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1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Metastasierung ist die Haupttodesursache bei Krebspatienten. Unregulierte proteolytische
Aktivitdt von Matrix Metalloproteinasen (MMPs), papaindhnlichen Cysteinproteinasen (CPs)
sowie des Plasminogen-Aktivator (PA)-Systems trigt zum Abbau von Extrazelluldrer Matrix
und somit zur Metastasierung bei. Unter physiologischen Bedingungen ist die Aktivitét dieser
Proteasen von ihren natiirlichen Inhibitoren, im Fall der MMPs von tissue inhibitors of metal-
loproteineases (TIMPs), des PA-Systems von PA-Inhibitoren (PAIs) und der papaindhnlichen
CPs von Cystatinen, reguliert. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirksamkeit einer
prophylaktischen Uberexpression der natiirlichen Inhibitoren TIMP-1, PAI-2 bzw. Cystatin C
zur Reduktion der experimentellen Metastasierung einer humanen Fibrosarkomzelllinie
(HT1080). Fiir den Gentransfer wurden funktionelle adenovirale Vektoren generiert welche
die cDNAs von TIMP-1, PAI-2 bzw. Cystatin C kodieren. Die prophylaktische Uberexpressi-
on aller drei Inhibitoren wurde durch systemischen Gentransfer drei Tage vor der intravend-
sen Inokulation der lacZ-markierten Tumorzellen erzielt. Die Uberexpression von TIMP-1,
PAI-2 bzw. Cystatin C fithrte zu einer signifikanten Reduktion der Lungenmetastasierung
(93%, 52% bzw. 92%) im Vergleich zur Kontrolle. Die Uberexpression von TIMP-1 sowie
von PAI-2 fiihrte zu einem Anstieg der MMP-9 Expression. Die durch den Gentransfer erziel-
te TIMP-1 Uberexpression war jedoch ausreichend, diese Nebenwirkung zu kompensieren.
Durch eine simultane Uberexpression von PAI-2 und TIMP-1 stellte sich eine signifikante,
additive Reduktion der Lungenmetastasierung ein: nur in einer von 14 Lungen dieser Gruppe
konnten Metastasen gefunden werden. Da die Uberexpression von TIMP-1 ebenfalls zu einem
Anstieg der Cathepsin B Expression fiihrte, wurde die anti-metastatische Potenz der simulta-
nen Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 untersucht. Dabei zeigte sich, dass diese
Kombination die Lungenmetastasierung signifikant um 98% im Vergleich zur Kontrolle redu-
zierte, jedoch bei 42% der Tiere in den Lebern die Formation von Makrometastasen induzier-
te. Da dieses mit einem Anstieg der Expression des tissue-type Plasminogen-Aktivators korre-
liert war, wurde die simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 um die Expression
von PAI-2 erweitert, welches die induzierte Leber-Makrometastasierung unterdriickte. In die-
ser Arbeit wurde erstmalig eine additive anti-metastatische Wirksamkeit durch simultane In-
hibition verschiedener Proteasefamilien durch ihre natiirlichen Inhibitoren gezeigt. Durch
Analyse der Expression tumorassoziierter Proteasen wurde gezeigt, dass die Uberexpression
natiirlicher Inhibitoren die Expression inhibierter Proteasen sowie Proteasen anderer Familien
verstarkt. Es konnte daher die Notwendigkeit einer simultanen Inhibition mehrerer Protease-

familien zur Unterdriickung tumorfoérdernder Nebenwirkungen hervorgehoben werden.

-1-



2. Einleitung

2 Einleitung

2.1 Krebserkrankungen: Einfiihrung und Begriffsbestimmung

Maligne Tumorerkrankungen sind in Mitteleuropa nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit
25% die zweithdufigsten Todesursachen (zur Hausen, 2003). Unter Tumoren versteht man
eine abnorme VergroBerung eines Gewebes, verursacht durch autonome, progressive und ver-
stirkte Proliferation von Korperzellen (Wagener, 1999). Maligne Tumoren unterscheiden sich
von benignen Tumoren durch ihr invasives Wachstum, welches in der Regel zur Ausbildung
von Tochtergeschwiiren in sekundidren Organen, so genannten Metastasen, flihrt. Maligne
Tumorerkrankungen werden als Krebs bezeichnet. Die der Erkrankung zugrunde liegende
Umwandlung einer nicht-pathogenen Korperzelle in eine pathogene Tumorzelle wird Trans-
formation genannt (Wagener, 1999). Der genetische Defekt der zur Transformation von Kor-
perzellen fiihrt und somit zu unkontrollierter Proliferation, kann sowohl durch Kanzerogene
hervorgerufen werden als auch vererbt worden sein, in letzterem Fall spricht man von geneti-
scher Disposition (Wagener, 1999). Genetische Disposition ist nur in 5% aller Félle die Ursa-
che fiir Krebserkrankungen, als Hauptursache fiir Tumoren gelten Kanzerogene (Blettner,

2003).

Mit konventionellen Therapien betrdgt die Heilungsrate bei Krebs 45%, wobei diese aus der
einfachen oder kombinierten Anwendung von Chirurgie, Strahlen- und Chemotherapie beste-
hen (Wedding und Hoftken, 2003). Im Falle von malignen Tumorerkrankungen sind in der
Regel bereits vor der Entdeckung des Primdrtumors Tumorzellen in sekundére Organe einge-
drungen und liegen dort ruhend (dormant) vor oder sind bereits zu Tochtertumoren (Metasta-
sen) ausgewachsen (McKinell, 1999). In solchen Fillen ist die chirurgische Entfernung des
Primértumors nicht ausreichend, eine Heilung zu gewihrleisten. Die konventionelle Behand-
lung gegen ausgebildete Metastasen ist die Chemo- bzw. Radiotherapie bei welchen die im
Patienten verstreut vorliegenden Tumorzellen eliminiert werden sollen (Wedding und Hoff-
ken, 2003). Eine prophylaktische Anwendung dieser beiden Behandlungen ist jedoch nicht
ratsam, da diese sehr starke Nebenwirkungen aufweisen (Wedding und Hoffken, 2003; Pantel
und Brakenhoff, 2004). Um eine Prognose fiir den Patienten erstellen zu konnen werden Pri-
mértumoren und lokale Lymphknoten nach der chirurgischen Entfernung histologisch beur-
teilt. Dabei wird der Phénotyp des Primdrtumors hinsichtlich invasiven Wachstums unter-
sucht, sowie in den Lymphknoten das Vorkommen von Metastasen liberpriift, um das meta-
statische Potential der Tumorzellen, d.h. ihrer Fahigkeit den Primédrtumorverband zu verlassen

und sekundidre Organe zu besiedeln, zu bestimmen (Pantel und Brakenhoff, 2004). Neben

-



2. Einleitung

diesen histologischen Faktoren wurden in den letzten Jahren Proteine charakterisiert, welche
mit der Progression von Tumoren korrelieren und somit zur Abschédtzung des metastatischen
Potentials der Tumorzellen herangezogen werden konnen. Alle Faktoren die zur Einschétzung
des Krankheitsverlaufes bei Krebspatienten und somit zur Festlegung der Therapieform fiih-
ren, werden prognostische Marker genannt. Trotz der immer genaueren Prognose und der
konventionellen Therapien stellt die Metastasierung mit 90% noch immer die Haupttodesur-
sache bei Krebspatienten dar (Gibbs, 2003, Pantel and Brakenhoff, 2004). Ein genaueres Ver-
standnis der bei der Metastasierung ablaufenden Prozesse ist dringend erforderlich, um neue

effiziente Behandlungsstrategien zu entwickeln.

2.2 Die metastatische Kaskade

Wie in Abbildung 2.1 fiir ein Karzinom dargestellt, kann der Progress der Metastasierung in
einzelne aufeinander folgende Abschnitte aufgeteilt werden und wird als metastatische Kas-
kade bezeichnet. Unter Karzinomen versteht man Tumoren, welche aus der Transformation
von Endothelzellen hervorgegangen sind (Wagener, 1999). Durch weitere Verdnderungen des
Genoms einzelner Zellen dieses Karzinoms, kann es zur Ausbildung eines metastatischen
Subklons kommen. Die darauf folgende metastatische Kaskade untergliedert sich in folgende

Schritte:
a) Invasion (Abb. 2.1, 2)

Bei der Invasion miissen sich Tumorzellen vom Primértumorverband ablosen, die Basal-
membran durchdringen und Bindegewebe sowie extrazelluldre Matrix (extracellular matrix,
ECM) erschlieBen (McKinell, 1999). Unter ECM versteht man alle von Zellen sezernierten,
extrazelluldr vorkommenden und immobilisierten Proteine. Basalmembranen sind diinne Fla-
chen bestehend aus ECM auf welchen Epithel- und Endothelzellen aufliegen und diese von
dem sie umgebenen Gewebe abgrenzen (Egeblad and Werb, 2002). Um die Basalmembran zu
penetrieren, miissen Tumorzellen zunichst an diese anheften. Dieses wird von Rezeptoren
und Integrinen auf den Oberflichen der Tumorzellen vermittelt (Giinthert, 1997; Lauwaet et
al., 2000). Fiir den Abbau der Bestandteile der Basalmembran, vornehmlich Typ IV Kollage-
ne, aber auch Laminin, Fibronektin und Proteoglykane, sind Enzyme notwendig, die diese
Substanzen spalten konnen, so genannte Proteasen (McKinell, 1999). Da Typ IV Kollagene
der Hauptbestandteil von Basalmembranen sind, sind vor allem Proteasen die speziell diesen

Bestandteil abbauen kdnnen fiir eine erfolgreiche Penetration der Basalmembran erforderlich.
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Abbildung 2.1. Die metastatische Kaskade. 1. Auswachsen einer transformierten Zelle zu einem
Primértumor, 2. Invasion, 3. Intravasation, 4. Zirkulation der Tumorzellen, 5. Extravasation und 6.
Etablierung der Tumorzellen in einem sekundéren Organ. Die Abbildung wurde nach McKinell, 1999,
erstellt. Fiir genauere Erklarungen siehe Text.

Die wichtigsten tumorassoziierten Proteasen sind die Matrix Metalloproteinasen, die
Cysteinproteasen und Faktoren des Plasminogen-Aktivator-Systems (Magdolen et al., 2002).
Da diese Proteasen nicht nur bei diesem Schritt der Metastasierung von Bedeutung sind, wird
auf diese in Abschnitt 2.4 ausfiihrlich eingegangen. Ist die Basalmembran beschidigt, konnen
Zellen des metastatischen Subklons in das Bindegewebe eindringen. Diese Zellen zeichnen
sich durch ihre Motilitdt aus, welche von chemischen Lockstoffen sowie von Zytokinen und
den jeweils entsprechenden Rezeptoren auf den Tumorzellen abhdngig ist (Lauwaet et al.,
2000; Giinthert, 1997). Durch die dadurch ausgelosten Signaltransduktionswege kommt es zur
Expression von Faktoren wie z.B. Proteinasen, welche fiir die Bewegung von Tumorzellen

durch Gewebe notwendig sind (Gilinthert, 1997).
b) Intravasation (Abb. 2.1, 3)

Am Ende einer erfolgreichen Invasion steht die Penetration des Gefdllsystems. Diese wird
Intravasation genannt. Die Intravasation ist von dhnlichen Faktoren wie die Invasion abhéin-

gig: Abbau von ECM und Motilitdt der Tumorzellen (McKinell, 1999).
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¢) Zirkulation der Tumorzellen (Abb. 2.1, 4)

Nachdem Tumorzellen in das Gefdf3system eingedrungen sind kommt es zur Interaktion mit
den dort enthaltenen Wirtszellen. Tumorzellen kdnnen sich im BlutgefédBsystem aneinander-
heften und auch Lymphozyten des Wirtes werden in diesen Komplex integriert. Dieser kann
von Blutplattchen umschlossen werden und einen so genannten Tumor-Embolus ausbilden,
wobei dieser durch einen fibrinhaltigen Thrombus stabilisiert werden kann. Dieser Komplex
kann mit den Endothelzellen von Kapillaren interagieren und diese zu einem Zuriickweichen

und Freilegen der Basalmembran anregen (McKinnell, 1999).
d) Extravasation (Abb. 2.1, 5)

Der Prozess bei dem die Tumorzellen das GefaB3system verlassen wird als Extravasation be-
zeichnet. Die gleichen Faktoren, welche die Tumorzellen befdhigten in das Gefdsystem ein-

zudringen, ermdglichen ihnen auch die Extravasation (Giinthert, 1997).
d) Etablierung der Tumorzellen im sekunddren Organ (Abb. 2.1, 6)

Nachdem die Tumorzellen in sekundire Organe gelangt sind konnen sie dort durch Prolifera-
tion einen Tochtertumor (Metastase) ausbilden oder auf unbestimmte Zeit ruhend (dormant)
1m Gewebe verbleiben. Das Auswachsen einer Metastase ist von verschiedenen Faktoren, wie
z.B. Wachstumsfaktoren und Proteasen abhiangig (Gtinthert, 1997). Aufgrund einer Limitation
von Nahrstoffen, welche nur durch Diffusion von Blutgefdf3en in das Bindegewebe gelangen,
ist die GroBe zu der die Metastasen auswachsen konnen begrenzt. Nur die Neubildung von
BlutgefidBen (Angiogenese) kann diese Mangelversorgung, welche ab einer Grofle von 1-2

mm zur Ausbildung von Nekrosen fiihrt, verhindern (Folkman, 1986).

Die Untersuchung der bei der Metastasierung ablaufenden Prozesse bendtigt addquate Model-
le, in welchen die einzelnen Schritte der Tumorprogression rekapituliert werden bzw. einzelne

Abschnitte der Progression gesondert betrachtet werden konnen.
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2.3 Metastasierungsmodelle

Um die bei der Metastasierung vorgehenden Prozesse genauer bestimmen bzw. um neue anti-
metastatische Therapien entwickeln zu konnen, ist man auf Tiermodelle angewiesen, welche
ein moglichst genaues Abbild der im Krebspatienten ablaufenden Prozesse widerspiegeln. Die
komplexen Vorgédnge der Tumorprogression lassen sich in vitro, d.h. in Zellkulturen, nur un-
zureichend nachstellen. So zeigte keines von 171 in der Klinik erfolgreich eingesetzten Stan-
dard-Zytotoxika eine Selektivitit gegeniiber verschiedenen, ausgewihlten Brustkrebs- und
Melanomzelllinien in vitro (Freije et al., 1997). Wéren diese Reagenzien im Vorfeld der klini-
schen Studien nur mittels Zellkultur untersucht worden, wire keines dieser Medikamente je-
mals in Patienten verwendet worden. Die Verwendung einfacher in vitro Methoden kann fiir
den Test einer Hypothese verwendet werden, da aber die Wirtsumgebung von Tumoren bzw.
Metastasen einen Einfluss auf die in den Tumoren ablaufenden Prozessen hat, ist es ange-
bracht, die durch in vitro Analysen gewonnenen Erkenntnisse in vivo zu bestétigen (Eccles,
2001). Die Bearbeitung einer bestimmten Fragestellung bendétigt jedoch die Auswahl des ada-

quaten Tumormodelles, da jedes Tumormodell Vor- und Nachteile aufweist (Eccles, 2001).

Man unterscheidet syngene Tumormodelle, d.h. Modelle in denen Tumorzellen und Wirt der
gleichen Spezies bzw. Stamm entstammen, von so genannten Xenografit-Modellen in welchen
humane Tumorzellen in immundefizienten Tieren verwendet werden (Watson und Morris,
2001). Der Vorteil von Xenografi-Modellen ist, dass humane Tumorzellen untersucht werden,
und die Ergebnisse leichter auf den Menschen libertragbar sind. Xenograft-Modelle miissen
vor allem dann verwendet werden, wenn human-spezifische Therapeutika verwendet werden.
Der Nachteil dieser Modelle besteht darin, dass immundefiziente Tiere verwendet werden
miissen und somit ein Beitrag des Wirtsimmunsystemes nicht (im vollem Umfang) untersucht
werden kann. In syngenen Tumormodellen hingegen kdnnen immunkompetente Tiere ver-
wendet und somit Beitrage des Immunsystems untersucht werden. Allerdings zeichnen sich
syngene Modelle in der Regel durch einen sehr aggressiven Krankheitsverlauf aus, was nur
einen begrenzten Zeitraum zur Beobachtung und Untersuchung der Tumorprogression ermog-

licht (Watson und Morris, 2001).

Man unterscheidet zudem die so genannte spontane und experimentelle Metastasierung (Ecc-
les, 2001). Bei der spontanen Metastasierung kommt es zur Metastasierung ausgehend von
einem wachsenden Primértumor, wobei dieser unterschiedlich generiert werden kann: a)
spontane Ausbildung von Tumoren durch Kanzerogene oder kiinstliche Mutation des Genoms

des Tieres (Guy und Cardoso, 2001) oder b) durch Inokulation von Tumorzellen (meist sub-
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kutan, intramuskulédr oder intradermal, Price, 2001). Bei der experimentellen Metastasierung
werden Tumorzellen intravaskuldr appliziert, wodurch die Generierung der Metastasen im
Gegensatz zur spontanen Metastasierung von im Primédrtumor ablaufenden Prozessen wie z.B.
der Proliferation oder Angiogenese unabhingig ist (Price, 2001). Viele Therapeutika haben
einen Einfluss auf das Primartumor-Wachstum. Spontane Metastasierung ist u. a. von der
Grofle der Tumoren abhéngig. In Modellen spontaner Metastasierung kann daher nicht ausge-
schlossen werden, dass bei gleichzeitiger Verdnderung des Tumor-Wachstums und des meta-
statischen Potentials der Tumorzellen, dieses verdnderte metastatische Potential nur eine Re-
flektion des verdnderten Primirtumor-Wachstums darstellt. Obwohl die spontane Metastasie-
rung das der Klinik ndhere Modell darstellt, ist die experimentelle Metastasierung besser ge-
eignet die anti-metastatische Wirksamkeit einer Behandlung zu untersuchen. Die experimen-
telle Metastasierung beinhaltet die Prozesse die zum Arrest der Tumorzellen in der Zirkulati-
on, ihrer Extravasation und Etablierung im Zielorgan der Metastasierung fiihren (Price, 2001).
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Modell experimenteller Metastasierung verwen-
det um das anti-metastatische Potential natiirlicher Proteaseinhibitoren zu untersuchen. Bei
allen Metastasierungsmodellen stellt die Detektion der Metastasen ein Problem dar. Nicht alle

Lisionen und Schwellungen die in Organen gefunden werden sind Metastasen (Eccles, 2001).

2.3.1 Bedeutung von Markergenen zur Detektion von Metastasen in vivo

Eine Moglichkeit die Detektion von Tumorzellen zu erleichtern stellt die genetische Markie-
rung der zu inokulierenden Tumorzellen dar (Eccles, 2001). Hierfiir werden leicht nachzuwei-
sende Gene anderer Spezies, so genannte Markergene, in das Genom der Tumorzellen einge-
schleust. Das 3-D-Galaktosidase kodierende Gen lacZ aus E. coli stellt ein solches Markergen
dar. Die intrazelluldre Hydrolyse des chromogenen Substrates X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-
Indoyl-B-D-Galaktopyranosid) durch B-D-Galaktosidase fiihrt zur Prézipitation von Indigo in
den Zellen, welches als blauer Farbstoff sichtbar wird (Pearson et al., 1963). Das exprimierte
lacZ-Protein ist im Zytoplasma der Zellen lokalisiert, durch das Anfiigen einer kurzen Se-
quenz des nukledren SV40 large T Antigen an das lacZ-Gen wird das Genprodukt in den Nu-
kleus transportiert. Diese Form des lacZ-Genes wird nis-lacZ (nuclear leader sequence-lacZ)
genannt (Kriiger et al., 1999). Durch die Markierung von Tumorzellen mit dem /acZ-Gen
konnen Tumorzellen nach X-Gal Farbung der metastasentragenden Organe ex vivo bis auf

Einzelzellebene nachgewiesen werden (Kriiger et al., 1999).
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2.3.2 Das HT1080 Fibrosarkom-Modell

Fibrosarkome sind Tumoren, welche aus der Transformation von Bindegewebszellen hervor-
gegangen sind (Wagener, 1999). Daher handelt es sich bei diesen, ebenso wie bei Karzino-
men, um solide Tumoren. HT1080-Zellen sind humane Fibrosarkomzellen, welche aus einem
malignen Primdrtumor eines Patienten isoliert wurden (Rasheed, et al., 1974). Nach intrave-
noser Applikation dieser Zellen kommt es zur Ausbildung von Lungen- und Lebermetastasen.
Wihrend die Tumorzellen in der Leber in der Regel einzellig vorliegen (als Mikrometastasen
bezeichnet), wachsen die Lungenmetastasen zu vielzelligen Makrometastasen aus (Schweinitz
et al., 2004; Arlt, 2004; Nagel, 2004). HT1080-Zellen exprimieren in vitro eine Vielzahl von
Proteasen, unter anderem Matrix Metalloproteinasen (MMPs, Nagel, 2004; Arlt, 2004), Uro-
kinase (urokinase-type plasminogen activator, uPA, Schweinitz et al., 2004; Nagel, 2004) wie
auch Cathepsine (Sokol et al., 2004), weshalb sie sich fiir die Untersuchung tumorassoziierter
Proteasen bzw. deren Inhibition sehr gut eignen. In fritheren Studien mit diesem Tumormodell
konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass es im Verlauf der Metastasie-
rung der Lunge zu einem Anstieg an Gelatinasen (MMP-2 und -9) kommt (Abb. 2.2, Arlt,
2004).

<
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Abbildung 2.2. Expression von Gelatinasen in HT1080-Metastasen tragenden Lungen. Links:
HT1080-Zellen sezernieren Gelatinasen in das Kulturmedium. Mitte: Expression von Gelatinasen in
Lungen tumorfreier Méuse. Rechts: Expression von Gelatinasen in metastasentragenden Lungen. mu:
murin; hu: human; Abbildung aus Arlt et al., 2004.
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2.4 Bedeutung von Proteasen bei der Metastasierung

Der Um- bzw. Abbau von ECM und Basalmembranen ist ein wichtiger Bestandteil vieler
physiologischer Prozesse und unterliegt einer strengen Regulierung. Unkontrollierte proteoly-
tische Aktivitdt und somit verstirkter Umsatz der ECM spielt eine bedeutende Rolle bei der
Tumorprogression, wie es unter 2.2 bereits beschrieben wurde. Die wichtigsten Proteasen die
mit der verstirkten proteolytischen Aktivitdt bei der Tumorprogression in Zusammenhang
gebracht werden und daher als tumorassoziiert bezeichnet werden, sind die Matrix Metal-
loproteinasen (MMPs), das Plasminogen-Aktivator-System (PA-System) und Cysteinprotea-
sen (CPs, Magdolen et al., 2002).

2.4.1 Die Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und ihre endogenen Inhibitoren

Das Gleichgewicht zwischen MMP-Aktivitit und Inhibition durch natiirliche Inhibitoren ist
die Voraussetzung fiir den geregelten Ablauf zahlreicher physiologischer Prozesse, wie Em-
bryonalentwicklung, Morphogenese, Reproduktion und Gewebe-Resorption und -Umbau
(Nagase und Woessner, 1999; Gomez et al., 1997). Durch Uberexpression von MMPs verur-
sachte unregulierte proteolytische Aktivitdt spielt bei verschiedenen pathologischen Prozes-
sen, wie bei rheumatischer Arthritis, Osteoarthritis, Peridontitis, Autoimmunerkrankungen der

Haut und malignen Tumorerkrankungen, eine bedeutende Rolle (Vihinen und Kihéri, 2002).

Gegenwirtig sind 24 Matrix Metalloproteinasen (MMPs) in Wirbeltieren beschrieben, von
welchen 23 in Menschen gefunden wurden. Die Signaturen nach welchen Proteinasen dieser
Familie zugeordnet werden sind folgende: a) Sequenz-Homologie mit MMP-1 (Kollagenase-
1), b) dem cystein-switch-motif im Propeptid (mit Ausnahme von MMP-23) und ¢) dem Zink-
Bindungs-Motiv in der katalytischen Doméne (Visse und Nagase, 2003). MMPs enthalten
neben dem Zinkion des aktiven Zentrums ein weiteres, strukturelles Zinkion und zwei bis drei
strukturelle Kalziumionen in jedem Molekiil, demzufolge ist die Anwesenheit von Kalzium-
und Zinkionen fiir die Aktivitdit von MMPs notwendig (Bode und Huber, 2000). Generell be-
stechen MMPs aus der Pro-Doméne, der katalytischen Domine, einer Verbindungsregion (hin-
ge region) und der Himopexin-Doméne (mit Ausnahme der Matrilysine). Auf der Basis ihrer
Substratspezifitit, Sequenz-Homologien und Dominen-Organisation werden die Vertebraten
MMPs in sechs Gruppen unterteilt: Kollagenasen (MMP-1, -8, -13), Gelatinasen (MMP-2,
-9), Stromelysine (MMP-3, -10), Matrilysine (MMP-7, -26), Membran-Typ MMPs (MT-
MMPs: MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25) und andere MMPs (Visse und Nagase, 2003).
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katalytisches
Zentrum g, S1°

Abbildung 2.3. Schematische Darstellung der MMP-Inhibition durch TIMPs. TIMP ist blau,
MMP rot dargestellt. Ein Teil der N-terminalen Doméne des TIMP-Molekiils lagert sich in das aktive
Zentrum der MMP ein. Periphere loops des TIMP interagieren mit exosites. Zn: Zinkion des katalyti-
schen Zentrums. Genauere Beschreibung siehe Text (aus Bode und Huber, 2000).

MMPs, mit Ausnahme von Matrilysin (MMP-7), werden als inaktives Zymogen (proMMP)
sezerniert und von Proteinasen verschiedener Familien, z.B. Plasmin und MMPs, durch ent-

fernen der pro-Domine aktiviert (Bode und Huber, 2000; Nagase und Woessner, 1999).

MMPs werden unter normalen physiologischen Bedingungen von ihren natiirlichen Breit-
spektrum-Inhibitoren, ndmlich den o2-Makrotubulinen, dem membrangebundenem MMP-
Inhibitor RECK (Reversions-induzierendes Cysteine-reiches Protein mit Kazal-Motiven) und
den tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), reguliert (Egeblad und Werb, 2002). Es
sind vier verschiedene TIMPs im Menschen bekannt (TIMP-1 — TIMP-4). Alle vier Isofor-
men haben verschiedene strukturelle Eigenschaften gemeinsam: a) 12 Cystein-Reste in kon-
servierten Regionen der Inhibitoren welche sechs Disulfidbriicken ausbilden, b) Organisation
in eine N- und C-terminale Domine, c¢) eine Konsensus-Sequenz, VIRAK, in der N-
terminalen Domine und d) eine aus 29 Aminosduren bestehende leader-Sequenz, welche bei

der Reifung des Proteins entfernt wird (Gomez et al., 1997).

TIMPs inhibieren MMPs durch Ausbilden eines starken aber nicht-kovalenten 1:1 stoichio-
metrischen Komplexes (Brand, 2002). Hierbei lagert sich die lange Kante der keilformigen N-
terminalen Doméne in das gesamte katalytische Zentrum und die Substrat-Bindungsfurche der
zu inhibierenden MMP ein. Periphere Schleifen (loops) der N- und der C-terminalen Doméne
interagieren mit exosites der MMP (Abb. 2.3). Diese Art der Inhibition, substratdhnliche In-
teraktion mit dem aktiven Zentrum zusammen mit additiven Interaktionen mit exosites, wird

als quasi-Substrat-dhnlich bezeichnet (Bode und Huber, 2000). Neben der Inhibition aktiver
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MMPs kann TIMP-1 an proMMP-9 binden und dessen Aktivierung inhibieren. Diese Inhibi-
tion erfolgt liber eine Interaktion der Himopexin-Domane von MMP-9 und der C-terminalen
Doméne des TIMP-1-Molekiils (Nagase und Brew, 2002). TIMP-1 kann im Gegensatz zu
TIMP-2 keine MT-MMPs inhibieren (Visse und Nagase, 2003). Durch die Bindung an MT]1-
MMP ist TIMP-2 an der zelloberflichengebundenen Aktivierung von proMMP-2 beteiligt,
wobei proMMP-2 in einem tertidren Komplex mit TIMP-2 und MT1-MMP von einem weite-
ren, aktiven MT1-MMP-Molekiil aktiviert wird. Dabei erfolgt die Bindung von proMMP-2 an
TIMP-2 durch eine Interaktion der Himopexin-Domédne des MMP-2 und der C-terminalen

Domine des TIMP-2 (Nagase und Woessner, 1999).

TIMP-1 wird von verschiedenen Zelltypen in einer Vielzahl von Geweben sezerniert. Neben
der MMP-Inhibition besitzt TIMP-1 proliferationssteigernde Wirkung in einer Reihe von
Zelltypen. Diese Wachstumsfaktor-dhnliche Funktion von TIMP-1 auf verschiedene Zellty-
pen wird vermeintlich durch die Bindung von TIMP-1 an einen Zellrezeptor hervorgerufen
(Hornebeck, 2003). Bis vor kurzem wurde angenommen, dass diese Eigenschaft unabhéngig
von der MMP-Inhibition und vermutlich auf dem C-Terminus lokalisiert ist (Chesler et al.,
1995). Vor kurzem konnte jedoch gezeigt werden, dass auch die Inhibition von MMPs durch
TIMP-1 die Zellproliferation steigern kann (Porter et al., 2004).

2.4.1.1 Bedeutung von MMPs und ihrer natiirlichen Inhibitoren bei Krebs

Bei malignen Tumoren kann unregulierte Aktivitit von MMPs die Metastasierung von Tu-
morzellen fordern indem Bestandteile der ECM und der Basalmembranen abgebaut werden.
Dieser Abbau ist bei nahezu jeder Stufe der metastatischen Kaskade notwendig, von den ers-
ten Schritten der Invasion bis zum Auswachsen von etablierten Metastasen (Brand, 2002).
MMPs sind bei dem Abbau der ECM von besonderer Bedeutung, da nur Mitglieder dieser
Gruppe fibrillires Kollagen jedes Typs verdauen konnen (Vihinen und Kéahéri, 2002; Stetler-
Stevenson and Yu, 2001; Coussens et al., 2002). In Krebspatienten ist bei nahezu jeder Krebs-
form die Expression von MMPs erhoht, und in der Regel ergab sich eine Korrelation zwi-
schen MMP Uberexpression und schlechter Prognose fiir den Patienten (Egeblad und Werb,
2002; Vihinen und Kéhéri, 2002; Ruokolainen, et al., 2004). Paradoxerweise ist auch die
Uberexpression von TIMP-1 in vielen Tumorerkrankungen mit einer schlechten Prognose
assoziiert, z.B. bei Brustkrebs (Nakopoulou et al., 2002; McCarthy et al., 1999; Schrohl et al.,
2004), Ovarialkarzinomen (Manenti et al., 2003), Magenkrebs (Yoshikawa et al., 2001; Yos-
hikawa et al., 2000), Lungenkrebs (Ylisirnié et al., 2001), Rektalkarzinomen (Holten-
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Andersen et al., 2004; Yukawa et al., 2001) und Nierenzellkarzinomen (Kallakury et al.,
2001). Ob es sich hierbei um einen direkten Effekt der TIMP-1 Uberexpression auf die Tu-
morprogression handelt oder ob die erhdhte Expression von TIMP-1 nur eine Reflektion der
verstarkten MMP-Expression darstellt wurde in der Regel nicht weiter untersucht (Magdolen
et al., 2002). In manchen Studien konnte jedoch eine Ko-Expression von MMPs und TIMPs
nachgewiesen werden (Kallakury et al., 2001; Kuittinen et al., 2003). In Patienten mit non-
Hogkin's Lymphomen konnte ein Trend fiir eine bessere Prognose beobachtet werden, wenn
in Patienten mit hoher MMP-9 Expression TIMP-1 koexprimiert wurde (Kuittinen et al.,
2003). Andere Studien zeigen, dass ein Ungleichgewicht von MMP und TIMP Expression mit
schlechter Prognose fiir den Patienten korreliert ist (Zhang et al., 2003; Giannelli, et al., 2004;
Monier, et al., 2002). Im Falle von Brustkrebspatientinnen konnte gezeigt werden, dass das
Ungleichgewicht zwischen proMMP-9 und TIMP-1 Gehalt nach chirurgischer Entfernung des
Primértumors nicht mehr aufrechterhalten wurde. Durch reduzierte MMP-9 und gleichzeitig
erhohte TIMP-1 Expression stellte sich bei diesen Patientinnen ein neues Gleichgewicht ein
(Giannelli, et al., 2004). Ein erhdhter Gehalt an TIMPs in aggressiven Primirtumoren, welche
groBBe Mengen an MMPs exprimieren, konnte zudem ein notwendiger Faktor sein, innerhalb
des Tumorverbandes eine mdglichst ,,physiologische* Umgebung zu schaffen (Brand, 2002),
in diesem Falle wiirde die TIMP-Expression einen Schutz des Primartumorgewebes darstel-

len.

In Tiermodellen konnte die Bedeutung der MMPs nicht nur fiir die Metastasierung sondern
auch fiir Tumorwachstum und Angiogenese belegt werden. Die Metastasierung von Tumor-
zellen wurde verstarkt, wenn Tumorzellen MMPs iiberexprimierten, umgekehrt konnte die
Metastasierung reduziert werden wenn die Expression bzw. die Aktivitdit von MMPs reduziert
wurde (Egeblad und Werb, 2002). Es bleibt anzumerken, dass nicht nur die von Tumorzellen
exprimierten MMPs die Metastasierung fordern. So wird das in vivo Wachstum von Brustkar-
zinomzellen von MMP-11 knock out-Fibroblasten im Gegensatz zu wildtyp-Fibroblasten
nicht unterstiitzt. Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung von durch Wirtszellen produzierte
MMPs ergab sich bei der Verwendung von MMP-2 bzw. MMP-9 knock out-Méusen, in wel-
chen die experimentelle Metastasierung von Tumorzellen im Vergleich zu den wildtyp Mau-
sen reduziert ist (Egeblad und Werb, 2002). Die Uberexpression von MMP-3 bzw. MMP-14
fiihrt in Brustgewebe von Mausen zur Bildung spontaner Tumoren. Dieses deutet auf weitere
Funktionen der MMPs abgesehen von ECM Abbau hin (Egeblad und Werb, 2002). Durch
Verwendung verschiedener knock out-Méuse in denen jeweils eine bestimmte MMP (MMP-2,

-3, -7, -11) entfernt wurde, konnte gezeigt werden, dass MMPs nicht nur an der Metastasie-
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rung beteiligt sind, sondern auch am Primirtumorwachstum, welches in den verwendeten
knock out-Médusen verglichen zu den Kontrollen reduziert war (Coussens et al., 2002). Zu-
sammenfassend kann festgestellt werden, dass MMPs an der Regulierung von Zelltod,
Zellproliferation, Angiogenese und Metastasierung beteiligt sind (Coussens et al., 2002; Vihi-
nen und Kéhéri, 2002; Sounni et al., 2003). Diese Funktionen kénnen durch die Prozessierung
von nicht-Matrix Proteinen, wie Chemokinen, Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, Adhidsionsmolekiilen oder apoptotischen Mediatoren, vermittelt werden oder
durch Freisetzung von in der ECM eingebetteten Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren
(Egeblad und Werb, 2002). Es ist jedoch wichtig festzustellen, dass es sich bei den MMPs um
eine Familie von Proteinasen handelt, die ein groBes Spektrum an Funktionen erfiillt, welche
unter anderem auf den unterschiedlichen Substratspezifititen der einzelnen MMPs beruhen.
Dadurch fordern nicht alle MMPs die Tumorprogression, sondern in manchen Féllen fiihren
MMPs zu einer Reduktion der Progression. Dieses wird durch die Tatsache reflektiert, dass
die Uberexpression von einzelnen MMPs in Tumorpatienten nicht immer mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist (Vihinen und Kahéri, 2002). Die genauen Auswirkungen einzelner
MMPs auf die Tumorprogression miissen jedoch in der Zukunft noch intensiv untersucht

werden (Egeblad und Werb, 2002).

Eine anti-proteolytische Therapie gerichtet gegen MMPs scheint dennoch ein vielverspre-
chender Ansatz zur Behandlung der Tumorprogression zu sein, da sowohl Studien aus der
Klinik sowie priklinische Versuche in Tiermodellen die Bedeutung der MMPs bei der Tu-

morprogression unterstreichen.

2.4.1.2 Behandlung der Tumorprogression mit natiirlichen Inhibitoren der MMPs

Fiir alle TIMPs konnte in vitro gezeigt werden, dass ihre Uberexpression durch Tumorzellen
die Invasivitit der so manipulierten Zellen hemmt (Brand, 2002). Damit konnte im Prinzip
gezeigt werden, dass auch die Uberexpression von TIMP-1, trotz der in der Klinik beobachte-
ten Korrelation von Uberexpression und schlechter Prognose, die Invasion von Tumorzellen
inhibieren kann. Eine Reihe von Arbeitsgruppen versuchte diese Ergebnisse in in vivo Model-
le zu iibertragen. Die Uberexpression von TIMP-1 durch Tumorzellen fiihrte in vivo zu einer
Reduktion der Anzahl sowie der Grofle von Metastasen, konnte aber auch zu verstirktem
Primértumorwachstum fiithren (Brand, 2002). Da TIMP-1 einen wachstumsférdernden Ein-
fluss haben kann (Hayakawa et al., 1992), konnte die Expression von TIMP-1 durch die Tu-

morzellen zu dem verstdrkten Primartumorwachstum gefiihrt haben. Allerdings unterdriickte
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die Uberexpression von Timp-1 in der Leber transgener Miuse die Generierung und Progres-
sion hepatozelluldrer Karzinome, welche durch das virale SV40 T-Antigen induziert wurden
(Martin et al., 1996). Da bei diesem Tumormodell Hepatozyten transformiert wurden, erfolgte
die Reduktion des Tumorwachstums trotz der Uberexpression von Timp-1 durch die trans-
formierten Zellen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Uberexpression von Timp-1 durch Tumor-
zellen nicht per se zu einer Steigerung des Primértumorwachstums fiihrt. Die Verwendung
von transgenen Méusen konnte auch die anti-metastatische Wirksamkeit von Timp-1 belegen.
So schiitzte die Uberexpression von Timp-1 im Gehirn dieses Organ vor der experimentellen
Metastasierung syngener Fibrosarkomzellen (FS/L10, Kriiger et al., 1998). In einem anderen
syngenen Tumormodell konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Timp-1 das
Primirtumorwachstum von T-Zell Lymphomzellen und die von diesen ausgehende spontane
Metastasierung unterdriickte, wihrend die Expression von Timp-1 nicht ausreichte die expe-
rimentelle Metastasierung der gleichen Zelllinie zu reduzieren (Kriiger et al., 1997). In einer
aktuellen Studie konnten wir zeigen, dass die aggressive experimentelle Metastasierung dieser
T-Zell Lymphomzellen durch eine deutlich stirkere, prophylaktische Uberexpression von
TIMP-1, erzielt durch den adenoviralen Gentransfer von 7IMP-1, signifikant um 94% redu-
ziert werden konnte (Elezkurtaj et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit sollte u. a. untersucht
werden, ob der durch adenoviralen Gentransfer von TIMP-1 erzielte Therapierfolg in einem
T-Zell Lymphom-Modell auf die experimentelle Metastasierung eines soliden Tumors iiber-

tragbar ist.

2.4.2 Das Plasminogen-Aktivator (PA)-System und seine natiirlichen Inhibitoren

Das Plasminogen-Aktivator (PA)-System spielt durch die Aktivierung von Plasminogen eine
zentrale Rolle bei dem Abbau von Fibrin in Blutgerinnseln, sowie bei der Embryonalentwick-
lung, Zellmigration, Gewebeumbau, Ovulation und Wundheilung. Unregulierte Aktivitéit des
PA-Systems ist mit einer Reihe von pathologischen Prozessen, wie rheumatischer Arthritis,
Entziindungsreaktionen der Haut, Alzheimers Krankheit, Multipler Sklerose und der Tumor-

progression, assoziiert (Blasi und Carmeliet, 2002).

Das Plasmin-Aktivator System besteht aus Plasminogen, den Plasminogenaktivatoren (PAs)
des tissue-type (tPA) und des urokinase-type (Urokinase, uPA) und dem Urokinase-Rezeptor
(uPAR). uPA wird als inaktives einkettiges Protein (pro-uPA) sezerniert und erst die proteoly-
tische Spaltung von pro-uPA durch Plasmin oder Cysteinproteasen fiihrt zur Generierung der

zweikettigen aktiven Form, bei welchen die beiden Ketten durch eine Disulfidbriicke verbun-
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den sind und welches als hochmolekulares-uPA (high molecular weight-, HMW-uPA) be-
zeichnet wird (Schmitt et al., 2000). Anders als uPA ist tPA bereits in seiner einkettigen Form
(single chain-tPA, sc-tPA) proteolytisch aktiv (Renatus et al., 1997). Die Generierung einer
zweikettigen Form (two chain-tPA, tc-tPA) durch Plasmin, Kallikrein oder Faktor Xa, bei der
ebenfalls die beiden Ketten durch eine Disulfidbriicke verbunden sind, (Schmaier, 2000;
Pryzdial, et al., 1995), fiihrt zu einer Steigerung der tPA-Aktivitit um das 5-10-fache (Rena-
tus et al., 1997). PAs bestehen aus folgenden Doménen: a) Signalpeptid, welches bei der Rei-
fung des Proteins entfernt wird, b) Wachstumsfaktor dhnliche Doméne (growth factor like
domain, GFD), ¢) kringle-Domine und d) der Serinproteinasendoméne welches das katalyti-
sche Zentrum enthilt (Biirgle et al., 2002, Pennica et al., 1983). Im Falle von uPA wird das
Fragment bestehend aus GFD und kringle Doméne als Aminoterminales Fragment (ATF)
bezeichnet und kann als Spaltprodukt vorliegen. Die verbliebene Serinproteasendomine wird
dann niedermolekulares-uPA (low molecular weight-, LMW-uPA) genannt (Reuning et al.,
1998). Neben den bereits beschriebenen Domédnen enthélt tPA zusédtzlich eine Fibronektin-
Doméne, sowie eine zweite kringle-Doméne (Pennica et al., 1983; Byeon und Llinas, 1991).
Vermittelt von einer Bindungsstelle lokalisiert in der GFD kann uPA an seinen membranstén-
digen Rezeptor uPAR binden. Durch das Binden von uPA an uPAR wird die proteolytische
Aktivitdt von uPA verstirkt und diese gleichzeitig auf der Zelloberfldche lokalisiert (Reuning
et al., 2003; Schmitt et al., 2000). Neben dieser proteolytischen Aktivitit induziert das Binden
von uPA an seinen Rezeptor Zellproliferation, Adhédsion, Migration und Chemotaxis (Reu-
ning et al., 2003). Der uPAR ist durch einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker mit
der Zellmembran verbunden und besteht aus drei homologen Doménen. Keine dieser Doma-
nen besitzt eine von den anderen Domédnen unabhingige Bindungstelle fiir die uPA/uPAR
Interaktion, da alle drei Doménen fiir eine hoch-affine Interaktion benotigt werden (Magdolen
et al., 2002). Die Plasmin-Aktivierung durch tPA wird verstiarkt wenn tPA an Fibrin oder He-
parin bindet. An der Interaktion von Fibrin bzw. Heparin mit tPA sind sowohl die Fibronek-
tin-Doméne als auch die kringle-Doménen des tPA beteiligt (Eastman et al., 1992; Bennett et
al., 1991). Aktive PAs konnen durch proteolytische Spaltung von einkettigem Plasminogen
aktives zweikettiges Plasmin generieren. Plasminogen besteht aus einer PAN-Doméne und
fiinf kringle-Doménen (Castellino und McCane, 1997; Tordai et al., 1999), wird in der Leber
synthetisiert und ist im Blut und anderen Korperfliissigkeiten detektierbar (Biirgle et al.,
2002). Zudem kann aus Plasmin der Angiogenese-inhibierende Faktor Angiostatin generiert

werden. Angiostatin wird durch proteolytische Spaltung von Plasmin generiert (Stathakis et
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Abbildung 2.4. Schematische Darstellung des Inhibitions-Mechanismus von Serpinen. A. Der
RCL des Serpins ahmt ein Substrat der Ziel-Proteinase nach, B. Das RCL lagert sich in das katalyti-
sche Zentrum der Proteinase ein und wird durch diese geschnitten (roter Abschnitt des RCL), C. Nach
dem Schnitt des RCL kommt es zu einer Esterbindung zwischen Proteinase und Serpin und zum Ver-
schieben der Proteinase entlang des Serpins zum entgegensetzten Pol des Serpins. Genauere Beschrei-
bung siche Text. Das RCL (gelb) ist zusétzlich durch einen Stern markiert: (Abbildung abgeéndert
aus: Ye und Goldsmith, 2001)

al., 1997) und besteht zum Grofiteil aus den kringle-Doménen I-1V (Cao et al., 1996.). Es gibt
einige Hinweise, dass u.a. MMP-9 zur Freisetzung von Angiostatin fiihrt (Pozzi et al., 2002).
Plasmin kann verschiedene Bestandteile der ECM abbauen und diverse Proteasen, wie uPA,
tPA und MMPs, aktivieren (Schmitt et al., 2000). Zu den Substraten der PAs zdhlen neben
Plasminogen auch Bestandteile der ECM (Reuning et al., 1998).

Unter normalen physiologischen Bedingungen wird die proteolytische Aktivitit der PAs, und
somit auch indirekt die von Plasmin, von ihren endogenen Inhibitoren, ndmlich Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren (PAls), reguliert. Es sind zwei PAls in Menschen bekannt (PAI-1 und
PAI-2). Beide Inhibitoren gehoren zur Serinproteinasen Inhibitor Superfamilie (Serpine; Reu-
ning et al., 1998). Ungefdhr 500 Serpine konnten bisher in Tieren, Pflanzen und Viren identi-
fiziert werden (van Gent et al., 2003). Vertebraten Serpine haben verschiedene strukturelle
Eigenschaften gemeinsam: a) Sequenzhomologien, b) Aufbau des Proteins aus drei [3-
Faltblittern und acht oder neun a-Helices, c¢) den reactive center loop (RCL) welcher von der
Zielproteinase geschnitten wird und d) den einzigartigen ,,Selbstmord®“-Substrat-dhnlichen

Inhibitionsmechanismus (van Gent et al., 2003; Silverman et al., 2001).

PAIs inhibieren PAs durch Ausbilden eines 1:1 stoichiometrischen Komplexes, wobei sowohl

ungebunden vorliegendes tPA und uPA wie auch uPAR-gebundenes uPA inhibiert wird

(Reuning et al., 1998). Hierbei lagert sich der auf der Oberfliche des Molekiils exponierte
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reactive center loop (RCL) der PAIs in das katalytische Zentrum der PAs ein (Magdolen et
al., 2002). Anschlieend bildet der Inhibitor, nachdem er initial zwischen den Aminosiuren
R380 und T381 der RCL geschnitten wurde, eine kovalente Bindung zwischen der Karbo-
xylgruppe des RCL des Inhibitors und der Hydroxylgruppe des katalytischen Serin-Restes des
Plasminogen-Aktivators aus (Magdolen et al., 2002). Durch den Verdau des Molekiils wird
die Position des RCL verdndert, wodurch die inhibierte Proteinase entlang des Inhibitors ver-
schoben wird. Dieses fiihrt zur Ausbildung eines unter physiologischen Bedingungen stabilen
Serinproteinasen/Serpin-Komplexes durch Ausbildung einer kovalenten Ester-Bindung (Abb.
2.4; Magdolen et al., 2002; Bode und Huber, 2000). Fiir das Serpin ist dieser Vorgang irrever-
sibel. Nach dem Schnitt der RCL und der Konformationsédnderung des Molekiils kann kein
aktiver Inhibitor wiederhergestellt werden, daher werden Serpine auch als ,,Selbstmord*-
Inhibitoren (suicide inhibitors) bezeichnet (Ye und Goldsmith, 2001). Die Inhibition des
uPAR-gebundenen uPAs sowohl durch PAI-1 als auch durch PAI-2 fiihrt zur Internalisierung
des Komplexes, wobei uPA und PAIs anschliessend in Lysosomen vorliegen und dort degra-
diert werden, wihrend der uPAR recycelt wird und nach kurzer Zeit erneut auf der Zellober-

fliche présent ist (Reuning et al., 2003; Al-Ejeh, et al., 2004).

Nur ca. 20% des PAI-2-Proteins werden glykosyliert und sezerniert. Die PAI-2 Proteine lie-
gen daher liberwiegend unglykosyliert und intrazelluldr lokalisiert vor, wéhrend PAI-1 effi-
zient sezerniert wird. Daher kann PAI-2 unter normalen physiologischen Bedingungen nicht
im Blut nachgewiesen werden (Schmitt et al., 2000). Im Gegensatz zu PAI-1, welches an In-
tegrine und Vitronektin binden kann, sind Interaktionen mit ECM- oder Zelloberfldchen-
Molekiilen fiir PAI-2 bisher nicht beschrieben worden (Magdolen et al., 2002). Neben der
extrazelluldren Inhibition der Plasminogen-Aktivatoren ist PAI-2 auch intrazelluldr an physio-
logischen Prozessen beteiligt. Es wurde bereits gezeigt, dass PAI-2 Zellen vor Apoptose

schiitzt, zudem scheint PAI-2 antiviral zu wirken (Magdolen et al., 2002).

2.4.2.1 Die Bedeutung des PA-Systems und seiner natiirlichen Inhibitoren bei Krebs

In Tumorbiopsien von Patienten mit verschiedenen Krebserkrankungen konnte eine erhohte
Expression von Faktoren des Plasminogen-Aktivator-Systemes, ndmlich uPA, uPAR und
PAI-1 im Vergleich zu gesunden Geweben gefunden werden. Durch uPAR-vermittelte Loka-
lisation der proteolytischen Aktivitdt von uPA auf den Zelloberflichen uPAR exprimierender
Tumorzellen, kann dieses proteolytische System eine gerichtete Invasion der Tumorzellen

ermoglichen (Reuning et al., 1998). So ist es nicht {iberraschend, dass die Expression von
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uPA und uPAR mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten assoziiert ist und es bei diesen
Patienten verstéirkt zur Ausbildung von Metastasen bzw. zu einer Neubildung des chirurgisch
entfernten Primértumors kommt (Reuning et al., 1998). Die Expression der natiirlichen Inhibi-
toren dieses Systems ist in unterschiedlicher Weise beeinflusst. Ahnlich wie fiir TIMP-1 beo-
bachtet, korreliert die Expression von PAI-1 mit einer schlechten Prognose fiir Patienten mit
verschiedenen Krebserkrankungen (Reuning et al., 1998). Auch hier scheint die lokale Inhibi-
tion der proteolytischen Aktivitidt im Primédrtumor zur Ausbildung einer annidhernd ,,physiolo-
gischen® Umgebung zu fiihren, welche die Generierung von Tumor-Stroma bzw. Blutgefdflen
begiinstigt (Reuning et al., 1998). Zudem beeinflusst PAI-1 die Tumorzell-Migration und das
Anhaften (attachment) der Tumorzellen an ECM und Basalmembranen, da es ebenso wie der
uPAR an Vitronektin bindet und folglich mit diesem um die Bindung konkurriert (Reuning et
al., 1998). Im Gegensatz zu einer schlechten Prognose die mit der Uberexpression von PAI-1
korreliert ist, vermittelt die Expression von PAI-2 eine gute Prognose fiir Brustkrebspatientin-
nen, Patienten mit Kleinzell-Lungenkrebs oder Ovarialkarzinomen (Reuning et al., 1998;
Magdolen et al., 2002). In Patienten mit Kolorektal- oder Endometrial-Karzinomen hingegen
ist die Expression von PAI-2 mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten assoziiert (Mag-

dolen et al., 2002).

In Zellkultur und in Tiermodellen konnte die Bedeutung des Plasminogen-Aktivator-
Systemes bei der Tumorprogression genauer bestimmt werden. Dabei zeigte sich, dass Fakto-
ren des PA-Systems in attachment, Migration, Chemotaxis, Angiogenese und Proliferation
von Tumorzellen in vitro bzw. in vivo involviert sind (Reunuing et al., 1998; Blasi und Car-
meliet, 2002), wobei die meisten dieser Effekte auf die Bindung von uPA an uPAR zuriickzu-
filhren sind (Schmitt et al., 2000). Die Verwendung von uPAR-Antagonisten fiihrte in vivo
zur Reduktion des Primédrtumorwachstums, der Angiogenese und der spontanen Metastasie-
rung und fiithrte zu einem Anstieg von Nekrose bzw. Apoptose in Primédrtumoren (Schmitt et
al., 2000; Reuning et al., 2003). Ahnliche Effekte auf Tumorwachstum und Metastasierung
wurden beobachtet, wenn gegen uPA oder uPAR gerichtete antisense-mRNA verwendet wur-
de (Reuning et al., 1998; Lakka et al., 2003), im Gegensatz dazu wurde die Invasivitit und die
Proliferation von Tumorzellen durch die Transfektion mit uPA und uPAR cDNA in vitro und

in vivo verstiarkt (Reuning et al., 1998).

Da sowohl Studien aus der Klinik sowie priklinische Versuche in Tiermodellen die Bedeu-
tung des PA-Systemes bei der Tumorprogression unterstreichen, scheint eine gegen das PA-
System gerichtete anti-proteolytische Therapie ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung

der Tumorprogression zu sein.
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2.4.2.2 Behandlung der Tumorprogression mit natiirlichen Inhibitoren des PA-Systems

Wie bereits angesprochen, konkurriert PAI-1 mit uPAR um die Bindung an Vitronektin und
beeinflusst somit die Migration bzw. das attachment von Tumorzellen sowie die Angiogenese
von Tumoren (Magdolen et al., 2002). In priklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass
die Effekte von PAI-1 auf die Angiogenese dosisabhédngig sind: In physiologischer Konzen-
tration wirkt PAI-1 pro-angiogenetisch, wihrend es in héheren Dosen anti-angiogenetisch
wirkt (Devy et al., 2002). In PAI-1 knock out Méusen konnten die durch die klinischen Stu-
dien erwarteten pro-tumorigenen Eigenschaften bestétigt werden: In diesen Mdusen wird die
lokale Invasion von murinen malignen Keratinozyten unterdriickt und ihre Vaskularisation
verhindert. Diese anti-tumorigenen Effekte wurden durch den systemischen adenoviralen
Gentransfer von PAI-1 aufgehoben, welches den direkten Zusammenhang zwischen den Beo-
bachtungen und dem Fehlen von PAI-1 herstellte (Bajou et al., 1998). Die durch adenoviralen
Gentransfer erzielte Uberexpression von PAI-1 bzw. PAI-2 in HT1080-Zellen fiihrt zu einer
gleichstarken Reduktion der Invasivitit der Zellen in vitro und nach subkutaner Inokulation
dieser Tumorzellen in Nacktméause auch in vivo. Im Gegensatz zu den durch Manipulation der
Tumorzellen erzielten Therapieerfolgen war nur der systemische Gentransfer von PAI-2 in
der Lage, die Metastasierung zu inhibieren (Praus et al., 1999). In einem Modell mit uvealen
Melanomzellen fiihrten sowohl die intratumorale intraoculare sowie die systemische Applika-
tion eines PAI-1 kodierenden Adenovirus zur Reduktion von spontanen Lebermetastasen (Ma
et al., 1997). Ebenso wie fiir die Expression von PAI-1 gibt es fiir PAI-2 Hinweise fiir gegen-
sitzliche Effekte auf die Tumorprogression. So fiihrte die Uberexpression von PAI-2 in der
Epidermis transgener Méuse zu einer verstiarkten chemisch-induzierten Papilloma-Bildung.
Nur in diesen Miusen entwickelten sich aus manchen Papillomae Karzinome, wihrend dieses
in den Kontrollen nicht erfolgte. Da natiirliches PAI-2 iiberwiegend intrazelluldr vorliegt, ist
dieser beobachtete Effekt unabhéngig von der Inhibition der extrazelluldren PAs. Der Ver-
gleich der Papillomae von PAI-2 transgenen Méusen und von Kontrolltieren ergab, dass der
pro-tumorigene Effekt von PAI-2 auf eine reduzierte Apoptose zuriickzufiihren war (Zhou et
al., 2001). Daher sollte in der vorliegenden Arbeit das Konzept einer prophylaktischen Uber-
expression sezernierungsoptimierten PAI-2-Proteins durch die Wirtszellen verwendet werden,

um die anti-metastatische Wirksamkeit von PAI-2 zu untersuchen.
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2.4.3 Die lysosmalen Cystein-Proteasen (CPs) und ihre natiirlichen Inhibitoren

Lysosomale Cysteinproteasen (CPs) spielen eine zentrale Rolle bei physiologischen Prozes-
sen wie intrazellulirem Proteinabbau (Cathepsin B, H, L), Umbildung von Knochen (Ca-
thepsin K), bei der Kontrolle der Antigenprasentation (Cathepsin S, Abrahamson et al., 2003)
und bei der Apoptose (Cathepsin B, Foghsgaard et al., 2002). Neben diesen sind lysosomale
CPs an der intrazelluldren aber extralysosomalen Aktivierung von Proteinen beteiligt, wie
z.B. der Aktivierung von Prorenin zu Renin und der Aktivierung von Thyroglobulin, einem
Ausgangsstoff fiir Thyroid-Hormone (Turk et al., 2000). Liegen papainihnliche, lysosomale
CPs extrazellulédr vor konnen sie Bestandteile der ECM abbauen (Turk et al., 2000). Die ver-
starkte Aktivitit von lysosomalen CPs wurde mit einer Reihe von Krankheiten, nimlich
rheumatischer Arthritis, Osteoarthritis, Neurologischen Erkrankungen, Osteoporose und Tu-

morerkrankungen assoziiert (Turk et al., 2001; Berdowska 2004).

Gegenwirtig sind elf humane lysosomale Cysteinproteinasen im Menschen bekannt. Die Sig-
naturen nach denen diese papaindhnlichen Cysteinproteasen (CPs), auch Cathepsine genannt
(Turk et al., 2000), den lysosomalen CPs zugeordnet werden sind folgende: a) Aminosédure-
Homologien zu Papain, b) Anordnung in zwei Doménen, der so genannten linken- (L-) und
rechten (R-) Doméne und c¢) der V-shape active site cleft an der Flache zwischen diesen bei-
den Domaénen (Turk et al., 2001). Lysosomale CPs sind optimal aktiv in den Lysosomen, da
in diesen Vesikeln niedrige pH-Werte vorliegen. Generell bestehen die papaindhnlichen CPs
aus einer pro-Doméne sowie der von den drei a-Helices dominierten L-Doméne und der auf
einem B-barrel-Motiv basierenden R-Domédne und werden als inaktives Zymogen (pro-
Cathepsin) translatiert. Die Aktivierung erfolgt u. a. durch Proteasen, hauptsidchlich durch
CPs (Turk et al., 2000).

Die Aktivitéit lysosomaler CPs wird unter normalen physiologischen Bedingungen von ihren
natiirlichen Breitspektrum-Inhibitoren, den Cystatinen reguliert, von welchen zwolf im Men-
schen bekannt sind (Abrahamson et al., 2003). Die Cystatine untergliedern sich in die so ge-
nannten Stefine, Kininogene und Cystatine (Turk et al., 2001). Stefine (Stefin A und B) sind
Typ I Cystatine und intrazelluldre Inhibitoren, Cystaine des Typs II (Cystatin C, D, E (M), F,
G, S, SN und SA) sind extrazelluldre Inhibitoren und multi-Doménen Cystatine des Typs 111
(L (low molecular weight)- und H (high molecular weight)-Kininogene) sind intravaskuldre
Inhibitoren der CPs (Abrahamson et al., 2003). Cystatine des Typs II haben folgende struk-
turelle Eigenschaften gemeinsam: a) Sequenzhomologien, b) Signal-Peptid welches zur Se-
zernierung des Inhibitors fiihrt, c) Aufbau des Proteins aus einer einzelnen Domine und d)
zwei sogenannte intrachain Disulfidbriicken welche am C-Terminus lokalisiert sind (Magdo-
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len et al., 2002). Cystatine inhibieren CPs durch Ausbildung eines 1:1 stoichiometrischen
Komplexes, wobei die Inhibition von drei hoch-konservierten Bereichen des Cystatin-
Molekiils vermittelt wird: a) eine Region nahe dem N-Terminus, b) dem so genannten ersten
hairpin loop mit der konservierten Region Gln-Xaa-Val-Xaa-Gly und c¢) dem so genannten
zweiten hairpin loop, welcher ein Pro-Trp Paar enthélt (Magdolen et al., 2002). Alle drei Re-
gionen enthalten zahlreiche hydrophobe Reste, welches darauf hinweist, dass hydrophobe
Interaktionen bei der Inhibition von CPs durch Cystatine eine bedeutende Rolle spielen
(Magdolen et al., 2002). Bei den Cystatinen handelt es sich um exosite-binding Inhibitoren.
Dabei bindet der Inhibitor mit den bereits erwéhnten Strukturen nicht direkt im katalytischen
Zentrum sondern an benachbarten Regionen. Dadurch wird der Zugang von gréferen Sub-
stratmolekiilen zu dem aktiven Zentrum der inhibierten Cysteinproteinase verhindert, ohne
dass das katalytische Zentrum direkt blockiert ist (Abb. 2.5; Bode und Huber, 2000). Cystatin
C kann in nahezu allen Geweben und Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden (Abraham-
son et al., 1986; Grubb, 2000) und ist nicht nur an der Regulation der proteolytischen Aktivi-
tat zelleigener CPs beteiligt, sondern auch an der Bekdmpfung mikrobieller Infektionen indem
es parasitidre wie auch bakterielle Cysteinproteasen inhibiert (Abrahamson et al., 2003). Von
Cystatinen ist zudem bekannt, dass sie die adenovirale Protease, welche fiir die Reifung von
Adenoviren notwendig ist, inhibieren kénnen, und somit die Infektion dieses Virus lokal be-
grenzt (Ruzindana-Umunyana und Weber, 2001). Unabhéngig von der inhibitorischen Aktivi-
tat kann Cystatin C die Expression von Cytokinen, z.B. Interleukin-6, steigern (Kato et al.,

2000).

Papain-idhnliche CP

Active site Exosite

Abbildung 2.5. Schematische Darstellung der Inhibition von papainihnlichen CPs durch Cysta-
tine. Blau dargestellt Cystatin, rot dargestellt papaindhnliche CP. Cystatin blockiert Zugang zur active
site der Proteinase durch Bindung an benachbarten Regionen der active site. Genauere Beschreibung
siche Text (aus Bode und Huber, 2000).
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2.4.3.1 Bedeutung lysosomaler CPs und ihrer natiirlichen Inhibitoren bei Krebs

Unregulierte proteolytische Aktivitit kann hédufig zu pathologischen Verdnderungen fiihren
und lysosomale CPs stellen hierbei keine Ausnahme dar. Bei verschiedenen Tumorerkran-
kungen ist die Expression und Aktivitit von lysosomalen CPs mit dem metastatischen Phino-
typ der Tumoren assoziiert, was zu der Hypothese fiihrte, dass lysosomale CPs die Metasta-
sierung fordern (Kos und Lah, 1998). Diese Hypothese steht im Gegensatz zu fritheren An-
sichten, nach denen lysosomale CPs, da sie nur intrazelluldr vorkommen, ausschlieBlich /ou-
se-keeping Funktionen iibernehmen wiirden (zusammengefasst in Bromme und Kaleta, 2002).
Neuere klinische Studien haben jedoch gezeigt, dass in Patienten verschiedener Krebs-
erkrankungen die Expression von Cathepsin B, H und/oder L erhoht ist, wie z.B. bei Lungen-
krebs (Kayser et al., 2003), Brustkrebs (Levicar et al., 2002), Kolorektalkarzinomen (Troy et
al., 2003) und Prostatakarzinomen (Miyake et al., 2004). Diese Cathepsine werden bei eini-
gen Tumorerkrankungen sezerniert und sind im Blut oder anderen Korperfliissigkeiten der
Patienten nachweisbar (Joyce und Hanahan, 2004; Miyake et al., 2004; Nagai et al., 2003). So
scheint ein extrazelluldrer Nachweis von Cathepsinen mit einer negativen Prognose fiir den
Patienten einherzugehen (Kos et al., 2000). An der Tumorprogression sind diese Proteasen
durch direkten Abbau der ECM sowie durch Aktivierung anderer Proteasen beteiligt (Turk et
al., 2000). Fiir Cathepsin B konnte gezeigt werden, dass die Sezernierung dieses vornehmlich
lysosomalen Proteins in Tumorzellen durch zwei verschiedene Mechanismen erfolgt: zum
einen durch Freisetzung von aktivem Cathepsin B durch lysosomale Exozytose, zum anderen
durch verdnderten intrazelluldren Transport welcher zur Sezernierung von proCathepsin B
fiihrt (Podgorski und Sloane, 2003). Paradoxerweise wurden neben der Korrelation von Ca-
thepsin B Expression und Invasivitit der Tumoren auch Studien verdffentlicht welche zeigten,
dass eine verringerte Expression von Cathepsin B mit verstirkter Lymphknoten-
Metastasierung bei den Patienten assoziiert ist (Shiraishi et al., 1998). Dieses Ergebnis konnte
sich durch die Tatsache erklidren lassen, dass Cathepsin B an der TNF (Tumor Nekrose Fak-
tor) a-induzierten Apoptose beteiligt sein kann, da Cathepsin B zur Expression eines second
messengers dieses Signaltransduktionsweges flihrt (Foghsgaard et al., 2002). Dieses konnte
auch erkldren, dass die Expression von Cystatinen bei einigen Tumorerkrankungen mit
schlechten Prognosen assoziiert werden (Kos et al., 1997; Kos et al., 2000; Strojan et al.,
2004; Takeuchi et al., 2001). Da der Zusammenhang zwischen der beobachteten erhohten
Expression von Cystatinen und Expression von lysosomalen CPs in diesen Studien nicht un-
tersucht wurde, konnte es sich bei der gesteigerten Expression der Cystatine auch um eine

Reflektion der verstirkten proteolytischen Aktivitdt durch CPs handeln. Zudem wird dissku-
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tiert, ob die erhdhten Serumlevel an Cystatin C in Krebspatienten auf eine veranderte Filtrati-
onsrate durch Erkrankungs- oder Therapie-bedingte Schidigung der Glomeruli zuriickzufiih-

ren ist (Stabuc et al., 2000).

In Zellkultur und in Tierversuchen konnte die Bedeutung von lysosomalen CPs bei der Tu-
morprogression bestdtigt werden. So inhibierte die stabile Transfektion von Tumorzellen mit
antisense Cathepsin B cDNA ihre Invasion in vitro (Krueger et al., 1999) wihrend die Uber-
expression von Cathepsin B durch Tumorzellen zu einer verstirkten Invasion in vitro fiihrte
(Coulibaly et al., 1999). Dabei kann sowohl das intra- als auch das extrazelluldr vorliegende
Cathepsin B zur Invasivitidt von Tumorzellen in vitro beitragen (Premzl et al., 2003). In vivo
konnte die Bedeutung von Cathepsin B und L bei der Metastasierung durch eine Korrelation
zwischen ansteigendem metastatischem Potential verschiedener Tumorzelllinien und steigen-
der Cathepsin B bzw. L Expression belegt werden (Tzanakakis et al., 2004; Zajc et al., 2002).
Durch spezifische Inhibition von Cathepsin L mit einem synthetischen Inhibitor (Katanuma et
al., 2002) bzw. durch Cathepsin L antisense cDNA (Levicar et al., 2003) konnte die experi-
mentelle Metastasierung von Tumorzellen reduziert werden, sowie durch ein Anti-Cathepsin
L Einzelstrang-Fragment Primirtumorwachstum und Angiogenese inhibiert werden (Rousse-

let et al., 2004).

Da sowohl in der Klinik als auch in praklinischen Studien gezeigt werden konnte, dass lyso-
somale CPs an der Tumorprogression beteiligt sind, erscheint eine gegen diese Proteasen ge-

richtete anti-proteolytische Behandlung vielversprechend.

2.4.3.2 Behandlung der Tumorprogression mit natiirlichen Inhibitoren der lysosomalen CPs

Einige Forschergruppen haben bereits natiirliche Proteaseinhibitoren der lysosomalen CPs
verwendet um die Invasivitét von Tumorzellen zu inhibieren, insgesamt sind im Vergleich zu
Untersuchungen mit TIMP-1 bzw. PAIs nur sehr wenige Studien ver6ffentlicht worden. Bei
diesen Studien wurden jeweils die Tumorzellen manipuliert, welche anschlieBend die jeweili-
gen natiirlichen Inhibitoren iiberexprimierten. In vitro fiihrte die Uberexpression von Hiihner
Cystatin zu einer Reduktion der Invasion von Prostatakarzinomzellen (Collela und Casey,
2003) und die Uberexpression von humanem Cystatin C zu einer Reduktion der Invasion von
humanen Fibrosarkomzellen (HT1080, Sokol et al., 2004), murinen Squamous Karzinomzel-
len (Coulibaly et al., 1999), ras transformierten humanen Brustepithelzellen (Premzl et al.,
2001) und humanen Kolonkarzinomzellen (Corticchiato et al., 1992). In vivo konnte durch

Uberexpression von humanem Cystatin C das Primértumorwachstum von Glioblastomzellen
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(Konduri et al., 2002) sowie die experimentelle Metastasierung von Melanomzellen (Cox et

al., 1999) inhibiert werden.

2.5 Interaktionen zwischen Proteasefamilien

Da Tumorzellen im Verlauf der Metastasierung auf eine Vielzahl verschiedener Bestandteile
der ECM und der Basalmembranen treffen, {iberrascht es nicht, dass Tumorzellen nicht auf
die proteolytische Aktivitit einer einzelnen Protease angewiesen sind, sondern dass eine Rei-
he von Proteasen, welche zudem von verschiedenen Protease-Familien stammen kdnnen, im
metastatischen Prozess involviert sind. Durch die vielfdltigen Interaktionen der Proteasen ver-
schiedener Familien miteinander bildet sich ein komplexer Zusammenhang zwischen diesen
einzelnen Familien aus (Abb. 2.6 und DeClerck et al., 1997). Neben der Tatsache, dass
MMPs, Plasmin, uPA und die lysosomalen CPs verschiedene Spezifititen gegeniiber Bestand-
teilen der ECM haben und sich somit optimal bei dem Abbau der ECM ergénzen (DeClerck et
al., 1997), wird die Aktivitdt von verschiedenen Proteasen durch Proteasen anderer Familien
reguliert, wie es in Abbildung 2.6 schematisch dargestellt ist. So aktiviert Plasmin verschie-
dene proMMPs (proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7, proMMP-9, proMMP-10, proMMP-13;
Visse und Nagase, 2003), kann aber auch TIMP-2 abbauen und somit zu einem zusitzlichem
Anstieg der MMP-Aktivitdt wie auch zu reduzierter proMMP-2 Aktivierung fiithren (DeC-
lerck et al., 1997). Somit ist das PA-System an der Regulierung der Aktivitit von MMPs be-
teiligt (Abb. 2.6). Aktive MMPs hingegen aktivieren ihrerseits eine Reihe anderer MMPs.
(Visse und Nagase, 2003), zudem ist die Aktivitit von MMP-12 am shedding des uPAR und
somit an Angiogenese und Chemotaxis beteiligt (Andolfo et al., 2002; D" Alessio et al., 2004).
Lysosomale CPs (Cathepsin B und L) hingegen konnen pro-uPA aktivieren (Schmitt et al.,
1997), wodurch es zu einem Anstieg an Plasmin- und in letzter Konsequenz MMP-Aktivitét
filhren kann. Somit haben die lysosomalen CPs sowohl Einfluss auf die proteolytische Aktivi-

tit des Plasminogen-Aktivator-Systems als auch auf die Aktivitit der MMPs (Abb. 2.6).

Da verschiedene Proteasen bei physiologischen Prozessen gemeinsam agieren, wie z.B. der
Wundheilung oder Embryonalentwicklung (Giinthert et al., 1997), ist es nicht verwunderlich,
dass die Expression verschiedener Proteinasen durch ein und den gleichen Mechanismus re-
guliert werden kann. So werden beispielsweise iiber den hepatocyte growth factor
(HGF/scatter factor)-Signaltransduktionsweg verschiedene Proteinasen gemeinsam reguliert.
Die Bindung von HGF an seinen Zellrezeptor c-Met in verschiedenen Tumorzelllinien fiihrt

zu einem Anstieg der Expression verschiedener MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9
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Abbildung 2.6. Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen den einzelnen Protease-
familien. Dargestellt sind die Zusammenhénge zwischen den in dieser Arbeit untersuchten tumorasso-
ziierten Proteasen und ihrer natiirlichen Inhibitoren. Links: MMPs, mitte: das PA-System und rechts:
lysosomale CPs. Nicht beriicksichtigt wurde bei dieser Abbildung der Beitrag von TIMP-2 an der
Aktivierung von proMMP-2. Genauere Beschreibung siehe Text.

und MMP-14; Kermorgant et al., 2001; Monvoisin et al., 2002; Bennett, et al., 2000; Fujiuchi
et al., 2003; Harvey et al., 2000) und von Faktoren des Plasminogen-Aktivator-Systems (uPA,
uPAR und PAI-1; Tacchini et al., 2004; Tacchini et al., 2003; Hall et al., 2004; Fujiuchi et al.,
2003). Durch die Tatsache, dass dieser Signaltransduktionsweg sowohl zu einem Anstieg der
MMP-Expression als auch Expression von Bestandteilen des PA-Systems fiihrt, ldsst sich die
durch HGF verstdrkte Aktivierung von proMMP-2 und -9 erkldren (Park et al., 2003). Plas-
min kann wie beschrieben proMMP-9 und MT1-MMP (MMP-14) aktivieren. Aktives MT1-
MMP aktiviert wiederum in einem Komplex zusammen mit TIMP-2 proMMP-2 (Visse und
Nagase, 2003). Die Relevanz dieses Signaltransduktionsweges bei der Tumorprogression
wird u.a. in der Tatsache widergespiegelt, dass der Gehalt an HGF in Brustkrebspatientinnen

erhoht ist (Tuck et al., 1996).

Da in der Regel Proteinasen unterschiedlicher Familien an der Tumorprogression beteiligt
sind, erscheint es sinnvoll kombinative Therapien, d.h. simultane anti-proteolytische Behand-
lungen von zwei oder drei proteolytischen Systemen hinsichtlich eines additiven Therapieer-
folges zu untersuchen. In einer fritheren Studie konnten wir zeigen, dass die intraperitoneale
Ausbreitung und Wachstum von Ovarialkarzinomzellen in Nacktmiusen durch die Uberex-
pression multifunktionaler Inhibitoren, bestehend aus N-terminalem TIMP-1 bzw. -3, der
uPAR-Bindungstelle des uPA und Hiihner Cystatin C, im Vergleich zu der Kontrolle redu-
ziert wurde (Krol et al., 2003 a). Da hier jedoch keine Kontrollen zur Wirksamkeit der einzel-
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nen Bestandteile der multifunktionalen Inhibitoren verwendet wurden, lassen sich aus diesem
Experiment keine Riickschliisse auf einen additiven Therapierfolg durch Inhibition mehrerer
tumorassoziierter proteolytischer Systeme ziehen. Ahnliche Ergebnisse konnten kiirzlich von
einer weiteren Arbeitsgruppe ermittelt werden. Durch die Inhibition der mRNA Expression
von uPAR und MMP-9 in Glioblastomzellen konnte das intracraniale Tumorwachstum dieser
Zellen im Vergleich zur Kontrolle reduziert werden, jedoch fehlten auch hier die Kontrollen
zur Wirksamkeit der einzelnen Reduktion von MMP-9 bzw. uPAR. In vitro konnte allerdings
durch simultane Reduktion der MMP-9 und uPAR mRNA eine additive Inhibition der Invasi-
vitit der Glioblastomzellen im Vergleich zu den einzelnen mRNA-Reduktionen gezeigt wer-
den (Lakka et al., 2003). Die von der gleichen Arbeitsgruppe durchgefiihrte simultane Reduk-
tion der Cathepsin B und uPAR bzw. Cathepsin B und MMP-9 mRNA in Glioblastomzellen
hingegen zeigte sowohl in vitro eine additive Reduktion der Invasivitdt als auch in vivo einen
additiven Effekt hinsichtlich der Reduktion des Tumorwachstums (Gondi et al., 2004; Lakka
et al., 2004).

Da bisher keine systematische Studie zur anti-metastatischen Wirksamkeit der Inhibition
mehrerer Proteasefamilien verdffentlicht wurde, sollte dieses im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erfolgen. Hierfiir sollten die verschiedenen natiirlichen Proteaseinhibitoren von den
Wirtszellen tiberexprimiert und sezerniert werden um eine Anreicherung der transgenen Inhi-
bitoren im Blut der Mduse zu erhalten. Dieses Konzept der Inhibition wurde von uns ,,prophy-
laktische Uberexpression genannt. Um diese zu erreichen sollte ein adenoviraler Gentransfer
der Inhibitoren erfolgen. In fritheren Studien konnten wir durch systemischen adenoviralen
Gentransfer hohe Transgenlevel im Serum der behandelten Tiere erreichen (Elezkurtaj et al.,

2004).
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2.6 Adenoviraler Gentransfer

2.6.1 Struktur von Adenoviren

Adenoviren haben eine charakteristische Morphologie mit einem icosahedrischen Kapsid.
Dieses ist aus drei Hauptbestadteilen, den Hexonen (Protein II), den Penton-Basen (IIT) und
den Fibern (inkl. Fiber-Knopf, IV), zusammen mit einigen Nebenbestandteilen, VI, VIII, IX,
[I1a und I'Va, aufgebaut (Abb. 2.7, A). Das Virusgenom besteht aus linearer, doppelstrangiger
DNA, wobei beide DNA-Striange Proteine kodieren. Die Enden der DNA bestehen aus inver-
tierten DNA Wiederholungen (inverted terminal repeats, ITR) an welche jeweils ein termina-
les Protein (TP) bindet, welches u.a. die Integration des Virusgenoms in das Wirtsgenom ver-
hindert. Die DNA ist assoziiert mit dem Protein VII und dem Peptid mu (p) und wird durch
ein weiteres Protein (V) mit dem Protein VI des Kapsides verbunden (Abb. 2.7, A). Zusam-
men mit der DNA wird eine vom Virus kodierte Protease (adenovirale Cysteinprotease) im
Kapsid verpackt. Diese Protease ist flir die Reifung der adenoviralen Partikel zu infektiosen

Viren notwendig, da sie einige adenovirale Strukturproteine prozessiert (Russell, 2000).

Kapsid-Proteine Zement-Proteine

e - Hexon Vi

- IX

.= —= Fiber IIIa

Penton- [ VI
' Base
Core-Proteine

W v 4 Mu!

Terminales
. vl o Protein (TP)
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El E2 E3 E4 E2 E4
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Abbildung 2.7. Schematische Darstellung des Aufbaus von Adenoviren. A. Struktur eines Adeno-
virus (Russell, 2000). B. Organisation eines Adenovirus (nach Shenk, 1996). Genauere Beschreibung
siehe Text.
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2.6.2 Der Infektionszyklus von Adenoviren

Der adenovirale Infektionszyklus kann in zwei Abschnitte untergliedert werden. Die erste
bzw. frithe Phase beinhaltet die Aufnahme des Virus durch die Wirtszelle, den Transport des
viralen Genoms in den Nukleus und die selektive Transkription der friihen Gene. Diese ersten
Schritte manipulieren die Wirtszelle, sodass diese in der zweiten bzw. spiaten Phase das virale
Genom effizient repliziert und die spaten Gene transkribiert und translatiert werden. Dieses
fiihrt zur Zusammensetzung der Strukturproteine und Reifung der Adenoviren im Nukleus der

infizierten Zelle (Russell, 2000).
a) Friihe Phase

Die Adsorption der Adenoviren des humanen Subtyps C an die Zielzelle erfolgt iiber den
Knopf des Virus-Fibers und dem so genannten Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor
(CAR) auf der Zelloberfliche (Russell, 2000). Nach erfolgter Adsorption interagiert die Pen-
ton-Base mit Integrinen der Zelloberfliche wodurch es zur endozytotischen Aufnahme des
Virus durch die Zelle kommt (Russell, 2000). Durch das saure Milieu in den Endosomen
kommt es vermittelt durch die Penton-Basen zum Abbau des Endosoms und Freisetzung der
viralen Partikel (Shenk, 1996). Im Zytoplasma wird dann das adenovirale Kapsid abgebaut.
An diesem Prozess ist unter anderem die adenovirale Protease beteiligt. Im Anschluf8 wird der
Core-Protein-DNA-Komplex des Virus zur Kernmembran befordert. Das virale Genom wird
durch eine Kernpore in den Nukleus transportiert wo die primédren Transkriptionsschritte ein-
geleitet werden. Die ersten Gene welche transkribiert werden wurden als early genes (E) 1-4
bezeichnet (Abb.2.7, B). E1 dient der Regulation der Transkription viraler DNA, es fiihrt zum
Eintritt der infizierten Zelle in die S-Phase und verhindert die Apoptose der infizierten Zelle
und wird als erstes virales Gen transkribiert. Das Gen E2 kodiert Proteine zur DNA-
Replikation, ein Einzelstrang-DNA-Bindeprotein, DNA-Polymerase und das Terminale Prote-
in (TP) welche die Transkription der spéten (/ate) Gene ermdglichen. Die Produkte des E3-
Gens dienen der Modulation der Immunantwort des Wirtsorganismus und der Virusfreiset-
zung. Die Genprodukte von E4 haben multifunktionelle Aufgaben wie die Regulation der

Transkription, dem mRNA Transport und der DNA-Replikation (Russell, 2000).
b) Spdite Phase

Die late genes (L) stehen unter Kontrolle des major late Promotors (MLP) dessen Aktivitit
durch die Expression der E-Gene unterdriickt ist. Nach Beginn der Replikation des viralen
Genoms kommt es zur Expression von IVa und IX, welche den MLP spezifisch aktivieren.

Daraufhin kommt es zur Expression aller L-Gene (L1-L5, Abb. 2.7, B), welche die Struktur-
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proteine und die adenovirale Protease kodieren (Russell, 2000). Die im Zytoplasma transla-
tierten Strukturproteine setzen sich direkt nach ihrer Produktion zu kleinen Untereinheiten
zusammen, die ebenso wie die virale Protease, in den Nukleus transportiert werden in wel-
chem der Zusammenbau der viralen Partikel erfolgt. Hierbei findet zunédchst der Aufbau der
Kapside statt, in welche die DNA im Anschluss eingefddelt wird (Russell, 2000). Fiir diesen
Schritt ist das im linken Ende des viralen Genoms vorhandene Verpackungssignal notwendig,
da an dieses DNA-Motiv Proteine binden, welche die Interaktion zwischen DNA und Kapsid
ermoglichen (Ostapchuk und Hearing, 2003). Am Ende des Zusammenbaus erfolgt die Rei-
fung des Partikels bei welcher unter anderem die Proteine VI, VII und VIII von der adenovi-
ralen Protease prozessiert werden, welches zur Stabilisierung des Partikels und zu seiner
Virulenz fiihrt. Der Transport und die Freisetzung der reifen Viren erfolgt unter Abbau von
Komponenten des zelluldren Zytoskeletts (Shenk, 1996). Durch den Verlust eines intakten
Zytoskeletts kommt es zu einer phinotypischen Verdnderung der infizierten Zelle, bei wel-
chem sich die Zellen abkugeln. Dieses wird als zytopathischer Effekt (cytopathic effect, CPE)
bezeichnet (Hitt et al., 1995).

2.6.3 Grundlagen zur Generierung rekombinanter replikationsdefizienter Adenoviren

Fiir die Herstellung von adenoviralen Vektoren werden humane Adenoviren der Serotypen 2
und 5 verwendet. Als Schutz vor unkontrollierbarer Ausbreitung der Infektion im Wirt wer-
den nur replikationsdefiziente Viren verwendet. Um dieses zu erreichen werden bei adenovi-
ralen Vektoren der ersten Generation die E1 sowie fakultativ die E3 Region entfernt (Abb. 2.7
B, unten). Da die Genprodukte der E1 Region, wie oben beschrieben, als Transaktivatoren der
weiteren frithen sowie der spdten Genexpression dienen, fiihrt die Deletion der E1 Region zu
einer Replikationsdefizienz des manipulierten Virus (Hitt et al., 1995). Die Genprodukte der
E3 Region dienen der Unterdriickung einer Immunantwort durch den Wirt, welche bei der
Produktion von Adenoviren in der Zellkultur nicht nétig ist. Die Deletion von E1 und E3 er-
moglicht das Einfiigen eines Transgens bis zu einer Grof3e von 8 kb (Hitt et al., 1995). Da fiir
die Produktion der rekombinanten Viren die Genprodukte der E1-Region notwendig sind,
miissen sogenannte adenovirale Verpackungszelllinien verwendet werden, welche die adeno-
virale E1 Region stabil exprimieren (Graham et al., 1977). Da gezeigt werden konnte, dass
sich der fiir die Adsorption der humanen Adenoviren des Subtyps 5 an der Zelloberfliche
notwendige CAR auch an der Ausbildung von tight junctions beteiligt (Honda et al., 2000;

Cohen et al., 2001), konnten die jahrelangen Beobachtungen erkliart werden, dass sich die
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Verpackungszellen nach Ausbilden von Zellkontakten nur schwer infizieren lassen (Hitt et al.,

1995).

2.6.4 Verwendung von Adenoviren zum Gentransfer in vivo

Mitglieder der Adenovirus-Familie (Adenoviridae) infizieren ein weites Spektrum an sich
teilender bzw. nicht-teilender Zellen, sogar solche aus hochdifferenzierten Geweben wie Ske-
lett-Muskeln, Lungen, Gehirn, Herz und Lebern. Da das Genom dieser Viren in den Nukleus
der Wirtszelle transportiert und sehr effizient repliziert wird, stellen sie einen guten Kandida-
ten fiir den Transfer therapeutischer Gene dar (Russell, 2000). Die systemische Applikation
von rekombinanten Adenoviren fithrt zu einer hohen Expression des Transgens drei Tage
nach dem Gentransfer, und sezernierte Transgene lassen sich trotz der transienten Expression
fiir vier Wochen im Serum der Tiere nachweisen (Jaffe et al., 1992).

Adenovirale Vektoren 16sen in vivo Immunantworten im Wirt aus, da fast jeder Organismus
bereits Antikdrper gegen Adenoviren besitzt und die Antigene auch auf den Vektoren priasent
sind (Russell, 2000). Dadurch ist die Verwendung adenoviraler Vektoren fiir den Gentransfer
im Menschen umstritten. Die intravendse Applikation von Adenoviren fiihrt zu einer hohen
Transduktionsrate der Leber, zu einer starken Expression des Transgens und zu hohen Kon-
zentrationen des Transgens im Serum transduzierter Tiere, wie wir dies bereits flir den Gen-
transfer von TIMP-1 zeigen konnten (Elezkurtaj et al., 2004). Daher sollte trotz der bekannten
Nebenwirkungen eines adenoviralen Gentransfers dieser verwendet werden, um das Konzept
einer prophylaktischen Uberexpression natiirlicher Proteaseinhibitoren durch den Wirt zur

Reduktion der Metastasierung zu tiberpriifen.
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3 Ziel dieser Arbeit

Wie in der Einleitung ausfiihrlich dargestellt, sind verschiedene proteolytische Systeme an der
Tumorprogression und Metastasierung beteiligt. Ziel dieser Arbeit war die systematische Un-
tersuchung der Moglichkeiten einer anti-proteolytischen Therapie zur Unterdriickung der ex-
perimentellen Metastasierung einer humanen Fibrosarkom-Zelllinie. Um die anti-metas-
tatische Wirksamkeit einer prophylaktischen Uberexpression natiirlicher Proteaseinhibitoren
durch den Wirt untersuchen zu kénnen, mussten zundchst Vektoren zum Transfer der thera-
peutischen Gene konstruiert werden. Hierfiir sollten adenovirale Vektoren generiert werden,
welche die cDNAs fiir TIMP-1, PAI-2 bzw. Cystatin C kodieren. Wobei die cDNAs von PAI-
2 bzw. Cystatin C hinsichtlich effizienterer Sezernierung manipuliert werden sollten, da
natiirliches PAI-2 nur zu ca. 20% sezerniert wird bzw. die Anreicherung von Cystatin C in
adenoviralen Verpackungszellen die Reifung der Viren inhibieren kénnte. Der adenovirale
Gentransfer ermoglicht eine effiziente Transduktion der Leber in vivo welches zu einer
starken, jedoch transienten Expression und Sezernierung des Transgens und somit letztendlich
zu einer systemischen Anreicherung der natiirlichen Inhibitoren im Blut der transduzierten
Maiuse fiihrt. Zunichst sollte iiberpriift werden, ob sich die in unseren fritheren Studien
erzielte potente Reduktion der experimentellen Metastasierung muriner T-Zell
Lymphomzellen durch prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 auf ein Modell mit
Zellen eines soliden Tumors iibertragen lasst. Hierflir sollte die humane Fibrosarkomzelllinie
HT1080 mit dem lacZ-Gen markiert werden, um nach intravendser Applikation der
Tumorzellen die Detektion der Metastasen in den Organen des Wirtstieres zu erleichtern.
Neben der Wirksamkeit von TIMP-1 zur Behandlung der Metastasierung sollten die
Auswirkungen der Uberexpression von TIMP-1 auf die Expression der MMPs sowie anderer
tumorassoziierter Proteasen iiberpriift werden. Neben der prophylaktischen Uberexpression
von TIMP-1 sollte die Wirksamkeit der Inhibition des Plasminogen-Aktivator-Systems bzw.
lysosomaler Cysteinproteasen durch Uberexpression von PAI-2 bzw. Cystatin C ermittelt
werden, und diese mit der anti-metastatischen-Potenz des TIMP-1-Gentransfers verglichen
werden. Zuvor sollte jedoch evaluiert werden, ob PAs bzw. papaindhnliche Cathepsine
potentielle Zielmolekiile fiir eine anti-proteolytische Therapie darstellen. Auch fiir PAI-2 und
Cystatin C sollte untersucht werden, ob ihre Uberexpression Auswirkungen auf die
Expression der von ihnen inhibierten Proteasen bzw. auf die Expression anderer
tumorassoziierter Proteasen hat. Zusédtzlich sollte evaluiert werden, ob die simultane
Uberexpression von zwei bzw. drei natiirlichen Inhibitoren eine additive anti-metastatische

Wirksamkeit im Vergleich zu den jeweiligen Einzel- bzw. Doppelbehandlungen aufweist.
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4 Material und Methoden

Alle Einmalartikel wurden, wenn nicht anders vermerkt, von der Firma Peske (Aindlingen-
Arnhofen, Deutschland) bezogen. Bezugsquellen fiir Reagenzien und Chemikalien befinden

sich im Anhang dieser Arbeit.

4.1 Tierexperimentelle Methoden

4.1.1 Verwendete Versuchstiere

CD1 nu/nu Miause wurde von Charles River, Sulzfeld, Deutschland bezogen. Diese immun-
defizienten Auszucht-Mause wurden aus dem Mausstamm CD1 (Caesarean Derived 1) durch
Transfer des nude Genes mittels einer Reihe von Kreuzungen und Riickkreuzungen generiert.
CDI1 nu/nu sind athymisch und daher immundefizient, unféhig T-Zellen zu produzieren. Die

Maiuse wurden unter Standardbedingungen gehalten.

4.1.2 HT1080 Xenograft-Metastasierungsmodell

CD1 nu/nu Méuse wurden prophylaktisch mit Adenoviren (Ad) behandelt. Aus Griinden der
Vergleichbarkeit wurden, nach einigen Vorversuchen, alle in dieser Arbeit durchgefiihrten
Behandlungen in einem Tierversuch durchgefiihrt. Jeder Maus wurde eine Gesamtvirusdosis
von 6 x 10° pfu intravends (i.v.) in die Schwanzvene appliziert. Es wurden AdTIMP-1, ein Ad
kodierend fiir humanes TIMP-1, AdPAI-2, ein Ad kodierend fiir humanes PAI-2, AdCysC,
ein Ad kodierend fiir humanes Cystatin C, sowie Addl70-3, ein Ad ohne Transgen (Bett et al.,
1994), verwendet. Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Behandlungen ist in Tab. 4.1
zusammengefasst. Drei Tage nach der Virusapplikation wurden einige Méuse pro Gruppe zur
Bestimmung der Transgen-Mengen geopfert und Lebern, Lungen und Serum entnommen.
Von jedem Organ wurden mehrere Stiicke in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
—80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Zur Generierung experimenteller Metasta-
sen wurden den verbliebenen transduzierten Méausen 1 x 10° lacZ-markierte humane Fibro-
sarkomzellen (HT1080pLZ12/K15-1) i.v. inokuliert. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation,
zu einem Zeitpunkt an dem die Metastasen in der Lunge zu einer Grofe von mehr als 0,1 mm
ausgewachsen und Mikrometastasen in den Lebern detektierbar waren (Schweinitz et al.,
2004; Nagel, 2004; Arlt, 2004), wurden die Miause geopfert und Lebern, Lungen, und Blut
entnommen. Bei drei Tieren pro Gruppe wurde die Leber vor der Entnahme mit Zellkultur-

PBS (s. S. 35) perfundiert. Hierfiir wurde eine i.v. Venenverweilkaniile (Neoflon™, 0,7 x 19
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mm, BD, Heidelberg, Deutschland) in die Vena cava caudalis eingeflihrt, mit Zwirn fixiert
und durch diesen Zugang die Leber mit 100 ml PBS gespiilt. Bei allen Tieren wurden die gro-
Ben Leberlappen und die linken Lungenfliigel X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactopyranoside) gefdrbt (siche 4.2.7), um die Metastasen zu detektieren. Makrometastasen
auf der gesamten Oberfliche des linken Lungenfliigels bzw., falls vorhanden, auf der Leber
wurden mittels eines Steromikroskops (25-fache Vergroferung, Stereomikroskop SZX, O-
lympus, Tokyo, Japan) ausgezdhlt und fotografiert, sowie die Mikrometastasierung der Leber
fotografiert und qualitativ bewertet. Alle metastasenfreien Organe wurden ausgezihlt. Die
nicht zur Farbung dienenden Organstiicke wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bis zur weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt. Zur Herstellung von Serumproben wur-
de das abgenommene Blut 12 h bei 4°C inkubiert. Nach dem Klotten des Blutes wurden die
Proben zentrifugiert (200 x g, 4°C, 1 h, Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land) und das separierte Serum in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die Serum-

proben wurden bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

Tabelle 4.1. Behandlungsschema

Applizierte Adenoviren
Behandlungsgruppe Add170-3 AdTIMP-1 AdPAI-2 AdCysC
Kontrolle 6x10° pfu - - -
TIMP-1 4 x 10° pfu 2 x 10° pfu - -
PAI-2 4 x 10° pfu - 2 x 10° pfu -
Cystatin C 4 x 10° pfu - - 2x 10° pfu
TIMP-1 + PAI-2 2 x 10° pfu 2 x 10° pfu 2 x 10° pfu -
TIMP-1 + Cystatin C 2 x 10° pfu 2 x 10° pfu - 2 x 10° pfu
PAI-2 + Cystatin C 2 x 10° pfu - 2 x 10° pfu 2 x 10° pfu
-1+ 1
TIME-1 , Acl-gta“n ¢ i 2 x 10° pfu 2 x 10° pfu 2 x 10° pfu
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4.2 Zellexperimentelle Methoden

4.2.1 Verwendete Zelllinien
4.2.1.1 HTI080 Zellen

HT1080 Zellen sind humane Fibrosarkomzellen. Diese wurden von Agnes Noel (Université
Liége, Liittich, Belgien) zur Verfligung gestellt. Bei diesen Zellen handelt es sich um adhérent
wachsende Zellen hervorgegangen aus Bindegewebe mit aktiviertem N-ras Onkogen (Geiser
et al., 1989). Diese Zelllinie stammt von einem 35 jdhrigen ménnlichen kaukasischen Patien-
ten und wurde von S. Rasheed generiert (Rasheed, et al., 1974) und ist tumorigen in Nackt-
méusen (Geiser et al., 1989). Diese Zellen wurden nach der erfolgreichen Markierung mit

dem lacZ-Gen (HT1080pLZ12/K15-1) bei den Tierversuchen verwendet.

4.2.1.2 HEK 293 Zellen

HEK 293 Zellen sind humane, embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells),
epithelialen Ursprungs, welche die adenovirale E1 Region des AdS stabil exprimieren. Diese
Zelllinie wurde von F. L. Graham generiert (Graham et al., 1977). Das linke Ende der Ad5
Sequenz, Nukleotide 1-4344, ist in das Chromosom 19 integriert (Louis et al., 1997). Daher
dient diese Zelllinie als adenovirale Verpackungszelllinie fiir E1-deletierte Adenoviren. Fiir
diese Arbeit wurden zwei verschiedene Seitenlinien dieser Zelllinie verwendet, die sich hin-

sichtlich ihrer Proliferation, Infizierbarkeit, Transfizierbarkeit und Adhérenz unterschieden.
HEK 293-Clontech Zellen:

HEK 293-Clontech Zellen wurden von der Firma Clontech (Heidelberg, Deutschland) als
Bestandteil des Adeno-X™ Expression System erworben. Sie zeichneten sich durch eine ho-
here Proliferation, Infizier- und Transfizierbarkeit als HEK 293-MA (siehe unten) aus, zeigten
im Vergleich zu diesen jedoch eine geringere Adhdrenz. Daher wurden diese Zellen fiir
Transfektionen bzw. Ko-Transfektionen und zur Herstellung von Adenoviren (Ad, siche

4.4.2.), sowie fiir die Amplifikation der Ad (siehe 4.4.3) verwendet.
HEK 293-MA Zellen:

HEK 293-MA Zellen wurden von Martina Anton (TU Miinchen, Deutschland) zur Verfiigung
gestellt. Diese Seitenlinie, direkt von F. L. Graham stammend, ist deutlich adhdrenter als die
von Clontech erworbene Zelllinie und wurde daher fiir alle Titrationen (siehe 4.4.6) und Pla-

que-Reinigungen (siehe 4.4.7) verwendet.
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4.2.2 Zellkulturmedien

Tab. 4.2: Zellkulturmedien fiir die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien

Zelllinie Medium

HT1080 und DMEM?*, 10 % (v/v) FKS (PAA Gold)®, 100 mM HEPES®, 20 mM L-
HT1080pLZ12/K15-1 | Glutamin®, 0,55 mM Asparagin®, 0,27 mM Arginin”

DMEM?*, 10 % (v/v) nordamerikanisches FKS®, 20 mM Glutamin®, 100 U

HEK 293-Clontech Penicillin/ml, 100 pg Streptomycin /ml *

HEK 293-MA MEM Earle®, 10 % (v/v) nordamerikanisches F KS®, 20 mM Glutamin®

A Biochrom AG, Berlin, Deutschland, ® PAA, Linz, Osterreich, © Gibco, Karlsruhe, Deutschland, °
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

4.2.3 Allgemeine Losungen fiir die Zellkultur

= Zellkultur-PBS (phosphat buffered saline, pH 7,4, Biochrom, Berlin, Deutschland)

=  PBS* (0,068 mM CaCl, und 0,49 mM MgCl, in PBS):
68 mM CaCl,-Stammldsung: 5 g CaCl; x 2 H,0 in 500 ml ddH,O
49 mM MgCl,-Stammldsung: 5 g MgCl; x 6 H,0 in 500 ml ddH,O

Diese Stammldsungen wurden mittels Stericups™ (PorengroBe 0,22 pm, Millipore, Esch-
born, Deutschland) sterilfiltriert.

Zur Herstellung von PBS*" wurden je 5 ml der CaCl,- und der MgCl,-Stammldsung zu
500 ml Zellkultur-PBS gegeben.

*  Trypsin/EDTA-L6sung:
0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% (w/v) EDTA, pH 7,4 (Biochrom, Berlin, Deutschland)
* Trypanblau-Losung: 0,4% (w/v) Trypanblau (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

4.2.4 Kaultivierung der Zellen

Alle Zelllinien wurden in Brutschridnken (Firma Scientific CO, Water Jacketed Incubator,
Thermo Quest, Egelsbach, Deutschland) mit 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kulti-
viert. Alle verwendeten Zellen wurden auf handelsiiblichen Zellkulturschalen kultiviert und
nach Standardprotokollen drei Mal wochentlich passagiert, wobei bei allen Zelllinien die Zel-

len mit Trypsin/EDTA-L6sung von den Schalen geldst wurden.
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4.2.5 Bestimmung der Zellzahl

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Zdhlkammer 0,1 mm Tiefe, 0,0025
mm? Fliche (Assistent, Sondheim, Deutschland) verwendet. Die Zellsuspension wurde nach
dem Ablosen mit einem Volumenteil Trypanblau-Lésung versetzt. Es wurden die lebenden
Zellen von je zwei diagonal gegeniiberliegenden groBen Kistchen (0,0025 mm?) gezihlt. So-
mit betrug das ausgezihlte Volumen bei der Tiefe von 0,1 mm pro Kistchen 0,00025 mm’
entsprechend 0,1 pl. Um die Zellzahl pro ml zu erhalten musste die in einem Késtchen
gezihlte Zellzahl mit dem Faktor 10* multipliziert werden. Da die Zellen vor dem Zihlen 1:2

mit Trypanblau verdiinnt wurden, ergibt sich die Zellzahl pro ml aus der Summe der auf bei-

den Feldern gezéhlten Zellen multipliziert mit 1 x 10°.

4.2.6 lacZ-Markierung der HT1080 Zellen
4.2.6.1 Transfektion von HT1080 mit Lipofektamin

24 h vor der Transfektion wurden drei 6 cm Schalen mit je 2 x 10° HT1080 Zellen beschickt,
zwei Stunden vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Fiir die Transfektion wurden
300 pl Opti-MEM in ein well einer 24-well-Platte gegeben und diesem 10 pl Lipofektamin-
Reagenz zugefligt. In einem zweiten well wurden 300 pl Opti-MEM mit 1,2 pg pLZ12-
Plasmid (s. 4.3.3.1) versetzt. Der Inhalt beider wells wurde 15 min vor der Transfektion ge-
mischt und bis zur Transfektion bei RT inkubiert. Das Medium der HT1080 Zellen wurde
abgesaugt und die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen, anschlieBend wurden die 600 pl Op-
ti-Mem/DNA/Lipofektamin-Gemisch zugegeben. Es wurden zwei parallele Transfektionen
sowie eine Negativkontrolle, bei der Opti-MEM/Lipofektamin-Gemisch ohne DNA zugege-
ben wurde, durchgefiihrt. Nach 5,5 h Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurde das Opti-
MEM-Gemisch abgesaugt, die Zellen ein Mal mit Medium gewaschen und 4 ml Komplett-
medium (sieche Tab. 4.2) zugegeben. Zwei Tage spéter wurden die Zellen 1:5 gesplittet. Die
Zellen wurden anschlieBend mit Neomycin (G418) selektioniert, da das Plasmid pLZ12 eine
Neomycin-Resistenz vermittelt. Das G418-Selektionsmedium (Komplettmedium mit 1000 pg
G418/ml) wurde zwei Mal wochentlich erneuert. Waren alle Zellen der Negativplatte abge-
storben erfolgte der Mediumwechsel gegen Komplettmedium ohne Selektionsgift. Die Zellen
wurden unter normalen Kulturbedingungen auf der Schale belassen, bis sich deutlich sichtba-

re Kolonien gebildet hatten.
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4.2.6.2 Isolierung von Klonen mit Klonierungszylindern

Um zu gewihrleisten, dass beim Isolieren nur jeweils eine Kolonie von der Kulturschale ge-
16st wurde, wurden Klonierungszylinder verwendet. Fiir das Isolieren von Zellkolonien mit
diesen Zylindern wurde von den Zellen zunichst das Medium enfernt und die Zellen ein Mal
mit PBS gewaschen. Die Klonierungszylinder (5 mm Durchmesser) wurden dann mit etwas
Silikonpaste auf die vorher auf der Unterseite der Kulturschalen markierten Kolonien gesetzt.
Um die Zellen von der Schale zu 16sen, wurden in die Zylinder jeweils 50 ul Trypsin/EDTA-
Losung gegeben. Die geldsten Zellen wurden dann mit 50 pl Komplettmedium (siehe Tab.
4.2) vorsichtig resuspendiert und auf zwei 24 wells verteilt, welche bereits mit je 1 ml Kom-
plettmedium beschickt waren. Ein 24-well diente dem Nachweis des lacZ-Gens (X-Gal-
Féarbung siehe 4.2.7), das zweite well diente bei positivem Ergebnis der Amplifizierung der
Zellen. Klon 15 zeigte die stirkste Expression des Transgenes, jedoch exprimierten nicht

100% der Zellen das Transgen. Daher erfolgte eine Subklonierung.

4.2.6.3 Subklonierung von HT1080pLZ12-Klonen

Fiir die Subklonierung des stabil mit pLZ12 transfizierten Zellklons HT1080pLZ12/K15 wur-
den von diesem 40 Zellen auf einer 10 cm Schale ausgesit. Nachdem diese Zellen zu Klonen
ausgewachsen waren, wurden diese mittels Klonierungszylindern isoliert (sieche 4.2.6.2). Bei
dieser Subklonierung konnte ein Subklon generiert werden, bei welchem 100% der Zellen das
lacZ-Gen stark exprimierten. Dieser Klon (HT1080pLZ12/K15-1) wurde amplifiziert und fiir

die Tierversuche verwendet.

4.2.7 X-Gal Farbung
4.2.7.1 X-Gal-Féirbung von Zellen

Fiir die X-Gal-Firbung wurden die Zellen zwei Mal mit PBS*" gewaschen und anschliefend
mit Fixierlésung (135 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPOy4, 1,4 mM K,HPOu, 2% (w/v)
Formaldehyd, 0,2% (w/v) Glutaraldehyd) fiir 10 min fixiert. Die Fixierldsung wurde entfernt
und die Zellen wurden drei Mal mit PBS*" gewaschen. X-Gal-Stammlosung (4 % (w/v) X-
Gal in DMF) und X-Gal-Ausgangsfirbelosung (135 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPOy4, 1,4 mM K,HPOy4, 2,5 mM K3Fe(CN)g, 2,5 mM KyFe(CN)s, 1 mM MgCl,, 0,0005%
(v/v) Na-deoxycholat, 0,001% (v/v) NP40, pH=7,1) wurden 1:40 gemischt und auf die Zellen
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gegeben. Die Féarbung erfolgte iiber Nacht bei 37°C. AnschlieBend wurde die Farbelosung

abgenommen und den Zellen PBS*" zugegeben.

4.2.7.2 X-Gal-Fdrbung von Organen

Die Organe wurden direkt nach der Préparation ein Mal in PBS gewaschen und anschlie3end
1-1,5 h in Fixierlosung fixiert. Die Organe wurden drei Mal mit PBS gespiilt um die Fixierlo-
sung restlos zu entfernen. X-Gal-Stammldsung (s.0.) und X-Gal-Ausgangsfarbelosung (s.0.)

wurden 1:40 gemischt und Organe in dieser Losung 6 h bei 37°C gefarbt.

4.3 Mikrobiologische Methoden

4.3.1 Verwendete Bakterien
4.3.1.1 DHIOB

Der E. coli Stamm DH10B zeichnet sich durch eine hohe Transformationseffizienz aus (Do-
nahue und Bloom, 1998). DHB10 wurden in chemisch-kompetenter Form (hergestellt nach
Standard-Protokollen) bei der Transformation von pShuttle- und pKA 1-Konstrukten verwen-

det.

4.3.1.2 Topl0

Der E. coli Stamm ToplO wird von der Firma Invitrogen fiir die Transformation von
pSecTag2/Hygro Plasmiden empfohlen. Daher wurde dieser Stamm, ebenfalls in chemisch-
kompetenter Form (nach Standardprotokollen), in dieser Arbeit fiir die Transformation der
pSecTag2/HygroB-Konstrukte verwendet. Der Genotyp der Top10- dhnelt dem der DH10B-
Bakterien. Top10-Bakterien sind besonders gut flir die Transformation unmethylierter DNA

geeignet.

4.3.1.3 MAX Efficiency® Stbl2™ Cells

Diese chemisch-kompetenten Zellen sind speziell fiir die Klonierung unstabiler Inserts gene-
riert und von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) bezogen worden. Der verdnderte Genotyp
dieser E. coli reduziert rekombinationsbedingte Deletionen der transformierten Plasmide
(Trinh, et al., 1994; Strader und Howell, 1997). Aufgrund dieser erhohten Stabilitdt der trans-
formierten Plasmid DNA wurden diese Bakterien, wie von der Firma Clontech empfohlen, fiir

die Transformation von pAdenoXTM—Konstrukten und pBHGIlox, AE1,E3,Cre verwendet.
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4.3.2 Kultivierung von Bakterien

DHI10B und Top10 wurden bei 37°C, StBI2™ bei 30°C, in LB-Medium oder auf LB-Agar-
Platten kultiviert. Fliissigkulturen wurden in einem Bakterien-Schiittel-Inkubator (Series 25
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Inc., New Jersey, USA) kultiviert und stets ver-
wendet, wenn sich die Bakterien in logarithmischer Wachstumsphase befanden, LB-Agar-

Platten wurden in einem Wirmeschrank bei entsprechender Temperatur inkubiert.

4.3.2.1 Verwendete Kulturmedien, Kulturplatten und Antibiotika

= [ B-Medium:

10 g Bacto™-Tryptone/1000 ml
5 g Bacto™ Yeast Extract/1000 ml
5 g NaCl/1000 ml

Alle Substanzen wurden eingewogen, mit ddH,O geldst und autoklaviert. Medium
wurde bis zur Verwendung bei RT gelagert.

*  SOC-Medium: von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) bezogen
= [B-Agarplatten:
LB-Medium mit 18 g Bacto' ™ Agar/1000 ml
* Ampicillin Stock-Losung (1000x):
10% (w/v) Ampicillin: 1 g Ampicillin/10 ml
Ampicillin wurde in ddH,O geldst und anschlieend bei —20°C in Aliquots gelagert.
» Kanamycin Stock Losung (1000x):
5% (w/v) Kanamycin: 0,5 g Kanamycin/10 ml
Kanamycin wurde in ddH,0 geldst und anschlieBend bei —20°C in Aliquots gelagert.

4.3.3 Verwendete Plasmide
4.3.3.1 pLZI2

Bei pLZ12 handelt es sich um ein retrovirales Plasmid beruhend auf dem murinen Leukdmie
Virus (MLV). Zwischen 5'LTR und 3'LTR befindet sich das nls-lacZ-Gen unter Kontrolle
eines RSV Promotors. Die Neomycin-Resistenz befindet sich unter Kontrolle der 5"LTR (s.
Abb. 4.1). Das Plasmid enthélt ausserhalb der retroviralen Sequenzen eine Ampicillin-
Resistenz zur Selektion transformierter E. coli. Die Konstruktion des Plasmides wurde von
Galileo, et al. 1990 publiziert. Dieses Plasmid wurde von Joshua Sanes (Washington Univer-

sity School of Medicine, St. Louis, USA) zur Verfiigung gestellt.
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Neo"

NLS/acZ

MLV-LTR 10558 bp

Amp’

MLV-LTR

ori

Abbildung 4.1. Schematische Darstellung von pLZ12. Plasmidkarte mit den fiir diese Arbeit not-
wendigen Elementen. Neo': Neomycin-Resistenz, Prsyys: RSVU3-Promotor, NLSlacZ: nuclear leader
sequence-lacZ, MLV: Murine Leukaemia Virus, LTR: long terminal repeat, Amp'": Ampicillin-

Resistenz.

T7
Ig K leader-Sequenz
HindllI (1002)

pSecTag2/HygroB
5749 bp
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BGH-pA
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P
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5 e

Ig K leader-Sequenz
894) 1g q = =JUN _ (1150)
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Abbildung 4.2. Schematische Darstellung von pSecTag2/HygroB. A. Plasmidkarte mit den fiir
diese Arbeit wichtigen Restriktionsschnittstellen und Elementen. B. VergroBerter Ausschnitt des
Plasmides von Basenpaar 894 bis Basenpaar 1150, inklusive des Startkodons, der Igk /eader-Sequenz
und MCS (multiple cloning site). Amp": Ampicillin-Resistenz, Pcyy: CMV Promotor, pA: Polyadeny-
lierungssignal, Hyg": Hygromycin Resistenz.
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4.3.3.2 pSecTag2/HygroB

Bei pSecTag2/Hygro B (Invitrogen, Heidelberg, Deutschland, Abb. 4.2 A) handelt es sich um
ein eukaryotisches Expressionsplasmid welches speziell konstruiert wurde, die Sezernierung
von eingefligten Transgenen zu gewdhrleisten. Hierfiir befindet sich 5'der multiple cloning
site (MCS) aber 3" des Startkodons eine IgK /eader-Sequenz (Abb. 4.2 B). Es gibt drei ver-
schiedene pSecTag2/Hygro Plasmide (A, B, C), welche sich in einer Kassette unterschiedli-
cher Lange innerhalb der MCS unterscheiden. Diese Varianz dient der Klonierung, da das
Transgen im Leseraster zu dem Startkodon eingefiigt werden muf3. In der vorliegenden Arbeit
wurde pSecTag2/Hygro B verwendet. Dieses Plasmid enthélt wie pLZ12 eine Ampicillin-

Resistenz zur Selektion transformierter E. coli.

4.3.3.3 pGEMhTIMP-1

Das Plasmid pGEMhTIMP-1 wurde von Dylan Edwards (University of East Anglia, Norwich,
GB) zur Verfligung gestellt, die Konstruktion des Plasmides ist in Parkes et al., 2002 publi-
ziert. In diesem Plasmid befindet sich die TIMP-1 cDNA zwischen einer BamHI und einer
HindIIl Schnittstelle (s. Abb. 4.3). Diese cDNA entspricht der reviewed reference sequence
von NCBI (siche NM_003254). Das Plasmid enthilt zur Selektion transformierter E. coli eine

Ampicillin-Resistenz.

BamH1 (3467) Neo T (3471)

Hincll (157)

Ncol (264)
hTIMP-1

Hind 111 (625)

pGEMhTIMP-1
3471 bp

Ampr

Abbildung 4.3. Schematische Darstellung von pGEMhTIMP-1. Plasmidkarte mit den fiir diese
Arbeit wichtigen Restriktionsschnittstellen und Elementen. Amp': Ampicillinresistenz.
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4.3.3.4 AdenoX™ System

Das Adeno-X" System wurde von Clontech (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Dieses Sys-
tem besteht aus einem adenoviralen shuttle Plasmid (pShuttle, Abb. 4.4, A) und einem adeno-
viralen backbone Plasmid (pAdenoX, Abb. 4.4, B). Das Plasmid pShuttle enthélt eine MCS
zwischen einem humanen CMV Promotor und dem BGH-Polyadenylierungssignal. 5 des
Promotors befinden sich eine I-Ceul Schnittstelle, 3"des BGH-polyA befindet sich eine PI-
Scel Schnittstelle. Das Plasmid enthélt eine Kanamycin-Resistenz zur Selektion transformier-
ter E. coli. Das pAdeno-X Plasmid kodiert die adenoviralen Sequenzen (AdS) von linker ITR
(internal terminal repeat) bis Nukleotid 341, von Nukleotid 3524-28133 und von Nukleotid
30819 bis zum rechten Ende des adenoviralen Genoms (Mizuguchi und Kay, 1998). Zusitz-
lich enthilt das Plasmid eine I-Ceul und PI-Scel Schnittstelle zum Einfligen der Transgenkas-
sette in die entsprechende Stelle des adenoviralen Genoms (E1l) sowie eine Ampicillin-
Resistenz zur Selektion transformierter E. coli. Zwischen der I-Ceul und PI-Scel Schnittstelle
des pAdenoX befindet sich eine Swal Schnittstelle (Mizuguchi und Kay, 1998). Im Anschluf3
an die Ligation von pAdeno-X und Transgen-Kassette wurden die Ligationsansitze mit Swal
verdaut. Das fertige Konstrukt wurde mit Pacl geschnitten und in HEK 293 Zellen transfiziert
(siehe Tab. 4.5 und Abschnitt 4.4.2).

I-Ceu 1 (19) ITR ! PI-Scel (57)
Iy

Kan* Nhel (923)

pShuttle
Apaal (941)

4135 bp BGH-pA
PI-Sce I (1306)

pAdenoX
32705 bp

pUcC-or

Ad5 Sequenz

Abbildung 4.4. Das pAdenoX "™ Systems. Plasmidkarten mit den fiir diese Arbeit wichtigen Restrik-
tionsschnittstellen und Elementen. A. pShuttle, B. pAdenoX. Kan': Kanamycin-Resistenz, pA: poly-
adenylation signal, Pcyy: CMV Promotor, ITR: internal terminal repeats, Amp': Ampicillin-Resistenz.
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4.3.3.5 AdMax™ System (Microbix, Toronto, Kanada)

Das AdMax' ™ System wurde von der Firma Microbix (Toronto, Kanada) bezogen. Der muri-
ne CMV Promotor des adenoviralen shuttle Plasmids, pDC315, wurde gegen einen humanen
CMYV Promotor ausgetauscht (personliches Gesprach Martina Anton, TU Miinchen, Deutsch-
land), dieses Plasmid tragt die Bezeichnung pKA1. Das Plasmid pKA1 (Abb. 4.5 A) wurde
von Martina Anton zur Verfligung gestellt. Das pKA1 Plasmid enthédlt zwischen dem huma-
nen CMV-Promotor und dem SV-40 Polyadenylierungssignal eine HindIIl und eine Sall
Schnittstelle. 3" des polyA verfiigt das Plasmid iiber eine loxP site (locus of crossing over).
Dieses shuttle Plasmid enthilt zudem das linke und das rechte Ende des adenoviralen Genoms
(Ad5) inkl. der internal terminal repeats (ITRs) und dem Verpackungsignal (Ng et al., 2000).
Zur Selektion transformierter E. coli ist eine Ampicillin-Resistenz vorhanden (Abb. 4.5 A).
Das adenovirale backbone Plasmid dieses Systems, pBHGlox,AE1,E3,Cre enthilt die Ad5-
Sequenz von Nukleotid 1339-28133 und 30818 bis zum rechten Ende des Genoms (Ng et al.,
2000; Bett et al., 1994). Neben diesen Sequenzen verfiigt dieses Plasmid iiber das Cre (causes
recombination)-Gen unter Kontrolle eines CMV Promotors 5° des loxP, sowie eine Ampicil-

lin-Resistenz zur Selektion transformierter E. coli (Abb. 4.5 B).

SV40 pA
B ITR Cre

pBHGIloxAE1,3Cre
34707 bp

Ad5 Sequenz

Ad-Sequenz

PCMV
Amp'

loxP

Abbildung 4.5. Das AdMax"™ System. Plasmidkarten mit den fiir diese Arbeit wichtigen Restrik-
tionsschnittstellen und Elementen. A. pKA1, B. pPBHGlox,AE1,E3,Cre. ITR: internal terminal repeats,
Pcmv: CMV Promotor, loxP: locus of crossing over, Amp": Ampicillin-Resistenz, pA: Poly-
adenylierungssignal, Cre: causes recombination.
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4.3.4 Verwendete cDNAS
4.3.4.1 TIMP-]

Die cDNA fiir humanes TIMP-1 stammte aus dem Plasmid pGEMhTIMP-1 (siehe 4.3.3.3).

4.3.4.2 Cystatin C

Die cDNA fiir humanes Cystatin C wurde von Ernst-August Auerswald (LMU, Miinchen,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Hierbei handelt es sich um eine synthetische cDNA fiir
Cystatin C (siche NCBI X12763; Abrahamson et al., 1988). Das von dieser cDNA kodierte
Protein entspricht in seiner Aminoséure-Sequenz der in NCBI ver6ffentlichen reviewed refe-
rence sequence (NP_000090). Fiir diese Arbeit wurden die Nukleotide 68-425 der syntheti-
schen cDNA verwendet, welche die Aminoséduren (aa) 27 bis 146 des humanen Cystatin C
Proteins kodieren, d.h. die aa kodierend fiir den Inhibitor ohne leader-Sequenz und ohne

nicht-kodierende Bereiche (siche NP_000090).

4.3.4.3 PAI-2

Die cDNA von humanem PAI-2 wurde von Viktor Magdolen (TU Miinchen, Deutschland)
zur Verfligung gestellt, die Generierung dieser cDNA ist in Miithlenweg et al., 2000 beschrie-
ben. Die Nukleotid-Sequenz dieser cDNA entspricht der von Antalis et al., 1988 verdffent-
lichten Sequenz (siche NCBI J03603). Entsprechend dieser Sequenz wurden in dieser Arbeit
das cDNA-Fragment zwischen den Nukleotiden 53-1296 verwendet. Die der von Antalis et al.
verdffentlichten cDNA entsprechende Aminosduren-Abfolge ist mit dem Protein der reviewed
reference sequence (NP_002566) identisch. Entsprechend diesem Protein wurden die aa 2 bis

415 verwendet.

4.3.5 Transformationen
4.3.5.1 Transformation von Top10 und DHI10B

1-100 ng der zu transformierenden DNA wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 auf 50 pl
mit ddH,O aufgefiillt und 50 pl der chemisch kompetenten Zellen (DH10B bzw. Topl0)
zugeben. Dieses DNA-Bakterien Gemisch wurde 30 min auf Eis, 90 s bei 42°C und anschlies-
send 2 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden in 14 ml Bakterienr6hrchen tiberfiihrt und
500 pl LB-Medium zugegeben. Diese Erholungskultur inkubierte fiir 1 h bei 37°C. 100-500
ul dieser Bakteriensuspension wurden auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum (100

ng Ampicillin /ml bzw. 50 pg Kanamycin /ml) ausplattiert. Die Platten wurden {iber Nacht
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bei 37°C inkubiert. Im Anschlull wurden die Bakterienkoloniein mit sterilen Pipettenspitzen

isoliert.

4.3.5.2  Transformation von StBl 2™ (pAdenoX-Plasmide)

Der chemisch-kompetente E. coli Stamm StBI2™

wurde er in der vorliegenden Arbeit fiir die
Amplifikation der pAdeno-X'"-Konstrukte verwendet. Der Ligationsansatz wurde zunéchst
1:5 mit TE-Puffer (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH=7,5) verdiinnt. 1-10 ng DNA der Ligation
wurden zu 100 pl auf Eis aufgetauten StBI2™ in ein 1,5 ml Reaktionsgefd gegeben und die-
ser Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Im AnschluB3 erfolgte fiir 25 s der heat shock bei 42 °C,
die Bakterien wurden 2 min auf Eis inkubiert und anschliefend zur Erholung 900 pl SOC-
Medium zugegeben und die Bakterien bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden 100, 200,
300 und 400 pl der Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten mit 100 ug Ampicillin/ml aus-

plattiert. Die Platten wurden fiir mindestens 20 h bei 30°C inkubiert. Im Anschluss wurden

die Bakterienkolonien mit sterilen Pipettenspitzen gepickt.

4.4 Adenovirale Methoden

4.4.1 Verwendete Adenoviren
4.4.1.1 Adp-Gal

Bei AdB-Gal handelt es sich um ein replikationsdefektes Adenovirus welches das E. coli lacZ
Gen kodiert (Jaffe et al., 1992). Dieses Virus wurde von Karsten Brand (Universitdt Heidel-
berg, Deutschland) zur Verfiigung gestellt und in dieser Arbeit fiir die Bestimmung der

Transduktionseffizienz von Adenoviren in vitro verwendet.

4.4.1.2 Addi70-3

Bei Addl70-3 handelt es sich um ein Elund E3 deletiertes Kontroll-Adenovirus ohne Trans-
gen (Bett et al., 1994). Addl70-3 wurde von Martina Anton (TU Miinchen, Deutschland) zur
Verfligung gestellt.
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4.4.2 Transfektion von HEK 293 Zellen mittels Kalzium-Phosphat-Prizipitation

Fiir diese Transfektion wurden einen Tag vor der Transfektion HEK 293-Clontech Zellen in 6
cm Schalen ausgesit, wobei aus einer zu 90% konfluenten 15 cm Schale 20 x 6 cm Schalen
ausgelegt wurden. So war gewihrleistet, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion eine
Konfluenz von ca. 40% aufwiesen. Pro Transfektionsansatz wurde eine 6 cm Schale mit HEK
293 Zellen ausgelegt. Am Tag der Transfektion wurden pro Schale 500 ul HEBS (HEPES
buffered saline: 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,75 mM Na,HPO,4, 7,6 mM
Glukose, pH=7,05) und 5 pl HeringSperm-DNA-L&sung (0,2% (w/v) HeringSperm DNA, 15
mM NaCl, 1,5 mM Na-Citrat, pH=7,0, als Trager-DNA) in ein 15 ml Réhrchen gegeben und
dieses mittels eines Vortexers fiir 1 min griindlich gemischt. Anschlieend wurde dem Ge-
misch die zu transfizierende DNA (DNA-Mengen s. Tab. 4.3) und tropfenweise 25 ul 2,5 M
Kalziumchlorid-Losung zugegeben. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Transfektionsansitze auf je eine 6 cm Schale getropft und diese 8-16 h im Brutschrank inku-
biert. Im Anschluss an die Inkubation wurde das Medium abgesaugt und frisches Kulturmedi-
um (siehe Tab. 4.2) mit 2% (v/v) FKS zugegeben. Die Schalen verblieben im Brutschrank, bis
alle Zellen einer Schale den durch adenovirale Replikation ausgeldsten zytopathischen Effekt

(cytopathic effect, CPE) aufwiesen.

Tab. 4.3: Bei Transfektionen von HEK 293 eingesetzte DNA Mengen

Transfektion bzw. Ko- DNA-Menge [pg]
Transfektion . .
Plasmid 1 Plasmid 2
pAdX/PAI-2 pAdX/PAI-2: 5 pg (Pacl verdaut) -

pKA1/hTIMP-1 mit 1 ‘
pBHGlox pKA1/hTIMP-1: 7,5 pg pBHGlox: 7,5 ug

pKA1/CysC mit ‘ ‘
pBHGlox pKA1/CysC: 10 pg pBHGIox: 10 pg

4.4.3 Infektion adenoviraler Verpackungszellen (HEK 293 Zellen)

Das Infektionsprotokoll wurde entsprechend Hitt et al. (1995) durchgefiihrt. Die Infektionen
von HEK 293-Clontech Zellen erfolgten mit Virusiiberstdnden, crude stocks (s.4.4.4) oder
gereinigtem Virus (s. 4.4.5). 24 Stunden vor der Infektion wurden HEK 293-Clontech Zellen

in Zellkulturschalen des gewlinschten Durchmessers ausgelegt. Eine 15 cm Schale 80% kon-
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fluenter Zellen wurde entweder auf 14-18 x 6 cm Schalen oder auf 10-12 x 10 cm Schalen
verteilt. Fiir die Infektion von 15 cm Schalen wurden die Zellen wie fiir eine normale Passage
ausgelegt und die Zellen infiziert wenn diese ca. 70% konfluent waren. Infektionen von 6 cm
Schalen erfolgten mit einem Volumen von 200 pl, Infektionen von 10 cm Schalen mit 1 ml
und 15 cm Schalen mit 2 ml. Fiir die Infektion wurde das Medium abgenommen, die Viruslo-
sung zugegeben und die Schalen 30 min im Brutschrank inkubiert, wobei die Schalen nach 15
min geschwenkt wurden, um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden. AnschlieBend wurden
die Schalen mit frischem Medium aufgefiillt. Zellen, die mit Virusiiberstinden oder crude
stocks infiziert wurden, erhielten Kulturmedium (siehe Tabelle 4.2) mit 2 % (v/v) FKS. Zel-
len, die mit gereinigtem Ad infiziert wurden um Virus zu amplifizieren und zu reinigen, er-
hielten Kulturmedium (siehe Tabelle 4.2) mit 5 % (v/v) Horse (Pferde) Serum. Die infizierten
Zellen wurden im Brutschrank kultiviert, bis alle Zellen einer Infektion CPE zeigten. Im An-
schluss wurden entweder die Virusiiberstinde direkt fiir weitere Infektionen verwendet oder
die Zellen wurden zu crude stocks verarbeitet und flir spétere Infektionen oder Virusreinigun-

gen bei -80°C eingefroren.

4.4.4 Herstellung von crude stocks

Fiir die Herstellung von crude stocks nach Hitt et al. (1995) wurden die infizierten, CPE zei-
genden Zellen mit 1500 x g fiir 20 min abzentrifugiert (Megafuge 2.0R, Heraeus, Diisseldorf,
Deutschland). AnschlieBend wurde das Zellpellet entweder in PBS*, 10% (v/v) Glycerin oder
in 0,1 M TRIS, pH 8,0 resuspendiert. In PBSz+, 10% (v/v) Glycerin aufgenommenen Zellen
dienten weiteren Infektionen. In 0,1 M TRIS, pH 8,0 aufgenommene Zellen wurden fiir Ad-
Banding (Reinigungen) verwendet. Beide Arten von crude stocks wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C eingefroren.

4.4.5 Ad-Banding (Reinigung)

Das Ad-Banding wurde nach Hitt et al. (1995) durchgefiihrt. Fiir die Herstellung der fiir die
Tierversuche notwendigen Virusmengen mit ausreichend hohen Titern wurden 100 x 15 cm
Zellkulturschalen mit HEK 293-Clontech Zellen infiziert. Was einer Zellzahl von ca. 1 x 10"
entsprach. Die Zellen wurden mit einer multiplicity of infection (MOI) von 10 infiziert
(s.4.4.3). Die wie unter 4.4.4 beschrieben gewonnenen crude stocks wurden aufgetaut, 1/10
Volumen 5% (w/v) Na-Deoxycholat zugegeben und 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden 400 pl 2 M MgCl, und. 200 pl DNasel Losung (1% (w/v) DNase, 20 mM TRIS, 50
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mM NaCl, 1 mM DTT, 0,01% (w/v) BSA, 50% (v/v) Glycerin, pH=7,4) zugefiigt. Das 50 ml
Schraubdeckelrohrchen wurde griindlich geschwenkt und bei 37°C 60 min inkubiert. Die
Zelltrimmer wurden anschlieBend abzentrifugiert (1500 x g, 15 min, 5 °C, Megafuge 2.0R,
Heraeus, Diisseldorf, Deutschland) und je ca. 15 ml des virushaltigen Uberstandes auf einen
geschichteten CsCl Gradienten gegeben. Zur Herstellung dieser Gradienten wurden CsCl-
Losungen verschiedener Dichten iibereinander in ein 25 x 89 mm Ultra-Clear™-
Zentrifugenrdhrchen (Beckman, Krefeld, Deutschland) geschichtet. Die unterste Phase be-
stand aus 3 ml CsCI-Losung, Dichte 1,5 (90,8 g CsC 1+ 109,2 g 10 mM TRIS, pH 8,0), die
mittlere Phase aus 10 ml CsCl-Ldsung, Dichte 1,35 (70,4 g CsCI + 129,6 g 10 mM TRIS, pH
8,0) und die oberste Phase schlieBlich aus 10 ml CsCl-Losung, Dichte 1,25 (54,0 g CsCl +
146,0 g 10 mM TRIS, pH 8,0). Die Zentrifugenréhrchen wurden austariert und in einem
Ausschwingrotor (Sw32Ti, Beckman, Krefeld, Deutschland) in geschlossenen Patronen
zentrifugiert (30.000 U/min, 2 h, 10 °C, OptimaTM LE-80K Ultrazentrifuge, Beckman, Kre-
feld, Deutschland). Bei diesem Zentrifugationsschritt sammelten sich die fertig gereiften Vi-
ren aufgrund ihrer spezifischen Dichte an der Grenze zwischen den CsCl-Losungen mit den
Dichten 1,25 und 1,35. Diese deutlich sichtbare Virusbande wurde vorsichtig mit einer Kanii-
le abgenommen und in ein frisches Ultra-Clear™-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die Virus-
16sung wurde mit CsCI-Losung (Dichte 1,35) aufgefiillt, die R6hrchen austariert und zentrifu-
giert (30.000 U/min, Sw32Ti, 20-26 h, 10 °C, OptimaTM LE-80K Ultrazentrifuge, Beckman,
Krefeld, Deutschland). Nach 20-26 h hatte sich ein CsCl-Gradient aufgebaut wodurch sich
evt. mitabgenommene leere Viruspartikel von ausgereiften Viruspartikeln unterscheiden lies-
sen. Diese Virusbande wurde abgenommen und fiir 24 h gegen 0,01 M TRIS, pH 8,0 in einer
Gamma-bestrahlten Dialysekassette mit einer Molekulargewichts-Ausschlussgrenze von
10.000 (Slide-A-Lyzer™, Pierce, Rockford, USA) dialysiert, wobei der Dialysepuffer vier

Mal ausgewechselt wurde.

4.4.6 Adenovirus-Titration (plaque assay)

Die Adenovirus-Titration wurde nach Hitt et al. (1995) durchgefiihrt. Am Vortag der Titration
wurden pro Titration 12-16 Schalen mit einem Durchmesser von 6 cm mit HEK 293-MA Zel-
len beschickt. Hierfiir wurden die Zellen einer 15 cm Schale (95% konfluent) auf 12 Schalen
eines Durchmessers von 6 cm verteilt. 24 h spéter erfolgte die Titration. Fiir die Erstellung
einer Verdiinnungsreihe wurde fiir den ersten Verdiinnungsschritt 90 pl PBS*" mit 10 pl des

zu titrierenden Ad gemischt. Die nachfolgenden Verdiinnungsschritte erfolgten mit je 540 pl
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PBS*" und 60 pl Ad-Losung der vorangegangenen Verdiinnung. Es wurden stets zwei unab-
hingige Verdiinnungsreihen erstellt und die Infektionen jeder Verdiinnungsreihe erfolgten in
Doppelansitzen. Die Infektionen wurden mit je 200 pl der entsprechenden Verdiinnung (in
der Regel 107-10"") 30 min im Brutschrank durchgefiihrt (siehe 4.4.3). Nach der Infektion
wurde der overlay durch mischen gleicher Teile aufgekochter und 30 min bei 42°C abgekiihl-
ter 1% (w/v) Zellkultur-Agarose und 2 x MEM Earle Medium (siche unten) hergestellt. Es
wurden je 10 ml overlay auf die Schalen gegeben und dieser aullerhalb der Sterilbank bei RT
inkubiert bis der overlay erstarrt war. AnschlieBend wurden die Zellen im Brutschrank inku-
biert und die Plaques (durch Zelllyse entstandene Locher im Zellrasen) nach sieben und zehn

Tagen ausgezahlt und der Titer berechnet.

Bestimmung des Titers:

Titer [pfu/ml]= Mittelwert der Plaques pro Schale [pfu] x Verdiinnungsfaktor x 5/ 1 [ml]

2 x MEM Earle Medium (fiir 100 ml):
76,2 ml MEM Earle (Biochrom, Berlin)

9 ml 10 x MEM (+Earle, w/o L-Glutamin, w/o NaHCO3, Gibco,
Karslruhe, Deutschland)

2,5 ml 7,5% (w/v) NaHCOs3
300 pl Fungizone

1,5 ml Penicillin/Streptomycin (100000 U/ml/10 pg/ml; Bich-
rom, Berlin)

1,5 ml 2 M Glutamin (Biochrom, Berlin)
1,5 ml 5% (w/v) Yeast extract

7,5 ml Horse Serum

4.4.7 Plaque Reinigung

Fiir die Isolierung einzelner Viren aus einer Ad-Population wurde eine sogenannte Plaque
Reinigung (Hitt et al., 1995) durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Plaque Titration (siche 4.4.6)
durchgefiihrt, wobei einzelne Infektionsereignisse in Plaques sichtbar gemacht werden. Jedes
vereinzelt vorliegende Plaque wurde 8-14 Tage nach der Titration mittels gestopfter Pasteur-
pipetten isoliert, d.h. der Ad-haltige overlay wurde direkt {iber dem zu isolierenden Plaque bis
zu den Zellen ausgestochen und in 500 pl PBS*", 10 % Glycerin iiberfiihrt. Um die Viren aus
der Agarose freizusetzen, wurden die isolierten Plaques drei Mal in fliissigen Stickstoff einge-
froren und anschlieend aufgetaut. Mit diesen Plaques konnten dann HEK 293 Zellen infiziert

werden.
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4.4.8 Kontroll-Untersuchung der Plaque-Viren

Um die Viren hinsichtlich ihres Genoms untersuchen zu konnen, mussten zundchst HEK 293-
Clontech Zellen infiziert werden. Pro Plaque wurden die Zellen einer 6 cm Schale wie unter
4.4.3 beschrieben infiziert. Zeigten alle Zellen einer Schale CPE, wurde die genomische DNA
der Zellen zusammen mit der viralen DNA wie unter 4.5.2.1 beschrieben isoliert. Jeweils 5 pl
der DNA wurden mittels Restriktionsenzymen, in dieser Arbeit wurden fiir diese Verdaue
Xhol, Hindlll bzw. Pvul verwendet, analysiert. Die Restriktionen wurden wie unter 4.5.1.2
beschrieben durchgefiihrt, wobei den Verdauen zusitzlich Pronase (zum Abbau der termina-
len Proteine gebunden an die ITRs) und RNase (zum Abbau der zelluldiren RNA) zugegeben
wurde. Die genauen Angaben zu den Verdauen sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst. Fiir die
elektrophoretische Auftrennung wurden 0,8% (w/v) Agarose/TAE Gele verwendet (siche Ab-
schnitt 4.5.1.1). Die Ergebnisse der Restriktionsverdaue sind im Anhang II abgebildet.

4.4.9 Infektion von HT1080 Zellen und Herstellung von Zelliiberstinden fiir bio-

chemische Untersuchungen

Fiir die adenovirale Infektion von Zielzellen wurden je 1 x 10° HT1080 Zellen in einem well
einer 6-well-Platte 24 h vor der Infektion ausgesit, wobei eine zusitzliche Schale, welche zur
Bestimmung der Zellzahl zum Zeitpunkt der Infektion diente, angesetzt wurde. Die Zellen
dieser Schale wurden unmittelbar vor der Infektion gezéhlt (s. 4.2.5) und anhand dieser Zell-
zahl die einzusetzende Virusmenge berechnet. Die Zellen wurden mit AdTIMP-1, AdCysC
bzw. AdPAI-2 und als Kontrollen mit Addl70-3 und AdB-Gal mit MOIs 5, 10, 25, 50, 100
bzw. 200 infiziert. Die Infektion erfolgte analog zu der unter 4.4.3 beschriebenen Infektion
von HEK 293 Zellen. Die Infektion erfolgte mit einem Volumen von 200 pl und im An-
schluss an die Infektion wurden die wells mit 2 ml Komplettmedium (s. Tabelle 4.2) aufge-
fiillt. 12 h nach der Infektion erfolgte ein Mediumwechsel gegen je 2 ml FKS-freies Medium,
wobei die Zellen zuvor zwei Mal mit PBS gewaschen wurden. 48 h nach diesem Medium-
wechsel wurden die Uberstéinde abgenommen, zentrifugiert (400 x g, 10 min, 4°C, Centrifuge
5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), auf Eis aliquotiert und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -80°C eingefroren. Die Zellen jeder Schale wurden mit PBS gewaschen, mit

Trypsin-EDTA abgel6st und ausgezahlt (siehe 4.2.5).
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4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 Priparation, Analyse und Manipulation von Nukleinsiuren
4.5.1.1 Agarosegelelektrophorese

Agarosegele wurden mit TAE-Puffer (40 mM TRIS-Acetat, | mM EDTA, pH=8,5) herge-
stellt. Die Agarosekonzentration richtete sich dabei nach der Grof3e der zu erwartenden DNA-
Fragmente, diese Angaben sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst. Fiir kleine Agarosegele
wurden 40-50 ml Agarose/TAE aufgekocht und mit 2-2,5 pl Ethidiumbromid-Stammldsung
(0,05% (w/v) Ethidiumbromid) versetzt, fiir groBe Gele wurden 300 ml Agaroselésung und 20
ul Ethidiumbromid-Stammldsung verwendet. Die DNA-Proben wurden 1:6 (v/v) mit 6 x
DNA-Probenpuffer (60% (v/v) Glycerin, 60 mM EDTA, 0,15% (w/v) Bromphenolblau) ver-
setzt. Als Standards wurden kommerziell erhéltliche 1 kb bzw. 100 bp DNA Leitern (NEB,
Frankfurt a. M., Deutschland; Gibco, Eggenstein, Deutschland) verwendet. Fiir die Analyse
von DNA-Fragmenten erfolgte der Lauf in TAE-Puffer (s.0.) bei einer Spannung von 60-80 V
fiir 0,5 -1,5 h bei kleinen Geleinheiten, mit einer Spannung von 30-50 V {iber Nacht bei gros-
sen Geleinheiten. Fiir die Trennung von DNA-Fragmenten fiir eine anschlieende Gelextrak-
tion erfolgte die Elektrophorese bei 40 V bis die zu extrahierenden Fragmente deutlich aufge-
trennt waren. Durch das Einbetten des Ethidiumbromids in die Agarose konnte die DNA in
den Gelen direkt visualisiert werden. Die Gele wurden in einer Geldokumentationskammer
(Biocapture, LTF, Wasserburg, Deutschland) illuminiert und die leuchtenden Banden mittels
einer Kamera aufgenommen. Der Visualisierung von DNA-Fragmenten zu Extraktion erfolgte

auf einem UV-Tisch.

Tabelle 4.4: Addquate Agarosekonzentrationen fiir die Separation
von DNA-Fragmenten verschiedener Grofle

Agarose [% (wW/v)] Effektiver Se?ﬁéaitions—Bereich
0,5 1-30
0,8 0,8-12
1,0 0,5-10
1,2 0,4-7
1,5 0,2-3
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Tabelle 4.5: Zusammenfassung aller Restriktionsverdaue dieser Arbeit

Restriktions- Eingesetzte Menge an 10 x Puffer | Sonstige Temperatur
enzym Restriktions- DNA Zusitze
enzym
1 pl 3-4 g -
% % o
Apa 1 2l > 10 ug A 30 °C
BamH T* 1 pl 1-4 ug B* - 37°C
Bgl 11* 1l 1-4 pg H* 37°C
E Cla I* 1 ul 1-2 pug H* - 37°C
I EcoR I* 1l 1-2 ug H* - 37°C
0,5 pl <lpg
N
7 1 pl 1-2 pg -
E Hind 1II* 2 ul 5-10 ug B* 37 °C
L 2 ul 5 ul Virus-Plaque 10 x
v Pronase#
E Nhe 1* Lul 3-4ug A¥ ) 37°C
R 2 ul 12 ug
D Pac I** 1ul Sug 1** - 37°C
A oyl 2l 5 ul Virus-Plaque Rk 10 x 37°C
U Pronase#
E Sal T* 0,5 pl 0,5 pug H* - 37°C
Swa I* 1 ul <lpg H* 10 x BSA* 25°C
Xba T* 0,5 ul H* - 37°C
1 pl 1-05 pg S pg -
2 ul 5-10 pg
Xho I* 2ul 5 ul Virus-Plaque H* 10 x 37°C
Pronase#
Apa I* + 1 pul 1h30°C,2h37
Nhe T* 1 pl 1-4 pg A* - °C
BamH T* + 1 pl 4 ug B* - 3790
D Hind II* 1pl
0 Bgl 1T*+ 1 pl 1-4 ug H* - .
P Xho T* 1 ml 37°C
p EcoR I* + 1ul 2 g H* - .
E Xho T* 1 pl 37°C
L Hind 1IT* + 0,5 pl 0,5 ug H* -
g Sal T* 0.5 ul 37°C
HindIII* + 1 ul 2ng B* - j
R Xho T* 1 pl 37°C
2 2 ul 12 pg
U I-Ceu I*** + 0,5 pul DDB*** | 10 x BSA* 37°C
_ fkok
E PI-Sce 1 6l 10 ng
L,5pl
Sal I+ 0,5 ul " - o
Xbal 0.5 ul 0.5 ng H 37°C

* Roche, Penzberg, Deutschland; ** NEB, Frankfurt a. M., Deutschland; *** Clontech, Heidelberg,
Deutschland, **** NBI Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland, # 10 x Pronase: 0,5% (w/v) Pronase,
10 mM TRIS, pH=7,5

Die Ergebnisse aller in dieser Arbeit durchgefiihrten Kontrollverdaue sind im Anhang dieser Arbeit
abgebildet.
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4.5.1.2 Restriktionsverdau

Der Verdau von DNA mittels Restriktionsenzymen erfolgte durch Inkubation der DNA mit
dem gewlinschten Restriktionsenzym unter den fiir das Restriktionsenzym optimalen
Bedingungen. Dazu gehorten die Zusammensetzung des Puffers in dem die Restriktion
stattfand sowie die Inkubationstemperatur. Die genauen Angaben zu den in dieser Arbeit

vorgenommenen Restriktionsverdauen sind in Tab. 4.5 zusammengefasst.

4.5.1.3 PCR

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction) wurde mit
Standardansitzen (s. unten) durchgefiihrt. Das fiir die Amplifikation der cDNAs verwendete
PCR-Programm ist in Abb. 4.6, A, das PCR-Programm zur Analyse der adenoviralen DNA ist
in Abb. 4.6, B dargestellt. Die verwendeten Primer (siche Tab. 4.6) wurden von der Firma

Metabion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert und bezogen.

Standardansatz: 1-10 ng DNA bzw. 1 ul ,,Plaque“-DNA
5 ul 10 pmol/pl forward primer
5 ul 10 pmol/ul reverse primer
5 ul 2,5 mM (jedes) dNTPs
5 ul 10 x Pfu Puffer incl. MgCl,
1 U Pfu DNA-Polymerase
mit nuclease-freiem H,O auf 50 pl aufgefiillt

A B
10 Zyklen 20 Zyklen 20 Zyklen
94°C|94°C 94°C 94°C |94°C 62°C
4:001(0:30 72°C 62°C 72°C| 72°C 4:00 \520 72°C| 72°C
1:40 0:30 1:40| 4:00 0'30\ : 1:40| 4:00
45°C 0:30 0:30
0:30 4°C 4°C
o0 o0

Abbildung 4.6. PCR-Programme. A. PCR-Programm zur Amplifizierung von Cystatin C und PAI-2
cDNA. Denaturierung erfolgte bei 94°C, Anbinden der Primer bei den ersten 10 Zyklen bei 45°C, bei
den folgenden 20 bei 62°C, Elongation der DNA erfolgte bei 72°C. B. PCR-Programm zur Analyse
der adenoviralen DNA. Denaturierung erfolgte bei 94°C, Anbinden der Primer bei 62°C (AdCysC-
Analyse) bzw. bei 52°C (AdTIMP-1 und AdPAI-2 Analyse), Elongation der DNA erfolgte bei 72°C.
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Tabelle 4.6: In dieser Arbeit verwendete PCR-Primer

Primer Sequenz Verwendung
PAI-2 forward 5" ttatt AAG CTT gag gat ctt ttgt gtg gcaa '3 Amplifikation der cDNA
PAI-2 reverse 5" ttatt CTC GAG tta ggg tga gea aaa tet gec *3
Cystatin C forward |5 ttatt AAG CTT tct tct ccg ggt aaa ccg cc '3 Amplifikation der cDNA
Cystatin C reverse |5 ttatt CTC GAG c faa geg tec tgg caa gta ga 3 Analyse der Ad-DNA
Pcemy forward 5" agt gaa ccg tca gat cg '3 Analyse der AdTIMP-1
SV40 pA reverse 5" acc tac act gtt ggc tgt gag '3 DNA
BGH pA revers 5" tag aag gca cag teg agg '3 Analyse der AdPAI-2
T7 forward 5" taa tac gac tca cta tag gg '3 DNA

GroBbuchstaben: Anzufiigende Restriktionsschnittstellen, unterstrichen: an ¢DNA bindende
Sequenzen, kursiv: Stopkodons.

4.5.1.4 Klenow-Behandlung

Die vor einer Klenow-Behandlung stattfindende Restriktion der DNA erfolgte in einem
Volumen von 20 pl. Nach dem Verdau wurde diesem Ansatz 2 pl 0,5 mM dNTP-Losung und
1 ul Klenow-Fragment (2 U) zugegeben. Die Reaktion erfolgte bei 37°C fiir 1 h.

AnschlieBend wurde das Klenow-Fragment fiir 10 min bei 65°C inaktiviert.

4.5.1.5 Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Zur Dephosphorylierung von DNA wurde CIAP (calf intestine alkaline phosphatase)
verwendet. Die Dephosphorylierung erfolgte direkt im Anschluss an einen Verdau. Dazu
wurde dem Restriktionsansatz 1 pul CIAP (1 U) zugegeben und dieser 30 min bei 37°C
inkubiert. Wurde diese Behandlung nach einer Klenow Anwendung durchgefiihrt, so wurde
die DNA vorher PCI gereinigt und anschliefend gefillt (siche 4.5.1.6). Das DNA-Pellet
wurde in 10 pl ddH,O resuspendiert und 2 ul 10 x CIAP-Puffer, 7 pl ddH,O und 1 ul CIAP
zugegeben. Die Inkubation erfolgte analog zu dem Vorgehen der Dephosphorylierung im
direkten Anschlu an einen Verdau. Zum Enfernen der Phosphatase wurde eine PCI-

Extraktion mit anschlieBender EtOH-Féllung durchgefiihrt.

4.5.1.6 PCI-Extraktion/Ethanol-Fillung

Mittels Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1, PCI) wurden DNA-L&sungen von Prote-
inkontaminationen gereinigt. Zum Entfernen von Salzen und kleinen organischen Molekiilen

erfolgte im AnschluB3 eine Ethanolfdllung. Die DNA in Restriktions-, Ligations-, Dephospho-
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rylierungs- und Klenow-Ansédtzen wurde zunidchst mit ddH,O auf 100 pl aufgefiillt. Diesen
wurden 200 pl PCI zugegeben. Die beiden Losungen wurden durch mehrmaliges invertieren
der ReaktionsgefiBle gemischt und die Phasen anschlieend durch Zentrifugation (10 min,
4°C, 6100 x g, Centrifuge 5415, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) voneinander getrennt.
Die obere, wissrige DNA-enthaltende Phase wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Zur Fallung der DNA wurde 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat, pH 5,0 und 4 Volumen
100 % (v/v) Ethanol (EtOH) zugegeben. Bei der Fillung sehr kleiner DNA Mengen (< 200ng)
wurde 1 pl 2% (w/v) Glykogen zugegeben. Die Fillung erfolgte entweder 1 h bei -80 °C oder
tiber Nacht bei -20 °C. Nach der Féllung wurde die DNA abzentrifugiert (6100 x g, 30 min,
4°C, s.0.), 1 x mit 70 % (v/v) EtOH gewaschen (5 min, 6100 x g, 4 °C, s.0.) und nach dem
Entfernen des EtOH 5 min luftgetrocknet. Das Pellet wurde anschlieBend in 10 pl ddH,O re-

suspendiert.

4.5.1.7 Separation und Reinigung von DNA Fragmenten mittels Prdparativer Gele und
QOIlAquick® Gel Extraction Kit

Die durch einen Restriktionsverdau gewonnenen zu isolierenden DNA-Fragmente wurden
elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 4.5.1.1). Im Anschluss an die Elektrophorese wurde die
zu isolierende DNA-Bande auf einem UV-Tisch mittels eines Skalpells ausgeschnitten. Die
Reinigung der DNA mittels QIAquick® Gel Extraction Kit (Katalognummer: 75144, Qiagen,
Hilden, Deutschland) erfolgte nach Angaben des Herstellers. Alle fiir diese Methode
notwendigen Reagenzien und Materialien waren Bestandteil des Kits. Die Elution der DNA
erfolgte mit 50 pl ddH,O. Da die DNA Konzentration nach dieser Aufreinigung sehr gering

war, wurde diese visuell mittels Agarosegelen bestimmt.

4.5.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation von geschnittenen Plasmiden und Inserts wurde ein Standardprotokoll
verwendet (Sambrook et al., 1989). DNA-Mengen, molare Verhiltnisse zwischen Plasmid
und Insert und verwendete Menge an T4-Ligase sind fiir alle Ligationen dieser Arbeit in
Tabelle 4.7 zusammengefasst. Ligationen fanden in einem Volumen von 25 ul mit 5 pl 5 x
T4-Ligasepuffer, DNA und T4-Ligase liber Nacht bei 16°C statt. Bis zur Transformation

wurden die Ligationen bei 4°C gelagert.
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Tabelle 4.7: Zusammenfassung der Ligationsansétze dieser Arbeit

Ligation Vektor:Insert Vektor Insert Ligase
pST2/HB/hCysC 1:10 200 ng pST2/HB 52,8 ng hCysC 1 ul T4 DNA-Ligase
pST2/HB/PAI-2 1:10 200 ng pST2/HB 414 ng PAI-2 1 ul T4 DNA-Ligase

pKA1/TIMP-1 1:20 6,5 ng pKA1 20 ng TIMP-1 1 pl T4 DNA-Ligase
pKA1/hCysC 1:20 8,7 ng pKA1 20 ng hCysC 1 ul T4 DNA-Ligase
pShuttle/PAI-2 1:20 11,6 ng pShuttle 80 ng PAI-2 1 ul T4 DNA-Ligase
pAdX/PAI-2 1:20 81,8 ng pAdX 150 ng PAI-2 2 ul T4 DNA-Ligase

4.5.2 Isolierung von Nukleinsiduren
4.5.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Zellen

Mit Plaques infizierte, CPE zeigende HEK 293 Zellen wurden fiir 30 min auf der Sterilbank
inkubiert, damit sich alle bereits geldsten Zellen absetzen konnten. AnschlieBend wurde mit
einer 5 ml Stabpipette vorsichtig 4 ml Medium abgenommen, dieses mit 10% Glycerin
versetzt und bei -80°C eingefroren. Im Falle einer korrekten Restriktionsanalyse wurde dieses
Medium fiir die Amplifikation des Virus verwendet. Das restliche auf der Schale verbliebene
Medium wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt, den Zellen 500 pl Pronase-
SDS-Losung (10 mM TRIS, 10 mM EDTA, 0,5% (w/v) SDS , 0,05% (w/v) Pronase, pH=7.,5)
zugegeben und diese 4-18 h im Brutschrank inkubiert. Diese viskose Losung wurde in ein 2
ml Reaktionsgefal tiberfiihrt, 500 ul Phenol zugegeben und 2 min vorsichtig geschwenkt. Die
Phasen wurden mittels Zentrifugation getrennt (6100 x g, 15 min, 15°C, Centrifuge 5415R,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und die obere DNA enthaltende Phase in ein frisches 2
ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Diesem wurde 10% (v/v) 3 M Na-Acetat (pH=4,8) zugesetzt,
und das Reaktionsgefial wurde komplett mit 100% EtOH gefiillt. Das Reaktionsgefa3 wurde
solange invertiert bis DNA-Fidden zu sehen waren, diese mittels einer Pipettenspitze aus dem
Gefidl3 gefischt und in ein Reaktionsgefdl mit 1 ml 100% EtOH gegeben. Dieser Vorgang
— Fischen der DNA und Waschen in 100% EtOH — wurde vier Mal wiederholt. Es folgte ein
Waschschritt mit 70% (v/v) EtOH. Die DNA wurde im Anschluss in 50 pul TE-Puffer (10 mM
TRIS, 1 mM EDTA, pH=8,0) aufgenommen und fiir 20 min bei 45°C im Heizblock gelost.

Bis zur weiteren Untersuchung wurde die DNA bei -20 °C eingefroren.
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4.5.2.2 Miniprdparation von Plasmid DNA mittels alkalischer Lyse

Fir die Minipriparationen transformierter Bakterien (sieche 4.3.5) wurden die
Bakterienkolonien in je 5 ml LB-Medium angeimpft und tiber Nacht im Schiittelinkubator bei
37°C bzw. im Fall von Transformationen mit pAdeno-X-Konstrukten bei 30°C inkubiert.
Anschlieend wurden die Bakterien aus 1,5 ml der Kulturen abzentrifugiert (6100 x g, 10
min, 4°C, Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und das Medium verworfen.
Die Bakterien wurden in je 150 pl Resuspensionspuffer (25 mM TRIS, 10 mM EDTA, 50
mM Glukose, pH=8,0) aufgenommen und 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden je
150 pl alkalines SDS (0,2 N NaOH, 1% (w/v) SDS) zu den Bakterien gegeben, die Gefille
geschwenkt und 5 min auf Eis inkubiert. Jedem Reaktionsgefdil wurden 250 pl
Neutralisierungspuffer (3 M Kaliumacetat, 9,5% (v/v) Essigsdure) zugesetzt, der Inhalt
gemischt und die Ansédtze 5 min auf Eis inkubiert. Die entstandenen Prézipitate wurden
abzentrifugiert (6100 x g, 10 min, 4°C, s.0.) und der Uberstand in frische Reaktionsgefile
iiberfiihrt. Den Uberstinden wurden je 550 ul PCI zugeben, und die Reaktionsgefile 1 min
invertiert, anschlieBend wurden die Phasen mittels Zentrifugation (15 min, 6100 x g, 4°C,
s.0.) getrennt. Die wissrige, DNA-enthaltende obere Phase wurde in ein frisches Gefal3
tiberfithrt und DNA wurde mittels Zugabe von 50 pl 3 M Na-Acetat, pH=4,8 und 1 ml 100%
EtOH gefillt. Die GefdBBe wurden geschwenkt und DNA abzentrifugiert (30 min, 6100 x g,
4°C, s.0.). Die Uberstinde wurden abgenommen und die Pellets mit je 400 pl 70% (v/v)
EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min, 6100 x g, RT, s.0.). Der Uberstand wurde
verworfen und die DNA-Pellets 10 min bei RT getrocknet. Die DNA wurde in je 15 pl TE-
RNase-Puffer (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 2% (w/v) RNaseA, pH=8,0) resuspendiert und 10
min bei RT inkubiert. Die DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

4.5.2.3 CsCl-Prdparation von Plasmiden

Fiir die CsCl-Préiparation von Plasmiden wurden 500-1000 ml LB-Medium mit dem entspre-
chendem Antibiotikum versetzt, mit dem zu amplifizierenden Bakterien angeimpft und {iber
Nacht im Bakterienschiittler bei 37°C bzw. im Fall von pAdenoX-Plasmiden und
pBHGlox,Cre,AE1,E3 bei 30°C inkubiert. Die Bakterien wurden in 500 ml Zentrifugenfla-
schen abzentrifugiert (10 min, 4400 x g, 4°C, J2-HS Zentrifuge, Beckman, Krefeld, Deutsch-
land) und das Medium verworfen. Fiir das Durchfiihren einer CsCl-Gradienten-Reinigung
erfolgte zundchst die Praparation der Nukleinséuren mittels Large Scale Birnboim (Birnboim
und Doly, 1979). Die Bakterien-Pellets wurden in je 40 ml Lysozympuffer (25 mM TRIS, 10
mM EDTA, 50 mM Glukose, 0,5% (w/v) Lyszym , pH=8,0) resuspendiert, 20 min bei RT
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inkubiert und anschlieend je 80 ml frisch angesetztes alkalines SDS (0,2 N NaOH, 1% (w/v)
SDS) zugegeben. Die Ansétze wurden 10 min auf Eis inkubiert, je 60 ml Neutralisierungspuf-
fer (3 M Kaliumacetat, 9,5% (v/v) Essigsdure) zugegeben, 30 min auf Eis inkubiert und je 10
ml ddH,O0 zugefiigt. AnschlieBend wurden die Prizipitate abzentrifugiert (30 min, 17,000 x g,
4°C, s.0.), die DNA enthaltenden Uberstinde durch einen Gazefilter in neue 500 ml Zentrifu-
genflaschen iiberfiihrt und diesen je 100 ml Isopropanol zugegeben. Nach 30 min Féllung bei
RT wurde die DNA abzentrifugiert (30 min, 17000 x g, RT, s.0.). Der Uberstand wurde abge-
nommen und das Pellet 20 min bei RT luftgetrocknet. Die trockenen Pellets wurden in je 8 ml
0,1 x SSC (15 mM Natriumchlorid, 1,5 mM Natriumcitrat) resuspendiert. Je DNA-
Préaparation wurden 8 g CsCl in 50 ml Schraubdeckelrohrchen eingewogen, das geloste Pellet
zugegeben und das CsCl geldst. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Rohrchen zentri-
fugiert (15 min, 3700 x g, RT, Varifuge 3.0R, Heraeus, Diisseldorf, Deutschland), die Uber-
stinde abgenommen und in 8,9 ml Optisealtubes (Beckman, Krefeld, Deutschland) mit je 200
ul Ethidiumbromid-Stammlésung (0,05% (w/v) Ethidiumbromid) gegeben. Diese Optisealtu-
bes wurden mit 0,1 x SSC, 100% (w/v) CsCl bis zum Rand aufgefiillt, austariert und ver-
schlossen. Zum Aufbau des CsCl-Gradienten zum Trennen der unterschiedlichen Nukleinsdu-
ren (genomische Bakterien DNA, transformierte Plasmid DNA und RNA) wurden die Rohr-
chen in einem Festwinkelrotor (Ti80-Rotor, Beckman, Krefeld, Deutschland) zentrifugiert
(16-20 h, 55.000 U/min; 14°C, Optima TM LE-80K Ultrazentrifuge, Beckman, Krefeld,
Deutschland). Nach 16-20 h Zentrifugation wurden die Plasmid DNA-Banden mit Kaniilen
abgenommen und in 50 ml Réhrchen mit 1,5 ml CsCl-gesittigtem Isopropanol (siehe unten)
iiberfiihrt. Das Entfernen des Ethidiumbromids erfolgte durch wiederholte Waschschritte mit
CsCl-gesittigtem Isopropanol. Im Anschluss wurden zum Féllen der DNA drei Volumen TE-
Puffer (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH=8,0) und acht Volumen 100% Ethanol zugegeben.
Die DNA wurde abzentrifugiert (30 min, 3700 x g, RT, Varifuge 3.0R, Heracus, Hanau,
Deutschland), die Pellets zwei Mal mit 5 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen, zentrifugiert (5
min, 3700 x g, RT, Varifuge 3.0R, Heraeus, Hanau, Deutschland) und nach dem Abnehmen
des Ethanols 20 min luftgetrocknet. Je nach PelletgroBe wurden diese in 200-500 ul 0,1 x
SSC (s.o0.) gelost. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20 °C eingefroren oder

bei 4°C gelagert.

CsCl-gesdttigtes Isopropanol:
50 ml 25 mM TRIS, 10 mM EDTA, pH 8,0 wurde solange CsCl zugesetzt bis dieses nicht mehr in
Losung ging und ausfiel. AnschlieBend wurden 50 ml Isopropanol zugegeben und der Inhalt der

Flasche geschiittelt. Nach dem Absetzten des Salzes konnte das Isopropanol verwendet werden.
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4.5.2.4 RNA Isolation aus Gewebe

Fiir die Isolierung von RNA aus Geweben wurde das RNeasy® Midi Kit von Qiagen
(Katalognummer: 75144, Hilden, Deutschland) nach Anweisung des Herstellers verwendet.
Alle fiir diese Methode notwendigen Reagenzien und Materialien waren Bestandteil des Kits.
Die isolierte RNA wurde in 1,5 ml ReaktionsgefiBBen bis zur Verwendung bei —80°C

eingefroren.

4.5.3 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsiuren
4.5.3.1 Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegel

Fiir die visuelle Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmenten wurden 1% (v/v) Agarose-
Gele verwendet auf welchen neben den zu bestimmenden Fragmenten drei verschiedene
Konzentrationen Lambda HindIIl Marker (NEB, Frankfurt a. M., Deutschland) als Referenz
DNA aufgetragen wurden. Es wurden stets 250, 500 und 750 ng des Markers und 1-4 pl der
DNA-Fragmente aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde die Leuchtintensitit der zu
bestimmenden Bande mit denen der Markerbanden verglichen. Der unbekannten
Konzentration wurde eine Markerbande mit gleicher Leuchtintensitit zugeordnet und die

DNA-Konzentration nach folgender Formel berechnet:

Cx [ng/pl]= Grambda [bp)/Gm [bp] x Cm [ng] / V [ul], wobei

Cx = Konzentration des zu Bestimmenden Fragmentes
GLambda = GesamtgroBe der Phagen DNA

Gum = Grofe der Markerbande mit gleicher Leuchtintensitét
Cm = Eingesetzte DNA Menge des Markers

A" = eingesetztes Volumen des Fragmentes

4.5.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren mittels Bestimmung der optischen

Dichte (OD)

Die aus einer CsCl-Préparation (s. 4.5.2.3) stammende DNA wurde zunichst 1:100 in ddH,O
verdiinnt. Die verdiinnte DNA wurde am Photometer (DU® 640 Spectrophotometer, Beck-
man, Krefeld, Deutschland) in einer 100 ul Kiivette vermessen. Die Absorption bei einer Wel-
lenlinge von 260 nm liefert die DNA-Konzentration, wihrend der Quotient aus der
OD,60/ODyg9 AufschluB} iiber die Reinheit der DNA gibt, bei DNA sollte dieser 1,8, bei RNA
2,0 betragen. Eine ODy4 von 1 entspricht 50 ug dsDNA/ml bzw. 40 ug RNA/ml (Sambrook
et al., 1989).
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4.5.4 Quantitative RT-PCR (TagMan"")
4.5.4.1 Reverse Transkription

Es wurde jeweils 1 pg der Gesamt-mRNA revers transkribiert. Hierfiir wurde Reverse
Transkriptase (aus MMLV) verwendet. 1 pg mRNA wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 9
ul aufgefiillt, 2 pl random Hexamere zugegeben und 10 min bei 70°C inkubiert. Anschl.
wurden je Ansatz 4 pl 5 x Reverse Transkriptase-Puffer, 2 pl DTT, 1 pl 10 mM (jedes)
dNTPs, 1 pl reverse Transkriptase und 1 pul RNase Inhibitor zugegeben und die Ansétze 1 h
bei 42°C inkubiert.

4.5.4.2 Durchfiihrung der RT-PCR

Die RT-PCR wurde in 96-well Platten (Optical™ Plates, Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die 18S Analyse wurde als Standards 1, 0,5, 0,25, 0,125,
0,0625 und 0,03125 ng Gesamt cDNA eingesetzt, fiir alle anderen Analysen wurden als
Standard 20, 10, 5, 2, 1 und 0,5 ng cDNA verwendet. Fiir die Bestimmung der unbekannten
Proben wurden fiir 18S 2 ul 1:100 (v/v) verdiinnte cDNA der reversen Transkription, fiir alle
anderen Analysen 10 pl 1:100 (v/v) verdiinnte cDNA eingesetzt. Standards und Proben
wurden, wenn nétig, mit nukleasefreiem Wasser auf 10 ul aufgefiillt. Als Negativ-Kontrolle
wurden 10 pl nukleasefreies Wasser verwendet. Ansitze: Entsprechende cDNA mit 900 nM
reverse Primer, 900 nM forward Primer in 1x TaqMan™ PCR Master Mix. Verwendete
Primer und Probes sind nachstehend aufgefiihrt. Die quantitative real-time PCR erfolgte mit
dem Standard TaqMan"-Programm SDS2.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland).
Auswertung erfolgte mit Software SDS2.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland).

Verwendete Primer und Probes:
e 18S: 18S Primer und Probe wurden von Applied Biosystems (Assay ID: Hs99999901 sl;
Reporter: VIC und Quencher: TAMRA) erworben.

e murines MMP-9: Sequenzen fiir die murinen MMP-9 Primer und Probe wurde von

Caroline Pennington (University of East Anglia, Norwich, GB) bezogen. Synthese
erfolgte durch Applied Bisystems (Darmstadt, Deutschland):

Forward Primer: 5'-CGAACTTCGACACTGACAAGAAGT-"3; Reverse Primer: 5°-GC
ACGCTGGAATGATCTAAGC-"3; Probe: 5 -FAM-TCTGTCCAGACCAAGGGTACA
GCCTGTTC-TAMRA-"3

-60-



4. Material und Methoden

e humanes PAI-2: Primer und Probe wurden von Applied Biosystems (Assay ID:
Hs00234032 ml, Reporter: VAM, Quencher: non-Fluorescent (nF)) erworben.

e humanes TIMP-1: TIMP-1 Primer und Probe wurde von Applied Biosystems (Assay ID:
Hs01092511 ml, Reporter: VAM, Quencher: nF) erworben.

e Humanes Cystain C: Primer und Probe wurden von Applied Biosystems nach der
synthetischen cDNA Sequenz entworfen (Forward Primer: 5°'-GCCGCGTCTGGTTGGT-
'3; Reverse Primer: 5 -GCACGACGAACACCTTCTTCT-'3; Probe: 5'-VAM-
TCCGATGG ACGCTTCT -nF) und synthetisiert.

4.6 Biochemische Methoden

4.6.1 Aufarbeitung von Proteinen aus Gewebe
4.6.1.1 Aufarbeitung von Proteinen fiir Zymographien und ELISA

Schockgefrorenen Gewebestiicke wurden, wie unter 4.1.2 beschrieben, je nach Grof3e in 300-
800 ul Triton X-100-Extraktionspuffer (50 mM TRIS, 5 mM CacCl, 200 mM NaCl, 1% (v/v)
Triton X-100, pH=7,5) aufgearbeitet. Fiir jedes Gewebestiick wurde ein Kryo-Schraub-
deckelgefdl mit Silikon-Dichtring (Nerbe plus, Winsen a. d. Luhe, Deutschland) mit
Zirkonium-Kugeln (0,1 mm Durchmesser, Biospec Products, Bartlesville, USA) beschickt
und 4°C kalter Extraktionspuffer zugegeben. Die gefrorenen Gewebestlicke wurden in einem
Minibeadbeater™ (Biospec Products, Bartlesville, USA) 20 s homogenisiert. Homogenate
wurden 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (6100 x g, 10 min, 4°C,
Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Uberstinde wurden auf Eis
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei —80°C gelagert.

4.6.1.2 Aufarbeitung von Leberprotein fiir HGF-ELISA

Die schockgefrorenen Leberproben perfundierter Mause (siche 4.1.2) wurden fiir die Ver-
wendung im HGF-ELISA in Tween-Extraktionspuffer (20 mM TRIS, 2 M NaCl, 0,1% (v/v)
Tween-80, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH=7,5) aufgeschlossen. Hierfiir wurden die Organe
zundchst gewogen, in Behandlungsgruppen zusammengefasst und in 4 Volumen (w/v)
Tween-Extraktionspuffer mit einem Minibeadbeater' " wie unter 4.6.1.1 beschrieben aufgear-
beitet. Die Proteinhomogenate wurden nach der Zentrifugation bis zur weiteren Verarbeitung
bei —20°C eingefroren. Die Reinigung dieser Gewebeproben erfolgte mit HiTrap' ™ Heparin-
Siulen (Amersham, Braunschweig, Deutschland). Hierflir wurden die Homogenate 1:4 (v/v)
mit Proben-Puffer (20 mM TRIS, 0,1% (v/v) Tween-80, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH=7,5)
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verdiinnt. Die Heparin-Sdulen wurden mit 10 ml Adsorptions-Puffer (20 mM TRIS, 0,5 M
NaCl, 0,1% (v/v) Tween-80, | mM PMSF, 1 mM EDTA, pH=7,5) equillibriert. Die gesamten
Leber-Homogenate wurden auf die Sdulen geladen und die Sdulen anschlieBend mit 10 ml
Adsorptions-Puffer gewaschen. Zum Eluieren der HGF-haltigen Proteinfraktion wurden 5 ml
Tween-Extraktionspuffer auf die Sidule gegeben. Die ersten 0,5 ml wurden verworfen und die
restlichen (HGF enthaltenden) 4,5 ml aufgefangen. Die HGF-haltigen Proben wurden bei
—20°C bis zur Durchfiihrung des HGF-ELISAs gelagert. Die Sdulen wurden mit 5 ml Tween-
Extraktionspuffer und 10 ml Adsorptions-Puffer gewaschen und in 20% EtOH bei 4°C gela-
gert.

4.6.2 Proteinbestimmung mit BCA™ von Pierce

Fiir die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentrationen fiir ELISA und Zymographien wurde
ein Bizinkoniniksdure Reagenz, BCA™, der Firma Pierce (Rockford, I, USA) verwendet.
Folgende BSA (bovines Serum Albumin)-Konzentrationen wurden als Standards verwendet:
2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 und 0,0625 mg BSA/ml. Leberproben wurden vor Bestimmung der
Proteinkonzentration 1:100 (v/v) und Lungen 1:10 (v/v) mit ddH,O verdiinnt. Die
Durchfiihrung der Proteinbestimmung erfolgte in einer 96-well Platte. Zu 10 pl Standard oder
verdiinnter Probe wurden 200 pl frisch angesetztes Reagenz (1 Teil BCA-Losung 1 + 49 Teile
BCA-Losung 2) gegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 570
nm gemessen (Wallac Victorz, Perkin Elmar, Weiterstadt, Deutschland) und mittels
SigmaPlot Software eine Eichgerade erstellt sowie die Konzentrationen in den Proben

berechnet.

4.6.3 Zymographie

Bei der zymographischen Analyse (Zymographie) werden Substrate fiir Proteinasen in SDS-
Polyakrylamidgele eingebettet. Diese werden von entsprechenden Proteasen der aufgetrage-
nen Probe abgebaut. Bei reversen Zymographien werden Proteasen entweder zusitzlich im
Zymogramm eingebettet oder die Zymogramme in proteasehaltigen Puffern inkubiert. Stan-
dardprotokoll: Zunichst wurden die entsprechenden Trenngele (s. Tabelle 4.8) gegossen und
nach deren Polymerisation mit Sammelgel (6,1 ml ddH,O, 2,5 ml 0,5 M TRIS, pH=6,8, 0,4%
SDS, 50 ul 10% APS, 10ul TEMED) iiberschichtet. Proben wurden 1:4 (v/v) mit nicht- redu-
zierendem 6 x SDS-Probenpuffer (250 mM TRIS, 40% (v/v) Glycerin, 8% (w/v) SDS, 0,15%
(w/v) Bromphenolblau, pH=6,8) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Der Lauf der Gele
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Tabelle 4.8: Zusammensetzung der Trenngele fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Zymographien

Zymogramm-Art (fiir je 2 Trenngele)
Losungen . .
MMP reverses uPA Plasmin  Cystatin SDS-Gel
MMP
40% (w/v) PAA(29:1) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
1,5 M TRIS pH=8,6, 0,4% 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml - 2,5 ml
(w/v) SDS
1,5 M TRIS, 0,4% SDS, - - - - 2,5 ml -
0,4% Casein
100x Gelatin 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl - -
ddH,0O 4,9 ml 3,9 ml 4,8 ml 4,9 ml 5,0 ml 4,95 ml
Plasminogen (454 pg/ml) - - 83 ul - - -
MMP-2 (5 pg/ml) - 200 pl - - - -
10% (w/v) APS 50 pl 50 pl 50 pl 50 ul 50 pul 50 ul
TEMED Sul Sul Sul Sul Sul Sul

erfolgte in Mini-Protean III Systemen (BioRad, Miinchen, Deutschland) oder Midi-Gel
Apparaturen (Biometra, Gottingen, Deutschland) in SDS-Elektrophorese-Puffer (50 mM
TRIS, 14,4% (w/v) Glycerin, 1% (w/v) SDS). Als Standard wurde je Gel 12 pl Precision Plus
Protein Standard (BioRad, Miichen, Deutschland) verwendet, Positiv-Kontrollen sind bei den
jeweiligen Methoden vermerkt. Nach dem Lauf wurden die Proteine in den Zymogrammen
renaturiert (entsprechende Renaturierungspuffer siche Tabelle 4.9) und anschlieBend bei 37°C
in entsprechendem Entwicklungspuffer (siche Tabelle 4.9) inkubiert. Wéahrend der Inkubation
in Entwicklungspuffer konnten die im Gel bzw. Puffer vorhandenen Proteinasen die
entsprechenden Substrate abbauen. Anschliefend wurden die Gele fiir mindestens 1 h mit
Coomassie-Farbelosung (0,2% (w/v) Coomassie Brilliant-Blau, 10% (v/v) Eisessig, 30% (v/v)
Iso-propanol) gefdarbt und anschlieBend in Entfarber (10% (v/v) Eisessig, 10% (v/v)
Isopropanol) aufgenommen und solange entférbt, bis sich ein guter Kontrast zwischen Banden
und Hintergrund ausgebildet hatte. Durch die Denaturierung der Proteine durch SDS
dissoziieren TIMPs bzw. PAIs von den inhibierten Proteasen (Snoek-van Beurden und Von
den Hoff, 2005; Granelli-Piperno und Reich, 1978), sodass mittels Zymographie die
Gesamtmenge an den jeweiligen Proteasen und Inhibitoren nachgewiesen werden kann. Im
Falle von Cystatinen ist die Dissoziation abhingig von der Affinitit zwischen dem

entsprechenden Inhibitor und der inhibierten Protease (Michcaud et al., 1996).
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4.6.3.1 MMP-Zymographie

Bei der MMP-Zymographie wurde Gelatin als Substrat in das Trenngel eingebettet (siche
Tab. 4.8). Nach dem Lauf wurden Gele im entsprechenden Renaturierungs- (2 x 15 min) und
Entwicklungspuffer (19 h, 37°C, siehe Tabelle 4.9) inkubiert. Es wurden Zelliiberstinde (8
ul), Serum (5 pul 1:50 (v/v) verdiinnt), Leberproteine (25 pg/Probe) und Lungenproteine (25
ug/Probe) mittels dieser Zymographie untersucht. Als Positiv-Kontrolle wurden pro Gel 10 pl
HT1080-Zelliiberstand verwendet. Durch Denaturierung der proMMPs mit anschliefender
Renaturierung kommt es zur autokatalytischen Aktivierung der proMMPs in situ (innerhalb
der elktrophoretisch isolierten Bande), wodurch bei der MMP-Zymographie sowohl pro- als
auch aktive MMPs nachweisbar sind (Snoek-van Beurden und Van den Hoff, 2005).

4.6.3.2 Plasmin-Zymographie

Die Plasmin-Zymographie entspricht der MMP-Zymographie bis auf die Zusammensetzung
von Renaturierungs- und Entwicklungspuffer, welchem EDTA zugesetzt wurde (siche Tabelle
4.9). Die Plasminzymographie wurde fiir Serumproben (5 pl 1:20 (v/v) verdiinnt/Probe) und
Zelliiberstinde (10 upl/Probe) verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde pro Gel 2 pug

Plasminogen verwendet.

4.6.3.3 Plasminogen-Umsetzungsversuche und densiometrische Auswertung

Diese Methode wurde in dieser Arbeit entwickelt, um die inhibitorische Aktivitdt von PAI-2
in vitro und in vivo nachweisen zu konnen. Fiir die Plasminogen-Umsetzungsversuche wurden
Plasmin-Zymogramme verwendet. Je 10 pl Zelliberstinden (AdPAI-2 bzw. Addl70-3
transduzierter HT1080 Zellen) wurden 0,9 pg Plasminogen zugefiigt und diese bei 37°C fiir 3
h inkubiert. Fiir die Untersuchung von Serumproben wurden zu je 5 pl 1:20 (v/v) verdiinnten
Serum 2 ng uPA und 0,9 pg Plasminogen zugesetzt und diese bei 37°C fiir 3 h inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben auf ein Plasmin-Zymogramm aufgetragen und in
entsprechenden Puffern inkubiert (s. Tabelle 4.9). Auf den Zymogrammen konnte
Plasminogen und Plasmin detektiert werden, deren Banden durch die entsprechenden
Kontrollen (s.u.) zugeordnet werden konnten. Die Intensititen der einzelnen Banden
wurden  densiometrisch (Kodak 1D Version 3.4.5. Software) bestimmt. Als Positiv-
Kontrollen wurde je Gel 2 pg Plasminogen bzw. 2 pug uPA-aktiviertes Plasminogen (3 h mit 2
ng uPA bei 37°C) verwendet.
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Tabelle 4.9: Renaturierungs- und Entwicklungspuffer der jeweiligen Zymgraphien

Zym;gramm Renaturierungspuffer Entwicklungspuffer Beschreibung
yp

50 mM Tris HCI, 5 mM 50 mM Tris HCI, 5 mM CaCl,, Alle MMPs sind in
MMP CaCl,, 200 mM NaCl, 2,5% 200 mM NaCl, pH 7,5 diesem Puffer aktiv
Triton X-100, pH 7,5

50 mM Tris HCI, 5 mM 50 mM Tris HCI, 5 mM CaCl,, Alle MMPs sind in

Ri}ﬂ;es CaCl,, 200 mM NaCl, 2,5% 200 mM NaCl, pH 7.5 diesem Puffer aktiv
Triton X-100, pH 7,5
100 mM TRIS HCI, 100 100 mM TRIS HCI, 100 mM Durch EDTA sind
uPA mM EDTA, 2,5% Triton X- EDTA, pH 7,5 MMPs nicht aktiv
100, pH 7,5
] 100 mM TRIS HCI, 100 100 mM TRIS HCIL, 100 mM Durch EDTA sind
Plasmin |\ EDTA, 2,5% Triton X- EDTA, pH 7,5 MMPs nicht aktiv
100, pH 7,5
340 mM NaCl, 66 mM KCl, 80 Durch Papain im
Cystatin | 2,5% Triton X-100 mM Na2HPO4, 36 mM KH2PO4, Entwicklungspuffer

2 mM Cystein, ] mM EDTA, wird Casein im Gel
0,001% (w/v) Papain, pH=6,0 abgebaut

4.6.3.4 Plasminogen-Aktivator-Zymographie

Neben Gelatin ist bei dieser Zymographie dem Trenngel Plasminogen (1,38 pg/Tenngel)
zugefiigt (siche Tabelle 4.8). Plasminogen-Aktivatoren welche mit den Proben aufgetragen
werden, konnen nach Lauf und Renaturierung (2 x 15 min, Puffer s. Tab.4.9) wéhrend der
Inkubation in entsprechendem Entwicklungspuffer (19 h, 37°C, s. Tab. 4.9) das Plasminogen
zu Plasmin aktivieren, welches das Gelatin effizient abbaut. Bei dieser Zymographie wurden
Zelliiberstinde (10 pl/Probe), Serum (5 pl 1:20 (v/v) verdiinnt/Probe), Leberproteine (7,5
ug/Probe) und Lungenproteine (7,5 pg/Probe) verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurden je
Gel 0,1 ng uPA verwendet.

4.6.3.5 Cystatin-Zymographie (reverse Papain-Zymographie)

Bei der Cystatin-Zymographie handelt es sich um eine reverse-Papain-Zymographie. Diese
Methode wurde nach Krol et al., 2003 b durchgefiihrt. Bei dieser Zymographie wird Casein
als Substrat im Trenngel eingebettet (siche Tabelle 4.8). Die Proteine wurden nach dem Lauf
renaturiert (2 x 30 min, Puffer sieche Tab. 4.9) und anschlieBend 2 h in papainhaltigem
Entwicklungspuffer (siehe Tab. 4.9) bei 37°C inkubiert. Fiir diese Zymographie wurden nur
Zelliiberstande (10 ul/Probe) verwendet.
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4.6.3.6 Reverse MMP-Zymographie

Diese Zymographie entspricht in der Durchfiihrung der MMP-Zymographie, jedoch wurde in
das Gel zusitzlich zu dem Gelatin MMP-2 eingebettet (siche Tabelle 4.8). Diese
Zymographie wurde nur mit Zelliiberstdnden (10 pl/Probe) durchgefiihrt.

4.6.3.7 SDS-Kontrollgele fiir reverse Zymographien

Fiir die reversen Zymogramme wurden zusétzlich Kontrollgele angefertigt. Hierbei wurden
gleiche Proben mit gleichen Mengen auf SDS-Acrylamidgele (ohne Substrate) aufgetragen

(siche Tabelle 4.8). Die Gele wurden wie die jeweiligen reversen Zymogramme behandelt.

4.6.4 MMP-9 Aktivititsassay

Zum Nachweis der MMP-9 Aktivitét in Lebern und Lungen AdTIMP-1 bzw. Addl70-3 trans-
duzierter Mause wurde der MMP-9-Aktivitdtsassay von Amersham (Braunschweig, Deutsch-
land) verwendet. Folgende Reagenzien und Materialien sind in diesem System enthalten: An-
tikorper-beschichtete 96-well Platte, APMA, Waschpuffer, Assay Buffer, chromogenes Sub-
strat und rekombinantes MMP-9. In diesem humanen Aktivititsassay kann sowohl murines
proMMP-9 als auch murines MMP-9 an den Antikorper binden (Angabe des Herstellers). Es
wurde jeweils die MMP-9-Aktivitit von 80 pg Lungen- bzw. 100 pg Leberprotein bestimmt,
wobei drei verschiedene Ansdtze durchgefiihrt wurden: a) Bestimmung des Gesamt-MMP-9
Gehaltes der Proben, b) Bestimmung des aktiven MMP-9 Proteins in den Proben und c) Be-
stimmung der proMMP-9 Aktivierbarkeit im Gesamt-Protein. Fiir ¢) wurde das Gesamt-
Protein mit APMA (Aminophenylmercuricacetat, Endkonzentration 2 mM) 2 h bei 37°C akti-
viert. Aktiviertes Protein fiir den Ansatz c) und nicht-aktiviertes Protein fiir die Ansétze a)
und b) wurde jeweils in ein well einer Antikorper-beschichteten 96-well Platte gegeben (je
well 80 bzw. 100 ug Protein in 50 pl assay buffer), 16 h bei 4°C inkubiert und anschlieemd
vier Mal mit Waschpuffer gewaschen um die nicht Antikdrper-gebundenen Proteine, inklusi-
ve des MMP-9 gebundenen TIMP-1 (Angabe des Herstellers), zu entfernen. AnschlieBend
wurde fiir die Ansédtze b) und c¢) pro well 50 pl assay buffer und fiir den Ansatz a) 50 ul 2 mM
APMA (in assay buffer) zugegeben. Die Platte wurde 2 h bei 37°C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Im Anschlufl wurde in jedes well 50 ul chromogenes Substrat zugegeben. Nach 7 h
Inkubation bei 37°C in einer feuchten Kammer wurde die MMP-9 Aktivitit durch Messen der
Absorption bei 405 nm (Wallac Victor?, Perkin Elmar, Weiterstadt, Deutschland) bestimmt.
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Der assay wurde in Duplikaten durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde rekombinantes

MMP-9 verwendet.

4.6.5 Enzyme Linked Immuno Sandwich Assays (ELISAs)

Die Messung der Absorption erfolgte bei allen Systemen mit Wallac Victor® (Perkin Elmar,
Weiterstadt, Deutschland). Das Erstellen der Eichgeraden und die Auswertung erfolgte

jeweils mit der SigmaPlot Software.

4.6.5.1 TIMP-1 ELISA

Fiir die Bestimmung des Gehaltes an humanem TIMP-1 Protein in Zelliiberstinden und Seren
wurde das tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1), human, Biotrak, ELISA system
(Amersham, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Alle bendtigten Reagenzien und TIMP-
1 Antikorper-beschichtete 96-well Platte waren in diesem System enthalten. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Uberstinde AdTIMP-1 infizierter
HT1080 Zellen wurden 10'3-10'5, Kontrollen 1:20 verdiinnt. Seren AdTIMP-1 infizierter
Miuse wurden 5 x 10°-5 x 10°, Seren von Miusen anderer Behandlungsgruppen 1:20

verdinnt.

4.6.5.2 Cystatin C ELISA

Zur Bestimmung des humanen Cystatin C-Proteins in Zelliiberstinden und Seren wurde der
humane Cystatin C ELISA Test der Firma KRKA (Ljubljana, Slovenien) verwendet. Alle
benotigten Reagenzien und Cystatin C Antikorper-beschichtete 96-well Platte waren in
diesem System enthalten. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Uberstinde AdCysC infizierter HT1080 Zellen wurden 1:50-1:1000, Kontrollen 1:20
verdiinnt. Seren AdCysC transduzierter Maduse wurden 1:500, Seren von Maiusen anderer

Behandlungsgruppen 1:20 verdiinnt.

4.6.5.3 PAI-2 ELISA

Zur Bestimmung des humanen PAI-2-Proteins in Zelliiberstanden und Seren wurde das Imu-
nobind® PAI-2 ELISA Kit (American Diagnostica, Greenwich, USA) verwendet. Alle beno-
tigten Reagenzien und PAI-2 Antikorper-beschichtete 96-well Platte waren in diesem System
enthalten. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Uberstinde AdPAI-2
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infizierter HT1080 Zellen wurden 2 x 102 107 , Kontrollen 1:5 verdiinnt. Seren AdPAI-2
infizierter Mause wurden 10*-10”, Seren von Miusen anderer Behandlungsgruppen wurden

1:20 verdunnt.

4.6.5.4 Cathepsin B und L ELISA

Zur Bestimmung des Cathepsin B- bzw. L-Gehaltes in Seren, Lebern und Lungen wurden der
humane Cathepsin B ELISA Test und der humane Cathepsin L ELISA Test der Firma KRKA
(Ljubljana, Slovenien) verwendet. Diese Systeme detektieren nicht nur die humanen Formen
sondern auch die jeweiligen murinen Cathepsine (Angabe des Herstellers). Alle benétigten
Reagenzien und Cathepsin Antikdrper-beschichtete 96-well Platten waren in den Systemen
enthalten. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Seren wurden 1:10,

Leberproteine 1:20 und Lungenproteine 1:20 verdiinnt.

4.6.5.5 HGF ELISA

Zur Bestimmung des HGF in Lebern wurde der Ratten HGF-ELISA des Institute of
Immunlogy Co. (Tokyo, Japan) verwendet, in welchem alle fiir diesen Assay notwendigen
Reagenzien sowie die Antikorper beschichtete 96-well Platte enthalten waren. Da dieser
ELISA die gleiche Reaktivitét gegeniiber Ratten und murinem HGF zeigt, konnte er fiir die in
dieser Arbeit notwendigen Bestimmungen verwendet werden. Die Durchfithrung des ELISAs
erfolgte nach den Angaben des Herstellers nach Methode A mit unverdiinnten HGF-Eluaten
aus 4.6.1.2. Die ermittelten HGF-Konzentrationen wurden anhand der fiir die HGF-Reinigung
eingesetzten Lebermengen normiert. Nach Vorgabe des Herstellers wurde der HGF-Gehalt als

Ratten HGF dargestellt.

4.7 Statistische Methoden

Fiir die statistische Analyse normalverteilter Daten wurde der Student’s T-Test, fiir nicht
normalverteilte Daten der Mann-Whitney-Test verwendet. Fiir die statistische Analyse zu den
Haufigkeitsverteilungen metastasenfreier Lungen pro Gruppe wurde der Mantel-Haenzesl-

Test verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Funktionelle rekombinante Adenoviren welche natiirliche Proteaseinhibitoren

exprimieren

Um den antimetastatischen Effekt einer prophylaktischen Uberexpression natiirlicher
Proteaseinhibitoren im Wirtsgewebe untersuchen zu konnen, mussten fiir den in vivo
Gentransfer zunidchst adenovirale Vektoren hergestellt werden die die entsprechenden cDNAs

exprimieren konnen.

5.1.1 Konstruktion des TIMP-1 kodierenden Adenovirus (AdTIMP-1)

Um ein Adenovirus herzustellen, welches die humane 7IMP-1 c¢cDNA kodiert, wurde die
cDNA von TIMP-1 zunéchst in das adenovirale shuttle Plasmid pKA1 kloniert. Hierflir wurde
das Plasmid pGEMhTIMP-1 mittels BamHI am 5 Ende der 7/IMP-1 cDNA geschnitten und
anschlieBend zum Abbau des entstandenen Uberhangs mit Klenow-Fragment behandelt. Um
die TIMP-1 ¢cDNA auszuschneiden erfolgte ein zweiter Verdau mit HindIIl. Dieses Enzym
schneidet am 3° Ende der TIMP-1 cDNA. Das Plasmid pKA1 wurde mit Sa/l gedffnet, mit
Klenow-Fragment behandelt und anschlieBend ebenfalls mit HindIIl verdaut. Das TIMP-1
DNA-Fragment und das geschnittene pKA1 wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese und
anschlieBender Gelextraktion isoliert, ligiert und in DH10B transformiert. Die Plasmid DNA
wurde aus einzelnen transformierten Bakterien-Kolonien isoliert, die Plasmide durch
Restriktionsverdaue kontrolliert und ein das Plasmid pKA1/TIMP-1 (Abb. 5.1 A) enthaltender

Klon amplifiziert und das Plasmid mittels CsCl-Préparation gereinigt.

Abbildung 5.1 (siehe nichste Seite). Konstruktion der Adenoviren kodierend fiir TIMP-1, sezer-
nierungs-optimiertes PAI-2 bzw. sezernierungs-optimiertes Cystatin C. A-C. Schematische Dar-
stellung der klonierten adenoviralen shuttle Plasmide: A. pKA1/TIMP-1, B. pKA1/CystatinC, C.
pShuttle/PAI-2. D-E. Schematische Darstellung der fiir die Generierung der rekombinanten Adenovi-
ren notwendigen adenoviralen backbone Plasmide pBHGloxAE1,E3,Cre (D) bzw. pAdenoX (E).
F,H,J. Schematische Darstellung der generierten rekombinanten Adenoviren. F. TIMP-1 kodierend
(AdTIMP-1), H. PAI-2 kodierend (AdPAI-2), J. Cystatin C kodierend (AdCysC). G, I, K. Nachweis
der entsprechenden Transgene in den generierten Ad mittels PCR. Fiir die PCR der entsprechenden Ad
wurde die aus Plaque-infizierten HEK 293 Zellen isolierte genomische DNA verwendet. Als Positiv-
kontrollen wurden die jeweiligen shuttle Plasmide, als Negativkontrollen H,O verwendet. G. Nach-
weis von TIMP-1 in AdTIMP-1, Primer: Peyy-forward und SV40pA-revers, Grofie des PCR Produk-
tes 723 bp. I. Nachweis von PAI-2 in AdPAI-2, Primer: T7-forward und BGHpA-revers, Grofie des
PCR Produktes: 1606 bp. K. Nachweis von Cystatin C in AdCysC, Primer: Cystatin C-forward und
Cystatin C-revers, GroBe des PCR Produktes 464 bp. Amp": Ampicillin Resistenz, ITR: internal ter-
minal repeats, Pcyry: CMV Promotor, CysC: Cystatin C, Kan": Kanamycin Resistenz, pA: polyadeny-
lierungs-Signal.
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Die Generierung rekombinanter Adenoviren erfolgte durch Ko-Transfektion des adenoviralen
shuttle-Plasmides pKA1/TIMP-1 (Abb. 5.1. A) mit dem adenoviralen backbone-Plasmid
pBHGlox,AE1,AE3,Cre (Abb. 5.1. D) in HEK 293 Zellen. Durch das von
pBHGIlox,AE1,AE3,Cre in eukaryotischen Zellen exprimierte Cre-Protein, welches
Endonukleasen- und Ligasenfunktion besitzt, kommt es zu einer gerichteten Rekombination
an den Zielstrukturen des Cre-Protein, den so genannten loxP (locus of crossing over)-Seiten.
Diese befindet sich im Plasmid pKA1/TIMP-1 3° des Polyadenylierungs-Signals und des
Transgens (Ab. 5.1 A) bzw. in pPBHGlox,AE1,AE3,Cre 3" der Ampicillin-Resistenz (Abb. 5.1
D). Durch diese Rekombination ensteht ein bis auf die Gene von E1 und E3 komplettes
virales Genom, welches in der E1-Region TIMP-1 unter der Kontrolle eines humanen CMV-
Promotors exprimiert. Durch die Expression des E-1-Gens durch die adenoviralen
Verpackungszellen HEK 293 wurden von den transfizierten Zellen rekombinante Adenoviren
produziert. Nach der durch die Virus-Replikation ausgeldsten Lyse der Zellen wurden diese
rekombinanten Adenoviren in das Medium freigesetzt. Durch Infektion von HEK 293 Zellen
mit diesem virushaltigen Medium wurde das Virus amplifiziert, einzelne infektiose Partikel
mittels Plaque-Reinigung isoliert und diese anschlieBend mittels Restriktionsanalyse
kontrolliert (siche Anhang II). Zum Nachweis des Transgens wurde zusitzlich eine PCR
(Abb. 5.1 G) durchgefiihrt. Das so generierte und tlberpriifte Virus AdTIMP-1 (Abb. 5.1 F)
wurde fiir die Verwendung in vitro und in vivo amplifiziert, gereinigt und der Titer mittels

Plaque-Titration bestimmt.

5.1.2 Konstruktion des PAI-2 kodierenden Adenovirus (AdPAI-2)

Da PAI-2 zu 80% intrazelluldr vorliegt und keine endogene leader-Sequenz enthilt, musste
fiir den geplanten gentherapeutischen Ansatz, bei dem die Wirtszellen humanes PAI-2 iiber-
exprimieren und in den perizelluliren Raum abgegeben sollten, eine Sezernierungs-optimierte
Form von PAI-2 generiert werden. Hierflir wurde die PAI-2 cDNA zunichst in das Plasmid
pSecTag2/Hygro B 3" der darin enthaltenen Igk-leader Sequenz eingefiigt. Damit die cDNA
im Leseraster zu dem 5° der /eader-Sequenz liegenden Startkodon kloniert werden konnte,
wurden der cDNA mittels PCR Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme, 5° HindIII und
3" Xhol, angehdngt. Die so generierte cDNA und pSecTag2/Hygro B wurden mit HindIIl und
Xhol geschnitten. Das die PAI-2 cDNA enthaltende DNA-Fragment und das gedffnete pSec-
Tag2/Hygro B-Plasmid wurden mittels Gelelektrophrese und Gelextraktion isoliert, ligiert

und in Top10 transformiert. Die Plasmid DNA wurde aus einzelnen transformierten Bakteri-
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en-Kolonien isoliert, die Plasmide mittels Restriktionsverdauen kontrolliert und ein das Plas-
mid pSecTag2/HygroB/PAI-2 (siehe Anhang II) enthaltender Klon amplifiziert und das Plas-

mid mittels CsCl-Préaparation gereinigt.

Im néchsten Schritt wurde die PAI-2 ¢cDNA zusammen mit der IgK-/eader-Sequenz in das
Plasmid pShuttle kloniert. Hierfiir wurde pSecTag2/HygroB/PAI-2 5° des Startkodons mit
Nhel und 3" der PAI-2 cDNA mit Apal geschnitten. Das Plasmid pShuttle wurde ebenfalls mit
Nhel und Apal geschnitten und anschlieBend dephosphoryliert. Das die IgK-leader-Sequenz
und die PAI-2 cDNA enthaltende DNA-Fragment und das gedffnete pShuttle-Plasmid wurden
mittels Gelelektrophorese und Gelextraktion isoliert, ligiert und in DH10B transformiert. Die
Plasmid DNA wurde aus einzelnen transformierten Bakterien-Kolonien isoliert, die Plasmide
mittels Restriktionsverdauen kontrolliert und ein das Plasmid pShuttle/PAI-2 (Abb. 5.1 C)
enthaltender Klon amplifiziert und das Plasmid mittels CsCl-Prédparation gereinigt. Durch den
Verdau mit [-Ceul und PI-Scel wurde die IgK-leader-Sequenz/PAI-2 Kassette zusammen mit
dem CMV-Promotor und dem BGH Polyadenylierungs-Signal ausgeschnitten und das
Plasmid zusitzlich durch Clal verdaut um eine Ligation des Plasmid-backbones mit dem
geschnittenen pAdenoX zu verhindern. AnschlieBend wurde die DNA PCI gereinigt und
gefillt. Das adenovirale backbone Plasmid pAdenoX (Abb. 5.1 E) wurde ebenfalls mit I-Ceul
und PI-Scel geschnitten, dephosphoryliert, PCI gereinigt und gefdllt. Im Anschluss erfolgte
die Ligation. Da das Plasmid pAdenoX zwischen der I-Ceul und PI-Scel Schnittstelle eine
Swal Schnittstelle enthélt, wurde die ligierte DNA PCI gereinigt, gefillt und mit Swal
verdaut, um die Transformation der Bakterien mit ungeschnittenem pAdenoX zu verhindern.
Die verdaute DNA wurde PCI gereinigt und geféllt und anschlieBend in StBI2™-Bakterien
transformiert. Die Plasmid DNA einzelner transformierter Bakterien-Kolonien wurde isoliert,
die Plasmide mittels Restriktionsverdauen kontrolliert, ein das Plasmid pAdenoX/PAI-2
(siche Anhang II) enthaltender Klon amplifiziert und das Plasmid mittels CsCl-Préaparation

gereinigt.

Zur Herstellung von rekombinanten Adenoviren wurde dieses Plasmid, welches bis auf die
Gene von E1 und E3 einem kompletten adenoviralen Genom entsprach und in der E1-Region
die PAI-2 cDNA unter Kontrolle eines humanen CMV-Promotors exprimierte, mit Pacl line-
arisiert und in HEK 293 Zellen transfiziert. Durch die Expression von El in den adenoviralen
Verpackungszellen HEK 293 wurden von diesen adenovirale Partikel produziert, welche nach
der durch die Virus-Replikation ausgeldsten Lyse der Zellen in das Medium freigesetzt wur-

den. Durch Infektion von HEK 293 Zellen mit diesem virushaltigen Medium wurde das Virus
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amplifiziert, einzelne infektiose Partikel mittels Plaque-Reinigung isoliert und diese an-
schlieBend mittels Restriktionsanalysen kontrolliert (siche Anhang II). Zum Nachweis des
Transgens wurde zusitzlich eine PCR (Abb. 5.1 I) durchgefiihrt. Das so generierte und iiber-
priifte Virus AdPAI-2 (Abb. 5.1. H) wurde fiir die Verwendung in vitro und in vivo amplifi-

ziert, gereinigt und der Titer mittels Plaque-Titration bestimmt.

5.1.3 Konstruktion des Cystatin C kodierenden Adenovirus (AdCysC)

Da Cystatin C die adenovirale Cysteinproteinase hemmt, welche fiir die Reifung der
Adenoviren notwendig ist, sollte die Sezernierung von Cystatin C optimiert werden, um eine
Anreicherung von Cystatin C im Zytoplasma zu verhindern. Hierfiir wurde die Cystatin C
cDNA zunichst in das Plasmid pSecTag2/Hygro B 3" der darin enthaltenen Igk-leader-
Sequenz kloniert. Damit die cDNA im Leseraster zu dem 5° der /eader-Sequenz liegendem
Startkodon eingefiigt werden konnte, wurden der cDNA mittels PCR Erkennungssequenzen
fiir Re-striktionsenzyme, 5° fir HindIIl und 3 fiir Xhol, angehdngt. Die Cystatin C cDNA
und pSecTag2/Hygro B wurden dann mit HindIIl und Xhol geschnitten. Das die Cystatin C
cDNA enthaltende DNA-Fragment und das gedffnete pSecTag2/Hygro B-Plasmid wurden
mittels Gelelektrophorese und Gelextraktion isoliert, ligiert und in Top10 transformiert. Die
Plasmid DNA einzelner transformierter Bakterien-Kolonien wurde isoliert, die Plasmide
mittels Restriktionsverdauen kontrolliert, ein das Plasmid pSecTag2/HygroB/Cystatin C
(siche Anhang II) enthaltender Klon amplifiziert und das Plasmid mittels CsCl-Préaparation

gereinigt.

Im néchsten Schritt wurde die Cystatin C cDNA zusammen mit der IgK-leader Sequenz in
das adenovirale shuttle Plasmid pKA1 kloniert. Hierfiir wurde pSecTag2/HygroB/Cystatin C
5" des Startkodons mit Nhel und 3" der Cystatin C cDNA mit Apal geschnitten, wahrend
pKA1 durch HindlIll linearisiert wurde. Die entstandenen Uberhéinge wurden durch Klenow-
Fragment abgebaut bzw. aufgefiillt und pKA1 im Anschluss dephosphoryliert. Das Cystatin C
enthaltende DNA-Fragment und das geschnittene pKAl wurden mittels Agarosegel-
Elektrophorese und anschlieBender Gelextraktion gereinigt, ligiert und in DHI0B
transformiert. Die Plasmid DNA wurde aus einzelnen transformierten Bakterien-Kolonien
isoliert, die Plasmide mittels Restriktionsverdauen kontrolliert (siche Anhang II), ein das
Plasmid pKA1/Cystatin C (Abb. 5.1 B) enthaltender Klon amplifiziert und das Plasmid

mittels CsCl-Priparation gereinigt.
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Zur Generierung rekombinanter Adenoviren wurde dieses adenovirale shuttle Plasmid mit
dem adenoviralen backbone Plasmid pBHGlox,AE1,AE3,Cre (Abb. 5.1. D) in HEK 293 Zel-
len ko-transfiziert. Durch das von pBHGIlox,AE1,AE3,Cre in eukaryotischen Zellen
exprimierte Cre-Protein, welches Endonukleasen- und Ligasenfunktion besitzt, kam es zu
einer gerichteten Rekombination an den Zielstrukturen des Cre-Proteins, den so genannten
loxP-Seiten. Diese befindet sich im Plasmid pKA1/CysC 3" des Polyadenylierungs-Signals
und des Transgens (Ab. 5.1 B) bzw. in pBHGlox,AE1,AE3,Cre 3* der Ampicillin-Resistenz
(Abb. 5.1 D). Durch diese Rekombination ensteht ein bis auf E1 und E3 komplettes
adenovirales Genom, welches in der deletierten E1 Region die Cystatin C cDNA unter
Kontrolle eines humanen CMV-Promotors exprimiert. Durch die Expression des E1-Gens
durch die adenoviralen Verpackungszellen HEK 293 wurden von den transfizierten Zellen
rekombinante Adenoviren produziert. Nach der durch die Virus-Replikation ausgelosten Lyse
der Zellen wurden diese rekombinanten Adenoviren in das Medium freigesetzt. Durch
Infektion von HEK 293 Zellen mit diesem virushaltigen Medium wurde das Virus
amplifiziert, einzelne infektiose Partikel mittels Plaque-Reinigung isoliert und diese
anschlieBend mittels Restriktionsanalyse kontrolliert (siche Anhang II). Zum Nachweis des
Transgens wurde zusitzlich eine PCR (Abb. 5.1 K) durchgefiihrt. Das so generierte und
iiberpriifte Virus AdPAI-2 (Abb. 5.1. J) wurde fiir die Verwendung in vitro und in vivo

amplifiziert, gereinigt und der Titer mittels Plaque-Titration bestimmt.

5.1.4 Nachweis der inhibitorischen Aktivitit der von den rekombinanten Adenoviren

kodierten Inhibitoren

Bevor diese Adenoviren fiir den in vivo Gentransfer eingesetzt werden konnten, musste
tiberpriift werden, ob von diesen sezernierbare und inhibitorisch aktive Transgene kodiert
werden. Um dieses zu untersuchen wurden HT1080 Zellen mit verschiedenen multiplicities of
infection (MOI) in vitro infiziert und die durch die transduzierten Zellen in das Kultur-
Medium sezernierten Inhibitoren quantifiziert und ihre Aktivitdt nachgewiesen. Infektionen
mit einem B-Galaktosidase kodierenden Adenvirus (AdB-Gal) mit verschiedenen MOIs hatte
zuvor gezeigt, dass sich HT1080 Zellen im Vergleich zu anderen Zelllinien sehr gut
transduzieren lieBen, weshalb sie flir diese in vitro Untersuchungen verwendet wurden

(Abbildung nicht gezeigt).
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Abbildung 5.2. Nachweis von Sezernierung und Aktivitit der einzelnen Transgene nach
adenoviralem Gentransfer in vitro. HT1080 Zellen wurden mit AdTIMP-1, AdPAI-2 bzw. AdCysC
mit MOIs von 5, 10, 25, 50, 100 und 200 infiziert. Als Kontrolle wurden HT1080 Zellen mit Addl70-3
mit einer MOI von 200 infiziert. A, C, E. Quantifizierung der sezernierten Inhibitoren mittels ELISA
(humanes TIMP-1 (A), humanes PAI-2 (C) und humanes Cystatin C (E)). Dargestellt wurde jeweils
das sezernierte Transgen pro 1 x 10* Zellen. B. Nachweis der inhibitorischen Aktivitit von TIMP-1.
Reverse MMP-Zymographie von Uberstinden AdTIMP-1 transduzierter HT1080 Zellen. Es wurden je
10 pl pro Infektion aufgetragen. Inhibition des dem Zymogramm zugesetzten MMP-2 durch TIMP-1
ist als dunkle Bande (28 kD) zu erkennen. D. Nachweis der inhibitorischen Aktivitit von PAI-2.
Inhibition der Plasminogen-Aktivierung durch PAI-2. Fiir die Plasminogen-Aktivierung wurden zu je
10 ul Uberstand 0,9 pg Plasminogen zugefiigt, diese 3 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend die
Plasminogen-Aktivierung zymographisch untersucht (obere Bande: singlechain Plasminogen, untere
Bande aktives twochain Plasmin; obere Abbildung). Zur Kontrolle wurden je 10 pl der Uberstinde auf
ein uPA-Zymogramm aufgetragen (HMW-uPA: 50 kD, untere Abbildung). F. Nachweis der
inhibitorischen Aktivitdt von Cystatin C. Reverse Papain-Zymographie von Uberstinden AdCysC
transduzierter HT1080 Zellen. Es wurden je 10 ul pro Infektion aufgetragen. Inhibition des dem
Entwicklungspuffer zugesetzten Papain durch Cystatin C sind als dunkle Banden zu erkennen
(unprozessiertes (pro) Cystatin C: 16,8 kD und Cystatin C: 11 kD).
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Mit den rekombinanten Viren AATIMP-1, AdPAI-2 bzw. AdCysC transduzierte HT1080 Zel-
len sezernierten mit steigender MOI zunehmende Mengen des entsprechenden Transgens in
das Kulturmedium (Abb. 5.2). Dabei sezernierten AdTIMP-1 transduzierte Zellen 30 Mal
mehr TIMP-1 (Abb. 5.2. A) als PAI-2 von AdPAI-2 transduzierten HT1080 Zellen sezerniert
wurde (Abb. 5.2. C) bzw. sieben Mal so viel TIMP-1 wie Cystatin C von AdCysC transdu-
zierten Zellen (Abb. 5.2. E) sezerniert wurde. Um auszuschlieBen, dass die verstirkte
Expression der jeweiligen Inhibitoren auf die adenovirale Transduktion der Zellen und nicht
auf die Expression des Transgens zurlickzufiihren war, wurden HT1080 Zellen zur Kontrolle
mit den gleichen MOIs eines Adenovirus ohne Transgen (Addl70-3) transduziert. Da es durch
die Transduktion der Zellen mit Add170-3 bei keiner verwendeten Dosis zu einer Verstirkung
der Expression der Inhibitoren kam (Abbildung nicht gezeigt), wurden in der Abbildung 5.2
nur die endogenen Inhibitor-Konzentrationen in den Zelliiberstinden der Kontrollen

transduziert mit einer MOI von 200 dargestellt (Abb. 5.2, A, C, E; jeweils der linke Balken).

Die inhibitorische Aktivitit der einzelnen Transgene konnte mit entsprechenden Methoden
bestdtigt werden. Mittels reverser MMP-Zymographie konnte die Aktivitidt von TIMP-1 (Abb.
5.2 B) und durch reverse Papain-Zymographie die Aktivitit von Cystatin C (Abb. 5.2. D)
nachgewiesen werden. Auf den SDS-Kontrollgelen, auf welchen die entsprechenden Proben
in gleicher Menge aufgetragen wurden, konnten in den Grof3enbereichen der Inhibitoren keine
Banden angefirbt werden (Abbildung nicht gezeigt) womit es sich bei den Banden in den
reversen Zymogrammen jeweils um den Nachweis der inhibitorischen Aktivitit des
entsprechenden Transgens handelte. Durch die Inhibition der jeweils zugegebenen Protease,
MMP-2 zum Nachweis der TIMP-1 Aktivitit bzw. Papain zum Nachweis der Cystatin C
Aktivitdit, wurde der Abbau des dem Gel zugefiigten Substrats durch die sezernierten

Transgene verhindert und das dort verbliebene Substrat angefarbt.

Die Bestitigung der inhibitorischen Aktivitidt von PAI-2 erfolgte durch Nachweis einer redu-
zierten uPA-Aktivitit. Da uPA einerseits Plasminogen aktivieren kann und andererseits von
PAI-2 inhibiert wird, kann bei konstanter uPA- und Plasminogen-Konzentration die inhibito-
rische Aktivitit von PAI-2 ermittelt werden, indem die Fahigkeit von uPA zur Plasmin-
Generierung gemessen wird. Hierfiir wurde den Uberstinden von AdPAI-2 transduzierten
HT1080 Zellen Plasminogen zugesetzt, welches von dem von den Zellen sezerniertem aktiven
HMW-uPA (hochmolekulares-, high molecular weight-uPA) aktiviert wurde. AnschlieBend
wurde die Plasmin-Generierung zymographisch bestimmt. Um die GréBen von Plasminogen
und Plasmin bestimmen zu konnen, wurde humanes Plasminogen bzw. durch uPA aktiviertes

humanes Plasminogen aufgetragen. Die Plasmin-Generierung in Zelliiberstinden AdPAI-2
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transduzierter HT1080 Zellen wurde mit steigenden PAI-2 Konzentrationen reduziert, bis
schlieBlich bei einer MOI von 200 keine Plasmin Aktivierung mehr nachgewiesen werden
konnte (Abb. 5.2 F, oben). Das zur Kontrolle angefertigte uPA-Zymogramm, in welchem
durch Dissoziation des uPA/PAI-2-Komplexes das gesamte uPA detektiert werden kann,
zeigte, dass in allen Zelliiberstinden gleiche uPA Mengen enthalten waren. Somit war die
beobachtete Reduktion der Plasminogen-Aktivierung auf die Inhibition von uPA durch PAI-2
zuriickzufiihren und beruhte nicht auf einer verdnderten uPA Aktivitdt (Abb. 5.2 F, unten).
Auch verdnderte Mengen an endogenem Plasminogen bzw. Plasmin hatten keinen Einfluss
auf das erzielte Ergebnis, da in keinem der verwendeten Zelliiberstéinden endogenes Plasmi-

nogen oder Plasmin nachweisbar war (Abbildung nicht gezeigt).

Nachdem die Funktionalitit der konstruierten rekombinanten Adenoviren in vitro
nachgewiesen wurde, konnten diese fiir den in vivo Gentransfer der entsprechenden
natiirlichen Proteaseinhibitoren verwendet werden. Aufgrund fritherer Studien in denen eine
prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 die experimentelle Metastasierung eines T-Zell
Lymphoms stark inhibierte (Elezkurtaj et al., 2004) und der Tatsache, dass in einer
vorangegangenen Arbeit fiir das verwendete HT1080 Modell ein Anstieg der
Gelatinasenexpression durch die Metastastasierung gezeigt werden konnte (Arlt, 2004), sollte
zundchst die anti-metastatische Wirksamkeit des adenoviralen Gentransfers von TIMP-1 in

vivo ausgetestet werden.

5.2 Signifikante Hemmung der experimentellen HT1080-Lungenmetastasierung durch

prophylaktische Uberexpression von TIMP-1

Um zu untersuchen, ob sich der in friiheren Studien durch prophylaktische Uberexpression
von TIMP-1 erzielte Therapieerfolg in einem experimentellen Metastasierungsmodell mit
murinen T-Zell Lymphom-Zellen (Elezkurtaj et al., 2004) auf ein Modell mit Zellen eines
soliden Tumors iibertragen lédsst, sollte in der vorliegenden Arbeit die potentielle anti-
metastatische Wirksamkeit von TIMP-1 in einem experimentellen Metastasierungsmodell
humaner Fibrosarkomzellen bestimmt werden. Hierfiir wurden zunéchst, um die Detektion
von Metastasen zu erleichtern, humane Fibrosarkomzellen (HT1080) mit /acZ markiert. Dazu
wurde diese Zelllinie mit einem lacZ kodierenden eukaryotischen Expressionsplasmid
(pLZ12) transfiziert und ein lacZ transfizierter Klon (HT1080pLZ12/K15-1) fiir die

experimentelle Metastasierung verwendet.
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Um eine moglichst hohe TIMP-1 Expression im Wirtsgewebe zum Zeitpunkt der Tumorzell-
inokulation zu erreichen, wurden CD1 nu/nu Méuse drei Tage vor der Tumorzellinokulation
mit AATIMP-1, bzw. zur Kontrolle mit einem Adenovirus ohne Transgen (Addl70-3), trans-
duziert. Die dadurch erzielte prophylaktische Uberexpression fiihrte zu einer Reduktion der
Anzahl experimenteller HT1080pLZ12/K15-1 Lungenmetastasen um 93% im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 5.3; Fotografien reprasentativer X-Gal gefarbter Lungen s. Abb. 5.26).
Diese anti-metastatische Potenz spiegelte sich sogar in einem Anstieg der metastasenfreien
Lungen in der AdTIMP-1 behandelten Gruppe im Vergleich zu der Addl70-3 transduzierten
Kontrolle wider. Der Anteil der metastasenfreien Tiere hatte sich verdoppelt, erreichte jedoch

nicht statistische Signifikanz (Abb. 5.4).
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Abbildung 5.3. Prophylaktische TIMP-1 Uberexpression inhibierte die experimentelle Lungen-
metastasierung durch HT1080 Zellen signifikant. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10°
lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen) wurden CD1 nu/nu Miause mit AdTIMP-1 (2 x 10° pfu
AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Addl170-3) bzw. Addl70-3 (6 x 10° pfu) i.v. behandelt. 21 Tage nach der
Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert, die Lungen entnommen und X-Gal geféarbt. Die
Metastasen auf der gesamten Oberfliche der linken Lunge wurden gezdhlt. Mittelwerte (AdTIMP-1
2,5 £ 1,4, n=10; Addl70-3 38,1 + 16,1, n=16), Standardfehler und Ergebnis der statistischen Analyse
sind dargestellt.
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Abbildung 5.4. Prophylaktische TIMP-1 Uberexpression erhohte die Anzahl metastasenfreier
Lungen. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1
Zellen) wurden CD1 nu/nu Miuse mit AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AATIMP-1 + 4 x 10° pfu Add170-3)
bzw Addl70-3 (6 x 10° pfu) i.v. behandelt. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere
ge-opfert, die Lungen entnommen und X-Gal gefarbt. Prozentualer Anteil metastasenfreier Lungen
pro Gruppe (Addl70-3: 18,8%, n=16; AdTIMP-1: 40,0%, n=10) und Ergebnis der statistischen
Analyse sind dargestellt. n.s. = nicht signifikant.

5.3 Transduktion von Leber und Lunge und hohe TIMP-1 Konzentrationen im Serum

durch adenoviralen Gentransfer von TIMP-1

Um den durch adenoviralen Gentransfer von TIMP-1 erzielten Therapieerfolg auf die
prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 zuriickfiilhren zu konnen, musste die

Uberexpression von TIMP-1 im Wirt nachgewiesen werden.

Zum Nachweis der Transduktion der Tiere durch AdTIMP-1 bzw. der Uberexpression des
Transgens, sollte die Expression des humanen Transgens in Lungen und Lebern auf RNA
Ebene nachgewiesen werden bzw. das durch den transduzierten Wirt sezernierte TIMP-1 Pro-
tein im Serum quantifiziert werden. Mittels quantitativer RT-PCR (TagMan™) wurde der
relative Anteil humaner TIMP-1 mRNA in Lebern und Lungen transduzierter Méuse drei Ta-
ge nach dem Gentransfer bestimmt. Dabei zeigte sich, dass neben der erwarteten Expression
von TIMP-1 in der Leber auch in der Lunge humane TIMP-1 mRNA nachgewiesen werden
konnte. Dabei war die TIMP-1 Expression in der Lunge jedoch um 99% geringer als in der

Leber (Abb. 5.5. A). Zum gleichen Zeitpunkt, d.h. drei Tage nach dem Gentransfer, konnten
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Abbildung 5.5. Nachweis der TIMP-1 in vivo Transgenexpression. Drei Tage vor der
Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen) wurden CD1 nu/nu
Miuse mit AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus) bzw. Addl70-3 (6 x 10’
pfu/Maus) i.v. behandelt. Drei Méuse pro Gruppe wurden zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation
geopfert und Lungen und Lebern entnommen, die restlichen Méuse wurden 21 Tage nach der
Tumorzellinokulation euthanisiert und Serum entnommen. A. Gesamt-RNA aus Lebern bzw. Lungen
von je drei Addl70-3 bzw. TIMP-1 transduzierten Méusen (drei Tage nach Gentransfer) wurde isoliert
und die TIMP-1 mRNA Expression mittels TagMan'™ bestimmt. Als Kontrolle wurde 18S RNA
quantifiziert und Mittelwerte und Standardfehler des relativen Anteils humaner (hu) TIMP-1 mRNA
zu 18S RNA dargestellt (Addl70-3: Leber 0,0004 + 0,0006, Lunge 0,0004 + 0,0005; AdTIMP-1:
Leber 3,68 + 0,86, Lunge 0,014 + 0,002). B-C. Bestimmung des humanen TIMP-1 Protein Gehaltes
im Serum AdTIMP-1 bzw. Addl70-3 transduzierter Mause. B. TIMP-1 Gehalt im Serum von je drei
Maiusen, geopfert zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation, d.h. drei Tage nach dem Gentransfer
(Addl170-3: 0,00 = 0,00 pg/ml; AdTIMP-1: 383,10 £ 23,91 pg/ml). C. TIMP-1 Protein im Serum
transduzierter Mause (Addl70-3: 0,00 £ 0,00 ug/ml, n= 5; AdTIMP-1: 3,64 £ 0,41 pg/ml, n=10) 21
Tage nach Tumorzellinokulation, 24 Tage nach dem Gentransfer.

extrem hohe Konzentrationen an humanem TIMP-1 Protein im Serum, im Durchschnitt 383
ug pro ml Serum, nachgewiesen werden (Abb. 5.5. B). Selbst zu Tierversuchsende, d.h. 24
Tage nach dem Gentransfer und 21 Tage nach der Tumorzellinokulation, konnten trotz der
transienten Expression des Transgens bei jeder AdTIMP-1 transduzierten Maus noch
beachtliche Mengen an systemischem humanen TIMP-1, im Durchschnitt 3,6 pg pro ml
Serum, gemessen werden (Abb. 5.5 C). Um zu untersuchen, welchen Einfluss eine so starke
Uberexpression eines Proteinaseinhibitors auf die Expression der von ihm inhibierten

Proteinasen nimmt, wurde als nichstes exemplarisch die Expression von MMP-9 untersucht.

-80-



5. Ergebnisse

5.4 Verstirkte Expression von MMP-9 durch Uberexpression von TIMP-1

Um den Einfluss der TIMP-1 Uberexpression auf die Expression von MMPs zu untersuchen,
wurde exemplarisch die Expression von MMP-9 untersucht. Hierfiir wurde drei Tage nach
dem Gentransfer die Gesamt-RNA aus Lungen und Lebern AdTIMP-1 bzw. zur Kontrolle aus
Addl70-3 (Kontrollvirus ohne Transgen) transduzierten Méusen isoliert. Die Expression von
murinem MMP-9 wurde zunichst auf RNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR bestimmt.
Hierbei zeigte sich, dass die Expression von MMP-9 durch die Uberexpression von TIMP-1
in der Lunge um das 2,7-fache (Abb. 5.6 A) und in der Leber, mit einer um 99% stérkeren
Expression von TIMP-1 (Abb. 5.5 A), sogar um das 9-fache anstieg (Abb. 5.6. A). Um zu
untersuchen, ob sich diese gesteigerte mRNA Expression von MMP-9 auch auf Proteinebene
widerspiegelte, wurde von den entsprechenden Tieren Gesamt-Protein aus Lebern und
Lungen isoliert und diese mittels MMP-Zymographie untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass auch auf Proteinebene die Expression von MMP-9 durch TIMP-1 Uberexpression

verstarkt war. Sowohl in Lebern als auch Lungen war deutlich mehr proMMP-9 in
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Abbildung 5.6. Verstirkte MMP-9 Expression in Leber und Lunge durch Uberexpression von
TIMP-1. Je drei Méusen wurde AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus)
bzw. Add170-3 (6 x 10° pfu/Maus) in die Schwanzvene injiziert. Nach drei Tagen wurden die Mause
geopfert und Lungen und Lebern entnommen. A. Quantitative MMP-9 RT-PCR (TaqMan™). Gesamt-
RNA wurde aus Lebern und Lungen aufgearbeitet und mittels quantitativer RT-PCR die Expression
muriner (mu) MMP-9 mRNA bestimmt. Als Kontrolle wurde 18S RNA quantifiziert und Mittelwerte
und Standardfehler des relativen Anteils muMMP-9 mRNA zu 18S RNA von je drei Méusen pro
Gruppe dargestellt (Add170-3: Lunge 183,04 + 78,63, Leber 0,54 + 0,54; AdTIMP-1: Lunge 502,27 +
233,58, Leber 4,88 + 0,38). B. Zymographische Untersuchung der Expression von Gelatinasen.
Protein wurde aus Lebern und Lungen aufgearbeitet, Gesamtproteinmenge bestimmt und je 25 ug
Leber- bzw. Lungenprotein auf MMP-Zymogramme aufgetragen. Dargestellt sind Zymogramme mit
je zwei repréasentativen Tieren pro Gruppe. Links: Lunge, rechts: Leber.
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Gewebeproben AdTIMP-1 transduzierter Mause (Abb. 5.6. B, Spuren 2 und 3 bzw. 7 und 8
von links) zu erkennen als in solchen von Addl70-3 transduzierten Tieren (Abb. 5.6 B, Spuren
1 und 2 bzw. 5 und 6 von links). In keiner Behandlungsgruppe konnte in Leber bzw. Lunge
zymographisch aktives MMP-9 detektiert werden, welches aufgrund seiner geringeren Grof3e

als Bande unterhalb des proMMP-9 sichtbar wire (Abb. 5.6).

Um zu ermitteln, ob die durch prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 erzielten TIMP-1
Konzentrationen im Zielorgan der Metastasierung ausreichend waren, die erhohten MMP-9
Konzentrationen zu kompensieren, wurde die MMP-9 Aktivitit in den Lungen AdTIMP-1
bzw. Addl70-3 transduzierter Tiere ermittelt.

5.5 TIMP-1 Uberexpression kompensiert verstirkte MMP-9 Expression

Um die Auswirkungen der durch die TIMP-1 Uberexpression ausgeldsten Verstirkung der
MMP-9 Expression beurteilen und den durch TIMP-1 Uberexpression erzielten anti-
metastatischen Effekt erkliren zu konnen, sollte die inhibitorische Kapazitit des
iiberexprimierten TIMP-1 in der Lunge evaluiert werden. Hierflir wurde Protein aus Lungen
AdTIMP-1 bzw. Addl70-3 transduzierter Méduse isoliert und in einem MMP-9 Aktivititsassay
getestet. Dieser Aktivititsassay beruht im Wesentlichen auf der Bindung von MMP-9 an
einen MMP-9-spezifischen Antikorper. Da sowohl aktives MMP-9 als auch proMMP-9 an
diesen Antikorper binden kann, ist es mit dieser Methode moglich sowohl das endogen aktive
MMP-9 einer Gewebeprobe als auch den Gesamt-MMP-9 Gehalt, d.h. die Summe aus
aktivem MMP-9 und proMMP-9, zu bestimmen. Um das aktive MMP-9 zu bestimmen wird
nach dem Entfernen samtlicher anderen Proteine des Homogenates, inklusive des an
proMMP-9 gebundenen TIMP-1, ein chromogenes Substrat zugegeben. Der Umsatz dieses
chromogenen Substrates ist das MaRl fiir die MMP-9 Aktivitit. Um den Gesamt-MMP-9
Gehalt zu bestimmen erfolgt vor der Zugabe des Substrates die Aktivierung des
antikorpergebundenen proMMP-9. Durch eine leichte Abwandlung dieser Methode kann
dieser Aktivititsassay zur Bestimmung der inhibitorischen Aktivitit des {iberexprimierten
TIMP-1 Proteins genutzt werden. Hierbei erfolgt die Aktivierung des proMMP-9 im
Lungenhomogenat, d.h. dass TIMP-1 Molekiile noch an proMMP-9 gebunden vorliegen. Eine
Reduzierte Aktivierung von proMMP-9 in diesem Aktivierungsansatz verglichen mit der
Aktivierbarkeit von antikorpergebundenem proMMP-9 reprisentiert die inhibitorische

Aktivitét des iberexprimierten TIMP-1.
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A Gesamte MMP-9 Aktivitit B Nachweis der TIMP-1 Aktivitiit ex vivo
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Abbildung 5.7. Uberexpression von TIMP-1 fiihrt zur Inhibition der proMMP-9 Aktivierung.
Aus Lungen von je drei AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.) bzw.
Addl70-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus i.v.) transduzierten Méusen wurde drei Tage nach der
Transduktion Gesamt-Protein isoliert. Die MMP-9 Aktivitit in je 80 pg Protein pro Lunge und Ansatz
wurde in einem MMP-9 Aktivititsassay bestimmt. Die in Lungen aus Addl70-3 transduzierten
Maiusen gemessene Gesamt-MMP-9 Aktivitit wurde als 100% gesetzt. Die Mittelwerte und
Standardfehler der relativen MMP-9 Aktivitdt pro Gruppe wurden dargestellt. A. Nachweis des
Gesamt-Gehaltes an MMP-9 in den eingesetzten Lungen durch APMA Aktivierung des
antikorpergebundenen proMMP-9 (Addl70-3: 100,00 + 5,75%; AdTIMP-1: 135,33 + 41,53%). B.
Nachweis der Inhibition der = proMMP-9 Aktivierung durch iiberexprimiertes TIMP-1. Gesamt-
Lungenprotein wurde vor Verwendung im Aktivitidtsassay mit APMA behandelt. AnschlieBend wurde
das aktive MMP-9 im Aktivitéts-assay bestimmt (Addl70-3: 100,00 + 16,86%; AdTIMP-1: 49,84 +
13,17%).

Zunichst wurde die Aktivitdt des in der Lunge endogen vorkommenden aktiven MMP-9 er-
mittelt. Es zeigte sich, dass trotz des Anstieges an proMMP-9 in den TIMP-1 behandelten
Tieren ebenso wie in der Addl70-3 transduzierten Kontrolle kein aktives MMP-9 detektierbar
war (Abbildung nicht gezeigt). Dieses bestétigt das mittels MMP-Zymographie ermittelte
Ergebnis. In den MMP-Zymogrammen konnte nur die pro-Form, aber kein aktives MMP-9
detektiert werden (Abb. 5.6 B). Durch Aktivierung des proMMP-9 in Abwesenheit des iiber-
exprimierten TIMP-1 Proteins konnte auch die durch die Uberexpression von TIMP-1 ausge-
16ste Zunahme an proMMP-9 Protein bestitigt werden (Abb.5.7 A). Da TIMP-1 an
proMMP-9 binden und dessen Aktivierung inhibieren kann, sollte festgestellt werden, ob die
Uberexpression von TIMP-1 ausreichend war die Aktivierung von proMMP-9 zu inhibieren.
Hierfiir erfolgte die Aktivierung des proMMP-9 in Anwesenheit des iiberexprimierten

TIMP-1 Proteins. Dieser Ansatz zeigte, dass trotz des deutlich hoheren proMMP-9 Gehaltes
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in den Lungen TIMP-1 transduzierter Méuse von diesem nur 36% aktiviert werden konnten,
welches 50% des aktivierbaren proMMP-9 der Addl70-3 transduzierten Kontrolle entsprach
(Abb. 5.7 B). In den TIMP-1 transduzierten Lungen war demnach 64% des proMMP-9 an
TIMP-1 gebunden. In TIMP-1 transduzierten Lebern, wo ein um den Faktor drei stirkerer
Anstieg der MMP-9 Expression im Vergleich zu den Lungen gefunden wurde, konnte eben-
falls kein endogen aktives MMP-9 detektiert werden, wéahrend in Addl70-3 transduzierten
Lebern endogen aktives MMP-9 nachweisbar war (Abbildung nicht gezeigt).

Mit diesem Nachweis der TIMP-1 Transgenaktivitit ex vivo konnte gezeigt werden, dass trotz
der durch die TIMP-1 Uberexpression ausgeldsten erhohten Expression von MMP-9
ausreichend TIMP-1 in Lungen und Lebern vorhanden war MMPs zu inhibieren. Der durch
adenoviralen Gentransfer von TIMP-1 erzielte Therapieerfolg konnte demnach auf die anti-
proteolytische Aktivitdt von TIMP-1 zurilickgefiihrt werden. Da proMMPs unter anderem von
Plasmin aktiviert werden, sollte im ndchsten Schritt liberpriift werden, ob Plasminogen-

Aktivatoren im verwendeten Metastasierungsmodell eine Rolle spielen.

5.6 Korrelation der Urokinase (uPA) Expression und der Anzahl an HT1080 Metas-

tasen in der Lunge

Um festzustellen, ob andere Proteaseklassen ebenfalls ein Ziel fiir eine anti-proteolytische
Therapie der Metastasierung darstellen konnten, wurden zundchst die Plasminogen-
Aktivatoren (PAs) untersucht. Da PAs zur Generierung von aktivem Plasmin fiihren, welches
eine Reihe von proMMPs aktiviert, sind PAs indirekt an der Aktivierung einiger MMPs
beteiligt. Daher sollte iiberpriift werden, ob im verwendeten Metastasierungsmodell PAs im
Zielorgan der Metastasierung exprimiert werden bzw. ob ihre Expression von der HT1080

Metastasierung beeinflusst wird.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung, erfolgte die Isolation von Gesamt-Protein aus
metastasentragenden Lungen von Maiusen welche drei Tage vor der Inokulation von
HT1080pLZ12/K15-1 Zellen mit dem Kontrollvirus Addl70-3 transduziert wurden. Um die
Proben hinsichtlich ihrer Metastasenzahl zymographisch untersuchen zu kénnen wurden nur
die jeweils rechten Lungenfliigel aufgearbeitet und die jeweils linken Lungenfliigel X-Gal
gefarbt und die Anzahl der Metastasen auf ihnen bestimmt. Mittels einer PA-Zymographie
konnte gezeigt werden, dass mit steigender Zahl an Lungenmetastasen der Gehalt an HMW-

uPA (hochmolekulares-, high molecular weight-uPA) in den Lungen zunahm, wihrend der
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Metastasen pro Lunge

<tPA

< HMW-uPA

< LMW-uPA

Abbildung 5.8. Anzahl der HT1080 Lungenmetastasen korrelierte mit uPA Gehalt in der Lunge.
CD1 nu/nu Miuse wurden drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-markierter
HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) mit Add170-3 transduziert (6 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.).
21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Lungen entnommen und der linke Lungenfliigel
X-Gal gefarbt um die Metastasen zu quantifizieren, wéhrend aus dem rechten Lungenfliigel Protein
isoliert wurde. Gesamt-Protein wurde quantifiziert und Lungenproteine (7,5 pg/Probe) auf ein PA-
Zymogramm aufgetragen. Als Kontrolle wurde eine Addl70-3 transduzierte Maus die keine
Tumorzellen erhielt verwendet.

Anteil von LMW-uPA (niedermolekulares-, low molecular weight-uPA) bzw. tPA von der
Anzahl der Metastasen unabhéngig war (Abb. 5.8). Es bleibt darauf hinzuweisen, dass mit der
PA-Zymographie die jeweiligen murinen und humanen Spezies der PAs nicht unterschieden
werden konnen, da sowohl bei uPA als auch tPA das humane und murine Protein gleiche
GroBlen aufweisen. Der Anstieg von uPA in der Lunge konnte demnach aus einer Zunahme
der Wirts- und/oder der Tumorzell-Expression resultieren. Durch die Korrelation von HMW-
uPA Expression und HT1080 Metastasenzahl in der Lunge stellt uPA jedoch ein potentielles
Zielmolekiil fiir eine anti-proteolytische Therapie der Metastasierung im verwendeten Modell

dar.

5.7 Additiver anti-metastatischer Effekt durch simultane prophvlaktische
Uberexpression von TIMP-1 und PAI-2

Da PAs zur Generierung von aktivem Plasmin fiihren, welches eine Reihe von proMMPs ak-
tiviert, sind PAs indirekt an der Aktivierung einiger MMPs beteiligt. In dieser Arbeit konnte
bereits gezeigt werden, dass die Inhibition der MMPs durch prophylaktische Uberexpression
von TIMP-1 zu einer starken Reduktion der HT1080 Lungenmetastasierung fiihrte (siche Ab-
schnitt 5.2) und, dass die Expression von uPA im verwendeten Tiermodell im Zielorgan durch
die Metastasierung ansteigt (siche Abschnitt 5.6). Daher sollte als ndchstes untersucht werden,

ob auch die Inhibition des PA-Systems, welches durch Aktivierung von MMPs eine diesem
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Abbildung 5.9. Additiver Effekt bei der Reduktion von HT1080 Lungenmetastasen durch
Doppelbahandlung mit AdTIMP-1 und AdPAI-2. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10°
lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen) wurden CD1 nu/nu Méuse mit AATIMP-1 (2 x 10° pfu
AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus), AdPAI-2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Addl70-
3/Maus), AATIMP-1 + AdPAI-2 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu Add170-
3/Maus) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu/Maus) i.v. behandelt. 21 Tage nach der
Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und die Lungen entnommen. Die linke Lungenhilfte
wurde X-Gal gefarbt. Alle Metastasen auf der Oberfliche der linken Lungenhilfte wurden ausgezihlt.
Mittelwerte, Standardfehler (Add170-3: 38,1 + 16,1, n=16; AdTIMP-1: 2,5 + 1,4, n~=10; AdPAI-2: 18,5
+ 13,7, n=13; AdTIMP-1 + AdPAI-2: 0,3 £ 0,3, n=14) und Ergebnis der statistischen Analyse sind
dargestellt. n.s.: nicht signifikant.

System iibergeordnete Rolle einnimmt, effektiv die Metastasierung von HT1080 Zellen redu-
zieren kann. Daher sollte untersucht werden, ob eine prophylaktische Uberexpression von
PAI-2, einem natiirlichen Inhibitor der PAs, ebenso effektiv in der Reduktion der experimen-
tellen Metastasierung ist wie der zuvor untersuchte Gentransfer von TIMP-1. Da nicht alle
proMMPs von Plasmin aktiviert werden sollte zusdtzlich untersucht werden, ob die simultane
Uberexpression von PAI-2 und TIMP-1 einen additiven therapeutischen Effekt aufweist. Um
eine moglichst hohe PAI-2 bzw. TIMP-1 Expression im Wirtsgewebe zum Zeitpunkt der Tu-
morzellinokulation zu erreichen, wurden CD1 nu/nu Méuse drei Tage vor der Inokulation von
HT1080pLZ12/K15-1 Zellen mit AdPAI-2, AdTIMP-1 bzw. einer Kombination aus AdPAI-2
und AdTIMP-1 und zur Kontrolle mit einem Virus ohne Transgen (Addl70-3) transduziert.

Die erzielte prophylaktische Uberexpression von PAI-2 fiihrte zu einer signifikanten Re-
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duktion der Anzahl experimenteller Lungenmetastasen um 52% im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (Abb. 5.9; fiir Fotografien reprisentativer X-Gal gefarbter Lungen siche Abb. 5.26).
Diese anti-metastatische Potenz spiegelte sich sogar in einem Anstieg der metastasenfreien
Lungen in der AdPAI-2 transduzierten Gruppe im Vergleich zu der Addl70-3 transduzierten
wider (Abb. 5.10).

Die Simultane Uberexpression von PAI-2 und TIMP-1 fiihrte zu einer additiven therapeu-
tischen Wirkung. Diese Doppelbehandlung reduzierte die Lungenmetastasierung signifikant
um 99% verglichen zur Kontrolle und war um 47% effektiver in der Reduktion der HT1080
Lungenmetastasen als die Einzelbehandlung mit AdPAI-2 und um 7% signifikant
antimetastatisch wirksamer als die Einzelbehandlung mit AdTIMP-1 (Abb. 5.9). Die anti-
metastatische Potenz der simultanen Uberexpression von humanem PAI-2 und TIMP-1 fiihrte
sogar zu einem signifikanten flinffachen Anstieg metastasenfreier Lungen im Vergleich zur
Addl70-3 transduzierten Kontrolle, wihrend die Anzahl metastasenfreier Lungen durch
alleinige TIMP-1 bzw. PAI-2 Expression im Vergleich zur Kontrolle zwar erh6ht war, jedoch

in beiden Fillen keine statistische Signifikanz erreichte (Abb. 5.10).
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Abbildung 5.10. Signifikante Zunahme der Anzahl metastasenfreier Lungen durch die simultane
Uberexpression von TIMP-1 und PAI-2. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-
markierter HT1080lacZK 15 Zellen) wurden CD1 nu/nu Mause mit AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-
1 + 4 x 10° pfu Addl70-3, n=10), AdPAI-2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Addl70-3, n=13),
AdTIMP-1 + AdPAI-2 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu Add170-3, n=14)
bzw. als Kontrolle mit Addl70-3 (6 x 10° pfu, n=16) iv. behandelt. 21 Tage nach der
Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und die Lungen entnommen. Die linke Lungenhilfte
wurde X-Gal gefarbt und Anzahl metastasenfreier Lungen gezéhlt. Dargestellt wurde der prozentuale
Anteil metastasenfreier Lungen pro Gruppe (Addl70-3: 18,8%, AdPAI-2: 53,8%, AdTIMP-1: 40,0%,
AdPAI-2 + AdTIMP-1: 92,9%).
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Es kann zusammengefasst werden, dass die Uberexpression von PAI-2 die HT1080 Lungen-
metastasierung im Vergleich zur Kontrolle reduzierte, dass PAI-2 im Vergleich zu TIMP-1
eine geringere anti-metastatische Potenz im verwendeten Modell aufwies und, dass die zu-
sitzliche Expression von PAI-2 die anti-metastatische Wirksamkeit von TIMP-1 erhohte. Um
diese Ergenisse auf den Gentransfer von PAI-2 bzw. auf den von PAI-2 und TIMP-1 zuriick-
fiihren zu konnen, musste sowohl die PAI-2 als auch die TIMP-1 Uberexpression im Wirt

nachgewiesen werden.

5.8 Transduktion von Leber und Lunge und hohe Transgen Konzentrationen im

Serum durch adenoviralen Gentransfer von PAI-2 und TIMP-1

Als nichstes sollte untersucht werden, ob der beobachtete additive anti-metastatische Effekt
durch Behandlung mit AdPAI-2 und AdTIMP-1 tatsdchlich durch die simultane
Uberexpression von TIMP-1 und PAI-2 erzielt wurde oder ob in der Doppelbehandlung eines
der beiden Transgene in deutlich hoherer Konzentration vorlag als in der jeweiligen
Einzelbehandlung. In diesem Falle konnte der additive anti-metastatische Effekt nicht mehr

allein auf die Ko-Expression der beiden Inhibitoren zuriickgefiihrt werden.

Zum Nachweis der Transduktion der Tiere durch AdPAI-2 und/oder AdTIMP-1 bzw. der
Uberexpression der Transgene, sollte die Expression dieser humanen Gene in Lungen und
Lebern auf RNA Ebene nachgewiesen werden bzw. das durch den transduzierten Wirt
sezernierte PAI-2 und/oder TIMP-1 Protein im Serum quantifiziert werden. Mittels
quantitativer RT-PCR (TagMan™) wurde der relative Anteil humaner PAI-2 bzw. TIMP-1
mRNA in Lebern und Lungen transduzierter Méuse drei Tage nach dem Gentransfer
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass AdPAI-2, wie auch zuvor AdTIMP-1, Leber und Lunge
transduzierte wobei auch hier die Expression in der Leber um 99% stirker war als in der
Lunge (Abb. 5.11 A). In der TIMP-1 Einzelbehandlung wurde ungefihr die gleiche Menge an
TIMP-1 mRNA gefunden, wie PAI-2 mRNA in Organen von AdPAI-2 transduzierten Tieren
(Abb. 5.11 A und B). In der Doppelbehandlung war mehr TIMP-1 mRNA enthalten, als in
den Proben der TIMP-1 Einzelbehandlung. Dieser Unterschied war jedoch weder in Lunge
noch Leber signifikant (P = 0,4 bzw. P =0,1; Abb. 5.11 B).
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Abbildung 5.11. Nachweis der TIMP-1 und PAI-2 in vivo Transgenexpressmn. Drei Tage vor der
Tumorzellinokulation wurden CD1 nu/nu Maiuse mit AdPAI-2 g x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu
Addl70-3/Maus, 1V) AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AJTIMP-1 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.), AdPAI-2 +
AdTIMP-1 (2 x10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AATIMP-1 + 2 x 10° pfu AddI70-3/Maus, i.v.) bzw. als
Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Add170-3/Maus, i.v.) transduziert. Drei Miuse pro Gruppe wurden
zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation geopfert und Lungen, Lebern und Serum entnommen, die
restlichen Méuse wurden 21 Tage nach der Tumorzellinokulation (1 x 10° HT1080pLZ12/K15-1/Maus, i.v)
geopfert und Serum entnommen. A-B. Gesamt-RNA aus Lebern bzw. Lungen von je drei Tieren pro
Gruppe (drei Tage nach Gentransfer) wurde isoliert und die humane (hu) PAI-2- bzw. huTIMP-1 mRNA
Expression mittels quantitativer RT-PCR (TaqMAnTM) bestimmt. Als Kontrolle wurde 18S RNA bestimmt
und Mittelwerte und Standardfehler des relativen Anteils von huPAI-2 bzw. huTIMP-1 mRNA dargestellt.
A. Relativer Anteil an huPAI-2 mRNA (Leber: Addl70-3: 0 + 0; AdPAI-2: 2,54 £+ 0,90; AATIMP-1: 0 + 0;
AdPAI-2 £ AdTIMP-1: 3,34 £ 0,75; Lunge: Addl170-3: 0 £ 0; AdPAI-2: 0,004 = 0,001; AdTIMP-1: 0 £ 0;
AdPAI-2 + AdTIMP-1: 0,01 £ 0,003). B. Relativer Anteil an huTIMP-1 mRNA (B, Leber: Addl70-3: 0 £
0; AdPAI-2: 0 £ 0, AATIMP-1: 3,68 + 0,86; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 7,65 £ 2,07). C-F. Quantitative
Bestimmung der sezernierten humanen Transgene im Serum transduzierter Mause. C-D. PAI-2 (C) bzw.
TIMP-1 (D) Gehalt im Serum von je drei Méusen zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation (PAI-2:
Addl70-3: 0 £ 0; AdPAI-2: 333,41 = 122,97; AdTIMP-1: 0 + 0; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 200,54 + 67,51
pg/ml; TIMP-1: Addl70-3: 0 £ 0; AdPAI-2: 0 £ 0 pg/ml; AdTIMP-1: 383,10 + 23,91 pg/ml; AdPAI-2 +
AdTIMP-1: 532,40 £ 115,59 pg/ml). E-F. PAI-2 (E) bzw. TIMP-1 (F) Gehalt im Serum von transduzierten
Mausen, 21 Tage nach Tumorzellinokulation, 24 Tage nach dem Gentransfer. (PAI-2: Addl70-3: 0 £ 0, n =
3; AdPAI-2: 5,15 £ 1,07, n = 13; AdTIMP-1: 0 + 0, n = 3; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 3,83 £ 0,67 pg/ml
Serum, n = 14; TIMP-1: Addl70-3: 0 £ 0, n = 3; AdPAI-2: 0 + 0, n = 3; AdTIMP-1: 3,64 + 0,41, n = 10;
AdPAI-2 + AdTIMP-1: 4,02 £ 0,29 pug/ml, n=14).
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Zum gleichen Zeitpunkt, d.h. drei Tage nach dem Gentransfer, konnten extrem hohe Konzen-
trationen an humanem PAI-2 bzw. TIMP-1 Protein im Serum nachgewiesen werden (Abb.
5.11 C und D). In den PAI-2 {iberexprimierenden Tieren wurde durchschnittlich 267 pg PAI-
2 pro ml Serum gefunden wobei es keine signifikanten Unterschiede zwischen den systemi-
schen PAI-2 Konzentrationen der Einzel- bzw. Doppelbehandlung gab (P = 0,343; Abb. 5.11
C). Auch die Unterschiede zwischen dem TIMP-1 Gehalt im Serum AdTIMP-1 transduzierter
Maiuse unterschied sich nicht signifikant von dem im Serum simultan TIMP-1 und PAI-2 {ibe-
rexprimierender Tiere (P = 0,200; Abb. 5.11 D). Demnach beeinflusste die gleichzeitige
Transduktion des Wirtsgewebes mit AdPAI-2 und AdTIMP-1 nicht die Expression der ein-
zelnen Transgene. Die mit dem jeweiligen Adenovirus transduzierten Tiere exprimierten
selbst zu Tierversuchsende, d.h. 24 Tage nach dem Gentransfer und 21 Tage nach der Tumor-
zellinokulation, noch die entsprechenden Transgene. Zu diesem Zeitpunkt konnten im Serum
trotz der transienten Expression der Transgene bei jeder AAPAI-2 bzw. AdTIMP-1 transdu-
zierten Maus noch beachtliche Mengen des entsprechenden Inhibitors gemessen werden. Die
PAI-2 Konzentrationen betrugen durchschnittlich 4,5 pg pro ml Serum, die TIMP-1 Konzent-
rationen durchschnittlich 3,8 pg pro ml Serum (Abb. 5.11 E und F). Auch zu diesem Zeit-
punkt waren die Unterschiede des systemischen PAI-2 (Abb. 5.11 E) bzw. TIMP-1 Proteins
(Abb. 5.11 F) zwischen den jeweiligen Einzelbehandlungen und der Doppelbehandlung nicht
signifikant (P = 0,695 bzw. P = 0,255).

Somit beruhte der beobachtete additive anti-metastatische Effekt auf der simultanen
Uberexpression von PAI-2 und TIMP-1, da die Expressionen der Transgene in den jeweiligen
Einzel- und Doppelbehandlungen ein gleiches Niveau besallen. Da, exemplarisch fiir die
Expression von MMP-9, beobachtet werden konnte, dass die Uberexpression von TIMP-1 die
Expression der durch diesen Inhibitor inhibierten Proteasen erhohte, sollte nun untersucht
werden, ob die Uberexpression von PAI-2 die Expression der durch ihn inhibierten

Plasminogen-Aktivatoren beeinflusste.
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5.9 Unverinderte Expression der Plasminogen-Aktivatoren trotz Uberexpression von

PAI-2

Da TIMP-1 die Expression einer von ihm inhibierten Proteinase (MMP-9) steigerte (siche
Abschnitt 5.4), sollte der Einfluss der PAI-2 Uberexpression auf die Expression der
Plasminogen-Aktivatoren (PAs) untersucht werden. Hierfiir wurde drei Tage nach dem
Gentransfer Gesamt-Protein aus Lungen AdPAI-2 bzw. zur Kontrolle aus Addl70-3
(Kontrollvirus ohne Transgen) transduzierten Maiusen isoliert und die Expression der
Plasminogen-Aktivatoren zymographisch analysiert. Die Uberexpression von PAI-2 hatte drei
Tage nach dem adenoviralen Gentransfer von PAI-2 in das Wirtsgewebe, d.h. zu einem
Zeitpunkt mit sehr hohen Transgen-Konzentrationen (Abb. 5.11), verglichen mit der Addl70-
3 transduzierten Kontrolle keinen Einfluss auf die Expression der Plasminogen-Aktivatoren
(Abb. 5.12). Es konnte in den Lungen aller Tiere ein anndhernd gleicher Gehalt an tPA
(Doppelbande bestehend aus Einzelstrang und Doppelstrang-tPA) und LMW-uPA gefunden

werden.

Da Plasmin unter anderem MMPs aktiviert, konnte sich eine PAI-2-vermittelte Inhibition der
PAs, und somit letztendlich der Plasmin-Aktivitit, auch inhibierend auf das MMP-System
auswirken. Weil bereits festgestellt wurde, dass die Inhibition der MMPs durch TIMP-1 zu
einem Anstieg der MMP-9 Expression fiihrte sollte nun festgestellt werden, ob PAI-2
ebenfalls die MMP-9 Expression beeinflusste.

Lungenproteine
Addl70-3 AdPAI-2 KD

tPA — 75

50 3 d nach Gentransfer
(zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation)

HMW-uPA —

LMW-uPA — - 37

Abbildung 5.12. Expression von Plasminogen-Aktivatoren in der Lunge nach prophylaktischer
Uberexpression von PAI-2. CD1 nu/nu Méuse wurden mit AAPAI-2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10°
pfu Addl70-3/Maus, i.v.) bzw. als Kontrolle mit Addl70-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.)
transduziert. Drei Tage nach dem Gentransfer wurden die Mause geopfert und die Lungen entnommen
und Protein isoliert. Gesamt-Protein wurde quantifiziert und Lungenproteine (7,5 pg/Probe) auf PA-
Zymogramme aufgetragen. Dargestellt ist ein PA-Zymogramm mit je zwei reprisentativen Lungen pro
Gruppe. HMW: high molecular weight, LMW: low molecular weight.
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5.10 Verstirkte Expression von Gelatinasen durch Uberexpression von PAI-2

Da die TIMP-1 Uberexpression die Expression von MMP-9 steigerte und nicht
ausgeschlossen werden kann, dass dieses von der Inhibition der MMP-Aktivitit durch TIMP-
1 vermittelt wird, sollte im folgenden untersucht werden, ob auch die Uberexpression von
PAI-2, welches indirekt zu einer Inhibition der proMMP-Aktivierung fiihren kann, einen

Einfluss auf die MMP-9 Expression ausiibte.

Hierfiir wurde Protein aus AdPAI-2, AdTIMP-1, AdPAI-2 und AdTIMP-1 bzw. zur Kontrolle
aus Addl70-3 transduzierten Lungen drei Tage nach dem Gentransfer isoliert. Die MMP-
Zymographie dieser Proben ergab, dass die Uberexpression von PAI-2 ebenfalls die MMP-9
Expression erhdhte, welches in der Zunahme dem durch TIMP-1 Uberexpression ausgeldsten
Anstieg entsprach (Abb. 5.13 A). Zusitzlich konnte beobachtet werden, dass durch PAI-2

Uberexpression ebenfalls die Expression von MMP-2 gesteigert wurde. In Lungen welche

A 3 Tage nach Ad Applikation B 24 Tage nach Ad Applikation
Zum Zeitpunkt der Tumorzell Inokulation 21 Tage nach Tumorzell Inokulation
AdPAI-2 +
Addl70-3 | AdPAI-2 |AATIMP-1| AdTIMP-1 kD Addl70-3 | AdPAI-2 [AdTIMP-1| AdTIMP-1 kD

1= murines proMMP-9

2= murines proMMP-2

3= murines MMP-2

| 4= murines + humanes proMMP-2
5= murines + humanes MMP-2

{ 6= MMP-9 Dimere

Abbildung 5.13. Uberexpression von humanem PAI-2 erhéhte die Gelatinasen Expression in der
Lunge. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation wurden CD1 nu/nu Méuse mit AdPAI-2 (2 x 10° pfu
AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus. i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu
Add170-3/Maus, i.v.), AAPAI-2 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10’
pfu Addl70-3/Maus, i.v.) bzw. als Kontrolle mit Addl70-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.)
transduziert. Drei Méuse pro Gruppe wurden zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation, die restlichen
Miuse 21 Tage nach der Tumorzellinokulation (I x 10° HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus, i.v.)
geopfert und Lungen entnommen. Protein wurde aus den Lungen aufgearbeitet, Gesamtproteinmenge
bestimmt und je 25 pg Lungenprotein pro Probe auf MMP-Zymogramme aufgetragen. Gelatinasen
Expression in Lungen transduzierter Mause zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation (A) bzw. zum
am Ende des experimentellen Metastasierungsversuches (B). Dargestellt sind Zymogramme mit je
zwei reprasentativen Lungen pro Gruppe.
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simultan TIMP-1 und PAI-2 iiberexprimierten konnte ein additiver Effekt beider Transgene
auf die Erh6hung der MMP-9 Expression erfasst werden (Abb. 5.13 A). Selbst 24 Tage nach
dem Gentransfer, am Ende des experimentellen Metastasierungsversuches, konnte trotz
transienter Expression der Transgene in ungefdahr 50% der AdPAI-2, AATIMP-1 bzw. AdPAI-
2 und AdTIMP-1 transduzierten Lungen im Vergleich zu den Kontrollen (Addl70-3) noch
erhohte murine proMMP-9 Mengen detektiert werden (Abb. 5.13 B). In keiner der getesteten
Lebern konnte zymographisch aktives MMP-9 detektiert werden, wéihrend aktives MMP-2 in
allen Lungen detektierbar war (Abb. 5.13 A und B).

Um zu ermitteln, ob die durch prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 in der Einzel-
bzw. in der Doppelbehandlung erzielten TIMP-1 Konzentrationen im Zielorgan der
Metastasierung ausreichend waren, die durch TIMP-1 bzw. simultane TIMP-1 und PAI-2
Expression erhohten MMP-9 Konzentrationen zu kompensieren, sollte die MMP-9 Aktivitit
in den Lungen AdTIMP-1, AdPAI-2 bzw. AdPAI-2 und AdTIMP-1 transduzierter Tiere

bestimmt werden.

5.11 Nachweis der PAI-2 bzw. TIMP-1 Aktivitit ex vivo

Um die Auswirkungen der durch die TIMP-1 bzw. durch PAI-2 Uberexpression ausgeldsten
Verstirkung der MMP-9 Expression beurteilen zu konnen, sollte die inhibitorische Kapazitit
des liberexprimierten TIMP-1 Proteins in Lungen der entsprechenden Einzelbehandlung bzw.
der Doppelbehandlung bestimmt werden. Hierfiir wurde Protein aus Lungen AdPAI-2,
AdTIMP-1, AdPAI-2 und AdTIMP-1 bzw. Addl70-3 transduzierter Méduse isoliert und in
einem MMP-9 Aktivitdtsassay getestet.

Im ersten Schritt wurde die Aktivitdt des in der Lunge endogen vorkommenden aktiven
MMP-9 ermittelt. Es zeigte sich, dass trotz des Anstieges an proMMP-9 in den PAI-2, TIMP-
1 bzw. PAI-2 und TIMP-1 iiberexprimierenden Tieren ebenso wie in der Addl70-3 transdu-
zierten Kontrolle kein aktives MMP-9 detektierbar war (Abbildung nicht gezeigt). Dieses
entsprach dem Ergebnis der zymographischen Untersuchung der Proben, bei welcher nur
murines proMMP-9 detektiert werden konnte (Abb. 5.13). Durch Aktivierung des proMMP-9
nach Entfernung des {iberexprimierten TIMP-1 Proteins konnte die im Zymogramm detektier-
te Zunahme von proMMP-9, ausgeldst durch die Uberexpression von PAI-2 bzw. TIMP-1,
bestdtigt werden. Der additive Anstieg der MMP-9 Expression in Lungen der Doppelbehand-
lung konnte ebenfalls reproduziert werden (Abb. 5.14 A). Die Uberexpression von PAI-2
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A Gesamte MMP-9 AKktivitiit B Nachweis der TIMP-1 AKktivitiit ex vivo
(APMA Aktivierung (APMA Aktivierung
in Abwesenheit von TIMP-1) in Anwesenheit von TIMP-1)
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Abbildung 5.14. Nachweis der TIMP-1 Transgenaktivitit ex vivo. Aus Lungen von je drei AdPAI-
2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10’ pfu AdTIMP-1 + 4 x
10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AdPAI-2 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 +
2 x 10° pfu Addl70-3/Maus i.v.) bzw. zur Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.)
transduzierten Mausen wurde drei Tage nach der Transduktion Gesamt-Protein isoliert. Die MMP-9
Aktivitét in je 80 pg Protein pro Lunge und Ansatz wurde in einem MMP-9 Aktivititsassay bestimmt.
Die in Lungen aus Addl70-3 transduzierten Mausen gemessene Gesamt-MMP-9 Aktivitdt wurde als
100% gesetzt. Die Mittelwerte und Standardfehler der relativen MMP-9 Aktivitdt der einzelnen
Behandlungsgruppen wurde dargestellt. A. Nachweis des Gesamt-Gehaltes an MMP-9 in den
eingesetzten Lungen durch APMA-Aktivierung des antikérpergebundenen proMMP-9 (Addl70-3:
100% + 5,75%; AdPAI-2: 175,34 £ 15,46%; AdTIMP-1: 135,33% =+ 41,53%; AdPAI-2 + AdTIMP-1:
420,12 £ 130,56%). B. Nachweis der Inhibition der proMMP-9 Aktivierung durch iiberexprimiertes
TIMP-1. Gesamt-Lungenprotein wurde vor Verwendung im Aktivitdtsassay (in Anwesenheit von
TIMP-1) mit APMA behandelt. AnschlieBend wurde die Aktivitit des MMP-9 im Aktivitdtsassay
bestimmt (Addl70-3: 100% + 16,86%; AdPAI-2: 132,13 £+ 1,78%; AdTIMP-1: 49,85% + 13,17%;
AdPAI-2 + AdTIMP-1: 63,58 + 4,72%).

filhrte zu einem Anstieg des proMMP-9 Proteins um den Faktor 1,8, die Expression von
TIMP-1 zu einem Anstieg um den Faktor 1,4 und die simultane Expression von TIMP-1 und
PAI-2 sogar zu einem Anstieg um den Faktor 4,2 (Abbildung 5.14 A). Da TIMP-1 an
proMMP-9 binden und dessen Aktivierung inhibieren kann, sollte festgestellt werden, ob die
Uberexpression von TIMP-1 ausreichend war die Aktivierung von proMMP-9 zu inhibieren.
Um diese Frage zu beantworten wurde das proMMP-9 Protein in einem weiteren Ansatz in
Anwesenheit des tiberexprimierten TIMP-1 bzw. PAI-2 Proteins aktiviert. Dieser Ansatz zeig-
te, dass trotz des deutlich hoheren proMMP-9 Gehaltes in den Lungen welche TIMP-1 iiber-
exprimierten die proMMP-9 Aktivierung signifikant reduziert war. In der TIMP-1 Behand-
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lung wurden nur 37% des gesamten proMMP-9 aktiviert, welches 50% der MMP-9 Aktivitit
der Addl70-3 transduzierten Kontrolle entsprach. In der Doppelbehandlung konnten nur 15%
des gesamten proMMP-9 aktiviert werden, welches 64% der MMP-9 Aktivitit der Addl170-3
transduzierten Kontrolle entsprach (Abb. 5.14 B). In den TIMP-1 transduzierten Lungen war
demnach in der Einzelbehandlung 63% bzw. in der Doppelbehandlung 85% des proMMP-9
an TIMP-1 gebunden. Auch in diesem Ansatz spiegelte sich der in der Zymographie gefunde-
ne Anstieg der MMP-9 Expression durch Uberexpression von PAI-2 im Vergleich zur Kon-
trolle wider (Abb. 5.14. B). Die Aktivierung des proMMP-9 war jedoch in dieser Gruppe in
Anwesenheit aller Proteine, inkl. des iiberexprimierten PAI-2 Proteins, gegeniiber der
proMMP-9 Aktivierung in Abwesenheit aller Proteine des Lungenhomogenates um 25% re-
duziert. Dieses konnte den Beitrag des durch endogenes Plasmin aktivierbaren proMMP-9
Proteins dargestellt haben (Abb. 5.14 A und B). In TIMP-1 transduzierten Lebern, sowohl der
Einzelbehandlung als auch der kombinativen Behandlung mit AdPAI-2, konnte wie in der
Lunge kein endogen aktives MMP-9 detektiert werden, wahrend in AdPAI-2 bzw. Addl70-3
transduzierten Lebern endogen aktives MMP-9 nachweisbar war (Abbildung nicht gezeigt).

Mit dem Nachweis der TIMP-1 Transgenaktivitéit in Lunge und Leber ex vivo konnte gezeigt
werden, dass trotz der erhohten Expression von proMMP-9, sowohl in der Einzelbehandlung
wie auch in der Doppelbehandlung mit PAI-2, ausreichend TIMP-1 Protein in Lungen und

Lebern vorhanden war um MMPs zu inhibieren.

Da die prophylaktische Uberexpression von PAI-2 zu einer signifikanten Reduktion der
Lungenmetastasierung fiihrte, sollte im weiteren untersucht werden, ob die Aktivitit von PAI-
2 ausreichend war uPA und somit die Aktivierung von Plasminogen zu inhibieren, um einen
direkten Zusammenhang zwischen anti-proteolytischer Aktivitdt und anti-metastatischer

Wirksamkeit herstellen zu kOnnen.

Um die inhibitorische Wirksamkeit des iiberexprimierten PAI-2 Proteins ex vivo bestimmen
zu koénnen, wurden Seren aus AdPAI-2, AdTIMP-1, AdPAI-2 und AdTIMP-1 bzw. zur
Kontrolle aus Addl70-3 transduzierten Mausen drei Tage nach dem Gentransfer gewonnen.
Diesen Seren wurde zum Nachweis der PAI-2 Aktivitdt uPA und Plasminogen zugesetzt. Die
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch uPA wurde zymographisch analysiert und der
prozentuale Anteil aktivierten Plasminogens durch densiometrische Vermessung der im
Zymogramm sichtbaren Banden bestimmt. Die Zymographie zeigte, dass in Seren von Tieren
welche PAI-2 liberexprimierten deutlich weniger des exogen zugesetzten Plasminogens akti-

viert wurde als in Seren AddI70-3 bzw. AdTIMP-1 transduzierter Méuse (Abb. 5.15 A,
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Abbildung 5.15 Nachweis der PAI-2 Transgenaktivitiit ex vivo. Aus je vier mit AAPAI-2 (2 x 10°
pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu
Addl70-3/Maus i.v.), AdPAI-2 + AATIMP-1 (2 x 10’ pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10’
pfu Add170-3/Maus i.v.) bzw. zur Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.) transdu-
zierten Mausen wurde drei Tage nach der Transduktion Serum gewonnen. Zu je 5 pl des 1:20 ver-
diinnten Serums wurden 0,9 ug Plasminogen und 1 ng uPA zugegeben und diese fiir 3 h bei 37°C zur
Aktivierung des Plasminogens inkubiert. Anschlieend wurden die Proben auf Plasmin-Zymogramme
aufgetragen. A. Nachweis der Plasminaktivierung mittels Zymographie (oben rechts). Als Kontrolle
wurde 2 pg Plasminogen sowie 2 pug Plasminogen mit 2 ng uPA (3h bei 37°C inkubiert) aufgetragen
(oben links). Kontrolle der Expression endogener Plasminogenaktivatoren durch PA-Zymographie von
je 5 ul der 1:20 verdiinnten, fiir die Plasminaktivierung verwendeten Serumproben (unten). Dargestellt
sind Zymogramme mit fiir jede Gruppe représentativen Proben. B. Densiometrische Auswertung der
Plasminogen-Aktivierung von je vier Tieren pro Gruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-
dardfehler des prozentualen Anteils an generiertem Plasmin pro Gruppe (Addl70-3: 94,73 £ 0,83%;
AdPAI-2: 48,10 £ 14,06%; AdTIMP-1: 94,52 £ 1,69%; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 51,75 £ 14,30%).
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oben). Die Densiometrische Auswertung von je vier Proben je Gruppe zeigte, dass die Akti-
vierung des Plasminogens signifikant um 49% bzw. 45% in der AdPAI-2 Einzelbehandlung
bzw. Doppelbehandlung mit TIMP-1 im Vergleich zur Kontrolle reduziert war (in beiden Fél-
len: P = 0,029). Wie erwartet wurde bei der Verwendung von Seren aus AdTIMP-1 transdu-
zierten Mausen kein Unterschied in der Plasmin-Generierung im Vergleich zu den Kontroll-

virus behandelten Méusen gefunden (P = 0,886; Abb. 5.15 B).

Um auszuschlieBen, dass die reduzierte Aktivierung von Plasminogen auf einer reduzierten
Expression der endogenen Plasminogen-Aktivatoren oder verdnderten Mengen an endogenem
Plasminogen beruhte, wurde jede verwendete Serumprobe zusitzlich zur Kontrolle auf ein
Plasmin-Aktivator- bzw. Plasmin-Zymogramm aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass bei keiner
verwendeten Serumprobe AdPAI-2 transduzierter Miuse die endogene tPA Expression
niedriger war als in den Addl70-3 bzw. AdTIMP-1 transduzierten Tieren (Abb. 5.15 A,
unten), sowie, dass mit den verwendeten Konzentrationen kein endogenes Plasminogen oder
Plasmin nachweisbar war (Abbildung nicht gezeigt). Dadurch konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitdt des transgenen PAI-2 Proteins flir die Reduktion der Plasminogen-Aktivierung
verantwortlich sein musste. Mit diesem Nachweis der PAI-2 Transgenaktivitit ex vivo konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression von PAI-2 in vivo ausreichend war selbst zusitzlich
zu den endogenen PAs zugefiigtes uPA zu inhibieren. Der durch adenoviralen Gentransfer
von PAI-2 erzielte Therapieerfolg konnte demnach auf die anti-proteolytische Aktivitit von

PAI-2 zuriickgefiihrt werden.

Durch den Nachweis der PAI-2 und TIMP-1 Transgenaktivitét ex vivo konnte gezeigt werden,
dass der additive Therapieerfolg durch simultane Uberexpression von PAI-2 und TIMP-1
vermutlich auf die anti-proteolytische Aktivitét der beiden Transgene zuriickzufiihren war. Da
papaindhnliche Cysteinproteinasen, wie Cathepsin B und L, sowohl die Aktivitdt des PA-
Systemes als auch die der MMPs beinflussen konnen, sollte im néchsten Schritt iiberpriift

werden, ob diese Cathepsine im verwendeten Metastasierungs-Modell eine Rolle spielen.
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5.12 Korrelation der Cathepsin B Expression und der Anzahl an HT1080 Metastasen in

der Lunge

Um festzustellen, ob weitere Proteaseklassen ebenfalls ein Ziel fiir eine anti-proteolytische
Therapie der Metastasierung darstellen konnten, wurde im nichsten Abschnitt die Expression
von Cathepsin B und L untersucht. Da diese Cysteinproteasen pro-uPA aktivieren und aktives
uPA zur Generierung aktiven Plasmins fithrt welches wiederum eine Reihe von proMMPs
aktiviert, sind Cathepsin B und L indirekt an der Aktivierung von Plasmin und an der von
MMPs beteiligt. Daher sollte {iberpriift werden, ob im verwendeten Metastasierungsmodell
diese Cathepsine im Zielorgan der Metastasierung exprimiert werden bzw. ob ihre Expression

von der HT1080 Metastasierung beeinflusst wird.
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Abbildung 5.16. Anzahl der HT1080 Lungenmetastasen korrelierte mit Cathepsin B Gehalt in
der Lunge. CD1 nu/nu Miuse wurden drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-
markierter HT1080pLZ12 Zellen/Maus i.v.) mit Add170-3 transduziert (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus
i.v.). 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Lungen entnommen der linke Lungenfliigel
wurde X-Gal geférbt und die Metastasen quantifiziert wéhrend aus dem rechten Lungenfliigel Protein
isoliert wurde. Gesamt-Protein wurde mit BCA™ ermittelt und der Cathepsin B Gehalt in den Lungen
mittels ELISA bestimmt, wobei sowohl humanes wie auch murines Cathepsin B detektiert wurde. Als
Kontrolle wurde eine Addl70-3 transduzierte Maus die keine Tumorzellen erhielt verwendet.
Dargestellt ist die Cathepsin B Konzentration in ng pro mg Gesamtprotein gegeniiber der Anzahl an
Lungenmetastasen.
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Zur Beantwortung dieser Fragestellung erfolgte die Isolierung von Gesamt-Protein aus metas-
tasentragenden Lungen von Madusen welche drei Tage vor der Inokulation von
HT1080pLZ12/K15-1 Zellen mit dem Kontrollvirus Addl70-3 transduziert wurden. Um die
Proben hinsichtlich ihrer Metastasenzahl untersuchen zu kdnnen wurde nur aus den jeweils
rechten Lungenfliigeln Protein aufgearbeitet und die jeweils linken Lungenfliigel X-Gal ge-
farbt um die Anzahl der Metastasen auf ihnen zu bestimmen. Mittels ELISA Systemen fiir
Cathepsin B bzw. L, welche sowohl die murinen als auch humanen Spezies der getesteten
Cathepsine detektierten, konnte gezeigt werden, dass mit steigender Zahl an Lungen-
metastasen die Expression von Cathepsin B zunahm (Abb. 5.16), wihrend die Lungenme-
tastasierung die Expression von Cathepsin L in der Lunge nicht beeinflusste (Abbildung nicht
gezeigt). Durch die Korrelation von Cathepsin B Expression und HT1080 Metastasenzahl in
der Lunge stellt Cathepsin B ein potentielles Zielmolekiil fiir eine anti-proteolytische Thera-

pie der Metastasierung im verwendeten Modell dar.

Da Cathepsin B ein potentieller Aktivator von pro-uPA und somit indirekter Aktivator von
Plasminogen und proMMPs ist sollte nachtraglich untersucht werden, wie sich die Inhibition
des MMP-Systems durch TIMP-1 Uberexpression bzw. Inhibition des PA-Systems durch

PAI-2 Uberexpression auf die Expression von Cathepsin B auswirkte.

5.13 Verstirkte Expression von Cathepsin B durch Uberexpression von TIMP-1

Cathepsin B nimmt eine dem PA-System und den MMPs iibergeordnete Position ein, da seine
Aktivitit zu einer verstdrkten Aktivitdt sowohl von uPA als auch von MMPs fiihrt. Zusétzlich
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Expression von Cathepsin B mit
der Anzahl der HT1080 Metastasen in der Lunge korrelierte (siche Abschnitt 5.12). Daher
sollte im Folgenden untersucht werden, ob die Uberexpression von TIMP-1 bzw. PAI-2 einen
Einfluss auf die Expression von Cathepsin B hatte. Um diese Fragestellung zu untersuchen
wurde Protein aus metastasentragenden Lungen 21 Tage nach der Tumorzellinokulation
isoliert, wobei diese Tiere drei Tage vor der Inokulation von HT1080/pLZ12K15-1 mit
AdTIMP-1 bzw. AdPAI-2 transduziert wurden. Zur Kontrolle wurde aus metastasentragenden
Lungen welche mit einem Virus ohne Transgen (Addl70-3) transduziert wurden Protein
isoliert. Da bereits gezeigt wurde, dass Cathepsin B mit der Anzahl der Lungenmetastasen
korrelierte wurden solche Lungen der Kontrolle ausgewéhlt die in ihrer Metastasenzahl denen

der Behandlungen entsprachen. Daher wurde das Protein nur aus den jeweils rechten
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Abbildung 5.17. TIMP-1 Uberexpression fiihrte zu einem Anstieg des Cathepsin B Gehaltes in
der Lunge. CD1 nu/nu Miuse wurden drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-
markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) mit AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10’
pfu Addl70-3/Maus i.v.) bzw. zur Kontrolle mit Addl70-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus i.v.)
transduziert. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Lungen entnommen, jeweils der linke
Lungenfliigel X-Gal gefédrbt und die Metastasen ausgezihlt wiahrend aus dem rechten Lungenfliigel
Protein isoliert wurde. Gesamt-Protein wurde quantifiziert und der Cathepsin B Gehalt in den Lungen
mittels ELISA ermittelt. Mittelwerte und Standardfehler der Cathepsin B Konzentrationen in Lungen
mit annidhernd gleichen Metastasenzahlen wurden dargestellt (Addl70-3: 0,06 = 0,05 ng/mg Protein,
n=4, 0, 1, 12 und 23 Metastasen; AdTIMP-1: 0,36 + 0,29 ng/mg Protein, n=4, 0, 1, 2 und 5
Metastasen).

Lungenfliigeln isoliert und Cathepsin B Protein mittels ELISA bestimmt, wihrend die jeweils
linken Lungenfliigel fiir die Quantifizierung der Metastasen X-Gal gefdrbt wurden. Die
Bestimmung des Cathepsin B Proteingehaltes in den entsprechenden Lungen ergab, dass trotz
gleicher oder geringerer Metastasenzahl in Lungen AdTIMP-1 transduzierter Mause die mehr
als fiinffache Menge an Cathepsin B detektiert werden konnte (Abb. 5.17). Demnach fiihrte
die Uberexpression von TIMP-1 in metastasentragenden Organen zu einem Anstieg der
Cathepsin B Expression wihrend die Uberexpression von PAI-2 keinen Einfluss auf den
Cathepsin B Gehalt in der Lunge hatte. In allen verwendeten Lungenproben der AdPAI-2
transduzierten Tiere konnte kein Cathepsin B gefunden werden, welches die Reduktion der

Lungenmetastasen reflektierte (Abbildung nicht gezeigt).

Dadurch, dass bereits gezeigt werden konnte, dass Cathepsin B ein potentielles Zielmolekiil
fiir eine anti-proteolytische Therapie der Metastasierung darstellt (siche Abschnitt 5.12) lag es
nahe die anti-metastatische Potenz der prophylaktischen Uberexpression eines natiirlichen

Inhibitors von Cathepsin B, Cystatin C, mit der von TIMP-1 zu vergleichen. Da die Uberex-

-100-



5. Ergebnisse

pression von TIMP-1 zu einem Anstieg der Cathepsin B Expression fiihrte sollte ferner unter-
sucht werden, ob die zusitzliche simultane Uberexpression von Cystatin C zu einem additiven
anti-metastatischen Effekt fiihren konnte indem es die TIMP-1 vermittelte Nebenwirkung

ausgleicht.

5.14 Signifikante Reduktion der experimentellen HT1080 Lungenmetastasierung durch

prophvlaktische Uberexpression von Cystatin C

Da die Expression von Cathepsin B in der Lunge mit der Anzahl der Lungenmetastasen im
verwendeten Modell korrelierte, sollte untersucht werden, ob eine prophylaktische
Uberexpression von Cystatin C, einem natiirlichen Inhibitor von papainihnlichen
Cysteinproteasen und somit auch von Cathepsin B, ebenso effektiv in der Reduktion der
experimentellen Metastasierung ist wie der zuvor untersuchte Gentransfer von TIMP-1 bzw.
PAI-2. Zusitzlich wurde der Effekt einer simultanen Uberexpression von Cystatin C und
TIMP-1 auf die Metastasierung der Fibrosarkomzellen untersucht, um den durch TIMP-1
Uberexpression ausgeldsten Anstieg an Cathepsin B Protein in der Lunge zu kompensieren

um somit eventuell einen additiven anti-metastatischen Effekt herbeizufithren.

Um eine moglichst hohe Cystatin C bzw. TIMP-1 Expression im Wirtsgewebe zum Zeitpunkt
der Tumorzellinokulation zu erreichen wurden CD1 nu/nu Miuse drei Tage vor der Inokula-
tion von HT1080pLZ12/K15-1 Zellen mit AdCysC, AdTIMP-1, einer Kombination aus
AdCysC und AdTIMP-1 bzw. zur Kontrolle mit einem Virus ohne Transgen (Addl70-3)
behandelt. Die durch den adenoviralen Gentransfer erzielte prophylaktische Uberexpression
von Cystatin C fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl experimenteller Lungen-
metastasen um 92% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 5.18; fiir Fotografien
repriasentativer X-Gal gefdrbter Lungen siehe Abb. 5.26). Diese anti-metastatische Potenz
spiegelte sich sogar in einem signifikanten Anstieg der metastasenfreien Lungen um das
vierfache im Vergleich zur Addl70-3 transduzierten Kontrolle auf insgesamt 75%

metastasenfreie Lungen in der AdCysC transduzierten Gruppe wider (Abb. 5.19).

Die simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 fiihrte zu einer additiven Re-
duktion der Lungenmetastasierung. Im Vergleich zu der Cystatin C Einzelbehandlung war die
Doppelbehandlung um 84% effektiver in der Reduktion der HT1080 Lungenmetastasierung
bzw. im Vergleich zur TIMP-1 Einzelbehandlung um 70% wirksamer, dieser additive anti-
metastatische Effekt erreichte jedoch nicht statistische Signifikanz (P = 0,889 bzw. P = 0,261;
Abb. 5.18).
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Abbildung 5.18. Prophylaktische Cystatin C Uberexpression inhibierte die experimentelle
Lungenmetastasierung durch HT1080 Zellen signifikant. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation
(1 x 10° lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) wurden CD1 nu/nu Méuse mit
AdCys (2 x 10° pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus), AITIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x
10° pfu Add170-3/Maus), AdCysC-1 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10’ pfu AdTIMP-1 + 2
x 10° pfu Add170-3/Maus) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu/Maus) i.v. behandelt. 21 Tage
nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und die Lungen entnommen. Die jeweils
linke Lungenhilfte wurde X-Gal geférbt. Alle Metastasen auf der Oberflidche der linken Lungenhilfte
wurden ausgezihlt. Mittelwerte, Standardfehler (Addl70-3: 38,1 = 16,1, n=16; AdCysC: 2,9 £ 1,8,
n=16; AdTIMP-1: 2,5 + 1,4, n=10; AdCysC + AdTIMP-1: 0,8 + 0,4, n=12) und Ergebnis der
statistischen Analyse sind dargestellt.

Die anti-metastatische Potenz der simultanen Uberexpression von humanem Cystatin C und
TIMP-1 fiihrte, ebenso wie die alleinige Uberexpression von Cystatin C, zu einem
signifikanten Anstieg metastasenfreier Lungen um mehr als das dreifache im Vergleich zu der

Addl170-3 transduzierten Kontrolle auf insgesamt 68% (Abb. 5.19).

Neben den Lungen wurden in allen Behandlungsgruppen dieser Arbeit zum Ende des experi-
mentellen Metastasierungs-Versuches auch die Lebern entnommen und diese zum Nachweis
von Metastasen X-Gal gefarbt. Bei diesem Metastasierungsmodell kommt es zur Ausbildung
von Makrometastasen in der Lunge, wihrend in der Leber die Tumorzellen einzellig vorlie-

gen. In keiner bisher erwiihnten Behandlungsgruppe konnte ein deutlicher Effekt der Uberex-
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pression der jeweiligen Proteinaseinhibitoren auf diese Mikrometastasierung beobachtet wer-
den. Dennoch sollten auch eventuelle Auswirkungen der Uberexpression von Cystatin C
alleine bzw. in Kombination mit TIMP-1 auf die Lebermetastasierung der Fibrosarkomzellen

begutachtet werden.
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Abbildung 5.19. Signifikante Zunahme der Anzahl metastasenfreier Lungen durch die
Uberexpression von Cystatin C. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-markierter
HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) wurden CD1 nu/nu Miuse mit AdCysC (2 x 10° pfu AdCysC
+ 4 x 10’ pfu AddI70-3/Maus i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus
i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10’ pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu Addl70-
3/Maus i.v.) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.) behandelt. 21 Tage
nach der Tumorzellinkulation wurden die Tiere geopfert und die Lungen entnommen. Die linke
Lungenhélfte wurde X-Gal gefdrbt und die Anzahl metastasenfreier Lungen gezihlt. Dargestellt wurde
der prozentuale Anteil metastasenfreier Lungen pro Gruppe (Addl70-3: 18,8%, n=16; AdCysC:
75,0%, n=16; AdTIMP-1: 40,0%, n=10; AdCysC + AdTIMP-1: 66,7%, n=12) und die Ergebnisse der
statistischen Analyse. n.s. = nicht signifikant.
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5.15 Induktion von HT1080 Makrometastasen in der Leber durch simultane Uber-

expression von TIMP-1 und Cystatin C

In dem verwendeten experimentellen Metastasierungsmodell erfolgt die Metastasierung
hauptséchlich in die Lunge, wo die Metastasen zu Makrometastasen, d.h. zu Metastasen einer
GroBe von mindestens 0,1 mm auswachsen. Neben der Lunge stellt aber auch die Leber einen
Zielort der Metastasierung dar, hier liegen die Tumorzellen jedoch einzellig vor, was
vermutlich darauf zuriickzufithren ist, dass diese Zellen ruhend (dormant) im Gewebe
vorliegen. Bei allen in dieser Arbeit bisher durchgefiihrten gentherapeutischen Ansétzen
wurden neben den Lungen stets auch die Lebern entnommen und zur Bewertung der
Metastasierung X-Gal gefarbt. Die qualitative Begutachtung der Lebern AdTIMP-1-, AdPAI-
2-, AdTIMP-1 und AdPAI-2- bzw. Addl70-3 transduzierter Miuse ergab keine deutlichen
Hinweise einer therapievermittelten Reduktion der HT1080 Mikrometastasierung der Leber.
Auch bei Cystatin C iiberexprimierenden Tieren ergab sich kein Hinweis auf reduzierte
Mikrometastasierung. Bei Mausen hingegen welche drei Tage vor der Tumorzellinokulation
sowohl mit AdCysC als auch AdTIMP-1 transduziert wurden, konnte eine Induktion von
Makrometastasen in der Leber beobachtet werden. In dieser Behandlungsgruppe konnten in
42% der Tiere Makrometastasen in der Leber gefunden werden, wobei im Durchschnitt bei
diesen Tieren 17 Makrometastasen pro Leber detektiert wurden (Abb. 5.20). Diese
Metastasen waren in der Regel von deutlich sichtbaren Kapseln umgeben (Abb. 5.21). In
einigen Féllen waren die Metastasen vollstindig von einer Kapsel umgeben (Abb. 5.21,
rechts), in anderen Fillen umgab die Metastasen keine vollkommen geschlossene Kapsel
(Abb. 5.21, links). Nur, wenn die Metastasen nicht vollstindig von einer Kapsel umgeben
waren, konnte eine sekundire Invasion von HT1080-Zellen in das sie umgebene Lebergewebe
beobachtet werden (Abb. 5.21, rechts, mit weissem Pfeil markiert). In keiner anderen
Behandlungsgruppe konnten Makrometastasen in der Leber gefunden werden, wodurch
unterstrichen wurde, dass die simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 zu dieser
starken Nebenwirkung fiihrte. Diese war zudem organspezifisch, da in der gleichen
Behandlungsgruppe eine sehr starke Reduktion der HT1080 Metastasierung der Lunge im
Vergleich zur Kontrolle erreicht wurde (siche Abschnitt 5.14). Um sowohl den fiir die Lunge
erzielten Therapieerfolg als auch die in der Leber auftretende Makrometastasierung der
Uberexpression beider Transgene zuordnen zu kdnnen, musste zunichst die Expression beider

Transgene in vivo nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.20. Simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 induzierte die
Formation von Makrometastasen in der Leber. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10°
lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) wurden CD1 nu/nu Méuse mit AdCysC (2 x
10° pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AITIMP-1 + 4 x 10° pfu
Add170-3/Maus i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10’
pfu Add170-3/Maus i.v.) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.) behandelt.
21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und die Lebern entnommen. Die
Lebern wurden X-Gal gefdrbt und die Anzahl an Makrometastasen (>0,1 mm) wurden gezéhlt. A.
Fotografien der X-Gal gefarbten Lebern. Stellvertretend fiir alle Gruppen ohne Makrometasatsen
wurde eine Leber der Addl70-3 transduzierten Kontrolle abgebildet. B. Anzahl der Makrometastasen
auf der Leber jedes Tieres. Dargestellt wurde der Wert fiir jede Maus der angegebenen
Behandlungsgruppen. Balken markiert den Mittelwert (7 Metastasen) der Doppelbehandlung.
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Abbildung 5.21. VergroBerte Aufnahme der durch simultane Uberexpression von Cystatin C
und TIMP-1 induzierten HT1080 Leber-Makrometastasen. Drei Tage vor der Tumorzellinokula-
tion (1 x 10° lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) wurden CD1 nu/nu Miuse mit
AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu Add170-3/Maus
i.v.) behandelt. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und die Lebern
entnommen. Die Lebern wurden X-Gal gefarbt und die Makrometastasen an einem Stereomikroskop
fotografiert. Dargestellt sind reprasentative Metastasen. Balken = 0,6 mm. Schwarze Pfeile markieren
Kapsel, weisse Pfeile sekundére Invasion der HT1080 Zellen.
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5.16 Transduktion von Leber und Lunge und Sezernierung der Transgene in das Se-

rum durch adenoviralen Gentransfer von Cystatin C und TIMP-1

Als nichstes sollte untersucht werden ob der beobachtete anti-metastatische Effekt durch
Cystatin C tatsichlich auf der Uberexpression dieses Inhibitors beruhte. Zudem sollte
{iberpriift werden, ob die durch simultane Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C additiv
reduzierte HT1080 Lungenmetastasierung bzw. die induzierte Makrometastastasierung der
Leber auf der Uberexpression beider Transgene beruhte. Es musste ausgeschlossen werden,
dass in der Doppelbehandlung eines der beiden Transgene in deutlich hoherer oder niedrigerer
Konzentration vorlag als in der jeweiligen Einzelbehandlung. Sollte eines der beiden
Transgene in der Doppelbehandlung im Vergleich zu der entsprechenden Einzelbehandlung in
verdnderter Konzentration vorliegen, konnten die beobachteten Effekte nicht mehr allein auf

die simultane Uberexpression beider Transgene zuriickgefiihrt werden.

Zum Nachweis der Transduktion von Leber bzw. Lunge durch AdCysC und/oder AdTIMP-1
bzw. zum Nachweis der Uberexpression der Transgene, sollte die Expression beider humanen
Gene in Lungen und Lebern auf RNA Ebene nachgewiesen werden, bzw. das durch den
transduzierten Wirt sezernierte Cystatin C und/oder TIMP-1 Protein im Serum quantifiziert
werden. Mittels quantitativer RT-PCR (TagMan'™) wurde der relative Anteil humaner Cysta-
tin C bzw. TIMP-1 mRNA in Lebern und Lungen transduzierter Méuse drei Tage nach dem
Gentransfer bestimmt. Dabei zeigte sich, dass AdCysC, wie auch zuvor AdPAI-2 bzw. Ad-
TIMP-1, Leber und Lunge transduzierte wobei auch hier die Expression in der Leber um 99%
starker war als in der Lunge (Abb. 5.22 A). In den TIMP-1 transduzierten Organen wurden
ungefahr die gleichen Mengen an TIMP-1 mRNA gefunden, wie Cystatin C mRNA in Orga-
nen von AdCysC transduzierten Tieren (Abb. 5.22 A, B). Auf Proteinebene hingegen wurde
deutlich mehr TIMP-1 als Cystatin C Protein im Serum entsprechend behandelter Méuse ge-
funden. Die Uberexpression von TIMP-1 fiihrte drei Tage nach dem Gentransfer zu durch-
schnittlich 303 pg pro ml Serum (Abb. 5.22 D) wihrend die Uberexpression von Cystatin C
zum gleichen Zeitpunkt nur zu 60 ng pro ml Serum fiihrte (Abb. 5.22 C). Dieses bedeutet,
dass der Gehalt an Cystatin C in entsprechend behandelten Méusen um 6 x 10° geringer war
als der des TIMP-1 Proteins in TIMP-1 {iberexprimierenden Tieren (Abb. 5.22 C, D; bitte die
unterschiedlichen Einheiten (TIMP-1, pg; Cystatin C ng) der Y-Achse zu beachten). Am
Tierversuchsende, d.h. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation bzw. 24 Tage nach dem Gen-
transfer, konnten in AdTIMP-1 transduzierten Tieren noch deutliche Mengen an humanem
TIMP-1, durchschnittlich 3,2 pg pro ml Serum nachgewiesen werden (Abb. 5.22 F). Der Ge-

halt an humanem Cystatin C Protein in AdCysC transduzierten Méusen war hingegen nur
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Abbildung 5.22. Nachwels der Cystatin C und TIMP-l in vivo Transgenexpression. Drei Tage vor der
Tumorzellinokulation wurden CD1 nu/nu Méuse mit AdCysC (2 x 10° pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Addl70-
3/Maus, i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.), AdCysC + AdTIMP-
1 (2 x10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.) bzw. als Kontrolle mit
Add170-3 (6 x 10° pfu Add170-3/Maus, i.v.) behandelt. Drei Miuse pro Gruppe wurden zum Zeitpunkt der
Tumorzellinokulation geopfert und Lungen, Lebern und Serum entnommen, die restlichen Méuse wurden
21 Tage nach der Tumorzellinokulation (1 x 10° HT1080pLZ12/K15-1/Maus, i.v) geopfert und Serum ent-
nommen. A-B. Gesamt-RNA aus Lebern bzw. Lungen von je drei Tieren pro Gruppe (drei Tage nach Gen-
transfer) wurde isoliert und die humane (hu) Cystatin C bzw. huTIMP-1 mRNA Expression mittels quanti-
tativer RT-PCR (TaqMan™") bestimmt. Als Kontrolle wurde 18S RNA quantifiziert und Mittelwerte und
Standardfehler des relativen Anteils von huCystatin C bzw. huTIMP-1 mRNA zu 18S RNA dargestellt. A.
Relativer Anteil an huCystatin C mRNA (Leber: Addl70-3: 0,0001 £ 0,0001; AdCysC: 2,56 £ 1,41; Ad-
TIMP-1: 0,000 £ 0,000; AdCysC + AdTIMP-1: 2,93 + 0,82; Lunge: Addl70-3: 0,0001 £ 0,0001; AdCysC:
0,027 + 0,015; AATIMP-1: 0,000 = 0,000; AdCysC + AdTIMP-1: 0,018 + 0,010). B. Relativer Anteil an
huTIMP-1 mRNA (Leber: Addl70-3: 0 = 0; AdCysC: 0 = 0; AdTIMP-1: 3,68 + 0,86; AdCysC + AdTIMP-
1: 3,30 £ 0,36; Lunge: Addl70-3: 0 + 0; AdCysC: 0 £ 0; AdTIMP-1: 0,014 £ 0,002; AdCysC + AdTIMP-1:
0,005 £ 0,0009). C-F. Quantitative Bestimmung der sezernierten humanen Transgene im Serum transdu-
zierter Méduse. C-D. Cystatin C (C; Addl70-3: 0 = 0; AdCysC: 59,62 + 17,71 ng/ml; AdTIMP-1: 0 + 0;
AdCysC + AdTIMP-1: 162,22 + 52,29 ng/ml) bzw. TIMP-1 (D; Addl70-3: 0 £ 0; AdCysC: 0 £ 0; Ad-
TIMP-1: 383,10 + 23,91 pg/ml; AdCysC + AdTIMP-1: 223 + 42,36 ug/ml) Gehalt im Serum von je drei
Mausen zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation, d.h. drei Tage nach dem Gentransfer. E-F. Cystatin C (E,
Addl70-3: 4,27 £ 0,46 ng/ml, n=4; AdCysC: 16,73 + 1,61 ng/ml, n=16; AdTIMP-1: 3,56 £ 0,30 ng/ml,
n=4; AdCysC + AdTIMP-1: 11,43 £ 0,83, n=12, ng/ml) bzw. TIMP-1 (F; Addl70-3 0 = 0, n=4; AdCysC: 0
+ 0, n=4; AdTIMP-1: 3,64 + 0,041 ug/ml Serum, n=10; AdCysC + AdTIMP-1: 2,83 + 0,40 pg/ml Serum,
n=12) Protein im Serum transduzierter Méuse 21 Tage nach Tumorzellinokulation, 24 Tage nach dem Gen-
transfer.
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geringfiigig hoher, als das in den Addl70-3 transduzierten Mdusen durch die humanen Fibro-
sarkom-Metastasen sezernierte humane Cystatin C (Abb. 5.22 E). Die Zunahme an humanem
Cystatin C Protein im Serum AdCysC transduzierter Méuse um den Faktor 3,8 in der Einzel-
bzw. um den Faktor 2,7 in der Doppelbehandlung im Vergleich zur Kontrolle war in beiden
Féllen signifikant (P = 0,003 bzw. P = 0,002). Sowohl fiir TIMP-1 als auch fiir Cystatin C
waren die Unterschiede in der Expression zwischen den Einzel- und Doppelbehandlungen
weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene signifikant (alle P > 0,05, Abb. 5.22 A-F). Daher
wurde gezeigt, dass auch bei diesem adenoviralen Gentransfer die gleichzeitige Transduktion
des Wirtsgewebes durch zwei Viren mit verschiedenen Transgenen die Expression der einzel-
nen Transgene nicht beeinflusste und somit die durch Uberexpression von Cystatin C und
TIMP-1 ausgelosten Effekte auf die simultane Uberexpression der beiden Transgene zuriick-

zufiithren waren.

Da die simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 zu einer Induktion von Leber-
Makrometastasen fiihrte, sollte im folgenden Abschnitt untersucht werden, ob eventuell eine

verdnderte Expression von Proteasen Ausldser dieser Nebenwirkung sein konnte.

5.17 Verstirkte Expression von Cathepsin B in der Leber durch Uberexpression von

Cystatin C

Da die Uberexpression des natiirlichen MMP-Inhibitors TIMP-1 zu einem Anstieg der
Expression des von ihm inhibierten MMP-9 fiihrte, sollte untersucht werden, ob die
Uberexpression von Cystatin C ebenfalls zu einem Anstieg der Expression von ihm
inhibierter Proteasen fiihrt. Da die Ko-Expression von Cystatin C und TIMP-1 zur Induktion
von Makrometastasen in der Leber fiihrte, sollte unter anderem untersucht werden, ob ein
durch diese simultane Uberexpression ausgeldster Anstieg an Cathepsin B zu dieser

Nebenwirkung beigetragen haben konnte.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurde exemplarisch die Expression von Cathepsin
B untersucht. Hierfiir wurde Protein aus Lungen und Lebern AdCysC-, AdTIMP-1-, AdCysC
und AdTIMP-1- bzw. zur Kontrolle aus Addl70-3 transduzierten Miuse gewonnen und in
einem Cathepsin B ELISA untersucht. In metastasenfreien Tieren konnte drei Tage nach dem
adenoviralen Gentransfer von Cystatin C bei allen untersuchten Lebern, wo die Expression
von Cystatin C um 99% starker war als in den Lungen, hohere Cathepsin B Konzentrationen

gefunden werden als in der Addl70-3 transduzierten Kontrolle, wobei ein starker statistischer
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Abbildung 5.23. Cathepsin B Expression in Lungen und Lebern nach Transduktion mit AdCysC
und AATIMP-1. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation wurden CD1 nu/nu Méuse mit AdCysC (2
x 10° pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus, i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10’
pfu Add170-3/Maus, i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 (2 x10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x
10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.) bzw. als Kontrolle mit Addl70-3 (6 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.)
behandelt. Drei Méuse pro Gruppe wurden zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation geopfert und
Lungen und Lebern entnommen, die restlichen Méuse wurden 21 Tage nach der Tumorzellinokulation
(1 x 10°HT1080pLZ12/K15-1/Maus, i.v) geopfert und ebenfalls Lungen und Lebern entnommen. Aus
jeweils dem rechten Lungenfliigel bzw. eines kleinen Stiicks der Leberunterseite wurde Gesamt-
Protein gewonnen und dieses in einem Cathepsin B ELISA analysiert. Der linke Lungenfliigel bzw.
die restliche Leber wurde zur Quantifizierung der Metastasen X-Gal gefarbt. Dargestellt wurde jeweils
der Gehalt an Cathepsin B in ng pro mg Gesamt-Protein. A. Mittelwerte und Standardfehler des
Cathepsin B Proteins in Lebern von je drei Tieren der jeweiligen Gruppe zum Zeitpunkt der
Tumorzellinokulation (Addl70-3: 0,45 £ 0,05 ng/mg Protein; AdCysC: 1,44 = 0,76 ng/mg Protein;
AdTIMP-1: 0,77 £ 0,21 ng/mg Protein; AdCysC + AdTIMP-1: 0,42 £ 0,04 ng/mg Protein). B.
Mittelwerte und Standardfehler des Cathepsin B Proteins in je drei Lebern der jeweiligen Gruppe, 21
Tage nach der Tumorzellinokulation, 24 Tage nach dem Gentransfer (Addl70-3: 0,17 = 0,07 ng/mg
Protein; AdCysC: 0,05 £+ 0,03 ng/mg Protein; AdTIMP-1: 0,08 + 0,05 ng/mg Protein; AdCysC +
AdTIMP-1: 0,15 £ 0,12 ng/mg Protein). C. Mittelwerte und Standardfehler des Cathepsin B Proteins
von Lungen der Behandlungsgruppen mit gleichen oder geringeren Metastasenzahlen als die Addl70-3
Kontrolle, 21 Tage nach der Tumorzellinokulation, 24 Tage nach dem Gentransfer (Add170-3: 0,06 +
0,05 ng/mg Protein, n=4, 0, 1, 12 und 23 Metastasen; AdCysC: 0 + 0 ng/mg Protein, n=3, 0, 0, und 4
Metastasen; AdTIMP-1: 0,36 =+ 0,29 ng/mg Protein, n=4, 0, 1, 2 und 5 Metastasen; AdCysC +
AdTIMP-1: 0,40 £+ 0,35 ng/mg Protein, n=3, 0, 0, 4 Metastasen).
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Trend erreicht wurde (P = 0,057, Abb. 5.23 A). In tumorfreien Lungen konnte hingegen kein
Anstieg der Cathepsin B Expression beobachtet werden. Zum gleichen Zeitpunkt konnte bei
keiner Behandlungsgruppe in den Lungen Cathepsin B detektiert werden (Abbildung nicht
gezeigt). Die Expression von Cathepsin B in TIMP-1 transduzierten Lebern war leicht erhoht,
in der Doppelbehandlungsgruppe mit AdCysC und AdTIMP-1 konnten jedoch keine erhohten
Werte fiir die Cathepsin B Expression gefunden werden (Abb. 5.23 A).

Da TIMP-1 zu einem Anstieg der Cathepsin B Expression in metastasentragenden Lungen
fiihrte, sollte zusdtzlich die Cathepsin B Konzentration in Lungen der AdCysC, AdTIMP-1
bzw. AdCysC und AdTIMP-1 Behandlungen 21 Tage nach der Inokulation der
HT1080pLZ12/K15-1 Zellen bestimmt werden. Zur Kontrolle wurde die Cathepsin B
Konzentration in Lungen aus Addl70-3 transduzierten Méusen ermittelt. Da bereits gezeigt
werden konnte, dass die Cathepsin B Expression mit der Anzahl der Lungenmetastasen
korrelierte wurden solche Lungen der Kontrolle ausgewéhlt, die in ihrer Metastasenzahl
denen aus den Behandlungsgruppen entsprachen. Daher wurde das Protein nur aus den
jeweils rechten Lungenfliigeln isoliert und die Menge des Cathepsin B Proteins mittels ELISA
bestimmt, wahrend die jeweils linken Lungenfliigel fiir die Quantifizierung der Metastasen X-
Gal gefarbt wurden. Dabei stellte sich heraus, dass in allen TIMP-1 transduzierten Lungen,
sowohl der Einzel- als auch Doppelbehandlung, mit gleicher oder geringerer Metastasenzahl
als in der Kontrolle, deutlich mehr Cathepsin B nachgewiesen werden konnte als in den
Lungen der Kontrolle (Abb. 5.23 C). In den Lebern hingegen konnte zum gleichen Zeitpunkt,
d.h. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation und 24 Tage nach dem adenoviralen Gentransfer,
in allen Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede in der Expression von
Cathepsin B mehr gefunden werden (alle P > 0,4; Abb. 5.23 B). Zu diesem Zeitpunkt wurde
aufgrund der transienten Expression der Transgene nur noch 27% der nach drei Tagen
gemessenen Cystatin C Konzentration erreicht (siche Abschnitt 5.16), welches erkliren
konnte, dass nunmehr in den AdCysC transduzierten Lebern keine verstirkte Cathepsin B

Expression mehr detektiert wurde.

Da die Behandlung mit AdCysC zu dem hochsten Anstieg an Cathepsin B in den Lebern zum
Zeitpunkt der Tumorzellinokulation fiihrte, die alleinige Uberexpression von Cystatin C je-
doch kein Einfluss auf die Metastasierung der Leber besal3, scheint der Cathepsin B Anstieg
nicht ausschlieBlich die Ursache fiir die Induktion der Makrometastasierung in der Leber zu
sein. Daher sollte im Folgenden untersucht werden, ob die Inhibition von zwei Protease-

systemen, d.h. des MMP-Systems und der Cysteinproteasen, zu einem Anstieg an Gelatinasen
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bzw. Plasminogen-Aktivatoren flihrte, um zu beurteilen, ob evt. eines dieser Proteasesysteme

an der Ausbildung der Makrometastasen in der Leber beteiligt sein konnte.

5.18 Verstirkte Expression von tPA durch simultane Uberexpression von TIMP-1 und

Cystatin C

Da die Menge an Cathepsin B Protein in der Lunge mit der Anzahl an Lungenmetastasen
korrelierte und TIMP-1 zusétzlich die Expression von Cathepsin B in der Lunge erhohte,
wurde angenommen, dass die simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 eine
additive anti-metastatische = Wirksamkeit entfalten wiirde. In dem verwendeten
Metastasierungsmodell wurde die Lungenmetastasierung, wie angenommen, durch diese
Behandlung stark reduziert, jedoch kam es bei 42% der Tiere dieser Gruppe zur Generierung
von Makrometastasen in der Leber. Durch die Uberexpression von TIMP-1 kam es zum
einem zu einem Anstieg der Expression von MMP-9 in Lunge und Leber, zum anderen zu
einem Anstieg von Cathepsin B in der Lunge. In der Doppelbehandlung mit AdTIMP-1 und
AdCysC sollten diese Effekte ausgelost von TIMP-1 durch die iiberexprimierten Inhibitoren
jedoch kompensiert werden. Fiir den TIMP-1-induzierten Anstieg der MMP-9 Expression
konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass das iliberexprimierte TIMP-1 Protein
ausreichend vorhanden war, diese Nebenwirkung zu kompensieren. Nun sollte untersucht
werden, ob sich dieser MMP-9 Expressions-fordernde Effekt von TIMP-1 auch in der
Kombination mit Cystatin C einstellte. Zusédtzlich sollte untersucht werden, ob durch die
simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 die Expression der Plasminogen-
Aktivatoren beeinflusst wurde, da die Inhibition von Cysteinproteinasen auch die Aktivitét

des PA-Systems beeinflusst.

Um diese Fragestellungen zu beantworten wurde Protein aus Lungen und Lebern AdCysC,
AdTIMP-1, AdCysC und AdTIMP-1 bzw. zur Kontrolle aus Addl70-3 behandelter Mause
gewonnen und mittels MMP- bzw. PA-Zymographie analysiert. Auch in Lungen und Lebern
von mit AdCysC und AdTIMP-1 transduzierten Méusen konnte erneut ein Anstieg der MMP-
9 Expression beobachtet werden, der selbst zum Ende des experimentellen Metastasierungs-
versuches noch in ca. 50% der Tiere nachweisbar war (Abb. 5.24 A). Durch das Testen dieser
Proben im MMP-9 Aktivitdtsassay konnte jedoch gezeigt werden, dass auch in dieser Gruppe
die Menge an transgenem TIMP-1 Protein ausreichend war die proMMP-9 Aktivierung in
Lungen und Lebern zu inhibieren (Abbildung nicht gezeigt). Der Nachweis der Plasminogen-

Aktivatoren in Lebern und Lungen AdCysC und/oder AdTIMP-1 transduzierter Tiere ergab,
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Abbildung 5.24. Expression der Gelatinasen bzw. Plasminogen-Aktivatoren in AdTIMP-1 und
AdCysC behandelten Miusen am Ende des experimentellen Metastasierungsversuches. Drei
Tage vor der Tumorzellinokulation wurden CD1 nu/nu Miuse mit AdCysC (2 x 10° pfu AdCysC + 4
x 10° pfu Addl170-3/Maus, i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus,
i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 (2 x10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu Addl70-
3/Maus, i.v.) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Add170-3/Maus, i.v.) behandelt. 21 Tage
nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und Lungen und Lebern entnommen. Aus
diesen Organen wurde Gesamt-Protein gewonnen und dieses zymographisch analysiert. A. Expression
der Gelatinasen in Lungen (oben) und Lebern (unten). Es wurden je 25 pg Protein pro Probe auf
MMP-Zymogramme aufgetragen. B. Expression der PAs in Lungen (oben) und Lebern (unten). Es
wurden je 7,5 pug Protein pro Probe auf PA-Zymogramme aufgetragen. Dargestellt sind jeweils zwei
repriasentative Proben je Gruppe.

dass nur in Tieren welche Cystatin C und TIMP-1 {iberexprimierten die Expression von tPA
erhoht war (Abb. 5.24 B, Spuren 1 und 2 von rechts). Die Expression von tPA war in dieser
Gruppe sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch zu den Einzelbehandlungen deutlich ver-
starkt. In der Leber war dieser Anstieg besonders deutlich zu erkennen, da aufler in der Dop-
pelbehandlung bei allen anderen Tieren kein oder nur sehr wenig tPA detektierbar war
(Abb. 5.24 B, unten). Auch in der Lunge, wo ein hoheres Basislevel an tPA detektiert wurde
als in der Leber, war die verstirkte Expression von tPA deutlich zu erkennen (Abb. 5.24 B,
oben). Im Serum der mit den entsprechenden Viren transduzierten Méuse konnten keine ver-
anderten Mengen an tPA nachgewiesen werden (Abbildung nicht gezeigt), wodurch die in
den Organen gefundenen Anstiege an tPA keine Reflektion des tPA-Gehaltes des Blutes dar-
stellten. Es konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass die uPA Expression in der

Lunge mit der Anzahl an HT1080 Metastasen korrelierte (siche Abschnitt 5.6). Da die Uber-
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expression von TIMP-1 und/oder Cystatin C die Lungenmetastasierung deutlich reduzierte,
konnte in Lungen dieser Behandlungsgruppen kein uPA nachgewiesen werden, wihrend in

Kontrollen mit hoher Metastasenzahl uPA zymographisch detektierbar war (Abb. 5.24 B).

Mit tPA konnte hingegen ein Faktor identifiziert werden, der mit der simultanen Expression
von Cystatin C und TIMP-1 und somit auch mit der Leber-Makrometastasierung korrelierte.
Daher sollte, um den Zusammenhang zwischen tPA-Aktivitit und Makrometastasierung der
Leber ndher zu untersuchen, zusétzlich zu Cystatin C und TIMP-1 ein natiirlicher Inhibitor

von tPA, PAI-2, im Wirtsgewebe iiberexprimiert werden.

5.19 Unterdriickung der durch Ko-Expression von TIMP-1 und Cystatin C induzierten

Leber-Makrometastasierung durch additive Uberexpression von PAI-2

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben fiihrte die simultane Uberexpression von Cystatin C
und TIMP-1 zu einer Induktion von HT1080 Makrometastasen in der Leber (siche Abschnitt
5.15). In dieser Behandlungsgruppe konnte zudem ein Anstieg an tPA in den Lebern
festgestellt werden, was vermuten ldsst, dass die Aktivitdt von tPA an der Ausbildung dieser
Makrometastasen beteiligt sein kénnte. Durch zusitzliche Uberexpression von PAI-2, einem
natiirlichen Inhibitor von tPA, sollte nun iiberpriift werden, ob sich die durch TIMP-1 und
Cystatin C vermittelte Nebenwirkung in der Leber reduzieren ldsst wenn PAs inhibiert
werden. Um eine mdglichst hohe PAI-2, Cystatin C bzw. TIMP-1 Expression im
Wirtsgewebe zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation zu erreichen, wurden CD1 nu/nu
Maiuse drei Tage vor der Inokulation von HT1080pLZ12/K15-1 Zellen mit den
entsprechenden Viren transduziert. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere
geopfert, die Lebern entnommen und X-Gal gefdrbt. Es zeigte sich, dass die zusétzliche
Expression von PAI-2 die durch simultane Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C-
induzierte Makrometastasierung der Leber unterdriickte. In der Dreifachbehandlung konnten,
ebenso wie in der Addl70-3 transduzierten Kontrolle, keine HT1080 Makrometastasen in der
Leber gefunden werden (Abb. 5.25). Dieses Ergebnis bestitigte, dass Plasminogen-
Aktivatoren an der Ausbildung dieser TIMP-1 und Cystatin C-vermittelten Nebenwirkung

beteiligt waren.

Neben den Auswirkungen der Inhibition von drei tumorassoziierten Protease-Systemen auf
die Leber-Metastasierung sollte im folgenden iiberpriift werden, ob die Inhibition dieser drei
Proteasefamilien gegeniiber den Einzel- bzw. Doppelbehandlungen eine additive anti-

metastatische Wirksamkeit in der Lunge entfaltete.
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Abbildung 5.25. Additive Uberexpression von PAI-2 unterdriickte die durch simultane Uber-
expression von Cystatin C und TIMP-1 induzierte Makrometastasierung der Leber. Drei Tage
vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° JacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus i.v.) wur-
den CD1 nu/nu Miuse mit AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 +
2 x 10’ pfu Add170-3/Maus i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 + AdPAI-2 ( 2 x 10’ pfu AdCysC + 2 x 10’
pfu AdTIMP-1 + 2 x 10° pfu AdPAI-2/Maus i.v.) bzw. als Kontrolle mit AddI70-3 (6 x 10° pfu
Addl70-3/Maus i.v.) behandelt. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert
und die Lebern entnommen. Die Lebern wurden X-Gal gefarbt und die Anzahl an Makrometastasen
(>0,1 mm) wurden gezéhlt. A. Fotografie einer reprisentativen X-Gal geférbten Leber der Dreifach-
behandlung (Fotografien repréisentativer Lebern der Addl70-3 bzw. AdCysC + AdTIMP-1 Behand-
lungsgruppe sind in Abb. 5.20 dargestellt). B. Anzahl der Makrometastasen auf der Leber jedes Tie-
res. Dargestellt wurde der Wert fiir jede Maus der angegebenen Behandlungsgruppen. Balken mar-
kiert den Mittelwert der Doppelbehandlung. Balken=8 mm.
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5.20 Vergleich aller in dieser Arbeit verwendeten Behandlungen hinsichtlich der Re-

duktion von HT1080 Lungenmetastasen

Nachdem bereits die Inhibition von jeweils zwei tumorassoziierten Protease-Systemen zu
einer additiven Reduktion der Lungenmetastasierung der verwendeten Fibrosarkomzellen
fiihrte, sollte iiberpriift werden, ob die zusitzliche Inhibition eines dritten Systems einen
zusétzlichen additiven anti-metastatischen Effekt aufwies. Um eine mdglichst hohe
Expression der Inhibitoren im Wirtsgewebe zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation zu
erreichen, wurden CD1 nu/nu Méuse drei Tage vor der Inokulation von HT1080pLZ12/K15-1
Zellen mit AdCysC, AdTIMP-1, AdPAI-2 und allen Kombinationsmoglichkeiten bzw. zur
Kontrolle mit Addl70-3 behandelt. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere
geopfert, die Lungen entnommen und zur Quantifizierung der Metastasierung X-Gal geférbt.
Dabei ergab sich, dass die in dieser Arbeit bisher nicht erwiihnte simultane Uberexpression
von PAI-2 und Cystatin C die Metastasierung in die Lunge signifikant um 94% im Vergleich
zur Kontrolle inhibierte sich aber gegeniiber den Einzelbehandlungen kein signifikanter
additiver Effekt herausstellte, obwohl die Reduktion der Lungenmetastasen durch diese
Behandlung im Vergleich zur alleinigen Expression von PAI-2 um 88% im Vergleich zur

alleinigen Uberexpression von Cystatin C um 23% effektiver war (Abb. 5.26).

Abbildung 5.26. (siehe nichste Seite). Simultane Uberexpression von TIMP-1, Cystatin C und
PAI-2 inhibierte die experimentelle Lungenmetastasierung durch HT1080 Zellen signifikant.
Drei Tage vor der Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus)
wurden CD1  nu/nu Méuse mit AdPAI-2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus i.v.),
AdCysC (2 x 10’ pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus), AITIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4
x 10° pfu Add170-3/Maus), AdPAI-2 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2
x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AdCysC-1 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1
+2 x 10° pfu Add170-3/Maus), AAPAI-2 + AdCysC (2 x 10° pfu AJPAI-2 + 2 x 10° pfu AdCysC +2 x
10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AAPAI-2 + AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10’ pfu AdPAI-2 + 2 x 10’ pfu
AdCysC + 2 x 10’ pfu /AdTIMP-1/Maus i.v.) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu/Maus i.v.)
behandelt. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und die Lungen
entnommen. Die linke Lungenhélfte wurde X-Gal gefarbt. A. Anzahl der Lungenmetastasen. Alle
Metastasen auf der Oberfliche der linken Lungenhélfte wurden ausgezdhlt. Mittelwerte,
Standardfehler (Add170-3: 38,1 + 16,1, n=16; AdPAI-2: 18,5 + 13,7, n=13; AdCysC: 2,9 £ 1,8, n=16;
AdTIMP-1: 2,5 + 1,4, n=10; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 0,3 £ 0,3, n=14; AdCysC + AdTIMP-1: 0,8 £
0,4, n=12; AdPAI-2 + AdCysC: 2,2 *+ 1,5, n=14; AdPAI-2 + AdCysC + AdTIMP-1: 1,4 £ 0,7, n=13)
und Ergebnis der statistischen Analyse sind dargestellt. B. X-Gal geférbte Lungen. Fotografien
reprasentativer X-Gal gefarbter Lungen je Gruppe. Balken = 2,5 mm. n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 5.27. Simultane Uberexpression von TIMP-1, Cystatin C und PAI-2 steigerte die
Anzahl metastasenfreier Lungen signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Drei Tage vor der
Tumorzellinokulation (1 x 10° lacZ-markierter HT1080pLZ12/K15-1 Zellen/Maus) wurden CD1
nu/nu Méuse mit AdPAI-2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AdCys (2 x
10° pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Add170-3/Maus), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AITIMP-1 + 4 x 10° pfu
Addl70-3/Maus), AdPAI-2 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10°
pfu Addl70-3/Maus i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 +
2 x 10° pfu Add170-3/Maus), AdPAI-2 + AdCysC (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdCysC +
2 x 10° pfu Addl70-3/Maus i.v.), AdPAI-2 + AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x
10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu /AdTIMP-1/Maus i.v.) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10’
pfu/Maus i.v.) behandelt. 21 Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Tiere geopfert und
die Lungen entnommen. Die linke Lungenhélfte wurde X-Gal geférbt, die Anzahl metastasenfreier
Organe bestimmt und der prozentuale Anteil metastasenfreier Lungen pro Gruppe dargestellt
(Addl70-3: 18,8%, n=16; AdPAI-2: 53,8%, n=13; AdCysC: 75,0%, n=16; AdTIMP-1: 40,0%,
n=10; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 92,9%, n=14; AdCysC + AdTIMP-1: 66,7%, n=12; AdPAI-2 +
AdCysC: 64,3%, n=14; AdPAI-2 + AdCysC + AdTIMP-1: 61,5%, n=13). Sterne: Signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (AdCysC: P = 0,0046; AdPAI-2 + AdTIMP-1: P =
0,00022; AdCysC + AdTIMP-1: P = 0,03; AdPAI-2 + AdCysC: P = 0,03; AdPAI-2 + AdCysC +
AdTIMP-1: P =0,03).
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Die simultane Inhibition der MMPs, der papaindhnlichen CPs und des PA-Systems besal3
verglichen mit der Kontrolle sowie mit allen Einzelbehandlungen eine gréBere anti-
metastatische Wirksamkeit. Die Anzahl der HT1080 Lungenmetastasen war durch die Drei-
fachbehandlung verglichen mit der Addl70-3 transduzierten Kontrolle signifikant um 96%
effektiver (Abb. 5.26), verglichen mit der jeweils alleinigen Uberexpression von PAI-2, Cy-
statin C bzw. TIMP-1 war die Dreifachbehandlung trotz einer um 92%, 52% bzw. 45%
hoheren Wirksamkeit nicht signifikant (alle P > 0,47; Abb. 5.26). Ein additiver Effekt bei der
Reduktion der Lungenmetastasen durch die simultane Uberexpression von PAI-2, Cystatin C
und TIMP-1 im Vergleich zu den Doppelbehandlungen konnte nur im Vergleich mit der
Uberexpression von PAI-2 und Cystatin C beobachtet werden. In diesem Fall war die Drei-
fachbehandlung um 37% wirksamer, erreichte aber keine statistische Signifikanz (P = 0,961;
Abb. 5.26). Die anti-metastatische Wirksamkeit der simultanen Uberexpression aller drei In-
hibitoren fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der metastasenfreien Lungen um einen Faktor
von 3,3 im Vergleich zur Kontrolle auf einen Anteil von metastasenfreien Lungen pro Gruppe
von 62% (Abb. 5.27). Auffallenderweise war bei allen Gruppen bei denen Cystatin C iiber-
exprimiert wurde die Anzahl metastasenfreier Lungen signifikant im Vergleich zur Kontrolle
erhoht, der stirkste Anstieg metastasenfreier Lungen wurde jedoch durch die simultane Uber-
expression von PAI-2 und TIMP-1 erzielt (Abb. 5.27). Um die durch die Dreifachbehandlung
erzielten Effekte auf die Lungen- und Leber-Metastasierung auf die Expression aller drei
Transgene zuriickfiihren zu konnen, musste als néchstes liberpriift werden, ob die Expres-
sionen der einzelnen Transgene dort in gleicher Stirke erfolgte wie in den entsprechenden

Doppel- bzw. Einzelbehandlungen.

5.21 Nachweis des Gentransfers und der Transgen Uberexpression in Tieren der

Dreifachbehandlung

Als néachstes sollte untersucht werden, ob der beobachtete anti-metastatische Effekt in der
Lunge bzw. die Unterdriickung der durch Cystatin C und TIMP-1 ausgeldsten Makrometasta-
sierung der Leber tatsichlich auf der zusitzlichen Uberexpression von PAI-2 basierte. Hierfiir
musste Uberpriift werden, ob die Expression der drei Transgene in der Dreifach-, Doppel-
bzw. in den entsprechenden Einfachbehandlungen jeweils gleich stark war, um auszu-
schlielen, dass die fiir die Dreifachbehandlung mit PAI-2, Cystatin C und TIMP-1 beobachte-
ten Effekte auf Unterschieden der Inhibitor-Konzentrationen zwischen den entsprechenden

Behandlungsgruppen beruhten. Um dieses zu untersuchen sollte die Expression aller drei
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Abbildung 5.28. Nachweis der PAI-2, Cystatin C und TIMP-1 in vivo Transgenexpression in den
Miusen der Dreifachbehandlung. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation wurden CD1 nu/nu
Miuse mit AJPAI-2, AdCysC und AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdCysC + 2 x 10’
pfu AdTIMP-1/Maus i.v.) transduziert. Drei Miuse wurden zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation
geopfert und Lungen, Lebern und Serum entnommen, die restlichen Méause wurden 21 Tage nach der
Tumorzellinokulation (1 x 10° HT1080pLZ12/K15-1/Maus, i.v) geopfert und Serum entnommen. A.
Gesamt-RNA aus Lebern bzw. Lungen von drei Tieren wurde isoliert und die humane (hu) PAI-2,
huCystatin C bzw. huTIMP-1 mRNA Expression mittels quantitativer RT-PCR (TagMan'")
bestimmt. Als Kontrolle wurde 18S RNA bestimmt und Mittelwerte und Standardfehler des relativen
Anteils von huPAI-2 (Lunge: 0,013 £ 0,009, n=3; Leber: 3,16 £ 0,12, n=3), huCystatin C (Lunge:
0,018 £ 0,006, n=3; Leber: 4,51 + 1,19, n=3) bzw. huTIMP-1 (Lunge: 0,016 + 0,003, n=3; Leber: 3,79
+ 0,79, n=3) mRNA zu 18S RNA dargestellt. B-C. Quantitative Bestimmung der sezernierten
humanen Transgene im Serum transduzierter Mause mittels ELISA Systemen. B. PAI-2 (140,5 + 25,8
pg/ml Serum), Cystatin C (141,70 £ 85,60 ng/ml Serum) bzw. TIMP-1 (326,1 £ 137,1 pg/ml Serum)
Gehalt im Serum von drei Miusen zum Zeitpunkt der Tumorzellinokulation, d.h. drei Tage nach dem
Gentransfer. C. PAI-2 (7,1 £ 0,38 ug/ml Serum, n=13), Cystatin C (6,23 £ 0,56 ng/ml Serum, n=13)
bzw. TIMP-1 (2,63 £ 0,38 ug/ml Serum, n=13) Gehalt im Serum transduzierter Mause 21 Tage nach
der Tumorzellinokulation, 24 Tage nach dem Gentransfer.

Transgene in Lungen und Lebern auf RNA Ebene nachgewiesen werden, sowie das humane
PAI-2, Cystatin C bzw. TIMP-1 Protein im Serum von mit allen drei Adenoviren behandelten
Miusen quantifiziert werden. Mittels quantitativer RT-PCR (TagMan™) wurde der relative
Anteil humaner PAI-2, humaner Cystatin C bzw. humaner TIMP-1 mRNA in Lebern und
Lungen transduzierter Mduse drei Tage nach dem Gentransfer bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass auch in der Dreifachbehandlung alle drei Viren Lebern und Lungen transduzierten wobei
auch hier die Expression in der Leber jeweils um 99% starker war als in der Lunge. Die Ex-
pression aller drei Transgene war sowohl in den Lebern als auch in den Lungen gleich stark,
womit erneut gezeigt werden konnte, dass die Transduktion der Organe mit einem Adenovi-
rus nicht die Transduktion des jeweiligen Organs durch ein weiteres Adenovirus beeinflusste
(Abb. 5.28 A). Die Expressionsstiarken der einzelnen Transgene in der Dreifachbehandlung
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unterschieden sich auf RNA-Ebene nicht signifkant von denen in den entsprechenden Doppel-
und Einzelbehandlungen (alle P > 0,05; Abb. 5.28 A, vgl. mit Abb. 5.11 und 5.22 jeweils A
und B). Auf Proteinebene wurde in der Dreifachbehandlung, wie zuvor, deutlich weniger
Cystatin C Protein im Serum der Mause gefunden als PAI-2 und TIMP-1 Protein. Zum Zeit-
punkt der Tumorzellinokulation, d.h. drei Tage nach dem Gentransfer, war der Gehalt an
Cystatin C um das 2,3 x 10° geringer als der des TIMP-1 und um 1 x 10’ geringer als der des
PAI-2 Proteins (Abb. 5.28 B). Am Tierversuchsende, d.h. 21 Tage nach der Tumorzellinoku-
lation bzw. 24 Tage nach dem Gentransfer, konnten noch deutliche Mengen an humanem
TIMP-1 bzw. PAI-2, durchschnittlich 2,6 pg TIMP-1/ml bzw. 7,1 pg PAI-2/ml Serum nach-
gewiesen werden, wihrend der humane Cystatin C Gehalt, mit durchschnittlich 6,23 ng
Cystatin C/ml Serum, in den behandelten Méusen nur geringfligig hoher war, als das durch
die humanen Fibrosarkomzellen sezernierte humane Cystatin C (Abb. 5.28 C, vgl. mit 5.22
E). Dieser Unterschied der Cystatin C Konzentration in der Dreifachbehandlung war im Ver-
gleich zu den Werten der Kontrolle jedoch signifikant erhoht (P = 0,014). Die Unterschiede
der systemischen Inhibitor-Konzentrationen zwischen den mit AdCysC, AdPAI-2 und Ad-
TIMP-1 transduzierten Tieren und den entsprechenden Einzel- und Doppelbehandlungen wa-
ren in der Regel nicht signifikant. Eine Ausnahme stellt die PAI-2-Konzentration zu Tierver-
suchsende dar, bei welcher in der Dreifachbehandlung signifikant mehr Protein nachweisbar
war als in allen Einzel- bzw. Doppelbehandlungen mit PAI-2 (alle P < 0,05; Abb. 5.28 C, vgl.
mit Abb. 5.11 E).

Durch die Analyse der Transgenexpressionen konnte ausgeschlossen werden, dass das Fehlen
eines additiven anti-metastatischen Effektes in der Lunge durch die Dreifachbehandlung ge-
geniiber den Doppelbehandlungen auf einer reduzierten Expression eines der drei Transgene
beruhte. Da die Expression von TIMP-1 und Cystatin C in der Doppelbehandlung sowie der
Dreifachbehandlung ein gleiches Niveau besal3, konnte gezeigt werden, dass die Unterdriik-
kung der durch simultane Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C ausgeldsten Leber-
Makrometastasierung auf der zusitzlichen Uberexpression von PAI-2 beruhte, wodurch die
Beteiligung der Plasminogen-Aktivatoren an dieser Nebenwirkung bestétigt werden konnte.
Um den Griinden welche zur Steigerung der tPA Expression in TIMP-1 und Cystatin C iiber-
exprimierenden Méusen auf die Spur zu kommen sollte zundchst das Vorkommen an HGF
(Hepatozyten Wachstumsfaktor, hepatocyte growth factor) in der Leber entsprechend trans-
duzierter Miuse bestimmt werden. HGF, auch scatter factor genannt, ist ein Faktor der nach
Binden an seinen Zelloberflichen-Rezeptor (cMet) die Expression von Plasminogen-

Aktivatoren steigern kann.
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5.22 Verstirkte HGF-Expression in der Leber durch simultane Uberexpression von

TIMP-1 und Cystatin C

Da die Uberexpression von TIMP-1 bzw. PAI-2 zu einem Anstieg der MMP-9 Expression
fiihrte sowie die simultane Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 zusitzlich zu einem
erhohten Gehalt an tPA in der Leber, sollte im nédchsten Schritt die Expression von HGF
bestimmt werden. Es ist bekannt, dass der HGF-Signaltransduktionsweg sowohl die
Expression von Plasminogen-Aktivatoren als auch die von MMPs, u.a. MMP-9, regulieren
kann. Das HGF-Protein wurde in den Lebern der mit den verschiedenen rekombinanten
Adenoviren bzw. Virus-Kombinationen transduzierten Lebern quantifiziert. Hierfiir wurde
Protein aus Lebern aller Behandlungsgruppen 21 Tage nach der Tumorzellinokulation, d.h. 24
Tage nach dem adenoviralen Gentransfer, gewonnen, gereinigt und in einem Ratten HGF
ELISA System, welches mit gleicher Effektivitit das murine HGF misst, analysiert. In Lebern
der Kontrolle und aller Behandlungsgruppen, mit Ausnahme der simultan Cystatin C und
TIMP-1 {iberexprimierenden Lebern, wurde im Durchschnitt 10 pg HGF pro mg Leber
gefunden, wobei unter diesen Gruppen der HGF Anteil in den AdPAI-2 transduzierten Leben
mit 14,53 pg HGF pro mg Leber am hochsten war. Ein sehr deutlicher Anstieg der HGF
Expression konnte jedoch in mit AdCysC und AdTIMP-1 transduzierten Lebern gefunden
werden. Mit 27,76 pg HGF pro mg Leber war dort mehr als die doppelte Menge an HGF
vorhanden als in allen anderen Behandlungsgruppen (Abb. 5.29).

Dieses Ergebnis gibt einen ersten Hinweis, dass die HT1080 Makrometastasierung der Leber
mit einer verstirkten Expression von HGF assoziiert ist. Der kausale Zusammenhang kann

aber mit der alleinigen Analyse des HGF zu Tierversuchsende nicht hergestellt werden.
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Abbildung 5.29. Simultane Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C fiihrte zu einem Anstieg
an HGF (scatter factor) in der Leber. Drei Tage vor der Tumorzellinokulation wurden je drei CD1
nu/nu Méuse mit AAPAI-2 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 4 x 10° pfu AddI70-3/Maus i.v.), AdCysC (2 x 10°
pfu AdCysC + 4 x 10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.), AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 4 x 10° pfu
Addl70-3/Maus, i.v.), AdPAI-2 + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdTIMP-1 + 2 x 10’
pfu Addl70-3/Maus i.v.), AdCysC + AdTIMP-1 (2 x10° pfu AdCysC + 2 x 10° pfu AATIMP-1 + 2 x
10° pfu Addl70-3/Maus, i.v.), AdPAI-2 + AdCysC (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10° pfu AdCysC + 2 x
10° pfu Add170-3/Maus i.v.), AAPAI-2 + AdCysC + AdTIMP-1 (2 x 10° pfu AdPAI-2 + 2 x 10’ pfu
AdCysC + 2 x 10° pfu AdTIMP-1/Maus i.v.) bzw. als Kontrolle mit Add170-3 (6 x 10° pfu Add170-
3/Maus, i.v.) transduziert. Die Méuse wurden 21 Tage nach der Tumorzellinokulation (1 x 10°
HT1080pLZ12/K15-1/Maus, i.v) geopfert, Lebern mit PBS perfundiert und entnommen. Die
Leberstiicke wurden gewogen, Gesamt-Protein gewonnen und dieses mittels einer HiTrap' ™ Heparin
Sdule gereinigt. HGF im gereinigten Protein wurde mittels eines Ratten HGF ELISA Systemes,
welches ebenfalls murines HGF detektiert, bestimmt. Die dem Ratten-HGF entsprechende ermittelte
Konzen-tration der drei gepoolten Proben pro mg der fiir die Proteingewinnung eingesetzten Leber
wurde dargestellt (Addl70-3: 9,14 pg/mg; AdPAI-2 14,53 pg/mg; AdCysC: 9,92 pg/mg; AdTIMP-1
8,13 pg/mg; AdPAI-2 + AdTIMP-1: 9,30 pg/mg; AdCysC + AdATIMP-1: 27,76 pg/mg; AdPAI-2 +
AdCysC: 9,25 pg/mg; AdPAI-2 + AdCysC + AdTIMP-1: 9,74 pg/mg).
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6 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Konzept einer prophylaktischen
Uberexpression natiirlicher Inhibitoren tumorassoziierter Proteinasen, nimlich tissue inhibitor
of metalloproteinases-1 (TIMP-1) gerichtet gegen Matrix Metalloproteinasen (MMPs),
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-2 (PAI-2) gerichtet gegen Plasminogen-Aktivatoren (PAs)
und Cystatin C gerichtet gegen papaindhnliche Cysteinproteasen (CPs), durch das
Wirtsgewebe zum Schutz des Wirtes vor Metastasierung bearbeitet. Dabei wurde erstmals
systematisch die anti-metastatische Wirksamkeit dieser drei Inhibitoren einzeln und in
Kombination in einem experimentellen Metastasierungsmodell verglichen. Dabei konnte fiir
das verwendete Metastasierungsmodell humaner Fibrosarkomzellen (HT1080) in
Nacktmédusen gezeigt werden, dass von diesen drei Inhibtoren Cystatin C in der einzelnen
Anwendung die stirkste anti-metastatische Potenz besall, wenngleich alle Inhibitoren sehr
effektive anti-metastatische Transgene darstellten. Bei der Verwendung von Inhibitor-
Kombinationen konnte erstmals gezeigt werden, dass die simultane Inhibition von zwei
Proteasefamilien durch natiirliche Proteaseinhibitoren eine additive anti-metastatische
Wirksamkeit in vivo entfaltet. Zudem konnten behandlungsbedingte Verdnderungen der
Expression tumorassoziierter Proteasen aufgedeckt werden, sowie ein durch simultane
Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C vermittelten organspezifischen Effekt auf die
Metastasierung. Die Kombination von TIMP-1 und Cystatin C reduzierte signifikant die
Anzahl an Lungenmetastasen, induzierte jedoch die Formation von Makrometastasen in der
Leber. Es konnte gezeigt werden, dass diese Nebenwirkung in der Leber mit einem Anstieg
der tPA Expression assoziiert war sowie, dass die zusitzliche Behandlung mit PAI-2 die
Formation der Makrometastasen unterdriickte. Diese Ergebnisse zeigten zum einen, dass die
simultane Inhibition mehrerer Proteasefamilien einen additiven therapeutischen Effekt bei der
Behandlung der Metastasierung entfalten, zum anderen konnte die absolute Notwendigkeit
belegt werden, dass die Auswirkungen einer anti-proteolytischen Behandlung auf die
Expression verschiedener tumorrelevanter Proteasen untersucht werden muss, um sich
eventuell auftretender tumorfordernder Nebenwirkungen bewusst zu sein und gegebenenfalls

in einem Therapieansatz durch weitere Maflnahmen zu kompensieren.
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6.1 Vergleich der anti-metastatischen Potenz von TIMP-1, PAI-2 und Cystatin C

Die Uberexpression bzw. unregulierte Aktivitit von MMPs (Vihinen und Kahiri, 2002),
lysosomalen CPs (Kayser et al., 2003; Nagai et al., 2003; Levicar et al., 2002; Troy et al.,
2003) bzw. Bestandteilen des PA-Systems (Reuning et al., 1998) ist mit einer schlechten
Prognose fiir Patienten verschiedener Tumorerkrankungen assoziiert. In Tiermodellen konnte
die Bedeutung der verschiedenen Proteasesyteme bei Tumorwachstum und Metastasierung
bestdtigt werden (Magdolen et al., 2002), sodass das Konzept einer anti-proteolytischen
Krebstherapie entwickelt wurde. Die Verwendung der natiirlichen Inhibitoren dieser
tumorassoziierten Proteasesysteme, welche unter physiologischen Bedingungen die Aktivitat
der Proteasen regulieren (Egeblad und Werb, 2002; Reuning et al., 1998; Abrahamson et al.,

2003), schien ein guter Ansatz fiir dieses Konzept darzustellen.

Wihrend in vitro die Uberexpression von TIMP-1 (Brand, 2002), PAI-2 (Reuning et al., 1998:
Laug et al., 1993) bzw. Cystatin C (Coulibaly et al., 1999; Corticchiato et al., 1992) durch
Tumorzellen zu einer Reduktion ihrer Invasivitit fiihrte, konnte die Verwendung dieser
Inhibitoren in vivo unterschiedliche Einfliisse auf die Tumorprogression entfalten. Alle drei
Inhibitoren konnten Tumorwachstum bzw. Metastasierung verschiedener Tumorzellen
inhibieren (Brand, 2002; Reuning et al., 1998; Konduri et al., 2002; Cox et al., 1999), in
manchen Fillen fiihrte die Uberexpression von TIMP-1 bzw. PAI-2 jedoch zu verstirkter
Tumorprogression (Brand et al., 2002; Zhou et al., 2001). In der Regel erfolgten diese pro-
tumorigenen Auswirkungen wenn die Inhibitoren von den Tumorzellen produziert wurden
(Goss et al., 1998; Hewitt et al., 2000; Guedez et al., 2001; Zhou et al., 2001), welches sich
dadurch erkldren 146t, dass TIMP-1 proliferationssteigernde Eigenschaften besitzt (Hayakawa,
et al., 1992) und sowohl TIMP-1 als auch PAI-2 anti-apoptotisch wirksam sind (Murphy et
al., 2002; Magdolen et al., 2002). Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit die Wirksamkeit
einer prophylaktischen Uberexpression von TIMP-1, PAI-2 bzw. Cystatin C durch die

Wirtszellen hinsichtlich ihrer anti-metastatischen Wirksamkeit untersucht werden.

Bisher wurde keine Studie veroffentlicht, in welcher die anti-metastatische Wirksamkeit von
natiirlichen Inhibitoren, gerichtet gegen verschiedene Proteasefamilien, in einem Metastasie-
rungsmodell verglichen wurden. Um eine effektive anti-proteolytische Behandlung gewihr-
leisten zu konnen musste zunichst die Expression der Zielproteasen im verwendeten Metasta-
sierungsmodell bestitigt werden. Es ist bekannt, dass HT1080 Zellen in vitro MMPs (Nagel,
2004; Arlt, 2004), lysosomale Cathepsine (Sokol et al., 2004) und Faktoren des PA-Systems

(Schweinitz et al., 2004; Nagel, 2004) exprimieren sowie, dass die Expression von MMPs und
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uPA durch die HT1080 Lungenmetastasierung verstirkt wird (Schweinitz et al., 2004; Arlt et
al., 2004). In dieser Arbeit konnte die Assoziation von uPA Expression und Lungenmetasta-
sierung bestitigt werden, sowie die Korrelation von Cathepsin B Expression und Lungenme-
tastasierung gefunden werden. Daher bot sich dieses Metastasierungsmodell fiir den systema-
tischen Vergleich der anti-metastatischen Wirksamkeit von TIMP-1, Cystatin C und PAI-2 an.
Zunichst wurde untersucht, ob sich die von uns in einem anderen experimentellen Metastasie-
rungsmodell mit murinen T-Zell Lymphomzellen erzielte therapeutische Wirksamkeit der
prophylaktischen Uberexpression von TIMP-1 (Elezkurtaj et al., 2004) auf ein Modell mit
Zellen eines soliden Tumors iibertragen lie3. Es konnte gezeigt werden, dass die prophylakti-
sche Uberexpression von TIMP-1 die experimentelle Metastasierung der humanen Fibrosar-
komzellen mit 93% ebenso potent reduzierte wie zuvor die experimentelle Metastasierung der
murinen T-Zell Lymphomzellen mit 94% (Elezkurtaj et al., 2004). Da das Hauptzielorgan der
Metastasierung im humanen Fibrosarkommodell die Lunge, im T-Zell Lymphom hingegen
die Leber darstellt (Kriiger et al., 1997; Elezkurtaj et al., 2004), scheint die Wirksamkeit von
TIMP-1 organunspezifisch zu sein. Dieses wird dadurch bestitigt, dass auch die experimentel-
le Metastasierung von murinen Fibrosarkomzellen in Timp-1 iiberexprimierende Gehirne
transgener Méuse reduziert wird (Kriiger et al., 1998). Demnach scheint TIMP-1 ein potentes
therapeutisches Gen zu sein, welches eine Vielzahl von Organen schiitzen kann. Es bleibt
anzumerken, dass die Transduktion der Lunge durch das TIMP-1 kodierende adenovirale
Konstrukt deutlich geringer war, als die der Leber. Der therapeutische Erfolg der prophylakti-
schen Uberexpression von TIMP-1 auf die Lungenmetastasierung von HT1080-Zellen kann
entweder auf dieser, wenn auch geringen, Transduktion beruhen oder auf den sehr hohen
TIMP-1 Konzentrationen im Blut transduzierter Tiere zum Zeitpunkt der Tumorzellinokula-
tion. Kiirzlich wurde verdffentlicht, dass in transgenen Mausen mit hoher Expression von
TIMP-1 in der Leber, und somit erhohten Konzentrationen an TIMP-1 im Blut der Tiere, die
spontane Lungenmetastasierung durch murine Melanomzellen reduziert war. In anderen
transgenen Miusen mit lokaler Uberexpression von TIMP-1 in der Lunge und folglich gerin-
geren TIMP-1 Konzentrationen im Blut, war die Lungen-Metastasierung der Melanomzellen
nicht beeinflusst (de Lorenzo et al., 2003). Diese Veroffentlichung weist darauf hin, dass auch
in der vorliegenden Arbeit vermutlich die hohen TIMP-1 Level im Serum fiir den Therapieer-

folg verantwortlich waren.

Die Uberexpression von PAI-2 reduzierte ebenfalls die HT1080 Metastasierung der Lunge
signifikant um 52% im Vergleich zur Kontrolle, war jedoch damit weniger effektiv als TIMP-

1. Da PAs Plasminogen aktivieren, welches wiederum eine Reihe von proMMPs aktiviert
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(Visse und Nagase, 2003) wurde erwartet, dass die Uberexpression von PAI-2 eine mindes-
tens gleich starke anti-metastatisch Potenz aufweist wie die von TIMP-1. Da im verwendeten
Tumormodell gezeigt werden konnte, dass die Zahl der Lungenmetastasen mit der Expression
von uPA korrelierte, scheint dieses Molekiil an dem Prozess der Metastasierung beteiligt zu
sein. Allerdings wurde bei dieser Analyse ein spiter Zeitpunkt der Metastasierung betrachtet
der zeitlich von der Extravasation der Tumorzellen entfernt war, um auch die Effekte einer
anti-proteolytischen Therapie auf die Schritte die zur Etablierung der Metastasen im Wirtsor-
gan fiihren untersuchen zu kénnen. Daher konnte die verstirkte Expression von uPA am Ende
des experimentellen Metastasierungsversuches auch die Beteiligung von uPA an diesen spéte-
ren Prozessen, wie der Etablierung und dem Wachstum der Metastasen, belegen. Einige Er-
gebnisse belegen diese Uberlegung: so war in uPA knock out Miusen das Primirtumorwachs-
tum humaner Brustkarzinomzellen signifikant reduziert, wihrend das Fehlen von uPA kaum
Einfluss auf die Metastasierung dieser Zellen hatte (Frandsen et al., 2001). Im Gegensatz zu
dieser Untersuchung konnte eine andere Arbeitsgruppe kiirzlich zeigen, dass die spontane
Metastasierung in uPA knock out Méusen, ausgehend von MMTV-PymT-induzierten Mam-
makarzinomen, signifikant reduziert wurde. Da das Primdrtumorwachstum in dieser Studie
unbeeinflusst war, scheint es sich hierbei um einen direkten Effekt auf die Metastasierung zu
handeln. Die Autoren haben jedoch in dieser Studie das Volumen der Lungenmetastasen und
nicht ihre Anzahl bestimmt (Almholt et al., 2005). So konnte die durch uPA knock out erzielte
Reduktion der Lungenmetastasierung sowohl aus der Inhibition einer oder mehrerer Schritte
der metastatischen Kasakde resultieren, aber auch aus reduziertem Wachstum der Lungenme-
tastasen. In einer fritheren Dissertation in unserer Arbeitsgruppe, in welcher das ebenfalls in
der vorliegenden Arbeit verwendete humane Fibrosarkommodell verwendet wurde, wurde
gefunden, dass die experimentelle Metastasierung durch einen spezifischen synthetischen
uPA Inhibitor sowie durch einen uPAR-Antikorper stirker reduziert wurde, als durch einen
Gelatinase-spezifischen synthetischen MMP-Inhibitor (Arlt, 2004). Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu der in dieser Arbeit gefundenen stirkeren anti-metastatischen Potenz des natiir-
lichen MMP-Inhibitors TIMP-1 im Vergleich zu dem natiirlichen Inhibitor der PAs, PAI-2.
Im Gegensatz zu dem dort verwendeten synthetischen Inhibitor von MMPs, R0206-0222,
welcher eine hohe Spezifitit gegeniiber MMP-9 besitzt (Arlt et al., 2002), handelt es sich bei
dem natiirlichen Inhibitor TIMP-1 um einen Inhibitor, der trotz einer leichten Tendenz zu
erhohter Inhibition von MMP-9 alle MMPs, mit Ausnahme der MT-MMPs, mit Ki-Werten
von 0,1-2,8 nM inhibiert (Nagase und Brew, 2002). Die vornehmliche Inhibition von MMP-9

durch den synthetischen Inhibitor war demnach im verwendteten Metastasierungsmodell hu-
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maner Fibrosarkomzellen weniger effektiv als die Breitspektrum-Inhibition mehrerer MMPs
durch TIMP-1. Dieses Ergebnis war iiberraschend, konnten wir doch in einer fritheren Studie
in dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Metastasierungsmodell muriner T-Zell
Lymphomzellen zeigen, dass eine erhohte MMP-9-Spezifitit von synthetischen MMP-
Inhibitoren zu einer verstirkten anti-metastatischen Wirksamkeit fiihrte. In dem murinen T-
Zell Lymphom Modell konnte im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten Modell
humaner Fibrosarkomzellen jedoch eine Korrelation von MMP-9 Expression in der Leber und
Anzahl der Lymphom-Metastasen in der Leber gefunden werden (Arlt et al., 2002). Die Tat-
sache, dass der Breitspektrum-Inhibitor TIMP-1 im Vergleich zu dem MMP-9-spezifischen
Inhibitor effizienter die Metastasierung der humanen Fibrosarkomzellen reduzierte, 1asst dar-
auf schliessen, dass in diesem Modell MMP-9 nicht die bedeutende Rolle zukommt wie im T-
Zell Lymphommodell. Da wir jedoch im Prinzip zeigen konnten, dass eine Spezifititsoptimie-
rung von MMP-Inhibitoren gegeniiber der Breitspektruminhibition von MMPs eine hohere
therapeutische Wirksamkeit erzielt, miissten weitere Studien durchgefiihrt werden, um die in
dem HT1080-Modell relevanten MMPs zu identifizieren. So konnten auch in diesem Modell,
durch Verwendung spezifischerer MMP-Inhibitioren, eventuelle Nebenwirkungen einer
Breitspektruminhibition von MMPs reduziert werden. Ein weiterer Hinweis auf eine gestei-
gerte anti-metastatische Wirksamkeit spezifitdtsoptimierter Proteaseinhibitoren, stellt die
Verwendung spezififtitsoptimierten Serinproteinaseninhibitoren (SP-Inhibitoren) dar. Ahn-
lich wie fiir die Ergebnisse zu den MMP-9-spezifititsoptimierten Inhibitoren konnten wir mit
synthetischen SP-Inhibitoren zeigen, dass ihre anti-metastatische Wirksamkeit im murinen T-
Zell Lymphommodell mit steigender Faktor (F) X-Spezifitdt zunahm, und dadurch FX als ein
neues Zielmolekiil fiir eine anti-proteolytische Behandlung im verwendeten Modell identifi-

zieren (Banke et al., 2003).

Im HT1080 Metastasierungsmodell konnte durch Verwendung eines synthetischen uPA-
spezifischen Inhibitors die Lungenmetastasierung um 95% (Schweinitz et al., 2004) bzw.
durch die Verwendung eines uPAR-Antikorpers um 71% (Arlt, 2004) reduziert werden. Diese
Behandlungen besaflen demnach eine grofere anti-metastatische Wirksamkeit als die in dieser
Arbeit verwendete prophylaktische Uberexpression von PAI-2, welche eine Reduktion der
Lungenmetastasierung um 51% im Vergleich zur Kontrolle erreichte. Obwohl es sich bei dem
synthetischen Inhibitor um einen uPA-spezifischen Inhibitor handelt, ist es mdglich, dass er
noch weitere SPs inhibieren kann, und somit zu der erhdhten Reduktion im Vergleich zu PAI-
2 fiihrte. Der uPAR-Antikorper hingegen besitzt eine grofitmogliche Spezifitit gegeniiber
uPAR und verhindert das Binden von uPA an uPAR. Eine Vielzahl der tumorférdernden Ei-
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genschaften des PA-Systems, wie Angiogenese-, Chemotaxis-, Tumorzellmigration-, sowie
Tumorzelladhésion, werden dem Binden von uPA an seinen Rezeptor uPAR zugeschrieben
(Schmitt et al., 2000). Im Gegensatz zu dem von Matthias Arlt verwendeten uPAR-Antikdrper
kann PAI-2 zwar die proteolytische Aktivitdt von uPA inhibieren, nicht aber die Bindung von
uPA an uPAR. Von PAI-1 ist bereits seit langerer Zeit bekannt, dass seine Bindung an den
uPA/uPAR-Komplex zur Internalisierung dieses tertidren Komplexes fiihrt, wonach PAI-1
und uPA in Lysosomen degradiert werden, wihrend der uPAR durch einen Transportmecha-
nismus erneut auf der Zelloberflache présentiert wird (Reuning et al., 1998). Bis vor kurzem
wurde angenommen, dass dieses uPAR-Recycling ein ausschlieBlich von PAI-1 geforderter
Mechanismus ist. Vor kurzem wurde gezeigt, dass auch der tertidare Komplex aus uPA/uPAR
und PAI-2 internalisiert wird. Da dabei &hnliche Transportmechanismen verwendet werden
wie bei der PAI-1-vermittelten Internalisierung, wird davon ausgegangen, dass auch durch
Bindung von PAI-2 an den uPA/uPAR-Komplex uPAR recycelt wird (Al-Ejeh, et al., 2004).
Demnach wiirde eine Uberexpression von PAI-2 zu einer Konservierung des uPAR auf der
Zelloberflache fiihren, welches die geringere anti-metastatische Effizienz von PAI-2 gegen-
tiber dem uPAR-Antikérper im humanen Fibrosarkommodell erkldren kénnte. Die Verwen-
dung einer Vielzahl an uPA- bzw. uPAR-Antagonisten (Reuning et al., 2003), rekombinantem
PAI-2 (Shinkfield et al., 1992), sowie die Uberexpression von PAI-2 durch Tumorzellen
(Reuning et al., 1998) bzw. der systemische adenovirale Gentransfer von PAI-2 oder PAI-1
(Praus et al., 1999; Ma et al., 1997), fiihrten in den verwendeten Tiermodellen jeweils zu re-
duziertem Tumorwachstum bzw. inhibierter spontaner Metastasierung. Da bei allen diesen
Studien das Primirtumorwachstum inhibiert war, kann man nicht ausschliefen, dass es sich
bei der reduzierten spontanen Metastasierung um eine Reflektion des verringerten Primértu-
morwachstums handelt. Es konnte durch diese Studien aber eindeutig belegt werden, dass die
Inhibition des uPA/uPAR-Systemes zu verringertem Tumorwachstum fiihrt. Um zu iiberprii-
fen, ob uPA im verwendeten Tumormodell das Wachstum der HT1080 Lungenmetastasen
beeinflusst, miissten Untersuchungen zur Gréf3enbestimmung der Metastasen in PAI-2 behan-

delten Tieren bzw. den Kontrolltieren erfolgen.

Im Gegensatz zu PAI-2 war die prophylaktische Uberexpression von Cystatin C mit 92%
nahezu ebenso effektiv in der Reduktion der Anzahl von HT1080 Lungenmetastasen wie die
Uberexpression von TIMP-1. Die anti-metastatische Potenz der Uberexpression von Cystatin
C spiegelte sich sogar in dem signifikanten Anstieg des Anteils metastasenfreier Lungen auf
insgesamt 75% metastasenfreier Lungen innerhalb dieser Behandlungsruppe im Vergleich zu

der Kontrolle mit nur 18,8% metastasenfreien Lungen wider. Die Zunahme metastasenfreier
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Lungen durch TIMP-1 sowie die durch PAI-2 Uberexpression im Vergleich zur Kontrolle war
hingegen nicht signifikant. Demnach besitzt Cystatin C unter den getesteten drei therapeu-
tischen Transgenen die stirkste anti-metastatische Potenz. Dieses Ergebnis bestétigt die ge-
geniiber den anderen Proteasefamilien i{ibergeordnete Rolle von lysosomalen CPs. Da Ca-
thepsin B und L uPA Aktivieren kdnnen (Schmitt et al., 2000; Turk et al., 2000), tragen diese
Cathepsine neben dem direkten Abbau von Bestandteilen der ECM an deren Abbau indirekt
durch Aktivierung des PA-Systems und der proMMPs bei (Turk et al., 2000). In Krebspatien-
ten mit invasiven Duktalkarzinomen konnte kiirzlich gezeigt werden, dass die Expression
eines anderen natiirlichen Inhibitors lysosomaler CPs, Cystatin M, bei zwei Dritteln der getes-
teten Tumorbiopsien unterdriickt war, wihrend in normalen Brustepithelzellen dieser Inhibi-
tor stets exprimiert wurde (Zhang et al., 2004). Auch in einem Tierversuch konnte die Bedeu-
tung der Cathepsin-Inhibition durch Cystatin M belegt werden. Stabil Cystatin M Uberexpri-
mierende Brustkarzinomzellen zeigten ein signifikant reduziertes Tumorwachstum nach or-
thotoper Inokulation der Zellen in immunsupprimierte Méuse, verglichen zu den MOCK
transfizierten Tumorzellen (Zhang et al., 2004). Im Gegensatz zu der eben zitierten Studie,
wurden in der vorliegenden Arbeit die Wirts- und nicht die Tumorzellen manipuliert. Bei die-
sem von uns erarbeiteten Konzept der prophylaktischen Uberexpression von Cystatin C wird
das Wirtsgewebe manipuliert, sodass es den transgenen Inhibitor exprimiert und sezerniert.
Dadurch wurden bei diesem Therapieansatz nur lysosomale Cathepsine der Wirtszellen sowie
extrazelluldr vorliegende papaindhnliche CPs inhibiert. Dieses Konzept stellt insofern eine
addquate Behandlungsstrategie fiir die Verwendung von Cystatinen dar, da Cathepsine pro-
apototisch wirken kdnnen (Foghsgaard et al., 2002) und sich somit deren Inhibition in Tumor-
zellen anti-apoptotisch und somit pro-tumorigen auswirken konnte. Zudem wurde Cystatin C
kiirzlich als ein transformierender Wachstumsfaktor- (transforming growth factor-, TGF)-beta
Rezeptor Antagonist identifiziert und ein Cystatin C-vermittelter Feedback-Mechanismus
gefunden, welcher zur Inhibition des TGF-beta vermittelten Signaltransduktion fiihrt (Sokol
und Schiemann, 2004). TGF-beta ist ein multifunktionales Zytokin, fiir welches tumor-
fordernde Eigenschaften beschrieben sind (Kaklamani und Pasche, 2004). Unter normalen
physiologischen Bedingungen liegen lysosomale Cathepsine, so wie es ihr Name impliziert,
lysosomal vor (Kos und Lah, 1998). Unter pathologischen Bedingungen wie Krebserkrankun-
gen hingegen liegen diese Proteinasen auch extrazelluldr und z.T. sogar systemisch vor (Na-
gai et al., 2003; Kos et al., 2000; Miyake et al., 2004; Joyce und Hanahan, 2004). In dieser
Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Uberexpression und Sezernierung von

Cystatin C durch Wirtszellen eine mogliche Therapie der Metastasierung bei genau diesen
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Patienten darstellen konnte, wobei hauptsdchlich die extrazelluldr vorliegenden Cathepsine

inhibiert wirden.

6.2 Additive Reduktion der experimentellen HT1080 Lungenmetastasierung durch

simultane Uberexpression von zwei natiirlichen Inhibitoren verschiedener

tumorassoziierter Proteasefamilien

In der Regel ist das metastatische Potential einer malignen Tumorerkrankung nicht nur mit
der Expression einer einzelnen Protease assoziiert. Bei einer Reihe von Tumorerkrankungen
werden Proteasen verschiedener Familien zusammen iiberexprimiert (DeClerck et al., 1997).
Da sich Proteasen verschiedener Familien in ihren Substratspezifititen tiberschneiden, z.B.
konnen Kollagen Typ IV und Glykoproteine sowohl von MMP-2 und -9 als auch Plasmin und
Cathepsin B gespalten werden (DeClerck et al., 1997; Noel et al., 1999), konnte die Inhibition
einer Familie durch die proteolytische Aktivitit einer anderen teilweise oder ganz
kompensiert werden. Daher wurde die Strategie einer simultanen Inhibition mehrerer

Proteasenfamilien zur anti-proteolytischen Behandlung der Tumorprogression entwickelt.

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die simultane Uberexpression von zwei
bzw. drei natiirlichen Proteaseinhibitoren eine additive anti-metastatische Wirkung entfaltet.
Die simultane prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 und PAI-2, TIMP-1 und Cystatin
C, Cystatin C und PAI-2, sowie Cystatin C, PAI-2 und TIMP-1 zeigten eine additive Reduk-
tion der HT1080-Lungenmetastasierung im Vergleich zu den einzelnen Uberexpressionen.
Allerdings war der additive Effekt nur im Fall von TIMP-1 und PAI-2 signifikant. Von allen
in dieser Arbeit verwendeten Inhibitor-Kombinationen besall die simultane prophylaktische
Uberexpression von TIMP-1 und PAI-2 die groBte anti-metastatische Wirkung. In dieser
Gruppe konnte nur bei einer von vierzehn Méusen Metastasen in der Lunge nachgewiesen
werden. Bis vor kurzer Zeit gab es nur wenige Studien die die simultane Inhibition mehrerer
Proteasefamilien untersuchten. In vitro konnte kiirzlich durch systematische Reduktion der
mRNA von Cathepsin B, uPAR und MMP-9 mittels siRNA (small inhibitory RNA) bzw. an-
tisense mRNA gezeigt werden, dass jede Kombination von zwei dieser siRNAs bzw. anti-
sense mRNAs die Invasivitdt additiv im Vergleich zu der Verwendung der jeweils einzelnen
siRNA bzw. antisense mRNA reduzierte (Lakka, et al., 2003; Lakka et al., 2004; Gondi et al.,
2004), welches darauf hinweist, dass die im verwendeten experimentellen Metastasierungs-
modell erzielten anti-metastatischen Wirkungen auf eine Reduktion der ECM Abbau zuriick-

zufiihren sein konnten. In der vorliegenden Arbeit konnte fiir die effektivste Therapie, Uber-
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expression von TIMP-1 und PAI-2, die anti-proteolytische Wirksamkeit der Inhibitoren ex
vivo nachgewiesen werden. Sowohl die Aktivierung von proMMP-9 als die von Plasminogen
war im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert. In den meisten Studien wird ein in vivo
Effekt der Proteaseninhibition gezeigt, nicht aber der Nachweis dieser Inhibition ex vivo gelie-
fert (z.B. Goss et al., 1998; Elezkurtaj et al., 2004; Li et al., 1998; Zacchigna et al., 2004;
Praus et al., 1999). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit einfache Methoden zum Nach-
weis der inhibitorischen Aktivitdt von TIMP-1 bzw. PAI-2 ex vivo durch Abwandlung eta-
blierter Methoden geschaffen. Dadurch war es moglich nachzuweisen, dass die iiberexpri-
mierten Inhibitoren in ausreichender Dosis vorlagen, um die proteolytische Aktivitét in vivo
zu reduzieren, wodurch in der vorliegenden Arbeit ein direkter Zusammenhang zwischen anti-

proteolytischer Aktivitdt und anti-metastatischer Potenz postuliert werden kann.

Kiirzlich konnte ein additiver Effekt auf die Reduktion des Tumorwachstums orthotop
inokulierter Glioblastomzellen durch simultane Reduktion von uPAR und Cathepsin B bzw.
MMP-9 und Cathepsin B gezeigt werden (Lakka et al., 2004; Gondi et al., 2004). Ebenso wie
in der soeben erwidhnte Studie, wurde bisher die Strategie einer simultanen Inhibition
mehrerer Proteasenfamilien zur anti-proteolytischen Behandlung der Tumorprogression in
vivo nur hinsichtlich reduziertem Tumorwachstums angewendet (Krol et al., 2003 a; Lakka et
al., 2003; Lakka et al., 2004; Gondi et al., 2004). Bisher wurde noch kein additiver anti-
metastatischer Effekt einer simultanen Inhibition mehrerer Proteasefamilien durch

Verwendung natiirlicher Inhibitoren verdftentlicht.

6.3 Verstirkte Expression von Proteasen durch Uberexpression natiirlicher

Proteaseinhibitoren

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von TIMP-1 zu einem An-
stieg der MMP-9 Expression in Lungen und Lebern transduzierter Mause flihrte. Dass die
prophylaktische Uberexpression von TIMP-1 ausreichend war diesen Anstieg an MMP-9 zu
kompensieren, konnte durch die Verwendung eines MMP-9-Aktivititsassay festgestellt wer-
den. In der Lunge konnte sowohl in den Kontrollen als auch in den TIMP-1 transduzierten
Tieren kein aktives MMP-9 nachgewiesen werden. Zudem war die Aktivierung von proMMP-
9 in den TIMP-1 {iberexprimierenden Tieren sowohl in der Lunge als auch in der Leber redu-
ziert. In den Lebern TIMP-1 transduzierter Miuse konnte aulerdem festgestellt werden, dass

die Expression von TIMP-1 die Generierung aktiven MMP-9 inhibierte, da nur in der Kon-
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trolle aktives MMP-9 nachweisbar war. Diese Erkenntnis kann die erzielten Therapieerfolge
im humanen Fibrosarkommodell sowie im murinen Lymphommodell (Elezkurtaj et al., 2004)

trotz eines Anstiegs der MMP-9 Expression erkldren.

Neben der fiir TIMP-1 beschriebenen anti-metastatischen Wirksamkeit in Tierversuchen
(Brand, 2002), kann TIMP-1 Uberexpression pro-tumorigene Effekte aufweisen (Goss et al.,
1998; Hewitt et al., 2000; Guedez et al., 2001) und ist in einer Reihe von Tumorerkrankungen
mit einer negativen Prognose fiir die Patienten verbunden (Vihinen und Kéhéri, 2002; Ruoko-
lainen, et al., 2004). Bisher wurden diese Effekte alleinig auf die beschriebenen pro-
proliferativen und anti-apoptotischen Effekte von TIMP-1 zuriickgefiihrt. Der in dieser Arbeit
gezeigte Anstieg der MMP-9 Expression, konnte eine weitere Erklédrung flir diese Beobach-
tungen darstellen. Dabei ergibt sich die Hypothese, dass diese pro-tumorigenen Effekte ausge-
16st werden wiirden, wenn die Menge des iiberexprimierten TIMP-1 Proteins nicht ausrei-
chend wire, die zusitzliche Expression von MMP-9 zu inhibieren. Tatsdchlich scheint die
Wirksamkeit von TIMP-1 dosisabhédngig zu sein. So war die Expression von Timp-1 in trans-
genen Médusen nicht ausreichend die experimentelle Metastasierung der verwendeten murinen
T-Zell Lymphomzellen zu reduzieren (Kriiger et al., 1997), die vielfach hohere Expression
von TIMP-1 erzielt durch adenoviralen Gentransfer war jedoch ausreichend die Metastasie-
rung im gleichen Tiermodell zu unterdriicken (Elezkurtaj et al., 2004). Der Vergleich zweier
transgener Mausstimme welche unterschiedliche Mengen an TIMP-1 {iberexprimieren ergab,
dass die spontane Entstehung intestinaler Tumoren in dem Stamm mit hoherer TIMP-1 Ex-
pression unverdndert, in den Méusen mit niedrigerer TIMP-1 Expression jedoch signifikant
erhoht war (Goss et al., 1998). In einer weiteren Studie wurde durch Uberexpression von
TIMP-1 durch kolorektale Tumorzellen ihr intraperitoneales Wachstum und die Leber-
Metastasierung reduziert. Im Gegensatz dazu konnte die intraperitoneale Applikation rekom-
binanten TIMP-1s, welche zu deutlich niedrigeren intraperitonealen TIMP-1 Konzentrationen
fiihrte als die stabile Uberexpression durch die Tumorzellen, das intraperitoneale Wachstum
und Metastasierung der kolorektalen Tumorzellen nicht reduzieren (Yamauchi et al., 2001).
Um die genauen Auswirkungen zwischen der TIMP-1-Dosis und der MMP-9 Expression auf
die Tumorprogression erfassen zu kdnnen, sind jedoch weitere Studien notwendig. Fiir TIMP-
1 wird jedoch auch diskutiert, dass die Auswirkungen einer Uberexpression in verschiedenen
Stadien der Tumorprogression unterschiedlich sind. Einerseits kann TIMP-1 die Tumorigeni-
tat durch verstirkte Proliferation und das Auftreten von chromosomalen Verdnderungen in
pria-malignen Zellen, und somit das Risiko einer malignen Konvertierung der Zellen erhéhen,

andererseits kann TIMP-1 die MMP-Aktivitit inhibieren (Rhee et al., 2004). In dieser Studie
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war die Inhibition von MMPs durch TIMP-1 jedoch nicht ausreichend, die spontane Metasta-
sierung der Tumorzellen zu reduzieren (Rhee et al., 2004). Alle diese Veroffentlichungen so-
wie unsere eigene Untersuchungen weisen darauf hin, dass TIMP-1 iiber verschiedene Me-
chanismen in einer dosisabhéngigen Weise pro- und anti-tumorigene Effekte aufweisen kann.
Wir konnten bereits zeigen, dass die Breitspektruminhibition von MMPs durch den syntheti-
schen MMP-Inhibitor Batimastat zu einer verstirkten Metastasierung im T-Zell Lymphom-
modell fiihrte (Kriiger et al., 2001), welches zu der Vermutung fiihrt, dass die Breitspektrum-
inhibition von MMPs durch TIMP-1 zu den oben beschriebenen Nebenwirkungen fiihren
konnte. Tatsdchlich haben wir Batimastat-dhnliche Ergebnisse im Metastasierungsmodell mit
murinen T-Zell Lymphomzellen gefunden. In diesem Modell kam es durch prophylaktische
Uberexpression von TIMP-1 in der Leber, erzielt durch adenoviralen Gentransfer von 2 x 10
pfu pro Maus, zu einer Reduktion der erfolgreichen Extravasation der systemisch inokulierten
T-Zell Lymphomzellen, jedoch wurde durch die Uberexpression von TIMP-1 die sekundire
Invasion der Tumorzellen drastisch erhoht, welches netto zu einer héheren Tumorzell-
Belastung der Leber fiihrte (bisher unverdffentlichte Daten). Hierbei bleibt anzumerken, dass
eine deutlich hohere Expression von TIMP-1, erreicht durch den adenoviralen Gentransfer
von 2,5 x 10" pfu pro Maus, wie bereits oben erwihnt, die Makrometastasierung sowie die
sekundére Invasion der Lymphomzellen signifikant gegeniiber der Kontrolle reduzierte (Elez-
kurtaj et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde durch die alleinige Uberexpression von
TIMP-1 kein pro-metastatischer Effekt beobachtet, obwohl diejenige Virusdosis (2 x 10° pfu
pro Maus) verwendet wurde, welche im T-Zell Lymphommodell zu der erhdhten Mikrome-
tastasierung fiihrte. In der vorliegenden Studie wurde die Lungenmetastasierung von HT1080
Zellen durch TIMP-1 signifikant gegeniiber der Kontrolle reduziert und die Mikrometastasie-
rung der Leber durch TIMP-1 nicht beeinflusst. Diese dosisabhingigen Auswirkungen einer
prophylaktischen Uberexpression von TIMP-1 konnen demnach vom verwendeten Metasta-
sierungsmodell bzw. dem Zielorgan der Metastasierung abhéngig sein, da wir bisher nur bei
der Lebermetastasierung im Lymphommodell einen dosisabhingigen tumorfordernden Ein-
fluss von TIMP-1 beobachten konnten. Um zu untersuchen, ob die pro-metastatischen Eigen-
schaften von TIMP-1 Organ- bzw. Modell-abhédngig sind, miissten weitere Metastasierungs-
modelle verwendet werden, in welchen die Zielorgane der Metastasierung moglichst Lunge
und Leber sind, bzw. die Applikation der HT1080 Zellen derart verdndert werden, dass es zu
einer verstiarkten Ausbildung von Metastasen in der Leber kommt, wie z.B. direkte Inoku-

lation der Zellen in die zur Leber fithrenden Blutgefdfle. Damit konnten durch Verwendung
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ein und dergleichen Tumorzelllinie mdgliche Organ-spezifische Effekte der TIMP-1 Uberex-

pression auf die Metastasierung untersucht werden.

Neben der Uberexpression von TIMP-1 fiihrte auch die von PAI-2 zu einem Anstieg der
MMP-9 Expression, jedoch war hier zusétzlich die von MMP-2 erh6ht. Da Plasmin essentiell
an der Aktivierung verschiedener MMPs beteiligt ist (Visse und Nagase, 2003) und durch die
Uberexpression von PAI-2 in vivo nachweislich weniger Plasmin generiert wurde, kénnte es
sich bei dem Anstieg der Expression der Gelatinasen durch PAI-2 Uberexpression, ebenso
wie bei dem Anstieg der MMP-9 Expression durch TIMP-1 Uberexpression, um einen
regulatorischen Mechanismus handeln, welcher durch verringerte MMP-Aktivitit ausgelost
wurde. Es ist bereits bekannt, dass Abbauprodukte der ECM zu einem Anstieg der Expression
verschiedener Proteasen fithren konnen. So konnen Fibronektin-Fragmente die Expression
von MMP-1, -3 (Yasuda et al., 2003; Saito et al., 1999), -9 (Saito et al., 1999) und -13 (Kong
et al., 2004 a; Loeser et al., 2003; Yasuda et al., 2003) in verschiedenen Zelllinien induzieren.
Es konnte auch gezeigt werden, dass MMPs ein Laminin-Fragment generieren, welches nach
Bindung an den EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor iiber einen MEK (mitogen-
activated protein kinase)-Signaltransduktionsweg die Expression von MMP-2 induzieren
kann (Shenk et al., 2003). Damit ist im Prinzip gezeigt, dass die Aktivitit von Proteasen an
der Regulation der Expression von Proteasen beteiligt ist. Auch die Behandlung mit
synthetischen Breitspektrum-Inhibitoren der MMPs kann zu einem Anstieg der MMP-9
Expression fiithren, ein weiteres Indiz, dass reduzierte MMP-Aktivitdt zu einem Anstieg der
MMP-9 Expression fiihrt. Inkubation von HT1080-Zellen mit dem synthetischen MMP-
Inhibitor GI129471 fiihrte zu einem Anstieg der MMP-9 Expression in vitro, wihrend die
Zugabe von rekombinantem TIMP-1 keinen Einfluss auf die Expression von MMP-9 in vitro
hatte (Maquoi et al., 2002). In vivo konnte unsere Arbeitsgruppe einen Anstieg der MMP-9
Expression in Lebern Batimastat-behandelter Mause beobachten (Kriiger et al., 2001).

Zusitzlich zu den beobachteten Effekten von PAI-2 und TIMP-1 auf die Expression der Gela-
tinasen, verstiarkte TIMP-1 die Expression von Cathepsin B. Dieses ist ebenso wie die ver-
stirkte Expression von MMP-9 eine bisher unbeschriebene Nebenwirkung der TIMP-1 Uber-
expression. Anders als fiir die Uberexpression von MMP-9, welche auch bei der Verwendung
von synthetischen Inhibitoren beobachtet werden konnte, sind solche Ergebnisse fiir die Ex-
pression von synthetischen MMP-Inhibitoren bisher nicht beschrieben. In der Regel werden in
Studien mit MMP-Inhibitoren bzw. Inhibitoren des PA-Systems nur die Auswirkungen auf
MMPs und Faktoren des PA-Systems beschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstrei-

chen die absolute Notwendigkeit einer genauen Analyse der Effekte einer anti-proteolytischen
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Behandlung auf die Expression mdoglichst vieler tumorassoziierter proteolytischer Systeme.
Zudem veranschaulichen diese Nebenwirkungen die von DeClerck bereits 1997 beschriebene

enge Vernetzung der verschiedenen Proteinasefamilien.

6.4 Abhingiokeit der durch simultane Cystatin C und TIMP-1 Uberexpression

induzierten HT1080 Leber-Makrometastasierung von Plasminogen-Aktivatoren

Die stiarkste in dieser Arbeit beobachtete Nebenwirkung stellt die durch simultane
Uberexpression von Cystatin C und TIMP-1 induzierte Makrometastastasierung der Leber
dar. Diese HT1080 Makrometastasen in der Leber waren sogar grofer, als die in den Lungen
gefundenen Metastasen. In keiner anderen Behandlungsgruppe dieser Arbeit bzw. in keinem
fritheren experimentellen Metastasierungsversuch mit HT1080 Zellen die jemals in unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden konnten Makrometastasen in der Leber gefunden werden
(Schweinitz et al., 2004; Arlt, 2004; Nagel, 2004). Dieses stellt die Besonderheit dieses
Ergebnisses heraus. Eine Induktion von Metastasen in der Leber konnte von uns
ausschlieBlich durch die Verwendung von Batimastat beobachtet werden. Ebenso wie im
verwendeten humanen Fibrosarkom bei der simultanen Uberexpression von TIMP-1 und
Cystatin C, konnte bei der Behandlung mit Batimastat die experimentelle Metastasierung
humaner Brustkarzinomzellen in die Lunge, dem Zielort der Metastasierung, signifikant
reduziert werden, jedoch wurden in der Leber Makrometastasen induziert (Kriiger et al.,
2001). Auch in diesem Modell konnten bis zu diesem Zeitpunkt in unserer Arbeitsgruppe

keine Leber-Makrometastastasierung detektiert werden.

Auffallend war, dass die HT1080 Metastasen in der Leber von einer Kapsel umgeben waren.
In verschiedenen Tumormodellen wurde gezeigt, dass die Uberexpression von Proteaseinhibi-
toren zur Ausbildung von den Tumor umgebenden Kapseln fiihrt. Die Uberexpression von
PAI-2 (Kruithof et al., 1995; Mueller et al., 1995; Laug et al., 1993) bzw. TIMP-2 (Kruithof et
al., 1995) durch Tumorzellen fiihrte zur Ausbildung kollagener Kapseln die Tumor- und
Wirtsgewebe voneinander trennten. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass die Einkapse-
lung der HT1080 Metastasen in der Leber durch die anti-proteolytische Aktivitit eines oder
beider Transgene hervorgerufen worden sein kann. Es miissen jedoch Immuno-
Histochemische Analysen folgen, um die genaue Zusammensetzung dieser Kapseln zu unter-
suchen. In Patientenstudien konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung fibrinhaltiger Kap-
seln um hepatozellulire Tumoren eine chemische und mechanische Barriere der lokalen Inva-

sion darstellen (Lunevicius et al., 2001). In dieser Arbeit konnte belegt werden, dass die Ein-
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kapselung der Tumoren die sekundire Infiltration von HT1080-Zellen in das Lebergewebe
inhibierte. Eine sekundidre Invasion durch HT1080-Zellen konnte nur beobachtet werden,

wenn die Ausbildung der Kapsel nicht vollstdndig war.

Im verwendeten experimentellen Metastasierungsmodell humaner Fibrosarkomzellen kommt
es in der Regel zu einer Mikrometastasierung der Leber (Nagel, 2004; Arlt, 2004), welche in
der vorliegenden Arbeit durch keinen der verwendeten Inhibitoren reduziert werden konnte.
Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Induktion der Makrometastasen in der Leber mit
groBerer Wahrscheinlichkeit durch verstiarkte Proliferation entstanden war und weniger wahr-
scheinlich auf verstirkter Extravasation beruhte. In allen anderen Behandlungsgruppen und
durchgefiihrten Experimenten liegen HT1080 Zellen in der Leber einzellig vor und scheinen
nicht teilungsaktiv zu sein. Ruhende Tumorzellen in sekundédren Organen zeichnen sich da-
durch aus, dass sie netto kein Wachstum zeigen. Dieses heisst nicht, dass sie nicht teilungsak-
tiv sind, sondern dass sich bei diesen Zellen Proliferation und Apoptose die Waage halten
(Holmgren et al., 1995). Es ist jedoch auch gezeigt worden, dass einige ruhende Tumorzellen
in der Leber tatsdchlich iiber langere Zeit, in diesem Fall iiber elf Wochen, nach der Inokula-
tion, nicht-teilungsaktiv vorliegen. Konventionelle Behandlungen welche nur teilungsaktive
Tumorzellen eliminieren, sind demnach nicht in der Lage diese teilungsinaktiven, jedoch vita-
len Tumorzellen zu eliminieren (Naumov et al., 2002). Intrinsische Verdnderungen der Tu-
morzellen oder der sie umgebenen Mikroumgebung des Wirtes kann zu einer Induktion des
Wachstum dieser ruhenden Tumorzellen fithren (Naumov et al., 2001). Es ist bereits mehrfach
gezeigt worden, dass auch nicht-metastasierende Zellen wenn sie systemisch inokuliert wer-
den effektiv extravadieren kdnnen (Morris et al., 1994; Koop et al., 1995; Koop et al., 1996;
Chambers and Matrisian, 1997; Luzzi et al., 1998). Diese Studien zeigen, dass Extravasation
von Tumorzellen und Metastasierung nicht gleichbedeutend sind. Chambers und Mitarbeiter
haben bereits 2001 postuliert, dass die Regulation des Wachstums von Tumorzellen in sekun-
diaren Organen die erfolgreiche Metastasierung bestimmt. Diese Regulation wurde in drei
Schliisselschritte unterteilt: Uberleben einiger einzelner Tumorzellen im sekundiren Organ,
Proliferation einiger dieser Zellen und schlieBlich Angiogenese dieser sekunddren Tumoren
(Chambers et al., 2001). Es konnte auch gezeigt werden, dass reduzierte Apotose im Zielor-
gan metastatische und nicht-metastatische Melanomzellen unterscheidet (Kim et al., 2004).
Die Formation von HT1080 Mikrometastasen in der Leber scheint von Proteasen unabhédngig
zu sein, da alle in dieser Arbeit verwendeten natiirlichen Inhibitoren tumorassoziierter Protea-
sen die Mikrometastasierung der Leber nicht reduzieren konnten. Daher scheinen Extravasa-

tions-unabhéngige Prozesse fiir die Ausbildung der Makrometastasen in TIMP-1- und Cysta-
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tin C Uberexprimierenden Lebern verantwortlich gewesen zu sein. Da in der vorliegenden
Arbeit die Metastasierung der Lunge durch Proteaseinhibitoren signifikant reduziert wurde,
und eine frithere Studie zeigte, dass die anti-metastatische Wirkung eines synthetischen
MMP-Inhibitors deutlich effektiver ist, wenn dieser vor der systemischen Inokulation der
HT1080 Zellen verabreicht wurde, im Vergleich zu einem Behandlungsstart nach der Tumor-
zellinokulation (Arlt, 2004), scheint die reduzierte Metastasierung der Lunge durch HT1080
Zellen, im Gegensatz zu der der Leber, auf verringerter erfolgreicher Extravasation der Zellen
zu beruhen. Zu diesem Prozess z&hlt nicht nur die Extravasation als solche, vielmehr gehen
dabei auch diejenigen Prozesse ein, welche zu dem Uberleben der Tumorzellen in der Lunge
fithrten. Dabei konnen Proteasen z.B. durch Freisetzen von Wachstumsfaktoren und Chemo-
kinen aus der ECM zu verstirkter Proliferation beitragen, wie es fiir MMPs bereits beschrie-
ben ist (Egeblad und Werb, 2002). Vorldufige Untersuchungen zu der Kinetik der HT1080-
Lungenmetastasierung haben uns gezeigt, dass sechs Stunden nach der systemischen Inokula-
tion der Tumorzellen eine sehr grole Menge an einzellig vorliegenden HT1080-Zellen in der
Lunge gefunden werden konnen, welche in ihrer Anzahl deutlich iiber der zu Tierversuchsen-
de zdhlbaren Anzahl an Makrometastasen liegt. Bereits kurze Zeit spiter, konnen nur noch
vereinzelt Tumorzellen in der Lunge gefunden werden, welche im Verlauf des Experimentes
zu Makrometastasen auswachsen (bisher unverdffentlichte Daten). Da in dem in dieser Arbeit
verwendeten Metastasierungsmodell in der Leber in der Regel nur einzelne HT1080 Zellen
vorkommen, deren Extravasation und Uberleben von Proteinasen unabhiinig zu sein scheint,
konnte die Formation der Makrometastasen in diesem Organ ein Resultat induzierter Pro-
liferation und/oder verringerter Apoptose ruhender HT1080-Zellen durch Uberexpression von

Cystatin C und TIMP-1 in ihrer Mikroumgebung sein.

Fiir TIMP-1 ist bereits mehrfach und an verschiedenen Zelllinien eine proliferationssteigernde
Wirkung beschrieben worden (Hayakawa, et al., 1992; Porter et al., 2004). Zudem ist bekannt,
dass TIMP-1 die Apoptose verschiedener Zelllinien in vitro (Lee et al., 2003; Murphy et al.,
2002; Vorotnikova et al., 2004; Yoshiji et al., 2002) reduziert. In TIMP-1 transgenen Méusen
wurde in einem Modell spontaner Transformation von Brustepithelzellen die Apoptose in den
aus diesen transformierten Zellen entstandenen Tumoren, im Vergleich zu Tumoren aus den
Kontrolltieren, inhibiert (Yamazaki et al., 2004). Kiirzlich wurde verdffentlicht, dass TIMP-1
einen von Proliferationssteigerung und Apoptosereduktion unabhédngigen pro-tumorigenen
Effekt aufweist. Uberexpression von Timp-1 fiihrt zu einer verstirkten Bildung aggressiver
desmoider Tumoren in transgenen Méusen, ohne dass Proliferation bzw. Apoptose in Tumo-

ren aus transgenen Méusen gegeniiber Tumoren aus den Kontrolltieren verdndert ist. Der ge-
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naue Wirkungsmechanismus von Timp-1 wurde jedoch nicht gefunden (Kong et al., 2004 b).
Da in der vorliegenden Arbeit die Leber-Makrometastasierung jedoch nur nach zusédtzlicher
Expression von Cystatin C erfolgte, miissen neben TIMP-1 induzierten Mechanismen weitere
Faktoren eine Rolle spielen. Kiirzlich wurde ver6ffentlicht, dass Cystatine mit MMPs inter-
agieren. Fetunin A, ein Mitglied der Cystatin-Superfamilie, verhindert nach Binden an MMP-
9 die autolytische Degradation von MMP-9 ohne die gelatinolytische Aktivitit von MMP-9
zu behindern. Es konnte zudem gezeigt werden, dass auch Cystatin C an MMP-9 binden kann,
was vermuten ldsst, dass auch Cystatin C aktives MMP-9 konserviert (Ray et al., 2003).
Demnach kénnte Cystatin C die Auswirkungen der durch TIMP-1 induzierten MMP-9 Uber-
expression verstirkt haben. Zudem kann Cystatin C durch Inhibition von Cathepsin B, wel-
ches pro-apoptotisch wirksam ist (Foghsgaard et al., 2002), anti-apoptotisch wirken und somit
einen proliferationssteigernden bzw. anti-apoptotischen Effekt von TIMP-1 verstirken. In
dieser Arbeit wurde Cystatin C durch die Wirtszellen exprimiert, wodurch die Wahrschein-
lichkeit einer anti-apoptotischen Wirkung in den Tumorzellen reduziert wurde, jedoch nicht
ginzlich ausgeschlossen werden kann. Erhdhtes Vorkommen an Cystatin C im Serum von
Krebspatienten ist zudem mit einer schlechten Prognose fiir Patienten verschiedener Krebser-
krankungen assoziiert (Kos et al., 1997; Kos et al., 2000; Strojan et al., 2004; Takeuchi et al.,
2001). Es wurde bisher jedoch noch nicht gezeigt, dass Cystatin C direkt an der verstirkten
Tumorprogression in diesen Patienten beteiligt ist. Zwar konnte Cystatin C wie bereits be-
schrieben anti-apoptotisch wirken, jedoch wurden bisher keine Patientenstudien verdffent-
licht, welche diesen Zusammenhang — Cystatin C Uberexpression und reduzierte Apotose —
zeigen. Es ist jedoch bekannt, dass reduzierte Filtration durch Glomeruli zu einer Anreiche-
rung von Cystatin C im Blut von Patienten mit eingeschrénkter Nierenfunktion fiihrt. Bei aku-
tem Nierenversagen kann der Gehalt an Cystatin C im Blut zur frithen Diagnostik verwendet
werden und kann sogar ein bis zwei Tage frither verwendet werden als der bisher eingesetze
Marker Creatinin (Herget-Rosenthal et al., 2004). Chemotherapie ist assoziiert mit nieren-
toxischen Nebenwirkungen. In Kindern mit Leuk&dmien bzw. soliden Tumoren wurde der Cy-
statin C Gehalt im Serum vor und nach Chemotherapie ermittelt. Dabei ergab sich, dass nach
einer Chemotherapie der Gehalt an Cystatin C im Serum stark zunahm und mit der ver-
ringerten Filtrationsrate durch die geschiadigten Nieren korrelierte (Bardi et al., 2004). Daher
erscheint es notwendig, bei Studien, welche die Expressionen von Cystatinen bei Krebspatien-
ten untersuchen zwischen Patienten vor bzw. nach einer Chemotherapie zu unterscheiden. In
Cystatin C knock out Méausen wurde die experimentelle Lungenmetastasierung muriner Mela-

nomzellen im Vergleich zu der Lungenmetastasierung in wildtyp Méausen reduziert (Huh et
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al., 1999). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit gefundenen
anti-metastatischen Wirksamkeit der Cystatin C Uberexpression durch den Wirt. In der eben
zitierten Arbeit war zu verschiedenen Zeitpunkten, von 15 Minuten bis zwei Wochen nach der
Tumorzellinokulation, in den Cystatin C knock out Méausen die Anzahl der Lungenmetastasen
signifikant erhoht. Allerdings rdumen die Autoren ein, dass die Unterschiede der Metastasen-
zahl zwischen den beiden Mauslinien weniger stark ausgeprdgt waren, wenn /acZ-markierte
Melanomzellen verwendet wurden, welches ihnen erlaubte auch kleinere Metastasen zu zih-
len (Huh et al., 1999). Aus diesem Ergebnis lésst sich folgern, dass in der Cystatin C knock
out Gruppe mehr Mikrometastasen detektiert wurden als in der Kontrolle. Dieses deutet dar-
authin, dass eventuell ein reduziertes Wachstum der Tumorzellen in Cystatin C-defizienten
Tieren zu der reduzierten Metastasenzahl fiihrte. Im Umkehrschluss konnte also angenommen
werden, dass die Expression von Cystatin C in den wildtyp-Méusen die Proliferation der Me-
lanomzellen unterstiitzte. Die beobachtete Induktion der Makrometastasierung durch HT1080
Zellen in simultan TIMP-1 und Cystatin liberexprimierenden Lebern kdnnte demnach aus
einer Kombination reduzierter Apoptose und verstarkter Proliferation, vermittelt durch beide
Transgene, resultieren. Es miissen jedoch Immunohistochemische Analysen durchgefiihrt
werden, um die Proliferations- und Apoptose-Rate von HT1080 Zellen in den unterschiedlich
transduzierten Lebern zu bestimmen. Hierfiir sollte allerdings ein Zeitpunkt gewdhlt werden
an welchem die induzierten Makrometastasen in der Leber noch nicht formiert sind, um mdog-
lichst die Proliferation bzw. Apoptose einzellig vorliegender HT1080 Zellen ermitteln zu
konnen. Nur so ist ein direkter Vergleich zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen
moglich. Auf diese Weise konnte liberpriift werden, ob die hier diskutierte Hypothese, ndm-
lich dass verstirktes Wachstum der Tumorzellen zu der Makrometastasierung fiihrte und nicht

verstirkte Extravasation der Zellen, stimmt.

Da die Expression von Proteasen, wie bereits beschrieben, zu einer Proliferationssteigerung
durch Freisetzen bzw. Aktivierung von Wachstumsfaktoren fithren kdnnen, wurden verschie-
dene tumorassoziierte Proteasen hinsichtlich verdnderter Expression durch simultane TIMP-1
und Cystatin C Expression untersucht. Die Analyse dieser tumorassoziierten Proteasen ergab,
dass von allen untersuchten Parametern (MMP-9, MMP-2, Cathepsin B, Cathepsin L, uPA,
tPA), nur tPA mit der Formation von Leber-Makrometastasen assoziiert war. Durch simultane
Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C kam es zu einem hdheren Gehalt an tPA in tu-
mortragenden Tieren. Zur Uberpriifung ob tPA bzw. PAs im Allgemeinen an der Formation
der Makrometastasen beteiligt waren, wurde der natiirliche Inhibitor von PAs, PAI-2, zusétz-

lich zu Cystatin C und TIMP-1 iiberxprimiert. Durch diese zusitzliche Uberexpression von
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PAI-2 konnte gezeigt werden, dass PAs essentiell an der durch TIMP-1 und Cystatin C ausge-
l6sten Leber-Makrometastasierung beteiligt waren. Die Inhibition von PAs fiihrte zur Unter-
driickung dieser Nebenwirkung. In vitro wurde bereits gezeigt, dass HT1080-Zellen auf RNA
Ebene tPA exprimieren (Sugiura et al., 1999). Wie bereits unter 2.1 diskutiert scheinen PAs
am Wachstum von Tumoren beteiligt zu sein, was ebenfalls darauf hinweist, dass eine Prolife-
rationssteigerung ruhender Zellen Ausloser der Makrometastasierung der Leber war. Da tPA
auf Proteinebene als einziger PA mit der durch Uberexpression von TIMP-1 und Cystatin C
ausgelosten Makrometastasierung korrelierte, schien dieser PA bei der vorliegenden Neben-
wirkung von groBerer Bedeutung zu sein als uPA. In Leukdmien konnen erhohte Konzentrati-
onen an tPA in cerebrospinaler Fliissigkeit nachgewiesen werden (Teesalu et al., 2002), im
Serum von Ovarialkarzinompatientinnen stellt tPA sogar einen negativen prognostischen
Marker dar (Borgfeldt et al., 2003) zudem wird die tPA Expression in Nervenzellen mit einer

Reihe von neuronalen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (Teesalu et al., 2002).

Neben den bisher beschriebenen Mechanismen welche zur Ausbildung von Makrometastasen
notwendig sind, Extravasation der Tumorzellen, Uberleben der Tumorzellen im Wirtsorgan
und Proliferation der Zellen, gibt es einen weiteren notwendigen Faktor. Da Sauerstoff und
Néhrstoffe aus dem Gefdsystem nur durch wenige Zellschichten diffundieren, miissen
Metastasen ab einer GroBle von 1 mm zusétzlich durch neu gebildete Blutgefille versorgt
werden, da es anderenfalls zu Mangelversorgung der Tumorzellen und Ausbildung von
Nekrosen kommt (Folkmann, 1986). Da die HT1080 Makrometastasen in simultan TIMP-1
und Cystatin C liberexprimierenden Lebern in der Regel groBer als 1 mm waren, miisste in
weiteren Untersuchungen ermittelt werden, ob diese Metastasen von neugebildeten
Blutgefdlen (An-giogenese) versorgt werden oder, ob in groferen Metastasen nekrotische
Areale in den Metastasen entdeckt werden konnen, welches auf eine Mangelversorgung der

Metastasen hinweisen wiirde.

6.5 HTI1080 Makrometastasierung der Leber korreliert mit erhohtem Gehalt an HGF

Ein Signaltransduktionsweg welcher sowohl zu einer verstirkten Expression von MMPs
(Harvey et al., 2000; Monvoisin et al., 2002; Bennett, et al., 2000) sowie zu der von Faktoren
des PA-Systems (Tacchini et al., 2004; Hall et al., 2004) fiihren kann, ist der HGF (Hepatozy-
ten-Wachstumstaktor, hepatocyte growth factor)-Signaltransduktionsweg. Daher wurde in
Lebern aller Behandlungsgruppen, am Ende des experimentellen Metastasierungsmodells

humaner Fibrosarkomzellen, die HGF-Konzentration ermittelt. Dabei zeigte sich, dass nur in
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der simultan Cystatin C und TIMP-1 iiberexprimierenden Gruppe erhdhte Mengen an HGF
nachweisbar waren. Da in der Gruppe mit zusitzlicher Uberexpression von PAI-2 kein HGF-
Anstieg nachweisbar war konnte es sein, dass nicht die simultane Uberexpression von Cysta-
tin C und TIMP-1 zu dem Anstieg der HGF-Konzentration fiihrte sondern, dass die HGF Ex-
pression von der Makrometastasierung ausgelost wurde. Um diese Frage zu beantworten
misste die HGF-Konzentration in AdCysC und/oder AdTIMP-1 transduzierten Lebern ohne
Tumorzellen bestimmt werden. Da tPA ebenfalls mit der Makrometastasierung der Leber kor-
reliert, konnte ebenso tPA zu dem Anstieg von HGF gefiihrt haben, was auch die unverénder-
ten HGF-Konzentrationen in den Lebern der Dreifachbehandlung erkliaren konnte. HGF wird
als pro-Form sezerniert und kann von verschiedenen Proteasen aktiviert werden, unter ande-
rem von tPA (Marx et al., 1993). Aktives HGF kann nach Bindung an seinen Rezeptor c-Met
Signaltransduktionskaskaden auslosen, die wie beschrieben, zu einem Anstieg der Protein-
asen-Expression filhren kann. Um die genauen Zusammenhidnge zwischen HGF und der

Makrometastasierung zu klaren, bedarf es noch einiger Untersuchungen.

Der Zusammenhang zwischen HGF und Proteinasen scheint komplizierter zu sein als bisher
angenommen. HGF fiihrt zu einem Anstieg der Expression verschiedener Proteinasen, wie
z.B. MMP-9 (Kermorgant et al., 2001; Bennett, et al., 2000), PAs (Hall et al., 2004; Tacchini
et al., 2004) und zu verstirkter Aktivierung von Plasminogen (Jeffers et al., 1996). Einige
dieser Proteinasen konnen proHGF aktivieren und somit HGF-Signaltransduktionen verstér-
ken, wie z.B. PAs. Andererseits flihrt die Expression von MMP-9 und Plasminogen zu einer
vermeintlich erh6hten Generierung von Angiostatin (Pozzi et al., 2002), welches wiederum in
vitro selektiv die HGF-Signaltransduktion in Zellen der glatten Muskulatur und Endothelzel-
len inhibiert (Wajih und Sane, 2003). Es bedarf also noch einiger Studien, die komplexen Zu-
sammenhédnge zwischen der Aktivitit von Proteinasen und HGF erkldren zu kdnnen. Auf-
fallenderweise ergibt sich durch den erhdhten Gehalt an HGF eine erneute Parallele zu der
Inhibition von MMPs durch Batimastat. Wir konnten einen Anstieg an HGF durch Batimastat
Behandlung in den Lebern der behandelten Mause finden (Kriiger et al., 2001). Aufgrund der
vielen Parallelen zwischen der Behandlung mit Batimastat und der mit Cystatin C und TIMP-
1, scheint die Breitspektrum-Inhibition von MMPs zumindest teilweise Ausldser der in dieser
Arbeit beobachteten Nebenwirkung zu sein. Wir konnten fiir synthetische Inhibitoren bereits
zeigen, dass im murinen T-Zell Lymphommodell die beobachteten Nebenwirkungen einer
MMP-Inhibition ausblieben, wenn MMP-9-spezifische MMP-Inhibitoren verwendet wurden
(Arlt et al., 2002). Um zu priifen, ob sich auch hier Parallelen zwischen der ,,synthetischen*

und ,,natiirlichen* Inhibition von MMPs ergeben, miisste zunichst die fiir das HT1080-Modell
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metastasenfordernden MMPs identifiziert werden und anschliessend TIMP-1 Mutanten ver-
wendet werden, welche hinsichtlich ihrer Spezifitit gegeniiber diesen MMPs optimiert sind.
In einer bisher unverdffentlichten Studie konnten wir zeigen, dass die prophylaktische Uber-
expression von TIMP-1 zu einem Anstieg der HGF-Expression in der Leber fiihrte und diese
nach der Inokulation muriner T-Zell Lymphomzellen noch verstérkt wurde. In der vorliegen-
den Arbeit konnte zu Tierversuchsende keine erhohte HGF Expression in den TIMP-1 {iber-
exprimierenden Lebern gefunden werden. Im Gegensatz zu dem murinen T-Zell Lymphom-
modell, in welchem sich die Metastasen bereits sechs Tage nach Tumorzellinokulation for-
miert haben und somit die Tiere bereits neun Tage nach dem Gentransfer geopfert und der
HGF Gehalt in der Leber bestimmt wurde, erfolgte die Priparation der Méuse im HT1080-
Metastasierungsmodell erst 24 Tage nach dem Gentransfer. Beriicksichtigt man also diese
Ergebnisse, erscheint es notwendig eine Studie durchzufiihren, bei welcher Tiere im humanen
Fibrosarkommodell bereits zu fritheren Zeitpunkten geopfert werden um den genauen Verlauf

der Metastasierung sowie der HGF Expression ermitteln zu konnen.

6.6 Ausblick

Das in dieser Arbeit iiberpriifte Konzept einer prophylaktischen Uberexpression natiirlicher
Proteaseinhibitoren stellt einen viel versprechenden Ansatz einer anti-proteolytischen Thera-
pie der Metastasierung dar. In dieser Arbeit konnte jedoch auch gezeigt werden, dass die
Uberexpression natiirlicher Proteaseinhibitoren zu Nebenwirkungen hinsichtlich der Expres-
sion tumorassoziierter Proteasen fiihren kann. Daher scheint die simultane Inhibition mehrerer
Proteasefamilien eine wertvolle Strategie zu sein, die durch Inhibition eines Proteasesytems
ausgelosten Steigerungen von Proteasen anderer Familien zu kompensieren. Diese konnte
bereits durch die erfolgreiche additive Behandlung der experimentellen Lungenmetastasie-
rung der verwendeten HT1080-Zellen durch Uberexpression von TIMP-1 und PAI-2, sowie
fiir die Reduktion der als Nebenwirkung durch simultane Uberexpression von Cystatin C und
TIMP-1 aufgetretenen Makrometastasierung der Leber durch zusitzliche Uberexpression von
PAI-2 gezeigt werden. Um eine eventuelle allgemeine Wirksamkeit der simultanen Uberex-
pression verschiedener natiirlicher Inhibitoren zu untersuchen, miissen in der Zukunft zusétz-
lich noch andere Metastasierungsmodelle verwendet werden. Die Untersuchung der Mecha-
nismen welche zu der verstirkten Protease-Expression durch Uberexpression natiirlicher Inhi-
bitoren gefiihrt haben, miissen noch genauestens untersucht werden. Eine Moglichkeit stellt

dabei die Verwendung so genannter Micro-Fluid-Cards™ dar. Bei diesen Karten handelt es
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sich um eine quantitative real-time PCR bei der gleichzeitig mehr als 380 cDNAs untersucht
werden konnen. In unserem Institut steht eine solche Anwendung in Kiirze zur Verfligung.
Mittels dieser Technik werden wir Gewebeproben der in dieser Arbeit behandelten Tiere hin-
sichtlich Faktoren von Signaltransduktionen und weiteren Proteasen untersuchen. Der Ver-
gleich von metastasenfreien sowie metastasentragenden Organen der verschiedenen Behand-
lungsgruppen soll uns Aufschluss iiber die den Nebenwirkungen zugrunde liegenden Regula-

tionen geben.

Um zu untersuchen welchen Einfluss die PAs auf die Ausbildung von Metastasen haben,
sollen in Zukunft knock out Miuse verwendet werden bzw. hinsichtlich eines PA knock outs
manipulierte Tumorzellen. Der Vergleich zwischen den Auswirkungen des uPA knock outs in
den Wirtsorganen und den Tumorzellen soll uns die Bedutung der von Tumor- bzw.
Wirtszellen-produzierten PAs bei der Tumorprogression vermitteln. Ein addquates Konzept
wurde von uns fiir die Untersuchung von MMP-9 erarbeitet. Fiir den knock out von Proteasen
in Tumor- bzw. Wirtszellen stehen uns bereits lentivirale Vektoren zur Verfligung welche
siRNAs (small inhibitory RNA) kodieren konnen. Durch diese siRNA kodierenden Vektoren
soll nach Transduktion der Tumor- bzw. Wirtszellen spezifisch die Ziel mRNA reduziert

werden.

Durch die vielen Parallelen zwischen der Breitspektrum-Inhibition von MMPs durch
Batimastat bzw. Cystatin C und TIMP-1, sollen in zukiinftigen Studien spezifitdtsoptimierte
TIMP-1-Mutanten verwendet werden. Es soll iiberpriift werden, ob die bei Verwendung
synthetischer MMP-9-spezifititsoptimierter Inhibitoren erreichte Verstirkung der anti-
metastatischen Effizienz auf natiirliche Inhibitoren iibertragbar ist. In unserer Arbeitsgruppe
wurde bereits, unter meiner Anleitung, ein Adenovirus Kkonstruiert, welches eine
spezifititsoptimierte Variante von TIMP-1 kodiert. Die cDNA dieser TIMP-1-Mutante wurde
in den Arbeitsgruppen von Keith Brew und Hideaki Nagase konstruiert und uns zur

Verfiigung gestellt.
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transforming growth facrtor, transformierender Wachstumstaktor
tissue inhibitor of metalloproteinases (human)
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Tumor Nekrose Faktor a
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urokinase-type plasminogen activator, Urokinase
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Anhang I: Bezugsquellen von Chemikalien u. Reagenzien

I Verzeichnis der Bezugsquellen von Chemikalien und Reagenzien
Agarose (Gelelektrophorese) SeaKem® LE Agarose Cambrex, Rockland, USA

Agarose (Zellkultur) Peq Gold Universal Agarose PeqLab, Erlangen, Deutschland
Ampicillin, Ampicillin-Natriumsalz Sigma, Deisenhofen, Deutschland
APS (Ammoniumpersulfat, > 98%, HsN,OgS,) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Bacto™ Agar BD, Heidelberg, Deutschland
Bacto™ Tryptone BD, Heidelberg, Deutschland

Bact™ Yeast Extract BD, Heidelberg, Deutschland
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Bromphenolblau (37, 3*°, 5°, 5" -Tetrabromphenolsulfon-

phthalein, C,4H;¢Br4OsS), Fiir die Molekularbiologie Sigma, Deisenhofen, Deutschland
calf intestinealkaline phosphatase (CIAP), 1U/n Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Césiumchlorid (CsCl), > 98% Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Casein Sigma, Deisenhofen, Deutschland
CIAP Puffer (10x) Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Coomassie® Brilliant Blau R-250 Applichem, Darmstadt, Deutschland
L-Cystein Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,), > 99% Fluka, Buchs, Schweiz
Dimethylformamid (DMF), Fiir die Molekularbiologie,

99% Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HsOS), Sterilfiltriert Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,), Zur Analyse Merck, Schwalbach, Deutschland
DNase I (bovine Pankreas Dnase I, 1,500 Kunitz units/mg

protein) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
dNTPs Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
DTT (1,4-Dithio-DL-threitol, C4H;,0,S,) Applichem, Darmstadt, Deutschland

EDTA (C,oH4N,Os, Ethylendiamintetraessigsdure) reinst Merck, Schwalbach, Deutschland
Eisessig (Essigsdure, CH;COOH) zur Analyse, 100%,

wasserfrei Merck, Schwalbach, Deutschland
Ethanol (EtOH, C,HsOH) Zur Analyse, > 99,9% Merck, Schwalbach, Deutschland
Ethidiumbromid (C,,H,oBrN3) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
F11 (10x) Gibco, Eggenstein, Deutschland
Formaldehyd (Formalin, CH,0), 36,5-38% (W/v) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fungizone (500 x, Amphotericin B) Gibco, Karlsruhe, Deutschland
G418 (Neomycin Analogon) Gibco, Eggenstein, Deutschland
Gelatin (from porcine scin) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Gibco™Opti-MEM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
D(+)Glukose (C¢H,04), reinst Fluka, Buchs, Schweiz

Glutaraldehyd (CsHgO,), 50% (w/v), Photographic grade  Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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Glycerin (C;HgO;), wasserfrei
Glykogen, Typ I

HEPES (N-(2-Hydroxyethyl-Piperazin-N"-2-
Ethansulfonsiure, CgH;sN,O4S), > 99,5%

HeringSperm DNA

Horse Serum

Isopropanol, Fiir technische und Laborzwecke
Kaliumacetat (K-Acetat, C;H;KO,), reinst
Kaliumchlorid (KCl), > 99,5%

Kaliumferricyanid (K;Fe(CN)g), Minimum 99%
Kaliumferrocyanid (K4Fe(CN)s), Minimum 99%
Kalziumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2H,0), Zur Analyse
Kanamycin

Klenow-Fragment

Lipofekatamin-Reagenz, 2 mg/ml

Lysozym, From chicken egg white, 159000 U/mg
Magnesiumchlorid (MgCl,), Zur Analyse

MMP-2 (aus humanen Fibroblasten)

Na-Acetat (CH;COONa), Wasserfrei, zur Analyse
Natriumchlorid (NaCl), reinst

Natriumcitrat (Na-Citrat, Tri-Natriumcitrat
CsHsNa;O7 x 2 H,0), Fiir die Molekularbiologie

Natrium-Deoxycholat (C,4H39NaQOy), >98,5%

Natriumdodecylsulfat (SDS, C;,H,sNaO,4S), Ultra, > 99%

Natriumhydrogenkarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid (NaOH), reinst

Nonidet P40 (Nonylphenylpolyethylenglykol, NP40)
Papain (aus)

Pfit DNA-Polymerase

Pfit DNA-Polymerase Puffer incl. MgCl, (10x)
Phenol (CsH¢O, fliissig, wassergeséttigt)
Plasminogen (aus Papaya latex)

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid, C;H;FO,S)

Polyacrylamid-Losung (40%), Rotiphorese® Gel 40

(29:1)

Pronase

Random Hexamere

Reverse Transkriptase (aus MMLV)
Reverse Transkriptase Puffer (5x)

-1I-

dihydrat,

Fluka, Buchs, Schweiz

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Fluka, Buchs, Schweiz

Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Apotheke des Klinikums rechts der Isar
Fluka, Buchs, Schweiz

Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Serva,Heidelberg , Deutschland
Merck, Schwalbach, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Schwalbach, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Applichem, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Fluka, Buchs, Schweiz

Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Schwalbach, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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RNase A (37,4 mg/ml) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Rnase-Inhibitor Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
T4 DNA-Ligasel (10° U/ml) Roche, Mannheim, Deutschland
TaqManTM Master Mix (10x) ggﬁgiifiﬁsysmms’ Darmstadt,
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine, = 99%,

CeH 6N>) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
TRIS Base (TRIZMA base, C4H;;NO;) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
TRIS/HCI (TRIZMA/HCI, C4H;NO; x HCI) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Triton  X-100  (Polyethylenglykol-Mono-[p-(1,1,3,3-

Tetramethylbutyl)-phenyl]-Ether, C34Hg,011) Applichem, Darmstadt, Deutschland
Tween-80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat) Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Urokinase (uPA, aus humanem Urin, 500 U/mg Protein)  Sigma, Deisenhofen, Deutschland

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopy-
ranoside, C4H;sBrCINOg) Roche, Penzberg, Deutschland
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Anhang II: Konstruierte Plasmide u. Adenoviren

11 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit konstruierten Plasmide und
Adenoviren

1.pKA1/TIMP-1

Ad5-Sequenz pKA1/TIMP-1
o

. N
o o

R

4 =
3 -
2 -
1,5-
1 -
-
- 400
- 300
- 200
Fragmente 3268 2384
[bp] 512 | 1995
264 | 487
2. AATIMP-1 AdTIMP-1
\ \
?Q\\ ‘i»\\o
kb
10
Zu erwartende < 3
Banden 6
Pvul Xhol f i
9776 14500
< 3
4990 8484
4553 | 4458 ® )
3852 2466 < .
2782 1445 ,
2174 595 1
2062
1669 0,5
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3. pSecTag2/HyoroB/PAI-2

BglTI (13)

Amp’ pSecTagZ/HygroB/PAI-Z

x‘ ‘x\‘

o R

Nhel (896)

! IgK leader-
sequenz kb

HindIII (1002)

pSecTag2/ PAJ-2
HygroB/PAI-2
Xhol (2253)
Apal (2265)
SV40-pA
BGH-pA
. Fragmente 6929 6929|4689 69295671
[bp] 2240 1251
|:,SV40
4. pShuttle/PAI-2
pShuttle/PAI-2
I-Ceu 1 (19)

Bgl 11 (34)
Xhol (5001) Ad-Sequenz
Kan'

HindI1I (4481) IgK leader- 8

equenz
HindIII (1029)

— PAI-2

2889

2138
2034
1314

2765

"Xhol (2300) Fragmente 3701

2589
[bp] s

Bgl1I (2631)
PI-Scel (2657)
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5. pAdenoX/PAI-2

pAdenoX/PAI-2

I-Ceu 1(1) & o
] Q

IgK leader- 0\? w‘& &
cmv_Sequenz g

ITR

Pacl (34935)
Pacl (34925)
ori

Ampt___ Ly PAI-2
BGH-pA
PI-Sce 1 (2639)

pAdenoX/PAI-2
35307 bp

Ad5 Sequenz

14500(9516 |8009
Schnittstellen: Fragmente 8046 (7510|5377

[bp] 5576 |4553 | 5222
2659 (3942 {4598

Hind 1II: 1030, 2344, 5413, 10753, 12816, 12891, 17489, 2466 |2781 3069
25498, 28023, 30960 1445 (2175 | 2937
Poul:  5492,7161, 11714, 13889, 17831, 20612, 22674, 595 |2062 2525
32190, 33287 20 (1669|2081
Xho1:  2281,2301, 4960, 7426, 8871, 9466, 23966, 1097 1;;4
32012
6. AdPAI-2 %\\
g&‘*x o0
Zu erwartende kb
Banden [bp]
Pvul Xhol = ;0
9306 14500 =6
5846 8014 _i
4553 2635 s
3942 2466
2782 1445 -2
2174 595 -15
2062 20 _
1669
=05
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7. pSecTag2/HygroB/CysC
Pewm

pSecTagZ/HygroB/CysC

V' Nhel (896)

o x\ A
Amp’ T7 o> g \\0@ S 0@
IgK leader- kP ¢ 5 RS kS bp

pUC-ori

R
S
(=7
o
=i
o=t
E*N
N W o

(1002)
CysC

Xho 1
137 o5

Apal (1383)

pSecTag2
Hygro/B/CysC
6047 bp

-
-

SV40-pA BGH-pA  Fragmente 6047/6047|4709|  |60475678
F1-ori [bp] 1438 369
Hyg"
EcoRI (2809)
8. pKA1/CysC
Ad5-Sequenz pKA1/CysC
\Y N\
0\‘:@ & (\6&& \x\N S
Xbal (455) Kb R p

PCMV
IgK leader-
Sequenz

[ HindIII
(1436) 0,5
CysC

Xhol (1805)
Fragmente 47, 44714/3443 47144314

Sall (1825) [bp] 1271 400
ori
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9. AdCysC

Zu erwartende
Banden
Pyul HindIll
9776 8010
4839 5322
4553 4597
3942 3324
2782 3011
2174 2937
2062 2081
1669 1436
1003
75

“VIII-

Zusatz:

Pvul-Verdau, 9776-Bande grofler als
erwartet, da vermutlich Terminales Protein
nicht vollstdndig von der adenoviralen DNA
entfernt wurde

HindlIll-Verdau: Bande bei 1,8 kb resultiert
aus dem Verdau der genomischen DNA der
HEK 293 Zellen



Anhang III: Lebenslauf

111 Lebenslauf

Name
VYornamen
Familienstand
Geburtsdatum
Geburtsort
Nationalitat
Eltern

1980-1986

1986-1993
26.05.1993

WS 1993-WS1999
20.06.1996
07.01.1999

01.01.1999-31.01.1999

Seit 01.01.2000

Kopitz

Charlotte Christine

Seit 01.06.2001 verheiratet mit Idris Razak Mohamed
26.05.1974

Berlin

Deutsch

Michael Kopitz und Christine Kopitz geb. Duscheleit

Besuch der Reinhold-Otto-Grundschule in Berlin-Charlottenburg

Besuch des Erich-Hoepner-Gymnasiums in Berlin-Charlottenburg
Erlangung der allgemeinen Hochschulreife (Abitur)

Studium der Biologie an der FU-Berlin
Vordiplom der Biologie
Diplom der Biologie

Wissenschaftliche Mitarbeit im Labor fur klinische Gastroenterolo-
gie der 1. Medizinischen Klinik der Christian-Albrechts-Universitit
Kiel

Beschiftigt am Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapie-
forschung der Technischen Universitdt Miinchen mit der Moglich-
keit der Vorbereitung der Promotion
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