TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
Lehrstuhl fur Entwicklungsgenetik

Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) im Nierenzellkarzinom

Einfluss auf die Antigenexpression und Immunerkennung

Markus R. Schmid

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan
fur Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Minchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. S. Scherer

Prufer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. W. Wurst
2. apl. Prof. Dr. D. J. Schendel

(Ludwig-Maximilians-Universitat Manchen)

Die Dissertation wurde am 21.05.2008 bei der Technischen Universitat Minchen
eingereicht und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fur

Erndhrung, Landnutzung und Umwelt am 17.07.2008 angenommen.



Denker sind iiberall willkommen...

...Andersdenker immer woanders.
Dr. med. Klaus D. Koch



Inhaltsverzeichnis 2

INHALTSVERZEICHNIS ...t rrme s s s s e s 2
1 EINLEITUNG ... 5
1.1 Das Nierenzellkarzinom..........ccooeiiniimmiinn s 5

111 RCC TUMOISUDLYPEN ...ttt e e e e e e e e 5

1.1.2  RCC TUMOIMINIBU ... e 7
1.2 O 10

1.2.1  Der Cadherin-SWItCh..........c.ooiiiii e 12

1.2.2  Zytoskelett-Umstrukturierung und Migration............cccceevviiiii e 16

1.2.3 EMT-induzierende Wachstumsfaktoren und extrazellulare Signale ................... 19
1.3 Angeborene und adaptive Immunitat im RCC ............ccoooiiiiiii, 22
14 Therapie des RCC ...t s s s e s s s e s s s r e e m s e e e nnnn 24

1.4.1 Therapie des RCCs mit ,small molecules* und monoklonalen Antikérpern........ 24

1.4.2 Hormon- und Immun-Therapie des RCCS............couvviiiiiiieiiieiiiiriiiiiiiriieneenenenannnns 25
1.5 Zielsetzung der Arbeit........oeeeeeciiiiiii 26
2 MATERIALIEN ... 28
2.1 GeraAte......ceiiiier i 28
2.2 Sonstige Materialien ... ——— 29
2.3 Chemikalien ... 30
24 Puffer und LOSUNQGEN .......ccooeiiiiiiiieciee s s s s s s s s s s s 32
2.5 KItS oo —————— 32
2.6 Zellkultur Medien..........cooemmiiiiiiinrr s 33
2.7 Zellen........ 33
2.8 [ 471 = 34
29 Zytokine/Wachstumsfaktoren ... 34
210 N 1o o = 34
2.11 Plasmide .......ccceiiiiiiinrr 35
212 SIRNA . ———————— 35
213 Oligonukleotide ........cuuueciiiiiiiiiricccrr e 36
3 METHODEN ......... s s s e e e 38

31 Methoden zur Arbeit mit eukaryotischen Zellen............c..coormreerirrrnenn. 38



Inhaltsverzeichnis 3

3.1.1  Grundtechniken der ZelKUIUN...............uuiiiiiiieee e 38
3.1.2  Kultivierung von Spheroiden............c.ooooiiiiiii e, 38
3.1.3  Kultivierung von humanen Primarzellen und Effektorzellen .............ccccocoiinneee. 38
3.2 Durchflusszytometrie (FACS) ... 39
3.2.1  Farbung von Oberflachenproteinen ............cccccoiiiiiiii 39
3.2.2  Farbung von intrazelluldren Proteinen...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiicieeeeee e 40
3.2.3  Sortierung von Zellen mit dem MOFIO™.........oo oo 41
3.3 Magnetische Anreicherung von NK-Zellen ...........cccmmmieeeccciiiiirnnneennns 41
34 Stimulation von Zellen.......... 42
3.5 Proteinanalytische Arbeiten...........cooiiiiccirr 42
3.5.1  Western-Transfer........oooo e 42
3.5.1.1 LYSE A ZEIIEN ..ot e e e e e e e e e e raaaae s 42

3.5.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration .............ccccceeoiiiiiiiiiii e 43

3.5.1.3 Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese ...........cccocccvviiviveeiiiiccciiiecee e, 43

3.5.1.4 Detektion der Proteine mit ANtIKOIPern .......ccueeii i 43

3.6 Molekularbiologische Arbeiten mit DNA ... 44
3.6.1  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ............cccii 44
3.6.2  Restriktionsverdau von DNA........... 44
3.6.3  VerknUpfung von DNA-Fragmenten ..........cccccoiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 45
3.6.4  DNA-AUTEINIGUNG ... 45
3.6.5 Plasmidgewinnung aus E.COli..................ccc 45
3.6.6  DNA-Extraktion aus humanen Zelllinien.............ccccco i, 46
3.6.7 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration ..............cccccoiiiiiiiiiiiiei e, 46
3.6.8  SequeNZANAlYSE ..........coooiiiiiiii e, 46
3.6.9  CDNA-SYNtheSe ..o 46
3.6.10 Quantitative RT-PCR ... 47
3.6.11 Gelelektrophorese VONDNA ..., 49
3.7 Molekularbiologische Arbeiten mit RNA. ... 49
3.7.1  RNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen und kryokonserviertem Gewebe ....49
3.7.2 RNA-Extraktion aus Formalin-fixierten Gewebepraparaten................................ 50
3.7.3  Laser-Mikrodissektion von Formalin-fixierten Gewebepraparaten .................... 50

R T B o IV Y T ] = 1= T o o SR 50

3.7.3.2 ArCUIUS T PIXCEII 1€ .........veveoeeeieeeeee s 50

3.7.4  Herstellung VON iVERNA . .......oi e 51
3.7.5 Gelelektrophorese VON RNA ... 51
3.8 Transfektion von humanen Zellen ... 51
3.8.1  Stabile Transfektion VON DNA.......ccoo e 52
3.8.2  Transiente Transfektion VOn RNA ... 52
3.9 Immunfluoreszenz-Mikroskopie von humanen Zellen...............cccoevreeueee 52
3.10 ImMmunhistochemie ... —— 53
3.1 [ET=T o o] o (=T g XTI 54
3.12 Funktionelle ASSAYS ........ccccciiimimmiiiimrmesssrrrmsss s s rssssss s s s smssss s s s smsssssrsnmnsssees 55
3.12.1  Spaltwanderungs-VerSUCK...........cooiiiiiiiiiiiie e 55

3.12.2  S'Chrom-FreisetzungS-VersuUCh .............cccoueuiueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 55



Inhaltsverzeichnis 4

4 ERGEBNISSE ... s s s e 57
41 EMT-Status von Nierenzellkarzinom-Zellen in vitro .........ccccccevvvvirinnnnn. 57
4.1.1  Untersuchungen zur Bestimmung des epithelialen bzw. mesenchymalen
L E=T o104 o <SR 57
4.1.2 Modulation des Phanotyps von RCC-Zelllinien ...........c.ouvveviieiiiiiiiiiiiiieeeeee s 64
4.1.3 Reexpression von E-Cadherin durch epigenetische Modulation ........................ 73
41.4 Der Einfluss von IFN-a, Multi-Kinase- und mTOR-Inhibitoren auf die E-Cadherin-
0] (=TS T o 76
4.2 In situ Untersuchungen zur EMT ..o 77
421 Expression von EMT-Markern in vier verschiedenen RCC-Subtypen................ 77
4.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen von EMT-Markern in vier verschiedenen
RCC-SUDLYPEN......ceeeie e 82
4.2.3 mRNA- und immunhistochemische-Expressionsanalyse von EMT-assoziierten
Molekulen in sarkomatoiden und klarzelligen RCCs ............ovvvvviviviiviiiiiiniiininnnn, 84
4.3 Modulation von Hypoxie-regulierten Genen in vitro .........ccccccevvvvvinennnn. 87
4.3.1 Modulation der VHL-Expression durch Gentransfer.................ccccccccn. 87
4.3.2 Modulation der HIF-a-Expression durch RNA-Inhibition und RNA-Transfer....... 89
4.4 Modulation der E-Cadherin-Expression in Vitro..........ccccmmeeecciiiiiiiinnes 90
4.4.1 Herstellung von stabilen E-Cadherin-Transfektanten........................c.. 90
4.5 Einfluss der E-Cadherin-Expression auf die immunologische
Erkennung durch Effektorzellen..............oooimcccei i 94
451  Nicht-MHC-restringierte Erkennung von E-Cadherin-Transfektanten ................ 94
5 (D115 U S35 [0 ] 100
5.1 Epithelialer und mesenchymaler Phanotyp von RCC-Zelllinien. .......... 100
5.2 EMT-Status im RCC (in Situ)......couemeeiiiiiiiiiirreecccrrr s 104
5.3 In vitro MET durch Modulation der Proteinexpression von E-Cadherin
und Hypoxie-regulierten Molekulen...........cccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiccceeeeeeeee, 110
5.4 Vergleich der immunologischen Erkennung des epithelialen und
mesenchymalen PhAnotyps.........ccoeviiiiiiiiiiiniiisssssssssssss e 112
6 ZUSAMMENFASSUNG.......coccciiiirirrrrrremsssssss s s n e r s 115
7 ZUSATZLICHE ABBILDUNGEN..........ccceeirereereeeeec e 117
8 REFERENZEN.........co et sr s s n s s e 122
9 ABKURZUNGEN........ccceeitreerireecresessesssessessessessessesssssssssessssnes 131

10 DANKSAGUNG ... aaanans 134
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1 Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (RCC, renal cell carcinoma) ist mit 85 % die haufigste
neoplastische Erkrankung der Niere im Erwachsenenalter und macht einen Anteil
von 1-2 % aller bosartigen Tumoren aus. In Deutschland wird die Zahl der jahrlichen
Neuerkrankungen bei Frauen auf etwa 6400 und bei Mannern auf 10300 geschatzt.
Das Ubliche Alter bei Diagnose liegt zwischen 50 und 70 Jahren. Ein Viertel bis ein
Drittel der Patienten haben zu diesem Zeitpunkt bereits Metastasen. In nur 2 % der
Falle sind beide Nieren bei Erstdiagnose betroffen, dabei sind Patienten mit
genetisch-bedingtem RCC, wie dem von Hippel-Lindau-Syndrom (in Verbindung mit
dem familiaren RCC) und der tuberésen Sklerose, am haufigsten betroffen. Zu den
genetisch pradisponierten RCCs zahlt auch das familidre papillare RCC!". Weitere
pradisponierende genetische Faktoren finden sich bei Patienten mit einer
polyzystischen Nierendegeneration und Sichelzellanamie!”'?. Als weitere Risiko-
faktoren wurden neben dem Alter und dem mannlichen Geschlecht, Zigarettenrauch,
Ubergewicht, Kadmium (aus Batterien), ionisierende Strahlung und toxische Chemi-
kalien, wie aromatische Kohlenwasserstoffe, gefunden!'®. Das Ernahrungsverhalten
spielte hier ebenfalls eine bedeutende Rolle. So kam es bei eiweildreicher Diat bzw.
bei haufigen Gewichtsschwankungen, besonders bei Frauen, zu einer erhdhten
Inzidenz von RCCs!""!. Denselben Effekt erzielten einige Nahrungsmittel wie z.B.
tierische Fette und ein hoher Fleischverzehr (insbesondere ,rotes” Fleisch), sowie
Milch, Margarine und Zucker, wohingegen Obst das Erkrankungsrisiko senkte!'®l.

Die Prognose des RCCs hangt entscheidend vom Ausmall der Erkrankung bei
Erstdiagnose ab. Die Funf-Jahres-Uberlebensrate

betragt bei lokal begrenzten Tumoren 70-80 %, bei Tab.1: Haufigkeitsverteilung
lokal fortgeschrittenen Tumoren 20-60 % und bei der [i]emmetaStase" von
RCCs' ™.

Fernmetastasen unter 10 %. Die Ein-Jahres-Uber-

, . Zielorgan Haufigkeit

lebensrate von metastasierten RCCs (mRCC) betragt
. o o Lunge 55-61 %
ohne Therapie lediglich 15 %, wobei die Anzahl der Lymphknoten 26-34 %
befallenen Organe eine entscheidende Rolle spielt. Leber 20-33 %
Metastasen in der Leber und im Skelett haben die Skelettsystem 22-32 %
schlechteste Prognose, Lungenmetastasen eine etwas Nebenniere 19 %
i _E O
giinstigere Prognosel'?. Gehirn 35%

1.1.1 RCC Tumorsubtypen

Das RCC ist ein epithelialer Tumor, der seinen Ursprung im Tubulusepithel der Niere
hat. In klinischen wie in genetischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass



1 Einleitung 6

das RCC nicht als eine Tumorerkrankung angesehen werden kann, sondern es sich
vielmehr um verschiedene Tumoren innerhalb der Niere handelt. Jede dieser
Tumorerkrankung ist gekennzeichnet durch ein bestimmtes histologisches
Erscheinungsmuster, unterschiedliche zugrunde liegende genetische Alterationen
und unterschiedliche Therapie-Ansprechraten. Basierend auf der ,Mainz-
Klassifikation® nach  Thoenes (1986) wurde das RCC nach den
pathomorphologischen Kriterien Wachstumsmuster, Zelltyp und ,Grading“ eingeteilt.
Das Wachstumsmuster wird unterteilt in kompakt, drusig, tubulopapillar und zystisch.
Finf Zelltypen des Tumors werden unterschieden: der klarzellige, der
chromophile/papillare (weiter unterteilt in basophil und eosinophil), der chromophobe
(weiter unterteilt in typisch oder eosinophil), der onkozytische und der spindelzellige
oder pleomorphe Typ, auch Duct-Bellini- oder Sammelrohr-Karzinom genannt.
Basierend auf dem Ausmal} der Zellkernatypien bzw. der Tumorzelldifferenzierung
erfolgt eine weitere Einteilung in die Gradingstufen G1- G3/4 (G1 gut differenziert;
G2 mahig differenziert; G3/4 schlecht differenziert/undifferenziert).

Tab.2: Haufigkeitsverteilung, Ursprungsgewebe und chromosomale Aberrationen der
verschiedenen RCC-Subtypen nach der Mainz-Klassifikation!*®.

Tumorsubtyp Haufigkeit Ursprungsgewebe chromosomale
Aberrationen
klarzelliges RCC 76 % ) 3p, 17
; — proximaler Tubulus
chromophiles/papillares RCC 10 % 7,17, Y
chromophobes RCC 5% distaler Tubulus 1,2,6,10,13,17, 21
Onkozytom 5% 1,

_ i Sammelrohrsystem
Ductus-Bellini-Karzinom 1% 1q, 6p, 8p, 13q, 21q
spindelzelliges RCC 1%
nicht klassifizierbares RCC 2%

Das TNM-System der ,Union International Contre le Cancer” (UICC), entwickelt von
P. Denoix, unterteilt die Tumor-Klassifikation nach der anatomischen
Tumorausbreitung. Danach gibt ,T“ Auskunft Gber die Grélke oder Ausdehnung des
Primartumors, ,N“ beschreibt die Ausbreitung des Tumors auf die regionalen
Lymphknoten und ,M" bezeugt das Vorliegen von Fernmetastasen. Aktuell gilt die 6.
Auflage der TNM-Klassifikation!'!.

Das klarzellige RCC (ccRCC), als haufigster Tumor unter den RCCs, zeichnet sich
sowohl in der sporadischen, als auch im Rahmen der ,von Hippel-Lindau-Syndrom*
auftretenden Form, genetisch durch Alterationen des kurzen Arms des Chromosoms
3 aus. In dieser Region liegt das VHL-Tumorsuppressorgen, das in 50-85 % der
ccRCCs somatische Mutationen aufweist. In zusatzlich 19 % der ccRCCs konnte
eine Inaktivierung des VHL-Gens durch epigenetische Modifikationen
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(Hypermethylierung) gezeigt werden®®. Der Verlust des VHL-Gens spielt in der
Entstehung und Progression des ccRCCs eine entscheidende Rolle!?".

Die schlecht differenzierte spindelzellige (sarkomatoide) Variante des RCCs wurde in
allen Tumorsubtypen gefunden. Da es keinen Hinweis auf eine de novo Entstehung
gibt, wird es als eine Manifestation von hdéhergradigen RCCs angesehen. Hierbei
nimmt ein primar epithelialer Tumor im Laufe der zunehmenden Dedifferenzierung
einen ,Sarkom-ahnlichen® Phanotyp an. Allgemein zeichnen sich diese Tumoren
durch ihre hochmaligne Potenz und extrem hohe Proliferation mit rapidem
Wachstums- und Metastasierungsverhalten aus. Unbehandelt fuhrt das sarkomatoide
RCC innerhalb von 3,8 - 6,8 Monaten zum Tod?*%!. In einigen Fallen wurden rein
sarkomatoide Tumoren diagnostiziert, bei denen der Ursprungstumor nicht mehr
charakterisiert werden konnte. Diese Tumoren gehoéren in die Gruppe der
unklassifizierten RCCs!#*!,

1.1.2 RCC Tumormilieu

Das Milieu eines Tumors unterscheidet sich wesentlich von dem Milieu eines
gesunden Gewebes. Dabei spielen Faktoren wie Stoffwechsel, pH-Wert und
Vaskularisierung eine entscheidende Rolle. Aufgrund der starken Proliferation von
Tumorzellen kommt es zu einer schlechten Blutversorgung innerhalb des Tumors,
wodurch ein geringer Sauerstoffpartialdruck (Hypoxie) entsteht. Da ein Tumor ohne
Angiogenese nicht gréRer als 2 mm wachsen kann®®, wird durch ein
Rickkopplungssystem dber VEGF (vascular endothelial growth factor) eine
Neovaskularisierung initiiert?®?”!. Die Hypoxie hat zur Folge, dass sich durch die
anaerobe Glykolyse der Tumorzellen Stoffwechselprodukte, wie Laktat und Protonen,
ansammeln, die zu einer Erniedrigung des pH-Werts fihren und somit zur Azidose
des Tumors. Nicht zuletzt tragt der hohe Partialdruck von Kohlenstoffdioxid zu einer
Azidose des Tumors beil?®!.

Besonders das klarzellige RCC zeichnet sich durch eine hohe Vaskularisierung aus.
Dies ist unter anderem haufig auf eine gestorte Regulation des Hypoxie-Signalweges
durch z.B. eine VHL-Inaktivierung zuriickzufiihren®". Das VHL-Gen kodiert zwei
Protein-Isoformen (pVHL19 und pVHL30)?°! die gemeinsam eine Reihe von
Funktionen in der Zelle ausuben, wobei pVHL19 Uberwiegend im Zellkern lokalisiert
ist und pVHL30 im Zytoplasma®®®". Dazu gehért die Organisation von Mikrotubuli,
die Ziliogenese, der Aufbau der extrazellularen Fibronektin-Matrix (pVHL30) und
Transkription (pVHL19), vermittelt durch die Interaktion mit Untereinheiten der RNA-
Polymerase 1l und B-Catenint. Durch den Verlust von VHL kann ein geordneter
Aufbau der extrazellularen Matrix nicht stattfinden, was die hohe Vaskularisierung
des Tumors ermdglicht®?. Zusatzlich scheint VHL an der Plasmin-vermittelten
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Proteolyse der Extrazelluldrmatrix beteiligt zu sein®®. Eine der am besten
charakterisierten Funktionen jedoch Ubernimmt VHL bei der zellularen Antwort auf
Sauerstoff. Gemeinsam mit Elongin B und C, Cullin 2 und Rbx1 bildet VHL einen E3-
Ubiquitinligase-Komplex, wobei VHL als Substratbindungskomponente flr die alpha
Untereinheit von HIF (hypoxia inducible factor) -Proteinen fungiert (Abb.1). Diese
werden in sauerstoffabhangiger Weise durch eine Hydroxylierung von konservierten

Hypoxia |—> Activate transcription

p300/CBP

NTAD CTAD

@gin B @
EGLN, FIH1 : @
0,

l % pVHL

_ £300/CBP /
Normoxia \ @

HIF -t

Elongin B ) ,
longin C
VHL
& HIF-o
polyubiquitylated
/ and destroyed

degradation domain

(P Hydroxyproline Oxygen-dependent
Q Hydroxyasparagine

Abb.1: Regulation von HIF-a durch VHL. Beschreibung siehe Text. Entnommen aus Kaelin (2002)"%.
CBP: CREB-binding protein; CTAD: C-terminal transactivation domain; FIH1: factor inhibiting HIF-1;
NTAD: N-terminal transactivation domain

Prolin-Resten innerhalb der sauerstoffabhangigen Abbaudomane durch VHL
gebunden und fir den Abbau durch das 26S-Proteasom ubiquitiniert. Unter
Hypoxiebedingungen oder bei einem Verlust von VHL findet eine Akkumulation von
HIF-a im Zellkern statt. Nach der Dimerisierung mit der konstitutiv exprimierten HIF-
B-Untereinheit bindet der Koaktivator-Komplex p300/CBP an die C-terminale
Transaktivierungs-Domane (CTAD), die bei Normoxie durch hydroxylierte Asparagin-
Reste vor einer Bindung geschutzt ist und aktiviert die Transkription von Hypoxie-
regulierten Genen!"!. Bisher sind drei humane HIF-a Gene bekannt (HIF-1a, HIF-2a
und HIF-3a), die alle unterschiedliche Funktionen und Spezifitaten besitzen, wobei
HIF-2a das grote Transaktivierungspotential von Hypoxie-regulierten Genen hat, da
es zusatzlich zu seiner eigenen Transaktivierungsspezifitdt von Genen auch die
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Spezifitat von HIF-1a besitzt®". Wahrend HIF-1a eine eher Tumor-inhibierende
Funktion durch die Regulation von BNIP3 (Bcl-2 nineteen kilodalton interacting
protein 3), einem pro-apoptotischen Protein, zugeschrieben wird, konnte bei HIF-2a-
Uberexpression eine tumorférdernde Funktion durch die Regulation von Cyclin D1,
TNF-a (tumor necrosis factor alpha) und VEGF beobachtet werden®>*®! (Abb.2). HIF-
3a ist das am wenigsten untersuchte Gen unter den HIF-a-Genen, jedoch wurde eine
alternative Spleilvariante von HIF-3a (HIF-304) charakterisiert, die eine dominant-
negative Funktion Gber HIF-1a®” und HIF-2al*® besitzt, indem sie eine Bindung an

. (PHD2
Normoxie
pHDY PHD3

Hypoxie
VHL-Verlust

Proteolytic
degradation
Nucleus
p300/CBP

HIF-1 target genes |

CA-IX VEGF TGF-B‘/MMPS TGF-a/EGF Glut-1 EPO

PDGF % y CXCR4 IGF HK i
l Ang4 gI”F?; SDF-1a Cyclin D1 LDH

BN|P3 PDHK Erythropoese

H-Regulierun OEF1

pri-ed g i E12/E47 l l l

Angiogenese Invasion .
l Migration Proliferation Metabolismus
Apoptose
E-Cadherin /

Herunterregulierung

Abb. 2: HIF-1a und HIF-2a regulieren eine Vielzahl an Genen. Aus Carroll und Ashcroft (2005),
modifiziert nach!”%. CBP: CREB-binding protein; Ang4: Angiopoietin 4; CA-IX: Carbonic anhydrase IX;
EGF: Epidermal growth factor; EPO: Erythropoietin; Glut-1: Glucose transporter 1; HK: Hexokinase;
HRE: Hypoxia-response element; IGF: Insulin-like growth factor; LDH: Lactate dehydrogenase; MMP:
Matrixmetallo proteinase; PDGF: Platelet-derived growth factor; PDHK: Pyruvat dehydrogenase
kinase; SDF-1a (CXCL12): Stromal cell-derived factor-1; TGF: Transforming growth factor; Ub:
Ubiquitin;
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HREs (hypoxia responsive elements) in Promotoren/Enhancern von Hypoxie-
regulierten Genen verhindert. HIF-304 wird durch Sauerstoff reguliert, wobei die
Expression bei Normoxie am hochsten ist. Auch bei weiteren Hypoxiemarkern konnte
eine Regulation durch VHL gezeigt werden. So fihrte ein Verlust von VHL zur
Expressionssteigerung der Karbonischen Anhydrase IX (CA-IX)®? fir die eine
Uberexpression im klarzelligen und papillaren RCC gefunden wurde!*®!. Dabei wurde
ausschlieBlich HIF-1a mit seinen Kofaktoren die Expressionskontrolle von CA-IX
zugeschrieben*'!. Die Hauptaufgabe des membranstandigen Enzyms CA-IX besteht
in der reversiblen Hydroxylierung von Kohlenstoffdioxid zu Bicarbonat und
Protonen*?*?, was zu einer Ansduerung des extrazelluldren Milieus fiihrt und somit
zur Tumorprogression beitragt!***°l. Zudem ist CA-IX bei Prozessen der Zelladhasion
und Proliferation (Kontaktinhibition) in Abhangigkeit des Sauerstoffpartialdrucks
beteiligt®. Auch eine Freisetzung der extrazelluldren Domane von CA-IX konnte
beobachtet werden. Bisher ist es noch ungeklart, inwieweit die Freisetzung der
extrazellularen Domane von CA-IX durch Metalloproteinasen einen Einfluss auf die
Tumorprogression hat*’l. Dorai et al.*® konnte fiir CA-IX eine Rolle bei dem PI-3-
Kinase-vermittelten Signalweg beobachten. Die Bindung von TGF-a an seinen
Rezeptor EGF-R (epidermal growth factor receptor) fihrt zu dessen
Autophosphorylierung, wodurch die Kinase-Aktivitat des Rezeptors initiiert wird.
Dieser wiederum phosphoryliert CA-IX innerhalb der zytoplasmatischen Domane.
CA-IX selber besitzt zwar keine Kinase-Aktivitat, stellt aber durch seine
Phosphorylierung Bindungsstellen fur Adaptermolekule bereit und tragt somit zu
einer Amplifizierung oder Diversifizierung der onkogenen EGF-R-vemittelten
Signalgebung bei. CA-IX qilt auch als wichtiger prognostischer Marker fir das
klarzellige RCC. Eine hohe CA-IX-Expression im mRCC ist mit einer besseren
Prognose verkniipft, als eine schwache CA-IX-Expression!*®!.

1.2 EMT

Der Begriff epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt eine Reihe von
inter- und intrazellularen Prozessen, bei denen Epithelzellen ihre epithelialen
Charakteristika verlieren und typische mesenchymale Eigenschaften annehmen.
Unter normalen Bedingungen konnen sich epitheliale Zellen innerhalb der Zellschicht
bewegen, wobei Zell-Zell-Kontakte zu Nachbarzellen immer aufrecht erhalten
werden, jedoch verlassen sie nie den epithelialen Zellverbund®?. Beim Ubergang
vom epithelialen zum mesenchymalen Phanotyp wird die Polarisierung der Zelle
umstrukturiert oder aufgehoben und die flr die Zellkontakte verantwortlichen
Adhesionsmolekile werden herunterreguliert, wie z.B. E-Cadherin und Zytokeratine.
Gleichzeitig werden mesenchymale Molekule hochreguliert, wie z.B. Vimentin und N-
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Cadherin, wodurch die Zellen einen invasiven migratorischen Phanotyp
annehmenl%. Mesenchymale Zellen bilden im Gegensatz zu epithelialen Zellen
keine geordneten Zellverbande und besitzen keine Polarisierung der
Oberflachenmolekile und des Aktin-Zytoskeletts. Mit benachbarten Zellen stehen sie
nur fokal in Kontakt und nehmen in vitro eine spindelférmige, fibroblastenartige
Morphologie an®®". Durch die Expression von Extrazelluldrmatrix (ECM) -abbauenden

Normal epithelium (A) Dysplasia/adenoma (B) Carcinoma in situ (C)

L Basement membrane
Extravasation (F)
~= == - - -
_ — Lymph/blood
@ vessel
P =
———— B ——

Micrometastasis -@ @
J

Macrometastasis

Abb.3: Schematische Darstellung der EMT. Aus dem normalen Epithel (A), das durch eine
Basalmembran begrenzt ist, kann sich durch unkontrollierte Proliferation ein Adenom (B) bilden, was
mit einem Verlust der Zell-Polaritat einhergeht. Durch weitere Transformationen entsteht ein Karzinom
(C) und es kommt zu einem Verlust von Zellkontakten. Durch das EMT-Transkriptom werden Matrix-
Metalloproteinasen exprimiert und die Zellen nehmen einen invasiven migratorischen Phanotyp an (D).
Dies befahigt die Zellen zur Wanderung durch die fragmentierte Basalmembran in Blut- oder
Lymphgefale (E), wo sie passiv weiter transportiert werden und an anderen Orten wieder
herauswandern, um neue Metastasen zu bilden (F). Dieser Prozess wird als mesenchymale-epitheliale
Transition (MET) bezeichnet. Enthommen aus Thiery (2002)[13].

Enzymen, wie Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), sind mesenchymale Zellen
wahrend einer EMT fahig, die Basalmembran zu tberwinden und in BlutgefalRe oder
LymphgefalRe einzuwandern, wo sie passiv in entfernte Gewebe gelangen. Durch
den umgekehrten Prozess zur EMT, der mesenchymalen-epithelialen Transition
(MET), kdnnen dort neue Metastasen gebildet werden (Abb.3). Ungefahr 90 % aller
Krebsarten entstehen aus epithelialen Strukturen und wiederum ca. 90 % aller
Krebstoten gehen auf die Metastasierung des Primartumors zurick. Somit kann der
EMT eine maRgeblich Rolle bei der Tumorprogression zugeschrieben werden®. Die
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EMT bei der Tumorprogression kann auch als eine Rekapitulation der EMT wahrend
der Embryogenese angesehen werden. Ohne eine EMT wirden mehrzellige
Organismen nicht Uber das Blastula-Stadium hinaus kommen. Dabei sind
migratorische mesenchymale Zellen an einer Neubildung von Organen, wie dem
Herzen, der meisten kraniofazialen Strukturen sowie des Skelettmuskel- und des
peripheren  Nervensystems beteiligt[13]. Eine EMT kann auch Dbei
Wundheilungsprozessen beobachtet werden, wie in der fibrotischen Niere, bei der es
zu einer Ansammlung von Proteinen der ECM kommt. Diese werden von
fibroblastoiden Zellen gebildet, die der Wundheilung dienen und zu einem Dirittel
lokal aus den tubuldren Epithelien der Niere durch eine EMT gebildet werden[?.
Auch die der EMT nachfolgenden MET wird wahrend vieler Stadien der
Morphogenese beobachtet, wie z.B. bei der Entstehung des Herzens, von Somiten
oder der Niere!",

Eine EMT kann durch eine Vielzahl von extrazellularen Faktoren ausgeldst werden.
Dabei enden verschiedene Signalwege an gemeinsamen Endpunkten, die unter
anderem zu einer Expression von EMT-assoziierten Genen fiihren®®". Die Induktion
einer EMT ist stark vom zellularen Kontext abhangig und bedarf meist einem
Zusammenspiel von extrazellularen Signalen. Eine EMT-induzierende Wirkung
wurde z.B. fiir die ECM-Komponenten Kollagen und Hyaluronsaure nachgewiesen®?!.
Uberwiegend kommen hierfiir jedoch I8sliche Wachstumsfaktoren aus der TGF-B-
(transforming growth factor B), IGF- (insulin-like growth factor) und FGF- (fibroblast
growth factor) Familie, sowie EGF (epidermal growth factor) und HGF (hepatocyte
growth factor) in Frage (siehe 1.2.3), die von Stromazellen oder den Tumorzellen
selbst produziert werden. Die Aktivierung der Rezeptor-vermittelten Signalwege
durch die genannten Wachstumsfaktoren fuhrt zur Aktivierung von intrazellularen
Effektormolekilen, durch die verschiedene Stadien der EMT-induziert werden
kénnen%, auf die im weiteren genauer eingegangen werden soll.

1.2.1 Der Cadherin-Switch

Zell-Zell-Kontakte dienen innerhalb eines Zellverbandes zur Aufrechterhaltung der
geordneten Strukturen und zur Kommunikation innerhalb von Zellen. Zudem
ermoglichen sie zwischen Epithelzellen eine Abgrenzung zu benachbarten
Kompartimenten. Bei der Ausbildung von Zellkontakten sind verschiedene
transmembrane Adhesionsmolekile beteiligt, die zu einer Polarisation der Zelle
fuhren. Die so genannten ,Tight Junctions® werden von Oberflachenproteinen, wie
Occludin und Claudin, gebildet, die intrazellular durch z.B. das Zona occludens
Protein-1 (ZO-1) mit dem Aktingertst verbunden werden. Durch ,Tight Junctions®
wird zum einen der parazellulare Transport limitiert, indem die Zelle in diesem
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Bereich ,abgedichtet” wird, und zum anderen durch die apikale (dem Aufenmilieu
zugewandte) Anordnung eine Polarisation der Zelle erreicht, die einen Austausch
von Membrankomponenten zwischen apikalen und basolateralen Bereichen durch
Diffusion verhindert®*®®.. In basaler Orientierung zu den ,Tight Junctions* befinden
sich ,Adherens Junctions®, die homodimere Zell-Zell-Kontakte (iber klassische Ca?*-
abhangige Cadherine vermitteln. Zu den bekanntesten und bedeutensten
Cadherinen bei der EMT zahlen das epitheliale Cadherin (E-Cadherin) und das
neuronale Cadherin (N-Cadherin) aus der Typ I-Cadherin-Familie!'*®®. Diese
besitzen funf extrazellulare Immunglobulin (Ig) -Domanen, eine Transmembran- und
eine intrazellulare Domane. Die Bindung kommt durch homophile Interaktion von
einer bis mehreren Ig-Domanen zustande. Innerhalb einer stark phosphorylierten
Region der intrazellularen Domane bindet B-Catenin an das Cadherin. Uber a-
Catenin und Vinculin oder Plakoglobin wird dieser Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett
verbunden, wobei a-Catenin Monomere eher an den Cadherin-Catenin-Komplex
binden und a-Catenin Dimere an das Aktin-Zytoskelett®".

extrazellular intazellular

-catenin

Actin filaments

Abb.4: Cadherin-Adhesions-Komplex. Die funf homologen extrazelluldren ,Cadherin-Repeats*
(EC1-5) werden Ca**-abhingig gebildet und zusammengehalten. An die zytoplasmatische Domane
bindet nahe der Plasmamembran das stabilisierende p120-Catenin (p120°") und nahe dem C-
Terminus B-Catenin. a-Catenin bindet an B-Catenin und verbindet den Adhesionskomplex mit dem
Aktin-Zytoskelett. E-Cadherin und N-Cadherin sind sich in diesem Aufbau ahnlich. Entnommen und
modifiziert aus Wheelock et al. (2008)"".

Eine weitere Form von Zell-Zell-Kontakten bilden die Desmosomen. Sie dienen
hauptsachlich der Gewebestabilitat, indem sie Spannungs- und Scherkrafte verteilen.
Dabei sind Desmocolline und Desmogleine miteinander verbunden und Uuber
Plakoglobin und Desmoplakin mit Keratinfasern verkniipft!®®-®l,

E-Cadherin nimmt als Ordnungshuter des epithelialen Phanotyps in Epithelzellen
sowohl wahrend der Embryogenese als auch in der Tumorprogression eine
SchlUsselrolle ein. Ein Verlust oder eine verminderte Expression oder Funktion von
E-Cadherin wurde in vielen Karzinomen beobachtet und in Verbindung mit der
Induktion einer EMT gebracht®. Der so genannte Cadherin-Switch, bei dem
ublicherweise von einem Wechsel der E-Cadherin- auf eine N-Cadherin-Expression
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gesprochen wird, nimmt innerhalb der EMT eine Schliisselrolle eint"®®" Fir die N-
Cadherin-Expression wurde eine wichtige Funktion bei der Zellmigration,
Tumorinvasion und Metastasierung beobachtet®*®®. Fiir den Verlust von E-Cadherin
wurden mehrere Mechanismen nachgewiesen. Als eine Maglichkeit wurden
Mutationen im E-Cadherin-Gen beschrieben, die zu einer reduzierten Adhesion oder
zum Verlust der Adhesionsfahigkeit fiinrten®. Als weitere Méglichkeit wurde auf
epigenetischer Ebene eine Modifikation des E-Cadherin-Promotors gezeigt. Durch
dessen Hypermethylierung wurde eine Herunterregulierung bzw. Stilllegung der E-
Cadherin-Expression im RCC gefunden®!. Neben den selten beschriebenen
Mutationen im E-Cadherin-Gen wurde auch eine Kombination aus beiden
Moglichkeiten beschrieben. Dabei war folglich ein Allel mutiert und das andere durch
Promotor-Methylierung inaktiviert. Eine indirekte Fehlregulation von E-Cadherin
wurde (iber Mutationen im B-Catenin und a-Catenin-Gen gefunden®. Freies B-
Catenin, das nicht im Adhesionskomplex gebunden ist, spielt im Wnt-Signalweg eine
Rolle und kann in diesem Zusammenhang Uber die Bindung mit
Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf-Familie Zielgene im Zellkern aktivieren®’. Auch
auf posttranskriptioneller Ebene wurde eine E-Cadherin-Regulation beobachtet. Die
Aktivierung von v-Src, einer Rous Sarcoma-Virus Tyrosinkinase, fuhrte in MDCK-
Zellen zu einer Phosphorylierung von E-Cadherin, gefolgt von einer Ubiquitinierung
durch die E3-Ubiquitin-Ligase Hakai®®, wodurch es zur Endozytose von E-Cadherin
durch Rab-GTPasen kam. Anstatt auf dem regularen Weg wieder an die
Plasmamembran zurtcktransportiert zu werden, wurde E-Cadherin durch Src-
Aktivierung oder auch durch HGF in Lysosomen abgebaut’®®. Zudem wurde ein
membranstandiges Glykoprotein entedeckt, namens Dysadherin, das ebenfalls auf
posttranskriptioneller Ebene die E-Cadherin-Expression in einigen Tumoren
herunterregulieren konnte und oder dessen Verknlpfung mit dem Aktin-Zytoskelett
einschrankte!®"",

Eine immer besser verstandene Maoglichkeit, die E-Cadherin-Expression
herunterzuregulieren, besteht in der Repression von E-Cadherin durch
Transkriptionsfaktoren, die spezifisch an die E-Boxen des proximalen E-Cadherin-
Promotors binden!’?. Dazu zahlen Transkriptionsfaktoren aus der Zink-Finger-
Protein-Familie Slug/Snail, wie Snai1 und Snai2, Twist, 6EF1, SIP1 (Smad-
interacting protein 1) und der basische Helix-Loop-Helix Faktor E12/E47 (TCF3)"*78l,
Twist hat neben der E-Cadherin-Repressor-Funktion noch zusatzlich eine direkt
aktivierende Funktion auf die N-Cadherin-Expressiont’®®%. Fiir Snai1 konnte die
genaue Repressor-Funktionsweise bereits aufgeklart werden. Durch die Interaktion
von Snai1l mit den Histon Deazetylasen 1 (HDAC1) und HDAC2 und dem
Korepressor mSin3A werden die Histone H3 und H4 des E-Cadherin-Promotors
deazetyliert, was die Bindung der RNA-Polymerase Il an den Promotor verhindert®®".
Tatsachlich sind einige der E-Cadherin-Repressoren an einer EMT wahrend der



1 Einleitung 15

Embryogenese beteiligt, wie z.B. bei der Wanderung von Zellen der Neuralleiste!®?,
oder konnten in vitro eine EMT induzieren!’®83.

Interessanterweise konnte eine Regulation einiger E-Cadherin-Repressoren durch
Hypoxie-regulierte Gene, wie HIF-1a, HIF-2a, VHL und CA-IX, beobachtet werden. In
HIF-1a abhangiger Weise wurde z.B. eine mRNA-Expression der E-Cadherin-
Repressoren E12/E47, SEF1 und SIP1 beschrieben, die zur Herunterregulierung von
E-Cadherin fiihrte®®. Dennoch wurde von Estaban et al.® gezeigt, dass HIF-2a
mehr an einer Herunterregulierung von E-Cadherin beteiligt ist, als HIF-1a. Evans et
al.® konnte dies bekraftigen, indem er eine E-Cadherin-Reexpression in der VHL-
und HIF-1a-defizienten Nieren-Adenokarzinom-Zelllinie (klarzelligen Ursprungs) 786-
O durch die Rekonstitution von funktionellem VHL-Protein zeigte. Die damit
verbundene HIF-2a Degradation durch VHL fuhrte zu einer verminderten Snai1- und
SIP1-Expression, nicht jedoch bei Snai2, 8EF1 und E12/E47.

Eine direkte Korrelation zwischen der E-Cadherin- und VHL-Expression wurde in
Abhangigkeit der Zelldichte bei RPTEC (renal proximal tubular epithelial cells)
beobachtet. So stieg die VHL-Proteinexpression in einer dicht gewachsenen Kultur
im Vergleich zu vereinzelt gewachsenen Zellen um das 100-fache an, was
gleichzeitig zu einem VHL-vermittelten Wachstumsstillstand durch Kontaktinhibition
fihrte®. Parallel wurde ein Anstieg der E-Cadherin-Expression beobachtet™. In
vereinzelt gewachsenen Zellen konnte auch eine erhohte HIF-2a-Expression
nachgewiesen werden, die bei Erreichen der Konfluenz und somit einer erhdhten
VHL-Expression verschwand oder zuriickging'®®.

Auch CA-IX ist bei der Zelladhesion beteiligt. Durch Uberexpression von CA-IX in
MDCK-Zellen, einer epithelialen Tumorzelllinie, die aus den distalen Nierentubuli
eines Hundes gewonnen wurde, konnte unter Hypoxiebedingungen eine
Translokation von E-Cadherin und CA-IX ins Zytoplasma beobachtet werden. Unter
Normoxie-Bedingungen bildete sich der Ursprungszustand zuruck, namlich eine
membranstandige Kolokalisation von E-Cadherin und CA-IX. Des Weiteren konnte
eine verminderte Bindungsstarke von CA-IX-exprimierenden MDCK-Zellen
beobachtet werden. In einem Koprazipitations-Experiment wurde eine Assoziation
von CA-IX mit B-Catenin nachgewiesen. Dies lasst vermuten, dass die Regulation
von E-Cadherin durch CA-IX (iber B-Catenin vermittelt wird!®"".

Auf der anderen Seite wurden auch Faktoren gefunden, die eine E-Cadherin-
Expression induzieren konnen. An dieser Stelle soll nur der Transkriptionsfaktor WT1
aus der Zink-Finger-Protein-Familie erwahnt werden, der bei der MET in der
Embryogenese der Nieren beteiligt ist. Neben vielfaltigen weiteren Funktionen wurde
WT1 als Transaktivator des E-Cadherin-Promotors charakterisiert!®!.
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1.2.2 Zytoskelett-Umstrukturierung und Migration

Wahrend bei polarisierten Epithelzellen die Adhesionskomplexe uber intrazellulare
kortikale Aktinfasern verbunden sind, liegt das Aktin in mesenchymalen Zellen in
Form von Filopodien, Lamellopodien und Aktin-Stressfasern vor, die den
migratorischen Phanotyp ermdglichen. Filopodien bestehen aus dicht gebundelten
Aktinfasern, die zur Reiz-zugewandten Seite zylinderformig ausgerichtet sind. Auch
Lamellopodien sind zur Vorderseite der Zelle hin ausgerichtet, wobei es sich hier um
dinne, blattartige Netzwerke handelt, die die Vorwartsbewegung der Zelle initiieren.
Aktin-Stressfasern wiederum bestehen aus kurzen, den Zellkérper durchspannende
Aktin-Bundel mit eingelagerten Myosinfilamenten, durch deren Kontraktion sich die
Zelle vorwarts bewegen kann®®. Bevor sich jedoch eine Zelle von der Basallamina
entfernen kann, die Uberwiegend aus Kollagen |V, Laminin und Nidogen
zusammengesetzt ist und an die die Zelle Uber Hemidesmosomen verankert ist,
mussen Bestandteile der ECM proteolytisch durch MMPs abgebaut werden. Die
MMPs bezeichnet eine Familie substratspezifischer Endopeptidasen
unterschiedlicher Struktur, denen ein ionisiertes Zinkatom im aktiven Zentrum
gemeinsam ist. MMP-2 und MMP-9, auch Gelatinase A bzw. B genannt, kommen bei
der Tumorprogression eine besondere Rolle zu, da sie neben Gelatin und Laminin V
die Kollagen-Typen I, IV, V und X abbauen kdonnen und somit der Zelle einen Weg
durch die Basallamina bahnen kénnen®. Eine Aktivierung von MMPs findet durch
verschiedene Proteasen statt, wie z.B. Plasmin und die Plasminogenaktivatoren vom
Urokinase- bzw. Gewebe-Typ (uPa bzw. tPA)®. tPA ist fir die intravaskulére
Fibrinolyse zustandig und uPA fur die zellvermittelte Proteolyse bei der
Makrophageninvasion, Wundheilung, Embryogenese, Invasion und
Metastasierung!®. Auch andere MMPs, wie die membrangebundene MT1-MMP,
kann z.B. das Pro-MMP-2-Peptid in seine aktive Form spalten, gefolgt und
vervollstandigt durch die Autoaktivierung®. In letzter Zeit wurde deutlich, dass die
Funktion von MMPs nicht nur auf die ECM-Modellierung beschrankt ist, sondern ein
weit groReres Spektrum umfasst. Demnach sind MMPs an der Prozessierung von
Proteinen beteiligt, die bei der Proliferation, Apoptose, Migration und bei
Entziindungen eine Rolle spielen®®. Dazu gehéren Chemokine, Adhesionsmolekiile,
Wachstumsfaktor-Bindeproteine und membrangebundene Vorlauferformen von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen sowie deren Rezeptoren. Dennoch werden ADAM
(a disintegrin and metalloprotease) -Proteine als die eigentlichen ,Shedding®-
Mediatoren betrachtet®!,

Auf den wechselseitigen Einfluss von MMPs und Adhesionsmolekilen kommt es bei
der Invasion von Zellen besonders an. Es konnte gezeigt werden, dass MMP-3 und
MMP-7 den extrazellularen Teil von E-Cadherin zu einem l6slichen Fragment (80
kDa) abbauen kénnen, der auf parakrine Weise die E-Cadherin-Kontakte inhibieren
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kann'®®. Zudem wurde eine Expressionssteigerung von MT1-MMP, MMP-2 und
MMP-9 durch das 80 kDa E-Cadherin-Fragment beobachtet, wodurch das invasive
Potential der Zelle gesteigert wurde!®”. Dagegen konnte das vollstindige 120 kDa E-
Cadherin-Fragment die Expression von MMP-1, -3, -9 und MT1-MMP vermindern
und die Aktivititt von MMP-2 reduzieren®®®. Obwohl MMP-9 E-Cadherin nicht
proteolytisch verdauen kann, wurde dennoch eine Funktionseinschrankung von E-
Cadherin durch eine verstarkte MMP-9-Expression beobachtet®. Auch der E-
Cadherin-Repressor Snai1 kann Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Ets-1
die Genexpression von MMP-2 und MMP-9 aktivieren'®”. Snai1 wiederum kann
selbst durch MMPs reguliert werden. Radisky et al.l'®" konnte durch MMP-3-
Stimulation von murinen Mammakarzinomzellen in vitro eine EMT induzieren. Durch
die MMP-3-Stimulation wurde eine alternative Spleildvariante der kleinen GTPase
Rac1 exprimiert (Rac1b), durch die reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive
oxygen species) in Mitochondrien gebildet wurden, was neben einer genetischen
Instabilitat zur Aktivierung von Snai1 flhrte.

Die Aktivitat von MMPs und uPA wird durch spezifische Inhibitoren kontrolliert. Fur
MMPs sind bisher die vier Gewebe-Inhibitoren TIMP (tissue inhibitor of
metalloproteinase) -1, -2, -3 und -4 bekannt und fur uPa wurden PAI-1 und PAI-2 als
Inhibitoren gefunden. Obwohl durch die Expression dieser Inhibitoren oft eine
Inhibition der Invasion, Metastasierung und des Tumorwachstums beobachtet
werden konnte, haben TIMPs, besonders TIMP-1 und TIMP-2 eine tumorférdernde
Wirkung. So wurde diesen eine wachstumsfordernde Eigenschaft in einer Reihe von
Zelltypen, inklusive Fibroblasten, zugeschrieben. Zudem schiutzen TIMP-1, TIMP-2
und TIMP-4 die Zellen vor Apoptose. TIMP-3 dagegen hat eine pro-apoptotische
Funktion!'®. Die teilweise kontroverse Multifunktionalitit von TIMPs wird auch an
TIMP-2 deutlich. Einerseits hat TIMP-2 einen inhibitorischen Einfluss auf MMP-2, ist
aber gleichzeitig zusammen mit MT1-MMP fir die Aktivierung der Vorlauferform von
MMP-2 (Pro-MMP-2) verantwortlich!'®!. Wie bei vielen anderen Prozessen sind diese
unterschiedlichen  Funktionen konzentrationsabhangig, wobei bei hohen
Konzentrationen von TIMP-2 die inhibierende Effektorfunktion zum Tragen
kommt".  Ahnliches wurde fir PAI-1 gefunden. Bei physiologischen
Konzentrationen fordert PAI-1 die Angiogenese und Tumorinvasion, bei erhdhter
Konzentration hingegen hemmt es die Angiogenese!'®. Duffy et al.’® vermutete,
dass Protease-Inhibitoren, wie PAI-1, TIMP-1 und TIMP-2, eher die
Tumorprogression fordern als hemmen. Unterstitzt wird diese Vermutung durch
verschiedene Studien, die eine erhohte PAI-1-['% oder TIMP-11"97-1%LExpression mit
einer schlechten Prognose in Verbindung brachten. Andererseits wird auch das
Ungleichgewicht bei der Expression von MMPs und ihren spezifischen Inhibitoren als
ein Indikator fur die Aggressivitat von Tumorzellen angesehen. Demnach deuten eine
hohe Mikrovesikel-Dichte und eine Uberexpression von MMP-9 und MMP-2 oder
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eine Herunterregulierung von E-Cadherin im Primartumor auf ein erhéhtes Potential
zur Metastasierung hint"%.

Fur eine erfolgreiche Metastasierung mussen Zellen, die in das Blutgefal3- oder
Lymphgefal3system einwandern konnten, auch wieder an einem anderen Ort
herauswandern. Dabei ist die Einwanderung in die Gefalle der limitierende
Schritt"". Proteolytische Aktivitat, zumindest von MMPs, spielen bei der Extravasion
eine untergeordnetet Rolle, wie in einem Modellsystem mit TIMP-1-
Uberexprimierenden Zellen gezeigt wurde. Jedoch bildeten diese Zellen weniger und
kleinere Metastasen als TIMP-1-untransfizierte Zellen, was auf eine fehlende MMP-
abhangige Aktivierung von Wachstumsfaktoren sowie von angiogenen Faktoren
schlieRen lasst!'?,

Die Wanderung von metastasierenden Tumorzellen in das Zielgewebe ist kein
zufalliger Prozess, sondern findet in einer Vielzahl von Tumoren Uber gerichtete
chemotaktische Signale statt, wie Uber den Chemokinrezeptor CXCR4 und dessen
Liganden CXCL12 (SDF-1a; stromal derived factor 1)'"®. Der CXCR4/CXCL12-
Signalweg ist unter physiologischen Bedingungen flur die gerichtete Wanderung von
Lymphozyten bei Entzindungsprozessen wichtig, sowie bei der Wanderung von
hamatopoetischen Vorlauferzellen und bei der B-Zell-Entwicklung!'"""®. Die
Expression von CXCR4 dient, wie in einigen anderen Tumoren, als prognostischer
Marker im ccRCC und ist mit einer schlechten Uberlebensrate verbunden!'"’. Bei
Patienten mit mRCC exprimierten Uber 90 % der zirkulierenden Cytokeratin-positiven
Zellen CXCR4. Ein Zusammenhang zwischen der CXCR4-Expression von
metastasierenden RCC-Zellen und der Expression von CXCL12 im Zielgewebe
konnte in einem Maus-Modell gezeigt werden['®. Die Expression von CXCR4 und
CXCL12 wird im ccRCC durch HIF-1a reguliert!''. Staller et al.l''”! zeigte eine
erhohte CXCR4-Expression durch den Verlust des VHL-Gens. Des Weiteren wurde
eine Korrelation zwischen der Expression von MMPs und CXCR4 gefunden. Bei
einer hohen mMRNA-Expression von CXCR4 wurde parallel eine hohe Expression von
MMP-2 und MMP-9 in VHL-abhangiger Weise bei RCC-Primartumoren beobachtet.
In einer weiteren immunhistochemischen Untersuchung von 380 RCC-
Primartumoren wurde in 74 % der Falle eine Koexpression von CXCR4 und MMP-2
gefunden. Somit spielt der Verlust von VHL flr die migratorische Fahigkeit von
Tumorzellen innerhalb der Tumorprogression eine wichtige Rolle. Eine Koexpression
von CXCR4 und CXCL12 im Primartumor kann als auto- und parakrine Aktivierung
der Tumorzellen angesehen werden!'"?!,
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1.2.3 EMT-induzierende Wachstumsfaktoren und extrazellulare Signale

Wie bereits beschrieben, wurde fur einige Wachstumsfaktoren eine EMT-
induzierende Wirkung gefunden (siehe 1.2). Dies wurde zum ersten Mal entdeckt, als
Epithelzellen mit konditioniertem Medium von Fibroblasten kultiviert wurden. Dabei
vereinzelten sich die Zellen und nahmen einen migratorischen mesenchymalen
Phanotyp an!'. Der dafiir zustandige Faktor wurde als ,Scatter Factor* (SF)
bezeichnet und spéter als HGF identifiziert!'?". Der Rezeptor fiir HGF ist die Tyrosin-
Kinase Met. Die Bindung von HGF an c-Met reguliert das Wachstum, die Migration
und Invasion von Tumorzellen und spielt wahrend der Embryogenese, wie bei der
verzweigten Morphogenese (branching morphogenesis), eine Rolle!'??. Ein invasives
Potential von RCC-Zelllinien nach HGF-Stimulation konnte jedoch nur bei VHL-
defizienten Zellen beobachtet werden. VHL scheint somit eine tumorsuppressive
Funktion auch auf den Met-vermittelten Signalweg auszuiiben!'?l. Peruzzi et al.['**!
konnte dabei zeigen, dass eine HGF-vermittelte B-Catenin-Phosphorylierung durch
funktionelles VHL unterdriickt werden kann, was ohne VHL-Aktivitat zur Auflosung
von ,Adherens Junctions® fihrt und eine nukleare Akkumulation von B-Catenin zur
Folge hat. In Zusammenhang mit einem hypoxischem Tumormilieu und dem Verlust
von VHL konnte eine Induktion der c-Met-Expression beobachtet werden, die zu
einer Verstarkung des HGF-Signals fuhrte und die Zellen fir HGF empfindlicher
machte. Dies filhrte zu einem invasiven Potential der Tumorzellen!'?!.

Weitere multifunktionelle Zytokine, die eine EMT induzieren konnen, sind Mitglieder
der TGF-B-Familie, wie TGF-B1!"?® TGF-B2!"?! und TGF-p3!'*®l. TGF-B1 ist an der
Regulation der Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt. Auf die
Tumorprogression hat es eine ambivalente Wirkung. Wahrend es auf
untransformierte Zellen und in der Anfangsphase der Tumorprogression inhibierend
wirkt, indem es Apoptose und Wachstumsstillstand induziert, férdert es im
fortgeschrittenen Tumorstadium eine EMT sowie eine Tumorinvasion und
Metastasierung®®. Durch die Bindung von TGF-B-Dimeren an den TGF-B-Rezeptor
vom Typ Il (TBRII) wird eine Assoziation mit dem TRRI initiiert, wodurch Uber eine
Konformationsanderung die Kinase-Domanen aktiviert werden. Uber diese werden
eine Reihe von MAPK (mitogen acitvated protein kinase) -Signalwegen aktiviert, wie
ERKSs (extracellular signal-regulated kinases), JNKs (c-Jun N-terminal kinases) und
p38 MAPK!'#l Ein TGF-p-induziertes invasives Potential ist in vivo an den
Raf/MEK/ERK-Signalweg gekoppelt!™®. Es scheint aber auch ein Zusammenspiel
mit anderen Signalwegen wichtig zu sein®*". TGF-B1 wird unter anderem durch VHL
reguliert, indem es die Halbwertszeit der mMRNA von TGF-31 verringert. Somit kommt
es bei einer VHL-Inaktivierung zu einer erhdhten TGF-B1-Expression, wie sie bei
vielen RCC-Patienten beobachtet wurde!’**'*®. Patienten mit mRCC hatten sogar
durchschnittlich eine doppelt so hohe TGF-B1-Plasma-Konzentration wie lokal
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begrenzte Tumoren!*. Dennoch ist eine TGF-B-induzierte EMT zumindest in vitro
ein seltener Mechanismus!™ und bedarf in vivo eines autokrinen TGF-B-Signals,
meist in Kombination mit einem anderen onkogenen Signalweg, wie dem Ras-
Signalweg, um dem mesenchymalen Phanotyp aufrecht zu erhalten®. Durch die
kombinierte Stimulation von proximalen tubularen Nierenepithelzellen mit TGF-$ und
FGF-2 konnte eine EMT in vitro beobachtet werden. Durch die Stimulation von
TGF-B, FGF-2 oder EGF alleine wurde lediglich eine teilweise EMT festgestellt.

FGF) # .
; [ IGF collagen
EGF | : - s
@ r (HGF fibronectin @

1 l

ImmmwHmﬂm’fgﬂfﬁfﬁﬂ s
‘/@ e RA:AS AT J

mn

FAK ¥ 2

i MEK
’ :
MAPK ! GSK3 L i
£ v \ :
\ PAK i

cytoskeleton & ROS —-=2d=F—
;H:atenm
(TCF/LEF
\

focal adhesion
~===—[==~ CDHI gene \SLUG gene

i eamingement
®
-* |—> : ‘ ..
1 {

Y ,'y/’y. ;, ‘
of L

e @ collagenase gene @ “
uced cefl-ce . matrilysin gene
. y g ‘

urokinase gene S

v D
heparanase gene  “~.___. / @

— -m
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Zudem konnte bei allen untersuchten Wachstumsfaktoren nach Einzelstimulation
eine Vimentin-Expression erreicht werden, jedoch waren nur TGF-B und FGF-2 in
der Lage, die E-Cadherin- und Zytokeratin-Expression herunterzuregulieren. Zudem
konnte allein durch FGF-2-Stimulation eine erhdhte MMP-2- und MMP-9-Expression
erreicht werden!®. Dennoch fand Li et al.l"*"! auch eine erhéhte MMP-2-Expression
nach TGF-B-Stimulation von tubularen Nierenepithelzellen. Darlber hinaus war ein
transformierender Effekt durch TGF-f3 von der ILK (integrin-linked kinase) abhangig.
Wahrend der Embryogenese oder der Tumorprogression sind FGF-2 und IGF-II
fahig, eine EMT in vivo zu induzieren!'®®'*% Die Bindung des multifunktionellen
Zytokins FGF-2 an die Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) FGFR (fibroblast growth
factor receptor) reguliert unter physiologischen Bedingungen wie viele andere
Zytokine das Wachstum und Uberleben sowie die Differenzierung und Migration in
einer Reihe von Zellen"*""*? |GF-II wird von einigen Tumoren exprimiert und wirkt,
ahnlich wie Insulin, als starker Wachstumsfaktor. Die Signaltransduktion wird Gber
die RTK IGFR (insulin-like growth factor receptor) vermittelt!*>.

Bei der EMT st ein breites Spektrum an Transkriptionsfaktoren beteiligt. Einige
davon konnen durch Wachstumsfaktoren reguliert werden. Snai1, Snai2 und SIP1
konnen je nach Zelltyp durch TGF-B Uber den Smad-Signalweg induziert werden,
wobei die Snail- und Snai2-Expression sich in tubularen Nierenepithelzellen
gegenseitig ausschlieRent*14°!.

FUr einige Zytokine wurde auch eine indirekte Repressor-Funktion fur E-Cadherin
durch Mikroarray-Analysen von Epithelzellen gefunden. Dabei wurden ID2 (inhibitor
of differentiation 2) und ID3 als Zielstrukturen von TGF-f und BMP7 (bone
morphogenetic protein 7) identifiziert. ID-Proteine blockieren im Normalzustand die
Aktivitat von E2A, dem Genprodukt von E12/E47, durch Dimerisierung. Da TGF-§ die
Expression von ID2 hemmt, wird E2A aktiv und kann als E-Cadherin-Repressor
fungieren'*®. BMP7 dagegen verhalt sich antagonistisch zu TGF-B, was die
Epithelzellen vor einer Transformation schiitzt!'*". Zeisberg et al.l'**! konnte zudem
zeigen, dass sich eine TGF-B1-induzierte EMT in RPTEC durch BMP7 revertieren
|asst.

EGF sowie TGF-a binden an die RTK EGFR (epidermal growth factor receptor),
dessen Signaltransduktion in vielen Zellen einen Einfluss auf das Wachstum hat!"*%!,
Auf posttranskriptioneller Ebene wurde EGF eine Rolle bei der nuklearen
Akkumulierung von Snai1 zugeschrieben. Snai1 hat mehrere funktionelle
Phosphorylierungsstellen. Die Phosporylierung durch GSK3f (glycogen-synthase
kinase-3B) fuhrt zum nukledren Export und anschlielender Ubiquitinierung von
Snai1, wahrend eine EGF-induzierte Phosphorylierung an einem anderen Serin-Rest
durch die PAK1 (p21-activated kinase 1) zur Stabilisierung von Snai1 fuhrt. GSK3p
ist Teil eines Inhibierungskomplexes von B-Catenin in Abwesenheit eines Whnt-
Signals!'?.
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RTKs sind nicht alleine an einer Signalweiterleitung von extrazellularen Signalen
beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass dabei auch Integrine eine Rolle spielen.
Integrine sind heterodimere Transmembranrezeptoren, bestehend aus einer a- und
einer B-Untereinheit, durch deren Kombination verschiedene Subtypen gebildet
werden. Sie verknupfen das intrazellulare Aktin-Zytoskelett einer Zelle mit
Komponenten der ECM, wie Fibronektin, Vitronektin, Laminin und Kollagen. Die
Bindung dieser Liganden aktiviert Integrine, was wiederum intrazellulare
Signalkaskaden induziert, die einen Einfluss auf das Wachstum und das Uberleben
einer Zelle haben sowie auf deren Polarisierung, Differenzierung und
Migrationspotential®®"].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Induktion einer EMT durch
extrazellulare Signale zell- und modellspezifisch ist und stark vom jeweiligen Kontext
abhangt!'?.

1.3 Angeborene und adaptive Immunitat im RCC

Das Immunsystem stellt durch das Zusammenspiel von komplexen Netzwerken
einen Abwehrmechanismus des Korpers gegen Eindringlinge wie Viren, Bakterien
und andere Krankheitserreger dar. Zudem ist es fir die Eliminierung von entarteten
korpereigenen Zellen wie Tumorzellen verantwortlich. Dabei spielen sowohl die
unspezifische, angeborene Immunantwort, sowie die spezifische adaptive
Immunantwort eine Rolle. Die angeborene Immunitat wird Uber das
Komplementsystem, Granulozyten, Makrophagen, natlrliche Killerzellen (NK-Zellen)
und Zytokine vermittelt. FUr die adaptive Immunitat sind Antigen-prasentierende
Zellen, wie Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen (DCs), und
zytotoxische Effektorzellen, wie B- und T-Zellen, zustandig. Im RCC wird in der Regel
ein ausgepragtes Lymphozyteninfiltrat beobachtet, das neben Lymphozyten,
darunter hauptsachlich T-Zellen, NK-Zellen und wenige B-Zellen, auch Monozyten
und DCs beinhaltet!'**"*. Meist wurde ein héheres Verhéltnis von CD8"- zu CD4"-T-
Zellen berichtet!">*1%¢],

Die zytotoxische Aktivitat von NK- und T-Zellen unterscheidet sich grundlegend.
Wahrend zytotoxische T-Zellen nur Zellen lysieren, die nicht-eigene Peptid/MHC-
Komplexe auf der Oberfliche prasentieren!’”! lysieren NK-Zellen dagegen
entsprechend der ,Missing-Self-Hypothese® nur die Zellen, die eine reduzierte
Expression von Peptid/MHC-Komplexen aufweisen!'®. Isolierte man die Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TILs) aus RCC-Primartumoren oder aus RCC-
Metastasen, zeigten sich zwei verschiedene zytotoxische Aktivitaten gegen
Tumorzellen. Sowohl eine MHC (major histocompatibility complex) -nicht-restringierte
als auch eine MHC-restringierte zytotoxische Lyse von Tumorzellen wurden
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beobachtet. Bei den MHC-restringierten Effektorzellen handelte es sich
hauptsdchlich um CD8'-T-Zellen, die eine spezifische Lyse von autologen
Tumorzellen vermittelten, oder von allogenen Tumorzellen, die Uber den identischen
Tumorpeptid/MHC-Komplex verfugten. Die MHC-nicht-restringierten Effektorzellen
lysierten autologe und allogene Tumorzellen sowie die korrespondierenden nicht-
tumordsen Nierenzellen!'®?. Diese breite Spezifitit wurde fiir die meisten TILs von
RCC-Patienten gefunden!’. Eine ahnliche Spezifitit erreichte man, wenn periphere
Blutlymphozyten (PBLs) von RCC-Patienten in vitro mit einer hohen IL-2-
Konzentration kultiviert wurden. Diese Zellen wurden als LAK (lymphokine-activated
killer) -Zellen bezeichnet!'®®. LAK-Zellen mit dhnlicher Spezifitit gegen Tumorzellen
konnen auch aus PBLs von gesunden Spendern generiert werden. Die
Phanotypisierung von LAK-Zellen ergab eine Mischung aus CD3-NK-Zellen und
CD3"-T-Zellen, wobei die CD3-NK-Zell-Population das starkste lytische Potential
zeigte. Schleypen et al.'"®"! konnte zeigen, dass NK-Zellen von frisch isolierten TILs
aus verschiedenen RCC-Geweben nach kurzer IL-2-Aktivierung ihre zytotoxische
Aktivitat zurlckerlangten und diese auch die Hauptpopulation von zytotoxischen
Effektorzellen bildeten. Die CD3"/CD8"-T-Zell-Population der LAK-Zellen zeigte ein
ahnliches MHC-nicht-restringiertes lytisches Potential wie NK-Zellen sowie in einigen
Fallen die CD3*/CD4/CD8-Population!’?. Die CD3*-Zellen reprasentierten mit >95
% der LAK-Zellen die gréRte Population, darunter etwa gleich viele CD4"- und CD8"-
T-Zellen!'®?,

Eine effektive Immunantwort gegen den Tumor ist mdoglich, wird aber durch
verschiedene Mechanismen des Tumors und des Tumormilieus unterdrickt. Haufig
auftretende Veranderungen, die das Erkennen und Eliminieren der Tumorzellen
durch Zellen des Immunsystems erschweren, sind z.B. Verlust oder
Herunterregulierung der Expression von MHC-Klasse-I-Molekulen, die fur die
Erkennung durch T-Zellen entscheidend sind, Mutation oder Herunterregulierung von
tumorassoziierten Antigenen (TAA), fehlende Expression von kostimulatorischen
Signalen oder die Sekretion von Zytokinen, wie TGF-f und IL-10, die Immunzellen
inhibieren!'®®. Auch eine verdnderte bzw. erhdhte Expression von inhibitorischen
Rezeptoren auf TILs gegenuber peripheren Lymphozyten kdnnte zum Versagen
einer effektiven Immunantwort beitragen!'®". T- und NK-Zellen tr