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1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Wahrend der Progression von malignen Tumorerkragguentstehen wiederholt Stresssitua-
tionen wie z.B. Sauerstoffmangel (Hypoxie), dieeeddaption der Tumorzellen zur Siche-
rung ihres Uberlebens voraussetzen. Hierbei sgeltHypoxia-inducible-factor-1(HIF-1)-
Signalweg eine zentrale Rolle. Ergebnisse aus diaikkzeigen, dass der Grad an Hypoxie
im Primartumor mit der Bildung von Metastasen kibere Dies weist auf eine mogliche Me-
tastasen-fordernde Rolle von HIF-1 hin. Fiur dieagive Ausbreitung von Tumorzellen sind
neben intrazellularen Signalkaskaden wie z.B. dest-$ignalweg, der die Mobilisierung
von Tumorzellen induziert, auch Extrazellulare Natbbauende Proteasen wie z.B. Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) essentiell. Obgleich vatiety konnte bisher jedoch nicht nach-
gewiesen werden, dass der HIF-1-Signalweg das magsafie Potential von Tumorzellen
direkt und unabhéngig von seiner Zelliiberlebenesiotlen Funktion fordert. Dieser Nach-
weis sollte in dieser Arbeit durdtnockdowrder regulatorisches-Untereinheit von HIF-1 in
Tumorzellen mit Hilfe der shRNA-Technologie erbraahd anschlieRend daraus abzuleiten-
de Interventionsmaglichkeiten gezeigt und diskttigerden. Die hoch-aggressive murine
Tumorzelllinie L-CI.5s stellte sich als geeignekdsdellsystem heraus, weil deren Uberleben
wederin vitro nochin vivo vom HIF-1 Signalweg abhing. Dadurch konnte erssnggzeigt
werden, dass Tumorzellen den HIF-1-Signalweg férldvasionin vitro und das metastati-
sche Potentiah vivo unabhangig von seiner Zelliberleben-sichernderktiam verwenden.
Der HIF-1-Signalweg stellte sich als essentiell diie Aktivierung des pro-invasiven Met-
Signalweges und die Induktion der Expression undivRlit der pro-invasiven Gelatinase
Mmp-9 heraus. Von diesen Grundlagen der HIF-1-abigé&m Metastasierung wurde die
Hemmung des Met-Signalwegs als therapeutischee8teatveiter verfolgt, da sowohl Pro-
teasen als auch HIF-1 bei zu vielen physiologisdRezessen eine wichtige Rolle spielen
und deren Hemmung zu Nebenwirkungen fuhren kann. NEet-spezifischer Antikorper
(DN30) unterband die Hypoxie-induzierte, HIF-1-abgi@en Verstarkung des Met-
Signalwegs durch Auslésen eins disintegrin and metalloproteinase-1&ADAM-10)-
vermitteltenSheddingder Met-Rezeptoren von der Zelloberflache und ineldrte so die Ak-
tivierung der Met-induzierten Tumorzellmobilisieqin Die Hemmung des HIF-1-
nachgeschalteten Met-Signalwegs bietet daher danéhdie HIF-1-vermittelte Metastasie-
rung zu unterbinden, ohne unkontrolliert in die I¥&hl HIF-1-regulierter physiologischer

Prozesse einzugreifen.



2. Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das Problem der Metastasierung

Trotz enormen Fortschritts in der Entwicklung voodarnen Bildgebungs- und Diagnose-
maoglichkeiten werden viele Primartumoren erst relgpat diagnostiziert. Oft kann daher die
Erkrankung ungehindert fortschreiten, ehe geeigtie¢éeapeutische Malinahmen ergriffen
werden. Dies liegt vor allem daran, dass die Gewstler Organe relativ elastisch sind und
ein entstehender Tumor daher Uber langere Zeit segickann, bevor er zu merklichen Symp-
tomen beim Patienten fihrt (Weinberg, 2006). Ebda@men viele Organe aufgrund ihrer
elastischen Struktur eine relativ grol3e Masse andreellen verkraften ehe es zu Funktions-
verlusten kommt, die vom Organ nicht mehr kompehsverden konnen. Nur einige wenige
Organe wie zum Beispiel das Gehirn oder das Paslsied hiervon ausgenommen, weil dort
schon relativ kleine Tumoren zu Funktionsstorunggew. Organversagen fliihren kénnen
(Weinberg, 2006). Weitaus gréReren Einfluss aufMaetalitdt von Krebspatienten hat je-
doch die Bildung von Tochtergeschwiilsten, sogermamMetastasen, die durch die Absied-
lung von Tumorzellen vom Primartumor in andere @egantstehen (Schirrmacher, 1985).
Demnach sind Uber 90% der krebsassoziierten Tdtesidf Metastasen und nicht auf den
Primé&rtumor zurlckzufihren (Sporn, 1996). Untersugenpost mortemergaben dartber
hinaus, dass sich die weitaus gréf3ere Anzahl arofagtlen in Metastasen und nicht im Pri-
martumor befinden (Weinberg, 2006). Generell korembei nahezu allen Organen aufgrund
der durch die fortschreitende Metastasierung zueelden Tumorlast friiher oder spater zu
einem Funktionsverlust bzw. einem vollstandigen adkgersagen (Weinberg, 2006). Diese
Ergebnisse unterstreichen den Einfluss der Metastergy auf den malignen (bésartigen) Ver-
lauf von Krebserkrankungen.

Problematisch ist, dass sich zum Zeitpunkt der &okdng des Primartumors haufig schon
Tumorzellen abgesiedelt haben. Diese stellen diBtgrGefahr bei der Krebserkrankung dar,
weil sie bei erfolgreichem Auswachsen zu einer aise haufig groRen Schaden anrichten
(Geiger, Peeper, 2009). So kdnnen Patienten ine Falh Mammakarzinom oder Kolonkarzi-
nom nach Entfernung des Priméartumors haufig ohaBegEinschrankungen weiter leben. Im
Gegensatz hierzu kdnnen Metastasen in Gehirn, Ladge Leber schnell die vitalen Funkti-
onen dieser Organe beeinflussen (Weinberg, 20d6xk{icherweise bilden jedoch nicht alle
invasiven Tumorzellen, die den Primartumor verlassaben, Metastasen. So werden von

Primartumoren taglich zwar mehrere tausend Tumierzelbgegeben, jedoch steht dem die
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Bildung einer relativ geringen Anzahl an erfolgfeo Absiedlungen und damit Bildungen
von Metastasen gegenuber (Butler, Gullino, 1975).

Der gesamte Prozess der Metastasierung ist dabesell ineffektiv einzustufen (Fidler,
2003). Letztendlich schaffen es nur wenige Tumdenedrfolgreich eine Metastase auszubil-
den (Fidler, 1990). Der Grol3teil der Zellen gehtBiatstrom oder im Zielorgan der Metasta-
sierung zu Grunde (Fidler, 1970). Neben Zellen, alfelgreich zu Metastasen auswachsen,
gibt es auch Zellen, die viele Jahre als Einzedpelin Zielorgan der Metastasierung ruhen
kénnen. Diese Zellen werden daher als ruhende Tzgtlen Dormancy bezeichnet (Hedley,
Chambers, 2009). Da sie normalerweise nicht detektierden kénnen und sie, wie Untersu-
chungen zeigten, Uberaus resistent gegeniber kibowellen Chemotherapien sind, kénnen
sie auch in scheinbar erfolgreich therapiertenelggn noch Jahre spater zur Ausbildung von
Rezidiven fuhren (Hedley, Chambers, 2009).

Ebenso kann ein erneutes Streuen von Tumorzellerbgeits etablierten Metastasen ausge-
hen. Ein Beleg fur diese Phanomene ist die expissidige Vermehrung von Metastasen, die
haufig im Endstadium maligner KrebserkrankungertraufNguyen, 2011). Dieses Phéano-
men lasst sich u.a. auch im Tiermodell beobacl8erkommt es zum Beispiel im murinen L-
Cl.5s T-Zell-Lymphom-Modell nach einer Etablierungsd Auswachsphase der Metastasen
in der Leber zu einer explosionsartigen Durchsejzigr Leber mit metastatischen Foci (se-
kundare Invasion) (Geregt al, 2008). Betrachtet man den gesamten Prozess dastdsie-
rung, so scheint nicht das Losldsen von Tumorzelten Priméartumor der limitierende Fak-
tor der Metastasierung zu sein, sondern vielmehiEtablierung von Metastasen in Zielorga-
nen der Metastasierung (Weinberg, 2008). Von eitte@mapeutischen Standpunkt aus gese-
hen erscheinen daher Therapieansétze, die das Alusaravon Metastasen sowie die sekun-
dare Invasion von Tumorzellen inhibieren und di&r&nkung somit in eine latente chroni-

sche Form uberfuhren, vielversprechend zu sein.

2.2 Invasion und Metastasierung

2.2.1 Die metastatische Kaskade

Im Unterschied zu benignen (gutartigen) Tumorerkuaigen besitzen Zellen aus malignen
Tumoren die Méglichkeit den Primartumor zu verlassad Tochtergeschwiilste, so genannte
Metastasen, in anderen Organen zu bilden. Der Bsoder Metastasenbildung im Verlauf
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maligner Krebserkrankungen erfolgt in einem komplexmehrstufigen Prozess, der als me-
tastatische Kaskade bezeichnet wird (Schirrmact@8s; Weinberg, 2006; Geiger, Peeper,
2009). Um letztendlich erfolgreich eine Metastasdelm zu kdnnen, muss eine Tumorzelle
alle Stufen dieses komplexen Prozesses durchlabDferniber 80% der lebensbedrohlichen
Krebserkrankungen durch Karzinome (Tumoren mit tinsg in epithelialen Geweben) ver-
ursacht sind, bezieht sich die Definition der megidschen Kaskade auf diese Tumorklasse
(Weinberg, 2006). Grundséatzlich lassen sich dieadiven Schritte der metastatischen Kaska-
de aber auch auf andere Krebsarten wie zum BeiBjliebsarkome, Glioblastome oder sogar
hematopoetische Tumoren (bertragen (Weinberg, 2@6¢ Ubersicht der metastatischen
Kaskade ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Festsetzen
im
Primartumor Lokale Intravasation Transport g,,jlarhett Extravasation
-entstehung Invasion durch die _
Zirkulation /’\‘) AN

——%/&—»\%®@@ — /D\d\—» (4

" oo iy /_‘ S

Bildung von
Auswachsen zu Mikrometastasen

Makrometastasen &
o
— (-

_eaoooi

Abbildung 2.1 Die metastatische Kaskad€émaodifiziert nach Robert A. Weinberdhe Biology of
Cancer(© Garland Science 2007))

In dieser Arbeit soll auf das Entstehen von Tumareht ndher eingegangen werden, da hier
die Mechanismen der metastatischen AusbreitungTwonorzellen im Fokus stehen. Daher
soll hier nur erwahnt werden, dass sich die Bilduog Tumoren in einem komplexen, mehr-
stufigen Prozess vollzieht, an dessen Beginn disviEkiung einer normalen Zelle hin zu
einer Tumorzelle steht (Lee, Muller, 2010). Durckiling dieser Tumorzelle kommt es zu
einer Neubildung von Gewebe, einer sogenannten Ibgep Ab einer bestimmten Grol3e
kommt es innerhalb der Neoplasie zu einem Sauérsaafjel (Hypoxie), auf den die Tumor-
zellen mit der Neubildung von Gefal3en (Angiogenesayieren, um sich in ausreichendem
Mal3e mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgeangtan, Weinberg, 2000; Hanahan,
Weinberg, 2011).
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Der erste Schritt der metastatischen Kaskade ntadéa Ubergang von einem Tuniarsitu

zu einem invasiv wachsenden Karzinom (Geiger, Re&t¥9). Bei der lokalen Invasion
durchbrechen Tumorzellen die Basalmembran, einendless dichte extrazellulare Matrix
(EZM), die unterhalb der Epithelzellschichten liegd diese von der unterstiitzenden Schicht
des Bindegewebes, dem Stroma, trennt (Weinberd)200

Epithelzelle

Epithelzelle = Nidogen

Perlecan

Laminin

Basalmembran -y AL Y ———___—@® Typ IV Kollagen

ﬁ‘, Integrin

4 Plasmamembran

Stroma mit
Kollagen Typ
IV Fasern

Abbildung 2.2 Aufbau der Basalmembran Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Hihner-
hornhautepithelschicht (linker Bildteil) und schdiseher Aufbau (rechter Bildteil) der hauptséachlich
aus vier Komponenten bestehenden Basalmembrannimn@ollagen Typ IV, Perlecan und Nido-
gen. Epithelzellen haften auf der oberen SeiteBdsalmembran, die die Epithelzellschicht vom da-
runter liegenden Stroma trennt, welches hauptséchliis Kollagenstrangen besteht (modifiziert nach
Robert A. WeinbergThe Biology of Cancei© Garland Science 2007)).

Wie Abbildung 2.2 zeigt, stellt die Basalmembraa diste physikalische Hurde dar, die Tu-
morzellen Uberwinden missen, um Uberhaupt in dge lzai sein den Primartumor zu verlas-
sen. Einer der Hauptbestandteile der BasalmemistaKallagen Typ IV (Bosmaret al,
1985). Dieses extrazellulare Matrixprotein bildesammen mit den anderen Bestandteilen
der Basalmembran ein dichtes, membranartiges Netz\ée Basalmembran wird von Tu-
morzellen bzw. von Zellen des Tumorstromas untdrilBnahme von proteinspaltenden En-
zymen, den Proteasen (Deryugina, Quigley, 200&xhitwochen. Hierbei spielen vor allem
einige Vertreter der Metalloproteinasen eine wiphtRolle, da viele Proteasen dieser Familie
in der Lage sind, Kollagen Typ IV zu spalten (EgeblWerb, 2002). Prominenteste Vertreter
sind hierbei die Gelatinasen A (Matrix-Metalloprage-2; MMP-2) und B (Matrix-
Metalloprotease-9; MMP-9), die beide zur Familie denk-abhangigen Endopeptidasen ge-
horen (Nagaset al, 2006). Sie unterscheiden sich von den andereglibtiern der Familie

der Matrix-Metalloproteasen durch das Vorhandensaier Kollagenbindedoméneaflagen
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binding domain,CBD) innerhalb der katalytischen Domane (Visse, &éa&g 2003). Durch die
CBD kdonnen MMP-2 und -9 besonders gut Kollagen TWinden und Kollagen Typ IV
nachfolgend effizient abbauen. Daher ist es auchtnierwunderlich, dass beide Proteasen
eine wichtige Rolle bei der Invasivitat von Tumorgpielen (Fingleton, 2007; Gerg al,
2008). Dariuber hinaus machen Proteasen durch deauAtler Basalmembran dort gespei-
cherte Wachstums- sowie Uberlebensfaktoren fur FTaellen erst verfugbar (Overall, Klei-
feld, 2006).

Nachdem die Tumorzellen in das Stroma eingedrursggh kdnnen sie die dort liegenden
Blut- und Lymphgefal3e erreichen (Weinberg, 200&in folgt der zweite Schritt der metasta-
tischen Kaskade, die Intravasation der Tumorzdkdabildung 2.1). In diesem Schritt verlas-
sen die Tumorzellen das Stroma und dringen in Rlder Lymphgefal3e ein (Geiger, Peeper,
2009). Auch hierbei sind Proteasen essentiell (Dgina, Quigley, 2006). Die Tumorzellen
werden nun passiv durch das Blut- bzw. Lymphsydtamsportiert (Fidler, 2003). Der Grol3-
teil der Tumorzellen ist noch auf den Kontakt zuob&ratum angewiesen und stirbt daher
schnell an Anoikis, einer Spezialform der Apoptgs®anahan, Weinberg, 2011). Ebenso
missen Tumorzellen mit den im Blutstrom herrschen8eherkraften und der Armut an
Wachstums- und Uberlebensfaktoren zurechtkommen.

Nach dem Verlassen des Kapillarbetts des Priméamsigelangen die Tumorzellen tber die
Zirkulation in das nachfolgende Kapillarbett (Wengp, 2008). Im Kapillarbett des Zielor-
gans der Metastasierung angekommen, bleiben dieoiaghten entweder stecken oder adhé-
rieren aktiv an der GefaRwand (Weinberg, 2006). dltn unwirtlichen Gegebenheiten des
Blutstroms zu entgehen, missen die TumorzellerLdasen der Gefale verlassen und in das
darunterliegende Stroma invadieren. Dieser Vorgaind als Extravasation bezeichnet (Fid-
ler, 2003). Auch hier benutzen die Tumorzellen eliesn Mechanismen und ,Werkzeuge*
(Proteasen) wie bei der lokalen Invasion und Irgtsation (Deryugina, Quigley, 2006). Der
nun folgende Schritt, der als Kolonisierung desldtgans der Metastasierung bezeichnet
wird, stellt nach Weinberg die grofl3te Herausfordgréiir Tumorzellen dar, weil Tumorzel-
len nun mit einer neuen Mikroumgebung zurechtkommmgissen, die meist vollig anders
zusammengesetzt ist als die Mikroumgebung, ausdigeifumorzelle urspringlich stammt
(Weinberg, 2008). Viele Tumorzellen sterben dakdativ schnell ab (Geiger, Peeper, 2009).
Einige wenige liegen oft Gber mehrere Jahre alemdl TumorzellenDormancy im Gewe-

be vor (Hedley, Chambers, 2009). Wie bereits ertvabhaffen es aber nur sehr wenige Tu-
morzellen, zu einer Metastase auszuwachsen. Dffizieaz dieses Prozesses wird deutlich,

wenn man bedenkt, dass, wie im Tiermodel gezeigim@tumor bestehend aus humanen
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Mammakarzinomzellen subkutan inokuliert in Wistath Ratten), pro Gramm Tumor und
Tag mehrere Millionen Tumorzellen in den Blutkraidl abgeben werden (Butler, Gullino,
1975), letztendlich in spontanen murinen Metastasgsmodellen wie zum Beispiel bei in-
okulierten Mammakarzinomzelllinien (orthotopes Mibd€Kriger et al, 2000) oder bei
spontanen gebildeten Mammakarzinompaljfoma middle TPyMT)-Modell) (Seveniclet
al., 2011) jedoch nur einige wenige Metastasen det¢kiierden. Sollte jedoch eine Tumor-
zelle zu einer Metastase auswachsen, so kann amsty@bn dieser eine sekundare Invasion
und damit eine Neubildung von Metastasen statthr(édler, 2003; Geregt al, 2008). Diese
Beobachtungen aus Tiermodellen erklaren auch dastHerwahnte Auftreten einer explosi-
onsartigen Vermehrung von Metastasen im Endstadmaligner Krebserkrankungen
(Nguyen, 2011).

2.2.2 Abbildung der metastatischen Kaskade im murin ~ en Modellsystem

Um die Rolle einzelner Gene wahrend der metastaisdaskade untersuchen zu koénnen,
werden Modelle bendttigt, die zum einen den Prodesanetastatischen Kaskade maoglichst
genau abdecken und zum anderen eine genaue Quianiifig der Metastasierung und damit
eine Beurteilung des metastatischen Potentialssgeita Ein solches Modell ist das hoch-
aggressive murine T-Zell-Lymphom MetastasierungssiddCI.5s (Gerget al, 2008; Kru-
geret al, 1994a), dessen Tumorzellen hauptsachlich in Ldy@nphknoten und Milz streu-
en. Die Markierung der Tumorzellen mit dem bakitrelacZ-Gen ermoglicht eine spezifi-
sche Detektion der Tumorzellém vivo bis auf Einzelzellebene (Kruget al, 1994a). Durch
die Verwendung vorsyngenenimmunkompetenten Wirtstieren (Mausstamm: DBA/2)dw
im Gegensatz zu Xenograftmodellen auch der Einfliessimmunsystems auf die Metastasie-
rung berucksichtigt. Bei einer Verwendung als spoes Metastasierungsmodell kann die
gesamte metastatische Kaskade einschlief3lich deefse im Primartumor beobachtet wer-
den. Intradermale Inokulation fuhrt zur Bildung esnPriméartumors. An eine lineare Wachs-
tumsphase, die ca. 10 d dauert, schliel3t sichcain&0-tagige Plateauphase an, in der sich die
Grol3e des Primartumors nicht mehr stark verandedchliel3end vergréf3ert sich der Primar-
tumor weiter. Bereits wahrend der linearen Wachspimase kdnnen gestreute Tumorzellen
in der Leber detektiert werden (Krugsral, 1994b).

Eine genauere Analyse der Kolonisierung des Zieloeg der Metastasierung kann jedoch

nur durch die Verwendung als experimentelles Matastungsmodell erreicht werden, bei
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dem die Tumorzellen intravends inokuliert werdeibb#dung 2.3 zeigt den zeitlichen Ver-
lauf der Leberkolonisierung (Gergt al, 2008). Bereits wenige Stunden nach Tumor-
zellinokulation kénnen durch die X-Gal-Farbung eiim2 Tumorzellen in der Leber detektiert
werden. Die erste Phase der Kolonisierung, dieadwagation der Tumorzellen, wird gefolgt
von einer Adaptionsphase ohne MetastasenwachstiniTdg 2). Nach erfolgter Adaption
wachsen die Tumorzellen zu Metastasen aus (Tag 8)biTag 6 stellt den Ubergang von der
Wachstumsphase zur Phase der sekundéaren Invasioi\lmalag 7 kann ein vermehrtes
Streuen von Tumorzellen ausgehend von etabliertetadtasen in das umliegende Leberpa-
renchym detektiert werden. Das L-Cl.5s Modell hildemit sdmtliche Schritte der Metasta-

sierung ab und erlaubt eine genaue Analyse einz@®razesse und deren Einflisse auf die

Metastasierung.

Extravasations- und Adaptionsphase Auswachsphase Sekundére Invasionsphase

Abbildung 2.3 Zeitlicher Verlauf der Metastasierungim L-Cl.5s Modell: Dargestellt ist der zeitli-
che Verlauf der Metastasierung in der Leber nactkutation von 5 x 19lacZ markierten L-Cl.5s
Lymphomzellen. Modifiziert nach Gesrg al. 2008.

Letztendlich scheint die Bildung von Metastasen einfigen wenigen Zelllinien in der hete-
rogenen Tumorzellpopulation des Primartumors zwhweam (Nguyen, 2011). Diese werden
daher auch als Tumorstammzellen bezeichnet (Visyadedeman, 2008). Tumorstammzel-
len scheinen sich gegenluber wesentlichen Stregswlest bei der Metastasierung angepasst
zu haben und scheinen deshalb in der Lage zueféimient zu metastasieren und Tumoren in
vom Primartumor entfernt liegenden Organen ausdabilJedoch ist der Anteil dieser Zellen
in den meisten etablierten Zelllinien relativ geribies wird durch die vergleichsweise ge-
ringe Anzahl an erfolgreichen Metastasenbildungaechri.v. Inokulation einer relativ grof3en
Anzahl von Tumorzellen (1 bis 2 x flir die meisten etablierten Tumorzelllinien, siehg.
Krugeret al, 2000) deutlich. Die extrem hohe Aggressivitat igodie Effizienz der metasta-
tischen Kolonisierung, die sich in der ungewohnlygningen Anzahl an inokulierten Tumor-

zellen von nur 5 x 10im experimentelles Metastasierungsmodell wideggitgKriigeret al,
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1994a; Gerget al, 2008), zeigt, dass L-Cl.5s Zellen Tumorstammakiiche Eigenschaften

besitzen und somit die oben erwdhnte hoch-aggesshietastasen-bildende Teilpopulation
reprasentieren. Daher sollte sie auch an Streatisten wie z.B. Hypoxie, die im Verlauf

der metastatischen Kaskade auftreten, angepasst sei

2.3 Hypoxie und Tumorprogression

Wahrend der gesamten Metastatischen Kaskade géeratanrzellen wiederholt in Stresssi-
tuationen. Eine der ersten und prominentesten s3itaationen ist das Auftreten von Hypo-
xie, die ein haufig relativ frih beobachtetes Emeigoei der Tumorgenese ist. Ohne ausrei-
chende Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung kénném&Ptumoren nur wenige nihgro
werden (Dang, Semenza, 1999; Hanahan, Folkman,)1D@6er wird bereits frihzeitig eine
Neubildung von Blutgefal3en, die sogenannte Angiegeninduziert (Geiger, Peeper, 2009).
Durch diesen Prozess sollen die Nahrstoff- undall@m die Sauerstoffversorgung der Tu-
morzellen im Tumor sichergestellt werden. Haufigdgedoch gerade diese neugebildeten
Blutgefal3e nicht ausreichend, um die Versorgungr alellen des Tumors sicher zu stellen.
Hauptgriinde hierfir sind vor allem in einer ,Ubederung* der neugebildeten BlutgefaRe zu
sehen, den rasch steigenden Sauerstoffbedarf unkmmt wachsender Tumoren zu decken
(Brahimi-Horn et al, 2007). Dartber hinaus sind Tumorgefaf3e im Vechleau normalen
BlutgefalRen durch funktionelle und biologische Amtien wie z.B. ungleichmalige Vertei-
lung, das Fehlen von Perizyten oder Undichtigkegffizienter als regular gebildete Blutge-
falRe (Jain, 2005). Dadurch kommt es haufig zuneiakuten oder sogar chronischen Sauer-
stoffmangel (Michieli, 2009). Des Weiteren wird daststehen von hypoxischen Arealen in
Tumoren durch die physikalisch limitierte Diffusimon Sauerstoff und Nahrstoffen in das
Tumorgewebe begtinstigt. Bei menschlichen Tumorakknagen ist daher die Hypoxie ein

nahezu immer zu beobachtendes Phanomen.



2. Einleitung

Atemluft
pO,=160 mmHg

Blutgefafrd

Lungen
pO,=104-150 mmHg

'Venoses Bilut ! Arterielles Blut
pO,=40 mmHg ‘\/ pO?;104 mmHg

Gewebe |/

|| pO,=4-20 mmHg |}

Abbildung 2.4 Physiologische und pathophysiologisehSauerstoffpartialdriicke: Dargestellt sind
die physiologischen- und pathophysiologischen So#partialdriicke des menschlichen Korpers.
Wahrend unter physiologischen Bedingungen Saufparbfaldricke im Extremfall auf 4 mmHg im
Gewebe sinken kdnnen, treten in Primartumoren rdetten Sauerstoffpartialdriicke unter 1 mmHg
auf. Modifiziert nach Brahimi-Horn & Pouysségur 200

Generell herrschen in Tumoren relativ niedrige $sto#partialdricke (Brahimi-Horn,
Pouysségur, 2007). Abbildung 2.4 zeigt die untaesitithen Sauerstoffgehalte im menschli-
chen Korper. Vergleicht man die pathophysiologiscBauerstoffpartialdriicke im Tumor, so
stellt man fest, dass diese mit 10 mmHg im Verglaia physiologischen Gegebenheiten we-
sentlich geringer sind.

Da Tumorzellen, wie andere Zellen auch, zumindé&stie Sicherung der Makromolekulsyn-
these und damit zur Sicherung des Uberlebens awérSaff angewiesen sind (Michieli,
2009), vertreten viele Forscher die Meinung, dassH&mmung der Angiogenese eine attrak-
tive Strategie zur Therapie von Tumorerkrankunggn/Cook, Figg, 2010). Dagegen spre-
chen jedoch zahlreichen Hinweise aus Klinik undsEbung. So ist aus der Klinik bekannt,
dass der Grad der Hypoxie, der in Tumoren vorhketysnen nicht unerheblichen Einfluss
auf die Malignitat und den Verlauf der Krebserknang austbt (Hockegt al, 1996). Ein
hoherer Grad an Hypoxie geht einer verstarkten sasegerung und einer hoheren Mortali-
tatsrate einher (Brizeadt al, 1996; Hockekt al, 1996; Brizelet al, 1997). Ferner wurde bei
Patienten mit einem hohen Grad an Hypoxie im Ptiomdor eine Resistenz der Tumorzellen
gegenuber konventionellen Therapien wie Chemo-, Umund Radiotherapien beobachtet
(Brown, Giaccia, 1998; De Riddet al, 2008). Diese Phanomene lassen sich durch folgende

Mechanismen erklaren: Zum einen werden durch Hyp#éxiaptationsmechanismen wie zum
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Beispiel die Umstellung auf anaerobe Glykolyse (Kétmal, 2006) oder die Induktion von
Angiogenese (Tangt al, 2004) induziert. Tumorzellen kénnen sich dadurebser auf wid-
rige Gegebenheiten einstellen. Dartber hinaus sckerch das Auftereten von Hypoxie in
Primértumoren ein darwinistischer Selektionsdruak die heterogene Tumorzellpopulation
ausgeubt zu werden, wodurch das Entstehen eineesmigeren Population beginstigt wird
(Graebetret al, 1996).

2.4 Zellulare Adaption an hypoxische Gegebenheiten

Hypoxie tritt wie bereits erwahnt relativ frih wé&hd der Entstehung von Tumoren auf, da
Tumoren haufig noch keinen Zugang zu den im Strivegnden Blutgefal3en haben und die
Diffusion von Sauerstoff in das Gewebe nicht awhiteium alle Tumorzellen zu versorgen
(Gatenby, Gillies, 2004). Um Uberleben zu kénmaiissen sich Tumorzellen daher an diese
sauerstoffarmen Bedingungen anpassen. Grundsatziich Sauerstoff fur zwei wichtige
Zellvorgange bendtigt. Zum einen gewinnt die Zellech oxidative Phosphorylierung Ener-
gie aus Glukose, zum anderen bendttigt die ZelleiStff fir die Synthese von Makromole-
kilen (Michieli, 2009). Im Gegensatz zur Synthesa Wlakromolekllen ist die Zelle nicht
auf Sauerstoff fur die Energiegewinnung angewigséinhieli, 2009). So kdnnen Zellen un-
ter Sauerstoffmangel Glukose zu Laktat spaltenaufddiese Weise Energie gewinnen (Ga-
tenby, Gillies, 2004). Dieser Prozess lauft im \feigh zur Energiegewinnung uUber die
Atmungskette jedoch wesentlich ineffizienter ab.v@rden bei der anaeroben Glykolyse im
Vergleich zum Abbau von Pyruvat in den Mitochondrg& ATP pro Molekil Glukose weni-
ger produziert (Gatenby, Gillies, 2004; Michiel0(®). Um den Energiebedarf unter Sauer-
stoffmangel zu decken muss die Zelle daher mehkdski einsetzen. Um mehr Glukose be-
reitzustellen, werden daher unter hypoxischen Berdigen Glukosetransporter wie Glut 1
und 3 verstarkt exprimiert (Gatenby, Gillies, 200Bariber hinaus entsteht, wie bereits er-
wahnt, bei der Glykolyse unter Sauerstoffmangeltafaldas als Abfallprodukt aus den Zellen
ausgeschleust werden muss. Trotz grof3er Ineffizeatert dieser Mechanismus jedoch letz-
ten Endes das Uberleben von eukaryotischen Zellen.

Im Vergleich zu normalen Zellen lasst sich jedoassahliel3lich bei Tumorzellen der nach
seinem Entdecker Otto Warburg benannte Warburgefiekbachten: Trotz Verflugbarkeit
von Sauerstoff betreiben Tumorzellen haufig aef@bgolyse, d.h. sie bauen Glukose Uber
Pyruvat zu Laktat ab ohne oxydative Atmung zu lie¢ére Bisher ist nicht abschliel3end ge-
klart, warum Tumorzellen trotz schlechterer Endsidgmz aerobe Glykolyse betreiben (Gil-

lieset al, 2008). Es wird jedoch vermutet, dass sich Tumiazelurch die aerobe Glykolyse
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und der damit einhergehenden Ansduerung des Geveglgese Zellpopulationen unterdri-
cken und sich auf diese Weise einen Wachstumsleeteichaffen (Gatenby, Gillies, 2004).
Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung sichtetlarsinduzieren Tumorzellen Uber die
Sekretion von angiogenen Faktoren wie z.B. VEB&skular endothelial growth factpdie
Neubildung von BlutgefaRen (Allen, Louise Joned, 190

Ein zentraler Faktor, der sowohl die Adaptation debstoffwechsels als auch die Induktion
der Angiogenese regelt ist der heterodimere Trapisinsfaktor HIF-1 Hypoxia-inducible
factor-1) (Gatenby, Gillies, 2004; Michieli, 2009).

2.5 Der Transkriptionsfaktor HIF-1

2.5.1 Aufbau des Transkriptionsfaktor HIF-1

HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktoer daus einer Hif-d und einer Hif-B
(hARNT) Untereinheit besteht (Wargg al, 1995; Wang, Semenza, 1995). Beide Unterein-
heiten gehoren zur Familie dbasic helix-loop-helixbHLH) und PER-ARNT-SIMPAS)
enthaltenden Transkriptionsfaktoren. Sowohlwdials auch dig¢-Untereinheit enthalten zwei
PAS Domanen, die gemeinsam mit den bHLH DoménenlitiHeterodimerisierung verant-
wortlich sind. Nur nach Heterodimerisierung derdeei Untereinheiten HIFelund HIF-B
kann der Transkriptionsfaktor Hif-1 an die Zielsegmen der DNA binden (Jiargt al,
1996). Im Gegensatz zarUntereinheit wird digg-Untereinheit von HIF-1 konstitutiv expri-
miert. Die Regulation der-Untereinheit hangt dagegen stark von vorhandeaeerStoffpar-
tialdricken ab und findet sowohl auf mRNA als aydst-translational auf Protein-Ebene
statt (Hirota, Semenza, 2005).

2.5.2 Regulation des Transkriptionsfaktors HIF-1

Unter Normoxie wird diex-Untereinheit schnell degradiert, wohingegen debabdes Pro-
teins unter hypoxischen Bedingungen inhibiert stafig et al, 1995). Die Mechanismen
dieser Regulation sind in Abbildung 2.5 dargestélliter Normoxie werden zwei Prolinami-
nosauren in der Sauerstoff-abhéngigen Degradiedanggne (P402 und P564) durch die
Prolylhydroxylasen 1, 2 und 3 hydroxyliert (Masseinal, 2001). Die hydroxylierten Proli-

naminosauren werden von einem Proteinkomplex mitUb&juitinligaseaktivitat erkannt,
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welcher das von Hippel-Lindau (VHL) Protein enth@bn et al, 2002). AnschlieRend wird
HIF-1a von diesem Komplex ubiquitiniert und im Proteasabpebaut (Tanimotet al,
2000). Folglich kann HIF-d unter normoxischen Bedingungen nicht detektiertee (Brah-
imi-Horn, Pouysségur, 2007). Durch den Abbaudé&mntereinheit wird daher eine Aktivitat
des Transkriptionsfaktors unter Normoxie verhind€drner existiert ein zweiter Regulati-
onsmechanismus, der die Bindung von HIF-1 an dieADBguliert. Durch die Hydroxy-
lierung einer Asparaginaminosaure (N803) in deref@atnalen Transaktivierungsdoméne
wird eine Komplexierung des HIFe1Proteins mit dem Co-Aktivator p300/CBP und somit
eine Bindung an die Ziel-DNA verhindert (Leeal, 2004). Ausgefuhrt wird diese Hydroxy-
lierung von der Asparaginylhydroxilase FIFagtor-inhibiting HIF-1x). Da sowohl die Akti-
vitat der PDHSs als auch des FIHs von der Verfughiairkon Sauerstoff abhangig ist, werden
diese Enzyme auch als zellulare Sauerstoffsens@asichnet (Leet al, 2004).

Unter hypoxischen Bedingungen sind die PHDs inalEsrkommt zu keiner Hydroxylierung
von P402 und P564 in der sauerstoffabhangigen Degyrangsdoméne von HIFel Durch
die fehlende Hydroxylierung wird die Bindung des MRroteins an HIF-& verhindert (Hon
et al, 2002). Eine Ubiquitinierung und somit der Abbaes dProteins im Proteasom unter-
bleibt. Es kommt zur Akkumulation von HIFtlim Zytoplasma und anschlieBend zur
Translokation in den Nukleus (Wamgg al, 1995). Durch die fehlende Hydroxylierung der
Asparaginaminosaure ist eine Komplexierung mit deorAktivator p300/CBP mdglich. Es
kommt nach Heterodimerisierung mit der HIF-Untereinheit zur Bindung aklypoxia-
responsive elementtHRE) in der DNA (Brahimi-Horn, Pouysségur, 200Da die -
Untereinheit konstitutiv exprimiert wird, HIFeljedoch einer starken Regulation auf Protein-
ebene unterliegt, wird die Aktivitat des HIF-1-Sadywegs folglich allein durch seine-
Untereinheit reguliert (Bertowt al, 2008).

13
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Abbildung 2.5 Regulation der Hif-la Untereinheit: Regulation der Hif-& Stabilitat durch Prolyl-
und Asparaginhydroxylasen (modifiziert nach (Higdd@menza, 2005)). VHL = von Hippel Lindau;
TAD-N = N-Terminale Transaktivierungsdoméande; TAD=C-Terminale Transkativierungsdoméane;
ID = Inhibitorische Doméane; FIH-1 = Hifelinhibierender Faktor; PAS = PER-ARNT-SIM Doméne;
cHLH = basic Helix-Loop-Helix Doméne; PHD = Prolyliiroylase

2.5.3 Einfluss von HIF-1 auf das Zelluberleben

Wahrend der letzten Jahrzehnte wurde eine Vielzahl Genen identifiziert, die auf tran-
skriptioneller Ebene von HIF-1 reguliert werden ritémza, 2003; Bertowdt al, 2008). Die
meisten der bisher bekannten HIF-1-Zielgene sindiénSicherung des Zelliberlebens unter
hypoxischen Zustanden involviert. So wird z.B. dudie transkriptionelle Aktivitat von HIF-

1 die Anpassung des Zellmetabolismus an hypoxiBatgngungen reguliert. Gene, die hier-
bei eine wichtige Rolle spielen, sind z.B. der Gis&transporter GLUT-1, der Transferrinre-
zeptor, die Hexokinasen 1 und 2 sowie das pH-remeride Enzym Carboanhydrase 9 (Ca9)
(Semenza, 2003). Neben diesen Metabolismus-asdeniigsenen reguliert der HIF-1-
Signalweg auch die Expression von anti-apoptotisdBenen wie z.B. NOS2, T@Foder
Adrenomedullin (AM) (Semenza, 2003). Der HIF-1-Silymeg regelt jedoch nicht nur die
Anpassung der Zellen an ungunstige Mikroumgebungendern auch die Modulation der
Mikroumgebung selbst. So induziert der HIF-1-Sigreay die Expression degascular en-
dothelial growth factorVEGF) und 16st auf diese Weise die Neubildung Bbatgefal3en
aus (Liao, Johnson, 2007). Dieser Vorgang wird aalshAngiogenic-Switchbezeichnet,
durch den die Versorgung der Tumorzellen mit Sao#frend Nahrstoffen sichergestellt wird
(Brahimi-Horn et al, 2007). Alle beschriebenen HIF-1-regulierten Sigrege tragen letzt-
endlich zur Sicherung des Zelliberlebens unter kiggben Bedingungen bei. Daher ist es
auch nicht verwunderlich, dass das AusschaltenHIEsl-Signalweges in verschiedensten
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Modellen zur Reduktion des Tumorwachstums und daskularisation des Primartumors
fuhrte (Semenza, 2009). Eine der ersten Versudamihiwurde von Maxwekt al. durchge-
fuhrt (Maxwell et al, 1997), die erstmals zeigen konnten, dass daschaksen des HIF-1-
Signalwegs in humanen Hepatomzelllinien zur Redwktles Primartumorwachstums und
der Vaskularisierung des Primartumors in einem Xeaibmodell fuhrt (Maxwellet al,
1997). Diese Ergebnisse wurden unter anderem vag Eual. bestatigt, die mit einem ande-
ren experimentellen Ansatz zeigen konnten, das$-daken des HIF-1-Signalwegs in huma-
nen Mamma- und Kolonkarzinomzelllinien zur Reduktides Tumorwachstums in immun-

supprimierten Mausen fuhrt (Kureg al, 2000).

2.5.4 Die Bedeutung der Hif-1 a Untereinheit bei menschlichen Tumorer-

krankungen

Die oben beschriebenen Ergebnisse, die den HIialveg ins Zentrum der zelluléaren
Adaption an Stresssituationen stellten, fuhrtenwaiterfhrenden Expressionsstudien an
menschlichen Tumorgeweben. Vor ungefahr zehn Jahtede das erste Mal ein Zusam-
menhang zwischen der Expression der regulatav&mtereinheit des Transkriptionsfaktors
HIF-1 und der Prognose von Krebspatienten besami€Bhonget al, 1999). So wurde in
13 von 19 untersuchten humanen Tumorarten eineedperssion von Hif-d im Vergleich
zum umliegenden, normalen Gewebe nachgewiesen ¢&tal, 1999). Unter diesen Tumo-
rerkrankungen befinden sich mit Lungenkrebs, Dickdaiebs und Mammakarzinom diejeni-
gen, durch welche in den USA die meisten Krebspetieums Leben kommen (Zhoagal,
1999). So wurde in mehr als der Halfte der maligemoren eine starke Uberexpression
von HIF-1o nachgewiesen. Bei bereits metastasierten Tumoeendveser Anteil auf tUber
zwei Drittel angewachsen. Innerhalb der Tumorendi@Anzahl der Hif-& positiven Zellen
am hochsten an der invasiven Front, an den Ramtgmekrotischen Regionen und in Gebie-
ten um durch Angiogenese neugebildete Gefal3e egganterweise konnten Zhoeigal. kei-

ne Uberexpression von HIFelin den untersuchten benignen, nicht invasiven Tremdin-
den. Jedoch konnte eine Uberexpression von HiBeteits in pramalignen Vorstufen detek-
tiert werden. In den letzten zehn Jahren wurderEdiebnisse von Zhorg al. bestatigt und
erweitert. So wurde eine Korrelation von erhohtéF-Hlo Expression mit einer schlechten
Prognose bei Dickdarmkrebs (Rajaganesttaal., 2008), Ovarialkarzinomen (Daporgeal,

2008), Lungenkarzinomen (Swinsehal, 2004) sowie Mammakarzinom (Yamametoal,
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2008) gefunden. Als Beispiel sind die Ergebnisse Yamamotcet al. in Abbildung 2.6 dar-
gestellt, die einen Zusammenhang zwischen der kIExXpression und der krankheitsfreien
Uberlebensrate bzw. der gesamten Uberlebensrat¥&@makarzinompatientinnen zeigen
(Yamamoto et al, 2008). So war bei HIFelpositiven Befunden gegenuber HIB-1
negativen Befunden die krankheitsfreie Uberlebaasnad die generelle Uberlebensrate der

Patientinnen signifikant reduziert.

A Disease-free survival B Overall survival
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1 n=108 - o (-
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= =
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Abbildung 2.6 Uberlebensraten von Hif-I1 positiven und negativen Brustkrebspatientinnen:
Kaplan Meier Kurven der krankheitsfreien Uberletrate nach Therapie (A) bzw. der gesamten
Uberlebensrate nach Therapie (B) bei Mammakarzimieptinnen bezogen auf den Hif-Status im
Primartumor. p-Werte wurden mittels log-rank-Teshigtelt (aus Yamamotet al. 2008; Breast can-
cer research and treatment. Reproduziert mit Eniswmon SPRINGER NEW YORK LLC via Copy-
right Clearance Center; Order Detail ID: 50556216).

2.5.5 Einfluss von HIF-1 auf die Invasivitdt von Tu  morzellen

Neben der wichtigen Rolle, die der Transkriptioktsa HIF-1 bei der Adaptation an hypoxi-
schen Stress so wie bei der Sicherung des Zelklimnk spielt, gibt es auch Hinweise auf
einen maglichen Einfluss von HIF-1 auf das invagtatential der Tumorzellen. So deutet die
oben beschriebene Korrelation der Hd~Hxpression mit einer schlechteren Prognose fir
Krebspatienten auf eine Rolle von HIk-tei der Bildung von Metastasen hin, da wie bereits
erwahnt tber 90% der Krebs-assoziierten Todes#ifedie Bildung von Tochtergeschwiils-
ten zurickzufuhren sind (Sporn, 1996). Ebenso degitdge Ergebnisse ausvitro Untersu-
chungen auf einen Einfluss von Hlk-auf die Invasivitat von Tumorzellen hin. So konnte
gezeigt werden, dass das Invasionsverhalten vorofiagtenin vitro von HIF-1o beeinflusst
wird. In verschiedenen Zellsystemen korrelierte Alasschalten des HIF-1-Signalwegs durch
Reduktion der HIF-a&-Expression mit der Reduktion der Tumorzellinvasiviunter hypoxi-

schen Zustandem vitro (Krishnamacharyet al, 2003; Victoret al, 2006; Fujiwaraet al,
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2007). Jedoch bertcksichtigten weder Krishnamackiagy. noch Victoret al, dass das Feh-
len von HIF-1 sich auch negativ auf das UberlebenTdimorzellen unter hypoxischen Zu-
standen auswirkt und somit die Reduktion der Inwtgi nur eine Reflektion reduzierten
Zelliberlebens sein konnte. Im Gegensatz zu dibsaten friihen Studien stellten Fujiwara
et al. unter Berucksichtigung der Zelliberleben-sichem#&enktion von HIF-& fest, dass
das Fehlen von HIFelin Gliomazellen die Migration und Invasion redutge Jedoch kann
hier nicht ausgeschlossen werden, dass das retuzieasive Potential der Tumorzellen al-
lein auf die reduzierte migratorische Aktivitat @akzufihren ist.

Des Weiteren gab es auch ansvivo Studien erste Hinweise auf einen moglichen Eisflus
von HIF-1o auf das invasive Potential von Tumorzellen. Sonken Liaoet al. zeigen, dass
das Fehlen von Hifd in einem spontanen murinepolyoma middle T (PyMT)-
Mammakarzinommodell die Tumorentstehung verzéged das Tumorwachstum reduziert
(Liao et al, 2007). Daruber hinaus beobachteten lea@l, dass das Fehlen von HiékZu
einer Reduktion der vom Primartumor ausgehendemd¢mmetastasierung fuhrt (Liad al,
2007). Ferner zeigten Hiragd al, dass die Expression einer konstitutiv aktivenni@on
HIF-1a in humanen MDA231 Mammakarzinomzellen in einemegixpentellen Metastasie-
rungsmodell die Bildung von Knochenmarksmetastaggstarkt (Hirageet al, 2007). Je-
doch konnte bei beiden Studien nicht zwischen eiltarlebens-sichernden Einfluss und
einem moglichen direkten Einfluss von HIF-1 auf dastastatische Potential von Tumorzel-
len unterschieden werden.

Obwohl diese Daten den Verdacht nahe legen, dasslddtlas metastatische Potential von
Tumorzellen unabhéngig von seiner Zelliberlebehesimden Funktion beeinflusst, wiesen
Bertoutet al. (Bertoutet al, 2008) und Ruast al. (Ruanet al, 2009) in ihren Ubersichtsarti-
keln darauf hin, dass bisher nicht klar ist, ob HlIkk vivo einen direkten Einfluss auf die
Invasivitat von Tumorzellen austbt und welche molaien Mechanismen daran beteiligt
sind. Die Schwierigkeit der Beantwortung diesergérarwuchs vor allem aus einem Mangel
an passenden Modellen, da die meisten Tumorzeliémen HIF-1-Signalweg angewiesen
sind, um unter Stressbedingungen wie Hypoxie zuléiben (Semenza, 2009). Folglich konn-
te bisher nicht ausgeschlossen werden, dass deAasschalten des HIF-1-Signalwegs beo-
bachtete Reduktion der Metastasierung auf ein fedeg Zelliberleben zurlckzufihren ist.
Um die Frage zu beantworten, ob Hlk-die Metastasierung nur durch die Sicherung des
Zelliberlebens fordert (Semenza, 2009; Semenza))2der ob HIF-& das metastatische
Potential, das ein essentielles Kennzeichen vomXdarstellt (Hanahan, Weinberg, 2000),

direkt beeinflusst, missen Modelle verwendet werden denen die Tumorzellen fur das
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Zelliberleben unter Hypoxie nicht auf den HIF-1+&ilyveg angewiesen sind. Hierzu scheint
sich das L-Cl.5s Modell aufgrund seiner oben ervgmextrem hohen Aggressivitat zu eig-
nen. Dariiber hinaus gibt es bereits einen weiteliaweis auf die Eignung des L-Cl.5s Mo-
dells zur Beantwortung dieser Fragestellung: Béateicman den Verlauf der Kolonisierung
der Leber durch L-Cl.5s Zellen (siehe Abbildung)2$ stellt man fest, dass die massive
sekundéare Invasion von Tumorzellen ausgehend \alietten Metastasen gleichzeitig mit
nekrotischen Metastasen an Tag 7 nach Tumorzellilatkn auftritt (Schelter, 2007; Geey

al., 2008). Die nekrotischen Regionen befinden sidiedanmer im Zentrum der Metastase
und werden von einem Ring aus Tumorzellen umgeSehd]ter, 2007). Die Korrelation des
Auftretens von nekrotischen Bereichen mit der Indwk der sekundaren Metastasierung
weist darauf hin, dass L-Cl.5s Tumorzellen dem sStri@ schnell wachsenden Metastasen

durch Flucht entgehen und nicht an diesen Stregsitven zu grunde gehen (Schelter, 2007).

2.5.6 Zusammenhang zwischen HIF-1 a und Proteolyse

Einige Studien haben bereits einen Zusammenharsghemn HIF-& und der Expression von
metastasierungsfordernden, proteolytischen Enzywienden Matrix-Metalloproteasen auf-
gezeigt. So beobachteten Fujiwataal. z.B., dass Hypoxie zu einer verstarkten Expression
von MMP-2 fihrt und dass diese Induktion durch dasschalten des HIF-1-Signalwegs
verhindert werden kann (Fujiwaed al, 2007). Zu ahnlich Ergebnissen kommen Séyal.,

die von einer verstarkten Aktivitat von MMP-2 dur8ktivierung des HIF-1-Signalwegs be-
richteten (Shywet al, 2007). Dies scheint auch klinische Relevanz aaehada Furlart al.

die Expression von HIFelund MMP-2 in Kolonkarzinomen verglichen und eineri€lation
zwischen der Expression von Hlle-ind MMP-2 fanden (Furlaet al, 2008). Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen dem HIF-1-Signalweg und greSsion/Aktivitat von proteolyti-
schen Enzymen besitzt hohe Relevanz, da invasivgavige wahrend der Tumorprogression
durch Ungleichgewichte irRrotease Webdem Netzwerk aus Proteasen, Proteaseinhibitoren
und Effektormolektlen (Overall, Kleifeld, 2006; Kyér, 2009; Kriigeet al, 2010) entstehen.
Wie einleitend erwahnt, spielt hier neben der Gedse MMP-2 vor allem die Gelatinase
MMP-9 eine wichtige Rolle, da beide Enzyme in dagé sind die Basalmembran abzubauen
und auf diese Weise den Weg fir die Tumorzelleteneiten (Bjorklund, Koivunen, 2005;
Gordenet al, 2007). Jedoch scheinen beide Gelatinasen unteddiche Funktionen bei der
Metastasierung zu haben (Gextgal, 2008). So zeigten Gerg al, dass MMP-2 im L-CIl.5s
Modell eher fur das Auswachsen von murinen Lebeastasen verantwortlich ist und
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MMP-9 eine wichtigere Rolle bei den direkt invagivéorgéngen spielt (Geret al, 2008).
Jedoch reicht fur eine erfolgreiche Metastasiemiegerh6hung der proteolytischen Aktivitéat
alleine nicht aus. Vielmehr missen intrazellulaign8lwege aktiviert werden, die zu einer
Mobilisierung der Tumorzellen fihren (Hanahan, Vieirg, 2000).

2.5.7 Hypoxie und der Met-Signalweg

Ein zentraler Signalweg, der die Mobilisierung viumorzellen induziert, ist der HGF/Met-
Signalweg (Birchmeieet al, 2003; Boccaccio, Comoglio, 2006). Ausgeldst vaedt Signal-
weg durch Binden des Liganden HGF an den membramgieimen Tyrosinkinaserezeptor
Met (Naldiniet al, 1991). Der Met Signalweg ist ein zentraler Retgulader sowohl die mig-
ratorische als auch die invasive Kapazitat vonefellinter physiologischen und pathophysio-
logischen Bedingungen regelt (Birchmeier al, 2003). In Abbildung 2.7 ist der Met-
Signalweg dargestellt.

Abbildung 2.7 Ubersicht tiber

den Met-Signalweg:
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Flesmamenband . HGF an den Met-Rezeptor und

dessen Transphosphorylierung
l \\ werden verschiedene intrazellu-
. lare  Signalwege induziert,

@ (mr-:) durch die der Met-Signalweg

¥ 5 essenzielle Eigenschaften von
(A PrB) Zellen beeinflusst. (aus Birch-

v meier et al. 2003; Nature Re-
views Molecular Cell Biology.
Reproduziert mit Erlaubnis von
NATURE PUBLISHING
GROUP via Copyright Clear-
ance Center Order Detail ID:
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Ap2/3 Cdkf MMPs FAK Caspase-9 52105716)'
Cadnering p27 Fibronectin Integring
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Zellmotilitdit ~ progression Invasion

Aufgrund seines Einflusses auf die proliferativetifikat und die Mobilisierung sowie das
invasive Potential von Tumorzellen wird das hocmjtexe genetische Programm, das durch
den Met-Signalweg induziert wird, auch &lsasive Growth Prograrbezeichnet (Boccaccio,
Comoglio, 2006).
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Normalerweise wird der Ligand HGF hauptsachlich woesenchymalen Zellen produziert,
wohingegen der Met Rezeptor hauptsachlich von elwilen Zellen exprimiert wird (Di Ren-
zoet al, 1991; Sonnenbergt al, 1993; Zarnegar, DeFrances, 1993). Unter physistbgn
Bedingungen ist dieses parakrine System stark igBirchmeieret al, 2003). In einer
Vielzahl von Tumorerkrankungen wurde jedoch einagstékte Aktivierung des Met-
Signalwegs nachgewiesen (Danilkovitch-Miagkova, rZk2002). Mechanistische Studien
konnten zeigen, dass der Met-Signalweg letztendlioler der zentralen Signalwege ist, der
die Invasivitat von Tumorzellen und die Bildung vbtetastasen fordert (Trusoliret al,
2010). So fuhrt die Zugabe des Liganden HBFitro zum sogenanntehumorzellscattering
d.h. die Tumorzellen I6sen sich aus dem Zellverbamdi beginnen voneinander weg zu mig-
rieren (Trusolincet al, 2010). Der Ligand HGF wird daher auch Stsatterfactorbezeichnet
(Naldini et al, 1991).

Im Jahr 2003 beschrieben Pennacchgttal. erstmals einen Zusammenhang zwischen Tu-
morhypoxie und dem Met-Signalweg (Pennacchedttal, 2003). So fanden Pennacchietti
al., dass eine Uberexpression von Met vor allem in Rigohen Tumorarealen detektiert
werden kann. Ebenso zeigten isievitro, dass die Expression des Met-Rezeptors durch hypo-
xische Bedingungen verstarkt wird und dass durebati Mechanismus die Met-Proteinlevels
erhoht werden. Letztendlich resultiert dies in eieghdhten Aktivitat des Met-Signalwegs,
die sich positiv auf die Invasivitat von Tumorzellauswirkt. Als verantwortlichen Signalweg
konnten sie den HIF-1-Signalweg identifizieren. gheh verhinderte das Ausschalten von
HIF-1a die Induktion der Met-Expression unter Hypoxie. ii&idin konnten Pennacchiett

al. durch Knockdowndes Met-Signalwegs in Tumorzellen zeigen, die Byganduzierte
verstarkte Tumorzellinvasivitat durch Met vermittelerden. Diese Ergebnisse unterstreichen
die wichtige Rolle des Met-Signalwegs bei der Hyipeverstarkten Tumorzellinvasivitat.
Aufgrund seiner zentralen Rolle bei der Metastasigrist der Met-Signalweg ein attraktives
Ziel zur Entwicklung anti-metastatischer Krebstipgea (Stellaet al, 2010; Cafadast al,
2010). Dies spiegelt sich auch in der gro3en AnaahTherapien wider, die sich gerade in
der Entwicklung befinden und deren Wirkmechanisming Inhibition des Met-Signalwegs
darstellt. Neben Tyrosinkinase-Inhibitoren befindsgch vor allem spezifische Antikorper in
der Entwicklung, die eine Blockierung des Met-Sigremys anstreben (Stellet al, 2010).
Eine vielversprechende Therapieentwicklung detéetdahre ist der monoklonale Antikdrper
DN30, der das proteolytische Abspalt&hédding des Met-Rezeptors von der Zelloberfla-
che induziert (Petrelket al, 2006). Der Antikdrper DN30 bindet hierbei an didrazellulare

Doméane des Met Rezeptors in der Nahe Jieta-membrane-domaiurch das darauf er-
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folgendeSheddingwird die Met-Signaltransduktion unterbrochen (Blitet al, 2006). Der
reduzierende Effekt des Antikdrpers auf den Mein&iyeg basiert dabei nicht nur auf der
Reduktion der Met-Rezeptoren auf der Zelloberflasloadern wird ebenfalls durch die HGF-
neutralisierende Funktion der abgespaltenen Remspteerstarkt. Daher werden die abge-
spaltenen Rezeptoren auch als Ligandenfallen Hdezetiq Trusolinoet al, 2010). Die Be-
handlung von Tumorzellein vitro mit dem Antikérper DN30 fiihrte folglich zu einee&uk-
tion des Verankerungs-unabhangigen Wachstums sawieeiner Reduktion des HGF-
induziertenTumorzellscatteringgPetrelliet al, 2006).In vivo konnte nachgewiesen werden,
dass der Antikorper DN30 in der Lage ist, das Priomiorwachstum sowie die spontane Me-
tastasierung in einem Xenograftmodell zu reduzi€Rstrelliet al, 2006). Der genaue Me-
chanismus und die beteiligten Molekile waren jedaisher nicht bekannt. Da durch Zugabe
des Antikdrpers DN30 daSheddingdes Met-Rezeptors induziert wird, kommt eine Beteli
gung vonSheddasewie z.B. der ADAMs A disintegrin and metalloproteinaséEdwardset
al., 2008) in Frage. Da die membrangebundenen ADAMeReszn flr ihre wichtige Rolle bei
der Regulation von Zellsignalwegen bekannt sind rfMy, 2008), konnten diestheddasen
an der durch den Antikdrper DN30 verursachten Metiiktion beteiligt sein. Aus der Litera-
tur ist bereits fur zwei Mitglieder dieser Protdasalie bekannt, dass sie unter physiologi-
schen Umstanden aBheddingles Met Membranrezeptors beteiligt sein kdnnerschtugen
Kopitz et al. vor, dass ADAM-10 an der Regulation der Met-Readgpvels mitwirkt (Kopitz

et al, 2007). Ebenso wurde eine Beteiligung von ADAMélid MetSheddinghachgewiesen
(Foveauet al, 2009).

Da ein Zusammenhang zwischen der Hypoxie-induziefitamorzellinvasivitdt und dem
Met-Signalweg besteht, sollte bei der Suche nacrdnterventionsmdglichkeit gegen eine
maogliche metastasenfordernde Funktion @déyntereinheit des HIF-1 Transkriptionsfaktors

der nachgeschaltete Met-Signalweg unbedingt miieziagen werden.
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3 Ziel der Arbeit

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es herafirsden, ob der HIF-1-Signalweg das me-
tastatische Potential von Tumorzellen unabhangrgsener Zelliberleben-sichernden Funk-
tion verstarkt. Aufgrund der Abhangigkeit vieler marzellen vom HIF-1-Signalweg zum
Uberleben unter hypoxischen Bedingungen war esbisitht mdglich, eine Zelliberleben-
unabhangige Metastasen-fordernden Funktion vonIHi&chzuweisen. Da das L-CIl.5s Tu-
mormodell nach allen publizierten Vorerfahrunged seiner auRergewdhnlichen Aggressivi-
tat am wahrscheinlichsten einer Zelllinie entspriche sich gegentber wesentlichen Stress-
zustanden bei der Metastasierung angepasst Hét, anhdchst Hif-a@ in L-Cl1.5s Zellen mit-
tels shRNA-Technologie stabil herunter reguliertdem und gezeigt werden, ob diese Mani-
pulation tatsachlich keinen Einfluss auf das Ulmateder L-C1.5s Zellen hat. Um einen mog-
lichen direkten Einfluss von HIF-1 auf das metastiéie Potential von Tumorzellen nachzu-
weisen sollten anschlieend sowohl experimentédl@ach spontane Metastasierungsassays
durchgefuhrt werden und Metastasierungs-assoziratameter wie Proliferation, Apoptose,
Invasion, sowie Kolonisierung des Zielorgans analysverden. Hierzu sollten neben mole-
kularbiologischen Analysemethoden vor allem immstdghemische Methoden angewendet
werden. Um mogliche Mechanismen zu identifiziersollte die Aktivitat von invasionsfor-
dernden Metalloproteasen wie MMP-9, unter zu Hademe von zymographischen Methoden
analysiert werden. Dartber hinaus sollte untersuehtlen, ob bei einer moéglichen tberle-
bensunabhangigen metastasenférdernden FunktiorHUed, der fir die invasive Absied-
lung von Tumorzellen zentrale Met-Signalweg, vomdaekannt ist, dass er durch Hypoxie
induziert wird, eine Rolle spielt.

Abschlie3end sollte basierend auf den gewonnenkenBtnissen eine therapeutische Inter-
ventionsmaoglichkeit aufgezeigt werden, die sicheyegilF-1 oder einen nachgeschalteten
Signalweg richtet, die zum Ziel hat, eine mdglidifgerlebensunabhangige metastasenfor-
dernde Funktion von HIF-1 abzuschwachen.

Das Wissen um die genaue Rolle von HIF-1 bei detabtasierung und dabei involvierte
Mechanismen soll zukinftig zur Entwicklung erfoligtesr anti-metastatischer Therapien und

damit zur Verbesserung der Behandlung von maligkeebserkrankungen beitragen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Zelllinien

293T

293T Zellen stammen aus humanem, embryonalen MNipittiel und eignen sich aufgrund
ihrer guten Transfizierbarkeit als Verpackungsieél zur Produktion lentiviraler Partikel, da
sie neben den Genen E1A und E1B des humanen Adesdviauch das SV40 T-Antigen
exprimieren. Diese Zellen wurden von der InvitrogambH Deutschland kauflich erworben.
A549

Die Zelllinie A549 wurde 1972 aus einem Lungenkaomn eines 58-jahrigen ménnlichen
Patienten gewonnen (Giaed al, 1973). Die Zelllinie weist eine epitheliale Mogbgie auf
und ist Keratin-positiv. Diese Zellen wurden vomfPCarla Boccaccio (IRCC, Turin, Italien)
bezogen.

GTL-16

Die GTL-16 Zelllinie ist eine undifferenzierte Magearzinomzelllinie (Giordancet al,
1988), die das Met-Onkogen uberexprimiert und indber Met-Signalweg konstitutiv akti-
viert ist (Ponzettet al, 1991). Diese Zellen wurden von Prof. Carla Boc@a@dRCC, Turin,
Italien) bezogen.

Skov-3ip

Die Zelllinie Skov-3ip stammt von der Zelllinie Sk@ ab, die 1973 aus Aszites einer 64-
jahrigen Patienten, die an einem AdenokarzinomQles's erkrankt war, isoliert wurde. Die
Zelllinie hat epithelialen Charakter und ist remmt gegentiber Tumornekrosisfaktor sowie
vielen zytotoxischen Substanzen wie Diphtheria mpgis-Platinum und Adriamycin. Diese
Zellen wurden von Prof. Peter Altevogt (DKFZ, Helmkrg, Deutschland) bezogen.

CT-26L

Die Zelllinie CT-26 wurde aus einem N-nitroso-N-mgdtirethane-induzierten murinen Ko-
lonkarzinom isoliert (Griswold, Corbett, 1975; Beah et al, 1980). Die Zelllinie wurde ana-
log zur L-CIl.5s Zelllinie mit dem bakteriellelacZ Gen transduziert (CT-26L) um einen
Nachweis auf Einzelzellebeme vivo zu erméglichen. Die Zelllinie weist eine fibroltiisar-
tige Morphologie auf und ist sowohl im syngenen B&tamm Balb/c als auch in immunsupp-
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rimierten Mausen tumorigen. Nach intravendser Itetiken bilden CT-26L Zellen Metasta-
sen in der Lunge.

L-Cl.5s

L-Cl.5s Zellen sind murine T-Zell-Lymphomzellengedilurch Transduktion der Esb T-Zell-
Lymphomzelllinie mit dem bakteriellelacZ Gen gewonnen wurden (Krtiget al, 1994a).
Das MarkergerlacZ kodiert fur das Enzynf3-Galaktosidase, welches in der Lage ist, das
Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxf3-D-galaktopyranosid) unter Verbrauch von Sau-
erstoff zu Galaktose und Indigo, einem blauen Raffjsumzusetzen. Dadurch kénnen die
Tumorzellen im Gewebpost mortemangefarbt werden. Da das EnzfiGalaktosidase an
einer Stelle im Zytoplasma konzentriert wird, btldker Farbstoff Indigo nach der X-Gal-
Farbung einen blauen Punkt im Zytoplasma und erictitigbo die Identifizierung einzelner
Tumorzellen in Gewebeschnitten. Die Tumorzellendssowohl im syngenen DBA/2-
Mausstamm als auch in immunsupprimierten Mauserotigan. Nach intravendser Inokula-
tion bilden L-Cl.5s Zellen Metastasen in der Lelmlm Lymphknoten sowie der Milz (KrU-
geret al, 1994a).

4.1.2 Bakterienstamm Topl0

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-nmcBC) ®80acZAM15AlacX74 recAl ara A139 A(ara-leu)7697
galu galK rpsL (StrR) endAl nupG. Dieser Bakterienstamm eignet sich vor allemdigr
Transformation unmethylierter DNA. Die Bakterienrde von der Firma Invitrogen GmbH,

Karlsruhe, Deutschland erworben.

4.1.3 Plasmide
shADAM-10 (TRCNOOO0006672) Sigma Aldrich, Schneltigd Deutschland
Sequenz: CCGGCCAGGTGGAATTACTTAAATTCTCGAGAATTTAAGTAATCCACCTGGTTTTT
shADAM-10 (TRCNOO00006673) Sigma Aldrich, Schneliigd Deutschland
Sequenz: CCGGGCAGGTTCTATCTGTGAGAAACTCGAGTTTCTCACAGATABCCTGCTTTTT
shADAM-10 (TRCNOO00006674) Sigma Aldrich, Schneliigd Deutschland
Sequenz: CCGGCCCTACAAATCCTTTCCGTTTCTCGAGAAACGGAAAGGATTTGBGGTTTTT
shADAM-10 (TRCNOOO0006675) Sigma Aldrich, Schneliigd Deutschland
Sequenz: CCGGGCTGTGCAGATCATTCAGTATCTCGAGATACTGAATGATGCACAGCTTTTT
shADAM-10 (TRCNOOO0006676) Sigma Aldrich, Schneltigd Deutschland
Sequenz: CCGGGCAGTATTACTTATGGGAATTCTCGAGAATTCCCATAAGIACTGCTTTTT
shADAM17 (TRCNO000052168) Sigma Aldrich, Schneilfd®eutschland
Sequenz: CCGGCCAGCAGCATTCGGTAAGAAACTCGAGTTTCTTACCGAATGGCTGGTTTTTG
shADAM17 (TRCN0O000052169) Sigma Aldrich, Schneilfd®eutschland
Sequenz: CCGGGCAGCGTCAGAATCGTGTTAACTCGAGTTAACACGATTGACGCTGCTTTTTG
shADAM17 (TRCN0000052170) Sigma Aldrich, Schneifd®eutschland
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Sequenz: CCGGCCCATGAAGAACACGTGTAAACTCGAGTTTACACGTGTTCTATGGGTTTTTG

shADAM17 (TRCN0O000052171) Sigma Aldrich, Schneifd®eutschland
Sequenz: CCGGCCTGGTTACAACTCATGAATTCTCGAGAATTCATGAGTTRACCAGGTTTTTG
shADAM17 (TRCN0000052172) Sigma Aldrich, Schneifd®eutschland
Sequenz: CCGGCCTATGTCGATGCTGAACAAACTCGAGTTTGTTCAGCABGACATAGGTTTTTG
shHif-1a (TRCNO0000054448) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Bsmiiand
Sequenz: CCGGGCCACTTTGAATCAAAGAAATCTCGAGATTTCTTTGATTOMGTGGCTTTTTG
shHif-1a. (TRCNO0000054449) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Bahland
Sequenz: CCGGGCCGCTCAATTTATGAATATTCTCGAGAATATTCATAAATGAGCGGCTTTTTG
shHif-1lo. (TRCNO000054450) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Bshland
Sequenz: CCGGCCAGTTACGATTGTGAAGTTACTCGAGTAACTTCACAATCRRACTGGTTTTTG
shHif-1lo. (TRCNO000054451) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Bsthland
Sequenz: CCGGCCCAGTGAATATTGCTTTGATCTCGAGATCAAAGCAATATIRCTGGGTTTTTG
shHif-1lo. (TRCNO000054452) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Bshland
Sequenz: CCGGCCAAAGTTGAATCAGAGGATACTCGAGTATCCTCTGATTACTTTGGTTTTTG
shHIF-1o. (TRCNO0O00003808) Sigma Aldrich, Schnelldorf, B=iniand
Sequenz: CCGGCCGCTGGAGACACAATCATATCTCGAGATATGATTGTGTCTAGCGGTTTTT
shHIF-1o. (TRCNO0O0O0003809) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Beiniand
Sequenz: CCGGCCAGTTATGATTGTGAAGTTACTCGAGTAACTTCACAATCRAACTGGTTTTT
shHIF-1o. (TRCNO0O0O0003810) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Beiiand
Sequenz: CCGGGTGATGAAAGAATTACCGAATCTCGAGATTCGGTAATTATTCATCACTTTTT
shHIF-1o. (TRCNOOOO0O03811) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Beiiand
Sequenz: CCGGCGGCGAAGTAAAGAATCTGAACTCGAGTTCAGATTCTRCTTCGCCGTTTTT
shHIF-1o. (TRCN0O000010819) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Biniand
Sequenz: CCGGTGCTCTTTGTGGTTGGATCTACTCGAGTAGATCCAACCABAGAGCATTTTT
pLP1 (gag, pol) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Dettaad
pLP2 (rev) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
pLP/VSVG (env) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutseid
lentivirales MMP-9-Promotorkonstrukt (Gerg, 2009)
shNT (SHC202) Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutsctd

4.1.4 Antikorper und weitere Proteine

anti ADAM-10 Immunoglobulin (ab1997) Abcam, Camlge] UK
anti ADAM-17 Immunoglobulin (#3976) Cell Signalinggechnologies, Danvers USA
anti Caspase-3 Immunoglobulin R&D Systems GmbHeahaden-

Nordenstadt, Deutschland
anti CD31 Immunoglobulin (Klon MEC 13.3)  BD Biosaices, Heidelberg, Deutschland

anti MET Immunoglobulin DL21 IRCC, Prof. C. Boccam, Turin, Italien
(Pratet al, 1998)
anti MET Immunoglobulin DN30 IRCC, Prof. C. Boccaw, Turin, Italien

(Pratet al, 1998)
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anti mouse Immunoglobulin G HRP Konjugate = AmershBraunschweig, Deutschland

anti PCNA Immunoglobulin Abcam, Cambridge, UK

anti phospho-Met Immunoglobulin (TKO1Q-E Assay Designs, Ann Arbor, USA

anti rabbit ImmunglobulinG HRP Konjugat Amersha@naunschweig, Deutschland
anti rabbit Immunoglobulin Alexa-488 Molecular Pes Invitrogen. Karlsruhe,

Deutschland

anti a-Tubulin ImmunglobulinG (mouse) Calbiochem(R), Datadt, Deutschland
Avidin (far Avidin/Biotin Block) Dako GmbH, Hambg, Deutschland
Biotin (fur Avidin/Biotin Block) Dako GmbH, Hambg, Deutschland
Bovines Serum Albumin (BSA) AppliChem, Darmstdagutschland
rekombinantes humanes HGF IRCC, Prof. C. Boccadeidn, Italien
Sepharose-Protein-A IRCC, Prof. C. Boccaccio, T Utalien
Streptavidin-HRP-Komplex Dianova, Hamburg, Deutaall

4.1.5 Medien, Losungen fur die Zellkultur, Antibiot  ika

Medien fur die Zellkultur:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Biochrom A®erlin, Deutschland
RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Medien fur die Bakterienkultivierung:

Alle Kulturmedien fir Bakterien wurden im Autoklg20 min bei 120 °C) sterilisiert. Kul-
turplatten wurden bei 4 °C und Lésungen, soferitrémders angegeben, bei Raumtempera-
tur aufbewahrt. Entsprechende Antibiotika wurdest &urz vor Verwendung zu den Flis-

sigmedien gegeben.

LB-Medium Bacto Tryptone 10 g/l
Bacto Yeast Extract 5 g/l
NacCl 5 g/l
Bacto Agar 15 g/l (nur fur Kulturplatten)
mit 5 M NaOH auf pH 7,5 einstellen

Zellkulturldsungen:

Arg (55 mM) Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Asp (27 mM) Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland
L-Glu (200 mM) Biochrom, Berlin, Deutschland

Hepes (1 M) Gibco GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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B-Mercaptoethanol (50 mM) Sigma GmbH, Deisenhobxytschland
PBS (phosphat buffered saline), pH 7,4 BiochrBer)in, Deutschland
Trypanblau-L6sung Sigma GmbH, Deisenhofen, Déldscl
Trypsin/EDTA-L6sung, pH 7,4 Biochrom, Berlin, Dieahland

Antibiotika-Stammlésungen

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in ddHO (1:1000 zum Medium)

Puromycin (Puro) 1 mg/ml auf 25 pg/ml Endkonzerdrain
Zellkulturmedium verdinnt

4.1.6 Standards und Kits

RNA-Gelelektrophoreselésungen

6 x Auftragspuffer: Bromphenolblau 0,15 % (w/v)
H202 60 mM
Glycerin 60 % (v/v)
In nukleasefreiem ddi®.

Protein-Grol3enstandards und SDS-Polyacrylamid-Gelel  ektrophoreseldsungen
5 x Laemmli-Auftragspuffer: Bromphenolblau 100 mg
Glycerin 3,5 ml
SDS1,5¢
Tris (1 M) 3,2 ml
B-Mercaptoethanol 2,5 ml
Aliquotieren und bei — 20 °C lagern.
10 x Elektrophoresepuffer: Tris-Base 30,3 g
Glycin 144,2 g
SDS 10g
Mit ddH20 auf einen Liter auffllen.
Lagerung bei Raumtemperatur.
Prestained Protein Molecular Weight Marker Bio-RadbH, Ismaning, Deutschland
Kits zur DNA und RNA Isolierung

QIAGEN Plasmid Purifikation Kit (Maxi) Qiagen GmbHiilden, Deutschland
Pure Yield” RNA Midiprep System Promega Corp., Mannheim, Behiand

Kits zur Reversen Transkription
High capacity cDNA Reverse Transcription Kits Alegl Biosys., Darmstadt, Deutschland

Weitere Kits
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BCA™ _Assay von Pierce
Lumi-Light Kit

Cell & Tissue Staining Kit
HRP-DAB System
HRP-AEC System

TACS™ Tdt Kit
HypoxyprobéV-1 Kit

Reagenzien fir die Tag "™-Man Analyse
TagMan® Gene Expression Master Mix
TagMan® Environmental Master Mix 2.0
18S Primer-Probe-Mix

muriner Ca-9 Primer-Probe-Mix

muriner Hif-1a Primer-Probe-Mix
muriner Mmp2 Primer-Probe-Mix
muriner Mmp9 Primer-Probe-Mix
muriner Met Primer-Probe-Mix

humaner ADAM-10 Primer-Probe-Mix
humaner ADAM-17 Primer-Probe-Mix

lacZ Primer-Probe-Mix:

Pierce, Rockford, USA
Roche Diagnostics, Penzberg, Detitaad

R&D Systems GmbH, Wiedba-
Nordenstadt, Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

HPI Inc., Burlington, USA

Applied Biosizrmstadt, Deutschland
Applied Biosy®armstadt, Deutschland
Applied Biosys., Darmstadeuischland
Applied Biosys. ratadt, Deutschland
Applied Biosys., Darmstadt, Dsaltiand
Applied Biosys., Destadt, Deutschland
Applied Biosys., Datadt, Deutschland
Applied Biosys., Datadt, Deutschland
Applied BiosyParmstadt, Deutschland
Applied BiosyParmstadt, Deutschland
Applied Biosys., Darmstadgutschland

Forward Primer SCAAGCCGTTGCTGATTCGA-3
Reverse Primer'855CTCATCCATGACCTGACCAT-3
Probe 5FAM-ACCGTCACGAGCATCAT-nFQ-3

Luciferase Primer-Probe-Mix

4.1.7 Puffer und Lésungen
10 x PBS:

Applied Biosys., Datatt, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) 80 g

Kaliumchlorid (KCI) 2 g
Natriumhydrogenphosphat (plPOy) 14,4 g
Kaliumdihydrogenphosphat (KIROQy) 2,4 g

Der pH- Wert wurde auf 7,4 eingestellt.
Anschliel3end wurde mit dgB auf einen Liter
aufgefullt. Danach wurde die Losung autoklaviert
und bei Raumtemperatur gelagert.
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10 x TBS:

1x TBS-T:

Tris-Base 500 mM

NaCl1,5M

Der pH- Wert wurde auf 7,4 eingestellt.
Anschliel3end wurde mit ddB auf einen Liter
aufgefullt. Danach wurde die Losung autoklaviert
und bei Raumtemperatur gelagert.

10 x TBS-Puffer 1/10
Tween20 1/1000

ddH,O 9/10

Lagerung bei Raumtemperatur.

Hintergrundreduzierendes Antikdrper- Dako DeutaotdlGmbH, Hamburg,

verdiinnungsmedium

Mayer's Hamalaun Lésung

Eosinlésung, wassrig

Deutschland

Apotheke des Klinikunchte der Isar,
Minchen, Deutschland

Apotheke des Klinikums redetslsar,
Minchen, Deutschland

TAE-Puffer (Agarosegelelektrophorese): Tris 40 mM

Puffer fur Western Blot Analyse

10 x Blottingpuffer:

1 x Strippingpuffer:

10 x TBS-Puffer:

1 x TBS-T:

Essigsaure 20 mM
EDTA1mM

Tris-Base 3 g

Glycin 11,25 g

Methanol 10 % (v/v)

Mit ddH,O auf einen Liter auffullen.
Lagerung bei Raumtemperatur.

B-Mercaptoethanol 100 mM

SDS 2 % (w/v)

Tris-HCI (pH 6,7) 62 mM

Mit ddH,O auf einen Liter auffullen.
Lagerung bei Raumtemperatur.

Tris-Base 500 mM

NaCl1,5M
pH-Wert auf 7,6 einstellen und mit dgBl auf einen
Liter auffillen. Lagerung bei Raumtemperatur.

10 x TBS-Puffer 1/10
Tween20 1/1000

ddH,O 9/10

Lagerung bei Raumtemperatur.
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Lésungen und Puffer fir die X-Galfarbung
Fixierlésung (Organe und Kryoschnitte) 2 % Forrehlgt, 0,2 % Glutaraldehyd in 1x PBS

Fixierlosung (Paraffinschnitte): 2 % Formaldehyd.xaPBS
X-Gal-Stock (40mg/ml): 1 g X-Gal in 25 ml Dimetligtmamid geldst;
lichtgeschuitzt bei —20°C lagern
X-Galfarbelésung: 1,64 g4ke(CN) = Fe*
2,10 g KFe(CN) = F&*
2ml 1M MgCh

1 ml 10 % Natrium-Deoxycholat

2 ml 10 % NP40

In 900 ml PBS l6sen und auf pH 7,1 einstellen.
Lagerung lichtgeschutzt bei 4°C

Ready-to-us&-Gal-Farbeldsung: X-Gal-Stock 1:40 in X-Galfékming verdinnen.
Unmittelbar vor Farbung lichtgeschitzt ansetzten.

4.1.8 Chemikalien

Absolve NENM Life Science Products, Zaventem,
Belgien

Agarose, Peq Gold Universal Agarose PegLab, EglanDeutschland

alamarBlue® Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumchlorid (NHCI) Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Ampicillin, Ampicillin-Natriumsalz Sigma GmbH, Deenhofen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma GmbH, DeisenhofeaytSchland

BactoTM Agar BD, Heidelberg, Deutschland

BactoTM Tryptone BD, Heidelberg, Deutschland

BactoTMYeast Extract BD, Heidelberg, Deutschland

Chloroform Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

DAPI Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

D-Glukose, reinst Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

DQ™ Gelatine Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschlan

Eisessig (Essigssaure), 100%,wasserfrei Merck GrilgHwalbach, Deutschland

Ethyldiamintetraacetat (EDTA), reinst Merck Gmisthwalbach, Deutschland

Ethanol (EtOH), zur Analyse, >99,9 % Merck Gmbidh®albach, Deutschland

Ethanol 98 % fur Immunhistologie Apotheke des Kdimns rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Ethidiumbromid Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutsathlan

Formaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Formamid
GiemsalLdsung
Glutaraldehyd Lsg. 50%
Glycerin

Glycin

HEPES, >99,5 %

Isopropanol

Kaiser’'s Glycerin Gelatine
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Kaliumferrocyanid
Kaliumhexacyanoferrat (lll)
Kalziumchlorid (CaCl)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Magnesiumchloridhexahydrat
(MgCl x 6 H,O)

Magnesiumsulfatheptahydrat
(MgSQ, x 7 H,0)

B-Mercaptoethanol

Methanol, zur Analyse, >99,8 %
Mowiol

Natriumacetat, zur Analyse, wasserfrei
Natriumchlorid, reinst

Natrium Deoxycholat
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhydrogenphosphat (pPQy)
Natriumzitrat

NP40

Ponceau S

Roticlear

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

TEMED
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Dehitsad

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland
Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Apotheke des Klinikums rechts der,lIsar
Munchen, Deutschland

Merck GmbH, Schwalbabkutschland
Merck GmbH, Schwalbach, Deuitnd
Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutactl
Sigma GmbH, Deisenhgf@eutschland
Merck GmbH, Schwalbach, Dsaltland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck GmbH, Schwalbach, Deutgsuthla

Merck GmbH, Schwalb&sytschland

Merck GmbH, SchwalbBehtschland

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deugschl
AppliChem, Darmst&eutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck Gm8Ehwalbach, Deutschland
Sigma GmbH, Deisenhofenu@ehland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Dehisstd
Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland
Fluka GmbH, Buchs, Schweiz
Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck GmbH, Schwalb&xtschland
Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Roche DiagimsstPenzberg, Deutschland
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Trizol® Reagenz Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Debtand
Tween 20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- Fermentas, Sedn-Rot, Deutschland

-D-Galaktopyranoside)

4.1.9 Sonstige Materialien

Superfrost Plus Objekttrager Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Tissue Tek Einbettmedium Sakura Finetek, Heppenheeutschland

4.2 Tierexperimentelle Methoden

4.2.1 Verwendete Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden zwei Mausstamme verwendet,zu den jeweiligen Tumorzellen
syngersind.

Balb/c

Dieser Albino-Mausstamm wurde 1923 von McDowelldtutnzucht erzeugt. Die in dieser
Arbeit verwendeten murinen Kolonkarzinomzellen G3-@&nd syngenzu diesem Maus-

stamm.

DBA/2

Altester Inzuchtstamm, der 1909 von C.C. Littlebéitat wurde. Die in dieser Arbeit verwen-

deten murinen T-Zelllymphomzellen L-CI.5s sisghgerzu diesem Mausstamm.

Die Versuchstiere beider Stamme wurden von Chd&lesr (Sulzfeld, Deutschland) bezo-
gen. Die verwendeten Versuchstiere waren zwisch&d 8/ochen alt. Es wurden ausschliel3-
lich weibliche Tiere verwendet. Alle Versuchstievarden vor Versuchsbeginn eine Woche
unter Standardbedingungen im Zentrum fur PréklimsEorschung des Klinikums rechts der
Isar der Technischen Universitat Minchen gehalddle. Tierversuche wurden durch die Re-

gierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen Blgé&hehmigt.

4.2.2 Metastasierungsmodelle

4.2.2.1Experimentelles Metastasierungsmodell L-CI.5s

Um den Einfluss von Hif-d auf die Lebermetastasierung von Tumorzellen zersathen

wurden 5 x 18 L-C1.5s Tumorzellen in 200 pl PBS (pH=7,4) intrads in die Schwanzvene
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von DBA/2 Méausen inokuliert. Die Zellzahl wurde vder Inokulation durch zwei Verdin-
nungsreihen auf genau 2,5 x*1Zellen/ml eingestellt. Bis zur Inokulation lagertdie Tu-
morzellen auf Eis. Um die Inokulation der Tumoresllzu erleichtern wurden die Mause vor
Inokulation mittels Infrarotwarmelampe aufgewariies fuhrte zur Dilatation der Venen
und somit zur Erleichterung der Inokulation. Die idé& wurden sieben d nach Tumor-
zellinokulation getdtet und die Organe entnommeR.234).

Alternativ wurden 2 x 10Tumorzellen intravends inokuliert und die Mause®®, 1 h, 1,5 h,
3h, 6h bzw. 3 d spater getotet.

Zum Nachweis von Hypoxie in Lebermetastasen wuflgrlC’ L-Cl.5s Tumorzellen in 200
ul PBS (pH=7,4) intravends in die Schwanzvene v&@AR Mausen inokuliert. 7 d spater
wurden 60 mg/kg Kdrpergewicht Pimonidazol (in PB#5gt) in die Schwanzvene inokuliert.

2 h spater wurden die Tiere mittels zervikaler @kstion getotet und die Organe entnommen.

4.2.2.2Experimentelles Metastasierungsmodell CT-26L

Um den Einfluss von Hif-d auf die Metastasierung von Tumorzellen zu untdrsnavurden

1 x 16 CT26L-shHif-In bzw. shNT in 200 pl PBS (pH=7,4) intravends in Sighwanzvene
von DBA/2 Mausen inokuliert. Die Zellzahl wurde waer Inokulation auf genau 5 x °1Bel-
len/ml eingestellt. Bis zur Inokulation lagertere diumorzellen auf Eis. Um die Inokulation
der Tumorzellen zu erleichtern wurden die Mause irmkulation mittels Infrarotwar-
melampe aufgewarmt. Dies fuhrte zur Dilatation @enen und somit zur Erleichterung der
Inokulation. Die Mause wurden 21 d nach Tumorzekudation getotet und die Organe ent-
nommen (3.2.2.4).

4.2.2.3Spontanes Metastasierungsmodell L-Cl.5s

Um den Einfluss von Hif-d auf die Metastasierung von Tumorzellen zu untdrsnavurden

1 x 1¢ L-Cl.5s-shHif-Tr bzw. shNT in 100 pl PBS (pH=7,4) intradermal ie céchte Flanke

von DBA/2 Mausen inokuliert. Die Zellzahl wurde vaer Inokulation durch auf genau 10 x
10° Zellen/ml eingestellt. Bis zur Inokulation lagertdie Tumorzellen auf Eis. Die rechte
Flanke wurde vor Inokulation rasiert. Um die ineadale Inokulation problemlos durchzu-
fuhren wurde eine leichte Anasthesie mit Isofludanchgefuhrt. Anschlie3end wurden 100ul
der Tumorzellsuspension intradermal inokuliert. DRAsmMartumorwachstum wurde durch
Messen des Primartumordurchmessers mit einer Sehrebdokumentiert. Die Tiere wurden

bei einem Primartumordurchmesser von 6 mm getdigidie Organe entnommen.
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Zum Nachweis von Hypoxie in L-Cl.5s Primartumorenrden 1 x 10 L-CI1.5s Tumorzellen

in 100 ul PBS (pH=7,4) intradermal in die rechtarfke von DBA/2 Mausen inokuliert. 14 d
spater wurden 60 mg/kg Korpergewicht Pimonidazol BBS gelost; pH=7,4) in die
Schwanzvene inokuliert. 2 h spéater wurden die Traittels zervikaler Dislokation getotet

und die Organe entnommen.

4.2.3 Probengewinnung

Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch Auftreieer systemischen Hypoxie beim To-
ten der Mause durch GQu vermeiden, wurden alle Tiere mittels zervikabeslokation ge-
totet und anschlieBend je nach Modell sofort Priomaor, Leber, Lunge und Milz enthom-
men. Die Leber wurde zerteilt und einige Teile soder rechte Lungenfliigel wurden in flus-
sigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Untehsung bei -80°C gelagert. Ebenso wur-
den von jeder Leber zwei StickeTissue TeKSakura Fine Tek) Einbettmedium fir Kryo-
schnitte eingebettet und ebenfalls bei -80°C auditety Flir Paraffinschnitte wurden Leber-
sticke Uber Nacht in Fixierlosung (2% Formaldehyd ix PBS) fixiert, paraffinisiert und in
Paraffin eingebettet. Dieobus sinister medialis hepatisnd lobus dexter medialis hepatis
wurden zur Beurteilung des Metastasierungsmustetrsden X-Gal-Farbung gefarbt. Pri-
martumoren wurden, falls vorhanden, halbiert. Dree éHélfe wurde in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Untersuchung bei -8C2@gert, die andere Halfte in Tissue Tek
(Sakura Fine Tek) Einbettmedium fir Kryoschnittegeibettet und ebenfalls bei -80°C auf-

bewabhrt.

4.3 Methoden der Zellkultur

4.3.1 Zellkulturmedien

Zelllinie Medien und Medienzuséatze

293T DMEM, 10% (v/v) FCS, 2mM L-Glutamin, 100mM Hepes2®mM Arginin,
0,55 mM Asparagin

L-Cl.5s RPMI, 10% FCS (v/v) (PAA Gold), 2mM L-Glutamin, 101 Hepes,

0,5mM 3-Mercaptoethanol

A549 RPMI, 10% FCS (v/v) (PAN), 2mM L-Glutamin
CT-26L RPMI (Gibco incl. Glucose, Hepes, Glutamin, NaBimarat, NaPyruvat), 10% (v/v) FCS (PAN)
GTL-16 RPMI, 10% FCS (v/v) (PAN), 2mM L-Glutamin

Skov3i.p. | DMEM, 10% (v/v) FCS, 2mM L-Glutamin, 100mM Hepes2®mM Arginin,
0,55 mM Asparagin

Tabelle 3.1 Zusammensetzung der verwendeten Zellkurmedien
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4.3.2 Kulturbedingungen

Alle Zellen wurden bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeihd 5% CQ-Gehalt im Brutschrank
(Scientific CQ Water Jacketed Incubatofhermo Quest, Egelsbach, Deutschland) kultiviert,
um eine optimale Proliferation der Zellen zu gevgikten.

Hypoxieversuche wurden in einem Hypoxie-InkubateERAcell150 Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, Deutschland) bei 1%,37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% G&@ehalt durch-
geflhrt.

4.3.3 Passagieren von adharenten Zellen

Adharente Zelllinien wurden dreimal woéchentlich (Mag, Mittwoch, Freitag) bei einer
Dichte von ca. 80% der Konfluenz passagiert. Hiavewden die Zellen zun&achst einmal mit
PBS gewaschen und anschlielend mit einem bzw. mwdirypsin/EDTA Losung pro 10
bzw. 20 cm Zellkulturschale nach einer funfminttigekubationsphase durch Klopfen abge-
|6st. In der Zwischenzeit wurde je nach SplitverigalMedium in eine frische Zellkulturscha-
le vorgelegt. Zu den abgeldsten Zellen wurde amef@bhd je nach Splitverhaltnis Medium
zugegeben, die Zellen resuspendiert und die dem \&gihaltnis entsprechende Menge an
Zellen auf die vorbereitete, frische Zellkultursighgegeben und die Zellen auf dieser durch

kreuzférmiges Schwenken gleichméaRig verteilt.

4.3.4 Passagieren von Suspensionszellen

Die L-Cl.5s-Zellen wurden in Zellkulturflaschen kulert und dreimal pro Woche passagiert.
Das Splitverhaltnis richtete sich nach der L-CK®&smzentration im Medium. Zuerst wurde in
eine neue Zellkulturflasche entsprechend dem Sphtidtnis (1:4 bis 1:10) frisches Medium
gegeben. Die L-Cl.5s Zellen wurden anschlieRendspendiert, so dass eine Einzelzellsus-
pension entstand. Entsprechend dem Splitverhaiuorige die L-Cl.5s-Zellsuspension in die
vorbereitete, neue Zellkulturflasche tberfuhrt dinel Zellen durch kreuzférmiges Schwenken
gleichmalig verteilt.

4.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Zur Einstellung der fir die Co-Transfektion bzwe dinokulation nétigen Zellzahlen wurden
die adharent wachsenden Zellen zuerst von der &aiajeldst und in Medium aufgenom-
men. AnschlieBend wurde von der Zellsuspensionud @it 100 pl Trypanblau-Lésung ver-
setzt und in eine Neubauer-Zdhlkammer gebracht.v@a der Trypanblau-Losung aus-

schlielich tote Zellen angefarbt werden, konntelie lebenden von den toten Zellen unter-
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schieden werden. Die Bestimmung der Zellzahl etéolgittels Auszahlen zweier diagonal
gegenuberliegender groRer Quadrate der Neubaudiatd@mer. Da ein Quadrat die Zellzahl
in 0,1 ul der Suspension widerspiegelt, die Sugpensuvor aber durch die Zugabe der
Trypanblau-Losung 1:2 verdinnt wurde, entspriclg durch Auszéhlen zweier Quadrate
gewonnene Zahl der Zellzahl in 0,1 pl Suspensian. die Zellzahl in 1 ml Suspension zu
erhalten wurde die Zellzahl in 0,1 pl der SuspensioschlieRend mit dem Faktor*Z@ulti-

pliziert.

4.3.6 Produktion lentiviraler Zellkulturiiberstande

Um einen stabileinockdownin den zu untersuchenden Zelllinien zu generievarden in-
fektivse lentivirale Partikel produziert. Je shRMArden 5 x 10 293T-Zellen auf einer 10
cm Zellkulturschale ausgesat. 24 h spater und 8riBeginn der Co-Transfektion wurde ein
Mediumwechsel durchgefuhrt. Eine Stunde vor BegienCo-Transfektion wurden die lenti-
viralen Plasmide vorbereitet. Die Plasmidlésungtsesich aus 6,6 pg des Helferplasmids
pLP1 (gag und pol), 5 pg des Helferplasmids pLR2 ¢en Transport der transfizierten DNA
in den Nukleus) und 3 pg des Helferplasmids pLVSW@lches die fir den Tropismus des
Virus wichtigen env-Gene tragt zusammen. Vom Trekigfnsplasmid wurden je Co-
Transfektion 10 pg eingesetzt. Die drei Helferplakmund das Transfektionsplasmid wurden
in 1,5 ml FCS freiem Opti-Mem Medium aufgenommeie Plasmidlésungen wurden an-
schlieBend mit 1,5 ml Opti-Mem Medium gemischt wels zuvor mit 36 pl Lipofektamin
2000 (Sigma Aldrich) 5 min bei Raumtemperatur inkudbwurde. Die so entstandene Lésung
wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und daopfenweise auf die Zellkulturschalen
mit den 293T-Zellen gegeben, bei welchen zuvorMiedium durch 5 ml Opti-Mem Medium
mit 10 % FCS ersetzt wurde. 6 h spater wurde dassfektionsmedium von den 293T Zellen
abgenommen und frisches Medium zu den Zellen gegebe

36 h spater wurde das Medium vorsichtig und langéam Vermeidung von Scherkréften)
abgenommen. Virusproduzierende 293T Zellen wurdenhdSterilfiltrieren (Sterilfilter 0,45
um PorengroRe, TPP, Trasadingen, Schweiz) abget®entSterilfilter wurde hierzu an der
Innenwand eines 10 ml Falcon-Rdhrchen angesetzit dias Filtrat die Réhreninnenwand
herunterlaufen kann, damit die Lipidhillen der Lieinén nicht zerstort werden. Die lentivira-
len Zellkulturtiberstande wurden anschlie3end salarinfektion von Zielzellen benutzt oder

aliquotiert bei -80 °C gelagert.
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4.3.7 Infektion von adharenten Zellen

Adharente Zellen wurden je nach Versuchsaufbau anay auf 6-well Platten im normalen
Splitverhéltnis ausgesat. Nach Abnahme des Medumdseinem Waschdurchgang mit PBS
wurden pro 6-well 250 pl virushaltiger Zellkultuenstand auf die Zellen gegeben. Anschlie-
Rend wurden 750 pl Medium und Polybren (Endkonaéintr 8 pg/ml) zugegeben. 24 h spéa-
ter wurde der virushaltige Zellkulturiberstand almgamen und die Selektion mit 25 pg/ml

Puromycin begonnen.

4.3.8 Co-Transfektion

Ziel der Co-Transfektion war die Produktion von-Hiéf KnockdownL-Cl1.5s Zelllinien. Hier-
zu wurden die L-CI.5s Zellen in einer Co-Transfektmit Lentiviren infiziert, die von einer
Verpackungszelllinie (293T) produziert wurden.

Je shRNA wurden 5 x $@93T-Zellen auf einer 10 cm Zellkulturschale assige24 h spater
und 3 h vor Beginn der Co-Transfektion wurde eirdMenwechsel durchgefihrt. Eine Stun-
de vor Beginn der Co-Transfektion wurden die laraien Plasmide vorbereitet. Die Plas-
midlésung setzte sich aus 6,6 g des Helferplaspiidl (gag und pol), 5 ug des Helfer-
plasmids pLP2 (fir den Transport der transfizie®hA in den Nukleus) und 3 pug des Hel-
ferplasmids pLVSVG, welches die fur den Tropismes &/irus wichtigen env-Gene tragt
zusammen. Vom Transfektionsplasmid wurden je Caedfektion 10 pg eingesetzt. Die drei
Helferplasmide und das Transfektionsplasmid wuiideh5 ml FCS freiem Opti-Mem Medi-
um aufgenommen. Die Plasmidlésungen wurden anfahick mit 1,5 ml Opti-Mem Medium
gemischt welches zuvor mit 36 pl Lipofektamin 2@8@ma Aldrich) 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert wurde. Die so entstandene Losungde20 min bei Raumtemperatur inku-
biert und dann tropfenweise auf die Zellkultursehaiit den 293T-Zellen gegeben, bei de-
nen zuvor das Medium durch 5 ml Opti-Mem Medium 1it% FCS ersetzt wurde.

24 h spater wurde das Medium von den VerpackurijsiE abgenommen und 1,5 x°10-
Cl.5s Zellen in 10 ml L-CL.5s Medium und 10 ul Faign (Konzentration der Stockldsung:
800 pg/ml) zugegeben, so dass eine Polybrenkomtiemtivon 8 pg/ml vorlag.

48 h spater wurde mit der Selektion der infizierte@1.5s Zellen begonnen, indem 2 ml des
Uberstandes, der die infizierten L-CI.5s Zellenhéglt, in kleine Zellkulturflaschen tberfihrt

wurde, in denen 3 ml L-Cl.5s Medium vorgelegt war.
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4.3.9 Selektion mit Antibiotika

Da die verwendeten lentiviralen Plasmide als Selekmarker eine Puromycin-Resistenz
tragen, wurden die infizierten Zellen mit Puromyasielektioniert, um sicherzustellen, dass
nach Selektion nur noch Zellen vorlagen, die Tréder shRNA-Sequenzen sind. Hierzu
wurden die Zelllinien mit einer Puromycinkonzenwatvon 30 pg/ml selektioniert. Als Kon-
trolle wurden nicht transfizierte Zellen verwendete Zelllinien wurden wahrend der Selek-
tion je nach Dichte gesplittet und in frisches Medimit einer Puromycinkonzentration von
30 pg/ml passagiert. Die Zelllinien wurden solasgéektioniert bis alle Zellen in der Kon-
trolle abgetdtet waren und somit davon ausgegamgeden konnte, dass alle nicht transdu-
zierten Zellen abgetttet waren.

Anschlie3end wurden die transduzierten Zellliniasgagiert und Aliquots eingefroren.

Zur Kontrolle derkKnockdownrEffizienz wurde die RNA aus transduzierten Zeligoliert, in
cDNA umgeschrieben und eine quantitative RT-PCRIyseadurchgefiihrt.

4.3.10 Proliferationsassay

Um die Nettoproliferation von Zellen beurteilen kbnnen wurden zwei Strategien verfolgt.
Suspensionszellen (L-C1.5s) wurden in 5 ml Flaschesgesat (0,4 x i@ellen/ml) und die
Zellzahl durch Anféarben mit Trypanblau bestimmit.

Die Nettoproliferation adharenter Zellen (CT-26Lunde durch Aussaen der Zellen in 96-
well Platten mittels alamarBlue® bestimmt. Je Messp wurden zwischen 5 und 7 Kavita-
ten verwendet. In jede Kavitat wurde 90 pl Zellkohedium sowie nach 0 h, 24 h und 48 h
10 ul alamarBlue® gegeben. 1 Stunde spater wuedlosorption bei 570 nm 0,1 Sekunden
lang gemessen (Wallac Victor, PerkinElmer, WeitaistDeutschland). Die gemessenen Ab-
sorptionen wurden auf die Absorption des reinenkdélrmediums ohne Zellen normali-

siert.

4.3.11 Boyden-Chamber-Invasionsassay

Mit Hilfe des Boyden-Chamber-Invasionsassay kans ldaasionsverhalten von eukaryoti-
schen Zellen untersucht werden. Hierbei misserZdien eine dinne Schicht aus Matri-
gel™, das eine kiinstliche Basalmembran darstellt, dwecthen, um von der oberen in die
untere Kammer zu gelangen. Matrigkbesteht hauptséchlich aus den extrazellularereProt
nen Laminin, Kollagen Typ IV und Entactin.

Zunachst wurden Insert§l (6,5 mm), deren Boden von einer poréser Membrare(Rpol3e

3 pum fiir L-C1.5s, 8um fiir A549) gebildet wird, mitatrigel™ unter semi-sterilen Bedin-

38



4. Material und Methoden

gungen (neben einem Bunsenbrenner) beschichteziHweurden alle benoétigten Lésungen
bei 4 °C (steriles 1 x PBS) und alle Materialiens@rts, Pipettenspitzen) bei —20 °C vorge-
kiihlt. Ein Aliquot Matrigel™ (50 pl) wurde auf Eis aufgetaut und mit 750 plgekiihiten

1 x PBS durch dreiBigmaliges Auf- und Abpipettieterter Vermeidung von Luftblasenbil-
dung sorgfaltig gemischt. Auf jedes Insert wurdewgils 50 ul des verdinnten Matrigels
blasenfrei pipettiert. Das Matrig&l wurde danach durch leichtes Klopfen gleichméaRify au
den Membranen der Inserts verteilt. AnschlieBenddem die Inserts zur Verfestigung des
Matrigels 3 h bei 37°C im Zellkulturbrutschrank uikert. Nach abgeschlossener Inkubati-
onszeit wurden die Inserts Uber Nacht unter degeschalteten Sterilbank getrocknet. Die
Rehydrierung erfolgte am nachsten Tag mit FCS rreleCIl.5s Medium, welches 0,5%
(w/v) BSA enthielt. Nach 2 h wurde das Medium almgemen und je Insert entweder 5 X 10
L-Cl.5s Lymphomzellen oder 1 x 1®549 in 300 pl FCS freiem Medium zugegeben. Die
Inserts wurden nun in die Vertiefungen einer 24{Whtte gegeben, in die 1 ml FCS-
haltiges Medium vorgelegt worden war. Als Chemaétiaints diente FCS bei L-CI.5s Zellen,
sowie 20ng/ml HGF bei A549 Zellen.

Nach 24-stindiger (A549) bzw. 48-stindiger (L-C).Bkubation bei 37 °C, 95% Luftfeuch-
tigkeit und 5% C@Gehalt im Brutschrank, wurde die Zellzahl der iiesten Zellen be-
stimmit.

L-Cl.5s Zellen: Hierzu wurden die Zellen in der em@n Kammer resuspendiert und 950 pl
der Zellsuspension in Eppendorf-Reaktionsgefal3efittme. AnschlielRend wurden die Zellen
5 min bei 300 g abzentrifugiert. Danach wurden gb8es Uberstandes abgenommen und die
Zellpellets in den verbliebenen 100 pl Medium resusliert. Die weitere Bestimmung er-
folgte durch Bestimmung der Zellzahl, jedoch ohngabe von Trypanblau.

A549 Zellen: Hierzu wurden das Medium aus den Issentfernt und das Matrigel sowie
nicht invadierte Zellen unter Zuhilfenahme einestié&abchens entfernt. Anschlie3end wur-
den die an der unteren Seite der Membran anhaftefdiken fixiert und mit DAPI gefarbt.

Anschlie3end wurden invadierte Zellen in 10 mikaggkchen Sichtfeldern quantifiziert.

4.3.12 Scatterassay

A549-shNT bzw. shADAM-10 Tumorzellen wurden sehndiauf 6-well-Platten ausgesat.
Sobald sich Kolonien gebildet hatten, wurden 80iddMd30 zugegeben. 5 h spater wurde
dasTumorzellscatteringlurch Zugabe deScatterfactorddGF (20 ng/ml) induziert. Dagu-
morzellscatteringvurde mikroskopisch (AxioVert 135, Carl Zeiss, J&eutschland) mit der

AxioVision LE 4.2 Software (Carl Zeiss, Jena, Dehtand).dokumentiert.
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4.3.13 Shedding -Assays

Tumorzellen wurden so ausgesat, dass sie zu BetparMetSheddingExperimentes kon-
fluent waren. AnschlieRend wurden das Néeddingdurch die Zugabe von 80ug/ml DN30
fur 5 h induziert. Dassheddingwurde durch Zugabe von verschiedenen Inhibitorexwlun
liert. So wurden vor Zugabe von DN30 1000 ng/mlorekinantes humanes TIMP-1 bzw.
rekombinantes humanes TIMP-3 zur Breitspektrumiitibio von Matrixmetalloproteinasen
eingesetzt. Um ADAM-10 spezifisch zu hemmen wurde AIDAM-10-spezifische Inhibitor
GI254023X in einer Konzentration von 1 bis 5 puMgasgetzt. Das DN30-induzierte Met-
Sheddingwurde in GTL-16 Zellen daruber hinaus durch diegahe von 100 nM PMA
(phorbol-12-myristate-13-acetate) verstarkt.

Im Anschluss an die Inkubationen wurden die Zetlkiiberstande abgenommen und
bei -80°C gelagert. Die Zellen wurden 2 x mit elska PBS gewaschen, 5 min mit Zellly-
sispuffer (Cell Signaling Technology, Danvers, US#Qubiert, mit einem Zellschaber abge-
l6st. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in e Eppendorf-Reaktionsgefal wurden
die Zellsuspensionen fir 3 x 10 s in ein Ultrasidaa gegeben. Nach Zentrifugation
(14000g, 10 min, 4°C) wurden die Uberstande abgememund bis zur Analyse bei -80°C
gelagert. Pellets wurden verworfen.

Zur Detektion desSheddingProduktes in Zellkulturiberstdnden wurden auseBhith GTL-
16 Zellen verwendet, da sich diese aufgrund deRgmdvienge an Met-Oberflachenrezepto-
ren besonders gut eignen. Hierzu wurden 10 cm déllikschalen verwendet, die konfluent
mit GTL-16 belegt waren. Das M&hneddingvurde durch Zugabe von 80 pg/ml DN30 indu-
ziert. AnschlieRend wurden die Zellkulturtiberstaattgenommen und die Konzentration an

abgespalteten Met-Rezeptoren ermittelt.
4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Transformation von Bakterien

Zur Transformation von TOP 10 Bakterien mit lentien Plasmiden wurden 50 ul Bakteri-
ensuspension und 100 ng Plasmid-DNA 30 min auirikigbiert. Danach wurden die Ansat-
ze 90 Sekunden lang im Heat-Block auf 42 °C erhited anschliel3end 2 min auf Eis inku-
biert. Zur Erholung wurden die Kulturen in 4 ml IBassigmedium gegeben und 1 Stunde
bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurden 200 pl Essigkultur auf LB-AMP-Agarplatten
ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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4.4.2 Kaultivierung und Selektion von Bakterien

Um Einzelkolonien von Bakterienstimmen zu erhaltearden diese auf LB-Agar-Kultur-
platten ausgestrichen und tUber Nacht bei 37 °Gvierit. Die Selektion auf Plasmide erfolgte
durch Ampicillin-Zusatz zum Nahrmedium. Die Kultiafien der Bakterienkolonien wurden
bei 4 °C gelagert und konnten maximal 4 Wochen Ammpfen von Kulturen verwendet
werden.

Zur Amplifikation der Plasmide wurden Flissigkuéarverwendet. Die Volumina betrugen 4
ml Medium im 13 ml Kulturréhrchen sowie 250 ml Medi im 1000 ml Erlenmeyerkolben
verwendet.

Zum Animpfen von 4 ml Flussigkulturen wurden Eirkadbnien von Kulturplatten benutzt,
welche anschlieRend 3 h bei 37 °C inkubiert wubie sie zur Animpfung einer 250 ml Flis-
sigkultur verwendet werden konnte. Die Bakterienrdem mittels einer Ampicillin-
konzentration von 100 pg/ml auf Plasmide selekédn50 ml Flissigkulturen wurden tber
Nacht auf einem Schiuttelinkubator bei 200 rpm und@ inkubiert.

4.4.3 DNA-Maxipraparation

Die Plasmid-DNA wurde auk.coli mittels des Plasmid Purifikation Kits (Maxi) deirrRa
Qiagen durchgefiihrt. Hierzu wurden 250 ml Uberriadhtr (siehe 3.2.1) von Bakterien, die
das gewlnschte Plasmid tragen, verwendet. Die ddePthparation gewonnene DNA wurde
in 250 ul TE-Puffer aufgenommen und bei 4 °C gatage

4.4.4 RNA-Gewinnung aus Gewebeproben

Die Extraktion und Aufreinigung der RNA wurde laderstellerprotokoll de®ure Yield“

RNA Midiprep Systerdits durchgefihrt. Fir die Homogenisierung der @egproben wurde
ein Ultraturrax T25 (Janke & Kunkel; IKA Labortedkj verwendet. Die Aufreinigung er-
folgte nach Vakuumprotokoll (siehe HerstellerpratibkiesPure Yield" RNA Midiprep Sys-

tem).

4.4.5 RNA-Gewinnung aus Zellen

Adharente Zellen wurden einmal mit kaltem PBS gelas. AnschlieRend wurde 1 ml
Trizol®-Reagenz/10 cm Zellkulturschale zugeben und dieeZehittels Zellschaber von der
Platte gel6st und in ein 2ml Eppendorf-Reaktions@eaiberfiihrt. Suspensionszellen wurden
in ein 15 ml Falconréhrchen Uberfihrt und bei 300ngl Raumtemperatur 5 min abzent-

rifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes, wurdeZidkpellet mit kaltem PBS resuspen-
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diert. Danach wurden die Zellen abermals bei 30@d) Raumtemperatur 5 min lang abzent-
rifugiert Das resultierende Zellpellet wurde in 1 kaltem Trizof-Reagenz aufgenommen
und in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald GberfiAbkt.hier wurden Adharente- und Sus-
pensionszellen gleich behandelt. Die Trfzdkllen-Suspension wurde 5 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. AnschlieBend wurden 20QChloroform unter dem Abzug zugegeben und
die Suspension 15 Sekunden mit einem Vortexer gémidlach einer 2 — 3-minttigen Inku-
bationsphase bei Raumtemperatur wurde bei 1400@ g dC fur 15 min zentrifugiert. Wah-
renddessen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ $d8opropanol vorgelegt. Nach der
Zentrifugation wurde die obere, farblose Phase atgenen und in das vorbereitete 1,5 ml
Reaktionsgefal3 gegeben. Nach Mischen der Reakigunsl) wurde das Gemisch 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Daran schloss sich eiitevex Zentrifugationsschritt (14000 g, 4
°C, 10Min) an. Der daraus resultierende Uberstancies vorsichtig abgenommen und ver-
worfen. Dem Pellet wurde 1 ml 80 % Ethanol (nukédiees) zugegeben. Nach 5-minttiger
Zentrifugation bei 7600 rpm und 4 °C wurde der kand vorsichtig abgenommen und ver-
worfen. Das RNA-Pellet wurde anschlieBend 10 min Re&umtemperatur getrocknet und

abschlie3end in 30 nukleasefreiem ddyD resuspendiert.

4.4.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wyplotometrisch durchgeftihrt, indem
die DNA- bzw. RNA-Probe zuerst 1:100 mit dgMverdiinnt und anschlie3end in einer 100
ul Kivette im Photometer bei 260 und 280 nm genmesagden. Die Absorption bei 260 nm
liefert Gber die Formelc[ug/ul] = OD,g, [40[100 /1000 die RNA-Konzentration und

tber die Formelc[ug/pl] =0OD,,[50(100/1000 die DNA-Konzentration. Der Quotient

OD,so/ODygg lasst auf die Reinheit der RNA bzw. DNA schliefderd sollte 2,5 nicht Gber-
schreiten.

4.4.7 Agarosegelelektrophorese

Bevor die RNA durch die Reverse-Transkriptase-Reakih cDNA umgeschrieben werden
konnte, musste sichergestellt werden, dass die R degradiert war. Dazu wurden die
RNA, die auf 100 ngd eingestellt worden war, auf ein 1 %iges (w/v) Augegel (Etidiumbro-
migc= 1l /50 ml Agarosegel) in TAE-Puffer aufgetragen.

Die Gelgiel3vorrichtung und der Probenkamm wurdenBeginn fir 30 min in 2 % (v/v)
Absolve eingelegt werden, um eine Kontamination Algarosegels mit RNAsen zu vermei-

den, da diese sonst zu einer Degradation der RNAgarosegel fuhren kénnten. Anschlie-
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Rend wurde die RNA 10 min auf 65 °C erhitzt, um 8ekundarstrukturen der RNA durch
Denaturierung zu zerstoren, da diese sonst dechgtgil3igen Lauf der RNA im Gel und die
Bindung der Reversen-Transkriptase bei der Umgctief RNA in cDNA stéren wuirden.
AnschlieBend wurde die denaturierte RNA fir 2 mud &is inkubiert. Fur die Aga-
rosegelelektrophorese wurden dlider denaturierten RNA mit @2l 6 x RNA-Auftragspuffer
versetzt und in die Taschen der Agarosegele pgretbher Rest der denaturierten RNA wurde
bis zur reversen Transkriptionsreaktion bei —2@é@gert.

Nach Abschluss der Agarosegelelektrophorese wudierGele an einer Imagestation foto-
grafiert. Nicht degradierte RNA zeigt drei deutkcBanden, die die drei ribosomalen RNA-
Typen wiederspiegeln (28 S, 18 Sund 5 S).

4.4.8 Reverse Transkription

Die aus Zellen oder Gewebeproben isolierte RNA wurtthilfe der Reversen Transkription
in cDNA umgeschrieben, da diese fiur &eal-timePolymerasekettenreaktion benotigt wird.
Hierzu wurde der High-Capacity cDNA Reverse Traimlon Kit (Applied Biosystems)
verwendet. Als Ausgangsmaterial wurden 10 pl deoz@auf eine RNA-Konzentration von
100 ng/ul eingestellten Proben verwendet. Das Resfrodukt wurde bei -20 °C bis zur
weiteren Analysierung gelagert.

4.4.9 Real-time Polymerasekettenreaktion

Fur die Analyse von Expressionslevel einzelner @Genarde dieReal-timePolymeraseket-
tenreaktion (RT-PCR bzw. TagMBfAnalyse) verwendet. Als Ausgangsmaterial diente di
aus mMRNA gewonnene cDNA. Die RT-PCR ist eine fhsaenzspektrometrische Methode,
da die zum Einsatz kommenden Sonden mit einem €é3zenzmolekul (VIC oder FAM) und
einem Quencher (TAMRA) gekoppelt sind, welche inufieader PCR-Reaktion bei vorlie-
gendem spezifischem Template voneinander getreardem und es somit zu einem spezifi-
schen Fluoreszenzsignal kommt, das eine Quantiiizgeder untersuchten Gene erlaubt.

Um die Expressionslevel einzelner Gene vergleichektnnen wurden diese auf dinuse-
keeping&en, in diesem Fall 18S rRNA, normiert.

Fir die TagMaf”-Analyse wurden von den Proben, die das zu unteesute Gen enthalten,
1:100 und 1:500 Verdunnungen mit nukleasefreiem,@dkergestellt. Alle Anséatze wurden
in die Kavitaten einer 96-Opti-well-Platte (Applidgiosystems, Darmstadt, Deutschland)
pipettiert. Fur die Messung der endogenen 18S ikbatwurden 10ul der 1:500 verdinnten
cDNA eingesetzt, fir die Messung des zu untersuwtdrerGens, 10ul der 1:100 verdinnten
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cDNA. Alle Messungen wurden in Triplets durchgetiids Negativkontrollen (NTCs aon
template controls wurden je zu bestimmenden Gen in 2 Kavitdten LOwykleasefreies
ddH,O pipettiert. In diesen Kavitédten sollte keine PRBaktion stattfinden, da keine cDNA
vorhanden sein sollte. Ein Signal in diesen Kagitatleutet somit auf eine Verunreinigung
der verwendeten PCR-Reagenzien oder des verwenugtrasefreien ddiD hin.

Danach wurde die PCR-Reaktionslosung hergestetKRvitat wurden 15 pl PCR-Reakti-
onslésung eingesetzt, welche aus 12,5 pl Masterty2g, 1l primer-probe-Mix (Applied Bio-
systems) und 1,25 pl nukleasefreiem gdtbestand. Um bei der Messung thaZ-mRNA
falsche Ergebnisse durch eine produktionsbedingteifeinigung des Mastermixes zu ver-
meiden, wurde der speziell gereinigte TagMan® Emunnental Master Mix 2.0 verwendet.
Die Expression aller anderen Gene wurden unter ¥edwng des Gene Expression Master
Mix analysiert. Je nachdem, ob die Menge an 18S RNé& einem anderen Gen zu bestim-
men war, wurde der entsprechende Primer-Probe-Miwendet. Die PCR-Reaktionslosung
wurde mittels einer Multipipette zu den in die Ki@ten bereits vorgelegten Proben pipettiert.
Nach Hinzufiigen der PCR-Reaktionslosung wurde @eOpti-well-Platte mit einer Folie
versiegelt und die Platten kurz abzentrifugiert ewentuell bestehende Luftblasen zu elimi-
nieren und um eine Konzentration des PCR-Ansatrasniteren Teil der Kavitat zu gewahr-
leisten. Anschliel3end konnte die versiegelte Platter Lichtausschluss einige Tage bei 4 °C
gelagert werden. Die Messung erfolgte an einem RBRISM 7900HT TagMdl-Gerét der
Firma Applied Biosystems. Anschlie3end wurden deged mittels der Software SDS 2.2
(Applied Biosystems) ausgewertet.

Abschlie3end wurden die Werte des zu messendendages die dazugehdrenden 18S RNA

Werte normiert und in einem Balkendiagramm dardieste
4.5 Proteinbiochemische Methoden

4.5.1 Immunprazipitation

Zur Konzentrierung der Met-Rezeptoren in GTL-16Hddturiiberstdnden wurden jeweils
2 ml Uberstand mit 50 pl Sepharose-Proteiauk einem Drehrad 2 h bei 4°C in einem 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefald inkubiert. Anschlie3endden die Ansatze bei 600g abzentrifu-
giert und die Uberstande verworfen. Nach drei Wsslthitten mit 1 x PBS (dazwischen je-
weils ein Zentrifugationsschritt bei 600g) wurdgub@-fach Laemmlipuffer zugegeben und
die Proteine/Sepharose-Protein-A Komplexe bei 100t 5 min inkubiert. Anschliel3end

wurden die Proteine mittels Western-Blot analysiert
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4.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit BCA ™ von Pierce

Die Proteinkonzentrationen wurden photometrischitett Hierzu wurden die durch Ex-
traktion aus Geweben gewonnenen Proteinlésungd® Init ddHO verdinnt und 10ul der
1:100 Verdinnungen in je zwei Wells einer 96-Wdktte vorgelegt. Zur Erstellung der
Standardgerade wurden folgende Konzentrationenogimém Serum Albumin eingesetzt: 4
mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 251mg/ml und 0,06125 mg/ml. Dazu
wurden 40 mg BSA in 1 ml 1 x Zelllysepuffer aufgemaen und eine 1:10 Verdlinnung mit
1 x Zelllysepuffer hergestellt. Die oben genannkemzentrationen wurden ausgehend von
der 1:10 Verdinnung durch eine 1:2 Verdunnungsrbdrgestellt. Zur Messung der Kon-
zentrationen der Standardgerade wurden je BSA-Stdligung 10 pl in je zwei Wells pipet-
tiert.

Anschliel3end wurden zu den zu untersuchenden Prabgrden BSA-Standardldsungen je
200 pl der fertigen BCA-LOsung gegeben, welche rukoch Mischen der Lésungen A und
B im Verhaltnis 1:50 hergestellt wurde.

Nach Zugabe der BCA-L6sung schloss sich eine 3QHig@ Inkubationszeit bei 37 °C an.
Daraufhin wurde die Absorption bei 590 nm 0,1 Selamlang gemessen (Wallac Victor,
PerkinElmer, Weiterstadt, Deutschland) und die kahaten Konzentrationen durch die Er-
stellung einer Standardgerade und der dazugehd@gesdengleichung errechnet.

4.5.3 Western Blot

Fur die Western Blot Analyse wurden 10 %ige Tretmgerwendet wurden, da die elektro-
phoretische Mobilitdt der Proteine maf3geblich dutleh Maschenweite des Polyacrylamid-
Gels bestimmt wird und grof3e Proteine durch Verwegdweiterer Maschen besser aufge-
trennt werden. Hierzu wurden 8,75 ml steriles, gldH5,25 ml PAA (40%, 29:1),5ml 1,5 M
TRIS (pH 8,6 +0,4 % SDS), 115 ul 10 % (w/v) APS @tdul TEMED gemischt. Das noch
flissige Gel wurde sofort in zuvor mit 70 %igem @aliol gereinigte Gelkassetten (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Ismaning, Deutschland) mit eir@asplatten Abstand von 1,5 mm ge-
gossen und fur eine gleichmaRige Oberflache und &clnuitz gegen Austrocknen mit Isopro-
panol Uberschichtet. Die Gele wurden anschlieRemel $tunde zum Auspolymerisieren ste-
hen gelassen.

Anschlie3end wurde das Isopropanol entfernt undGk@berflache grindlich mit sterilem
ddH,O gewaschen um Isopropanolreste zu vermeiden, eke dien Ubertritt der Proteine

vom Sammel- in das Trenngel stbren kdnnten.
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Danach wurde das Sammelgel, das aus 6,1 ml stedlérhO, 1,25 ml PAA (40%, 29:1), 2,5
ml 1,5 M TRIS (pH 6,8) und 10l TEMED besteht auf das Trenngel gegossen und da-K
me zur Bildung der Taschen in die Glaskassettegesigtzt. Nach 45 min konnten die Gel-
kassetten aus dem GelgieRrahmen genommen, die K&mtieent und die Gele verwendet
oder zum Schutz vor Austrocknung in mit Elektrogsapuffer getrankte Papiertiicher gewi-
ckelt und in einer Plastikttite bei 4 °C gelagertdes.

Wahrend der Polymerisation des Sammelgels wurderzwaiuntersuchenden Proben vorbe-
reitet. Die Proben wurden auf einen Gesamtprotéialjeron 60 g eingestellt und 1:5 mit
Laemmli-Puffer versetzt. Die so behandelten Prolerden 5 min bei 95 °C denaturiert und
anschlieBend auf Eis inkubiert, bis sie auf das &dtjetragen wurden. Die Mindestinku-
bationszeit betrug 2 min.

Je 2 Gelkassetten wurden in die Gelelektrophoreseia eingestellt und die Kammer mit
anschlieBend mit 1 x Gelelektrophoresepuffer gefllhnn konnten die zuvor vorbereiteten
Proben auf die Gele aufgetragen werden, wobei prorzersuchender Probe maximal 40 pl
pro Tasche pipettiert wurden. Pro Gel wurde jeweilgine Tasche 5yrestained Protein
Molecular Weight Marke(BioRad) als Grolienmarker aufgetragen und diel@atephorese
gestartet. Diese wurde ungefahr 2,5 h bei 40 mAGeielektrophoresekammer durchgefuhrt.
Gegen Ende der Elektrophorese wurdeRlmting-Apparatur vorbereitet. Hierzu wurde pro
Gel eine 6 x 8 cm Nitrozellulose-Membran (Amersh@anaunschweig, Deutschland) und
sechs 6 x 8 cm groA&hatman Papem 1 x Blottingpuffer inkubiert. Die Inkubationsaler
betrug mindestens 10 min. Nach der Inkubation wumte Gel auf die untere Platte (Anode)
derBlotting-Apparatur Trans-Blot SD cejIBioRad) 3Whatman Papeund eine Nitrozellu-
lose-Membran Ubereinander gelegt.

Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden di&aSsetten aus der Gelelektrophorese-
kammer genommen und die Gele vorsichtig aus dekaGsttten entfernt und auf dighat-
man PapetMembran Stapel auf der Anode gelegt. Die resthctieei Whatman Papewur-
den nun auf den Stapel gelegt und die zwischenedeelnen Schichten vorhandenen Luft-
blasen mittels einer Stabpipette durch Rollen emtfeAbschlieRend wurde die Kathode der
Blotting-Apparatur auf die Stapel gesetzt. Der Bfan der Proteine aus dem Gel auf die
Membran erfolgte wahrend 1 h 15 min bei 15 V.

Von nun an wurden die Membranen immer mit der Bietgte nach oben prozessiert. Um
die Effizienz des Transfers zu Uberprifen wurdenMembranen, nachdem sie mit Hilfe ei-
ner Pinzette aus der Blotting-Apparatur genommerdem, mit Ponceau-S gefarbt. Die rote

Farbung der Proteine wurde anschlieRend mit,@d&ls den Membranen gewaschen.
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Nach Verblassen der Ponceau-S-Farbung Die Membrangden 4 mal 5 min mit 1 x TBS-T
gewaschen und anschliel3end in eine 5 %ige BSA-IgsuiBS-T gegeben und bei Raum-
temperatur eine Stunde lang geschwenkt um unsgezéi Bindungsstellen zu blockieren.
Danach wurden die Membranen erneut 4 mal 5 mirfriatthem TBS-T gewaschen.
Anschlie3end wurden die Membranen mit den entspredn Primarantikorpern in 5%-BSA
TBS-T Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. An die Prim@merinkubation schlossen sich wiede-
rum 4 jeweils 5-mindtige Waschschritte an. Im Argsh wurde die Membran mit dem ent-
sprechenden Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltenrBiékantikorper inkubiert. Die Inkuba-
tionszeit betrug 2 h und wurde bei Raumtemperatuctayefihrt. Um die nicht gebundenen
Sekundarantikérper zu entfernen wurden die Membrawaeh der Inkubation viermal jeweils
funf min mit 1 x TBS-T gewaschen.

Abschlie3end erfolgte die Auswertung mittels Lunmit, einem Detektionsreagenz, welches
als Substrat fur die Meerrettich-Peroxidase furigtgierzu wurde je 0,5 ml der Losung 1 und
2 auf eine transparente Folie pipettiert, gemisoid die Membran mit der proteinhaltigen
Seite nach unten aufgelegt. Die Folie wurde nuryefaltet, dass die Membran unten und
oben von der Folie umschlossen wurde und auf eodaK Imagestation (440 CF) gelegt, um
die antikdrpermarkierten Proteinbanden zu dokureegni. Je nach Signalstarke wurden die
Membranen zwischen 20 s und 12 min belichtet.

Nach der Dokumentation konnten die Membranen mehvéochen bei 4°C in 1 x TBS-T
aufbewahrt werden.

Densitometrische Auswertung

Die Intensitat der Banden wurde densitometriscleruduhilfenahme der Software ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) bestimmt. Hierbei wurdie Expression des zu untersuchenden
Proteins auf di@-Tubulin Werte normiert und in einem zweidimensienaPlot dargestellt.
Durch die Normierung der Werte auf ddsuse-Keepingsena-Tubulin konnten der Gehalt
an zu untersuchenden Protein in verschiedenen Prayglichen werden.

Strippen von Membranen

Zur erneuten Detektion konnten die auf den mitéinen beladenen Membranen gebundenen
primaren und sekundaren Antikorper entfernt werd@eser Vorgang wird alStrippenbe-
zeichnet. Hierzu wurden die Membranen bei 50 °COfbrh in 1x Strippingpuffer inkubiert.
AnschlielRend wurden die Membranen vier mal finf mib grof3en Volumen an 1 x TBS-T
gewaschen und danach die unspezifischen Bindutigsesgeif den Membranen geblockt und

das Farbeprotokoll wie oben beschrieben nach derckBh fortgesetzt.
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4.6 Immunhistochemische Methoden

4.6.1 Herstellung von Kryo-Schnitten

Die Leber wurde nach Entnahme zerteilt und Studgesch in Tissue-Tek einbettgebettet
und auf Trockeneis eingefroren. Bis zur Verwendwogden die Leberproben bei -70°C ge-
lagert.

Zur Gewinnung von 8 pum dicken Kryoschnitten wurdiesm eingebetteten Lebern bei -17°C
mit einem Kryotom (Microm HM560) geschnitten, miagrfrost Objekttragern aufgenom-
men und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

4.6.2 IHC Protokoll Kryoschnitte (phospho-Met)

Die Kryoschnitte wurden 15 min bei Raumtemperattrarknet und anschlie3end in eiskal-
tem Aceton fur 10 min fixiert. Daraufhin wurden déehnitte erneut fir 15 min getrocknet.
Die Rehydrierung erfolgte 10 min in TBS. Anschlie@evurden die Objekttrager aus der L6-
sung genommen und anhaftende L6ésung durch Schéiisldem Handgelenk entfernt. Da-
nach wurden die Gewebeschnitte mit einem Fetsitigekreist, um das Austrocknen durch
Ablaufen der Losungen wahrend der folgenden Sehriitverhindern.

Die Farbung wurde mit dem Primarantikorper Uberitdei 4°C in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Hierzu wurde der anti-phospho-Metfanantikdrper in TBS-T 1:50 verdinnt
und 150 ul der Verdiinnung auf die Schnitte gegeAEnKontrolle verwendet wurde TBS-T

ohne Primarantikérper verwendet.

Nach der Inkubation der Gewebeschnitte mit dem &amtikorper wurden diese zwei Mal je
10 min in einer Standkivette mit TBS gewaschen.

Zur Detektion des Priméarantikdrpers wurden die 8thmit der Sekundarantikérperlésung
45 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kamimarbiert und anschliel3end nach Ent-
fernen der Sekundarantikérperlésung zwei Mal jarii@ in einer Standkivette mit TBS ge-
waschen. Die Sekundarantikérperlosung bestand dosr €1:200 Verdinnung des

ALEXA488-gekoppelten anit-rabbit Antikdrpers sovdg pg/ml DAPI.

Abschlie3end wurden die Schnitte mit Mowiol eingaddeDie Auswertung erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (AxioVert 135, Carl Zeiss,al®eutschland) mit der AxioVision LE

4.2 Software (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).
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4.6.3 Immunzytochemische Farbung phospho-Met

GTL-16 Zellen wurden im Voraus a@ulture-SlidegBD Bioscience, Heidelberg, Deutsch-
land) ausgesat. Nach Abnahme des Mediums wurdefellen auf den Objekttragern 10 min
in eiskaltem Aceton fixiert. Daraufhin wurden diehBitte erneut fir 15 min getrocknet. Die
Rehydrierung erfolgte durch 10-minitige InkubationTBS. AnschlieRend wurden die Ob-
jekttrager aus der L6sung genommen und anhafteddeng durch Schitteln aus dem Hand-
gelenk entfernt. Danach wurden die Gewebeschniiteeimem Fettstift eingekreist, um das
Austrocknen durch Ablaufen der Losungen wahrendalgenden Schritte zu verhindern.
Die Farbung wurde mit dem Primarantikorper Uberitdei 4°C in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Hierzu wurde der anti-phospho-Metfarantikdrper in TBS-T 1:50 verdinnt
und 150 ul der Verdiinnung auf die Schnitte gegeAEnKontrolle verwendet wurde TBS-T
ohne Primarantikérper verwendet.

Nach der Inkubation der Gewebeschnitte mit dem &wamtikorper wurden diese zwei Mal je
10 min in einer Standkivette mit TBS gewaschen.

Zur Detektion des Primarantikdrpers wurden die 8thmit der Sekundarantikérperlésung
45 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kamimarbiert und anschliel3end nach Ent-
fernen der Sekundarantikorperlosung zwei Mal jarii@ in einer Standkuvette mit TBS ge-
waschen. Die Sekundarantikérperlosung bestand dosr €1:200 Verdinnung des
ALEXA488-gekoppelten anit-rabbit Antikdrpers sovdg pg/ml DAPI.

Abschlie3end wurden die Schnitte mit Mowiol eingaddeDie Auswertung erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (AxioVert 135, Carl Zeiss,al@&wutschland) mit der AxioVision LE
4.2 Software (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).

4.6.4 Insitu Zymography

Kryoschnitte wurden 10 min bei Raumtemperatur géinet. Anschlie3end wurde je Objekt-
trager 178 ul 1%iger Agarose aufgekocht und ansBbhd im Wasserbad auf 50 °C abge-
kuhlt. Zur flissigen Agarose wurde daraufhin 2Zjmler DQ-Gelatine-(20 ul der 0,1 mg/ml
Stocklosung) DAPI-(2 pl der 100 pl/ml Stocklésungjsung gegeben. Nach zigigem auf-
und abpipettieren wurde die Agarose-DQ-Gelatine-Bdsung auf die Schnitte pipettiert
und ein Deckglaschen auf die Schnitte gelegt. Ainsfeand wurden die Schnitte lichtge-
schitzt bei Raumtemperatur in einer feuchten Kamfiirefi2 h inkubiert. Die Auswertung
erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (AxioVerb1@arl Zeiss, Jena Deutschland) mit
der AxioVision LE 4.2 Software (Carl Zeiss, JenauBschland).
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4.6.5 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Leber wurde sofort nach Entnahme in kleine ¢igeschnitten und Uber Nacht bei 4°C
in Fixierlésung fixiert, entwassert und in Parafémgebettet (durchgefluhrt vom Institut fur
Allgemeine Pathologie und Pathologische AnatomieT@ehnischen Universitat Minchen).
Die in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden jehn®8edarf unter Zuhilfenahme eines
elektrischen Rotationsmikrotom$hermo ScientificWalldorf, Deutschland)auf eine Dicke
von 3,5 bis 5 pum geschnitten, mittels eines in \&lagstréankten Seidenpapiers aufgenommen
und zur Glattung in ein mit Wasser gefllltes Pamaffeckbad (44°C) Uberfuhrt. Die geglat-
teten Schnitte wurden anschlieend auf Superfrogtkiirdger aufgezogen und tUber Nacht
bei 40°C getrocknet.

4.6.6 IHC Protokoll Paraffinschnitte

Zur Entparaffinisierung wurden die Paraffinschnittenittelbar vor der immunhistologischen
Farbung nacheinander in drei Roticlear-Bader (Rativei Alkoholbader (100%) und zwei
Alkoholb&der (90%) fur je 3 min gegeben und abefidnd in TBS (0,05 M Tris, 0,15 M
NaCl, pH=7,6) rehydriert.

Die entparaffinisierten und rehydrierten Paraffmstte wurden zur Antigendemaskierung 15
min in einer Mikrowellenkivette (Dako) mit Citratsffer (10 mM Zitronenséure, 0,05%
Tween 20, pH 6,0) gekocht, und nach einer Abkiuhdphaon 15 min 5 min mit TBS gewa-
schen.

Die endogenen Peroxidasen wurden durch eine fufkfigm Inkubationsphase in einer
3%-igen HO,-L6sung in TBS inaktiviert. AnschlielBend wurden @ibjekttrager aus der Lo-
sung genommen und anhaftende L6ésung durch Schéiisldem Handgelenk entfernt. Da-
nach wurden die Gewebeschnitte mit einem Fetsitigekreist, um das Austrocknen durch
Ablaufen der Losungen wahrend der folgenden Setrittverhindern.

Darauf wurde ein Serumblock fur 15 min mit Serunod&Ldsung aus R&D Kit (CTS006)
in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Die SerummcBIL6sung wurde abgekippt und die
endogenen Avidinbindungsstellen mit der Avidin Bdddgsung (R&D Kit CTS006; Inkuba-
tionszeit = 15 min in einer feuchten Kammer) abgaga AnschlieRend wurden die Ob-
jekttrager in einer Standkivette 5 min mit TBS gseveen. Die endogenen Biotinbin-
dungsstellen wurden durch Verwendung der BiotincBlbésung (R&D Kit CTS006; Inku-
bationszeit = 15 min in einer feuchten Kammer) kied. Alle Blockierungen wurden bei

Raumtemperatur durchgefuhrt.
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Die Schnitte wurden anschlieRend 5 min in TBS inéxibDie Farbung wurde mit dem Pri-
marantikérper tber Nacht bei 4°C in einer feuclkkammer durchgefihrt. Hierzu wurde der
Primarantikorper in TBS-T verdunnt (Caspase-3: Q01@D31: 1:2000; PCNA: 1:2000) und
150 pl der Verdinnung auf die Schnitte gegeben Kailstrolle verwendet wurde TBS-T oh-
ne Primarantikdrper verwendet. Nach der Inkubatien Gewebeschnitte mit dem Priméran-
tikbrper wurden diese zwei Mal je 10 min in einéar&lktvette mit TBS gewaschen.

Zur Detektion des Primarantikérpers wurden die 8tdhmit der zugehorigen Sekundaranti-
korperlosung (R&D Detektionskits) 45 min bei Raumperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert und anschliel3end nach Entfernen der S#kamtikorperlésung zwei Mal je 10 min
in einer Standkuvette mit TBS gewaschen.

Da fir die Detektion des Primarantikdrpers ein Yégksersystem verwendet wurde, wurden
die Schnitte mit einer Streptavidin-HRP-Komplex-udg (R&D Kit CTS006; Inkubations-
zeit = 30 min bei Raumtemperatur in einer feucl@ammer) behandelt und anschlieRend
drei Mal je zwei min mit TBS gewaschen. Die Fatiecklung erfolgte mittels DAB (Dia-
minobenzidin). Hierzu wurde die DAB Substratldsbako K3467, 1Tropfen/ml Puffer) auf
die Schnitte getropft und mit ddB gestoppt. Die Schnitte wurden anschliel3end 5 imin
TBS gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte mit MalkEnsialaun. Die Objekttrager wurden
5 min in die Hamalaunlésung gegeben, 3 Mal mit w&gswasser gewaschen und anschlie-
Bend fur 10 min in Leitungswasser geblaut (leichtasserstrahl in die Kivette flie3en las-

sen). Abschliel3end wurden die Schnitte mit Kai€dyseringelatine eingedeckt.

4.6.7 IHC Protokoll zur Detektion von Hypoxie mitte  Is Pimonidazol

Zur Entparaffinisierung wurden die Paraffinschnutenittelbar vor der immunhistologischen
Farbung nacheinander in drei Roticlear-Bader (Rativei Alkoholbader (100%) und zwei

Alkoholbader (90%) fur je 3 min gegeben und abs@end in TBS rehydriert.

Die entparaffinisierten und rehydrierten Paraffmstte wurden zur Antigendemaskierung 15
min in einer Mikrowellenkivette (Dako) mit Citratsffer (10 mM Zitronenséure, 0,05%

Tween 20, pH 6,0) gekocht, und nach einer Abkutdphan 15 min 5 min mit TBS-T gewa-

schen.

Die entparaffinisierten und rehydrierten Paraffmstte wurden zur Antigendemaskierung 40
min bei 40 °C mit einer 0,01 %igen Pronaseldsurftabdelt und danach 5 min mit TBS-T
gewaschen.

Die endogenen Peroxidasen wurden durch eine fufkfigm Inkubationsphase in einer

3%-igen HO,-L6sung in TBS inaktiviert. Anschlielend wurden @ibjekttrager aus der Lo-
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sung genommen und anhaftende Losung durch Schéitsilem Handgelenk entfernt. Da-
nach wurden die Gewebeschnitte mit einem Fetsitiigekreist, um das Austrocknen durch
Ablaufen der Losungen wahrend der folgenden Setrittverhindern.

Die Schnitte wurden anschlie3end funf min in TB8Rubiert. Die Farbung wurde mit dem
Primarantikorper ber Nacht bei 4°C in einer feeohiKkammer durchgefuhrt. Hierzu wurde
der Hypoxyprobe-1 monoklonale Antikérper 1:50 inS-B verdinnt und 150 ul der Verdin-
nung auf die Schnitte gegeben. Als Kontrolle verdetrwurde TBS-T ohne Primarantikorper
verwendet. Nach der Inkubation der Gewebeschniitelem Primarantikdrper wurden diese
zwei Mal je 10 min in einer Standkuvette mit TBSvgschen.

Zur Detektion des Primarantikérpers wurden die 8thmit einem IgG, F(ak)Fragment 45
min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammeulndt und anschlielend nach Entfer-
nen der Sekundarantikorperlosung zwei Mal je 10 mieiner Standkuvette mit TBS-T ge-
waschen.

Da fir die Detektion des Primarantikdrpers ein Yégksersystem verwendet wurde, wurden
die Schnitte mit einer Streptavidin-HRP-Komplex-utig (Dianova) behandelt und anschlie-
Rend drei Mal je zwei min mit TBS-T gewaschen. Babentwicklung erfolgte mittels DAB
(Diaminobenzidin). Hierzu wurde die DAB Substratiig (Dako K3467, 1Tropfen/ml Puf-
fer) auf die Schnitte getropft und mit dglbl gestoppt. Die Schnitte wurden anschlie3end 5
min in TBS gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgteMayers Hamalaun. Die Objekttrager
wurden 5 min in die Hdmalaunlésung gegeben, 3 MalLeitungswasser gewaschen und
anschlie3end fur 10 min in Leitungswasser gebl@iuthter Wasserstrahl in die Kivette flie-

Ben lassen). AbschlielBend wurden die Schnitte migd¢s Glyceringelatine eingedeckt.

4.6.8 TUNEL-Assay
Die Durchfihrung des TUNEL-Assays erfolgt in DNdrssen Losungen und GefalRen. Die

zu untersuchenden Paraffinschnitte werden analognzonunhistochemischen Farbung ent-
paraffinisiert und rehydriert. Der TUNEL-Assay werdnter Zuhilfenahme des TACS 2 TdT-
DAB In SituApoptosis Detection Kit durchgefuhrt. Zur Antigemdaskierung wurde die Pro-
teinase K aus dem Kit 1:50 in dgBl verdinnt. Von der Verdinnung wurden anschlieRend
30ul auf jeden Schnitt pipettiert und mit einem &iém-Blattchen abdeckt. Anschliel3end
wurden die Schnitte 30 min bei 37°C in einer feaohKammer inkubiert. Anschlie3end wur-
de zwei mal 2 min mit ddy®© gewaschen. Fir die Positivkontrolle wurde die BARuklease
1:50 mit TACS-Nuklease-Puffer verdiinnt und 30ul airfen Schnitt gegeben und zur In-
duktion von DNA-Strangbriichen 15 min bei 37°C inieub Die Reaktion wurde mit PBS
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gestopt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidaselem die Schnitte 5 min in 3%-iger
H.O, Lésung inkubiert und anschliel3end 5 min in PBSagshien.

Im Anschluss wurde der TdT-Labeling Buffer 1:10didH,O verdiinnt. Fir den Master Mix
wurde die entsprechende Menge entnommen und digt&chm restlichen 1x TdT-Labeling
Puffer 5 min inkubiert. Vom Master Mix bestehend &dT-dNTP (1/53), 50 x Cb (1/53),
TdT-Enzym (1/53) und 1 x TdT-Labeling Buffer (50)58urden 30 pl pro Schnitt eingeset-
zen. Fur die Negativkontrolle wurde das TdT-Enzyithhzum Master Mix gegeben. An-
schlieRend wurden die Schnitte mit einem Paraféittbhen abdeckt und 1 h bei 37 °C in ei-
ner feuchten Kammer inkubiert. Zum Stoppen der Relakwurden die Schnitte 5 min in
1 x TdT-Stopp Puffer inkubiert. AnschlieRend wude mit PBS gewaschen.

Zur Farbentwicklung wurde der Streptavidin-HRP-Kdexpaus dem Kit 1:50 in PBS ver-
dinnt und 30ul auf jeden Schnitt pipettiert. Diehidtte wurden mit einem Parafilm-
Blattchen abdeckt und 10 min bei Raumtemperat@iner feuchten Kammer inkubiert. An-
schlielBend wurde 2 x 2 min mit PBS gewaschen. Aledtdnd wurde das DAB-Substrat zu-
geben und je nach Geschwindigkeit der Farbentwitkidie Reaktion nach spatestens 4 min
mit ddH,O abgestoppt. Gegenfarbung wurde mit Mayers Hamadauchgefuhrt. Eindecken
erfolgte mit Kaisers Glycerin Gelatine.

4.7 X-Galfarbung

4.7.1 X-Galfarbung von Organen

Die Organe wurden sofort nach Entnahme aus demdiiieh kurzes Schwenken in PBS ge-
waschen und in ein mit Fixierldsung (2 % Formalakhy;2 % Glutaraldehyd in PBS) gefull-
tes Greiner Topfchen gegeben und fur 1 bis 2 reffixiAnschlieRend wurden die Organe
dreimal mit PBS gewaschen und 10 rehdy-to-useX-Gal-Farbel6sung zugegeben. Die
Greiner Topfchen wurden anschliel3end mit lose dedgem Deckel fur 3 bis 7 h bei 37°C
inkubiert und anschlielend Uber Nacht bei 4°C gatag

Am nachsten Tag wurden die Organe einmal mit PBfagehen und abschlielend zur Lage-

rung in 10 ml Fixierldsung gegeben.

4.7.2 X-Galfarbung von Gewebeschnitten

Kryoschnitte wurden 10 min in Fixierlosung (sieh@.2) fixiert und 10 min in einer Deterge-
nzlésung (2 mM MgClI2, 0,01 % (m/V) Natriumdeoxychinl0,02 % (V/V) Nonidet-P40)
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inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte@ady-to-useX-Gal-Farbeldésung 3-5 h bei 37
°C inkubiert. Nach 2 Waschschritten (OBS) wurdes 8chnitte mit Mayers Hamalaun und
Eosin gegengefarbt. Nach Eindecken mit Kaisers @&iggelatine wurden die Schnitte unter
dem Mikroskop analysiert.

4.8 Statistische Analyse

Daten wurden, wenn normalverteilt mit destudent’s t tesanalysiert, ansonsten wurde der
Mann-Whitney rank sum teshgewendet. Daten wurden als statistisch signifieagesehen,
wenn der student's t tesbder deMann-Whitney rank sum test\|derte kleiner als 0,05 lie-
ferten. Die Auswertung erfolgte mit der Statistta@re Sigma Stat(Systat, Erkrath,
Deutschland).
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5 Ergebnisse

5.1 Unabhéangigkeit der Nettoproliferation von L-Cl.  5s Zellen unter
Normoxie und Hypoxie von Hif-1 «a

Zur Beantwortung der Frage, ob HIF-1 eine Uberlsbeabhangige, metastasenfordernde
Rolle in Tumorzellen ausibt, wurde in einem erS&ehritt die Eignung desyngenen.-Cl.5s
Modells untersucht. Zunéachst wurde deshalb die &gion von Hif-& durch lentiviral ver-
mittelte ShRNA Technologie reduziert. Hierzu wurdénf verschiedene shRNA Sequenzen
getestet, wobei die effizienteste Sequenz verwewdede (TRCNO000054450). Di¢nock-
down Effizienz betrug in diesem Fall 90% im Vergleichr Non-targetKontrolle (L-Cl.5s-
shNT). AnschlieRend wurde der Einfluss von Hif-4uf die Nettoproliferation der Tumor-
zellenin vitro untersucht: Unter normoxischen Bedingungen wuede Einfluss von Hif-&
auf die Proliferation der Tumorzellen festgest@bbildung 5.1 A, Halbgewachs 2010). Um
zu untersuchen, ob Hifeleinen Einfluss auf die Proliferation von L-Cl.5ellén unter hypo-
xischen Bedingungen aufweist, wurden beide Zedhnunter Hypoxie kultiviert (Abbildung
5.1 B). Auch hier konnte zwischen der shNT-Kontralnd der Hif-& KnockdownrZelllinie
kein Unterschied bezlglich der Nettoproliferatiom untersuchten Zeitraum von 48 h detek-
tiert werden. Daher kann man die L-Cl.5s Tumoriedll beztiglich der Nettoproliferation als
hypoxietolerant bezeichnen.

Vergleicht man die oben beschriebenen Eigenschaisen_-Cl.5s Modells mit einem ande-
ren syngenenfumormodell, dem murinen Kolonkarzinommodell CT-@® stellt man fest,
dass zwar auch hier die Nettoproliferation untenmmaxischen Bedingungen unabh&ngig von
Hif-1a war (Abbildung 5.1.C), jedoch wurde unter hypokiie Gegebenheiten eine signifi-
kante Reduktion der Nettoproliferation beobach#dibjldung 5.1 C), die durch das Fehlen
von Hif-1a verursacht wurde. Die Effizienz des Hid-Knockdows betrug im Fall der CT-26
Tumorzellen 91% im Vergleich ziton-targetKontrolle.

Aufgrund dieser Ergebnisse kommt zur Beantwortueg Ftage nach der Rolle von Hié1
bei den invasiven Prozessen der Metastasierunguatmrmodell nur das L-CI.5s Modell in
Frage, weil im Gegensatz zum CT-26 Model die Tureldie L-CI1.5s nicht auf den Hif-1-

Signalweg zum Uberleben unter Hypoxie angewiesan wa
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Abbildung 5.1: Hif-1a Knockdownwirkte sich in L-CI.5s Tumorzellen im Gegensatz zuCT-26
Tumorzellen nicht auf die Proliferation in vitro aus

A. und B. Nettotumorzellproliferation von L-Cl.5s-shNT ustiHIF-1o. Zellen unter normoxischen
(A) und hypoxischen (1% (v/v) O2) (Halbgewachs 20B))Bedingungen dargestellt als Mittelwerte
+ Standardfehler. Die Nettoproliferation beider|lii@ken wurde unter hypoxischen Bedingungen re-
duziert, jedoch wirkte sich ddfnockdownvon Hif-la weder unter normoxischen noch unter hy-
poxischen Bedingungen auf die Proliferation von IL5€ Tumorzellen ausC. und D. Nettotumor-
zellproliferation von CT26-shNT und shHIF:Zellen unter normoxischerC} und hypoxischen (1%
(viv) O2) @) Bedingungen dargestellt als Mittelwerte + Stadéizler. Das Fehlen von Hifelredu-
zierte die Nettoproliferation der CT-26 Tumorzellamr unter Hypoxie.

5.2 Reduktion der Invasivitat von L-Cl.5s Tumorzell en in vitro

durch Knockdown von Hif-1 a

Um eine erste Idee zu bekommen, welche Rolle Hib&i invasiven Prozessen der Metasta-
sierung spielt, wurde zunachstvitro untersucht, ob Hif-d fur die Invasivitat von L-CIl.5s
Tumorzellen notig ist. Hierzu wurde das invasiverR&dten von L-Cl.5s Tumorzellen in ei-
nem Boyden-Chamber-Invasionsassay untersucht. Uatienoxischen Bedingungen fihrte
der Knockdownvon Hif-1o zu einer Reduktion der Invasivitat der Tumorzellen ca. 25%
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(Abbildung 5.2 A). Dieser Effekt wurde unter Hypexverstarkt. So war die Invasivitat von

L-Cl.5s Tumorzellen um Gber 60% im Vergleich zuN3hKontrolle verringert.
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Abbildung 5.2: Reduktion der Invasivitat von L-Cl.5s Tumorzellenin vitro durch Hif-1a Knock-
down

A. undB. Boyden-Chamber-Invasionsassay unter NormoXjeuad Hypoxie B): Dargestellt sind die
Durchschnittswerte invadierter Zellen + Standarlifelunter normoxischen und hypoxischen (1%
(v/v) O2) Bedingungen relativ zur Kontrollgruppedl-5s-shNT; n = 4. L-Cl.5s-shNT/Normoxie:
100,0 %z%7,6 %; L-Cl.5s-shHIFeINormoxie: 73,6 %+11,2 %; L-Cl.5s-shNT/Hypoxie:
100,0 %+2,8 %; L-Cl.5s-shHIFeIHypoxie: 38,4 %+5,6 %.

Da sowohl unter Normoxie als auch unter HypoxienkEinfluss von Hif-&r auf die Net-
toproliferation beobachtet werden konnte (Abbildung), das Fehlen von Hifelaber die
Invasivitat der Tumorzellen sowohl unter Hypoxies aluch unter Normoxie reduzierte,
scheint Hif-Iur einen Uberlebensunabhéngigen Einfluss auf dieslwiat von L-CI1.5s Tu-

morzellen auszuiben.

5.3 Auftreten hypoxischer Zustanden im L-Cl.5s-Mode I

Da bekannt ist, dass Hypoxie ein haufig auftretenBednomen bei menschlichen Tumo-
rerkrankungen ist (Yotndet al, 2010; Goethalst al, 2006; Vaupekt al, 1991) wurde zu-
nachst Uberpruft werden, ob Tumorzellen im L-CM@dell hypoxische Zustédnde durchlau-
fen. Zum Nachweis der Hypoxie wurde dégpoxyprobe™System gewahlt. Die immunhis-
tochemische Analyse ergab, dass hypoxische Zusiaretablierter Lebermetastasen (Abbil-

dung 5.3 oben) und in intradermalen Primartumoddrbildung 5.3 unten) auftreten. In der
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Leber wurde Hypoxie jedoch erst in groReren Leb&astasen nachgewiesen. Kleinere Meta-
stasen zeigten keine positive Farbung.

Lebermetastasen

mit Pimonidazol ohne Pimonidazol

mit ohne
Primé&rantikbrper

Primarantikorper

mit
Primarantikorper

Primartumoren

mit Pimonidazol ohne Pimonidazol

mit ohne
Primarantikorper Priméarantikorper

mit

Abbildung 5.3: Auftreten von Hypoxie in Lebermetasen und Primartumoren im L-Cl.5s Mo-

dell

Immunhistochemische Analyse basierend auf der Hiotaanl-Farbung. Lebermetastasen-tragenden
DBA/2 Méausen wurden 7 d nach intravendser Tumadrzetulation 60mg/kg Pimonidazol i.v. inoku-
liert und die Mause zwei h spater getttet (obemaldg wurden Primartumore durch intradermale
Inokulation von L-Cl.5s Tumorzellen generiert unél d spater 60 mg/kg Pimonidazol i.v. inokuliert
und die Mause 2 h spater getotet. Es konnten soindigbermetastasen als auch in Primartumoren
hypoxische Bereiche (Pfeile) nachgewiesen werdemrdspondierende Bereiche der Antikdrperkon-
trolle sind mit Sternen markiert. Mal3stabsbalker08um
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Hiermit stimmen Vorergebnisse Uberein, die zeigtass HIF-&-Protein vor allem im Zent-
rum von etablierten Lebermetastasen lokalisier{Sshelter, 2007). Ebenso konnte in Vor-
versuchen durch eine Kombination von einer immuologischen Farbung von HIFelso-
wie der X-Galfarbung, die eine hochspezifische tdikation der L-Cl.5s Tumorzellemn
vivo erlaubt, nachgewiesen werden dass der HIF-1-Sigrgaivéhrend der Kolonisierung der
Leber in Tumorzellen aktiviert ist (Schelter, 2007)

Diese Ergebnisse bestédtigen die Eignung des L-Qlldédells zu Untersuchung der Frage

inwieweit Hif-1a als Hypoxie-induzierbarer Faktor eine Rolle bei Metastasierung spielt.

5.4 Notwendigkeit von Hif-1 a zur Erh6hung des metastatischen In-

dexes im L-CI.5s Primartumormodell

Um die Rolle von Hif-&x wéhrend der einzelnen Phasen der Metastasierurey né charak-
terisieren, wurden murine T-Zelllymphomzellen (L&) intradermal inrsyngeneDBA/2
Mause inokuliert. DeKnockdownvon Hif-1a auf Tumorzellseite wirkte sich hierbei weder
auf die Tumorinitiation noch auf das Primartumortstam aus (Abbildung 5.4 A). Diese
Ergebnisse bestatigen und erweitern die oben bebehtUnabhangigkeit der L-CI.5s Tumor-
zellen vom Hif-1-Signalweg zur Sicherung des Zadiildbens. 9 d nach Tumorzellinokulati-
on wurden die Lebern entnommen und der Grad dendtietierung anhand des metastati-
schen Indexes bestimmt. Der Metastatische Indexd@deMetastasenlast der Leber auf die
Grol3e des Primartumors normiert, war durch ideackdownvon Hif-1a auf Tumorzellseite
(-90% im Vergleich zumMNon-targetKontrolle) um tber 80% reduziert (Abbildung 5.4.B)
Dies ist der erste Hinweis auf einen direkten kisdl des Hif-1-Signalweges auf das metasta-

tische Potential unabhangig von seiner Zelliberdedbehernden Funktion.
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Abbildung 5.4: Reduktion der spontanen Metastasierng von L-Cl.5s Tumorzellenin vivo durch
Knockdownvon Hif-1a

A. Mittelwerte + Standardfehler der Primartumordumeisser von L-CI.5s-shNT und shHIk-Tu-
morzellen: Das Fehlen von HifeBnderte das Primartumorwachstum niéhtMetastatischer Index:
Anzahl der nach intradermaler Inokulation spontabilgeten Lebermetastasen normalisiert auf die
Primartumorgrof3e. Dargestellt sind die Durchscnigtte + Standardfehler. n = 7 Méause: L-CI.5s-
shNT: 3,3%0,9; L-Cl.5s-shHIFet 0,6+0,3.Knockdownvon HIF-lo reduziert die spontane Metasta-
sierung.

5.5 Unabhéangikeit der Vaskularisierung von intrader = malen L-CI.5s
Primartumoren von Hif-1 a

Da auch die Durchblutung von Tumoren einen groB@afiuss auf die Dissemination von
Tumorzellen haben kann, wurde der Einfluss vonldifin L-Cl.5s Tumorzellen auf die Bil-
dung von Gefalien im Primartumor untersucht. Derummstochemische Nachweis des En-
dothelzell-spezifischen Oberflachenmolekils CD3EERM-1) mit anschlie3ender Quantifi-
zierung ergab eine geringe, jedoch nicht signifigaReduktion der BlutgefalRe im Primartu-
mor (Abbildung 5.5 A und B) nadknockdowrvon Hif-1a in Tumorzellen.
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Abbildung 5.5: Unabhéngigkeit der Vaskularisierungdes Primartumors von Hif-1a

A. Repréasentative mikroskopische Aufnahmen eineruntristochemischen CD31-Farbung von L-
CI.5s-shNT und L-Cl.5s-shHIFelPrimartumoren sowie der Kontrolle ohne Primarairpler. Mal3-
stabsbalken = 100uB. Quantifizierung der Gefal3e im Primértumor nomnaf die Flache (Mit-
telwerte + Standardfehler). L-Cl1.5sshNT und shHiEas Fehlen von HIFelanderte die Durchset-
zung der Primartumoren mit Blutgefal3en nicht.

Da Hif-1o. in L-Cl.5s Zellen weder fiir das Uberlebenvitro unter Hypoxie noch fiir die
Ausbildung und Vaskularisierung des Primartumorsgnidt, scheint das L-Cl.5s Modell fur
die Klarung der Frage, ob Hifaldie Invasivitat von Tumorzellen in einer Uberlefemab-
hangigen Art und Weise beeinflusst, geradezu ideaein. Erste Hinweise hierzu lieferten
die oben beschriebenen Ergebnisse, die darauf utieledass das metastatische Potemtial
vitro sowiein vivo (Metastatischer Index) durch d&mockdownvon HIF-lo. reduziert war.
Da bei Verwendung eines Priméartumormodells im m@auch jedoch weder eine Aussage
Uber den Zeitpunkt der Tumorzelldissemination nderen Umfang gemacht werden kann,
wurde zur genaueren Analyse der Rolle von Hifegi den einzelnen Schritten der Metastati-

schen Kaskade ein experimentelles Metastasierurdgim@rwendet.
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5.6 Notwendigkeit von Tumorzell-Hif-1 a fur die Kolonisierung der

Leber durch L-Cl.5s Tumorzellen

Wie Vorversuche zeigten, (Schelter, 2007) fuhrteKigockdownvon Hif-1a in L-C1.5s Tu-
morzellen zu einer drastisch verringerten Kolomigig der Leber. So war durch d&nock-
down von Tumorzell-Hif-Ir die Anzahl von L-CI.5s Tumorzellen 3 und 6 h ndamor-
zellinokulation im Vergleich zur Kontrolle starkdeziert. Dies spiegelte sich auch 3 d nach
Tumorzellinokulation wider, da die Tumorzelllastrdo denKnockdownvon HIF-1o zu die-
sem Zeitpunkt um 60% reduziert war (Abbildung 5)6 Bes Weiteren war, wie aus Vorver-
suchen bekannt, die Anzahl an Makrometastasenrsi@éli&ch Tumorzellinokulation in der
Leber (Metastasen auf der Leberoberflache mit eiDenchmesser grol3er gleich 0,2 mm)
signifikant um Uber 80% im Vergleich zur shNT-Kaite reduziert (Schelter, 2007). Um
einen Off-target Effekt der verwendeten shRNA-SequauszuschlielRen, wurde eine zweite
shRNA Sequenz verwendet, die sich gegen einen emd®ereich in der murinen Hifel
MRNA richtet. DieKnockdownrEffizienz war in diesem Fall mit -80% auf mRNA Higeet-
was geringer. Intravendse Inokulation dieser Zwéliin syngeneMlause verringerte die An-
zahl der Makrometastasen in der Leber um 60% (Abbd) 5.6 C und D) und bestatigt somit
das Ergebnis der ersten shRNA. Die Reduktion deadtasierung kann daher auf Tumorzell-

Hif-1a zurtckgefuhrt werden.

62



5. Ergebnisse

L-Cl.5s-shNT: p<0,001

[EY
N
o

[

[EN
o
o

[0}
o

(o]
o

L-Cl.5s-shHif-1 a: ¥

N
o

lacZ mRNA / 18S-RNA
[in % der Kontrolle]

N
o

L-Cl.5s-shNT:

[0}
o

L-Cl.5s-shHif-1 a(2):

I
o
i

Anzahl der Makrometastasen
[in % der Kontrolle]
N ()]
o o

Abbildung 5.6: Reduktion der experimentelle Metastaierung von L-Cl.5s Tumorzellen durch
Knockdownvon Hif-1a

A. Reprasentative Aufnahmen vi¥rGalgefarbten Leberrigbus sinister medialis hepatisdlobus
dexter medialis hepatis facies diaphragmati@a)d nach intravendser Inokulation von 5%Iu-
morzellen Knockdowrvon HIF-Io in L-Cl.5s Zellen reduzierte die experimentelletdasierungs.
Quantifizierung der Tumorzelllast durch Messen ldeZ-mRNA Expression 3 d nach intra vendser
Inokulation von 2x1® Tumorzellen Knockdownvon HIF-1o in L-Cl.5s Zellen reduzierte die experi-
mentelle Metastasierun@. und D. Bestatigung des unter A gezeigten Effektes nmereizweiten
shRNA Sequenz gegen HIk=1C. Reprasentative Aufnahmen votiGalgefarbten Lebernldbus
sinister medialis hepatisnd lobus dexter medialis hepatis facies diaphragmatica nachintra ve-
noserlnokulation von 5x1® Tumorzellen D. Anzahl der Makrometastasen auf den Oberflaichen de
Lebern (obus sinister medialis hepatis und lobus dextediais hepati3 aus DBA/2 Mausen 7 d
nach intravendser Inokulation von 5XIumorzellen.

5.7 Unabhangigkeit des Uberlebens von L-Cl.5s Tumor  zellen in vi-

vo von Hif-1 a

Zwar gab es in den vorangegangenen Experimenteneifia darauf, dass das Uberleben der
L-CIl.5s Tumorzellen nicht vom HIF-1-Signalweg abb&nedoch bezogen sich die oben be-
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schriebenen Ergebnisse zum einen auf die Situatisitro, zum anderen auf das Primértu-
morwachstum. Um auszuschlie3en, dass die verrmgarzahl an Makrometastasen in der
Leber durch ein reduziertes Uberleben der Tumamediufgrund de&nockdows von Hif-

la verursacht wurde, wurden nahere Analysen zur fération, sowie Apoptose und Nek-

rose der L-Cl.5s Tumorzellen vivo durchgefihrt.
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Abbildung 5.7: Unabhéngigkeit des Zelliberlebens wo L-Cl.5s Tumorzellen von Hif-1a in vivo

A. undB. Immunhistochemische PCNA-Farbung (braunes Sigraad)Lebermetastasen 7 d nach i.v.
Tumorzellinokulation von 5 x £A_-CI.5s-shNT oder L-Cl.5s-shHIFedTumorzellenA. Reprasenta-
tive mikroskopische Aufnahmen. Mal3stabsbalken: 25BmPCNA-positive Zellen pro Metastase
normiert auf die Metastasenflache. DurchschnittsverStandardfehler relativ zur Kontrollgruppe L-
Cl.5s-shNT. n =4 Mause. L-CI.5s-shNT: 100,0 %981%,; L-Cl.5s-shHIF-#&: 101,4 %+18,6 %C.
TUNEL-Assay von Lebermetastasen 7 d nach i.v. Taeibnokulation von 5 x 1DL-CI.5s-shNT
oder L-Cl.5s-shHIF-&¢ Tumorzellen. Reprasentative mikroskopische AufnatnmMalstabsbalken:
25um. D. Immunhistochemische Caspase-3-Farbung von Lelastasen 7 d nach i.v. Tumor-
zellinokulation von 5 x 10L-CI.5s-shNT oder L-Cl.5s-shHIFelTumorzellen.. Représentative mik-
roskopische Aufnahmen. Mafl3stabsbalken: 25um.
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Um die proliferative Aktivitat der L-CI.5s Tumorzeh in vivo beurteilen zu kénnen, wurden
zunachst Leberschnitte von metastasentragendeenTargefertigt und der Proliferations-
marker PCNA Proliferating Cellular Nuclear Antigenimmunhistochemisch angefarbt (Ab-
bildung 5.7 A). Quantifizierung und Normierung vproliferativ aktiven Zellen (PCNA-po-
sitiven Zellen) in Metastasen auf die Metastaseh#éergab, dass sich denockdownvon
Hif-1a nicht auf die Proliferationsrate in Metastaservakde (Abbildung 5.7 B). Da somit
analog zu dem vitro Ergebnissen aus 5.1 kein Unterschied in der raliiven Aktivitat der
Tumorzellenin vivo festgestellt werden konnte, wurde im weiteren &arluntersucht, ob der
Knockdowrnvon HIF-1o. das Uberleben der L-CI.5s Tumorzellen beeinfludst. diese Frage
zu beantworten wurden zwei immunhistochemische ysaal durchgefiihrt: Durch die TU-
NEL-Analyse TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeliAgalyse) konnen Strangbriiche
in der DNA detektiert werden, wie sie vor allem rnekrotischen Zellen vorliegen. Im-
munhistochemisches Anfarben der Caspase 3 erlaubtliaissage lUber die Apoptose von
Zellenin vivo. Jedoch konnte weder durch die Durchfiihrung des TIUN&stes (Abbildung
5.7 C) noch das Anfarben des Apoptosemarkers Cagogsbbildung 5.7 D) ein Unterschied
zwischen der Hif-tt KnockdowrGruppe und der shNT-Kontroll-Gruppe festgestebtden.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangedew, dass Hifd die Metastasierung

von L-CI.5s Zellen in einer Gberlebensunabhanglyeise beeinflusst.

5.8 Regulation der Expression der pro-invasiven Mat rix-Metallo-
Proteinase-9 (Mmp-9) durch Hif-1 a

Um invasiv wachsen zu kdnnen, mussen TumorzelleleirLage sein die extrazellulare Mat-
rix im Allgemeinen und die Basalmembran im Speerelhbzubauen. Von Bedeutung sind
hierbei vor allem die Matrix-Metalloproteinasen MA2Rund -9, da diese in der Lage sind die
Hauptkomponente der Basalmembran, Kollagen Typabzubauen und den Tumorzellen so
einen Durchbruch durch die Basalmembran ermdglicDendie Invasivitat der L-Cl.5s Tu-
morzellen im Wesentlichen von Mmp-9 abhangt undkeinckdowndieser Protease zu einer
drastisch reduzierten Metastasierung in der Leblert f(Gerget al, 2008), wurde zunachst
Uberpruft, ob Expression und Aktivitat dieser Pagte vom HIF-1-Signalweg gesteuert wird.
Um die gelatinolytische Aktivitat in Lebermetastaseeurteilen zu kbnnen, wurde einesitu
Zymographie durchgefuhrt. Das Fehlen von Riftd den Tumorzellen fihrte vivo zu einer
starken Reduktion der gelatinolytischen Aktivitétiebermetastasen (Abbildung 5.8 A).
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Abbildung 5.8: Reduktion der gelatinolytischen Aktvitdt in vivo und der Mmp-9-
Promotoraktivitat in vitro durch Knockdownvon HIF-1a

A. In situ Zymography (griines Signal) von Lebermetastasemcth i.v. Inokulation von 5x£Q.-
CI.5s Tumorzellen. Gegenfarbung: DAPI (blau). MaBsbalken: 25unKnockdowrnvon HIF-1o auf
Tumorzellseite reduzierte die gelatinolytische Aitéit in vivo. B. Mittelwerte der Luciferase mRNA
Expression + Standardfehler in L-Cl.5s-shNT und IL5&shHIF-L Tumorzellen, kultiviert mit oder
ohne 10QuM DFO. Luciferase-mRNA Levels wurden auf die Exgiea von 18S normiert und die
shNT Kontrollgruppe gleich 100% gesetats 3. L-Cl.5s-shNT/ohne DFO: 100,0 %=+4,7 %; L-C}.5s
shNT/mit DFO: 2246,2 %+69,2 %; L-Cl.5s-shHIkf@hne DFO: 90,4 %+8,4 %; L-Cl.5s-shHIF-
la/mit DFO: 479,4 %+8,9 %.

Um zu Uberprifen, ob der HIF-1-Signalweg die Exgias von Mmp-9 direkt beeinflusst,
wurde ein Mmp-9-Promotorreporterkonstrukt verwendatuktion des HIF-1-Signalwegs
mit 100uM DFO fuhrte zu einem starken Anstieg denpA9 Promotoraktivitat (Abbildung
5.8 B). Die Promotoraktivitat (gemessen durch Lereie mRNA, die im eingebrachten Pro-
motorkonstrukt unter der Kontrolle des Mmp-9-Proomststeht). Eine Reduktion der Hi:1
MRNA Expression um 90% durch lentiviral-vermittefteRNA-Technologie und die Indukti-
on des Hif-1-Signalwegs durch DFO fihrte zu ein&rken Reduktion der Mmp9-
Promotoraktivierung im Vergleich zur Kontrollgrupp&bbildung 5.8 B).

Um einen Offtarget-Effekt der verwendeten shRNAzasshlie3en, wurde auch hier eine
zweite shRNA Sequenz verwendet, die die oben biebdmen Ergebnisse bestatigte. So war
auch hier die gelatinolytische Aktivitan vivo stark reduziert (Abbildung 5.9 A). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass auch hier die HIF-Liziette Mmp-9-Promotoraktivitdt abhan-
gig von der Prasenz von HIktivar (Abbildung 5.9 B).
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Abbildung 5.9: Bestatigung des unter 5.8 gezeigtdaffektes von HIF-1a auf die gelatinolytische
Aktivitdt in vitro und die MMP-9 Promotoraktivitat in vivo mit einer zweiten shRNA Sequenz
gegen HIF-lo

A. In situ Zymography (griines Signal) von Lebermetastasemaoth i.v. Inokulation von 5x£Q.-
CI.5s Tumorzellen. Gegenfarbung: DAPI (blau). MaBsbalken: 25unKnockdowrvon HIF-1o auf
Tumorzellseite reduzierte die gelatinolytische Aidtdit in viva. B. Mittelwerte der Luciferase mRNA
Expression Standardfehler in L-Cl.5s-shNT und L5€4shHIF-1(2) Tumorzellen, kultiviert mit oder
ohne 10QuM DFO. Luciferase-mRNA Level wurden auf die Expreasvon 18S normiert und die
shNT Kontrollgruppe gleich 100% gesetats 3. L-Cl.5s-shNT/ohne DFO: 100,0 %=+4,7 %; L-C}.5s
shNT/mit DFO: 2246,2 %+69,2 %; L-CIl.5s-shHIkf2)/ohne DFO: 53,6 %+12,2 %; L-Cl.5s-shHIF-
la(2)/mit DFO: 140,6 %+1,1 %.

Ein weiteres Indiz fur die Regulation von Mmp-9 clurden HIF-1-Signalweg und damit
durch HIF-Lu ist die Tatsache, dass die Expression von HiEdwie von Ca9, eines Marker-
gens fur die Aktivierung des HIF-1-Signalwegs (Wifket al, 2000), mit der Expression von
Mmp-9 wahrend der frihen Phasen der Leberkolonisge(0-6h nach Tumorzellinokulation)

korrelierte und wéhrend der ersten 6 h nach Tunliorakulation anstieg (Abbildung 5.10).
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Abbildung 5.10: Korrelation der Expression von HIF-1a, Carboanhydrase 9 (Ca9) und Mmp-9
wahrend der frihen Phasen der Leberkolonisierung

Dargestellt sind die Mittelwerte der Expression \iftla, Ca9 sowie Mmp-9 wéahrend der frihen
Phasen der Leberkolonisierung im Zeitraum von 0/ish6 h nach i.v. Tumorzellinokulation von

2x10P L-CI.5s Tumorzellen (n=4 Mause). Die Expression Wif-1a, Ca9 und Mmp-9 korrelierte im
beobachteten Zeitraum.

Da die Expression von Mmp-9 wie oben gezeigt voRlidireguliert wurde, sollte dieser Ef-
fekt auch im unter 5.4 beschriebenen Prim&rtumosihali beobachten sein. Daher wurde
eine gelatinolytische Analyse der Primartumorerchgefuhrt. Wie Abbildung 5.11 A zeigt,
war die gelatinolytische Aktivitat im Primartumobenso wie in Lebermetastasen (vgl. Ab-
bildungen 5.8 und 5.9) abhangig von der PrasenzHibfo. Um zu Uberprifen ob die Redu-
zierung der gelatinolytischen Aktivitat auf einerminderten Expression basiert, wurde aus
L-C1.5s-shNT bzw. shHif-@ Primartumoren mRNA isoliert und die Expressionslevon
Mmp-9 nachgewiesen (Abbildung 5.11 B). Hierbei Begte sich, dass Hifeldie Expression
von Mmp-9in vivo regulierte. So war die Expression von Mmp-9 immfantumor signifikant
reduziert, wenn Hif-& in den Tumorzellen reduziert war (Abbildung 5.1j1 B

Da neben Mmp-9 auch die zweite Gelatinase Mmp-2 wiichtige Rolle bei der Invasivitat
von Tumorzellen spielt (Gergt al, 2008), wurde Uberprift, ob auch die Expressi@sel
Gelatinase im Prim&rtumor durch dénockdowrvon Hif-1a in Tumorzellen reduziert wird.
Quantitative Analyse der mRNA Expression ergabsabsKnockdownvon Hif-1a die Ex-
pression von Mmp-2 analog zu Mmp-9 im Primartumextuzierte (Abbildung 5.11 C). Im

68



5. Ergebnisse

Gegensatz zu Mmp-9 war die Reduktion von Mmp-2 tanifikant, jedoch ein starker
Trend.
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Abbildung 5.11: Hif-1a Knockdownreduzierte die gelatinolytische Aktivitat sowie dé Expres-
sion der Gelatinasen A und B (Mmp2 und-9) in Primatumoren

A. In situ Zymography von intradermalen Primartumoren. Ditiygolytische Aktivitat (griines Sig-
nal) wurde durch deKnockdownvon Hif-1a in vivo reduziert. Gegenfarbung: DAPI (blaues Signal),
Malstabsbalken: 100urB. Mmp9 mRNA Expression im Primartumor nach intrai@ler Inokula-
tion von 1x106 L-C1.5s-shNT bzw. L-Cl.5s-shHifdl Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfeh-
ler. Mmp-9 mMRNA Level wurden normalisiert auf di8SEExpression. n = 4 Mause. L-Cl.5s-shNT:
100,0 %=+7,6 %; L-Cl.5s-shHifet 28,8 %+10,7 %C. Mmp-2 mRNA Expression im Primartumor
nach intradermaler Inokulation von 1XU0-Cl.5s-shNT bzw. L-Cl.5s-shHifdl. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler. Mmp-2 mRNA Level werd normalisiert auf die 18S-Expression.
n = 4 Mause. L-Cl.5s-shNT: 100,0 %+40,3 %; L-Clsbddif-1a: 21,5 %+4,1 %.

Um zu Uberprifen, ob die im Primartumor beschriebeiffekte (Abbildung 5.11) auf das
Fehlen von Hif-& zurtickzufihren waren, wurde die Expression vonlidisowie von Ca9

auf mMRNA-Ebene analysiert. Im Vergleich zur Korlgokar im Mittel die Hif-Iu Expression

69



5. Ergebnisse

in Primartumoren deKnockdownGruppe um 87% reduziert (Abbildung 5.12). Durck di
Analyse der Ca9 mRNA Expression konnte nachgewiegsgden, dass défnockdownvon
Hif-1a den Hif-1-Signalweg um 75% vivoreduzierte (Abbildung 5.12).
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Abbildung 5.12: Detektion des Hif-lx Knockdownsim Primartumor

Hif-1a und Ca9 mMRNA Expression im Primértumor nach derenaler Inokulation von 1x2a.-
CI.5s-shNT bzw. L-Cl.5s-shHifel Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehldif-1o. mRNA
Level wurden normalisiert auf die 18S-Expression./Mause. Hif-&: L-Cl.5s-shNT: 100,0 %+40,4
%; L-CI.5s-shHif-Iu: 13,1 %+5,8 %. Ca9: L-CI.5s-shNT: 100,0 %+26,7 14 1.5s-shHif-Jo: 25,3
%+10,3 %.

5.9 Erhohung der gelatinolytische Aktivitat in CT-2  6L-Lungenme-
tastasen durch Hif-1 a

Da sowohl in L-Cl.5s-Primartumoren als auch in L5SiLebermetastasen eine Reduktion
der gelatinolytischen Aktivitat nacKknockdownvon Tumorzell-Hif-u beobachtet wurde,
stellte sich die Frage, ob sich dieser Effekt auciCT-26L-Lungenmetastasen zeigt. Daher
wurden CT-26L-Tumorzellen intravends sgngeneBalb/c Mause inokuliert und die Organe
21 d spater entnommen. Analog zum L-Cl.5s Modeldewuch hier durch deéfnockdown
von Hif-1o auf Tumorzellseite die experimentelle Metastasigraignifikant reduziert (Ab-
bildung 5.13 A). Jedoch lasst sich hier im Gegemzam L-Cl.5s Modell die Reduktion der
Metastasierung nicht auf eine direkten Einfluss ¥fila auf das metastatische Potential
zuruckfuhren, da das Fehlen des HIF-1-Signalwe@sT#26L Tumorzellen, im Gegensatz zu

L-Cl.5s Tumorzellen, die Proliferation unter Hypexmegativ beeinflusst (siehe 5.1). Den-
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noch konnte auch in diesem Modell eine Reduktiangdatinolytischen Aktivitat in Meta-

stasen nacKnockdowrnvon Tumorzell-Hif-u beobachtet werden (Abbildung 5.13 B).
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Abbildung 5.13: Reduktion der experimentelle Metasasierung von murinen Kolonkarzinomzel-
len und der gelatinolytische Aktivitat in Lungenmetastasen durch Hif-Jlo Knockdown

A. Knockdownvon Hif-1o reduzierte die Kolonisierung der Lunge durch meir@ir-26L Kolonkar-
zinomzellen 20 d nach intravenéser Inokulation ¥on1@ Kolonkarzinomzellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Lungenmetastasen > 0,2 mm = Stafidater. CT26L-shNT: 100,0 % + 39,6 %= 5
Méause; CT26L-shHif-a: 11,9 % + 5,2 %n = 7 M&ause. B. In situ Zymography von CT-26L Lungen
metastasen 20 d nach intravendser Inokulation von 11If Kolonkarzinomzellen. Gegenfarbung:
DAPI (blaues Signal). Mal3stabsbalken: 25 Kmockdownvon Hif-1a reduzierte die gelatinolytische
Aktivitat (grines Signal) in Lungenmetastasen.

Da sich das CT-26L Modell, im Gegensatz zum L-CMsxslell, aufgrund des Einflusses auf
die Proliferation nicht zur Beantwortung der Fraygnet, ob Hif-& einen direkten Einfluss
auf das metastatische Potential von Tumorzelleritausvurde daher im Weiteren das L-

Cl.5s Modell eingesetzt.

5.10 Notwendigkeit von Hif-1 a flr das Auswachsen von L-CI.5s Le-
bermetastasen

N&here Untersuchungen des Metastasierungsphareygsen, dass die Lebermetastasen auf
der Leberoberflache in der HIFrIKnockdownGruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe sig-
nifikant kleiner waren (Abbildung 5.14 A). Jedocts@hienen die Metastasen auf der Le-
beroberflache kompakter (Abbildung 5.14 C). Um zdewsuchen, ob die Architektur der
Metastasen durch einggnockdownvon Hif-1a auf Tumorzellseite beeinflusst wurde, wurde
eine histologische Analyse durchgefiihrt. Hierflrrdan dielacZ-markierten Tumorzellen

mittels X-Gal-Farbung in histologischen Schnittear Heber sichtbar gemacht. Anschliel3end
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wurde die Tumorzelldichte in Metastasen ermittBittrch denKnockdownvon HIF-1o auf

Tumorzellseite kam es zu einer Akkumulation von durellen in Metastasen (Abbildung

5.14 B). Die Tumorzellen mit Hifd Knockdownwaren dichter gepackt, d.h. die Tumorzell-

dichte pro Flache war in den Metastasen im Vergleier Kontrollgruppe erhéht (Abbildung

5.14 B). Gleichzeitig wurde in der HifalKnockdownGruppe eine Reduktion désimorzell-

scatterings der sogenannten sekundaren Invasion ausgehenétabherten Metastasen in
das Leberparenchym, beobachtet (Abbildung 5.146konnten in der HIFelKnockdown

Gruppe keine sekundar invadierten Tumorzellen aufletberoberflache detektiert werden,

wahrend in der Kontrollgruppe eine starke sekumdévasion zu verzeichnen war (Abbil-

dung 5.14 C).
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Abbildung 5.14: Reduktion des
Auswachsen von L-Cl.5s Leberme-
tastasen sowie der sekundaren Inva-
sion und der Aktivierung des Met-
Sighalweges durchKnockdown von
Hif-1a

A. Anteil der Metastasen > 0,2 mm in
% der Gesamtmetastasenzahl
+ Standardfehler 7 d nach intravendser
Tumorzellinokulation von  5x10
L-Cl.5s5-shNT bzw. L-Cl.5s-shHif«;
n=4 Méause. L-ClL.5s-shNT:
50,3 %+2,1 %; L-Cl.5s-shHIFet
28,3 %+1,2 %.B. Anzahl Tumorzel-
len pro Metastase normiert auf die
MetastasengrofRe + Standardfehler 7 d
nach intravendser Tumorzellinokulati-
on von 5x18 L-Cl.5s-shNT bzw.
L-Cl.5s-shHif-1u; n=3 Mause.
L-Cl.5s-shNT: 592,8+39,2;
L-Cl.5s-shHIF-b: 913,2+69,3. C.
Reprasentative Nahaufnahmen von X-
Gal-gefarbten (indigoblaues Signal)
Leberoberflachen 7 d nach intraveno-
ser Inokulation von 5xf0L-Cl.5s-
SshNT bzw. L-Cl.5s-shHif-&@ Tumor-
zellen. Mal3stabsbalken: 1 mnb.
Immunhistochemische Farbung des
phosphorylierten Met-Rezeptors (gru-
nes Signal) in Lebermetastasen 7 d
nach intravenoser Inokulation von
5x10° L-Cl.5s-shNT bzw. L-Cl.5s-
shHif-1o. Tumorzellen. Gegenfarbung:
DAPI (blaues Signal). Malstabsbal-
ken: 50 um.



5. Ergebnisse

Ein wichtiger Signalweg, der d&atteringvon Tumorzellen induziert und von dem bekannt
ist, dass er vom Hif-1-Signalweg induziert werdemik, ist der HGF/Met-Signalweg (Pen-
nacchiettiet al, 2003). Da durch deknockdownvon HIF-1o dasTumorzellscatteringnhi-
biert wurde, sollte Uberpruft werden, ob dies miee verminderten Aktivierung des
HGF/Met-Signalwegem vivo korreliert. Immunhistologisches Anfarben des dktiten Met-
Rezeptors mit einem Antikorper, der die Phospheryig der Tyrosinkinasendoméne des
Met-Rezeptors detektiert, zeigte eine stark verenitedPhosphorylierung der Tyrosinkinase-
doméane und somit eine stark verringerte Aktivierdeg HGF/Met-Signalwegs in Metastasen
der HIF-1o KnockdownGruppe (Abbildung 5.14 C).

Um auch hier einen Off-target-Effekt der verwendeshRNA auszuschliel3en, wurde die
gleiche Analyse mit Metastasen tragenden Leberd?Pralurchgefihrt. Hierbei wurde in den
Tumorzellen eine zweite ShRNA zufmockdownvon HIF-1o verwendet. Auch hier wurde in
der HIF-Jn KnockdownGruppe eine starke Reduktion désmorzellscatteringsind eine

stark verringerte Aktivierung des Met-Rezeptorsekiert (Abbildung 5.15).

B

shHif-1 a(2) shHif-1 a(2)

Abbildung 5.15: Bestatigung des unter 5.14 gezeigteEinflusses von Hif-l auf dasTumorzell-
scatteringund die Aktivierung des Met-Rezeptoran vivo

A. Reprasentative Nahaufnahmen von X-Gal-gefarbtedigoblaues Signal) Leberoberflachen 7 d
nach intravendser Inokulation von 5%10CI.5s-shNT bzw. L-Cl.5s-shHif¢l(2) Tumorzellen. MaR-
stabsbalken: 1 mnB. Immunhistochemische Farbung des phosphoryliertet-R&zeptors (grines
Signal) in Lebermetastasen 7 d nach intravendsdulation von 5x18L-CI.5s-shNT bzw. L-Cl.5s-
shHif-1a(2) Tumorzellen. Gegenfarbung: DAPI (blaues SigndhRstabsbalken: 50 um.

Wie Pennacchietet al. 2003 zeigten, kann der Met-Signalweg durch Hyp@kigviert wer-
den. Vermittelt wird dies transkriptional durch deiif-1-Signalweg (Pennacchietét al,
2003). Da die Metastasierung in die Leber duramKieockdownvon Hif-1la um tber 80%

reduziert wurde, kdnnen Genexpressionsanderung@amorzellen in der Leber nicht mehr
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detektiert werden. Um zu Uberprifen, ob Heockdownvon Hif-1a die Expression des Met-
Rezeptordn vivo beeinflusst, wurde die Met mRNA-Expression im Ruitamor untersucht
(Abbildung 5.16). Durch deKnockdowrnvon Tumorzell-Hif-1r war die Expression des Met-
Rezeptors signifikant um 71% im Vergleich zur shKidntrolle reduziert. Dies bestétigt die
Ergebnisse von Pennacchigdtial. und unterstreicht den Einfluss des Hif-1-Signaleseguf

die Expression des metastasenférdernden HGF/MetBwggs.
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Abbildung 5.16: Hif-1a Knockdownreduzierte die Expression des Met-Rezeptors in irader-
malen Primartumoren

Met mRNA-Expression normiert auf die lacZ mRNA-Eggsion und 18S-rRNA in L-CI.5s-shNT
bzw. L-Cl.5s-shHif-x Primartumoren. Dargestellt sind die Mittelwerte r déExpression
+ Standardfehler, n=4 Mé&use. L-CI.5s-shNT: 100,2%# %; L-CI.5s-shHIF-d: 28,8 %2,8 %.

5.11 Eignung des HGF/Met-Signalweges als Ziel eine r gegen die
durch Hif-1-gesteigerten Invasivitat gerichteten Th erapie

Aufgrund der oben aufgezeigten Uberlebensunabhéngigetastasenfordernden Rolle von
Hif-1o und der schon bekannten Uberlebensférdernden &igaften des Hif-1-Signalweges
scheint Hif-Iu ein nahezu ideales Ziel einer therapeutisch neyten Intervention darzustel-
len. Aus verschiedenen Grinden ist eine direkteapeutische Intervention gegen Hi-1
jedoch als problematisch einzustufen: 1. HiFspielt eine wichtige Rolle bei der Immunab-
wehr (Crameet al, 2003). 2. Ein therapeutisches Ausschalten ded {3iignalweges konnte
einen starken Selektionsdruck auf die Tumorzellpetan in Tumoren durch Inhibition der
Angiogenese ausiben (Michieli, 2009). 3. Hirsbielt eine wichtige Rolle bei der Regulati-
on von Stammzelleigenschaften (Mazumdaal, 2009; Eliasson, Jonsson, 2010). Ein Hin-

weis auf eine zentrale Funktion von HIk-ih Stammzellen ist die hohe Expression der regu-
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lativen a-Untereinheit des Transkriptionsfaktors HIF-1 imta&opoetischen, mesenchymalen
und adulten Stammzellen (Abbildung 4.17; rote Memking).
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Abbildung 5.17: HIF-1a-Expressionslevel in menschlichen Geweben

Dargestellt sind die relativen HIFedEXpressionslevel in den unterschiedlichen Kompeetiten des
humanen Korpers. Auffallig sind die hohen Expressievel in hamatopoetischen, mesenchymalen
und adulten Stammzellen. Die Ubersicht wurde mitlfeHider Gene Sapiens Database
(www.genesapiens.org) erstellt (Kilpinehal, 2008).

Da der HIF-1-Signalweg eine wichtige Rolle bei usthiedlichen physiologischen Prozessen
spielt, sollte von einer direkten therapeutischeteriention abgesehen werden. Vielmehr
sollten daher Signalwege als Ziel einer TherapiBetracht gezogen werden, die dem HIF-1-
Signalweg nachgeschaltet sind. Aufgrund seinerakemt Rolle bei der Metastasierung (Boc-
caccio, Comoglio, 2006; Trusolinet al, 2010) und der Tatsache, dass seine Aktivitat von
Hif-1a reguliert wird (Pennacchieti al, 2003), erscheint der Met-Signalweg als ideales$ Zi
einer gegen die metastasenférdernden EigenschadterHif-1a gerichteten Therapie. Wie
Abbildung 5.18 zeigt, fuhrt die Kultivierung von tmanen Lungenkarzinomzellen unter Hy-
poxie zu einer verstarkten Aktivierung des Met-Sigregs. So war die Anzahl der Met-
Rezeptoren auf der Zelloberflache (145kDa) untepdiye um den Faktor 2,5 erhdht. Stimu-
lation mit dem Met-Liganden HGF fuhrte unter diesBedingungen im Vergleich zu
normoxischen Bedingungen zu einer 4,6-fach verséarkPhosphorylierung des Met-
Signalwegs (Abbildung 5.18 A). Wie von Pennacchigttal. 2003 gezeigt, ist dieses Phéno-
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men auf den Sauerstoffpartialdruck-regulierten $kaiptionsfaktor HIF-1 zurtickzufiihren.
Dies zeigen auch die Ergebnisse, die in Abbildui@ B dargestellt sind. Induktion des HIF-
1-Signalwegs mit DFO fluhrte zur verstarkten Expaessles Met-Rezeptors. Dies konnte
durch derkKnockdownvon HIF-1o verhindert werden (Abbildung 5.18 B).

A
0,-Gehalt 21% 1% ) )
pra-Met (175 kDa) 3 Densitometrie :
Met (145 KDa) eec— a— Anstieg Normoxie zu Hypoxie:
h ho-Met Met: 2,5-fach
phospho-Met W S
p-Met: 4,6-fach
o-Tub
B

400 A

300 A -"

200 A

100 ohne DFO

Durch DFO verursachte Veranderung der Met mRNA
Expression in % der unstimulierten Kontrolle

Abbildung 5.18: Induktion der Expression des Met-Reeptors und der Suszeptibilitdt von A549
Tumorzellen gegeniber dem Met-Liganden HGF durch Hgoxie

A Reprasentativer Western Blot: Humane A549 Lungeaikamzellen wurden 24 h unter Normoxie
bzw. Hypoxie kultiviert und anschlie3end 10 min 2@ ng/ml HGF stimuliert. Angefarbt wurden der
Met-Rezeptor, sowie die phosphorylierte Form degeRtors und als LadungskontrobeTubulin.
Densitometrische Analyse wurde mit dem Programm gbda durchgefihrt. Normalisierung:
a-Tubulin. B Met MRNA Expression normalisiert auf die 18S RNApEession in A549 Zellen. Der
HIF-1-Signalweg wurde durch Inkubation mit 100 uNF@ induziert. Abschalten des HIF-1-Signal-
wegs verhinderte diesen Anstieg.

5.12 Zeitabhangige Reduktion der Met-Oberflachenle vel durch den

monoklonalen anti-Met-Antikdrper DN30

Da bei menschlichen Tumorerkrankungen haufig hyghe Zustande auftreten und der pro-

invasive HIF-1-Signalweg unter diesen Umstandenftiedie Metastasierung zentralen Met-
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Signalweg aktiviert, erscheint dieser als lohneréieteiner gegen die proinvasive Funktion
von Hif-1a gerichteten Therapie.

Einer der vielversprechendsten Therapieansatzengdge humanen Met-Rezeptor ist eine
Antikorper-basierte (DN30) Interventionsstratedsesher war jedoch nur bekannt, dass der
anti-Met-Antikorper an den extrazellularen Part tet-Rezeptors bindet und daraufhin das
Sheddingdes Rezeptors induziert. Um die Eignung diesesaplieansatzes gegen die meta-
stasenfordernde Funktion von HifZu untersuchen, muss die Antikdrper-basierte Mt~
Therapie zunéchst genau charakterisiert werden. Bafieits erwahnt, 16st der monoklonale
anti-Met-Antikorper DN30 daSheddingdes Met-Oberflachenrezeptors aus und schréankt auf
diese Weise die Aktivitdt des Met-Signalweges &etielliet al, 2006). Der genaue Mecha-
nismus und die ausfuhren@&neddasevaren bisher jedoch unbekannt. Abbildung 5.18tzeig
den Einfluss des Antikérpers DN30 auf die zelluldfet-Rezeptor Konzentration. Zugabe
des Antikdrpers DN30 zu humanen Lungenzellkarzirellam (A549) bewirkte eine zeitab-
hangige Reduktion der Met-Level. So verringerte Aatikérper die Met-Oberflachenlevel
binnen 3 h um 70% (Abbildung 5.19).
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Abbildung 5.19: Zeitabhangige Reduktion der Met-Kamzentration in A549 Zellen durch DN30
Reprasentativer Western Blot: Humane A549 Lungetikamzellen wurden ohne bzw. fur 1,5 h und
3 h mit 80ug/ml DN30 inkubiert. Angefarbt wurdenr ddet-Rezeptor und als Ladungskontrolie
Tubulin. Die densitometrische Analyse wurde mit derogramm ImageJ durchgefuhrt. Normalisie-
rung: a-Tubulin. n=3, Dargestellt sind die Mittelwerte taSdardfehler: w/o DN30: 100,00%, 1,5h
DN30: 79,4 % * 3,7 %, 3h DN30: 25,9 % + 4,7 %
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5.13 Hemmung der DN30-induzierten Reduktion der Me t-Ober-
flachenrezeptoren durch die endogenen Breitspektrum inhibito-
ren TIMP-1 und TIMP-3

Wie oben gezeigt basiert die anti-Met-Therapie dubiN30 auf einer Reduktion der Zel-
loberflachenlevel des Met-Rezeptors. Seit 2006 eannt, dass der Antikdrper daked-
ding des Met-Rezeptors induziert. Unklar blieb bislggdpch, welche Protease fur daised-
ding verantwortlich ist. Daher sollte zunéchst in huerarZellsystemen naher untersucht
werden, ob und durch welclsheddase(ndie therapeutische Wirkung des Antikdrpers DN30
vermittelt wird. Als wahrscheinlichste Kandidaterseéheinen diesheddase®DAM-10 so-
wie ADAM-17. Fur beide ist bekannt, dass sie ppidi in der Lage sind daSheddingver-
schiedener Oberflachenrezeptoren, darunter Meti{Kepal, 2007; Foveaet al, 2009), zu
induzieren. Um in einem ersten Schritt die in Frkgenmenden Proteasen einzugrenzen,
wurden zunachst zwei endogene Metalloproteasetohdn mit unterschiedlichem Inhibiti-
onsspektrum verwendet. Die gewonnen Ergebnisse isikbbildung 5.20 dargestellt. So
konnte die DN30 induzierte Reduktion der Met-Ledeirch die Zugabe des endogenen
Breitspektruminhibitors TIMP-1 verhindert werdenbf#ldung 5.20 A). Des Weiteren kam es
bei der Zugabe von TIMP-1 zu einer zwar nicht giganten, jedoch erkennbaren Erhéhung
der Met-Oberflachenlevel (Abbildung 5.20 A, Spuurdd 3). Durch Zugabe des endogenen
Breitspektruminhibitors TIMP-3 konnte ebenfalls dd#30 induzierte Reduktion der Met-
Level eingeschréankt werden (Abbildung 5.20 B). Irar§leich zu TIMP-1 konnte hier die
Reduktion nicht ganzlich verhindert werden. Ebensode kein Anstieg der Met-Level durch
Inkubation von A549 Zellen mit TIMP-3 beobachtebfdung 5.20 B).
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Abbildung 5.20: Inhibition der DN30-induzierten Met-Reduktion durch TIMP-1 und TIMP-3
A. Reprasentativer Western Blot: Humane A549 Lungerikomzellen wurden ohne bzw. mit
1 pg/ml rekombinantem Timp-1 flr 1 h inkubiert. AhBef3end wurden 80ug/ml DN30 zugegeben
und die Zellen weitere 5 h inkubiert. Angefarbt dem der Met-Rezeptor und als Ladungskontrelle
Tubulin. Die densitometrische Analyse wurde mit derogramm ImageJ durchgefuhrt. Normalisie-
rung: a-Tubulin. n=3. Dargestellt sind die Mittelwerte taSdardfehler: ohne DN30 ohne TIMP-1.:
100,0 %, mit DN30 ohne TIMP-1: 56,8 % * 8,4 %, old?é30 mit TIMP-1: 155,2 % * 36,5 %, mit
DN30 mit TIMP-1: 152,4 % + 27.5 %B. Reprasentativer Western Blot: Humane A549 Lungenk
nomzellen wurden ohne bzw. mit 1 pg/ml rekombinan®mp-3 fir 1 h inkubiert. Anschlie3end
wurden 80ug/ml DN30 zugegeben und die Zellen weiteh inkubiert. Angeféarbt wurden der Met-
Rezeptor und als LadungskontrotieTubulin. Die densitometrische Analyse wurde mitnd@ro-
gramm ImageJ durchgefiihrt. NormalisierungTubulin. n=3. Dargestellt sind die Mittelwerte +

Standardfehler: ohne DN30 ohne TIMP-3: 100,0 %, DiNB0 ohne TIMP-3: 22,5 % + 0,7 %, ohne
DN30 mit TIMP-3: 82,1 % + 2,4 %, mit DN30 mit TIM®-61,8 % * 6.6 %.

Legt man die Inhibitionsspektren beider Inhibitokdrereinander, so zeigt sich, dass als ver-
antwortlicheSheddaseigentlich nur ADAM-10 in Frage kommt, da dieSkeddasem Ge-
gensatz zu ADAM-17 sowohl von TIMP-1 als auch vdMP-3 gehemmt wird (Amouet
al., 2000). ADAM-17 wird nur von TIMP-3 und nicht voFIMP-1 gehemmt (Amouet al,
1998).

Ein weiterer Hinweis auf die Involvierung von ADAND oder ADAM-17 ist die in Abbil-
dung 4.21 gezeigte Induktion des DN30-induziertegt-8heddingdurch den Phorboldiester
PMA (phorbol 12-myristate 13-acetgteGTL-16 Zellen, die sich aufgrund ihrer grof3en
Menge an Met zur Detektion des Mefeddingroduktes im Zellkulturiiberstand eignen,
wurden mit 100nM PMA inkubiert, wodurch eine Zunahder abgespaltenen Met-Rezepto-
ren im Zellkulturtiberstand detektiert wurde (Ablbihdy 4.21). Durch die Zugabe von PMA,
das die Aktivitdt der ADAMSheddasemrhéht (Amouret al, 1998; Kohuteket al, 2009),
konnte somit die Effizienz des Antikorpers DN30dappelt werden.
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Abbildung 5.21: Verstarkung der DN30-induzierten Me-Reduktion durch PMA

Reprasentativer Western Blot: Humane Magenkarzietlsrz (GTL 16) wurden mit 80 pg/ml DN30
und ohne bzw. mit 100nM PMA fir 4 h inkubiert. Ahgel3end wurde der Gehalt an abgespaltenen
Met-Rezeptoren in Zellkulturiberstanden mittels Wes Blot analysiert. Die densitometrische Ana-
lyse, durchgefiihrt mit dem Programimaged,ergab eine Verdopplung an abgespaltenen Met-Re-
zeptoren im Zellkulturtiberstand durch PMA.

5.14 Vermittlung des DN30-induzierten Met-Rezeptor Shedding
durch ADAM-10 nicht aber ADAM-17

Um die Involvierung von ADAM-10 im oben beschriekerSheddingrozess nachzuweisen
und auszuschlieBen, dass auch ADAM-17 eine Rolleeltsp wurde mittels
shRNA-Technologie ein spezifischE&nockdownvon ADAM-10 bzw. ADAM-17 in A549
Lungenkarzinomzellen erzeugt. Hierzu wurden je fieafschiedene shRNA Sequenzen ge-
testet, wobei die jeweils effizienteste Sequenz weedet wurde (ADAM-10:
TRCNO0000006672; ADAM-17: TRCNO000052168). Hierbeigte sich, dass im Gegensatz
zum Knockdownvon ADAM-17 nur derKnockdownvon ADAM-10 zu einer Inhibition des
DN30-induzierten MeBheddingfuhrte. Im Vergleich zu nicht-transduzierten Zellévgl.
Abbildung 5.18) zeigte die shNT-Kontrolle keine ®rgchiede beziglich des DN30-
induzierten Met-Rezeptdghedding. Auch hier wurde der Gehalt an Met durch den k&mi
per DN30 reduziert (Abbildung 5.22). Der spezifeédnockdownvon ADAM-17 war nicht

in der Lage, die DN30 verursachte Met-Reduktiorvethindern (Abbildung 5.22), obwonhl
die KnockdowrEffizienz in diesem Fall nahezu 100% betrug (Adhoilg 5.22). Im Gegensatz
dazu wurde die DN30 induzierte Met-Reduktion dutdelmKnockdowrnvon ADAM-10 voll-
standig inhibiert (Abbildung 5.22).
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Abbildung 5.22: Verhinderung der DN30-induzierten Met-Reduktion durch Knockdown von
ADAM-10 aber nicht durch Knockdownvon ADAM-17 in A549 Zellen

Western Blot Analyse: Humane Lungenkarzinomzella649) ADAM-10 und ADAM-17 Knock-
down Zelllinien sowie die shNT Kontrollzelllinie wurdemittels lentiviraler shRNA-Technologie
hergestellt. AnschlieRend wurden die Zellen fimah 80 pg/ml DN30 inkubiert. Dargestellt ist die
Western Blot Analyse fur Met, ADAM-10, ADAM-17 ungtTubulin als Ladungskontrolle. Die den-
sitometrische Analyse wurde mit dem ProgranhimageJ durchgefuihrt: n= 3 Western Blots;
A549shNT: ohne DN30: 100,0 %, mit DN30: 48,0 % 2 8; shADAM17: ohne DN30: 100,0 %,

mit DN30: 56,3 % + 8,1 %; sShADAM10: ohne DN30: 10%, mit DN30: 103,7 % * 2,6 %.

Um einen zelllinienspezifischen Effekt auszuscrdieRvurden neben der A549 Lungenkar-
zinomzelllinie auch eine humane Magenkarzinomzedl{(GTL16) sowie eine humane Ova-
rialkarzinomzelllinie (Skov-3i.p.) verwendet. Iniden Zelllinien konnten die Ergebnisse, die
mit Hilfe der A549 Zelllinie gewonnen wurden, bdggiwerden. So konnte gezeigt werden,
dass der Antikorper in beiden Tumorzelllinien im dage ist, die beschriebene Reduktion der
Met-Rezeptoren auszulésen (Abbildung 5.23). Daritbeaus fiihrte deKnockdownvon
ADAM-10 sowohl in GTL-16 als auch in Skov3ip Zellearu einer Inhibition des Met-
SheddingAbbildung 5.23). Analog zu A549 Zellen wurde ieiteen Zelllinien keine Inhibiti-
on des DN30-induzierten M&heddingdurch denKnockdownvon ADAM-17 beobachtet
(Abbildung 5.23). Des Weiteren wurde wie auch iM82ellen eine Erhéhung der ADAM-
17 Proteinlevel nach Zugabe von ADAM-17 detekti&bbildung 5.22 und 5.23). Ebenso
fuhrte derKnockdowrvon ADAM-10 zu einem Anstieg der ADAM-17 Proteinéd.
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Abbildung 5.23: Verhinderung der DN30-induzierten Met-Reduktion in GTL16 und Skova3i.p.
Zellen durch ADAM-10 nicht aber ADAM-17 Knockdown

Western Blot Analyse: Humane Magenkarzinomzelleml(®) sowie humane Ovarialkarzinomzel-
len (Skov3ip) ADAM-10 und ADAM-17KnockdownZelllinien sowie die shNT Kontrollzelllinie
wurden mittels lentiviraler shRNA-Technologie hesggiit. AnschlieRend wurden die Zellen fur 5h
mit 80 ug/ml DN30 inkubiert. Dargestellt ist die ¥¥ern Blot Analyse fur Met, ADAM-10, ADAM-
17 undo-Tubulin als Ladungskontrolle. Die densitometrisohealyse wurde mit dem Programm
ImageJdurchgefiihrtA. n= 3 Western Blots; GTL16shNT: ohne DN30: 100,08 DN30: 63,4 %
t 4,2 %; shADAM17: ohne DN30: 100,0 %, mit DN30:,5%6 * 5,6 %; shADAM10: ohne DN30:
100,0%, mit DN30: 90,8 % + 9,2 9B. n= 3 Western Blots; GTL16shNT: ohne DN30: 100,0n4
DN30: 38,1 % + 12,7 %; shADAM17: ohne DN30: 100,Q #6it DN30: 51,6 % + 14,3 %;
shADAM10: ohne DN30: 100,0%, mit DN30: 105,3 % 6 45.

Wie bereits erwahnt, eignet sich die GTL16 Zeldimufgrund ihrer groRen Anzahl an Met-
Rezeptoren besonders zur Detektion des Sheddingjtesd in Zellkulturiiberstanden und
somit zur Analyse der Sheddingrate. Durch den Ezndi@ser Zelllinie konnte somit auch der
Einfluss von ADAM-10 auf das DN30-induzierte Meheddinganalysiert werden. Wie oben
beschrieben wurde ADAM-10 als ausfuhrer®teeddaseédentifiziert. Daher sollte nun tber-
pruft werden, ob durch deiknockdownvon ADAM-10 auch dassheddingreduziert wird:
Der Gehalt an Met-Rezeptoren wurde in GTL16-Zetlkuilberstanden tberpruft und auch
hier reduzierte deKnockdownvon ADAM-10 die Menge des abgespalteten Rezeptors
Vergleich zur shNT Kontrollzelllinie (Abbildung $42.
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Abbildung 5.24: Reduktion des DN30-induzierten MetShedding durch Knockdown von
ADAM-10

Reprasentativer Western Blot von Zellkulturiberd&n bzw. immunprazipitierten Proteinen aus
Zellkulturiberstanden. ADAM-1&nockdownbzw. shNT Kontrolle GTL16-Magenkarzinomzellen
wurden durch lentivirale shRNA-Technologie generi@TL-16 Zelllinien wurden fir 5h mit 80
pg/ml DN30 inkubiert.

Um ADAM-10 zweifelsfrei als verantwortlich8heddaseu identifizieren, wurde anschlie-
3end neben den beiden Breitspektruminhibitoren FTIMihd TIMP-3 sowie den spezifischen
Knockdownvon ADAM-10 und -17 auch ein ADAM-10 spezifischihibitor eingesetzt.
Durch Zugabe des ADAM-10-spezifischen Inhibitors281023X wurde die DN30-verur-
sachte Met-Reduktion in konzentrationsabhangigéuAd Weise inhibiert (Abbildung 5.25).

A549

DN30 - + + + +
G1254023X - - 1yM  3uM  5pM
pra Met (175 kDa) :
Met (145 KDa) S ss o s @ on  m——

O-TUD e e S St S

DN30 - + + + o+
GI254023X - - 1gM  3uM  5pM

160 1 oS

140
120
100
80 1
60
40
20

0.

Met/alpha-Tubulin
in % der jeweiligen Kontrolle

Abbildung 5.25: Inhibition der DN30-induzierten Met-Reduktion durch den ADAM-10 spezifi-
schen Inhibitor G1254023X

Western Blot Analyse: Humane LungenkarzinomzellaB4@) wurden fir 5h mit 80 pg/ml DN30
und ansteigenden Konzentrationen des ADAM-10-sggekién Inhibitors GI1254023X inkubiert. Dar-
gestellt ist die Western Blot Analyse fur Met uad ubulin als Ladungskontrolle. Die densitometri-
sche Analyse von Western Blots aus drei unabhangiggerimenten wurde mit dem Programm
ImageJdurchgefiihrt: n= 3 Western Blots; ohne DN30 ohi25@&023X: 100,0 %, mit DN30 ohne
Gl254023X: 42,7 % = 5,6 %; mit DN30 1uM GI254023%6,6 % + 12,8 %; mit DN30 3uM
G1254023X: 81,8 % * 33,2 %; mit DN30 5uM GI254023025,1 % + 28,2 %.

83



5. Ergebnisse

Somit konnte durch die Verwendung von Breitspekinimiitoren mit unterschiedlichen In-
hibitionsspektren und einem spezifischen synthie¢iscinhibitor sowie durch Verwendung
der shRNA-Technologie ADAM-10 zweifelsfrei agheddasedentifiziert werden, die die
Met-reduzierenden Eigenschaften des Antikorpers @MN&rmittelt. Um die Eignung einer
DN30-basierten anti-Met-Therapie gegen die metasfasdernde Funktion von Hifelzu

Uberprifen, muss im Folgenden geklart werden, eliN30-induzierte Reduktion des Met-

Signalweges auch von ADAM-10 vermittelt wird.

5.15 Vermittlung der DN30-induzierte Reduktion der Aktivierung
des Met-Signalweges durch ADAM-10

Da ADAM-10 in den vorangegangenen AbschnittenShleddaseles Met-Rezeptors identifi-
ziert wurde, stellt sich nun die Frage ob ADAM-1i@é therapeutische Wirkung des DN30
Antikorpers, die Reduktion des Met-Signalwegesmitelt. Zur Beantwortung dieser Frage
wurden erneut GTL-16 Magenkarzinomzellen als Ma&ystlem verwendet. Neben ADAM-
10 wurde auch ADAM-17 mittels shRNA-Technologie urgerreguliert (Abbildung 5.26).
Die Zugabe von DN30 zur Kontrollzelllinie GTL16shNf vitro flihrte zu einer starken Re-
duktion der Met-Phosphorylierung. So konnte nadtiidiger Inkubation nahezu keine Met-
phosphorylierung mittels Western Blot Analyse meachgewiesen werden. Ebenso war der
Antikdrper DN30 in der Lage, die Met-phosphorylieguin ADAM-17 KnockdownZellen
stark zu reduzieren (Abbildung 5.26). Einzig d#@ockdownvon ADAM-10 konnte die durch
den Antikdrper verursachte Reduktion der Met-Phosglerung verhindern (Abbildung
5.26).
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Abbildung 5.26: Verhinderung der DN30-induzierten Reduktion der Met-Phosphorylierung in
vitro durch Knockdownvon ADAM-10

Reprasentative Western Blot-Analyse der Met-Phosggileoung in GTL-16 Zellen kultiviert mit oder
ohne 80pg/ml DN30.A-Tubulin wurde als Ladungskontrolle benutz{nockdown Zelllinien
(shADAM-17 und shADAM-10) sowie die shNT-Kontroll#mie wurden mittels shRNA-Technolo-
gie generiert. Dargestellt ist die Western Blot Kea fir phospho-Met sowie Tubulin als Ladungs-
kontrolle. Die densitometrische Analyse von WestBtots aus drei unabhangigen Experimenten
wurde mit dem Programnmaged durchgefuhrt: n= 3 Western Blots; GTL16sShNT ohniK3D:
100,0 %, mit DN30: 42,9 % + 1,3 %; GTL16shADAM-1firee DN30: 100,0 %, mit DN30: 21,9 % *
0,9 %; GTL16shADAM-10 ohne DN30: 100,0 %, mit DN2®.,1 % + 4,4 %

Um zu uberprufen, ob die Phosphorylierung des MetdRtors in allen Zellen gleichermal3en
durch den Antikérper herunterreguliert wurde odernur einzelne Zellen betroffen waren,
wurde der phosphorylierte Met-Rezeptor in GTL-18lede immunzytochemisch angefarbt.
Daruber hinaus sollte nochmals der zentrale Bei@gy ADAM-10 zur DN30-induzierten
Reduktion des Met-Signalwegs Uberprift werden. Wibildung 5.26 zeigt, waren die
phosphorylierten Met-Rezeptoren gleichmaRig tberTdimorzellpopulation verteilt (ShNT-
DN30). Die Zugabe von DN30 reduzierte den Gehalh ythosphorylierten Rezeptoren
gleichmaRig in der gesamten TumorzellpopulationrcBudenKnockdownvon ADAM-10
konnte bei Abwesenheit von DN30 im Vergleich zuN$kKontrolle keine signifikante An-
derung festgestellt werden. Einzig die Verteilung der Tumorzelloberflaiche schien gean-
dert zu sein. Im Gegensatz zur shNT-Kontrolle,dsi die Konzentration von Rezeptoren in
bestimmten Bereichen konzentriert zu sein schierewin den ADAM-1KnockdownZel-

len die phosphorylierten Met-Rezeptoren Uber deagee Zelloberflache verteilt. Die Zuga-
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be von DN30 zu ADAM-10-defizienten Zellen anderendsehalt an phosphorylierten Met-
Rezeptoren nicht (Abbildung 5.27).
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Abbildung 5.27: Immunzytochemische Analyse: Verhindrung der DN30-induzierten Verringe-
rung der Met-phosphorylierung durch Knockdownvon ADAM-10

Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnaheweimmunzytochemischen Analyse der Met-
Phosphorylierung (griines Signal) in GTL-16 Zellerdtikiert mit oder ohne 80ug/ml DN3®&nock-
down Zelllinien (sShADAM-10) sowie die shNT-Kontrollzdihie wurden mittels shRNA-Technologie
generiert. Gegenfarbung: DAPI (blaues Signal). N&if&balken: 50um. Densitometrische Analyse
wurde mit dem ProgramrmageJdurchgefihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte taisdardfehler
Fluoreszenzintensitat der phospho-Met-Farbung. GEhINT ohne DN30: 100,0 % + 5,8 %, mit
DN30: 42,5 % + 2,0 %; GTL16shADAM-10 ohne DN30: 1@06 + 6,7 %, mit DN30: 98,2 % + 6,6
%. n jeweils 15 Zellen.

Anschlie3end wurde mit der gleichen Analysemethidakerprift, ob analog zur Inhibition der
DN30-induzierten Met-Reduktion auch die Reduktiar §let-phosphorylierung durch die
endogenen Breitspektruminhibitoren TIMP-1 und TI@R«erhindert werden kann. Hierzu
wurden GTL-16 Zellenn vitro kultiviert. Zugabe von DN30 reduzierte die Met-Bpbory-
lierung (Abbildung 5.28). Wurden die Zellen jedodfteichzeitig mit dem endogenen
Breitspektruminhibitor TIMP-1 inkubiert, so war dantikbrper DN30 nicht mehr in der La-
ge, die Phosphorylierung des Met-Rezeptors zu reckrz (Abbildung 5.28). Ebenso ver-

hinderte die Zugabe von TIMP-3 die durch den Amiled DN30 ausgeloste Reduktion der
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Met-Phosphorylierung. Zusammengenommen bestéatigese dinhibitionsexperimente die
zentrale Rolle desheddas&DAM-10 bei der DN30-verursachten Met Reduktion.
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Abbildung 5.28: Immunzytochemische Analyse: Verhindrung der DN30-induzierte Verringe-
rung der Met-phosphorylierung durch TIMP-1 und TIMP -3

Repréasentative Fluoreszenzmikroskopische Aufnahereimdmunzytochemischen Analyse der Met-
phosphorylierung (griines Signal) in GTL-16 Zellerdtikiert mit oder ohne 80pg/ml DN30 sowie mit
oder ohne 1 pg/ml TIMP-1A) bzw. 1 pg/ml TIMP-3 B). Gegenfarbung: DAPI (blaues Signal).
Mafstabsbalken: 50um. Densitometrische Analyse evanid dem ProgramnmageJdurchgefihrt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehléndfeszenzintensitat der phospho-Met-Farbung.
GTL16 ohne DN30 ohne TIMP-1: 100,0 % * 6,9 %, mN3D ohne TIMP-1: 42,6 % + 2,6 %; ohne
DN30 mit TIMP-1: 100,0 % * 4,4 %, mit DN30 mit TIMP. 85,6 % * 4,3 %. n jeweils 15 ZelleB.
GTL16 ohne DN30 ohne TIMP-3: 100,0 % + 6,3 %, mNID ohne TIMP-3: 36,3 % + 1,5 %; ohne
DN30 mit TIMP-3: 100,0 % + 5,3 %, mit DN30 mit TIMP. 88,2 % + 3,4 %in jeweils 15 Zellen.

5.16 Notwendigkeit von ADAM-10 fur die DN30-verurs achte Reduk-
tion des HGF-induzierten Tumorzellscattering s

Die Bindung des Liganden HGF an den Met-Rezeptatdserste Schritt zur Auslésung einer
komplexen Signalkaskade (Trusolieb al, 2010). Nach HGF-Bindung und Dimerisierung
zweier Met-Rezeptoren werden die Tyrosine Tyr 1@8d Tyr 1235 in der Tyrosinkinasedo-
mane des Rezeptors phosphoryliert (Trusoéhal, 2010). Dies wiederum lost eine Trans-
phosphorylierung und damit Aktivierung verschiedensSignalmolekile aus. Das daraufhin
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initiilerte genetische Programm wird dlsvasive growth progranbezeichnet (Boccaccio,
Comoglio, 2006). Dieses komplexe genetische Progrdost die Mobilisierung von Tumor-
zellen aus und wird daher als zentraler Signalweglbr Metastasierung angesehienvitro
fuhrt die Zugabe des Liganden HGF zum sogenanhitenorzellscatteringd.h. die Tumor-
zellen l6sen sich aus dem Zellverband und begivoseinander weg zu migrieren. Daher
wird der Ligand HGF auch aBBcatterfactobezeichnet. Mithilfe des Antikérpers DN30 kén-
nen die Met-Oberflachenlevels reduziert und aufsei®Veise die Aktivierung des Met-
Signalwegs verhindert werden. Letztendlich fuhesdzur Reduktion deBumorzellscattering
und letztendlich zur Reduktion der Metastasierupetrelliet al, 2006). Um zu uberprufen,
ob die Scatteringinhibierende Eigenschaft des monoklonalen AntikégspDN30 auch durch
die Sheddas@DAM-10 vermittelt wird, wurde die Expression v&fDAM-10 mittels lenti-
viraler shRNA-Technologie reduziert umd vitro ein Scatterassaylurchgefuhrt (Abbildung
5.29).

stimuliert mit 20 ng/ml HGF

ohne HGF

shADAM-10
+DN30

Abbildung 5.29: Notwendigkeit von ADAM-10 fir die DN30-verursachten Reduktion des HGF-
induzierten Tumorzellscatterings

Reprasentative mikroskopische Aufnahme von A549sibixw. shADAM-10 Zellen in Kultur. Die
Tumorzellen wurden mit geringer Dichte ausgesathNgoloniebildung wurden die Tumorzellen 5h
mit oder ohne 80ug/ml DN30 inkubiert. AnschlieRemagrde durch Zugabe des Met-Liganden HGF
(20ng/ml) dasTumorzellscatteringnduziert. Da ohne HGF-Stimulation kein Unterschiavischen
der ADAM-10KnockdowrZelllinie sowie der shNT Kontrollzelllinie detektit werden konnte, wurde
exemplarisch ein Bild der A549shNT Zelllinie alsggangspunkt gezeigt.

Die Zugabe von HGF fuhrte zur Losung der A549 Turethen aus dem Zellverband und
zum Scatteringder Tumorzellen (vgl. Abbildung 5.26hne HGFmit shNT stimuliert mit 20
ng/ml HGH. Ebenso konnte daumorzellscatteringn ADAM-10 KnockdownZellen durch
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HGF induziert werden. Im Gegensatz dazu verhind#geugabe des Antikorpers DN30 zur
shNT-Kontrollzelllinie das HGF-induzierte Tumorzellscattering (Abbildung 5.29,
shNT+DN30). Dies war jedoch nicht der Fall in dddAM-10 KnockdownZelllinie. So war
der Antikdrper DN30 durch das Fehlen von ADAM-1@htimehr in der Lage, das HGF-in-
duzierteTumorzellscatteringu unterbinden (Abbildung 5.29, shADAM10+DN30).

5.17 Notwendigkeit von ADAM-10 fur die DN30-verurs achte Reduk-
tion der HGF-induzierten Tumorzellinvasivitat

Der HGF/Met-Signalweg wird letztendlich fur die Mbkierung von Tumorzellen und die
Bildung von Metastasen verantwortlich gemacht. Betscheidende Schritt ist hierbei die
Uberwindung der Basalmembran. Zugabe von HGF zudFeefienin vitro erhoht die Fa-
higkeit der Tumorzellen, eine kinstliche Basalmeankartige Matrix zu durchbrechen. Dies
kann durch den anti-Met-Antikdrper DN30 verhindedrden (Petrellet al, 2006). Um zu
Uberprifen, ob ADAM-10 die Féahigkeit von DN30 vetiwit, die HGF-induzierte Invasion
von Tumorzellen zu reduzieren, wurden A549 Zellehmodulierter ADAM-10 Expression
in einem Boyden-Chamber-Invasionsassay untersudbibildung 5.30). Hierbei wurde die
Invasivitat der Tumorzellen durch Zugabe von HGFdie untere Kammer stimuliert. Die
Zugabe von DN3O0 fuhrte zu einer signifikanten Reutukder HGF-induzierten Tumorzellin-
vasivitat. Somit konnten die Ergebnisse von Petetlal. bestatigt werden. Wurde jedoch die
Expression von ADAM-10 in den Tumorzellen durch BRTechnologie reduziert, so war
der monoklonale Antikoérper nicht mehr fahig, die FHBduzierten Tumorzellinvasivitat zu
reduzieren (Abbildung 5.30).
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Abbildung 5.30: Notwendigkeit von ADAM-10 fir die DN30-verursachte Inhibition der HGF-
abhéngigen Tumorzellinvasivitat

Boyden-Chamber-Invasionsassay: A549-shNT bzw. shiMEI® Tumorzellen wurden 5 h mit 80
pg/ml DN30 inkubiert und das invasive Potentialitro in einem Boyden Chamber-Invasionsassay
untersucht. Die Invasivitat der Zellen wurde duftlgabe von 20 ng/ml HGF in die untere Kammer
des Invasionsassays stimuliert. Die Anzahl an irréeh Zellen wurde 24 h spater analysiert. Darge-
stellt sind die Mittelwerte+ Standardfehler: AS49NT: 100,0 % + 20,2 %; A549-shNT + DN30: 28,1
% + 11,1 %; A549-shADAM-10 100,0 % £ 27,0 %; AS42AHAM-10 + DN30 77,3 %=+ 7,3 %n =
jeweils 3.

5.18 Induktion der ADAM-10 Expression in A549 Lung enkarzinom-
zellen durch den HIF-1-Signalweg

Da der Met Rezeptor eine zentrale Rolle bei derastasierung von Tumorzellen spielt und
seine Expression malR3geblich durch den HIF-1-Sigegiverstarkt wird, wurde anschlielRend
uberprift, ob die DN30-basierte Therapiestrateggeg die im ersten Abschnitt beschriebene
invasionsfordernde Rolle des HIF-1-Signalwegs iagerkommt. Zuerst wurde Uberprtft, ob
die Expression der verantwortlich&mneddaséADAM-10 von HIF-1o negativ reguliert wird,
da dies gegen einen Einsatz einer DN30-basiertemaple sprechen wirde. Hierzu wurde
erneut das A549 Modellsystem verwendet. Um den Hiignalweg gezielt zu induzieren,
wurden die Tumorzellen mit DFO inkubiert (AbbilduBg3l). In A549-shNT Tumorzellen
konnte eine Verstarkung der ADAM-10 mRNA Expresshlmobachtet werden. Wurde die
Induktion des HIF-1-Signalwegs durch das Fehlen MdR-1a verhindert (A549-shHIF-d
(1) und (2)) konnte die Expression von ADAM-10 riichehr durch DFO verstarkt werden
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(Abbildung 5.31). Dies zeigt, dass der HIF-1-Sigrey die Expression von ADAM-10 in
A549 Zellen induziert.

500 +

400 H

300 1 w

200

100 -!— ohne DFO

Durch DFO verursachte Veranderung der
ADAM-10 mRNA Expression [%]

Abbildung 5.31: Induktion der ADAM-10 mRNA Expression in A549 Lungenkarzinomzellen
durch den HIF-1-Signalweg
Die Aktivitat des HIF-1-Signalwegs wurde in A549\sh bzw. shHIF-1e (1) und shHIF-& (2) Tu-
morzellen durch Inkubation mit 1QO0V DFO fiir 24 h induziert. ADAM-10 Expression wurdar in
den Kontrollzellen induziert.

5.19 Reduktion des Met-Signalwegs durch DN30 unter ~ Hypoxie

Da durch die Hemmung des Met-Rezeptors indirektHlie-1o. vermittelte Invasivitat der
Tumorzellen reduziert werden soll und der HIF-1r@ailgveg hauptsachlich unter hypoxischen
Zusténden aktiviert ist, wurde abschlieRend Ubdrpoth der monoklonale Antikdrper DN30
auch unter solchen Zustanden (Hypoxie) die Met-@ddrenlevel reduzieren kann. Hierzu
wurden A549 Zellen 24 h unter hypoxischen Bedingumigultiviert und anschliel3end mit 80
pg/ml DN3O fur 5 h behandelt (Abbildung 5.32). Da Bxpression von ADAM-10, wie oben
gezeigt, durch den HIF-1-Signalweg nicht negatieibiusst wird, sollte der Antikérper auch
unter hypoxischen Bedingungen eine Met-Reduktigluaeren kénnen. Die Zugabe des mo-
noklonalen Antikdrpers DN30 zu A549 Zellamvitro bestatigte diese Hypothese. So wurde
auch unter hypoxischen Bedingungen eine ReduktemnMekt-Level durch den Antikdrper
DN30 beobachtet (Abbildung 5.32).
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Abbildung 5.32: Reduktion der Met-Level sowie der 8szeptibilitdt von A549 Zellen gegenuber
dem Met-Liganden HGF durch DN30 unter Hypoxie

Reprasentativer Western Blot: Humane A549 Lungezikamzellen wurden 24 h unter Hypoxie kul-
tiviert und anschlieRend 3 h mit 80 ug/ml DN30 ibiart sowie 10 min mit 20 ng/ml HGF stimuliert.
Angeféarbt wurden der Met-Rezeptor, sowie die phosglerte Form des Rezeptors und als Ladungs-
kontrolle a-Tubulin. Die densitometrische Analyse wurde mitndBrogramm ImageJ durchgefihrt.
Normalisierungo-Tubulin.

Um zu Uberprifen, ob in gleichem Mal3e die Susz#éipdibder Tumorzellen gegeniiber dem
Met-Liganden HGF abnimmt, wurde die Aktivierung ddst-Rezeptors durch Zugabe von
20 ng/ml HGF induziert. Analog zu vorrangegangekegebnissen konnte der monoklonale
Antikdrper DN30 die Aktivierung (Phosphorylierundgr Met-Rezeptoren stark reduzieren
(Abbildung 5.32).

5.20 Reduktion des HGF-induzierten = Tumorzellscatterings  durch
DN30 unter Hypoxie

Da durch die Zugabe von DN30 auch unter HypoxieMi¢-Oberflachenlevel sowie die Sus-
zeptibilitat der Tumorzellen gegentiber HGF reduamrrde, wurde abschliel3end Uberpruft,
ob der Antikdrper auch unter sauerstoffarmen Badiggn das HGF-induzierfeumorzell-
scatteringinhibieren kann. Daher wurde eBcatterassaynter hypoxischen Bedingungen
durchgefuhrt. Abbildung 5.33 zeigt, dass durch Zwgdes Antikorpers DN30 auch unter
hypoxischen Bedingungen das HGF-induzidirtenorzellscatteringnhibiert wurde. Ebenso
war auch unter Hypoxie ADAM-10 fur die InhibitioresiTumorzellscatteringi durch DN30
von Noéten, da durch das Fehlen von ADAM-10 der Karpper DN30 nicht mehr in der Lage

war, das HGF-induziertBumorzellscatteringu unterbinden (Abbildung 5.33).
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Abbildung 5.33: Inhibition des HGF-abhangigen Tumorzellscatteringsunter Hypoxie durch
DN30

Reprasentative mikroskopische Aufnahme von A549shix¥. shADAM-10 Zellen kultiviert unter
Hypoxie. Die Tumorzellen wurden mit geringer Dictatesgesat. Nach Koloniebildung wurden die
Tumorzellen 5h mit oder ohne 80pg/ml DN30 unter éXip (1% Q) inkubiert. AnschlieBend wurde
durch Zugabe des Met-Liganden HGF (20ng/ml) @lamorzellscatteringnduziert. Neun h spéater
wurde die Auswirkung des Met-Stimulierung dokumertti Da ohne HGF-Stimulation kein Unter-
schied zwischen der ADAM-1RnockdownZelllinie sowie der shNT Kontrollzelllinie detektit wer-
den konnte, wurde exemplarisch ein Bild der A5496lllinie als Ausgangspunkt gezeigt.
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6 Diskussion

6.1 HIF-1 fordert die Metastasierung unabhangig von seiner Zell-
Uberleben-sichernden Funktion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmalsdeekter metastasenfordernder Ein-
fluss des Transkriptionsfaktors HIF-1 nachgewiesaenden, der nicht durch die Zelliberle-
ben-sichernde Funktion des HIF-1-Signalwegs veethittird.

In den letzten Jahren wurden erste Hinweise awdnetirekten Einfluss des Transkriptions-
faktors HIF-1 auf das metastatische Potential vamdrzellen, unabhangig von seiner Zell-
Uberleben-sichernden Funktion, gefunden. Jedochtkatiese Frage nicht abschlieRend ge-
klart werden, wie Bertoutt al. (Bertoutet al, 2008) und Ruaet al. (Ruanet al, 2009) in
ihren Reviews hervorhoben. Bertaital. sprechen daher sogar von einem unerwarteten Ein-
fluss von HIF-b auf das metastatische Potential von Tumorzellaa. $hwierigkeit der
Beantwortung dieser Frage erwachst aus der Abh&eigjigeler Tumorzelllinien vom HIF-1-
Signalweg zum Uberleben unter hypoxischen Stresg®nen. Daher fuhrt ein Ausschalten
des HIF-1-Signalwegs in diesen Tumorzellen zu reineduzierten Uberleben der Tumorzel-
len unter zwangslaufig auftretenden Stresssituation vivo (Carmelietet al, 1998; Ho-
sokawa, Asakaet al, 2001; Chen, Yu, 2009). Obgleich vermutet, koradgshalb bisher ein
maoglicher Einfluss von HIFd auf das metastatische Potential von Tumorzellehtgezeigt
werden, da dieser von der Zelliberleben-sicherrderktion des HIF-1-Signalwegs tberla-
gert wird. Da sich die in dieser Arbeit verwendett@ah-aggressiven L-Cl.5s Tumorzellen als
unabhangig vom HIF-1-Signalweg zur Sicherung ddfiderlebens erwiesen, konnte erst-
mals ein direkter Einfluss des HIF-1-Signalwegs dag metastatische Potential von Tumor-
zellenin vivo in einem immunkompetentesyngenemodellsystem nachgewiesen werden.
Bereits seit langerem ist bekannt, dass der HIkgheBveg eine zentrale Rolle in der Adap-
tation an Stresssituationen wie Sauerstoffmangeli@mt (Gatenby, Gillies, 2004). Jedoch
legen die Ergebnisse einiger Studien nahe, daddléet-Signalweg nicht nur die Anpassung
von Tumorzellen an ungunstige Mikroumgebungen tegehdern auch das invasive Poten-
tial von Tumorzellen direkt beeinflusst (Krishnaracy et al, 2003; Victoret al, 2006;
Fujiwaraet al, 2007) und damit eine wichtiges Merkmal von Tunetlen (Hanahan, Wein-
berg, 2000) malRgeblich beeinflussen wirde. Bei genBetrachtung der Studienergebnisse
fallt jedoch auf, dass die Reduktion der Invashiitévitro auch auf ein reduziertes Uberleben

der Tumorzellen zurickzufuhren sein kénnte, da isgé€hsatz zu Fujiwarat al. weder
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Krishnamachargt al. noch Victoret al. die Zelliberleben-sichernde Funktion von Hid-+
ihren Experimenten beriicksichtigten. Jedoch konaigrch Fujiwara und Kollegen die auf-
geworfene Frage nicht klaren, da in ihrem verwesr&ellsystem die Invasivitat im gleichen
Mal3e wie die Migration reduziert war und somit miabsgeschlossen werden kann, dass das
reduzierte invasive Potential der Tumorzellen aef réduzierte migratorische Aktivitat zu-
rackzufiihren ist. Somit konnten auch Fujiwataal. keine abschlieRende Aussage Uber den
Einfluss von HIF-& auf das metastatische Potential von Tumorzellechera

Betrachtet man die bisherigen Hinweise auf eineastasenfordernde Rolle von Hlk;1die
unter Verwendung vom vivo Modellen gewonnen wurden, so stellt man auch fest; dass
sich ahnliche Probleme wie bei oben beschrieb@meitro Studien ergeben. Sowohl Liab

al., als auch Hiragat al. und Dikmenet al. beschrieben einen mdglichen Einfluss von HIF-
la auf das metastatische Potential von Tumorzelleao(kt al, 2007; Hiragaet al, 2007,
Dikmen et al, 2008). Jedoch konnte in keiner dieser StudienFdagie nach einem direkten
Einfluss von HIF-& auf das metastatische Potential abschlielendryektiden, da sich alle
Ergebnisse auch durch ein reduziertes Zelliberlelaeh Ausschalten des HIF-1-Signalwegs
erklaren lassen. So fanden z.B. Dikm&nal, dass eine Inhibition des HIF-1-Signalwegs
durch den Inhibitor RX-0047 zu einer Reduktion yaimgenmetastasen nach intravendser
Inokulation von humanen Lungenkarzinomzellen fuliRé&menet al, 2008). Sie beobach-
teten jedoch nach Absetzen des Inhibitors ein éesefluswachsen von Lungenmetastasen,
was auf eine Wachstums-inhibierende Wirkung von X7 hinweist und somit nicht aus-
geschlossen werden kann, dass die beobachtete titeddkr Metastasierung auf das Aus-
schalten der Zelliberleben-sichernden Funktion ki1 zurtickzufuhren ist. Die Probleme
der vorrangegangenen Studien zeigen, dass einchéglEinfluss des HIF-1-Signalwegs auf
das metastatische Potential von Tumorzellen nierovgrwendung eines geeigneten Modells
nachgewiesen werden kann. In diesem Modell dirfenTdmorzellen zum einen nicht auf
den HIF-1-Signalweg zur Sicherung des Zellliiberlskemgewiesen sein, zum anderen sollte
das Modell den Prozess der Metastasierung moglgdrsau abbilden und durch eine moég-
lichst exakte Quantifizierung der MetastasieruneeBeurteilung des Einflusses von Hl&-1
auf das metastatische Potential zulassen. Da tlerj von Metastasen auf einigen wenigen
Zellen mit besonders hohem metastatischen Potemtitdr heterogenen Tumorzellpopulation
des Primértumors zu beruhen scheint (Nguyen, 20dd)L-C1.5s Tumorzellen dieses Poten-
tial besitzen (Krlgeet al, 1994a; Gergt al, 2008), sollte sich dieses Modell besonders eig-
nen, um einen eventuellen direkten Einfluss von-HI&uf das metastatische Potential von

Tumorzellen nachzuweisen. Im Gegensatz zu vielater@m Tumorzelllinien, die auf den
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HIF-1-Signalweg zur Sicherung des Uberlebens uhtgroxischen Zustanden angewiesen
sind (Carmeliett al, 1998; Hosokawa, Asakat al, 2001; Chen, Yu, 2009) (vgl. auch die in
dieser Arbeit verwendeten CT-26L Kolonkarzinomazeljestellte sich heraus, dass das Uber-
leben von L-CI.5s Tumorzellen unter Hypoxie nichtwHIF-1-Signalweg abhangt.

Im Hinblick auf das invasive Verhalten von L-Cl.bamorzellenin vitro waren L-CIl.5s Tu-
morzellen absolut vergleichbar zu anderen Tumamelllie nach Ausschalten des Hif-1-Sig-
nalwegs eine reduzierte Invasivitdt unter hypox@éschBedingungenin vitro zeigen
(Krishnamacharet al, 2003; Victoret al, 2006). L-Cl.5s Tumorzellen zeigten ebenso wie
Tumorzellen in anderen Modellen (Liab al, 2007) eine Reduktion der Metastasenbildung
ausgehend vom Primartumor nach Ausschalten des-Bifigalwegs. Im Gegensatz zum von
Liao et al. verwendeten Modell wirkte sich das Fehlen von Hifiedoch weder auf das An-
wachsen des Primartumors noch auf das TumorwachatismSomit scheinen L-Cl.5s Tu-
morzellen aucln vivo zur Sicherung des Zelliberlebens nicht auf Hifahgewiesen zu sein.
Diese Ergebnisse konnten auch nach intravendskulet@n von L-CI.5s Tumorzellen in der
Leber bestétigt werden, da sich das Fehlen von TzetieHif-1a weder auf die Proliferation
noch auf die Apoptose in Lebermetastasen auswibkiber konnte ausgeschlossen werden,
dass die beobachtete Reduktion der experiment®ligastasierung auf ein reduziertes Uber-
leben der Tumorzellen nach Hitt Knockdownzuriickzufiihren war. Somit konnte erstmals
in einem immunkompetenten Modétl vivo gezeigt werden, dass Hiftldas metastatische
Potential direkt, also unabhangig von seiner Zelidiben-sichernden Funktion beeinflusst.
Interessanterweise konnte im L-Cl.5s Modell einar&lation des Auftretens von nekroti-
schen Metastasen und der Induktion der sekund@nasibn beobachtet werden (Schelter,
2007; Gerget al, 2008). Da wie in dieser Arbeit gezeigt, hypoxes&@ustande in etablierten
Lebermetastasen auftreten und dies mit der Aktivigrdes Hif-Signalwegs in Metastasen
korreliert (Schelter, 2007), liegt der Verdacht @attass Tumorzellen auf diese Stresssituatio-
nen mit Flucht reagieren und dass dieser Mechamsstauwch den Hif-1-Signalweg reguliert
wird. Das Ausbleiben der sekundéren Invasion nagbsghalten des Hif-1-Signalwegs in L-
Cl.5s Zellen zeigt deutlich, dass der Hif-1-Signedwatsachlich die Flucht von Tumorzellen
vor Stress in Form von Hypoxie induziert. Diesedingisse konnen erklaren, warum ein ho-
herer Grad an Hypoxie im Primartumor mit einer schten Prognose fur Krebspatienten
korreliert (Brizelet al, 1996; Hockekt al, 1996; Brizelet al, 1997).
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6.2 Pro-metastatische HIF-1-regulierte Mechanismen

6.2.1 Der HIF-1-Signalweg reguliert die Expression der pro-metastati-
schen Protease MMP-9

Interessanterweise korrelierte die Expression vdrilkd und Ca9, einem bekannten Zielgen
des Hif-1-Signalwegs (Wykofét al, 2000), mit der invasionsférdernden Protease Mmp-9
(Bjorklund, Koivunen, 2005; Geregt al, 2008) wahrend der friihen Phasen der Leberkoloni-
sierung. Konsequenterweise fuhrte das AusschakerHif-1-Signalwegs zur Reduktion der
Fahigkeit der Tumorzellen sich in der Leber festtzmsn. Ebenso war die Expression von
Hif-1a von Tag 7 bis 9, der Phase der sekundéaren Invasibaht (Schelter, 2007) und korre-
lierte mit der Expression der pro-invasiven Progellnp-9 (Gerget al, 2008). Durch Aus-
schalten des Hif-1-Signalwegs in den Tumorzellennte keine sekundére Invasion ausge-
hend von etablierten Metastasen mehr beobachteteweDa Gerget al. im L-Cl.5s Modell
den gleichen Effekt nadinockdownder Protease Mmp-9 beobachten konnten, liegt eéer V
dacht nahe, dass zumindest ein Teil der metastasienhden Eigenschaften von Hid-liber

die Gelatinase Mmp-9 vermittelt wird. Zum einen ktendies durch die reduzierten gelatino-
lytische Aktivitatin vivo sowohl im L-Cl.5s-Modell im Primartumor und in Lesinetastasen
als auch im CT-26L-Modell in Lungenmetastasen higgtéverden. Da dieser Effekt in drei
verschiedenen Mikroumgebungenvivo zu beobachten war, ist anzunehmen, dass die Re-
duktion der Aktivitat der Gelatinasen auf die Regign durch Tumorzell-Hif-& zurickzu-
fUhren ist. Funktionelle Studien vitro in L-Cl.5s Tumorzellen konnten dies bestatigen, da
die Aktivierung des HIF-1-Signalwegs durch DFO zoee starken Aktivierung des Mmp-9
Promotors fuhrte, die durch d&mockdownvon Hif-1a verhindert werden konnte. Diese Er-
gebnisse zeigen somit, dass die pro-invasive Gelsgi Mmp-9 durch den Hif-1-Signalweg
reguliert wird. Da jedoch im MMP-9 Promotor kein&HBs vorhanden sind, scheint die Regu-
lation indirekt abzulaufen. Eine Mdglichkeit isedhnsteuerung des MMP-9 Promotors durch
den HIF-1-Signalweg-nachgeschalteten Met-Signaliizgveyet al, 2000).

Ebenso scheint auch die zweite Gelatinase Mmp-€ Rinlle bei der metastasenférdernden
Eigenschaft von Hif-d zu spielen. Aus friheren Studien ist bereits bekatass die Expres-
sion der Gelatinase MMP-2 durch der HIF-1-Signalweguliert wird (Shyuet al, 2007).
Interessanterweise beschrieben Gargl, dass das Fehlen von Mmp-2 in L-Cl.5s Zellen das
Auswachsen von Lebermetastasen beeintrachtigt (&eay 2008). Der in dieser Arbeit ge-
zeigte Einfluss von Hif-d auf das Auswachsen von Lebermetastasen ist sdmltstwahr-

scheinlich auf einer Reduktion der Expression uktivitat von Mmp-2 zurtckzufuhren.
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6.2.2 Der HIF-1-Signalweg reguliert die Aktivitatd  es Met-Signalwegs

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit bestatigt wardlass der fir die Metastasierung zentra-
le Met-Signalweg wie von Pennacchigdtial. beschrieben (Pennacchiedtial, 2003), durch
den HIF-1-Signalweg reguliert wird. So wurde naamockdownvon Hif-1a in L-Cl.5s Tu-
morzellen eine starke Reduktion der Met-Signalwktpsiarung (Phosphorylierung des Met-
Rezeptors) in Lebermetastasen beobachtet. Gletchrear die sekundére Invasion von Tu-
morzellen ins umliegende Parenchym stark reduziest. gleiche Effekt konnte auch durch
denKnockdownvon Met in L-CI.5s Tumorzellen beobachtet werd8ohelteret al, 2011).
Hier fuhrte derKnockdownvon Met zu einer reduzierten Aktivitat des Met-Bgtors in Le-
bermetastasen und konsequenterweise zu einer RauudésTumorzellscatteringgausge-
hend von etablierten Metastasen (Schetexl, 2011).

Da die Expression von MMP-9 durch den Met-Signalwetyiziert werden kann (Harvest

al., 2000), scheint es wahrscheinlich, dassivo die Expression von MMP-9 sowohl durch
HIF-1 direkt als auch durch die HIF-1-abhangigestémkte Aktivierung des Met-Signalwegs
induziert wird. Ein weiterer Hinweis auf einen Zosaenhang zwischen dem Met-Signalweg
und der Mmp-9 Expression ist, dass durch das Aa#terthdes Met-Signalwegs in L-CI.5s
Tumorzellen die gelatinolytische Aktivitdt in Lelbeetastasen reduziert wird (Baumler,
2007).

Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale Riibeder Met Signalweg bei der metastasen-
fordernden Funktion von HIFeleinnimmt.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Mechanismen isirkbbildung 6.1 zusammengefasst. So
konnte hier gezeigt werden, dass der HIF-1-Signgld&s invasive Potential direkt, unab-
hangig von seiner Zelliberleben-sichernden Funkiiloer die Expression von Proteasen (ins-
besondere MMP-9 und -2) sowie Uber den bei der $fi$gerung zentralen Met-Signalweg

beeinflusst.
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. Abbildung 6.1: Einfluss
Invasion  on HIF-1 auf das invasive
Potential
Induktion des /nvasive growth program Stress in Form von Hypoxie
fuhrt zur Stabilisierung von
HIF-1-0 auf Proteinebene
und zu einer Translokation
in den Nukleus, wo HIFd
gemeinsam mit HIF{1 und
Ko-aktivatoren wie p300 an
HREs bindet und die Ex-
pression von Met, MMP-2
und -9 induziert. Durch
diese verstarkte Expression
wird der Abbau der Extra-
zellularen Matrix (EZM)
verstarkt und dadnvasive
growth programdurch ver-
starkte Aktivitat des Met-
Signalwegs induziert. Auf
diese Weise wirkt HIF-1
einen von seiner Zelllberle-
ben-sichernden Funktion
unabhangigen Einfluss auf
das invasive Potential von
Tumorzellen aus.

HYPOXIE

Translokation
Met; MMP-2;

[ MMP-9

Transkription

6.2.3 Der HIF-1-Signhalweg als Sensor fur Veranderun gen im Protease-

Netz — Konsequenzen fir die prometastatische Nische

Im Jahr 2007 beschrieben Kopét al. erstmals, dass hohe Level des endogenen Breitspekt
uminhibitors der Matrix-Metalloproteinasen TIMP-le dSuszeptibilitat der Leber gegentuber
zirkulierenden Tumorzellen erhdht (Kopiet al, 2007). Dieses Ungleichgewicht im Pro-
tease-Netz fuhrte zu einer Aktivierung des Met-8lgregs in der Leber und der Induktion
einer prometastatischen GenexpressionssignaturitKep al, 2007). Bei der Aufdeckung
des dahinterstehenden Mechanismus fokussierten ksogtz et al. vor allem auf die
Wirtsseite. So schlugen sie vor, dass durch digiimbn der membranstandige®heddase
ADAM-10 durch TIMP-1 dassheddingdes Met-Rezeptors unterbleibt und es somit zureine
Aktivierung des Met-Signalwegs kommt. Dies schemt allem auch durch eine gleichzeitige
Infiltration von Neutrophilen Granulozyten (Schidtair et al, 2010) verstarkt zu werden,
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die unter anderem HGF, den Liganden des Met-Remeptorch Degranulation freisetzen
kénnen (Grenieet al, 2002).

Interessanterweise reichen bereits hohe Level BPT1in vitro in der Mikroumgebung von
L-CI.5s Tumorzellen aus, um den HIF-1-Signalweg hinréamgig vom umgebenden Sauer-
stoffpartialdruck zu induzieren (Halbgewachs, 208¢helteret al, 2011). Durch Zugabe von
HGF kann die Invasivitdt von L-Cl.5s in diesem expentellen Aufbau gesteigert werde
(Schelteret al, 2011). Dieser Effekt tritt nicht mehr auf, wenre dnduktion des Hif-1-
Signalwegs durch deknockdownder regulativer-Untereinheit verhindert wird (Scheltet

al., 2011). Gleiches gilt fur die Situation vivo (Halbgewachs, 2010). Diese Ergebnisse un-
terstreichen somit erneut die oben beschriebentaterRolle des Met-Signalwegs bei der
metastasenfordernden Funktion des HIF-1-Signalwegisier geben sie einen neuen Einblick
in die Biologie der TIMP-1-induzierten prometastatien Nische. So kommt es nicht nur auf
Veranderungen in der Mikroumgebung von Organersangern mindestens ebenso wichtig
scheint die Fahigkeit von Tumorzellen zu sein,diaée Verdnderungen zu reagieren um die-
se nutzen zu konnen. Im Falle der prometastatisthische, die durch erhdhte Spiegel an
TIMP-1 in der Leber induziert wird, ist dies derFH1-Signalweg, der den Tumorzellen einen
entscheidenden Vorteil verschafft (Halbgewachs02&thelteet al, 2011).

6.3 HIF-1 — ein riskantes therapeutisches Ziel

Aufgrund seiner zentralen Rolle bei der Adaptiom viaimorzellen an ungunstige Mikroum-
gebungen und seiner daraus resultierenden zentRalke bei der Sicherung des Zelltberle-
bens, wird der HIF-1-Signalweg haufig als idealesd €iner Anti-Krebs-Therapie angesehen
(Semenza, 2003; Semenza, 2009). Die in dieser Agasvonnenen Erkenntnisse bezlglich
des direkten Einflusses von HIF-1 auf das invaSiegential von Tumorzellen fuhren in Ver-
suchung, diese These zu unterstitzen. Bei genaBeteachtung gibt es jedoch durchaus
zahlreiche Griinde, die gegen eine direkte thergmg Intervention gegen HIF-1 sprechen:
So spielen alle HIFs eine wichtige Rolle bei demgiation von Stammzelleigenschaften
(Mazumdaret al, 2009). Seit langerem ist bekannt, dass sich Staathmischen haufig durch
einen geringen Sauerstoffpartialdruck auszeichiamz(mdaret al, 2009; Li, Rich, 2010).
Folglich wird den sauerstoffabhangigen HIF-Signaerm eine wichtige Rolle in der Stamm-
zellbiologie zugeschrieben. So ist z. B. vor alldif-1o fir die Hypoxie-induzierte Mobili-

sierung von mesenchymalen Stammzellen von zentBadeutung (Litet al, 2011). Daher
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ist es auch nicht verwunderlich, dass die hochBtgressionen von HIFelin Stammzellpo-
pulationen detektiert wurden.

Neben der Regulation von Stammzelleigenschaftemzbeer HIF-1-Signalweg noch wichti-
ge Funktionen im Bereich des Immunsystems (Imtigamon, 2010). So wird zum Beispiel
die entzindliche Antwortreaktion von Hlr-teguliert (Crameet al, 2003). Das Fehlen von
HIF-1a fuhrte daher in Neutrophilen Granulozyten zu eilleschwéachung der Entziindungs-
reaktionin vivo (Crameret al, 2003). Da Zellen wie Neutrophile Granulozyten rokfkakro-
phagozyten haufig in ungunstigen Mikroumgebungea zvB. Wunden, die durch einen ge-
ringen Sauerstoffpartialdruck, eine geringe Nalffgofligung und Azidose gepréagt sind,
operieren mussen, verwundert es nicht, dass derlFBignalweg bei der Regulation dieser
Zellen eine wichtige Rolle einnimmt (Strieter, 2008or allem im Hinblick auf die haufig
geschwachten Abwehrkrafte von Krebspatienten intgéschrittenen Krankheitsstadien
(Shimizuet al, 2005) erscheint eine Hemmung von HIF-1 und ednit einhergehenden
Schwachung der innaten Immunantwort als wenig sitinv

Betrachtet man die von HIF-1-regulierten Gene urax&sse, so stellt man fest, dass der HIF-
1-Signalweg einer der zentralen Regulatoren deridgamese ist. Hierbei bt HIF-1 seinen
Einfluss Uber die transkriptionale Regulation vOBGF aus. Zwar gehen viele Forscher da-
von aus, dass eine Inhibition der Angiogenese Enf@g versprechende Strategie im Kampf
gegen Krebserkrankungen darstellt (Cook, Figg, R0jEdoch blieben durchschlagende Er-
folge bisher aus (Cat al, 2011). Ein moglicher Grund kdnnte sein, dass amirangiogene
Therapien zwar negativ auf das Primartumorwachstuswirken, gleichermal3en aber das
Vorkommen von hypoxischen Bedingungen férdern. diske Weise setzen sie die heteroge-
ne Tumorzellpopulation einem Selektionsdruck aues@& kdnnte im Sinne Darwins zu Sub-
populationen fuhren, die besonders aggressiv guddden unginstigen Bedingungen im Pri-
martumor mit ,Flucht“ begegnen. Da sich aggresSivenorzellen vor allem durch ihre Fa-
higkeit nach Absiedlung vom Primartumor erfolgreiktetastasen zu bilden auszeichnen,
wirde die Erhdhung des Selektionsdrucks im Priméotuletztendlich die Progression von
malignen Krebserkrankungen fordern. Erste Hinwaideein solches Szenario wurden bereits
geliefert. So konnte die Gruppe um den Onkologeth Mathematiker Robert Gatenby zei-
gen, dass eine Erhohung des Selektionsdruckes dbatie klinikrelevanter Mengen an
Chemotherapeutika zu einer Regression von Tumaonelausmodell fuhrte (Gatenlst al,
2009). Jedoch kam es nach einem Ruckfall zu eiescheunigten Progression einhergehend
mit verstarkter Metastasenbildung und somit zureifigihen Tod der Versuchstiere. Im Ge-

gensatz dazu fihrte die moderate Behandlung miteRowmen, die den Primartumor nicht
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zurtckdrangen, sondern nur das weitere Auswachsemnderten zu einem verlangerten
Uberleben der Versuchstiere. Daher fordert GatezibyUmdenken in der Behandlung von
Krebserkrankungen: Ziel sollte es nicht mehr san &atienten zu heilen, sondern die Er-
krankung vielmehr in eine chronische Form zu ubedi und den Patienten so ein langeres
Leben zu ermdglichen (Gatenby, 2009).

Ebenso schlagt Paolo Michieli vor Abstand von amifiogenen Therapien zu nehmen, um
den Selektionsdruck auf die Tumorzellpopulationhhizu erhéhen. So beschreibt er, dass
immer mehr klinische und experimentelle Studiehenen negativen Effekt beztiglich der
Tumorprogression hinweisen (Michieli, 2009). Sodvawar héaufig die Primartumorgrof3e
reduziert, aber es kommt auch auffallend haufigRiaakfallen, die sich oft durch eine aggres-
sivere Tumorzellpopulation auszeichnen (Michie®09). Durch Uberexpression von Myo-
globin in Tumorzellen, einem intrazellularem Sat@fspeicher, der hauptsachlich in Mus-
kelzellen vorkommt (Fordett al, 2004), wurde die Tumoroxigenierung verbessert dexd
hypoxische Stress fur Tumorzellen reduziert (Galluet al, 2009). Interessanterweise kam
es dadurch zu einer signifikanten Reduktion derastaisierung (Galluzzet al, 2009). Die
Erkenntnisse dieser Arbeit deuten in eine ahnliRiehtung. Da HIF-& das metastatische
Potential direkt erhdht und der HIF-1-SignalwegathuHypoxie induziert wird, scheint es nur
folgerichtig, dass eine Verbesserung der Tumoraonegeng die Metastasierung reduzieren

kann.

6.4 HIF-1-nachgeschaltete Molekile als therapeutisc he Interventi-
onsmaoglichkeiten

Aufgrund obiger Ausfiihrungen erscheint eine geg#aHgerichtete Therapie als zu riskant
weshalb HIF-1 selbst nicht als Zielmolektl eineertipeutischen Intervention in Betracht
gezogen werden sollte. Vielmehr missen daher Higglilierte Gene bzw. Signalwege in

den Fokus rucken, die die prometastatische WirkuomgHIF-1 vermitteln.

6.4.1 Kritische Bewertung der HIF-1-nachgeschaltete n Gelatinasen MMP-

2 und -9 als therapeutische Interventionsmaoglichkei ten
Da die Gelatinasen MMP-2 und -9 eine wichtigenl&®bki der Invasivitat von Tumorzellen
einnehmen und beide wie hier fur MMP-9 gezeigt timdMMP-2 schon bekannt (Sht al,
2007) vom HIF-1-Signalweg reguliert werden, komnimide als Zielmolekile in Frage.
Aufgrund des Scheiterns von ProteaseinhibitoreteeSeneration in der Klinik und den da-

rauf folgenden Forschungen, die ein komplexes,Ghkgvebehomobostase regelndes Zusam-
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menspiel von Proteasen, Inhibitoren und Substratédeckten ((Overall, Dean, 2006); siehe
auch: (Kruger, 2009; Krugest al, 2010)), sollte bei der Anwendung von Proteaseitdrien
aul3erst vorsichtig vorgegangen werden (Kriggeal, 2010). Zwar scheinen hochspezifische
Inhibitoren ein geringeres Risiko aufzuweisen (&tlal, 2002; Krigeet al, 2005), dennoch
ist durchaus vorstellbar, dass eine Inhibition@elatinasen gleichzeitig auch zu einer Inhibi-
tion der Angiogenese und somit wieder zu einer Bung des Selektionsdrucks fuhren wir-
de, da beide Proteasen auch eine wichtige RolledreNeubildung von Blutgefal3en spielen
(Sounniet al, 2003; van Hinsbergét al, 2006).

6.4.2 Der Met-Signalweg als vielversprechendes Ziel einer gegen den

HIF-1-Signalweg gerichteten Therapie

Eine durchaus vielversprechende Mdglichkeit ist ldigibition des Met-Signalwegs, da der
Met-Signalweg auf transkriptionaler Ebene durch -HIFeguliert wird (Pennacchietst al,
2003). Ferner wurden aufgrund seiner zentrale Rmsleder Metastasierung (Boccaccio, Co-
moglio, 2006; Trusolineet al, 2010) in den letzten Jahren bereits enorme Amgtnegen
unternommen, um gegen den Met-Signalweg gerichitedeapien zu entwickeln (Stekd al,
2010; Canadast al, 2010). Aufgrund ihrer hohen Spezifitdt sind Adtiger-basierte Anti-
Met Therapien im Fokus der Entwicklung (Stedtaal, 2010). Eine der vielversprechendsten
Ansatze ist der monoklonale Antikérper DN30, derctiuseine hohe Spezifitat geringe Ne-
benwirkungen erwarten lasst (Petrellial, 2006).

Um die Eignung des monoklonalen Antikdrpers alsapeutische Intervention bezuglich des
HIF-1-Signalwegs beurteilen zu kdnnen, musste rud#s dahinterstehende Mechanismus
naher charakterisiert werden.

Die Beobachtung, dass das DN30-induzierte Met-Rer&heddingdurch PMA, einem Ak-
tivator der ADAM Proteasen (Amouet al, 1998; Kohuteket al, 2009), verstarkt wurde,
deutete auf eine Beteiligung von ADAM Proteasen. ldwei Proteasen dieser Familie,
ADAM-10 und ADAM-17 sind bekannt fur ihr Uberlappmis Substratspektrum (Amoat
al., 1998; Hikitaet al, 2009; Le Galkt al, 2009) zu dem auch der Met-Rezeptor gehort (Ko-
pitz et al, 2007; Foveatet al, 2009). Durch spezifischednockdownvon ADAM-10 und
ADAM-17 konnte in dieser Arbeit zweifelsfrei ADAM@Lals verantwortlich&heddaseler
DN30-induzierten Met-Reduzierung identifiziert werd Da dies in drei Karzinomzelllinien
unterschiedlicher Herkunft gezeigt werden konnemrkvon einem konservierten Mechanis-
mus ausgegangen werden. Obwohl befteddaserwie erwahnt ein tGberlappendes Sub-

stratspektrum besitzen, scheint der DN30-induzidfechanismus selektiv ADAM-10 zu
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betreffen, da deKnockdowrnvon ADAM-17 diesen nicht verhindern konnte. Diesstitigte
auch die Verwendung des endogenen Breitspektrubitors TIMP-1, der zwar ADAM-10
jedoch nicht ADAM-17 inhibiert (Amouet al, 1998; 2000). Gleiche Ergebnisse lieferte zu-
dem der pharmakologische ADAM-10 Inhibitor G125482@3Hundhauseret al, 2003). Ver-
vollstandigt werden konnte das Bild durch den ewrden Breitspektruminhibitor TIMP-3,
der sowohl ADAM-10 als auch ADAM-17 inhibiert (Ampet al, 1998; 2000), dessen An-
wendung im Vergleich zu TIMP-1 jedoch keinen zulsétten Effekt brachte. Interessanter-
weise konnte durch die Zugabe von DN30 eine Erhglder ADAM-17 Levels beobachtet
werden, jedoch wurde dadurch nicht d@rockdownvon ADAM-10 kompensiert, der das
DN30-induzierte Metsheddingverhinderte. Diese Ergebnisse unterstreichenahé&ale Rol-

le von ADAM-10 bei der DN30-induzierten Met-Redukii

Obwohl ADAM-10 und ADAM-17 gemeinsame Substratezassieren (Murphy, 2008) und
der molekulare Mechanismus der Substraterkennurmty micht vollstandig aufgeklart ist
(Takeda, 2009) existiert ein gewisser Grad an Satisgtezifitat zwischen den Mitgliedern der
ADAM Proteasefamilie (Murphy, 2008). Zum einen dohéierfir vor allem eine hochvari-
able Region in der Cystein-reichen Doméane veraritiwbrzu sein (Smitlet al, 2002; Serra-
noet al, 2005), die sich zwischen Membran und Metallo@mséelomane befindet. Zum ande-
ren bedingen auch Unterschiede in der proteolyiscBomane Unterschiede in der Sub-
stratspezifitat (Caesacet al, 2009). Da fir Met bekannt ist, dass der Rezgmptozipiell von
ADAM-10 (Kopitz et al, 2007) und von ADAM-17 (Foveaet al, 2009) abgespalten werden
kann, scheint es wahrscheinlich, dass das BinderAdékorpers DN30 zu Anderungen in
der Tertiarstruktur des Rezeptors fuhrt, wodurah Sipaltung durch ADAM-10 forciert wird.
So ist seit langerem bekannt, dass das Binden dingkorpers an sein Antigen, selbst in
Regionen, die entfernt von der Bindungsstelle egai Anderungen in der Konformation
fuhren kdonnen (Benjamiet al, 1992). Auf diese Weise kdnnten durch die Bindaeg
DN30 Antikdrpers an die extrazellulare Doméane dest-Rezeptors bestimmte Strukturen
freigelegt werden, die von ADAM-10 besonders gliaent werden und auf diese Weise zu
einer effizienten Prozessierung durch ADAM-10 fiihre

Der in dieser Arbeit aufgedeckte Wirkmechanismus menoklonalen Antikérpers DN30 ist
in Abbildung 6.1 dargestellt.

104



6. Diskussion

Abbildung 6.2: ADAM-10
vermittelt die DN30-induzierte
Reduktion des Met-Rezeptors
A. Binden des Liganden HGF an
seinen Rezeptor Met lost eine
Phosphorylierung der intrazellu-
laren Tyrosinkinasedomane aus.
Durch  Transphosphorylierung
I ADAM-10  anderer Signalmolekiile wird das

pro-invasive und Metastasen-
fordernde komplexe genetische
Swg Invasive growth programin
i Gang gesetzt.B. Binden von
DN30 an die extrazellulare Met
Doméne induziert daShedding
durch ADAM-10 wodurch das
i Binden von HGF an Met und
ADAM-10  damit die Induktion detnvasive
growth programverhindert wird.
C. Durch das Fehlen von
ADAM-10 wird das DN-30-
induzierte MetSheddingverhin-
dert. Somit kann HGF weiter an
den Met-Rezeptor binden und
das Invasive growth program
----- > ausldsen.

] ﬁ ] | ADAM-10
Invasive growth Invasi owth Invasive growth
program progr program

Durch den monoklonalen Antikorper DN30 kann dieukiibn des Met-Signalwegs (Abbil-

dung 6.2) verhindert werden. Im Gegensatz hierzbindert dasSheddingdes Met Oberfla-
chenrezeptors durch d&heddas@&DAM-10 nach Antikérperzugabe das Binden von H@GF a
zellgebundene Rezeptoren und somit die Induktics Met-Signalwegs (Abbildung 6.2 B).
Da die abgespaltenen Rezeptoren als sogenanntedeigtllen fungieren (Trusolinet al,
2010), d.h. sie binden frei verfiugbares HGF, dasndaicht mehr zur Induktion des Met-
Signalwegs zur Verfiigung steht, erhdhen sie dieigffz des Antikorpers DN30. Daruber
hinaus kénnen die abgespaltenen Met-Rezeptoren rauctier extrazellularen Domane von
intakten Met-Rezeptoren auf der Zelloberflache rajeeren und auf diese Weise die Sig-
nalinduktion verhindern (Trusolinet al, 2010). In dieser Arbeit konnte gezeigt werderssda
ADAM-10 fir diese Effekt notig ist, da der Antik@pDN30 durch das Fehlen von ADAM-
10 nicht mehr in der Lage ist die Met-Signalweggivikrung durch HGF zu verhindern (Ab-
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bildung 6.2 C). Dies bedeutet, dass fur eine effite Intervention mit dem ersten Schritt der
Met-Signalwegs-Induktion ein Zusammenspiel des K&mpers DN30 und der membrange-
bundenerSheddas@&DAM-10 notig ist.

ADAM-10 wird jedoch auch in bestimmten Situationgrometastatische Funktionen zuge-
schrieben. Daher wird ADAM-10 auch als Zielmolekiher Krebstherapie diskutiert (Moss
et al, 2008; Crawfordet al, 2009). Aufgrund der in dieser Arbeit beschrielremgchtigen
Rolle von ADAM-10 im DN30-basierten anti-Met Theraansatz, sollte eine Anti-ADAM-
10 Therapie nicht mit der DN30-basierten anti-Mbef&apie kombiniert werden. Ebenso soll-
te eine DN30-basierte Therapie nicht in Patieniagesetzt werden, die hohe Levels an na-
trlichen ADAM-10 Inhibitoren wie zum Beispiel TIMP oder TIMP-3 aufweisen. Daher
sollte die Eignung von Patienten durch Analyseldarels an ADAM-10 und seinen naturli-
chen Inhibitoren tberprift werden.

Da die Induktion des Met-Signalwe@s vivo hauptséchlich durch Hypoxie ausgelost wird
(Pennacchiettet al, 2003) und als HIF-1-nachgeschalteter Signalwegimam grofRen Teil
die metastasenférdernde Wirkung von HIF-1 vermijtteuss der Antikérper DN30 auch un-
ter solchen Bedingungen aktiv sein, damit einelgréache DN30-basierte Therapie gegen
den HIF-Signalweg entwickelt werden kann. Die Ragah der ausfuhrendeSheddase
ADAM-10 unter hypoxischen Bedingungen war noch nalbschlieRend gekléart. Bisher exis-
tieren relativ wenige Untersuchungen zu diesem EheBo war bekannt, dass es in einem
bestimmten Zelltyp zur Reduktion der ADAM-10 Levelster hypoxischen Bedingungen
kommt (Websteet al, 2004). In A549 Zellen konnte dariiber hinaus ggzaserden, dass die
ADAM-10 Expression durch den HIF-1-Signalweg, dauptséachlich unter Hypoxie indu-
ziert ist (Wanget al, 1995), verstarkt wird. Konsequenterweise war Aetikorper DN30
auch unter Hypoxie in der Lage die Met-Level sodie Suszeptibilitat des Rezeptors gegen-
Uber dem Liganden HGF zu reduzieren. Ebenso déigeerige Daten aus vivo Versuchen
darauf hin, dass der Antikorper DN30 auch unter jplemxenBedingungernin vivo funktio-
niert (Petrelliet al, 2006; Pacchianat al, 2010), die hypoxische Zustande inkludieren. Der
in dieser Arbeit durchgefuhrte funktionelle Ass®g#tterassgybestatigt die Anwendbarkeit
einer DN30-basierten Therapie gegen das durch dErltbignalweg verstarkte metastati-

sche Potential von Tumorzellen.
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6.5 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals eine metastasdaféde Rolle von HIFd.in vivo nachge-
wiesen werden, die nicht von der Zelliberlebenkesitden Funktion des HIF-1-Signalwegs
abhangig ist. Als zentrale Molekile wurden hierde Gelatinase MMP-9 und der Met-
Signalweg identifiziert. Diese Ergebnisse erweitdas Wissen um die zentrale Rolle des
Transkriptionsfaktors HIF-1 bei der Metastasierwagp Tumorzellen und kénnen daher in
Zukunft zur Entwicklung neuer anti-metastatischkeerfpien beitragen.

Die Hemmung des HIF-1-nachgeschalteten Met-Sigrgdwaietet die Chance die HIF-1-
vermittelte Metastasierung zu unterbinden, ohneootrklliert in die Vielzahl HIF-1-
regulierter physiologischer Prozesse einzugreiféme Therapiestrategie, die den Met-
Signalweg einschliel3t, ist die DN30-basierte angtNlherapie. In dieser Arbeit konnte erst-
mals gezeigt werden, dass der Mediator des thetiapleen Effekts di&Sheddasé&DAM-10

ist und die DN30-basierte Met-Therapie auch untéchen Umstadnden angewendet werden
kann, unter denen der HIF-1-Signalweg aktiviert e Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigen
zusammen mit den Ergebnissen aus der PraklinikglRett al, 2006; Pacchianat al,
2010), dass basierend auf dem Antikorper DN30 zftigineue Therapie entwickelt werden
konnen, die gute Chancen haben erfolgreich gegeRfi-1-vermittelte Metastasierung ein-

gesetzt zu werden.
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