosulfat;

0,01 % (v/v) Formalin
Stopplosung: 4 % (w/v) Tris; 2 % (v/v) Essigsédure
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel viermal 30 min in Fixierungslosung
inkubiert, wodurch die Proteine im Gel fixiert wurden. Um die Empfindlichkeit der Silber-
farbung zu erhdhen wurde das Gel 45 min in der Sensitivierungslosung inkubiert und sechs-
mal 10 min in ddH,O gewaschen. Die Fiarbung erfolgte fiir 1-2 h in 0,5 % (w/v) Silbernitrat-
16sung. Nach kurzem Waschen in ddH;0, max. 15 s, wurde das Gel fiir 20-40 min in Entwick-

lerlosung inkubiert. Durch Einlegen des Gels fiir 45 min in Stoppldsung wurde die Reaktion

beendet.

2.2.3.6 Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrozellulose-
membranen (,, Western Blot*) (modifiziert nach Towbin et al., 1979)

Transferpuffer: 50 mM Tris; 380 mM Glycin; 0,02 % (w/v) SDS;

20 % (v/v) Methanol
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Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel 10 min bei RT in Transfer-
puffer dquilibriert. Die Nitrozellulosemembran wurde 5 min in ddH,O aktiviert und weitere
10 min in Transferpuffer eingelegt. Zwei Kunststofffasereinlagen sowie vier Whatman'™
3MM-Filterpapiere wurden ebenfalls 10 min in Transferpuffer dquilibriert. Fiir den Transfer
der Proteine wurden zwei Lagen Whatman'" 3MM-Filterpapier, das Gel, die Membran und
wieder zwei Lagen Filterpapier zwischen die Kunststofffasereinlagen gelegt und es wurde so
in die mit Transferpuffer gefiillte Transfervorrichtung eingespannt, dass die Nitrozellulose-
membran zur Anode ausgerichtet war. Der Transfer der Proteine erfolgte iiber Nacht bei 4°C

und einer Spannung von 30 V.

2.2.3.7 Zymogramm zur Bestimmung der MMP-Menge in konditioniertem Zell-

kulturiiberstand
Losung 1: 2,5 % (v/v) Triton X-100
Losung 2: 2,5 % (v/v) Triton X-100; 50 mM Tris, pH 7,5
Losung 3: 2,5 % (v/v) Triton X-100; 50 mM Tris, pH 7,5; 5 mM CaCly;
1 uM ZnCl,
Entwicklungslésung: 50 mM Tris, pH 7,5; 5 mM CaCly; 1 uM ZnCl,
Férbelosung: 0,5 % (w/v) Coomassie R-250; 30 % (v/v) Methanol,

10 % (v/v) Essigsdure

Entfarbeldsung: 30 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsédure

2,5 x 10° Zellen wurden pro Vertiefung in eine 24-well-Platte ausgesit. Einen Tag spiter
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 2 h in serumfreiem Zellkulturmedium
gehungert. Das Medium wurde abgenommen und durch 200 pl frisches serumfreies Zell-
kulturmedium ersetzt. Nach 36 h wurde das konditionierte Medium abgenommen und durch
Zentrifugation (15 min, 18.000 g, 4°C) von Zellbestandteilen getrennt. Aliquots dieser Uber-
stinde wurden mit 6 x Laemmli-Puffer versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend
erfolgte die Auftrennung in einem 10 % Acrylamidgel das 1 mg/ml Gelatine enthielt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel 30 min in Losung 1 inkubiert. Danach erfolgte
eine Inkubation fiir jeweils 30 min in Losung 2 und Losung 3. Das Gel wurde mehrmals kurz
in Entwicklungslosung gewaschen und 24 h bei 37°C in Entwicklungsldsung inkubiert. Die
Féarbung des Gels erfolgte fiir 30 min in Féarbelosung. Zur Entfirbung wurde das Gel bis zu

einem Tag in Entfarbelosung gewaschen.
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2.2.3.8 Produktion und Aufreinigung des GST-CD151/EC2-Fusionsproteins

Resuspensionspuffer: 1 x PBS; 10 % (v/v) Glycerin; 1 mM PMSF

Elutionspuffer: 10 mM reduziertes Glutathion; 50 mM Tris, pH 8,0
pGEX-4T-2-CD151/EC2 (s. Abschnitt 2.1.9) transformierte E.coli BL21 Bakterien wurden in
12 ml LB-Medium mit 2 % Glukose angeimpft und tiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inku-
biert. Mit dieser Ubernachtkultur wurde 1 Liter LB-Medium mit 2 % Glukose angeimpft und
bis zu einer ODgop von 0,7 kultiviert. Nach Induktion der Transkription durch Zugabe von
0,1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wurde die Kultur fiir weitere 2 h bei
37°C unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien 10 min bei 4.000 g und
4°C zentrifugiert und das Pellet in 30 ml kaltem Resuspensionspuffer aufgenommen. Die
Bakterien wurden durch eine Ultraschallbehandlung (3 mal 30 s) auf Eis aufgeschlossen und
nach Zugabe von 1 % (v/v) Triton X-100 fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die aufgeschlossenen
Bakterien wurden 20 min bei 20.000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand wurde einer
Affinitdtschromatographie unterzogen. Hierzu wurden 70 mg Gluthation-Agarose in 15 ml
ddH,0 bei RT fiir 30 min quellen gelassen, zweimal mit PBS gewaschen (1 min, 3.000 g,
4°C) und zusammen mit dem Uberstand 1 h bei 4°C auf dem Schiittler inkubiert. Dabei
wurden die GST-Fusionsproteine spezifisch an die Glutathion-Agarose gebunden. Die Gluta-
thion-Agarose wurde in eine Sdule iiberfiihrt, zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen und
durch Zugabe von 6 mal 1 ml Elutionspuffer wurden die GST-Fusionsproteine mittels redu-
ziertem Glutathion von der Glutathion-Agarose eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden auf
den Proteingehalt getestet, Fraktionen, die das GST-Fusionsprotein enthielten, wurden ver-
einigt und in PBS dialysiert. Das GST-Fusionsprotein GST-CD151/EC2 konnte dann zur

Generierung eines Kaninchenantikorperserums eingesetzt werden.

224 Immunologische Methoden

2241 Aufreinigung von monoklonalen Antikorpern aus Hybridom-Uberstand
Losung A: 100 mM Glycin, pH 2,7
Losung B: 20 mM Phosphatpuffer, pH 7,2

Die Uberstinde von Hybridomzellkulturen wurden nach dem Sammeln 15 min bei 3.000 g
zentrifugiert, und nach Zugabe von 20 mM Tris, pH 8,0 und 0,1 % (w/v) Natriumazid bei 4°C

gelagert. Zur Aufreinigung des monoklonalen Antikdrpers wurde 1 1 Hybridomiiberstand
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20 min bei 20.000 g zentrifugiert und iiber einen Membranfilter (0,2 um) filtriert. Mit dem
filtrierten Uberstand wurde iiber Nacht bei 4°C eine Protein G Siule beladen. Der Antikérper
wurde mittels Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC) mit einer Flussrate von
1,5 ml/min von der Protein G Sdule eluiert. In einem Fraktionensammler wurden je 150 pl
1 M Tris, pH 8,2 in 15 Sammelréhrchen vorgelegt. Die Protein G Sdule wurde 20 min mit
Losung B gewaschen, danach erfolgte der Elutionsschritt fiir 30 min mit 70 % Ldsung A und
30 % Losung B. Pro Fraktion wurden 80 Tropfen gesammelt. AnschlieBend wurde die Kon-
zentration von Losung A kontinuierlich auf 100 % erhoht, um sédmtliche gebundene Proteine
von der Protein G Sdule zu eluieren. Nach einem 15 miniitigen Waschschritt der Sdule mit
100 % Losung B konnte die Protein G Séule erneut beladen werden. Die Fraktionen, die den
Antikorper enthielten, wurden vereinigt, in Zentrifugalkonzentratoren konzentriert, mit PBS
gewaschen und anschlieffend in 0,5 ml PBS aufgenommen (s. Abschnitt 2.2.3.1). Die Protein-
konzentration wurde bestimmt (s. Abschnitt 2.2.3.1) und die Einsetzkonzentration wurde

anhand der FACS-Analyse (s. Abschnitt 2.2.4.5) ermittelt.

2.24.2 Immunisierungsprotokoll und Aufreinigung eines Kaninchen anti-Ratte-

CD151 polyklonalen Antikorpers

Gewinnung des polyklonalen Kaninchenserums

Vor der ersten Immunisierung wurde dem Kaninchen zur Gewinnung des Praiimmunserums
5 ml Blut abgenommen. Die Immunisierung wurde in 4 Wochen Zeitintervallen durchgefiihrt,
und dem Kaninchen wurde bei der Immunisierung subkutan 400 pg GST-CDI151/EC2
Fusionsprotein injiziert. Das Fusionsprotein wurde vor der Injektion im Verhéltnis 1:1 mit
Freunds Adjuvans vermischt. Jeweils 10-14 Tage nach der Immunisierung wurde dem
Kaninchen 15 ml Blut aus der Ohrvene entnommen, wobei die erste Blutentnahme zur
Gewinnung des polyklonalen Antikorpers nach der 3. Immunisierung erfolgte. Zur Gewin-
nung des Serums wurde das Blut {iber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieBend 10 min bei

3.000 g, 20 min bei 15.000 g und 20 min bei 20.000 g jeweils bei 4°C zentrifugiert.

Herstellung einer GST-CD151/EC2 Séule

Kopplungspuffer: 0,2 M NaHCOs; 0,5 M NaCl; pH 8,3
Blockierungspuffer: 0,2 M Glycin, pH 8,0

Waschpuffer: 0,1 M Natriumacetat, pH 4; 0,5 M NaCl
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10 mg GST-CD151/EC2 Fusionsprotein wurden iiber Nacht in Kopplungspuffer dialysiert.
Zur Aktivierung wurden 0,5 g Sepharose 4B (CNBr-aktiviert) mit 100 ml kalter | mM HCI
gewaschen und iiber Nacht bei 4°C zusammen mit dem Fusionsprotein unter Rotation inku-
biert. Nach einem Zentrifugationsschritt (1 min, 18.000 g, 4°C) wurde der Uberstand verwor-
fen und 2 ml Blockierungspuffer zugegeben, um noch freie Bindungsstellen auf der Sepharose
durch Kopplung von Glycin zu inaktivieren. Nach Inkubation {iber Nacht unter Rotation bei
4°C wurde die GST-CD151/EC2-gekoppelte Sepharose fiinfmal mit Kopplungspuffer und
flinfmal mit Waschpuffer gewaschen (3 min, 18.000 g, 4°C) und zur Herstellung einer Saule

verwendet.

Aufreinigung des polyklonalen Antikorpers

Das Kaninchenserum wurde 1:10 mit 20 mM Phosphatpuffer, pH 7,2 verdiinnt, {iber einen
Membranfilter (0,2 pm) filtriert, und mit dem filtrierten Serum wurde {iber Nacht bei 4°C eine
GST Séule beladen, um polyklonale Antikérper gegen GST zu entfernen. Anschliefend
wurde das Serum iiber Nacht bei 4°C auf eine GST-CD151/EC2 Saule geladen. Die Elution
des polyklonalen Antikorpers von der Séule erfolgte wie bereits in Abschnitt 2.2.4.1

beschrieben.

2.243 Markierung von Antikorpern

FITC

Fiir die Immunfluoreszenzfarbung wurden Primarantikérper mit dem FluoReporter Oregon
Green 488 Protein Labeling Kit markiert. 0,2 mg Primérantikdrper wurde mit PBS auf eine
Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und mit 20 pl 1 M Natriumhydrogencarbonat pH 8,3
versetzt. 500 pug Fluoreszenzfarbstoff wurden in 50 pl DMSO aufgenommen und 5,3 pl dieser
Farbstofflosung wurden zu der Antikorperlésung pipettiert. Danach wurde der Ansatz
geschiitzt vor Lichteinstrahlung 1 h bei RT geriihrt und tiber Nacht in PBS mit 0,1 % (w/v)

Natriumazid dialysiert.

2244 Immunprizipitation

Um Proteine im Zelllysat zu entfernen, die unspezifisch an die Protein G Sepharose binden,
wurden die Zelllysate mit 1/20 VT Protein G Sepharose versetzt und fiir 2 h bei 4°C unter
Rotation inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (3 min, 3.000 g, 4°C) wurden die
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Zelllysate fiir die Immunprézipitation eingesetzt. 1 ml der jeweiligen Zelllysate wurde mit
Primérantikorper (1 pg/ml) versetzt und 2 h bei 4°C auf einem Rotationsschiittler inkubiert.
Zur Prézipitation der Antigen-Antikdrper-Komplexe wurden 1/20 VT Protein G Sepharose
zugegeben und weitere 2 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die an die Protein G
Sepharose gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexe viermal mit dem jeweiligen eiskalten
Lysispuffer ohne Proteinaseinhibitoren gewaschen, hierzu wurden die Proben 1 min bei
18.000 g und 4°C zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Lysispuffer resuspendiert. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die Antigen-Antikdrper-Komplexe zweimal mit je 45 ul 100 mM
Glycin pH 2,7 von der Protein G Sepharose eluiert. Die Proben wurden mit 10 ul 1 M Tris pH
8,0 und 20 pl 6 x Laemmli-Puffer versetzt, 5 min bei 95°C gekocht und einer SDS-PAGE
unterzogen. Die préizipitierten Proteinmengen wurden im Verhédltnis zur Proteinmenge im

Zelllysat densitometrisch mit der Software NIH Image 1.60 ausgewertet.

2.24.5 FACS-Analyse (Fluorescence activated cell sorter)

Die FACS-Analyse dient dem Nachweis der Oberflachenexpression von Proteinen. Nach dem
Trypsinisieren wurden die Zellen 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 5 x 10° Zellen
pro Vertiefung in eine 96-well-Rundbodenplatte pipettiert und zweimal mit 150 pul PBS gewa-
schen. Fiir ein intrazellulires FACS wurden die Zellen mit 1 % (v/v) Formalin in PBS 20 min
bei 4°C fixiert, zweimal mit 150 pl PBS gewaschen und anschliefend mit 1 % (v/v) Tween 20
in PBS permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit 150 ul PBS wurden die Zellen in
50 pl Primérantikorper (1-10 pg/ml) in PBS resuspendiert und 30 min bei 4°C inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit 150 ul PBS wurden die Zellen in 50 pl Fluorochrom-
markiertem Sekundirantikorper entsprechend der Verdiinnungsangaben des Herstellers in
PBS aufgenommen. Die Zellen wurden 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert und
anschlieend dreimal mit 150 pl PBS gewaschen. Die Proben wurden an einem FACSCalibur

gemessen und mittels der CellQuest Software ausgewertet.

2.2.4.6 Detektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

PBST 0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS
ECL-Substratlosung:  kurz vor Gebrauch 1 VT Losung 1 mit 1 VT Losung 2 mischen
(ECL Western Blotting Detection Reagent)
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Nach dem Proteintransfer wurde die Membran zur Absittigung unspezifischer Bindungs-
stellen 1 h in 5 % fettfreiem Milchpulver (w/v) in PBST auf einem Schiittler bei RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min in PBST wurde die Membran mit 2-5 pg/ml Primér-
antikorper in PBST 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 5 min in
PBST gewaschen und mit einem HRP-markiertem Sekunddrantikérper in PBST 1 h bei RT
unter Schiitteln inkubiert. Die Membran wurde dreimal 5 min in PBST gewaschen und 1 min
mit 1 ml ECL-Substratlosung inkubiert. Danach wurde die Membran in einer Fotokassette
einem Hyperfilm exponiert und dieser wurde mit Hilfe der Entwicklermaschine entwickelt.
Die Proteinmarkerbanden wurden auf den Film iibertragen, um eine GroBenzuordnung der

Signale zu ermdglichen.

2.24.7 Immunfluoreszenzfirbung

PBG: 0,2 % (w/v) Gelatine (Cold Water Fish Skin); 0,5 % (w/v) BSA
in PBS

Elvanol: 20 % (w/v) Mowiol in 2 Teilen PBS, pH 8,0 und 1 Teil Glycerin

Runde, sterile Glasplédttchen von 14 mm Durchmesser wurden mit Laminin 5 beschichtet
(s. Abschnitt 2.2.3.1) und in die Vertiefungen einer 24-well-Platte gelegt. 3 x 10* Zellen
wurden pro Vertiefung auf die Glasplattchen ausgesit und 2 Tage im Brutschrank kultiviert.
Fiir die Stimulation mit PMA wurde das Medium abgenommen, durch frisches Zellkultur-
medium ohne FCS mit 10® mol/l PMA ersetzt und fiir weitere 1 h oder 2 h kultiviert. Die auf
den Glasplittchen adhérierten Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlieSend
20 min bei 4°C mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS fixiert. Die Zellen wurden 4 min mit
0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS bei 4°C permeabilisiert, dreimal mit PBS gewaschen und
30 min bei 4°C mit PBG inkubiert. Die Glasplattchen wurden mit je 15 pl Primérantikorper
(10 ug/ml) in PBG 1 h bei 4°C inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen fiir 5 min mit PBG
wurden die Zellen 1 h bei 4°C mit je 15 pl Rhodamin-markiertem Sekundérantikdrper
(5 pg/ml) in PGB inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen sechsmal fiir 5 min mit PBG
gewaschen, mit 20 pl mIgG oder rIgG (10 pg/ml) in PBG 1 h bei 4°C geblockt und 1 h bei
4°C mit je 15 ul FITC-markiertem Primérantikérper (10 pg/ml) in der Gegenwart von mlgG
oder rIgG (10 pg/ml) in PBG inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min mit PBS
wurden die Zellen einmal kurz mit ddH,0 gewaschen und zum Trocknen ausgelegt. Danach
wurden die Glasplédttchen auf einen mit einem Tropfen Elvanol versehenen Objekttriager

zellseitig gelegt und iiber Nacht bei 4°C getrocknet. Die mikroskopische Analyse erfolgte an
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einem Leica Mikroskop DMRBE mit einer SPOT CCD Kamera und der Software SPOT
2.1.2.

2.24.8 Immunbhistologische Fiarbung von Gewebeschnitten

Beschichtungslosung: 5,0 g Gelatine wurden in 1 Liter ddH,0 dreimal aufgekocht und
0,5 g Kaliumchromalaun wurden zugegeben.

Vectastain-Losung: 2 Tropfen Reagenz A (Avidin) und 2 Tropfen Reagenz B (biotinylier-
te Peroxidase) werden in 10 ml PBS verdiinnt (Vectastatin ABC Kit).

AEC-Losung 1: 2,1 ml 0,1 M Essigsdure wurden mit 7,9 ml 0,1 M Natriumacetat ge-
mischt.
AEC-Losung 2: 4,0 mg AEC wurden in 500 pul Dimethylformamid gelost.

Die Objekttrager wurden 5-10 min in Beschichtungslésung eingetaucht, 12 h bei 37°C ge-
trocknet und bei 4°C aufbewahrt. Nach der Préparation der Rattenorgane wurden diese auf
Korkplattchen mit Einbettmedium Neg-50 tiberschichtet, in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bis zum Schneiden bei -80°C aufbewahrt. Von den Gefrierpriparaten wurden bei -20°C
5-7 um dicke Serienschnitte angefertigt, auf Gelatine-beschichtete Objekttriger tiberfiihrt und
bei RT getrocknet. Zum Fixieren wurden die Schnitte 4 min in eine Chloroform/Aceton-
Losung (1:1) getaucht und tiber Nacht bei RT getrocknet. Die fixierten Schnitte wurden mit
einem Fettstift (Dako-Pen) umrandet und zum Blocken mit je 100 pl 1 % (w/v) BSA in PBS
30 min in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Nach 5 miniitigem Waschen in PBS
wurden die Schnitte getrocknet und mit je 100 pl Primérantikdrper in 1 % (v/v) FCS in PBS
1 h in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal in PBS
gewaschen, getrocknet und mit je 100 ul Biotin-gekoppeltem Sekunddrantikdrper in PBS
30 min in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS
wurden die Schnitte getrocknet und mit je 100 pl Vectastain-Losung 30 min in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen und
getrocknet. AEC-Losung 1 und 2 wurden vermischt und mit 5 pl 30 % H,O, versetzt. Je
100 pl der AEC-Losung wurden pro Schnitt aufgetragen und 5-20 min in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte
getrocknet, mit Mayers Hamalaunlosung 30 s gegengefarbt und unter flieBendem Wasser
gesplilt. Die Schnitte wurden getrocknet, mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt und an
einem Leica Mikroskop DMRBE mit der SPOT CCD Kamera und der Software SPOT 2.1.2

ausgewertet.
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225 Zellbiologische Methoden

2.2.5.1 Generelle Arbeitsroutinen

Alle Arbeiten an den Zellkulturflaschen wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die

verwendeten Materialien wurden steril geliefert oder im Fall von Glasartikeln vor Gebrauch

hitzesterilisiert (8 h bei 280°C). Verwendete Kunststoffartikel wie Reaktionsgefdle oder

Pipettenspitzen wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Alle verwendeten Nahrmedien und

Losungen waren steril oder wurden vor Gebrauch sterilfiltriert.

Zellkulturmedium:

RPMI 1640 supplementiert mit

10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS (30 min bei 56°C)
2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Das Zellkulturmedium fiir die humanen Pankreasadenokarzinomzelllinien enthielt zusétzlich

10 mmol/l Natriumpyruvate. Die transfizierten Tumorzelllinien AS-EGFP, AS-D6.1A und

AS-B4 wurden in Zellkulturmedium supplementiert mit 0,5 mg/ml G418 kultiviert, die AS-
D6.1A-EGFP, AS-B4-EGFP und AS-db Tumorzellen erhielten zusitlich 100 pg/ml Hygro-

mycin und die AS-db-EGFP Tumorzellen 100 pg/ml Hygromycin und 50 pg/ml Zeocin.

Kultivierung:

Passagieren:

Waschen:

Kryokonservierung:

Die Tumorzelllinien wurden bei 37°C, 5 % CO;, und 100 % relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis
drei Tage mit zuvor auf 37°C erwdrmtem Zellkulturmedium.
Adhirente Zellen wurden vor Erreichen volliger Konfluenz mit PBS
gewaschen und mit 0,25 % (w/v) Trypsin/4 mM EDTA in PBS von
den Zellkulturflaschen abgeldst. Nach Zentrifugation (5 min, 600 g,
4°C) wurde das Pellet in Zellkulturmedium resuspendiert und in neue
Zellkulturflaschen ausgesit.

Zellen wurden durch Zentrifugation (5 min, 600 g, 4°C) und Resus-
pension des Zellpelletes gewaschen.

Zellen wurden mittels Trypsin von den Zellkulturflaschen abgeldst
und zweimal in PBS gewaschen. Anschliefend wurde das Zellpellet
in eiskaltem 10 %igem DMSO (v/v) in FCS resuspendiert, in Kryo-
rohrchen tberfithrt und bei -80°C eingefroren. Die ladngerfristige
Lagerung erfolgte in der Gasphase fliissigen Stickstoffs.
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Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen in ein 37°C Wasserbad
gestellt. Die Zellen wurden mit 1 ml Zellkulturmedium gemischt und
in 10 ml Zellkulturmedium tiberfiihrt. Nach Zentrifugation der Zellen
(5 min, 600 g, 4°C) wurde das Zellpellet in Zellkulturmedium
resuspendiert und in Zellkulturflaschen tiberfiihrt.

Zellzahlbestimmung: 50 ul Zellsuspension wurde mit Trypanblauldsung [0,16 % (w/v)
Trypanblau, 0,85 % (w/v) NaCl] verdiinnt. Das Auszdhlen der unge-
farbten, lebenden Zellen erfolgte in einer Neubauer Zahlkammer. Die
Zellzahl berechnet sich aus dem Mittelwert der ausgezédhlten Zellen
von vier Grof3quadraten [MW], dem Volumen von 0,1 pl pro Grof3-
quadrat und dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor [f].

Zellzahl [Zellen/ml] = MW x 10* x f

2.2.5.2 Transfektion und Selektion eukaryotischer Zellen

8 x 10° Zellen wurden pro Vertiefung in eine 6-well-Platte ausgesit und iiber Nacht bis etwa
60 % Konfluenz kultiviert. Danach wurde das Medium abgenommen, die Zellen in PBS
gewaschen und 1,5 ml Zellkulturmedium zugegeben. 1,5 pg Plasmid-DNA wurde in 100 pl
serumfreiem RPMI 1640 Medium aufgenommen, mit 10 pl PolyFect Transfektionsreagenz
versetzt und 10 min bei RT inkubiert, um die Bildung von DNA-PolyFect Komplexen zu
gewihrleisten. AnschlieBend wurden diese Komplexe in 600 pl Zellkulturmedium aufge-
nommen und auf die Zellen gegeben. Nach 24 h Inkubationszeit wurde das Medium gegen
Selektionsmedium ausgetauscht. Nach Selektion wurden die Zellen auf die Proteinexpression
der transfizierten cDNA getestet und bei ausreichend hoher Proteinexpression wurden diese

Zellen rekloniert.

2253 Reklonierung transfizierter Zellen

Transfizierte Zellen wurden in 24-well-Platten in Konzentrationen von einer Zelle/Vertiefung,
drei Zellen/Vertiefung und zehn Zellen/Vertiefung zusammen mit 1 x 10° Rattenthymozyten
pro Vertiefung ausgesit. Vertiefungen, in denen ein einzelner Zellklon heranwuchs, wurden

markiert. Diese Klone wurden auf die Proteinexpression der transfizierten cDNA getestet.
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Klone mit ausreichend hoher Proteinexpression wurden ein zweites Mal rekloniert, um das

Kultivieren von Einzelklonen sicher zu stellen.

2.254 Matrigelassay

Matrigel wurde iiber Nacht bei 4°C aufgetaut und 1:2 mit eiskaltem Zellkulturmedium ver-
diinnt. In jede Vertiefung einer 24-well-Platte wurden 100 pl der verdiinnten Matrigellosung
vorgelegt und zum Polymerisieren des Matrigels wurde die Platte fiir 2 h in einen 37°C
Brutschrank gestellt. 1 x 10° Zellen wurden pro Vertiefung in 500 pl Zellkulturmedium zuge-
geben und fiir die angegebene Zeit bei 37°C inkubiert. Zum Blockieren mit Primirantikérpern
wurden diese in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Die Dokumentation erfolgte an

einem Leica Inversmikroskop DM-IL mit dem Kamerasystem Wild MPS48.

2.2.5.5 Adhasionsassay

1 x 10° Zellen wurden 16 h mit *H-Thymidin-haltigem Zellkulturmedium (10 p Ci/ml) kulti-
viert. Fiir die Stimulation mit PMA wurde das Medium abgenommen und durch frisches Zell-
kulturmedium ohne FCS, das 10® mol/l PMA enthielt, ersetzt und weitere 2 h kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, trypsinisiert und 5 x 10
Zellen wurden pro Vertiefung in eine mit BSA oder Laminin-5 beschichtete 96-well-Platte
ausgesit. Die Zellen wurden mit bzw. ohne Antikorper fiir 2 h bei 37°C kultiviert. Die
Inhibition mit Antikérpern wurde mit anti-a3 oder anti-f4 in einer Konzentration von
10 pg/ml durchgefiihrt. AnschlieBend wurde dreimal mit PBS gewaschen, um die nicht adhi-
renten Zellen zu entfernen. Die Zellen wurden mittels 0,25 % (w/v) Trypsin/ 4 mM EDTA in
PBS von den Zellkulturplatten abgeldst. Mit Hilfe eines Harvesters wurden die Zellen ge-
erntet, auf eine Filtermatte tiberfiihrt und diese wurde 2 h bei 50°C getrocknet. Die Filtermatte
wurde mit 10 ml Szintillationslosung Optifluor getrdnkt und die Radioaktivitit wurde an

einem [-Counter gemessen. Pro Ansatz wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

2.2.5.6 Proliferationsassay

Kristallviolettlosung: 1 % (w/v) Kristallviolett, 10 % (v/v) Ethanol
Pro Zeitpunkt wurde eine 24-well-Platte mit 1 x 10> Zellen pro Vertiefung angesetzt. Nach

12 h Inkubationszeit wurde der Zeitpunkt 0 bestimmt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
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gewaschen und 10 min mit 300 pl 3 % (v/v) Formalin inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation fiir 10 min mit 300 pl Kristallviolettlosung. Die iiberschiissige Kristallviolett-
16sung wurde mit ddH,O weggewaschen und die Platten bei RT getrocknet. Durch Zugabe
von 300 pul 10 % (v/v) Essigsdure wurde das Kristallviolett aus den Zellen herausgeldst und in
einer 96-well-Platte bei 595 nm gemessen. Die angegebenen Antikdrper wurden den Zellen in
einer Konzentration von 10 pg/ml am Zeitpunkt 0 zugegeben. Nach den angegebenen Zeit-
punkten wurde die Kristallviolettfairbung mit den angesetzten 24-well-Platten durchgefiihrt.

Pro Ansatz wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

2.2.5.7 Migrationsassays

Migrationsassay

In die Mitte von Laminin 5 beschichteten 35 mm Petrischalen (s. Abschnitt 2.2.3.1) wurde
jeweils ein rundes, steriles Glasplédttchen mit einem Durchmesser von 6 mm gelegt. Pro Petri-
schale wurden 1 x 10° Zellen ausgesit. Vor Erreichen vollstindiger Konfluenz wurde das
Deckglas entfernt, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und frisches Zellkulturmedium mit
1 % (v/v) FCS zugegeben. In den Ansétzen zur Stimulation der PKC mit PMA wurde PMA in
einer Konzentration von 10™ mol/l eingesetzt. Nach Kultivierung der Zellen fiir 24 h wurde
die Anzahl der Zellen bestimmt, die in die urspriinglich durch das Deckglas geschiitzte Flidche

eingewandert sind. Es wurden 10 Felder mit einer Fliche von 1 mm® ausgezihlt.

In vitro Wundheilung

1 x 10° Zellen wurden in 35 mm Petrischalen ausgesit und bis kurz vor Erreichen vollstéin-
diger Konfluenz kultiviert. Mit einer Pipettenspitze wurde ein Strich in den Zellrasen gekratzt,
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und frisches Zellkulturmedium mit 1 % (v/v) FCS
zugegeben. In den Ansidtzen zur Stimulation der PKC mit PMA wurde PMA in einer
Konzentration von 10® mol/l eingesetzt. Nach Inkubation der Zellen fiir 48 h wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 10 min mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS
fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 30 s mit Mayers Himalaun-
16sung gefiarbt und mit Leitungswasser gespiilt. Die Auswertung erfolgte an einem Leica

Inversmikroskop DM-IL mit dem Kamerasystem Wild MPS48.
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2.2.6 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.6.1 In vivo Intravitalmikroskopie

5 x 10° EGFP-transfizierte Tumorzellen wurden intraperitoneal (i.p.) in BDX Ratten injiziert.
Sowohl am Tag der Tumorzellapplikation als auch drei Tage spiter erhielten die Ratten
200 pg Antikorper oder mIgG zur Kontrolle i.p. pro Tier. Nach den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Ratten getdtet und die Mesenterien fiir die immunhistologische Untersuchung
prapariert und eingefroren oder die Ratten wurden fiir die Intravitalmikroskopie mit Rompum
und Ketavet narkotisiert. Der Bauchraum wurde mit einem kleinen Schnitt ge6ffnet und die
Ratte wurde auf einer speziellen Platte, die konstant auf 37°C gehalten wurde, fixiert. Die
Mesenterien wurden in 50 ml Ringer’s Losung bei 37°C fixiert und mikroskopisch untersucht.
Mit einer Videokamera wurden Filmaufnahmen auf einem Videorecorder festgehalten und an-
schlieBend mit der Software Caplmage 7.3 ausgewertet. Pro Ratte wurden 20 Felder ana-
lysiert, es wurde die Tumorfliche und die Fliache der Kapillaren bestimmt. Die Gefdl3dichte

berechnete sich aus der Flidche der Kapillaren pro Tumorfléache.

2.2.6.2 In vitro Angiogeneseassay

Von 6 Wochen alten BDX Ratten wurde das Peritonealnetz steril pripariert, in 1 cm” grofie
Stiicke geteilt und in die Vertiefungen von 6-well-Platten gelegt. 5 x 10° Tumorzellen, 2 ml
Uberstand konfluenter Tumorzellkulturen vor und nach der Priparation der Exosomen
(s. Abschnitt 2.2.3.3) 1:1 verdiinnt mit Zellkulturmedium oder 2,5 ug AS-D6.1A Exosome
und AS Exosome mit vergleichbarer Menge an CD9, CD81 und CD151 wurden mit dem
Peritonealnetz 72 h kultiviert. Die angegebenen Antikorper wurden in einer Konzentration
von 10 pg/ml eingesetzt. Die Neubildung der Kapillaren wurde mikroskopisch an einem
Leica Mikroskop DMRBE mit der SPOT CCD Kamera und der Software SPOT 2.1.2

ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Kolokalisation von Integrinen und Tetraspaninen auf
die Motilitit humaner Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinom-

zelllinien

Tetraspanine sind Transmembranmolekiile, die, wie der Name bereits besagt, viermal die
Membran durchspannen. Sie interagieren untereinander sowie mit weiteren Transmembran-
molekiilen, insbesondere Integrinen (Yauch und Hemler, 2000; Zhang et al., 2001). In diesen
multimolekularen Komplexen verkniipfen sie Proteine anderer Superfamilien mit spezifischen
Signaltransduktionsmolekiilen und bilden dabei auf den Oberflichen von Zellen ausgedehnte
Netzwerke aus (,,Tetraspanin Web*) (Boucheix und Rubinstein, 2001). Uber diese Interak-
tionen beeinflussen sie die Funktion der assoziierten Molekiile. Die hiufigsten assoziierten
Integrinpartner sind a3p1, a6B1 und a6B4. Eine Interaktion mit dem Integrin a6p4, das ein
Bestandteil der Hemidesmosome darstellt, war lange Zeit nur fiir CD151 bekannt (Sterk et al.,
2000). Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe hatten jedoch im Metastasenmodell in der Ratte
aufgezeigt, dass auch das Tetraspanin D6.1A mit a6p4 interagieren kann und diese Inter-
aktion mit einer gesteigerten Motilitdt der Tumorzellen und, in vivo, mit einer Metastasen-
bildung in der Leber einhergeht. Da dieser Befund fiir die frithe Metastasierung von Pankreas-
adeno- und Kolorektalkarzinomen wichtig sein konnte, habe ich begonnen, die Expression
von Integrinen und Tetraspaninen auf humanen Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzell-

linien zu untersuchen.

3.1.1 Expression von Integrinen und Tetraspaninen

Die Expression der Integrine al bis a6, al, Bl, f2 und B4 und die Expression der
Tetraspanine CD9, CD53, CD63, CDS81, CDS82, CDI151 und CO-029 wurde auf zehn
humanen Pankreasadenokarzinomzelllinien AsPC1, BxPC3, Capanl, Capan2, Colo357,
MiaPacal, Pancl, Panc89, Pt45P1 und 818 und auf acht humanen Kolorektalkarzinomzell-
linien Col0320, Colo320DM, HT29, Lowo, SW480, SW707, SW948 und WIDR mittels
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DurchfluBzytometrie bestimmt. Das Ergebnis der DurchfluBzytometrie ist in Tabelle 3.1

angegeben.

Tabelle 3.1: Integrin und Tetraspanin Expressionsprofil auf humanen Pankreasadeno- und Kolorektal-
karzinomzelllinien. Die Expression der Integrine und Tetraspanine wurde mittels Durchfluzytometrie be-
stimmt. In der Tabelle ist das Verhiltnis der mittleren Fluoreszenzintensitit der Antikdrperfarbung gegeniiber
der Kontrollfarbung dargestellt: -- keine Farbung (1,0 — 1,3); £ schwache Farbung (> 1,3 —2,0); + Fiarbung
(>2,0-5,0); ++ starke Farbung (> 5,0 — 10,0); +++ sehr starke Farbung (> 10,0).
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Alle Tumorzelllinien exprimierten die Integrinketten a2, a3, a6 und B1. 18 der 19 Tumorzell-
linien exprimierten die Integrinkette B4, wobei die Expression von P4 stirker war als die
Expression von B1. Eine schwache Expression der Integrinketten al und a4 wurde nur bei
wenigen Tumorzelllinien gemessen. Die Tumorzelllinien exprimierten kein al, B2 oder
CD53. Die Tetraspanine CD63, CD81 und CD82 wurden von allen Tumorzelllinien expri-
miert. Alle Tumorzelllinien exprimierten das Tetraspanin CD151, wobei es auf 70 % der
Pankreasadenokarzinomzelllinien und auf 89 % der Kolorektalkarzinomzelllinien stark ex-
primiert wurde. Bis auf zwei Zelllinien exprimierten die Tumorzelllinien das Tetraspanin
CDO9. 79 % der Kolorektalkarzinomzelllinien und 40 % der Pankreasadenokarzinomzelllinien

exprimierten das Tetraspanin CO-029.
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3.1.2 Kolokalisation von Integrinen und Tetraspaninen

Da die Mehrzahl der Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien sowohl die Tetraspa-
nine CD9, CD63, CD81, CD82, CD151 und CO-029 als auch die Integrinketten al, a2, a3,
a5, a6, Bl und P4 exprimierten, stellte sich die Frage, welche Integrine mit welchen
Tetraspaninen interagieren. Diese Frage wurde mit Hilfe der Kolokalisation von Integrinen
mit Tetraspaninen durch Immunfluoreszenzfiarbung der Tumorzelllinien und anschlieBender
mikroskopischer Untersuchung beantwortet. Die Zusammenfassung der Ergebnisse ist in
Tabelle 3.2 dargestellt. Als Beispiel ist die Kolokalisation von Integrinen mit Tetraspaninen

auf der humanen Pankreasadenokarzinomzelllinie 818 in Abbildung 3.1 wiedergegeben.

Tabelle 3.2: Kolokalisation von Integrinen mit Tetraspaninen auf humanen Pankreasadeno- und Kolo-
rektalkarzinomzelllinien. Die Kolokalisation wurde mittels Fluoreszenzfirbung der Tumorzellen mit den
entsprechenden Antikdrpern und anschlieBender mikroskopischer Untersuchung bestimmt. In der Tabelle ist die
Stiarke der Kolokalisation dargestellt: -- keine Kolokalisation; + schwache Kolokalisation; + Kolokalisation;
++ starke Kolokalisation; na nicht anwendbar; nt nicht getestet.
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Uberlagerung Uberlagerung

& —

Abbildung 3.1: Kolokalisation von Integrinen und Tetraspaninen auf der humanen Pankreasadenokar-
zinomzelllinie 818. 818 Tumorzellen wurden auf Glasplattchen in 24-well-Platten ausgesét und 2 Tage kulti-
viert. Anschlieend wurden die Zellen fixiert, mit dem Primérantikorper (15 min, 37°C) und mit dem Rhodamin-
markierten Sekundérantikérper (30 min, 37°C) inkubiert. Die Glasplittchen wurden gewaschen, geblockt und
mit dem zweiten FITC-markierten Primérantikdrper (1 h, 4°C) inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen wurden
die Zellen in Elvanol eingebettet und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Einzelfirbungen und die
Uberlagerung der Einzelfirbungen sind dargestellt, eine Kolokalisation wird durch eine Gelbfirbung bei
Uberlagerung der beiden Einzelfirbungen angezeigt. MaBstab: 50 um.

a3 und B1 kolokalisierte mit dem Tetraspanin CD9 in 10 bzw. 11 von 16 Tumorzelllinien. In
14 bzw. 15 von 18 Tumorzelllinien kolokalisierten diese Integrinketten mit CD81. Kolokali-
sation von a3 und B1 mit dem Tetraspanin CD151 trat in allen 7 getesteten Tumorzelllinien

ein. Die a6 Integrinkette kolokalisierte mit CD9 in nur 8 von 18 Tumorzelllinien und mit




3 Ergebnisse 57

CD81 in nur 7 von 18 Tumorzelllinien. Die Kolokalisation von 4 mit CD9 (4 von 18) und
CDS8I1 (1 von 18) wurde sehr selten dokumentiert, was darauf hindeutet, dass die Tetraspanine
CD9 und CD81 héufiger mit dem a3fB1 Integrin als mit dem a6B1 Integrin interagierten. Die
Kolokalisation von a6 mit CD151 (10 von 18) und CO-029 (5 von 14) fiel mit der Kolokali-
sation von B4 mit CD151 (9 von 18) und CO-029 (5 von 14) zusammen. a3p1 kolokalisierte
hiufig mit den Tetraspaninen CD9, CD81 und CDI151. Im Gegensatz dazu kolokalisierte
a6p4 mit den Tetraspaninen CD151 und CO-029.

3.1.3 Koimmunprazipitation von Tetraspaninen mit Integrinen

Um die Ergebnisse der Kolokalisation von Tetraspaninen und Integrinen zu bestétigen und
um nachzuweisen, dass eine tatsédchliche Interaktion zwischen den Integrinen und Tetraspani-
nen besteht, wurden die Zellen lysiert und einer Immunprézipitation (IP) mit anti-a3 und anti-
B4 unterzogen. Die Immunprizipitation mit anti-TfR diente als Negativkontrolle, da die
Zellen den Transferrinrezeptor (TfR) exprimieren und dieser unter den verwendeten Lysisbe-
dingungen nicht mit den Tetraspaninen interagiert. Im Anschluss an die Immunprézipitation
wurden die Proteine in einer Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurden
diese mit anti-CD9, anti-CD151 und anti-CO-029 auf koimmunprizipitierte Tetraspanine
untersucht. Vier der zehn Pankreaskarzinomzelllinien wurden zur Untersuchung der Ko-
immunprazipitation von Tetraspaninen mit Integrinen herangezogen; die zwei stark metasta-
sierenden Zelllinien AsPC1 und Capanl, die metastasierende Zelllinie 818 und zum Vergleich
die nicht-metastasierende Zelllinie MiaPacal. Aus den Kolorektalkarzinomzelllinien wurde
WIDR und SW707 ausgewéhlt.

Unter der Lysisbedingung mit 1 % Brij96 koimmunprézipitierte das Tetraspanin CD151
sowohl mit der a3 als auch mit der 4 Integrinkette. CO-029 wurde in den Immunprézipitaten
von a3 aber nicht von 4 detektiert und CD9 koimmunprézipitierte weder mit a3 noch mit 4
unter diesen Bedingungen. Unter milderen Lysisbedingungen mit 1 % Brij58 koimmunpri-
zipitierte die a3 Integrinkette CD9 und CO-029 in allen Tumorzelllinien auer in der
humanen Kolorektalkarzinomzelllinie SW707. Ebenfalls enthielten alle 4 Prizipitate mit der
Ausnahme der Tumorzelllinie SW707 das Tetraspanin CO-029 aber kein CD9. In Teil A der
Abbildung 3.2 ist die Koimmunprézipitation unter der Lysisbedingung mit 1 % Brij96 fiir die
Pankreasadenokarzinomzelllinie 818 dargestellt, Teil B zeigt die Koimmunprézipitation nach

Lysis mit 1 % Brij58 fiir die Pankreasadenokarzinomzelllinien 818 und Capanl und fiir die
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Kolorektalkarzinomzelllinien SW707 und WIDR. Die Ergebnisse der Koimmunprézipitation

sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

818 — Brij96

WB:  CDI51 C0-029 CD9

B _ P
Brij58 5z
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- 35
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Abbildung 3.2: Koimmunprizipitation von CD9, CD151 und CO-029 mit ¢3 und P4 in humanen
Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien. A) 818 Zellen wurden in Lysispuffer mit 1 % Brij96
lysiert und die Immunkomplexe wurden mit anti-a3, anti-p4 und anti-TfR als Kontrollantikorper prazipitiert. Das
Zelllysat und die Immunkomplexe wurden in einem 12 %igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet und mit den spezifischen Antikdrpern gegen CD9, CDI151 oder CO-029 und HRP-markiertem
Sekundirantikorper detektiert. B) 818, Capanl, SW707 und WIDR Zellen wurden in Lysispuffer mit 1 % Brij58
lysiert und die Immunkomplexe wurden mit anti-a3, anti-f4 und anti-T{R als Kontrollantikdrper prazipitiert. Die
Zelllysate und die Immunkomplexe wurden in einem 12 %igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran

geblottet und mit den spezifischen Antikorpern gegen CD9 oder CO-029 und HRP-markiertem Sekundér-
antikorper detektiert.

Die Koimmunprézipitation bestitigte die Assoziation von CD151 und CD9 mit a3B1 (Yauch
et al., 1998; Charrin et al., 2001) und die Assoziation von CD151 mit a6p4 (Sterk et al.,
2000). CO-029 assoziierte mit a3B1 und unter milden Lysisbedingungen mit a634.
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Tabelle 3.3: Koimmunprizipitation von CD9, CD151 und CO-029 mit a3 und p4 in humanen Pankreas-
adeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien. Die Koimmunprézipitation wurde nach dem Lysieren der Zellen
mit 1 % Brij58 (Western Blot, CD9 und C0O-029) oder 1 % Brij96 (Western Blot, CD151) durchgefiihrt. In der
Tabelle ist die densitometrische Auswertung der préazipitierten Proteinmenge im Verhéltnis zur Proteinmenge im
Zelllysat dargestellt: -- <0,1; £ >0,1-0,2; + >0,2-0,4; ++ >04—-0,6; +++ >0,6; na nicht anwendbar.

P o3 B4 o3 B4 o3 B4

WB CD9 CO-029 CD151

AsPC1 + -- + + ++ -
Capanl ++ - ++ + ++ ++

MiaPacal ++ -- na na ++ ++

Pankreasadeno-
karzinomzelllinie

818 +++ - ++ ++ +++ ++

SW707 + + + - ++ +

Kolo-
rektal-

WIDR ++ -- ++ + -+ ++

3.14 Einfluss der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) auf die Migration

und Adhision der Tumorzellen an Laminin 5

Eine hohe Proteinexpression von a3f1 (Hood et al., 2002; Mercurio et al., 2001) und CD9
(Hashida et al., 2003; Ono et al., 1999) korreliert mit einer ,,guten Prognose®, d.h. mit einer
geringen Bildung von Metastasen. Im Gegensatz dazu ist auf stark metastasierenden Tumoren
die Expression von a6p4, CD151 und CO-029 hiufig erhoht (Katayama et al., 2003;
Kanetaka et al., 2001) und metastasierende Tumorzellen zeigen oft eine erhohte Migration.
Demnach konnte die Assoziation von a6B4 mit CD151 und CO-029 einen Einfluss auf das
Migrationsverhalten der Tumorzellen haben. Beide Integrine, a3f1 und a6p4, besitzen die
Féhigkeit Laminin 5 zu binden (Belkin et al., 2000). Aus diesem Grund wurde das Migra-
tionsverhalten der Tumorzelllinien auf Laminin 5 untersucht. Des Weiteren wurden die
Tumorzellen mit dem Phorbolester Phorbolmyristatacetat (PMA) stimuliert, der liber die
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) zu einer Internalisierung von Tetraspanin-Integrin-
Komplexen und so zu einer erhohten Migration der Tumorzellen fithren kann (Zhang et al.,
2001). Von den Pankreasadenokarzinomzelllinien wurden die zwei stark metastasierenden
Zelllinien AsPC1 und Capanl, die metastasierenden Zelllinien Colo357 und 818 und die
schwach metastasierende Zelllinie Panc89 untersucht. Aus den Kolorektalkarzinomzelllinien

wurde die metastasierende Zelllinie HT29 und die schwach metastasierende Zelllinie WIDR



3 Ergebnisse 60

ausgewdhlt. Vor Erreichen eines konfluenten Zellrasens auf Laminin 5 beschichteten Petri-
schalen, in dem sich ein Glasplittchen befand, wurde das Glasplittchen entfernt und nach
24 h die Anzahl der Zellen bestimmt, die in die zellfreie Fliache eingewandert sind. Das
Ergebnis ist in Teil A der Abbildung 3.3 dargestellt.
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Abbildung 3.3: Migrationsverhalten humaner Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien auf
Laminin 5. A) AsPCl1, Capanl, Colo357, Panc89, 818, HT29 und WIDR Zellen wurden in Laminin 5 beschich-
tete Petrischalen ausgesét, in dem ein Teil der Fliche durch ein Glasplittchen abgedeckt war. Vor Erreichen
vollstindiger Konfluenz wurde das Glasplittchen entfernt, die Zellen gewaschen und neues Zellkulturmedium
mit und ohne 10 mol/l PMA zugegeben. Nach Kultivierung der Zellen fiir 24 h wurde die Anzahl der Zellen
bestimmt, die in die durch das Glaspléttchen geschiitzte, zellfreie Fldche eingewandert sind. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit den Standardfehlern (n=3), « signifikanter Unterschied zum Versuchsansatz ohne PMA
(p < 0,01). B) Tumorzellen wurden auf Laminin 5 beschichtete Petrischalen ausgesét und kurz vor Erreichen
vollstindiger Konfluenz wurde dem Zellrasen eine Wunde mit einer Pipettenspitze zugefiihrt. Die Zellen wurden
gewaschen und mit und ohne 10® mol/l PMA 48 h kultiviert. Die Zellen wurden mit Mayers Hamalaunlosung
gefarbt und am Mikroskop ausgewertet. Mafistab: 250 um.

Weiterhin wurde einem Zellrasen vor Erreichen vollstindiger Konfluenz auf Laminin 5 be-

schichteten Petrischalen mit einer Pipettenspitze eine Verletzung in der Art eines Stichs
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zugefiihrt, und das Migrationsverhalten der Tumorzellen in die ,,Wunde* wurde nach 48 h
dokumentiert (s. Teil B der Abbildung 3.3). Beide Versuchsansidtze wurden mit und ohne
PMA Stimulation (10™® mol/l) durchgefiihrt.

Wihrend die Tumorzelllinien Panc89 und WIDR auf Laminin 5 unabhédngig von der PMA-
Stimulation aus dem semikonfluenten Zellrasen in die zellfreie Fliche migrierten, konnte die
Migration von AsPC1, Capanl, Colo357, 818 und HT29 Zellen durch den Phorbolester PMA
stimuliert werden. Dieses Ergebnis wurde durch den zweiten Versuchsansatz bestitigt, bei
dem nach 48 h die Migration der Zellen in eine durch eine Pipettenspitze verursachte Wunde
dokumentiert wurde. Das SchlieBen der Wunde wurde bei AsPC1, Capanl, Colo357, 818 und
HT29 Tumorzellen durch Aktivierung der PKC beschleunigt. Bei Panc89 und WIDR war die
WundschlieBung auch ohne Zugabe von PMA aullergewohnlich schnell.
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Abbildung 3.4: Adhisionsverhalten humaner Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien auf
Laminin 5. Tumorzellen wurden iiber Nacht mit *H-Thymidin markiert. Fiir den Versuchsansatz zur
Aktivierung der PKC wurden die Zellen gewaschen, neues Zellkulturmedium ohne FCS mit 10® mol/l PMA
zugegeben und fiir weitere 2 h kultiviert. Die Zellen wurden in mit BSA oder Laminin 5 beschichtete 96-well-
Platten mit und ohne anti-a3 oder anti-p4 (10 pg/ml) ausgesdt. Nach 2 h Inkubationszeit wurden die Zellen
gewaschen, mit Trypsin vom Boden gelost und an einem Harvester geerntet. AnschlieBend wurde an einem B-
Counter die *H-Thymidinkonzentration gemessen. Angegeben ist der Mittelwert aus dem Verhaltnis der adhi-
renten Zellen zur Gesamtzellzahl in Prozent mit den Standardfehlern aus einer Dreifachbestimmung reprisen-
tativ fiir 3 unabhéngige Versuche. « signifikanter Unterschied zum Versuchsansatz auf Laminin 5 (p <0,01).

Um auszuschlieBen, dass eine verringerte Migration auf Laminin 5 auf Unterschiede in dem
Adhiésionverhalten der Tumorzelllinien an Laminin 5 zuriickzufiihren ist, wurde zusétzlich die
Adhésion der Tumorzellen auf BSA und Laminin 5 untersucht. Durch Zugabe der inhibieren-
den Antikorper anti-a3 oder anti-B4 wurde der Einfluss der Integrine a3B1 und a6p4 an der

Adhision an Laminin 5 dokumentiert. Des Weiteren wurde durch Zugabe von 10® mol/l
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PMA der Einfluss der Aktivierung der PKC auf das Adhésionsverhalten der Tumorzelllinien
untersucht.

Alle Tumorzelllinien adhédrierten stirker an Laminin 5 als an BSA. Mit Ausnahme von
Colo357 und Panc89 wurde die Bindung an Laminin 5 durch anti-a3 und anti-4 blockiert.
Bei Panc89 hatte sowohl anti-a3 als auch anti-f}4 keinen Einfluss auf die Lamininbindung und
bei Colo357 wurde die Adhésion an Laminin 5 durch anti-f4 gehemmt, aber nicht durch anti-
a3. Die Aktivierung der PKC fiihrte zu einer geringeren Adhésion an Laminin 5 bei den
Tumorzelllinien, bei denen die Adhidsion auch durch den Antikorper anti-f34 blockiert werden
konnte. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.4 dargestellt.

Die Aktivierung der PKC korrelierte bei den Tumorzelllinien, bei denen auch die Motilitét
durch PMA gesteigert wurde, mit einer geringeren Adhdsion an Laminin 5. Die Zelllinien, bei
denen PMA keinen Einflu} auf die Adhésion an Laminin 5 hatte, migrierten sowohl mit als

auch ohne PMA schnell.

3.15 Kolokalisation und Koimmunprizipitation von Integrinen und

Tetraspaninen nach Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)

Die Adhision von Tumorzellen an Laminin 5 wird {liber die Integrine o331 und a6p4 ver-
mittelt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung der PKC durch PMA mit einer ver-
ringerten Adhédsion der Tumorzellen an Laminin 5 korreliert. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass der inhibierende Antikorper anti-f4 bei denselben Tumorzelllinien den gleichen Effekt
hervorrufen konnte. Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass PMA zu einer Neuver-
teilung und oder zu einer verdnderten Kolokalisation von Integrinen und Tetraspaninen fiihren
kann. Da auf stark invasiven Tumorzellen neben dem Integrin a6p4 auch die Tetraspanine
CD151 und CO-029 hoch exprimiert sind, wurde als nichstes untersucht, ob PMA die Kolo-
kalisation von a6p4 mit CD151 und/oder von a634 mit CO-029 beeinflussen und letztendlich
ausschlaggebend fiir die erhohte Motilitdt der Tumorzellen sein konnte. Zur Untersuchung der
Kolokalisation nach Aktivierung der PKC wurden dieselben humanen Pankreasadeno- und
Kolorektalkarzinomzelllinien herangezogen, die bereits zur Untersuchung des Einflusses der
PKC Aktivierung auf die Motilitdit der Tumorzellen verwendet wurden. Die Tumorzellen
wurden auf Laminin 5 beschichtete Glasplattchen ausgesit. Die Aktivierung der PKC erfolgte
fiir 1 - 2 h mit 10°® mol/l PMA. Nach erfolgter Inmunfluoreszenzfirbung wurde die Koloka-

lisation der Integrine und Tetraspanine mikroskopisch ausgewertet.
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Tabelle 3.4: Kolokalisation von a3/CD9, $4/CD151 und B4/C0O-029 nach PKC Aktivierung durch PMA
Stimulation. Die Tumorzellen wurden 2 h ohne FCS mit 10® mol/l PMA inkubiert. Kolokalisation wurde nach
Féarbung der Zellen mit den entsprechenden Antikdrpern am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Grad der
Kolokalisation: = schwache Kolokalisation; + deutliche Kolokalisation; ++ starke Kolokalisation. Verteilung
der Kolokalisation: s grofitenteils Kolokalisation an der Zelloberfliche; i groBtenteils intrazelluldre Koloka-
lisation; s +1 Kolokalisation gleichméBig an der Zelloberfliche und intrazellular verteilt.

03/CD9 p4 / CD151 B4 / CO-029

PMA - + - + - +
, £ | AsPCI1 +(s) + (i) +(s) +(s) +(5) + ()
§ 5 Capanl +(s) + (1) +(s) + (1) +(s) + (1)
% g Colo357 +(s) + () £(s) SR IEIO) (s
SE P | v | 0 |t | +0 |t | +©
- A 818 +(s) tEHD) | ) ++ (i) +(s) H(s+i)
B E HT29 +(s) +(s+i) | ++(s) ++ (s) +(s) ++ (s +1)
2 WIDR +(s) tEHD) | ) +(s) +(s) ()

Tabelle 3.5: Koimmunpriizipitation nach Aktivierung der PKC. Zellen wurden mit 1 % Brij58 (Western
Blot: CD9 und CO-029) oder Brij96 (Western Blot: CD151) lysiert und die Zelllysate wurden einer Koimmun-
prézipitation unterzogen. Dargestellt ist die densitometrische Auswertung der prézipitierten Proteinmenge im

Verhiltnis zur Proteinmenge im Zelllysat von drei unabhéngigen Versuchen. -- keine Kolokalisation; nt nicht
getestet
1P a3 p4
PMA - + Ratio - + Ratio
Zelllinien WB (+/--) (+/-)
Capanl CD9 0,53 0,46 0,87 - -
MiaPacal | CD9 0,46 0,24 0,52 -- --
818 CD9 0,76 0,47 0,62 -- --
WIDR CDY9 0,52 0,36 0,69 -- --
Capanl CO-029 0,55 0,50 0,92 0,14 0,38 2,71
818 C0-029 0,58 0,29 0,50 0,41 0,56 1,38
WIDR C0-029 0,57 0,36 0,63 0,31 0,42 1,35
Capanl CD151 nt nt 0,65 0,90 1,38
818 CD151 0,63 0,42 0,67 0,48 0,65 1,35

In fast allen Tumorzelllinien kolokalisierte a6p4 im gréferen Ausmafl mit CD151 und CO-
029 nach erfolgter Aktivierung der PKC durch PMA. Die Ergebnisse der Kolokalisation sind
in Tabelle 3.4 zusammengefasst. Die densitometrische Auswertung der Koimmunprizipita-
tionen vor und nach Aktivierung der PKC bestitigte das Ergebnis. Nach Aktivierung der PKC
prézipitierte anti-pf4 eine groflere Menge an CD151 und CO-029, jedoch war eine geringere
Menge an CD9, CD151 und CO-029 in o3 Prizipitaten zu finden. Die Ergebnisse der Ko-
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immunprézipitation sind in Tabelle 3.5 wiedergegeben.

CD9 a3 Uberlagerung CD151 p4  Uberlagerung CO-029 p4  Uberlagerung

Capanl

HT29

WIDR

Abbildung 3.5: Kolokalisation und zelluliire Verteilung von a3/CD9, p4/CD151 und p4/CO-029 nach
Aktivierung der PKC mit PMA. A) Capanl, B) HT29 und C) WIDR Tumorzellen wurden auf Glaspléttchen in
24-well-Platten ausgesét und 2 Tage kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 2 h in Zellkulturmedium ohne
FCS wurden die Zellen 0 h, 1 h oder 2 h mit 10® mol/l PMA stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert, mit dem Primirantikorper (1 h, 4°C) und mit dem Rhodamin-markierten Sekundérantikorper
(1 h, 4°C) inkubiert. Die Glasplittchen wurden gewaschen, geblockt und mit dem zweiten FITC-markierten
Primérantikorper (1 h, 4°C) inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen wurden die Zellen in Elvanol eingebettet und
am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Einzelfirbungen und die Uberlagerung der Einzelfirbungen sind
dargestellt, eine Kolokalisation wird durch eine Gelbfirbung der Uberlagerung der beiden Einzelfiarbungen ange-
zeigt. MaBistab: 50 um.

Nach 1 h PMA Stimulation waren die a6p4-CD151 und die a6p4-CO-029 Komplexe interna-
lisiert und in der perinuklearen Region angereichert. 2 h PMA Stimulation fiihrten in den
einzelnen Tumorzelllinien zu einer unterschiedlichen Verteilung der a6p4-CD151 und der
a6p4-C0O-029 Komplexe. Die Kolokalisation von a3/CD9, f4/CD151 und 4/C0O-029 in den
Tumorzelllinien Capanl, HT29 und WIDR nach Stimulation mit PMA ist in Abbildung 3.5
dargestellt. In Capanl Zellen, dessen Motilitdt durch die Stimulation mit PMA stark anstieg,
waren die a6B4-CDI151 und die a6p4-CO-029 Komplexe diffuse verteilt und nicht an der
Zelloberflaiche angereichert. In WIDR Zellen, die unabhingig von der PMA Stimulation

migrierten, waren diese Komplexe ausschlieBlich auf der Plasmamembran lokalisiert. Nach
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PMA Stimulation wurde keine Ubereinstimmung zwischen gesteigerter Motilitit, gesteigerter
Kolokalisation und Internalisierung von a3/CD9 dokumentiert. Ohne Aktivierung der PKC
kolokalisierten a3 und CD9 vorwiegend an den Zell-Zell-Kontakt-Stellen, wo f4/CD151 und
4/CO-029 nur geringfiigig kolokalisierten. a3/CD9 kolokalisierte nach PMA Stimulation
tiberwiegend im Cytoplasma.

Die Aktivierung der PKC fiihrte zu einer verstidrkten Assoziation von a6p4 mit den Tetraspa-
ninen CD151 und CO-029. Die a6p4-CD151 und a6p4-CO-029 Komplexe waren im Cytosol
bevorzugt in der perinuklearen Region angereichert. Die Kolokalisation von a31 mit CD9
war deutlich an den Zell-Zell-Kontakten ausgepragt. Nach PKC Aktivierung 16sten sich die
Zell-Zell-Kontakte auf und a3B1-CD9 Komplexe verteilten sich diffuse im Cytosol. Im
Gegensatz zu a6p4-CD151 und a6p4-CO-029 Komplexe assoziierte nach PKC Aktivierung
weniger a3f1 mit dem Tetraspanin CD9. Nur die Assoziation von o634 mit CD151 oder CO-
029 wurde durch die Aktivierung der PKC mit PMA verstirkt und diese verstirkte Koloka-

lisation korrelierte mit einer erhohten Zellmotilitit.
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3.2 Einfluss des Tetraspanins D6.1A und des Integrins a6p4 auf die

Neoangiogenese von Pankreasadenokarzinomen

3.2.1 Rolle des Tetraspanins D6.1A bei der zelluliren Morphogenese

Das kabelartige Wachstum von Zellen auf Matrigel wurde in fritheren Studien als ein in vitro
Modell der Angiogenese betrachtet (Auerbach et al., 2003). Zhang et al. (2001) zeigten, dass
das Tetraspanin CD151 einen Einfluss auf diesen Prozess nehmen kann. Das kabelartige
Wachstum von Tumorzellen und Fibroblasten auf Matrigel konnte durch anti-CD151 oder
anti-a6 gehemmt werden. Claas et al. (1998) konnten zeigen, dass eine subkutane Injektion
von D6.1A iiberexprimierenden Tumorzellen in Ratten eine Verbrauchskoagulopathie zur
Folge hatte. Intraperitoneale Applikation dieser Tumorzellen fiihrte zu einem hémorrha-
gischen Aszites (Herlevsen et al., 2003). Diese Befunde waren der Ausgangspunkt unserer
Arbeitshypothese, dass moglicherweise das Tetraspanin D6.1A Einfluss auf die Neoangioge-
nese von Tumoren nimmt. Zur Kldrung dieser Fragestellung wurde eine aus BDX Ratten iso-
lierte Pankreasadenokarzinomzellinie, die BSp73AS (AS) Tumorzelllinie verwendet (Matzku
et al., 1983). Die AS Tumorzellen, die weder D6.1A noch a6p4 exprimieren, wurden mit der
D6.1A cDNA (Claas et al., 1998) bzw. mit der B4 cDNA (Herlevsen et al., 2003) transfiziert.
Die AS Tumorzellen exprimieren die a6 Integrin Kette, die mit dem transfizierten 4 das
Integrin a6p4 bildet (Shaw et al., 1996). AS-db Tumorzellen wurden sowohl mit der D6.1A
cDNA als auch mit der f4 cDNA transfiziert.

Um einen mdglichen Einfluss von D6.1A auf die Angiogenese abschitzen zu konnen, wurde
zuerst das Wachstum der transfizierten Tumorzellen auf Matrigel evaluiert. Die Zellen
wurden auf Matrigel ausgesit. Das Wachstum der Zellen wurde nach 7 h und 30 h dokumen-
tiert (s. Teil A der Abbildung 3.6). Bereits nach 7 h zeigten AS-D6.1A Tumorzellen auf
Matrigel ein kabelartiges Wachstum, welches nach 30 h sehr stark ausgeprdgt war. AS
Tumorzellen zeigten erst nach 30 h leichte kabelartige Auswiichse. AS-f4 und AS-db Zellen
wiesen weder nach 7 h noch nach 30 h auf Matrigel ein kabelartiges Wachstum auf. Das
kabelartige Wachstum der AS-D6.1A Zellen konnte durch den Antikérper D6.1 aber nicht
durch die Antikorper anti-CD9, anti-CD81 oder anti-CD151 blockiert werden, obwohl diese
Tetraspanine ebenfalls auf den AS-D6.1A Zellen hoch exprimiert vorkommen. AS-D6.1A
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Zellen exprimieren die Integrine a3p1 und a6fB1. Jedoch zeigten nur die Antikorper gegen o3
und B1 eine Hemmung der Kabelstruktur. Der Antikdrper anti-a6 hatte keinen Einfluss auf

das kabelarige Wachstum. Die Ergebnisse sind in Teil B der Abbildung 3.6 gezeigt.
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Abbildung 3.6: Kabelartiges Wachstum von AS-D6.1A auf Matrigel. A) 1 x 10° AS, AS-D6.1A, AS-p4 und
AS-db Tumorzellen wurden auf Matrigel (1:2 verdiinnnt mit Zellkulturmedium) in 24-well-Platten kultiviert
und nach 7 h und 30 h am Inversmikroskop ausgewertet. Maf3stab: 100 pm. B) AS-D6.1A Tumorzellen wurden
7 h in der Gegenwart von D6.1, anti-CD9, anti-CD81, anti-CD151, anti-a3, anti-a6 oder anti-f1 auf Matrigel
kultiviert (10 png/ml). Die Auswertung erfolgte an einem Inversmikroskop. Maf3stab: 100 pm.
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Da Tetraspanine ihre funktionelle Aktivitit liber assoziierte Molekiile ausiiben und mit Inte-
grinen interagieren, wurde die zelluldre Lokalisation von a3, a6 und B1 in AS und AS-D6.1A
Tumorzellen und die Kolokalisation mit D6.1A in AS-D6.1A Tumorzellen untersucht,
nachdem sie 7 h auf Matrigel gewachsen waren. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.7
zusammengefasst. D6.1A kolokalisierte mit a3 und B1, aber kaum mit a6. Es wurde keine
Kolokalisation von D6.1A mit Aktinbiindeln dokumentiert. Jedoch konnte eine Kolokalisaton

von D6.1A mit VEGF gezeigt werden.

B1/Cy2 03/ Cy2 06/ Cy2 Phalloidin-FITC  VEGF / Cy2

AS

AS-D6.1A

D6.1A / Rhodamin

Abbildung 3.7: Kolokalisation von D6.1A mit a3, f1 und VEGF auf AS-D6.1A Tumorzellen nach Wachs-
tum auf Matrigel. 1 x 10° AS und AS-D6.1A Tumorzellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Glasplittchen
ausgesét und 7 h kultiviert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen permeabilisiert, mit dem Priméarantikorper
(1 h, 4°C) und dem Cy2-markierten Sekunddrantikdrper (1 h, 4°C) inkubiert. Die Glasplattchen mit AS-D6.1A
Zellen wurden gewaschen, geblockt und mit Rhodamin-markiertem D6.1 (1 h, 4°C) gegengefarbt. Phalloidin-
FITC wurde zum Férben von F-Aktin herangezogen. Nach ausgiebigem Waschen wurden die Zellen in Elvanol
eingebettet und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Einzelfirbungen und die Uberlagerung der Einzel-
firbungen sind dargestellt, eine Kolokalisation wird durch eine Gelbfiarbung der Uberlagerung der beiden
Einzelfarbungen angezeigt. Mafstab: 10 um.
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3.2.2 Das Tetraspanin D6.1A induziert Tumorangiogenese

Da AS-D6.1A Tumorzellen auf Matrigel ein kabelartiges Wachstum aufwiesen und diese
Kabelstruktur durch den Antikérper D6.1, aber nicht durch die Antikérper gegen die Tetra-
spanine CD9, CD81 oder CD151 gehemmt werden konnte, sollte nun in einem in vivo Experi-
ment tiberpriift werden, ob D6.1A in der Tat einen Einfluss auf die Tumorneoangiogenese hat.
Diese Frage wurde mit Hilfe der Intravitalmikroskopie beantwortet. Die Tumorzellen wurden
stabil mit EGFP (enhanced green fluorescence protein) transfiziert, damit die Tumorzellen
anschlieBend bei der Intravitalmikroskopie durch ihre Fluoreszenz eindeutig identifiziert
werden konnten. EGFP transfizierte AS, AS-D6.1A, AS-B4 und AS-db Tumorzellen wurden
BDX Ratten intraperitoneal injiziert. Nach sieben Tagen wurden die Ratten narkotisiert. Die
Bauchdecke wurde ge6ffnet und die Bildung von neuen Blutkapillaren wurde durch Intravital-
mikroskopie der Mesenterien evaluiert. Pro Ratte wurden 20 Felder in verschiedenen Ab-

schnitten des Mesenteriums ausgewertet. Das Ergebnis ist in Teil A der Abbildung 3.8

zusammengefasst.
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Abbildung 3.8: Tumorneoangiogenese in BDX Ratten 7 Tage nach Applikation der Tumorzellen
evaluiert durch Intravitalmikroskopie. A) 5 x 10° EGFP transfizierte AS, AS-D6.1A, AS-B4 oder AS-db
Tumorzellen oder B) 5 x 10° EGFP transfizierte AS oder AS-D6.1A Tumorzellen wurden BDX Ratten intraperi-
toneal injiziert. Die Ratten erhielten, dort wo angegeben, am Tag 0 und Tag 3 eine intraperitoneale Applikation
von je 200 pg IgG, D6.1 oder anti-CD151. Nach sieben Tagen wurden die Ratten narkotisiert, die Bauchdecke
wurde gedffnet und die Tumore wurden mittels Intravitalmikroskopie untersucht. Pro Ratte wurden 20 Felder
ausgewertet, es wurde die Kapillarfliche pro Tumorfliche bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert mit den
Standardfehlern (n=6, Gruppe mit anti-CD151 Behandlung n=2). ). « signifikanter Unterschied (p < 0,01).




3 Ergebnisse 70

In AS-D6.1A Tumoren wurde pro Tumorfldche eine flinffach erhdhte Blutkapillardichte im
Vergleich zu AS Tumoren festgestellt. AS-f4 oder AS-db Tumore zeigten gegeniiber den AS
Tumoren keine erhohte Kapillardichte. Zusitzlich wurden die AS und AS-D6.1A Tumore
eingefroren, um Gewebeschnitte anzufertigen. Die Gewebeschnitte wurden mit anti-CD31,
einem Endothelzellenmarker, untersucht. Auch hier wiesen die AS-D6.1A Tumore mehr Blut-

kapillaren als die AS Tumore auf. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.9 dargestellt.

CD31

AS-D6.1A

Abbildung 3.9: Neoangiogenese in AS-D6.1A Tumoren evaluiert durch immunhistologische Firbung.
5 x 10° Tumorzellen wurden intraperitoneal pro Ratte injiziert. Nach sieben Tagen wurden die Tumore tiefge-
froren und davon Gewebeschnitte (5 um Schnittdicke) angefertigt. Die Schnitte wurden mit Kontroll IgG oder
anti-CD31 als Primdrantikorper inkubiert. Nach einer Inkubation mit dem jeweiligen Biotin-markierten
Sekundarantikorper wurden die Schnitte einer AEC-Féarbung unterzogen. Die Expression der Proteine ist an der
rost-braunen Farbung der Zellen zu erkennen. Mafistab: 250 um.

Die Neoangiogenese in AS-D6.1A Tumoren konnte mit dem Antikoérper D6.1 gehemmt
werden. Die Ratten erhielten am Tag der Tumorzellapplikation und drei Tage spéter je eine
Injektion von 200 pg Kontroll IgG, D6.1 oder anti-CD151 intraperitoneal. Kontroll IgG oder
anti-CD151 fiihrte zu keiner signifikanten Reduktion der Neoangiogenese in den Tumoren
(s. Teil B der Abbilung 3.8). D6.1 blockierte auch in AS Tumoren die Neoangiogenese,
obwohl die AS Tumorzellen kein D6.1A exprimieren.

Um auszuschlieBen, dass die erhohte Tumorangiogenese in AS-D6.1A Tumoren auf ein
beschleunigtes Tumorwachstum zuriickzufiihren ist, wurde die Zellproliferation von AS, AS-
D6.1A, AS-B4 und AS-db Tumorzellen untersucht. Die Zellen wurden in einer Dreifach-
bestimmung in 24-well-Platten ausgesédt und nach den angegebenen Zeitpunkten wurde die
Zellzahl durch Anfirben mit 1 % Kristallviolett und anschlieBende Messung der Extinktion

bei 595 nm bestimmt. Die Extinktion am Zeitpunkt O wurde gleich 1 gesetzt und die Extink-
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tionen der anderen Zeitpunkte wurden als ein vielfaches von 1 angegeben. Die Proliferation
der Tumorzellen ist in Teil A der Abbildung 3.10 wiedergegeben.

AS Tumorzellen proliferierten am schnellsten, gefolgt von AS-D6.1A, AS-db und AS-B4
Tumorzellen. Obwohl AS-D6.1A Tumorzellen im Vergleich zu AS Tumorzellen langsamer
proliferierten, war die Neoangiogenese in diesen Tumorzellen erhoht. Um ebenfalls auszu-
schlieBen, dass die Inhibition der Neoangiogenese von AS-D6.1A Tumoren durch D6.1 eine
Folge von verlangsamter Proliferation war, wurde die Proliferation von AS und AS-D6.1A
Tumorzellen in Gegenwart von IgG, D6.1, anti-CD9, anti-CD151 oder anti-a3 evaluiert.

Die Antikorper hatten weder auf die Proliferation von AS noch auf die Proliferation von AS-
D6.1A Tumorzellen einen Einfluss. Die Ergebnisse sind in Teil B der Abbildung 3.10 darge-
stellt. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die Induktion der Neoangiogenese in AS-
D6.1A Tumoren auf eine erhohte Proliferation von AS-D6.1A Tumorzellen zuriickzufiihren
ist. Ebenso ist die Inhibition der Neoangiogenese in AS und AS-D6.1A Tumoren durch den

Antikorper D6.1 keine Folge von verminderter Proliferation.
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Abbildung 3.10: Proliferation der Tumorzellen. 1 x 10° Tumorzellen wurden in 24-well-Platten in einer Drei-
fachbestimmung ausgesit. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit 1 % Kristallviolett angefarbt,
das gebundene Kristallviolett wurde mit 10 % Essigsdure aus den Zellen herausgelost und die Extinktion wurde
am Photometer bei 595 nm gemessen. Angegeben ist der Mittelwert des Verhéltnisses der Extinktion bei 595 nm
(Esosnm) am gemessenen Zeitpunkt zu Esos,, am Zeitpunkt 0 mit den Standardfehlern aus einer Dreifachbe-
stimmung reprisentativ fiir drei unabhingige Versuche. A) Die Proliferation von AS, AS-D6.1A, AS-B4 oder
AS-db Tumorzellen wurde nach 12 h, 24 h, 36 h und 48 h bestimmt. B) AS oder AS-D6.1A Tumorzellen wurden
mit IgG, D6.1, anti-CD9, anti-CD151 oder anti-a3 in einer Konzentration von 10 pg/ml kultiviert. Nach 36 h
wurde die Proliferation der Zellen gemessen.
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3.2.3 Etablierung eines in vitro Models zur Untersuchung der Angiogenese-

induktion durch das Tetraspanin D6.1A

Um den Einfluss des Tetraspanins D6.1A auf die Angiogenese weiter zu untersuchen, wurde
ein in vitro Model etabliert. Das Peritonealnetz von BDX Ratten wurde prépariert und in
Gegenwart von AS, AS-D6.1A, AS-B4 oder AS-db Tumorzellen kultiviert. In einem paral-
lelen Ansatz wurde das Peritonealnetz mit konditioniertem Uberstand der Tumorzellen, 1:2
verdiinnt mit Zellkulturmedium, kultiviert. Nach 72 h wurde das Netz auf die Bildung von
neuen Blutkapillaren mikroskopisch untersucht.

Das Ergebnis der Intravitalmikroskopie konnte in diesem in vitro Modell bestitigt werden.
Das Peritonealnetz wies eine Vielzahl von kleinen Blutkapillaren nach Kokultur sowohl mit
AS-D6.1A Tumorzellen als auch nach Kokultur mit konditioniertem Uberstand von AS-
D6.1A Tumorzellen auf. Nach Kokultur mit AS Tumorzellen wurde ebenfalls eine Induktion
der Angiogenese festgestellt, die aber nicht so stark ausgeprigt war wie bei AS-D6.1A
Tumorzellen. AS-B4 oder AS-db Tumorzellen bzw. konditionierter Uberstand dieser Tumor-
zellen hatte keinen Einfluss auf die Angiogenese. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.11

zusammengefasst.

AS AS-D6.1A AS-p4 AS-db

Medium

Zellen

Uberstand

Abbildung 3.11: AS-D6.1A induzierte Angiogenese im Peritonealnetz nach Kokultur mit Tumorzellen
oder konditioniertem Uberstand der Tumorzellen. Das Peritonealnetz von BDX Ratten wurde 72 h mit Zell-
kulturmedium, 5 x 10> AS, AS-D6.1A, AS-B4 oder AS-db Tumorzellen oder mit konditioniertem Uberstand der
Tumorzellen 1:2 verdiinnt mit Zellkulturmedium kultiviert und mikroskopisch ausgewertet. Maf3stab: 500 pm.

Im in vitro Modell wurde ebenfalls der Einfluss der Antikdrper D6.1, anti-CD9, anti-CD151
und anti-o3 auf die Induktion der Angiogenese im Peritonealnetz durch AS oder AS-D6.1A
Tumorzellen untersucht. Das Peritonealnetz wurde 72 h mit Medium oder 5 x 10° Tumor-
zellen und in Gegenwart von 10 pg/ml Antikorper kultiviert. D6.1 blockierte die Angiogenese
sowohl bei AS als auch bei AS-D6.1A Tumorzellen. Im Gegensatz dazu hatten die Antikorper
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anti-CD9 oder anti-CD151 keinen inhibierenden Effekt auf die Angiogenese. In Uberein-
stimmung mit der Hemmung des kabelartigen Wachstums der AS-D6.1A Tumorzellen durch
anti-a3 auf Matrigel konnte der Antikdrper die Angiogeneseinduktion durch die AS-D6.1A
Tumorzellen im in vitro Modell inhibieren.

Das Tetraspanin D6.1A induzierte sowohl in vivo als auch in vitro Angiogenese. Der Uber-
stand der Tumorzellen reichte aus, um eine Neubildung von Kapillaren zu fordern. D6.1 inhi-
bierte sowohl AS als auch AS-D6.1A induzierte Angiogenese. Die Frage auf welche Art und
Weise der Antikérper D6.1 AS induzierte Angiogenese blockierte, wird im Abschnitt 3.2.6
behandelt. Doch zunédchst wurden die AS und AS-D6.1A Tumorzellen auf die Expression und
Sekretion von Matrixmetalloproteinasen und Angiogenesefaktoren untersucht, um einen Hin-
weis darauf zu bekommen, liber welchen Mechanismus D6.1A die Angiogenese induzieren

konnte.

IgG Dé6.1 anti-CD9 anti-CD151 anti-o3

Medium

AS

AS-D6.1A

Abbildung 3.12: Der Antikorper D6.1 blockierte AS-D6.1A induzierte Angiogenese im Peritonealnetz nach
Kokultur mit Tumorzellen. Das Peritonealnetz von BDX Ratten wurde 72 h mit Zellkulturmedium, 5 x 10> AS
oder AS-D6.1A Tumorzellen oder mit konditioniertem Uberstand der Tumorzellen 1:2 verdiinnt mit Zellkultur-
medium kultiviert. Kontroll IgG und die Antikdrper D6.1, anti-CD9, anti-CD151 oder anti-a3 wurden in einer
Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Maf3stab: 500 pm.
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3.24 Einfluss von D6.1A auf die Expression von Matrixmetalloproteinasen

und Angiogenesefaktoren

Auf Grund der Tatsache, dass konditionierter AS-D6.1A Zellkulturiiberstand ausreichte, um
im in vitro Modell Angiogenese zu induzieren, wurden die AS und AS-D6.1A Tumorzellen
mit Hilfe der DurchfluBzytometrie auf die Expression von Matrixmetalloproteinasen, angio-
genetische und anti-angiogenetische Faktoren untersucht. Die Tumorzellen wurden zuerst per-
meabilisiert, fixiert und schlieflich mit den entsprechenden Antikoérpern gefarbt. Zusétzlich
wurden das Integrin- und das Tetraspaninexpressionsprofil der Tumorzellen evaluiert.

Das Integrinexpressionsprofil der AS und AS-D6.1A Tumorzellen wurde zum Teil bereits
von Claas et al. (1998) und Herlevsen et al. (2003) beschrieben. AS oder AS-D6.1A Tumor-
zellen exprimieren kein al, a2, 2 und B4. Sie exprimierten dagegen a3, a4, a5, a6 und Bl1,
wobei 04 in AS-D6.1A Tumorzellen gegeniiber AS Tumorzellen hochreguliert war. Beide
Zelllinien exprimierten die Tetraspanine CD9, CD81 und CD151. Die Expression von CD151
war in den AS-D6.1A Tumorzellen im Vergleich zu AS Tumorzellen hochreguliert. Die
angiogenetischen Faktoren VEGF, bFGF und TNFo wurden in beiden Tumorzelllinien
exprimiert, VEGF war in den AS-D6.1A Tumorzellen im Vergleich zu AS Tumorzellen leicht
hochreguliert. Beide Zelllinien exprimierten die anti-angiogenetischen Faktoren IFNy,
TIMP-1, TIMP-2 und IL4. AS Tumorzellen exprimierten die Matrixmetalloproteinasen
MMP-2, MMP-9 und MMP-13. MMP-13 wurde in den AS-D6.1A Tumorzellen stirker
exprimiert als in den AS Tumorzellen. MMP-9 war in den AS-D6.1A Tumorzellen im
Vergleich zu AS Tumorzellen herunterreguliert. Die Ergebnisse der Durchflu8zytometrie sind
in der Tabelle 3.6 wiedergegeben.

Auf Grund der unterschiedlichen Expression der Matrixmetalloproteinasen wurde konditio-
niertes Zellkulturmedium auf sezernierte Matrixmetalloproteinasen untersucht. Die Tumor-
zellen wurden mit Zellkulturmedium ohne FCS kultiviert und das konditionierte Zellkultur-
medium wurde in einem 10 %igen Acrylamidgel mit 1 mg/ml Gelatine aufgetrennt. Die
Enzymaktivitit der Matrixmetalloproteinasen fiihrt zu einem Abbau der Gelatine. Nach Inku-
bation des Geles in Entwicklungslosung und anschlieBender Fiarbung mit Coomassie zeigt
sich der Gelatineabbau als helle, nichtgefarbte Banden. Das Ergebnis des Zymogrammes ist in
Teil C der Abbildung 3.13 wiedergegeben. Sowohl die Expression als auch die sezernierte
Menge an MMP-9 war in AS-D6.1A Tumorzellen im Vergleich zu AS Tumorzellen ver-

ringert.
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Tabelle 3.6: Expression von Integrinen, Tetraspaninen, angiogenetischen Faktoren und Matrixdegra-
dierenden Enzymen in AS und AS-D6.1A Tumorzellen. Die Proteinexpression wurde mittels Durchfluf3-
zytometrie bestimmt. Die Negativkontrollen wurden auf eine mittlere Fluoreszenzintensitét von 10 eingestellt.
Angegeben ist der Mittelwert der gefarbten Zellen in Prozent und in Klammern der Mittelwert der mittleren
Fluoreszenzintensitit (n=3). Zusétzlich sind in der Tabelle die berechneten Signifikanzwerte der Expression der
AS-D6.1A Tumorzellen im Vergleich zu den AS Tumorzellen dargestellt.

AS AS-D6.1A Signifikanz
gefirbte Zellen [%] gefiirbte Zellen [%] Wert
(mittl. Fluoreszenzint.) | (mittl. Fluoreszenzint.) p-wer
a3 96 (276) 97 (370) - (=)
ad 60 (33) 89 (124) 0,0109 (0,0021)
E s 96 (1217) 92 (1517) - (=)
=V)]
£ |6 71 (93) 74 (111) - (=)
B1 96 (267) 92 (224) - (=)
B3 12 (10) 2 (19) 0,0257 (0,0252)
CD9 84 (158) 93 (161) - (=)
%)
=
g | cost 96 (2570) 94 (2658) - (=)
£ | cpis1 55 (114) 73 (159) 0,0388 (0,0501)
%]
r
D6.1A - 95  (468) <0,0001 (<0,0001)
s _ | VEGF 31 (76) 56 (104) 0,0053 ( - )
52
gng bFGF 47 (150) 42 (162) - (=)
1=V -1
=
= TNFa 14 (52 12 (84) — (=)
= IFNy 13 (11) 7 (13) -
D
=
gng IL4 30 (142) 27 (141) - (=)
-
§2F | TIMP1 16 (18) 9 (11 - (=)
=
< TIMP-2 48 (33) 29 (18) 0,0072 (0,0291)
& MMP-2 36 (161) 28 (215) - (=)
= oo
¥ g
= §§= MMP-9 23 (128) 11 (109) 0,0102 ( - )
D
£5a
s MMP-13 40 (139) 55 (279) 0,0292 (0,0004)

In Teil A der Abbildung 3.13 ist als Beispiel das Ergebnis der Durchflulzytometrie fiir die
Expression von D6.1A, bFGF und VEGF in den Tumorzellen AS und AS-D6.1A angegeben.
Die leicht erhohte Expression von VEGF in AS-D6.1A Tumorzellen im Vergleich zu AS
Tumorzellen konnte nach Auftrennung der 1 % Triton X-100 Zelllysate und der konditionier-

ten Zellkulturiiberstinde in einer SDS-PAGE, Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-
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membran und anschlieBender Inkubation mit anti-VEGF ebenfalls bestétigt werden (s. Teil B

der Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Expression von bFGF, VEGF und MMPs in AS und AS-D6.1A Tumorzellen. A) Die
Proteinexpression wurde mittels DurchfluBzytometrie bestimmt. Als Beispiel sind die Farbungen mit D6.1, anti-
bFGF und anti-VEGF gezeigt. Dargestellt sind die Uberlagerungen der Einzelfluoreszenzfirbungen. Die
Negativkontrolle wird durch die graue Flache und die Antikorperfirbung durch die schwarze Linie wiederge-
geben. B) AS und AS-D6.1A Zellen wurden in Lysispuffer mit 1 % Triton X-100 lysiert. Die Zelllysate,
Zellkulturmedium und konditionierter AS und AS-D6.1A Zellkulturiiberstand wurden in einem 12 %igen
Acrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit dem spezifischen Antikorper gegen
VEGF und HRP-markiertem Sekundirantikdrper detektiert. C) AS und AS-D6.1A Zellen wurden 36 h mit
Zellkulturmedium ohne FCS kultiviert, der konditionierte Zellkulturiiberstand und Zellkulturmedium ohne FCS
wurden in einem 10 %igen Acrylamidgel mit 1 mg/ml Gelatine aufgetrennt, nach Inkubation in Entwicklungs-
16sung tiber Nacht bei 37°C wurde das Gel mit Coomassie gefarbt und entférbt.

3.2.5 Exosome von AS-D6.1A Tumorzellen enthalten D6.1A und induzieren

Neoangiogenese

Tumorzellen sind in der Lage Membranvesikel, sogenannte Exosome zu sezernieren. Diese
intraluminalen Vesikel werden bei der Fusion von multivesikuldren Endosomen mit der
Plasmamembran freigesetzt (Fevrier and Raposo, 2004; Stoorvogel et al., 2002). Escola et al.,
(1998) konnten zeigen, dass Tetraspanine wie CD9 und CD81 vermehrt auf Exosomen vor-
kommen. Da konditionierter Zellkulturiiberstand von AS-D6.1A Tumorzellen ausreicht, um
Angiogenese zu induzieren und nur geringe Unterschiede in den sezernierten Angiogenese-
faktoren zwischen AS und AS-D6.1A Tumorzellen zu verzeichnen waren, haben wir die
Hypothese aufgestellt, dass moglicherweise die Angiogenese auf sezernierte Exosome

zuruckzufihren ist. Es wurden die Exosomen aus konditioniertem AS und AS-D6.1A
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Zellkulturiiberstand prépariert. 1 % Triton X-100 AS und AS-D6.1A Zelllysat, AS und AS-
D6.1A Exosomen, sowie konditionierter Zellkulturiiberstand vor (10.000 g) und nach der
Praparation von Exosomen (100.000 g) wurden auf einem 12 %igen Acrylamidgel
aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurden die
Proteine mit D6.1, anti-CD9, anti-CD81, anti-CD151 oder anti-VEGF nachgewiesen. Das
Ergebnis ist in Teil A der Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.14: AS-D6.1A Exosome enthalten D6.1A und induzieren Neoangiogenese. A) 1 % Triton X-
100 Zelllysat, 2,5 ug Exosomenpréparation und 40 pl konditionierter Zellkulturiiberstand vor und nach der Exo-
somenpréparation (10.000 g bzw. 100.000 g) wurden auf einem 12 %igen Acrylamidgel aufgetrennt. Nach dem
Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurden die Proteine mit D6.1, anti-CD9, anti-CD81, anti-
CD151 oder anti-VEGF und HRP-markiertem Sekundérantikorper detektiert. B) Das Peritonealnetz von BDX
Ratten wurde 72 h mit konditioniertem Zellkulturiiberstand von AS oder AS-D6.1A Tumorzellen vor und nach
der Exosomenpriparation kultiviert. Der Uberstand wurde 1:1 verdiinnt mit Zellkulturmedium eingesetzt.
Zusétzlich wurde das Peritonealnetz mit AS oder AS-D6.1A Exosomen kultiviert. 2,5 pg AS-D6.1A Exosome
und die Menge an AS Exosome mit den entsprechenden Mengen an CD9, CD81 und CD151, wie sie in AS-
D6.1A Exosomen vorlagen, wurden eingesetzt. Kontroll IgG und die Antikérper D6.1, anti-CD9 oder anti-
CD151 wurden in einer Konzentration von 10 pg/ml verwendet. Maf3stab: 500 um

AS-D6.1A

Die Tetraspanine CD9, CD81 und CD151 wurden in den Exosomen von AS Tumorzellen
nachgewiesen, AS-D6.1A Exosome enthielten zu den bereits genannten Tetraspaninen das
Tetraspanin D6.1A. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Tetraspanine CD9, CD81 und
CD151 in den AS-D6.1A Exosomen im Vergleich zu den AS Exosomen angereichert waren.

VEGF wurde in den konditionierten Zellkulturiberstinden von AS und AS-D6.1A Tumor-
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zellen sowohl vor als auch nach der Exosomenpriparation nachgewiesen. Im Gegensatz dazu
wurde VEGF weder in AS noch in AS-D6.1A Exosomen detektiert.

Als nichstes sollte iiberpriift werden, ob die Exosome von AS-D6.1A Tumorzellen in der
Lage sind Angiogenese im Peritonealnetz zu induzieren. Auf Grund der Tatsache, dass die
AS-D6.1A Exosome CD9, CD81 und CDI151 anreicherten, wurde die Menge an diesen
Tetraspaninen densitometrisch bestimmt. Das Peritonealnetz von BDX Ratten wurde 72 h mit
konditioniertem AS oder AS-D6.1A Zellkulturiiberstand vor und nach der Exosomen-
praparation, 1:2 verdiinnt mit Zellkulturmedium, kultiviert. Zusitzlich wurde das Peritoneal-
netz mit Exosomen von AS-D6.1A Tumorzellen kultiviert, die der Menge an eingesetztem
konditioniertem Uberstand entsprach. Die AS Exosome wurden so eingesetzt, dass sich die
Mengen an CD9, CD81 und CD151 in AS und AS-D6.1A Exosomen entsprachen. Der
Exosomenkokultur wurde IgG, D6.1, anti-CD9 oder anti-CD151 in einer Konzentration von
10 pg/ml zugesetzt. Das Ergebnis ist in Teil B der Abbildung 3.14 wiedergegeben.

Eine Induktion der Angiogenese wurde mit konditioniertem Uberstand und Exosomen von
AS-D6.1A Tumorzellen hervorgerufen. Konditionierter AS-D6.1A Zellkulturiiberstand nach
der Exosomenpréparation fiihrte im Gegensatz dazu zu keiner Induktion der Angiogenese im
Peritonealnetz. Im Einklang mit den in vivo Experimenten konnte auch hier die Angiogenese

durch den Antikorper D6.1, aber nicht durch anti-CD9 oder anti-CD151 gehemmt werden.
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Abbildung 3.15: Silberfirbung der Exosomenpriparation von AS und AS-D6.1A Tumorzellen. AS und
AS-D6.1A Tumorzellen wurden in Lysispuffer mit 1 % Triton X-100 lysiert. Gleiche Proteinmengen an Exoso-
menpraparation wurden zusammen mit AS und AS-D6.1A Zelllysat auf einem 10 %igen Acrylamidgel aufge-
trennt und die Proteine wurden anschiefBend mit eine Silberfiarbung nachgewiesen.
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Um einen Hinweis zu bekommen, auf welche Weise die Exosomen von AS-D6.1A Tumor-
zellen die Angiogenese induzieren kdnnen, wurden gleiche Proteinmengen an Exosomenpri-
paration von AS und AS-D6.1A Tumorzellen und 1 % Triton X-100 Zelllysat auf einem
10 %igen Acrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend wurden die Proteine mit einer
Silberfarbung nachgewiesen. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.15 wiedergegeben.

Nur ein Teil der Proteine, die im Zelllysat sowohl von AS als auch von AS-D6.1A Tumor-
zellen nachgewiesen wurden, konnten auch in den Exosomen detektiert werden. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass AS und AS-D6.1A Exosome nicht das gleiche Proteinprofil auf-
weisen. Nicht alle Proteine, die in AS Exosomen enthalten waren, konnten in AS-D6.1A
Exosomen nachgewiesen werden. Ebenso waren Proteine in AS-D6.1A Exosomen nachzu-
weisen, die nicht in den Exosomen von AS Tumorzellen detektiert wurden. Die massen-
spektrometrische Analyse differentiell exprimierter Proteine mittels MALDI-TOF Massen-

spektrometrie wurde noch nicht abgeschlossen.

3.2.6 Hochregulation der Expression von D6.1A auf Endothelzellen neu
gebildeter Blutkapillaren

Der Antikdrper D6.1 inhibierte nicht nur in AS-D6.1A Tumoren, sondern auch in AS
Tumoren die Neoangiogenese. Damit stellte sich die Frage, wie D6.1 die Neoangiogenese in
AS Tumoren blockieren konnte, obwohl diese Tumore kein D6.1A exprimieren. Claas et al.
(1996) konnten zeigen, dass das Tetraspanin D6.1A in geringem Male auf Kapillaren aber
nicht auf Venen und Arterien exprimiert wird. Es sollte zuerst die Frage geklart werden, ob
D6.1A auf den Endothelzellen der Kapillaren exprimiert wird und falls es exprimiert wird, ob
AS-D6.1A Tumore einen Einfluss auf die Hohe der Expression dieses Tetraspanins auf den
Endothelzellen haben. Die Mesenterien von BDX Ratten wurden sieben Tage nach Applika-
tion der Tumorzellen auf die Expression der Tetraspanine CD9, CD81, CD151 und D6.1A
und der Integrine a3, a6 und B3 untersucht. Zusétzlich wurden die Mesenterien auf die Ex-
pression von CD31 einem Marker fiir Endothelzellen getestet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.16 dargestellt.

Das Tetraspanin D6.1A wurde auf den Endothelzellen neu gebildeter Kapillaren hoch
reguliert, was daran zu erkennen war, dass CD31 positive Zellen ebenfalls positiv fiir D6.1A
waren. Zusitzlich konnte eine Hochregulation von a3 und B3 dokumentiert werden. Die
Expression von D6.1A auf den Kapillaren war unabhidngig davon, ob der Tumor das Tetra-

spanin D6.1A exprimierte oder nicht. Auch nach Applikation von AS Tumorzellen wurde
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D6.1A auf neu gebildeten Kapillaren exprimiert, jedoch war die Hohe der Expression nicht so

stark, wie nach Applikation von AS-D6.1A Tumorzellen.

AS Kontrolle

AS-D6.1A

AS

AS-D6.1A

Abbildung 3.16: Expression von Tetraspaninen und Integrinen auf Rattenmesenterien nach Tumorzell-
applikation. 5 x 10° Tumorzellen wurden intraperitoneal pro Ratte injiziert und nach sieben Tagen wurden die
Mesenterien tiefgefroren und davon Gewebeschnitte (5 pm Schnittdicke) angefertigt. Die Schnitte wurden mit
anti-CD9, anti-CD81, anti-CD151, D6.1, anti-o3, anti-a6, anti-B3 oder anti-CD31 als Primérantikorper inkubiert.
Nach einer Inkubation mit dem jeweiligen Biotin-markierten Sekunddrantikérper wurden die Schnitte einer
AEC-Farbung unterzogen. Die Expression der Proteine ist an der rost-braunen Farbung der Zellen zu erkennen.
MaBstab: 500 um.

Die Neoangiogenese nach Applikation von AS-D6.1A Tumorzellen war nicht nur auf den
Tumor und das angrenzende Mesenterium beschrinkt, sondern auch in Pankreasgewebe-
schnitten konnte eine starke Zunahme der CD31 Farbung festgestellt werden. Die Endothel-
zellen waren auch hier positiv fiir das Tetraspanin D6.1A (s. Abbildung 3.17).
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Die Tatsache, dass neu gebildete Kapillaren das Tetraspanin D6.1A hoch regulierten,
unabhingig davon, ob der Tumor D6.1A exprimierte oder nicht, konnte eine Erkldrung dafiir
sein, dass der Antikorper D6.1 die Neoangiogenese nicht nur in AS-D6.1A Tumoren, sondern

auch in AS Tumoren blockierte.

AS

AS-D6.1A

Abbildung 3.17: Expression von CD31 und D6.1A auf Endothelzellen im Pankreas der Ratte nach
Tumorzellapplikation. 5 x 10° Tumorzellen wurden intraperitoneal pro Ratte injiziert und nach sieben Tagen
wurde der Pankreas tiefgefroren und davon Gewebeschnitte (5 pm Schnittdicke) angefertigt. Die Schnitte
wurden mit Kontroll IgG, anti-CD31, D6.1 oder anti-a3 als Primérantikdrper inkubiert. Nach einer Inkubation
mit dem jeweiligen Biotin-markierten Sekundarantikdrper wurden die Schnitte einer AEC-Farbung unterzogen.
Die Expression der Proteine ist an der rost-braunen Farbung der Zellen zu erkennen. Mafstab: 250 pm.

3.2.7 Einfluss von D6.1A auf die Tumorumgebung

Da die intraperitoneale Applikation von AS-D6.1A Tumorzellen in Ratten nicht nur in den
Tumoren sondern auch in einem entfernteren Gewebe - wie dem Pankreas - zu einer Induk-
tion der Angiogenese fiihrte, sollte der Einfluss von AS-D6.1A Tumoren auf das umliegende
Gewebe untersucht werden. Hierzu wurden Peritonealmakrophagen und Mesenterialzellen aus
der Ratte, eine Woche nach intraperitonealer Applikation der AS oder AS-D6.1A Tumor-
zellen, auf die Expression von Integrinen, Tetraspaninen, Angiogenesefaktoren, Matrix-
metalloproteinasen und deren Inhibitoren mittels DurchfluBzytometrie getestet.

Mit Ausnahme von a6 und uPA war die Expression von Integrinen, Tetraspaninen, Angio-
genesefaktoren und der Extrazelluldrenmatrix degradierenden Enzymen in den Peritoneal-
makrophagen in den Ratten hoch reguliert, die gegeniiber der Kontrollgruppe entweder AS
oder AS-D6.1A Tumorzellen erhalten hatten. Signifikante Unterschiede im Expressionsprofil
der Peritonealmakrophagen der Ratten mit AS-D6.1A Tumoren gegeniiber den Ratten mit AS

Tumoren waren nur fiir B3 und uPAR zu verzeichnen, die Expression beider Proteine war in
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Peritonealmakrophagen der AS-D6.1A Ratten erhoht. Die Ergebnisse der DurchfluBzyto-
metrie sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst.

In den Mesenterialzellen wurden groflere Unterschiede in der Proteinexpression der AS-
D6.1A Ratten gegeniiber AS Ratten analysiert. Die Expression von VEGF, bFGF, MMP-2,
MMP-9, uPA, uPAR, CD31, VEGFR1 und VEGFR2 war signifikant in den Mesenterialzellen
der AS-D6.1A Ratten gegeniiber den Mesenterialzellen der AS Ratten erhoht. Die Ergebnisse
der Durchfluflzytometrie der Mesenterialzellen sind in Tabelle 3.8 dargestellt.

Diese Daten konnten durch die immunhistologische Féarbung der Mesenterien bestitigt
werden. Eine Woche nach Applikation von AS oder AS-D6.1A Tumorzellen wurden die
Mesenterien aus den Ratten pripariert, tiefgefroren und davon Gewebeschnitte angefertigt.
Die Gewebeschnitte wurden schlieBlich auf die Expression von VEGF, bFGF, VEGFRI,
VEGFR2, MMP-2, MMP-9, MMP-13, TIMP-2, uPA und uPAR getestet. Die immun-
histologischen Féarbungen der Mesenterien sind in Abbildung 3.18 wiedergegeben.

Um die Vermutung zu bestétigen, dass Kapillarendothelzellen den Ursprung fiir uPA und
Matrixmetalloproteinasen darstellen und die Expression der Rezeptoren VEGFR1, VEGFR2
und uPAR auf Kapillarendothelzellen durch AS-D6.1A Tumoren hochreguliert werden,
wurde eine Fibroblastenzelllinie und eine Rattenaortaendothelzelllinie (RAEC) in Gegenwart
von konditioniertem AS oder AS-D6.1A Zellkulturiiberstand kultiviert. Die Fibroblasten und
RAEC wurden mittels DurchfluBzytometrie auf die Expression von bFGF, VEGF, TNFa,
D6.1A, CD31, VEGFR1, VEGFR2, MMP-2, MMP-9, MMP-13, uPA und uPAR getestet. Das
Ergebnis der Durchfluzytometrie ist in Abbildung 3.19 dargestellt. Konditionierter AS-
D6.1A Zellkulturiiberstand fiihrte zu einer signifikanten Hochregulation der Expression von
TNFa und uPAR in der Fibroblastenzelllinie gegeniiber konditioniertem AS Zellkulturiiber-
stand. Die Expression von VEGF, bFGF, MMP-2 und MMP-9 war in den Fibroblasten nach
Kultivierung mit konditioniertem AS oder AS-D6.1A Zellkulturiiberstand gegeniiber dem
Kontrollansatz mit Medium erhoht. Die Kokultur mit konditioniertem AS-D6.1A Zellkultur-
tiberstand fiihrte in den RAEC zu einer signifikanten Hochregulation von CD31, VEGFRI1,
VEGFR2 und uPAR gegeniiber konditioniertem AS Zellkulturiiberstand. Die Expression von
VEGF, TNFa, MMP-2 und MMP-9 war in den RAEC Zellen nach Kokultur mit konditio-
niertem AS oder AS-D6.1A Zellkulturiiberstand hochreguliert.

Diese in vitro Versuche mit definierten Zellkulturlinien bestétigten, dass das Tetraspanin
D6.1A zu einer verdnderten Genexpression in Fibroblasten und Endothelzellen fiihren kann

und somit D6.1A einen Einfluss auf das umliegende Gewebe von Tumoren ausiibt.
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Tabelle 3.7: Expression von Integrinen, Tetraspaninen, angiogenetischen Faktoren und matrixdegradie-
renden Enzymen in Peritonealmakrophagen nach Applikation der Tumorzellen. 5 x 10° AS oder AS-
D6.1A Tumorzellen wurden intraperitoneal pro Ratte injiziert und sieben Tage spédter wurden die Peritoneal-
makrophagen prépariert und die Proteinexpression mittels Durchfluzytometrie bestimmt. Fiir ein intrazelluldres
FACS wurden die Zellen zuvor in 1 % (v/v) Formalin in PBS fixiert und anschlieBend in 1 % (v/v) Tween 20 in
PBS permeabilisiert. Die Negativkontrollen wurden auf eine mittlere Fluoreszenzintensitit von 10 eingestellt.
Angegeben ist der Mittelwert der gefiarbten Zellen in Prozent und in Klammern der Mittelwert der mittleren
Fluoreszenzintensitit (n=3). Zusétzlich sind in der Tabelle die berechneten Signifikanzwerte dargestellt.

Kontrolle AS AS-D6.1A
Zf;iiﬂ[);], Zf;if:’;], Signifikanz Zifliiﬂ[)‘;i], Signifikanz Signifikanz
(mittlere (mittlere zur Kontrolle (mittlere zur Kontrolle zur Kontrolle
Fluoreszenz) | Fluoreszenz) p-Wert Fluoreszenz) p-Wert p-Wert
oM 97 (243)| 97(1254) —  (<0,0001)| 98(1841) - (0,0002) - (0,0100)
a3 12 (30)| 25 (138)] 0,0334 (0,0011)| 26 (177)| 0,0360 (0,0003) - =-)
o o4 92 (90)| 97 (598) - (<0,0001)| 97 (580) - (<0,0001) - =-)
gn as 80 (122)| 81 (582) - (0,0019)| 82 (633) - (0,0019) - -)
= a6 24 (25)| 33 (3% - (= )] 36 (25 - (=) - (=)
p2 72 (347)| 99(1155) - (0,0024)| 99(1864) - (0,0002) - (0,0122)
B3 38 (17)| 55 (48)] 0,0276 (0,0047)| 73 (72)| 0,0026 (0,0005) - (0,0213)
. CD9 87 (69)| 98 (635)| -  (<0,0001)| 97 (658) - (<0,0001) - =-)
'g CD81 61 (134)| 91 (696)| 0,0312 (<0,0001)| 89 (816)| 0,0354 (<0,0001) - =-)
g CD151 36 (18)| 54 (92)] 0,0313 (0,0012)| 56 (98)| 0,0344 (0,0020) - =-)
o
3 D6.1A nd| 16 (503)| 0,0080 (<0,0001)| 32 (563) 0,0010 0,0238 ( - )
(<0,0001)
< = VEGF 12 (14)| 27 (31)] 0,0154 (0,0384)| 41 (30)| 0,0034 (0,0422)| 0,0479 ( - )
)
g"g bFGF 13 (15)| 46 (69)| 0,0045 (0,0063)| 53 (63)|0,0024 (0,0052) - =-)
«<
%nh TNFa 37 (96)| 59 (118)] 0,0288 ( - )| 72 (132)| 0,0077 ( - ) - =-)
® MMP-2 28 (19)| 38 (52) - (0,0101)| 52 (48)] 0,0213 (0,0126) - =-)
% MMP-9 14 (13)| 47 (81)] 0,0011 (0,0212)| 47 (71)| 0,0019 (0,0256) - =-)
%g MMP-13 22 (15)] 31 (43) —  (0,0103)| 38 (46)| 0,0425 (0,0090) - (=)
éé TIMP-1 6 (10)| 18 (23)] 0,0315 (0,0445)| 17 (26)| 0,0409 (0,0389) - =-)
gné TIMP-2 4 (1| 12 (15)] 0,0363 ( - )| 19 (15)]0,0085 ( - ) - =-)
'g uPA 2 (1| 8 (15) - (= )| 15 (40)| 0,0070 (0,0090) - (0,0084)
B uPAR 9 (13)| 17 (25) - (0,0424)| 30 (56)| 0,0066 (0,0046)| 0,0334 (0,0161)
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Tabelle 3.8: Expression von Integrinen, Tetraspaninen, angiogenetischen Faktoren und matrixdegra-
dierenden Enzymen auf Mesenterialzellen nach Applikation der Tumorzellen. 5 x 10° AS oder AS-D6.1A
Tumorzellen wurden intraperitoneal pro Ratte injiziert und sieben Tage spéter wurden die Mesenterialzellen
préapariert und die Proteinexpression mittels Durchfluzytometrie bestimmt. Fiir ein intrazelluldres FACS
wurden die Zellen zuvor in 1 % (v/v) Formalin in PBS fixiert und anschlieBend in 1 % (v/v) Tween 20 in PBS
permeabilisiert. Die Negativkontrollen wurden auf eine mittlere Fluoreszenzintensitit von 10 eingestellt.
Angegeben ist der Mittelwert der gefiarbten Zellen in Prozent und in Klammern der Mittelwert der mittleren
Fluoreszenzintensitit (n=3). Zusétzlich sind in der Tabelle die berechneten Signifikanzwerte dargestellt.

Kontrolle AS AS-D6.1A
gefirbte gefirbte Signifikanz gefirbte Signifikanz Signifikanz
Zellen [%], | Zellen [%], | zyr Kontrolle | Zellen[%l. | zur Kontrolle | zur Kontrolle
(mittlere | (mittlere (mittlere
Fluoreszenz) | Fluoreszenz) p-Wert Fluoreszenz) p-Wert p-Wert
Oy 9(129)| 76(601)|0,0003 (0,0002)| 68 (789)(0,0004 (0,0004) - (0,04306)
al 4 (37)| 44(201)[0,0027 (0,0009)| 30(183)|0,0062 (0,0013) - (=)
a2 22 (20)| 36 (79)]0,0361 (0,0013)| 37 (92)]|0,0292 (0,0012) - (=)
a3 50 (31)| 87(182)[0,0060 (0,0035)| 78(281)|0,0068 (0,0005) - (0,0184)
-:E; o4 36 (147)| 39 (127) - ( - )| 64(122)]0,0123 ( - )|0,0206 ( - )
é a5 74 (91)| 70(193) - (0,0080)| 74217 - (0,0038) - (=)
ab 59 (114)| 68 (128) - ( - )| 66134 - (=) - (=)
p1 45 (23)| 72 (55)|0,0154 (0,0105)| 74(147)|0,0151 (0,0022) - (0,0073)
p2 86 (135)| 42 (258)(0,0025 (0,0275)| 55(230)|0,0138 (0,0406) - (=)
B3 35 (90)| 30 47 - ( - )| 33004 - (=) - (=)
@ CD9 89 (312)| 87(198) - (0,0276)| 86 (186) - (0,0271) - (=)
g CD81 95 (412)| 77 (556) - (0,0241)| 75 (760) - (0,0042) - (0,0265)
g CD151 94 (115)| 89 (272) - (0,0132)| 78 (165) - (=) - (=)
= |D6.1A 21 67)] 33 3| - (= )| 41472 - (0,0345)] - (0,0284)
, 5 | VEGF 37 (35)| 42 (61)| -  (0,0388)| 70(217)|0,0008 (0,0016)|0,0009 (0,0029)
§°§ bFGF 46 81)| 58(134)| -  (0,0225)] 76(322)| - (0,0015)|0,0128 (0,0050)
® & | TNFq 65(105)| 69(121)| - ( - | 651 - ( - - =)
. |TFNy 39 (50)| 8 (37)/0,0055 ( - )| 11 B3D]0,0092 ( - )] - ( - )
& :E;IL4 47 81)| 29 (35)]0,0277 (0,0098)| 25 (31)[0,0309 (0,0073)] - ( - )
5 E‘) TIMP-1 59 (50)| 27 49)]0,0168 ( - )| 32 (3900222 ( - )| - ( - )
“lTIMP-2 | 49 (64) 42 @6)) - (- )| 46 D] - (-] - (-
~ |MmP-2 15 (31)| 27 (67)]0,0472 (0,0116)| 48 (212)]0,0090 (0,0006)[0,0021 (0,0014)
éﬂé’ MMP-9 13 30)| 27 40)0,0235 ( - )| 47(140)[0,0198 (0,0043)|0,0032 (0,0067)
% S[MMP-13 | 13 (52)| 17(134)| - (0.0032)] 29(178)[0.0500 (0.0023)|0.0113 ( - )
£ = upPA 15 68)| 20 (57)] = (= )| 39(294)[0,0267 (0,0001)|0,0281 (0,0001)
= [wPAR 39 90)| 32 93)] - (- )| 3805 - (©0101)] - (0,0094)
E ) CD31 43(137)| 48(113)] - (- )| 65(298)[0,0211 (0,0066)|0,0234 (0,0053)
g'g: VEGFR1 | 23 44)| 34 (47)| - ( - )| 54(703)[0,0213 (0,0003)|0,0311 (0,0004)
S ' |VEGFR2 | 31 (53)| 45 (47)| - ( = )| 58(102)]0,0381 (0,0192)]0,0431 (0,0109)
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Abbildung 3.18: Expression von Angiogenesefaktoren auf den Mesenterien der Ratten nach Applikation
der Tumorzellen. 5 x 10° AS oder AS-D6.1A Tumorzellen wurden intraperitoneal pro Ratte injiziert und nach
sieben Tagen wurden die Mesenterien tiefgefroren und davon Gewebeschnitte (5 pm Schnittdicke) angefertigt.
Die Schnitte wurden mit anti-VEGF, anti-bFGF, anti-VEGFR1, anti-VEGFR2, anti-MMP-2, anti-MMP-9, anti-
MMP-13, anti-TIMP-2, anti-uPA oder anti-uPAR als Primédrantikérper inkubiert. Nach einer Inkubation mit dem
jeweiligen Biotin-markierten Sekundérantikdrper wurden die Schnitte einer AEC-Férbung unterzogen. Die
Expression der Proteine ist an der rost-braunen Farbung der Zellen zu erkennen. Mafistab: 500 um.
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Abbildung 3.19: Expression von Angiogenesefaktoren und matrixdegradierenden Enzymen auf einer
Rattenaortaendothelzelllinie (RAEC) und auf einer Fibroblastenzelllinie nach Kultivierung mit konditio-
niertem AS oder AS-D6.1A Zellkulturiiberstand. A) RAEC oder B) Fibroblasten wurden mit konditioniertem
AS oder AS-D6.1A Zellkulturiiberstand, 1:2 verdiinnt mit Zellkulturmedium, kultiviert und nach 72 h wurde die
Expression der angezeigten Antigene mittels DurchfluBzytometrie bestimmt. Fiir ein intrazelluldres FACS
wurden die Zellen zuvor in 1 % (v/v) Formalin in PBS fixiert und anschlieBend in 1 % (v/v) Tween 20 in PBS
permeabilisiert. Angegeben ist der Mittelwert der gefarbten Zellen in Prozent mit den Standardfehlern (n=3). «
signifikanter Unterschied zum Kontrollansatz mit Zellkulturmedium (p < 0,01), A signifikanter Unterschied zum
Ansatz mit AS Uberstand (p < 0,01).
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4 Diskussion

Der Proteinfamilie der Tetraspanine werden vielfdltige Funktionen zugeschrieben. Dies ldsst
sich u.a. darauf zuriickfiihren, dass Tetraspanine sowohl untereinander als auch mit weiteren
Transmembranmolekiilen, wie z.B. mit Integrinen, interagieren. Sie bilden ein Netzwerk an
Proteinen in Membranmikrodominen aus, die speziell fiir die Einleitung von Signaltransduk-
tionskaskaden geeignet sind. Bei der Vielzahl der Protein-Proteininteraktionen und der spe-
ziellen Membranlokalisation erscheint es nicht verwunderlich, dass den Tetraspaninen auch
bei Tumorprogression und Metastasierung eine wesentliche Rolle zukommt. Interessanter-
weise werden jedoch einzelnen Tetraspaninen metastasierungsférdernde (CD151, CO-029),
anderen metastasierungssupprimierende (CD9, CD82) Eigenschaften zugeschrieben. Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind nicht bekannt. Wir haben die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass entweder selektive Integrinassoziationen oder D6.1A-spezifische Charakter-
istika fiir die metastasierungsfordernden/supprimierenden Eigenschaften verantwortlich sind.
Die beiden Hypothesen schlieen sich nicht wechselseitig aus. Ich konnte nachweisen, dass
D6.1A im Gegensatz zu CD9 auf humanen Pankreasadenokarzinomzelllinien mit a6p4 asso-
ziiert, wobei diese Interaktion Metastasierung fordert. Dariiber hinaus konnte ich erstmals
zeigen, dass ein Tetraspanin Angiogenese induziert. Mogliche Ursachen fiir diese beiden

Phinomene mochte ich kurz diskutieren.

4.1 Einfluss der Kolokalisation von Integrinen und Tetraspaninen auf
die Motilitit humaner Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinom-

zelllinien

Aufgrund der frithen und starken Metastasierung des Pankreasadenokarzinoms in den Perito-
nealraum und anschlieBender Ansiedelung der Metastasen in der Leber, haben Patienten mit
diesem Tumor eine iiberaus schlechte Prognose (Rosenberg und Lipsett, 2003; Kleeff et al.,
2000; Perugini et al., 1998). Mehrere Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass die
Integrine a3B1 und a6B4 bei der Metastasierung von Tumoren beteiligt sind (Hood und
Cheresh, 2002; Bogenrieder und Herlyn, 2003). In fritheren Untersuchungen wurde in

unserem Labor gezeigt, dass in einer stark metastasierenden Pankreasadenokarzinomzelllinie,
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die aus der Ratte isoliert wurde, das Integrin a6p4 mit D6.1A/CO-029 nach Aktivierung der
Proteinkinase C mit PMA assoziiert. Nach erfolgter Internalisierung dieses Komplexes
verdanderten die Zellen ihren Phenotyp, aus einem sessilen wurde ein migrationsfahiger
Phenotyp (Herlevsen et al., 2003). Aufgrund dieser Tatsache haben wir die Hypothese formu-
liert, dass die Koexpression und die Interaktion von Integrinen mit Tetraspaninen insbeson-
dere die Interaktion von a6p4 mit dem Tetraspanin D6.1A eine Schliisselrolle in der Metasta-

sierung von Pankreasadenokarzinomen einnehmen konnte.

4.1.1 Integrin und Tetraspanin Expressionsprofil

Das Integrin Expressionsprofil von Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomen wurde bereits
von mehreren Arbeitsgruppen untersucht. Logsdon et al. (2003) zeigten in ihrer Studie, dass
auf Pankreasadenokarzinomen im Vergleich zu gesundem Gewebe oder im Vergleich zu
chronischer Pankreatitis a2, a3 und 4 signifikant hochreguliert ist. Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit dem hier dokumentierten Integrinexpressionsprofil der Tumorzelllinien. In den
untersuchten Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien war a2, a6 und B4 hoch
exprimiert. a3 war auf den untersuchten Pankreasadenokarzinomzelllinien starker exprimiert
als auf den Kolorektalkarzinomzelllinien. Auch die Expression einiger Mitglieder der Tetra-
spaninfamilie wurden auf Pankreas- und Kolorektalkarzinomen untersucht. Crnogorac-
Jurcevic et al. (2001) verglichen die Proteinexpression von humanem Pankreaskarzinomge-
webe mit gesundem Gewebe. Sie stellten eine Herunterregulation von CD9 im Karzinom-
gewebe gegeniiber gesundem Gewebe fest. Sho et al. (1998) untersuchten die mRNA Expres-
sion von CD9, CD63 und CD82 in humanen Pankreasadenokarzinomen und verglichen die
Expression mit der Tumorprogression. Die Expression von CD63 war in allen Proben unver-
andert, jedoch zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Expression von CD9 und
CD82 und dem Tumorstatus. Die Uberlebensrate der Patienten mit einer geringen Expression
von CDY im Tumor war signifikant niedriger als fiir die Patienten mit CD9-positiven Tumo-
ren. Ebenso war die Uberlebensrate der Patienten mit CD82-positiven Tumoren signifikant
hoher als fiir Patienten mit erniedrigter CD82 Expression. Die Transfektion von CD82 cDNA
in die stark metastasierende Kolorektalkarzinomzelllinie Lovo fiihrte zu einer verringerten
Adhiésion an Komponenten der EZM und zu einer verringerten in vitro Zellinvasion (Liu et
al., 2003). Im Gegensatz dazu fiihrte die i.v. Injektion von CD82 transfizierten humanen
Lungenkarzinomzelllinien in SCID Maiuse zu einer ausgepragten multiorganen Metastasie-

rung (Shinohara et al., 2001). Obwohl CD82 als ein Metastasierungssuppressorprotein be-
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kannt ist, scheint es unter bestimmten Bedingungen die Metastasierung zu unterstiitzen. Eine
eindeutige Korrelation zwischen der Expression von CD9 und CD82 auf den hier untersuch-
ten Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien mit dem Metastasierungspotenzial
konnte nicht festgestellt werden. Die nichtmetastasierende Pankreasadenokarzinomzelllinie
BxPC3 exprimiert CD9 z.B. zu einem geringeren Niveau als die metastasierende Zelllinie
Capan2. Dasselbe konnte fiir die Expression von CDS82 festgestellt werden, so exprimiert die
schwach metastasierende Zelllinie Pancl CDS2 viel starker als die nichtmetastasierende Zell-
linie MiaPacal. Allerdings konnte eine Korrelation zwischen der Proteinexpression und dem
Metastasierungspotenzial fiir das Tetraspanin CO-029 festgestellt werden. Das Integrin a6p4
ist auf vielen invasiven und metastasierenden Tumoren, wie Brust-, Blasen- und Kolorektal-
karzinomen hochreguliert (Mercurio und Rabinovitz, 2001). Jedoch konnte bei den hier
untersuchten Karzinomzelllinien keine Korrelation zwischen der Expression von a6f4 und
dem Metastasierungspotenzial nachgewiesen werden. Die Expression der f4-Integrinkette ist
sowohl auf metastasierenden als auch auf nichtmetastasierenden Tumorzelllinien hoch. Dies
spricht dafiir, dass nicht alleine die Expression von bestimmten Integrinen und Teraspaninen
fir das Metastasierungspotenzial von Karzinomzelllinien ausschlaggebend ist, sondern
vielmehr die unterschiedlichen Assoziationspartner und die Organisation dieser Molekiile in

definierten Komplexen bei der Invasion und Metastasierung eine wichtige Rolle spielen.

4.1.2 Kolokalisation von Integrinen und Tetraspaninen

Tetraspanine bilden auf Plasmamembranen ein ausgedehntes Netzwerk und sind Bestandteil
von multimolekularen Komplexen. In diesen Komplexen assoziieren sie mit anderen Trans-
membranmolekiilen. Assoziationen von Tetraspaninen mit Integrinen wurden bereits von
mehreren Arbeitsgruppen beschrieben (Maecker et al., 1997; Sincock et al., 1999; Yauch et
al., 1998). Das Tetraspanin CD151 assoziiert mit a3B1, a6B1lund a6p4 (Yauch et al., 1998;
Berditchevski et al., 2001; Sterk et al., 2000). CD9 assoziiert vor allem mit a3B1 und a6f1
(Charrin et al., 2001; Kawakami et al., 2002). CD81 bildet Komplexe mit z.B. a3p1 und a4f1
(Charrin et al., 2001; Stipp und Hemler, 2000). Das Rattenhomolog von CO-029 (D6.1A)
assoziiert mit a3p1 und a6PB1 und nach Auflésung der Hemidesmosome mit a6p4 (Claas et
al., 1998; Herlevsen et al., 2003). Die Ergebnisse der Kolokalisation von Tetraspaninen und
Integrinen der humanen Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien stimmen mit den
hier beschriebenen Eigenschaften iiberein. a3B1 kolokalisierte haufig mit den Tetraspaninen

CD9, CD81 und CDI151. Im Gegensatz dazu kolokalisierte a6Bf4 mit den Tetraspaninen
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CDI51 und CO-029. Die Ergebnisse der Kolokalisation konnten durch die Ergebnisse der
Koimmunprézipitation bestétigt werden. Sterk et al. (2000) konnten CD151 in o331 und a6p4
Immunkomplexen nach erfolgter Lysis der Zellen in 1 % CHAPS nachweisen. Nach der Lysis
mit einem stringenteren Detergenz, 1 % NP-40, war CDI51 nur noch in 031 Immun-
komplexen zu finden. Auch bei den in dieser Arbeit untersuchten Karzinomzelllinien konnte
CDI151 sowohl mit a3 als auch mit B4 unter der Lysisbedingung von 1 % Brij96 koimmun-
prazipitiert werden. CO-029 koimmunprézipitierte unter der schwachen Lysisbedingung von
1 % Brij58 mit a3 und B4, aber unter der stringenteren Lysisbedingung von 1 % Brij96 war es
nur in a3 Koimmunprézipitaten zu detektieren. Herlevsen et al. (2003) zeigte, dass das
Rattenhomolog von CO-029 (D6.1A) nach der Lysis mit 1 % CHAPS mit a3, Bl und B4
koimmunpréazipitiert. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Aktivierung der PKC durch PMA zu
einer Internalisierung von D6.1A und a6p4 fiihrt und beide Molekiile wieder an den Lamelli-
podien exprimiert werden. Da Tetraspanine auch untereinander in Wechselwirkung treten
(Hemler, 2001), kann man davon ausgehen, dass CO-029 nicht direkt, sondern iiber das Tetra-
spanin CD151 mit dem a6p4 Integrin assoziiert. Mehrere Ergebnisse bestitigen diese Hypo-
these. Das Profil der Koimmunprazipitation von CO-029 mit a3B1, a6f1lund a6p4 stimmt mit
dem Profil von CD151 {iiberrein. CD9 koimmunprézipitierte mit a3, aber nicht mit 4. Die
Kolokalisation von CD9 mit a331 wurde hauptsichlich an Zell-Zell Kontakten dokumentiert,
wo a6B4/CD151 und a6B4/C0O-029 Komplexe nur geringfiigig vorhanden waren. Eine Be-
handlung mit PMA verstiarkte die Wechselwirkung von a6p4 mit CD151 bzw. mit CO-029,
aber schwichte die Assoziation von CD9 mit a3. Die PMA bedingte Internalisierung von
CD151, CO-029 und B4 dhnelte sich, wiahrend sich aber Unterschiede mit der Internalisierung
von CD9 und a3 zeigten.

CD151-a3B1 Komplexe widerstehen starken Detergenzien und treten in hoher Stochiometrie
auf (Hemler, 2001). Die Beobachtung, dass CD151 eine Assoziation mit a6B4 bevorzugte,
konnte mit den Ergebnissen von Sterk et al. (2000) erklart werden. Sie zeigten, dass CD151 in
Hemidesmosomen mit a6p4 assoziiert und nur ein geringerer Teil mit a3p1 assoziiert bleibt
und in die Fokalkontaktstellen umgelagert wird. Sie konnten zusétzlich zeigen, dass CD9 von
den CD151-06p4 Komplexen ausgeschlossen bleibt. Dies konnte in dieser Arbeit fiir die
CDI151-CO-029-a6p4 Komplexe bestitigt werden, nur die Zelllinie SW707 stellte eine Aus-
nahme dar. Hier konnte CD9 auch mit f4 koimmunprizipitiert werden. Man konnte deshalb
davon ausgehen, dass in Abwesenheit von a6p4 oder Laminin 5, a3B1 sich in Komplexen mit
CDI151, CD9 und CO-029 befindet. Im Gegensatz dazu fiihrt die gleichzeitige Expression von

a6PB4 zu einer Umorganisation der Tetraspanin-Integrin-Komplexe. In den CD151-0634 Kom-
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plexen assoziiert CO-029 iiber CD151 mit a6p4, wihrend CD9 hauptsidchlich mit a3p1 asso-
ziiert bleibt. Die Ursache dieser Umlagerung ist noch nicht vollstindig aufgeklért und beno-
tigt weitere Untersuchungen. Ein moglicher Grund konnte eine Konkurrenz der Integrine um
Laminin 5 sein oder Unterschiede in den cytoplasmatischen Regionen der Tetraspanine. So
besitzen z.B. CO-029 und CD151, aber nicht CD9, ein Tyrosin-basierendes Internalisierungs-
signal (Berditchevski, 2001). Dies konnte eine Erkldrung dafiir sein, dass CO-029-CD151-
a6B4 Komplexe in internalisierten Vesikel auftauchen, die spiter an der Migrationsfront

wieder mit der Plasmamembran verschmelzen.

4.1.3 Auswirkung der Tetraspanin-Integrin-Komplexe auf die Zellmotilit:it

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Tetraspanine durch die Interaktion mit Inte-
grinen einen Einfluss auf die Zelladhdsion und damit auch auf die Migration haben. Winter-
wood et al. (2006) zeigten, dass eine Herunterregulation der CD151 Expression durch retro-
virale RNA Interferenz in epidermalen Karzinomzellen zu einer geringeren Motilitdt auf
Laminin 5 fiihrt. Weiterhin wurden die Assoziation von a3p1 mit Tetraspaninmikrodoménen
und die Internalisierung von a3p1 bei auf Laminin 5 migrierenden Zellen beeintrachtigt. Die
a3B1- und a6P4-vermittelte Adhdsion an Laminin 5 war ebenfalls verringert. Penas et al.
(2000) zeigten eine Beteiligung von B1-Integrinen an der Adhédsion und Migration von Kera-
tinozyten. Sie fanden eine Akkumulation von CD9, CD81 und CD151 zusammen mit a3 und
B1-Integrinketten an interzelluldren Verkniipfungspunkten. Antikdrper gegen CD9, CD&1, B1
und o3 hemmten die Migration, anti-CD151 hemmte dagegen nur zu einem geringeren
Ausmal. In dieser Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass a3B1 hauptsachlich mit CD9
an Zell-Zell-Kontaktstellen kolokalisiert. Eine Kolokalisation von CD151 und CO-029 mit
a6p4 konnte an diesen Zell-Zell-Kontaktstellen kaum nachgewiesen werden. Zum anderen
fiihrte die PMA induzierte Internalisierung zu einer unterschiedlichen Relokalisation der
CDI151-CO-029-06p4 und der CD9-a3B1 Komplexe. Diese Unterschiede in der Relokalisa-
tion von Tetraspanin-Integrin-Komplexen konnte eine wesentliche Rolle bei der Migration
haben. Mit Ausnahme von Panc89 und WIDR fiihrt eine Behandlung mit PMA zu einer
gesteigerten Migration auf Laminin 5. Unabhdngig davon, ob eine PMA-Behandlung einen
Einfluss auf die Migration hatte, wurde in allen untersuchten Zellen durch PMA eine
verstirkte Internalisierung der a3/CD9 Komplexe festgestellt. Unterschiede zeigten sich
allerdings bei den B4/CD151 und bei den f4/C0O-029 Komplexen. Die Karzinomzelllinien, die

thr Migrationsverhalten durch eine PMA-Behandlung nicht verdnderten, wiesen keine
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Internalisierung der B4/CD151 und B4/CO-029 Komplexe auf. Die Internalisierung der
4/CD151/CO-029 Komplexe scheinen also wesentlich an der PMA-induzierten Migration
beteiligt zu sein. Die PMA-induzierte Migration ist auf eine geringere Adhérens der Zellen an
Laminin 5 zurlickzufiihren. Anti-f4 flihrte, wie die Behandlung mit PMA, in allen untersuch-
ten Karzinomzelllinien zu einer geringeren Adhédrens an Laminin 5. Im Gegensatz dazu hatte
anti-a3 nicht in allen untersuchten Zelllinien einen Einfluss auf die Adhirens. Auch dieses
Ergebnis deutet auf eine wesentliche Beteiligung der f4-Tetraspanin Komplexe im Vergleich
zu o3-Tetraspanin Komplexe an der Migration der Karzinomzelllinien hin. Insgesamt kann
man sagen, dass die PMA-induzierte Komplexbildung von CD151, CO-029 und a6B4 und die
gesteigerte Internalisierung mit einer erhdhten Migration und einer verminderten Adhésion
der Zelllinien an Laminin 5 korrelierte. Die Pankreasadenokarzinomzelllinie Panc89 migrierte
unabhingig von einer PMA-Behandlung sehr gut auf Laminin 5. Vor und nach einer PMA-
Behandlung waren die f4/CD151 und B4/CO-029 Komplexe gleich stark auf der Zellober-
fliche exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass es neben der Internalisierung von Integrin-
Tetraspanin-Komplexen noch weitere Mechanismen geben muss, die der Zelle ein hohes
Migrationsverhalten ermdglichen.

Die Pankreasadenokarzinomzelllinien AsPC1, Capanl, Colo357 und 818 sowie die Kolorek-
talkarzinomzelllinie HT29 sind als metastasierende bzw. als stark metastasierende Zelllinien
beschrieben worden. Diese Zelllinien gewannen an Motilitdt nach Aktivierung der Protein-
kinase C durch PMA. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei WIDR oder Panc89 um eine
schwach bzw. nicht metastasierende Zelllinie. Die Vermutung liegt nahe, dass die stimula-
tionsbedingte Internalisierung von CD151/CO-029 und a6B4 zu einer erhdhten Tumorzell-
motilitdt fiihren konnte und damit einen Beitrag an der starken Metastasierung von Pankreas-
adeno- und Kolorektalkarzinomen haben konnte. Neben der Beteiligung der Tetraspanin-
Integrin-Komplexe gibt es noch weitere Molekiile, die einen wesentlichen Beitrag an der
Invasion und Metastasierung von Pankreasadeno- und Kolorektalkarzinomen haben.
Tzanakakis et al. (2003) beschrieben einen Zusammenhang zwischen dem Metastasierungs-
potenzial und der Aktivitit von Cathepsin B, einer lysosomalen Cysteinprotease. Je grofBer
das Metastasierungspotenzial einer humanen Pankreaskarzinomzelllinie war, desto hoher war
die Aktivitit von Cathepsin B. Jimenez et al. (2000) konnten zeigen, dass der Matrixmetallo-
proteinaseinhibitor BB-94 bei den zwei untersuchten Pankreasadenokarzinomzelllinien in
Vitro zu einer geringeren Invasion der Tumorzellen fiihrte und in vivo die Uberlebensrate der
Tiere erhoht wurde. Zusétzlich wurden weniger Metastasen bei Behandlung mit BB-94 im

Vergleich zu den Kontrolltieren dokumentiert. In einer weiteren Studie wurden 9 humane
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Kolorektalkarzinomzelllinien auf Tumorigenitdt, Wachstums- und Metastasierungsverhalten
nach subkutaner Applikation oder nach Applikation in die Darmwand untersucht. Zusétzlich
wurde das Invasionsverhalten in vitro, die Expression von E-Cadherin in vivo und in vitro und
die Produktion von uPA und tPA in vitro dokumentiert (de Vries et al., 1995). Sie fanden,
dass das Invasionsverhalten in vitro nicht mit dem Invasionsverhalten in vivo korrelierte,
ebenfalls unterschied sich die Expression von E-Cadherin in vivo und in vitro und das nicht-
invasive Verhalten der Zelllinien in vitro stand in Zusammenhang mit einer homogenen
Expression von E-Cadherin und mit einer geringeren Produktion von uPA. Aus diesen Ergeb-
nissen kann man schlieen, dass die Umgebung des Tumors einen wesentlichen Einfluss auf
das invasive und metastatische Verhalten von Tumoren hat und dass in vitro Ergebnisse
mogliche Mechanismen und Wege aufkldren konnen, aber letztendlich diese Ergebnisse in

Vivo tiberpriift werden miissen.

4.2 Einfluss des Tetraspanins D6.1A und des Integrins a6p4 auf die

Neoangiogenese von Pankreasadenokarzinomen

Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass CO-029 zusammen mit a6p4 und CD151 in
Komplexen vorhanden ist, diese Komplexe nach Aktivierung der PKC durch PMA
internalisiert werden und die Internalisierung dieser CO-029/CD151/a64 Komplexe einen
wesentlichen Beitrag an der Migration der Tumorzellen auf Laminin 5 haben. Neben dem
Einfluss der Tetraspanin-Integrin-Komplexe auf die Migration von Tumorzellen, wird
ebenfalls ein Einfluss der Tetraspanine auf die Angiogenese vermutet. Aus diesem Grund
wurde im zweiten Teil der Arbeit im Metastasenmodell in der Ratte der Einfluss des Tetraspa-
nins D6.1A (CO-029) in Wechselwirkung mit dem Integrin a6p4 auf die zelluldre Morpho-

genese und Tumorangiogenese untersucht.

4.2.1 Rolle des Tetraspanins D6.1A bei der zelluliren Morphogenese

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen, die D6.1A exprimieren, auf Matri-
gel kabelstrukturartig wachsen und die gleichzeitige Expression von a6f4 einen inhibito-
rischen Effekt auf die D6.1A-induzierte Kabelstruktur hat. Zhang et al. (2002) konnten dies

ebenfalls fiir ein weiteres Tetraspanin nachweisen. CD151 {iberexprimierende NIH3T3 Zellen
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zeigten auf Matrigel ein kabelstrukturartiges Wachstum. Diese Kabelstruktur war auf die
Assoziation von a6f1 mit CD151 zurlickzufiihren. Sowohl anti-a6fB1 als auch anti-CD151
blockierte die Ausbildung der Kabelstruktur. Sie konnten zusitzlich zeigen, dass eine
Deletion von 8 Aminosduren vom C-Terminalen Ende des Tetraspanins keinen Einfluf} auf
die Assoziation von CD151 mit a6B1 hatte, vielmehr aber wurde das ,,outside-in* Signal des
Integrins nach Ligandenbindung unterbunden. Im Gegensatz dazu fiihrt die Expression von
CD82 zu einer Inhibition der Kabelstruktur in Dul45 Prostatakarzinomzellen (He et al.,
2005). Weder anti-CD?9, anti-CD81 oder anti-CD151 konnten die Kabelstruktur unterbinden.
Die Inhibition der Kabelstruktur durch CD82 wird auf eine verringerte Expression von a6f1
auf der Zelloberfliche zuriickgefiihrt. Die D6.1A-induzierte Kabelstruktur konnte durch D6.1
und anti-a3, aber nicht durch anti-a6, anti-CD9, anti-CD81 und anti-CD151 blockiert werden.
D6.1A assoziiert mit o331 und a6PB1 und nach Auflosung der Hemidesmosome mit a6p34
(Claas et al., 1998; Herlevsen et al., 2003). Durch die gleichzeitige Expression von D6.1A
und a6P4, tritt D6.1A in Komplexen zusammen mit a6B4 auf, wodurch dies zu einer
Umorganisation der bestehenden Tetraspanin-Integrin-Komplexe fiihrt. Diese Umorganisation
der Tetraspanin-Integrin-Komplexe konnte den hemmenden Einfluss von a6p4 auf die
D6.1A-induzierte Kabelstruktur erklédren.

Die morphologischen Eigenschaften der Tetraspanine unterscheiden sich, auch wenn die
Zellen ein dhnliches Tetraspaninprofil vorweisen. Die genauen Mechanismen, welche diesem
Phanomen zugrunde liegen, sind noch nicht bekannt, jedoch kann man davon ausgehen, dass
das zelltypische Expressionsprofil der Integrine und die Wechselwirkung der Integrine mit

den Tetraspaninen eine wichtige Rolle bei der Morphogenese haben.

4.2.2 Das Tetraspanin D6.1A induziert die Tumorangiogenese

Durch die in vivo Experimente konnte gezeigt werden, dass in D6.1A-exprimierenden AS
Tumoren signifikant mehr Kapillaren vorhanden sind, als in AS Tumoren, die kein D6.1A
exprimieren. Zusitzlich wurde gezeigt, dass die D6.1A-induzierte Angiogenese durch die
gleichzeitige Expression von a6B4 gehemmt werden konnte. Dieses Ergebnis bestitigt den
Einfluss von D6.1A und a6B4 auf die zellulire Morphologie; auch bei diesen Versuchen
fiihrte die gleichzeitige Expression von a6p4 zu einer Inhibition der D6.1A-induzierten
Kabelstruktur der Tumorzellen auf Matrigel. Bei der Induktion der Angiogenese durch D6.1A
handelt es sich um einen D6.1A spezifischen Effekt, denn D6.1, aber nicht der Antikdrper

gegen ein anderes Tetraspanin, anti-CD151, konnte die Tumorangiogenese blockieren.
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Der Antikorper D6.1 inhibierte nicht nur die D6.1A-induzierte Angiogenese, sondern auch die
wesentlich schwéchere Angiogenese in den AS Tumoren. Eine mogliche Erklarung fiir die
Inhibition der Angiogenese in AS Tumoren durch D6.1 ist die Tatsache, dass neugebildete
Kapillaren D6.1A hochregulieren. Diese Expression von D6.1A auf den Endothelzellen
konnte einen wesentlichen Beitrag an der Aufrechterhaltung der Angiogenese spielen. Die
Blockierung von D6.1A auf den Endothelzellen kdnnte damit die Inhibition der Tumorangio-
genese erkléren.

Um auszuschieBBen, dass die D6.1A induzierte Angiogenese auf ein schnelleres Tumorwachs-
tum von AS-D6.1A Tumoren zuriickzufiihren ist, wurde die Proliferation der Tumorzellen
tiberpriift. Die AS Tumorzellen proliferierten sogar schneller als die AS-D6.1A Tumorzellen.
Damit konnte gezeigt werden, dass die Angiogenese auf die Expression von D6.1A und nicht
auf ein schnelleres Tumorwachstum zurlickzufiihren ist. Ebenso konnte nachgewiesen
werden, dass der hemmende Effekt von D6.1 auf die Angiogenese nicht auf einer Hemmung
des Tumorwachstums beruht. Weder D6.1, anti-CD151 oder anti-CD9 hatte einen Einfluss

auf das Proliferationsverhalten der Tumorzelllinien.

4.2.3 Exosome von AS-D6.1A Tumorzellen enthalten D6.1A und induzieren

die Neoangiogenese

Die AS-D6.1A-induzierte Angiogenese war unabhingig von direkten Zell-Zell-Kontakten
zwischen Tumorzellen und Endothelzellen. Allein der Uberstand der Tumorzellen reichte aus,
um im in vitro Modell Angiogenese zu induzieren. Daher wurde konditionierter Uberstand
von AS und AS-D6.1A Tumorzellen auf das Vorhandensein wesentlicher angiogenetischer
und anti-angiogenetischer Faktoren untersucht. Jedoch wurden nur geringfiigige Unterschiede
in den sekretierten angiogenetischen Faktoren dokumentiert. Dies konnte darauf hindeuten,
dass D6.1A im Uberstand vorhanden sein muf und mafBgeblich an der Angiogeneseinduktion
beteiligt ist. Tetraspanine werden bekanntermaflen in Vesikeln, den sogenannten Exosomen,
von den Tumorzellen abgegeben (Caby et al., 2005; Andre et al., 2002; Escola et al., 1998). In
der Tat war das von den AS-D6.1A Tumorzellen abgegebene D6.1A ausschlieBlich in den
Exosomen nachzuweisen, wiahrend VEGF nur im Uberstand der Tumorzellen detektiert
wurde. Die von den AS-D6.1A Tumorzellen isolierten Exosomen wurden noch nicht vollstan-
dig auf ihre Proteinzusammenstellung untersucht, aber es konnte gezeigt werden, dass die AS
bzw. AS-D6.1A Exosome ein unterschiedliches Proteinprofil aufweisen. Interessanterweise

sind die Exosomen allein in der Lage Angiogenese zu induzieren, obwohl sie kein VEGF
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enthalten. Da Tetraspanine in multimolekularen Komplexen mit einer Vielzahl von Trans-
membranmolekiilen interagieren, konnte man vermuten, dass das Tetraspanin D6.1A als
Adapter fungiert und auf diese Weise andere Molekiile, die in dem Prozess der Angiogenese
involviert sind, in die Exosomen vermehrt transportiert. Das Vorhandensein von D6.1A in
den Exosomen stellt eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Inhibition der Angiogenese
durch den Antikdrper D6.1 dar, der sowohl die durch AS-D6.1A Uberstand als auch die durch
AS-D6.1A Exosomen induzierte Angiogenese blockiert. D6.1 konnte also auch direkt das
D6.1A in den Exosomen blockieren und eine mdgliche Interaktion mit den Endothelzellen
unterbinden. Ein weiterer Hinweis filir die Unabhéngigkeit der Angiogenese von Zell-Zell-
Kontakten ist das Vorhandensein der Angiogenese nach intraperitonealer Applikation der AS-
D6.1A Tumorzellen in einem entfernten Organ, dem Pankreas. Es wére also moglich, dass
D6.1A auf den Exosomen mit den Endothelzellen interagiert, auf eine noch unbekannte Art

und Weise die Endothelzellen aktiviert und dadurch die Angiogenese auslost.

4.2.4 Einfluss von D6.1A auf die Tumorumgebung

In der Tat iiben die AS-D6.1A Zellen bzw. der AS-D6.1A Uberstand ihren Einfluss nicht nur
auf die Endothelzellen aus, sondern auch benachbarte Zellen werden aktiviert und zur Sekre-
tion von angiogenetischen Faktoren und von Enzymen angeregt, die aktiv an der Angiogenese
beteiligt sind. Die Peritonealmakrophagen stellen offensichtlich nicht den Hauptangriffspunkt
der AS-D6.1A Tumorzellen dar. Ein signifikanter Unterschied zwischen den AS-D6.1A und
den AS Tumorzellen bestand nur in der Hochregulation von uPA und uPAR. Dies war jedoch
fiir die Mesenterialzellen anders. Die Expression von mehreren Angiogenesegenen, wie
bFGF, VEGF, MMP-2 und MMP-9 wurden sowohl in der Gegenwart von AS als auch von
AS-D6.1A Tumorzellen hochreguliert. Jedoch wurde die Expression von folgenden Genen,
CD31, D6.1A und VEGFR, durch AS-D6.1A Zellen bzw. Uberstand gegeniiber den AS
Zellen bzw. Uberstand signifikant hochreguliert. Die Hochregulation dieser endothelialen
Zellmarker wurde durch die Kokulturversuche der Rattenaortaendothelzelllinie (RAEC) mit
AS oder AS-D6.1A Uberstand bestitigt. In der Tat ist die Hochregulation von D6.1A ein
generelles Phdnomen neu gebildeter Kapillaren, unabhingig davon, ob die Tumorzellen
D6.1A exprimieren oder nicht. Die Angiogenese ist jedoch bei der Abwesenheit von D6.1A in
den Tumorzellen schwécher ausgeprigt. Man kann davon ausgehen, dass die D6.1A abhin-
gige Hochregulation der Gene nicht direkt auf D6.1A zurlickzufiihren ist, sondern eine Art

Endeffekt darstellt. D6.1A induziert nicht direkt die Transkription von mehreren Genen, son-
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dern aktiviert die Angiogenese durch einen Mechanismus, der bis jetzt noch nicht aufgeklart
ist. Die Tatsache, dass der Uberstand von AS-D6.1A Tumorzellen auf die etablierten Zell-
linien einen geringeren Effekt ausiibt als auf die Mesenterien im in vitro Kokulturmodell, ist
ein weiterer Hinweis darauf, dass eine Interaktion nicht nur zwischen den Tumorzellen bzw.
den von den Tumorzellen abgegebenen Exosomen und den Endothelzellen besteht, sondern
dass auch eine Interaktion zwischen dem Tumor und dem umgebenden Stroma vorhanden
sein muss. Zuséatzlich konnte die starke Expression von D6.1A auf den neu gebildeten Kapil-
laren einen sogenannten ,,angiogenetischen Loop* bilden, der wiederum die Angiogenese
unterstiitzt und aufrechterhilt.

Weiterhin ist folgendes festzuhalten, die Induktion der Angiogenese durch D6.1A ist unab-
hingig vom Sauerstoffangebot, d.h. die Angiogenese wird nicht durch eine Hypoxie ausge-
16st. Diese Annahme beruht auf der Tatsache, dass erstens im in vitro Kokulturmodell bereits
nach 72 h unter normalem Atmosphérensauerstoffgehalt die Angiogenese induziert wurde und
zweitens in den in vivo Experimenten die Angiogenese in einem Tumor-freien Organ
angeschaltet wurde.

Die biochemischen Mechanismen, die der D6.1A induzierten Angiogenese zugrunde liegen,
sind noch nicht aufgekldrt. Da D6.1A auf sprossenden Kapillaren stark exprimiert wird und
der Antikorper D6.1 die Angiogenese inhibiert, und zwar sogar dann, wenn der Tumor kein
D6.1A exprimiert, liegt die Vermutung nahe, dass die Expression von D6.1A auf den Endo-
thelzellen einen frithen Prozess in der D6.1A induzierten Tumorangiogenese darstellt. Die
Expression von D6.1A auf den Endothelzellen konnte damit die Aufrechterhaltung der Angio-

genese unterstiitzen.

4.2.5 D6.1A-induzierte Angiogenese und mogliche involvierte biochemische

Signaltransduktionswege

Tetraspanine, u.a. auch das Tetraspanin D6.1A, sind in Glykolipid-reichen Membranmikro-
domaénen lokalisiert (Zhang et al., 2001). Diese Membranmikrodoménen dienen als Plattform
fiir Signaltransduktionsmolekiile (Levy und Shoham, 2005; Wright et al., 2004; Hemler,
2003). Einige Tetraspanine assoziieren mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren und beeinflus-
sen dadurch die Signaltransduktion iiber heterotrimere G-Proteine (Little et al., 2004). Ob-
wohl eine Assoziation von D6.1A mit einem G-Protein gekoppelten Rezeptor noch nicht be-
kannt ist, konnte Claas et al. (2005) eine Assoziation mit dem Prostaglandin F2a Rezeptor

regulatorischen Protein nachweisen, welche die Bindung von Liganden zu G-Protein gekop-
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pelten Rezeptoren reguliert (Orlicky et al., 1996). AuBlerdem ist bekannt, dass D6.1A mit der
PKC und der Typ II Phosphoinositol-4-Kinase assoziiert, welche die Signaltransduktion {iber
die Phosphorylierung von Phosphatidylinositolzweiphosphat einleitet (Claas et al., 2005).
Eine weitere Moglichkeit wire die Aktivierung von assoziierten Integrinen (Levy und
Shoham, 2005; Hemler et al., 2003). D6.1A assoziiert mit a3 (Claas et al., 1998), das wéhrend
der D6.1A-induzierten Angiogenese - dhnlich wie die Expression von a4 - auf Endothelzellen
stark hochreguliert wird. Sowohl fiir a3 als auch fiir a4 wurde ein Einfluss auf die Expression
von MMPs beschrieben. a3p1 reguliert die MMP-9 Expression iiber die Stabilisierung der
MMP-9 mRNA (Iyer et al., 2005) und Kubota et al. (1997) konnten zeigen, dass der
aktivierende Antikorper anti-a3 ein Signaltransduktionsweg auslost, der in einer erhohten
Sekretion und Aktivierung von proMMP-2 endet. Auf der anderen Seite fiihrte der
blockierende Antikorper anti-o4 zu einer reduzierten MMP-2 und MMP-9 Produktion
(Esparza et al., 1999). Es gibt also mehrere Mechanismen, wie D6.1A einen Beitrag an der
Transkription und Aktivierung von Angiogenese fordernden Molekiilen haben kann. Weitere

Untersuchungen sind notwendig, um den genauen Signaltransduktionsweg aufzukliren.

4.2.6 Interaktion von D6.1A mit Endothelzellen

SchlieBlich bleibt die Frage zu beantworten, wie D6.1A mit den Endothelzellen interagieren
kann. Eine Moglichkeit wire, dass diese Interaktion von D6.1A assoziierten Transmembran-
molekiilen vermittelt wird und/oder von Molekiilen, die in D6.1A enthaltenen Exosomen
angereichert vorliegen. Clayton et al. (2004) konnten zeigen, dass sezernierte Exosome von
B-Zellen Integrine beinhalten und die Exosome iiber diese Integrine mit Komponenten der
EZM und mit Cytokin-aktivierten Fibroblasten interagieren. Es wire also gut moglich, dass
die Interaktion mit den Endothelzellen von Integrinen vermittelt wird, die in den Exosomen
enthalten sind, und dass diese Integrine durch das Tetraspanin D6.1A vermehrt in die
Exosomen eingebaut werden. Die proteinsortierenden Eigenschaften der Tetraspanine wurde
bereits fiir die immunologische und die sogenannte infektiose Synapse beschrieben und wiren
eine mogliche Erklarung fiir eine sogenannte Transaktivierung der Endothelzellen durch die
Exosome. So ist z.B. das Tetraspanin CD81 auf B-Zellen im Signaltransduktionskomplex mit
CD19, CD21 und Leu-13 enthalten. Man vermutet, dass CD81 als ein Adaptormolekiil
fungiert und den B-Zell Korezeptorkomplex in Signaltransduktionskomplexe in Lipid Rafts
einschleufit und dort stabilisiert (Tarrant et al., 2003). Ebenso konnte gezeigt werden, dass

Dendritische Zellen beim Kontakt mit T-Zellen intrazelluldres HIV-1 zusammen mit CD9 und
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CDS8I1 in die infektiose Synapse translokalisieren (Garcia et al., 2005). Eine weitere Moglich-
keit wiare, dass die Exosomen mit den Endothelzellen fusionieren. Fiir CD9 wurde eine
wesentliche Rolle in der Fusion von Spermatozoen mit der Eizelle und in der Fusion von
Myoblasten beschrieben. CD9 knockdown Maiuse produzieren Eizellen, die nicht mehr in der
Lage sind mit einem Spermatozoon zu fusionieren (Le Naour et al., 2000). Zhu et al. (2002)
konnte zeigen, dass die Interaktion von CD9 mit anderen Proteinen in der Eizellmembran eine
wesentliche Rolle bei der Eizellfusion spielt und dass drei Aminoséduren in der gro3en extra-
zelluldaren Domine an dieser Interaktion beteiligt sind. Schwander et al. (2003) zeigten, dass
B1 zusammen mit CD9 an der Fusion von Myoblasten beteiligt sind. f1-defiziente Myoblas-
ten sind nicht mehr in der Lage zu fusionieren und CD9 wird nicht mehr an der Zelloberfldche
exprimiert. Weitere Untersuchungen sind ndtig, um den genauen Mechanismus aufzukliren,
wie die Exosome mit den Endothelzellen bzw. mit den Stromazellen interagiert, um den soge-

nannten ,,angiogenic switch* zu induzieren.

4.2.7 Perspektiven

Ausgehend von dem Befund, dass die Expression von D6.1A zu einer erh6hten Tumorangio-
genese fithrt und sezernierte Exosome ausreichen, um Angiogenese zu induzieren, ergeben
sich eine Reihe notwendiger, weiterfiihrender Studien, deren Resultate Hinweise fiir eine
therapeutische Relevanz geben konnen. Als erstes sollte die Frage geklart werden, welche
Proteine in den AS-D6.1A Exosomen vorhanden sind und auf welche Weise die Exosomen
mit den Endothelzellen bzw. Fibroblasten interagieren. Unterschiede im Proteinprofil der AS
und AS-D6.1A Exosome konnen Aufschluss geben, welche weiteren Molekiile auf den Exo-
somen an der Angiogeneseinduktion beteiligt sein konnten. Das Integrinprofil und/oder das
Profil von Zell-Zell-Adhédsionsmolekiilen, die auf den Exosomen vorhanden sind, konnen
Hinweise auf eine mdgliche Interaktion der Exosomen mit den Endothelzellen geben. Die
Generierung von AS Zellen, die mit chimdren Molekiilen aus D6.1A und CD151 transfiziert
wurden, liefert einen weiteren Ansatzpunkt, um AufschluB {iber an der Angiogeneseinduktion
beteiligter Doménen von D6.1A zu bekommen. Die Kokultur von farbstoffmarkierten Exoso-
men mit Endothelzellen bzw. mit Fibroblasten konnte Hinweise auf die Art der Interaktion
der Exosomen mit den Zielzellen geben. Das Wissen der beteiligten Domédnen und das
Wissen der iiber diese Doménen assoziierten Molekiile konnten wiederum dazu beitragen, die
zweite Fragestellung zu beantworten, liber welche Signaltransduktionskaskaden die transkrip-

tionelle Aktivierung u.a. von D6.1A auf Endothelzellen eingeleitet wird. Experimente hierzu
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konnten einen grundlegenden Beitrag zum Verstindnis des Mechanismus leisten, durch den
das Tetraspanin D6.1A Tumorprogression und Metastasierung fordert und durch den der

Antikorper D6.1 die Angiogenese blockiert.
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5 Zusammenfassung

Integrine und Tetraspanine kdnnen Metastasierung fordern oder inhibieren. Inwieweit das
Zusammenspiel von Integrinen und Tetraspaninen fiir die Metastasierung von Tumoren ver-
antwortlich ist, wurde bisher noch nicht untersucht. Ein Metastasenmodell in der Ratte lieferte
Hinweise, dass mdglicherweise eine Assoziation zwischen D6.1A und a6p4 als metasta-
sierungsfordernde Einheit agiert. Im ersten Teil der Arbeit wurde auf humanen Pankreas-
adeno- und Kolorektalkarzinomzelllinien der Einfluss von Tetraspanin-Integrin-Komplexen
auf die Tumorzellmigration untersucht. a3p1 kolokalisierte mit CD9, CD81 und CDI51,
wihrend a6p4 nur mit CD151 und CO-029 kolokalisierte. Die Aktivierung der Proteinkinase
C stirkte die Kolokalisation von CD151 und CO-029 mit 4. Gleichzeitig fiihrte dies zu einer
Internalisierung dieser Tetraspanin-Integrin-Komplexe, verbunden mit einer verringerten
Adhision an Laminin 5 und einer erhohten Tumorzellmigration. Die Expression von o634 ist
in pankreatischen und kolorektalen Tumoren hochreguliert und die Assoziation von o634 mit
CDI151 und CO-029 korreliert mit einer erhohten Tumorzellmotilitit.

Die Uberexpression von D6.1A in einer pankreatischen Tumorzelllinie fiihrte, nach Injektion
dieser Tumorzellen in Ratten, zu einer lethalen Verbrauchskoagulopathie. Dieser Befund
deutet auf eine Beteiligung von D6.1A an der Tumorangiogenese hin. Im zweiten Teil der
Arbeit wurde deshalb der Einfluss von D6.1A auf die Tumorangiogenese untersucht. D6.1A-
iberexprimierende Tumorzellen induzieren Angiogenese in vivo und sowohl die Tumorzellen
als auch die von den Tumorzellen sezernierten D6.1A-enthaltenden Exosome induzieren
endotheliales Zellwachstum in vitro. D6.1A stimuliert die Transkription angiogenetischer
Faktoren, so ist unter anderem die Expression von TNFo und uPAR in Fibroblasten und die
Expression von VEGFR1, VEGFR2 und D6.1A auf sprossenden Kapillaren erhoht. D6.1A
konnte somit einen ,,angiogenetischen Loop* induzieren. Der Antikdrper D6.1 blockierte
sowohl in vivo als auch in vitro die Angiognese. Die Antikdrperblockade war unabhingig
davon, ob der Tumor D6.1A exprimiert oder nicht. Dies beruht auf der Tatsache, dass die
Expression von D6.1A auf sprossenden Kapillaren hochreguliert ist. Die Fihigkeit des
Tetraspanins CO-029/D6.1A, das Tumorwachstum zu fordern, konnte somit auf der Induktion
der Angiogenese beruhen. Aufgrund der Hochregulation von D6.1A auf sprossenden
Kapillaren kann Tumorangiogenese selektiv durch einen anti-Tetraspanin Antikorper

blockiert werden.
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