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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Fiir die Invasion und Metastasierung von soliden Tumoren ist die proteolytische Aktivitét des
urokinase-typ Plasminogen-Aktivator-Systems (uPA-System) und des Matrix-Metallo-
proteinase-Systems (MMP-System) von groBer Bedeutung. Durch die Interaktion von uPA-
und MMP-System kann eine Vielzahl von Proteasen aktiviert werden und im Zusammenspiel
konnen alle Komponenten der Extrazelluliren Matrix abgebaut werden, so dass Invasion,
Extravasation und Migration von Tumorzellen in das Zielgewebe ermoglicht werden. Um die
Bindung von uPA an seinen membranstindigen Rezeptor und die nachfolgende
Plasminaktivierung zu verhindern, wurde das Gen fiir eine 16sliche (soluble) Form des uPA-
Rezeptors (suPAR) in Fibrosarkomzellen stabil transfiziert und {iberexprimiert. Um die
Matrix Metalloproteinasen (MMPs) zu inhibieren, wurde ein natiirlicher Inhibitor der MMPs,
Tissue Inhibitor of Metalloproteinases, Typ 1 (TIMP-1), stabil transfiziert und tiberexprimiert.
Es wurde ein eukaryotischer Expressionsvektor kloniert, um sequentiell beide Gene zu
transfizieren und eine Zelllinie zu erhalten, die sowohl suPAR als auch TIMP-1 stabil
iiberexprimierte. Die Zelllinien wurden charakterisiert und in vitro im Invasionsassay und in
vivo im experimentellen Metastasierungsmodell mit der Ausgangszelllinie HT 1080
verglichen. In vitro zeigte sich im Matrigel-Invasionsassay eine Reduktion des invasiven
Potentials der Zelllinie, die suPAR iiberexprimierte. Fiir die Zelllinie, die TIMP-1
iiberexprimierte sowie die Zelllinie, die beide Transgene liberexprimierte, konnte dieser
Effekt nicht gezeigt werden. Um das metastatische Potential der Zelllinien in vivo zu
untersuchen, wurde ein experimentelles Metastasierungsmodell der Fibrosarkomzelllinie HT
1080 etabliert. Die Uberexpression von suPAR oder TIMP-1 in vivo reduzierte die Zahl der
Lungenmetastasen signifikant. Die kombinierte Expression beider Transgene fiihrte zu einer
geringeren Reduktion der Lungenmetastasierung. Wurde zusitzlich zur Uberexpression von
TIMP-1 ein monoklonaler, gegen den uPA-Rezeptor gerichteter Antikdrper (uUPAR-mAK)
eingesetzt, war die Zahl der Lungenmetastasen im Vergleich zur Einzelbehandlung weiter
reduziert. Es konnte hier erstmals gezeigt werden, dass die Uberexpression von suPAR und
TIMP-1 die Zahl der Lungenmetastasen einer Fibrosarkomzelllinie im experimentellen
Metastasierungsmodell signifikant senken konnte. Die kombinierte Inhibition von uPA- und
MMP-System im Fibrosarkommodell fiihrte zu einer weiteren Inhibition der Metastasierung.
Es konnte proof of principle erbracht werden, dass die kombinierte Inhibition von uPA- und
MMP-System die Lungenmetastasierung effizienter hemmt als die Inhibition eines Systems

allein.
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2 Einleitung

2.1 Invasion und Metastasierung: Bedeutung verschiedener Proteasesysteme

Invasion und Metastasierung von soliden Tumoren ist ein komplexer Prozess, der aus der
sequentiellen Abfolge vieler einzelner Schritte besteht. Im Wirtsgewebe stellt die
extrazellulire Matrix eine natiirliche Barriere fiir die Tumorzellen dar. Um in das Stroma des
umgebenden Gewebes eindringen zu konnen, miissen die Zellen des entarteten Zellklons die
Proteine der Basalmembran und die der extrazelluldren Matrix degradieren (Barsky et al.,
1983). Mit Hilfe von Proteolyse kann es den Zellen dann gelingen, sich vom Primértumor zu
16sen, in Blut- und/oder Lymphbahnen zu invadieren, zu disseminieren, aus dem GefaBsystem
zu extravadieren und entfernt vom Priméirtumor Metastasen zu setzen (Liotta et al., 1980).
Dabei ist eine hochregulierte Aktivitdt von Proteasen mit Hilfe von aktivierenden Faktoren
und ihren natiirlich vorkommenden Inhibitoren entscheidend, da die Proteolyse einerseits die
Migration durch Auflosung von Matrices bzw. Membranen ermdglichen muss, andererseits
exzessive Proteolyse den Tumorzellen die Wanderungsunterlage entzieht (Reijerkerk et al.,
2000). Fiir die erfolgreiche Metastasierung eines Tumors ist auBerdem entscheidend, dass die
Zellen in der Blut- bzw. Lymphbahn {iberleben und nach dem erfolgreichen Eindringen in ein
neues Gewebe erneut beginnen, zu proliferieren.

Verschiedene proteolytische Systeme tragen zu der proteolytischen Aktivitit an der
Grenzfliche zwischen Wirts- und Tumorgewebe bei. Das Plasminogen Aktivator System vom
urokinase-Typ (uPA-System) und die Matrix Metalloproteinasen (MMPs), zum Teil auch die
Cathepsine, insbesondere Cathepsin B, L und D, interagieren in der Aktivierung von
Komponenten der anderen Systeme und kooperieren in der Degradation der extrazelluldren
Matrix (Andreasen et al., 1997; Noel et al., 1999). Viele in vitro und in vivo-Studien konnten
zeigen, dass dabei insbesondere das uPA-System und das MMP-System von Bedeutung sind
und Komponenten der einzelnen Systeme neben den etablierten prognostischen Faktoren wie
der TumorgroBe, der Histomorphologie, dem Nuclear Grading, der S-Phase-Fraktion und

dem Hormonrezeptorstatus klinisch prognostische Bedeutung haben.
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2.2 Das uPA-System

Das uPA-System besteht aus mehreren Komponenten. Hierzu zihlen uPA, eine Serinprotease,
uPAR, der membranstindige Rezeptor fiir uPA, Plasminogen, das Substratzymogen, das zu
Plasmin aktiviert werden kann, und die Serin Protease Inhibitoren (Serpine) Plasminogen

Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) und Plasminogen Aktivator Inhibitor 2 (PAI-2).

2.2.1 uPA

uPA ist eine Serinprotease und besteht aus drei Doménen: einer aminoterminalen
wachstumsfaktordhnlichen Doméne (growth factor-like domain, GFD), der Kringle-Doméne
und der Serin-Protease-Doméne. uPA wird in der Einzelkettenform (single chain form) als
pro-uPA sezerniert (Petersen et al., 1988). Eine Vielzahl von Proteasen, einschlieflich
Plasmin, Thermolysin, Kallikrein und den Cathepsinen B and L, kdnnen uPA in die
enzymatisch aktive zweikettige (two-chain-uPA = high molecular weight-uPA = HMW-uPA)
Form umwandeln und so aktivieren. uPA wiederum kann durch Spaltung Plasminogen zu
Plasmin aktivieren. Die proteolytische Aktivitdt ist am 3’-terminalen Ende lokalisiert, das 5’'-
terminale Ende des uPA bindet an den uPA-Rezeptor (Appella et al., 1987; Magdolen et al.,
1996). Diese Bindungssequenz liegt innerhalb einer Domine, die strukturelle Ahnlichkeit mit
dem Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) aufweist und zusammen mit dem angrenzenden
Kringel (kringle) als aminoterminales Fragment (ATF) bezeichnet wird. uPA induziert
Zellproliferation (Fischer et al., 1998; Stepanova et al., 1999) und stimuliert iiber mehrere
intrazelluldre Signalwege einschlieBlich des Ras-extracellular signal-regulated kinase (ERK)-
Signalwegs Migration, Wachstum und Invasivitdt von Tumorzellen (Reuning et al., 1998;
Blasi, 1999a; Chapman et al., 1999; Aguirre-Ghiso et al., 2003). HT 1080-Zellen sezernieren
hohe Mengen an uPA im Vergleich zu anderen Zelllinien wie NIH 3T3-Fibroblasten oder den
Mammakarzinom- Zelllinien MDA 231 oder MDA 435 (eigene Daten).

Daneben spielt auch Plasminogen Aktivator vom Gewebetyp (tissue-type plasminogen
activator = tPA) fiir die Aktivierung von Plasmin im Gefdflsystem eine entscheidende Rolle.
tPA wird von den HT 1080-Zellen exprimiert, aber nicht sezerniert (Stephens et al., 1989).

10
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2.2.2 uPA-Rezeptor
uPAR ist der membranstindige Rezeptor des uPA (Roldan et al., 1990). Der aus drei

homologen Dominen bestehende Rezeptor ist iiber einen Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-
Anker (GPI-Anker) in der duBleren Zellmembran verankert. Alle drei Doménen sind fiir die
Bindung von uPA erforderlich (Ploug, 1998). uPAR kann vom GPI-Anker gespalten werden,
dies ist ein Mechanismus der Regulation der Regulation proteolytischer Aktivitdt an der
Zelloberfliche (Wilhelm et al., 1999). Diese Spaltung des uPAR-Rezeptors konnte das
erhohte Vorkommen einer 16slichen (soluble) Variante des uPA-Rezeptors (suPAR) im Serum
von Patienten mit malignen Tumoren erkldren (Brunner et al., 1999).

Nicht an den membranstindigen Rezeptor gebundenes uPA weist nur eine sehr geringe
intrinsische Aktivitt auf (Petersen et al., 1988). Die Bindung an den uPA-Rezeptor ist keine
Voraussetzung flir die proteolytische Aktivitdt von uPA, allerdings erfolgt die Aktivierung
von Plasminogen zu Plasmin sehr viel effizienter, wenn uPA an uPAR gebunden ist (Ellis,
1996). Wie oben ausgefiihrt, kann das entstandene Plasmin wiederum uPA aktivieren, und
dieser Prozess der gegenseitigen Aktivierung wird durch die Kolokalisation von uPA und
Plasminogen auf der Tumorzelloberfliche durch die Bindung von uPA an den
membranstindigen Rezeptor uPAR erleichtert (Ellis et al., 1991). Die entstehende
proteolytische Aktivitit wird so an der Tumorzelloberfliche fokussiert. Dieser Mechanismus
ist nicht nur fiir epidermale Zelllinien, sondern auch fiir die Fibrosarkom-Zelllinie HT 1080
beschrieben worden (Stephens et al., 1989). HT 1080-Zellen weisen neben hohen Leveln an
uPA auch hohe Level uPAR auf. Der Grofiteil der uPAR-Molekiile ist frei und fiir die
Bindung von uPA verfiigbar (Nguyen et al., 1999).

2.2.3 Plasminogen Aktivator Inhibitoren (PAls)

Die Plasmin Aktivator Inhibitoren Typ 1 und Typ 2, regulieren die proteolytische Aktivitét
des uPA-Systems. PAI-1 inhibiert die proteolytische Aktivitit von uPA und bildet mit
uPA/uPAR einen Komplex. Dieser Komplex (uPA/uPAR/PAI-1) wird durch die (Tumor-)
Zelle internalisiert, was zur Initiation von Zellproliferation fiihrt. Der uPA-Rezeptor wird
»recycelt” und gelangt wieder zur Tumorzell-Oberfliche (Nykjaer et al., 1997). So bleibt die
proteolytische Aktivitdt auf die Tumorzelloberfliche fokussiert. Die Menge an auf der
Zelloberflache vorhandenem uPAR wird durch die Internalisation reduziert, da ein Teil des

vorhandenen uPAR nicht recycelt wird.

11
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Neben der Bedeutung als antiproteolytischer Faktor interferiert PAI-1 mit der Bindung des
uPA/uPAR-Komplexes sowie Integrinen an Vitronektin (Stefansson and Lawrence, 1996),
einem Bestandteil der extrazelluliren Matrix. Dadurch reguliert PAI-1 die Balance zwischen
Adhision und Losung von Zellkontakten, die fiir die Migration von Zellen entscheidend ist
(Lauffenburger and Horwitz, 1996).

Plasminogen Activator Inhibitor Typ 2 (PAI-2) ist hauptsédchlich intrazellular lokalisiert (von
Heijne et al., 1991), und bindet nicht an Vitronektin oder andere Proteine der extrazelluldren
Matrix (Mikus et al., 1993). Es ist gezeigt worden, dass HT 1080-Zellen keine mRNA des
PAI-2-Gens exprimieren (Laug et al., 1993).

2.2.4 Plasmin

Plasmin spielt eine zentrale Rolle fiir das proteolytische Potential der Tumorzellen. Plasmin
ist eine Serinprotease, die durch die Aktivierung von Plasminogen entsteht. In vitro ist kein
Plasminogen im Zellkulturmedium vorhanden; diesem muss Plasminogen erst zugesetzt
werden: entweder in Form von Plasminogen enthaltendem Serum, oder in gereinigter Form.
In vivo liegt dagegen eine grole Menge Plasminogen vor (Robbins and Summaria, 1976;
Isseroff and Rifkin, 1983). Die Zelllinie HT 1080 sezerniert kein Plasminogen, kann aber {iber
die Sekretion von uPA und dessen Bindung an uPAR exogenes Plasminogen aktivieren
(Stephens et al., 1989). So aktiviertes Plasmin ist, solange es an die Zelloberfliche gebunden
ist, vor der Inaktivierung durch im Serum vorhandene Inhibitoren, wie z.B. a2-Antiplasmin,
geschiitzt (Stephens et al., 1989).

Plasmin ist in der Lage eine Vielzahl von Proteinen der Extrazelluldiren Matrix direkt zu
spalten. Dariiber hinaus findet durch Plasmin die Interaktion mit dem MMP-System statt.
Uber die direkte Aktivierung von pro-MMP-3 zu MMP-3 (Stromelysin 1) durch Plasmin
werden in vitro MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) aktiviert (Mazzieri et al.,
1997; Ramos-DeSimone et al., 1999). In vivo ist die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin
durch uPA, und die direkte Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen durch das entstandene
Plasmin beschrieben worden, die zu Degradation von Elastin und Kollagen in der
Extrazelluliren Matrix (ECM) fiihrte (Carmeliet et al., 1997). Durch diese vielféltigen
Funktionen nimmt Plasmin eine Schliisselstellung fiir die Generierung proteolytischer

Aktivitdt ein.
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2.2.5 Bedeutung des uPA-Systems fiir die Invasivitit in vitro

Infolge der Interaktion von uPA mit seinem membranstindigen Rezeptor entsteht durch die
Aktivierung von uPA und Plasmin proteolytische Aktivitit, die auf der Tumorzelloberfléche
fokussiert ist. Um die Invasivitit von Tumorzellen durch die Basalmembran in vitro zu testen,
haben viele Arbeitsgruppen den Matrigel-Assay (synonym: Boyden Chamber Assay)
verwendet. Hierbei wird eine Membran mit einer nachgebildeten Basalmembran , dem
Matrigel, beschichtet. Matrigel ist ein 10sliches Basalmembran- Extrakt aus dem Engelbreth-
Holm-Swarm-Tumor (EHS-Tumor) der Maus (Kleinman et al., 1982). Die wesentlichen
Komponenten der Matrigel-Matrix sind Laminin, Kollagen IV, Entaktin und Heparansulfat-
Proteoglykan. Diese beschichtete Membran hiangt in einer Kammer, die mit Medium gefiillt
ist, das ein Chemoattraktant, meist fotales Kélberserum (FCS), enthilt. Die Zellen werden auf
dieser Membran ausgesét und wandern durch das Matrigel auf die andere Seite der Membran.
Nach 24-72 Stunden kann die Anzahl der Zellen, die erfolgreich in die Basalmembran
invadiert und auf die andere Seite der Membran migriert sind, quantifiziert werden.

Bereits frithe Studien konnten zeigen, dass uPA durch die Bindung an seinen Rezeptor die
Invasivitdt von Tumorzellen in vitro steigert, die Unterdriickung der Interaktion von uPA und
uPAR dagegen zu verminderter Invasivitdt in vitro fithrt (Cajot et al., 1989; Hollas et al.,
1991; Ossowski et al., 1991). Hierbei nimmt die Generierung von Plasmin eine zentrale Rolle
ein (Meissauer et al., 1991; Meissauer et al., 1992). Plasmin ist in der Lage, eine Vielzahl von
Substraten einschlieflich Kollagen Typ IV zu spalten (Mackay et al., 1990), als auch die
Aktivierung des MMP-Systems zu initiieren (s.0.). Die zentrale Rolle von Plasmin wird
unterstrichen durch die wirksame Inhibition der Matrigel-Invasion durch Plasmin-Inhibitoren
(Cajot et al., 1989; Meissauer et al., 1991; Meissauer et al., 1992).

Fiir die Invasivitdt ist zusétzlich zur Aktivierung der proteolytischen Kaskade die Aktivierung
zahlreicher Signalwege von grofler Bedeutung, die durch die Bindung von uPA an uPAR
initiiert wird (Huang et al., 2000; Blasi and Carmeliet, 2002). Hierdurch kommt es zu
verstirkter Migration und Proliferation der Zellen, was zur erhdhten Invasivitdt beitrdgt

(Webb et al., 2000).
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2.2.6 Bedeutung des uPA-Systems fiir die Metastasierung in vivo

Klinische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Uberexpression von uPA,
uPAR und PAI-1 und schlechter Prognose fiir verschiedene Krebsarten zeigen (Brustkrebs,
Ovarialkrebs, = Gebdrmutterhalskrebs,  Prostatakrebs, Blasenkrebs, nichtkleinzelliger
Lungenkrebs, Magenkrebs und Weichteilsarkome) (Reuning et al., 1998). uPA ist bereits ein
etablierter prognostischer Marker bei Brust- und Ovarialkrebs (Liotta et al., 1991; Del
Vecchio et al., 1993; Andreasen et al., 1997; Fischer et al., 1998; Harbeck et al., 2001;
Konecny et al., 2001; Duffy, 2002a; Duffy, 2002b). Die Inhibition des uPA-Systems,
insbesondere der Interaktion von uPA mit seinem Rezeptor uPAR, stellt daher einen
Angriffspunkt (Target) antimetastatischer Therapie dar (Mazar, 2001).

Durch die Bindung von von uPA an uPAR und die Aktivierung von Plasmin wird
proteolytische Aktivitdt im perizelluliren Raum produziert. Durch die Zelloberflachen-
gebundene Aktivierung von pro-uPA durch Plasmin wird die proteolytische Aktivitit
potenziert. So gelingt es den Tumorzellen, sich aus ihrem Zellverband zu 16sen und in
entfernte Organe zu gelangen, wo sie Metastasen bilden konnen (Andreasen et al., 1997;
Reuning et al., 1998; Andreasen et al., 2000). Fiir die erfolgreiche Bildung von Metastasen ist
in vivo auch die Aktivierung intrazelluldrer Signalwege wichtig, die zu verstarkter Migration
(Blasi, 1999a) und einem Uberwiegen der Proliferation gegeniiber einem Zustand ruhender
Zellen (Dormancy) (Aguirre-Ghiso et al.,, 2001) fithren. Im Unterschied zu in vitro-
Untersuchungen spielt in vivo auch Chemotaxis eine Rolle. Sowohl uPA als auch der
(abgespaltene) uPA-Rezeptor weisen chemotaktische Wirkung auf (Blasi, 1999b),
Entziindungszellen im Tumorgewebe konnen uPA produzieren und so perizelluldr zu
verstiarkter uPA/uPAR- Bindung beitragen (Andreasen et al., 1997; Hildenbrand et al., 1998).
Allerdings ist im xenogenen Tiermodell zu beachten, dass murines uPA nicht an den humanen
uPAR binden kann (Estreicher et al., 1989). Viele Studien konnten in vivo zeigen, dass die
Inhibition von uPA (Ossowski and Reich, 1983; Rabbani et al., 1995; Wilhelm et al., 1995)
oder uPAR (Mohan et al., 1999; Magdolen et al., 2001), und somit der Interaktion von uPA
mit uPAR, zu einer Reduktion der Metastasierung fiihrte. Unsere Gruppe konnte zeigen, dass
die Inhibition von uPA zu einer Reduktion von Lungenmetastasen und verlingertem
Uberleben in einem xenogenen Fibrosarkomzell- Modell fiihrte (Schweinitz et al., 2004). Eine
weitere Strategie ist die Inhibition der Interaktion von uPA mit uPAR durch die
Uberexpression eines 16slichen (soluble) uPA-Rezeptors, suPAR. Unsere Arbeitsgruppe

konnte zeigen, dass die Uberexpression von suPAR, das als ,,Abfinger* (scavenger) fiir uPA
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diente, die Metastasierung in einem Brustkrebsmodell sowie in einem Ovarialkarzinom-

Modell signifikant reduzierte (Kriiger et al., 2000; Lutz et al., 2001).

2.2.7 suPAR

Die 16sliche Form des uPA-Rezeptors, suPAR (soluble urokinase-type plasminogen activator
receptor), entspricht dem nativen uPAR bis auf wenige Aminosiuren, an denen der GPI-
Anker an das Protein geheftet ist (Wilhelm et al., 1994). Wird suPAR exprimiert, kann durch
den loslichen Rezeptor uPA im perizelluliren Raum abgefangen werden. So findet eine
kompetitive Hemmung der uPA- Bindung an uPAR statt, die die proteinolytische Aktivitit an
der Tumorzelloberflidche stark reduziert.

Mehrere in vitro- und in vivo-Studien konnten zeigen, dass die Disruption der uPA/uPAR-
Bindung durch die Uberexpression einer 16slichen Form des uPA-Rezeptors, suPAR, effektiv
ist. suPAR inhibiert in vitro die Invasivitdt von Zellen im Matrigel-Assay (Wilhelm et al.,
1994) und reduziert die uPA-vermittelte Stimulation der Proliferation von
Ovarialkarzinomzellen (Lutz et al., 2001). Jo et al. konnten zeigen, dass suPAR die
Aktivierung von ERK, eines intrazelluldren Signalwegs, verhindert und Zellwachstum und
Invasivitit im Matrigel vermindert.

Unsere Arbeitsgruppe hatte gezeigt, dass in vivo das Primirtumorwachstum in einer
Ovarialkarzinomzelllinie durch die stabile Uberexpression von suPAR stark reduziert werden
konnte. Daneben kam es durch die Uberexpression zu einer Reduktion und Verkleinerung von
Peritonealmetastasen (Lutz et al., 2001). In einer Brustkrebszelllinie fiihrte die stabile
Uberexpression von suPAR in vitro zu verminderter gelatinolytischer und kollagenolytischer
Aktivitdit sowie In vivo zu einer Reduktion des Primdrtumorwachstums und zu einer
Reduktion von Lungenmetastasen (Kriiger et al., 2000).

Die stabile Uberexpression von suPAR stellt somit eine wirksame Strategie zur Inhibition der

durch die Bindung von uPA an uPAR vermittelten Effekte dar.
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2.3 Das MMP-System

Die Familie der Matix-Metalloproteinasen (MMPs) besteht aus 24 derzeit bekannten MMPs
(Nagase and Woessner, 1999; Visse and Nagase, 2003). Diese lassen sich aufgrund ihres
Aufbaus in sechs Untergruppen unterteilen. Die natiirlichen Inhibitoren der MMPs sind die
Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs), von denen 4 Formen (TIMP-1 bis TIMP-4)

bekannt sind.

2.3.1 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von Zink-abhéngigen Proteasen.
Matrix-Metalloproteinasen werden als inaktive Zymogene synthetisiert. Sie werden in
inflammatorischen Zellgranula gespeichert und in der inaktiven pro-Form sezerniert. Sie
befinden sich an der Zelloberflache, verankert in der Zellmembran, oder an andere Proteine an
der Zelloberflache oder in der EZM gebunden. Aufgrund ihres Aufbaus sowie aufgrund der
Substratspezifitit konnen die MMPs in 6 Untergruppen aufgeteilt werden (Visse and Nagase,
2003):

1) Matrilysine, die strukturell die Minimalform der MMPs darstellen und aus einem
Signalpeptid, der Propeptid-Domédne und der katalytischen Domédne mit dem
charakteristischen Zink-bindenden Motiv bestehen. Zu den Matrilysinen zéhlen MMP-
7 und MMP-26.

2) Gelatinasen, die zusétzlich drei Elemente einer Typ II Fibronektin-Doméne innerhalb
der katalytischen Domidne sowie eine Hemopexin-Doméne aufweisen und
nichtfibrilldre Kollagene und die Kollagene Typ IV und V sowie Laminin, Elastin und
weitere Komponenten der ECM, insbesondere der Basalmembran (BM), spalten
konnen. Hierzu zdhlen MMP-2 und MMP-9.

3) Stromelysine, die eine Hemopexin-Domine aufweisen und Komponenten der ECM
spalten und weitere MMPs aktivieren konnen. Hierzu zéhlen MMP-3, MMP-10 und
MMP-11.

4) Kollagenasen, die ebenfalls eine Hemopexin-Domidne aufweisen und die Kollagene
Typ L, I und III sowie weitere Molekiile der Extrazelluliren Matrix (ECM) spalten
konnen, hierzu zdhlen MMP-1, MMP-8, MMP-13 und MMP-18.

5) MMPs vom Membran-Typ, die weiter unterteilt werden koénnen in Typ I
Transmembran-Proteinasen (MMP-14, MMP-15, MMP-16 und MMP-24) und in
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Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-verankerte Membranproteinasen (MMP-17 und
MMP-25).

6) Andere MMPs, die den oben genannten Gruppen nicht zugeordnet werden kdnnen wie
MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-22 und MMP-28. Innerhalb dieser Gruppe stellt
MMP-23 eine Besonderheit dar, da es im Unterschied zu allen anderen MMPs kein

Cysteine-Switch-Motiv aufweist.

MMPs konnen unterschiedliche Substrate spalten und im Zusammenspiel alle Bestandteile

der EZM abbauen:

Substrate MMP-System
MMP-2/MMP-9

Gelatin = ‘ (Gelatinasen)
Kollagen I >
Kollagen II NS ‘ MMP-3/-10/-11
Kollagen III (Stromelysine)
Kollagen IV MMP-1/-8/-13/-18
Kollagen V ‘ (Kollagenasen)
Kollagen VII P
Kollagen X %
Laminin 7 MT-1/-2/-3/-4/-5- MMP
Proteoglykane (Membrangebundene MMPs)
Fibrin -~
Fibronektin S M MMPat
IGF-BP (Matrily’sine)
Latentes TGF-83
Weitere Substrate andere MMPs

Abb.1: Substratspezifitit und Zusammenspiel der verschiedenen Matrix-
Metalloproteinasen Matrix-Metalloproteinasen spalten bestimmte Substrate. Andere MMPs
konnen die resultierenden Spaltprodukte weiter degradieren. Im Zusammenspiel kdnnen die
Bestandteile der Extrazelluldren Matrix von den MMPs degradiert werden.

Die MMPs werden als inaktive Zymogene synthetisiert und sezerniert. Die Proform enthélt in
der abspaltbaren Pro-Domine Cystein, das an ein zentrales Zinkatom im katalytischen
Zentrum bindet. Durch initiale Proteolyse wird die Cystein- Zink- Interaktion destabilisiert
und es kommt zur Abspaltung des Pro-Peptids, was als Cysteine-Switch bezeichnet wird
(Springman et al., 1990). Hierdurch erfolgt eine strukturelle Forménderung des Enzyms
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(Becker et al., 1995), wodurch Substrate ans aktive Zentrum binden und gespalten werden
konnen.

Die Bedeutung der MMPs fiir die Metastasierung maligner Tumore wurde zuerst von Liotta et
al. herausgestellt, die die Proteolyse als einen der entscheidenden Schritte bei der Tumorzell-
Invasion beschrieben (Liotta et al., 1980). Die Arbeit zeigte, dass das metastatische Potential
mit der enzymatischen Degradation der Basalmembran korrelierte. Bald darauf wurden die
ersten MMPs identifiziert (Matrisian et al., 1985; Goldberg et al., 1986) und die
proteolytische Aktivitidt konnte den Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 zugeordnet werden.
MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) spielen eine Schliisselrolle fiir die

Invasion maligner Tumoren (Coussens et al., 2002).

2.3.1.1 MMP-2

Die Gelatinase MMP-2 wird als inaktive pro-Form sezerniert. Die Sekretion von MMP-2
erfolgt nicht nur durch die Tumorzellen selbst, sondern erfolgt auch durch Stromazellen
(Sugiura et al., 1998). Die Aktivierung erfolgt an der Tumorzelloberflache und erfordert die
Hilfe von TIMP-2. pro-MMP-2 bildet iiber die C-terminale Doméne einen Komplex mit der
C-terminalen Doméne von TIMP-2. Dadurch wird die Bindung des N-terminalen Endes von
TIMP-2 an die MMP-assoziierte Protease MMP-14 (MT-1-MMP) beschleunigt. Das so
zellgebundene pro-MMP-2 wird durch ein weiteres, freies MMP-14 aktiviert (Toth et al.,
2000; Bigg et al., 2001). Die Aktivitdit der Metalloproteinase MMP-14 und die folgende
Aktivierung von MMP-2 kann durch TIMP-1 nicht inhibiert werden (Murphy and Knauper,
1997). Aktives MMP-2 findet sich dabei an der Invasionsfront der Tumorzellen (Monsky et
al., 1993).

Sowohl MMP-2 und MMP-9 sind in der Lage, die Komponenten der Basalmembran
abzubauen und sind verantwortlich fiir die abschlieBende Degradation von fibrilldrem

Kollagen, nachdem dieses durch Kollagenasen gespalten wurde.

2.3.1.2 MMP-9

MMP-9 wird ebenfalls als inaktive pro-Form sezerniert. Die Sekretion erfolgt sowohl durch
Tumorzellen als auch durch Stromazellen (Sugiura et al., 1998) sowie inflammatorische
Zellen (Nielsen et al., 1996), die sich in der unmittelbaren Umgebung des Tumors befinden
oder den Tumor infiltrieren. Die Sekretion der Metalloproteinasen durch die umgebenden
Stromazellen kann dabei von dem Tumor induziert werden (Segain et al., 1996). Das
sezernierte MMP-9 bindet iliber den Rezeptor CD44 an die Zelloberfliche und trigt so zur
proteolytischen Aktivitét an der Tumorzelloberflache bei (Yu and Stamenkovic, 1999).
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Liegt MMP-9 im Uberschuss vor, kann es ein Homodimer formen, das nicht mit TIMP-1
komplexieren kann. Das MMP-9-Heterodimer kann durch andere Proteasen, wie MMP-3 oder
Plasmin, aktiviert werden (Murphy and Knauper, 1997). Als Aktivierungsmechanismus ist die
Aktivierung von MMP-9 durch eine proteolytische Kaskade beschrieben worden, an deren
Anfang die Generierung von Plasmin durch die Interaktion von uPA mit uPAR steht. Plasmin
aktiviert MMP-3, das wiederum MMP-9 aktiviert (Ramos-DeSimone et al., 1999). Dieser
Prozess ist an die Zelloberfliche gebunden (Mazzieri et al., 1997) und fokussiert die
proteolytische Aktivitdt an der invasiven Front der Tumorzellen. Neben diesem Mechanismus
ist die Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 durch MMP-13 beschrieben worden, das
wiederum durch MMP-14 (MT1-MMP) aktiviert werden kann (Murphy and Knéuper, 1997;
Johansson et al., 1999).

Neben den proteolytischen Funktionen sind fiir MMP-9 auch Funktionen fiir die Angiogenese
(Bergers et al., 2000) und proliferationsfordernde Funktionen (Coussens et al., 2000)

beschrieben worden.

2.3.2 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs)

Die Aktivierung von pro-MMPs sowie auch aktive MMPs konnen durch die natiirlichen
Inhibitoren der MMPs, die Tissue Inhibitors of Metallo-Proteases (TIMPs), gechemmt werden.
Derzeit sind vier endogene TIMPs (TIMP-1 bis TIMP-4) bekannt, die viele grundlegende
Ubereinstimmungen aufweisen, sich aber in ihrem Expressionsmuster und in ihrer Wirkung
unterscheiden.

Sie bestehen strukturell aus einem jeweils 3 ,,loops* aufweisenden C-terminalen Ende und
einem N-terminalen Ende. Die antiproteolytischen Funktionen der TIMPs finden ihr
morphologisches Korrelat im Bereich von 125 Aminoséuren am N-terminalen Ende (Murphy
et al., 1991). Die C-terminale Subdoméine (65 Aminoséuren) interagiert mit der katalytischen
Domine einiger MMPs und mit den Hemopexin-Doménen von MMP-2 und MMP-9 (Brew et
al., 2000; Visse and Nagase, 2003), weist daneben aber auch Funktionen fiir Proliferation,
Angiogenese und Apoptose auf.

TIMP-1 ist ein 16sliches Protein, was sich ubiquitér findet; TIMP-2 und TIMP-4 sind 16sliche
Proteine, die sich an der Zelloberfliche befinden; TIMP-3 findet sich in der EZM. Alle 4
TIMPs inhibieren die aktiven Formen aller bisher untersuchten MMPs, wobei die
Bindungskonstante jeweils im picomolaren Bereich liegt (Baker et al., 2002). Entsprechend

den TIMPs im Gewebe findet sich im Plasma a2-Makroglobulin, das die MMPs inhibiert.

19



Einleitung

2.3.2.1 TIMP-1

TIMP-1 wird von einer Vielzahl von Zelltypen sezerniert und inhibiert die meisten MMPs. Es
weist allerdings nur eine geringe Inhibition der MMPs vom Membrantyp (MMP-14, MMP-
15, MMP-16, MMP-21) und MMP-19 auf (Gomez et al., 1997; Visse and Nagase, 2003).
Neben der antiproteolytischen Funktion iibt TIMP-1 noch weitere Wirkungen aus:

Initial wurde TIMP-1 als Protein mit erythroid potentiating activity identifiziert, d.h. als
Protein mit einer proliferationsstimulierenden Wirkung auf die roten Vorlduferzellen des
Knochenmarks (Gasson et al., 1985). Unabhéingig davon konnte TIMP-1 als Proteaseinhibitor
identifiziert werden (Carmichael et al., 1986). Es konnte gezeigt werden, dass TIMP-1 an die
Zelloberflache bindet und in den Zellkern transloziert wird, die Bedeutung dieses Vorgangs
ist bisher nicht bekannt (Ritter et al, 1999). TIMP-1 hat auflerdem eine
proliferationsfordernde Wirkung auf ein breites Spektrum von Zelllinien (Hayakawa et al.,
1992). Die antiapoptotische Wirkung von TIMP-1 ist ebenfalls zelltypspezifisch. Durch die
Expression von TIMP-1 werden Fas-Ligand-abhéngige und —unabhéngige Apoptose gehemmt
(Ritter et al., 1999). Wihrend die antiproteolytische Funktion dem N-terminalen Ende
zuzuorden sind, liegen die anderen beschriebenen Wirkungen im Bereich des C-Terminus
(Chesler et al., 1995).

Fiir die antiproteolytische Funktion hat das C-terminale Ende nur eine indirekte Funktion: Das
C-terminale Ende von TIMP-1 kann an MMP-9 binden, wodurch die Bindung an das N-
terminale Ende beschleunigt wird (Olson et al., 1997). Die Interaktion von TIMP-1 und pro-
MMP-9 verhindert die Aktivierung von pro-MMP-9 zu aktivem MMP-9 (Okada et al., 1992),
daneben kann TIMP-1 {iber das N-terminale Ende auch aktives MMP-9 inhibieren (Murphy et
al., 1991). Der TIMP-1/MMP-9-Komplex kann durch die Bindung an LDL-Rezeptor-
dhnliches Protein (LDL-RP) internalisiert werden (Hahn-Dantona et al., 2001).
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2.3.3 Bedeutung des MMP-Systems fiir die Invasivitit in vitro

Viele Studien konnten die Bedeutung des MMP-Systems fiir die Invasivitét in vitro zeigen.
Insbesondere fiir die erhdhte Expression der Matrix Metalloproteinasen MMP-2, -3, -13 und -
14 (MT1-MMP) konnte eine Korrelation mit erhohter Invasivitdt in vitro gezeigt werden,
wihrend die Uberexpression von TIMP-1 die Invasivitit senken konnte (Egeblad and Werb,
2002). Inhibitorstudien wiesen auf die Bedeutung insbesondere der Gelatinasen (MMP-2 und
MMP-9) fiir die Invasion in vitro hin. So konnte die Invasivitdt einer Liposarkomzellline
durch die Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 gesteigert werden (Pazzaglia et al., 2004), das
invasive Verhalten einer Glioblastomzelllinie durch die Inhibition von MMP-9 reduziert
werden (Kondraganti et al., 2000). In einer Fibrosarkomzelllinie ist neben MMP-2 und MMP-
9 die Bedeutung von MMP-3, MMP-8, MMP-12, MMP-13 und MMP-20 beschrieben
worden. Die Inhibition dieser Metalloproteinasen durch Bisphosphonate resultierte in
mindestens gleicher oder stirkerer Reduktion der Invasivitit durch Matrigel wie ein
Gelatinase-spezifischer Inhibitor (Heikkila et al., 2002). Fir die HT 1080-
Fibrosarkomzelllinie ist insbesondere die Bedeutung von MMP-2 und MMP-14 (MT1-MMP)
herausgestellt worden (Deryugina et al., 1997; Maquoi et al., 1998). Hierbei ist die
Aktivierung von MMP-2 als entscheidender Faktor fiir die Invasivitit der Fibrosarkomzellen
beschrieben worden. Die Aktivierung hangt vom Verhéltnis des perizelluliren MMP-2:TIMP-
2:MMP-14 (MT1-MMP) ab, wodurch die Aktivierung entweder fast vollstindig oder nur zum
Teil erfolgen kann. Dabei ist das stérkste InvasionPotential im Fall einer nicht vollstdndigen
Aktivierung von MMP-2 beschrieben worden (Deryugina et al., 1997). Durch die Interaktion
von MMP-2 mit Kollagen Typ IV, einem Bestandteil der Basalmembran, wird die
Aktivierung von MMP-2 erhoht (Maquoi et al., 2000). Diese wiederum ist in der Lage, zu

gesteigerter Invasivitit in vitro beizutragen.
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2.3.4 Bedeutung des MMP-Systems fiir die Metastasierung in vivo

In vielen Tiermodellen konnte in vivo die Rolle des MMP-Systems fiir Tumorwachstum,
Metastasierung, und Angiogenese gezeigt werden (Bergers et al., 2000; Nelson et al., 2000).
Hierbei werden die Matrix-Metalloproteinasen zwar auch von den Tumorzellen produziert,
zunehmend ist aber die Bedeutung von inflammatorischen Zellen bzw. Stromazellen in der
unmittelbaren Umgebung des Tumors fiir die Sekretion der Matrix-Metalloproteinasen
deutlich geworden (Coussens and Werb, 2001; Vihinen and Kahari, 2002). Eine Rolle fiir
Matrix-Metalloproteinasen fiir Invasivitidt und Metastasierung in vivo konnte fiir Brustkrebs,
Lungenkrebs, kolorektale Karzinome, Prostatakarzinome, Pankreaskarzinome und
Ovarialkarzinome gezeigt werden (Nelson et al., 2000).

Besondere Bedeutung fiir die Metastasierung im experimentellen Metastasierungsmodell
kommt den Gelatinasen zu, wie verschiedene Studien zeigen konnten. Unsere Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass die antimetastatische Effizienz synthetischer MMP-Inhibitoren mit der
Gelatinase-Spezifitit der Inhibitoren korrelierte (Arlt et al., 2002). In MMP-2 und MMP-9
Knock-out-Méusen, war die Zahl der Lungenmetastasen im experimentellen
Metastasierungsmodell einer Melanomzelllinie bzw. einer Lungenkarzinomzelllinie reduziert
(Itoh et al., 1998; Itoh et al., 1999). Fiir die Metastasierung in die Lunge nach intravendser
(i.v.) Injektion von Tumorzellen eines Blasenkarzinoms, Lungenkarzinoms sowie von
Fibrosarkomzellen ist die Bedeutung von MMP-2, MMP-9 und MMP-14 beschrieben worden
(Bernhard et al., 1994; Kawamata et al., 1995; Tsunezuka et al., 1996). Durch die Inhibition
von MMP-9 konnte die Metastasierung in einem Sarkommodell unterdriickt werden (Hua and
Muschel, 1996).

Indirekte Hinweise auf die Relevanz des MMP-Systems fiir die Metastasierung ergeben sich
auch aus TIMP-Studien. Die Uberexpression von TIMP-1 in transgenen Miusen konnte
sowohl die spontane Metastasierung in einem Lymphommodell als auch die experimentelle
Metastasierung in einem Fibrosarkommodell signifikant reduzieren (Kriiger et al., 1997,
Kriiger et al., 1998a). Im Unterschied zur hier vorgelegten Arbeit wurde in der zitierten Arbeit
die TIMP-1- Expression des Wirtes moduliert. Die Uberexpression von TIMP-1 im
Wirtsgewebe flihrte zu einer Reduktion der sonst obligaten Entstehung von Hirnmetastasen
im syngenen (Maus-) Fibrosarkommodell. Bisher konnte allerdings nicht gezeigt werden, dass
die experimentelle Metastasierung im HT 1080-Fibrosarkommodell durch die alleinige

Uberexpression von TIMP-1 im Tumorgewebe reduziert werden konnte.
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2.4 Zusammenspiel von uPA-System und MMP-System

Durch die Interaktion von uPA-System und MMP-System entsteht eine proteolytische
Kaskade, an deren Anfang die Generierung von Plasmin durch die Interaktion von uPA mit
uPAR steht (Abb.2). Plasmin spielt eine zentrale Rolle, indem es zum einen in der Lage ist,
selbst Komponenten der ECM zu degradieren; zum anderen aktiviert es pro-MMP-3, das
seinerseits verschiedene Substrate der ECM degradiert, und pro-MMP-9 aktivieren kann.
Weitere MMPs, wie MMP-7, -10 und —13 werden ebenfalls aktiviert, ebenso wie MMP-2, das
durch Plasmin gespalten und durch die Interaktion mit TIMP-2 und MMP-14 (MT1-MMP)
vollstindig aktiviert werden kann (in der Grafik nicht dargestellt). Im Zusammenspiel des
uPA-Systems und des MMP-Systems konnen durch die Aktivierung der verschiedenen

Proteasen alle Bestandteile der Extrazelluldren Matrix degradiert werden.

Extrazellulire Matrix

MMP-9 9
pro-MMP-9

t_—

MMP-3 9
pro-MMP-3 ¥—— ), Plasmin *e, [ MmP-1
\ MMP-7
MMP-10
MMP-13
uPA L) Plasminogen PA
® " uPA-
~PA- Rezeptor

Rezeptor

m zelle

Abb.2: Kooperation zwischen uPA-System und MMP-System

Plasmin, das zentrale Effektorprotein des uPA-Systems, entsteht aus Plasminogen an der
Tumorzelloberflache, katalysiert durch die Interaktion von uPA/uPAR. Plasmin interagiert mit dem
MMP-System und aktiviert verschiedene pro-MMPs zu aktiven MMPs, die ihrerseits in der Lage sind,
weitere MMPs zu aktivieren. Im Zusammenspiel konnen alle Bestandteile der ECM gespalten werden.
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Viele Autoren konnten die Bedeutung des Zusammenspiels von uPA-System und MMP-
System herausstellen. Kim et. al. konnten zeigen, dass fiir die Intravasation sowohl uPA als
auch MMPs, insbesondere MMP-9, benétigt wurden (Kim et al., 1998). Der (synthetische)
MMP- Inhibitor Marimastat konnte trotz hoher MMP-9- Level die Intravasation verhindern,
ebenso wurde die Intravasation durch die Herunterregulation von uPA und uPAR verhindert.
Somit wurde der Nachweis fiir das Erfordernis beider Systeme fiir die Intravasation gefiihrt.
Lund et al. konnten zeigen, dass fiir die Wundheilung, einen Prozess, der viele
pathophysiologische Ubereinstimmungen mit dem Prozess des malignen Wachstums
aufweist, die Aktivitit des uPA-Systems sowie des MMP-Systems entscheidend sind. Wurde
entweder nur das uPA-System oder nur das MMP-System inhibiert, erfolgte eine verzdgerte
Wundheilung, wurden jedoch beide Systeme inhibiert, konnte die Wundheilung nicht erfolgen
(Lund et al., 1999). Hieraus, wie aus dem Verstindnis des Zusammenspiels beider Systeme
(s.0.), ergibt sich der Ansatz dieser Arbeit, statt der Inhibition nur eines Systems nun einen
kombinierten inhibitorischen Ansatz zu wihlen.

In Studien konnten bereits die Effizienz dieses Ansatzes gezeigt werden (Lakka et al., 2003).
Ein  Ansatz  unserer  Gruppe, die Invasion und Metastasierung  einer
Osophaguskarzinomzelllinie und einer Ovarialkarzinomzelllinie durch die kombinierte
Behandlung mit einem Serinprotease-Inhibitor und einem Matrix-Metalloproteinase-Inhibitor
zu hemmen, erbrachte jedoch keinen synergistischen Effekt (Della Porta et al., 1999). Eine
kombinierte Inhibition des uPA-Systems und des MMP-Systems durch Uberexpression der
16slichen Form des uPA-Rezeptors, suPAR, und TIMP-1 ist bisher nicht gezeigt worden.

Die Zelllinie HT 1080 ist eine menschliche Fibrosarkomzelllinie, die aus einem
metastatischen Tumor gewonnen wurde (Rasheed et al., 1974). Sie wurde ausgewihlt, da sie
uPA und uPAR exprimiert, die ein Target darstellen, und iiber autokrine und parakrine uPAR-
abhingige Zellsignalwege verfiigt. Fiir die HT 1080-Zelllinie ist die Expression von MMP-2
und MMP-9 gezeigt worden, deren Aktivierung Plasmin-abhéngig ist (Baramova et al., 1997).
Zusétzlich exprimiert die Zelllinie HT 1080 den natiirlichen Inhibitor TIMP-1.

Um die Zellen in vivo vom Wirtsgewebe unterscheiden zu konnen, sollten die Zellen lacZ-
markiert werden. Das Plasmid lacZ kodiert fiir B-Galaktosidase, das B-D-Galakto-Pyranoside
spalten kann und dadurch zu einer Blaufarbung lacZ-markierter Zellen fiihrt. Diese genetische
Markierung der Tumorzellen erlaubt es im Metastasierungsmodell in vivo, nach Anfirbung
selbst einzelne Zellen im Wirtsgewebe zu detektieren und Metastasen zu quantifizieren

(Kriiger et al., 1998b).
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Zielsetzung der Arbeit

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Zusammenspiel von uPA-System und MMP-System ist entscheidend fiir die Invasivitét
und die Metastasierung maligner Tumore. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
proteolytische Aktivitdt von Tumorzellen durch eine kombinierte Inhibition des uPA-Systems
sowie des MMP-Systems zu reduzieren. Die Inhibition des MMP-Systems sollte durch die
Uberexpression und Sekretion von TIMP-1 erfolgen, die Inhibition des uPA-Systems durch
die Uberexpression und Sekretion einer 15slichen (soluble) Form des uPA-Rezeptors
(suPAR), der als scavenger fiir uPA diente und die Bindung von uPA an den
membranstindigen Rezeptor verhindern sollte.

Die humane Fibrosarkom-Zelllinie HT1080 sollte stabil mit dem Plasmid fiir TIMP-1 bzw.
suPAR, bzw. mit beiden Vektoren fiir TIMP-1 und suPAR transfiziert werden. Die
Expression der Transgene sollte in den entstandenen Zelllinien iiberpriift werden und
hinsichtlich der Expression weiterer Komponenten des uPA-Systems bzw. des MMP-Systems
sowie des Proliferationsverhaltens charakterisiert werden.

Im Matrigel-Invasionsassay sollte das invasive Verhalten in vitro tberpriift werden. Hier
sollte unter kontrollierten Bedingungen die Invasion durch eine rekonstituierte Basalmembran
nachgebildet und zwischen der Ausgangszelllinie HT 1080 und den Tumorzelllinien, die
suPAR, TIMP-1 oder suPAR und TIMP-1 iiberexprimierten, verglichen werden.

In einem Metastasierungsmodell in Nacktmédusen sollte in vivo das metastatische
Potential der transfizierten Tumorzellen mit der Ausgangszelllinie verglichen werden. Nur in
vivo kann der komplexe Prozess der Interaktion zwischen den Tumorzellen und dem
Wirtsgewebe und sein Einfluss auf die Metastasierung sichtbar gemacht werden. Mogliche
Unterschiede des Verhaltens der Zelllinien in vitro und in vivo sollten herausgestellt werden.
Dazu sollte das Proteasenprofil und der Einfluss der Metastasierung auf das Proteasenprofil in
Vivo untersucht werden.

Es konnte nicht prinzipiell ausgeschlossen werden, dass es durch wiederholte stabile
Transfektion und Selektion zu Verdnderungen gekommen war, die das metastatische
Verhalten der Zelllinie beeinflusste, die suPAR und TIMP-1 kombiniert tiberexprimierte. Um
unabhéngig von diesen moglichen Effekten die Wirksamkeit der kombinierten Inhibition von
uPA-System und MMP-System zu untersuchen, sollte zusitzlich die Kombination aus stabiler
Uberexpression von TIMP-1 und der Behandlung mit einem monoklonalen, gegen uPAR

gerichteten Antikorper in vivo getestet werden und die Ergebnisse verglichen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Mause

3.1.1 Mausstamm

Fiir das Tierexperiment wurden 7-10 Wochen alte, athymische immundefiziente weibliche

CD1 nu/nu Miuse (Charles River, Sulzfeld, Germany) verwendet.
3.2 Metastasierungsmodell

3.2.1 Experimentelle Metastasierung in die Lunge

3.2.1.1 Injektion

Die Zellen der Ausgangszelllinie HT 1080 und der Zelllinien, die suPAR (suPAR 16), TIMP-
1 (Timp 5) oder suPAR und TIMP-1 (LD 14) {iberexprimierten, befanden sich bei Beginn der
Tierexperimente jeweils in der logarithmischen Wachstumsphase und waren ca. 70-80%
konfluent. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit EDTA abgelost und in DMEM-
Komplettmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde durch Auszéhlen in der Neubauer-
Zihlkammer bestimmt und aufgrund der Zellzahl das errechnete Volumen aliquotiert und
abzentrifugiert. DMEM-Komplettmedium wurde abgesaugt und das Zellpellet in PBS
resuspendiert, wobei auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt wurde.

Die Zellen wurden auf Eis in den Tierstall transportiert. Die Méausen wurden fiir kurze Zeit
von einer Infrarot-Lampe bestrahlt, damit sich die Schwanzvenen weiteten. Es wurden 1 x 10°
Tumorzellen in 200 pl in PBS in die Schwanzvene injiziert. Alle Injektionen wurden von PD

Dr. Kriiger vorgenommen.

3.2.1.2 Behandlung mit monoklonalem uPAR-Antikorper

Die Behandlung erfolgte mit einem von der Firma Roche Diagnostics GmbH, Pharma
Research, Penzberg, zur Verfligung gestellten monoklonalen, gegen uPAR gerichteten
Antikorper 1.H2.10A3, lot number 010329-03. Die Proteinkonzentration betrug 2,31 mg/ml in
20 mM NaPO4, 100 mM NaCl, pH = 7.,4.

Am Tag vor der Zellinjektion wurde eine Vorbehandlung der Behandlungsgruppe mit 80
mg/kg i.p. durchgefiihrt. Die tdgliche Behandlung erfolgte mit einer Dosis von 28 mg/kg.
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3.2.1.3 Durchfithrung und Euthanasie

Die Versorgung der Tiere wurde durch die Tierpfleger des Instituts fiir Experimentelle
Onkologie und Therapieforschung entsprechend den Standardroutinen gewihrleistet. Die

Euthanasie der Tiere erfolgte durch COs,.

3.2.1.4 Gewinnung von Serum

Unmittelbar nach der Toétung des jeweiligen Tieres wurde der Bauchsitus gedffnet, die Aorta
durchtrennt und mit Hilfe einer Pasteurpipette Blut entnommen. Das Blut wurde im
geschlossenen Eppendorfgefd3 bei RT belassen. Nachdem das Blut geronnen war, wurde es 2

x 30min/2000rpm/4°C zentrifugiert, das Serum abgenommen und bei -20°C gelagert.

3.2.1.5 Gewinnung der Gewebeproben

Der Brustkorb wurde eréffnet und die Lunge herausprépariert. Der linke Lungenfliigel wurde
im Ganzen fixiert und X-Gal gefarbt; die vier Lappen der rechten Lungenhélfte wurden in
drei Teile zerteilt, in jeweils ein Kryogefa3 (1,8 ml Kryotubes, Nunc Nalge) gegeben und
sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Die aus dem rechten Lungenfliigel stammenden

Gewebeproben wurden bei -80°C gelagert.

3.3 Zellbiologische Verfahren

3.3.1 Zellkultur

3.3.1.1 Zelllinie

Die Zelllinie HT 1080 wurde von Agnés Noél, Laboratoire de Biologie et du Développement,
Université¢ de Liege, zur Verfiigung gestellt. Dipl.-Biol. Charlotte Kopitz, Institut fiir
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Miinchen, transfizierte die Zelllinie mit
dem lacZ-Gen. Die lacZ-transfizierte HT 1080 - Zelllinie wurde als Ausgangszelllinie fiir alle

weiteren Transfektionen und Experimente benutzt.

3.3.1.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator (Forma
Scientific CO, Water Jacketed Incubator, Thermo Life Sciences, Staufen, Germany)

kultiviert.
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Die Zellen wurden auf beschichteten Zellkulturschalen in DMEM- Komplettmedium
kultiviert und dreimal pro Woche in der logarithmischen Wachstumsphase (70-80%
Konfluenz) passagiert, d.h. 1 x mit 5 ml PBS gewaschen, mit 1 ml EDTA abgelost und in

insgesamt 10 ml Medium neu ausgesit.

3.3.1.3 Zellkultur-Reagenzien

DMEM-Komplettmedium
500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1x) Biochrom KG, Berlin, Germany

mit 50 ml Fotalen Kélberserum, Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, Germany
mit 5 ml 1M Hepes Pufferlosung, Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, Germany
mit 1 ml 140 mM Asparagin/ 270 mM Arginin

mit 5 ml 200 mM L-Glutamin, Biochrom KG, Berlin, Germany

Phophate Buffered Saline w/o Ca2+, Mg2+ (PBS) Biochrom KG, Berlin, Germany
EDTA (0,053 mM, Versene) seromed Biochrom KG, Berlin, Germany
1:50 verdiinnt in PBS

Fiir die Zymogramme wurde serumfreies Medium verwendet.

Serumfreies DMEM
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1x) 500 ml, Biochrom KG, Berlin, Germany
Hepes Pufferlosung 1M 5 ml, Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe

Asparagin/Arginin 1 ml,
L-Glutamin 5 ml, Biochrom KG, Berlin, Germany

Im Matrigel-Invasionsassay wurde DMEM mit 0,1% (w/v) Bovinem Serumalbumin (BSA)

verwendet.

Serumfreies DMEM, 0.1% BSA
Serumfreies DMEM
0,1% (w/v) BSA Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany

Das Medium wurde nach Einwiegen des BSA sterilfiltriert (Filter mit Porengrofle 0,22 pm).
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3.3.2 Transfektion und Selektion

3.3.2.1 Transfektion mit SUPAR bzw. timp-1

Die Transfektionen wurden mithilfe des Transfektionsreagens —Lipofectamine®
(Lipofect AMINE Reagent, 2 mg/ml; Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, Germany)
durchgefiihrt.

Am Tag vor der Transfektion wurden 1 x 10° Zellen in 5 ml DMEM Komplettmedium auf
einer 6 cm-Schale ausgesdt. Am Tag der Transfektion erfolgte 2 Stunden vor der Transfektion
ein Mediumwechsel. Fiir jede Transfektion wurden 10 pl Lipofectamin® und 1 pg DNA
(pcDNA3.1/hygro/suPAR bzw. pcDNA3.1/hygro/TIMP-1) zu je 300 pl OptiMEM
(OptiMEM Reduced Serum Medium (1x); Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe,
Germany) pipettiert. Das Gemisch flir die Kontrolltransfektion enthielt keine DNA. Das
OptiMEM/Lipofectamine®-Gemisch wurde zu dem DNA/OptiMEM-Gemisch hinzupipettiert
und 15 min inkubiert. Das Medium wurde von den zu transfizierenden Zellen abgesaugt und
die Zellen zwei Mal mit 2,5 ml PBS gewaschen. Nach der Inkubationszeit wurde die
Transfektionslosung auf die Zellen gegeben und 6 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 5 ml Komplett-DMEM zugefiigt. Nach 2
Tagen wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA (Trypsin/EDTA, Biochrom KG, Berlin,
Germany) gesplittet (Verhéltnis 1:4) und mit 400 pg Hygromycin/ml Medium selektioniert.
Bei der Transfektion lag die DNA in Plasmidform vor. Das Transgen kann sowohl episomal
als auch stabil in die zelleigene DNA integriert transkribiert und translatiert werden. Der
Selektionsdruck durch die Zugabe des Zellgiftes Hygromycin bewirkte, dass nur die Zellen
iiberlebten, in welchen die transfizierte DNA in das Zellgenom integriert hatte.

Das Selektionsmedium wurde zweimal pro Woche gewechselt, bis nach ca. drei Wochen
keine Zellen auf der Schale der Negativkontrolle mehr zu sehen waren, und sich in den
Schalen mit den Transfektionen Einzelkolonien gebildet hatten. So konnte ausgeschlossen
werden, dass nach der Transfektion noch Zellen {iberlebten, die das Transgen nicht stabil ins
Genom integriert hatten.

Die einzeln liegenden Kolonien wurden mit Hilfe von Klonierungszylindern abgeldst und
amplifiziert. Dabei wurde dem DMEM-Komplettmedium kein Selektionsgift mehr

beigemischt.
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3.3.2.2 Transfektion einer SUPAR-transfizierten Zelllinie mit timp-1

Die aus der suPAR-Transfektion hervorgegangene Zelllinie suPAR 16 wurde nach dem oben
beschrieben  Protokoll mit dem fir TIMP-1 kodierenden Vektor pJNhT-1
(pcDNA3.1/blast/TIMP-1), der ein Blasticidin-Resistenzgen enthielt, transfiziert. Im
Unterschied zu obigem Protokoll wurden am Vortag der Transfektion 2 x 10° Zellen ausgesit
und in der Transfektion 0,5 pg DNA eingesetzt. Die Selektion erfolgte mit 10 pg
Blasticidin/ml DMEM. Bereits nach ca. 10 Tagen waren keine Zellen der Negativkontrolle
mehr vorhanden, und es hatten sich Einzelkolonien gebildet. Diese wurden mithilfe von
Klonierungszylindern isoliert und amplifiziert.

Da die Selektionszeit kurz war (10 Tage im Vergleich zu 21 Tagen bei Selektion mit
Hygromycin) und die Selektion mit Blasticidin nicht in jedem Fall die Isolierung scharf
abgegrenzter Einzelkolonien erlaubte, wurde zusétzlich zu der Isolation mithilfe von
Klonierungszylindern eine Subklonierung mittels Limiting Dilution durchgefiihrt. Hierbei
wurden durch eine sehr groe Verdiinnung (1 Zelle/500 pl), bei der jeweils 100 pl je well in
einer 96well-Platte ausplattiert wurden (rechnerisch 1 Zelle pro 5 wells entsprechend),
einzelne Zellen klonal amplifiziert. Ist keine Isolierung sauber abgegrenzter Kolonien
mdglich, besteht die Gefahr, dass wihrend der Passagierung ein Uberwachsen der Zelllinie
mit nicht transfizierten Zellen erfolgt. Eine Subklonierung mittels Limiting Dilution

verhindert dies.

3.3.2.3 Limiting Dilution Klonierungsverfahren

Selektierte Zellen aus der Transfektion von suPAR 16 mit pcDNA6/blast/ TIMP-1 wurden von
einer 10cm - Zellkulturschale abgeldst. Die Zellsuspension mit einer Konzentration von 4 x
10° Zellen/ml wurde in einer Verdiinnungsreihe (jeweils 1:10) auf 2 x 10° Zellen/ml verdiinnt.
In eine 96well-Mikrotiterplatte wurden 100ul/well pipettiert, so dass rechnerisch eine Zelle

pro 5 wells ausplattiert wurde. Es wurden drei 96well-Mikrotiterplatten ausplattiert.
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3.3.3 Matrigel-Invasionsassay

3.3.3.1 Proben

Die Ausgangszelllinie HT 1080 und die Zelllinien suPAR 16, Timp 5 und LD 14 wurden
getestet.

3.3.3.2 Reagenzien

Wachstumsfaktor-reduziertes Matrige1®, Becton Dickenson, Cat. No. 356230,
Lot No. 003241, ¢ = 11,89 mg/ml

DiffQuick Staining Set, Dade Behring AG, Marburg, Germany

PBS, DMEM 0,1% BSA, Komplett - DMEM (s.Zellkultur)

3.3.3.3 Materialien und Gerite

Einsétze fiir 24well-Platten (Falcon/Becton Dickenson, Porengrofie 8 pm)
24well-Platte
weiche Tiicher (z.B. Kleenex Kosmetiktiicher)

Mikroskop (Zeiss Axiovert 25) mit Zahlgitter

3.3.3.4 Durchfiihrung

Die Oberflache der Einsitze fiir 24well-Platten (Falcon/Becton Dickenson, Porengrofle 8 pm)
wurde mit 28,4 ug Matrigel/Einsatz beschichtet. Dazu wurde das Wachstumsfaktor-reduzierte
Matrigel® (Becton Dickenson, Cat. No. 356230, Lot No. 003241, ¢ = 11,89 mg/ml) zunichst
bei 4°C aufgetaut, 2,4 pl Matrigel® mit 67,6 ul PBS pro Einsatz verdiinnt und mittig iiber den
Membranen der in einer 24well-Platte hidngenden Einsédtze aufgebracht. Zur Verfestigung
wurde das Matrigel drei Stunden im Brutschrank inkubiert, anschlieBend UN in der
geschlossenen ausgeschalteten Sterilbank getrocknet.

Am néchsten Tag wurde das Matrigel durch Zugabe von 200 ul DMEM 0,1% BSA rehydriert.
Die Zellen wurden mit EDTA abgelost, einmal mit DMEM 0,1% BSA gewaschen und auf 1 x
10° Zellen/ml eingestellt. Zwischen 24well-Platte und Einsatz wurden 750 pl Komplett-
DMEM pipettiert; die Einsdtze wurden mit 500 pl Zellsuspension (entsprechend 5 x 10°
Zellen) befiillt und 48 Stunden im Zellkulturbrutschrank kultiviert.

Die Einsitze wurden aus dem 24well genommen, die Matrigel®-Beschichtung mit weichen
Tiichern vorsichtig entfernt und die Zellen am Boden des Einsatzes mit dem DiffQuick

Staining Set (Dade Behring AG, Marburg, Germany) gefdarbt. Das DiffQuick Staining Set

31



Material und Methoden

stellt eine Mdglichkeit dar, die Zellen rasch und einfach anzufarben. Dazu wurde der Einsatz
5 x 1 Sekunde lang mit dem Boden in die Fixierlosung getaucht, danach je 5 x 1 Sekunde in
Féarbelosung I bzw. II. AbschlieBend wurde das Insert 2-3 x in ddH,O getaucht. Das
Mikroskop (Zeiss Axiovert 25) wurde auf die Poren der Einsétze fokussiert und das Zahlgitter
mittig auf den oberen Rand des Einsatzes eingestellt. Das Zdhlgitter wurde ausgezéhlt,
vertikal eine Gitterlinge nach unten verschoben und wiederum ausgezdhlt. Bei 10-facher
Vergroflerung wurden so vertikal 5 Raster ausgezdhlt. Alle Ansdtze wurden als

Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

3.3.4 Firbung mit 5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-B-D-Galaktopyranosid (X-Gal)

3.3.4.1 Proben

Die Ausgangszelllinie HT 1080 und die transfizierten Zelllinien suPAR 16, Timp 5 und LD
14.

3.3.4.2 Reagenzien
Herstellung der X-Gal Stammlosung
1 g 5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-B-D-Galaktopyranosid (X-Gal)

in 25 ml Dimethylformamid 16sen

Herstellung der X-Gal - Ausgangslosung
1,62 g KsFe (CN)g

2,10 g K4Fe (CN)sx 3 H,O

2 ml IM MgCl,

1 ml 10% Natriumdesoxycholat
2 ml 10% NP40
in 1 1PBS losen

3.3.4.3 Materialien und Gerite

10 cm-Kulturschale

3.3.4.4 Durchfithrung

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, 5 Minuten lang mit 5 ml 0,2%

Glutaraldehyd/ 2% Formaldehyd in PBS fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und iiber Nacht
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mit 5 ml X-Gal Farbelosung (¢ = 1 mg/ml) im Brutschrank inkubiert (Angaben bezogen auf
eine 10 cm-Kulturschale). Die X-Gal-Féarbelosung wurde durch 1:40-Verdiinnung der

Stammlosung mit der Ausgangslosung hergestellt.

3.4 Molekularbiologische Verfahren

3.4.1 Verwendete Plasmide

3.4.1.1 Plasmidvektor pLZ 12

pLZ 12 ist eukaryotischer Expressionsvektor, der fiir das lacZ-Gen kodiert. Die Expression
steht unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Der Vektor enthélt eine nuclear leading
sequence (nls), eine Signalsequenz, mit deren Hilfe das Protein in den Kern gelangt. So ist das
Genprodukt B-Galaktosidase vorwiegend im Kern lokalisiert.

pLZ 12 enthélt ein Ampicillin-Resistenzgen (Beta-lactamase-Gen), wodurch die selektive
Amplifikation in der Bakterienkultur (100 pg Ampicillin je ml LB-Medium) ermdoglicht wird.

Ein Neomycin-Resistenzgen (G 418; neo) ermoglicht die Selektion in eukaryotischen Zellen.

Neomycin-
Resistenzgen

LacZ

Beta-Lactamase
Resistenzgen

Abb. 3: Plasmidvektor LacZ
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3.4.1.2 Plasmidvektor pcDNA3.1/suPAR/hygro

Der Vektor pcDNA3.1/hygro/suPAR ist ein eukaryotischer Expressionsvektor, der fiir den
16slichen humanen Plasminogen Activator-Rezeptor vom Urokinase-Typ (uPAR) kodiert. Der
16sliche uPA-Rezeptor (soluble uPA-Receptor, suPAR) unterscheidet sich vom nativen
Rezeptor durch das Fehlen des Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-Ankers (GPI-Anker) und
einiger Aminosduren am Carboxylende des Proteins, die beim nativen Protein das
posttranslationale Anhdngen des GPI-Ankers ermdglichen.

Das fiir suPAR kodierende Insert wurde durch PCR-Amplifikation der cDNA des uPA-
Rezeptors generiert. Dazu wurden der N’-terminale Primer 5'-
AATATAAGCTTGAGCTGCCCTCGCGAC-3" und der C’-terminale Primer 5'-
TTTTATCTAGATTACCCACTGCGGTACTG-3" verwendet. Das gewonnene Insert wurde
in den pRcRSV-Vector (Invitrogen, San Diego, CA) subkloniert und mit den
Restriktionsenzymen Hind III und BamHI in die Multiple Cloning Site des pcDNA3.1/hygro-
Vektors (Invitrogen) kloniert. Die Klonierungen waren von Frau Katja Honert, Technische

Assistentin, durchgefiihrt worden.

CMYV Promotor

Beta-Lactamase-

Resistenzgen

Hygromycin Resistenzgen

Abb. 4: Plasmidvektor pcDNA3.1/ suPAR/ hygro

Der pcDNA3.1/suPAR/hygro-Vektor enthdlt ein Ampicillin-Resistenzgen und ein
Hygromycin-Resistenzgen. Das  Ampicillin-Resistenzgen ermdglicht die  selektive
Amplifikation in der Bakterienkultur (100 pg Ampicillin je ml LB-Medium); das

Hygromycin-Resistenzgen die Selektion in eukaryotischen Zellen.
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3.4.1.3 Plasmidvektor pcDNA3.1/timp-1/hygro

Der verwendete Vektor enthélt das native timp-1-Gen, das mit Hilfe von Bam HI und Hind III
ausgeschnitten und in die Multiple Cloning Site (MCS) des pcDNA3.1/hygro-
Expressionsvektors (Invitrogen) kloniert wurde (Klonierung durch Frau Katja Honert,

Technische Assistentin).

CMV-Promotor
Beta-Lactamase- / Ty Bam HI

Resistenzgen

timp-1
6415b § Hind 111

Hygromycin Resistenzgen

Abb. 5: Plasmidvektor pcDNA3/ timp-1/hygro

Auch dieser Vektor enthédlt ein Ampicillin-Resistenzgen zur Amplifikation in der

Bakterienkultur sowie ein Hygromycin-Resistenzgen zur Selektion in eukaryotischen Zellen.

3.4.2 Klonierung des Plasmids pJNhT-1 (pcDNAG6/ timp-1/blast)

3.4.2.1 Proben

Plasmid pcDNA3.1/timp-1/hygro (s.0.)
Plasmid pcDNA6/V5-HisA/blast, Invitrogen Ltd. Paisley, UK

3.4.2.2 Reagenzien

alkalische Phosphatase, New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Restriktionsenzyme, New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Ligase (T4), New England Biolabs, Beverly, MA, USA

Puffer (5x), New England Biolabs, Beverly, MA, USA

ddH,O

QIAquick Gel Extraction-Kit
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3.4.2.3 Materialien und Gerite

Eppendorfgefille
Eiswanne

Wasserbad (16°C)

3.4.2.4 Durchfithrung
timp-1 wurde mit dem Restriktionsenzym Pme I aus dem pcDNA3.1/timp-1/hygro-Vektor

ausgeschnitten und mit alkalischer Phosphatase (1 pul) im gleichen Ansatz eine Stunde lang
bei 37°C dephosphoryliert. AnschlieBend wurde das Insert isoliert. Die Isolierung erfolgte
mittels Gelextraktion nach der Anleitung des QIAquick Gel Extraction- Kit- Protokolls. Um
die V5-HisA-Kassette aus dem pcDNAG6/V5-HisA/blast-Vektor auszuschneiden, wurde der
pcDNAG6-Vektor mit Pmel verdaut und aufgereinigt. Der linearisierte und dephosphorylierte
Vektor wurde mit dem timp-1-Insert aus dem pcDNA3.1/timp-1/hygro-Vektor ligiert, wobei
das Insert mit 15-fachem molarem Uberschuss (30 ng des Vektors, ca. 5400 bp; 58,33 ng des
Inserts, ca. 700 bp, 1ul Ligase, ad 10 ul ddH,0) eingesetzt wurde. Die Ligation erfolgte auf
Eis, iiber Nacht wurde der Ligationsansatz bei 16°C inkubiert (Wasserbad, 16°C).

3.4.3 Transformation der DNA-Vektoren

3.4.3.1 Proben

Es wurden die oben genannten Plasmide verwendet.

DH108-Bakterien, elektroporiert (kompetent)

3.4.3.2 Reagenzien
Lucia-Bertani-Medium (LB-Medium)

1% Trypton
0,5% w/v Hefeextrakt
170 mM NaCl

3.4.3.3 Materialien und Geriite

Wirmeblock, Heat Incubator Shaker, Eppendorf, Hamburg, Germany
Inkubationsschiittler, Controlled Environment Incubator Shaker; New Brunswick Scientific,

Edison, NJ, USA
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3.4.3.4 Durchfithrung

10 ul des Ligationsansatzes von pcDNAG6/timp-1/blast wurden in DHI10B-Bakterien
transformiert. Dazu wurden die durch Elektroporation kompetent gemachten und bei -80°C
gelagerten Bakterien auf Eis aufgetaut. Der Ligationsansatz wurde hinzugegeben, kurz durch
Antippen des Eppendorfgefdlles vermischt, und die Mischung 30 min auf Eis inkubiert. Die
Mischung wurde anschlieend fiir 120 Sekunden bei 42°C in den Wérmeblock gestellt,
unmittelbar danach auf Eis abgekiihlt. Den Ansatz wurde in 5 ml Lucia-Bertani-Medium (LB-
Medium) gegeben und die Bakteriensuspension 1 Stunde bei 37°C im Inkubationsschiittler
inkubiert. Danach wurden ca. 200 pl der Bakteriensuspension auf einer Agarplatte (LB-
Medium mit 100 pg Ampicillin/ml) ausgestrichen und UN im Inkubationsschrank bei 37°C

inkubiert.

3.4.4 Minipriparation von DNA zur Restriktionsfragmentanalyse

3.4.4.1 Proben

Einzelkolonien der transformierten Bakterien (s.0.)

3.4.4.2 Reagenzien

Mini Wizard“Plus Minipreps; Promega, Madison, WI, USA
D-(-)-alpha-Aminobenzylpenicillin; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany
LB-Medium (s.0.)

Restriktionsenzyme New England Biolabs, Beverly, MA, USA

3.4.4.3 Materialien und Geriite

Hettich Tischzentrifuge EBA 12; Hettich, Tuttlingen, Germany
Eppendorfgefalie

3.4.4.4 Durchfithrung

Fiir Minipréparationen wurde das Wizard®Plus Minipreps-Kit entsprechend dem Protokoll
des Herstellers verwendet. Dieses Kit enthidlt Zellresuspensionslosung, Zelllyse-Losung,
Neutralisationslosung, Resin-Losung, Waschlosung sowie Spritzen und Aufreinigungssédulen.
In 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurde eine Einzelkolonie von Bakterien

angeimpft und UN bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. 2 ml der Bakteriensuspension
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wurden 2 min bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Das Pellet
wurde in 200 pl Zellresuspensionsldosung resuspendiert, 200 pl Zelllyse-Losung wurden
zugegeben und das Eppendorfgefil invertiert. 200 pl Neutralisationslésung wurden
zugegeben, das Eppendorfgefal geschwenkt, danach wurde das Lysat bei 10.000 g (14.000
rpm) 10 min abzentrifugiert.

Eine Minisdule (Aufreinigungssiule) wurde auf eine Spritze gesetzt und auf eine Offnung des
Vacuum Manifolds gesteckt. 1 ml der auf 37°C vorgewdrmten resuspendierten Losung wurde
in jede Spritze gefiillt und der Uberstand aus dem vorhergehenden Zentrifugationsschritt (s.0.)
auf die Resin-Losung gegeben. Hatte das Vakuum das Gemisch durch die Sdule gezogen,
wurde diese mit 2 ml Waschlosung gereinigt und die Minisdule in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
tiberfiihrt und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert, um iiberschiissige Waschlosung zu
entfernen. Die Siule wurde auf ein neues, steriles Eppendorfgefal tiberfiihrt; 50 pul ddH,O
zugegeben und 1 min inkubiert. Durch einen Zentrifugationsschritt (20s/14.000 rpm/RT)
wurde die DNA eluiert.

3.4.5 Restriktionsfragmentanalyse

3.4.5.1 Proben

Aus der Minipriparation gewonnene DNA (s.0.)

3.4.5.2 Reagenzien
Stammldsung Loading Buffer (6x)
60% v/v Glycerin

60 mM EDTA

0,05% w/v Bromphenolblau
pH=7,4

1 kB-Ladder bzw. 100 bp-Ladder, New England Biolabs, Beverly, MA, USA

Agarose Genetic Technology Grade; ICN, Aurora, Ohio, USA
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TAE-Puffer

0,1% v/v Eisessig
40 mM Tris

1 mM EDTA
pH=8.,3

Stammlosung Ethidiumbromid

10 mg/ml Ethidiumbromid

3.4.5.3 Materialien und Gerite

Elektropheresekammer Hoefer HE33 Mini Horizontal Submarine Unit

Power Supply Power Pac 200, BioRad, Miinchen, Germany

3.4.5.4 Durchfiihrung

Ein Aliquot der DNA wurde mit geeigneten Enzymen und den entsprechenden Puffern ca. 2
Stunden bei der angegebenen Temperatur, meist 37°C, verdaut. Nach entsprechender
Inkubation wurde die DNA mit Ladungspuffer (loading buffer) vermischt. Mit den einzelnen
Proben und einer DNA-Leiter geeigneter GroBe (1 kB-Ladder bzw. 100 bp-Ladder, NEB)
wurde ein 1%-iges Agarose-Gel, das 2 pl Ethidiumbromid enthielt, beladen und bei 70 V in
einer Elektropheresekammer aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte anhand des Vergleichs der
RestriktionsfragmentgrofBen der Proben mit den definierten Bandengrofen der DNA-Leiter

(DNA-Ladder).
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3.4.6 Maxipraparation zur Gewinnung der DNA zur Transfektion

3.4.6.1 Proben

Bakteriensuspension (s.0.)

3.4.6.2 Reagenzien

Qiagen Plasmid Maxi Kit, Quiagen, Hilden, Germany
Isopropanol

ddH,O

70% Ethanol

3.4.6.3 Materialien und Geriite

Schiittelinkubator (s.0.)
Zentrifugenreagenzglaser (aus Glas)

Beckman J2 HS Zentrifuge; Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA

3.4.6.4 Durchfiihrung

250 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurden mit 20 ul der Bakteriensuspension, die
zur Restriktionsfragmentanalyse hergestellt worden war, angeimpft und {iber Nacht bei 37°C
im Schiittelinkubator inkubiert. Danach wurde die DNA nach dem Qiagen-Kit-Protokoll
(enthélt Resuspensionspuffer, Lysepuffer, Neutralisationspuffer, QBT-Puffer, QF-Puffer und
QC-Puffer sowie Spritzen und Aufreinigungssdulen) aufgereinigt. Die Bakteriensuspension
wurde bei 6000g/15min/4°C abzentrifugiert, in 10 ml Puffer 1 (Resuspensionspuffer)
resuspendiert, anschlieBend Puffer 2 (Lysepuffer) hinzugefiigt, nach 5 min Puffer 3
(Neutralisationspuffer) zugegeben und die sehr gut vermischte Losung 20 min auf Eis
inkubiert. Danach wurde die Losung 30 min bei 20000g/ 4°C zentrifugiert (Beckman J2 HS
Zentrifuge; Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA) und der Uberstand auf eine
Aufreinigungssdule (Qiagen-tip 500), die zuvor mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert worden
war, gegossen. Die Sdule wurde zweimal mit Puffer QC gewaschen, danach wurde die DNA
mit 15 ml Puffer QF aus der Sdule eluiert. Nach Zugabe von 10,5 ml Isopropanol wurde 30
min/ 15000 g/4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgegossen.

Das Pellet wurde mit 5 ml 70% Ethanol gewaschen, 10 min/15000g zentrifugiert, und der
Uberstand abgegossen. Das luftgetrocknete Pellet wurde in 300 ul ddH,O aufgenommen.
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3.4.7 Konzentrationsbestimmung der DNA

3.4.7.1 Proben

Aus der Maxiprédparation gewonnene DNA (s.0.)

3.4.7.2 Reagenzien
ddH,O

3.4.7.3 Materialien und Gerite

Spektrophotometer, Beckman DU R 640 Spectrophotometer, Beckman Instruments, Palo
Alto, CA, USA

3.4.7.4 Durchfiihrung

Die DNA wurde 1:100 in ddH,O verdiinnt und die Konzentrationsbestimmung photometrisch
durchgefiihrt. Je Probe wurden 100 pl eingesetzt und die Absorption bei 260 nm bestimmt.
Alle Bestimmungen wurden als Doppelansdtze durchgefiihrt. Die Konzentration der DNA in
der Probe errechnete sich aus der Absorption bei 260 nm, multipliziert mit dem Faktor 50 und
der Verdiinnungsstufe (hier jeweils 100), dividiert durch 1000. Man erhielt so die
Konzentration der DNA in pg/ pl.
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3.5 Biochemische Verfahren
3.5.1 MMP-Zymographie

3.5.1.1 Proben

Es wurden FCS-freie Zelliiberstinde oder Gewebehomogenate als Proben eingesetzt. FCS-
freie Uberstinde wurden auf das gewiinschte Volumen in der Speed-Vac eingeengt. Von den
Gewebehomogenaten wurden 20 pg Protein/Probe eingesetzt. Alle Proben wurden im

Volumenverhéltnis 1:4 mit Probenpuffer gemischt.

Gewinnung der FCS-freien Zelliiberstinde fiir Zymographie

3 x 10’ Zellen wurden in 2 ml DMEM-Komplettmedium in einem 6well ausgesit. Nach 24
Stunden wurden die Zellen zweimal mit 2,5 ml PBS gewaschen, danach wurde 1 ml
serumfreies Medium zugegeben. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen, 10

min/2000rpm/4°C zentrifugiert, die Uberstinde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Gewinnung der Lungengewebe-Homogenate fiir Zymographie

In einem Mini-Bead-Beater wurden die bei -80°C gelagerten Lungengewebestiicke in je 300
ul 4°C kaltem Extraktionspuffer mithilfe von Zirkonia Beads durch zweimal 20 sec vortexen
homogenisiert. AnschlieBend wurden die Proben 10 min/14000rpm/4°C zentrifugiert, die

Uberstinde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.5.1.2 Reagenzien
100 x Gelatine

10% (w/v) Gelatine
0,1 g Gelatine

1 ml ddH,O

Lagerung bei -20°C

4 x Probenpuffer

250 mM Tris (1,5 g Tris/50 ml ddH,0)

40% (v/v) Glycerin (20 ml Glycerin/ 50 ml ddH,0)
8% (w/v) SDS (4 g SDS/ 50 ml ddH,0)

1 Spatelspitze Bromphenolblau
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10 x Laufpuffer

31 g Tris /11 ddH,O
144 g Glycin /11 ddH,0O
10 g SDS /11 ddH,0

Ausgangslosung: 10 x MMP-Inkubationspuffer

0,5 M Tris-HCI (30,3 g Tris-HCl /500 ml ddH,O)
50 mM CaCl, x 2 H,O (3,7 g CaCl, x 2 H,O /500 ml ddH,0)
2M NaCl (58,4 g NaCl /500 ml ddH,0)
pH=7,5

1 x MMP-Inkubationspuffer mit Triton-X-100 (Inkubationspuffer 1)

50 ml 10 x MMP-Inkubationspuffer
12,5 ml Triton X-100
437,5 ml ddH,O

1 x MMP-Inkubationspuffer ohne Triton-X-100 (Inkubationspuffer 2)
50 ml 10 x MMP-Inkubationspuffer
450 ml ddH,O

Coomassie-Firbelosung

30% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Eisessig
2% (vIv) Coomassie (brilliant blue)

Entfarber
10% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Eisessig

Trenngel

(Angaben fiir ein Gel)

40% (w/v) Polyacrylamid (PAA) 1,25 ml
1,5 M Tris pH 8,6 1,25 ml
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100 x Gelatine 50 ul
10% (w/v) SDS 50 ul
ddH,O 2,375 ml
10% APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

Die Gelatine wurde auf dem Wirmeblock bei 50°C unter Schiitteln erwdrmt. Das Gel
polymerisierte ca. 1h aus, anschlieBend wurde das Trenngel mit dem Sammelgel

iiberschichtet, das ca. 45 min auspolymerisierte.

Sammelgel

(Angaben fiir ein Gel)

40% (w/v) Polyacrylamid (PAA) 0,625 ml
0,5 M Tris pH8,6 1,25 ml
10% (w/v) SDS 50 ul
ddH,O 3,05 ml
10% APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

3.5.1.3 Materialien und Geriite

Mini Protean Gelkammer, BioRad, Miinchen, Germany

Geldicke 0,75 mm; 10 Taschen

3.5.1.4 Durchfithrung
Der Lauf erfolgte bei 20 mA (Power Supply Power Pac 200, BioRad, Miinchen, Germany)

tber ca. 3,5 Stunden. Nach dem Lauf wurde das Gel zweimal 15 min bei RT in
Inkubationspuffer 1 gewaschen, danach wurde der Puffer bis auf ca. 2 ml abgegossen. Es
wurden 25 ml Inkubationspuffer 2 zugegeben und weitere 15 min bei RT gewaschen. Das Gel
wurde anschliefend fiir 19 Stunden bei 37°C im Brutschrank (WTB, Binder, Germany)
inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Inkubationspuffer abgegossen, das Gel einmal mit
Leitungswasser gespiilt und ca. 5 Stunden in Coomassie-Farbelosung gefarbt. Abschlieend
wurde das Gel unter regelmiBigem Erneuern des Entfirbers solange entfirbt, bis der

Farbkontrast optimal war.
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3.5.2 PA-Zymographie

3.5.2.1 Proben

Es wurden Gewebehomogenate als Proben eingesetzt. Von den Gewebehomogenaten wurden
5 g Protein/Probe eingesetzt. Alle Proben wurden im Volumenverhiltnis 1:4 mit

Probenpuffer gemischt. (Gewinnung der Lungengewebe-Homogenate fiir Zymographie s.o.)

3.5.2.2 Reagenzien
4 x Probenpuffer (s.o.)

10 x Laufpuffer (s.o0.)

Trenngel

(Angaben fiir ein Gel)

40% (w/v) Polyacrylamid (PAA) 1,25 ml
1,5 M Tris pH 8,6 1,25 ml
100 x Gelatine 50 ul
10% (w/v) SDS 50 ul
ddH,O 2,38 ml
Plasminogen (454 pg/ml) 41,5 ul
10% APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

Das Gel polymerisierte ca. 1h aus, anschlieBend wurde das Trenngel mit dem Sammelgel

iberschichtet, das ca. 45 min auspolymerisierte.

Sammelgel (s.0.)

Ausgangslosung: 10 x uPA-Inkubationspuffer
01 M Tris-HCI (60,55 g Tris-HC1 /500 ml ddH,0)
pH=7,5

uPA-Inkubationspuffer mit Triton X-100 (Inkubationspuffer 1)
50 ml 10 x uPA-Inkubationspuffer

100 ml 0,5 M EDTA, pH=7,5

12,5 ml Triton X-100

337,5 ml ddH,0
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uPA-Inkubationspuffer ohne Triton X-100 (Inkubationspuffer 2)

50 ml 10 x Inkubationspuffer
100 ml 0,5 M EDTA, pH="7.5
350 ml ddH,0O
Coomassie-Farbeldsung (s.0.)

Entférber (s.0.)

3.5.2.3 Materialien und Gerite

Mini Protean Gelkammer, BioRad, Miinchen, Germany

Geldicke 0,75 mm; 10 Taschen

3.5.2.4 Durchfiihrung

Durch die Zugabe von Plasminogen konnten im PA-Zymogramm die Plasminogen-
Aktivatoren (LMW-uPA, HMW-uPA, tPA) sichtbar gemacht werden. Durch die Zugabe von
EDTA im Inkubationspuffer wurden die MMPs inaktiviert und somit im Gel nicht erkennbar.

Die weitere Durchfiihrung entsprach der MMP-Zymographie (s.o.).

3.53 ELISA

3.5.3.1 Proben
Gewinnung der Uberstinde fiir ELISA

3 x 10° Zellen wurden in 2 ml DMEM-Komplettmedium in einem 6well ausgesit. Nach 24
Stunden wurde der Uberstand abgenommen, 10 min/2000 rpm/4°C zentrifugiert, die
Uberstéinde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Gewinnung der Zellkultur-Lysate fiir ELISA

Die Zellen einer 10 cm-Zellkulturschale wurden gewaschen, mit EDTA abgeldst und in 10 ml
PBS resuspendiert. Die Zellen wurden 5min/900 rpm/RT abzentrifugiert, das PBS abgesaugt,
und das Pellet in 1,8 ml 1 x TBS + 200ul 10% Triton X-100 aufgenommen und in ein
Eppendorfgefall (2 ml) gefiillt. Die Eppendorfgefdle wurden auf einen Test-Tube- Rotator
gespannt und rotierten UN bei 4°C. Nach dem Triton-X-Aufschluss wurden die Lysate
45min/14000 rpm/4°C zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und bei -80°C gelagert.
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Gewinnung der Lungengewebe-Homogenate fiir ELISA

In einem Mini-Bead-Beater wurden die bei -80°C gelagerten Lungengewebestiicke in je 300
ul 4°C kaltem Extraktionspuffer mithilfe von Zirkonia Beads durch 2 x 20 sec vortexen
homogenisiert. Anschliefend wurden die Proben 10 min/14000 rpm/4°C zentrifugiert, die
Uberstinde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Zelllysate sowie der aufgearbeiteten Gewebeproben wurde mithilfe des
BCA Protein Assay Kits (Pierce, Rockford, IL, USA) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung
richtete sich nach dem Mikrotiterplatten-Protokoll (,,Microtiter Plate Protocol”) des
Herstellers.

Die Messung erfolgte in 96well-Mikrotiterplatten, dabei wurden zu 200 pl Arbeitsldsung
(,,Working Reagent*) je 10 pl Probe hinzupipettiert; alle Bestimmungen erfolgten als
Doppelansatz. Als Standard diente BSA (Sigma) in folgenden Konzentrationen:
4/2/1/0,5/0,25/0,125/0,0625 mg/ml. Die Auswertung erfolgte am Biolumin ELISA Reader

(biolumin reader, Molecular Dynamics ) bei 570 nm.

3.5.3.2 Reagenzien

Fiir den Nachweis von TIMP-1 wurde der ELISA-Kit der Firma amersham pharmacia biotech
(BIOTRAK TIMP-1 ELISA system, code RPN 2611, amersham pharmacia biotech, Freiburg,
Germany) benutzt. Fiir die Bestimmung der Menge 16slichen uPA-Rezeptors wurde der
uPAR-ELISA Kit (IMUBIND® Total uPAR, Product No. 893) verwendet. Die Bestimmung
des uPA-Gehaltes erfolgte mit dem IMUBIND® ELISA-Kit No. 894, die Bestimmung von
PAI-1 mit dem IMUBIND® ELISA Kit No. 821. Alle IMUBIND® ELISA Kits wurden von

american diagnostica, Greenwich, CT, USA, bezogen.

3.5.3.3 Materialien und Gerite

Die Absorption wurde am Biolumin reader (Molecular Dynamics) gemessen.

3.5.3.4 Durchfiihrung

Alle ELISA-Kits wurden entsprechend den Protokollen der Hersteller verwendet. Die
Meerrettich-Peroxidase- Reaktion wurde in jedem ELISA durch die Zugabe von 1 M H,SO4
abgestoppt und die Absorption bei 450 nm gemessen.
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3.5.4 suPAR-Bindungsassay

3.5.4.1 Proben

Standardreihe

Als Standard wurde das aminoterminale Fragment (ATF) von uPA verwendet. Es wurde eine
Standardreihe erstellt mit den Konzentrationen 1 ng/ml; 0,5 ng/ml; 0,25 ng/ml; 0,125 ng/ml
und 0,06 ng/ml.

Gewinnung der Zelliiberstinde fiir den suPAR-Bindungsassay

3 x 10° Zellen wurden in 2 ml DMEM-Komplettmedium in einem 6well ausgesit. Nach 24
Stunden wurde der Uberstand abgenommen, 10 min/2000 rpm/4°C zentrifugiert, die
Uberstinde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.5.4.2 Reagenzien
Coating und Detektion

l16slicher uPA-Rezeptor, isoliert aus CHO-Zellen

biotinylierter Detektionsantikrper, #377

Avidin-PEX-Antikorper

(bereitgestellt von PD Dr. V. Magdolen, Klinik fiir Gynékologie, TU Miinchen)

Waschpuffer
PBS

1% Triton X-100

Verdiinnungspuffer
PBS

2% (w/v) BSA

0,5% (v/v) Triton X-100

TMB-Substrat
10 ml TMB-Substrat
10 j,tl 3% H202
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10 x MOPS-Puffer

83,72 g 3 [n-Morpholino]propanesulfonic acid sodium salt (Sigma)

8,2 g Natriumacetat (Sigma)

20 ml 0,5M Natrium-Ethylendiamintetraammonium (Na-EDTA) (Merck)
auffiillen bis 11 mit ddH,O

auf pH = 7,0 einstellen mit NaOH

3.5.4.3 Materialien und Gerite

Maxi Sorb 96well Mikrotiterplatte (Nalge Nunc)

Die Absorption wurde am Biolumin reader (Molecular Dynamics ) gemessen.

3.5.4.4 Durchfithrung

Eine Maxi-Sorb 96well-Mikrotiterplatte (Nalge Nunc) wurde mit 100 pl 16slichem uPA-
Rezeptor, isoliert aus CHO-Zellen, ¢ = 0,5ug/ml in MOPS-Puffer, beschichtet und UN bei
4°C inkubiert. Die Platte wurde 3 x mit PBS 1% Triton X-100 gewaschen und anschlie3end
fiir 2 Stunden bei 4°C mit 200ul/well PBS 2% BSA blockiert. Als Proben wurden
Zelliiberstinde der einzelnen Zelllinien in DMEM-Komplettmedium eingesetzt. Als
Negativkontrolle diente DMEM-Komplettmedium, als Positivkontrolle der 16sliche uPA-
Rezeptor, mit dem die Platte beschichtet worden war. Alle Proben wurden entsprechend der
jeweiligen Verdiinnungsstufe mit Verdiinnungspuffer verdiinnt und mit 0,25 ng/ml ATF
versetzt. Das Probenvolumen betrug jeweils 100 pl. Nach Zugabe von ATF wurden die
Proben 10 min bei RT inkubiert. Die Blockierungslésung wurde ausgeklopft, die Proben
ziigig auf die Platte aufgetragen und bei 4°C UN inkubiert.

Die Platte wurde 3 x gewaschen, der biotinylierte Detektionsantikorper (4 pl/10 ml
Inkubationspuffer, 100 pl/well) zugegeben und 1 Stunde bei RT inkubiert. Die Platte wurde
3x gewaschen, der Avidin-PEX-Antikérper (4 pl/10 ml Inkubationspuffer, 100 ul/well)
zugegeben und 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 100 ul TMB-
Substrat zugegeben und die Farbreaktion nach ca. 10 min mit 50 pl 0,5 M H,SO,4 gestoppt.

Die Absorption wurde am Biolumin- ELISA- reader bei 450 nm gemessen.
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3.5.5 Western Blot

3.5.5.1 Proben

Zellen einer 10 cm Schale, ca. 80% konfluent

3.5.5.2 Reagenzien
Trenngel (12%)

Angaben fiir zwei Minigele

12,9 ml H,O

9 ml PAA (40 %, 29:1)

7,5 ml 1,5 M TRIS, pH = 8,6
0,3 ml 10 % (w/v) SDS

0,3 ml 10 % (w/v) APS

12 pl TEMED

Das Trenngel wurde mit Isopropanol iiberschichtet und polymerisierte ca. 30 min aus.

Sammelgel

Angaben fiir zwei Sammelgele

6,1 ml H,O

1,25 ml PAA (40 %, 29:1)
2,5 ml 0,5 M TRIS, pH 6,8
0,1 ml 10 % (w/v) SDS

0,1 ml 10 % (w/v) APS

10 pl TEMED

Isopropanol wurde entfernt und die Gele mit H>O griindlich gespiilt. Das Sammelgel wurde
gegossen, die Kdmme vorsichtig hineingeschoben und die Sammelgele auspolymerisierten

aus.

Tween-PBS (TPBS)
PBS
0,1 % (v/v) Tween
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Blockierldsung

5 % (w/v) Milch
0,1 % (v/v) Tween
5 x Loading-Buffer

50 ml Mercapto-Ethanol
10g SDS

25 ml Glycerin

25 ml 1 M TRIS, pH =6,8
250 mg Bromphenolblau
100 ml dd H,O

10 x Elektrophoresepuffer

303¢ Tris-Base

1442 ¢ Glycin

10g SDS

Bis ca. 800 ml mit dd H,O auffiillen, pH = 8,3 einstellen
AnschlieBend mit ddH,O auf genau 1 1 auffiillen.

Blotting Puffer

144 ¢ Glycin
303¢g Tris-Base
0,5¢g SDS

200 ml Methanol

Mit ddH,O auf 11 auffiillen.

Proteaseinhibitor (# P8340, Sigma, Steinheim, Germany)
Molekulargewichtsmarker (# 161-0372 Biorad, Miinchen, Germany)
Ponceau S (# P-7170, Sigma, Steinheim, Germany)

Anti PCNA aus der Maus (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK)
anti o.-Tubulin aus der Maus (Oncogene, Darmstadt, Germany)

Anti-mouse IgG-Peroxidase (Amersham, Freiburg, Germany)

Solution 1 und 2 (Lumi-Light, #2015200, Roche, Basel, Switzerland)
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3.5.5.3 Materialien und Geriite

Filter Papier (# 1703932, BioRad, Miinchen, Germany)
Nitrozellulose- Membran (Nitrocellulose, #RPN2020D, Amersham, Freiburg, Germany)
Gelkammern (BioRad, Miinchen, Germany)

Blotting System (BioRad, Miinchen, Germany)

3.5.5.4 Durchfiihrung

Die Zellen einer 10 cm - Schale wurde zweimal mit kaltem PBS gewaschen, 2 ml PBS auf die
Zellen gegeben und die Zellen mit einem Schaber abgekratzt. Die Zellsuspension wurde in 2
ml- Eppendorfgefile tiberfiihrt und zentrifugiert (10 min/4°C/2000 rpm). Das Pellet wurde in
100 pl PBS mit Proteaseinhibitor (990 ul PBS + 10 pl Proteaseinhibitor) resuspendiert. Die
Suspension wurde 10 x durch eine sehr feine Kaniile (z.B. Insulinspritze) gezogen, um die
Zellen aufzuschlieffen. AnschlieBend erfolgte die BCA-Proteinbestimmung (Verdiinnungs-
stufe 1:10-1:50).

Pro Probe wurden 20 ug Protein der Zelllysate eingesetzt. Die jeweilige Menge wurde mit
PBS auf ein Gesamtvolumen von 12 pl aufgefiillt und 3 pl reduzierender 5 x Loading Buffer
zugegeben. Zu 12 pul Molekulargewichtsmarker (Biorad, # 161-0372) wurden 3 pl
reduzierender 5 x Loading Buffer gegeben. Die Proben wurden 8 min bei 99 °C denaturiert,
anschlieend 2 min auf Eis inkubiert.

Die SDS- Gele wurden in die Gelkammer eingespannt und die Kammer mit
Elektrophoresepuffer befiillt. Die denaturierten Proben und der Molekulargewichtsmarker
wurden auf das Gel aufgetragen. Der Lauf durch das Sammelgel erfolgte bei 30 mA, der Lauf
durch das Trenngel bei 40-50 mA. Nach dem Lauf wurde das Gel blasenfrei auf die
Nitrozellulose-Membran gelegt. Dieses wurde zwischen zwei Filterpapiere gelegt, die
wiederum zwischen zwei Schwimme gelegt wurden. Der Blot wurde geschlossen und in den
Blothalter gegeben. Der Blothalter wurde in die Blotting Kammer gesetzt, die Kiihleinheit
hinzugegeben und die Kammer mit Blotting Puffer befiillt. Das Blotting erfolgte bei 90 mA
bei 4 °C UN.

Die Membran wurde 4 x 5 min mit TPBS (PBS mit 0,1% (v/v) Tween) gewaschen. Bei
diesem und allen folgenden Schritten wies die Proteinseite der Membran jeweils nach oben.
Ponceau S wurde fiir 3- 5 min auf die Membran gegeben, und die Membran mit ddH,O
gespiilt, bis ein guter Kontrast zwischen Banden und Hintergrund erreicht war. Die Membran

wurde in Transparentfolie eingelegt und im Kopierer abgelichtet. Dann wurde sie
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durchgeschnitten, um die Ladungskontrolle und das zu detektierende Protein zu trennen. Die
Membranteile wurden darauthin in jeweils eigenen Schilchen mit TPBS gewaschen, wobei
der Puffer mehrmals gewechselt wurde. Um weniger Hintergrund zu erzielen, wurde die

Membran > 24 h bei 4 °C inkubiert.

Zum Blockieren wurde TPBS abgenommen und ca. 10 ml 5 % (w/v) Milch, 0,1 % (v/v)
Tween zugegeben. Hierin wurde die Membran 1,5 Stunden lang bei Raumtemperatur
geschwenkt. Die Zugabe des Primirantikorpers erfolgt durch Aufnehmen des ersten
Antikorpers (anti-PCNA bzw. anti-a-Tubulin) in 10 ml 2,5 % (w/v) Milch, 0,1 % (v/v)
Tween. Anti-PCNA wurde im Verhéltnis 1:1000, Anti-o.-Tubulin wurde im Verhéltnis 1:4000
verdlinnt. Dies wurde auf die Membran gegeben und 1,5 Stunden bei Raumtemperatur
geschwenkt. Im Anschluss wurde die Membran mindestens 4 x 10 min mit TPBS gewaschen.

Der Sekundérantikdrper Anti-mouse [gG-Peroxidase wurde 1:2000 in 10 ml 2,5 % (w/v)
Milch, 0,1 % (v/v) Tween verdiinnt und auf die Membran gegeben. AnschlieBend wurde die
Membran mindestens 4 x 10 min mit TPBS gewaschen.

Zur Entwicklung des Blots wurden pro Membran 5 ml Solution 1 und 2 auf Raumtemperatur
gebracht und beide Losungen kurz vor der Detektion gemischt. Die Losungen wurden auf die
Membran gegeben und 5 min im Dunkelraum bei RT inkubiert. Dabei wurde die
Signalentwicklung verfolgt. Die Membran wurde zwischen zwei Transparentfolien gelegt, der

Rontgenfilm aufgelegt und 15 sec bis 15 min belichtet.
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3.6 Histologische Verfahren

3.6.1 Lungenfirbung mit X-Gal

Die linke Lungenhiélfte wurde zunéchst kurz in PBS gespiilt und in PBS 0,2% Glutaraldehyd,
2% Formaldehyd 90 min fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 10 ml X-Gal
Féarbelosung zugegeben und die Organe flir 5 Stunden bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die
Firbelosung wurde UN belassen und bei 4°C weiter im Dunkeln inkubiert. Am nichsten Tag

wurde 2 x mit PBS gewaschen und ca. 10 ml PBS 2% Formaldehyd zugegeben.

3.6.2 Auszihlung der Lungenmetastasen

Die Auszéhlung der Lungenmetastasen erfolgte am Zeiss-Binokular Mikroskop (Zeiss SZX
12).

Als eine Metastase wurde dabei jede durch X-Gal blau angefarbte Gruppe von Zellen auf der
Oberflache der dorsalen linken Lungenhélfte betrachtet. Die Metastasen standen meist als
einzelne Erhebungen aus dem Lungengewebe heraus. Wo Metastasen in einer Lunge sehr
dicht waren, wurden einzeln voneinander abgrenzbare Erhebungen innerhalb eines

konfluenten Bereichs von Metastasen als einzelne Metastasen angesehen und gezahlt.

3.7 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte fiir kleine Gruppen mithilfe des Mann-
Whitney Rank Sum Test. Das Erreichen des statistischen Signifikanzniveaus wurde mit

p <0,05 festgelegt. Von einem Trend wurde ausgegangen, wenn 0,1< p >0,05 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung der Zelllinien

Als Ausgangszelllinie wurde die menschliche Fibrosarkom-Zelllinie HT 1080 verwendet, die
zuvor lacZ- markiert worden war. Die Fibrosarkomzellen wurden mit den Vektoren fiir
suPAR bzw. TIMP-1 transfiziert, woraus die Zelllinien hervorgingen, die suPAR bzw. TIMP-
1 stabil iiberexprimierten. Die suPAR-iliberexprimierende Zelllinie suPAR 16 wurde
anschlieBend mit timp-1 transfiziert und selektioniert. Dadurch entstand eine Zelllinie, die
sowohl suPAR als auch TIMP-1 stabil tiberexprimierte. So wurden drei Zelllinien hergestellt,
die suPAR, TIMP-1 oder suPAR und TIMP-1 stabil iiberexprimierten (Abb.5).

mit suPAR Limiting Dilution
/'Zelllinien mit stabiler

suPAR-Uberexpression Zelllinien mit kombinierter

& Transfektion &
Transfektion 6 mit timp-1 . 6

suPAR 16 stabiler Uberexpression von

Transfektion suPAR und TIMP-1

% & LD14
Ausgangszelllinie 6
HT 1080

Zelllinien mit stabiler

TIMP-1-Uberexpression

Timp 5

Abb.6: Ubersicht iiber die Genealogie der Zelllinien

Die Herstellung der Zelllinien suPAR 16 und Timp 5 erfolgte durch Transfektion der
Ausgangszelllinie HT 1080, die Herstellung der Zelllinie LD 14 durch Transfektion der Zelllinie
suPAR 16 mit timp-1.

Die Zelllinien suPAR 16 und Timp 5 gingen durch die Transfektion direkt aus der
Ausgangszelllinie HT 1080 hervor. Um Zelllinien zu erhalten, die suPAR und TIMP-1 stabil

tiberexprimierten, wurde sequentiell transfiziert. Dazu wurde die Zelllinie suPAR 16, die
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suPAR {iberexprimierte, als Ausgangszelllinie fiir die Transfektion mit timp-1 benutzt. Aus

dieser Transfektion ging die Zelllinie LD 14 hervor.

4.1.1 Herstellung der suPAR-iiberexprimierenden Zelllinie suPAR 16

Die Ausgangszelllinie wurde mit dem Vektor pcDNA3.1/suPAR/hygro transfiziert und
selektioniert. Nach etwa 21 Tagen bildeten sich selektiv aus den Zellen, in denen das
transfizierte Plasmid stabil integriert hatte und die gegen die Selektion eine Resistenz
aufwiesen, Einzelkolonien in der Zellkulturschale, die isoliert und amplifiziert wurden. Nach
der Transfektion mit pcDNA3.1/suPAR/hygro konnten 21 Klone isoliert werden, deren
suPAR-Gehalt im Uberstand bestimmt wurde (Abb.6).
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Abb.7: suPAR-Gehalt der SUPAR-transfizierten Zelllinien

Die Bestimmung des suPAR-Gehalts erfolgte im ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x 10
Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation (Doppelbestimmung).

Die erreichten Sekretionslevel von suPAR lagen zwischen 8,9 ng/l x 10° Zellen (suPAR 6)
und 110,1 ng suPAR /1 x 10° Zellen (suPAR 16). In mehreren Zelllinien (suPAR 5, 7, 10, 13,
14, 15, 18-21) war suPAR nicht detektierbar, in diesen Zelllinien wurde das Transgen nicht
exprimiert. Der Median lag bei 33,8 ng suPAR/1 x 10° Zellen, der Mittelwert bei 38,1 ng
suPAR/1 x 10° Zellen. Die Ausgangszelllinic HT 1080 wies 0,19 ng suPAR/I x 10° Zellen

auf.
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Tab. 1 : Uberexpression von suPAR in vier transfizierten Zelllinien im Vergleich

zur Ausgangszelllinie HT 1080

Zelllinie uPAR im Zelliiberstand Vielfaches
[ng /1 x 10° Zellen + Stabw.] | der Ausgangszelllinie
HT 1080 0,19 +0,017 —
(Ausgangszellline)
suPAR 2 27+1,8 142,1
suPAR 6 89+38 46,8
suPAR 8 43,1+ 7,7 226,8
suPAR 16 110,1 + 8,55 579,5

Die Uberexpression von suPAR in den transfizierten Zelllinien betrug vom ~ 46-fachen bis
zum ~ 580-fachen der Ausgangszelllinie (Tab.1).

Mit 110,1 ng /1 x 10° Zellen (entsprechend einer ~ 580-fachen Uberexpression) wies die
Zelllinie suPAR 16 die hochsten Expressionslevel auf. Alle weiteren Experimente wurden

daher mit suPAR 16 durchgefiihrt.

4.1.2 Herstellung der TIMP-1-iiberexprimierenden Zelllinie Timp 5

HT 1080- Zellen wurden mit dem Vektor pcDNA3.1/timp-1/hygro transfiziert und
selektioniert. Nach etwa 21 Tagen waren keine Zellen der Negativkontrolle mehr vorhanden
und es bildeten sich Einzelkolonien in der Zellkulturschale, die isoliert und amplifiziert
wurden. Es konnten 18 Klone isoliert werden, deren TIMP-1-Gehalt im Uberstand im ELISA
bestimmt wurde (Abb.7).
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Abb.8: TIMP-1-Gehalt der timp-1-transfizierten Zelllinien

Die Bestimmung des TIMP-1-Gehaltes erfolgte im ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x
10° Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation
(Doppelbestimmung).

Die Menge des sezernierten TIMP-1-Proteins betrug zwischen 60,4 ng/1 x 10> Zellen (Timp
20) und 1824.5 ng/1 x 10° Zellen (Timp 5). Der Median lag bei 100,9 ng TIMP-1/1 x 10°
Zellen, der Mittelwert bei 271,7 ng TIMP-1/1 x 10> Zellen. Die Ausgangszelllinie HT 1080
exprimierte 56 ng TIMP-1/1 x 10° Zellen.

Tab. 2. Uberexpression von TIMP-1 in vier transfizierten Zelllinien im Vergleich

zur Ausgangszelllinie HT 1080

Zelllinie TIMP-1 im Zelliiberstand Vielfaches
[ng /1 x 10° Zellen + Stabw.] der Ausgangszelllinie
HT 1080 56 + 0,56 -
Timp 4 305,5+4,4 5,46
Timp 5 1824,5 £ 56,8 32,6
Timp 10 503,8+2,5 9,0
Timp 19 177,8 £2,5 3,2

58



Ergebnisse

Einige Zelllinien wiesen nach der Transfektion Sekretionslevel auf, die bis zum ~Zweifachen
der Ausgangszelllinie betrugen (Timp 1, 2, 3, 6, 9, 11, 13, 15, 16, 18 und 20). Hierbei
handelte es sich wahrscheinlich nicht um die Expression des Transgens, sondern um die
konstitutive TIMP-1-Expression. Insgesamt betrug die Uberexpression vom ~3-fachen bis
zum ~33-fachen der Ausgangszelllinie (Tab.2). Die Zelllinie Timp 5 wies mit 1824,5 ng/1 x
10° Zellen den hochsten Gehalt an TIMP-1 auf und wurde fiir alle weiteren Experimente

verwendet.

4.1.3 Klonierung eines fiir hTIMP-1 kodierenden eukaryotischen Expressionsvektors

mit Blasticidin-Resistenz

Um eine Zelllinie herzustellen, der sowohl suPAR als auch TIMP-1 stabil iiberexprimierte,
wurde nach der stabilen Transfektion von HT 1080 mit pcDNA3.1/hygro/suPAR eine zweite
Transfektion mit timp-1 durchgefiihrt. Hierzu wurde die suPAR-iiberexprimierende Zelllinie
suPAR 16 stabil transfiziert. Um die Zellen, die bereits eine neo- und eine hygro- Resistenz
aufwiesen, selektionieren zu konnen, wurde ein fiir humanes TIMP-1 kodierender
eukaryotischer Expressionsvektor mit Blasticidin-Resistenz kloniert. Dazu wurde das timp-1-
Insert aus dem pcDNA3.1/hygro/TIMP-1-Vektor ausgeschnitten und in die Multiple Cloning
Site (MCS) des pcDNA6/V5-HisA/blast-Vektor kloniert (Abb.8).

CMV-Promoter
Beta-Lactamase-

Resistenzgen

Blasticidin Resistenzgen

Abb.9: Plasmidvektor pJNhT-1 (pcDNA6/ timp-1/ blast)

Klonierung des timp-1-Inserts in den pcDNA6-Vektor mit Blasticidin-Resistenz. Die HisA-Kassette
wurde durch die Klonierung aus dem Vektor herausgeschnitten, das Transgen stand unter der
Kontrolle eines CMV-Promoters.
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Mit pJNhT-1 (pcDNAG6/timp-1/blast) stand ein Vektor zur Verfligung, mit dem eukaryotische
Zellen mit Blasticidin selektioniert werden konnten. Die Expression des Transgens erfolgte

unter der Kontrolle eines CMV-Promoters.

4.1.4 Herstellung der suPAR und TIMP-1 iiberexprimierenden Zelllinie LD 14

Die Zelllinie suPAR 16, die durch Transfektion von pcDNA3.1/hygro/suPAR aus der
Ausgangszelllinie HT 1080 hervorgegangen war, wurde mit pJNhT-1 (pcDNA6/timp-1/blast)
transfiziert und selektioniert (Abb.5). Nach etwa 10 Tagen bildeten sich Einzelkolonien, von
denen 20 Kolonien (,,KL* 1- 20) isoliert und amplifiziert werden konnten. Der TIMP-1-
Gehalt dieser Zelllinien wurde im Uberstand bestimmt (Abb.9).
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Abb.10: TIMP-1-Gehalt der mit SUPAR und timp-1 transfizierten Zelllinien

Die Bestimmung des TIMP-1-Gehalts erfolgte im ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x 10
Zellen/well in 5 ml Medium in der 6well-Platte nach 24 Stunden Inkubation (Doppelbestimmung).

Im Vergleich zur Ausgangszelllinie sezernierte keine der Zelllinien eine wesentlich erhdhte
Menge an TIMP-1. Die Sekretionslevel betrugen zwischen 120,2 ng TIMP-1/1x 10° Zellen
(KL 3) und 219,7 ng TIMP-1/1x 10’ Zellen (KL 2) und betrugen somit das 0,72-fache bis
1,31-fache im Vergleich zur Ausgangszelllinie.

Da die Selektionszeit, d.h. die Zeit bis zum Absterben der Transfektionskontrolle, kurz war
(10 Tage im Unterschied zu 21 Tagen bei der Selektion mit Hygromycin), und die Selektion

mit Blasticidin nicht in jedem Fall die Isolierung scharf abgegrenzter Einzelkolonien erlaubte,

60



Ergebnisse

wurde zusétzlich eine Subklonierung mittels Limiting Dilution durchgefiihrt. Hieraus konnten
18 Zelllinien (,,LD* 1-18) amplifiziert werden, deren TIMP-1-Gehalt im Uberstand bestimmt
wurde (Abb.10).
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Abb.11: TIMP-1-Gehalts der durch Limiting Dilution gewonnenen, mit SUPAR und timp-1
transfizierten Zelllinien

Die Bestimmung des TIMP-1-Gehalts erfolgte mit ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x
10° Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation
(Doppelbestimmung).

Die Sekretionslevel von TIMP-1 lagen in den Zelllinien LD 1 bis LD 18 zwischen 144,7 ng/1
x 10° Zellen (LD 1) und 3740 ng/ 1 x 10° Zellen (LD 14). Der Median betrug 1387,2 ng
TIMP-1/1x 10’ Zellen, der Mittelwert 1411,2 ng TIMP-1/1x 10’ Zellen. In dieser Bestimmung
lag die Expression von TIMP-1 in HT 1080 bei 167,5 ng TIMP-1/1x 10° Zellen, in der
Zelllinie suPAR 16, aus der die Doppelexprimierer hervorgegangen waren (Abb.5) bei 105,3
ng TIMP-1/1x 10’ Zellen.
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Tab. 3: Uberexpression von TIMP-1 in vier Zelllinien, die suPAR und TIMP-1

iiberexprimieren, im Vergleich zur Ausgangszelllinie HT 1080

Zelllinie TIMP-1 im Zelliiberstand | Vielfaches der Ausgangs-
[ng /1 x 10° Zellen + Stabw.] | zelllinie HT 1080

HT 1080 167,5+1,0 -

suPAR 16 105,3+£0,5 -

LD3 4423 +0 2,6

LD 4 1457,7+5,3 8,7

LD 10 2386,7+2,2 14,2

LD 14 3740 £ 3,6 223

Ergebnisse

Die Sekretion von TIMP-1 war in den Zelllinien LD 1 bis LD 18 um das 2,6-fache bis 22,3-
fache gegeniiber der Ausgangszelllinie HT 1080 erhoht (Tab.3). Gegeniiber der Zelllinie
suPAR 16 lag das Niveau der Uberexpression von TIMP-1 in den Zelllinien LD 1 bis LD 18
um den Faktor 1,59 hoher als gegeniiber HT 1080, da die TIMP-1-Expression der
Ausgangszelllinie HT 1080 tiber dem Expressionsniveau der Zelllinie suPAR 16 lag.

Durch stabile Transfektion war die Zelllinie suPAR 16 hergestellt worden, die suPAR stabil
tiberexprimierte. Durch stabile Transfektion war die Zelllinie Timp 5 hergestellt worden, die
TIMP-1 stabil tiberexprimierte. LD 14 war aus der Zelllinie suPAR 16 hervorgegangen und
iiberexprimierte nach sequentieller stabiler Transfektion sowohl suPAR als auch TIMP-1

(Abb.5).
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4.2 Charakterisierung der Zelllinien

Die Ausgangszelllinie sowie die transfizierten Zelllinien wurden hinsichtlich der
Transgenexpression charakterisiert. Nach der Selektion war dem Kulturmedium kein Zellgift
(Hygromycin bzw. Blasticidin) mehr zugesetzt worden. Es wurde zum einen tiberpriift, ob die
Expression der Transgene auch nach mehrfacher Passagierung ohne Zellgift stabil war, zum
anderen, ob das liberexprimierte suPAR an uPA binden konnte. Zudem wurde iiberpriift, ob
sich durch die Uberexpression der Transgene oder durch die klonale Selektion Unterschiede
in der Expression von uPA oder PAI-1 oder der Matrix- Metalloproteinasen MMP-2 und
MMP-9 zwischen den Zelllinien ergeben hatten. Das Proliferationsverhalten der Zelllinien
wurde verglichen, um Einfliisse der Transgene oder der klonalen Selektion auf die

Proliferationsgeschwindigkeit auszuschlieen .

4.2.1 Fortgesetzte Expression von suPAR in suPAR 16 und LD 14

Die Expression von suPAR in den mit pcDNA3.1/hygro/suPAR transfizierten Zelllinien
suPAR 16 und LD 14 wurde bestimmt. Es wurde untersucht, ob die Expression von suPAR in
suPAR 16 und LD 14 nach mehrfacher Passagierung der Zellen (10 Passagen) fortgefiihrt
wurde, ohne dass dem Medium weiter Hygromycin zugesetzt worden war. Zusatzlich wurde
die Menge des abgespaltenen (,,shedded*) uPA-Rezeptors in den Zelllinien HT 1080 und

Timp 5 bestimmt.
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Abb.12: Sekretion von suPAR in den Zelliiberstand

Die Bestimmung des TIMP-1-Gehaltes erfolgte im ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x
10° Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation.
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In HT 1080- Zellen konnten 0,17 ng uPAR/I x 10’ Zellen im Zelliiberstand nachgewiesen
werden (vgl. 0,19 ng/1 x 10° Zellen in der ersten Bestimmung, Tab. 1). Eine dhnliche Menge
uPAR konnte in der Zelllinie Timp 5 im Uberstand nachgewiesen werden (0,11 ng/1 x 10
Zellen). Die Expression von suPAR in suPAR 16 lag bei 128 ng/1 x 10° Zellen, was etwa dem
Wert der ersten Bestimmung entsprach (110,1 ng/1 x 10° Zellen). LD 14 sezernierte mit 331,3
ng/l x 10° Zellen deutlich mehr suPAR als die Zelllinie suPAR 16, aus der LD 14
hervorgegangen war (Abb.5).

Die Uberexpression von suPAR in den Zelllinien suPAR 16 und LD 14 wurde auf mindestens

gleich hohem Sekretionsniveau fortgesetzt.

Tab. 4: Relative Uberexpression von suPAR

Zelllinie uPAR im Zelliiberstand Vielfaches
[ng /1 x 10° Zellen + Stabw.] der Ausgangszelllinie

HT 1080 0,17 +0,05 -
Timp 5 0,11 +0,01 -
suPAR 16 128+7,2 753
LD 14 331,3+24,3 1949

Die Uberexpression von suPAR in suPAR 16 betrug das ~750-fache im Vergleich zur
Ausgangszelllinie HT 1080, die Uberexpression in LD 14 betrug das ~1950-fache des
Ausgangswertes. Die Uberexpression wurde in Bezug zur Menge des im Zelliiberstand von
HT 1080 und Timp 5 nachgewiesenen Spaltprodukts des uPA-Rezeptors gesetzt. Das
Ergebnis unterstrich das hohe Niveau der Uberexpression von suPAR in suPAR 16 und LD
14.
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4.2.2 Von den Zelllinien suPAR 16 und LD 14 sezerniertes suPAR bindet aktiv an uPA

Um zu testen, ob mit dem von suPAR 16 und LD 14 sezernierten suPAR ein Molekiil
produziert wurde, das aktiv an uPA bindet, wurde ein uPA-Liganden-Bindungsassay
durchgefiihrt. Darin wurde die Bindungskapazitit des sezernierten suPAR an das
aminoterminale Fragment (ATF) des uPA untersucht.

In diesem Assay bindet das ATF-Fragment von uPA an rekombinante Festphase-assoziierte
uPA-Rezeptor-Molekiile. Das ATF wird von einem Meerettich-Peroxidase-Detektions-
antikorper erkannt und ergibt nach Zugabe des Substrates einen Absorptionswert. Ist in der
Probe uPA vorhanden, bindet dessen aminoterminales Fragment ebenfalls an die Festphase-
assoziierten uPA-Rezeptor-Molekiile und erhoht so den Absorptionswert. Ist in der getesteten
Probe funktionsfihiges suPAR vorhanden, bindet es ATF. Dieses kann nicht mehr an
Festphase-assoziiertes uPAR gebunden werden und wird ausgewaschen. Somit verringert sich
die Absorption umso stirker, je mehr ATF von in der Probe vorhandenem freien suPAR

gebunden werden kann.

uPAR-Bindungsassay

4,50E+06
4,00E+06
3,50E+06+
3,00E+06+
2,50E+06+
2,00E+06+

Abb.13: Nachweis der Aktivitit von suPAR im uPA-Liganden-Bindungs-Assay

Das aminoterminale Fragment des uPA bindet an Festphase-assoziierten uPA-Rezeptor (aus CHO-
Zellen). Ein Detektionsantikorper erkennt das so gebundene ATF/uPA. Jeder Probe wurden 0,25 ng
ATF zugesetzt. In den Proben verhinderte suPAR, dass uPA an den Festphase-gebundenen uPAR
bindet.
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Anhand der Standardkurve konnte abgelesen werden, dass die Absorption umso hoher war, je
mehr uPA (hier: rekombinantes ATF des uPA) zugegeben wurde. Jeder Probe wurden 0,25 ng
ATF zugegeben (Abb.12).

Die Zelliiberstainde von HT 1080 und Timp 5 erreichten Absorptionswerte iiber dem Wert des
zugegebenen ATF (0,25 ng). Dies war durch die Sekretion von uPA (Abb.14, s.u.) in den
Zelliiberstand bedingt, wodurch mehr uPA an Festphase— assoziiertes suPAR binden konnte.
Wurde der unverdiinnte Zelliiberstand von suPAR 16 sowie der 1:50-verdiinnte Uberstand
von LD 14 eingesetzt, konnte nur eine sehr geringe Mengen uPA (ATF) an den Festphase-
assoziierten uPA-Rezeptor binden, ATF wurde durch die groBe Menge des in der Probe
vorhandenen suPAR abgefangen. Die Absorptionswerte waren sehr gering. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass sowohl der von suPAR 16 als auch der von LD 14 iiberexprimierte
16sliche uPA-Rezeptor in der Lage war, das aminoterminale Fragment des uPA zu binden und
somit funktionsfihig war. Es waren hohe Verdiinnungsstufen nétig (1:2500 bzw. 1:10000),
um die Inhibition der Bindung von uPA an Festphase-assoziiertes-suPAR durch in den Proben
vorhandenes suPAR schrittweise aufzuheben. Das von den Zelllinien suPAR 16 und LD 14

sezernierte SUPAR war funktionell aktiv und konnte uPA binden.
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4.2.3 Fortgesetzte TIMP-1 Uberexpression in Timp 5 und LD 14

Die Expression von TIMP-1 in den Zelllinien Timp 5 und LD 14 wurde bestimmt. Es wurde
untersucht, ob die Expression von TIMP-1 in Timp 5 und LD 14 nach mehrfacher
Passagierung der Zellen (10 Passagen) fortgefiihrt wurde, ohne dass dem Medium weiter

Hygromycin bzw. Blasticidin zugesetzt worden war.
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Abb.14: Vergleich des TIMP-1-Gehalts der Ausgangszelllinie und der transfizierten Zelllinien

Die Bestimmung des PAI-1-Gehaltes erfolgte im ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x 10
Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation (Dreifachbestimmung).

Auch nach dem Ende der Selektion blieb die TIMP-1-Uberexpression auf dem Niveau der
Vorbestimmungen bestehen. Die Mutterzelllinie HT 1080 und suPAR 16 wiesen &hnliche
TIMP-1- Expressionslevel auf (64,4 ng/l x 10° Zellen bzw. 83,3 ng/l x 10° Zellen) Die
Expression von TIMP-1 in suPAR 16 unterschied sich nicht von der Ausgangszelllinie.

Die Zelllinie Timp 5 sezernierte 2111 ng TIMP-1/1 x 10° Zellen, was etwa dem Doppelten
der ersten Bestimmung entsprach (947,4 ng/1 x 10° Zellen, Tab.2). Die Sekretion von TIMP-1
in der Zelllinie LD 14 lag bei 4120 ng/1 x 10° Zellen, was der Vorbestimmung gut entsprach
(3740 ng/1 x 10° Zellen, s. Tab.X). Die Uberexpression von TIMP-1 in den Zelllinien Timp 5
und LD 14 wurde auch nach Ende der Selektion auf mindestens gleich hohem Niveau

fortgesetzt.
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Tab. 5: Relative Uberexpression von TIMP-1

Zelllinie TIMP-1 im Zelliiberstand Vielfaches
[ng /1 x 10° Zellen + Stabw.] der Ausgangszelllinie
HT 1080 64,4 +0,77 -
SuPAR 16 83,3 +2,05 -
Timp 5 2111 +452 32,8
LD 14 4120+ 63,6 64

Die Uberexpression von TIMP-1 in der Zelllinie Timp 5 betrug das >30-fache der Expression
von TIMP-1 in HT 1080; die Uberexpression in LD 14 betrug das 64-fache des

Ausgangswertes. Die Uberexpression von TIMP-1 war stabil und betrug ein hohes Vielfaches

der TIMP-1- Expression der Ausgangszelllinie.
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4.2.4 Erhohte Expression von uPA in den transfizierten Zelllinien

Der uPA-Gehalt aller transfizierten Zelllinien wurde bestimmt, um zu sehen, ob sich die
Expression im Vergleich zur Ausgangszelllinie unterschied. Nach der Transfektion war
denkbar, dass es sich im Fall eines verdnderten Expressionsniveaus um auf klonale Selektion
zuriickfiihrbare, zufillige Effekte handelte, oder im Fall einer Hochregulation in den
Zelllinien suPAR 16 und LD 14 auf nicht-klonale Effekte im Sinne einer Gegenregulation

(Hochregulation von uPA infolge der Uberexpression von suPAR).
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Abb.15: Vergleich des uPA-Gehalts der Ausgangszelllinie und der transfizierten Zelllinien
Die Bestimmung des uPA-Gehaltes erfolgte im ELISA des Zelliiberstands nach Aussaat von 3 x 10°
Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation (Doppelbestimmung).

Die transfizierten Zelllinien sezernierten etwa die doppelte Menge uPA (41,4 bis 47,1 ng/1 x
10° Zellen) im Vergleich zur Ausgangszelllinie HT 1080 (22,0 ng/1 x 10’ Zellen). Die suPAR
iiberexprimierenden Zelllinien LD 14 (47,1 ng/1 x 10’ Zellen) und suPAR 16 (46,4 ng/1 x 10°
Zellen) wiesen die hochsten uPA-Werte auf. Auch Timp 5 wies dhnlich hohe Sekretionslevel
auf (41,4 ng/1 x 10° Zellen). Dies entsprach einer Erhdhung bis zum 2,14-fachen (LD 14) der
Ausgangszelllinie. Aufgrund der nicht sehr starken Erhéhung konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich um eine Variation des Expressionsniveaus handelte. Allerdings wurde
diese in allen transfizierten Zelllinien beobachtet. Da die uPA-Expression neben den suPAR-
iiberexprimierenden Zellinien auch in der TIMP-1-iiberexprimierenden Zelllinie erhoht war,

konnte die erhdhte Expression nicht eindeutig auf die Uberexpression von suPAR
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zuriickgefiihrt werden. Auch die Uberexpression von TIMP-1 hitte dann eine gleichartige,
geringe Erhohung der uPA-Expression zur Folge. Somit handelte es sich am ehesten um eine

Variation der uPA-Expression, moglicherweise auch um einen Effekt der Transfektion.

4.2.5 Leicht erhohte Expression von PAI-1 in der Zelllinie suPAR 16

Der PAI-1-Gehalt aller transfizierten Zelllinien wurde bestimmt, um festzustellen, ob die
Expression von PAI-1 infolge der klonalen Selektion durch die Transfektionen verdndert war.

In den Zelliiberstand sezerniertes PAI-1 wurde im ELISA nachgewiesen.
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Abb.16: Vergleich des PAI-1-Gehalts der Ausgangszelllinie und der transfizierten Zelllinien

Die Bestimmung des PAI-1-Gehaltes erfolgte im ELISA des Zelliberstands nach Aussaat von 3 x 10°
Zellen/well in 5 ml Medium in der 6-well-Platte nach 24 Stunden Inkubation.

Die Expression von PAI-1 variierte in den Zelllinien zwischen 287,4 ng/1 x 10° Zellen (LD
14) und 413,0 ng/1 x 10’ Zellen (suPAR 16). Die PAI-1-Expression der Zelllinien Timp 5 und
LD 14 war im Vergleich zur Ausgangszelllinie HT 1080 unverindert. In der Zelllinie suPAR
16 war die Expression um ca. ein Drittel erhoht. Da die Expression von PAI-1 in der ebenfalls
suPAR {iiberexprimierenden Zelllinie LD 14 unverdndert war, konnte diese Beobachtung nicht
auf die Uberexpression von suPAR zuriickgefiihrt werden. Da die Erhdhung insgesamt nur ein
Drittel der in den anderen Zelllinien gemessenen Proteinmenge betrug, konnte dies nicht als
einer Hochregulation der Expression infolge der Transfektion gewertet werden. Am ehesten

handelte es sich hierbei ebenfalls um eine Variation des Expressionsniveaus.
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4.2.6 Transfektion und Selektion fithren zu erhohter MMP-2- und MMP-9-Sekretion

Im Zymogramm wurde untersucht, ob es zu einer Verdnderung der Sekretionsmenge der
Matrix-Metalloproteinasen MMP-9 und MMP-2 gekommen war (Abb.16). Es wurde
iiberpriift, ob sich nach der Transfektion oder durch die Expression der Transgene suPAR
oder TIMP-1 die Zelllinien suPAR 16, Timp 5 und LD 14 im Zymogramm von der Zelllinie
HT 1080 unterschieden. Um abgrenzen zu konnen, ob es sich bei Verdnderungen um durch
die Transfektion bedingte, Zelllinien-spezifische Effekte handelte oder ob die Expression
eines Transgens die Sekretion der MMPs beeinflusste, wurde zusétzlich zu jeder der oben
genannten Zelllinien jeweils eine weitere Zelllinie aufgetragen (suPAR 8§, Timp 10 und LD

12), die aus der gleichen Transfektion stammte (Abb.5).
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Abb.17: Bestimmung der Sekretion von MMP-2 und MMP-9 in vitro

3 x 10° Zellen wurden in 2 ml DMEM- Komplettmedium ausgesit und 24 Stunden inkubiert. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen, 1 ml serumfreies Medium zugegeben und die Zellen weitere 24
Stunden inkubiert. 18 pl Uberstand wurden pro Probe aufgetragen.

In der Ausgangszelllinie HT 1080 war pro-MMP-9 nicht nachweisbar; aktives MMP-9 lag
ebenfalls nicht vor. Es fand sich eine Bande aktives MMP-2; pro-MMP-2 konnte dagegen
nicht nachgewiesen werden (Abb.16).

In den Zelllinien suPAR 16 und suPAR 8 wurde eine sehr schwache Bande pro-MMP-9
nachgewiesen, aktives MMP-9 fand sich nicht. Es fand sich eine Bande aktives MMP-2, die
im Vergleich zur Zelllinie HT 1080 etwas stirker war; pro-MMP-2 war dagegen nicht
nachweisbar.

Im Uberstand der Zelllinie Timp 5 war eine schmale Bande pro-MMP-9 nachweisbar, nicht

aber in Timp 10. Timp 5 wies eine im Vergleich zu HT 1080 deutlich stirkere Bande MMP-2
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auf, Timp 10 eine deutlich schwéchere. Aktives MMP-9 oder pro-MMP-2 konnten nicht
nachgewiesen werden.

Auch in den Zelllinien, die sowohl suPAR als auch TIMP-1 tiberexprimierten (LD 14 und LD
12) fand sich eine schmale Bande pro-MMP-9 und eine Bande aktives MMP-2. Die MMP-2-
Expression entsprach etwa der in Timp 5 beobachteten Expression und war damit deutlich
starker als die in HT 1080 detektierte Bande.

In HT 1080 und Timp 10 lag die Expression von pro-MMP-9 im Zymogramm unterhalb der
Nachweisgrenze. Die transfizierten Zelllinien exprimierten unterschiedliche, insgesamt
geringe Mengen pro-MMP-9, das in vitro in keiner Zelllinie nachweisbar zu aktivem MMP-9
umgewandelt wurde. Wie in HT 1080 war in keiner der transfizierten Zelllinien pro-MMP-2
nachweisbar. Die Expression von MMP-2 variierte zwischen den Zelllinien. Die TIMP-1-
exprimierenden Zelllinien Timp 5, LD 14 und LD 12 wiesen im Unterschied zu den anderen
Zelllinien im Zymogramm eine schmale Bande pro-MMP-9 und stirkere Banden MMP-2 auf.
Die Zelllinie Timp 10 wies jedoch kein pro-MMP-9 auf und eine schwichere Bande MMP-2
als die Ausgangszelllinie HT 1080. Die Unterschiede in der Expression von pro-MMP-9 und
MMP-2 waren somit in drei von vier TIMP-1- exprimierenden Zelllinien feststellbar, konnten

aber nicht eindeutig auf die Uberexpression von TIMP-1 zuriickgefiihrt werden.
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4.2.7 Die Uberexpression von suPAR und TIMP-1 hat keinen EinfluB} auf die

Proliferationsgeschwindigkeit der transfizierten Zelllinien in vitro

Es wurde iiberpriift, ob die Uberexpression von suPAR oder TIMP-1 Auswirkungen auf die
Proliferation von HT1080 bzw. den verschiedenen Zelllinien hatte bzw. ob sich durch die
Transfektionen Unterschiede in der Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen in vitro ergeben
hatten. Hierzu wurde im Western-Blot Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) analysiert.
PCNA ist ein Protein, dessen Expression mit dem Eintritt der Zellen in den Zellteilungszyklus

korreliert und daher ein MaB fiir die Proliferationsgeschwindigkeit von Zellen darstellt.

34kpa —T SN e gy ¢ Tubulin

54 kDa PCNA

HT 1080
suPAR 16
Timp 5

LD14

Abb.18: Analyse der Proliferation der Zelllinien in vitro

Jeweils 30 pg Protein wurden in einem 12%-igen SDS-Gel aufgetragen und a-Tubulin und PCNA
detektiert (Belichtungszeit 1 min).

Die Zelllinien wiesen unterschiedliche Mengen PCNA auf in der Western-Blot- Bestimmung
auf. Die PCNA-Banden waren in den Zelllinien HT 1080 und LD 14 am stirksten. Die
Bandenstirke korrelierte in allen Zelllinien zur o-Tubulin- Bande, die als Ladekontrolle
diente. Um die Menge des in jeder Zelllinie detektierten PCNA auf die in der Probe
vorhandene Zellmenge beziehen zu konnen, wurde der Quotient PCNA/a-Tubulin quantitativ

ausgewertet.
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Abb.19: Quantitative Auswertung der Proliferation in vitro

Tumorzelllysate aus der Zellkultur wurden im Western Blot aufgetragen. Die Mengen an PCNA und
a-Tubulin wurden detektiert und in der Kodak Imaging Station quantitativ ausgewertet. Der Quotient
PCNA/a-Tubulin wurde berechnet und der fiir die Ausgangszelllinie erhaltene Wert auf 100
festgesetzt.

Der Quotient PCNA/a-Tubulin der Ausgangszelllinie HT 1080 wurde berechnet und auf 100
festgesetzt. Die PCNA/a-Tubulin-Quotienten der transfizierten Zelllinien wurden auf diesen
Wert bezogen. Die Proliferation der transfizierten Zelllinien variierte zwischen 88,4 % (Timp
5)und 106 % (LD 14) des Ausgangswertes (Abb.18). In keiner Zelllinie konnte eine deutliche
Reduktion oder Erhéhung der Proliferation festgestellt werden, die Zelllinien unterschieden
sich nicht hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens. Dieses Ergebnis deckte sich mit der
Beobachtung in der Zellkultur, wo die Zelllinien in gleicher Dilution mit gleicher Frequenz
passagiert werden konnten. Eine proliferationsféordernde Wirkung von TIMP-1 oder suPAR
auf die transfizierten Zellen konnte nicht festgestellt werden, die Proliferation in vitro war

unabhingig von der Expression der Transgene.

Durch stabile Transfektionen waren Zelllinien gewonnen worden, die suPAR
iiberexprimierten (suPAR 16), TIMP-1 iiberexprimierten (Timp 5), oder suPAR und TIMP-1
tiberexprimierten (LD 14). Die Charakterisierung der Zelllinien hatte ergeben, dass es durch
die Transfektion und Uberexpression der jeweiligen Transgene nicht zu Verinderungen in der
Genexpression von uPA und PAI-1 gekommen war. Die Expression von MMP-9 und MMP-2
war in den Zelllinien Timp 5 und LD 14 im Vergleich zu suPAR 16 und HT 1080 erhéht. Die

Proliferationsgeschwindigkeit aller Zelllinien war im Vergleich zu HT 1080 unverédndert.
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4.3 Invasives Potential der transfizierten Zelllinien in vitro

Es wurde untersucht, ob die Uberexpression von suPAR bzw. TIMP-1 zu einer Reduktion des
invasiven Potentials in vitro gefiihrt hatte. Dazu wurde die Invasion der Zelllinien durch eine
rekonstituierte Basalmembran im Matrigel-Invasionsassay nachgebildet.

Im Matrigel-Invasionsassay wird die Féahigkeit von Zellen gepriift, eine Membran, die mit
einer rekonstruierten Basalmembran (Matrigel) beschichtet ist, zu durchwandern. In diesem

Versuch kann unter standardisierten Bedingungen in vitro die Invasivitdt der einzelnen

Zelllinien verglichen werden.

Matrigel-Invasionsassay
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Abb.20: Invasives Verhalten der Zelllinien im Matrigel-Invasionsassay

Einsitze fir 24-well-Platten wurden mit 28,4 ug Wachstumsfaktor-reduziertem Matrigel beschichtet.
Die Einsitze wurden mit 500 pl Zellsuspension (entsprechend 5 x 10° Zellen) befiillt. Zwischen 24-
well-plate und Einsatz wurden 750 ul Komplett- DMEM eingebracht, das als Chemoattractant 10%
fotales Kélberserum enthielt. Nach 48 Stunden Inkubation wurden bei 10- facher Vergroferung
vertikal 5 Raster (Zeiss Axiovert 25-Zahlgitter) ausgezdhlt. Alle Ansdtze wurden als

Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.
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In der Ausgangszelllinie HT 1080 lag die Zahl der Zellen, die die Matrigel-Membran
durchwandert hatten, bei 275 Zellen. Die Anzahl der Zellen der Zelllinie suPAR 16, die die
Matrigel-Membran durchwandert hatten, lag in deutlich unter der Zahl der Ausgangszelllinie
HT 1080 (127 £+ 82,9 vs. 275 £ 52,7). In der Zelllinie Timp 5 lag die Zahl der Zellen, die
durch die Membran gewandert waren, leicht iiber dem Wert der Zelllinie HT 1080 (330 +
17,7). Der Wert der Zelllinie LD 14 lag dagegen leicht darunter (249 + 16,6).

Insgesamt zeigte in vitro nur die Zelllinie suPAR 16 deutlich reduziertes invasives Verhalten,
die Werte der anderen Zelllinien lagen im Bereich der Werte der Ausgangszelllinie. Fiir die
Reduktion der Invasivitdt der Zelllinie suPAR 16 gegeniiber der Ausgangszelllinie HT 1080
wurde statistisch ein Trend erreicht (p = 0,1). Das invasive Verhalten der anderen Zelllinien

unterschied sich statistisch nicht signifikant (alle p >0,05).
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4.4 Metastatisches Potential der Zelllinien in vivo

Es waren Zelllinien hergestellt worden, die suPAR, TIMP-1 oder suPAR und TIMP-1 stabil
iiberexprimierten. Die transfizierten Zelllinien unterschieden sich nicht in der Expression der
fiir die Invasivitit relevanten Proteasen uPA und PAI-1, die TIMP-1 {iiberexprimierenden
Zelllinien wiesen im Zymogramm z.T. leicht erhdhte Mengen MMP-9 sowie erhhte Mengen
MMP-2 im Vergleich zu den anderen Zelllinien auf. Die Proliferationsgeschwindigkeit in
vitro unterschied sich nicht zwischen den Zelllinien. Das invasive Potential der
Ausgangszelllinie und der transfizierten Zelllinien war in vitro im Matrigel-Invasionsassay
untersucht worden. Hier war fiir die suPAR-{iberexprimierende Zelllinie suPAR 16 ein Trend
zu geringerer Invasionsfahigkeit festgestellt worden, die TIMP-1-iiberexprimierende Zelllinie
Timp 5 sowie die suPAR- und TIMP-1-iiberexprimierende Zelllinie LD 14 unterschieden sich

im invasiven Verhalten jedoch nicht von der Ausgangszelllinie.

Im Matrigel-Invasionsassay wurde die Invasion durch eine Basalmembran nachgebildet. Im
Unterschied zu den Bedingungen in vitro herrschen in vivo andere, haufig lokal kontrollierte
Konzentrationen verschiedenster proteolytischer Enzyme und Mediatoren. Unter
standardisierten Bedingungen in vitro durchgefiihrte Versuche konnen das komplizierte
Zusammenspiel aller Faktoren, die beim metastatischen Prozess eine Rolle spielen, nicht
berticksichtigen. Nur im Tierversuch konnte daher die Wechselwirkung zwischen dem Wirt

und den (genetisch modifizierten) Tumorzellen erforscht werden.

4.4.1 Etablierung eines Metastasierungsmodells

Um das metastatische Potential der Zelllinien in vivo zu untersuchen, wurde versucht, ein
Metastasierungsmodell von lacZ-markierten HT 1080-Zellen zu etablieren. In einem
Vorversuch wurden spontane Metastasierung und experimentelle Metastasierung von HT
1080 in 7-10 Wochen alten weiblichen CD1 nu/nu Mausen verglichen. Dazu wurden jeweils 1

x 10° Tumorzellen in 200 pl PBS subkutan (s.c.) bzw. intravends (i.v.) injiziert.
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4.4.1.1 Spontanes Metastasierungsmodell

Zwei Mdusen wurden lacZ-markierte HT 1080- Zellen subkutan inokuliert. Nach 35 bzw. 43
Tagen wurden die Méuse euthanasiert.

Nach 35 Tagen war der Primértumor der ersten Maus 2,3 x 1,6 cm grof3. Nekrosen waren
makroskopisch nicht erkennbar, die Hautoberfliche war intakt. Die Maus war durch die
GroBle des Tumors zum Zeitpunkt der Euthanasie erheblich behindert, wies jedoch keine
allgemeine Kachexie auf. Der Tumor der zweiten Maus wies zum Zeitpunkt der Euthanasie
(Tag 43) eine GroBe von 2,1 x 2,6 cm auf. Auch hier waren keine Nekrosen feststellbar, die
Hautoberfldche war intakt. Die Maus wies eine beginnende Kachexie auf.

Die inneren Organe wurden konserviert und X-Gal gefdarbt. Alle Organe wurden untersucht,
ob sie mikroskopisch oder makroskopisch erkennbare Metastasen aufwiesen. Infolge der X-
Gal-Féarbung waren auch einzelne Zellen im Mikroskop als Metastasen im makroskopisch
nicht befallenen Wirtsgewebe erkennbar. GroBere Gruppen von X-Gal-gefdarbten Zellen

waren bereits makroskopisch als Makrometastasen erkennbar.

Abb.21: makroskopisch Metastasen-
freie Lunge nach s.c.-Inokulation von
HT 1080- Zellen

Préparation der linken Lunge, X-Gal
Farbung, Aufsicht

Abb.22: makroskopisch Metastasen-freie
Leber nach s.c.-Inokulation von HT 1080-
Zellen

Préparation der gesamten Leber, X-Gal-Farbung,
Aufsicht

Besonderes Augenmerk galt der Metastasierung in Gehirn, Lunge und Leber. In der Lunge

waren im spontanen Metastasierungsmodell nach 35 und 43 Tagen Mikrometastasen
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erkennbar, Makrometastasen dagegen nicht. In der Leber waren sowohl nach 35 als auch nach
43 Mikrometastasen zu sehen, Makrometastasen traten nicht auf. Nach 43 Tagen waren im
Gehirn Mikrometastasen nachweisbar, die nach 35 Tagen noch nicht erkennbar gewesen

waren. Andere Organe (Nieren, Darm, Milz) waren von der Metastasierung nicht betroffen.

4.4.1.2 Experimentelles Metastasierungsmodell

Zwei Midusen wurden lacZ-markierte HT 1080-Zellen intravends injiziert. Beide Tiere
wurden am 35. Tag euthanasiert.

Nach Anfarbung der inneren Organe mit X-Gal fanden sich Makrometastasen in der Lunge.
Die Leber wies makroskopisch keine Metastasen auf, im Binokular waren jedoch
Mikrometastasen in der Leber erkennbar. Gehirn, Nieren, Darm und Milz waren sowohl

makroskopisch als auch mikroskopisch tumorfrei.

Abb.23: makroskopische Metastasierung
in die Lunge nach i.v.- Inokulation von HT
1080-Zellen

Priparation der linken Lungenhilfte, X-Gal
Féarbung, Aufsicht

Abb.24: makroskopisch Metastasen-freie Leber
nach i.v.- Inokulation von HT 1080-Zellen
Préparation des ganzen Leber, X-Gal Féarbung,
Aufsicht
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4.4.1.3 Vergleich spontanes VS. experimentelles Metastasierungsmodell

Im Fibrosarkommodell stellte die Lunge den Hauptort der Metastasierung dar. Dariiber hinaus
fand eine Metastasierung in die Leber und in das Gehirn statt.

Im spontanen Metastasierungsmodell bestand eine sehr lange Latenz zwischen der
Inokulation des Primirtumors und dem Auftreten von Mikrometastasen in der Lunge. Durch
das GroBenwachstum des Primdrtumors wurde die Zeitdauer bis zur Euthanasie limitiert.
Makrometastasen traten in der Lunge auch nach 43 Tagen nicht auf. Eine Auszéhlung der
Mikrometastasen war nicht mdglich.

Im experimentellen Metastasierungsmodell waren nach 35 Tagen Makrometastasen in der
Lunge sichtbar, die im Binokular —Mikroskop ausgezéhlt werden konnten. In der Leber hatten
sich Mikrometastasen gebildet, die mikroskopisch nicht quantifiziert werden konnten.

Es wurde das Modell der experimentellen Metastasierung gewihlt, um das metastatische
Potential der Ausgangszelllinie HT 1080 und der transfizierten Zelllinien in vivo zu
untersuchen. Eine Quantifizierung konnte iiber das Auszdhlen der Makrometastasen in die

Lunge erfolgen.

4.5 Vergleich der Uberexpression von suPAR, TIMP-1 und suPAR und
TIMP-1 im experimentellen Metastasierungsmodell in vivo

Im experimentellen Metastasierungsmodell wurden Unterschiede im metastatischen Potential
in vivo zwischen den Zelllinien untersucht. Im Matrigel-Invasionsassay hatte sich nur fiir die
Uberexpression von suPAR in der Zelllinie suPAR 16 ein Trend zu geringerer Invasivitit
gezeigt. Unter kontrollierten Bedingungen in vitro war kein reduziertes invasives Potential fiir
die TIMP-1 bzw. suPAR und TIMP-1 iiberexprimierenden Zelllinien Timp 5 und LD 14
gezeigt worden. In vivo findet dagegen eine Interaktion mit dem Wirtsgewebe statt. Die
Tumorzellen treten dabei in unmittelbaren Kontakt mit den GefdBendothelien und dem
Lungengewebe. Der Erfolg der Metastasierung ist abhéngig von der Tumor-Wirt-Interaktion
und wird neben den von den Tumorzellen produzierten Proteasen auch von den durch das
Wirtsgewebe produzierten Proteinen und Enzymen beeinflusst. Im experimentellen
Metastasierungsmodell wurde der EinfluB der Uberexpression von suPAR und TIMP-1 auf

die Extravasation und die nachfolgende Ausbildung von Metastasen untersucht.
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4.5.1 Reduktion der Lungenmetastasierung durch Uberexpression von suPAR und

TIMP-1

Im experimentellen Metastasierungsmodell wurde untersucht, ob die verminderte Invasivitit
der Zelllinie suPAR 16 in vitro auch in vivo zu einer geringeren Metastasierung, also zu einer
Reduktion der Zahl der Lungenmetastasen fiihrte. Es wurde analysiert, ob die Zelllinien Timp
5 und LD 14, die in vitro kein reduziertes invasives Potential aufwiesen, in vivo zu geringerer

Metastasierung fiihrten.
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Abb.25: Metastatisches Potential der Zelllinien im experimentellen Metastasierungsmodell
Auszéhlung makroskopisch sichtbarer, mit X-Gal angeférbter Metastasen auf der Oberseite der jeweils
linken Lungenhélfte im Zeiss Binokular. Jeder Punkt gibt die Zahl der Metastasen auf der linken
Lungenhélfte einer Maus wieder.

Im experimentellen Metastasierungsmodell zeigte sich das Vorliegen hoher Metastasenzahlen
in der Ausgangszelllinie HT 1080 bei einer groBBen Streubreite. Die Metastasierung in den
Gruppen suPAR 16 und Timp 5 war dagegen deutlich verringert. Auch die Gruppe LD 14
wies eine Reduktion der Metastasierung auf, hier lag die Streubreite allerdings hoher als in

den Gruppen suPAR 16 und Timp 5.
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In der Kontrollgruppe HT 1080 lag der Median der Zahl der Lungenmetastasen bei 107,5
Metastasen, der Mittelwert lag bei 126,7 Metastasen. Die Zahl der Lungenmetastasen wies in
dieser Gruppe eine sehr hohe Streuung auf; sie reichte von 11 bis 319 Metastasen. Dies
spiegelte sich in der groflen Standardabweichung wider (+ 106,9).

Die Metastasenzahlen in der Gruppe suPAR 16 waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
deutlich reduziert. Der Median lag bei 14 Metastasen, die meisten Tiere (7/9 Tieren) wiesen
nur geringe Metastasenzahlen (< 35 Metastasen) auf. Die Streubreite reichte allerdings bis
172 Metastasen. Entsprechend lag der Mittelwert hoher als der Median bei 35,9 Metastasen
und wies eine grof3e Standardabweichung auf (+ 54,9).

Die Lungenmetastasierung in der Gruppe Timp 5 war ebenfalls stark reduziert. Die
Metastasenzahlen in dieser Gruppe reichten von 0 bis 89 Metastasen, der Median lag bei 5
Metastasen. Es war hier zu einer deutlichen Reduktion sowohl der Metastasenzahlen als auch
der Streubreite der Metastasenzahlen gekommen. Der Mittelwert lag bei 20,8 (= 29.4)
Metastasen.

In der Gruppe LD 14 lag die Zahl der Lungenmetastasen deutlich niedriger als in der
Kontrollgruppe HT 1080. Auch die Streubreite lag unter der Kontrollgruppe, die Zahl der
Lungenmetastasen reichte von 0 bis 231. Im Vergleich mit den Gruppen suPAR 16 und Timp
5 war die Streubreite jedoch groBer. Der Mittelwert lag bei 67,9 = 85,4 Metastasen. Der
Median lag bei 27,5 Metastasen, in der Hailfte der Tiere hatten sich nur < 10 Metastasen
gebildet.

Insgesamt lag die Zahl der Metastasen in der Kontrollgruppe HT 1080 hoher als in den
transfizierten Zelllinien. Die Gruppen suPAR 16 sowie Timp 5 unterschieden sich statistisch
signifikant von HT 1080 (p = 0,012 und p = 0,002, respektive). Im Vergleich der Gruppen HT
1080 und LD 14 wurde ein Trend (p = 0,071) zu einer geringeren Zahl von Lungenmetastasen
in der Gruppe LD 14 beobachtet. Der Unterschied erreichte keine statistische Signifikanz. Die
Behandlungsgruppen unterschieden sich untereinander nicht signifikant (suPAR 16 vs.
Timp 5: p=0,54; suPAR 16 vs. LD14: p=0,736; Timp 5 vs. LD 14: p = 0,286).

Im experimentellen Metastasierungsmodell konnte die Lungenmetastasierung durch die
Uberexpression von suPAR bzw. TIMP-1 in den Zelllinien suPAR 16 bzw. Timp 5 im
Vergleich zur Ausgangszelllinie signifikant gesenkt werden. Die kombinierte Uberexpression
von suPAR und TIMP-1 in der Zelllinie LD 14 hatte zu einer Reduktion der

Lungenmetastasierung gefiihrt; hier wurde statistisch ein Trend erreicht.
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4.6 Einfluss der Uberexpression von suPAR und TIMP-1 auf die
Proteaseexpression in vivo

Die Uberexpression von suPAR in suPAR 16 hatte in vitro zu geringerer Invasivitit im
Matrigel-Invasionsassay und in vivo zu einer signifikanten Reduktion der Metastasierung im
experimentellen Metastasierungsmodell gefiihrt. Die Uberexpression von TIMP-1 in Timp 5
hatte in vivo im Unterschied zum unverdnderten Invasionsverhalten in vitro die
Metastasierung signifikant verringern konnen. Die Uberexpression von suPAR und TIMP-1 in
der Zelllinie LD 14 hatte zu einer Reduktion der Metastasierung im Vergleich zu der
Ausgangszelllinie HT 1080 gefiihrt, nicht aber im Vergleich mit den jeweils ein Transgen
iiberexprimierenden Zelllinien suPAR 16 oder Timp 5.

Es wurde daher untersucht, welche Verdnderungen im Proteasenprofil sich durch die
Interaktion von Wirtsgewebe (Lunge als Hauptort der Metastasierung) und Tumorgewebe
(HT 1080 und transfizierte Zelllinien) ergeben hatten. Um zu untersuchen, wie sich die
Uberexpression der einzelnen Transgene auf die Expression der inhibierten Proteasen in vivo
auswirkte, wurden Zymogramme zum Nachweis von MMP-9 und MMP-2 und zum Nachweis
von uPA durchgefiihrt. Hierbei wurde sowohl Lungengewebe von Miusen untersucht, das
nach Tumorzellinokulation keine Metastasen aufwies, als auch Lungengewebe, das

metastatisch durchsetzt war.

4.6.1 Sekretion von MMP-9 und MMP-2 in vivo

Die MMP-Expression wurde in einem ersten Zymogramm in Lungengewebe, das nach
Tumorzellinjektion keine Metastasen aufwies, analysiert (Abb.25A). Dabei wurde untersucht,
ob sich die Expression vom MMP-9 und MMP-2 im Lungengewebe von Nacktmiusen, denen
keine Tumorzellen injiziert worden waren, von der MMP-Expression im Lungengewebe der
Maiuse unterschied, denen transgene Tumorzellen injiziert worden waren. In einem zweiten
Zymogramm wurde analysiert, ob sich die MMP-Expression in metastatischem
Lungengewebe zwischen den einzelnen Versuchsgruppen unterschied (Abb.25B). Die MMP-
Expression in tumorfreiem Lungegewebe und metastatischem Lungengewebe wurde
verglichen.

Das aufgearbeitete Lungengewebe enthielt sowohl murines Lungengewebe als auch

Tumorzellen der menschlichen Fibrosarkom-Zelllinien. Die im Zymogramm eingesetzten
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Proben konnten daher sowohl murines als auch humanes MMP-9 und MMP-2 enthalten.
Murines pro-MMP-9 hat eine Grofle von 105 kD und ist damit etwas grof3er als humanes pro-
MMP-9, das eine GroBe von 96 kD besitzt. Ebenfalls 96 kD grof3 ist die aktive Form von
murinem MMP-9, humanes MMP-9 hat eine Groe von 82 kD. Die Proteingréflen von
humanem und murinem pro-MMP-2 und MMP-2 sind identisch.

A) Lungengewebe ohne Metastasen
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Abb.26: Bestimmung der Sekretion von MMP-2 und MMP-9 in vivo
in Lungengewebe ohne Metastasen und mit dhnlicher Metastasenzahl

A) Zymogramm aus aufgearbeitetem Lungengewebe, 25 ug Protein/Probe
Vergleich von Lungengewebe ohne Metastasen nach Tumorzellinjektion
B) Zymogramm aus aufgearbeitetem Lungengewebe, 25 pg Protein/Probe

Vergleich von Lungengewebe mit dhnlicher Metastasenzahl nach Tumorzellinjektion
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In jeder Probe war eine starke 105-kDa-Bande, eine schwache Bande pro-MMP-2 und eine
breite Bande MMP-2 nachweisbar. In der Negativkontrolle (Lungengewebe ohne
Tumorzellen) war die MMP-2-Bande etwas breiter als die pro-MMP-9-Bande, es waren
jeweils etwa gleich starke Banden in beiden Proben der Negativkontrolle vorhanden.

Nach Injektion von suPAR 16-Zellen war in einer Probe im (tumorfreien) Lungengewebe eine
starkere pro-MMP-9-Bande als in der Negativkontrolle nachweisbar, in der zweiten Probe
entsprach sie jedoch der Negativkontrolle. Hier war auch eine sehr schmale 82 kDa-Bande
nachweisbar, die aktivem humanen MMP-9 entsprach. Unverdndert waren im Vergleich die
Bandenstéirken von pro-MMP-2 und MMP-2.

In einer Probe aus (tumorfreiem) Lungengewebe nach Timp 5- Inokulation war eine deutlich
starkere pro-MMP-9-Bande nachweisbar sowie eine schmale Bande humanes MMP-9; in der
zweiten Probe lag die Expression von pro-MMP-9 iiber dem Expressionsniveau der Kontrolle,
aktives MMP-9 war nicht detektierbar. Die pro-MMP-2 und MMP-2-Sekretion war dagegen
unverdndert im Vergleich zur Kontrolle.

Im Lungengewebe der Méuse, denen LD 14-Tumorzellen injiziert worden waren, war eine
sehr starke pro-MMP-9-Bande sowie eine schmale Bande humanes MMP-9 in beiden Proben
nachweisbar. Auch die MMP-2-Bande war in diesen Proben stark ausgeprigt. Aufgrund der
starken Erhohung der pro-MMP-9-Bande war jedoch im Verhéltnis mehr pro-MMP-9 als
MMP-2 in beiden LD 14-Proben vorhanden. Dieses Verhiltnis war auler in der ersten Probe
der Zelllinie Timp 5 in allen anderen Proben umgekehrt; hier war die MMP-2 Bande
schwicher bis ebenso stark wie pro-MMP-9. Dies deutete auf eine Induktion der pro-MMP-9-
Expression im Lungengewebe der Tiere hin, denen TIMP-I1-iiberexprimierende
Tumorzelllinien injiziert worden waren. Die Induktion war dabei unabhidngig von der
Ausbildung von Metastasen im Lungengewebe.

Im zweiten Zymogramm wurde Lungengewebe analysiert, das mit 10-45 Metastasen dhnliche
Metastasenzahlen aufwies (Abb.25B). In einem Vorversuch war fiir jede Gruppe (HT 1080,
suPAR 16, Timp 5 und LD 14) ein Zymogramm durchgefiihrt worden, in dem Lungengewebe
in der Reihenfolge steigender Metastasenzahlen aufgetragen worden war. Es konnte in jeder
Gruppe nachgewiesen werden, dass die Expression von MMP-9 und MMP-2 nicht mit der
Zahl der Metastasen korrelierte (Zymogramm hier nicht abgebildet).

Um Vergleichbarkeit hinsichtlich der Menge des in den Proben vorhandenen menschlichen
Tumorgewebes zu erzielen, wurden hier im zweiten Zymogramm (Abb.25B) Proben mit etwa

gleicher Metastasenzahl eingesetzt. Die Lungengewebe, in denen sich Metastasen aus den
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Tumorzelllinien HT 1080, suPAR 16, Timp 5 und LD 14 gebildet hatten (Abb. 25B), wiesen
jeweils eine starke Bande pro-MMP-9 auf, eine schwache Bande pro-MMP-2 sowie eine
starke Bande MMP-2. Dieses Expressionsmuster entsprach dem der Proben aus
Lungengewebe ohne Tumorzellen (vgl. Abb.25A), eine Induktion der MMP- Expression
durch die Ausbildung von Metastasen war nicht nachweisbar.

Im Vergleich der Gruppen untereinander wies jeweils eine Probe der Gruppen suPAR 16 und
Timp 5 eine stirkere Bande pro-MMP-9 auf als die Proben der Ausgangszelllinie HT 1080,
die andere Probe entsprach jedoch etwa der Ausgangszelllinie. Beide Proben der Gruppe LD
14 wiesen eine hohere pro-MMP-9-Menge auf als die Ausgangszelllinie. Eine Erhhung der
pro-MMP-9-Menge war auch hier in drei von vier Proben aus den Gruppen der TIMP-1-
iiberexprimierenden Zelllinien feststellbar. Humanes MMP-9 war in der Ausgangszelllinie
und in der ersten Timp 5-Probe kaum detektierbar, die erste Probe der Gruppe suPAR 16 wies
ebenfalls nur eine sehr schmale Bande MMP-9 auf. In beiden LD 14-Proben war MMP-9
nachweisbar. Insgesamt lag nur sehr wenig aktives MMP-9 vor, die Menge korrelierte jedoch
mit dem Vorliegen von pro-MMP-9.

Insgesamt unterschied sich das Profil der Matrix-Metalloproteinasen in An- oder Abwesenheit
von Lungenmetastasen wenig voneinander. Murines pro-MMP-9 und humanes MMP-9 sowie
murines/humanes pro-MMP-2 und murines/humanes MMP-2 konnten nachgewiesen werden.
In jeweils drei von vier Proben von TIMP-1-iiberexprimierenden Zelllinien wurde vermehrt
pro-MMP-9 gefunden, sowie ebenfalls in einer Probe der suPAR- {iiberexprimierenden

Zelllinie suPAR 16.

4.6.2 Sekretion von uPA in vivo

Die Sekretion von uPA wurde mit Hilfe von Zymogrammen bestimmt. Es wurde analysiert,
ob das murine Lungengewebe uPA exprimierte und ob die Injektion von Tumorzellen die
Expression von uPA im Lungengewebe induzierte. Aulerdem wurde untersucht, ob sich nach
der Bildung von Metastasen in der Lunge uPA nachweisen liell und ob es Unterschiede in der
uPA-Sekretion zwischen den Gruppen gab.

Im uPA-Zymogramm konnte neben uPA auch der Plasminogen Aktivator vom Gewebetyp
(tissue type plasminogen activator, tPA) nachgewiesen werden. uPA konnte in zwei Formen
als high molecular weight-uPA (HMW-uPA) und als low molecular weight-uPA (LMW-uPA)

nachgewiesen werden. Die molekularen Groflen der murinen und humanen Formen sind
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sowohl fiir tPA (~63 kDa), uPA (~48 kDa) als auch LMW-uPA (~33 kDa) fast identisch und

konnten im Zymogramm nicht unterschieden werden.

A) Lungengewebe ohne Metastasen

tPA
uPA
LMW-
uPA
T8 FE Oz 2 om0 s g
= @ e — —
S £ g = = g £ a a
3 £ 3 7 a = =
B) Lungengewebe mit dhnlicher Metastasenzahl
tPA
uPA
LMW-
uPA
45 Zahl der Metastasen

=
L]
<
=
=
<
~
n

HT 1080
HT 1080
suPAR 16
suPAR 16
Timp 5
Timp 5
LD 14
LD 14

Abb.27: Bestimmung der Sekretion von uPA in vivo
im Lungengewebe ohne Metastasen und mit dhnlicher Metastasenzahl

A) uPA-Zymogramm aus aufgearbeitetem Lungengewebe, 5 pg Protein/Probe
Vergleich von Lungengewebe ohne Metastasen nach Tumorzellinjektion
B) uPA-Zymogramm aus aufgearbeitetem Lungengewebe, 5 pug Protein/Probe

Vergleich von Lungengewebe mit dhnlicher Metastasenzahl nach Tumorzellinjektion

Im uPA-Zymogramm konnte im Lungengewebe der Méuse, denen keine Tumorzellen
inokuliert worden waren, tPA und LMW-uPA nachgewiesen werden (Abb.26A). Auch in den
Lungengewebe-Proben der Miuse, in deren Lungen sich nach Tumorzellinokulation keine
Metastasen gebildet hatten, war tPA und LMW- uPA nachzuweisen, (HMW-) uPA jedoch
nicht. Die Menge an tPA und LMW- uPA unterschied sich nicht zwischen den Gruppen. Die
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Inokulation der Tumorzellen hatte in den metastasenfreien Lungen nicht zu einer
Verénderung des Profils der Plasminogen-Aktivatoren gefiihrt.

In den Lungen, in denen sich nach Tumorzellinokulation Metastasen gebildet hatten, war
neben tPA und LMW-uPA auch (HMW-) uPA nachweisbar (Abb.26B). Die Menge an tPA
und LMW-uPA unterschied sich nicht zwischen den einzelnen Proben und war im Vergleich
zu dem nicht-metastatischen Lungengewebe (Abb.26A) nicht erhoht. In beiden Proben der
Ausgangszelllinie HT 1080 war eine schmale Bande uPA nachweisbar. In den Gruppen
suPAR 16 und Timp 5 war in jeweils beiden Proben eine sehr starke Bande uPA vorhanden,
ebenso in der ersten Probe der Gruppe LD 14. In der zweiten Probe war nur eine schmale
Bande uPA nachweisbar, die etwa der Ausgangszelllinie entsprach.

Die Expression von tPA und LMW-uPA war unabhingig von der Ausbildung von Metastasen
im Lungengewebe und erschien bei Vorliegen von Metastasen im Vergleich zu dem nicht-
metastatischen Lungengewebe (Abb.26A) nicht erhoht. Das Vorliegen von Metastasen war
Voraussetzung fiir den Nachweis von uPA im Zymogramm. Die Menge an uPA korrelierte
nicht mit der Anzahl der Metastasen, die Ausgangszelllinie HT 1080 wies trotz anndhernd
gleicher Metastasenzahl deutlich weniger uPA auf als die Proben der transfizierten Zelllinien.
Die Menge an uPA war in der suPAR-iiberexprimierenden Zelllinie suPAR 16 hoher als in
der Ausgangszelllinie, aber nicht hoher als in den Proben der TIMP-1-iiberexprimierenden
Zelllinie Timp 5. Somit korrelierte der Anstieg der uPA-Menge nicht mit der Uberexpression

von suPAR.
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4.7 Kombination der Uberexpression von TIMP-1 und der Behandlung mit
monoklonalem Antikérper (anti-uPAR-mAK) im experimentellen
Metastasierungsmodell in vivo

Im experimentellen Metastasierungsmodell hatte sich eine Reduktion der Metastasierung
sowohl durch Uberexpression von suPAR (in der Zelllinie suPAR 16) als auch durch
Uberexpression von TIMP-1 (in der Zelllinie Timp 5) gezeigt. Die kombinierte
Uberexpression von suPAR und TIMP-1 in der Zelllinie LD 14 hatte trotz mindestens gleich
hoher Expressionslevel jedoch in vitro nicht zu einer Reduktion der Invasivitét und in vivo zu
einer geringeren Reduktion der Metastasierung gefiihrt als die Uberexpression jeweils eines
Transgens allein in den Zelllinien suPAR 16 und Timp 5.

Da die Zelllinie LD 14 mehrfach transfiziert und selektioniert worden war, konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass es hierdurch zu Verdnderungen in dieser Zelllinie gekommen
war, die auBBerhalb der in dieser Arbeit untersuchten Einflulfaktoren lagen. Um differenzieren
zu kénnen, ob es sich bei den Resultaten um Effekte der kombinierten Uberexpression von
suPAR und TIMP-1, d.h. einer kombinierten Inhibition des uPA-Systems und des MMP-
Systems durch nicht-synthetische Inhibitoren handelte, oder ob die Effekte davon getrennt auf
mogliche Verdnderungen in der Zelllinie LD 14 zuriickzufiihren waren, wurde ein weiteres
Tierexperiment durchgefiihrt. Die Uberexpression von suPAR wurde hier durch die
Behandlung mit einem monoklonalen, gegen uPAR gerichteten Antikorper ersetzt. So konnte
die gegen die Matrix-Metalloproteinasen gerichtete TIMP-1-Uberexpression mit der
Inhibition der Bindung von uPA an uPAR kombiniert werden, ohne dass eine doppelt

transfizierte Zelllinie verwendet werden musste.
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Abb.28: Metastatisches Potential bei Uberexpression von TIMP-1 und Behandlung mit mAK im
experimentellen Metastasierungsmodell

Auszéhlung makroskopisch sichtbarer, mit X-Gal angefarbter Metastasen auf der Oberseite der jeweils
linken Lungenhilfte im Zeiss Binokular. Jeder Punkt gibt die Zahl der Metastasen auf der linken
Lungenhilfte einer Maus wieder.

Im Vergleich zur Ausgangszelllinie, die hohe Metastasenzahlen bei einer weiten Streubreite
aufwies, zeigte sich in den Gruppen der Zelllinie Timp 5 und der Gruppe HT 1080mAK eine
deutliche Reduktion der Metastasierung. In der Gruppe HT 1080mAK waren HT 1080-Zellen
inokuliert worden und die Méiuse mit monoklonalem, gegen uPAR gerichtetem Antikdrper
behandelt worden. Auch in der Gruppe Timp SmAK, in der den Médusen Zellen der Zelllinie
Timp 5 inokuliert worden waren und zusétzlich mit dem monoklonalen Antikérper behandelt
worden waren, war eine deutliche Reduktion der Metastasenzahlen sowie eine geringere
Streubreite der Metastasenzahlen zu erkennen.

Die Ausgangszelllinie HT 1080 unterschied sich signifikant von der Gruppe Timp 5 (p =
0,002). Der Median der Metastasen in der Gruppe HT 1080 lag bei 108, in der Gruppe Timp 5

bei 5 Metastasen. Die Ausgangszelllinie unterschied sich ebenfalls signifikant von der uPAR-
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mAK- Behandlungsgruppe, denen HT 1080-Zellen inokuliert worden waren (HT 1080 vs. HT
1080mAK: p <0,001). Der Median in der Gruppe HT 1080 lag bei 3 Metastasen, die
Streubreite lag zwischen 3 und 194 Metastasen. In der Gruppe, der Zellen der Zelllinie Timp
5 inokuliert worden war und in der eine Behandlung mit monoklonalem gegen uPAR
gerichteten Antikorper erfolgt war, war die Metastasierung im Vergleich zur
Ausgangszelllinie ebenfalls signifikant geringer (p < 0,01). Auch die Streubreite war stark
reduziert auf eine Streubreite von 0-22 Metastasen.

Die Mutterzelllinie unterschied sich signifikant von den Behandlungsgruppen, die Gruppen
Timp 5, HT 1080mAK und Timp 5SmAK unterschieden sich allerdings nicht signifikant
voneinander (Timp 5 vs. HT 1080mAK: p = 0,947; Timp 5 vs. Timp SmAK: p = 0,344; HT
1080mAK vs. Timp SmAK: p = 0,391).

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit einem monoklonalen,
gegen uPAR gerichteten Antikorper zu einer signifikanten Reduktion der Metastasierung im
experimentellen Metastasierungsmodell gefiihrt hatte. Die Kombination der Uberexpression
von TIMP-1 und der Behandlung mit dem gegen uPAR gerichteten Antikorper hatte ebenfalls
zu einer Reduktion der Metastasenzahl gefiihrt. Im Vergleich zur Uberexpression von TIMP-1
allein oder der Behandlung mit dem gegen uPAR gerichteten Antikorper allein war durch die

Kombination eine Reduktion der Streubreite der Metastasen erreicht worden.
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5 Diskussion

5.1 Herstellung und Charakterisierung der Zelllinien

Die metastatische Fibrosarkomzelllinie HT 1080 bildete in dieser Arbeit die
Ausgangszelllinie fiir die Generierung von suPAR-, TIMP-1 bzw. suPAR und TIMP-1
iiberexprimierenden Zelllinien. Die Zelllinie HT 1080 wurde wegen ihrer hohen Expression
von uPA, uPAR und PAI-1 sowie MMP-2, MMP-9 und TIMP-1 ausgewdhlt. Sie wies in
vitro ein stark invasives Verhalten auf (Maquoi et al., 1998) sowie ein metastatisches
Verhalten in vivo nach subkutaner als auch nach intravendser Injektion (Praus et al., 1999).
Die Zelllinie war zuvor mit dem bakteriellen lacZ-Gen markiert worden, das nach Anfarbung
mit B-Galaktopyranosiden diese spaltet und so eine einfache Detektion der Tumorzellen im
(nicht-markierten) Wirtsgewebe ermoglicht (Kriiger et al., 1998b).

Durch liposomale Transfektion und anschlieBende Selektion wurden Zelllinien generiert, die
suPAR, TIMP-1 oder suPAR und TIMP-1 stabil iiberexprimierten (Abb.5). Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression der Transgene auch nach mehrfacher Passage auf hohem Niveau
stabil war (Abb.11, Abb.13). Die Expression von uPA betrug in den transfizierten Zelllinien
etwa das Doppelte der Ausgangszelllinie (Abb.14). Die Expression von PAI-1 war in den
Zelllinien Timp 5 und LD 14 unverindert gegeniiber der Ausgangszelllinie, in der Zelllinie
suPAR 16 lag die Expression leicht iiber der Ausgangszelllinie (Abb.15). Im Zymogramm
zeigte sich in drei der vier TIMP-1-iiberexprimierenden Zelllinien eine schmale Bande pro-
MMP-9 und stirkere Banden MMP-2 (Abb.16). Die ebenfalls TIMP-1-iiberexprimierende
Zelllinie Timp10 wies dagegen kein pro-MMP-9 und eine schwéchere Bande MMP-2 auf als
die Ausgangszelllinie HT 1080, somit konnte nicht von einer Induktion der Expression von
MMP-9 und MMP-2 durch die Uberexpression von TIMP-1 ausgegangen werden. Zudem
wiesen auch zwei suPAR- iiberexprimierende Zelllinien, suPAR 16 und suPAR 8 eine
minimale Menge pro-MMP-9 sowie eine im Vergleich zur Ausgangszelllinie HT 1080
erhohte MMP-2-Mengen auf.

In HT 1080-Zellen ist eine klonale Variation der Gene, die fiir Plasminogen Aktivatoren
(PAs), ihre Inhibitoren (PAls) und den Urokinase-Rezeptor kodieren, beschrieben worden
(Laug et al., 1992). In dieser Arbeit betrug die uPA-Expression in allen transfizierten
Zelllinien etwa das Doppelte der Ausgangszelllinie. Die uPA-Expression war nicht nur in den
suPAR-iiberexprimierenden Zelllinien suPAR 16 und LD 14, sondern auch in der TIMP-1-

tiberexprimierenden Zelllinie Timp 5 in gleicher Weise erhoht. Wire die erhdhte Expression
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eine Folge der Transgenexpression, miisste sowohl die Uberexpression von suPAR als auch
die Uberexpression von TIMP-1 zu einer gleichartigen, geringen Hochregulation von uPA
gefiihrt haben. Dies erscheint nicht wahrscheinlich, zumal bei einer Hochregulation durch
verstirkte Transkription ein stdrkerer Anstieg der uPA-Menge zu erwarten wére. Es konnte
sich dagegen um eine Variation des Expressionsniveaus handeln, moglicherweise als Folge
der Transfektion. Da die uPA-Expression autokrin durch Bindung an den uPA-Rezeptor die
Proliferation verstdrken und Apoptose inhibieren kann, bedeutete moglicherweise bereits eine
geringfiigig hohere uPA-Expression einen Selektionsvorteil. Aufgrund klonaler Variation
vorliegende Unterschiede in der uPA-Expression hiitten zu einem Uberlebensvorteil der
Zellen mit hoherer uPA-Expression gefiihrt. So konnte zu erkldren sein, dass alle
transfizierten Zelllinien ein dhnlich hohes Expressionniveau aufwiesen. Die leicht erhohte
Expression von uPA wire somit eine Folge der Transfektion und stabilen Selektion, nicht
aber der Uberexpression von suPAR oder TIMP-1.

Die Expression von PAI-1 unterschied sich nicht zwischen der Ausgangszelllinie HT 1080
und den Zelllinien Timp 5 und LD 14. Die Expression von PAI-1 in der Zelllinie suPAR 16
lag dagegen um ein Drittel iiber dem Expressionsniveau der Ausgangszelllinie. In der
ebenfalls suPAR, daneben aber auch TIMP-1 iiberexprimierenden Zelllinie LD 14 wurde
dieser Effekt nicht beobachtet. Die Expression von PAI-1 scheint daher nicht abhingig von
der Uberexpression von suPAR zu sein, da sich eine hohere Expression zum einen nur bei der
alleinigen Uberexpression von suPAR (nicht aber der Kombination suPAR und TIMP-1)
beobachten lieB. Zum anderen ist dieser Effekt nur gering ausgeprdgt (Erhohung um ein
Drittel) und kann daher nicht als systematische Hochregulation gewertet werden. Eher ist
auch hier von einer Varianz der Expression von PAI-1 auszugehen, die sich moglicherweise
ebenfalls infolge der Transfektion ergeben hatte. Da nur eine geringfiigig hohere Expression
von PAI-1 in nur einer transfizierten Zelllinie beobachtet wurde, hatte die PAI-1-Expression
jedoch wahrscheinlich keinen Selektionsvorteil geboten. Die leicht erhohte PAI-1-Expression
in der Zelllinie suPAR 16 ist am ehesten als Expressionsvariante in der verwendeten Zelllinie
suPAR 16 zu werten und nicht auf die Uberexpression von suPAR zuriickzufiihren.

Ebenso ergab die zymographische Bestimmung von MMP-2 und MMP-9 Unterschiede, die
nicht auf die Uberexpression der Transgene, insbesondere TIMP-1, zuriickzufiihren waren.
Die Ursachen fiir die Unterschiede konnen daher in einer erhohten Transkription infolge der
Insertion der transfizierten Plasmide in das Genom der transfizierten Zellen liegen.

Moglicherweise liegt andernfalls die Ursache im Vorliegen klonaler Variation, wobei durch
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den Selektionsvorgang im Anschluss an die Transfektion einzelne Klone amplifiziert wurden,
die sich im Expressionsniveau von MMP-2 und MMP-9 unterschieden. In allen transfizierten
Zelllinien waren sowohl MMP-9 als auch MMP-2 nachweisbar, in der Ausgangszelllinie lag
das Expressionsniveau allerdings unter der Nachweisgrenze. In Zymogrammen mit héherer
Konzentration des eingesetzten Uberstandes war die Sekretion von MMP-9 auch in der
Ausgangszelllinie nachgewiesen worden (eigene Daten, hier nicht gezeigt). Somit
unterschieden sich die Zelllinien im Expressionsniveau der Gelatinasen, jedoch nicht im
Expressionsmuster.

Das Niveaus der Uberexpression von suPAR und TIMP-1 nach gleichzeitiger Kultivierung
der Ausgangszelllinie und der transfizierten Zelllinien wurde bestimmt. Hier zeigte sich die
stabile Uberexpression von suPAR in der Zelllinie suPAR 16 und von TIMP-1 in der Zelllinie
Timp 5 (Abb.11, Abb.13). In der Zelllinie LD 14, die aus der Zelllinie suPAR 16
hervorgegangen war (Abb.5) und die nach Transfektion von suPAR 16 mit timp-1 die
hochsten Expressionslevel TIMP-1 aufwies, wurde eine Erhéhung des Expressionsniveaus
von TIMP-1 auf etwa das Doppelte der Zelllinie Timp 5 festgestellt, dartiber hinaus lag die
Expression von suPAR in der Zelllinie LD 14 ebenfalls bei etwa der zweifachen Menge der
Ausgangszelllinie suPAR 16. Die Ursache hierfiir lag nicht in einer rascheren
Zellproliferation, so dass nach 24 Stunden Inkubationszeit des Mediums mit den Zellen mehr
Zellen der Zelllinie LD 14 vorhanden gewesen wiren (Abb.17). Der Grund lag
moglicherweise in einer Beeinflussung der Transkription von SUPAR infolge der Insertion von
timp-1 nach der zweiten Transfektion.

Die Proliferationsgeschwindigkeit unterschied sich in vitro nicht zwischen den Zelllinien
(Abb.17). Dieses Ergebnis unterscheidet sich zum Teil von anderen Studien, in denen die
Uberexpression von suPAR zu einer Reduktion der Proliferationsgeschwindigkeit gefiihrt
hatte (Wilhelm et al., 1994; Lutz et al., 2001). Durch suPAR wird die Interaktion von uPA
und uPAR unterbrochen, die zur Induktion eines Signaltransduktionsweges und schlieBlich zu
erhohter Zellproliferation fiihrt (Fischer et al., 1998). Das Ergebnis steht allerdings in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung unserer Arbeitsgruppe, dass die stabile
Uberexpression von suPAR in einer Brustkrebszelllinie keinen EinfluB auf die
Proliferationsgeschwindigkeit hatte (Kriiger et al., 2000). Wie fiir uPA ist auch fiir TIMP-1
ein proliferationsfordernder Effekt fiir eine Vielzahl von Zelllinien beschrieben worden
(Hayakawa et al., 1992), dieser Effekt ist zelltyp-spezifisch. In Fibrosarkomzellen ist dieser
Effekt bisher nur fiir TIMP-2 beschrieben worden (Corcoran and Stetler-Stevenson, 1995).
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Trotz hoher Uberexpression von TIMP-1 konnte in dieser Arbeit kein proliferationsfordernder
Effekt von TIMP-1 auf die HT 1080-Fibrosarkomzelllinie festgestellt werden.

Von den SUPAR-transfizierten Zelllinien iiberexprimiertes suPAR ist funktionell aktiv. Im
uPA-Liganden Bindungsassay konnte gezeigt werden, dass suPAR in der Lage ist, an das
aminoterminale Fragment (ATF) des uPA zu binden und somit in der Lage ist, als Abfinger

(scavenger) zu dienen.

5.2 Invasives Potential der transfizierten Zelllinien in vitro

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von suPAR das invasive
Potential der Zelllinie HT 1080 senken konnte. Die Uberexpression von TIMP-1 und die
kombinierte Uberexpression von suPAR und TIMP-1 konnten das invasive Potential in vitro
jedoch nicht verringern (Abb.19).

Andere Arbeitsgruppen konnten bereits frith die wichtige Funktion des uPA-Systems fiir die
Invasion in vitro zeigen (Meissauer et al., 1991; Meissauer et al., 1992). Fiir die Invasivitat
von HT 1080-Zellen ist ebenfalls die Bedeutung des uPA-Systems beschrieben worden (Cajot
et al., 1989). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte in dieser Arbeit in der
Zelllinie suPAR 16, die suPAR stabil iiberexprimierte, eine Verringerung der Invasivitit
beobachtet werden. Dieses Ergebnis unterstreicht die zentrale Rolle des uPA-Systems fiir die
Invasivitit in vitro. Die Uberexpression von suPAR stellte in vitro einen wirksamen Ansatz
zur Reduktion des invasiven Potentials der Fibrosarkomzelllinie HT 1080 dar. Neben der
starken Uberexpression von suPAR konnte die leicht erhohte PAI-1-Expression in der
Zelllinie suPAR 16 zur verminderten Invasivitit beigetragen haben. PAI-1 fiihrt durch die
Bindung an uPA zu einer Inhibition der Aktivitit von uPA. Dariiber hinaus kann PAI-1 an
den uPA/uPAR-Komplex binden, dies fiihrt zur Internalisierung des Komplexes und beendet
die an der Zelloberfliche fokussierte proteolytische Aktivitit des an den uPA-Rezeptor
gebundenen uPA. Da uPA und PAI-1 lysosomal abgebaut werden, trigt dies zur Reduktion
von uPA bei. Der uPA-Rezeptor gelangt dagegen nach der Internalisation wieder an die
Zelloberfliche, jedoch wird auch hierbei ein kleiner Teil degradiert. So kommt es auch zu
einer Reduktion der Menge des uPA-Rezeptors an der Oberfliche. Insgesamt kann also die
leicht erhohte PAI-1-Expression zur verminderten Invasivitit beigetragen haben. Aufgrund

der nur leicht erhohten PAI-1-Expression in der Zelllinie suPAR 16 gegeniiber den anderen
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Zelllinien diirfte dies als erginzender Mechanismus zu der wirksamen Inhibition der
Interaktion von uPA und uPAR durch die starke starken Uberexpression von suPAR in der
Zelllinie suPAR 16 und die dadurch bewirkte Reduktion der Invasivitdt gesehen werden.
Auch die Bedeutung des MMP-Systems fiir das invasive Potential in vitro ist gut belegt.
Insbesondere ist die Rolle der Gelatinasen fiir die Invasivitdt in vitro herausgestellt worden
(Kondraganti et al., 2000; Pazzaglia et al., 2004). Die Uberexpression von TIMP-1 in der
Zelllinie Timp 5 flhrte in dieser Arbeit jedoch nicht zu einem reduzierten invasiven
Verhalten. TIMP-1 inhibiert die meisten MMPs, weist allerdings eine geringere Inhibition der
membranstindigen Metalloproteinasen, u.a. MMP-14 (MT1-MMP) auf (Murphy and
Knéuper, 1997). MMP-14 aktiviert im Zusammenspiel mit TIMP-2 pro-MMP-2 zu aktivem
MMP-2. TIMP-1 ist nicht in der Lage, die Aktivierung von pro-MMP-2 zu MMP-2 zu
inhibieren. In der Aktivitit von MMP-2 kann der Grund fiir die fehlende Inhibition des
invasiven Potentials der Zelllinie HT 1080 durch die Uberexpression von TIMP-1 in vitro
liegen. Liegt TIMP-1 im Uberschuss vor, wird aktives MMP-2 jedoch gehemmt.

Alternativ konnte ein iibergeordnetes System, z.B. das uPA-System, durch die Aktivierung
von uPA und Plasmin unabhingig von der proteolytischen Aktivitit der MMPs in der Lage
sein, die Invasion durch die Matrigel-Membran zu ermdglichen. Hierfiir spricht, die
Degradation von Kollagen Typ IV, einem Substrat der Gelatinasen, durch eine
proteolytischen Kaskade ohne die Beteiligung von Matrix-Metalloproteinasen nachgewiesen
werden konnte (Mackay et al., 1990). In der Zelllinie HT 1080, die hohe Level an uPA und
uPAR aufweist, konnte dies ein Invasions- Mechanismus zur Umgehung der Inhibition der
MMPs durch die Uberexpression von TIMP-1 sein. Die gegeniiber der Ausgangszelllinie
leicht erhohte uPA-Expression in der Zelllinie Timp 5 konnte zu diesem Mechanismus und zu
dem invasiven Phédnotyp beigetragen haben. Tatséchlich liegt die beobachtete Invasivitit der
Zelllinie Timp 5 leicht iiber der Ausgangszelllinie HT 1080. Dieses Ergebnis deutet auf eine
tibergeordnete Funktion des uPA-Systems gegeniiber dem MMP-System fiir die Invasivitit
der Fibrosarkom-Zelllinie HT 1080 in vitro hin. Die Inhibition des MMP-Systems scheint im
HT 1080-Fibrosarkommodell von nachgeordneter Bedeutung zu sein und eine gegeniiber der
Inhibition des uPA-Systems weniger effektive Strategie zur Reduktion des invasiven
Potentials zu sein.

Trotz der kombinierten Uberexpression von suPAR und TIMP-1 in der Zelllinie LD 14 kam
nicht zu einer Reduktion des invasiven Potentials. Sowohl suPAR als auch TIMP-1 wurden

stabil iiberexprimiert, und es war ebenfalls gezeigt worden, dass suPAR funktionell aktiv war
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(Abb.12). Nachdem eine Reduktion des invasiven Potentials fiir die suPAR-
iiberexprimierende Zelllinie suPAR 16 beobachtet worden war, hitte allein die
Uberexpression von suPAR auch in der Zelllinie LD 14 die Invasivitit reduzieren miissen,
zumal die suPAR-Expression hoher als in der Zelllinie suPAR 16 lag (Abb.11). Die
Expression von PAI-1 in der Zelllinie LD 14 entsprach der Ausgangszelllinie, lag allerdings
leicht unter der Expression von PAI-1 in der Zelllinie suPAR 16. Dennoch muss der Beitrag
dieser gering erhdhten Expression zur Verminderung der Invasivitit als eher gering eingestuft
werden, wesentlich erscheint die Uberexpression von suPAR. Méglicherweise hat auch die
gegeniiber der Ausgangszelllinie HT 1080 erhohte Expression von uPA zu einer Erh6hung
der Invasivitit gefiihrt. Die erhohte Expression von uPA war jedoch auch in der Zelllinien
suPAR 16 beobachtet worden. Trotz der leicht hoheren Expression von uPA war es infolge
der Uberexpression von suPAR und dem Abfangen von uPA zu einer wirksamen Reduktion
der Invasivitdt gekommen. Die erhohte Expression von uPA hatte somit zwar sicher zu einem
verstirken invasiven Potential der Zelllinie LD 14 beigetragen, konnte jedoch nicht allein als
Erklarung dafiir dienen, warum es nicht zu einer Reduktion des invasiven Potentials
gekommen war.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die kombinierte Inhibition von MMP-System und
uPA-System mit synthetischen Inhibitoren die Invasivitit einer Ovarialkarzinomzelllinie in
vitro senken konnte. Der Serin-Protease-Inhibitor Aprotinin und der MMP-Inhibitor
Batimastat wurden als Inhibitoren eingesetzt, und iibereinstimmend mit der Beobachtung in
dieser Arbeit, dass die Inhibition des uPA-Systems die Invasivitit wirksamer hemmte als die
Inhibition des MMP-Systems, konnte eine stirkere Hemmung kaseinolytischer und
kollagenolytischer Aktivitit durch Aprotinin als durch Batimastat erreicht werden. In der
Zelllinie LD 14, die eine kombinierte Uberexpression von suPAR und TIMP-1 aufwies,
konnte jedoch kein synergistischer Effekt gezeigt werden, das invasive Potential dieser
Zelllinie in vitro war vergleichbar mit der Zelllinie Timp 5, die TIMP-1 allein
iiberexprimierte. Die leicht erhohte Expression von uPA gegeniiber der Ausgangszelllinie
hatte moglicherweise zu einem invasiveren Phinotyp beigetragen, die Expression von PAI-1
sowie die Proliferation in vitro waren jedoch unverdndert. Die fehlende Inhibition der
Invasivitdt der Zelllinie LD 14 konnte hieraus nicht allein erkldrt werden. Moglicherweise
hatte die Insertion des Plasmids oder die anschlieBenden Selektionsprozesse zu zufdlligen
Verdanderungen aullerhalb der hier untersuchten Faktoren gefiihrt, die zu einem weiterhin

invasiven Verhalten der Zelllinie gefiihrt hatten.
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5.3 Metastatisches Potential der Zelllinien in vivo

Die Invasion der Matrigel-Membran erlaubte die Analyse des Effekts der Transgen-
Expression unter standardisierten Bedingungen in vitro. Wihrend die Invasion der
nachgebildeten Basalmembran abhidngig vom invasiven Potential der Tumorzellen ist, spielt
fiir die Metastasierung in vivo die Interaktion mit dem Wirtsgewebe eine entscheidende Rolle.
Damit sich Metastasen bilden konnen, miissen die Tumorzellen die Basalmembran
durchwandern, in ein neues Gewebe migrieren und dort erneut proliferieren. Um dies zu
ermdglichen, verfiigen die Tumorzellen iiber Proteasen und Proteaseinhibitoren sowie
autokrine Signalwege, werden aber auch durch Proteasen und Proteaseinhibitoren des
Wirtsgewebes und parakrine Signalwege beeinflusst.

Um diese komplexen Interaktionen und die Effekte der Uberexpression von suPAR und
TIMP-1 auf die Metastasierung zu untersuchen, wurde ein Metastasierungsmodell von HT
1080-Zellen in Nacktméusen etabliert. Spontane Metastasierung, d.h. die subkutane
Implantation des Fibrosarkoms und experimentelle Metastasierung, d.h. die Injektion der
Tumorzellen in die Schwanzvene der Méause, wurden hinsichtlich der Metastasierung in
innere Organe, insbesondere die Lunge und Leber, miteinander verglichen.

Im spontanen Metastasierungsmodell war es weder in der Lunge noch in der Leber zu
makroskopischen Metastasen gekommen (Abb.20, Abb.21). Zum Zeitpunkt der Opferung war
die Maus durch den Primértumor bereits erheblich beeintrachtigt und wies nach 43 Tagen eine
beginnende Kachexie auf. Im spontanen Metastasierungsmodell werden die Stadien der
Tumorprogression vom Wachstum des Primédrtumors, der Loslosung von Zellen aus dem
Zellverband, Invasion ins Gefdllsystem und Extravasation sowie Implantation am Ort der
Metastasierung und Proliferation durchlaufen. Die Latenz zwischen der Implantation des
Primértumors und dem Auftreten mikroskopischer Fernmetastasen war jedoch sehr lang. So
konnte es zur Selektion von Zellklonen mit hoherem Metastasierungspotential kommen und
die Metastasierung durch Zellklone erfolgen, deren Genotyp von den urspriinglich
applizierten Zellen verschieden war. Dies war hier insbesondere deshalb zu befiirchten, weil
die Tumorzellen bereits durch mehrere Transfektionen genetisch modifiziert und mehrmals
selektioniert worden waren.

Im experimentellen Metastasierungsmodell traten makroskopisch sichtbare Lungenmetastasen
sowie mikroskopische Metastasierung in die Leber auf (Abb.22, Abb.23). Die Lunge stellte

den Hauptort der Metastasierung dar, die Lungenmetastasen lieBen sich nach X-Gal-Féarbung
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quantifizieren, was den Vergleich der metastatischen Effizienz zwischen den Tumorzelllinien
ermoglichte (Kriiger et al., 1998b). Die experimentelle Metastasierung stellte somit ein

Modell zur Analyse der Tumorzelllinien in vivo dar.

5.3.1 Vergleich der Zelllinien im experimentellen Metastasierungsmodell

Im experimentellen Metastasierungsmodell hatte die Uberexpression von suPAR in der
Zelllinie suPAR 16 und die Uberexpression von TIMP-1 in der Zelllinie Timp 5 zu einer
signifikanten Reduktion der Zahl der Lungenmetastasen gefiihrt. Die kombinierte
Uberexpression von suPAR und TIMP-1 in der Zelllinie LD 14 hatte ebenfalls zu einer
Reduktion der Lungenmetastasierung im Vergleich zur Ausgangszelllinie HT 1080 gefiihrt,
nicht aber im Vergleich zu den Zelllinien suPAR 16 oder Timp 5 (Abb.24).

5.3.1.1 suPAR inhibiert in vivo die Lungenmetastasierung von HT 1080-Zellen

Unsere Arbeitsgruppe hatte bereits fiir eine Ovarialkarzinomzelllinie und fiir eine
Brustkrebszelllinie gezeigt, dass die stabile Uberexpression von suPAR die Zahl der
Metastasen im experimentellen Metastasierungsmodell gesenkt werden konnte (Kriiger et al.,
2000; Lutz et al., 2001). In dieser Arbeit konnte erstmals fiir die Fibrosarkomzelllinie HT
1080 gezeigt werden, dass die Uberexpression von suPAR zu verringerter
Lungenmetastasierung im experimentellen Metastasierungsmodell fiihrte. Wéhrend die
Ovarialkarzinomzelllinie und die Brustkrebszelllinie epithelialen Ursprungs sind, konnte in
dieser Arbeit in einer mesenchymalen Zelllinie die Wirksamkeit der Inhibition des uPA-
Systems durch die stabile Uberexpression von suPAR nachgewiesen werden.

Durch die Uberexpression von suPAR konnte die Zahl der Lungenmetastasen signifikant
reduziert werden. Dieses Ergebnis stimmte mit der Beobachtung in vitro iiberein, wo ein
Trend zu geringerer Invasivitidt der suPAR-iliberexprimierenden Zelllinie suPAR 16 vorlag
(Abb.19). Die zentrale Bedeutung des uPA-Systems, insbesondere von Plasmin, fiir die
Invasivitdt in vitro ist bereits diskutiert worden. In vivo aktiviert Plasmin die Gelatinasen
MMP-2 und MMP-9 iiber einen zellgebundenen Mechanismus. In der loslichen Phase
degradiert Plasmin die aktiven Metalloproteinasen; findet jedoch die Interaktion von uPA und
uPAR an der Tumorzelloberfliche statt, werden die Metalloproteinasen aktiviert (Mazzieri et
al., 1997). Diese Aktivierung kann durch die Inhibition von uPA unterdriickt werden. Somit

verringert die Uberexpression von suPAR iiber das Abfangen von uPA im perizellulidren
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Raum die Interaktion von uPA und uPAR an der Tumorzelloberflache. Hierdurch kommt es
zu verminderter zellgebundener Plasminaktivierung und infolge dessen zu verringerter
zellgebundener Aktivierung von Metalloproteinasen.

Als weiterer Wirkmechanismus der Uberexpression von suPAR ist die Inhibition
intrazelluldren Signallings beschrieben worden. In einer Ovarialkarzinomzelllinie konnte die
proliferationsférdernde Wirkung von uPA, die unabhingig von der proteolytischen Aktivitit
war, durch die Zugabe von suPAR inhibiert werden (Fischer et al., 1998). In dieser Arbeit
konnte in vitro allerdings keine Anderung der Proliferationsgeschwindigkeit infolge der
Uberexpression von suPAR festgestellt werden (Abb.17); daher ist unklar, ob die
Proliferationsgeschwindigkeit in vivo durch die Uberexpression von suPAR veriindert war.
Eine Western-Blot-Analyse von PCNA in Lungengewebe der Gruppen HT 1080, Timp 5,
suPAR 16 und LD 14 mit vergleichbarer Metastasenzahl ergab keinen Hinweis auf
Unterschiede im Proliferationsverhalten der Gruppen in vivo (eigene Daten, nicht gezeigt).
Zusétzlich ist eine direkte Hemmung des Zellwachstums unabhingig von der Inhibition von
uPA durch suPAR beschrieben worden (Jo et al., 2003). In einem ebenfalls zelltypabhéngigen
Mechanismus fiihrt die Uberexpression von suPAR zu einer Verringerung der ERK-
Aktivierung in Zelllinien, die uPA/uPAR-abhéngige Signalwege aufweisen. Da HT 1080 eine
hohe Expression von uPAR und autokrines und parakrines uPA-abhingiges Signalling
aufweist, kann hier angenommen werden, dass die Uberexpression von suPAR in der Zelllinie
HT 1080 iiber diesen von der antiproteolytischen Funktion unabhingigen Mechanismus, zur
Reduktion der Metastasierung beigetragen hat.

Die Injektion menschlicher Fibrosarkomzellen in Nacktmduse stellt ein xenogenes Metasta-
sierungsmodell dar. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass murines uPA nicht an den
menschlichen uPA-Rezeptor bindet und somit der Mechanismus der parakrinen uPA/uPAR-
Interaktion nicht wirksam ist (Solberg et al., 1992). Gleichzeitig kann menschliches suPAR
nur menschliches uPA binden und damit abfangen, nicht dagegen murines uPA (Estreicher et
al., 1989). Fiir Darmkrebs und Brustkrebs ist die Expression von uPA in Stromazellen bzw.
Makrophagen gezeigt worden, die durch die Bindung an den uPA-Rezeptor der Tumorzellen
parakrine Wirkungen entfaltete (Grondahl-Hansen et al., 1991; Hildenbrand et al., 1998). Es
kann angenommen werden, dass die Uberexpression von suPAR auch im syngenen Modell zu
einer Reduktion der Metastasierung fithren wiirde, da suPAR dort sowohl das von den
Tumorzellen als auch das von den Zellen in der Umgebung des Tumors produzierte uPA

abfangen kann.
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5.3.1.2 TIMP-1 inhibiert die Lungenmetastasierung von HT 1080-Zellen in vivo

Viele in vivo-Studien konnten die Bedeutung der Balance zwischen MMPs und TIMPs zeigen
(Brew et al., 2000). Fiir die Metastasierung ist ein Uberwiegen der Aktivitit von MMPs
erforderlich. Eine gestorte Balance mit einem Uberwiegen der MMP-Aktivitit kann zum
einen durch die Uberexpression von MMPs, andererseits durch die niedrige Expression von
TIMPs entstehen und zur Entwicklung eines metastatischen Phéanotyps fiihren (Khokha et al.,
1989; Sternlicht et al., 1999). Hierbei konnen sowohl die Tumorzellen als auch Stromazellen
oder inflammatorische Zellen zur Sekretion von MMPs beitragen (Brooks et al., 1996;
Coussens and Werb, 2001).

Bisherige Studien konnten im Fibrosarkommodell die Bedeutung der Gelatinasen und TIMP-
1 zeigen (Bernhard et al., 1994). Durch die Inhibition von MMP-9 konnte die Metastasierung
in einem Sarkommodell gehemmt werden (Hua and Muschel, 1996). Die Uberexpression von
TIMP-1 im Wirtsgewebe konnte die experimentelle Metastasierung in einer Fibrosarkomzelle
signifikant reduzieren (Kriiger et al., 1998a). In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden,
dass die Uberexpression von TIMP-1 in den Tumorzellen die Metastasierung der
Fibrosarkom-Zelllinie HT 1080 im experimentellen Metastasierungsmodell reduzieren
konnte.

Wihrend die Uberexpression von TIMP-1 nicht zu einer Reduktion des invasiven Potentials
in vitro gefiihrt hatte, war die Zahl der Lungenmetastasen Iin vivo signifikant reduziert
gegeniiber der Ausgangszelllinie. Die Bedeutung von MMP-2 fiir das invasive Verhalten der
Zelllinie HT 1080 in vitro ist bereits diskutiert worden. In vivo scheinen im Unterschied zur
Invasion in vitro Matrix-Metalloproteinasen zum Erfolg der Metastasierung beizutragen, die
durch TIMP-1 inhibiert werden koénnen. Die Aktivierung von pro-MMP-9 und aktives MMP-
9 konnen durch TIMP-1 inhibiert werden. Die Sekretion von MMP-9 durch die Zelllinie HT
1080 ist beschrieben worden (Devarajan et al., 1992), inwieweit inflammatorische Zellen oder
Stromazellen durch Sekretion von MMP-9 zum Erfolg der Lungenmetastasierung in diesem
Modell beitragen, ist unklar (Nielsen et al., 1996; Sugiura et al., 1998). In vivo erfolgt die
Aktivierung von pro-MMP-9 durch eine proteolytische Kaskade an der Tumorzelloberfléche:
Plasmin aktiviert pro-MMP-3, aktiviertes MMP-3 wiederum aktiviert pro-MMP-9 (Mazzieri
et al,, 1997). Sowohl MMP-3 (Stromelysin-1) als auch MMP-9 werden durch TIMP-1
inhibiert. Die Uberexpression von TIMP-1 in der Zelllinie Timp 5 fiihrte in dieser Arbeit zu

einer dhnlichen Reduktion der Metastasierung wie die Uberexpression von suPAR in der
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Zelllinie suPAR 16. Dies kann ein Hinweis auf die Bedeutung der Inhibition der Aktivierung
von MMP-3 und MMP-9 zur Verringerung der Lungenmetastasierung im Fibrosarkommodell
sein. Neben der Inhibition von MMP-3 und MMP-9 kénnen durch die Uberexpression von
TIMP-1 weitere Matrix-Metalloproteinasen gehemmt werden. Auch MMP-13 wird durch
TIMP-1 inhibiert, das nach der Aktivierung durch MMP-14 die Aktivierung von MMP-9 und
MMP-2 bewirken kann (Murphy and Knéuper, 1997; Johansson et al., 1999). Dies wiirde die
Wirkung von TIMP-1 auch bei fehlender bzw. nur geringer Inhibition von MMP-14 erkléren.

Unabhéngig von der antiproteolytischen Funktion ist fiir TIMP-1 eine proproliferative
Funktion fiir ein breites Spektrum von Zelllinien beschrieben worden (Hayakawa et al., 1992;
Chesler et al., 1995). In vitro hatten sich keine Unterschiede in der Proliferationsgeschwindig-
keit zwischen den Zelllinien ergeben (Abb.17). Eine PCNA-Analyse der Gruppen HT 1080,
Timp 5, suPAR 16 und LD 14 in vivo ergab keinen Hinweis auf Unterschiede im
Proliferationsverhalten der Gruppen (eigene Daten, hier nicht gezeigt). Auch wenn ein pro-
proliferativer Effekt von TIMP-1 nicht sicher ausgeschlossen werden kann, erscheint fraglich,
ob dieser Effekt fiir die Fibrosarkomzelllinie HT 1080 in vivo von Bedeutung ist. Dieser wire
aufgrund der effektiven Reduktion der Metastasierung durch die Uberexpression von TIMP-1
von nachrangiger Bedeutung.

Die Uberexpression von TIMP-1 ist mit schlechter Prognose bei Brustkrebs und kolorektalen
Karzinomen korreliert worden (Holten-Andersen et al., 2002; Schrohl et al., 2004). Die
Uberexpression von Matrix-Metalloproteinasen geht mit der gesteigerten Expression von
TIMP-1 einher. So ist eine erhohte Expression von MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7,
MMP-9 und MMP-11 fiir kolorektale Karzinome gezeigt worden, zusitzlich dazu sind bei
Brustkrebs erhohte Mengen MMP-13 und MMP-14 (MT1-MMP) nachgewiesen worden
(Nelson et al., 2000). In diesem Zusammenhang stellt die TIMP-1-Uberexpression
moglicherweise den Versuch dar, das erhohte proteolytische Potential zu kontrollieren. Dies
wird belegt durch eine Studie unserer Arbeitsgruppe: es konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von TIMP-1 im Wirtsgewebe die Metastasierung von Fibrosarkomzellen in
das Gehirn effizient (>75%) reduzieren konnte (Kriiger et al., 1998a). In der hier vorliegenden
Arbeit hatte die Uberexpression von TIMP-1 durch die Tumorzellen selbst zu einer Reduktion
der Lungenmetastasierung gefiihrt. Die erhohte Expression von TIMP-1 in Brustkrebszellen
ist vor kurzem ebenfalls mit einer giinstigen Prognose korreliert worden (Nakopoulou et al.,
2003). Fiir die Prognose von Patienten mit Weichteilsarkomen konnte keine Korrelation der

relativen Werte fiir MMP-2, MMP-9 oder TIMP-1 mit dem Vorliegen von Metastasen
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festgestellt werden. Ein hoher MMP-9/TIMP-1-Quotient stellte jedoch einen ungiinstigen
prognostischen Marker fiir das krankheitsfreie Uberleben (disease free survival) dar. Die
Uberexpression von TIMP-1 stellt daher einen wirksamen Ansatz zur antimetastatischen

Therapie dar.

5.3.1.3 Die kombinierte Uberexpression von suPAR und TIMP-1 in vivo reduziert die

Lungenmetastasierung von HT 1080-Zellen, erzielt aber keinen Synergismus

Die kombinierte Uberexpression von suPAR und TIMP-1 in der Zelllinie LD 14 hatte
ebenfalls zu einer Reduktion der Lungenmetastasierung im Vergleich zur Ausgangszelllinie
HT 1080 gefiihrt, nicht aber im Vergleich zu den Zelllinien suPAR 16 oder Timp 5. Ein
synergistischer Effekt der Uberexpression von suPAR und TIMP-1 war nicht erkennbar. Im
Gegenteil war die Kombination von suPAR und TIMP-1 weniger effektiv als die
Uberexpression eines einzelnen Transgens.

Auch in vitro hatte sich keine Reduktion des invasiven Potentials in der Zelllinie LD 14
ergeben, obwohl sie mehr suPAR sezernierte als die Zelllinie suPAR 16, fiir die verringerte
Invasivitdt festgestellt werden konnte (Abb.19). Im uPA-Liganden-Bindungsassay war
gezeigt worden, dass auch das von der Zelllinie LD 14 produzierte suPAR funktionell aktiv
war (Abb.12).

Die Zelllinie LD 14 war zusitzlich zur lacZ-Markierung und der Transfektion mit SUPAR mit
timp-1 transfiziert worden, die Zelllinie war nach insgesamt drei Selektionsvorgédngen aus
einer Limiting Dilution hervorgegangen (Abb.5). Mdglicherweise war es hierdurch zu
genetischen Verdnderungen gekommen, die das unerwartete Verhalten der Zelllinie LD 14
erkldren konnten.

Fidler hatte 1973 Metastasierung als Selektionsprozess beschrieben (Fidler, 1973). Durch
klonale Selektion von Tumoren aus wiederholten experimentellen Metastasen konnten
spezifische Tumorzellcharakteristika studiert werden, die fiir Metastasierung entscheidend
waren. In der hier vorliegenden Arbeit waren nicht Zellen aus wiederholten experimentellen
Metastasen selektioniert worden, sondern die bereits hochmetastatische Zelllinie HT 1080 war
wiederholt der Selektion durch Zellgifte unterzogen worden. In dieser Zelllinie ist die klonale
Variation verschiedener Proteasen des uPA-Systems beschrieben worden (Laug et al., 1992).

In der zitierten Arbeit waren in der situ-Hybridisierung unterschiedliche Expressionslevel von
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uPA und tPA aufgefallen, woraufthin Zelllinien aus Einzelzellkolonien auf ihren Gehalt an
uPA, tPA, uPAR und PAI-1, PAI-2 sowie einen weiteren Protease-Inhibitor, Protease-Nexin-
1, untersucht wurden. Die Studie zeigte betrdchtliche Unterschiede in der Expression der
verschiedenen Plasminogen Aktivatoren und deren Inhibitoren. In der hier vorliegenden
Arbeit konnten dagegen keine Unterschiede in der Sekretion von uPA, PAI-1 oder uPAR
nachgewiesen werden. Die Studie zeigte allerdings auch, dass die tatsdchliche Aktivitit an der
Tumorzelloberflaiche aufgrund der komplexen Interaktionen innerhalb des uPA-Systems
(moglicherweise unter Beteiligung des MMP-Systems) nicht mit der festgestellten
Proteinmenge fiir Plasminogen Aktivatoren und deren Inhibitoren korrelierte.

Wiéhrend sich die Expressionslevel von uPA, uPAR und PAI-1 nicht von der
Ausgangszelllinie HT 1080 unterschieden, ergab die Bestimmung von MMP-2 und MMP-9
erhdhte Level an MMP-2 in den transfizierten Zelllinien, die nicht auf die Uberexpression der
Transgene, insbesondere nicht auf TIMP-1, zuriickzufiihren waren (Abb.16). Die Zelllinien
unterschieden sich im Expressionsniveau der Gelatinasen, jedoch nicht im Expressionsmuster.
Die Expression von MMP-2 war dabei in den Zelllinien suPAR 16 und Timp 5, die nach der
lacZ-Markierung jeweils einmal transfiziert worden waren, hoher als in der Ausgangszelllinie
HT 1080. Das Level an MMP-2 in der Zelllinie LD 14, die ein weiteres Mal transfiziert und
selektioniert worden war, lag iiber dem der Zelllinien suPAR 16 und Timp 5. Die erhohte
MMP-2-Sekretion konnte allerdings in der Zelllinie Timp 10, die ebenfalls untersucht worden
war, nicht festgestellt werden. Somit konnte die erhdhte Expression nicht auf die
Uberexpression von TIMP-1 zuriickgefiihrt werden.

Der Grund fiir die erhohte MMP-2-Produktion in den mehrfach selektionierten Zelllinien lag
moglicherweise in einem Selektionsvorteil der Zellen, die MMP-2 produzierten. Bisher war
nur in vivo eine Zunahme der MMP-2-Menge nach mehrfacher konsekutiver experimenteller
Metastasierung und klonaler Selektion beschrieben worden (Togawa et al., 1999). Ein
Selektionsvorteil auch in vitro aufgrund der erhohten Expression von MMP-2 ist allerdings
zuvor nicht beschrieben worden. In der Studie von Togawa et al. hatte die erhohte Expression
von MMP-2 nach mehrmaliger Passagierung und Selektion der HT 1080-Zellen zu einer
erhohten Zahl von Lungenmetastasen nach i.v.-Applikation der Tumorzellen gefiihrt.
Moglicherweise hatte auch in dieser Arbeit die erhohte Expression von MMP-2 zu den
erhohten Metastasenzahlen der Zelllinie LD 14 im Vergleich zu den Zelllinien, die suPAR

allein oder TIMP-1 allein exprimierten, beigetragen.
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5.4 Die Proteaseexpression in vive ist unabhangig von der Uberexpression
von suPAR und TIMP-1

Wihrend die Uberexpression von suPAR in der Zelllinie suPAR 16 und von TIMP-1 in Timp
5 zu einer signifikanten Reduktion der Zahl der Lungenmetastasen in vivo gefiihrt hatte, hatte
die kombinierte Uberexpression von suPAR und TIMP-1 zu einer geringeren Reduktion der
Lungenmetastasierung gefiihrt (Abb.26). In vitro hatte sich eine leicht erhéhte Expression von
pro-MMP-9 und eine erhohte Menge von MMP-2 in der Zelllinie LD 14 gezeigt (Abb.12).
Daher wurde die Expression der Gelatinasen und von uPA in vivo untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Injektion von Tumorzellen unabhingig von der
Ausbildung von Lungenmetastasen zu einer Hochregulation von pro-MMP-9 fiihrte (Abb.25).
Aufgrund der unterschiedlichen Proteingro8en von humanem und murinem MMP-9 konnte
gezeigt werden, dass pro-MMP-9 von Zellen des Wirtsgewebes (Stromazellen oder
inflammatorischen Zellen) gebildet wurde. Dem erhohten Nachweis von pro-MMP-9 im
Lungengewebe ohne Tumoren lag mdglicherweise die Reaktion des Stromas auf die
Tumorzellen zugrunde (Abb.25A). Kupferman et al. beschrieben die Aktivierung des MMP-
9-Promotors in Tumorzellen (Kupferman et al., 2000). Durch die lacZ-Markierung der
Tumorzellen war es moglich, auch einzelne Tumorzellen nach der X-Gal-Anfarbung auf der
Lungenoberfliche zu erkennen. Trotz der Tatsache, dass sich nach sorgfiltiger
mikroskopischer Evaluation keine Tumorzellen erkennen lieBen, konnten kleine Mengen
humanes MMP-9 im Zymogramm nachgewiesen werden. Es war denkbar, dass einzelne
Tumorzellen nachweisbare Mengen MMP-9 sezernierten, die allerdings nicht zur Ausbildung
von Metastasen fiihrten.

In einem zweiten Zymogramm war Lungengewebe, in dem sich nach Inokulation der
verschiedenen Tumorzelllinien Metastasen gebildet hatten, analysiert worden (Abb.25B).
Insgesamt zeigte sich ein dhnliches MMP-Profil wie im ersten Zymogramm (Abb.25A). In
den transfizierten Zelllinien lagen im Unterschied zur Ausgangszelllinie erhohte Mengen
murines pro-MMP-9 vor, in einer Probe der Zelllinie suPAR 16 wie in einer Probe der
Zelllinie Timp 5 lag eine stark erhohte Menge murines pro-MMP-9 sowie eine geringe Menge
humanes MMP-9 vor. Auch in der Zelllinie LD 14 war in vivo in beiden Proben humanes
MMP-9 nachweisbar.

Durch die Injektion von Tumorzellen war es unabhingig von der Ausbildung von Metastasen

zu einer Induktion der MMP-9-Expression durch das Wirtsgewebe gekommen. Die MMP-2-
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Expression dagegen war nur leicht erhoht oder unverdndert geblieben. Auch in Anwesenheit
von Metastasen lag das Niveau der MMP-9-Expression in den transfizierten Zelllinien iiber
dem der Ausgangszelllinie. Eine stirkere MMP-Expression war moglicherweise erforderlich,
um bei Uberexpression von suPAR oder (bzw. und) TIMP-1 zur Ausbildung von Metastasen
zu fiihren. Die MMP-Expression der Zelllinie LD 14 unterschied sich bei Abwesenheit von
Metastasen durch eine erhdhte Expression von pro-MMP-9 von den Zelllinien suPAR 16 und
Timp 5, nicht aber bei Vorliegen von Metastasen. Somit ergab sich aufgrund der MMP-
Expression keine Erklidrung fiir die hohere Zahl an Lungenmetastasen in der Zelllinie LD 14

im Vergleich zu suPAR 16 oder Timp 5.

In weiteren Zymogrammen wurde die Expression von uPA untersucht (Abb.26). In
Abwesenheit von Metastasen konnte tPA und LMW-uPA nachgewiesen werden, nicht aber
(HMW-) uPA; Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren nicht feststellbar
(Abb.26A). Erst nach Ausbildung von Metastasen konnte HMW-uPA im Zymogramm
nachgewiesen werden (Abb.26B). Hierbei lag wesentlich mehr uPA in den transfizierten
Zelllinien als in der Ausgangszelllinie HT 1080 vor. Es konnte kein Unterschied in der uPA-
Sekretion zwischen den Zelllinien suPAR 16 und LD 14, die suPAR iiberexprimierten, und
der Zelllinie Timp 5, die TIMP-1 {iberexprimierte, festgestellt werden. Die Expression von
uPA in den Gruppen war somit unabhingig von der Uberexpression von suPAR. Der starke
Nachweis von uPA war kein Effekt der Tumorzellinokulation an sich, sondern korrelierte mit
der Ausbildung von Lungenmetastasen. Offenbar waren in den Zelllinien suPAR 16, Timp 5
und LD 14 hohere Mengen uPA fiir den Erfolg der Lungenmetastasierung nétig als in der
Ausgangszelllinie. Eine verstérkte Sekretion von uPA lag auch in der Zelllinie Timp 5 vor, in
der einer Inhibition des MMP-Systems durch TIMP-1 stattfand. Die verstarkte Sekretion von
uPA als Folge der MMP-Inhibition durch den synthetischen Inhibitor Batimastat ist bereits
gezeigt worden (Holst-Hansen et al., 2001), nicht jedoch die gesteigerte uPA-Sekretion als
Folge der Inhibition durch TIMP-1. Die erhohte uPA-Sekretion in malignen Tumoren ist
bekannt (Lakka et al., 2001). Die Expression von uPA ist jedoch auch in Stromazellen und
Makrophagen nachgewiesen worden (Grondahl-Hansen et al., 1991; Hildenbrand et al.,
1998). Somit stammte das nachgewiesene uPA entweder aus den metastatischen Tumorzellen,
oder die Sekretion von uPA war durch die Anwesenheit von Metastasen im Lungengewebe

induziert worden.
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Es konnte eine erhdhte uPA-Sekretion in den Zelllinien gezeigt werden, die insgesamt eine
geringere Metastasierung zeigten. Verglichen wurde jedoch Lungengewebe mit dhnlicher
Metastasenzahl. So kann hier spekuliert werden, dass die uPA-Sekretion iiber verstirkte
Transkription je nach proteolytischem Potential der Tumorzellen reguliert werden kann, und
dass erhohte uPA-Level fiir den Erfolg der Metastasierung notwendig sind, wenn die Zellen
(wie hier durch die Uberexpression von suPAR oder bzw. und TIMP-1) ein vermindertes
proteolytisches Potential aufweisen. Dies galt nicht nur fiir die Inhibition des uPA-Systems
durch suPAR, sondern auch fiir die Inhibition des MMP-Systems durch TIMP-1.

Die Analyse der Zelllinien HT 1080, suPAR 16, Timp 5 und LD 14 in vivo ergab jedoch
keinen Hinweis, warum die Metastasierung durch die kombinierte Uberexpression von suPAR
und TIMP-1 weniger effizient gehemmt werden konnte als durch die Uberexpression nur
eines Transgens. Die Zelllinie LD 14 wies sowohl in vitro als auch in vivo leicht verdnderte
Level an MMP-2, MMP-9 und uPA im Vergleich mit HT 1080, suPAR 16 und Timp 5 auf.
Da die Expression jedoch einer gewissen Variabilitdt unterlag und die Zelllinie sich in der
Expression der untersuchten Faktoren nicht eindeutig von den anderen Zelllinien unterschied,
musste angenommen werden, dass es durch den Vorgang wiederholter Transfektion und
Selektion zu Verdnderungen gekommen war, die auflerhalb des untersuchten Bereichs lagen.
Es musste befiirchtet werden, dass die in der Zelllinie LD 14 erzielten Ergebnisse durch diese
Verdnderungen beeinflusst worden waren und nicht das Ergebnis der kombinierten
Uberexpression von suPAR und TIMP-1 widerspiegelten. In einem weiteren experimentellen
Metastasierungsmodell wurde daher untersucht, ob die Kombination eines gegen uPAR
gerichteten Inhibitors und der Uberexpression von TIMP-1 wirksam war. Durch den Einsatz
eines monoklonalen Antikdrpers konnten Effekte, die sich infolge wiederholter
Transfektionen ergeben hatten und nicht die Effekte proteolytischer Inhibition

widerspiegelten, vermieden werden.
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5.5 Effektive Reduktion der Lungenmetastasierung durch Kombination der
Uberexpression von TIMP-1 und der Behandlung mit monoklonalem,
gegen UPAR gerichteten Antikorper (anti-uPAR-mAK)

Im zweiten experimentellen Metastasierungsmodell wurde anstelle der stabilen
Uberexpression von suPAR die Inhibition der uPA/uPAR-Interaktion mithilfe eines
monoklonalen, gegen uPAR gerichteten Antikorpers erreicht. Diese Behandlung wurde
kombiniert mit der Uberexpression von TIMP-1, indem die Tiere, denen Zellen der Zelllinie
Timp 5 inokuliert worden waren, mit dem monoklonalen Antikorper behandelt wurden. Die
Lungenmetastasierung wurde mit der Ausgangszelllinie verglichen. Durch diesen Ansatz
konnte eine Mehrfachtransfektion zur Inhibition von uPA/uPAR-Interaktion und des MMP-
Systems durch TIMP-1 umgangen werden.

Es zeigte sich, dass sowohl die Uberexpression von TIMP-1 als auch die Behandlung mit
einem monoklonalen, gegen uPAR gerichteten Antikérper zu einer Reduktion der
Lungenmetastasierung fiihrte. Die Kombination der Uberexpression von TIMP-1 und der
Behandlung mit dem monoklonalen Antikorper fithrte zu einer weiteren Reduktion der
Lungenmetastasierung. Aufgrund der kleinen Gruppengréf3en war die weitere Reduktion der
Lungenmetastasierung statistisch nicht darstellbar gegeniiber der Behandlung allein bzw. der
Uberexpression von TIMP-1 allein. Allerdings zeigte sich durch die Kombination eine
Verringerung der Metastasenzahlen bei kleinerer Streubreite der Metastasenzahlen. Somit
konnte ,,proof of principle” erbracht werden, dass die kombinierte Inhibition des uPA-
Systems, speziell der uPA/uPAR-Interaktion und die Inhibition des MMP-Systems durch den
natiirlichen  Inhibitor ~TIMP-1, einen effektiven Ansatz zur Inhibition der

Lungenmetastastasierung im Fibrosarkommodell darstellt.

5.5.1.1 Ausblick: Therapeutische Anwendung von TIMP-1 und suPAR

Die Reduktion der Lungenmetastasierung durch die Uberexpression von TIMP-1 und suPAR
im experimentellen Metastasierungsmodell stellt eine mogliche Option fiir eine onkologische
Therapie dar. Die Lungenmetastasierung konnte im experimentellen Metastasierungsmodell
inhibiert werden, das einen spéten Zeitpunkt der Metastasierung abbildet. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung einer malignen Tumorerkrankung liegt meist schon eine Invasion von
Tumorzellen in Lymph- oder Blutbahn vor. Die kombinierte Inhibition von uPA-System und

MMP-System durch die Applikation von suPAR und TIMP-1 koénnte hier einen Ansatz
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darstellen, die fiir die weitere Prognose des Patienten entscheidende Fernmetastasierung zu
hemmen.

Eine mogliche Applikationsform stellt die Gentherapie dar. Erste Erfolge in der Reduktion
von Tumorwachstum und Metastasierung sind fiir die adenovirale Applikation von TIMPs im
Tiermodell beschrieben worden (Brand, 2002). Dariiber hinaus konnte durch den Einsatz
gewebespezifischer Promotoren eine selektive Expression in bestimmten Geweben erreicht
werden. Da suPAR und TIMP-1 sezerniert werden, iiben sie nicht nur autokrine Wirkung auf
die transduzierten Zellen aus, sondern kdnnen auch parakrine Wirkung entfalten. Auf diese
Art konnte eine optimale Verfiigbarkeit des therapeutischen Proteins im Tumorgewebe
erreicht werden. Eine weitere Option stellt der Einsatz monoklonaler Antikdrper dar. In den
letzten Jahren ist eine Vielzahl von monoklonalen Antikorpern zum Einsatz in der
onkologischen Therapie gelangt. Trotz der rdumlich und =zeitlich eingeschrinkten
Bioverfiigbarkeit monoklonaler Antikorper konnte in dieser Arbeit die effiziente Reduzierung
der Lungenmetastasierung im Fibrosarkommodell durch den Einsatz eines monoklonalen,
gegen UPAR gerichteten Antikérpers gezeigt werden.

In dieser Arbeit konnte eine Reduktion, nicht jedoch die vollstindige Hemmung der
Lungenmetastasierung gezeigt werden. Wihrend suPAR uPA inhibiert und direkt
Zellsignalwege aktiviert, hemmt TIMP-1 eine Vielzahl von MMPs. Fiir einige MMPs ist
allerdings auch eine protektive Wirkung, beispielsweise durch die Induktion von Apoptose
oder die Spaltung von Plasminogen zu Angiostatin, beschrieben worden (Nelson et al., 2000).
Um eine effizientere Hemmung der Metastasierung zu erreichen, ist die genaue
Identifizierung der Proteasen, die im jeweiligen Metastasierungsmodell entscheidend sind,
erforderlich. Unsere Arbeitsgruppe konnte sowohl fiir (synthetische) Inhibitoren von
Serinproteasen als auch fiir Inhibitoren des MMP-Systems die Bedeutung der spezifischen
Inhibition bestimmter Targets zeigen (Arlt et al., 2002; Banke et al., 2003). Hierbei miissen
im jeweiligen Tumormodell die fiir die Metastasierung entscheidenden Proteasen identifiziert
werden. Der Nachteil der geringen Selektivitdt infolge der unspezifischen Hemmung vieler
MMPs besteht auch fiir den Einsatz natiirlicher TIMPs, zusétzliche Probleme kénnen durch
die antiapoptotische und angiogenetische Wirkung von TIMP-1 entstehen. Eine Mdglichkeit
ist daher das Design von N-TIMP-1-Mutanten, die das C-terminale Ende nicht besitzen. Eine
weitere Moglichkeit besteht im Design von TIMPs mit modifizierter Spezifitdt, die sich
spezifischer gegen die MMPs richtet, die als entscheidende Faktoren im jeweiligen

Tumormodell identifiziert worden sind.
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AK: Antikorper
ATF: Aminoterminales Fragment des uPA
BM: Basalmembran
CD: Cluster of Differentiation
CHO: Chinese Hamster Ovary
DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium
ELISA: Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay
EZM: Extrazelluldre Matrix
FCS: fotales Kélberserum
GPI-Anker: Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker
HMW-uPA: High molecular weight uPA
i.p.: intraperitoneal
iLv.: intravends
LMW-uPA: low molecular weight uPA
mAK: monoklonaler Antikorper
MCS: Multiple Cloning Site
MMP: Matrix Metalloproteinase
MMP-2: auch Gelatinase A genannt
MMP-9: auch Gelatinase B genannt
MMP-3: auch Stromelysin 1 genannt
PA: Plasminogen Aktivator
PAI-1: Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1
PCNA: Proliferating nuclear cell antigen
s.c.: subkutan
Stabw.: Standardabweichung
suPAR: 16slicher (soluble) urokinase-typ Plasminogen Aktivator Rezeptor
Timp: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases
tPA: tissue-type Plasminogen Aktivator
uPA: urokinase-typ Plasminogen Aktivator
uPAR: urokinase-typ Plasminogen Aktivator Rezeptor
X-Gal: 5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-B-D-Galaktopyranosid
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