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[...] nam et prius quam incipias consulto, et ubi consulueris mature
facto opus est. Ita utrumque per se indigens alterum alterius auxilio

eget.

[...] denn bevor man beginnt, bedarf es der Uberlegung und sobald
man Uberlegt hat, rechtzeitiger Ausfiihrung. So ist jedes allein
unzureichend und eins bedarf der Ergdnzung durch das andere.

(Sallust: De coniuratione Catilinae; | 6/7)
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Tumor-Endothel-Marker 5 (TEMb) ist ein membransténdiges Protein, das zur Gruppe der
G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren gehdrt. Dieser Marker wird in Endothelzellen wahrend der
physiologischen, besonders aber auch wahrend der tumorassoziierten Angiogenese
hochreguliert. Um die Mechanismen der Gefalientstehung zu verstehen, werden seit rund 40
Jahren Forschungsanstrengungen mit dem Ziel vorangetrieben, neue Mdglichkeiten zu
Diagnostik und Therapie maligner Erkrankungen zu finden. TEMS ist eine mogliche neue
Zielstruktur fur antiangiogene Therapien.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Charakterisierung der extrazellularen Anteile
dieses Tumor-Endothel-Markers 5, wobei mehrere neue Fragmente identifiziert werden
konnten. Unter diesen wurde ein n-terminales 60kDa grof3es Fragment gefunden, das durch
Abspaltung  (,Shedding) an der Zellmembran durch die membranstandige
Metallomatrixprotease 14 (MMP14) und durch die I6sliche Serinprotease Thrombin entsteht.
Dieses neue Fragment wurde TEM5-N60 genannt. Die Spaltstellen der genannten Proteasen
im Volllangenprotein wurden identifiziert. Sie liegen in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem
kryptischen RGD-Motiv, dessen Freilegung zudem bewiesen werden konnte. Dieses TEM5-
N60-Fragment kann Uber das dekryptierte RGD-Motiv - je nachdem, ob es in Losung oder
immobilisiert vorliegt - antagonistisch oder agonistisch auf das fur proliferierendes Endothel
spezifische Integrin avR3 wirken. Es wird gezeigt, dass l6sliches TEM5-N60 effektiv die
Endothelzellmigration auf avR3-Liganden wie Vitronectin inhibiert, nicht aber auf Liganden
anderer Integrine. In immobilisiertem Zustand jedoch vermittelt TEM5-N60 die Adhasion von
Endothelzellen. Ein monoklonaler Antikérper konnte die adhasive Wirkung von TEM5-N60 auf

Endothelzellen effektiv unterbinden.

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse Uber die extrazellularen Anteile von TEMS5, die fur die
Konzeption von diagnostischen und therapeutischen Markern bedeutsam sein kdnnten.
Darlber hinaus wurde ein interessantes losliches Fragment (TEM5-N60) gefunden, das selbst

Potenzial als molekularer Marker hat.



Einleitung

1. Einleitung

Als Angiogenese (griechisch ayyog Gefall” und yéveoig ,Entstehung”) bezeichnet man das
Wachstum von kleinen Blutgefalen durch Aussprossung aus vorbestehenden Kapillaren.
Dieser Prozess wird reguliert durch eine Balance von pro- und antiangiogenen Systemen.

1.1. Die Bildung von BlutgefalRen

Zellen bendtigen Sauerstoff und Nahrstoffe zur dauerhaften Aufrechterhaltung ihrer
Funktion. Die Versorgung mit diesen ist essenziell fur ihr Uberleben. Die Versorgung mit
lebenswichtigen Substraten und der Abtransport von Abfallstoffen kann in Entfernung von
ein bis zwei Millimeter .per diffusionem“ vonstatten gehen. Fir Sauerstoff sind diese
Strecken mit maximal 150um (Abb. 1) noch bedeutend kleiner (Vaupel and Harrison 2004).
In allen héher entwickelten Spezies, besonders aber der Spezies der Saugetiere ist es also
essenziell, dass mindestens in diesem Abstand ein geeignetes System zur Gewéhrleistung
eines suffizienten Stoffwechsels vorhanden ist. Diese Funktion des An- und Abtransports
wird durch ein funktionsféahiges Gefallbett und einen suffizienten Blutkreislauf erfullt
(Carmeliet and Jain 2000). Bei der Entstehung des GefaRbettes sind drei wesentliche
Vorgange zu definieren und zu unterscheiden:

Zum Ersten: die Vaskulogenese, deren Rolle besonders in der Embryonalperiode
von Bedeutung ist. Durch zirkulierende GefaRR-Stammzellen, Angioblasten, die sich

zusammenlagern und zu Endothelzellen differenzieren, werden Gefal3e ,de novo“ gebildet.

>100 um a

Abb.1*
Abhéangigkeit des Gewebes von adaquater Versorgung mit Sauerstoff.

Zellen, die weiter als 100pm von einem versorgenden Gefal3 entfernt liegen, sind
hypoxischem Stress ausgesetzt. Dieser Stress fiihrt unter anderem Uber die
Hochregulation von hypoxie-induzierten-Faktoren (HIF-a und -R) zur Stimulation der
Angiogenese.

Abbildung modifiziert nach: Carmeliet 2000 (Carmeliet and Jain 2000)

Reprinted by permission from Macmillan Ltd.: Nature 407(6801): 249-57; ©2000; Reuse and reprint are prohibited.




Einleitung

Zum Zweiten: die Angiogenese, in der durch Aussprossung und Verzweigung aus
bereits vorbestehenden GefalRen neue GeféalRe entstehen. Die wesentliche Bedeutung der
Angiogenese liegt physiologisch in der Versorgung von neuentstandenem Gewebe
beispielweise im Rahmen der Wundheilung oder des weiblichen Fortpflanzungsapparates.
Aber auch ,unplanmaRig“ neu entstandenes Gewebe im Rahmen von Tumoren greift auf
diesen Mechanismus zuriick. Dieser Vorgang wird als Tumorangiogenese bezeichnet.
Beide, sowohl die Vaskulo- und als auch die Angiogenese, tragen vor allem zur Bildung
der kleineren Gefal3e, der Kapillaren bei (Carmeliet 2003).

Zum Dritten ist im Rahmen von groBeren Gewebsumbauvorgdngen die
Arteriogenese zu nennen, also die Entwicklung groRRerer Gefaf3e mit vollstandiger

Architektur aus Endothel, Tunica media und Tunica adventitia (Carmeliet 2003).

1.1.1. Physiologische Entstehung von Geféal3en
Wahrend der embryonalen Phase muissen Blutgefal3e de novo gebildet werden. Zu Beginn

steht hier die Vaskulogenese aus endothelialen Vorlauferzellen. Diese Angioblasten lagern
sich primér zu einem Kapillarplexus zusammen. Durch Ausdifferenzierung bilden sich erste
funktionelle Gefal3strukturen. Aus diesen Strukturen entsteht im Rahmen der Angiogenese
durch Aussprossung und Verzweigung ein Kapillarnetzwerk. Wahrend der friithen Phase
der Angiogenese dilatieren Kapillaren und zeigen unter dem Einflull von VEGF bereits
erste Lecks. Reicht der angiogenetische Stimulus aus, werden gefaRabdichtende Faktoren
wie VE-Cadherin und PECAM Uberwunden. Endothelzellen verlieren daraufhin ihren
dichten Zusammenhalt und beginnen ihre Basalmembran lokal abzubauen. Durch
verschiedene Proteasen, vor allem Metallomatrixproteasen (MMPs), wird die extrazellulare
Matrix (ECM) weiter abgebaut. Perizyten, die bisher die Gefalle umgeben und stabilisiert
haben, weichen auseinander. Gleichzeitig entsteht durch Extravasation von
Plasmaproteinen eine neue provisorische Matrix, die den nun auswandernden
Endothelzellen gleichsam als ,Kletterhilfe* dient. Entlang verschiedener Gradienten von
proangiogenen Stimuli beginnt nun eine saulenartige Migrationsbewegung der
Endothelzellen durch den perivaskuldren Raum ins umgebende Gewebe. Dieses Gewebe
wird dabei lokal liber Proteasen aufgelést. Uber Molekiile wie VEGF, Ang-1 und bFGF wird
Proliferation, Migration und schlieBlich das Zusammenlagern der Endothelzellen
vorangetrieben. Zell-Matrix-Rezeptoren aus der Gruppe der Integrine - darunter besonders
avl33 und a5 - sind darliber hinaus an Ausbreitung (,Spreading®) und Migration positiv wie
negativ regulierend beteiligt (Carmeliet and Jain 2000). Aus diesen entstandenen
Migrationssaulen formt sich eine Zone, in der Endothelzellen ihre Form &ndern, sich
zusammenlagern, wieder differenzieren und schlieRlich ein neues Lumen bilden. Uber
weitere Proliferation wird dieses Lumen vergroBert und durch Bildung einer neuen

Basalmembran beginnen die neuentstandenen Gefale auszureifen. Signale wie TGF-bl

-9-
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und Angl/Tie2 sind dafir verantwortlich, dass diese friihen Kapillaren mit Perizyten und
glatten Muskelzellen umgeben werden. Diese Stabilisierung bewirkt eine Reduktion der
Proliferationsbereitschaft der Endothelzellen. Die Abh&angigkeit der Endothelzellen von
Wachstumsfaktoren geht zurtick. Uber Inhibitoren wie z.B. PAI-1 wird ein weiterer Abbau
der ECM verhindert und die neuen GefélRe reifen vollstandig aus (Carmeliet and Jain
2000).

Unter physiologischen Bedingungen ist die Angiogenese einer strikten Regulierung durch
eine fein abgestimmte Balance zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren unterworfen.
Endothelzellen gehdren neben Nervenzellen zu den Zelltypen mit der langsten
Lebensdauer. Somit hat das GefaRsystem im erwachsenen Organismus unter
physiologischen Bedingungen nur einen geringen Zellumsatz. Ausgedehnte Angiogenese
ist deshalb beim erwachsenen Organismus nur in wenigen Organsystemen wie dem

weiblichen Fortpflanzungsapparat oder bei Reparaturvorgéangen notwendig.

1.1.2. Die Tumorangiogenese
Wie normales Gewebe benétigen auch Tumore eine adaquate Versorgung mit Sauerstoff

und Nahrstoffen, sowie einen effektiven Weg, ihre Stoffwechselmetabolite zu entsorgen
(Abb. 2). Auch fur Tumorzellen gilt die Grenze der Diffusionsfahigkeit dieser Molekile von
ein bis zwei Millimeter, bzw. 150 Mikrometer fur Sauerstoff. Daher ist es fir jeden soliden
Tumor essenziell wichtig, diese Versorgung sicherzustellen (Hanahan and Weinberg 2000).
Mit Ausnahme weniger solider Tumore, die kooptiv (Bergers and Benjamin 2003), also
entlang vorbestehender Gefal3e, wachsen kénnen, ist tumorinduzierte Neoangiogenese
ein wesentlicher Schritt flr weiteres GroRenwachstum. Ein GefalRnetzwerk tragt aulerdem
im Falle von bésartigen Tumoren zur Fahigkeit der Metastasierung bei. Das Erlangen der

Fahigkeit, durch den Tumor Angiogenese zu initiieren, wird ,angiogenic-switch“ genannt.

1.1.3. ,,The Angiogenic-Switch“
Dieser entscheidende Schritt passiert abhangig vom Tumortyp und dessen Umgebung zu

unterschiedlichen Zeitpunkten. Pramaligne Lasionen oder Prakanzerosen gewinnen durch
die Fahigheit zur Neovaskularisation deutlich an Malignitat. Als Ausltsefaktoren fur eine
eigenstandige Gefalbildung konnte eine Vielzahl von Faktoren identifiziert werden. Zu den
bekanntesten und am besten untersuchten Faktoren zahlen metabolische Stressfaktoren
wie niedriger Sauerstoff-Partialdruck (Vaupel and Harrison 2004), ein niedriger pH-Wert
oder lokale Hypoglykdmie, aber auch mechanischer Stress durch die wachsende
Tumormasse (Carmeliet 2003). Zu den entscheidenden Regulatoren der Antwort auf
hypoxischen Stress z&hlt hier der Transskriptionsfaktor HIF-1. Die Gber HIF-1 vermittelte

vermehrte Transskription proangiogener Faktoren tragt entscheidend zum ,angiogenic-

-10 -
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switch® bei. Nicht nur Hypoxie, sondern auch Mutationen in verschiedenen Onkogenen
fuhren zur Aktivierung von HIF-1. Unter HIF-1-Einfluss wird Uber die Bindung von HRE die
Transskription von VEGF und VEGFR-1 direkt aktiviert (Liao and Johnson 2007). Ebenso
konnen Ereignisse im Zusammenhang mit Entzindungsvorgéngen Angiogenese initiieren.
Auch das Tumorgewebe selbst kann als mdglicher Stimulus gesehen werden.

Uber ,gain-“ oder ,loss-of-function®, die Aktivierung von Onkogenen oder die Deletion von
Tumor-Suppressor-Genen kann die Bildung neuer Gefél3e initiiert werden. Tumorzellen
kénnen selbst die Fahigkeit entwickeln, die ansonsten gut regulierte Balance der
aktivierenden und inhibierenden Faktoren zu stéren (Bergers and Benjamin 2003). Die im

Vergleich zu den inhibierenden Molekilen vermehrte Expression aktivierender Stimuli wie

@ Normale Zelle @ BlutgefaR mit Perizyt

@ Krebseelio Nekrotische Zelle in der Apoptose

@ Mitotische Zelle

Abb.2*

Tumorangiogenese und “angiogenic switch”

Die meisten Tumore wachsen anfangs aus avaskularen kleinen Zellhaufen (A) heran.
Wenn ein Gleichgewicht aus proliferierenden und apoptotischen Zellen erreicht ist, muss
fiir weiteres Wachstum Neoangiognese, der sog. ,angiogenic switch®, initiiert werden.
Dieser Schritt beginnt mit dem Umbau der perizelluldaren Strukturen und einer
Gefalidilatation (B). Als nachstes folgt das Aussprossen von Endothelzellen (C) und die
Formung und Ausreifung der neuen GefaRe (D). Der Reifeprozess ist abgeschlossen,
sobald Perizyten und neugebildete perizellulare Strukturen die GefaRe umgeben (E).

Abbildung modifiziert nach: Bergers et al. 2003 (Bergers and Benjamin 2003)

Reprinted by permission from Macmillan Ltd.: Nat Rev Cancer 3(6): 401-10 ; ©2003; Reuse and reprint are prohibited.
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VEGF und FGF scheint in vielen Tumoren eine entscheidende Rolle zu spielen. In anderen
Tumoren wiederum konnte eine unphysiologisch niedrige Expression von endogenen
Angiogeneseinhibitoren wie Thrombospondin-1 oder [-Interferon nachgewiesen werden.
Hierzu sind zwei Beispiele fur bekannte genetische Regulationsmechanismen anzufiihren:
Zum einen konnte gezeigt werden, dass Thrombospondin-1 dber das
Tumorsuppressorgen p53 reguliert wird. Der Verlust von p53, der mit der Entstehung von
Tumorarten wie dem Kolonkarzinom assoziiert ist, fihrt zu einem ausgepragten
Angiogenesepotenzial (Teodoro, Evans et al. 2007). Zum anderen fihrt eine Aktivierung
des bekannten ras-Onkogen zu einer vermehrten Expression des proangiogenen VEGF
(Bergers and Benjamin 2003).

Die Regulation von Proteasen stellt eine andere wesentliche Dimension bei der Féhigkeit
zur Angiogenese dar. Proteasen spielen nicht nur beim Abbau der extrazellularen Matrix
als Voraussetzung der Invasionsfahigkeit, sondern auch fir die Aktivierung und
Modifikation von Wachstums- und Inhibierungsfaktoren eine Rolle. So kénnen angiogene
Stimuli wie das basische FGF, die sonst in der ECM gebunden sind, durch proteolytische
Aktivitat freigesetzt werden.

Die Stoérung der Balance und das Wachstum aulRerhalb physiologischer

Kontrollimechanismen bedingen jedoch einige Besonderheiten der Tumorgefalle.

Physiologische Gefal3architektur Neovaskularisation im Tumor

Abb. 3*

Physiologische Gefale (A) unterscheiden sich strukturell von Tumorgefaen (B).
Sie zeichnen sich durch unregelmaflige Lumina eine in sich verwundene, verdrehte und
chaotische Architektur und eine erhdhte Dichte von qualitativ schlechten Geféal3en aus.
Elektronenmikroskopische Aufnahme

Abbildung entnommen aus: McDonald DM 2003 (McDonald and Choyke 2003)

Reprinted by permission from Macmillan Ltd.: Nat Med 9(6): 713-25., ©2003; Reuse and reprint are prohibited.
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1.1.4. TumorgefalBmorphologie
Die Architektur von TumorgeféaRen unterscheidet sich sowohl strukturell als auch

funktionell von der der physiologisch entstandenen GefalRe (Abb. 3). Tumorgefalle sind
unregelmallig geformt, sie sind zum Teil weit dilatiert oder haben wechselnde
Durchmesser. Des Weiteren kdnnen sie in sich verdreht und abnormal gewunden sein.
Einige Gefal3e verzeigen sich in hohem Male, bilden ,shunts® oder enden blind. Auch
hohere Organisationsformen wie Venolen, Arteriolen und echte Kapillarstrukturen finden
sich nur chaotisch verteilt oder fehlen teilweise ganz (McDonald and Choyke 2003).
Aufgrund fehlender Kontrollmechanismen findet sich eine stark erhdhte Gefal3dichte.
Tumorgefalle reichen jedoch qualitativ meist nicht an normale GeféafRe heran. Oftmals
finden sich Leckagen oder paravasale Hamorrhagien (McDonald and Choyke 2003). Diese
Leckagen, die im Initialstadium der Angiogenese erwinscht sind, konnten auf der
anhaltenden Uberproduktion von VEGF im Tumor beruhen. Perizyten liegen in einem eher
lockeren, unorganisierten Verband um die neuen Gefalformationen und kénnen somit ihre
stabilisierende Funktion nur eingeschrankt wahrnehmen. Sogar primare Tumorzellen
konnen die Perizyten durchsetzen oder direkt in die gefalfauskleidende Endothelzellschicht
eingelagert sein. Ein geordneter Blutfluss ist oftmals nicht nachzuweisen. Der Blutfluss in
Tumorgefallen kann stark verlangsamt oder gar oszillierend sein. AuRerdem finden sich
aber auch Zonen mit ausgepragter Thrombosierung. Dieser insuffiziente Blutfluss fuhrt
wiederum zu Regionen mit Hypoxie oder niedrigen pH-Werten sowie erhthter Apoptose-
und Nekroserate. Hieraus erwachst ein erneuter Stimulus fir Neoangiogenese, sodass ein

Kreislauf entsteht (Carmeliet and Jain 2000; Bergers and Benjamin 2003; Carmeliet 2003).

1.1.5. Endothelzell-Uberleben und -Apoptose in der Angiogenese
Wahrend der Angiogenese wechselt das Gleichgewicht aus pro- und antiangiogenen

Stimuli standig. Besonders zum Abschluss hin bekommen die Gegenregulatoren ein
Ubergewicht. Diese letzte Phase ist dadurch gekennzeichnet, dass vor allem
Endothelzellen, die nicht vollstandig ausreifen konnten oder keine Uberlebensstimuli via
Integrine und extrazellularer Matrix bekommen, Gber Apoptose eliminiert werden. Diese
Phase wird als ,vascular pruning“ bezeichnet (Stupack and Cheresh 2003).

Endothelzellen sind im Allgemeinen wéahrend der Angiogenese deutlich anfélliger fir
Apoptose. Ihr Uberleben ist strikt an das Vorhandensein von Wachstumsfaktoren und
Molekulen der extrazellularen Matrix gebunden (Brooks, Montgomery et al. 1994). Dafir
bedarf es der stdndigen de-novo-Synthese von Proteinen, der Umstrukturierung
vorhandener Proteine mittels Proteasen oder Stimuli aus dem Plasma. Zu diesen Stimuli
zahlen Wachstumsfaktoren wie VEGF, Zell-Matrix-Kontakte, die von Integrinen vermittelt

werden, und Zell-Zell-Kontakte, die von Rezeptoren wie dem vaskuloendothelialen (VE)-
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Cadherin und dem ,platelet endothelial cell adhesion molecule® (PECAM)-1 / CD31)
vermittelt werden (Pollman, Naumovski et al. 1999; Segura, Serrano et al. 2002). Fehlen
diese Stimuli oder werden sie unterdriickt, erfolgt als Konsequenz Apoptose (Keshet and
Ben-Sasson 1999).

Der Grund dieser Anfalligkeit fur apoptotische Stimuli liegt in der Aktivierung einer Reihe
von Genen, der sogenannten ,homebox (Hox) master genes”. Zu Beginn der Angiogenese
wird tber Hox3D nachfolgend die Expression von unter anderem avRR3, MMPs und uPa
verstarkt (Boudreau, Andrews et al. 1997). Via Hox3B werden die Entstehung von Lumina
und das Ausreifen der GefalRe gesteuert. Gleichzeitig werden Endothelzellen als Reaktion
auf die Hox-3B-Expression in dieser Phase aber auch besonders anfallig fir Apoptose-
Stimuli (Myers, Charboneau et al. 2000). Ruhende Endothelzellen exprimieren dagegen
HoxD10, welches antagonistisch zu beiden, Hox3D und Hox3B, wirkt und so fir die
ausgepragte Stabilitat und Langlebigkeit von ruhenden Endothelzellen sorgt (Myers,
Charboneau et al. 2002).

1.2. Tumorendothel und Therapie
Mittels der bereits beschriebenen Gene werden Wachstum, Migration, Differenzierung und

das Uberleben Uber die Expression dafir notiger Proteine geregelt. In ruhenden
Endothelzellen hingegen werden diese Gene unterdriickt. Die Identifizierung und
Charakterisierung von Genen und Proteinen, die selektiv in Bereichen mit Angiogenese zu
finden sind, birgt eine Chance auf neue Diagnostik- und Therapieansatze fur Erkrankungen,
bei denen eine Unterdriickung der Angiogenese und Neovaskularisation winschenswert
ist. Neben chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED), rheumatischen oder
ophtalmologischen Erkrankungen wie der feuchten Makuladegeneration sind an erster
Stelle bosartige Neoplasien zu nennen.

Tumorgefalle als Zielstrukturen fir Diagnostik und Therapie ertffnen Moéglichkeiten fir
neue selektive Therapieansatze. Eine Reihe von Schwierigkeiten in der onkologischen
Therapie koénnte umgangen werden, wenn Tumorendothel als Ziel anvisiert wird. Zum
einen behindert ein hoher onkotischer Druck, der oftmals in Tumorparenchym zu finden ist,
die Aufnahme von Tracern und Therapeutika ins Tumorgewebe. Zum anderen ist das
Tumorparenchym oftmals genetisch heterogen oder instabil. Dadurch andert sich haufig
das biologische Profil, wodurch einzelne Subklone und erworbene Resistenzmechanismen
selektiert werden (Molema 2002; Nanda and St Croix 2004).

Seit den 1970er Jahren wird versucht, TumorgefdRe und Neoangiogenese als
Angriffspunkt im Kampf gegen Tumore auszunutzen (Molema 2002). Die Identifizierung
von Molekilen und Markern, die spezifisch in der Tumor-Neovaskulatur exprimiert werden,
kbnnte ein Spektrum an Mdaglichkeiten bieten, dieses fragile Fundament von Tumoren

effektiv zu stéren.
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Die genetische Stabilitéat und die direkte Zugéanglichkeit fir Pharmaka - ohne das Problem
des interstitiellen Drucks - machen Endothelzellen zu idealen Angriffspunkten (Rosen
2000). Jedoch ist, wie beschrieben, Tumorangiogenese ein hodchst komplexes,
heterogenes Geschehen, das in einem steten Wandel begriffen ist. Sie beinhaltet
Endothelzellen, die in verschiedenen Aktivierungsgraden vorkommen - sowohl in gerade
entstehenden wie auch in bereits vollstandig ausgebildeten Gefal3en. Tumoren an sich
stellen sich genauso heterogen dar. Hier wechseln Regionen mit ausgedehnter Apoptose
und Nekrose mit ruhenden oder hochproliferierenden Arealen. Daneben finden sich
Abschnitte mit hoher Gefal3dichte und Angiogenesefahigkeit ebenso wie Orte mit
ausgepragter Hypoxie (Molema 2002). Diese heterogenen und komplexen Verhéltnisse
verdeutlichen die Problematik, Tumore durch Angiogenesehemmung zu behandeln.

Zwei Ansatze zur antiangiogenen Therapie sind vorstellbar:

Erstens werden in der klinischen Routine Strategien eingesetzt, die direkt die Funktion von
Endothelzellen wéhrend der Angiogenese hemmen und die Angiogenese damit an sich
unterbinden sollen. Dazu zéhlen die Stdérung der zellularen Signalwege Uber den VEGF-
Rezeptor oder den bFGF-Rezeptor (Rosen 2000). Greifbar klinische Fortschritte in
gréRerem Umfang wurden bereits mit VEGF-Rezeptor-blockierendem Antikbrpern sowohl
in der Onkologie - wie im Falle des metastasierten Colon-Karzinoms (Bevacizumab;
Avastin®) (Ruegg and Mutter 2007) - als auch in der Ophtalmologie bei der durch
pathologische Neoangiognese bedingten, feuchten Makuladegneration nachgewiesen.
AuBerdem wird auf die Migration der Endothelzellen durch Hemmung von Proteasen
eingewirkt. Die Interaktion mit der extrazellularen Matrix Uber z.B. avl33-Inhibitoren dient
als weiterer Angriffspunkt (Rosen 2000). Ziel all dieser Ansatze ist zum einen die
Gefalbildung zu blockieren. Zum anderen tragen solche Methoden dazu bei, neu
entstandene Blutgeféal3e zu stabilisieren oder sie weiter auszureifen (Jain 2005). Dadurch
werden Tumoren oftmals wieder sensibler fir Chemo- und Radiotherapie, umso mehr, da
Hypoxie einen wichtigen Faktor fir das Ansprechen einer Radiotherapie darstellt (Vaupel
and Harrison 2004; Artman, Schilling et al. 2010).

Um angiogenetische Vorgange langfristig zu inhibieren, missen antiangiogene
Substanzen Uber einen sehr langen Zeitraum (z.T. auch metronomisch) verabreicht
werden. Dies fuhrt unweigerlich auch zu unerwiinschten Wirkungen am
,gesunden” Endothel.

Ein zweiter Ansatz zielt direkt auf Tumorendothelzellen (,vascular targeting®) ab. Diese
sollen direkt angegriffen und vernichtet werden. Der kritische Punkt liegt dabei in der
Identifizierung von geeigneten Zielstrukturen (Molema 2002; Nanda and St Croix 2004).
Verschiedene Vorgehensweisen sind daflir in Erprobung. Von bakteriellen Toxinen ist seit

langem bekannt, dass sie Endothel angreifen. Auch Zytostatika wie Doxorubicin wirken auf
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das Endothel. Diese Effekte sind jedoch unspezifisch und somit mit vielen unerwiinschten
Wirkungen behaftet.

Via ,phage display® wurde das RGD-Motiv als Ligand fir Integrine und insbesondere fir
das nahezu selektiv in angiogenen Endothelzellen vorkommende av33-Integrin identifiziert.
Dieser Ligand und sein Rezeptor bilden eine gute Grundlage flir gezielte Diagnostik und
Therapie. RGD-Peptide kdnnen mit toxischen Pharmaka (wie Doxorubicin) oder mit
radioaktiven Stoffen gekoppelt werden und so ihre toxische Wirkung sehr gezielt erreichen
(Molema 2002).

Zweck der verschiedenen Forschungsansatze ist es, weitere Zielstrukturen zu finden.
Diese konnten mit monoklonalen Antikérpern, Peptiden oder kleinen organischen
Molekdlen, die an tumorendothel-spezifische Oberflachenmarker binden, interagieren. Hier
kbnnten sie einerseits - wie bereits beschrieben - antagonistisch wirken. Andererseits
konnen nichtantagonistische Liganden, an zytotoxische Substanzen oder Radionuklide
gekoppelt, fur die Therapie und Diagnostik von Tumoren eingesetzt werden. Die gezielte
Zerstorung des Tumorendothels sollte die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und

Nahrstoffen unterbrechen und zur Regression des Tumors fuhren.

1.2.1. Tumorendothelmarker: die TEMs
Viele Arbeitsgruppen haben sich dem Thema gewidmet, geeignete Zielstrukturen zu finden.

Uber in-vivo-Selektion von phagen-prasentierten Pepitd- und cDNA-Banken, (ber
proteomische Analysen mittels 2D-Gelelektrophorese, DNA-Mikroarrays und ,differential
display® und ,serial analysis of gene expression (SAGE)“ konnten einige Strukturen
identifiziert werden (St Croix, Rago et al. 2000; Ruoslahti 2002; Nanda and St Croix 2004).
Eine Gruppe um St Croix, Kinzler und Vogelstein konnte im Jahre 2000 mittels SAGE 46
Gene in Endothelproben, die hochgradig rein aus Kolonkarzinomen isoliert wurden,
identifizieren. Diese Gene wurden im Endothel des Tumors signifikant hoher exprimiert als
im zum Vergleich herangezogenen ,Normalendothel* (Carson-Walter, Watkins et al. 2001).
Neun dieser Gene waren bisher nur Uber ihre Sequenz bekannt und wurden als Tumor
Endothel Marker (TEM) 1 bis 9 bezeichnet. Weitere Analysen konnten zeigen, dass diese
neun TEMs hoch charakteristisch fur das Tumorendothel von Kolonkarzinom-Patienten
waren. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich sowohl fiir diverse andere Tumore als auch fir
Lebermetastasen (Nanda and St Croix 2004). Die Expression von TEM7 wurde auR3erdem
in primaren Sarkomen und Pankreas- und Mammakarzinomen nachgewiesen (St Croix,
Rago et al. 2000). Mit Ausnahme von TEM8 konnte firr die anderen TEMs ebenfalls eine
erhdhte Expression bei physiologischen Angiogenesevorgangen wie z.B. der Wundheilung
oder der Gelbkoérperreifung (Corpus luteum) im Ovar nachgewiesen werden.

Aus biologischer wie Klinischer Sicht erscheinen TEMs, die an der Zelloberflache lokalisiert

sind, von besonderem Interesse. Aufgrund von Hydrophobie-Assays und
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Antikorperfarbungen konnten die TEMs 1, 5, 7 und 8 als membranstandig identifiziert
werden (Nanda and St Croix 2004). Diese TEMs sollten am ehesten fur diagnostische und
pharmakologische Anséatze zugénglich sein und erscheinen daher theoretisch ideal
geeignet.

Bevor man jedoch einen Einsatz in der anwendungsorientierten Forschung oder gar in der
Klinik erwagen kann, sind grundlegende Tatsachen zu klaren.

Werden die TEMs tatsachlich nur im Tumorendothel hochgradig exprimiert oder gibt es
weitere, bisher unbekannte physiologische Funktionen? Werden sie in allen
vaskularisierten Tumoren exprimiert und werden sie dort in perfundierten Gefallen
exprimiert? Werden sie wirklich nur auf der Zelloberfliche exprimiert? Gibt es
Modifikationen, die auf Proteinebene ablaufen? Sind I6sliche TEMs oder Teile von ihnen in

der Lage als Tumor-,homing“-Molekile zu fungieren?

1.22. TEM1, 7und8
Ein Protein analog zu TEM1 wurde bereits 1990 gefunden und als Endosialin bezeichnet.

Mittels eines Antikorpers gegen Endosialin konnte gezeigt werden, dass TEM1 selektiv in
Tumorgefallen exprimiert wurde (Christian, Ahorn et al. 2001). Bislang konnte zwar kein
Ligand fiir TEM1 beschrieben werden, es weist jedoch einige strukturelle Ahnlichkeiten mit
dem bekannten thrombin-bindenden Thrombomodulin auf. Eine weitere interessante
Beobachtung ist, dass Antikdrper, die an TEM1 binden, mit diesem zusammen endozytiert
werden, was wiederum interessante therapeutische Mdéglichkeiten bieten kénnte (Nanda
and St Croix 2004).

Lange war die Rolle von TEM7 wie auch seine Bindungspartner unklar. Inzwischen konnte
zumindest das zytoskelett-assoziierte Protein Cortactin als Bindungspartner fir die
extrazellulare Domane von TEM?7 identifiziert werden, wobei allerdings die Bedeutung der
Interaktion nicht aufgeklart ist. Auch Nidogen, ein Bestandteil der extrazellularen Matrix,
kann als Bindungspartner fungieren. In diesem Falle wird zumindest ein vermehrtes
Ausbreiten (,spreading®) von Zellen beobachtet (Nanda and St Croix 2004).

TEM8 ist der am besten untersuchte Vertreter der TEMs. Bis heute wurde eine
physiologische Expression auferhalb von Tumoren nicht nachgewiesen, jedoch konnte
gezeigt werden, dass TEMS8 als Rezeptor fir Anthrax-Toxin fungiert (Duesbery, Resau et
al. 2001). Diese Interaktion konnte die seit langem bekannte erstaunliche Wirkung von
Anthrax-Toxin auf das Tumorwachstum und insbesondere auf deren Angiogenesefahigkeit
erklaren. Man konnte zeigen, dass das maligne Melanom neben den weiter oben
beschriebenen Tumorentitaten ebenfalls hoch expressiv fir TEMS ist (Koo, VanBrocklin et
al. 2002; Nanda and St Croix 2004; Cullen, Seaman et al. 2009).
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Schematische Dastelleung von TEM1, 5, 7 und 8. Alle vier TEMs besitzen
Transmembrandomanen, Uber die sie in der Zellmembran verankert sind. Im Gegensatz
zu den drei Ubrigen TEMs durchspannt TEM5 jedoch die Zellmembran siebenmal
(,seven-pass-transmembrane-domain®). Am Beginn des extrazelluldren Abschnitts von
TEMS5 befindet sich eine GPS, an der der extrazellulare Anteil abgespalten werden kann.
Das RGD-Motiv befindet sich in der Hormon-Rezeptor-Doméane (HormR).

Die weiteren Doméanen der TEMs: C-LECT: C-Lectindoméne; EGF: ,epidermal growth
factor-Domane; LR: ,leucin-rich repeat, LRRCT: ,leucin-rich-repeat“C-Terminus; IG:
Immunglobulindoméne; HormR: Hormonrezeptordoméne; GPS: ,G-Protein-gekoppelter
Rezeptor“Proteolysestelle; NIDO: Nidogendoméne; PD: Plexindomane; VWA: von-
Willebrandfaktor-A-Doméne.

Abb. erstellt nach: Nanda 2004 (Nanda and St Croix 2004)

1.2.3. TEM5
TEM5 gehort aufgrund von Sequenzanalysen zur Gruppe der Adhasions-G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (,G-protein-coupled receptors”, GPCRs). Diese grof3e Familie von
Rezeptoren ist gewohnlich an der Signaltibermittlung an die Zelle (,cell signaling®) beteiligt.
Ihre Mitglieder kbnnen mit einer groRen Zahl von Liganden, darunter auch Peptiden,
Lipiden und auch Photonen, interagieren (St Croix, Rago et al. 2000; Nanda and St Croix
2004). Bei nahezu der Halfte aller aktuell auf dem Markt verfiigbaren Medikamente spielen
GPCRs im Wirkungsmechanismus eine Rolle (Im 2002). Als GPCR besitzt TEM5 eine
alpha-helikale ,Seven-Pass-Transmembrane-Domain (TMD)“. Da TEM5 des Weiteren
einen ungewdhnlich langen extrazellularen N-Terminus aufweist, gehdrt es in die
Untergruppe der ,LNB-TM7-family“ der GPCRs. Der N-Terminus von TEM5 besitzt einige
strukturelle Doméanen, die eine Funktion als Liganden bindender Rezeptor mit Fahigkeit zur
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Signaltransduktion wahrscheinlich machen. Diese speziellen extrazellularen Abschnitte
von TEM5 bestehen aus mehreren konservierten Subdoménen: einer ,leucine-rich-
repeat® (LRR)-Doméne mit vier LRRs und einem LRR-C-Terminus, einer
Immunglobulindoméne (IG), einer Hormonrezeptordomane (HormR) und einer GPCR-
Proteolysestelle (GPS) nahe an der Zellmembran (Nanda and St Croix 2004). Diese
konservierten Doménen sind typisch fur Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte (Bjarnadottir,
Fredriksson et al. 2004). Die GPS kann dafir verantwortlich sein, dass der extrazellulare
Teil eines GPRC abgespalten werden kann. Dies konnte fir den strukturell mit TEM5
verwandten Brain-angiogenesis-inhibitor 1 (BAI-1)“ gezeigt werden (Nanda and St Croix
2004). Unserer Arbeitsgruppe gelang es zudem, diese proteolytische Spaltung fur TEM5
ebenfalls nachzuweisen (Vallon and Essler 2006). Intrazellular besitzt TEM5 am C-
Terminus eine PDZ-Domanen-Bindungsstelle mit der Sequenz ETTV. Uber diese Doméne
kann TEM5 an hDlIg (,human-homologue-of-the-Drosophila-disc-large) binden (Yamamoto,
Irie et al. 2004). Uber solche Bindungen werden Verbindungen zwischen Zytoskelett und

Membranproteinen hergestellt.

1.2.4. Aktueller Stand der TEM5-Forschung
Im Folgenden werden die Ergebnisse meiner Arbeitsgruppe, die nicht Teil meines Projekts

waren, vorgestellt. Sie wurden vor Beginn und auch noch wahrend des Abfassens dieser
Arbeit generiert und publiziert. Die Expression von TEM5 wird nicht durch die bekannten
I6slichen proangiogenen Faktoren wie VEGF oder bFGF positiv beeinflusst. Es kann
jedoch experimentell in Endothelzellen wahrend der ,capillary-like network formation” auf
Matrigel, wahrend der “capillary morphogenesis” in einer dreidimensionalen Kollagen-I-
Matrix oder bei Eintritt der Konfluenz in einer zweidimensionalen Matrix eine
Hochregulation von TEM5 gesehen werden. Durch verschiedene Inhibitionsversuche
wurde gezeigt, dass TEM5-Expression durch die GTPase Rac induziert wird (Vallon,
Rohde et al. 2010).

Wie schon erwahnt, kann TEM5 in Endothelzellen wéahrend der In-Vitro-Angiogenese
intrazellular an GPS gespalten werden. Durch diese Proteolyse werden teilweise nicht-
kovalent verbundene TEMb5-Fragmente an die Zelloberflache transloziert. Gleichzeitig
werden auch l6sliche Anteile von TEM5-ECD (=sTEM5) produziert (Vallon and Essler
2006).

Wird dieses TEM5-ECD-Fragment oder ein inhibierender monoklonaler Antikbrper gegen
TEM5 im Uberschuss zu Endothelzellen gegeben, so verhindern sie die endogene
Kontaktinhibition der Zellen. Hieraus resultieren mehrschichtige Zellinseln in ansonsten
einschichtigen Zellverbdnden. Die GefaRdichte nimmt bei Kapillarformations-Assays
auflerdem signifikant zu (Vallon, Rohde et al. 2010). In Bindungsstudien konnte bewiesen

werden, dass TEM5-ECD (sTEM5) mit verschiedenen Glykosaminoglykanen interagiert.
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Abgleichende Sequenzanalysen und funktionelle Studien haben gezeigt, dass TEM5-ECD
eine RGD-Bindungsstelle besitzt. Es konnte nachgewiesen werden, dass das Integrin avp33
mit diesem RGD-Motiv interagieren kann. Prozessierungsversuche lieferten erste
Anhaltspunkte dafiir, dass diese RGD-Bindungsstelle ,kryptisch® ist, d.h. dass sie erst
durch proteolytische Spaltung aktiviert wird. Im Vergleich zu unprozessierter TEM5-ECD
vermittelte das MMP9-prozessierte TEMS5 (TEM5-N80=ppsTEM5) deutlich mehr
Endothelzelladhdsion durch direkte Interaktion mit Integrin avp3. Die Interaktion des
TEM5-N80-Fragments mit Integrin avB3 vermittelte neben Adhasion auch Uberleben von
wachstumsfaktordeprivierten Endothelzellen (Vallon and Essler 2006).
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2. Ziel der Arbeit und Fragestellung

TEMS konnte in der Bildgebung der Angiogenese, als Zielstruktur fiir selektive Therapien in
vivo oder als prognostischer Tumormarker in der translationalen Forschung von Bedeutung
sein. Es sind jedoch viele grundlegende einzelne Schritte nétig, um vom theoretischen
Konzept zur praktisch, klinischen Anwendung zu kommen. Viele Aspekte zur Biologie von
TEM5 wurden bereits geklart. Die extrazellularen Strukturen jedoch, die priméarer
Ansatzpunkt einer gezielten Herangehensweise sein kdnnten, weisen jedoch noch viele
Unklarheiten, aber auch Erfolg versprechende Moglichkeiten auf. Ziel dieser Arbeit ist es,
Modifikationen der extrazellularen Anteile von TEM5 zu untersuchen und deren Funktion
naher zu charakterisieren. Im Speziellen sollten vor allem mdgliche Prozessierungen des
extrazellularen N-Terminus und die Auswirkungen auf die Funktion des kryptischen RGD-
Motivs in TEM5 n&her beleuchtet werden.
Die Fragestellung dieser Arbeit gestaltete sich dabei dreigliedrig.

Zum Ersten sollten weitere mdgliche Fragmente von TEMS5 identifiziert werden und die dabei
verantwortlichen Gruppen von Proteasen untersucht werden. Des Weiteren sollte versucht
werden, die Gruppe weiter zu spezifizieren und dadurch eine mdgliche verantwortliche
Protease einzugrenzen.

Als zweite Fragestellung ergab sich, abhangig von der gefundenen Protease, die
Identifikation der exakten Schnittstelle innerhalo von TEM5. Bei dieser Fragestellung
konzentrierte sich das Interesse - unter Beriicksichtigung der bereits veréffentlichten Daten
zu TEMS (Vallon and Essler 2006) - besonders auf die Lage der Spaltstelle in Bezug auf das
RGD-Motiv.

Zum Dritten sollte die Funktion der proteolytischen Modifikationen (ber mdogliche
biologische Funktionen der gefundenen Fragmente entschliisselt werden. Auch hier sollte

der Fokus besonders auf der Interaktion des RGD-Motivs mit Integrinen wie avf33 liegen.
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3. Biologische Grundlagen dieser Arbeit

3.1. Integrine und das RGD-Motiv im Rahmen der Angiogenese

Integrine stellen eine Familie von membranstéandigen, dimeren Rezeptoren dar, die aus
nicht-kovalent gebundenen a- und R-Untereinheiten gebildet werden. Die extrazellularen
Anteile der Integrine interagieren mit einem weiten Spektrum von Liganden. Dazu gehoéren
die Glykoproteine der extrazellularen Matrix (ECM), Komplementfaktoren oder andere Zellen.
Intrazellular haben Integrine Kontakt zum Zytoskelett. Anders als die meisten anderen
Rezeptoren besitzen Integrine aber keinerlei enzymatische Aktivitat. Ihr intrazellularer Anteil
dient quasi als Anker zur Ansammlung von Proteinkomplexen. Uber diese Anker kénnen
feste Verbindungen zum Zytoskelett bereitgestellt werden. Werden diese Integrine durch
feste Bindung an Liganden der ECM aktiviert, so kommt es - vermittelt Gber G-Proteine wie

Rho - zu festen fokalen Verbindungen, den ,focal adhesions”. Nur diese so fixierten ,focal

Extrazellulare Matrix

Durch einen léslichen
Liganden antagonisiertes
Integrin

Uber einen Liganden an die
extrazellulare Matrix
gebundenes Integrin

Aktivierung
Inhibition
Caspase 8

Caspase 3 —  Zelltod

Abb. 4

Modell integrinvermittelter  Apoptosemechanismen in  Endothelzellen. Je nach
Ligationsstatus von Integrinen wie av83 kann Caspase 8 und dadurch untergeordnete
Apoptosewege durch Integrine inhibiert oder aktiviert werden. Losliche Liganden kdnnen die
Integrinfunktion hemmen und den Caspase 8- Weg aktivieren. Binden Zellen jedoch tber
Integrine und Liganden an die extrazellulare Matrix, so wird dieser Apoptose-Mechanismus
effektiv unterbunden.

Abbildung erstellt nach: Stupack et al. 2003 (Stupack and Cheresh 2003)

adhesions“ besitzen Kinase-Aktivitat (focal adhesion kinase“; FAK). Uber deren
Phosphorylierungsaktivitat werden  weitere  Signaltransduktionswege  angeschaltet.
Beispielhaft wird tUber den MAP-Kinase-Weg die Proliferation nichttransformierter Zellen

vorangetrieben. Integrine bewirken weiterhin den Austritt aus dem Zellzyklus und somit die
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Differenzierung der Zelle. Ferner ist die Aktivierung von Integrinen und ihrer Signalwege
essenziell fur das Uberleben von adharenten Zellen (Loffler G 2003).

Zusammengefasst tragen Integrine, die durch adaquate Liganden aktiviert wurden, zu
Migration, Proliferation, Zytoskelett- und Polaritdtsorganisation sowie zur Differenzierung und
ganz besonders zum Uberleben der Zelle bei. Wichtig sind diese Funktionen vor allem fiir
Wundheilung, embryonale Entwicklung, Angiogenese und Tumorwachstum, aber auch bei
Blutgerinnung und Immunantwort (Hynes 1987). Ohne integrinvermittelten Kontakt zur ECM
oder durch Integrinantagonisierung gehen Zellen in den programmierten Zelltod, die
Apoptose (Abb. 4), (Stupack and Cheresh 2003). Diese besondere Form der Apoptose wird
Anoikis genannt. Entsprechend der wortlichen Ubersetzung aus dem Griechischen bedeutet
das, dass sich Zellen anoikos - ,nicht zuhause, heimatlos” - fliihlen. Wenn Integrine keinen
passenden Liganden finden und somit das entsprechende Signal fir ,Heimat® nicht vermittelt
wird, so initiieren die unligierten Integrine selbst via Caspase-8-Aktivierung diese Anoikis
(Frisch and Screaton 2001; Stupack, Puente et al. 2001)

3.1.1. Das RGD-Motiv
Das RGD-Motiv ist ein Peptidmotiv aus drei Aminosauren: Arginin-Glycin-Aspartat. Es wird in

unzahligen Proteinen gefunden. Seine Funktion besteht in der molekularen Interaktion mit
seinen spezifischen Rezeptoren, den Integrinen, und zum Teil aus der resultierenden
Zelladhasion (Ruoslahti 1996).

Die Verankerung von Zellen in ihrer Umgebung ist von entscheidender Bedeutung flr eine
adaquate Zellfunktion und somit auch fir die Integritit des gesamten Gewebes.
Zellverankerungen, wie sie durch das RGD-Motiv vermittelt werden, tragen zu dieser
Funktion bei und senden gleichzeitig Uberlebenssignale an die so verankerte Zelle.

Viele Proteine in der ECM wie auch im Blut prasentieren das RGD-Motiv als Bindungsstelle.
Zu diesen zahlen Fibronectin, Vitronectin, Osteopontin, Kollagene, Thrombospondin,
Fibrinogen und der Von-Willebrand-Faktor. Integrine fungieren fiir jedes dieser Proteine als
Rezeptoren. Zusammen mit diesen Rezeptoren bildet das RGD-Motiv ein vielseitiges System
fur Verankerung und gezielte Migrationsbewegung. Es werden dabei Zellpolaritat, -position,
-differenzierung und -wachstum beeinflusst.

Da viele Integrine potenziell mit RGD-Motiven allein interagieren kénnen, nimmt man an,
dass Proteinstrukturen auf3erhalb der RGD-Sequenz fir die Spezifitat verantwortlich sein
missen (Ruoslahti and Pierschbacher 1987). Diese Hypothesen gehen davon aus, dass
diese sekundaren Strukturen mit den a-Untereinheiten interagieren, wahrend die -
Untereinheit fiir die Interaktion mit dem RGD-Motiv selbst verantwortlich ist (Takagi 2004).
Experimentell lasst sich die Aktivitat von RGD-haltigen Proteinen imitieren, indem mit

synthetischen Peptiden gearbeitet wird, die die entsprechende Sequenz enthalten. Werden
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in experimentellen Ansatzen diese Proteine auf einer geeigneten Oberflache immobilisiert,
so vermitteln sie Zelladh&sion und Zelliberleben. Werden dieselben Peptide jedoch in
Losung auf einer proteingeblockten Oberflache prasentiert, so blockieren sie die
Zelladhasion an die Oberflache durch kompetitive Inhibition.

Des Weiteren sind synthetische RGD-Derivate fiir Diagnostik und Therapie von Tumoren seit
langem in experimenteller wie auch klinischer Erprobung (Ruoslahti 1996).

3.1.2. Krypitsche RGD-Motive

Kryptisch, abgeleitet vom griechischen kpuntdg, bedeutet verborgen. Bei kryptischen RGD-
Motiven handelt es sich um primar nicht offenliegende Proteinstrukturen. Fur Proteine wie
u.a. Vitronectin (Seiffert and Smith 1997), Thrombospondin (Hotchkiss, Matthias et al. 1998)
oder Osteopontin (Senger, Perruzzi et al. 1994) sind kryptische RGD-Motive beschrieben.
Durch Konformationsanderungen oder proteolytische Prozessierung konnen diese
Bindungsstellen freigelegt und somit aktiviert werden. Verschiedene Proteasen aus
unterschiedlichen Gruppen von Proteasen konnen diese Freilegung vermitteln. Trotz der
Heterogenitdt dieser Proteasen werden sie in dieser Funktion als Dekryptasen
zusammengefasst (Roy, Zhang et al. 2006).

Enzyme wie MMP2 und MMP14 (MT1-MMP) werden als die Haupt-Dekryptasen bei RGD-
beinhaltenden Proteinen wie Kollagen IV, Elastin und besonders Laminin-5 beschrieben
(Schenk and Quaranta 2003). Fur Osteopontin konnte neben MMPs auch Thrombin als
Dekryptase beschrieben werden (Smith, Cheung et al. 1996). Serin-Proteasen, Cystein-
Proteasen wie Cathepsin-B oder Aspartat-Proteasen wie Cathepsin-D/E, die an der
Degradation der ECM beteiligt sind, werden ebenfalls als potenzielle Dekryptasen vermutet
(Roy, Zhang et al. 2006) .

Fur viele kryptische RGD-Motive konnte gezeigt werden, dass unprozessierte Proteine keine
Interaktion, Fragmente derselben Proteine jedoch eine starke Interaktion mit Integrinen
eingehen konnen (Denda, Muller et al. 1998). Ahnliches gilt fir kryptische RGD-
Bindungstellen in Kollagen. Wahrend natives Kollagen keine Interaktion tber das RGD-
bindende Integrin av33 aufweist, konnte diese Reaktion fir denaturiertes Kollagen mehrfach
gezeigt werden (Davis, Bayless et al. 2000). Fiur den ebenfalls ein RGD-Motiv tragenden
Tumor-Endothel-Marker 5 (TEM5) konnte nach protelytischer Prozessierung mit MMP9 im
Vergleich zu unbehandeltem TEM5 eine signifikant starkere Interaktion mit Integrin av33

nachgewiesen werden (Vallon and Essler 2006).

3.1.3. Demaskierung durch MMPs
Die Demaskierung der kryptischen Bindungsstellen unterliegt einer strikten Kontrolle,

wodurch besonders sowohl die Expression der Dekryptasen als auch ihre Inhibitoren

betroffen sind. Die Familie der MMPs gilt, wie erwahnt, als Hauptgruppe der Dekryptasen.
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Beispielhaft fir das Zusammenspiel von Proteasen sei die Prozessierung von Laminin 5
genannt (Schenk, Hintermann et al. 2003). Hier fuhrt sowohl die gemeinsame wie auch eine
alleinige Prozessierung durch MMP2 und MMP14 (MT1-MMP) zur Freilegung der krytischen
Bindungsstellen. Andere Arbeitsgruppen konnten ein noch breiteres Spektrum an
Proteasefamilien, die potenziell Laminin 5 prozessieren konnen, identifizieren (Veitch,
Nokelainen et al. 2003). An diesem Beispiel wird deutlich, dass die Aktivierung von
kryptischen Bindungsstellen ein hoch komplexes, mit vielen Redundanzen ausgestattetes
System von Aktivierung und Deaktivierung ist. Diese vielseitigen Mechanismen sind noch
nicht vollig verstanden (Ruoslahti and Pierschbacher 1987; Davis, Bayless et al. 2000).

3.1.4. Die Rolle der Integrine und der RGD-Motive in der Angiogenese
Viele Integrine wurden uber ihre Fahigkeit an die ECM zu binden identifiziert. So wurde das

RGD-Motiv, sei es zugénglich oder kryptisch, zwar nicht als einziger, doch als wichtigster
Ligand vieler Integrine identifiziert.

Zu den RGD-bindenden Integrinen gehoért avl33-Integrin. Dieses Integrin spielt eine
entscheidende Rolle sowohl bei der physiologischen als auch bei der Tumorangiogenese.

Im erwachsenen humanen Gewebe wird Integrin av33 so gut wie nicht exprimiert. In kleinen
Mengen wird es nur im intestinalen Gefal3bett oder in der glatten Muskulatur des Uterus
gefunden. Werden jedoch endotheliale Zellen proangiogenen Wachstumsfaktoren
ausgesetzt oder im Rahmen von Wundheilung, Entziindung, physiologischer oder
tumorbedingter Angiogenese stimuliert, so resultieren daraus hohe Expressionslevel fir
avf33. Bisher wurde eine Vielzahl von moéglichen Liganden fur dieses Integrin beschrieben.
avi33-Integrin dient unter anderem als Rezeptor fUr Vitronectin, Fibronectin, Thrombospondin,
proteolytisch gespaltene Kollagenfragmente, von-Willebrand-Factor und fiir Osteopontin
(Hynes 2002). Auch fur das in dieser Arbeit untersuchte Protein TEM5 dient av33 als
Rezeptor (Vallon and Essler 2006).

Als Integrin spielt es, wie bereits erwéhnt, eine entscheidende Rolle fir Migration,
Proliferation und Uberleben von Endothelzellen wahrend der Angiogenese. Ob jedoch das
avl33-Integrin diese essenziellen Funktionen als positiver oder negativer Regulator erflillt, ist
umstritten. Blockt man die av-Integrine mit monoklonalen Antikérpern oder mit inhibierenden
RGD-haltigen-Peptiden, so treten in verschiedenen Tiermodellen Stérungen in der
BlutgefaRbildung auf (Brooks, Clark et al. 1994). Diese Antagonisten storen Wachstum und
Ausreifung neuer BlutgefaRe, wahrend schon bestehende Gefal3e davon aber nicht berihrt
werden. Auch in verschiedenen Tumormodellen wurde eine Reduzierung der
Tumorangiogenese und ein Rickgang der Tumormasse beobachtet (Brooks, Clark et al.
1994; Eliceiri and Cheresh 1999). Auf Basis dieser Beobachtungen wurden humanisierte
Versionen der monoklonalen Antikorper (Vitaxin®) entwickelt, die sich in klinischen Tests
befinden (Gutheil, Campbell et al. 2000).
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Die Annahme, dass physiologische Angiogenese und Tumorangiogenese strikt an
funktionierende avR33-Integrine gebunden sind, konnte jedoch widerlegt werden (Reynolds,
Wyder et al. 2002).

Verschiedene Versuche mit Knock-out-Mausen zeigten, dass das Ausschalten der av-
Integrine und auch verschiedener 3-Untereinheiten entweder gar keinen Einfluss oder sogar
noch verstarkende Wirkung auf die Angiogenese der Versuchstiere hatte. Tiere ohne av-
Integrine zeigten erstaunlicherweise eine sehr starke Angiogenese. Richard O. Hynes
brachte 2002 (Hynes 2002) im Gedankenexperiment die Hypothese ins Spiel, dass die oben
erwahnten, mit dem Ziel der Blockierung eingesetzten Antikérper und Peptide nicht
antagonistisch, sondern eher agonistisch wirken kénnten. Den av-Integrinen kdnnte so eine
negativ-regulierende Funktion in der Angiogenese zugeschrieben werden, womit die
offensichtlich widerspriichlichen Ergebnisse erklart werden konten. Eine abschlie3ende
Beurteilung ist nach heutigem Wissenstand nicht mdglich. Hynes selbst zieht im Schlusssatz
seiner Arbeit die Moglichkeit in Betracht, dass die beschriebenen Integrine beide Rollen
spielen kdonnten. Abh&ngig von Phase und Stufe der Angiogenese kdnnte die Bedeutung in
der Balance zwischen positiver und negativer Regulation von Wachstumssignalen liegen
(Wang, Ward et al. 2005).

3.2. MMPs in der Angiogenese: Eine Ubersicht

Metallomatrixproteasen (MMPs) werden zur Gruppe der zinkabhangigen Endopeptidasen
gezahlt. Sie sind proteolytische Enzyme, deren Funktion in der Degradation und Modifikation
von Proteinen besteht. lhre Aufgabe ist zum einen Um- und Abbau von Komponenten der
extrazellularen Matrix, zum anderen aber auch eine Modulation der Aktivitat von Membran-
Rezeptoren und l6slichen Faktoren (van Hinsbergh, Engelse et al. 2006). Die Veranderung
von Proteinen ist mitunter entscheidend fur die Regulierung des Verhaltens von Zellen und
besonders flr die Biologie von Tumorzellen. Zu diesen regulativen Aufgaben gehdren unter
anderem Eingriffe in das Apoptose-, Migrations- und Invasionsverhalten und
Steuerungsfunktionen speziell der Angiogenese. Um dieser Aufgabe gerecht zu werden,
bedarf es einer fein abgestimmten Regulation.

Wahrend der Angiogenese werden bisher ruhende Endothelzellen aktiviert. Diese beginnen
daraufhin zu wandern. Die Auflésung der basalen Membran bildet den Anfang dieser
Wanderbewegung. Dies geschieht wieder mithilfe spezifischer Proteasen, insbesondere der
MMPs. Wahrend bei ruhenden Endothelzellen MMPs kaum exprimiert werden, konnte bei
denjenigen Endothelzellen, die durch Prozesse wie Entziindungen, Wundheilungen oder
Tumoren aktiviert wurden, dagegen eine starke Hochregulation der Expression in vitro

nachgewiesen werden (Hanemaaijer, Koolwijk et al. 1993; Rajavashisth, Liao et al. 1999).
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Wie schon erwéhnt, ist das Einsprossen neuer Gefalde - aus bereits existierenden Gefalien-
im Tumorgewebe existenziell notwendig und die Basis fur weiteres Wachstum. Um die Rolle
und Funktion von MMPs in diesem Kontext zu belegen, wurden in der Vergangenheit
grofRangelegte Inhibitionsversuche dieser Enzymgruppe unternommen (van Hinsbergh,
Engelse et al. 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen durch die proteolytische Aktivitdt der MMPs
in der Lage waren, das Tumorstroma lokal aufzulésen und in dieses einzuwandern. Zudem
wurde nachgewiesen, dass verschiedene Subtypen - exemplarisch MMP 2, 9 und 14 - eine
direkte Rolle bei der Steuerung der Angiogenese Ubernehmen. So waren zum Beispiel
Angiogenese und Tumorwachstum in MMP2-defizienten M&usen - verglichen mit dem
Wildtyp - vermindert (Roy, Zhang et al. 2006). Daruber hinaus gelang es, durch die
proteolytische Modifizierung von Kollagen IV, kryptische Bindungsstellen flir das av33-
Integrin freizulegen (Egeblad and Werb 2002; Roy, Zhang et al. 2006). Aufgrund der MMP9-
Aktivitat konnte eine vermehrte Bioverfigbarkeit von proangiogenen Faktoren wie VEGF
belegt werden. MMP14 (auch MT1-MMP genannt) kann die umgebenden ECM degradieren
und somit das Einwachsen von Endothelzellen in die ECM ermoglichen.

Die vielfaltigen, bisher bereits bekannten Funktionen der MMPs sollen an dieser Stelle nicht
weiter explizit aufgefihrt, hingegen soll auf MMP14 detailliert eingegangen werden. Die
Forschung wird in Zukunft die Rolle der MMPs bei der Angiogenese noch besser zu

verstehen lernen und noch weitere, differenziertere Funktionen aufzeigen.

3.2.1. MMP14
Die grof3e Gruppe der MMPs lasst sich in zwei wesentliche Subtypen unterteilen.

Die Typen MMP1-13 sind l6sliche Enzyme, die vorwiegend in den perizellularen Raum
sezerniert werden und dort ihre Wirkung entfalten. Neben diesen gibt es eine weitere Gruppe
von MMPs, die in der Nomenklatur ab der Nummer 14 nummeriert oder als eigene Gruppe
als MT-MMP bezeichnet werden (van Hinsbergh, Engelse et al. 2006). Wie im Namen der
MT-MMP - ,membrane-type —metallomatrixprotease” - bereits enthalten, handelt es sich bei
diesen Proteasen um in der Zellmembran verankerte Enzyme, die im Gegensatz zu den
|6slichen MMPs ortstandig sind.

Die MT-MMP-Familie umfasst nach aktuellem Wissensstand sechs Mitglieder. MT 1 2, 3
und 5 (MMP14, 15, 16, 18) sind dabei Uber Transmembran-Doménen verankert, die
Subtypen 4 und 6 (MMP17, 19) jedoch Uber GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden. lhre
Aktivierung findet intrazellular tber ,furin-like-enzymes* statt. Anders als friher interpretiert,
besteht ihre Aufgabe nicht allein in der Aktivierung der I6slichen MMPs, sondern ebenso im
Abbau von extrazellularen Matrixkomponenten in unmittelbarer Nahe zur Zellwand. Als

Substrate sind u.a. Kollagene, Laminin 1 und 5, Aggrecan, Fibronectin und Vitronectin
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bekannt. Als weitere wichtige Funktion riickt immer mehr die Freisetzung und Modifikation
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen in den Fokus (Mott and Werb 2004).

Am besten untersucht und erforscht ist die MMP14 (MT1-MMP). Ihre Rolle als eines der
Schliisselenzyme der Angiogenese konnte durch verschiedene Knock-out-Modelle bestatigt
werden. So konnten im MMP14-defizienten Mausmodell sowohl Defekte im Skelettsystem
und eine unzureichende GefalRdichte im Knorpel, als auch im Cornea-Modell eine
unzureichende angiogene Reaktion auf FGF-2 nachgewiesen werden. In vitro konnten in
Matrigel-Assays fehlerhafte kapillare Formationen auf Chemokinstimulation ebenso wie
fehlerhaftes Gefal3einsprossen in kollagener Matrix nachgewiesen werden (Genis, Galvez et
al. 2006). Damit wird fur MMP14 eine maf3gebliche Rolle bei der endothelialen Migration auf
diversen ECM-Komponenten wie Gelatin, Kollagen |, Fibronectin und Vitronectin bei
.;woundhealing- oder transwell-assays” bestatigt. Des Weiteren wurde in einem Versuch mit
inhibierenden monoklonalen Antikbrpern gegen MMP14 in vitro eine gestbrte “tube
formation“ beobachtet (Genis, Gonzalo et al. 2007). Die Lokalisation der MMP14 in der
Zellwand ist entscheidend flr ihre proteolytische Aufgabe in Endothelzellen. In ruhenden,
konfluenten Zellen ist MMP14 diffus Uber die Oberflache verteilt. In migrierenden
Endothelzellen jedoch veréndert sie ihr Verteilungsmuster hin zu einer Akkumulation in den
die Wanderbewegung anflihrenden Anteilen der Zellmembran. Daraus resultiert eine deutlich
potentere proteolytische Aktivitdt in diesen Zellabschnitten (Galvez, Matias-Roman et al.
2001). Zusatzlich gibt es Hinweise auf eine Assoziation der Integrinuntereinheit 31 und des
Integrins av33 mit MMP14 an der Migrationsfront von Endothelzellen (Galvez, Matias-Roman
et al. 2002).

MMP14 ist in der Lage, Membranproteine zu verandern. Zu den besonderen Substraten
gehoren die gerade erwahnten av-Integrine. Ebenso zahlt das ,shedding“ von Gewebs-
Transglutaminase, Syndecan-1 und des Oberflachenmolekiils CD44 zu den Aufgaben
(Belkin, Akimov et al. 2001; Kajita, Itoh et al. 2001; Deryugina, Ratnikov et al. 2002). Auch
das Oberflachenprotein Semaphorin 4D (Basile, Holmbeck et al. 2007) konnte als
Zielsubstrat fur MT1-MMP-induziertes ,Shedding“ identifiziert werden (Egeblad and Werb
2002; Genis, Galvez et al. 2006; Roy, Zhang et al. 2006).

3.3. Thrombin in Blutgerinnung und Angiogenese

Das Blutgerinnungssystem und insbesondere der finale Agonist Thrombin stellt ein
wesentliches regulatorisches Element in der BlutgefaBentwicklung dar. Verletzungen von
BlutgefalRen fihren lber die Freilegung von subendothelialen Strukturen wie Kollagenen und
.Tissue factor® (TF) zur Aktivierung der Gerinnungskaskade, in deren Endstrecke

Prothrombin zu Thrombin umgewandelt wird. Die Aktivierung von Thrombin fthrt durch

-28 -



Biologische Grundlagen

Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin schlie3lich zur Bildung eines Gerinnsels (Fibrin-Clot).
Thrombin kann aber nicht nur mit Fibrinogen interagieren, sondern auch Uber spezielle
Zelloberflachenrezeptoren an das Endothel binden und mit diesen Interaktionen eingehen
(Moser 2008).

Seit mehr als 150 Jahren hat man Kenntnis von der ausgepragten Neigung zu
rezidivierenden thrombotischen und thromboembolischen Geschehen im Rahmen von
malignen Grunderkrankungen. Dies ist unter dem Namen Trousseau-Syndrom (Rickles and
Edwards 1983) allgemein bekannt. Nach aktuellem Kenntnisstand (MEGA-Studie; (Blom,
Doggen et al. 2005)) liegt das Thromboserisiko um das siebenfache tber dem der gesunden
Normalbevolkerung. Thrombin trAgt zum Fortschreiten maligner Erkrankungen bei, indem es
Adhéasionsfahigkeit von Tumorzellen und damit deren Metastasierungspotenzial erhoht. Es
verstarkt die von Tumorzellen induzierte Plattchenadh&sion und ebenfalls die Synthese von
»Tissue factor”. Damit tragt Thrombin in einer sich selbst kontinuierlich verstarkenden Weise
zur erhéhten Koagulabilitat des Blutes bei. Auf Tumorzellen wirkt Thrombin zusatzlich
promigratorisch und mitoseinduzierend (Wojtukiewicz, Sierko et al. 2001).

Neben den Effekten auf Tumorzellen hat Thrombin auch Auswirkungen auf die Angiogenese.
Wie beschrieben sind BlutgefaRbildung und -sprossung abhéngig von Abbau und
Prozessierung der umliegenden Extrazellularmatrix sowie der Steuerung der
Endothelzellproliferation, -adhasion und -permeabilitdt. Dabei nutzt Thrombin seine Fahigkeit
auf Endothelzellen einzuwirken. Dies geschieht sowohl proteolytisch - vermittelt Gber seinen
Endothelzell-Rezeptor PAR-1 (Moser 2008) - als auch nicht proteolytisch z.B. tber ein RGD-
Motiv (Papaconstantinou, Carrell et al. 2005). In-vitro-Untersuchungen zeigten, dass
Thrombin diese Prozesse unabhdngig von seiner fibrinogenspaltenden Eigenschaft
rezeptorvermittelt stimulieren kann (Tsopanoglou, Andriopoulou et al. 2002). AulRerdem
konnte demonstriert werden, dass dabei die klassischen proangiogenetischen
Stoffwechelkaskaden wie das VEGF-System, Angiopoietine und Integrine wie av33 beteiligt
sind.

Im Organismus ist es moglich, dass kleinere Thrombinmengen auch ohne Aktivierung der
Gerinnungskaskade entstehen (Karpatkin 2003). Knock-out-Versuche in Mausen flr
verschiedene Gerinnungsfaktoren zeigten erwartungsgemaf eine hohe Sterblichkeit durch
postpartale Blutungen, aber auch ein normal ausgebildetes GefaRbett. Knockout-Versuche
fur Thrombin, seines Rezeptors PAR-1 oder PAR-1-nachgeordneter Signalwege zeigten
jedoch neben den Blutungskomplikationen hochste préanatale Sterblichkeit. Histologisch
wurden nur vollig unzureichend ausgebildete Gefale gefunden (Bi, Lawler et al. 1995; Lin,
Maeda et al. 1997; Moser 2008).
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3.3.1. Thrombin in der Rolle als Dekryptase
PAR-1 ist ein zellularer Rezeptor fir Thrombin. Es handelt sich dabei um einen G-Protein-

gekoppelten-Rezeptor, der vornehmlich auf Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert
wird. Fur die Aktivierung von PAR-1 ist die proteolytische Fahigkeit von Thrombin nétig.
Thrombin erkennt PAR-1 und spaltet (cleavage) einen n-terminalen Teil des Rezeptors ab.
Durch diesen Vorgang werden kryptische Liganden in PAR-1 frei, die uber eine
Konformationsanderung mit dem Rezeptor selbst interagieren kdnnen und eine intrazelluléare
Signalkaskade auslosen (Macfarlane, Seatter et al. 2001; Leger, Covic et al. 2006; Moser
2008).

Osteopontin (OPN) ist ein Glykoprotein, das in verschiedenen Geweben exprimiert wird und
in  zelladhasiven Vorgangen, besonders im Knochenaufbau, aber auch bei
Entziindungsvorgangen eine Rolle spielt (Smith, Cheung et al. 1996). Dieses Protein kann
Uber posttranslationale und proteolytische Modifikationen verschiedene Funktionen
wahrnehmen (Yokosaki and Higashikawa 2005). Es existieren neben Volllangen-Osteopontin
sowohl I6sliche (sOPN) als auch intrazellulare Formen (iOPN) (Buback, Renkl et al. 2009).
Wie das in dieser Arbeit untersuchte TEM5 enthélt Osteopontin ein kryptisches RGD-Motiv
(Senger, Perruzzi et al. 1994). Es konnte dargestellt werden, dass dieses RGD-Motiv durch
Proteolyse mit Thrombin freigelegt werden kann (Denhardt and Guo 1993). Die Spaltstelle
fur diese Proteolyse liegt nur sieben Aminosauren vom RGD-Motiv entfernt (Denhardt and
Guo 1993). In vitro konnte auRerdem gezeigt werden, dass dieselbe Prozessierung von
endogenem Osteopontin  auch nach Aktivierung der Gerinnungskaskade mittels
Glasoberflache in Plasma moglich ist (Senger, Perruzzi et al. 1988; Senger, Perruzzi et al.
1989). Funktionelle Daten zeigen, dass Osteopontin mit den Integrinen avR3, avR5, aber
auch a5i1 und a9i1 interagieren kann (Smith, Cheung et al. 1996; Smith and Giachelli 1998;
Yokosaki, Tanaka et al. 2005). Das n-terminale von Thrombin prozessierte Osteopontin-
Fragment vermittelte hier im Falle von a931 die Adhasion von Melanomzellen weit starker
als das unprozessierte Volllangen-Osteopontin. Ahnliche Ergebnisse fiir die n-terminalen
Fragmente liegen auch mit av-Integrinen, besonders avf36, vor (Yokosaki, Tanaka et al.
2005).

Erganzend muss erwahnt werden, dass auch Metallomatrixproteasen (MMPs) Osteopontin
zu ahnlichen n-terminalen Fragmenten prozessieren konnen. Obwohl die Spaltstellen
beispielsweise fur MMP 3 und 9 in unmittelbarer Nahe zur Thrombinspaltstelle (Abstand zwei
Aminoasuren) liegen, andert sich dadurch das Spektrum der bindenden Integrine. Einzig die
Bindung an avR3 lber das RGD-Motiv wurde durch den Einsatz verschiedener Proteasen
nicht verandert (Yokosaki, Tanaka et al. 2005).

Osteopontin hat darliber hinaus auch Eingang in die Klinik gefunden. So wird es in klinischen
Studien u. a. als Tumormarker beim Pleuramesotheliom (Grigoriu, Grigoriu et al. 2009) oder

Prostata-Karzinom (Forootan, Foster et al. 2006) eingesetzt.
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4. Material und Methoden

4.1. Puffer und Medien

4.1.1. Verwendete Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Sigma Aldrich oder

Merck bezogen. Fur Puffer, Medien und Wasser wurde Millipore Q gereinigtes Wasser

verwendet.
PBS: Dulbecco PBS (Invitrogen)
PBS/BSA: PBS + 1% BSA
PBST: PBS + 0,05% Tween 20
PBDST: PBST + 150 mM NacCl
PBST/BSA: PBST + 1% BSA
Blockpuffer: PBST + 5% fettfreies Trockenmilchpulver (Biomol)
TBS: 25 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NacCl
Lysepuffer: PBS
150 mM NaCl
1 mM EDTA

1% Triton X-100
Proteaseinhibitoren (EDTA-frei, Roche Applied Science)

10x Laufpuffer:

29 g/l Tris
144 g/l Glyzin
10 g/l SDS

4x Probenpuffer:

200 mM Tris-HCI pH 6,8
400 mM DTT

8% SDS

20% Glyzerin

0,2% Bromphenolblau

10x Blotpuffer:

58 g/l Tris

29 g/l Glyzin
XV

20% Methanol

Glyzin-freier Blotpuffer:

Borat-Puffer

50 mM Borat (3,091 g/L)
20% Methanol
pH 9,0
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Coomassie-Entfarber:

40% Methanol
10% Essigsaure

Coomassie-Farber:

Coomassie-Entfarber
0,25% Coomassie Blue R-250

Modifizierter Coomassie-
Farber:

0,8 % Coomassie Blue R250
ddH,O
35mM HCL

LB-Amp-Medium:

LB-Medium (Sigma-Aldrich)
0,1 mg/ml Ampicillin

LB-Amp-Agar:

LB-Amp-Medium
2% Agar

MMP-Puffer:

1XTBS
10mM CaCIz
0,01% Brij®-35

Cathepsin B-Puffer:

0,6mM CacCl,
0,6mM MgCl,
2mM L-Cystein
pH7,4/6,0
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4.1.2. Verwendete Antikdrper
Klonalitat Klon-Nr./ Antigen Wirtstier Konjugat Firma
Bezeichnung
Monoklonal M2 FLAG-Tag Maus Peroxidase | Sigma-Aldrich
Polyklonal - FLAG-Tag Kaninchen - Sigma-Aldrich
Monoklonal ADL.LIO His-Tag Maus - Serotech
Polyklonal ab9106 Myc-Tag Kaninchen - Abcam
Monoklonal C4 Aktin Maus - Chemicon
Monoklonal FB12 Integrin a1 Maus - Chemicon
Monoklonal P1E6 Integrin a2 Maus - Chemicon
Monoklonal P1B5 Integrin a3 Maus - Chemicon
Monoklonal P1H4 Integrin a4 Maus - Chemicon
Monoklonal P1D6 Integrin a5 Maus - Chemicon
Monoklonal P3G8 Integrin av Maus - Chemicon
Monoklonal LM609 Integrin avB3 Maus - Chemicon
Monoklonal P1F6 Integrin avB5 Maus - Chemicon
Polyklonal - Kaninchen Esel Peroxidase Amersham
IgG Biosciences
Polyklonal - Maus Schaf Peroxidase Amersham
IgG Biosciences
Monoklonal EP1264Y MMP14 Kaninchen - Epitomics
Monoklonal AbD06669 TEM5 human - AbD Serotec
4.1.3. Verwendete Proteasen
MMP 1 Human - Calbiochem
MMP2 Human - Calbiochem
MMP8 Human - Calbiochem
MMP9 Human - Calbiochem
MMP14 Human rhMT1-MMP AbD Serotec
catalytic domain
Plasmin Human - Calbiochem
Thrombin Human - Sigma Aldrich
Cathepsin B Human Humane Plazenta Sigma Aldrich
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4.1.4. Sonstige verwendete Reagentien und DNA

Human Vitronectin human Promega
Fibronectin human Calbiochem
Kollagen | Ratte BD Biosciences

Growth factor-reduced - BD Biosciences
Matrigel
Cyclic RGD peptide - Bachem
(H-Gly-Pen-Gly-Arg-Gly-
Asp-Ser-Pro-Cys-Ala-OH)
MT1-MMP - cDNA human OriGene Technologies
4.2. Zellkultur

Gepoolte humane Nabelschnur-Venen-Endothelzellen (,human umbilical vein endothelial
cells”, HUVECs) wurden von PromoCell (Heidelberg) bezogen. HUVECs wurden in
Zellkulturflaschen in Endothelzellmedium mit Wachstumsfaktorensupplement (PromoCell)
kultiviert. FUr funktionelle Versuche wurden nur HUVECs der Passagen 1 — 4 eingesetzt,
altere Passagen wurden verworfen.

.,Human embryonic kidney” (HEK) 293-Zellen wurden in ,Dulbecco’s modified Eagle’s
medium“ (DMEM, Biochrom) mit 10% fétalem Kalberserum (,fetal calf serum®, FCS,
Biochrom) und 1% Antibiotikum-Antimykotikum (Invitrogen) kultiviert. HEK293-Zellen, die
durch Transfektion (siehe unten) eine Geneticin-Resistenz erworben hatten, wurden in
DMEM mit 10%FCS und 0,6mg/ml Geneticin (Invitrogen) kultiviert.

Konfluente Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit kaltem Trypsin-EDTA
(Biochrom) abgel6st. Das Trypsin wurde mit 5% FCS inaktiviert und die Zellen wurden 3 min
bei 500xg abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen entweder in Kulturmedium
resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen ausgesat (Passagierung) oder jeweils 10°
Zellen in 1 ml DMSO-Gefriermedium (BioVeris) resuspendiert und eingefroren (zuerst 2 —16
h bei -20°C, dann 2 — 16 h bei -80°C und anschliel3end zur langerfristigen Lagerung in
flussigem Stickstoff kryokonserviert). Um tiefgefrorene Zellen wieder in Kultur zu bringen,
wurden sie im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, einmal in 10 ml Kulturmedium gewaschen und
ausgesat.

Alle Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Zellzahlen wurden mittels

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
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4.3. Expressionskonstrukte

4.3.1. TEM5
Als Grundlage dieser Arbeit standen bereits verschiedene TEMS5-Expressionskonstrukte

unserer Arbeitsgruppe (Vallon and Essler 2006) zur Verfigung. Diese wurden aus dem
cDNA Klon FLJO0170 (Kazusa DNA Research Institute) exprimiert, mit verschiedenen
Epitopen versehen oder mutiert. Zusétzlich wurde eine Neomycin-Resistenz eingefiigt.

Aus diesen TEMS5-Konstrukten wurden zwei Konstrukte als Ausgangsmaterial fur die
vorliegende Arbeit verwendet: TEMS5 (1360 Aminoséduren) und TEMS5-ECD (778
Aminosauren). Ein schematisches Modell findet sich im Anhang (Anhang Abb. 1). Mit beiden
Konstrukten wurde sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene gearbeitet.

4.3.2. Mutationen im TEM5-Expressionskonstrukt
Es wurden Punkt- und Deletionsmutanten von TEM5-ECD kloniert.

An Punktmutationen wurden kloniert:
e Klon: TEM5-ECD-R398G
o Primerpaar:
Fwd: 5’- GCC CCG GGC ACC GGA GCC TCC CGC CGG TG -3
Rev: 5" - CA CCG GCG GGA GGC TCC GGT GCC CGG GGC -

An Deletionsmutationen wurden kloniert:
e Klon: TEM5-ECD-N60
o Primerpaar
Fwd: 5’- GCC CCG GGC ACC CGA GGT TCT CAT CAT CAT C -3’
Rev: 5’- G ATG ATG ATG AGA ACC TCG GGT GCC CGG GGC -3’

¢ Klon TEM5-ECD-AR367R398
o Primerpaar
Fwd: 5’- C AAC CGC GGG GAC TTC GCC TCC CGC CGG TGT G -3’
Rev: 5’- C ACA CCG GCG GGA GGC GAAGTC CCC GCG GTTG -3

Alle Klone wurden nach der bekannten Sequenz ,NCBI sequence NP_116166“ benannt.

Fur alle Mutations-Klonierungen wurde das PCR-basierte Verfahren: ,QuickChange XL Il
site-directed mutagenesis kits“ der Firma Stratagene® benutzt. Die oben beschriebenen
Primer wurden nach Herstellerangabe erstellt und berechnet. Nach Mutagenese-PCR und
Dpn I-Verdau des unmutierten Mutterstranges wurden 10 ul des PCR-Ligationsansatzes
eingesetzt, um chemisch kompetente E. coli ,XL1-Blue Supercompetent Cells®“ nach

Herstellerangabe (Stratagene®) zu transformieren. Die transformierten Zellen wurden auf
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LB-Amp-Agar ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden je 5
ml LB-Amp-Medium mit Einzelkolonien der Transformanten angeimpft und tber Nacht bei
37°C im Schittler inkubiert. Mit Hilfe des ,plasmid miniprep kits* (Qiagen®) wurde die
Plasmid-DNA der Klone isoliert und danach quantifiziert. Eine Restriktionsanalyse wurde mit
je 200 ng der Plasmid-DNA durchgefiihrt. Dazu wurde die Plasmid-DNA fir eine Stunde bei
37° C mit 10 U EcoR | und 10 U BamH | inkubiert und anschlieend mittels Agarosegel-
Elektrophorese analysiert.

Je ein insert-positiver Klon wurde ausgewdahlt und die Richtigkeit der Insert-Sequenz mittels
DNA-Sequenzierung (Firma: ,MWG Biotech®, Munchen) tberprift (Anhang Abb. 3).

4.3.3. Agarosegel-Elektrophorese
Das Agarosegel - bestehend aus 1% Agarose in TAE-Puffer (Invitrogen®) - wurde zunachst

in der Mikrowelle verflissigt und ein 50 ml-Aliquot wurde enthnommen. Nachdem das Aliquot
auf 40 — 50°C abgekihlt war, wurden 1,5 pl einer 1%igen Ethidiumbromid-Lésung
hinzugefiigt und gut vermischt. Das Gel wurde nun in einen abgedichteten und mit einem
Kamm versehenen Gelschlitten gegossen. Zum Aushérten wurde es etwa 15 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. AnschlieBend wurde der Kamm entfernt und der
Gelschlitten in eine mit TAE-Puffer geflllte Gelkammer gelegt, wobei das Gel gerade mit
Puffer bedeckt war. Die Proben wurden mit Ladepuffer (Fermentas®) versetzt und auf das
Gel aufgetragen. Als Langenmarker diente die ,GeneRuler 1-kb-DNA-Leiter (Fermentas®).
Die Elektrophorese wurde bei 100V solange durchgefiihrt, bis der Farbstoff des Ladepuffers
bis Uber die Mitte des Gels gelaufen war. Schlie3lich wurden die DNA-Banden unter UV-
Licht sichtbar gemacht und mit einer Polaroid-Kamera oder Digitalkamera fotografiert
(Anhang Abb. 3)

4.3.4. Transfektion nach der Kalzium-Phosphat-Methode
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Transfektionen wurden alle nach der Kalzium-Phospat-

Prazipitations-Methode (Graham and van der Eb 1973) durchgefihrt. Es wurden sowohl
transiente als auch stabile Transfektionen vollzogen. Fiir 6-Well-Platten wurden 2x10°, fur
24-Well-Platten 3x10* und fiir 75 cm? Zellkulturflaschen 2x10° Zellen ausgesat. Im Anschluss

an die Aussaat folgte eine achtstiindige Ruhephase im Inkubator.
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Zur Transfektion wurden folgende Komponenten steril hergestellt und verwendet:

6-Well-Platte  24-Well-Platte 75¢cm?*-
pro Well: pro Well: Kulturflasche:
2,5ug 625ng 10pg DNA
15,6 pl 3,9ul 62,5ul 2M CaCl,
ad 125pl ad 31,2ul ad 500pl H,O
in 125pl in 31,2pl in 500ul 2xXHBS: = unter stdndigem

Vortexen getropft

Die gesamte Ldsung wurde langsam in standiger Schwenkbewegung in die Wells bzw.
Flaschen getropft, um eine mdglichst gleichmaRige Verteilung der Prézipitate zu erreichen.
Die Zellen wurden daraufhin fur 12 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen, um Ubrig gebliebene Prazipitate auszuwaschen, grindlich mit PBS

gespult und mit frischem Medium versehen.

4.3.5. Expression und Aufreinigung von TEM5-Expressionskonstrukten
Um I6sliche TEMS5-Expressionskonstrukte in grol3erer Menge und hoher Reinheit

untersuchen zu konnen, wurden HEK293-Zellen mit verschiedenen, fur Iosliches TEM5-
kodierenden Konstrukten stabil transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurde dem
Kulturmedium 10%FCS und zusatzlich 0,6 mg/ml Geneticin (Invitrogen®) zugesetzt. Der
Geneticinzusatz diente dem Zweck, stabil transfizierte Zellen Uber ihre neu gewonnene
Geneticinresistenz zu selektieren. Nach 14 bis 21 Tagen war die Selektion abgeschlossen.
Die Zellen wurden auf mehrere 175cm?-Kulturflaschen aliquotiert und bis zur Konfluenz
weiter kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Kulturmedium durch 1% FCS und
0,6 mg/ml Geneticin in DMEM ersetzt. Kurz darauf - nachdem der Farbumschlag (nach 48
bis 72 Stunden) des Mediums von rot auf orange stattgefunden hatte - wurden die
Uberstande abgenommen und gesammelt. Die Zellen wurden wiederum mit frischem
Medium versorgt. Je nach Bedarf wurden 100ml bis 500ml Uberstande gesammelt. Diese
wurden 10 Minuten lang bei 5000xg abzentrifugiert und die Pellets verworfen. Die klaren
Uberstande wurden mit  Centricon-Plus-20-Zentrifugierfiltern  (Millipore®) 500fach
aufkonzentriert und anschlieBend wieder 1:10 zum Ausgangsvolumen in PBDST verdunnt.
Die aufkonzentrierten und in PBDST umgepufferten Uberstande wurden nun fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur mit 500ul Anti-FLAG M2-Agarose (Sigma-Aldrich®) im Rotator inkubiert.
Die Agarose wurde dreimal mit 10ml PBST und anschlieBend mit 10ml PBS gewaschen. Die
gebundenen Proteine wurden in 1 ml-Fraktionen mit 0,1 M Glyzin-HCI pH 3,5 eluiert und die
Eluate mit 0,02 Vol. (=20ul) 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 neutralisiert. Daraufhin wurde mit jedem

Eluat eine Schaumprobe durchgefihrt. Proteinhaltige Fraktionen wurden zusammengefihrt
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und in  Centricon-Plus-  20-Zentrifugierfiltern  (Millipore®) aufkonzentriert.  Die
Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des ,Protein dotMetric Assays” (Geno Technology®)
bestimmt. Das Zentrifugat wurde mit TBS auf eine Arbeitskonzentration von 1ug/ul verdiinnt,
in 50ul aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Der Reinheitsgrad des so gewonnenen
Konstrukts wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung tberpruft.

4.3.6. MMP14-stabil transfizierte HEK293 (HEK293-MMP14)
Fur Transfektionen mit MMP14 wurde ein kommerziell erhaltliches cDNA-Konstrukt

(OriGene-Technologies®) verwendet. Mittels Kalzium-Phosphat-Transfektions-Methode
wurden stabile HEK293-MMP14-Zellen hergestellt. Hierzu wurde MMP14-cDNA im
Verhaltnis 10:1 mit p3xFLAG-Vektor mit Neomycin-Resistenz eingesetzt. 48 Stunden nach
Transfektion wurde dem Kulturmedium 0,6mg/ml Geneticin und 10% FCS zugesetzt. Stabil
transfizierte Zellen wurden Uber ihre neu gewonnene Resistenz selektiert. Nach 21 Tagen
war die Selektion abgeschlossen. Die Zellen wurden auf mehrere 175-cm?Kulturflaschen
aliquotiert und bis zur Konfluenz weiter kultiviert. Der Erfolg der Transfektion wurde mittels
Westernblot gegen MMP-14 aus Zelllysaten von MMP14-transfezierten im Vergleich mit

vektor-transfizierten Zellen bestatigt.

4.4, SDS-Page, Coomassie-Farbung, Westernblot

4.4.1. SDS-Page
Zur Auftrennung von Proteinproben wurde die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-

PAGE) verwendet. Hierzu wurden Gele nach Laemmli (Laemmli 1970) in kommerziell
erhaltlichen Kammern mit der Starke 1mm gegossen. Je nach Fragestellung wurden 8%-,

10%- oder 12%-Polyacrylamid-Gele eingesetzt. Fur je vier Gele wurden verwendet:

Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) 8%, 10%, 12% 4%
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 6,25ml -
2 M Tris-HCI pH 6,8 - 0,75ml
10 % SDS 250ul 125l
TEMED 25ul 25ul
1 0% APS 250ul 125l
ddH,0 ad 25ml 12,5ml

Bevor das Trenngel polymerisieren konnte, wurde es zwischen die aufrecht stehenden

Platten der Kammern gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Sobald das Trenngel
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vollstandig polymerisiert war, wurde das Isopropanol mit H,O ausgewaschen und das
Sammelgel tber das Trenngel zwischen die Platten gegossen. Ein Kamm wurde eingesetzt,
um Taschen von 20ul oder 60pl Volumen auszusparen. Sobald auch das Sammelgel
vollstandig polymerisiert war, wurde der Kamm entfernt und die Gele in die dafir
vorgesehene Gelkammer gesetzt. Die Gelkammer wurde bis zum Uberlauf mit Laufpuffer
gefullt. Entsprechend der zu untersuchenden Probe wurde unterschiedlich vorgegangen.
Zellen wurden zuerst in Probenpuffer lysiert. Reine Proteinproben oder aufgereinigte
Proteine wurden mit Probenpuffer versetzt. Alle Proben wurden finf Minuten bei 95°C
inkubiert. In der Regel wurden Proben von 20ul Volumen in das Sammelgel geladen. Zu
jedem Gel wurde als GroRenmarker entweder der ,full-range rainbow molecular weight
marker” (Amersham Biosciences®) oder der ,color-burst-Marker® (Sigma-Aldrich®)
verwendet. Zur Auftrennung wurde Gleichstrom angelegt. Zum Einlaufen in das Sammelgel
wurde eine Spannung von 100V benutzt. Sobald der Farbstoff vollstdndig ins Trenngel
Ubergegangen war, wurde die Spannung auf 200V erhdht. Der Stromfluss wurde erst
beendet, wenn der Farbstoff das Gel vollstindig durchwandert hatte und aus dem Gel
auszutreten begann. AnschlieRend wurden die Gele entweder mittels Coomassiefarbung

analysiert oder mittels Blottechnik weiterbearbeitet.

4.4.2. Blotting
Zur weiteren Analyse - einerseits mittels Westernblot, andererseits zur Proteinsequenzierung

- wurden die Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran (Amersham
Biosciences®) transferiert. Die PVDF-Membran wurde in Methanol benetzt und mit
entsprechendem Blotpuffer aquilibriert. Ein Gel wurde auf die Membran gelegt und
Luftblasen sorgsam ausgestrichen. Je ein Filterpapier (BioRad®) wurde vor und hinter dem
Gel-Membrankomplex platziert. Fur das Blotverfahren wurde eine Tankblot-Apparatur
verwendet. Das ,Sandwich® wurde zwischen zwei Schwammen in einer Kassette platziert
und in den Tank abgesenkt. Der Tank wurde mit gekuhltem Blotpuffer aufgefillt bis die
Kassette ganz mit Puffer bedeckt war. Der Blotvorgang wurde mit 100V Gleichstrom
gestartet und gleichzeitig eine kontinuierliche Kihlung von 10°C angeschlossen. Eine
,Blottingzeit* von 60 Minuten erwies sich fir analytische Westernblots als ausreichend. Fur
groBere Proteinmengen im Rahmen der Sequenzierung wurden 90 Minuten
,Blottingzeit* gewahlt. Als Pufferlosung wurden entweder standardisierter Blotpuffer fir

Westernblotanalysen oder glyzinfreier Borat-Puffer flir Sequenzierungsanalysen verwendet.

4.4.3. Coomassie-Farbung von Proteingelen und PVDF-Membranen
Zur Coomassie-Farbung wurden ,klassische“ und modifizierte Farbelésungen verwendet. Die

Gele wurden in geeigneten Schalen mit modifizierter Coomassie-Farbe-Lésung bedeckt, fur

zehn Sekunden in der Mikrowelle erhitzt und danach fir weitere funf Minuten bei
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Raumtemperatur auf einem Schuttler bei mittlerer Geschwindigkeit inkubiert. Zum Entfarben
wurden die Gele mindestens drei- bis funfmal fir finf Minuten in ddH,O gewaschen. Danach
wurden die Gele zwischen nasser Cellophanfolie eingespannt und bei Raumtemperatur zum
Trocknen aufgestellt.

PVDF-Membranen wurden nach dem Blotting mit klassischer Coomassie-L6sung fir 30 bis
60 Minuten gefarbt und anschlieRend mehrmals - jeweils funf bis zehn Minuten - mit
Coomassie-Entfarber gewaschen.

4.4.4. Westernblotanalyse
Nach dem Blotting wurden die Membranen in PBST gewaschen und anschlie3end mit

Blockpuffer fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler geschwenkt. Im
Anschluss wurden die PVDF-Membranen mit primaren Antikdrpern tber Nacht im Kidhlraum
(4°C) in einem Rotator bei langsamer Geschwindigkeit inkubiert. Die primaren Antikorper

wurden entsprechend der jeweiligen Herstelleranweisung verschieden verdinnt:

Anti-FLAG (Peroxidase-konjugiert): 1:1000 in Blockpuffer
Anti-His: 1:1000 in PBST/BSA
Anti-Myc: 1:5000 in PBST/BSA

Anti-3-Aktin: 1:10000 in Blockpuffer

Anti-MMP14: 1:10000 in PBST/BSA

Am nachsten Morgen wurden die Membranen dreimal in PBST fur 5 Minuten gewaschen. Im
Falle von nicht-peroxidase-konjugierten Antikérpern wurden die Membranen nochmals fir
eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen sekundaren, peroxidase-konjugierten
Antikorper bei einer Verdiinnung von 1 : 5000 in Blockpuffer bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler inkubiert. Daraufhin wurde erneut dreimal finf Minuten mit PBST gewaschen.

Die Membranen wurden nach Herstellerangabe mit ein bis zwei Milliliter ECL-Substrat
(Amersham®) Uberschichtet und fiur 60 Sekunden inkubiert. Zur Detektion des
biolumineszenten Signals wurden die Membranen in eine lichtdichte Kassette verpackt.
Diese wurde in einer Dunkelkammer mit Kodak-BioMax-XAR-Filmen (Sigma-Aldrich®)
bestickt. Die Filme wurden entsprechend des Signals unterschiedlich lange belichtet und

daraufhin entwickelt.

4.4.5. TCA-DOC-Prazipitation
Die Zelluberstande wurden bei 5000xg fur zehn Minuten zentrifugiert und die Zellpellets

verworfen. Die gereinigten Uberstande wurden mit 0,02% Na-Deoxycholat (DOC) versetzt
und finf Minuten inkubiert. Daraufhin wurde 10% Trichloressigsaure (TCA) zugefiihrt und der
Ansatz fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte fir 15 Minuten bei 4°C eine

Hochgeschwindigkeitszentrifugation. Die entstandenen Pellets wurden mit eiskaltem Azeton
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gewaschen und an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet. Die getrockneten Pellets
wurden in Probenpuffer resuspendiert und im Westernblot analysiert.

4.5. Proteinsequenzierung

Zur sicheren n-terminalen Sequenzierung mittels Edman-Abbau wurden laut Angaben der
Firma Proteome Factory® etwa 3-5ug des zu sequenzierenden Proteins bendtigt. Der
Prozessierungsvorgang wurde bezlglich Proteasemenge und Prozessierungsdauer zuvor im
kleineren Mal3stab optimiert. Aus diesen Vorversuchen ergab sich, dass fur die
Prozessierung von TEM5-N60 und TEM5-ANG0O (=TEM5-C50) 20pug TEM5-ECD mit jeweils
10ug/ml Protease fir 36 Stunden bei 37°C inkubiert werden musste. Der Proteinverdau
wurde, wie beschrieben, Gber SDS-PAGE aufgetrennt. Hierzu wurde der Ansatz zuerst funf
Minuten in Probenpuffer bei 95°C denaturiert. Die Volumenreduktion von 120ul auf 60ul
erfolgte anschlieRend mittels einer Speed-Vac-Zentrifuge bei mittlerer Geschwindigkeit
(,medium speed®) und mittlerer Temperatur (,medium heat®). Daraufhin wurde die Probe in
eine spezielle 60ul fassende Tasche im Sammelgel pipettiert. Nach der Auftrennung wurden
die Proteine aus dem Trenngel auf eine PVDF-Membran ,geblottet”. Als Blotpuffer musste
glyzin-freier Borat-Puffer verwendet werden. Die ,Blotting-Zeit* wurde mit 90 Minuten gewahlt.
In diesem Ansatz erreichte die ,Bloteffizienz® tGber 80%. Die PVDF-Membran wurde mit
Coomassie-Farber behandelt, daraufhin entfarbt und bei Raumtemperatur luftgetrocknet.
Gemall dem GréRenmarker wurde die Bande bei 50kDa ausgeschnitten und zur
Sequenzierung an die Firma: ,Proteome Factory®" (Berlin) verschickt. Mit einem kleinen Teil
der Proteinproben wurden als zusatzliche Kontrolle Westernblotanalysen zur bestatigenden

Charakterisierung der Banden durchgefuhrt.

4.6. TEM5-Verdaue

4.6.1. In-vitro-Verdaue
Losliches TEM5-ECD (sTEM5) in einer Konzentration 0,2mg/ml wurde mit diversen

Proteasen fiir 18 bis 24 Stunden bei 37°C in 1 ml EppendorfgefaRen inkubiert. Die
Konzentrationen wurden aufsteigend in Zehnerpotenzen gewahlt. Dabei wurden
Konzentrationen von 0,1ug/ml, 1,0ug/ml und 10ug/ml Protease verwendet. Fir Verdaue mit
Metallomatrixproteasen (MMP) wurde ein universeller MMP-Puffer (1xTBS, 10mM CaCl,,
0,01% Brij®-35) benutzt. Zum Einsatz kamen die l6slichen Metallomatrixproteasen 1, 2, 8,
und 9 und in l6slicher Form die katalytische Domédne der membranstandigen MMP14. Als
Vertreter der Cathepsine wurde Cathepsin B ausgewahlt. Die Cathepsin-Puffer (0,6mM
CaCl,, 0,6mM MgCl,, 2mM D-L-Cystein in TBS) wurden mit HCL/NaOH auf die pH-Optima
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von 6,0 und 7,4 titriert. Ferner wurden die Proteasen Thrombin und Plasmin verwendet. Als
Pufferlosung diente hier jeweils TBS.

Fir Thrombin und MMP14 wurden zur weiteren Charakterisierung der Prozessierung
differenziertere Graduierungsschritte bezuglich der Protease-Konzentration und des
Zeitverlaufs durchgefihrt. Dies diente im Besonderen zur Optimierung der Bedingungen fur
die anschlieRende Proteinsequenzierung. Dafiir wurden Proteasekonzentrationen von 0,1,
0,5,1,25,5,7,5, 10 und 20pg/ml Protease eingesetzt und Zeitverlaufe von 0, 0,5, 1, 2,5, 5,
10, 24, 48, 149 Stunden gewahlt.

Samtliche Verdauansétze wurden sofort nach Ablauf der Inkubationszeit mittels Westernblot
gegen n- und c-terminale Epitope untersucht oder unmittelbar tiefgefroren. Sollten die
Ansatze fur funktionelle Versuche verwendet werden, so wurden jeweils Aliquots mittels
Westernblot analysiert. Nichtverwendete Verdauansétze wurden sofort bei -20°C tiefgefroren

und spéater nur auf Eis weiter verwendet.

4.6.2. In-situ-Verdaue

MMP14:
HEK293, die entweder mit MMP14 oder Vektor stabil transfiziert waren, wurden mit FLAG-

TEM5-Myc-DNA oder Vektor-DNA nach der Kalzium-Phospohat-Methode (s.0.) in 6-Well-
Platten transient transfiziert. Nach 24 Stunden wurde das Medium (DMEM) gewechselt und
durch frisches Medium ohne Supplement ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde dieses
Medium abgenommen und die Zellen von der Oberflache abgelost. Die Uberstande wurden
nach TCA-DOC-Prazipitation aufgereinigt, die Zellen hingegen in Probenpuffer lysiert. Die
aufgereinigten Proteinproben und Lysate der Zellen wurden in der Westernblotanalyse

untersucht.

Thrombin:

HEK293-TEMS5-transfizierte oder HEK293-Vektor-transfizierte Zellen wurden in 6-Well-
Platten ausgesat und bis zu Konfluenz inkubiert. Das Medium wurde gewechselt und durch
frisches, serumfreies Medium ersetzt. Entweder 10ug/ml Thrombin wurde ins Medium
pipettiert oder die Zellen wurden unbehandelt gelassen. Nach 24 Stunden wurden die
Uberstande abgenommen und die Zellen von der Oberflache abgelost. Die Uberstande
wurden nach TCA-DOC-Prazipitation aufgereinigt und die Zellen in Probenpuffer lysiert. Die
aufgereinigten Proteinproben und Lysate der Zellen wurden in der Westernblotanalyse

untersucht.
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4.7. Zelladhasionsversuch

Vorbereitung der Wells:

Unter Zellkulturbedingungen wurden 96-Well-ELISA-Polystyrolplatten mit Antikdrpern
(10pg/ml in 50ul PBS; die optimale Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt; Anhang
Abb. 4) Gber Nacht bei 4°C beschichtet und am nachsten Tag nach Absaugen der priméaren
Losung zwei Stunden bei Raumtemperatur mit 1% BSA in PBS geblockt. Als Antikdrper
wurden anti-FLAG, anti-His und anti-Vitronectin verwendet. Die Blocklsung wurde wiederum
abgesaugt und die Wells wurden mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Wells mit 1,2ug
Probe (Vitronectin, sowie aus verschiedenen Verdauansatzen: sTEM5, TEM5-N80, TEM5-
N60, TEM5-AN80, TEM5-ANG0) pro 50ul PBS befillt und Gber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank
inkubiert. Diese Losungen wurden am darauffolgenden Tag wiederum abgesaugt und die
Wells wurden dreifach mit PBS sorgfaltig gewaschen.

Vorbereitung der Endothelzellen:

Semikonfluente bis konfluente HUVECs wurden mit Trypsin von der Oberflache der
Zellkulturflaschen abgel6st und in vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen
wurden zwei Stunden bei Raumtemperatur bei gleichzeitigem leichten Schwenken inkubiert.
Danach wurden die HUVECs in Endothelzell-Basalmedium (PromoCell®) mit 0,1% BSA
resuspendiert. HUVECs wurden aliquotiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
verschiedenen Inhibitoren inkubiert oder nicht behandelt.

Adhésion:

3 x 10* Zellen pro Well wurden ausgesat und 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nicht-adh&rente
Zellen wurden zweimal mit 37°C warmen PBS ausgewaschen. Die Wells wurden mit
vorgewarmtem Medium und 0,1 Vol. AlamarBlue® (Serotech®) gefiillt und acht Stunden
inkubiert. Die Zelliberstande wurden in frische 96 Well-Platten tUberfuhrt und die Absorption
von AlamarBlue® in den Wells bei 570 und 600 nm gemessen. Die Anzahl der adharent
gebliebenen Zellen entsprach der Reduktion des AlamarBlue®. Sie wurde nach den

Angaben des Herstellers berechnet.

Konditioniertes Medium

Um Adhéasionsversuche mit konditioniertem Medium durchzufiihren, wurden Uberstéande von
293-MMP14-TEM5-Zellen und 293-MMP14-Vektor-Zellen gesammelt und lber Agarose-
Beats aufgereinigt (zur Methode siehe: Aufreinigung von TEMS5-Expressionsprodukten).
Diese aufgereinigten, eluierten und neutralisierten Uberstande wurden auf den mit anti-FLAG
vorbehandelten ELISA-Platten Gber Nacht inkubiert. Die Adhasions-Versuche wurden, wie

oben beschrieben, weiter durchgefiihrt und ausgewertet.
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4.8. Endothelzell-Migration: Wound-Healing-Assay

Unter Zellkulturbedingungen wurden ,24-Well-suspend-culture®-Platten mit Vitronectin,
Kollagen-I, Fibronectin und Matrigel (groth-factor-reduced) jeweils in einer Konzentration von
10ug/ml in eiskaltem PBS beschichtet und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Wells mit PBS gewaschen und fur vier Stunden bei Raumtemperatur mit 1% BSA
in PBS geblockt. Es wurde daraufhin wiederum zweimal mit PBS gewaschen.

10° HUVECs pro Well wurden in OptiMEM-I-Medium unter Zusatz von 50ng/ml VEGF
ausgesat und erneut Uber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Der homogene
Endothelzell-Monolayer wurde am nachsten Morgen mit exakt senkrecht aufgesetzter Spitze
einer 1ml Pipette (=blaue Spitze) Uber die gesamte Lange des Durchmesser des Wells in
einem Zug verletzt. Die Wells wurden mit 37°C warmen PBS zweifach griindlich gewaschen
und wieder mit Opti-MEM-I-Medium mit Addition von 50ng/ml VEGF befillt. Die
Zelliberstande wurden entweder mit je 10ug/ml ldslichem TEM5-ECD oder TEM5-N60
versetzt oder als Kontrolle unbehandelt gelassen. Im Abstand von jeweils zwei Stunden
wurden mittels Phasen-Kontrast-Mikroskopie Photos mit einer Digitalkamera aufgenommen.
Auf diesen Photos wurde mit Microsoft Power Point 2003® quantitativ die

Migrationsgeschwindigkeit ermittelt.

4.9. Berechnungen, Abbildungen und statistische Signifikanz

Die erhobenen quantitativen Daten wurden mit Hilfe des PC-Programms Microsoft Excel
2003® verwaltet und berechnet. Fir die Berechnung der statistischen Signifikanzen wurde
der Student’s T-Test verwendet. Dabei wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson
angewandt. Als Signifikanzniveaus wurden folgende Werte definiert: Ein Wert von p < 0,05
wurde als signifikant angenommen, Werte von p > 0,05 hingegen als nicht signifikant.

Die Abbildungen wurden mittels Word 2003®, Excel 2003® und PowerPoint 2003®
(Microsoft Corporation) erstellt.

Alle Abbildungen, die modifiziert von fremden Autoren Ubernommen wurden, sind
gekennzeichnet.

Alle Abbildungen im Ergebnisteil und Abbildungen ohne Angaben zu Fremdautoren wurden

vom Verfasser erstellt.

-44 -



Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1. Fragestellung

Vor der Darstellung der Ergebnisse soll hier nochmals kurz die Fragestellung thematisiert
werden. Drei wesentliche Punkte zu Biologie und Funktion von TEM5 waren zu klaren. Gibt
es neben den bereits bekannten noch weitere funktionelle Fragmente von TEM5? Durch
welche Proteasen werden diese prozessiert? In welchem Bereich liegen potenzielle
Schnittstellen dieser Proteasen? Haben diese Modifikationen eine biologische Funktion im
Bezug auf das kryptische RGD-Motiv?

5.2. Identifizierung von TEM5-Fragmenten

5.2.1. Zwei TEM5-Fragmente: TEM5-N80 und TEM5-N60
Vor Beginn dieser Arbeit war bekannt (Vallon and Essler 2006), dass losliches TEM5

(STEM5=TEM5-ECD) von MMP9 in vitro erkannt und gespalten werden kann.
Westernblotanalysen dieses Verdauansatzes zeigten, dass neben den Banden fir
unverdautes TEM5-ECD zwei weitere Banden bei 80kDa und bei 60kDa entstehen. Die
Bande bei 80kDa war dabei dominierend. Ebenfalls war bekannt, dass dieses 80kDa-
Fragment (genannt ppsTEMS oder TEM5-N80) via RGD-Motiv funktionell Gber av33-Integrin
wirken kann (Vallon and Essler 2006). Um die Frage zu beantworten, welche Proteasen
theoretisch in vivo eine Rolle bei der Prozessierung von TEM5 spielen kénnten und Uber
welche Mechanismen diese Prozessierung stattfinden kdnnte, wurden zunéchst empirisch
aus der Literatur (Egeblad and Werb 2002; Genis, Galvez et al. 2006; Roy, Zhang et al. 2006)
bekannte Vertreter von Dekryptasen getestet. Aus der Gruppe der I6slichen
Metalloproteinasen wurden hierfur MMP 1, 2, 8 und 9 und als primar membranstandige
MMP 14 getestet (Anm.: Fir diese Versuche wurde jedoch nur die katalytische Domane der
MMP14 in Losung verwendet). Zusatzlich wurden Thrombin, dessen Rolle nicht nur bei der
Blutgerinnung, sondern auch bei der Metastasierung und Tumorinvasion bekannt ist und
Plasmin, das als potente Protease ebenfalls neben antagonistischer Wirkung in der
Blutgerinnung auch Stromainvasion von Tumorzellen vermittelt (Andreasen, Kjoller et al.
1997), getestet.

In der Westernblotanalyse mit Detektierung des N-Terminus via FLAG-Tag (Abb. 1) zeigte
sich, dass abhangig von der gewahlten Protease zwei Fragmente bei 60kDa (TEM5-N60)
und bei 80kDa (TEM5-N80) in unterschiedlicher Menge entstehen. Besonders fiel aber die
Uberraschend stark ausgepragte Prozessierung zu einem 60kDa grofRen Fragment durch

einige Proteasen auf. Diese Ergebnisse bestétigten einerseits die bereits bekannten
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Beobachtungen zur Prozessierung zu TEM5-N80 mit MMP9, ruckten aber auch das so
entstandene TEM5-N60-Fragment in den Fokus des Interesses.
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Abb. 1

(A) TEM5-ECD wird von MMPs, Plasmin und Thrombin zu TEM5-N80 und TEMS5-N60
prozessiert. Westernblotanalyse von in vitro TEM5-ECD-Verdauansatzen mit verschiedenen
Proteasen; fur die dargestellten Prozessierungen wurden jeweils 10ug/ml Protease bei
0,2mg/ml Probe (TEM5-ECD) verwendet. Es wurden jeweils Analysen gegen n-terminale
FLAG-Epitope und c-terminale HIS-Epitope durchgefuhrt. (A1) Die Prozessierung mit MMP1
resultiert besonders in der Bildung von TEM5-N80. MMP14 und Thrombin prozessieren TEM5-
ECD effektiv zu TEM5-N60. (A2) Bei MMP1, MMP14 und Thrombin finden sich c-terminale
Gegenstiicke zu den N60- und N80-Fragmenten. (B) Cathepsin B degradiert bei den
beschriebenen pH-Optima TEM5-ECD lediglich, eine selektive Prozessierung kann nicht
nachgewiesen werden. Weder n-terminal (B1) noch c-terminal (B2) finden sich adaquat TEM5-
Fragmente. (C) Exaktere n-terminale GréRenbestimmung des TEM5-N60-Fragments unter
Verwendung verschiedener Grofdenmarker.

Die Prozessierung mit MMPL1 resultiert fast ausschlieRlich im bereits vorher beschriebenen
TEM5-N80-Fragment. Als Gegenstiick wurde im Westernblot gegen den C-Terminus ein
etwa 40kDa grolRes c-terminales Fragment (= TEM5-C40) gefunden. Die Prozessierung mit
MMP 2, 8, 9 resultierte in einer weniger effektiven Prozessierung, bei der zwei Fragmente -
ein N80- und ein N60- Fragment - gefunden wurden. Durch die Prozessierung mit Thrombin,
Plasmin und MMP14 entstanden jedoch fast ausschlieBlich n-terminale Fragmente von
60kDa. Wahrend die Prozessierung durch Plasmin jedoch schwacher (und nur bei
Konzentrationen gréRer als 10ug/ml) stattfand, wurde TEM5-ECD durch Thrombin und
MMP14 effektiv zu TEM5-N60 prozessiert. Im Kontroll-Westernblot gegen den His-
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markierten C-Terminus fanden sich die entsprechenden Proteinfragmente bei etwa 60kDa
(=»TEMb5-C60) als Gegenstlicke.

Um den Kreis der Proteasen zu erweitern, wurde ein bedeutender Vertreter aus der Gruppe
der Cathepsine (van Hinsbergh, Engelse et al. 2006) getestet. Ein Verdau mit Cathepsin B
bei dessen beschriebenen optimalen pH-Werten zeigte eine vollige Degradation (Abb. 1 B)
von TEM5-ECD. Dies geschah auch bei sehr niedrigen Konzentrationen (bis zu Faktor
1/100; Daten nicht gezeigt). In der Westernblotanalyse gegen das c-terminale His-Tag wie
auch gegen das n-terminale FLAG-Tag konnten weder Fragmente, noch unverdautes
I6sliches TEM5 (TEM5-ECD) gefunden werden. Dies spricht fur eine vollige Degradation,
nicht aber fur eine selektive Prozessierung.

5.2.2. Charakterisierung der TEM5-N60-Prozessierung
Als nachstes sollen einzelne Schritte der Prozessierung naher betrachtet werden. Als

Reprasentanten der Proteasen wurde MMP1 und Thrombin ausgewahlt.
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Abb. 2

Westernblotanalyse zur Charakterisierung der TEM5-ECD-Prozessierung am Beispiel
der Protease Thrombin. (A) Die Prozessierung zu TEM5-N60 ist kein mehrstufiger
Prozess Uber TEM5-N80 als Zwischenschritt. Werden MMP1 und Thrombin kombiniert, so
erfolgt eine komplette Degradation. (B) Die Prozessierung von TEM5-ECD zu TEM5-NG60 ist
konzentrationsabhéngig; bei niedrigeren Konzentrationen ist die Prozessierung noch immer
effizient. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. (C) Die Prozessierung bei 10ug/ml (=25U
Thrombin) ist zeitabh&ngig, nach 24 bis 48 Stunden ist eine effektive Prozessierung
erreicht.
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Zunachst stellte sich die Frage, ob die Prozessierung von TEM5-ECD zu TEM5-N60 ein
zweistufiger Prozess ist, bei dem eventuell TEM5-N80 als Zwischenstufe entsteht. Hierzu
wurde TEMS5-ECD sowohl mit MMP1 als auch Thrombin gleichzeitig inkubiert und die
Thrombin-Konzentrationen in 10er Potenzen reduziert. Hypothetisch sollte MMP1 TEM5-
ECD zuerst zu TEM5-N80 prozessieren, woraufhin Thrombin den Schnitt zu TEM5-N60
leichter vermitteln kdnnte. Durch diese kombinierte Vorgehensweise wurde TEM5-ECD
lediglich degradiert. Nennenswerte TEM5-Fragmente konnten im Westernblot (Abb. 2A) nicht
nachgewiesen werden.

Um die Prozessierungseffektivitat von Thrombin weiter zu untersuchen, wurde anschliel3end
die Konzentration von Thrombin schrittweise nach unten skaliert (Abb. 2B). Selbst bei 1/20
des Ausgangswertes von 10ug/ml Protease konnte zumindest ein kleiner Anteil an
prozessiertem TEM5-ECD festgestellt werden.

Um fir weitere Verdauansatze optimale Bedingungen zu schaffen, wurde nun auch die
Prozessierungszeit nach oben skaliert (Abb. 2C). Im Bereich von 24 bis 48 Stunden ergab

sich eine hochgradige Prozessierungseffizienz.

5.2.3. Identifizierung der Spaltstellen von Thrombin und MMP14
Da fur das TEM5-N80-Fragment bereits eine Interaktion mit Integrinen Uber das RGD-Motiv

gezeigt wurde (Vallon and Essler 2006), stellte sich die Frage, ob das RGD-Motiv im n-
terminalen TEM5-N60 oder im c-terminalen TEM5-AN60 enthalten ist oder vielleicht gar bei
der Spaltung zu TEM5-N60 verloren geht. Nicht nur fur die Charakterisierung der Fragmente,
sondern speziell auch fur weitere funktionelle Fragestellungen war die Klarung dieser Frage
essenziell.

Da sowohl durch Thrombin wie auch durch MMP14 ausreichend c-terminale
Fragmente entstanden, konnte der Versuch einer n-terminalen Sequenzierung mittels
Edman-Abbaus unternommen werden. Nachdem durch Optimierung der Verdau-
bedingungen ausreichend Material gewonnen werden konnte, ergab die n-terminale
Sequenzierung durch die Firma ,Proteome-Factory” (Berlin) die Aminosauresequenz: N'-
LGGGAPG-C’ fur das durch MMP14 prozessierte Fragment und N'-RASRRC-C’ fur das mit
Thrombin prozessierte Fragment.

Sequenzanalysen mit der TEM5-Sequenz analog der ,NCBI-sequence NP_116166“ ergaben,
dass beide Sequenzen nur einmalig vorkommen. Somit konnten die Sequenzen Klar
zugewiesen werden. Fir MMP14 liegt diese Spaltstelle zwischen Prolin 389 und Leuzin 390,
fur Thrombin zwischen Threonin 397 und Arginin 398. Der Abgleich mit der bekannten
Sequenz zeigte einen Abstand der Spaltstelle von 25 Aminosauren fur MMP14 bzw. von 32

Aminoséauren fur Thrombin vom RGD-Motiv in c-terminaler Richtung.
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Daraus folgt gesichert, dass das RGD-Motiv n-terminal der identifizierten Spaltstelle liegen
muss und somit nicht in den c-terminalen Fragmenten gefunden werden kann. Da eine c-
terminale Sequenzierung des TEM5-N60-Fragments technisch nicht in Frage kam, konnte
auf Sequenzebene nicht abschlieRend bewiesen werden, dass das RGD-Motiv Bestandteil
des TEM5-N60 Fragments ist. Funktionelle Daten lieferten jedoch im weiteren Verlauf der
Arbeit Gberzeugende Hinweise dafr.
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Abb. 3
Identifizierung der Spaltstelle von Thrombin und MMP14

(A) Beispiel einer coomassie-gefarbten PVDF-Membran: 60ul mit etwa 3-5ug Probe eines
mittels Vakuum-Zentrifuge volumenreduzierten TEMS5-ECD-Verdaus wurden in einer
speziellen Gelkammer geladen, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und daraufhin auf
eine PVDF-Membran (bertragen. Die entsprechende Bande (TEM5-ECD-C60) wurde
ausgeschnitten und mittels Edman-Abbau sequenziert. (B) Schematische Darstellung der
Hormon-Rezeptor-Domane von TEM5 mit dem Ergebnis der Sequenzierung durch Edman-
Abbau. Die identifizierten Spaltstellen fir MMP14 und Thrombin sind gekennzeichnet (—).
Die Spaltstellen liegen in unmittelbarer Nahe zum RGD-Motiv (RGD).

5.2.4. Klonierung und Mutation der Thrombinspaltstelle
Wie eingangs beschrieben, spielt Thrombin eine entscheidende Rolle in der Blutgerinnnung,

wie auch Tumormetastasierung und -angiogenese. Aus diesem Grund, aber auch well
Thrombin hinsichtlich Handhabung und Effizienz der Prozessierung am besten geeignet
schien, entschied ich mich zunéchst, die Thrombin-Spaltstelle zu verifizieren. Ausgehend
von den vorbestehenden TEMS5-ECD-Expressionskonstrukten mit c- und n-terminalen
Epitoptags wurde eine Punktmutation von Arginin 398, das fur die Spaltung durch Thrombin
als Erkennungsmolekiil entscheidend ist, kloniert. Arginin wurde dabei durch das fur die

Thrombinspaltung unfunktionelle  Glycin ersetzt. Ebenso wurde versucht, eine
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Deletionsmutante - beginnend mit Arginin 398 bis einschlief3lich Arginin 369 - zu klonieren,
um eventuelle sekundéare bzw. alternative Spaltstellen fiir Thrombin zu eliminieren.

Um weitere funktionelle Versuche mit einem hochreinen TEM5-N60-Fragment durchfiihren
zu kénnen, wurde versucht, dieses Fragment - beginnend mit Arginin 398 abwérts zum N-
Terminus - zu klonieren. Diese Konstrukte sollten durch stabile Transfektion in HEK293-
Zellen exprimiert werden. Nach Aufreinigung der Zelliberstande durch anti-FLAG-Agarose
wurde durch SDS-Page mit anschlieBender Coomassie-Farbung und Westernblotanalyse
gegen das FLAG-Epitop gezeigt, dass lediglich die Punktmutante TEM5-ECD-R398G im
Zelliberstand detektierbar exprimiert wurde.

Zuséatzlich wurden mit TEM5-ECD-R398G Prozessierungsversuche durchgefiihrt. Diese
Verdauanséatze wurden wiederum mit Hilfe von Westernblots (Abb. 4) untersucht. Die
Analyse des N-Terminus mittels anti-FLAG-Antikdrper zeigte, dass trotz Punktmutation die
Prozessierung durch Thrombin nicht unterdriickt werden konnte. Es fanden sich anndhernd
identisch grof3e Banden im Westernblot. Somit ergab sich fur die n-terminalen Banden kein
Unterschied zwischen Wildtyp (TEM5-ECD) und Mutante (TEM5-R398G) (Abb. 4A).
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Abb. 4

Westernblotanalyse: Die TEM5-ECD-R398G Mutante wird weiterhin von Thrombin
erkannt und gespalten

Es wurden 10ug/ml Thrombin (=25U) bei 0,2mg/ml Probe eingesetzt. (A) Die TEM5-N60
Fragmente von Wildtyp TEM5-ECD und Mutante TEM5-ECD-R298G sind identisch groR3.
(B) Die c-terminalen Fragmente von TEM5-ECD und TEM5-ECD-R398G unterscheiden
sich um etwa 5 kDa.

AuBerdem konnten auch MMPs, die zur Prozessierung von unmutiertem TEM5-ECD fahig
sind, dieses Mutationskonstrukt prozessieren (Daten nicht gezeigt). Eine interessante
Beobachtung wurde allerdings im Westernblot (Abb. 4B) gegen das c-terminale His-Epitop
gemacht: Das c-terminale Fragment der Mutationsvariante TEM5-ECD-R398G ist beim

Thrombinverdau um etwa 5 kDa grof3er als das Wildtyp-Fragment. Dies deutet darauf hin,
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dass es entweder eine zweite potenzielle Spaltstelle fiir Thrombin geben muss oder dass die
identifizierte Spaltstelle durch sekundére Modifizierung entsteht.

Im Fall, dass die identifizierte Spaltstelle durch sekundare Modifizierung entsteht, mdisste
die primare Spaltstelle ndher am N-Terminus liegen. Da es jedoch in diesem Bereich
mehrere verschiedene Arginine, sowie andere potenzielle Aminoséduresequenzen gibt, die
theoretisch von Thrombin erkannt werden kdnnten, fihrten die Klonierungen nicht zur
exakten Verifizierung der Spaltstelle. Eine Mutation aller denkbaren Spaltstellen erschien zu
artifiziell, um zuverlassige Aussagen zu generieren. Dieses unerwartete Ergebnis flhrte dazu,
dass von weiteren Klonierungen Abstand genommen wurde. Das Vorhandensein des RGD-

Motivs im n-terminalen Fragment musste deshalb tber funktionelle Daten untersucht werden.

5.2.5. Zwei verschiedene Prozessierungswege
Nachdem gezeigt wurde, dass sowohl I6sliche als auch primar membransténdige Proteasen

die extrazellulare Doméne von TEMS5 prozessieren konnen, ergab sich eine weitere
entscheidende Frage zur Charakterisierung der Prozessierung von TEMS5. Findet die
Prozessierung durch Iosliche Proteasen statt oder wird das ,shedding® von
membranstandigem TEM5 auch durch membranstandige Proteasen an der Zelloberflache

induziert?

5.2.6. Losliche Proteasen kénnen TEM5-N60 von der Zelloberflache abspalten
Eine mogliche Hypothese bestand darin, dass losliche Proteasen die Abspaltung von

I6slichen TEM5-Fragmenten direkt von der Zelloberflache vermitteln. Als Vertreter loslicher
Proteasen diente hier wiederum Thrombin. Es wurden zunachst HEK293-Zellen, die nach
stabiler Transfektion TEM5 exprimieren, in 6-Loch-Platten zur Konfluenz gebracht. Das
Medium wurde gewechselt und neues, serumfreies Medium mit Thrombin versetzt. Nach 24
Stunden Inkubation wurden die Uberstande mittels Westernblot (Abb. 5B) gegen das n-
terminale FLAG-Tag analysiert.

Hier zeigte sich, dass l6sliches Thrombin - im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle - die
Abspaltung von TEM5-N60 massiv verstarken konnte. Die Abspaltung von TEM5-ECD
wurde nicht verstarkt, ebenso wurden keine n-terminalen Fragmente von 80kDa-Grole

nachgewiesen.

5.2.7. Membranstandige Proteasen kdnnen TEM5-N60 von der Zelloberflache
abspalten

Von Endothelzellen ist bekannt, dass sie membranstandige Proteasen wie MMP14
exprimieren (Collen, Hanemaaijer et al. 2003; Genis, Galvez et al. 2006). Die Tatsache, dass
MMP14 ebenso wie Thrombin die Prozessierung von léslichem TEM5-ECD zu TEM5-N60

effektiv induzierte, fuhrte zur weiteren Hypothese, dass das ,shedding“ von TEM5-N60 auch

-51-



Ergebnisse

durch membranstéandige Proteasen erfolgen kann. HEK293-Zellen wurden zun&chst mit
membranstandiger MMP14-cDNA stabil transfiziert. Diese HEK293-MMP14-Zellen wurden
transient mit Volllangen TEMS5 oder als Kontrolle mit Vektor-DNA transfiziert und die
Zelliberstande nach entsprechender Inkubationszeit mittels Westernblot analysiert (Abb. 5A).
Im Vergleich zu den vektortransfizierten Zellen zeigte der Westernblot gegen n-terminales
FLAG-Tag bei den MMP4-transfizierten Zellen signifikant mehr TEM5-N60-Fragmente. Somit
konnte auch fir die membranstandige Protease MMP14 nicht nur in vitro, sondern auch in
situ gezeigt werden, dass sie zur Prozessierung von TEMS5 f&hig ist.
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Losliche wie membrangebundene Proteasen kdénnen membranstandiges TEMS5
prozessieren und TEM5-N60 abspalten.

(A) MMP14, als Vertreter von membranstandigen Proteasen, vermittelt das
Abspalten (shedding) von TEM5-N60 von der Zelloberflache. HEK293-Zellen wurden
mit TEM5- und MMP14-Konstrukten kotransfiziert. Das Medium wurde durch
supplementfreies Medium ersetzt und die Zellen fir 24 Stunden inkubiert. Die
Zelluberstande wurden aufkonzentriert und die Zellen lysiert. Die Uberstande und Lysate
wurden mittels Westernblot gegen n-terminale (Flag-Tag) und c-terminale (Myc-Tag)
Epitope analysiert. Die MMP14-Expression wurde in den Lysaten mittels MMP14-Antikorper
im Westernblot nachgewiesen. Die in die Gele geladene Lysatmenge wurde mit anti-3-
Actin-Antikérpern im Westernblot verifiziert.

(B) Auch Thrombin, als Vertreter l6slicher Proteasen, kann TEM5-N60 von der
Zelloberflache abspalten. TEM5 exprimierende HEK293-Zellen wurden in Kultur gebracht.
Das Medium wurde durch supplementfreies (=serumfrei) Medium ersetzt, mit 10ug/ml
Thrombin versetzt und die Zellen fir 24 Stunden inkubiert. Die Zelliberstande wurden
aufkonzentriert und die Zellen lysiert. Die Uberstande und Lysate wurden mittels
Westernblot gegen c-terminale (FLAG-Tag) und c-terminale (Myc-Tag) Epitope analysiert.
Die in die Gele geladene Lysatmenge wurde mit anti-R-Actin-Antikdrpern im Westernblot
verifiziert.
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5.3. Funktionelle Charakterisierung der Fragmente

Von TEM5-N80 war bekannt, dass es mit Integrin av33 interagieren kann (Vallon and Essler
2006). Eine Reihe von funktionellen Versuchen sollte zur weiteren Charakterisierung der
gefundenen Fragmente beitragen. Im Kern stellte sich die Frage, ob die gefundenen TEM5-
Fragmente die geforderten Bedingungen eines funktionellen RGD-Motiv, die von Erkki
Ruoslahti (Ruoslahti 1996) formuliert wurden, erfullen und welches der gefundenen
Fragmente dies in welchem Malie tut. Die erste Bedingung - die Vermittlung von Adh&sion
und Zellausbreitung (,spreading®) durch ein immobilisiertes, funktionelles RGD-Motiv - wurde
mittels verschiedener Adhasionsassays uUberprift. Der Erfullung der zweiten von Ruoslahti

geforderten Bedingung wird in 5.3.4 nachgegangen.

5.3.1. Endothelzellen kénnen auf immobilisiertem TEM5-N60 adhéarieren
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Spaltung von TEM5 durch Proteasen im Falle von

TEM5-N60 in unmittelbarer Nahe zum RGD-Motiv stattfindet. In der meiner Arbeit
vorausgehenden Arbeit (Vallon and Essler 2006) wurde zudem gezeigt, dass TEM5-N80-
Fragmente mit Integrin avlR3 interagieren konnen, und dass das RGD-Motiv dafir
verantwortlich ist. Ich entschied mich deshalb, in HUVEC-Adhéasionsversuchen (Abb.6) alle
bisher bekannten und die neu identifizierten l6slichen TEM5-Fragmente (Abb. 6B) im
direkten Vergleich zu untersuchen. Als Referenz diente der bekannte avR3-Ligand
Vitronectin. Hierbei zeigte sich (Abb. 6A), dass das neu charakterisierte TEM5-N60
signifikant mehr HUVEC-Adhasion (etwa um den Faktor flnf) vermittelte als das bisher
beschriebene TEM5-N80. Die Endothelzell-Adhasion gegen TEM5-N60 betrug dabei etwa
60% derer gegenuber dem Referenzwert der Adhéasion von Vitronectin. Die c-terminalen
Fragmente und die léslichen TEM5-ECD-Fragmente (=sTEMb5) zeigten keinen hoheren
Einfluss auf die Adhéasion als die Negativ-Kontrollen. Dies lieferte dariiber hinaus den ersten
entscheidenden Hinweis, dass das RGD-Motiv im TEM5-N60-Fragment enthalten sein muss.
Zur Bestatigung der Rolle von TEM5-N60 bei der Adhasion von Endothelzellen wurde
zusatzlich zu Negativkontrollen ein monoklonaler Antikérper gegen TEM5 zur Kontrolle der
Spezifitat der Adhasion verwendet. Dieser Antikdrper verminderte signifikant die
Endothelzell-Adh&sion gegen TEM5-N60 (Abb. 6B).
Insgesamt legten diese Daten den Schluss nahe, dass das neu identifizierte TEM5-N60 das
aktivste und biologisch funktionellste TEM5-Fragment sein muss. Aufgrund dessen wurde

dieses Fragment in den Fokus der weiteren Untersuchungen gerutickt.

-54 -



Ergebnisse
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Abb. 6
Immobilisiertes TEM5-N60 vermittelt Endothelzelladh&sion
Jeweils n=3; Mittelwerte: breite Balken; Standardabweichung: schmale Balken.

(A) HUVEC-Adhasion (A1) gegen Vitronectin (Referenz), TEM5-Fragmente (Probe) und als
Leerkontrolle FLAG-Antikorper (=unbehandelt); TEM5-Fragmente. (A2) Westernblot als
Kontrolle der immobilisierten Ldsungen. (*p<0,001 versus Vitronectin; **p<0,01 versus
Vitronectin).

(B) HUVEC-Adhasion gegen TEM5-N60 lasst sich mit einem monoklonalen Antikorper
gegen TEMS effektiv hemmen. (*p<0,001 versus TEM5-N60 ohne Anti-TEM5).
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5.3.2. Konditioniertes Medium von TEM5 und MMP14 kotransfizierten Zellen
vermittelt Endothelzelladhésion

Vorausgehend wurde gezeigt, dass TEM5-N60 auch in situ generiert werden kann (Abb. 5A).
Zum Beweis, dass dieses in situ entstandene Fragment auch funktionell aktiv ist und sich
somit funktionell identisch zum in vitro verdauten TEM5-N60-Fragment verhalt, wurden die
schon beschriebenen Adhasionsassays durchgefihrt.

A B
5 . 1 2 3
@
§ o] ". ~TEM5-ECD
'g 40% 1 * o] . a
5 N b 2
[T R ‘ ' - |
¥ - » TEMS5-N60
2 1
1+ 2 = Zelluberstande 3 = Verdau im zellfreien System
1. 293HEK-TEM5-Vektor 3: TEM5-ECD + MMP14
2: 293HEK-TEM5-MMP14
Abb.7

Konditioniertes Medium von TEM5-MMP14-kotransfizierten Zellen vermittelt
Endothelzelladh&sion. In situ entstandenes TEM5-N60 entspricht dem in vitro
entstandenen TEM5-N60-Fragment.

Jeweils n=3; Mittelwerte: breite Balken; Standardabweichung: schmale Balken; *p<0,001
versus 293HEK-TEM5-MMP14

(A) HUVEC-Adhasion gegen mit TEM5-MMP14-transfizierten (1) und TEMS5-Vektor-
transfizierten (2) Medien. Diese wurden mittels FLAG-Antikdrper selektiv immobilisiert.
HEK293 wurden mit TEM5 und wahlweise MMP14 oder Vektor transfiziert. Das Medium
wurde gewechselt und nach 24 Stunden wurden die Uberstande gesammelt. Die
Uberstande wurden tiber FLAG-Agarose aufgereinigt, eluiert und auf FLAG-beschichteten
Kulturplatten immobilisiert. (B) Die Westernblotanalyse der konditionierten Medien ((1) und
(2)) zeigt zur Kontrolle (3) in vitro mit MMP14 verdautes TEM5-ECD.

Anstelle von in vitro generiertem TEM5-N60 wurde mit konditioniertem Medium von TEM5-
MMP14-kotransfizierten-HEK293-Zellen im Vergleich zu MMP14-vektorkotransfizierten-
HEK293-Zellen Adhasionsassays durchgefiihrt. Dabei (Abb.7) zeigte sich, dass die Adhasion
gegen das immobilisierte und von MMP14-TEM5-HEK293-Zellen konditionierte Medium
funffach héher war als gegen das immobilisierte Medium der Vektorkontrolle. Damit gelang

der Beweis, dass dieses in situ generierte TEM5-N60 ebenfalls funktionell aktiv ist.
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5.3.3. Das RGD-Motiv ist verantwortlich fir die TEM5-N60 vermittelte
Endothelzell-Adhasion an avB3-Intergrin

Es musste nachgewiesen werden, dass das RGD-Motiv im TEM5-N60 enthalten ist.
Zusatzlich sollte Uberprift werden, welches Integrin die Adhéasion von Zellen an TEM5-N60
vermittelt. Hierzu wurden vor dem Adhasionsversuch HUVECs mit zyklischem RGD-Peptid
oder inhibierenden Integrin-Antikorpern inkubiert.

Die Ergebnisse (Abb. 8) zeigen, dass zyklisches RGD-Peptid und Antikérper gegen
das Integrin avB3 die Zelladhasion vollstandig inhibieren. Ebenso wurde die Adhé&sion durch
avR5-Integrin-Antikdrper zu 80% gehemmt. Interessanterweise ergab sich auch eine

signifikante Reduktion der Adh&sion um etwa 50% beim Einsatz von a2-Integrin-Antikérpern.
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Abb. 8

Immobilisiertes TEM5-N60 vermittelt Endothelzelladhdsion vor allem via avB3-
Integrin

Jeweils n=3; Mittelwerte: breite Balken; Standardabweichung: schmale Balken; *p<0,001
versus unbehandelt; **p<0,01 versus unbehandelt

TEM5-N60 wurde mittels FLAG-Antikdrper immobilisiert. HUVECs wurden mit funktions-
blockierenden Integrin-Antikérpern (25ug/ml), zyklischem RGD-Peptid (cCRGD; 50uM) fiir 30
Minuten inkubiert oder unbehandelt gelassen. Im Anschluss wurden die Zellen auf dem
immobilisierten TEM5-N60 ausgesat und die Adhasion quantifiziert.
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5.3.4. Losliches TEM5-N60 wirkt antagonistisch gegeniiber dem avR3-
Liganden Vitronectin und reduziert die Endothelzellmigration

Errki Ruoslahti (Ruoslahti 1996) stellt als zweite Bedingung an ein funktionelles RGD-Motiv,

dass es in L6sung antagonistisch zu Integrin-Liganden wirken muss. Um diese Bedingung zu

Uberprifen, wurden ,Wound-Healing-Assays“ (Abb.9) durchgefiihrt. Dazu wurden HUVECs

auf verschiedenen Liganden ausgesét. Nachdem sich eine Endothelzellschicht gebildet hatte,

wurde diese definiert verletzt. Auf dem avf33-Liganden Vitronectin wird die HUVEC-Migration
beim Wundverschluss durch I8sliches TEM5-N60 deutlich vermindert (Abb. 9A). TEM5-ECD
zeigt im direkten Vergleich zur unbehandelten Kontrolle jedoch keinen Effekt auf die

Migration. Die Migration auf den Integrin-Liganden Kollagen | (a131, o231, a3R1) und
Fibronectin (a5R1) wurde weder von TEM5-N60 noch TEM5-ECD beeinflusst (Abb. 9 B-D).

Lésliches TEM5-N60
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inhibiert die Endothelzellmigration auf dem avB3-Liganden

Jeweils n=3; Mittelwerte: Datenpunkte; Standardabweichung: schmale Balken; *p<0,05 versus
unbehandelt; **p<0,02 versus unbehandelt

HUVECSs wurden in Opti-MEM | mit 50ng/ml VEGF versetzt und auf immobilisiertem Vitronectin
(A), Fibronectin (B), Kollagen | (C) und Matrigel (D) ausgesét. Es folgte eine Inkubation von 16
Stunden bis zur Konfluenz. Die Endothelzellschicht wurde mit einer Pipette verletzt und das
Medium durch Opti-MEM | (+50ng/ml VEGF) ersetzt. Das Medium wurde entweder mit je
10ug/ml TEM5-ECD oder TEM5-N60 versetzt oder unbehandelt gelassen. Die Migration wurde

zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen.
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6. Diskussion

TEM5 konnte als Marker von Tumorgefaf3en vielfaltige klinische Einsatzmoglichkeiten
erdffnen. Denkbar ware einerseits eine Verwendung als prognostischer Tumormarker,
andererseits - aufgrund seiner membranstdndigen Eigenschaften — ein Einsatz als
Zielstruktur  fur zielgerichtete Angiogenese-Bildgebung. Auch als therapeutischer
Angriffspunkt fir selektive Pharmaka konnte TEMS5 fungieren.

Allerdings muss, um diese Mdglichkeiten besser ausloten zu kdnnen, mehr Uber dieses
Protein in Erfahrung gebracht werden. Im Folgenden sollen zunadchst extrazellulare
Vorgange und Modifikationen dieses Molekils sowie mdogliche Auswirkungen dieser

Veranderungen auf die biologische Funktion beschrieben werden.

6.1. Die Biologie der extrazellularen Anteile von TEM5

6.1.1. TEMS5 kann extrazellular modifiziert werden
Bislang ist bekannt, dass MMP9 von TEM5 ein 80kDa grof3es, n-terminales Fragment

abspalten kann (Vallon and Essler 2006). Von MMP9-prozessierten TEM5-Fragmenten und
von diesen Fragmenten abgeleiteten, klonierten TEM5-N80-Konstrukten ist ferner eine
Interaktion mit Integrinen bekannt. So nimmt man an, dass das in TEM5 enthaltene RGD-
Motiv kryptisch ist und durch Proteolyse dekryptiert werden kann. Zu Beginn dieser Arbeit
wurde daher eine grof3e Zahl aus der Literatur bekannter Vertreter von Dekryptasen (Roy,
Zhang et al. 2006) getestet. Zu diesen zéhlen die bekannten Hauptdekryptasen MMP2 und
MMP14 sowie weitere Metallomatrixproteasen (Hanemaaijer, Koolwijk et al. 1993; Egeblad
and Werb 2002; Mott and Werb 2004; Roy, Zhang et al. 2006). Aber auch Serinproteasen
wie Thrombin und Plasmin oder Cathepsin-Proteasen wie Cathepsin B (van Hinsbergh,
Engelse et al. 2006) werden zu den Dekryptasen gerechnet.

Diese Arbeit zeigt, dass verschiedene Proteasen TEM5 extrazellular zu verschiedenen
Fragmenten prozessieren kénnen. Aufl3er den bekannten n-terminalen 80kDa-Fragmenten
(Vallon and Essler 2006) wurde ein weiteres n-teminales, 60kDa grof3es Fragment gefunden.
Um die Bezeichnungen zu vereinheitlichen, wurden Fragmente ihrer Gré3e und ihres n-
terminalen oder c-terminalen Ursprungs entsprechend benannt. Dieser Diktion folgend wurde
das bekannte 80kDa grol3e ppsTEMS in dieser Arbeit in TEM5-N80 umbenannt.

Die Extrazellulardoméne (TEM5-ECD) wurde lediglich von MMP1 selektiv zu einem TEM5-
N80-Fragment prozessiert. Durch Prozessierung mit MMP2 und 8 entstanden unselektiv und
in geringerem MaRRe TEM5-N80 und TEM5-N60. Die bereits beschriebene Prozessierung mit
MMP9 (Vallon and Essler 2006) war ebenfalls weit weniger selektiv und zeigte als Resultat
eine fast gleichwertige Entstehung von TEM5-N80- (ppsTEMS5) und TEM5-N60-Fragmenten.
Thrombin und MMP14 erwiesen sich dagegen als potente Proteasen fiir die selektive

Prozessierung von TEM5-ECD zu TEM5-NG60. Als erstes Ergebnis dieser Arbeit konnten also
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TEM5-N8O0 als bereits bekanntes Fragment (Vallon and Essler 2006) reproduziert und TEMS5-
N60 als neues Fragment eindeutig identifiziert werden. Diese Fragmente galt es naher zu
charakterisieren.

6.1.2. TEM5-NG60 ist funktionell aktiv
Alle gefundenen, extrazellularen Fragmente - darunter auch die c-terminalen Gegenstucke

zu den benannten n-terminalen Fragmenten - wurden hinsichtlich ihrer Funktion untersucht.
Nur von TEMb5-N60 konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es funktionell mit
Endothelzellen interagieren kann. Zwar vermittelte TEMS5-N80, wie beschrieben, auch
Endothelzelladhé&sion, jedoch war diese vergleichsweise gering. Mit den gefundenen TEM5-
N60-Fragmenten hingegen war eine quantitative Endothelzelladh&sion von bis zu 60% des
Referenz-Integrin-Liganden Vitronectin moglich. Einschrankend muss erwdhnt werden, dass
- wie im Methoden- und Ergebnisteil beschrieben - fiir diese Versuche nur Verdaue mit
einem reinen TEM5-N60-Anteil von etwa 50 - 60% eingesetzt werden konnten. Wenn es
gelingt, TEM5-N60 in Reinform herzustellen, sind sicherlich hdhere Prozentwerte im
Vergleich zum Referenzwert denkbar. Es schien daher gerechtfertigt, sich im weiteren
Verlauf der Arbeit hauptsachlich auf das TEM5-N60-Fragment zu konzentrieren, da weder

TEM5-N80, noch ein anderes Fragment eine vergleichbare Funktionalitéat zeigte.

6.1.3. Das RGD-Motiv wird in TEM5-N60 freigelegt und ist fir die
Endothelzellinteraktion verantwortlich

Geht man von Berechnungen Uber das Molekulargewicht aus, musste die Schnittstelle bei
TEM5-N80 in etwa 200 Aminosauren Abstand vom RGD-Motiv liegen. Fir TEM5-N60 konnte
diese Berechnung, bezogen auf die genaue Lage des RGD-Motivs, nicht mit ausreichender
Sicherheit angestellt werden. Da die RGD-Sequenz in unmittelbarer Nachbarschaft zur
Schnittstelle vermutet werden muss, ist ein solcher Schatzwert zu ungenau.

Zur Klarung wurden die c-terminalen Gegenstiicke (TEM5-C60) zu den, sowohl durch
MMP14 als auch durch Thrombin entstandenen TEM5-N60-Fragmenten, Gber Edman-Abbau
sequenziert. Fur beide Fragmente ergab sich, dass die Spaltstelle sehr nahe — 25 (MMP14)
bzw. 32 (Thrombin) Aminosauren - am RGD-Motiv liegen muss. Das RGD-Moativ ist folglich
nicht in der c-terminalen ,Halfte* (TEM5-C60) zu finden. Es lag nahe, dass das RGD-Motiv
im n-terminalen Fragment liegen musste. Klonierungsversuche mit Punktmutation zur
Verifizierung der Spaltstelle schlugen zunachst fehl. Sie zeigten jedoch, dass es entweder
zwei Spaltstellen in enger Nachbarschaft geben muss oder dass die identifizierte Spaltstelle
lediglich das Ergebnis einer sekundaren Modifikation des c-terminalen Fragments ist. Die
zweite Hypothese erscheint deshalb wahrscheinlicher, weil sich die n-terminalen Banden von
TEM5-N60 fur Wildtyp und Mutante nicht unterscheiden, wohl aber die c-terminalen Banden
fur die entstandenen TEM5-C60-Fragmente. Demnach kénnte die primare Spaltstelle in noch

engerer Nachbarschaft zum RGD-Motiv zu finden sein. Der identifizierte, tbrig gebliebene C-
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Terminus von TEM5-C60 entstinde dabei als Produkt einer geringflgigen, sekundaren
Modifizierung der eigentlichen Spaltstelle.
Es lag durchaus im Bereich des Mdglichen, dass bei diesen Prozessierungsschritten das
RGD-Motiv auch zerstort werden konnte. Dies auszuschliel3en galt es zu beweisen.
Von Osteopontin, das ebenfalls ein RGD-Motiv trAgt und von Thrombin gespalten wird, ist
bekannt, dass diese Spaltung in engster Nachbarschaft - im Abstand von nur funf
Aminosauren - zum RGD-Motiv stattfindet (Senger, Perruzzi et al. 1989; Smith, Cheung et al.
1996; Smith and Giachelli 1998). Diese Spaltung versetzt Osteopontin in die Lage, mit
diversen Integrinen zu interagieren. Da eine n-terminale Sequenzierung des TEM5-N60-
Fragments nicht in Frage kam, musste auf andere Weise geklart werden, ob das RGD-Motiv
im TEM5-N60-Fragment weiterhin enthalten ist.
Diese Alternative bestand in diversen funktionellen Versuchen. Es wurde gezeigt, dass die
Endothelzell-Interaktion von TEM5-N60 Uber Integrine vermittelt wird. Zyklisches RGD-
Peptid (cRGD) kann diese Interaktion nahezu vollstdndig unterbinden. Die komplette
Inhibition durch cRGD beweist das Vorhandensein des RGD-Motivs im TEM-N60-Fragment.
Es muss allerdings eingerdumt werden, dass die Spaltstelle in der
Hormonrezeptordoméane zwar nicht exakt gefunden, jedoch stark eingegrenzt werden konnte.
N-terminal von der Spaltstelle befindet sich das RGD-Motiv, c-terminal legt die identifizierte
Sequenz den Rahmen fest. Die primdre Spaltstelle kann nur zwischen diesen beiden
Fixpunkten liegen. Sie ist damit auf 25 Aminosauren genau einzugrenzen. Obwonhl Uber die
Sequenz eine noch exaktere Identifizierung der Spaltstelle mdglich ware, steht in diesem Fall
ein enormer Aufwand einem nur geringen Wissensgewinn gegentber.
Neben der genauen Identifizierung der Spaltstelle ist es von groRer Bedeutung, dass der
Beweis erbracht werden konnte, dass das RGD-Motiv in TEM5 tatsachlich kryptisch und
funktionell ist. TEM5-N60 zeigte im Gegensatz zum unprozessierten TEM5-ECD eine starke
Affinitdat zu RGD-bindenden Integrinen. Zudem vermittelt es, wenn es immobilisiert ist,
Endothelzelladhasion. Damit steht TEM5 (ber sein N60-Fragment in einer Reihe von
bekannten Proteinen wie Vitronectin (Seiffert and Smith 1997), Thrombospondin (Hotchkiss,
Matthias et al. 1998) oder Osteopontin (Senger, Perruzzi et al. 1994), deren kryptische RGD-
Motive durch Proteolyse freigelegt und dadurch aktiviert werden.
Obwonhl diese Interaktion fir das MMP9-prozessierte TEM5-N80 bereits thematisiert wurde
(Vallon and Essler 2006), weist die vorliegende Arbeit nach, dass die Dekryptierung bei
TEM5-N60 noch bei weitem noch ausgepragter ist. Die Annahme, dass TEM5-N80 nur ein
Zwischenprodukt auf dem Prozessierungsweg zu TEM5-N60 ist, konnte jedoch widerlegt
werden. TEM5-N80 und TEM5-N60 stellen jeweils eigenstandige Fragmente dar. TEM5-N80
ist jedoch im Vergleich zu TEM5-N60 beztiglich der Vermittlung von Signalen liber das RGD-

Motiv nur als untergeordnet zu betrachten.
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RGD-Motive vermitteln ihre Funktionen Uber Integrine (Ruoslahti 1996). Jedes RGD-
tragende Protein weist jedoch ein eigenes Spektrum von Integrinen auf, mit denen es
interagieren kann (Ruoslahti and Pierschbacher 1987). Dies mag darauf zuriickgehen, dass
das RGD-Motiv direkt an die 3-Untereinheit des Integrins binden kann. Die a-Untereinheit
hingegen vermittelt die Interaktion mit den sekund&ren Strukturen eines RGD-tragenden
Proteins und ist somit fir die Spezifitit am Rezeptor verantwortlich (Takagi 2004). Aus der
zu TEM5-N8O0 bereits erschienenen Veroffentlichung (Vallon and Essler 2006) ist bekannt,
dass dieses Fragment Uber RGD-Motiv und Integrinvermittiung Endothelzellen zur Adhasion
bringen kann. Besonders Integrin av33, in geringerem Male auch Integrin avi35, konnte fur
diese Adhéasion verantwortlich gemacht werden. Es stellte sich die Frage, ob und Uber
welche Integrine  TEM5-N60 mit Endothelzellen in Kontakt treten kann und ob es
Unterschiede zu TEM5-N8O gibt.

6.1.4. TEM5-N60 erfullt verschiedene Anforderungen an ein Protein mit
funktionellem RGD-Motiv

Ruoslahti und Pierschbacher, auf deren Arbeiten die meisten grundlegenden Erkenntnisse
Uber das RGD-Motiv beruhen, stellen mehrere Bedingungen an ein funktionelles, RGD-
haltiges Protein (Ruoslahti and Pierschbacher 1987; Ruoslahti 1996; Ruoslahti 2002).

Diese Molekille interagieren mit verschiedenen Integrinen und vermitteln, wenn sie
immobilisiert vorkommen, Zelladh&sion und —uberleben.

Wenn sie aber in Losung vorkommen, vermitteln sie eine antagonistische Wirkung auf
Integrine (Hynes 2002).

TEM5-N60 wurde auf diese Bedingungen hin untersucht. Zunachst wurde gezeigt, dass die
Endothelzelladhdsion von TEM5-N60 Uber das RGD-Motiv vermittelt wird. Darin
unterscheiden sich die Ergebnisse zum TEM5-N60-Fragment nicht von den bekannten
Erkenntnissen (Vallon and Essler 2006) zum TEM5-N80-Fragment. Jedoch entsprechend
der These, dass neben dem RGD-Motiv Sekundar- und Tertiarstrukturen fur die Selektivitat
der Integrin-Bindung verantwortlich sind (Takagi 2004), fanden sich Gemeinsamkeiten und
Unterschiede im Integrin-Erkennungsmuster von TEM5-N60 und dem groéfReren TEM5-N8O.
Beide Fragmente vermitteln einen Grofteil ihrer Funktion Uber av-Integrine, wobei sie
besonders lber das flir angiogene Endothelzellen spezifische avl33-Integrin interagieren.
TEM5-N60 hat aber, anders als TEM5-N80, zusatzlich eine stark ausgepragte Wirkung tber
das avl35-Integrin. Inhibierende Antikorper gegen a2-Integrin zeigten auflerdem den
erstaunlichen Effekt einer Reduktion der durch TEM5-N60-vermittelten Endothelzelladh&asion
um etwa 50%. Da das a2-Integrin zur Gruppe der Kollagen- und nicht der RGD-Rezeptoren
gehort, ist unklar, Gber welche Erkennungssequenz diese Interaktion ablauft. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde diese Frage nicht weiter abgeklart, doch weitere Untersuchungen

kénnten diesbeziglich folgen.
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Far Vitronectin, Fibrinogen, Osteopontin, von Willebrand Faktor und Thrombospondin, die
alle ein RGD-Motiv tragen, ist die Interaktion mit avl33 und auch av35 beschrieben (Hynes
2002). TEM5-N60 erfillt somit diese erste Bedingung an ein funktionelles, RGD-haltiges
Protein und reiht sich in die Reihe der genannten und gut untersuchten Proteine ein.

Die genannte zweite Bedingung erfullt TEM5-N60 ebenfalls. Ldsliches TEM5-N60 konnte die
Endothelzellmigration auf einem potenten av33-Liganden (Vitronectin) deutlich verringern. Im
Wound-Healing-Assay mit definierter Wunde zeigte sich, dass unprozessiertes TEM5-ECD
keinerlei Einfluss auf die Endothelzellmigration hatte. Weder TEM5-ECD noch TEM5-N60
zeigten Wirkung auf die Endothelzellmigration auf Liganden anderer Integrine. Daher kann
das losliche TEM5-N60-Fragment als selektiver Antagonist von av33-Integrinen angesehen
werden.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass TEM5-N60 sowohl immobilisiert als auch
I6slich auf Integrine einwirken kann. Von TEMS5-N60 ist anzunehmen, dass es an die
extrazellulare Matrix und Glykosaminoglykane binden kann. Fur TEM5-ECD und TEM5-N80
konnte sowohl die LRR-, als auch die 1G-Doméne als entscheidend fir die
Glykosaminbindung identifiziert werden (Vallon and Essler 2006). Diese beiden Doméanen
sind ebenfalls unverandert in TEM5-N60 enthalten. Sie werden von der Prozessierung in
keiner Weise berihrt. In derartig gebundener Form kénnte TEM5-N60 eine potente Rolle als
Integrinagonist zugeschrieben werden.

Aber auch als Antagonist konnte TEM5-N60 fungieren. Es ist bekannt, dass unligierte
Integrine oder Integrine, die mit I6slichen Antagonisten besetzt sind, Apoptosewege
induzieren kdnnen (Stupack, Puente et al. 2001; Hynes 2002). TEM5-N60 kdnnte, wenn es
I6slich vorkommt, in dieser Weise Apoptose induzierend wirken.

Die Funktionen von Integrin av33 sind nach aktuellem Forschungsstand ambivalent als pro-
und kontra-angiogen, sowie als pro- und kontra-apoptotisch beschrieben (Hynes 2002).

TEM5-N60 konnte - I6slich oder gebunden — ebenso ambivalent mit Integrinen interagieren.

6.1.5. Verschiedene extrazellulare Prozessierungswege von TEM5
Aus den In-vitro-Prozessierungsversuchen ist festzuhalten, dass das vorbeschriebene

TEM5-N80-Fragment reproduziert werden konnte. Klarer als die beschriebene Protease
MMP9 (Vallon and Essler 2006) konnte jedoch MMPL1 als Protease identifiziert werden, die
diese Prozessierung deutlicher selektiver vermittelt.

Als neue Erkenntnis konnte gewonnen werden, dass der extrazellulare Anteil von TEM5
(TEM5-ECD) vor allem von der I6slichen Protease Thrombin und der membranstandigen
Protease MMP14 im Bereich der Hormonrezeptordoméne zu je zwei, etwa 60kDa groR3en,
Fragmenten gespalten wird. Die c-terminalen Fragmente sind Uber die Sequenzierung gut
identifiziert und eingegrenzt. Bei den n-terminalen Fragmenten konnte die Charakterisierung

Uber die Sequenz nicht exakt erfolgen.
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Die Frage, welche Protease fur die Prozessierung von TEM5-N60 verantwortlich ist, konnte
in dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden. In bisher unveréffentlichten Daten
unserer Arbeitsgruppe wurde (durch Dr. Mario Vallon) gezeigt, dass der MMP-Inhibitor
GM6001 das endogene ,shedding” von TEM5-N60 in TEM5-transfizierten HUVECSs reduziert.
Diese Beobachtung macht deutlich, dass das TEM5-N60-shedding zumindest in diesem
Ansatz tiber endogene MMPs lauft.
Nachgewiesen werden konnte in dieser Arbeit jedoch, dass potenziell viele Proteasen TEM5
prozessieren konnen. So ist es denkbar, dass in unterschiedlichen In-vivo-Situationen
mehrere Proteasen fir diesen Schritt verantwortlich sein kbnnen.
In den Vorarbeiten (Vallon and Essler 2006) wurde gezeigt, dass die extrazellulare Domane
von TEM5 (TEM5-ECD) an ihrer GPS sezerniert werden kann und dadurch 16slich neben
membrangebundenen Volllangen-TEM5 vorkommt. Vermutlich wird dieses losliche TEM5-
Fragment von loslichen Proteasen erkannt und zu weiteren Fragmenten prozessiert. Die
Ergebnisse dieser Arbeit mit Ioslichen Proteasen in vitro stiitzen diese These. Fir einige
I6sliche Proteine der extrazellularen Matrix, zum Beispiel Vitronectin (Seiffert and Smith
1997), oder im Plasma vorkommende Proteine wie Osteopontin (Senger, Perruzzi et al. 1994)
sind solche Aktivierungswege bekannt.
In der vorliegenden Arbeit konnten in situ am Beispiel von MMP14 und Thrombin Uberdies
zwei weitere potenzielle Prozessierungswege aufgezeigt werden.
Es ist moglich, dass extrazellulare TEM5-Fragmente direkt vom membrangebundenen
Volllangenprotein an der Zelloberflache abgespalten werden. MMP14 kann an der
migratorischen Front von Endothelzellen akkumulieren und dort eine hohe proteolytische
Aktivitat entwickeln (Galvez, Matias-Roman et al. 2002). MMP14 ist fur das ,shedding“ von
Oberflachenmolekilen wie Syndecan, Semaphorin 4D oder CD44 (Belkin, Akimov et al.
2001; Kajita, Itoh et al. 2001; Deryugina, Ratnikov et al. 2002) verantwortlich und in
Endothelzellen hochexpressiv. Fir diese Arbeit wurde im Zellmodell mit HEK293-Zellen eine
In-situ-Situation durch Doppeltransfektion von MMP14 und membranstandigem Volllangen-
TEMS hergestellt. Hier zeigte sich eindeutig, dass TEM5-N60 von der Zellmembran direkt
abgespalten und in Folge als I6sliches Fragment im Uberstand gefunden werden kann.
Membranstandige Proteasen sind in der Lage, TEM5-N60-shedding direkt zu induzieren.
MMP14 wurde als der wichtigste Vertreter membranstandiger Proteasen ausgewahlt. Es darf
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere primar-membranstandige (wie die
restlichen Vertreter der MT-MMPs) oder sekundar-membranassoziierte Proteasen zu
diesem Schritt fahig sind.

Darliber hinaus konnte noch ein weiterer Weg der extrazellularen Prozessierung von
membranstandigen TEMS5 identifiziert werden. Thrombin kann direkt membranstandige

GPCRs erkennen und sie durch Abspaltung von Fragmenten proteolytisch modifizieren. Die
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Abspaltung eines n-terminalen Fragments fihrt bei PAR-1, dem Thrombinrezeptor auf
Endothelzellen, zu dessen Aktivierung (Macfarlane, Seatter et al. 2001; Leger, Covic et al.
2006; Moser 2008). Aufgrund dieser Tatsache - TEMS5 ist ein GPCR-Protein - bot es sich an,
Thrombin, das in vitro eine effektive Prozessierung von Iéslichem TEM5-ECD vermittelt hatte,
auch in situ zu testen.

Wie schon membranstandiges MMP14 konnte auch I8sliches Thrombin TEM5-N60 direkt
von der Zellmembran abspalten. Im Zelliberstand fanden sich in der Westernblot-Analyse
TEM5-N60-Fragmente. Im Zell-Lysat zeigten sich die entsprechenden membranstandigen
TEM5-ANG60-Fragmente als Gegenstlicke. Interessant ist, ob in diesem Fall, wie auch bei
PAR-1, eine Signalkaskade durch TEM5 aktiviert wird. Diese Fragestellung war jedoch nicht
Gegenstand dieser Arbeit.

Drei Modifizierungswege fir extrazellulare TEM5-Anteile wurden aufgezeigt. Die
Kenntnis der einzelnen Fragmente und ihrer Funktion sind wichtige Grundlagen fir das
Verstandnis der Zielstrukturen, die TEM5 diagnostisch und therapeutisch bieten kdnnte. Die
Modifizierungen des Antigens missen beispielsweise bei der Gestaltung und Planung von
Antikérpern oder anderen ,Tracern“ gegen membranstdndiges TEM5 beriicksichtigt werden.
Nicht nur die membranstandigen TEM5-Anteile sind interessant. Zudem ist es interessant zu

wissen, welche Funktionen die verschiedenen l6slichen Anteile innehaben.
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6.2. Bedeutung der Ergebnisse

6.2.1. Bedeutung der Ergebnisse fiir die TEM5-Biologie
Beide Fragmente - TEM5-N80 und TEM5-N60 - wurden bisher weder in Analysen von

Angiogeneseassays noch in vivo in Tumormaterial beschrieben. Dies kann verschiedene
Grunde haben. Vor dieser Arbeit waren nur die Abspaltung der extrazellularen Doméane und
ihre mogliche Interaktion mit der extrazellularen Matrix bekannt und es gab nur Hinweise auf
mogliche funktionelle Fragmente (Vallon and Essler 2006). Die vorliegende Arbeit beschaftigt
sich erstmals mit dem Vorhandensein und der Funktion dieser Fragmente. Die Kenntnis
dieser Fragmente und deren mdgliche Funktionen kdnnte bei zukinftigen Untersuchungen
den Fokus auf das Vorhandensein eben dieser Fragmente in vivo lenken.

Im Jahr 2010 wurden erste Ergebnisse zur Regulation der Expression von TEM5
veroffentlicht (Vallon, Rohde et al. 2010). Diese zeigen, dass TEM5 erst in der Spatphase
der Angiogenese hochreguliert wird. In dieser Phase vermittelt das unprozessierte,
membranstandige Volllangen-TEM5 Kontaktinhibition durch die Interaktion mit einem bisher
nicht identifizierten Liganden. Dadurch wird die weitere Proliferation von Endothelzellen in
einer frihen Phase der Kapillarentstehung gestoppt. Ob die extrazellularen TEMS5-
Fragmente dabei eine Rolle spielen und wenn welche, ist unklar.

Ausgehend von der Tatsache, dass TEM5 in der Spatphase der GefalRentstehung
hochreguliert wird und dort inhibitorischen Charakter hat, kénnen verschiedene Hypothesen
zur Funktion der extrazellularen Modifikationen und der dabei entstehenden Fragmente in
Betracht gezogen werden.

Als erste Hypothese stelle ich eine konsensuell-inhibitorische Funktion von
unprozessiertem, membrangebundenen TEMS5 und dem TEMS5-N60-Fragment zur
Diskussion (Abb.10; Modell 1). Bericksichtigt man die Ergebnisse, welche zeigen, dass
membrangebundenes TEM5 Kontaktinhibition vermittelt (Vallon, Rohde et al. 2010), kdnnte
dem TEM5-N60-Fragment eine Rolle als I6éslicher Integrinantagonist zugeschrieben werden.
TEM5-N60 konnte von der Zelloberflache durch Proteasen, die in dieser Phase der
Angiogenese auftreten, abgespalten werden. Gesetzt den Fall, dass TEM5 nicht von einem
Bindungspartner im extrazellularen Raum immobilisiert wird, kénnte das Fragment lber sein
freigelegtes RGD-Motiv an Integrine binden. Als I6slicher Integrinantagonist wiirde es anti-
migratorisch oder sogar pro-apoptotisch auf Endothelzellen mit freien Integrinliganden wirken.
Dies umso mehr, als - wie eingangs beschrieben - Endothelzellen in der Zeit des ,vascular
pruning“ besonders anfallig fir apoptotische Stimuli sind. Membrangebundenes TEM5 und
seine TEM5-N60-Fragmente hatten somit eine konsensuelle, stabilisierende Wirkung auf die

Spatphase der Angiogenese.
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Kontaktinhibition

i \

Durch léslichen
Liganden
antagonisiertes
avl3-Integrin

Endothelzelle ﬂ' avii3-integrin
Q TEMS
Protease
D o560
\ TEMS5-Ligand
Abb. 10

Modell 1: Hypothetisches Modell fiir die TEMS5-Interaktion mit Endothelzellen bei der
Angiogenese.

Links: Membrangebundenes TEM5 vermittelt Kontakt-Inhibition (=) wenn es mit seinem
Liganden interagiert (Vallon, Rohde et al. 2010).

Rechts: Hypothese zur konsensuell-inhibierenden Wirkung von membrangebundenen
TEM5 und loslichem TEM5-N60. Uber lIdsliches TEM5-N60 wird iber Integrine ein
inhibierendes Signal (=) an die Zelle Ubermittelt.

Alternativ zur ersten Hypothese bringe ich ferner eine konsensuell-proangiogene
Funktion von TEM5-N60 ins Spiel (Abb. 11; Modell 2). Gleichrangig mit den negativ
regulatorischen Wirkungen kénnen auch proangiogene Wirkungen aus den Ergebnissen
dieser Arbeit postuliert werden. Es wurde gezeigt (Vallon, Rohde et al. 2010), dass l6sliches
TEM5-ECD im Uberschuss die kontaktinhibitorische Funktion von membrangebundenem
TEMS5 antagonisieren kann. Analog dieser Wirkung konnte Uber TEM5-N60-Fragmente, die
an der extrazellularen Matrix verankert sind, integrinvermittelt das Uberleben der

apoptosegefahrdeten Endothelzellen gewahrleistet werden.
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Abb. 11

Modell 2: Hypothetisches Modell fir die TEM5-Interaktion mit Endothelzellen bei
der Angiogenese.

Links: Nach Proteolyse an ihrer GPS bindet die I6sliche Extrazellulardomane (TEM5-ECD)
an den Liganden von TEM5. Dadurch wird eine Bindung von membrangebundenen TEM5
an den Liganden (=) verhindert. Eine TEM5 vermittelte Kontaktinhibition findet nicht mehr
statt (Vallon, Rohde et al. 2010).

Rechts: TEM5-ECD und TEM5-N60 wirken konsensuell proangiogen. TEM5-N60 wird von
der Zelloberflache abgespalten oder sekundar aus TEMS5-ECD prozessiert. Daraufhin
bindet es an die extrazellulare Matrix und fungiert als Integrin-Agonist. Dadurch erhalt die
Zelle positiv regulierende, proangiogene Signale (=2).

Die Frage, ob und in welcher Weise die extrazellularen Modifizierungen die Interaktion von
membranstandigem TEM5 mit seinen Liganden beeinflusst, ist eine weitere Uberlegung wert.
Hierzu lasst sich allerdings aus den Ergebnissen dieser Arbeit keine klare Hypothese
ableiten. Die hier angefiihrten Hypothesen sind spekulativ. Fihrt man diese Gedanken
jedoch weiter, so sind auch Kombinationen dieser Uberlegungen denkbar.
Das Wissen um die Regulation von TEM5 eroffnet zudem eine gezieltere Suche nach
Proteasen, die in der Spéatphase der Angiogenese exprimiert werden.

In vitro wird es auf experimentellem Weg schwierig sein, physiologische Konditionen
nachzustellen, in denen sowohl TEM5 als auch die entsprechenden Proteasen hochreguliert

sind. Diese Arbeit konnte auRerdem mehrere mdgliche Prozessierungswege aufzeigen. Dies
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wird die Identifizierung zusétzlich erschweren. Der Fokus der kiinftigen Untersuchung sollte
sich daher bevorzugt mehr auf den Nachweis der Fragmente in vivo und die Klarung ihrer
Funktion richten.

6.3. Klinische Bedeutung
Es wurde thematisiert, dass die Kenntnis der Zielstrukturen essenziell fur die Planung und

Gestaltung von molekularen Markern und Pharmaka sind. Diese Arbeit tragt dazu bei, die
extrazellularen Vorgange von TEMS5 besser zu verstehen und Klarheit Uber mdgliche,
anzuvisierende Strukturen zu erhalten.

Eine mogliche Anwendung von monoklonalen Antikdrpern zur Aufhebung von TEM5-N60-
vermittelter Endothelzelladhdsion wurde in dieser Arbeit dargestellt (Abb. 6B). Das muss
jedoch angesichts der unklaren In-vivo-Funktion von TEM5-N60 kritisch gesehen werden.
Die neuen Erkenntnisse zur Funktion von TEMS5 in der Kontaktinhibition (Vallon, Rohde et al.
2010) lassen diese Zurickhaltung gerechtfertigt erscheinen. Denn dort vermittelte der
identische monoklonale Antikorper eine Hemmung der eigentlich wiinschenswerten
stabilisierenden Kontakthemmung.

Wenn man sich nicht nur auf TEM5 als Zielstruktur konzentriert, dirften sich weitere
Anwendungsgebiete aus den Ergebnissen dieser Arbeit im TEM5-N60-Fragment erdffnen.
Da TEM5-NG60 ein neuer und potenter Ligand von Integrin avB3ist, konnte dieses Fragment
mdglicherweise auch als molekularen ,Tracer® fur die Diagnostik oder Therapie von
Tumorerkrankungen eingesetzt werden und je nach Funktion regulierend als Agonist oder
Antagonist in die Angiogenese eingreifen. In dieser Hinsicht ist auch an einen Einsatz bei
pathologischen, nicht tumorbedingten Gefafl3neubildungen zu denken. Um diese Potenziale
auszuloten, mussten allerdings Biodistributionsstudien von TEMS5-N60 in verschiedenen
biologischen Modellorganismen durchgefihrt werden.

Durch die vorliegende Arbeit konnten neue Fragmente von TEMS identifiziert und
wichtige Wesensmerkmale charakterisiert werden. Es war nicht mdglich, alle in der
Aufgabenstellung enthaltenen Fragen zur Génze zu beantworten. Zudem wirft jedes
erreichte Ergebnis wiederum weitere Fragen auf. Dennoch hoffe ich, dass meine Arbeit zu
TEM5 zum Verstandnis seiner Funktionen bei der Angiogenese beitrédgt und helfen wird,
seine Potenziale fir eine eventuell kinftig realisierbare Kklinische Anwendung besser

einschatzen und nutzen zu kdnnen.
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7. Anhang

7.1. Abbildungen
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Abb. modifiziert nach Vallon, M, 2006 (Vallon and Essler 2006)

Abb. 1

Schematische Abbildung der fiir diese Arbeit von Dr. Mario Vallon zur Verfiigung gestellten
verwendeten TEM5-Konstrukte. Beide Konstrukte sind n-terminal mit einem 3xFLAG-Tag
versehen. C-terminal wurde beim Volllangenkonstrukt TEM5 (A) ein Myc-Tag angehéangt,
beim I6slichen TEM5-ECD (B) ein 6xHis-Tag.

SP: Signalpeptid; ECD: Extracellular domain; TMD: transmembrane domain;

ICD: intracellular domain; LRR: leucin-rich-repeat; LRRCT: LRR-c-terminus;
IG: immunglobulin-domain; HormR: hormone-receptor-domain; GPS: G/GPS, GPCR
proteolysis site; RGD: Arginin-Glycin-Aspartat
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W | —TEM5-ECD

Abb. 2

Kontrolle der Aufreinigung von HEK293-TEM5-ECD-Uberstanden mittels FLAG-Agarose;
Coomassie-gefarbtes SDS-Gel

RGD M 1 2 M 3 4

oo -f EHOO— o

TEM6NGO =5 Ei%: @@

MM

T

M: Marker; 1: TEM5-ECD-R398G; 2: TEM5-N60

TEMS-ECD- _ ¢ Z5%% ’
R308G b A% e®© @HEEL 3 TEM5-ECD (Kontrolle); 4: TEM5-ECD-AR367R398
/. ANNRGDFRWPRTLAGITAYQSCLQYPFTSVPLGGGAPGTR(398)ASRRCDRAG. .

G(398)

TEM5-ECD- m § .;‘Q;‘;]. ’ (oo e
AR367R398 ° ZEEE @ ’
/. ANNRGDFRWP:ASRRCDRAG....

AR(367)TLAGITAYQSCLQYPFTSVPLGGGAPGTR(398)

Abb.3
Klonierte Mutanten von TEM5-ECD.

(A) Schematisches Modell der Mutanten. Bei TEM5-N60 wurde durch Deletion der C-
Terminus eliminiert. Bei TEM5-ECD-R398G wurde durch Punktmutation Arginin 398 durch
Glycin ersetzt. Bei TEM5-ECD-AR367R398 wurde ein Teil der HormR-Doméne durch
Deletion entfernt; jedes fur Thrombin erkennbare Arginin in dieser Region sollte dadurch
eliminiert werden.

SP: Signalpeptid; ECD:Extracellular domain; TMD: transmembrane domain;

ICD: intracellular domain; LRR: leucin-rich-repeat; LRRCT: LRR-c-terminus;
IG: immunglobulin-domain; HormR: hormone-receptor-domain; GPS: G/GPS, GPCR
proteolysis site; RGD: Arginin-Glycin-Aspartat

(B) Agarose-Gel-Elektrophorese nach Restriktionsverdau. Die Inserts der entsprechdenden
Mutanten sind deutlich sichtbar. Aufgenommen unter UV-Licht mit Polaroid-Kamera (links)
und Digitalkamera (rechts)
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Abb.4

Kontrollvorversuche zu Adh&sionsassays

(A)

(B)

Eine Konzentration von 10pg/ml Antikdrper ist ausreichend fir ein effektives
,Coating“ der 96-Well-Platten fur die Adhéasionsassays. Anti-HIS-Antikorper
wurden auf ELISA-Platten tGber Nacht bei 4°C inkubiert, daraufhin gut gewaschen und
mit sekundéarem, peroxidase-konjugiertem Antikdrper weiter inkubiert. Die Wells
wurden mit ELISA-Substrat gefillt; nach einer Stunde wurde die Absorbtion bei 450nm
im ELISA-Reader bestimmt.

Die auf die Oberflache immobilisierten Antikérper vermitteln per se keine
Endothelzelladh&sion. Anti-Flag- und anti-HIS-Antikdrper wurden mit der oben
ermittelten Konzentration von 10ug/ml auf 96-well-ELISA-Platten immobilisiert, als
Positivkontrolle diente Vitronectin, als Negativkontrolle immobilisiertes BSA. Auf diesen
Platten wurden Adhéasionsassays (siehe: Material und Methoden) durchgefiihrt.
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Abb.5
Erganzende Abbildung zu Abb.7 - Ergebnisteil; reprasentative Aufnahme

Konditioniertes Medium von TEM5-MMP14-kotransfizierten Zellen vermittelt
Endothelzelladh&sion und ,,spreading“.

HUVEC-Adhasion gegen mit TEMbS-Vektor-transfizierten (A) und TEM5-MMP14-
transfizierten (B) Medien, die mittels FLAG-Antikorper selektivimmobilisiert wurden.

HEK293 wurden mit TEM5 und zugleich wahlweise MMP14 oder Vektor transfiziert. Das
Medium wurde gewechselt und nach 24 Stunden wurden die Uberstande gesammelt. Die
Uberstande wurden iiber FLAG-Agarose aufgereinigt, eluiert und auf FLAG-beschichteten
Kulturplatten immobilisiert. Darauf wurden HUVECs ausgesat. Nach einer Stunde
Inkubation wurden die Platten gewaschen und mit neuem Medium beflllt. (siehe:
LAdhdsionsassays” in Material und Methoden) Acht Stunden spéter wurden die Wells unter
dem Mikroskop mit einer Digitalkamera photographiert.
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0 4 8 Stunden

A

unbehandelt

B

TEM5-N60

Abb. 6
Ergénzende Abbildung zu Abb.9 - Ergebnisteil;
Reprasentative Aufnahme des Woundhealing-Assays an zwei Beispielen

Lésliches TEM5-N60 inhibiert die Endothelzellmigration auf dem avB3-Liganden
Vitronectin. Der Wundverschluss auf Vitronectin erfolgt unbehandelt (A) deutlich schneller
als bei mit TEM5-N60 behandelten (B) HUVECs. HUVECs wurden in Opti-MEM | mit
50ng/ml VEGF versetzt, auf immobilisiertem Vitronectin, Fibronectin, Kollagen | oder
Matrigel ausgesat und bis zur Konfluenz inkubiert. Die Endothelzellschicht wurde mit einer
Pipette verletzt und das Medium durch Opti-MEM | (+50ng/ml VEGF) ersetzt. Das Medium
wurde entweder mit je 10ug/ml TEM5-ECD oder TEM5-N60 versetzt oder unbehandelt
gelassen. Die Migration wurde zu den angegebenen Zeitpunkten unter dem Phasen-
Kontrast-Mikroskop mit einer Digitalkamera photographiert und die Migration anhand eines
Standards vermessen.

Gezeigt sind hier lediglich zwei reprasentative Beispiele der Messreihen. Pro Messreihe
wurden fir die statistische Auswertung zu jedem Zeitpunkt Mehrfachwerte (n=3) verwendet.
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7.2. Abklrzungen
Abb. Abbildung
Ang-1/2 Angiopoetin-1/2
APS Ammoniumperoxiddisulfat
BAI Lbrain angiogenesis inhibitor*
BSA Bovines Serumalbumin
bFGF .basic fibroblast growth factor*
C ,Copy*
CD .cluster of differentiation”
D Asparaginsaure
DMEM .Dulbecco’s modified Eagle’s medium”
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA “deoxyribonucleic acid”
DTT Dithiothreitol
E Glutaminséure
ECL ~enhanced chemoluminescence”
ECM .extracellular matrix*
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraazetat
ELISA ~enzyme-linked immunosorbent assay*
EMR .epidermal growth factor-like module containing mucin-like hormone
receptor®
ECD “extracellular domain”
Fak “focal adhesion kinase”
FCS Jfetal calf serum®
FGF “fibroblast groth factor”
G Glyzin,
GAG Glykosaminoglykan
GPCR ,G-protein-coupled receptor”
GPS GPCR-Proteolysestelle
HormR Hormonrezeptor
HEK ,human embryonic kidney”
HIF-a “hypoxia inducible factor”
hDlg “human homologue of the Drosophila discs large”
His Histidin
Hox-Gene ‘homebox-gene”
HRE “hypoxic responsive elements”
HUVECs ,human umbilical vein endothelial cells”
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kD, kDa
LB
LNB-TM7
LRR

m
MAP-Kinase
MMP
oD
OPN

p

PAGE
PAI
PAR-1
PBS
PBDS
PCR
PECAM
pps
PVDF

R

RGD
RNA

S

s

SAGE
SDS

T

TAE
TBS
TCA-DOC
TEM

Immunglobulin
Interleukin
Immunprézipitation
.intracellular domain®

Kilobasenpaare

Kilodalton

Luria Broth

.long amino terminus®- Familie B
sleucin-rich repeat”

membranstandig

“mitogen-activated protein“-Kinase
Matrixmetalloprotease

optische Dichte

Osteopontin

~probability”, Plasmid
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
“plasminogen activator inhibitor”
“Protease-activated receptor*

.phosphate buffered saline*

.phosphate buffered double concentrated saline”
.polymerase chain reaction®

“platelet endothelial cell adhesion molecule®
~proteolytically processed soluble”
Polyvinylidenfluorid

Arginin

Arginin-Glyzin-Asparagin

,ribonucleic acid”

Serin

,soluble”

serielle Analyse der Genexpression
,sodium dodecyl sulfate”

Threonin

Tris-Azetat-EDTA

Ltris buffered saline”

“trichloroacetic acid- Na-deoxycholate”

Tumorendothelmarker

TEMED N, N, N, N‘-Tetramethylethylendiamin
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TF
TGF
TMB
TMD
Tris

VE
VEGF
Vol.
WB

“tissue factor”

“transforming groth factor”

3, 3/, 5, 5-Tetramethylbenzidine
Transmembrandoméne
Trishydroxymethylamminomethan
Lunit®

Valin

“vascular endothelial”

»vascular endothelial growth factor”
Volumen

Westernblot
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