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1.1 Einleitung

1.1 Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom (NZK) macht etwa 3% aller Tumorerkrankungen aus und ist mit
90% die h&ufigste maligne Erkrankung der Niere. Die Inzidenz ist altersabhéngig, erreicht
ihren Hohepunkt im 6.-7. Lebensjahrzehnt und steigt jahrlich um etwa 2% an. Pro Jahr treten
in Deutschland 15.000 Neuerkrankungen auf (270.000 Falle weltweit), wobei Ménner 1,5- bis
3-mal so h&ufig erkranken wie Frauen (Foranara und Hoda, 2011; Ljungberg et al., 2011).

1.1.2 Histopathologische Einteilung und klinische Klassifikation

benignes Onkozytom
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Das Nierenzellkarzinom lasst sich histopathologisch in vier verschiedene Subtypen
unterteilen. Das klarzellige Nierenkarzinom ist mit 75-80% der hdufigste Subtyp (Cairns,
2012). Es zeichnet sich durch Zellen aus, deren Zytoplasma nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung
klar erscheint. Zudem sind feine Gefalaufzweigungen typisch (Storkel, 1999). An nédchster
Stelle folgt das papillare Nierenkarzinom mit 10-15% aller Falle. Die beiden haufigsten
Subtypen haben ihren Ursprung im Epithel des proximalen Tubulus (Abbildung 1). Seltener
treten das chromophobe NZK (5%) und das Ductus-Bellini-Karzinom (Sammelrohrkarzinom;
<1%) auf. Das chromophobe NZK entstammt dem distalen Tubulus, das Ductus-Bellini-

Karzinom dem Sammelrohrsystem (Cairns, 2012). In 2% der Falle ist das NZK nicht
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1.1 Einleitung

klassifizierbar (Finley et al., 2011). Neben den malignen Veranderungen der Niere treten in
3-7% der Falle auch benigne Veranderungen wie das Onkozytom auf, das seinen Ursprung

ebenfalls im distalen Tubulus und im Sammelrohrsystem hat (Cairns, 2012).

Die Einteilung in die unterschiedlichen Subtypen erfolgt jedoch nicht nur nach histologischen
Kriterien, sondern auch unter Einbezug genetischer VVeranderungen, sogenannter Biomarker,

die im nachsten Abschnitt naher beschrieben werden.

Die klinische Kilassifikation erfolgt nach den internationalen Richtlinien der TNM-
Klassifikation, die durch die UICC festgelegt wurden (,,Union Internationale Contre le
Cancer®). Hierbei werden die lokale Ausdehnung und GroBe des Primartumors (, T —
Tumor*), der Befall regionaler Lymphknoten (,,N — Nodes*) und das Vorhandensein von
Fernmetastasen (,,M — Metastasen®) beschrieben (Haferkamp et al. 2006).

1.1.3 Pathologie

Zu den bisher bekannten Risikofaktoren, die eine NZK-Erkrankung beglnstigen, zahlen
Rauchen, Ubergewicht, chronische Niereninsuffizienz (mit Langzeitdialyse), arterielle
Hypertonie und ihre Therapie. Ebenso erhdhen genetische Syndrome wie das Von-Hippel-
Lindau (VHL)-Syndrom, das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom und die tuberdse Sklerose das
Erkrankungsrisiko (Cohen und McGovern, 2005; Ljungberg et al., 2011). In Bezug auf die
genetischen Risikofaktoren stellt das VHL-Syndrom den groRten hereditaren Risikofaktor dar
(Gnarra, 1994). In nahezu 100% der hereditaren NZK-Erkrankungen liegt eine Mutation des
auf Chromosom 3p*# lokalisierten VHL-Gens vor. Die hereditare Form des NZK ist nur in
etwa 2% der Falle vertreten. Die sporadische Form macht den weitaus groReren Teil der
Erkrankungen aus. Eine Mutation des VHL-Gens ist mit 60-80% in der sporadischen Form
des klarzelligen NZK ebenfalls weit verbreitet (Clifford et al., 1998; Buentig et al., 2002,
Finley et al., 2011).

1.1.3.1 Genetische Ursachen

Die Entstehung eines Primartumors vollzieht sich in den verschiedenen Tumorentititen nach
einem allgemeinen Schema. Der erste Schritt der Kanzerogenese wird durch genetische
Veranderungen induziert. Hierzu zahlen unter  anderem Genmutationen,
Chromosomdeletionen oder Promotorhypermethylierung. Die hieraus resultierende

genomische Instabilitdt kann zur Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von
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1.1 Einleitung

Tumorsuppressorgenen fihren. Signaltransduktionswege unterliegen schlieRlich nicht mehr
der normalen Regulation. Zellen, in denen es zu diesen ersten Verdnderungen kommt, bilden
sich als pra-maligne Zellen heraus. Sie zeichnen sich im weiteren Verlauf durch
unkontrolliertes Zellwachstum, Vermeidung von Apoptose, verstarkte Angiogenese und ein
erhohtes Metastasierungspotenzial aus (Hanahan und Weinberg, 2000; Banumathy und
Cairns, 2010; Hanahan und Weinberg, 2011).

Wie bereits erwéhnt, ist die Inaktivierung des VHL-Gens die haufigste genetische
Verénderung im Vorfeld der Progression des klarzelligen NZK. In normalen Zellen wirkt das
VHL-Gen als ein Tumorsuppressorgen. Das Genprodukt von VHL reguliert den
proteasomalen Abbau der HIF (Hypoxia-inducible transcription factors)-Proteine. Eine
Inaktivierung des VHL-Gens, wie es im klarzelligen NZK meistens der Fall ist, fihrt nun zur
Akkumulation der HIF-Proteine. Diese kdnnen schlieRlich die Transkription ihrer Zielgene
verstarken (Rathmell und Chen, 2008). Zu diesen Genen gehéren unter anderem die Gene fir
VEGF (Vascular endothelial growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor) und EGF
(Epidermal growth factor). Die Produkte dieser Gene sind essentiell fur die Bildung neuer
BlutgefalRe im Rahmen der Angiogenese, die unerlésslich fiir ein weiteres Tumorwachstum ist
(Arjumand und Sultana, 2012). Im klarzelligen NZK kommt es neben der Inaktivierung des
VHL-Gens zur Expressionsreduktion eines weiteren Tumorsuppressorsgens. Bei diesem
handelt es sich um das Gen fir PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10). In normalen Zellen hemmt PTEN die Tumorprogression und
Metastasierung durch eine negative Regulation von Zellproliferation und Zellmigration und
Initilerung von Apoptose. Ein Fehlen des Tumorsuppressors beglnstigt somit die

Kanzerogenese des klarzelligen NZK (Hager et al., 2007, Brenner et al., 2002).

Uber das VHL-Gen hinaus gibt es 51 weitere potenzielle Biomarker, die in der aktuellen
Forschung betrachtet werden und ein NZK Klassifizieren konnten. Es bedarf jedoch noch
einer Validierung mit groRerer Probenanzahl, um diese Biomarker routinemaéfig einsetzen zu
koénnen (Oosterwijk, 2011).

1.1.3.2 Symptome und Diagnose
Bei der Mehrzahl der NZK-Patienten verlduft die Erkrankung lange symptomarm. Aus
diesem Grund wird das NZK meistens zufdllig im Rahmen einer routinemafigen

Ultraschalluntersuchung der Niere diagnostiziert. Die weitere Differenzierung zwischen
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1.1 Einleitung

benigner Raumforderung und malignem Tumor, eine nadhere Kilassifizierung und der
Nachweis von Fernmetastasen erfolgt schlieBlich durch weiterfihrende Bildgebung mittels
Computertomographie oder Magnetresonanztherapie (Haferkamp, 2006). Sind zum Zeitpunkt
der Diagnose bereits Metastasen vorhanden, kommt es bei diesen Patienten zum Teil zur
Auspragung deutlicher Symptome. Knochenmetastasen verursachen Osteolyse, die mit
Knochenschmerzen, Frakturen, Hypercalcamie und Kompressionen des Rickenmarks und
anderer Nerven einhergehen (Roodman, 2004; Zekri, 2001). Lungenmetastasen kdnnen sich
durch Hustenattacken, Bluthusten, Bronchitis und Schmerzen im Brustbereich bemerkbar

machen (www.uniklinik-freiburg.de; www.radiologie-uni-frankfurt.de).

1.1.4 Prognose

Zur Erstellung einer Prognose fiir NZK-Patienten dienen unterschiedliche Faktoren, die
Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. Zu den gangigsten Prognosefaktoren gehdren die
TNM-Klassifikation und der pathologische Subtyp (Uygur, 1999). In Zukunft sollen diese
Faktoren jedoch durch neu identifizierte, immunhistochemisch nachweisbare, prognostische
Marker ergénzt werden. Hierbei haben sich die Carboanhydrase 1X (nachweisbar in 94% aller
klarzelligen NZK; niedriges Level ist mit schlechter Prognose assoziiert), VEGF (erhthtes
Serumlevel ist mit kiirzerem Uberleben assoziiert), HIF 1o (besonders stark exprimiert in
klarzelligen NZK; Uberexpression ist mit kiirzerem Uberleben assoziiert) und Survivin
(schlechte Prognose bei Uberexpression) als erfolgsversprechend herausgestellt. Wie auch
schon flr die Biomarker angemerkt wurde, bedarf es auch in Bezug auf die prognostischen
Marker weiterer Validierung (Finley, 2011).

Ist das NZK lokal begrenzt, kann die Mehrheit der Patienten mit einer guten Prognose
rechnen. Nach Nephrektomie liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland zwischen 65-
75% in Abhéngigkeit der GroBe, Ausdehnung (= ,,T*“-Stadium) und des histologischen
Subtyps des Primértumors (Fornara und Hoda, 2011). Auf Grund der ausbleibenden
Symptome in den frihen Erkrankungsstadien wird das NZK hé&ufig erst entdeckt, wenn die
Erkrankung bereits fortgeschritten ist und Metastasen vorhanden sind. In diesem
Erkrankungsstadium verschlechtert sich die Prognose erheblich, was vor allem darauf
zuruckzufihren ist, dass die Metastasen resistent gegeniiber den géngigen Therapieformen
wie Chemo- und Radiotherapie sind (Jung et al, 2003). Etwa 20-50% der NZK-Patienten
(abhingig vom ,,T“-Stadium) entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung Fernmetastasen. Hierbel

sind meistens mehrere Organe gleichzeitig betroffen, wobei Lungen, Knochen, Leber, Gehirn
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und Lymphknoten die starkste Frequenz aufweisen (Abbildung 1.2). Bei Patienten mit
metastasiertem NZK liegt das mediane Uberleben bei lediglich 6-12 Monaten (Flanigan et al.,
2003). Sind die regionalen Lymphknoten befallen, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate unter
20%; kommt es zur Ausbildung von Fernmetastasen liegt sie unter 10% (Oberneder et al.,
1997; Cairns, 2012). Eine besonders aggressive Form der Fernmetastasen sind
Knochenmetastasen, zu deren Auspragung es in etwa 30% der NZK-Félle kommt. Das
mediane Uberleben liegt ab dem Zeitpunkt der Diagnose bei 10,6 Monaten (Woodward et al.,
2011).

Gehirn

Lungen

Knochen

Leber

Abbildung 1.2:

Die Hauptmetastasierungsorte des NZK:
Lungen, Knochen, Leber, Gehirn und
Lymph-knoten, modifiziert nach Netter,
2008.

1.1.5 Therapie

1.1.5.1 Nephrektomie

Als konventionelle Therapie und teilweise auch einzig kurative Option wird bei NZK-
Patienten die Nephrektomie angewandt. Hierbei wird die radikale Nephrektomie immer mehr
von der Teilresektion des Tumors als organerhaltende MaRnahme verdréngt. Liegt ein lokal
begrenzter Tumor in frihem Stadium vor, der eine gewisse GroRe (ca. 4cm) nicht
uberschreitet, kann die Nephrektomie laparoskopisch durchgefiihrt werden (Linehan und
Zbar, 2004; Haferkamp et al., 2006).
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1.1.5.2 Adjuvante Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms

Auf Grund seines aggressiven Charakters, begrindet in der Eigenschaft schnell zu
metastasieren, ist eine Nephrektomie oft nicht ausreichend. Liegen zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits Metastasen vor, dient die Nephrektomie haufig nur als palliative MaRnahme
zur lokalen Symptomkontrolle. In den meisten Féllen missen sich die Patienten zusétzlich
einer adjuvanten Therapie unterziehen. Die Festlegung einer erfolgreichen Therapie erweist
sich jedoch als schwierig, da die Metastasen haufig gegeniiber den gangigen Therapieformen
wie Chemo-, Strahlen- und Hormontherapie resistent sind. Die Ansprechrate einer
Immuntherapie mit Zytokinen (Interferon-o oder Interleukin-2 oder deren Kombination) liegt
unter 10% und geht auf Grund starker Nebenwirkungen mit einem erheblichen Verlust an
Lebensqualitat einher (Oberneder et al., 1997; Bleumer et al., 2003).

1.1.5.3 Target-Therapie als adjuvante Behandlung des metastasierten Nierenzell-
karzinoms

Auf Grund der Fortschritte in der aktuellen Forschung kénnen die molekularen Hintergriinde

der Tumorprogression und der Metastasenbildung immer weiter aufgeklart werden. Es

konnten bereits einige wichtige Signalwege und ihre Komponenten identifiziert werden, die

flir diese Prozesse von essentieller Bedeutung sind. Basierend auf diesen Kenntnissen wurden

einzelne Molekile als Zielstrukturen fiir neue Medikamente ausgewdhlt, die im Rahmen der

sogenannten Target-Therapie bereits in der Klinik zum Einsatz kommen.

Die Grundlage hierfir bildet die Kenntnis der VHL-Mutation im klarzelligen NZK, die damit
verbundene verstarkte Expression von VEGF und PDGF und die Aktivierung der
entsprechenden Rezeptoren (VEGF-Rezeptor, PDGF-Rezeptor) (Arjumand und Sultana,
2012). Diese Rezeptortyrosinkinasen (RTK) bilden die Angriffspunkte fir die drei
zugelassenen Multikinaseinhibitoren Sunitinib, Sorafenib und Pazopanib weshalb sie auch
als Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) bezeichnet werden (Abbildung 1.3). Die TKI sorgen fir
eine Hemmung der Kinase-Doménen der Rezeptoren und der nachgeschalteten intrazelluldren
Signalwege. Somit kénnen tumorférdernde Prozesse wie Angiogenese, Proliferation und
Migration inhibiert werden (Hiles und Kolesar, 2008; Pick und Nystrom, 2012). Sunitinib
kommt als Erstlinien-Therapeutikum am hdufigsten zum Einsatz, wird aber auch fir die
Zweitlinientherapie verwendet. Als Standard fiir die Zweitlinientherapie ist jedoch Sorafenib
zugelassen. Zusatzlich zu den Wachstumsfaktorrezeptoren hemmt Sorafenib die Proteinkinase
Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma). Als weiterer Wirkstoff kommt der VEGF-Antikdrper
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Bevacizumab in der Erstlinientherapie zum Einsatz. In Kombination mit Interferon-o wird er

alternativ zu Sunitinib eingesetzt (Miller, 2010).

]

x

’—‘ Temsirolimus

Zellmembran ,/ \l
(vEGE
/ Abbildung 1.3:
— @) ( @ocd Schematische Darstellung
VEGFR PDGFR der  Wirkmechanismen
der Target-Therapeutika,
— modifiziert nach Lorenzo
Zetmembean A\ [ Sumiein 3 2 et al., 2009. Die Abbildung
Pazopanib zeigt die Zielstrukturen der

Target-Therapeutika, die
zelluldre Lokalisation und
Auswirkungen.

Proliferation
Migration

(Soon) —+ [

Angiogenese l

Tabelle 1.1: Empfehlungen zur medikamentdsen Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms
modifiziert nach Miller, 2010. Dieses Behandlungsschema entspricht den Leitlinien der Deutschen

Krebsgesellschaft.

Progressionsgruppe Therapie 1. Wahl Alternative Therapie
Erstlinien- niedriges und mittleres Sunitinib Interferon o +
) Risiko Bevacizumab
Therapie hohes Risiko Temsirolimus Sunitinib
Zweitlinien- | Zytokin-Vortherapie Sorafenib Sunitinib
Therapie Anti-VEGF-Vortherapie | Everolimus Sorafenib

Um direkt in die verstarkte Expression von VEGF und PDGF eingreifen zu kdnnen, stehen
die mTOR (mammalian target of rapamycin)-Inhibitoren Temsirolimus und Everolimus zur
Verfugung. Durch die Inhibition des in Tumoren hdufig verstarkt aktivierten mTOR-
Signalwegs kommt es zur Unterbindung der positiven HIF-Regulation und der damit
2007).
hohem

verbundenen Expressionsforderung von VEGF und PDGF (Pantuck et al.,

Temsirolimus wird als Erstlinien-Therapeutikum bei NZK-Patienten mit

Progressionsrisiko eingesetzt, Everolimus ausschlie3lich fur die Zweitlinien-Therapie (Miller,
2010). Tabelle 1.1 zeigt eine Zusammenfassung der Therapie-Leitlinien fiir das metastasierte
NZK.
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Obwohl die Forschung auf dem Gebiet der Target-Therapie in den letzten Jahren enorme
Fortschritte gemacht hat, muss noch vieles in klinischen Studien uberpruft werden. Es sind
nicht alle Zielstrukturen der bereits zugelassenen Medikamente identifiziert. Somit liegt das
vollstandige Ausmal der Wirkweise noch im Dunkeln. Zudem sind die Therapien teilweise an
niedrige Remissionsraten und enorme Nebenwirkungen gekoppelt, welche dringend reduziert
werden mussten. Es bedarf also noch vieler Untersuchungen und mehr Ricksichtnahme auf
patientenspezifische Unterschiede um dem Ziel einer individualisierten Therapie naher zu

kommen (Oosterwijk et al., 2011).

1.1.5.4 Weitere Therapieoptionen bei NZK-Metastasen

Neben der Target-Therapie besteht die palliative Mdglichkeit der Metastasektomie. Dies
bietet sich vor allem an, wenn einzelne Metastasen vorliegen. Hierbei zeigt die Entfernung
von Lungenmetastasen groRere Erfolge als die Entfernung von Metastasen anderer Organe
(Assouad et al., 2007). Liegen in einem Organ zu viele Metastasen vor oder kommt es zur
Metastasierung in unterschiedliche Organe, fuhrt ein chirurgischer Eingriff nicht unbedingt zu
einer Verbesserung des Zustands des Patienten. Bei Knochenmetastasen wird ein
chirurgischer Eingriff durchgefiihrt, um die Knochen zu stabilisieren und einem Bruch
vorzubeugen (Swanson, 2004). Dies kann nur durchgefiihrt werden, wenn der Zustand des
Patienten nicht zu kritisch ist und mit einer positiven Auswirkung auf das Gesamtiberleben
zu rechnen ist (Fottner et al., 2010). Eine weitere Mdglichkeit bietet die Therapie mit
Bisphosphonaten (Zoledronsdure), die den Knochenabbau reduzieren und die Schmerzen
lindern (Smith, 2005). Hierbei handelt es sich jedoch lediglich um palliative Malinahmen, die

Madglichkeit einer kurativen Therapie besteht nicht.

1.2 Metastasierung

Fur mehr als 90% der Krebstoten ist nicht der Primértumor sondern die Metastasierung
verantwortlich. Ein Vorhandensein von Metastasen erschwert die Behandlung von Patienten
mit jeglichen Tumorerkrankungen. Auf Grund dieser Tatsachen sollte in der vorliegenden

Arbeit besonders auf den Aspekt der Metastasierung eingegangen werden.
Die Bildung von Metastasen aus einem Primé&rtumor vollzieht sich in mehreren komplexen

Schritten. Die einzelnen Mechanismen sind im Allgemeinen auf alle Tumorentitaten

Ubertragbar. Im né&chsten Abschnitt werden diese Mechanismen vom Loslésen der
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metastasierenden Tumorzellen aus dem Primdrtumor bis zur Bildung von Metastasen in

anderen Organen des Korpers im Detail beschrieben.

1.2.1 Mechanismus der Metastasierung

Die Bildung von Metastasen lasst sich in zwei Abschnitte unterteilen: Intravasation und
Extravasation (Abbildung 1.4). Im Vorfeld der Intravasation steht die Angiogenese des
Primartumors. Erreicht der Tumor eine gewisse GroRe, bendtigt er eine eigene
Blutversorgung durch ausreichende Vaskularisierung. Die BlutgeféaRe bieten einen Austrittsort
fur Tumorzellen aus dem Primartumor und eine Mdglichkeit, im Korper bis zu einem
sekundaren Organ verteilt zu werden (Bashyam, 2002; Mareel und Leroy, 2002). Da
Tumorzellen die Eigenschaft besitzen, weniger stark adhérent zu sein, kénnen sie sich leichter
aus Zellverbéanden und von Komponenten der Extrazellularmatrix (EZM) l6sen als gesunde
Zellen und aus dem Primé&rtumor austreten (Oppenheimer, 2006). Bevor die Tumorzellen ein
Blutgefal erreichen, mussen sie die Basallamina durchdringen. Durch die Sekretion von
Proteasen, die fir die Degradation der EZM-Komponenten verantwortlich sind, wird dieser
invasive Schritt erleichtert (Mc Cawley und Matrisian, 2000). Nach Migration durch das
angrenzende Stroma und das Endothel gelangen die Tumorzellen in das BlutgefaRsystem und
es kommt zum erfolgreichen Abschluss des Prozesses der Intravasation. So lange es nicht zur
Extravasation kommt, also das Austreten der Tumorzellen aus dem Blutkreislauf, sind die
Zellen dem Immunsystem ausgesetzt. Zudem wirken die Scherkréfte des Blutflusses auf die
Zellen. Diesen Zustand Uberlebt nur etwa 1% der Tumorzellen (Oppenheimer, 2006). Die
uberlebenden Tumorzellen zirkulieren mit dem Kreislaufsystem, bis es zu einem

Zirkulationsstopp im Kapillarbett eines Sekundarorgans kommt (Chambers et al., 2002).

Der Zirkulationsstopp kann durch verschiedene Mechanismen eingeldutet werden. Die
Tumorzellen kénnen auf Grund des begrenzten Durchmessers der kleinen Kapillaren ,,stecken
bleiben (Chambers et al., 2002). Dies kann dadurch begiinstigt werden, dass die Tumorzellen
Zellcluster bilden oder von Thrombozyten umgeben werden und sie somit eine grofiere Masse
bilden. Hierdurch werden die Endothelzellen zur Seite gedréangt (Weinberg, 2007). Eine
weitere Moglichkeit besteht im sogenannten ,,Rollen am Endothel“ wie es auch bei
Leukozyten der Fall ist, die an den Entziindungsort gelangen missen (Kubes und Kerfoot,
2001; Geng et al., 2012). Auf diese Weise konnen Tumorzellen an Selektine der
Endothelzellen binden, was zu einer Verlangsamung ihrer Fortbewegung fihrt. Die Bindung

wird schlieBlich durch weitere Zelladhdsionsmolekiile, den Integrinen, verstarkt und die Zelle
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wird gestoppt. Die Endothelzellen weichen an der entsprechenden Stelle zur Seite und bilden
eine Lucke fur die eindringenden Zellen (Strell und Entschladen, 2008; Miles et al., 2008).

NZK- [ Intravasation ]
Priméartumor

Verteilung mit dem
Blutkreislauf in
sekundare Organe

Abbildung 1.4:

Darstellung der einzelnen Schritte im Prozess der Metastasierung, Lunge und Niere aus
Netter, 2008. Die Abbildung zeigt den Weg der metastasierenden Tumorzellen aus dem
Primértumor der Niere durch den Blutkreislauf bis in sekundédre Organe, wie Lungen und
Knochen, in denen es zur Bildung von Metastasen kommt.

Die nun zugangliche Basallamina wird wiederum durch Proteasen degradiert (Morgan-Parkes,
1995). Mit dem Eindringen der Tumorzellen in das subendotheliale Gewebe des
Sekundarorgans wird der Prozess der Extravasation beendet. Im Zielorgan angekommen,
beginnen die Tumorzellen — wenn sie entsprechende Bedingungen vorfinden — zu

proliferieren und es kommt zur Bildung einer Fernmetastase (Bashyam, 2002).

Da die Tumorzellen im permanenten Austausch mit ihrer Umgebung stehen, konnen sie
Zellen in ihrer Umgebung dazu stimulieren, das Milieu flr sie anzupassen. So kdnnen sie zum
Beispiel Fibroblasten dazu anregen, Fibronektin zu produzieren und zu sezernieren, was ihnen
die Adhé&sion und Proliferation erleichtert. Andere Zellen werden zur Produktion von
Angiogenese- und anderen Wachstumsfaktoren angeregt, die ebenfalls die Vermehrung der
Tumorzellen fordern (Kaplan et al., 2005; Oppenheimer, 2006). Eine andere Hypothese
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besagt, dass die sogenannte pra-metastatische Nische schon vor dem Eindringen der
Tumorzellen auf deren Bedurfnisse hin angepasst wird. Hierfiir sorgen Signale, die vom
Primartumor ausgehen. Die pra-metastatische Nische wird in diesem Fall unter anderem
durch ein verstarktes Vorhandensein von Fibronektin und Proteasen so veréndert, dass die

Invasion der Tumorzellen begunstigt werden kann (Valastyan und Weinberg, 2011).

Der erfolgreiche Prozess der Metastasierung wird hauptsachlich durch die folgenden
zelluldren Mechanismen bestimmt: Migration, Adhésion, Proliferation und Apoptose. Im
nachsten Abschnitt sollen daher die zellularen Signalwege, die diese Prozesse regulieren
erklart werden. Zudem soll auf Fehlregulationen im NZK hingewiesen werden, die diese

Prozesse und somit die Metastasierung begtnstigen.

1.2.2 Molekulare Hintergriinde der Prozesse der NZK-Metastasierung

Der Prozess der Metastasierung beruht hauptsachlich auf der F&higkeit der Tumorzellen zur
gesteigerten Migration, Adhésion, Proliferation und zur Umgehung des programmierten
Zelltods. Um diese Fahigkeiten auszuiben, ist eine Expression von Integrinen fiir die Zellen
unerldsslich. Integrine sind transmembrane Zelladhasionsproteine, die eine Kontaktstelle
zwischen EZM, dem Zytoskelett und intrazellularen Signalwegen bilden. Diese Zell-Matrix-
Verbindungen werden als Fokalkontakte bezeichnet. Ein aktives Integrin-Heterodimer setzt
sich aus einer o- und einer B-Untereinheit zusammen. So bindet zum Beispiel ein a5p1-
Heterodimer an die EZM-Komponente Fibronektin (Brakebusch und Fé&ssler, 2005). Der
Kontakt einer Zelle zur EZM beeinflusst Proliferation und Apoptose. Zudem kommt es nach
der Bildung von Fokalkontakten zu Veranderung in der Organisation des Zytoskeletts und der
damit verbundenen Zellform. Dies ist nétig fur eine gerichtete Motilitat, die schlielich zur
Fortbewegung der Zelle flhrt (Flier und Sonnenberg, 2001). In Bezug auf die Metastasierung
konnte bereits festgestellt werden, dass das Metastasierungspotenzial von Tumorzellen mit
der Intensitét der Integrinexpression korreliert. Arbodela et al. zeigten dies flr die Expression
von B1-Integrinen in Mammakarzinom- und Ovarialkarzinomzellen (Arbodela et al., 2003).
Fur das NZK wurde eine Uberexpression der av-Untereinheit nachgewiesen (Korhonen et al.,
1992). Des Weiteren traten Veranderungen in der Expression der a5- und der a2-Untereinheit
auf (Terpe et al., 1993; Spangenberg et al., 2006). Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) bieten
Zellen eine weitere Moglichkeit um Kontakt mit dem extrazellularen Raum aufzunehmen.
RTK sind transmembrane Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitat.

Extrazelluldare Ligandenbindung ist stets mit der Aktivierung der intrazelluldr lokalisierten
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Tyrosinkinase verbunden. Hierdurch wird ein Signal erzeugt, das von nachgeschalteten
Molekiilen erkannt und weitergeleitet wird, bis es schlieBlich eine zelluldare Antwort
hervorruft. Zur Klasse der RTK zéhlen die Rezeptoren fir PDGF, VEGF, EGF, TGF-B, IGF
und FGF (Krauss, 2003). Im NZK und anderen Tumorentitaten liegen haufig Veranderungen
in der Expression dieser Rezeptoren und ihrer Liganden vor. Wie bereits in Abschnitt 1.1.3.2
erwéhnt, kommt es im klarzelligen NZK auf Grund der VHL-Mutation zu einer verstarkten
Expression von VEGF und PDGF und damit zur erhohten Aktivitat der RTK (Arjumand und
Sultana, 2012). Fiir das NZK wurde auch eine Uberexpression der Rezeptoren fiir EGF und
von TGF-f beschrieben (Paule und Brione, 2003; Yang et al., 2010).

Uber die Aktivierung der Integrine und Rezeptor-Tyrosinkinasen durch Komponenten der
EZM bzw. ihrer Liganden kommt es zu einer Signalweiterleitung in der Zelle, die in
Tumorzellen verstérkt vorliegt. Hier gibt es verschiedene intrazellulare Signalwege, die sich

aus vielen Molekilen zu komplexen Transduktionskaskaden zusammensetzen.

EZM

. Ligand
Ligand
o~ e 0
Integrin
RTK g RTK

Pl3-Kinase Zellmembran

/'\

Shc
/\\ PIP-2 PIP-3
Migration W
Adhision < P130%® < -- F- PTEN Migration

AktiPKB ——

MAPK Adhdésion
lr Nedd4.1 /
Kinasen + mTOR +
Transkriptionsfaktoren Transkriptionsfaktoren

\ Zellkern /

Transkription

Proliferation — < Proliferation

Apoptose Apoptose

Abbildung 1.5:

Schematische Darstellung der molekularen Prozesse, die zur Regulation der Metastasierung von
Tumorzellen beitragen. Die Zelle hat, neben anderen, folgende zwei Mdglichkeiten Kontakt mit ihrer
Umgebung aufzunehmen: Uber Integrine und Rezeptor-Tyrosinkinasen. Beide Molekile reagieren auf
extrazellulare Verdnderungen mit der Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden, die in die Regulation
verschiedener zelluldrer Prozesse minden (Migration, Adhé&sion, Proliferation, Apoptose).
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Das von Integrinen weitergeleitete Signal wird zundchst auf FAK (Fokale Adhdsionskinase)
und Shc (Src homology 2 domain containing-Protein) Ubertragen (Abbildung 1.5) (Krauss,
2003). Beide Proteine werden auf Grund einer Konformationsanderung der Integrine an diese
rekrutiert und hier durch Phosphorylierung aktiviert. Im Anschluss kommt es Uber die
Aktivierung der Kinase Raf zur Initiierung der MAPK (Mitogen activated protein kinase)-
Signalkaskade. Hierbei sind die drei Haupt-Signalwege der Erk (Extracellular signal-
regulated kinase)-, der JNK (c-Jun NH,-terminale Kinase)- und der p38-Signalweg. Sie
fihren zur Aktivierung weiterer Kinasen und Transkriptionsfaktoren, die schliefflich die
Transkription von Genen regulieren, die Proliferation fordern und Apoptose verhindern. Der
MAPK-Signalweg kann zuséatzlich Gber die Aktivitdt von RTK eingeleitet werden, da Shc
auch diesen Rezeptoren nachgeschaltet ist (Krauss, 2003; Tamura et al., 1999; Pelicci 1992).

FAK e PI3-Kinase

/ \

p130Cas Akt/PKB
Rho-GTPasen

N
1

Bildung von
Fokalkontakten ) L
Aktinpolymerisation .
Abbildung 1.6:
\ / Schematische Darstellung der Mechanismen
zur Regulation von Zellmigration und
. . -adhésion via FAK- und Akt-Signalweg.
Migration Interaktionen zwischen Rho-GTPasen und WAS-
Adhision Proteinen  fordern  die  Bildung  neuer

Fokalkontakte und die Aktinpolymerisation in
Migrations- bzw. Adhasionsrichtung.

Uber Aktivierung von p130“® (p130 Crk-associated substrate) fordert FAK zudem die
Zellmotilitat und -adhasion fuhrt. p130“® aktiviert Rho-GTPasen, die daraufhin mit WAS
(Wiskott-Aldrich Syndrom)-Proteinen interagieren und den Arp2/3 (Actin related proteins
2/3)-Komplex aktivieren (Abbildung 1.6) (Yamazaki et al., 2005; Miki und Takenawa, 2003).
Der Arp2/3-Komplex initiiert die Umstrukturierung des Zytoskeletts durch Polymerisation
von Aktin-Monomeren zu Aktinfilamenten in Richtung des eintreffenden Signals an der
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Zellmembran (Yamada und Araki, 2001). Die Zelle veréndert auf die Weise ihre Form und
bewegt sich hinzu der hoheren Konzentration an Komponenten der EZM oder anderer
chemotaktischer Faktoren (Miki und Takenawa, 2003; Krauss, 2003). Zusatzlich kommt es
zur Ausbildung neuer Fokalkontakte. Diese Mechanismen sind essentiell fiir die koordinierte

und gerichtete Migration und Adhdsion von Zellen (Gu et al., 1999).

Werden Rezeptor-Tyrosinkinasen durch Ligandenbindung aktiviert, wird die PI3
(Phosphatidyl-Inositol 3)-Kinase an die Phosphorylierungsstellen des Rezeptors rekrutiert und
aktiviert (Abbildung 1.5). Sie ist nun in der Lage das Lipid PIP2 (Phosphatidyl-Inostitol-
(4,5)-Biphosphat) zu PIP3 (Phosphatidyl-Inositol-(3,4,5)-Triphosphat) zu phosphorylieren.
Eine erhdhte PIP3-Akkumulation sorgt fur die Rekrutierung von Akt/PKB (Proteinkinase B),
die mit deren Aktivierung einhergeht (Hers et al., 2011). Akt wirkt nun auf viele Zielproteine
ein (Bellacosa et al., 2004). Zum einen aktiviert es Rho-GTPasen, die die bereits flr die FAK-
Signalweiterleitung beschriebene Umstrukturierung des Zytoskeletts und Neubildung von
Fokalkontakten initiieren (Abbildung 1.6). Uber den mTOR-Komplex 1 und weitere
Transkriptionsfaktoren reguliert Akt zum anderen die Transkription von anti-apoptotischen
und pro-proliferativen Genen (Cully et al., 2006; Shaw und Cantley, 2006). Die von
Integrinen und von RTK initiierten Signalwege stehen ber FAK und PI3K miteinander in
Verbindung. So kann der Akt-Signalweg auch durch Integrinaktivierung via FAK reguliert
werden (Yamada und Araki, 2001).

Der Tumorsuppressor PTEN wirkt als Antagonist der beiden Signaltransduktionskaskasden
ein. FAK und Shc werden durch Dephosphorylierung inaktiviert und somit wird die
Signalweiterleitung zum MAPK-Signalweg unterbunden. Der Akt-Signalweg wird gehemmt,
da durch Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 durch PTEN nicht mehr geniigend PIP3 zu
Rekrutierung von Akt vorhanden ist. So wirkt PTEN den Prozessen, die zur Bildung von
Metastasen fuhren, entgegen (Yamada und Araki, 2001). Flr den proteasomalen Abbau von
PTEN sorgt die Ubiquitinligase Nedd4.1 (Wang et al., 2007). Im NZK kommt es jedoch
hé&ufig zu einer Reduktion der Expression des Tumorsuppressors PTEN (Brenner et al., 2002;
Hager et al., 2007). Hier findet also kein inhibitorischer Einfluss auf die Prozesse der
Metastasierung statt.
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1.2.3 Organspezifische Metastasierung

Die verschiedenen Tumorentitdten weisen sich durch flr sie typische Orte der Metastasierung
aus. So werden zum Beispiel bei einer NZK-Erkrankung bevorzugt Lungen, Knochen, Leber
und Gehirn befallen (Han et al., 2003). Obwohl bereits viel tGber die Mechanismen der
Bildung von Metastasen bekannt ist, sind die Hintergriinde flr diese Organspezifitat der
Tumorzellen noch relativ unklar. In den letzten Jahrzehnten der Forschung haben sich
verschiedene mogliche Hypothesen heraus kristallisiert, die die Festlegung bestimmter

Organe als bevorzugte Metastasierungsorte erklaren kénnten.

1.2.3.1 Hypothesen zur Erklarung der organspezifischen Metastasierung

Die erste Hypothese besagt, dass die Spezifitit in engem Zusammenhang mit dem
Kreislaufsystem steht. Hierbei geht die Auswahl der Metastasierungsorte einher mit dem
Verlauf des Blutkreislaufs durch den Korper, die Hohe des Blutdrucks, die Starke des
Blutflusses und mit dem Lumen und der Durchl&ssigkeit der Blutgefalle. So metastasieren
Tumorzellen zum Beispiel bevorzugt in Organe, durch die sie der Blutfluss unmittelbar nach
Verlassen des Primartumors fuhrt (Chambers et al., 2002). In der zweiten Hypothese werden
verschiedene genetische und epigenetische Charakteristika der metastasierenden Tumorzellen
als ausschlaggebend fiir deren organspezifische Ausbreitung diskutiert. Hierbei geht es um
genetische Veranderungen, die das Uberleben der Tumorzellen und die Fahigkeit zur
Metastasierung in ganz bestimmten Organen begiinstigen. Die Veranderungen treten haufig
schon frih in der Kanzerogenese auf und betreffen intrazelluldre und sekretorische
Eigenschaften sowie die Beschaffenheit der Zelloberflache (Nguyen et al., 2009; Psaila und
Lyden, 2009). Die dritte Hypothese wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts von Steven
Paget aufgestellt. Seine ,,Seed and Soil“-Hypothese besagt, dass sich die Organspezifitat aus
der Abhéngigkeit der metastasierenden Tumorzellen (Seed) von den Bedingungen, die im
Gewebe des Sekundérorgans (Soil) herrschen, ergibt (Paget, 1989; Fidler, 2001). Bei einer
erfolgreichen Entwicklung von Metastasen sind die Tumorzellen auf Faktoren der
Mikroumgebung angewiesen, die die Beweglichkeit, Adh&sion ans Endothel und an die EZM,
Proliferation der metastasierenden Zellen und somit das gesamte Tumorwachstum fordern.
Hierzu zahlen eine Reihe von Wachstumsfaktoren, eine spezielle Zusammensetzung der EZM
(insbesondere Fibronektin) und bestimmte Proteasen, die fir den Umbau der Matrix zustandig
sind (Psaila und Lyden, 2009; Chiang und Massagué, 2008). Ein Vorhandensein von
bestimmten Wachstumsfaktoren ist jedoch fir die metastasierenden Zellen irrelevant, wenn

sie nicht tber Rezeptoren fur diese Faktoren verfligen und sie somit nicht binden kénnen. Die
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Ausstattung der Tumorzellen muss also mit den Bedingungen der Mikroumgebung des
Metastasierungsortes Ubereinstimmen. Dies garantiert molekulare Interaktionen zwischen
Tumorzellen und den Zellen des Zielorgans (Chambers et al., 2002). Somit zeigt sich, dass die
Hypothesen nicht unabhéngig voneinander betrachtet werden kdnnen, sondern nur eine
Kombination als mégliche Erklarung fiir eine organspezifische Metastasierung in Frage

kommt.

1.2.3.2 Hintergrtinde einer Knochen-spezifischen Metastasierung
Wie bereits in Abschnitt 1.1.4 erwahnt, sind Knochen ein bevorzugter Ort fur NZK-
Metastasen. Etwa 30% der NZK-Patienten entwickeln wéhrend des Krankheitsverlaufs

Knochenmetastasen (Woodward et al., 2011).

Diese hohe Frequenz kann zun&chst mit der starken Fenestrierung der Kapillaren des
Knochenmarks begriindet werden. Diese spezielle hier bestehende Struktur ist besser
durchlassig fur Tumorzellen und erleichtert somit die Infiltration. Dagegen sind zum Beispiel
die Kapillarwdande der Lungen luckenlos mit Endothelzellen ausgekleidet, was ein
Durchdringen der Tumorzellen erschwert (Nguyen et al.,, 2009). Der Verlauf der
Blutzirkulation durch den Koérper spricht wiederum fur eine gehduft auftretende Verbreitung
der Tumorzellen in die Lungen. Tumorzellen, die sich zum Beispiel aus einem
Mammakarzinom oder NZK lésen, gelangen mit dem Blutfluss zundchst ins Herz und
unmittelbar darauf in die Kapillaren der Lungen, in denen viele Zellen auf Grund des geringen
Kapillarlumens ,,stecken‘ bleiben (Chambers et al., 2002).

Eine bevorzugte Metastasierung in Knochen kann auch damit erklart werden, dass die im
Knochengewebe vorherrschenden Bedingungen essentielle zelluldre Prozesse wie Motilitét,
Adhasion und Proliferation von metastasierenden Tumorzellen beguinstigen. Auf Grund der
Aktivitadt von Osteoblasten und Osteoklasten befinden sich Knochen im permanenten Auf-
und Abbau. Hierbei kommt es zur Freisetzung verschiedener Faktoren, die in der
Knochenmatrix stdndig zur Verfligung stehen: die Wachstumsfaktoren TGFf (Transforming
growth factor beta), IGF I und Il (Insulin-like growth factor), FGF (Fibroblast growth factor),
PDGF (Platelet-derived growth factor) und Faktoren, die die Adh&sion der Tumorzellen in
dieser Region erleichtern (EZM-Komponenten: Fibronektin und Kollagen) (Roodman, 2004;
Mundy, 1997, Kominsky et al., 2007). Da es sich bei Knochen um den priméren

Calciumspeicher des Korpers handelt, sind Calcium-lonen, die beim Knochenumbau
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freigesetzt werden und in erhdhter Konzentration vorliegen weitere wichtige Faktoren (Saidak
et al., 2009a).

Bei der Untersuchung von NZK-Knochenmetastasen konnte bereits gezeigt werden, dass die
dem EGF- und dem TGFp-Rezeptor nachgeschalteten Signalwege eine wichtige Rolle bei der
Bildung von Knochenmetastasen spielen (Weber, 2007). Eine bedeutende Komponente dieser
Signaltransduktionswege ist der Tumorsuppressor PTEN. Diesem Protein kommt eine
entscheidende Rolle bei der Bildung von Knochenmetastasen zu. Wu et al. konnten zeigen,
dass PTEN die Zellmigration von Prostatakarzinomzellen hemmt, wenn diese mit von
Osteoblasten konditioniertem Medium angelockt wurden. Ein Verlust der PTEN-Funktion

hob diesen Effekt auf und vereinfachte die Bildung von Knochenmetastasen (Wu et al., 2007).

Die hier genannten bisher identifizierten molekularen Zusammenhange der organspezifischen
Metastasierung in Knochen sind noch nicht volistandig verstanden. Zudem konnte vielen
weiteren Molekilen dieser und anderer Signalwege eine entscheidende Bedeutung
zukommen. In der vorliegenden Arbeit war es von besonderem Interesse die organspezifische
Knochenmetastasierung unter dem Aspekt des Calcium-angereicherten Knochenmilieus
aufzuklaren. Aus diesem Grund soll im ndchsten Abschnitt vertieft auf Calcium und seinen
zelluléren Rezeptor, den Calcium-sensitiven Rezeptor (CaSR), eingegangen werden, und die
bisher bekannte Rolle bei der Bildung von Knochenmetastasen anderer Tumorentitdten

beschrieben werden.

1.3 Die Rolle des Calcium-sensitiven Rezeptors (CaSR) und Calciums bei der Knochen

spezifischen Metastasierung

1.3.1 Calcium und CaSR

Calcium erfullt wesentliche Aufgaben im Korper: Es ist Bestandteil von Knochen, als
intrazellularer Transmitter aktiv (z.B. in Nerven- und Muskelzellen) und erforderlich fir die
Blutgerinnung. Extrazelluldr beeinflusst es die Durchldssigkeit von Epithelien und
Endothelien. Fir die Regulierung des Calcium-Haushalts sind hauptsachlich die Nieren und
die Nebenschilddriisen zustandig. Hierbei kommt dem Calcium-sensitiven Rezeptor eine
Schlusselrolle zu, da die Wirkung von extrazellularem Calcium auf die Zelle hauptsachlich

uber ihn bedingt wird.
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Der CaSR wurde erstmals 1993 von Brown et al. beschrieben (Brown et al., 1993). Er gehort
zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Hu und Spiegel, 2007). Zur Bewaltigung
der Regulation der Calcium-Homoostase wird der CaSR in der gesunden Niere exprimiert und
ist entlang des gesamten Nephrons lokalisiert (Riccardi et al., 1998). Hier kann er
Veranderungen sowohl im Urin als auch in Interstitialfliissigkeit detektieren. Neben der
Regulation der Calcium-Homdostase ist der CaSR in der Niere flr die Phosphat-Homd@ostase,
den Kationentransport und die damit verbundene Konzentrierung des Urins zustédndig. Hinzu
kommen Aufgaben bezliglich der Ansauerung des Urins und die Renin-Sekretion (Riccardi
und Brown, 2010). Die Konzentrierung des Urins wird einerseits durch Blockierung der
renalen Wirkung des Parathormons bewirkt, was in einer verstarkten Phosphatausscheidung
resultiert (Ba et al., 2003). Andererseits reduziert der CaSR den parazelluléren Calcium- und
Magnesium-Transport und die hormonstimulierte Natriumchlorid-Ausscheidung Uber
Reduktion von cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) und Aktivierung der
Proteinkinase C (Herbert et al., 1997). Durch Stimulation der Protonenausscheidung durch
ATP-Synthasen reguliert der CaSR die Ansduerung des Urins (Renkema et al., 2009). Durch
die Reduktion der Bildung von cAMP wird zudem die Sekretion des Enzyms Renin geférdert.
Dies flhrt zur gesteigerten Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, das zur
Blutdrucksteigerung dient und ebenfalls zur Regulation den Wasser- und lonenhaushalt
beitragt (Beierwaltes, 2010).

In der Nebenschilddrise reguliert der CaSR die Parathormon (PTH)-Sekretion. Fallt die vom
CaSR wahrgenommene Calcium-Konzentration unter den Sollwert, kommt es zur
Ausschittung von Parathormon aus den Nebenschilddriisen. PTH sorgt fiir eine verstéarkte
Mobilisierung von Calcium aus dem primaren Calciumspeicher, den Knochen, und fir eine
Resorption im distalen Tubulus der Niere. Ist der Sollwert wieder erreicht, wird Gber den
CaSR die PTH-Sekretion gestoppt (Schmidt et al.,, 2005). Die normale Calcium-
Konzentration steigt vom Plasma bis ins Innere der Knochen extrem an (Abbildung 1.7)
(Peacock, 1980).
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Calcium [M]
0,0025 —
Plasma: 10 mM
extrazelluldr: 20 mM
0,025 —
intrazelluldr: 200 mM
0,25 |—
Abbildung 1.7:
Unterschiedliche Calcium-Konzentrationen in den einzelnen
Knochen: 40 M Kompartimenten Qes Kno.chenmiliegs (Pgacock,_ 1980). Die
25| Calcium-Konzentration ~ steigt ~ deutlich in  Richtung der
Knochenmatrix an. Im Plasma betrégt sie 10 mM, extrazellular 20
mM, intrazellular 200 mM, im Knochen erreicht sie ihr Maximum
von 40 M. Im Extrazellularraum und im Plasma befinden sich
250 jedoch nur 50% in der ionisierten Form, der Rest liegt in
Komplexen vor.

Nach Aktivierung durch extrazellulares Calcium reguliert der CaSR uber verschiedene
intrazelluldre Signalwege eine Vielzahl von zelluldren Prozessen, wie Zellproliferation,
Differenzierung, Migration und Apoptose (Brown und McLeod, 2001; Brennan und
Connigrave, 2009). Die genauen Mechanismen dieser Signalweiterleitung werden in
Abschnitt 1.3.3 beschrieben.

Neben dem CaSR besteht fiir Calcium die Mdglichkeit lber alternative Rezeptoren auf die
Zelle einzuwirken. Zwei weitere Calcium-sensitive G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind die
metabotropen  Glutamatrezeptoren (mGluR) und die y-Aminobuttersdure (GABA)-
Rezeptoren. Ihre physiologische Relevanz in Bezug auf die Calcium-Signalweiterleitung ist
jedoch noch unklar und scheint wesentlich unbedeutender als die des CaSR zu sein (Brown
und McLeod, 2001; Kubo et al., 1998; Wise et al., 1999). Des Weiteren kann eine Reihe von
lonenkanélen der TRP (transient receptor potential channels)-Familie den Calcium-Einstrom
in die Zelle modulieren (Hsu et al., 2007; Prevarskaya et al., 2007). Kommt es zur Sekretion
von S100-Proteinen, konnen auch diese extrazelluldres Calcium binden und durch
Interaktionen mit transmembranen Proteinen zelluldre Funktionen regulieren, die an der

Metastasierung beteiligt sind (Helfman et al., 2005).

In aktuellen Studien wird diskutiert, ob die erhohte Calcium-Konzentration im
Knochenmilieu zur organspezifischen Bildung von Knochenmetastasen beitragen kénnte und

welche Rolle hierbei dem CaSR zukommt.
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1.3.2 Calcium und CaSR bei der Knochenmetastasierung anderer Tumorentitaten

Knochen lassen sich vor allem durch ihre hohe Konzentration an Calcium charakterisieren. In
keinem anderen Organ des Korpers kommt es zu einer so starken Calcium-Anreicherung
(Peacock, 1980). Da sich Knochen in diesem Aspekt von anderen Organen unterscheiden,
konnte genau das dafir ausschlaggebend sein, dass Tumorzellen bevorzugt in dieses Milieu
migrieren, hier gute Wachstumsbedingungen finden und schlieBlich eine organspezifische
Metastase bilden. Diese Uberlegungen kénnen jedoch nur dann zutreffen, wenn die

Tumorzellen féhig sind, Calcium wahrzunehmen. Sie missten also im Besitz des CaSR sein.

1.3.2.1 Calcium und CaSR als Induktoren der Knochenmetastasierung im Mamma- und
Prostatakarzinom

Die Forschungsarbeiten anderer Arbeitsgruppen geben Hinweise darauf, dass Calcium und
der CaSR bei der Knochenmetastasierung des Mamma- und Prostatakarzinoms eine
bedeutende Rolle zukommt. Die Arbeitsgruppe um Saidak et al. konnte zeigen, dass Calcium
einen fordernden Effekt auf die chemotaktische Migration von Mammakarzinomzellen hat.
Dieser Effekt zeigte sich besonders stark in den Zelllinien, die aus Patienten mit
Knochenmetastasen stammten und somit ein erhohtes Potenzial zur Bildung dieser hatten. Die
Wirkung von Calcium auf die Tumorzellen kam Uber den CaSR zustande (Saidak et al.,
2009b). Die Arbeitsgruppe Liao et al. fiihrte Untersuchungen an Prostatakarzinomzellen
durch. Sie konnte zeigen, dass eine erhdhte Calcium-Konzentration die Zellproliferation und
Adhasion von Tumorzellen stimuliert, die aus Patienten mit Knochenmetastasen kultiviert
wurden. In diesen Zellen konnte zudem eine Uberexpression des CaSR detektiert werden.
Stammten die untersuchten Tumorzellen aus Patienten, bei denen es nicht zur Ausbildung von
Metastasen kam, loste Calcium keine Stimulation der Proliferation aus. Liao et al.
untersuchten in ihrer Arbeit auch die beteiligten Signalwege. Als entscheidend stellten sich
hierbei der Akt- und der Erk-Signalweg heraus, da sie durch Calcium in den Tumorzellen
aktiviert wurden (Liao et al., 2006). Weitere Effekte von Calcium zeigten sich beziiglich des
programmierten Zelltods. Calcium wirkt ber den CaSR inhibierend auf die Apoptose von
Prostatakarzinomzellen die sich durch ein erhdhtes Potenzial zur Metastasierung in Knochen
ausweisen. Hieran sind ebenfalls der Akt-Signalweg und die p38 MAPK beteiligt, jedoch
nicht Erk (Tfelt-Hansen et al., 2004). Eine detaillierte, zusammenfassende Beschreibung der
fir die Metastasierung wichtigen Signalwege, die dem CaSR nachgeschaltet sind, erfolgt in
Abschnitt 1.3.3.
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Diese Entdeckungen sprechen stark daflr, dass der erhohten extrazellularen Calcium-
Konzentration in Knochen wund dem CaSR eine bedeutende Rolle bei der
Knochenmetastasierung zukommt. Ob Calcium ein entscheidender Faktor bei der Bildung
von NZK-Knochenmetastasen ist, muss noch geklart werden. Die Expression des CaSR im
NZK wurde ebenfalls noch nicht untersucht. Beziiglich dieser Aspekte sind noch keine
Forschungsergebnisse publiziert.

1.3.2.2 Interaktionen zwischen Tumorzellen und Osteoklasten in der Knochenmatrix via
Calcium und CaSR zur Anpassung des Metastasierungsortes

Wie bereits in Abschnitt 1.2.3.2 erwahnt, gibt es in der Knochenmatrix tber Calcium hinaus
weitere Faktoren, die eine Bildung von Metastasen beginstigen. Alle diese Faktoren werden
verstérkt freigesetzt, wenn Tumorzellen nach Eintritt in die Knochenmatrix mit Osteoklasten
interagieren und somit die Osteolyse vorantreiben (Abbildung 1.8). Hierdurch koénnen die
metastasierenden Tumorzellen durch ihre eigene Aktivitat die Knochenmatrix noch besser an
ihre Bedurfnisse anpassen (Keller et al., 2001; Yin et al., 2005).

}.

Tumorzelle -—-""‘@-b PTHrP
gesunde Zelle

mRTK &Integrin
\ / E Osteoklast-
E Vorldufer

\ / Osteoklast ‘ Osteoklast

Osteolyse Osteolyse

Knochenmatrix

Abbildung 1.8:

Schematische Darstellung der bidirektionalen Interaktionen von metastasierenden
Mammakarzinomzellen und Osteoklasten, modifiziert nach Saidak et al., 2009. Der
Hintergrund dieser Interaktionen liegt in der verstarkten Sekretion von PTHrP durch
Mammakarzinomzellen. Dies initiiert den Knochenabbau und die Freisetzung von Faktoren,
die das Wachstum der Tumorzellen férdern. Ein sogenannter Teufelskreis entsteht. Im
Gegensatz zu malignen Zellen flhrt die Aktivierung des CaSR in gesunden Zellen zu einer
Reduktion der PTHrP-Sekretion und nicht zu einer Férderung des Knochenabbaus.
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Durch Analysen an metastasierenden Mammakarzinomzellen konnte ein mogliches Modell
fur den Ablauf der bidirektionalen Interaktionen zwischen Tumorzellen und Osteoklasten
skizziert werden. Im Gegensatz zu gesunden Zellen schitten Mammakarzinomzellen
vermehrt PTHrP (Parathormon related protein) aus. PTHrP wirkt in ahnlicher Weise auf den
Knochen wie PTH, das fur die Regulation der Calcium-Homd@ostase zustandig ist: Es
stimuliert die Bildung von Osteoklasten (Burtis et al., 1987; McCauley und Martin, 2012).
Eine groRere Anzahl von Osteoklasten sorgt fur einen intensiveren Abbau der
Knochensubstanz. Dadurch wird die Freisetzung verschiedener Faktoren verstarkt, die das
Wachstum der Tumorzellen in den Knochen beglinstigen. Zu diesen Faktoren zdhlen Calcium,
die EZM-Komponenten Fibronektin (FN) und Kollagen (KN) und die Wachstumsfaktoren
IGF, TGF, PDGF und FGF. Da die PTHrP-Sekretion der Tumorzellen durch Calcium
verstéarkt wird, fihrt die zellulére Interaktion zu einem sogenannten Teufelskreis. In gesunden
Zellen fihrt die Aktivierung des CaSR zu einer Reduktion der PTHrP-Sekretion. Der
verstarkte Knochenabbau bleibt somit aus (Mihai et al., 2006; Mundy, 1997; Saidak et al.,
2009a).

1.3.3 Calcium-Signalweiterleitung via CaSR

Der CaSR koordiniert die zellulare Antwort auf eine verénderte extrazellulare Calcium-
Konzentration iber verschiedene Signaltransduktionswege. Uber die Regulation von
Migration, Proliferation und Apoptose ist er ma3geblich an den Prozessen der Metastasierung
beteiligt (Brennan und Conigrave, 2009; Manning et al., 2006). In Abschnitt 1.3.2.1 wurden
bereits einige Signalmediatoren angesprochen, die durch den CaSR aktiviert werden. Es gibt
eine Vielzahl weiterer Molekile, die in direkten Zusammenhang mit der Calcium-

Signalweiterleitung gebracht werden (Abbildung 1.9).

Eine Aktivierung des CaSR flhrt zu einer Konformationsédnderung des heterotrimeren G-
Proteins durch Austausch von GDP (Guanosindiphosphat) gegen GTP (Guanosintriphosphat).
Das G-Protein dissoziiert in eine a- und eine By-Untereinheit. Die aktivierte a-Untereinheit
ubertragt das Signal des CaSR auf unterschiedliche intrazellulare Molekile (Krauss, 2003).
Uber die MAPK-Signalkaskaden (Erk, p38a und JNK) und der ihr nachgeschalteten Kinasen
und Transkriptionsfaktoren reguliert der CaSR Zellproliferation und Apoptose (Tfelt-Hansen
et al., 2003; Ogata et al., 2006). Der CaSR ist desweiteren Uber eine Aktivierung der PI3-
Kinase in die Regulation des Akt-Signalwegs involviert (Li et al., 2012). Proliferation und

Apoptose werden Uber mTOR und verschiedene Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Die
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Migration wird durch Umstrukturierung des Zytoskeletts mittels Rho-GTPasen gefordert
(Abschnitt 1.2.2 und Abbildung 1.6). AuRerdem findet sich eine Verbindung zwischen dem
CaSR und dem Phospholipid C (PLC) (Huang und Miller, 2007). Uber Veranderung der
Aktivitat dieses Signalmolekils greift der CaSR ebenfalls in die Regulation der Proliferation
ein. PLC spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in die beiden second messengers
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Dies fuhrt zur Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) und zur Freisetzung intrazellularer Calciumionen aus dem
Endoplasmatischen Retikulum (Krauss, 2003). Eine Fehlregulation dieser essentiellen
zellul&ren Funktionen kann zur Forderung der Metastasenbildung und des Tumorwachstums

fuhren.

Adenylat-
zyklase

|

PKA

Zellmembran

PI3-Kinase MAPK (Erk, JNK, p38a)

N v

Rho-GTPasen

<«—— | Akt/ Kinasen +

WAS-Proteine Transkriptionsfaktoren

IP,
l PKC
v
mTOR + \
Transkriptionsfaktoren \

Proliferation
Apoptose
Abbildung 1.9:

Schematische Darstellung der Wirkung von Calcium via CaSR auf verschiedene intrazellulare
Signalwege. Die vom CaSR beeinflussten Signalwege miinden in der Regulation von zelluléren Prozessen wie
Migration, Apoptose und Proliferation. Eine Fehlregulation kann eine erfolgreiche Metastasierung beglnstigen.

Schlie3lich kommt es auch zur Inhibition der Adenylatzyklase und somit zur Reduktion von
CAMP (Saidak et al., 2009a). Durch ein Absinken der intrazellularen cAMP-Konzentration

wird dessen Hauptziel, die Proteinkinase A (PKA), weniger stark aktiviert. Die Proteinkinase
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A ist in die Aktivierung des Energiestoffwechsels involviert und sorgt fur die
Phosphorylierung von lonenkanalen und Transkriptionsfaktoren (Krauss, 2003).

1.3.4 Regulation der Expression des CaSR

In der Literatur werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die zu einer Regulation der
CaSR-Expression fiihren konnen. Calcitriol kommt als positiver Regulator des CaSR in
Frage. Calcitriol ist die biologisch aktive Form des Prohormons Vitamin D3 und wird in der
Niere und der Leber produziert. Die Produktion wird durch Parathormon stimuliert. Durch
eine verstarkte Freisetzung von Calcium aus den Knochen hélt das Parathormon die
extrazellulare Calcium-Konzentration aufrecht. Calcitriol kommt die Aufgabe zu diesen
Knochenabbau wieder auszugleichen. In der Niere und im Darm férdert es die Calcium- und
Phosphat-Resorption, was die Mineralisierung der Knochen unterstitzt. Ein Zusammenspiel
von Parathormon und Calcitriol reguliert somit die Calcium-Homoostase (Dusso et al., 2005;
Schmidt et al., 2005). Die Wirkung von Calcitriol kommt tiber Genregulation zustande. Nach
Bindung an den Vitamin-D-Rezeptor gelangt es in den Zellkern und reguliert die
Transkription verschiedener Gene. Hierzu zéhlt unter anderem der CaSR (Abukawa et al.,
2001; Dusso et al., 2005). Canaff und Hendy gelang es sogar zwei VDREs (Vitamin D
Response Elements) in der Promotorregion des CaSR-Gens zu identifizieren (Canaff und
Hendy, 2002). Die Wirkung von Calcitriol auf den CaSR im NZK ist jedoch umstritten.
Calcitriol liegt in vielen verschiedenen Tumoren, so auch im NZK, reduziert vor und kénnte
somit seine regulatorische Wirkung auf den CaSR eventuell nicht austben (Ikuyama et al.,
2002; Blomberg et al., 2010).

Bei zwei weiteren beschriebenen Regulatoren der CaSR-Expression handelt es sich um
Phosphat und oxidiertes LDL (Low Density Lipoprotein). Bei Erkrankung an sekunddrem
Hyperparathyreoidismus kommt Phosphat eine hemmende Wirkung auf den CaSR zu
(Driueke, 2004). Oxidiertes LDL erhoht dagegen die Expression des Rezeptors (Guo et al.,
2010). Eine Beeinflussung durch extrazelluldres Calcium selbst konnte durch Arbeiten von
zwei unterschiedlichen Arbeitsgruppen an Rattennieren ausgeschlossen werden (Rogers et al.,
1995; Brown et al., 1996).

1.3.5 Allosterische Modulation des CaSR
Es wurden bereits einige synthetische allosterische CaSR-Modulatoren entwickelt, die

Potenzial haben, als Therapeutika bei einer Dysfunktion der Regulation der Calcium-
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Homoostase zum Einsatz zu kommen. Hierbei gibt es zwei Arten von Modulatoren:
Calcilytics und Calcimimetics. Calcimimetics erhohen die CaSR-Aktivitat, Calcilytics
hemmen den CaSR. Alle Derivate gehoren zur Gruppe der Phenylalkylamine (Saidak et al.,
2009c¢). Der einzige in der Klinik zugelassene CaSR-Modulator ist Cinacalcet. Er kommt zum
Einsatz bei Patienten mit Hyperparathyreoidismus und sorgt durch CaSR-Aktivierung fiir eine
verminderte Ausschuttung des Parathormons (Jensen und Brduner-Osborne, 2007). Ein
inhibierender CaSR-Modulator ist unter der Bezeichnung NPS 2143 bekannt (Nemeth, 2002).
Eine Behandlung mit NPS 2143 reduziert die Sensitivitat des CaSR gegeniiber Calcium und
die intrazellulare Signalweiterleitung. Aus diesem Grund wird derzeit diskutiert, ob
Calcilytics als mdgliche Therapeutika zur Pravention und Behandlung bei Knochenmetastasen

in Frage kommen (Saidak et al., 2009c¢).

1.4 Zielsetzung

Bei etwa 30% aller NZK-Patienten kommt es zur Ausbildung von Knochenmetastasen. Diese
hohe Frequenz deutet darauf hin, dass NZK-Zellen bevorzugt in dieses Organ metastasieren,
da die Knochenmatrix ein gunstiges Milieu fiir das Wachstum von NZK-Zellen bietet. Zwar
ist schon viel Uber die allgemeinen Mechanismen der Metastasierung bekannt, die
Hintergrinde flr die spezifische Metastasierung in dieses Organ sind jedoch noch relativ
unklar. Aus diesem Grund bestanden die Ziele der vorliegenden Arbeit in der Aufklarung der
Prozesse der organspezifischen NZK-Metastasierung in Knochen und der daran beteiligten

Faktoren und intrazellularen Mechanismen.

Da sich Knochen als das Organ mit der hochsten Calcium-Konzentration auszeichnen, kénnte
Calcium entscheidend auf die Bildung von Knochenmetastasen einwirken. In anderen
Tumorentitdten wurden bereits Zusammenhénge zwischen den Effekten von Calcium auf
Tumorzellen, der Expression des CaSR und einer bevorzugten Metastasierung in Knochen

hergestellt. Fir das NZK sind solche Hinweise noch nicht bekannt.

Die Tatsache, dass der CaSR in der Niere exprimiert wird, bietet die Grundlage dafir, dass
Nierenkarzinomzellen sensitiv fir Calcium sind. Dies setzt voraus, dass es auf Grund der
malignen Transformation nicht zur vollstdndigen Reduktion der CaSR-Expression kommt.
Um dies zu Kkléren, sollte in der vorliegenden Arbeit zundchst die CaSR-Expression in
gesundem und malignem Nierengewebe und priméren Tumorzellen von NZK-Patienten

untersucht und mit dem Metastasierungsstatus korreliert werden. Zudem sollte geklart
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werden, ob Calcium an der Regulation der CaSR-Expression beteiligt ist. Anhand der NZK-
Tumorzellen sollte daraufhin dargestellt werden, ob Calcium zellulare Prozesse wie
Migration, Adhésion und Proliferation beeinflusst und somit potenziell Metastasierung
fordern konnte. Des Weiteren bestand ein Ziel dieser Arbeit in der Aufklarung der hieran
beteiligten molekularen Mechanismen. In anderen Tumorentitdten konnten zwar schon einige
involvierte CaSR-Signalwege aufgedeckt werden, es ist jedoch fraglich, ob diese auch fir die
Knochenmetastasierung des NZK verantwortlich sind. Die Rolle des CaSR bei der durch
Calcium begunstigten Knochenmetastasierung sollte durch gezielte Hemmung verifiziert
werden. SchlielRlich sollte in dieser Arbeit auch die Target-Therapie einbezogen werden, da
sie derzeit die Therapieoption mit der héchsten Ansprechrate darstellt. Ziel war es zu klaren,
ob die Behandlungserfolge einer TKI-Behandlung mit dem Metastasierungspotenzial des

Tumors und der Lokalisation der Metastase zusammenhangen.

Die Aufklarung der Rolle von Calcium und seinem Rezeptor fur die NZK-
Knochenmetastasierung konnte erheblich dazu beitragen weitere prognostische Marker
aufzudecken und neue Ansétze fur Therapieoptionen zu finden bzw. die bestehenden
Therapiemdglichkeiten zu optimieren. Ein fundiertes Wissen uber die molekularen
Verénderungen, die bei NZK-Patienten zur Knochenmetastasierung fihren, wirde die

Forschung dem Ziel einer individualisierten Therapie einen Schritt naher bringen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

2-Methylbutan (Roth, Karlsruhe), Aceton (AppliChem, Darmstadt), Agarose (Amersham,
Biosciences, Freiburg), Alamarblaulésung AlamarBlue (Invitrogen), Alkopharm
(Briiggemann), Ammonium-Persulfat (APS) (Roth, Karlsruhe), Amniomax C100
Basalmedium (Gibco), Amniomax C100 Supplement (Gibco), Antibody Diluent (Dako,
Carpinteria, USA), Aprotinin (Roche, Mannheim), Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen),
Agqua Dest. (Braun, Melsungen), Benzamidin (Merck, Darmstadt), Bovine Serum Albumin
(BSA) (Sigma), Bromphenolblau/Xylencyanol  (Sigma  Chemie,  Deisenhofen),
Calciumchlorid (Sigma, Steinheim), Cinacalcet (Selleck), Control Mouse IgGl (Dako,
Glostrup, DK), Coomassie-Farbelésung Roti-Blue (Roth, Karlsruhe), DAB (3,3'-
Diaminobenzidin) (Dako, Carpinteria, USA), Deconex Laborreiniger (Borer Chemie),
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), Dithiotreithol (DTT) (Roth,
Karlsruhe), dNTP Mix (Promega Corporation, Madison), Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (PAA), Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Gibco), Entellan
(Merck, Darmstadt), Essigsaure (Roth, Karlsruhe), Ethanol (AppliChem, Darmstadt),
Ethidiumbromid 0,7 mg/ml (Eurobio, Raunheim), Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Merck,
Darmstadt), Fibronektin (Lyophilisat, steril) (Invitrogen), Formaldehyd (Sigma, St. Louis,
USA), Fotales Kalberserum (FCS, frei von Doxycyclin) (PAA), Hemacolor-Lésungen 2 und 3
(Merck, Darmstadt), HEPES 1M (Gibco); Immersionsdl (Merck, Darmstadt), Iscove Basal
Medium (Biochrom AG, Berlin), Isopropanol (AppliChem, Darmstadt), Kaliumchlorid
(Merck, Darmstadt), Kollagen Typ | lyophilisiert (IBFB, Leipzig), Kollagen Typ IV
lyophilisiert (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), Kollagenase Il (Invitrogen, Darmstadt),
Kristallviolett (Sigma), Light Cycler 480 SYBR Green | Master (Roche, Mannheim), LSAB+
System-HRP (Dako, Carpinteria, USA), Magermilchpulver (AppliChem, Darmstadt),
Magnesiumchlorid (Sigma Chemie, Deisenhofen), Mayers Hamalaun (Merck, Darmstadt),
McCoy’s 5A Medium (Gibco, Life Technologies), Methanol reinst (Merck, Darmstadt),
Mercaptoethanol-p (Sigma Chemie, Deisenhofen), MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) (Sigma), Nagellack Express Nailcare (Maybelline Jade, New
York), Natronlauge (AppliChem, Darmstadt), Natriumdodecylsulfat (SDS) (Biorad,

Richmond, USA); Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe), NPS 2143 hydrochloride (Tocris
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Bioscience), Orange Dye (Sigma), Pazopanib (LC Laboratories), PCR-Puffer 10x (Perkin
Elmer, Norwalk), Penicillin/Streptomycin 100x (Anti-Anti) (Gibco, Life Technologies),
Peroxidase Blocking Solution (Dako, Carpinteria, USA), Phenylmethanesulfonylfluoride
(PMSF) (Sigma), Phosphatase-Inhibitor (Sigma, Steinheim), Protease-Inhibitor Cocktail
(Sigma), Puffertabletten nach Weise (Merck, Darmstadt), Roti-Block (Roth, Karlsruhe), Roti-
Blot Anodenpuffer (Roth, Karlsruhe), Roti-Blot Kathodenpuffer (Roth, Karlsruhe), Roti-Blue
(Roth, Karlsruhe), Rotiphorese 10x SDS-PAGE-Laufpuffer (Roth, Karlsruhe), Rotiphorese-
Gel 30 (30% Acrylamid-Stammldsung) (Roth, Karlsruhe), RPMI + Glutamin (Rosewell Park
Memorial Institute) 1680-Medium (Gibco), Salzséure (Merck, Darmstadt), Schwefelsdure
(Merck, Darmstadt), Sorafenib (LC Laboratories), Sunitinib (LC Laboratories), GoTag-
Polymerase (Promega), Terg-a-zyme (Enzymreiniger) (Sigma), Terralin Protect (Schiilke),
Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Roth, Karlsruhe), Tris (hydroxyl-methyl-aminomethan)
(Roth GmbH, Karlsruhe), Tris-(hydroxyl-methyl-amino-methan)HCI (Merck, Darmstadt),
Tris-HCI Buffer 0,5M pH 6,8 (Biorad), Tris-HCI Buffer 1,5M pH 8,8 (Biorad), Triton X-100
(Boehringer, Mannheim), Trypsin-EDTA 0,25% (Sigma), Tween 20 (AppliChem), Vitronektin
from human plasma (Lyophilisat, steril) (Sigma, St. Louis), Wash Buffer 10x fur
Immunzytochemie (Dako, Carpinteria, USA), Western Lightning ECL plus (Perkin Elmer
Life Sciences, Waltham, USA), Xylol (Merck, Darmstadt)

2.1.2 Puffer und Ldsungen
Zum Ansetzen der Puffer und Lésungen wurde destilliertes Wasser verwendet.

Agarosegel (1%) 1 g Agarose
100 ml 1x TAE
Anodenpuffer 16 ml Roti Blot A
32 ml Ethanol abs.
84 ml Hzo
Blocking-Puffer 5% Milchpulver

1x TBS/0,1%Tween 20

Calciumchloridlésung 1 M 1,47 g CaCl,
10 ml H,O
Coomassie-Férbeldsung 60 ml H,O

20 ml Methanol
20 ml Roti-Blue 5x
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Entfarbelésung

Ethidiumbromid-Farbelésung

Paraformaldehyd-Ldsung 4%

Kathodenpuffer

Kollagenaselésung 1mg/ml

Kristallviolett-Losung 0,5%

Lysepuffer

NPS-L6sung 10 mM

Proteinprobenpuffer 6x

Puffer C 10x

7,5% Essigséure
25% Ethanol
ad Aqua dest.

5 ug EtBr/ml H,0O

4 g Paraformaldehyd

100 ml PBS

erhitzen

mit 2 N NaOH lésen und abkiihlen
mit 6 N HCl auf pH 7,2

16 ml Roti Blot K
32 ml Ethanol abs
84 ml Hzo

1 mg Kollagenase Il
1 ml PBS

0,25 g Kristallviolett
50 ml Ethanol 2%

10% 1x Puffer C

1% DTT 0,5 mM

1% Phosphatase-Inhibitor
1% Protease-Inhibitor
2% PMSF 2 mM

ad Aqua dest.

10 mg NPS 2143
2,25 ml DMSO

350 mM TrisHCI, pH 6,8
34,3% Glycerol

10% SDS

0,93gDTT

10% B-Mercaptoethanol
0,06% Bromphenolblau

20 mM Hepes
0,2 M NacCl,

1,5 mM MgCl,
0,4 mM EDTA
1% Triton X-100
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Puffer nach Weise

Sammelgel 4% (Ansatz fir 2 Gele)

Sammelgel 4% (Ansatz flr 2 Gele, grofe Kammer)

TAE 10x

TBS (Tris Buffered Saline) pH 7,5 10x

Trenngel 10% (Ansatz flr 2 Gele)

Trenngel 7,5% (Ansatz flr 2 Gele, grofle Kammer)

Waschpuffer

2.1.3 Kits

1 Puffertablette nach Weise
ad 11 H,0, pH 6,8

3,4 ml H,0O

630 pl Tris-HCI Buffer 0,5M pH 6,8
830 ul Acrylamid

50 ul SDS 10%

50 ul APS 10%

5 ul TEMED

7,2 ml H,O

9,8 ml Tris-HCI Buffer 0,5M pH 6,8
2,7 ml Acrylamid

200 ul SDS 10%

100 pl APS 10%

20 pl TEMED

400 mM Tris
1 mM EDTA, pH 8

4,24 g Tris
292,7 g NaCl
26 g TrisHCI
ad1 | H,O

3,8 ml H,O

2,6 ml Tris-HCI Buffer 1,5M pH 8,8
3,4 ml Acrylamid

100 pl SDS 10%

100 ul APS 10%

4 yul TEMED

19,4 ml H,O

10 ml Tris-HCI Buffer 1,5M pH 8,8
10 ml Acrylamid

400 pl SDS

200 ul APS

20 pul TEMED

0,05% Tween 20
1x PBS

BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific Pierce, Rockford, USA)

cDNA-Synthese Kit SuperScript Il (Invitrogen, Karlsruhe)

35



2. Material und Methoden

Cell Proliferation ELISA BrdU (colorimetric) (Roche, Mannheim)
Human Phospho-Kinase Array Kit (R&D Systems, Abingdon, UK)
RNA Isolation Kit (RNeasy Kit, Quiagen, Hilden)

2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Priméarantikorper

Akt Antibody, polyclonal, rabbit (Cell Signaling, Danvers, USA), B-Actin Antibody,
monoclonal, mouse, Clone AC-74 (Sigma, Steinheim), Calcium Sensing Receptor Antibody,
monoclonal, mouse (Sigma, Steinheim), Calcium Sensing Receptor (6D4) Antibody, mouse,
monoclonal (Santa Cruz, Santa Cruz, USA), Cytokeratin pan, mouse monoclonal (Abcam,
Cambridge, UK), Erk1/2 Antibody, polyclonal, rabbit (R&D Systems, Abingdon, UK), FAK
Antibody, polyclonal, rabbit (Millipore, Temecula, USA), Integrin a5 Antibody, polyclonal,
rabbit (Cell Signaling, Danvers, USA), Nedd4.1 (H-135) Antibody, polyclonal, rabbit (Santa
Cruz, Santa Cruz, USA), Phospho-Akt (Ser473) Antibody, monoclonal, rabbit (Cell
Signaling, Danvers, USA), Phospho-Akt (Thr308) Antibody, monoclonal, rabbit (Cell
Signaling, Danvers, USA), Phospho-Erk1/2 (Thr202/Tyr204, Tyr185/Tyr187) Antibody,
monoclonal, rabbit (R&D Systems, Abingdon, UK), Phospho-FAK (Tyr397) Antibody,
polyclonal, rabbit (Cell Signaling, Danvers, USA), Phospho-FAK (Tyr397) Antibody,
monoclonal, mouse (Upstate, Lake Placid, USA), Phospho-Shc (Tyr239/240) Antibody,
polyclonal, rabbit (Cell Signaling, Danvers, USA), PTEN (138G6) Antibody, monoclonal,
rabbit (Cell Signaling, Danvers, USA), Shc Antibody, polyclonal, rabbit (Cell Signaling,
Danvers, USA)

2.1.4.2 Sekundarantikorper

Donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz, Santa Cruz, USA)
Goat Anti-Rabbit IgG/HRP (Dako, Glostrup, DK)

Rabbit anti-Mouse 1IgG/HRP (Dako, Glostrup, DK)

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (Invitrogen, Eugene, USA)

2.1.5 Oligonukleotide

Calcium-sensitiver Rezeptor (CaSR)-Primer

Forward: 5"-AAG AAA GTT GAG GCG TGG CAG-3’
Reverse: 5-GAG GTC CCA GTT GAT GAT GGA-3’
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TATA-Box Bindungsprotein (TBP)-Primer
Forward: 5"-GGA TAA GAG AGC CAC GAACCAC-3
Reverse: 5-GGC CTT CCT GAA CAC CTT AG-%

Pyruvat-Dehydrogenase (PDH)-Primer
Forward: 5"-GAC CAA TGG ACA TGG AAA CC-3
Reverse: 5'-TGG CAA CCG TAA CAG ACA AA-3

2.1.6 Grolien- und Molekulargewichtsstandards

BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen, Karlsruhe), Magic Mark XP (Invitrogen,
Karlsruhe), 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb) (NEB, Frankfurt), Lambda DNA/HindllI
Marker (Thermo Fisher Scientific Fermentas, St. Leon-Rot), 100bp DNA Ladder (Invitrogen,
Karlsruhe)

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

96 Well Cell Culture Plate (Greiner BioOne, Frickenhausen), Deckglaser Marienfeld
24x50mm (Marienfeld), Handschuhe (Maimed); Kuvetten (Brand), Kryoréhrchen (Nunc,
Wiesbaden), Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 mit Versiegelungsfolie (Roche, Mannheim),
Objekttrager mit Mattrand 76x26mm (Diagonal), Parafilm M (Laboratory Film, Chicago);
Pasteur-Pipetten 150mm und 230mm (VWR), PCR-Reaktionsgefale (0,2 ml) (PEQIab,
Erlangen), Zellkulturschale steril 94x16mm, 145x20mm (Greiner BioOne, Frickenhausen),
Pipetten (serologisch) 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml (Greiner BioOne, Frickenhausen),
Pipettenspitzen mit/ohne Filter 0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 ul (Starlab), Polycarbonat-
Membran 25 x 80 mm, Porengrofle 8 um (Neuro Probe), Poly Screen PVDF Transfer
Membrane (Perkin Elmer), PP (Polypropylen)-Réhrchen (15 ml und 50 ml) (Greiner Bio One,
Frickenhausen), Reacti-Bind Amine-Binding Maleic Anhydride 96-Well Plate (Thermo
Fisher Scientific Pierce, Rockford, USA), Reaktionsgefalie 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf,
Hamburg), Skalpelle, einmal, steril (Braun), Spitzbodenréhrchen (15 ml und 50 ml) (Greiner
Bio One, Frickenhausen), Universal-Alufolie, Filterpapier (Biorad, Munchen),
Zellkulturflasche 25 cm?, 75 cm?, 150 cm? (Greiner BioOne, Frickenhausen), Zellsieb 70 um
(BD, New Jersey, USA)
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2.1.8 Gebrauchsmaterialien

Boyden-Kammer (48-Well-Mikro-Chemotaxis-Kammer) (Costar, Bodenheim), Cell Lifter
(Costar, Cambridge), Cell Scraper (Nunc, Roskilde), Filterklemmen (klein und groR3) (Costar,
Bodenheim), Filterwischer (Costar, Bodenheim), Glaskivetten (Glaswerk Weinheim),
Halterung fir Objekttrager (Diapath, Minchen), Laborwecker (VWR), Nalgene Cryo
Freezing container (Nalgene Nunc International, Roskilde, DK), Neubauer-Kammer (Merck,
Darmstadt), Pinzetten (flache, glatte Spitze) (Labotec, Wiesbaden), Pipetten research
Eppendorf (0,5-10 ul, 1-100 ul, 2-20 ul, 20-200 pl, 100-1000 ul) (Eppendorf, Hamburg),
Pipettierhilfe Accu-jet pro (Brand, Wertheim), Quarzkivetten, Schichtdicke 10 mm (Hellma,
Mdihlheim)

2.1.9 Gerate

Absaughilfe Vacuboy (IBS Integra Biosciences, Fernwald), Blotting-Apparatur Trans Blot
Turbo (BioRad, USA), CO,-Inkubator Hera Cell 240 (Heraeus, Hanau), Zytospin-Zentrifuge
1200 (Hettich Universal), Dampfsterilisator Varioklav (H+P Labortechnik), Detektionssystem
Dokumentationssystem  E.A.S.Y.-Videosystem  (Herolab, = Wiesloch),  Eppendorf-
Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg), Fluorchem E (Biozym), Eismaschine (Ziegra),
ELISA Reader Anthos 2010 (Anthos, Krefeld); Durchflusszytometer FACSCalibur (BD
Biosciences, New Jersey, USA), Gefrierschrank -20°C (Bosch, Gerlingen), Gefrierschrank -
80°C (Nalgen Nunc Int, Penfield, USA), Gelelektrophoresekammer Mini Protean Tetra
System (BioRad, USA), Gelelektrophoresekammer hergestellt in der Werkstatt der
Universitatsmedizin Mainz, HeiBluftsterilisator Heraeus Oven (Thermo Fisher Scientific),
Heiz-/Magnetrihrer (IKA Labortechnik, Stauffen), Heizblock Dri-Block-3 (Techne, Stone,
UK), Heizblock Eppendorf  Thermomixer  compact (Eppendorf, = Hamburg),
Inkubationsschittler VSR 23 (Grant Boekel, Cambridge, England), Kryo-Stickstofftank
Locator 6 Plus (Thermo Fisher Scientific Thermoline, Langenselbold), Kiihlschrank 4°C
Cooler (Bosch, Gerlingen), Labor-Feinwaage (Sartorius, Gottingen), Laborschittler 1KA
(Labotec, Wiesbaden), Laborwaage (Sartorius, Goéttingen), Light Cycler 480 Real-Time PCR
System (Roche, Mannheim), Mikro-Kihlzentrifuge 202 MK (Sigma, Osterode), Mikroskop
Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen), Mikroskop Axiovert 40CFL (Zeiss, Oberkochen),
Mikroskopkamera AxioCam MRc5 (Zeiss, Oberkochen), Mini-Gelkammer mit Geltrdger und
Gelkdmmen (PEQIab, Erlangen), pH-Meter 211 (Hanna Instruments), Photometer Genesys 6
(Thermo Spectronic), Power Supply PP2000 (Biometra, Gottingen), Sicherheitswerkbank

Steri Flow (Heraeus, Hanau), Stabilisierende Gleichstromquelle (PEQIab, Erlangen),
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Thermocycler Touchdown Hybaid (Hybaid, Heidelberg), Tischzentrifuge 3722L (Thermo
Fisher Scientific), Ultraschallbad Sonorex Super RK510 (Bandelin), Ultraschallgerat
Sonoplus (Bandelin Electronic, Berlin), Ultraschallstab (Bandelin Electronic, Berlin), Ultra-
Turrax (IKA Labortechnik, Stauffen), Vakuumpumpe MiniVac Power (PegLab), Vakuum-
Zentrifuge Hetovac (Nunc, Wiesbaden), Vortex VF2 (IKA, Staufen), Wasserbad Aqualine
AL18 (Lauda, Lauda-Konigshofen), Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg), Zentrifuge
MegaFuge 1.0R (Heraeus, Hanau)

2.1.10 Verwendete Proben

2.1.10.1 Gewebeproben

Alle verwendeten Gewebeproben stammten von NZK-Patienten, die in der Urologischen
Klinik der Universitdtsmedizin Mainz oder Jena nephrektomiert wurden. VVor Entnahme der
Gewebeproben wurde das Einverstandnis der Patienten eingeholt. Die Diagnose NZK wurde
mit Hilfe einer Hamatoxylin- und Eosin-Farbung gestellt. Die Patienten wurden so
ausgewahlt, dass gleiche Anteile von Patienten vorhanden waren, die innerhalb von 5 Jahren
nach Nephrektomie keine Metastasen, Lungen- oder Knochenmetastasen ausgebildet hatten
(jeweils 10 Patienten). AuRer den Lungen- bzw. Knochenmetastasen kam es bei einem Teil
der Patienten zusatzlich zur Ausbildung von Metastasen in den Lymphknoten, im zentralen
Nervensystem, in der Leber oder zur Ausbildung eines Lokalrezidivs. Bei den ausgewahlten
Patienten mit Lungenmetastasen kam es jedoch nie zur Ausbildung von Knochenmetastasen,
was eine exakte Unterscheidung dieser beiden Patientengruppen in der Auswertung
gewahrleistete. Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit beschrankt sich die Bezeichnung
der Patientengruppen auf die Ausbildung von Knochen- bzw. Lungenmetastasen. Die
zusatzlichen Metastasierungsorte werden nicht mehr erwéhnt. Die Gewebeproben wurden
nicht nur bezlglich der Metastasierungsorte in Gruppen unterteilt, sie wurden ebenfalls
hinsichtlich Histologie, Grading, Staging, Geschlecht und Tumorgrofle aufeinander

abgestimmt.

2.1.10.2 Primare Zellen

Alle verwendeten priméren Zellen stammten aus Gewebeproben von NZK-Patienten, die in
der Urologischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz nephrektomiert wurden. Beim
Primértumor handelte es sich in allen Féllen um ein klarzelliges Nierenkarzinom. Vor

Entnahme der Gewebeproben wurde das Einverstdndnis der Patienten eingeholt. Die
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Diagnose NZK wurde mit Hilfe einer Hdmatoxylin- und Eosin-Farbung gestellt. Die Patienten
wurden so ausgewahlt, dass gleiche Anteile von Patienten vorhanden waren, die innerhalb
von 5 Jahren nach Nephrektomie keine, Lungen- oder Knochenmetastasen ausgebildet hatten

(jeweils 3 Patienten).

2.1.10.3 Kontinuierliche Zelllinien

A-498 (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland):

Die Zelllinie A-498 ist ebenfalls eine Tumorzelllinie mit epithelialer Morphologie. Sie
entstammt aus einem papillaren Nierenkarzinom einer 52jdhrigen weiblichen Patientin
(www.ATCC.org; Giard et al., 1973). Diese Zelllinie exprimiert endogenes PTEN, ist also
PTEN-positiv, jedoch kein VHL (unpublizierte Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe).

786-O (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland):

Bei der Zelllinie 786-O handelt es sich um eine Tumorzelllinie mit epithelialer Morphologie,
die aus dem Primartumor eines Kklarzelligen Nierenkarzinoms eines 58jahrigen mannlichen
Patienten kultiviert wurde (Wwww.ATCC.org). Der Patient wies multiple Lungenmetastasen
auf. Knochenmetastasen konnten nicht nachgewiesen werden (Strewler et al., 1983). Diese
Tumorzelllinie exprimiert kein endogenes PTEN und kein VHL (unpublizierte Ergebnisse der
eigenen Arbeitsgruppe).

Dibo (Urologische Klinik und Poliklinik, Universitdtsmedizin Mainz):

Die Zelllinie Dibo wurde in der Urologischen Klinik der Universitdtsmedizin Mainz durch die
eigene Arbeitsgruppe etabliert. Sie stammt aus einem Lokalrezidiv der Milzvene. Beim
Primartumor handelte es sich um ein klarzelliges Nierenzellkarzinom (pT 3b, G2). Der Patient
war 50 Jahre alt, mannlich und ist 9 Jahre nach der Operation verstorben. Der Patient
entwickelte Knochenmetastasen, die jedoch nach palliativer Bestrahlung nicht mehr

nachweisbar waren.

CCF-RC-1 (Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, Ohio):
Die Zelllinie RC-1 (CCF-RC-1) stammt aus dem Primé&rtumor einer Niere eines 67-jahrigen
Patienten und besitzt epitheliale Morphologie. Zum Zeitpunkt der Nephrektomie wurden beim

Patienten Knochenmetastasen nachgewiesen (Hashimura et al., 1989).
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Proben aus NZK-Patientengewebe

Gewebeproben wurden unter sterilen Bedingungen aus der Niere nephrektomierter NZK-
Patienten entnommen. Hierzu wurden mit Hilfe von Einmalskalpellen jeweils ein
Gewebestiick aus malignem und aus vom Tumorort entfernt liegenden gesundem
Epithelgewebe des Nierencortex geschnitten. Die Gewebeproben wurden in vorgekihlten 2-
Butanol eingelegt, unmittelbar nach Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefrostet und bei

-80°C gelagert.

2.2.2 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der exponentiellen Vermehrung eines bestimmten
DNA-Abschnitts. Der Mechanismus der PCR beruht auf einer enzymatischen Kettenreaktion.
Zur Durchfiuhrung einer PCR benétigt man eine doppelstrangige DNA-Matrize und zwei
spezielle synthetisch hergestellte Oligonukleotide (Primer), die den zu amplifizierenden
Abschnitt der Matrize flankieren. Als Enzym dient die hitzeresistente Tag-Polymerase, die
aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus stammt. Des Weiteren werden Desoxynukleotide
und ein PCR-Puffer benétigt, der unter anderem Mg?* als Cofaktor fiir die Tag-Polymerase
enthalt. Jeder Zyklus der PCR besteht aus 3 Schritten, die je nach gewilnschter DNA-Menge
28-35 mal wiederholt werden. Im ersten Schritt der PCR kommt es zur Denaturierung der
doppelstrangigen DNA unter Hitzeeinwirkung (94°C). Der zweite Schritt dient der
Anlagerung (Annealing) der Primer an die komplementare DNA, wobei das Annealing bei
55°C am Effizientesten ablauft. Im dritten Schritt werden die beiden neuen DNA-Strange
unter Anbau der Nukleotide an die Primer mittels der Tag-Polymerase synthetisiert

(Elongation).

2.2.2.1 PCR (Polymerase-Kettenreaktion) zum Nachweis von CaSR cDNA in NZK-
Gewebeproben

In diesem Versuch sollte nachgewiesen werden, ob Tumor- und Normalgewebeproben von

NZK-Patienten ohne bzw. mit Knochen- oder Lungenmetastasen cDNA des CaSR enthalt.

Als zu amplifizierende DNA-Matrize diente somit cDNA aus Tumor- und Normal-

Nierengewebe von jeweils einem Patienten ohne Metastasen bzw. mit Knochen- oder

Lungenmetastasen. Hierzu wurde zundchst die Gesamt-RNA aus Tumor- und

Normalnierengewebe mit Hilfe eines Kits isoliert (RNeasy Kit, Quiagen). Die isolierte RNA
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wurde mittels einer reversen Transkriptase in cDNA fur PCR umgeschrieben. Hierzu wurde
ein cDNA-Synthese-Kit verwendet (SuperScript Il, Invitrogen). Die Versuchsdurchfiihrung
zur RNA-Isolierung und cDNA-Synthese wird hier nicht weiter erldutert, da dies bereits in
vorausgegangenen Dissertationen durchgefuhrt wurde und die cDNA-Proben somit schon zur
Verfugung standen (Plattfaut, 2011; Frees, 2008).

Die fur die PCR verwendeten Primer waren der h-CaSR-Forward und der h-CaSR-Reverse
Primer. Sie wurden in einer Konzentration von 20 pmol eingesetzt. In einem zuséatzlichen
PCR-Ansatz wurden Pyruvat-Dehydrogenase (PDH)-Primer eingesetzt. Da die PDH ein
Haushaltsgen ist, konnte anhand der Amplifikation dieses Gens die Qualitat der verwendeten
cDNA Uberpruft werden.

Fur die Durchfiihrung der PCR wurde je Probe ein 50 pl-Ansatz in einem 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefall angesetzt:

5 ul 10x PCR-Puffer
1l dNTPs

0,25 ul GoTag- Polymerase
1pl cDNA

1l Primer Forward
1l Primer Reverse

ad 50 pl H,0 dest.

Fur die Negativkontrolle wurde die cDNA durch 1 pl destilliertes Wasser ersetzt. Die PCR
wurde mit Hilfe eines im Thermocycler Touchdown Hybaid eingespeicherten Programms
durchgefuhrt. Das Programm durchlief dabei folgende Schritte, wobei die Schritte 2-4 34mal

wiederholt wurden:

1. Initiale Denaturierung 1 Minuten, 93°C

2. Denaturierung 1 Minute, 93°C
3. Annealing 1 Minute, 60°C
4. Elongation 1 Minute, 72°C
5. Finale Elongation 7 Minuten, 72°C
6. Abkuhlung oo, auf 4°C
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Zur Uberprifung, ob die PCR erfolgreich war, wurde im Anschluss an die PCR die
amplifizierte cDNA auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter UV-

Licht visualisiert.

2.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung der PCR-Produkte

Um zu ermitteln ob die durch die Primer vorgegebenen cDNA-Abschnitte mittels PCR
erfolgreich amplifiziert wurden, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese wurde durchgefiihrt.
Wahrend einer Agarose-Gelelektrophorese werden die negativ geladenen Nukleinséure-
Fragmente in einem elektrischen Feld ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Je kleiner die Fragmente
sind, desto weiter wandern sie durch die Poren des Gels. Hierbei ist es moglich
FragmentgroRen von 75 bp bis 15 kbp aufzutrennen, je nach Agarosekonzentration. Die
Banden koénnen durch anschlieBendes Farben mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar

gemacht werden, da dieses in die DNA interkaliert.

Zur Herstellung eines 2%igen Agarosegels wurden 2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer
durch Aufkochen geldst. Nach Abkihlen wurde das noch flussige Gel in eine Gelkammer aus
Plexiglas gegossen, in die vorher ein Gelkamm eingesetzt wurde. In etwa 15-20 Minuten
erfolgte die Polymerisation des Gels. Nach Uberschichtung mit 1x TAE-Puffer wurde der
Kamm entfernt. Nun konnten die 20 pl-Probenansatze aufgetragen werden, mussten aber
vorher mit 3 pl Ladepuffer versetzt werden, welcher die Proben erschwert und anfarbt. Um
die Bandengroflen ablesen zu konnen, wurden etwa 8 ul eines 100 bp und des Lambda
Hindll1-GroRenstandards aufgetragen. Je nach GelgroRe wurde eine Spannung von 70-150
Volt angelegt und die Proben innerhalb von 1-2 Stunden aufgetrennt. Zur Einfarbung der
Banden wurde das Gel fiir etwa 15 Minuten in eine Ethidiumbromid-Farbelésung (5 pg/ml)
gelegt und daraufhin fiir weitere 15 Minuten in destilliertem Wasser entfarbt. Die Banden
konnten schlieflich mit UV-Licht bei A=320 nm visualisiert werden. Mittels des Herolab
E.A.S.Y.-Videosystems wurde eine Aufnahme des Gels gemacht.

2.2.3 Quantitative Real-Time PCR zum Nachweis von CaSR cDNA in NZK-
Gewebeproben

Die quantitative Real-Time PCR dient nicht nur der Vervielféaltigung eines bestimmten

Nukleinsdureabschnitts nach dem Schema einer PCR, sie bietet zusatzlich die Mdglichkeit

dessen Quantifizierung durch DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe. Je mehr

Fluoreszenzsignale in der exponentiellen Phase der PCR messbar sind, desto haufiger ist der
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DNA-Matrizenstrang in der Probe enthalten. Somit lassen sich Unterschiede beziiglich der
Genexpression in verschiedenen Proben feststellen. Um die amplifizierten DNA-Fragmente
von ebenfalls entstehenden, kirzeren Primer-Dimeren zu unterscheiden, wird im Anschluss
der PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierbei wird durch langsame Erhéhung
der Temperatur eine Denaturierung der Doppelstrange durchgefiihrt. Dies fuhrt zur
Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs, dessen Fluoreszenz schliellich abnimmt. Da Primer-
Dimere einen wesentlich geringeren Schmelzpunkt haben, als die spezifisch amplifizierten
DNA-Produkte, ist ihre Fluoreszenz bei steigender Temperatur friher zu messen. Somit
lassen sich Primer-Dimere von dem eigentlichen DNA-Produkt unterscheiden und
beeinflussen nicht die Auswertung der einzelnen Proben. Um einen Referenzwert flr die
eingesetzte Menge an Nukleinsaure zu erhalten, wird eine zusatzliche quantitative Real-Time

PCR fur ein konstitutiv exprimiertes Haushaltsgen durchgefihrt.

Die in dieser Arbeit durchgeflihrte quantitative Real-Time PCR diente der Messung der
Menge an vorhandener CaSR mRNA in malignen und gesunden Nierengewebeproben von
NZK-Patienten, die sich bezuglich der Ausbildung von Metastasen (keine, Lungen- oder
Knochenmetastasen) unterschieden. Zur Quantifizierung der CaSR mRNA und der mRNA fir
das als Referenzgen dienende TATA-Box Bindungsprotein (TBP) in NZK-Gewebeproben,
wurde zundchst die Gesamt-RNA mit Hilfe eines Kits isoliert (RNeasy Kit). Die isolierte
RNA wurde mittels einer reversen Transkriptase in cDNA fir Real-Time PCR
umgeschrieben. Hierzu wurde ein cDNA-Synthese-Kit verwendet (SuperScript Il). Die
Versuchsdurchfiihrung zur RNA-Isolierung und cDNA-Synthese wird hier nicht weiter
erlautert, da dies bereits in vorausgegangenen Dissertationen durchgefuhrt wurde und die
cDNA-Proben somit schon zur Verfugung standen (Plattfaut, 2011; Frees, 2008).

Fur die Durchfiihrung der quantitativen Real-Time PCR wurde je Probe ein 10 pl-Ansatz in
eine 96-Wellplatte pipettiert. Als Primer dienten ein CaSR-spezifischer Forward und Reverse

Primer.

3ul H0

0,5 ul Primer Forward (10 pmol)

0,5 pul Primer Reverse (10 pmol)

5ul  Light Cycler 480 SYBR Green | Master
1ul  cDNA bzw. H,0 als Negativkontrolle
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Die PCR wurde mit Hilfe eines Light Cycler 480 Real-Time PCR Systems durchgefthrt. Das
Programm durchlief folgende Schritte, wobei die Amplifikation in 50 Zyklen vollzogen

wurde:
1. Denaturierung 10 Minuten, 95°C
2. Amplifikation 5 Sekunden, 95°C
5 Sekunden, 61°C
10 Sekunden, 72°C
5. Schmelzkurve 4,4°C/Sekunde bis 95°C
6. Abkuhlung oo, auf 4°C

Fur jede der untersuchten Proben wurde ein Doppelansatz gemessen. Im ersten Durchlauf
musste zun&chst eine Konzentrations-Standardreihe  mit einer beliebigen Probe
(Normalgewebe aus der Niere) etabliert werden. Die hierbei entstandene Standardkurve
konnte in den folgenden Untersuchungen als Referenz zur Quantifizierung der CaSR mRNA
herangezogen werden, da bei allen weiteren Messungen eine festgelegte Probe der
Standardreihe mitgemessen wurde. Die Erstellung von Boxplots aus den gemessenen Werten
erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS. Die Signifikanz wurde durch den Mann-Whitney-
U-Test ermittelt.

2.2.4 Arbeiten mit Zellen

Das Arbeiten mit Zellen wurde in der Regel unter einer sterilen Werkbank durchgefuhrt. Da
es sich um humane Zelllinien handelte, wurden die Zellen bei 37°C in einem CO,-Inkubator
mit 5% CO,-Gehalt und wasserdampfgeséattigter Atmosphare kultiviert. Alle verwendeten
Materialien und Ldsungen wurden entweder steril geliefert oder autoklaviert bzw. steril

filtriert. Alle Losungen wurden vor deren Verwendung im Wasserbad auf 37°C erwérmt.

2.2.4.1 Anlegen einer Primarzellkultur aus NZK-Patientengewebe

Um primére Zellen aus NZK-Patientengewebe zu kultivieren, wurde zunéchst ein Stiick aus
malignem Nierengewebe entnommen. Dies geschah unter sterilen Bedingungen mit einem
Einmalskalpell unmittelbar nach der Nephrektomie. Zum Desinfizieren und Reinigen wurde
das entnommene Tumorgewebe unter einer sterilen Werkbank fur 1-2 Sekunden zuerst in
70% Ethanol und dann zweimal in PBS eingetaucht. Das Gewebestick wurde auf eine

Petrischale gelegt und auf dieser mit einem Einmalskalpell in kleine Stiicke zerschnitten. Zum
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weiteren enzymatischen Zersetzen wurden die Gewebestiicke 30-45 Minuten in 10 ml
Kollagenase-Losung (1 mg/ml) bei 37°C inkubiert. Um die Dissoziation der Zellen zu
vervollstandigen, wurden die Gewebestlicke durch ein Zellsieb (70 pum) gepresst und in einem
50 ml-Rohrchen aufgefangen. Nach 10minitiger Zentrifugation bei 1000 rpm wurde der
Uberstand verworfen, das Zellpellet in 5 ml AmnioMAX-Vollmedium aufgenommen und in
eine 25 cmz2-Zellkulturflasche Gberfihrt. Am ndchsten Tag wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt.

2.2.4.2 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Zur Versorgung der priméren Zellen wurde ausschliellich AmnioMax C100 Basalmedium
verwendet. Diesem Medium wurde das dazugehérige AmnioMax C100 Supplement
zugesetzt, welches u.a. fotales Kélberserum (FCS) und Antibiotika enthélt. Die etablierten

Zelllinien wurden mit unterschiedlichen, an ihre Bedurfnisse angepassten Vollmedien

versorgt:

786-0 DMEM, Zusétze: 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

A-498 RPMI 1640, Zuséatze: 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2,5% HEPES
RC-1 RPMI 1640, Zusétze: 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2,5% HEPES
Dibo RPMI 1640, Zusatze: 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2,5% HEPES

Fur einen Wechsel des Mediums, wurde das verbrauchte Vollmedium von den Zellen
abgesaugt und neues Medium dazugegeben. In regelméiigen Abstdnden musste auch ein
Passagieren der Zellen durchgefiihrt werden. Dies war noétig, wenn der Boden der
Zellkulturflasche fast konfluent mit Zellen bewachsen war. Hierzu wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen 3mal mit PBS gewaschen und das PBS nach jedem Waschschritt
ebenfalls abgesaugt. Zum Losen der Zellen vom Untergrund der Zellkulturflasche wurden sie
mit Trypsin/EDTA fur etwa 2-5 Minuten im CO,-Inkubator inkubiert. Die Zellen wurden
schlieBlich mit frischem Vollmedium vom Flaschenboden gesplilt, vereinzelt und nach
bendtigter Verdinnung in neue Kulturflaschen Gberfihrt und weiter kultiviert. Der
nachfolgenden Tabelle 2.1 sind die eingesetzten Mengen an Medium und Trypsin je Grofe

der Zellkulturflasche zu entnehmen.
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Tabelle 2.1:
Eingesetzte Mengen an Medium und Trypsin pro Zellkultur-
flasche mit unterschiedlichen Bodenflachen.

Grolie der Menge an Menge an
Zellkulturflasche Medium Trypsin
25 cm? 5ml 0,5ml

75 cm? 15 mi 1ml

175 cm? 25 mi 1ml

2.2.4.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese zuerst wie oben beschrieben mit Trypsin vom Boden
des ZellkulturgefaRes abgeldst und in neuem Vollmedium aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde in einem 15 ml-Réhrchen 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, das Medium
abgesaugt und das Zellsediment in 1-2 ml des entsprechenden Vollmediums mit 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. DMSO dient hierbei zur Vermeidung der
Ausbildung von zellschaddigenden Wasserkristallen. Die Suspension wurde zu je 1 ml in
Kryoroéhrchen aliquotiert und tber Nacht bei —80°C in einem mit Isopropanol gefullten
Kryocontainer langsam eingefroren. Am néchsten Tag wurden die Zellen zur dauerhaften
Aufbewahrung in flussigen Stickstoff uberfihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch 5mindtige Inkubation der Kryordhrchen bei 37°C im
Wasserbad. Die Zellen wurden in der 5fachen Menge des entsprechenden Vollmediums
aufgenommen, durch Resuspendieren vereinzelt und in eine 25 cm?2-Zellkulturflasche
uberfuhrt. Am nachsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um tote Zellen und das

restliche DMSO zu entfernen.

2.2.4.4 Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer

Vor allen in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchen mit Zellen, musste die Zellzahl auf eine
bestimmte Menge eingestellt werden. Hierzu wurden die Zellen zun&chst 3mal mit PBS
gewaschen und mit Trypsin aus der Zellkulturflasche gelést. Die Zellen wurden in
Vollmedium aufgenommen und durch griindliches Resuspendieren vereinzelt. Die Anzahl,
der sich in der Zellsuspension befindenden Zellen wurde mittels einer Neubauer-Kammer
bestimmt. Hierzu wurden etwa 10 ul der Zellsuspension verwendet und zwischen Neubauer-
Kammer und Deckglaschen pipettiert, bis die Kammer komplett mit Flussigkeit geftllt war.

Es wurden die Zellen ausgezéhlt, die sich in den vier eingeschliffenen GroRquadraten der
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Kammer befanden. Aus den gezahlten Zellen in diesen vier Grof3quadraten wurde ein
Mittelwert gebildet und mit 10* multipliziert. Dieser Wert kommt zustande, da die
Konzentration (c) von Zellen in einer Losung als Gesamtzahl/\VVolumen definiert ist und das
Volumen der Neubauer-Kammer V = 0,1 mm3 = 10" pm3 betragt. Die vollstandige Gleichung

lautet: ¢ = Gesamtzellanzahl/4 x 10* Zellen / ml Zellsuspension.

2.2.4.5 Behandlung der NZK-Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen
Einige der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche dienten der Analyse von Effekten
unterschiedlicher Substanzen auf die NZK-Zellen. Die Zellen mussten somit im Vorfeld der

Versuche fur eine bestimmte Dauer mit diesen Substanzen inkubiert werden.

Die Behandlung mit Calcium erfolgte unter Verwendung einer Calciumchlorid-Losung in den
folgenden Konzentrationen: 2,5 mM, 5 mM und 10 mM. Die Zellen wurden fiir eine Dauer
von 30 Minuten mit Calcium inkubiert. Die Behandlung mit dem CaSR-Inhibitor NPS 2143
erfolgte in Konzentrationen von 0,5 uM, 1 uM, 5 puM, 10 uM und 100 uM fiir eine Stunde.
Die Tyrosinkinase-Inhibitoren Sunitinib, Sorafenib und Pazopanib wurden in den folgenden
Konzentrationen zu den Zellen gegeben: 1 uM, 5 uM, 10 uM und 50 uM. Die Zellen wurden
fur 24 Stunden mit den Tyrosinkinase-Inhibitoren inkubiert.

2.2.5 Immunzytochemische Farbung

Eine immunzytochemische Féarbung dient dem Nachweis eines bestimmten Proteins in Zellen
mittels Antikorperfarbung. Der primére Antikorper detektiert hierbei sein spezifisches
Antigen auf dem Préparat. Dieser wird durch einen biotinylierten sekundaren Antikorper
erkannt, welcher wiederum eine Bindung mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin eingeht.
Die Peroxidase oxidiert schliellich das Chromogen DAB (Diaminobenzidin) zu einem
braunen Farbstoff. Um die Auswertung der Prdparate zu erleichtern, wurde eine
Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun durchgefiihrt. Durch das zusatzliche Mitfiihren von
Negativkontrollen (Farbung ohne primdren Antikorper) kann eine unspezifische Féarbung
ausgeschlossen werden. Somit wird die Bindung des primaren Antikorpers an das
nachzuweisende Protein mit Hilfe einer indirekten Farbemethode visualisiert und kann durch

Betrachtung unter einem Mikroskop ausgewertet werden.
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2.2.5.1 Zytospin fur immunzytochemische Farbung

Um eine immunzytochemische Férbung durchzufiihren, mussten die zu untersuchenden NZK-
Zellen mit Hilfe einer Zytospin-Zentrifuge auf Objekttrager gebracht werden. Hierzu wurden
die NZK-Zellen zundchst aus der Kulturflasche geldst, in Suspension gebracht und 5 Minuten
bei 1200 rpm abzentrifugiert. Der Medium-Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
2mal mit PBS gewaschen. Hierauf folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt. Die Anzahl der
in Suspension befindlichen Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Z&dhlkammer bestimmt
und auf 5x 108 Zellen / ml PBS eingestellt. Pro Zelllinie wurden in 3 Reservoirs des Aufsatzes
flr die Zytospin-Zentrifuge je 1 ml der Zellsuspension tberftihrt. Die Zellen wurden innerhalb
von 10 Minuten bei 60% Drehleistung (entsprechen 3600 rpm) auf die Objekttrager
aufzentrifugiert. Die Uberstande wurden vorsichtig verworfen und die Objekttrager

vollstandig getrocknet.

2.2.5.2 Immunzytochemische Farbung zum Nachweis des epithelialen Ursprungs der
primaren NZK-Zellen

Nach erfolgreicher Kultivierung priméarer Zellen aus dem Nierenepithel, mussten diese Zellen

auf ihren epithelialen Ursprung hin tGberpriift werden, um auszuschlief3en, dass es sich nicht

um nicht-epitheliale Zellen wie z.B. Fibroblasten handelt. Fir die immunzytochemische

Farbung wurde ein Zytokeratin pan Antikorper verwendet, der unter anderem gegen

Zytokeratin 8 und 18 bindet. Diese beiden Zytokeratine werden spezifisch von Epithelzellen

aus dem Nierenkarzinom exprimiert (Oosterwijk et al., 1990).

Nach dem Aufzentrifugieren der Zellen auf Objekttrager und deren vollstandiger Trocknung
wurden diese in einen Stander gestellt. Zur Fixierung wurde der Stdnder 10 Minuten in eine
mit 100% Ethanol gefillte Glaskuvette gehalten. Die Objekttrdger wurden 2mal kurz mit
destilliertem Wasser gewaschen, bevor sie in einer feuchten Kammer 5 Minuten mit einigen
Tropfen Peroxidase Blocking Solution inkubiert wurden. In diesem Schritt wird die endogene
Peroxidase blockiert, um eine mogliche Hintergrundfarbung zu reduzieren. Die Objekttrager
wurden zurtick in den Stander gestellt, erneut 2mal mit destilliertem Wasser gewaschen und
schlieBlich in 1x Waschpuffer berfiihrt. Fir die folgenden Farbeschritte wurden die
Objekttrager auf spezielle Aufsatze (Coverplates) gelegt, die ein Lumen (ber dem Préparat
erzeugen. In diesem Lumen erfolgt die Inkubation mit den Antikérpern. Die Aufsatze mit den
Objekttragern wurden in ein Farbegestell mit Abtropfkammer eingesetzt. Nun folgte eine

einstindige Inkubation mit dem primaren Antikérper gegen Zytokeratin pan. Dieser wurde
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1:200 mit Antibody-Diluent verdunnt und auf die Objekttrager pipettiert (100 pl pro Praparat).
Nach 3maligem Waschen mit 1x Waschpuffer wurden die Praparate 30 Minuten mit je 100 pl
sekundarem, biotinylierten Antikdrper inkubiert. Die Objekttrager wurden erneut 3mal mit
Waschpuffer gewaschen und 30 Minuten mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin inkubiert.
Nach weiterem 3maligen Waschen wurde schlieRlich fur 10 Minuten mit 100 ul DAB gefarbt
(1 ml DAB Substrate Buffer + 1 Tropfen DAB). Die Objekttrager wurden aus der Halterung
genommen, in den Stinder gestellt und 2mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Zur
Gegenfarbung wurden die Préparate eine Minute mit Mayer's Hamalaun inkubiert und
anschlieBend 10 Minuten mit Leitungswasser gespult. Darauf folgten zwei Waschschritte mit
destilliertem Wasser. Die Objekttrager durchliefen schlieflich Inkubationen in einer

aufsteigenden alkoholischen Reihe und Xylol, die sich aus folgenden Komponenten

zusammensetzte:

70% Ethanol 2 Minuten
96% Ethanol 2 Minuten
100% Isopropanol  2x 2 Minuten
Xylol 3x 5 Minuten

AbschlieBend wurden die Praparate mit Entellan eingedeckt und trocknen gelassen. Die
Obijekttrager konnten bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Die Auswertung der Féarbung
erfolgte an einem Mikroskop. Zusatzlich wurden mit einer Mikroskop-Kamera Aufnahmen
gemacht.

2.2.6 Durchflusszytometrische Analyse des CaSR in primaren NZK-Zellen

Die  Durchflusszytometrie  dient der  Detektion und  Quantifizierung  von
Zelloberflachenmolekillen. Um die Zellen detektierbar zu machen, werden sie mit
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern behandelt. Die Zellen werden einzeln durch eine
Kapillare in das FACS-Gerat gesaugt. Hier passieren sie nacheinander die Messzelle, in
welcher der an den Antikorper gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff durch einen Laserstrahl zum
Fluoreszieren angeregt wird. Die Menge der von den Zellen abgegebenen Fluoreszenz ist
ausschlaggebend fir ein positives Signal und dementsprechend fiir das Vorhandensein des
nachzuweisenden Oberflachenmolekuls. In der vorliegenden Arbeit diente die FACS-Analyse

zum Nachweis der Expression des CaSR auf primaren NZK-Zellen.
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Zur Durchfiihrung einer FACS-Analyse wurden die Zellen zunéchst mit PBS gewaschen, mit
Trypsin vom Boden der Kulturflasche abgeldst und mit Vollmedium in ein 15 ml-R6hrchen
tberfilhrt. Nach einer 5minitigen Zentrifugation bei 1200 rpm wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet griindlich in PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurden
nochmals 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und anschliefend mit 1 ml Paraformaldehyd
(4%) 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5
Minuten, 1200 rpm) wurden die Zellen 3mal mit PBS gewaschen und die Zellzahl in einer
Neubauer-Kammer bestimmt. Die Zellzahl wurde mit der entsprechenden Menge an 1% BSA
in PBS auf 2x 10° Zellen / ml eingestellt. Pro Messansatz wurden 2x 200 pl benétigt. Zu 100
pl Zellsuspension wurde die gleiche Menge des primaren Antikdérpers gegen den CaSR (0,2
pg/ul in 1% BSA/PBS) bzw. eine isotypische 1gG (Immunglobulin)-Kontrolle (15 pg/ul in
1% BSA/PBS) gegeben. Nach griindlichem Mischen durch Vortexen erfolgte eine 20mindtige
Inkubation bei 4°C. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und abzentrifugiert (5 Minuten,
1200 rpm). Der sekundére Alex Fluor 488-gekoppelte Antikorper wurde 1:1000 in 1%
BSA/PBS verdinnt und fir 20 Minuten auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei
4°C im Dunkeln. AnschlieRend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, abzentrifugiert
(5 Minuten, 1200 rpm) und in 300 ul PBS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in
FACS-Ra6hrchen tberfiihrt, bis zur Messung im Dunkeln aufbewahrt und unmittelbar davor
durch kurzes Vortexen erneut gemischt. Die FACS-Messung wurde mit Hilfe des
Durchflusszytometers FACSCalibur der Firma BD durchgefiihrt.

2.2.7 Chemotaxis-Versuch in der Boyden Kammer

Chemotaktische Versuche ermdglichen es, die Migrationsfahigkeit von Zellen zu tberpriifen.
In der vorliegenden Arbeit wurden diese Versuche mit Hilfe einer 48-Well Boyden-Kammer
durchgefuhrt. Die Zellen wurden durch ein Chemotaxin, welches sich in der Grundplatte der
Kammer befindet, dazu angeregt aus der Oberplatte der Kammer durch eine pordse
Polycarbonat-Membran zu wandern und sich an deren Unterseite anzuheften. Die Poren der
Membran haben einem Durchmesser von 8 um. Sie sind also wesentlich kleiner als die
Zellen, was ein aktives und gerichtetes migrieren der Zellen garantiert und ein
,durchrutschen* durch die Poren verhindert. Die migrierten Zellen wurden durch Anférben

sichtbar gemacht und konnten schlie}lich mit Hilfe eines Mikroskops ausgezahlt werden.
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2.2.7.1 Herstellung der Zellsuspension

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1x 10° Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale
ausplattiert. Am Vortag des Versuches wurde das VVollmedium der Zellen gegen Serum-freies
Medium ausgetauscht. Ein Kultivieren ohne Serum sollte sicher stellen, dass die Zellen durch
das Chemotaxin zum Migrieren angeregt werden sich aktiv durch die Membranporen zu
bewegen wund nicht auf Grund ihres fur Tumorzellen spezifischen erhohten
Migrationspotentials. Zudem kdnnen im Serum enthaltende Stoffe die chemotaktischen
Eigenschaften des Chemotaxins Uberdecken, was dazu fuhren wirde, dass die Zellen nicht
angelockt werden konnten. Am néchsten Tag wurde die Zellsuspension unbehandelter Zellen
in der bendtigten Zellkonzentration direkt hergestellt oder die Zellen zundchst mit den zu
untersuchenden Substanzen inkubiert und anschlieBend die benétigte Zellzahl der Suspension
eingestellt. Hierzu wurden die Zellen mittels Trypsin-Behandlung vom Boden der
Zellkulturflasche gel6st, in Vollmedium aufgenommen und in 15 ml Réhrchen Gberfihrt.
Durch Resuspendieren wurden die Zellen vereinzelt und schlieBlich 5 Minuten bei 1200 rpm
abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde 2mal mit PBS gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Nach Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauer-Kammer wurde diese mit
der entsprechenden Menge an Serum-freiem Medium auf 3x10° Zellen / ml eingestellt. Ein
abschlieRendes Resuspendieren musste besonders grindlich durchgefiihrt werden, um
jegliches Verklumpen der Zellen zu vermeiden, da nur Einzelzellen durch die Poren der

Membran migrieren kénnen.

2.2.7.2 Ansetzen der Chemotaxine

Als Chemotaxine wurden Calcium und die Extrazellularmatrix-Komponente Fibronektin
eingesetzt. Fibronektin lag als Lyophilisat vor und musste vor Verwendung in 1 ml
destilliertem Wasser geldst werden. Zum vollstandigen Ldsen musste es einige Stunden unter
Schwenken inkubiert werden. Die Konzentration von Fibronektin betrug daraufhin 1 mg/ml.
Die Losung wurde aliquotiert und bei —20°C eingefroren. Zur Verwendung fur den
Chemotaxis-Versuch wurde Fibronektin mit Serum-freiem Medium auf 10 pg/ml verdiinnt
werden. Calcium wurde durch Verdiinnung mit Serum-freiem Medium auf eine Konzentration

von 10 mM gebracht.

2.2.7.3 Durchfiuihrung des Chemotaxis-Versuchs
Der Aufbau der Boyden-Kammer ist in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt. Zun&chst

wurden die Wells der Grundplatte der Boyden-Kammer mit den Chemotaxinen Fibronektin
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und Calcium beladen. Als Negativkontrolle diente Serum-freies Medium, welches als
Referenz fur jede Probe ebenfalls in die Wells pipettiert wurde. Pro Well wurden 29 pl
verwendet und blasenfrei eingefiillt. Nun wurde die glanzende Unterseite der Polycarbonat-
Membran auf die Grundplatte aufgelegt, welche zuvor kurz in 1x PBS eingelegt wurde. Die
Membran sollte blasen- und faltenfrei aufgelegt werden, damit das Migrationsverhalten der
Zellen nicht negativ beeintréchtigt wird. Auf die Membran wurde eine Dichtung gelegt,
welche ein Auslaufen der Zellsuspension verhindert. Zum Schluss konnte die Oberplatte
aufgelegt und mit Schrauben an der Unterplatte befestigt werden. In die Wells der Oberplatte
wurden jeweils 50 pl Zellsuspension pipettiert, wobei auch hier darauf geachtet werden
musste, dass dies blasenfrei geschah. Pro Probe wurden 4 Wells in einer Reihe befillt. Die
Kammer wurde schlieBlich im CO,-Inkubator bei 37°C fur 16 Stunden inkubiert.

Tumorzell- Tumorzell-
suspension - suspension

o, g%ib%

Chemotaxin

|
Chemotaxin

Abbildung 2.1:

Schematische Darstellung der Boyden-Kammer.

Auf der linken Seite ist die Boyden-Kammer mit Grundplatte, Membran und Oberplatte im
Querschnitt dargestellt. Die rechte Seite zeigt ein vergroRertes Well und die aktive Migration der
Zellen durch die 8um-Poren der Membran.

Am ndchsten Tag wurde der Versuch fortgefiihrt, indem die migrierten Zellen fixiert, geféarbt
und ausgezéhlt wurden. Hierzu musste zuerst die Kammer auseinandergebaut werden. Die
restliche Zellsuspension in der Oberplatte wurde durch vorsichtiges ausschwenken entfernt,
die Oberplatte zusammen mit Dichtung und Membran abgenommen und umgestulpt. Die
migrierten Zellen auf der urspringlichen Unterseite der Membran befanden sich nun oben.
Die Membran wurde an beiden Seiten in eine Filterklemme eingespannt. Zum Entfernen der
nicht migrierten Zellen auf der urspringlichen Oberseite der Membran wurde diese 2 mal
kurz mit Puffer von Weise befeuchtet und an einem Filterwischer abgestreift. Danach wurde
die Membran mit der Zellseite nach oben fur 10 Minuten an der Luft getrocknet. Zur

Fixierung der Zellen wurde die Membran umgedreht, mit der Zellseite fiir eine Minute auf
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Methanol gelegt und wéhrenddessen mit den Klemmen festgehalten. Nachdem die Membran
erneut mit der Zellseite nach oben fir 10 Minuten getrocknet wurde, konnten die Zellen
schlielich angefarbt werden. Die Farbung der Zellkerne wurde durch 3maliges Benetzen der
Zellseite der Membran mit roter Hemacolor-Lésung 2 und 6maliges Benetzen mit blauer
Hemacolor-Ldsung 3 erreicht. Hierauf wurde die berschissige Farbelosung durch 3maliges
Eintauchen der Membran in jeweils frischen Puffer von Weise heruntergewaschen. Nach

10minatiger Trocknung der Membran konnte mit dem Eindecken begonnen werden.
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Abbildung 2.2:

Mikroskopische Aufnahme der migrierten Zellen.

Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einem Well von der Unterseite der Membran.
Die migrierten Zellen sind violett angefarbt und deutlich groRer als die ungefarbten
Membranporen (Durchmesser von 8 um). Die Aufnahme wurde mit einer Mikroskop-
Kamera durch ein 4fach Objektiv gemacht.

Bevor die Membran auf einen Objekttrager gebracht wurde, musste sie in der Mitte
durchgeschnitten und somit an die GroRe eines Objekttragers angepasst werden. Mit der
Zellseite nach unten wurden die beiden Membranhalften auf je einen Objekttrager gelegt, so
dass sie wieder in ihrer urspriinglichen Lage betrachtet werden konnten. Nach dem Verteilen
von Immersionsol auf der Membran wurden die Deckglaschen mdglichst luftblasenfrei
aufgelegt und an den Ré&ndern mit Nagellack befestigt und luftdicht abgedichtet. Die
Auswertung des Chemotaxis-Versuchs erfolgte schlief3lich am Lichtmikroskop mit 400facher
VergroRerung. Zum Begrenzen des auszuzahlenden Bereichs in einem Well diente ein
Rasterokular (10x10 = 100 mm?), welches 10mal pro Well maanderférmig ausgezéhlt wurde.
Somit wurden pro Well 2,5 mm?2 ausgezéhlt. Aus allen gezahlten migrierten Zellen der 4

Wells einer gleichen Probe wurde der Mittelwert gebildet und die Standardabweichung
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berechnet. Zusétzlich wurden Aufnahmen der migrierten violett-gefarbten Zellen mit einer
Mikroskop-Kamera gemacht. Die Bilder wurden mit einem 4fach Objektiv aufgenommen
(Abbildung 2.2). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS. Die
Signifikanz wurde durch den Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Unterschiede wurden ab einem

p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.

2.2.7.4 Reinigung der Boyden-Kammer

Zur Reinigung der Boyden-Kammer wurden die Oberplatte, Grundplatte und die Dichtung
zundchst grundlich mit destilliertem Wasser abgespult. Fur eine vollstandige Entfernung von
Resten der Zellsuspension und des Chemotaxins wurden 5 g Terg-a-zyme in 500 mi
destilliertem Wasser geltst und die Kammer und Dichtung fiir mindestens eine Stunde bei
60°C in diese Losung eingelegt. Vor der ndchsten Benutzung der Kammer wurde durch
erneutes Abspulen der Kammer mit destilliertem Wasser und mehrstiindiges Trocknen
sichergestellt, dass keine Losungsreste mehr enthalten waren.

2.2.8 Adhésionsversuch

Zur Untersuchung der Adhéasionsfahigkeit von Zellen an unterschiedliche Komponenten der
extrazellularen Matrix wurde ein Adhé&sionsversuch durchgefuhrt. Hierftr wurden spezielle
96-Well Platten (Reacti-Bind Amine-Binding, Maleic Anhydride 96-Well Plate) verwendet,
die Aminogruppen-enthaltende EZM-Komponenten binden kénnen. Da Zellkontakte zu
EZM-Bestandteilen fiir das Uberleben adhérenter Zellen unerlasslich sind, binden diese
Zellen hieran. Um das Mal der Adhé&sionsfahigkeit verschiedener Zellen an unterschiedliche
EZM-Komponenten zu visualisieren, werden die adhédrenten Zellen mit Kiristallviolett

angeférbt. Die Menge des Farbstoffs kann schlie3lich photometrisch gemessen werden.

2.2.8.1 Ansetzen der Extrazellularmatrix-Komponenten

Bei den in diesem Versuch verwendeten EZM-Komponenten handelte es sich um Fibronektin,
Kollagen Typ | und Kollagen Typ IV. Fibronektin lag als Lyophilisat vor, welches in 1 ml
destilliertem Wasser gelost wurde. Zum vollstdndigen Lésen musste es einige Stunden unter
Schwenken inkubiert werden. Die Konzentration der Fibronektin-Stammlésung betrug
darauthin 1 mg/ml. Kollagen Typ | lag zu 130 mg eingefroren in einem Rohrchen vor. Zu
dieser Menge wurden 32,5 ml Essigsdure (0,1 M) gegeben und mehrere Stunden unter
Schwenken inkubiert. Anschlielend wurde die Lésung mit Natronlauge neutralisiert. Die

Kollagen Typ I-Stammlésung wurde mit 1x PBS auf eine Konzentration von 1 mg/mi
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eingestellt. Kollagen Typ IV lag ebenfalls als Lyophilisat vor. Hiervon wurden 5 mg in 10 ml
Essigsdure (5 mM) Uber Nacht bei leichtem Schwenken geldst. Am Folgetag wurde die
Losung mit Natronlauge und Salzséure neutralisiert. Die Konzentration der Kollagen Typ V-
Stammldsung betrug schlieBlich 500 pg/ml. Alle verwendeten Substanzen wurden in einer
Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Als Kontrolle diente eine BSA-L6sung der gleichen

Konzentration.

2.2.8.2 Durchfuhrung des Adhéasionsversuchs

Zur Vorbereitung der 96-Well Platte musste diese mit den einzelnen EZM-Bestandteilen
beschichtet werden. In jedes Well wurden 100 pl der Substanzen bzw. der BSA-L&sung im
4fach Ansatz gegeben. Zur Bindung der Substanzen wurde die Platte tiber Nacht auf dem
Inkubationsschiittler inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Komponenten von der Platte
gegossen und diese 2mal mit Waschpuffer gewaschen (100 pl pro Well). Unspezifische
Bindungsstellen wurden mit 0,5% BSA in 1x PBS blockiert. Pro Well wurden 200 pl
pipettiert und die Platte eine Stunde bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Wahrend dieses
Inkubationsschritts mussten die zu untersuchenden Zellen auf eine bestimmte Konzentration
eingestellt werden. Die verwendete Zellzahl betrug 4x 10° Zellen / ml. Es wurden pro Well 50
pl der Zellsuspension gegeben und die Platte fiir eine Stunde bei 37°C im CO,-Inkubator
aufbewahrt. In einem erneuten Waschschritt wurden die nicht adharierenden Zellen mit 100
ul Waschpuffer pro Well von der Platte gewaschen. Dieser Waschschritt wurde einmal
wiederholt. Zum Fixieren der Zellen wurden diese 15 Minuten mit 100 pl pro Well 4%
Paraformaldehyd inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit 1x PBS (100 pl pro Well)
erfolgte die Farbung mit pro Well 50 pl 0,5%iger Kristallviolett-Ldsung fir 10 Minuten. Die
Kristallviolett-Ldsung wurde durch 3maliges Waschen mit Waschpuffer (100 ul pro Well)
grindlich von der Platte gespult. Die Platte wurde schlieBlich auf einem Tuch vollstandig
trocknen gelassen. Um den Farbstoff aus den Zellen zu l6sen, wurden diese 30 Minuten mit
2% SDS inkubiert (100 pl pro Well). Die Uberstande wurden schlieRlich in eine neue 96-Well
Zellkulturplatte Gberfihrt und deren Absorption bei einer Wellenldange von 550nm

(Referenzwellenlange 650nm) im ELISA-Reader gemessen.

2.2.9 Analyse der Zellproliferation mittels BrdU (Bromdesoxyuridin)-Inkorporation
Die Untersuchung der Zellproliferation mit Hilfe des Cell Proliferation ELISA BrdU-Kits
beruht auf dem Prinzip der BrdU-Inkorporation wéhrend der DNA-Synthese proliferiender

Zellen. Wahrend der DNA-Replikation kommt es zum Einbau des Pyrimidin-Analogons
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BrdU anstelle von Thymidin in die neu synthetisierte DNA. Das inkorporierte BrdU wird
durch einen spezifischen Peroxidase-gekoppelten Antikorper detektiert. Die Peroxidase setzt
sein Substrat schliel3lich in einen messbaren Farbstoff um. Die Menge dieses Farbstoffes ist
dementsprechend ein Mal fir den Einbau von BrdU in die replizierte DNA und fur die

Proliferationsrate der Zellen.

Vor der Durchfiihrung des Versuchs mussten die Zellen in einer bestimmten Konzentration in
96-Well Zellkulturplatten ausgesét und fir insgesamt 48 Stunden bei 37°C im CO,-Inkubator
kultiviert werden. Die Konzentration der Zellen wurde auf 5x 103 Zellen / 200 pl fir ein Well
eingestellt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt, deren Effekte
auf die Proliferation untersucht werden sollten. Da sich die Vorbehandlungsdauer der
unterschiedlichen Substanzen unterscheidet, wurde der Proliferationsversuch noch am
gleichen Tag oder erst am Folgetag durchgefiihrt. Jeder zu untersuchende Ansatz wurde 4fach

bestimmt.

Um die BrdU-Arbeitslosung herzustellen, musste die BrdU-Labeling Solution zunachst 1:100
mit PBS verdiinnt werden. VVon dieser Lésung wurden nun 20 pl in jedes Well gegeben und
die 96-Wellplatte 2 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. In dieser Zeit wurde das BrdU
in die DNA der proliferierenden Zellen eingebaut. Die BrdU-Arbeitslésung wurde von den
Zellen abgegossen und durch 200 ul pro Well FixDenat ersetzt. In dem nun folgenden
30mindtigen Inkubationsschritt bei Raumtemperatur wurden die Zellen fixiert und die DNA
denaturiert. Nach AbgieflRen der Fixierungsldsung wurden pro Well 100 pl BrdU-Antikorper
(anti-BrdU-POD Working Solution 1:100 verdunnt in Dilution Solution) auf die Zellen
gegeben und eine Stunde inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit 1x Waschpuffer (200 pl
pro Well). Anschlieend wurde die Substrat-Lésung (100 pl pro Well) fur 15 Minuten in die
Wells gegeben. Zum Abstoppen der Farbreaktion wurden pro Well 25 pl 1M H,SO,4 zu der
Substratlésung gegeben. Zum Mischen der Lésungen wurde die 96-Wellplatte fiir ein Minute
bei 300 rpm auf den Schuttler gestellt. Die Absorption des entstandenen Farbstoffs wurde
schlieBlich bei einer Wellenldange von 450nm (Referenzwellenldange 690nm) in einem ELISA-

Messgerét quantifiziert.

2.2.10 Arbeiten mit Proteinen
Mit Hilfe von Proteinanalysen lassen sich die molekularen Hintergriinde veranderter

zellulérer Funktionen dadurch aufklaren, dass man veranderte Proteinexpressionen und
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Aktivitdtsmuster verschiedener Proteine detektieren kann. In dieser Arbeit wurde dies durch
Westernblot-Analysen und mittels eines Phospho-Kinase Arrays bewerkstelligt. Vor der
Durchfiihrung dieser Proteinanalyse-Methoden missen die Proteine zunéchst aus Zellen bzw.

Gewebe extrahiert und ihre Konzentration bestimmt werden.

2.2.10.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus NZK-Zellkulturen fir
Westernblot-Analysen

Im Vorfeld einer Gesamtproteinextraktion wurden 1x 10° Zellen in einer Zellkulturschale

(94mm) ausplattiert. Nach 48 Stunden Kultivierung bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen

mit den zu untersuchenden Substanzen inkubiert. Je nach Dauer der Inkubation mit den

unterschiedlichen Substanzen wurde die Proteinextraktion am gleichen Tag oder am

darauffolgenden Tag durchgefuhrt.

Am Tag der Extraktion wurde zuerst das Medium abgesaugt und die Zellen 3mal mit je 10 ml
eiskaltem 1x PBS gewaschen. Die Schale wurde sofort auf Eis gestellt und jeweils 500 pl
Lysepuffer auf den Zellen verteilt. Der Lysepuffer wurde erst unmittelbar vor Verwendung
angesetzt. Mit einem mit Ethanol (70%) gereinigten Zellschaber wurden die Zellen von der
Schale abgeltst und mit einer Pipette in ein 1,5 ml Eppendorfgefal uberfiihrt. Die Proben
wurden fir 30 Minuten auf Eis inkubiert, mit mehrmaligem Vortexen zwischendurch.
SchlieBlich wurden die Proteine durch eine Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4°C fiur 10
Minuten von sedimentierenden unerwtiinschten Zellkompartimenten getrennt. Die Proteine im
Uberstand wurden in ein neues 1,5 ml EppendorfgefaR Gberfihrt. Im Anschluss konnte die
Proteinkonzentration bestimmt und die gewinschte Proteinmenge durch eine Féllung mit

Aceton eingestellt werden. Die Proteine wurden bei —20°C eingefroren.

2.2.10.2 Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus NZK-Gewebe fiir Westernblot-
Analysen

Zur Extraktion von Proteinen aus NZK-Gewebe wurde ein gefrorenes Gewebestlick mit
einem gekudhlten Skalpell auf ca. 3x 3 mm (bzw. 50 mg) zurechtgeschnitten. Dieses
Gewebestlick wurde direkt in 500 pl eiskalten Lysepuffer in einem vorgekihlten Réhrchen
gegeben. Die Probe wurde so lange mit einem Ultraturrax zerkleinert, bis keine Stiickchen
mehr sichtbar waren (ca. eine Minute). Nach einer 15mindtigen Inkubation auf Eis wurde die
Probe fiir eine Minute bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues

Réhrchen Gberflihrt. Mit einem Ultraschallstab wurde die Probe weiter aufgeschlossen. Die
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Probe wurde hierbei auf Eis gestellt und mit 3x 10 St6Ren behandelt. Das Lysat wurde fir 10
Minuten bei 13.000 rpm und 4°C abzentrifugiert und die im Uberstand enthaltenen Proteine in
ein Eppendorfgefal tberfihrt. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration bestimmt (siehe
Abschnitt 9.3), das Lysat zu je 50 pl aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.10.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um weitere Analysen mit Proteinextrakten durchzufiihren, musste die Proteinmenge der
Probe bekannt sein. Hierzu wurde eine quantitative Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des
BCA Protein Assay Reagent Kits durchgefuhrt. Das Prinzip dieser Messmethode beruht auf
der Reaktion von einwertigen Kupferionen mit Bicinchoninséure (BCA) zu einem violetten,
messbaren Farbkomplex. Da die Kupferionen zuerst von Proteinen reduziert werden missen,
bevor sie mit BCA einen Farbkomplex bilden konnen, korreliert die Menge an vorhandenen

Proteinen mit der Menge des entstehenden Farbstoffs.

Zur Messung der Proteine wurden 10 pl Proteinlésung mit 40 pl destilliertem Wasser
verdunnt. Hierzu wurden pro Probe 1 ml BCA-Reagenz (Reagenz A und B im Verhaltnis
50:1) gegeben. Wéahrend einer 30mindtigen Inkubation bei 37°C kam es zur Bildung des
Farbkomplex. Die Proben wurden schliel3lich in Einmalkivetten Gberfuhrt und die Absorption
bei einer Wellenlange von 562nm im Photometer gemessen. Mittels einer zuvor angelegten

BSA-Eichkurve konnte aus der Absorption die entsprechende Konzentration ermittelt werden.

2.2.10.4 Fallung von Proteinen

Um eine fir Westernblot-Analysen ausreichende Proteinkonzentration zu erreichen, mussten
die extrahierten Proteine mit Aceton geféllt werden. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit
nur mit den Proteinen aus Zellen durchgefiinrt, da aus Gewebe immer Protein in
ausreichender Menge extrahiert wurde. Zum Féllen wurde die gewiinschte Menge an Protein
in ein 1,5 ml Eppendorfgefal auf Eis uberfihrt und mit der 9-fachen Menge an eiskaltem
Aceton versetzt. Die Probe wurde tber Nacht bei —20°C gefallt. Am Folgetag wurden die
Proteine 10 Minuten bei 13.000 und 4°C abzentrifugiert und das Aceton verworfen. Das
Proteinsediment wurde fiir maximal 5 Minuten in einer Vakuumzentrifuge vollstdndig von
Aceton befreit und in der entsprechenden Menge 2x Ladepuffer gel6st (10 pl Ladepuffer pro
100 pg Protein). Die Proteinproben wurden bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.
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2.2.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Westernblot-Analyse
von Gesamtproteinextrakten aus NZK-Zellkulturen

2.2.11.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) dient der
Auftrennung von Proteinen ihrer GrofRe nach in einem elektrischen Feld und der
nachfolgenden Analyse mittels Westernblot. Das anionische Detergenz SDS tiberdeckt hierbei
die Eigenladung der Proteine und verleiht ihnen eine einheitliche negative Ladung. Dies stellt
sicher, dass die Proteine nur entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Um
die entstehenden Banden wahrend der Westernblot-Analyse den verschiedenen Proteinen
zuordnen zu kénnen, wird ein Molekulargewichtsstandard mit auf das Gel aufgetragen. In der
vorliegenden Arbeit wurde mit einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese gearbeitet, in der
zwei verschiedene Gelarten verwendet werden. Im Sammelgel sammeln sich zuerst alle
Proteine an einem Startpunkt auf gleicher H6he, um dann zeitgleich ins Trenngel zu wandern,

in dem es schliellich zur eigentlichen Proteinauftrennung kommt.

Zur Vorbereitung der SDS-PAGE wurden das Sammel- und das Trenngel gegossen. Zuerst
wurde das 10%ige Trenngel gegossen und mit Ethanol (berschichtet. Nach etwa
30-45 Minuten war es auspolymerisiert und das Sammelgel (4%) konnte dartiber gegossen
werden. In dieses Gel wurde ein sample-well Kamm eingesetzt, um Probentaschen zu
erhalten. Nach Polymerisation des Sammelgels, wurden die Gele in die
Gelelektrophoresekammer Mini Protean Tetra System gestellt und diese mit einem Liter 1x
Laufpuffer gefiillt. Der Kamm wurde vorsichtig aus dem Sammelgel gezogen und die nun
vorhandenen Taschen mit 1x Laufpuffer gespilt. Bevor die mit Ladepuffer versetzten Proben
aufgetragen wurden, mussten sie fir 10 Minuten in einem Heizblock aufgekocht werden, um
sie zu denaturieren. Es wurden je Probe 10 pl (10pg/ul, entsprechen 100 ug pro Probe) in die
Taschen pipettiert. Des Weiteren wurden 8 pl des gefarbten BenchMark Prestained Protein
Ladder und 6 pl des ungeférbten Molekulargewichtstandards Magic Mark XP aufgetragen.
Das Gel wurde bei 90 Volt fur ca. 30 Minuten laufen gelassen, bis die Lauffront das Trenngel
durchwandert hatte. Danach wurde das Gel weitere 2-3 Stunden bei 110 Volt laufen gelassen,
bis die Proben die Lauffront erreicht hatten. Anschliefend wurde das Gel aus der Kammer

entnommen und fur eine nachfolgende Westernblot-Analyse verwendet.
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2.2.11.2 Westernblot-Analyse

Eine Westernblot-Analyse dient dem Nachweis von zuvor durch eine SDS-PAGE
aufgetrennten Proteinen aus Proteinextrakten. Zunachst mussen die Proteine aus dem
Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Transfermembran transferiert werden. Dieser VVorgang wird
als ,,Blotten” bezeichnet und durch einen Stromfluss ermdglicht. In diesem Stromfluss,
wandern die negativ geladenen Proteine aus dem Gel in Richtung Anode und binden an die
PVDF-Transfermembran. In dieser Arbeit wurde das Blotten mittels Semidry-Verfahren in
der Blotting-Apparatur Trans Blot Turbo durchgefuhrt. SchlieBlich konnten die zu
analysierenden Proteine durch Antikorperfarbung nachgewiesen werden. Zuerst wurde mit
dem Priméarantikorper inkubiert, anschlieBend mit dem Sekundé&rantikérper. Auf Grund der
Kopplung des Sekundarantikorpers an eine Peroxidase konnte im ndchsten Schritt durch
Zugabe einer Substratlosung eine Chemilumineszenzreaktion ausgelost werden. Diese

Reaktion wurde mit Hilfe des Detektionssystems Flurochem E visualisiert und aufgenommen.

Um die Proteine nach erfolgter Auftrennung durch eine SDS-PAGE auf die PVDF-Membran
zu transferieren, musste diese zundchst zurechtgeschnitten und aquilibriert, also
aufnahmefahig fur Proteine gemacht werden. Dies geschah wahrend einer 1mindtigen
Inkubation in Ethanol absolut. AnschlieBend wurde die Membran 2 Minuten in destilliertes
Wasser und 5 Minuten in Anodenpuffer gelegt. Des Weiteren wurden 12 Filterpapiere
zurechtgeschnitten und jeweils 6 Papiere in Anodenpuffer und 6 Papiere in Kathodenpuffer
eingeweicht. Das SDS-Gel wurde vorsichtig von den Glasplatten genommen und das
Sammelgel entfernt. Bevor die einzelnen Komponenten in die Blotting-Apparatur gelegt
wurden, wurden die Anode mit Anodenpuffer und die Kathode mit Kathodenpuffer

angefeuchtet.

Der Blot wurde nach folgendem Schema aufgebaut:

Stromfluss Kathode
6x Filterpapiere (in Kathodenpuffer eingeweicht)
SDS-Polyacrylamid-Gel
PVDF-Transfermembran
6x Filterpapiere (in Anodenpuffer eingeweicht)
Anode
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Das Aufeinanderlegen der einzelnen Komponenten musste sorgfaltig und luftblasenfrei
geschehen. Entstandene Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen wurden mit einem
speziellen Blot-Roller entfernt. Bei nicht entfernten Luftblasen, kann es an diesen Stellen zu
einem unvollstandigen Proteintransfer kommen. Der Protein-Transfer erfolgte innerhalb von
30 Minuten bei 25 Volt.

Nachdem Auseinandernehmen der Blotting-Apparatur wurde die Membran fur eine Stunde
auf einem Inkubationsschuttler in etwa 20 ml Blocking-Ldsung inkubiert. Dieser Schritt
diente dem Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen. Nachfolgend wurde der
Primérantikorper auf die Membran gegeben. Bis auf den Primérantikorper gegen B-Aktin
wurden alle Primdrantikorper 1:1000 mit Blocking-Losung verdinnt. Der Antikorper gegen
B-Aktin wurde 1:5000 in 1x Rotiblock verdinnt. Die Membran wurde in ein 50 ml-Réhrchen
gelegt und mit etwa 5 ml Primdrantikorper tUber Nacht bei 4°C auf dem Rollenmischer
inkubiert.

Vor Inkubation mit dem Sekundarantikdrper wurde die Membran am Folgetag 3mal 10
Minuten mit 1x TBS mit 0,1% Tween gewaschen. Der Sekundarantikorper wurde 1:1000 mit
Blocking-L6sung verdinnt und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf die Membran gegeben.
Die Membran wurde erneut 3mal 10 Minuten mit 1x TBS mit 0,1% Tween gewaschen. Zur
Vorbereitung der Substratlésung wurden die ECL-Substanzen 1:1 verdinnt. Pro Membran
wurden 3 ml ECL-L6sung benétigt, die gleichmé&Rig auf die Membran aufgetropft wurden.
Nach einer Inkubation von einer Minute, wurde die Membran in Klarsichtfolie gelegt. Die
Chemilumineszenzreaktion der an den Sekundarantikorper gekoppelten Peroxidase mit dem
in der ECL-L6sung enthaltenen Luminol wurde mittels des Detektionssystems Flurochem E
aufgenommen. Die Exposition variierte je nach Antikérperfarbung zwischen wenigen
Sekunden und einigen Minuten. Die visualisierten Proteinbanden wurden an einem PC mit
Hilfe der Software Image J densitometrisch ausgewertet und mit der Menge an aufgetragenem

Gesamtprotein verrechnet.

Bevor eine weitere Antikorperfarbung durchgefuhrt werden konnte, mussten die gebundenen
Antikorper durch ,,Strippen® der Membran entfernt werden. Die Membran wurde zunéchst
5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen, 20 Minuten in 0,2 M Natronlauge inkubiert
und erneut 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. SchlieBlich wurden der néachste

Blockingschritt und ein weiterer Antikdrpernachweis, wie oben beschrieben, durchgefuhrt.
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2.2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Westernblot-Analyse

von Gesamtproteinextrakten aus NZK-Gewebe

2.2.12.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Der Ablauf der SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen aus Gewebe unterscheidet sich
nur in wenigen Punkten von der SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen aus Zellkulturen.
In diesem Abschnitt werden nur die Unterschiede erldutert, der exakte Versuchsablauf ist
Abschnitt 9.5.1 zu entnehmen.

Anstelle der Gelelektrophoresekammer Mini Protean Tetra System von Biorad wurde eine
von der Werkstatt der Universitatsmedizin Mainz eigens fir das Labor der Urologie
hergestellte Gelelektrophoresekammer verwendet. Diese Gelkammer hat den Vorteil, dass die
Gele groRer und dicker sind, somit mehr Proben aufgetragen werden kénnen und man bei der
Probenmenge nicht auf 10 pl Auftragsvolumen beschrankt ist. Fur diese Gelkammer wurde
anstelle eines 10%igen Trenngels ein 7,5%iges Trenngel gegossen. Pro Tasche wurden 30 pl
Probe (30 ug Protein) aufgetragen. Fur den Gellauf wurden 600 ml 1x Laufpuffer bendtigt.
Bevor der Lauf gestartet wurde, musste darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen
am unteren Rand des Trenngels befanden, da diese den Stromfluss erheblich stéren kdnnen.
Die Luftblasen wurden mit Hilfe einer Spritze entfernt. Bei Verwendung dieser
Gelelektrophorese-Kammer dauerte es etwa eine Stunde bis die Proteine das Trenngel
erreichten und weitere 3-4 Stunden bis die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte

und der Gellauf gestoppt werden konnte.

Die Erstellung von Boxplots aus den gemessenen Expressionen in den Gewebeproben
erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS. Die Signifikanz wurde durch den Mann-Whitney-
U-Test ermittelt. Unterschiede wurden ab einem p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant

angesehen.

2.2.12.2 Westernblot-Analyse

Der Ablauf der Westernblot-Analyse von Proteinen aus Gewebe unterschied sich nur in der
Inkubation mit dem Primdrantikérper und einer Coomassie-Farbung von der Westernblot-
Analyse von Proteinen aus Zellen. Auf Grund der GrolRe der Membranen war es nicht

mdoglich sie in einem 50 ml Roéhrchen auf einem Rollenmischer zu inkubieren. Die
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Membranen wurden in Schalen auf einem Inkubatiosschuttler tiber Nacht bei 4°C mit dem
Primarantikdrper inkubiert. Um die Gesamtmenge an aufgetragenem Protein nachzuweisen,
wurden die Membranen nach den Antikorperfarbungen mit einer Coomassie-Blau Ldsung
eingefarbt. Coomassie féarbt hierbei unspezifisch alle auf der Membran enthaltenen Proteine
blau an. Die Membranen wurden tber Nacht mit der Coomassie-Blau Ldsung inkubiert, am
Folgetag 2mal 10 Minuten mit Entfarbel6sung gewaschen und schliellich getrocknet. Die
Membranen wurden eingescannt und das eingefarbte Gesamtprotein mittels der Software
Image J ausgemessen. Die Messwerte der Antikorperfarbungen wurden schlie3lich mit diesen

Werten zur Normalisierung verrechnet.

2.2.13 Phospho-Kinase Array

Mit Hilfe des Human Phospho-Kinase Array Kits lassen sich die Aktivierungszustande von
46 intrazelluldren Kinasen bestimmen. Der Test beruht auf Antikdrperfarbungen gegen die
phosphorylierten Formen verschiedener Kinasen. Da die hier untersuchten Kinasen durch
Phosphorylierung aktiviert bzw. inaktiviert werden, ist dieser Nachweis ein Mal} fiir ihr
Aktivitéatslevel. Die Primarantikdrper gegen die 46 Phospho-Kinasen befinden sich in diesem
Kit bereits auf Membranen, auf die die zu untersuchenden zelluléren Proteinextrakte gegeben
werden. Sekundare biotinylierte Antikorper erkennen die Primarantikdrper und gehen eine
weitere Bindung mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin ein. Durch die Verwendung einer
Substratlésung wird eine Chemiluminszenzreaktion hervorgerufen, die mit Hilfe des

Detektionssystems Fluorchem E aufgenommen werden kann.

2.2.13.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus Zellkulturen fir den Phospho-
Kinase Array

Im Vorfeld der Proteinextraktion wurden 2x 10° Zellen in eine Zellkulturschale (145mm)
ausplattiert. Nach 48 Stunden Kultivierung bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen mit den
zu untersuchenden Substanzen inkubiert. Je nach Dauer der Inkubation mit den
unterschiedlichen Substanzen wurde die Proteinextraktion am gleichen Tag oder am
darauffolgenden Tag durchgefiihrt. Zur Herstellung der Extrakte wurde zundchst das Medium
von den Zellen gesaugt und diese 3mal mit 10 ml eiskaltem 1x PBS gewaschen. Die Schale
wurde sofort auf Eis gestellt und die Zellen mit 200 ul Lysepuffer 6 (im Kit enthalten) pro
Schale versetzt. Mit einem mit Ethanol (70%) gereinigten Zellschaber wurden die Zellen von
der Schale abgel6st und mit einer Pipette in ein 1,5 ml Eppendorfgefal Gberfihrt. Die Proben

wurden fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Wéhrend diesem Inkubationsschritt wurden die
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Extrakte mehrmals sanft gevortext. Die Proben wurden 5 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert und anschlieBend die Proteine im Uberstand in ein neues 1,5 ml EppendorfgefaR
uberfuhrt. Im Anschluss wurde die Proteinkonzentration mit dem BCA Protein Assay Reagent
Kit bestimmt (siehe Abschnitt 9.2). Die Proteinkonzentration wurde mit Lysepuffer 6 und

Array Buffer 1 auf 300 pg eingestellt.

2.2.13.2 Durchflihrung des Phospho-Kinase Arrays

Um unspezifische Bindungsstellen auf den im Kit enthaltenen Membranen zu blockieren,
wurden diese zundchst mit Blocking-Losung (Array Buffer 1) inkubiert. Hierzu wurden die
Membranen mit Hilfe einer flachen Pinzette vorsichtig in 8-Well Platten gelegt, mit 1 ml
Blocking-L6sung pro Membran tberschichtet und 1 Stunde auf einem Inkubationsschittler
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Blocking-Losung wurde entfernt und durch die
Proteinextrakte ersetzt. Es wurde pro Membran 1 ml mit 300 pg Protein auf die Membranen
gegeben. Da die verschiedenen Antikorper auf zwei Membranen (A und B) verteilt waren,
musste auf Membran A und B jeweils 1 ml Proteinextrakt gegeben werden. Die Bindung der
Phospho-Kinasen an die Antikdrper der Membranen erfolgte Gber Nacht bei 4°C auf einem
Inkubatiosschuttler. Am Folgetag wurden die Membranen 3mal 10 Minuten mit 1x
Waschpuffer gewaschen. Jede Membran wurde mit 1ml Antibody-Cocktail (A bzw. B) fir 2
Stunden auf dem Schittler inkubiert. Hierauf folgte ein 3maliges Waschen mit 1x
Waschpuffer fur je 10 Minuten. Im nachsten Schritt wurden die Membranen mit jeweils 1 ml
Streptavidin-HRP-Losung fur 30 Minuten auf dem Schittler inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit 1x Waschpuffer (3mal 10 Minuten) wurde das Chemilumineszenzreagenz
(ECL-Substanzen 1:1 verdinnt) gleichmaRig auf die Membranen aufgetropft. Nach einer
I1mindtigen Inkubationszeit wurden die Membranen in Klarsichtfolie gelegt. Die entstandenen
positiven Signale wurden mit Hilfe des Detektionssystems Flurochem E visualisiert und
aufgenommen. Die Signalstarke der Protein-Spots wurde mit der Software Image J am PC

densitometrisch ausgewertet.

2.2.14 Zytotoxizitatstests

2.2.14.1 Zytotoxizitatstest mit MTT

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zytotoxizitatstest durchgefiihrt, um festzustellen, in
welchem MalR eine Substanz die Stoffwechselaktivitat von Zellen hemmt und somit toxisch
auf die Zellen wirkt. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) ist
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ein wasserlosliches, gelbes Tetrazoliumsalz. Inkubiert man Zellen mit MTT spaltet die
mitochondriale Dehydrogenase dessen Tetrazoliumring. Diese Reaktion bringt einen
wasserunldslichen, blau-violetten Farbstoff (Formazan) hervor, dessen Menge photometrisch
gemessen werden kann. Da diese Reaktion nur durch vitale Zellen hervorgerufen wird, ist die
Intensitat des Farbstoffs ein MaR fir die Toxizitat der Substanz.

Zur Vorbereitung des Zytotoxizitatstests mussten die zu untersuchenden Zellen in eine 96-
Well Zellkulturplatte ausplattiert werden. Die Konzentration sollte hierbei 5x 103 Zellen / 100
pl far ein Well betragen. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die
Zellen mit den entsprechenden Substanzen behandelt, deren Effekte auf die
Stoffwechselaktivitat der Zellen untersucht werden sollten. Da sich die Vorbehandlungsdauer
der unterschiedlichen Substanzen unterscheidet, wurde der Zytotoxizitdtstest noch am
gleichen Tag oder erst am Folgetag durchgefthrt. Jeder zu untersuchende Ansatz wurde 4fach

bestimmt.

Am Versuchstag wurden zunéchst 20 ul einer 1%igen MTT-L6sung in jedes Well gegeben.
Die Zellen wurden 3 Stunden mit MTT bei 37°C und 5% CO, abgedunkelt inkubiert. In dieser
Zeit kam es zur Bildung des dunklen Formazans durch vitale Zellen. Die MTT-L6sung wurde
von den Zellen dekantiert und ein Waschschritt mit 1x PBS folgte. Zum Ldsen des
wasserunldslichen Farbstoffs aus den Zellen wurden pro Well 100 pl Isopropanol
dazugegeben. Die Zellkulturplatte wurde 15 Minuten kraftig geschittelt (500 rpm auf dem
Schiittler). Die Uberstande wurden in eine neue 96-Well Zellkulturplatte berfihrt und im
ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 570nm (Referenzwellenldénge 650nm) gemessen.

2.2.14.2 Zytotoxizitatstest mit Alamarblau

Eine weitere Mdglichkeit die Toxizitdt von Substanzen auf Zellen zu untersuchen, ist die
Verwendung von Alamarblau. Das in dieser Arbeit verwendete Alamarblau besteht aus
Resazurin, einem Redoxindikator. Dieser wird von Zellen aufgenommen, zu Resorufin
reduziert und verdndert hierbei seine Farbe von blau nach rosa. Die Intensitat dieses
Farbumschlags kann photometrisch gemessen werden und korreliert mit der verénderten

Vitalitat der Zellen nach Behandlung mit den zu untersuchenden Substanzen.

Im Vorfeld des Versuchs mussten die zu untersuchenden Zellen in einer bestimmten
Konzentration (5x 103 Zellen in 100 ul pro Well) in eine 96-Well Zellkulturplatte ausplattiert
werden. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen mit den
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entsprechenden Substanzen behandelt, deren Effekte auf die Stoffwechselaktivitat der Zellen
untersucht werden sollten. Da die Vorbehandlungsdauer mit den unterschiedlichen
Substanzen variierte, wurde der Zytotoxizitatstest noch am gleichen Tag oder erst am

Folgetag durchgefiihrt. Jeder zu untersuchende Ansatz wurde 4fach bestimmt.

Am Versuchstag wurde zunéchst das Medium aus den Wells gegossen und diese einmal mit
1x PBS gewaschen. Das Alamarblau wurde als 10%ige L6sung in serum- und
phenolrotfreiem Medium angesetzt und je 200 pl pro Well pipettiert. Die Zellen wurden 4
Stunden mit der Alamarblau-Ldsung bei 37°C und 5% CO, inkubiert. In dieser Zeit kam es zu
einem Farbumschlag von blau nach rosa. Im Anschluss wurden pro Well 100 pl des
Uberstandes in eine neue 96-Well Zellkulturplatte Gberfiihrt und diese photometrisch im
ELISA-Reader gemessen. Die Wellenlange betrug hierbei 570nm, die Referenzwellenlénge
600nm.

2.2.14.3 Kristallviolett-Farbung

Parallel zu den Zytotoxizitéatstests mit MTT und Alamarblau wurde auf einer zusatzlichen 96-
Well-Zellkulturplatte immer eine Farbung mit Kristallviolett durchgefiihrt. Die Zellen dieser
zusétzlichen Platte wurden identisch mit den zu untersuchenden Substanzen behandelt. Da
Kristallviolett adharente Zellen anfarbt und dieses photometrisch gemessen werden kann,
konnte diese Farbung somit als Kontrolle daflr dienen, wie viele Zellen sich nach
Behandlung noch in den Wells befanden. Die Zellen, die wéhrend der Behandlung mit den
Substanzen abgestorben sind, wurden nicht gefarbt, da sie sich von der Platte 16sen und
vorher abgewaschen wurden. Eine verfélschte Abnahme der gemessenen Zellvitalitat auf
Grund einer Abnahme der Zelldichte in einem Well konnte somit aufgedeckt werden. Die
Messung der Zytotoxizitdt mit MTT bzw. mit Alamarblau wurde immer mit der

Kristallviolett-Farbung abgeglichen.

Die zu untersuchenden Zellen wurden parallel zu den Zellen fiir die Zytotoxizitatstests und in
der gleichen Konzentration (5x 103 Zellen in 100 pl pro Well) in 96-Well Zellkulturplatten
ausplattiert. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen
entsprechend den Zellen fiir die Zytotoxizitatstests mit den zu untersuchenden Substanzen
behandelt. Die Zellen wurden am gleichen Tag, zur gleichen Zeit mit Kristallviolett angeférbt,

an dem auch die Zytotoxizitatstests durchgefuihrt wurden.
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Zuerst wurde das Medium von den Zellen abgegossen und diese 2mal mit Waschpuffer
gewaschen (100 pl pro Well). Der néchste Schritt diente dem Fixieren der Zellen. Hierflr
wurden die Zellen 15 Minuten mit 100 pl pro Well 4% Paraformaldehyd inkubiert. Nach
einem Waschschritt mit 1x PBS (100 ul pro Well) erfolgte die Farbung. Pro Well wurden 50
pl Kristallviolett-Losung (0,5%) zu den Zellen gegeben und diese fiir 10 Minuten inkubiert.
Die Platte wurde durch 3maliges Waschen mit Waschpuffer (100 pl pro Well) griindlich von
der Kristallviolett-Losung gesdaubert und auf einem Tuch vollstdndig trocknen gelassen. Um
den Farbstoff aus den Zellen zu Iésen, wurden diese 30 Minuten mit 2% SDS inkubiert (100
ul pro Well). Die Uberstande wurden schlieRlich in eine neue 96-Well Zellkulturplatte
uberfiihrt und deren Absorption bei einer Wellenldnge von 550nm (Referenzwellenléange

650nm) im ELISA-Reader gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des Calcium-sensitiven Rezeptors und extrazellularen Calciums auf die
organspezifische Metastasenbildung in Knochen

Da es sich bei Knochen um ein Calcium-reiches Gewebe handelt und der Calcium-sensitive
Rezeptor in der gesunden Niere per se exprimiert wird, war es in dieser Arbeit von groRem
Interesse, diesbeziliglich Zusammenh&nge herzustellen und somit die Mechanismen einer
organspezifischen Metastasenbildung in Knochen aufzukléaren. Ziel der Untersuchungen in
diesem Abschnitt war es, mogliche onkogene Eigenschaften des CaSR im NZK und dessen
Einfluss auf die Bildung von Knochenmetastasen in Verbindung mit einer erhdhten Calcium-
Konzentration aufzudecken. Es sollte gezeigt werden, ob der CaSR auch in malignem
Nierenepithel exprimiert wird und ob das Ergebnis mit dem Ort der Metastasen der Patienten
korreliert. Die Expression des CaSR ware die Voraussetzung dafir, dass Tumorzellen aus
diesem Gewebe in der Lage sind, die aus Knochen freigesetzten Calcium-lonen zu
detektieren. In weiteren Schritten sollte dargestellt werden, inwiefern extrazelluléres Calcium
die Eigenschaften von Tumorzellen aus Nierenepithel beeinflusst, die eine Metastasenbildung
beglnstigen. Dies sollte durch magliche intrazelluldare Verdnderungen auf molekularer Ebene

erklart werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der CaSR in gesundem und in Nierentumorgewebe
mittels Real-Time PCR und Westernblot detektiert. Die NZK-Patienten, aus denen das
Nierengewebe stammte, unterschieden sich darin, dass sie innerhalb von 5 Jahren nach
Nephrektomie keine Metastasen, Lungen- oder Knochenmetastasen ausbildeten. Der CaSR
wurde zudem in primdren NZK-Zellen aus Patienten ohne, bzw. mit Lungen- oder
Knochenmetastasen nachgewiesen. Hierbei sollte auch gekléart werden, ob extrazelluléres
Calcium Einfluss auf die Regulation der Expression des CaSR nimmt. Im né&chsten Schritt
wurden funktionelle Tests unter Einfluss von erhdhtem extrazelluldarem Calcium an diesen
Zellen durchgefihrt. Hierbei wurden besonders die Schritte untersucht, die zum Prozess der
Metastasierung einen entscheidenden Beitrag leisten: Migration, Adhdsion und Proliferation.
Mit Hilfe eines Phospho-Kinase-Arrays und weiteren Westernblot-Analysen sollten die
molekularen Hintergrinde der Effekte von Calcium auf die NZK-Zellen erklart werden.
Hierbei wurden nicht nur die durch Calcium hervorgerufenen Verénderungen beriicksichtigt,

sondern auch mdogliche Verénderungen, die auf Grund des unterschiedlichen
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Metastasierungspotenzials der NZK-Zellen bereits bestehen. Die molekularen Veranderungen

sollten ebenfalls an dem zuvor untersuchten Normal- und Tumorgewebe aufgedeckt werden.

3.1.1 Expression der CaSR-mRNA in Gewebeproben von NZK-Patienten

Zur Untersuchung der CaSR mRNA-Expression wurde in einem Vorversuch zundchst Tumor-

und Normalgewebe von 3 NZK-Patienten untersucht. Einer dieser Patienten blieb frei von

Metastasen, bei einem Patienten bildeten sich Lungenmetastasen, bei einem anderen bildeten

sich Knochenmetastasen innerhalb von 5 Jahren nach Nephrektomie. Der CaSR wurde mittels

PCR unter Verwendung spezifischer CaSR-Primer aus der cDNA von Gewebeproben dieser

Patienten amplifiziert. Dies sollte erste Hinweise dartiber geben, ob die CaSR mRNA in

Abhangigkeit vom Ort der Metastasenbildung exprimiert wird.

M1 12 34 56

7

8

M2

M1 - 100bp Marker

1 - cDNA Tumorgewebe, keine Metastasen
2 — cDNA Normalgewebe, keine Metastasen

3 — cDNA Tumorgewebe, Lungenmetastasen
4 - cDNA Normalgewebe, Lungenmetastasen

caSR
(141 bp)

5 - cDNA Tumorgewebe, Knochenmetastasen
6 — cDNA Normalgewebe, Knochenmetastasen

7 — Negativkontrolle
8 — cDNA Positivkontrolle
9 — cDNA Positivkontrolle } PDH

M1 - 100bp-Marker
M2 - Lambda Hindlll Marker

Abbildung 3.1:

PCR zum Nachweis des CaSR in Normal- und Tumorgewebe von NZK-Patienten mit
unterschiedlichen Metastasierungsorten.

Die Abbildung zeigt die auf einem Agarosegel aufgetrennten amplifizierten Fragmente. In Spur
1-6 wurden die mit CaSR-Primern amplifizierten Fragmente aufgetragen, in Spur 7 die
Negativkontrolle und in den Spuren 8 und 9 die mit PDH-Primern amplifizierten Fragmente.
Insgesamt wurden 3 Patienten ohne, mit Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen untersucht (ein
Patient pro Gruppe). In den Spuren 2, 4, 5, 6 befindet sich eine Bande zwischen der 100bp- und
der 200bp-Markerbande, und somit der Gréfte von 141bp des erwarteten Amplifikats der CaSR

mRNA entspricht.

Die CaSR mRNA konnte im Normalgewebe aus den Nieren aller Patienten nachgewiesen

werden (Abbildung 3.1). Bei der Analyse des Tumorgewebes erschien nur in der Probe des

Patienten mit Knochenmetastasen eine Bande, die jedoch eine geringere Intensitat aufwies als
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3. Ergebnisse

die Bande des Normalgewebes. In den Nierengewebeproben von Patienten ohne bzw. mit
Lungenmetastasen konnte keine CaSR mRNA im Tumorgewebe nachgewiesen werden.

Um das Ergebnis dieses Vorversuches zu verifizieren und die Intensitdtsunterschiede der
Banden besser analysieren zu kénnen, wurde in einem weiteren Versuch die CaSR mRNA in
Gewebeproben von 33 NZK-Patienten mittels Real-Time PCR quantifiziert. Hierflr wurden
wiederum Proben aus Tumor- und Normalgewebe untersucht. Die Patienten bildeten
innerhalb von 5 Jahren nach Nephrektomie keine, Lungen- bzw. Knochenmetastasen aus
(Jeweils 11 Patienten), so dass die Ergebnisse mit dem Metastasierungsort verglichen werden

konnten.

CaSR mRNA CaSR mRNA

6
4
2- I

keine Lungen Knochen keine Lungen Knochen
Metastasen Metastasen

Expression in Normalgewebe
(relative Einheiten)
Expression in Tumorgewebe
(relative Einheiten)

Abbildung 3.2:

Expression der CaSR mRNA in Normal- und Tumorgewebe von NZK-
Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten, bestimmt durch
guantitative Real-Time PCR.

In Abbildung A ist die Expression der CaSR mRNA in Normalgewebe
dargestellt, Abbildung B zeigt die Expression in Tumorgewebe. Insgesamt
wurden 33 Patienten ohne, mit Lungen- bzw. Knochenmetastasen untersucht
(11 Patienten pro Gruppe). Die zentrale Linie der Boxplots stellt den Median
dar. Es werden die 25. und die 75. Perzentile gezeigt (unterer und oberer Teil
der Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie der
Boxplots). Extremwerte werden nicht gezeigt. Die gemessenen Expressionen
wurden mit der Expression des als Referenzgen dienenden TBP verrechnet.

Im Normal- und im Tumorgewebe korrelierte die Menge an CaSR mRNA mit dem Ort der
Metastasenbildung (Abbildung 3.2). Im Normalgewebe von Patienten mit Lungenmetastasen
lag die Expression 1,3fach erhoht vor, wiesen die Patienten Knochenmetastasen auf, wurde
sogar die 2,3fache Menge gemessen, im Vergleich zu Patienten ohne Metastasen (Abbildung
3.2A). Im Tumorgewebe dieser Patienten war die Differenz der Menge an CaSR mRNA
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3. Ergebnisse

wesentlich groRer. Bei Patienten mit Lungenmetastasen war die Expression 2,8fach erhoht,
bei Patienten mit Knochenmetastasen lag die CaSR mRNA sogar in der 10,8fachen Menge
vor, im Vergleich zu Patienten ohne Metastasen (Abbildung 3.2B). Somit wiesen Patienten
mit Knochenmetastasen die grofite Menge an CaSR mRNA im gesunden und im
Tumorgewebe auf. Im Vergleich zur Expression im gesunden Gewebe wurde in den
Tumorgewebeproben von Patienten ohne bzw. mit Lungenmetastasen die CaSR mRNA

generell in einer sehr geringen Menge exprimiert.

3.1.2 Expression des CaSR-Proteins in Gewebeproben von NZK-Patienten

Um nicht nur Aussagen uber die CaSR mRNA-Expression machen zu kénnen, sondern auch
Uber das von ihr translatierte Protein, wurde mittels Westernblot die Expression des CaSR-
Proteins analysiert. Hierzu wurden wiederum Normal- und Tumorgewebe von 30 NZK-
Patienten untersucht, von denen jeweils 10 Patienten keine, Lungen- bzw. Knochenmetastasen

innerhalb von 5 Jahren nach Nephrektomie ausbildeten.

CaSR CaSR

ik

keine Lungen Knochen keine Lungen Knochen
Metastasen Metastasen

w
'S
f

L*]
n
N

=
-
L

Expression in Normalgewebe
(relative Einheiten)
Expression in Tumorgewebe
(relative Einheiten)

Abbildung 3.3:

Expression des CaSR-Proteins in Normal- und Tumorgewebe von NZK-
Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten, bestimmt mittels
Westernblot-Analysen.

In Abbildung A ist die Expression des CaSR in Normalgewebe dargestellt,
Abbildung B zeigt die CaSR-Expression in Tumorgewebe. Insgesamt
wurden 30 Patienten ohne, mit Lungen- bzw. Knochenmetastasen untersucht
(10 Patienten pro Gruppe). Die zentrale Linie der Boxplots stellt den Median
dar. Es werden die 25. und die 75. Perzentile gezeigt (unterer und oberer Teil
der Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie der
Boxplots). Extremwerte werden nicht gezeigt. Die Proteinbanden wurden
densitometrisch ausgewertet und die gemessenen Expressionen mit der
Gesamtmenge an aufgetragenem Protein verrechnet.
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Mit Hilfe der Westernblot-Analyse wurde festgestellt, dass die Expression des CaSR-Proteins
im Normal- und im Tumorgewebe ebenfalls mit dem Ort der Metastasenbildung korreliert
und der CaSR am starksten in den Proben von Patienten mit Knochenmetastasen exprimiert
vorliegt (Abbildung 3.3). In den Proben aus gesundem Nierengewebe konnten jedoch nur
leichte Expressionsunterschiede des CaSR in den 3 Patientengruppen festgestellt werden
(Abbildung 3.3A). Bei Patienten mit Lungenmetastasen war die Expression im Vergleich zu
Patienten ohne Metastasen 1,2fach erhoht, bei Patienten mit Knochenmetastasen war sie
1,3fach erhoht. Wie schon fiir die Expression der CaSR mRNA im Tumorgewebe festgestellt
wurde, war auch hier die Differenz der Proteinexpression zwischen den Patientengruppen
etwas deutlicher (Abbildung 3.3B). Patienten mit Lungenmetastasen wiesen eine 1,3fache

Expressionserhéhung auf, Patienten mit Knochenmetastasen eine 1,5fache Erhéhung.

3.1.3 Nachweis des epithelialen Ursprungs der primaren NZK-Zellen

Weitere Analysen wurden an priméaren NZK-Zellen durchgefiihrt. Um zu garantieren, dass es
sich bei diesen aus Patienten gewonnenen Nierenkarzinomzellen um Zellen epithelialen
Ursprungs handelt, mussten sie vor Durchfiihrung weiterer Versuche immunzytochemisch
gefarbt werden. Hierfur wurde ein Antikorper verwendet, der spezifisch gegen Cytokeratin 8

und 18 in Nierenepithelzellen bindet.

Im Vergleich zur blaulich gefarbten Kontrolle (Farbung ohne priméaren Antikorper), kam es
bei der Farbung gegen Cytokeratin zur Bildung eines braunen Farbstoffs in den Zellen
(Abbildungen 3.4-3.6). Durch diese Farbung konnte der epitheliale Ursprung von insgesamt 9
Zelllinien aus NZK-Patienten nachgewiesen werden. Jeweils 3 dieser Patienten entwickelten
innerhalb von 5 Jahren nach Nephrektomie keine Metastasen bzw. Lungen- oder
Knochenmetastasen. Bei den weiteren durchgefiihrten Versuchen mit priméaren NZK-Zellen,

kamen ausschlieBlich diese hier positiv gefarbten Zellen zu Einsatz.
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Abbildung 3.4:

Immunzytochemische Farbung zum Nachweis des epithelialen Ursprungs der priméaren NZK-Zellen von
Patienten ohne Metastasen.

Die Aufnahmen der oberen Reihe zeigen die Kontrollen (Férbung ohne priméren Antikorper), die Aufnahmen
der unteren Reihe die dazugehdrigen immunzytochemischen Farbungen gegen Cytokeratin pan. Es wurden
Zellen von 3 verschiedenen Patienten angefarbt. Sie weisen eine braunliche Farbung auf. Die Aufnahmen
wurden mit Hilfe einer Mikroskop-Kamera angefertigt.
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Abbildung 3.5:

Immunzytochemische Farbung zum Nachweis des epithelialen Ursprungs der priméaren NZK-Zellen von
Patienten mit Lungenmetastasen.

Die Aufnahmen der oberen Reihe zeigen die Kontrollen (Farbung ohne primaren Antikdrper), die Aufhahmen
der unteren Reihe die dazugehdrigen immunzytochemischen Férbungen gegen Cytokeratin pan. Es wurden
Zellen von 3 verschiedenen Patienten angeféarbt. Sie weisen eine braunliche Farbung auf. Die Aufnahmen
wurden mit Hilfe einer Mikroskop-Kamera angefertigt.
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Abbildung 3.6:

Immunzytochemische Farbung zum Nachweis des epithelialen Ursprungs der priméaren NZK-Zellen von
Patienten mit Knochenmetastasen.

Die Aufnahmen der oberen Reihe zeigen die Kontrollen (Farbung ohne priméren Antikorper), die Aufnahmen
der unteren Reihe die dazugehdrigen immunzytochemischen Férbungen gegen Cytokeratin pan. Es wurden
Zellen von 3 verschiedenen Patienten angeféarbt. Sie weisen eine braunliche Féarbung auf. Die Aufhahmen
wurden mit Hilfe einer Mikroskop-Kamera angefertigt.

3.1.4 Expression des CaSR-Proteins in primaren NZK-Zellen mit unterschiedlichem
Metastasierungspotenzial

In der vorliegenden Arbeit sollte nicht nur die Expression des CaSR in NZK-Gewebeproben
untersucht werden, sondern ebenfalls in NZK-Zellen. Hierbei wurden die Zellen verwendet,
die in der vorausgegangenen immunzytochemischen Farbung positiv auf ihren epithelialen
Ursprung hin getestet wurden. Es wurden jeweils 3 Zelllinien von Patienten ohne, mit
Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen verwendet. Die Analyse der CaSR-Expression stellte
eine entscheidende Vorrausetzung fur die anschlieBenden Versuche dar, in denen der Einfluss
von extrazellularem Calcium Uber den CaSR auf die Zellen untersucht werden sollte. Zudem
sollte geklart werden, ob eine erhohte extrazellulare Calcium-Konzentration zu

Verénderungen in der CaSR-Expression fihrt.

Da der primare Antikérper gegen den CaSR, der in den Westernblot-Analysen der
Gewebeproben verwendet wurde, bei der Analyse der primaren Zellen kein
zufriedenstellendes  Ergebnis  hervorbrachte, wurde hier die CaSR-Expression
durchflusszytometrisch ermittelt. Dies gewéhrleistete zudem, dass nur membranstandige und
damit potentiell aktive CaSR-Molekile detektiert werden.
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Abbildung 3.7:

CaSR-Expression in  primadren NZK-Zellen von Patienten mit
unterschiedlichen Metastasierungsorten mit und ohne Calcium-
Behandlung, durchflusszytometrisch detektiert.

Die Abbildung zeigt die Expression des CaSR in priméren unbehandelten NZK-
Zellen und NZzK-Zellen nach 30mindtiger Calcium-Behandlung (5 mM).
Oberhalb der Balken sind die entsprechenden Histogramme der unbehandelten
NZK-Zellen abgebildet. Insgesamt wurden 9 Zelllinien von Patienten ohne, mit
Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 3) untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte in Prozent der CaSR-Expression in unbehandelten Zellen von
Patienten ohne Metastasen (=nicht-metastasierend) und die Standardfehler.

Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse zeigte die gleiche Tendenz wie die
Ergebnisse der Westernblot-Analysen der NZK-Gewebeproben. Im Vergleich zu nicht-
metastasierenden Zellen, wiesen Zellen aus Patienten mit Metastasen eine deutliche
Steigerung in der CaSR-Expression auf (Abbildung 3.7). In Zellen aus Patienten mit
Lungenmetastasen kam es zu einer 100%igen Expressionssteigerung. In Zellen aus Patienten
mit Knochenmetastasen war der CaSR noch starker exprimiert. Hier war die Expression um
270% erhoht. Eine Behandlung der Zellen mit Calcium flihrte zu keiner wesentlichen

Expressionsédnderung des CaSR.

Nach der erfolgreichen Detektion des CaSR-Proteins in den NZK-Zellen, sollte in weiteren
Versuchen der Einfluss einer verénderten extrazelluldaren Calcium-Konzentration, wie sie in
Knochen vorgefunden wird, auf das Verhalten dieser Zellen untersucht werden. Hierbei

wurden speziell Eigenschaften der Zellen untersucht, die fir den Prozess einer erfolgreichen
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Metastasenbildung in einem Sekundarorgan unerldsslich sind: Migration, Adhésion und

Proliferation.

3.1.5 Untersuchung des Migrationsverhaltens primarer NZK-Zellen mit
unterschiedlichem Metastasierungspotenzial ohne Einfluss von Calcium

Da in den vorausgegangen Westernblot- und durchflusszytometrischen Analysen festgestellt
werden konnte, dass die Organspezifitit der Metastasenbildung mit der Expressionsstarke des
CaSR korreliert, sollte nun mit Hilfe von funktionellen Tests der Einfluss einer verdnderten
extrazellularen Calcium-Konzentration auf die Eigenschaften primérer NZK-Zellen
untersucht werden. Die Behandlung der Zellen mit Calcium ist in den folgenden Versuchen
entscheidend, da in Knochen ein erhohter Level an Calciumionen vorliegt, und dieser
ausschlaggebend fiur eine spezifische Metastasierung in Knochen sein konnte. In den
folgenden Versuchen wurden jeweils 3 NZK-Zelllinien von Patienten analysiert, die innerhalb
von 5 Jahren nach Nephrektomie keine bzw. Lungen- oder Knochenmetastasen entwickelten.

Der erste Schritt einer Metastasierung beinhaltet das Loslosen der Tumorzellen aus dem
Zellverband des Primartumors mit anschlieRender Migration in Richtung BlutgefaRsystem. Zu
diesem Zeitpunkt ist die Serumkonzentration an Calcium noch nicht durch osteolytische
Metastasen erhoht. Die ersten metastasierenden Zellen mussen die Migration in Richtung
BlutgefaRsystem somit ohne einen moglichen fordernden Effekt durch Calcium bewaltigen.
Um diesen Schritt nachzuvollziehen, wurde in einem ersten Versuch das chemotaktische
Migrationsverhalten unbehandelter NZK-Zellen in einer Boyden-Kammer untersucht. Hierzu

diente die Extrazellularmatrix-Komponente Fibronektin als Chemotaxin.

NZK-Zellen aus Patienten, bei denen es zur Bildung von Metastasen kam, besallen im
Vergleich zu nicht-metastasierten Zellen ein deutlich gesteigertes Potenzial zur
chemotaktischen Migration (Abbildung 3.8). So konnte fir Zellen aus Patienten mit
Lungenmetastasen eine 3,4fache Steigerung der Migration gezéhlt werden. Viel deutlicher
erhoht war jedoch die Migrationsféhigkeit der Zellen aus Patienten mit Knochenmetastasen.
Die Anzahl der Zellen, die aktiv durch die Poren der Membran migrierten und ausgezahlt
werden konnten, war 13,5fach so hoch wie die Anzahl nicht-metastasierender Zellen.
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Chemotaxin: Fibronektin

Abbildung 3.8:
Chemotaktische Migration primarer
NZK-Zellen von Patienten mit unter-
schiedlichen Metastasierungsorten unter
2000 Verwendung von Fibronektin als
Chemotaxin in der Boyden-Kammer.
Das Diagramm zeigt die chemotaktische
1500 - Zellmigration in Abhéngigkeit  von
Fibronektin (10 pg/ml). Insgesamt wurden
9 Zelllinien von Patienten ohne, mit
1000 - Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen
(jeweils 3) untersucht. Dargestellt sind die
Mittelwerte in Prozent der Migration von
500 - Zellen der Patienten ohne Metastasen und
die Standardfehler aus 3 unabhéngigen
T Versuchen. Uber den Balken sind
. mikroskopische ~ Aufnahmen  (4fache
keine Lungen Knochen VergroRerung) der dazugehdrigen Wells
Metastasen mit den migrierten, violett angeféarbten
Zellen zu sehen.

Zellmigration

(% der Migration von nicht-
metastasierenden NZK-Zellen)

3.1.6 Einfluss von extrazellularem Calcium auf die Adhésion primarer NZK-Zellen mit
unterschiedlichem Metastasierungspotenzial

Gelangen Tumorzellen durch die Blutgefale in das Kapillarbett eines Zielorgans, besteht der
nachste Schritt der Metastasierung in der Adhasion an das Endothel und im Eindringen der
Tumorzellen in das subendotheliale Gewebe des Sekundarorgans. Entscheidend hierbei ist die
Zusammensetzung dieses Gewebes aus verschiedenen Komponenten der EZM, welche einen
positiven Effekt auf die Adh&sion und das Eindringen der Tumorzellen haben kann. Um die
Adhasionsfahigkeit der NZK-Zellen mit unterschiedlichen Metastasierungseigenschaften
(nicht-metastasierend, Bildung von Lungen- bzw. Knochenmetastasen, jeweils 2 Zelllinien)
zu untersuchen, wurde mit ihnen ein Adhasionstest durchgefihrt. Fir diesen Adhasionstest
wurde eine 96-Well Platte mit folgenden EZM-Komponenten beschichtet: Fibronektin,
Kollagen I und Kollagen IV. Je nach ihren Eigenschaften kam es zu einer mehr oder weniger
stark ausgepragten Adhdsion an diese Bestandteile. Befinden sich Tumorzellen im
Kapillarbett von Knochen, sind sie zudem einer erhdhten Calcium-Konzentration ausgesetzt.
Um die Effekte von Calcium auf die Adh&sion der NZK-Zellen zu untersuchen, wurde der

Adhésionstest mit unbehandelten und mit Calcium-behandelten Zellen durchgefiihrt.

Zum Versuchsaufbau des Adhé&sionstests muss vermerkt werden, dass die BSA-Beschichtung
der Platte als Negativkontrolle dienen sollte. BSA blockiert alle Bindungsstellen, so dass

Zellen nicht an die Platte adhdrieren konnen. In geringem Mafe kam es in den durchgefihrten
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Versuchen zu einer Adhasion der NZK-Zellen an das BSA in den Wells der Negativkontrolle.
Hierbei handelt es sich jedoch um unspezifische Bindungen, die eher passiv, also nicht (ber
spezifische Rezeptoren zustande kommt. Zunéchst scheint es, dass nicht-metastasierende
NZK-Zellen nicht in der Lage sind an die verwendeten EZM-Komponenten zu adhérieren, da
die Werte sich nicht von denen der Negativkontrolle unterscheiden (Abbildung 3.9).
Ber(cksichtigt man nun, dass in der Negativkontrolle adhdrente Zellen nachgewiesen werden
konnten, lasst sich flr nicht-metastasierende Zellen aussagen, dass diese in geringem Malie
ebenfalls unspezifisch an Fibronektin, Kollagen | und Kollagen IV adhérieren. Die
Adhasionsfahigkeit dieser NZK-Zellen konnte durch eine Behandlung mit Calcium nicht

beeinflusst werden.
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Abbildung 3.9:

Adhasion der primdren NZK-Zellen aus Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten an
Komponente der Extrazellularmatrix mit und ohne Calcium-Behandlung.

Das Diagramm zeigt die Adhésion primarer Zellen an verschiedene Bestandteile der Extrazellularmatrix:
Fibronektin, Kollagen Typ I, Kollagen Typ IV. BSA diente als Negativkontrolle. Dargestellt ist die Adhésion
von unbehandelten Zellen und von Zellen die 30 Minuten mit 5 mM Calcium behandelt wurden. Insgesamt
wurden 6 Zelllinien von Patienten ohne, mit Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 2) untersucht.
Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent der Adhadsion der BSA-Negativkontrolle der zu der jeweiligen
Patientengruppe gehdrenden unbehandelten NZK-Zellen und die Standardfehler aus 3 unabhédngigen
Versuchen.

Im Vergleich zu nicht-metastasierenden NZK-Zellen waren die Zellen aus Patienten mit
Lungenmetastasen deutlich starker in der Lage Uber Fokalkontakte an Fibronektin und
Kollagen I zu binden. Bei diesen Zellen kam es zu einer 2fachen (Fibronektin) bzw. 2,5fachen
(Kollagen 1) Steigerung der Adhdasion im Vergleich zur dazugehdrigen BSA-Negativkontrolle
(der Zellen von Patienten mit Lungenmetastasen). Nach einer Behandlung mit Calcium wurde
diese Steigerung aufgehoben. Dagegen blieb die Adhésion der Zellen von Patienten mit

Knochenmetastasen auch nach einer Calcium-Behandlung unbeeinflusst. Diese Zellen zeigten
79



3. Ergebnisse

das grofite Potenzial Zellkontakte zu Fibronektin und Kollagen | auszubilden. Fir Fibronektin
konnte eine 6,3-6,9fach ernthte Adh&sion gemessen werden, fiir Kollagen | war diese 7,8-
8,1fach erhoht, im Vergleich zur dazugehdrigen BSA-Negativkontrolle (der Zellen von

Patienten mit Knochenmetastasen).

3.1.7 Einfluss von extrazellularem Calcium auf das Migrationsverhalten primarer NZK-
Zellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotenzial
Im Laufe der Metastasierung kommt es nach erfolgreicher Adhésion der Tumorzellen, zu
einem erneuten Migrationsschritt. Die Tumorzellen missen schlieBlich in das Gewebe des
Sekundarorgans eindringen. Befinden sich die Zellen im Kapillarbett von Knochen, sind sie
hier einer erhdhten Calcium-Konzentration ausgesetzt. In Abschnitt 3.1.5 konnte bereits
gezeigt werden, dass Tumorzellen aus Patienten, die eine Metastasenbildung aufzeigten, ein
erhohtes Migrationspotenzial besitzen, wenn sie mit Fibronektin chemotaktisch angelockt
wurden. In einem weiteren Chemotaxisversuch sollte nun untersucht werden, wie stark Zellen
migratorisch auf Calcium reagieren. Hierzu wurden die NZK-Zellen mit Calcium als

Chemotaxin in einer Boyden-Kammer angelockt.

Chemotaxin: Calcium

Abbildung 3.10:
Chemotaktische Migration primarer
NZK-Zellen von Patienten mit unter-
schiedlichen Metastasierungsorten unter
Verwendung von Calcium als
* Chemotaxin in der Boyden-Kammer.
Das Diagramm zeigt die chemotaktische
Zellmigration in  Abhédngigkeit von
Calcium (10 mM). Insgesamt wurden 9
Zelllinien von Patienten ohne, mit Lungen-
bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 3)
untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
in Prozent der Migration von Zellen aus
Patienten ohne Metastasen und die
Standardfehler aus 3  unabhédngigen
i Versuchen. Uber den Balken sind
== mikroskopische  Aufnahmen  (4fache
keine Lungen Knochen VergroRerung) der dazugehodrigen Wells
mit den migrierten, violett angefarbten
Zellen zu sehen. * p = 0,035.
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Die Ergebnisse des Migrationstests mit Calcium als Chemotaxin entsprechen des in Abschnitt
3.1.5 dargestellten Tests mit Fibronektin als Chemotaxin. NZK-Zellen von Patienten mit

Metastasen lassen sich wesentlich stirker von Calcium zur Migration anregen als nicht-

80
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metastasierende NZK-Zellen (Abbildung 3.10). Dies zeigt sich wiederum besonders deutlich
fur NZK-Zellen von Patienten, die Knochenmetastasen entwickelten. In diesem Test ist
jedoch die Differenz zwischen den verwendeten Zelllinien groer. So wurde fur NZK-Zellen
aus Patienten mit Lungenmetastasen die 3,8fache Menge an Zellen gezéhlt, die durch die
Membranporen migriert sind, fiir NZK-Zellen aus Patienten mit Knochenmetastasen war dies
sogar die 19fache Menge. Bei den nicht-metastasierenden NZK-Zellen waren fast gar keine
migrierten Zellen sichtbar. Diese Zellen waren also nicht in der Lage auf Calcium als

Chemotaxin zu reagieren.

3.1.8 Einfluss von extrazellularem Calcium auf das Proliferationsverhalten priméarer
NZK-Zellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotenzial

Haben die Tumorzellen erfolgreich das Sekundérorgan erreicht und sind in das Gewebe
eingedrungen, besteht der letzte Schritt der Metastasierung nun darin, dass sich die
Tumorzellen durch Proliferation vermehren und einen neuen Tumorzellverband bilden. Bei
diesem Schritt sind die Tumorzellen weiterhin einer erhéhten extrazelluldren Calcium-
Konzentration ausgesetzt. Die Zellproliferation unter Einfluss einer erhéhten Calcium-
Konzentration sollte im ndchsten Versuch mit Hilfe eines BrdU-Inkorporation Assays
demonstriert werden. Hierzu wurden wie schon in den vorausgegangenen Versuchen jeweils 3

Zelllinien von Patienten ohne, mit Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen verwendet.

Im Gegensatz zu NZK-Zellen aus Patienten ohne bzw. mit Lungenmetastasen reagierten die
Zellen aus Patienten mit Knochenmetastasen auf eine erhohte Calcium-Konzentration
(Abbildung 3.11). lhre Proliferationsfahigkeit steigerte sich in Abhangigkeit von der Calcium-
Konzentration. So konnte bei einer Konzentration von 5 mM im Vergleich zu den
dazugehdrigen unbehandelten Zellen eine 100%ige Steigerung, bei einer Konzentration von
10 mM eine 130%ige Steigerung gemessen werden. Bei den nicht-metastasierenden Zellen
kam es zu keiner Anderung des Proliferationsverhaltens. Die gemessene leichte Steigerung
bei Zellen aus Patienten mit Lungenmetastasen ist mit Blick auf den Standardfehler zu

vernachlassigen.
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Abbildung 3.11:

Proliferationsfahigkeit der primdren NZK-Zellen von Patienten mit
unterschiedlichen Metastasierungsorten mit und ohne Calcium-Behandlung,
gemessen mittels BrdU-Inkorporation.

Die Abbildung zeigt den Einfluss einer 30minitigen Behandlung mit Calcium in
unterschiedlichen Konzentrationen (2,5 mM, 5 mM, 10 mM) auf die Zellproliferation
und die Proliferation unbehandelter Zellen. Insgesamt wurden 9 Zelllinien von
Patienten ohne, mit Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 3) untersucht.
Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent der unbehandelten NZK-Zellen aus der
dazugehdrigen Patientengruppe und die Standardfehler aus 3 unabhéngigen Versuchen.

Die Ergebnisse der funktionellen Tests zur Demonstration der einzelnen Schritte im Prozess
der Metastasierung zeigen, dass eine veranderte Calcium-Konzentration vor allem Migration
und Proliferation von NZK-Zellen beginstigen, die ein hohes Potenzial zur Bildung von
Knochenmetastasen besitzen. Zudem weisen besonders die Zellen aus Patienten mit
Knochenmetastasen eine generell erhdhte Migrations- und Adhésionsfahigkeit auf. Um die
molekularen Hintergriinde aufzudecken, die zu diesem veranderten zelluldaren Verhalten
fihren,  wurden in  weiteren Untersuchungen  verschiedene intrazellulére

Signaltransduktionswege analysiert.

3.1.9 Molekulare Hintergrinde einer organspezifischen Metastasierung: Analyse der
Signaltransduktionswege in primaren NZK-Zellen mittels Westernblot

Um das unterschiedliche zellulare Verhalten von nicht-metastasierenden NZK-Zellen und
NZK-Zellen aus Patienten mit Lungen- bzw. Knochenmetastasen besser verstehen zu kénnen,
sollten in den folgenden Untersuchungen die molekularen Hintergrinde aufgedeckt werden.
Hierzu wurden Proteinextrakte aus den NZK-Zellen (von Patienten ohne, mit Lungen- bzw.
Knochenmetastasen, jeweils 3) mittels Westernblot analysiert. Es wurden verschiedene
Proteine aus Signaltransduktionswegen untersucht, die an den oben beschriebenen Schritten

der Metastasierung mafgeblich beteiligt sind: Integrin o5, die phosphorylierten und damit
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aktiven Formen von Shc, FAK, Erk, Akt, sowie PTEN und Nedd4.1. Ein GroBteil dieser
Signalmediatoren sind Komponenten der dem CaSR nachgeschalteten Signalkaskaden. Um
festzustellen, welche intrazellularen Veranderungen ausgelst werden, wenn NZK-Zellen in
Calcium-reiches Knochengewebe gelangen, wurden zudem Proteinextrakte der NZK-Zellen

untersucht, die zuvor einer Calcium-Behandlung unterzogen wurden.

Integrinen kommt eine bedeutende Rolle bei der gerichteten Zellmigration zu, da sie die
Kontaktstelle zwischen extrazelluldrer Matrix, intrazelluldaren Signalwegen und dem
Zytoskelett bilden. In dieser Arbeit wurde die Expression der a5-Integrine untersucht, da sie
zusammen mit den B1-Integrinen ein Heterodimer bilden, das spezifisch an Fibronektin
bindet. Die Expression von Integrin a5 war in NZK-Zellen von Patienten mit
Knochenmetastasen deutlich erhoht (um 330%), im Vergleich zu nicht-metastasierenden
NZK-Zellen (Abbildung 3.12). NZK-Zellen von Patienten mit Lungenmetastasen wiesen
ebenfalls eine Expressions-Erhdhung auf, diese betrug jedoch nur 40%. Eine Calcium-

Behandlung zeigte fast keinen Einfluss auf die Integrin a5-Expression.

Das Adapterprotein Shc ist intrazelluldr direkt den Integrinen nachgeschaltet und fir die
Aktivierung des MAPK-Signalwegs zustandig. Da Shc erst nach Phosphorylierung in den
aktiven Zustand Ubergeht, wurde hier die Expression der phosphorylierten Form untersucht
(phosphoShc, Phosphorylierung an Tyrosin (Tyr) 239 und 240). Im Gegensatz zur Integrin
a5-Expression, phosphoShc in NZK-Zellen mit einem starken Metastasierungspotenzial nicht
erhoht exprimiert (Abbildung 3.12). Im Vergleich zu nicht-metastasierenden Zellen wiesen
metastasierende Zellen sogar eine bis zu 36% reduzierte Aktivitat von Shc auf. Eine erhohte
Calcium-Konzentration l6ste in nicht-metastasierenden Zellen eine Reduktion der aktiven
Form von Shc auf fast das Aktivitats-Niveau in den metastasierenden Zellen aus (Reduktion
auf 47% der Kontrolle).
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Abbildung 3.12: Expression bzw. Aktivitat verschiedener Signalmediatoren in priméaren NZK-Zellen von
Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten mit und ohne Calcium-Behandlung, bestimmt in
Westernblot-Analysen und mittels densitometrischer Auswertung der Proteinbanden.

Die Diagramme zeigen die Expression von Integrin a5, PTEN, Nedd4.1 und den Phosphorylierungsstatus von
She (Tyr 239/240), FAK (Tyr 397), Erk (Thr 202/Tyr 204, Thr 185/Tyr 187), Akt (Ser 473) und Akt (Thr 308)
mit und ohne 30mintiger Calcium-Behandlung (5 mM). Insgesamt wurden 9 Zelllinien von Patienten ohne, mit
Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 3) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent der
unbehandelten Zellen von Patienten ohne Metastasen und die Standardfehler. Die gemessenen Expressionen
wurden mit der Gesamtmenge an aufgetragenem Protein verrechnet. Uber den Balken sind die dazugehorigen
Proteinbanden exemplarisch von jeweils einer Zelllinie dargestellt. Durch die Verrechnung mit Aktin kommen
leichte Unterschiede zwischen den abgebildeten Banden und den Balken zustande.
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Die Tyrosinkinase FAK ist, wie das Adapterprotein Shc, intrazellular direkt den Integrinen
nachgeschaltet und I6st nach Aktivierung durch Phosphorylierung die MAPK-Kaskade aus.
FAK nimmt jedoch nicht nur Einfluss auf den MAPK-Signalweg. Es kann zudem uber
Aktivierung der PI3-Kinase den Akt-Signalweg stimulieren. In dieser Analyse wurde
wiederum die phosphorylierte, also aktive Form von FAK detektiert (phosphoFAK,
Phosphorylierung an Tyrosin 397). Die Ergebnisse zeigen ein mit den oS5-Integrinen
vergleichbares Expressionsmuster. NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen
exprimieren am meisten phosphoFAK (Abbildung 3.12). Im Vergleich zu nicht-
metastasierenden und in Lungen-metastasierenden NZK-Zellen, konnte hier eine deutliche
Aktivitatssteigerung um 260% festgestellt werden. Desweiteren konnte durch die Behandlung
mit Calcium eine leichte Aktivitatssteigerung in metastasierenden NZK-Zellen hervorgerufen
werden. Im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Zellen lag phosphoFAK hier um

etwa 60-70% erhoht exprimiert vor.

Die MAP-Kinase Erk wird unter anderem durch Shc und FAK, aber auch durch den CaSR
reguliert und beeinflusst tber Genregulation zellulére Prozesse wie Migration, Adhéasion und
Proliferation. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch fir Erk das Expressionsmuster der
phosphorylierten und somit aktivierten Form (phosphoErk, Phosphorylierung an Threonin
(Thr) Thr 202, 185 und Tyrosin 204, 187). Das Expressionsmuster von phosphoErk
korrelierte exakt mit dem von phosphoShc. Im Vergleich zu nicht-metastasierenden NZK-
Zellen wiesen metastasierende NZK-Zellen eine deutliche Reduktion (auf etwa 40%) in der
Aktivitat von Erk auf (Abbildung 3.12). Auch hier exprimierten nicht-metastasierende NZK-
Zellen nach Calcium-Behandlung deutlich weniger phosphoErk. Die detektierte Menge
entsprach fast der Menge der NZK-Zellen mit einem erhéhten Metastasierungspotenzial (37%
der Kontrolle). In den Zellen von Patienten mit Lungenmetastasen l6ste Calcium einen
Rickgang der aktiven Form von Erk um 25% aus, in Zellen von Patienten mit
Knochenmetastasen lediglich einen Rickgang um 13%, jeweils verglichen mit den
dazugehdrigen unbehandelten NZK-Zellen.

Der Akt-Signalweg wird durch die P13-Kinase reguliert, die wiederum durch FAK oder direkt
von Wachstumsfaktor-Rezeptoren kontrolliert wird. Der Akt-Signalweg mindet in der
Regulation von Migration und Proliferation. Die Aktivierung der Proteinkinase Akt kommt
wie bei den bisher beschriebenen Proteinen durch Phosphorylierung zustande (phosphoAkt,
Phosphorylierung an Serin (Ser) 473 und Threonin 308). Die Aktivitdat von Akt konnte
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deshalb ebenfalls durch Detektion der phosphorylierten Form gemessen werden. Die
untersuchten NZK-Zellen zeigten fir an Serin 473 phosphoryliertes Akt ein &hnliches
Expressionsmuster wie bereits flr die a5-Integrine und phosphoFAK. NZK-Zellen mit einem
hohen Metastasierungspotenzial exprimierten deutlich mehr aktiviertes Akt als nicht-
metastasierende Zellen (Abbildung 3.12). In Zellen aus Patienten mit Lungenmetastasen
wurde eine Aktivitatssteigerung von 340% gemessen, in Zellen aus Patienten mit
Knochenmetastasen lag die Steigerung bei 530%. Eine Behandlung mit Calcium fiihrte zu
unterschiedlichen Effekten. Verglichen mit den jeweiligen unbehandelten Zellen minderte
Calcium in Zellen von Patienten mit Lungenmetastasen die Akt-Aktivitat um 140%, in Zellen
von Patienten mit Knochenmetastasen steigerte Calcium die Akt-Aktivitdt um 80%. Das
Phosphorylierungsmuster an Threonin 308 unterschied sich von dem an Serin 473. In diesem
Fall wurde in Zellen von Patienten mit Lungenmetastasen die starkste Expression gemessen
(Steigerung um 80% im Vergleich zu nicht-metastasierenden Zellen). Dagegen war die
Expressionséanderung, die durch Calcium hervorgerufen wurde, vergleichbar. Calcium
reduzierte die Expression von phosphoAkt (Threonin 308) in Zellen von Patienten mit
Lungenmetastasen (um 50%) und erhohte sich in Zellen von Patienten mit

Knochenmetastasen (um 25%), verglichen mit den dazugehérigen unbehandelten Zellen.

Der Tumorsuppressor PTEN agiert Uber seine Protein- und Lipidphosphastase-Aktivitaten als
Inhibitor von FAK, Shc und Akt. Uber diesen Wirkmechanismus greift PTEN negativ in die
Regulation von Migration, Adh&sion und Proliferation ein. Im Vergleich zu nicht-
metastasierenden NZK-Zellen lag die Expression von PTEN in metastasierenden NZK-Zellen
um bis zu 55% reduziert vor (Abbildung 3.12). Die PTEN-Expression aller untersuchten
NZK-Zellen zeigte eine Sensibilitét fiir eine veranderte extrazellulare Calcium-Konzentration.
So konnten nach Calcium-Behandlung in nicht-metastasierenden NZK-Zellen lediglich 8%
der ursprunglichen Proteinmenge detektiert werden. In metastasierenden NZK-Zellen war
nach Calcium-Behandlung fast kein PTEN mehr detektierbar.

Fir den proteasomalen Abbau von PTEN ist die Ubiquitin-Ligase Nedd4.1 verantwortlich.
Das Expressionsmuster dieses Enzyms zeigte jedoch nur eine geringe Korrelation zu dem
Expressionsmuster von PTEN. In NZK-Zellen aus Patienten mit Lungenmetastasen kam es zu
einer Reduktion der Expression von Nedd4.1 auf 53% (Abbildung 3.12). Dagegen
exprimierten die NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen 39% mehr Nedd4.1 als

nicht-metastasierende NZK-Zellen. Eine Calcium-Behandlung reduzierte die Nedd4.1-
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Expression in allen NZK-Zellen um mehr als die Hélfte der Expression der unbehandelten

Zellen.

3.1.10 Molekulare Hintergriinde einer organspezifischen Metastasierung: Analyse der
Signaltransduktionswege in primaren NZK-Zellen mittels Kinase-Array

Durch die Westernblot-Analysen der Proteinextrakte aus NZK-Zellen mit unterschiedlichem
Metastasierungsverhalten kristallisierten sich bereits wichtige Signalmediatoren heraus, die an
der Regulation der Metastasierung beteiligt sind und durch Calcium beeinflusst werden. Um
nun noch weitere Signalwege aufzudecken, die zu einer erfolgreichen Metastasierung
beitragen kdnnten, wurde ein phospho Kinase-Array durchgefiihrt. Der phospho Kinase-Array
dient der Detektion der Phosphorylierungs- bzw. Aktivitatszustande verschiedener
intrazellularer Signalmolekile, mehrheitlich von Kinasen. Das bereits vorliegende Ergebnis
fur Akt und Erk konnte durch den Kinase-Array bestatigt werden. Die Kinasen p38o MAPK
und JNK, der Tranksriptionsfaktor c-Jun, die Phospholipase Cy-1 und das Adapterprotein
Paxillin stellten sich flr die vorliegende Arbeit ebenfalls als bedeutend heraus. Alle diese
Signalmediatoren erhalten ihre Aktivitat durch Phosphorylierung und sind in die CaSR-
Signalkaskaden involviert. In diesem Versuch wurden die Proteine jeweils einer Zelllinie von
Patienten ohne Metastasen und von Patienten mit Knochenmetastasen untersucht. Wie schon
bei den Westernblot-Analysen, wurden auch im Kinase-Array die NZK-Zellen zuvor einer
Calcium-Behandlung unterzogen, um Effekte zu detektieren, die von einem Calcium-reichen

Milieu ausgeldst werden.

In metastasierenden NZK-Zellen zeigte die Aktivitat der MAP-Kinase Erk eine Reduktion auf
32% im Vergleich zu nicht-metastasierenden NZK-Zellen (Abbildung 3.13). Das
Aktivitatsniveau von Erk in nicht-metastasierenden Zellen pendelte sich nach Calcium-
Behandlung auf das Niveau in metastasierenden Zellen ein. Dieses Ergebnis bestatigt die
durch Westernblot-Analyse erhaltenen in Abschnitt 3.1.9 beschriebenen Daten.

Die p38a MAP-Kinase ist genauso wie Erk Teil der MAPK-Signalkaskasde, die Integrinen
und dem CaSR nachgeschaltet ist. Die p38a MAP-Kinase greift ebenfalls iber Genregulation
in Zellmigration und —proliferation ein. Die phosphorylierte Form der p38a MAPK lag in
beiden untersuchten NZK-Zelllinien etwa gleich stark exprimiert vor (Reduktion um 13% in
metastasierenden Zellen) (Abbildung 3.13). Eine Calcium-Behandlung fiihrte jedoch zu

gegenlaufigen Effekten. In nicht-metastasierenden NZK-Zellen sank die Kinase-Aktivitét
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durch Calcium auf 46%. In Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen l6ste ein Calcium-
reiches Milieu eine Erhohung der p38a MAPK-AKktivitat um 40% aus.
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Abbildung 3.13:

Phosphorylierungsstatus verschiedener intrazelluldrer Signalmediatoren in primdren NZK-Zellen von
Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen mit und ohne Calcium-Behandlung, analysiert mittels
Phospho-Kinase-Array und densitometrischer Auswertung der Proteinbanden.

Dargestellt sind die Molekiile, fur die nach Calcium-Behandlung abweichende Werte von denen in
unbehandelten Zellen detektiert wurden. Die Diagramme zeigen den Phosphorylierungsstatus folgender
Signalmediatoren: Erk (Thr 202/Tyr 204, Thr 185/Tyr 187), p38a (Thr 180/Tyr 182), PLCy-1 (Tyr 783), JNK
(Thr 183/Tyr 185, Thr 221/Tyr 223), c-Jun (Ser 63), Paxillin (Tyr 118), Akt (Ser 473), Akt (Thr 308). Die
Zellen wurden vor der Analyse 30 Minuten mit 5 mM Calcium behandelt. Es wurde jeweils eine Zelllinie von
Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen untersucht. Die Werte sind in Prozent der Expression in
unbehandelten NZK-Zellen von Patienten ohne Metastasen dargestelt.

Ein weiteres dem CaSR nachgeschaltetes Enzym ist die Phospholipase Cy-1. Sie ist ebenfalls
an der Regulation der Migration beteiligt. Fiir PLCy-1 konnte ein ahnliches Aktivitatsmuster
wie fiir p38a MAPK detektiert werden. Sie war in den unterschiedlichen NZK-Zelllinien fast

gleich stark aktiviert (Reduktion um 15% in metastasierenden Zellen). Durch eine Calcium-
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Behandlung wurde die Aktivitdt von PLCy-1 in nicht-metastasierenden Zellen um 18%

reduziert, in Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen wurde sie um 20% erhoht.

Bei JNK handelt es sich auch um eine Komponente der dem CaSR-nachgeschalteten MAPK-
Signalkaskade. Uber Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-Jun ist JNK an der Regulation
der Proliferation beteiligt. Im Gegensatz zu c-Jun war die Aktivitdt von JNK in
metastasierenden NZK-Zellen um 19% reduziert, im Vergleich zu nicht metastasierenden
Zellen. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen fiihrte eine Behandlung mit Calcium in nicht-
metastasierenden Zellen zu einer Reduktion der phosphorylierten Form von JNK (um 41%).
In metastasierenden Zellen loste Calcium eine Expressionssteigerung aus. PhosphoJNK und
phospho-c-Jun lagen im Vergleich zur Expression in unbehandelten Zellen um 33% gesteigert

Vor.

Paxillin ist ein Adapterprotein, welches vorrangig an Fokalkontakten mit der
Extrazellularmatrix lokalisiert ist. Nach Phoshporylierung und damit Aktivierung durch JNK
nimmt Paxillin ebenfalls Einfluss auf die Zellmigration. In metastasierenden NZK-Zellen lag
Paxillin 29% weniger stark aktiviert vor als in nicht-metastsierenden NZK-Zellen. Durch eine
verdnderte Calcium-Konzentration konnte in metastasierenden NZK-Zellen jedoch ein
héheres Paxillin-Aktivitatslevel erreicht werden. Es kam zu einer Steigerung der Expression

von phosphoPaxillin um 39%.

Die Analyse der Proteinkinase Akt mittels Kinase-Array bestétigte die zuvor durch
Westernblot erhaltenen, in Abschnitt 3.1.9 beschriebenen Ergebnisse. Die Aminosaure Serin
473 ist in metastasierenden NZK-Zellen zu fast 500% haufiger phosphoryliert als in nicht-
metastasierenden NZK-Zellen. Nach Calcium-Behandlung kam es zu einer weiteren
Erhohung der Akt-Phosphorylierung in diesen Zellen um 150%. Im durchgefiihrten Kinase-
Array wurde nicht nur die Phosphorylierungsstelle Serin 473 untersucht, sondern auch die
Phosphorylierungsstelle Threonin 308. Der Phosphorylierungsstatus dieser Aminosaure zeigte
keinen wesentlichen Unterschied zwischen den beiden NZK-Zelllinien. Eine Behandlung der
Zellen mit Calcium fiihrte aber auch in Bezug auf die Aminosdure Threonin308 zu einer
deutlich haufigeren Phosphorylierung in metastasierenden NZK-Zellen (Steigerung um 43%

im Vergleich zu unbehandelten Zellen).
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Die mit Hilfe von Westernblot und Kinase-Array aufgedeckten molekularen Hintergriinde
einer organspezifischen Metastasierung sollten nicht nur in kultivierten Zellen aus Patienten
analysiert werden. Um einen noch direkteren Bezug zum Patienten herstellen zu kdnnen,
wurden in dieser Arbeit die Signaltransduktionswege zusatzlich in gesundem Nieren- und
Tumornierengewebe von NZK-Patienten mit unterschiedlichem Metastasierungstatus

untersucht.

3.1.11 Molekulare Hintergriinde einer organspezifischen Metastasierung: Analyse der
Signaltransduktionswege in NZK-Gewebeproben mittels Westernblot

In den Abschnitten 3.1.1 und 3.1.2 wurde bereits beschrieben, dass die Organspezifitat mit der
Expressionsstarke des CaSR in Normal- und Tumornierengewebe von NZK-Patienten
korreliert. Um weitere ebenfalls zu einer organspezifischen Bildung von Metastasen
beitragende Signalwege zu identifizieren, wurden in den Gewebeproben folgende Proteine
mittels Westernblot detektiert:  Integrin a5, phosphoShc, phosphoFAK, phosphoErk,
phosphoAkt, PTEN. Diese Proteine sind grofitenteils Komponenten der CaSR-Signalkaskaden
und wurden in Abschnitt 3.1.9 bereits in Extrakten der priméren NZK-Zellen analysiert und
beziglich ihrer Funktion beschrieben. In den Analysen zeigten sich fiir diese Molekiile
Abweichungen zwischen den Patientengruppen mit unterschiedlichem
Metastasierungspotenzial. Die nun untersuchten Gewebeproben stammten zu gleichen Teilen
aus Patienten, die innerhalb von 5 Jahren nach Nephrektomie keine, Lungen- oder
Knochenmetastasen ausbildeten (jeweils 10 Patienten). Da es sich um natives Gewebe
handelte, konnte in dieser Untersuchung nicht, wie in den NZK-Zellen, der Einfluss einer

veranderten extrazelluldaren Calcium-Konzentration analysiert werden.

Zundchst wurden die Signalmediatoren in normalem Nierengewebe der Patienten untersucht.
Das Expressionsmuster der meisten in diesem Abschnitt analysierten Proteine ist vergleichbar
mit dem Expressionsmuster, welches bereits fur die priméren NZK-Zellen dargestellt wurde.
Die Expressionen von Integrin a5, phosphoShc, phosphoAkt und PTEN in Nieren-
Normalgewebe stimmten mit denen in NZK-Zellen Uberein, wohingegen die Expressionen

von phosphoFAK und phosphoErk gegenléufig waren (Abbildung 3.14).

Im Normalgewebe von Patienten mit Metastasen lag eine hohere Menge an Integrin a5 vor als
in Gewebe von Patienten ohne Metastasen: 1,2fache bzw. 1,5fache Erh6hung in Patienten mit

Lungen- bzw. mit Knochenmetastasen. Shc zeigte eine deutliche Aktivitatsreduktion in
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Gewebeproben von Patienten mit Lungenmetastasen um 32%, im Vergleich zu Patienten ohne
Metastasen. Bildeten die Patienten Knochenmetastasen, blieb der Aktivitatsstatus von Shc
unverandert. Entgegen der detektierten FAK-Aktivitatssteigerung in Zellen aus Patienten mit
Knochenmetastasen, wurde im untersuchten Normalgewebe von Patienten mit Metastasen
eine leichte Reduktion der Aktivitdt um 10-15% festgestellt, im Vergleich zu Patienten ohne
Metastasen.
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Abbildung 3.14:

Expression bzw. des Phosphorylierungsstatus verschiedener Signalmolekile im
Normalgewebe von NZK-Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten. bestimmt in
Westernblot-Analysen und mittels densitometrischer Auswertung der Proteinbanden.

In den Boxplots sind Expression bzw. Phosphorylierungsstatus folgender Proteine dargestellt:
Integrin a5, phosphoShe (Tyr 239/240), phosphoFAK (Tyr 397), phosphoErk (Thr 202/Tyr 204,
Thr 185/Tyr 187), phosphoAkt (Ser 473), PTEN. Insgesamt wurde das Normalgewebe von 30
Patienten untersucht (jeweils 10 Patienten ohne, mit Lungen- oder mit Knochenmetastasen). Die
zentrale Linie der Boxplots stellt den Median dar. Es werden die 25. und die 75. Perzentile gezeigt
(unterer und oberer Teil der Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie
der Boxplots). Extremwerte werden nicht gezeigt. Nach densitometrischer Auswertung der
Proteinbanden wurden die gemessenen Expressionen mit der Gesamtmenge an aufgetragenem
Protein verrechnet.
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Das Expressionsmuster von phosphoryliertem Erk in Nierennormalgewebe war ebenfalls
nicht mit dem in NZK-Zellen vergleichbar. In Patienten mit Metastasen wurde eine erhohte
Menge an phosphoErk detektiert, im Vergleich zu Patienten ohne Metastasen. Bei einer
Ausbildung von Lungenmetastasen wurde eine 1,3fache Aktivitatssteigerung gemessen, bei
einer Ausbildung von Knochenmetastasen eine 1,5fache Aktivitatssteigerung. Wie schon fiir
die Aktivitat von Akt in NZK-Zellen festgestellt wurde, kam es auch im Normalgewebe der
NZK-Patienten mit Knochenmetastasen zu einer deutlichen Steigerung (1,9fach) im Vergleich
zu Patienten ohne Metastasen. In Gewebe von Patienten mit Lungenmetastasen kam es
lediglich zu einer 1,2fachen Akt-Aktivitatssteigerung. Die Expression von PTEN in
Nierennormalgewebe von NZK-Patienten zeigte ebenfalls ein dhnliches Muster wie in NZK-
Zellen. Im Vergleich zu Patienten ohne Metastasen wurde in Gewebe von Patienten mit
Metastasen eine reduzierte PTEN-Expression festgestellt (Reduktion um 14% bzw. 19% bei

Bildung von Lungen- bzw. Knochenmetastasen).

In weiteren Westernblot-Analysen wurden die Expressionen der zuvor beschriebenen
Signalmediatoren im  Tumornierengewebe der Patienten mit unterschiedlichem
Metastasierungsstatus untersucht. Die Expressionsmuster von Integrin a5, phosphoShc,
phosphoAkt und PTEN in Tumorgewebe zeigten jeweils die gleiche Tendenz wie die
Expressionen in den NZK-Zellen (Abbildung 3.15). Das Aktivitatsniveau von FAK und Erk
in Tumorgewebe unterschied sich hingegen von dem in NZK-Zellen. Im Vergleich zur
Analyse des Normalgewebes zeigten alle untersuchten Proteine ein &hnliches Expressions-
bzw. Aktivitdtsmuster, welches sich lediglich durch die Stérke der Auspragung unterschied.

Integrin a5 lag im Tumorgewebe von Patienten mit Metastasen 2,3fach (Lungenmetastasen)
bzw. 2,9fach (Knochenmetastasen) erhéht exprimiert vor. Bezogen auf Patienten ohne
Metastasen war diese Expressionserhdhung in Patienten mit Knochenmetastasen sogar
signifikant (p < 0,001). Fur die Aktivitat von Shc konnte ein Riickgang in Gewebeproben von
Patienten mit Metastasen verzeichnet werden. Dieser betrug bei Patienten mit
Lungenmetastasen 34%, bei Patienten mit Knochenmetasten 43%. FAK wurde in Patienten
mit Knochenmetastasen ebenfalls in seiner Aktivitat reduziert. Die Kinase war hier nur noch
zu 67% aktiv. In Patienten mit Lungenmetastasen blieb die Aktivitait von FAK dagegen

unverandert.
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Abbildung 3.15:

Expression bzw. des Phosphorylierungsstatus verschiedener Signalmolekille im
Tumorgewebe von NZK-Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten, bestimmt in
Westernblot-Analysen und mittels densitometrischer Auswertung der Proteinbanden.

In den Boxplots sind Expression bzw. Phosphorylierungsstatus folgender Proteine dargestelit:

Integrin a5, phosphoShc (Tyr 239/240), phosphoFAK (Tyr 397), phosphoErk (Thr 202/Tyr 204,
Thr 185/Tyr 187), phosphoAkt (Ser 473), PTEN. Insgesamt wurde das Tumorgewebe von 30
Patienten untersucht (jeweils 10 Patienten ohne, mit Lungen- oder mit Knochenmetastasen). Die
zentrale Linie der Boxplots stellt den Median dar. Es werden die 25. und die 75. Perzentile gezeigt
(unterer und oberer Teil der Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie
der Boxplots). Extremwerte werden nicht gezeigt. * p < 0,001. Nach densitometrischer
Auswertung der Proteinbanden wurden die gemessenen Expressionen mit der Gesamtmenge an
aufgetragenem Protein verrechnet.

Im Gegensatz zur Aktivitit von Shc und FAK zeigte sich fir Erk und Akt eine
Aktivitatssteigerung im Tumorgewebe, wenn es zur Ausbildung von Metastasen kam. Die
Menge an aktivem Erk war in Gewebe von Patienten mit Lungenmetastasen 1,6fach erhoht. In
Gewebe von Patienten mit Knochenmetastasen kam es zu einer geringeren
Aktivitatssteigerung (1,1fach erhoht) bezogen auf Patienten ohne Metastasen. Die
Aktivitatssteigerung von Akt in Patienten mit Knochenmetastasen war dagegen deutlicher

ausgepragt (1,4fache Steigerung). In Tumorgewebe von Patienten mit Lungenmetastasen

93



3. Ergebnisse

konnte in der Expression von phosphoryliertem Akt kein merklicher Unterschied zu Proben
aus Patienten ohne Metastasen detektiert werden. Diese Tendenz zeigte sich auch fir die
Expression von PTEN. In Gewebeproben aus Patienten mit Lungenmetastasen wurde die
gleiche Menge an PTEN detektiert wie in Proben aus Patienten ohne Metastasen. Bei einer

Ausbildung von Knochenmetastasen war PTEN im Tumorgewebe nur noch zu 74% aktiv.

3.2 Beurteilung der Bedeutung des Calcium-sensitiven Rezeptors fur die
organspezifische Metastasenbildung durch Einsatz eines CaSR-Inhibitors

Die in Abschnitt 3.1 dargestellten Ergebnisse beziiglich der Rolle des CaSR und von Calcium
bei der organspezifischen Bildung von Knochenmetastasen sollten weiterfiihrenden Analysen
uberprift werden. Es sollte beurteilt werden, ob Calcium tber den CaSR auf die NZK-Zellen
Einfluss nimmt und nicht Uber alternative Rezeptoren und Signalwege wirkt. Um dies
herauszufinden, wurde der allosterische CaSR-Inhibitor NPS 2143 verwendet. Dieser
Inhibitor gewahrleistet eine Blockierung des CaSR und verhindert die Erkennung von
extrazelluld&rem Calcium durch den CaSR. Behandelt man die NZK-Zellen nun zunéchst mit
dem CaSR-Inhibitor und anschlieBend mit Calcium, sollte sich zeigen, ob es zur Auspragung
ahnlicher Effekte wie in Abschnitt 3.1 kommt, oder ob diese Effekte nun unterdriickt werden.
In den folgenden Versuchen musste zunachst mittels Zytotoxizitétstests Uberprift werden, in
welcher Konzentration der CaSR-Inhibitor fur eine Behandlung der NZK-Zellen eingesetzt
werden sollte. Anschliefend wurden die Effekte des CaSR-Inhibitors alleine und in
Kombination mit dem CaSR-Aktivator Calcium auf die Zellmigration und —proliferation
untersucht. Um die molekularen Zusammenhénge moglicher Effekte aufzudecken, wurden die
Expressionen verschiedener Signalmediatoren unter dem Einfluss des Inhibitors mittels

Westernblot analysiert.

3.2.1 Ermittlung einer geeigneten Konzentration des CaSR-Inhibitors NPS 2143 zur
Behandlung der primaren NZK-Zellen
In einem Vorversuch musste zunachst eine geeignete Konzentration ermittelt werden, in
welcher die NZK-Zellen mit dem CaSR-Inhibitor NPS 2143 behandelt werden sollten. Bei
Einsatz dieser Konzentration sollten in den NZK-Zellen Effekte hervorgerufen werden, die
auf der einen Seite so stark sind, dass sie detektierbar sind, auf der anderen Seite aber nicht
stark genug, um die Zelle schwer und irreversibel zu schadigen. Zur Ermittlung der
geeigneten Konzentration wurde ein Zytotoxizitatstest durchgefiihrt. Mit Hilfe von diesem
Test lasst sich nachweisen in welcher Konzentration eine bestimmte Substanz toxisch auf
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Zellen wirkt und sie somit schadigt. Da in unserem Labor zwei etablierte Tests zur Messung
der Zytotoxizitat zur Verfugung stehen (MTT- und Alamarblautest), sollte zunéachst ermittelt
werden, welcher dieser Tests flir primare NZK-Zellen besser geeignet ist. Bei der
Durchfiihrung des MTT-Tests wird MTT von vitalen Zellen in einen blau-violetten,
photometrisch messharen Farbstoff umgesetzt. Alamarblau wird ebenfalls von vitalen Zellen
umgesetzt, woraufhin es seine Farbe von blau nach rosa veréndert. Beide Tests wurden
jeweils nur mit einer Zelllinie von Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen
stichprobenartig durchgeflhrt, da es sich um einen Vorversuch handelte. Der eigentliche
Zytotoxizitatstest mit dem geeigneteren Farbstoff wurde mit allen Zelllinien durchgefihrt. Die
Zellen wurden mit dem Inhibitor NPS 2143 in aufsteigender Konzentration behandelt (0,5 uM
—100 pM).

3.2.1.1 Zwei Zytotoxizitatstests im Vergleich: MTT und Alamarblau

Der folgende Versuch diente der Ermittlung des Zytotoxizitatstests, der besser geeignet ist,
einen moglichen toxischen Effekt des CaSR-Inhibitors auf die primaren NZK-Zellen
aufzudecken. Die Zytotoxizitatstests mit MTT und Alamarblau wurden parallel und unter
identischen Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Gleichzeitig zu dem jeweiligen Test wurde
eine weitere Farbung mit Kristallviolett durchgefiihrt. Diese Féarbung diente als Kontrolle
dafiir, wie viele Zellen sich tatsachlich in den Wells der Mikrotiterplatte befanden und zu
einem Umsatz der Farbstoffe beitragen konnten. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass
eine geringere Anzahl an Zellen fir weniger Farbumschlag und somit eine Abnahme der

Zellvitalitat verantwortlich war.

MTT-Test

Dunbehandelt
00,5 UM NPS

=1 UM NPS Abbildung 3.16:

B5 uM NPS Vitalitat primarer NZK-Zellen von Patienten ohne bzw.
B10 yMNPS mit Knochenmetastasen nach Behandlung mit NPS 2143
FIOOMINES 1 pestimmt  mittels MTT-Test,  dargestellt  im

o veine Kochen Saulendiagramm.
Metastasen Das obere Diagramm zeigt die Zellvitalitit nach
. . einstiindiger Behandlung mit NPS 2143 in aufsteigender

Kristallviolett-Farbung .

140 Konzentration (0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 100 puM). Im
5 120 unteren Diagramm ist die Anzahl der mit Kristallviolett
£ 100 | S:';"::::;" angefarbten, adhdrenten  Zellen nach einstiindiger
Bﬁ 80 | o1 M NPS Behandlung mit NPS 2143 in aufsteigender Konzentration

60 | B5 M NPS (0,5 uM, 1 M, 5 pM, 10 pM, 100 pM) dargestellt. Es
40 E10 yMNPS wurde jeweils eine Zelllinie von Patienten ohne bzw. mit

adhérente Zellen

2w R100MMNPS 1 Knochenmetastasen  untersucht.  Dargestellt sind  die
0 -~ p— Mittelwerte in Prozent der dazugehérigen unbehandelten
Matastasen NZK-Zellen und die Standardabweichung.
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Abbildung 3.17:

Vitalitdt primérer NZK-Zellen von Patienten ohne
bzw. mit Knochenmetastasen nach Behandlung mit
NPS 2143 bestimmt mittels Alamarblau-Test,
dargestellt im Saulendiagramm.
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Abbildung 3.18:
Vergleich zweier Tests zum Nachweis der Vitalitat primarer NZK-Zellen von Patienten ohne
bzw. mit Knochenmetastasen nach Behandlung mit NPS 2143, dargestellt im Liniendiagramm.
Die beiden oberen Diagramme zeigen die Vitalitdt nachgewiesen mittels Alamarblau-Test, in den
beiden unteren Diagrammen ist die Vitalitdt nachgewiesen mittels MTT-Test dargestellt. Alle
Diagramme enthalten Werte parallel durchgefuhrter Messungen nach Féarbung mit Kristallviolett. Es
wurde jeweils eine Zelllinie von Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen untersucht. Die Zellen
wurden fir eine Stunde mit NPS 2143 in aufsteigender Konzentration (0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM,
100 pM) behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent der dazugehdrigen unbehandelten
NZK-Zellen.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Zytotoxizitétstests unterschieden sich nicht wesentlich von
einander (Abbildungen 3.16, 3.17 und 3.18). Wahrend der Inhibitor mit steigender
Konzentration bei Zellen von Patienten ohne Metastasen eine minimale Reduktion der
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Vitalitdt ausloste, blieb diese bei Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen nahezu
unberuhrt. Die Farbung mit Kristallviolett zeigte, dass die starke Vitalitdtsabnahme in einer
Konzentration von 100 uM einer Abnahme der Zellzahl einhergeht (Abbildung 3.18). Der
deutlichste Unterschied zwischen den beiden Tests zeigte sich jedoch in der
Standardabweichung. Bei Durchfihrung der Alamarblau-Farbung wurden deutlich groRere
Werte fur die Standardabweichung erhalten als mit dem MTT-Test (Abbildungen 3.16 und
3.17). Ein weiterer Aspekt, der fur die Durchfiihrung des Zytotoxizitatstests mit MTT spricht,
ist die kiirzere Versuchsdauer. Die geeignete Konzentration des CaSR-Inhibitors fur die

folgenden Untersuchungen wurde aus diesen Griinden mit dem MTT-Test ermittelt.

3.2.1.2 Ermittlung einer geeigneten Konzentration des CaSR-Inhibitors NPS 2143
mittels Zytotoxizitatstest mit MTT

Bevor in weiteren Untersuchungen die Bedeutung des CaSR fir die organspezifische
Metastasierung durch Einsatz eines CaSR-Inhibitors uberprift werden konnte, musste eine
geeignete Konzentration des Inhibitors NPS 2143 ausgetestet werden. In Abschnitt 3.2.1.1
stellte sich der Zytotoxizitatstest mit MTT als geeignete Methode heraus, um verschiedene
Konzentrationen auszutesten. Jeweils 3 NZK-Zelllinien von Patienten ohne bzw. mit
Knochenmetastasen wurden mit dem Inhibitor NPS 2143 in aufsteigender Konzentration
behandelt. Auch in diesem Testdurchlauf wurde parallel zum MTT-Test eine Farbung mit

Kristallviolett durchgefuhrt, um die Anzahl der Zellen in den Wells zu kontrollieren.

MTT-Test
120
s= 100 1 —h —
22 Ounbehandelt
b %3 80 1 00,5 uM NPS
532 a1 M NPS Abbildung 3.19:
§§§ . 85 UM NPS Vitalitat priméarer NZK-Zellen von Patienten
i =10 UM NPS ohne bzw. mit Knochenmetastasen nach
£5 20 4 H100UMNPS | Behandlung mit NPS 2143 bestimmt mittels MTT-
0 Test, dargestellt im S&ulendiagramm.
Keine  etastasen oo Das obere Diagramm zeigt die Zellvitalitdt nach
einstiindiger Behandlung mit NPS 2143 in
Kristallviolett-Farbung aufsteigender Konzentration (0,5 pM, 1 uM, 5 pM,
120 10 puM, 100 pM). Im unteren Diagramm ist die
2 0] —p T Anzahl der mit Kristallviolett —angeférbten,
e 25 Ounbehandelt = - o - -
555 a0 00,5 4 NPS adharenten Zellen nach einstiindiger Behandlung mit
Ng§ a1 M NPS NPS 2143 in aufsteigender Konzentration (0,5 uM, 1
T a5 M NPS UM, 5 uM, 10 uM, 100 pM) dargestellt. Es wurden
’g;gj 40 210 uM NPS jeweils 3 Zelllinien von Patienten ohne bzw. mit
gg?’ 20 | 2100 uM NPS Knochenmetastasen untersucht. Dargestellt sind die
= Mittelwerte  in  Prozent der dazugehdrigen
0 keine Knochen unbehandelten NZK-Zellen und die Standardfehler
Metastasen aus 3 unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.20:

Vitalitat primarer NZK-Zellen von Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen nach Behandlung
mit NPS 2143 bestimmt mittels MTT-Test, dargestellt im Saulendiagramm.

Beide Diagramme zeigen die mittels MTT-Test quantifizierte Vitalitdt und die Werte der parallel dazu
durchgefiihrten Messung der Farbung mit Kristallviolett. Es wurden jeweils 3 Zelllinien von Patienten ohne
bzw. mit Knochenmetastasen untersucht. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit NPS 2143 in aufsteigender
Konzentration (0,5 puM, 1 uM, 5 pM, 10 uM, 100 uM) behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte in
Prozent der dazugehdorigen unbehandelten NZK-Zellen aus 3 unabhé&ngigen Versuchen.

Durch den MTT-Test konnte festgestellt werden, dass die Vitalitat der untersuchten NZK-
Zellen mit steigender Konzentration des Inhibitors abnahm (Abbildung 3.19 und 3.20). Bei
einer Konzentration von 0,5 UM war die Zellvitalitdit noch nahezu unverandert. Ab einer
Konzentration von 1 uM bis 10 uM NPS 2143 kam es zu einer stetigen Reduktion der
Vitalitat der Zellen aus Patienten ohne bzw. mit Metastasen. Bei Einsatz von 1 uM waren 89-
90% der vorhandenen Zellen vital, bei 5 uM noch 70-78%, bei 10 uM sank die Anzahl vitaler
NZK-Zellen schlielich auf 51% (keine Metastasen) bzw. 70% (Knochenmetastasen). Unter
Einsatz des Inhibitors in einer Konzentration von 100 uM waren lediglich 9-11% der NZK-
Zellen vital. Hierbei ist jedoch zu bemerken, dass sich unter Verwendung dieser
Konzentration die Zellanzahl in den einzelnen Wells deutlich reduzierte (Abbildung 3.20).
Uber die Halfte der urspriinglich ausplattierten NZK-Zellen léste sich durch die Behandlung
aus den Wells und konnte somit nicht mehr zum Umsatz des Farbstoffs beitragen. Der
verringerte Farbumschlag kam hier nicht nur durch eine reduzierte Vitalitit, sondern auch
durch fehlende Zellen zustande. Man sollte also annehmen, dass bei einer Konzentration von
100 puM die Reduktion der Zellvitalitat pro Gberlebende Zelle nicht ganz so stark ausgepragt
ist, wie in diesem Test dargestellt. Ein Grofteil der Zellen starb durch die Behandlung. Fir
die weiteren Untersuchungen wurde eine Inhibitor-Konzentration von 5 uM ausgewahlt. Bei
dieser Konzentration zeigte sich bereits ein Effekt auf das zelluldre Verhalten. Da die
Zellanzahl nicht reduziert wurde, war der Einfluss jedoch nicht so stark, dass die Zellen ihn
nicht Uberlebten und sich aus den Wells losten. Zudem wich das Ausmal} der

Vitalitatsreduktion in  den untersuchten NZK-Zellen  mit  unterschiedlichem
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3. Ergebnisse

Metastasierungsverhalten kaum voneinander ab. Dies gewéhrleistete die Vergleichbarkeit der
unterschiedlichen NZK-Zellen unter NPS-Behandlung in den folgenden Versuchen.

3.2.2 Migrationsverhalten priméarer NZK-Zellen nach Behandlung mit dem CaSR-
Inhibitor NPS 2143

In Abschnitt 3.1.7 konnte gezeigt werden, dass NZK-Zellen, die fahig sind in Kochen zu
metastasieren und den CaSR erhoht exprimieren, unter Verwendung von Calcium als
Chemotaxin ein verstarktes migratorisches Potenzial aufweisen. In dieser Untersuchung sollte
nun Uberprift werden, ob dem CaSR hierbei die entscheidende Rolle zukommt. Durch
Verwendung des CaSR-Inhibitors NPS 2143 sollte dargestellt werden, inwiefern sich die
Zellmigration &ndert, wenn der CaSR blockiert wird und nicht mehr in der Lage ist Calcium
zu erkennen. Diese Untersuchung sollte zeigen, ob Calcium als Chemotaxin Uber den CaSR
auf das zellulare Verhalten einwirkt oder ob es magliche alternative Wege gibt, tber die ein
Einfluss von Calcium auf die NZK-Zellen zustande kommt. In Vorbereitung des folgenden
Migrationsversuchs wurden jeweils 3 NZK-Zelllinien von Patienten ohne bzw. mit
Knochenmetastasen zuné&chst mit Calcium oder mit dem CaSR-Inhibitor bzw. mit beiden in
Kombination behandelt, um schlief3lich in der Boyden-Kammer chemotaktisch von Calcium

angelockt zu werden.

Nach Behandlung der NZK-Zellen mit dem CaSR-Inhibitor NPS 2143 zeigten die Zellen ein
veréndertes Migrationsverhalten im Vergleich zum Versuch ohne Inhibitor in Abschnitt 3.1.7.
Durch Blockieren des CaSR zeigten nicht-metastasierende NZK-Zellen eine 1,2fach
verstarkte Migration (Abbildung 3.21). Eine Kombination aus CaSR-Inhibitor und Calcium
flhrte zu einer 1,3fach erhdhten Migrationsbereitschaft. Diese Ergebnisse mussen jedoch mit
Vorsicht betrachtet werden, da die Einzelwerte relativ weit auseinander lagen, was sich im
hohen Standardfehler zeigt. In metastasierenden NZK-Zellen flihrte eine Blockierung des
CaSR mit NPS 2143 zu einer signifikanten Hemmung der Migration (p < 0.001). Nur noch
19% der Zellen waren féhig durch die Poren der Membran in Richtung Calcium zu migrieren.
Dieser Effekt konnte durch eine kombinierte Behandlung aus Inhibitor und Calcium teilweise
aufgehoben werden. Hierbei wurde zundchst der CaSR durch eine 30minitige Inhibitor-
Behandlung (NPS 2143 alleine) blockiert. Anschliefend wurden die Zellen fiir weitere 30
Minuten mit dem Inhibitor und Calcium in Kombination behandelt. In diesem Fall migrierten
wiederum 47% der NZK-Zellen. Eine VVorbehandlung der NZK-Zellen mit Calcium allein vor

Durchfiihrung des Versuchs hatte keinen Effekt auf die Migrationsfahigkeit. Die untersuchten
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3. Ergebnisse

Zellen lieBen sich im gleichen Mall von Calcium als Chemotaxin anlocken wie die

unbehandelten Zellen.
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Abbildung 3.21:

Chemotaktische Migration der primdren NZK-Zellen von Patienten ohne bzw. mit
Knochenmetastasen nach Calcium- und NPS-Behandlung unter Verwendung von
Calcium als Chemotaxin in der Boyden-Kammer.

Das Diagramm zeigt die Zellmigration nach Behandlung mit 5 mM Calcium (30 Minuten), 5
UM NPS 2143 (eine Stunde) bzw. Calcium und NPS2 143 in Kombination (erst 30-mindtige
Zugabe von NPS 2143 alleine, dann weitere 30 Minuten in Kombination mit Calcium). Als
Chemotaxin wurde Calcium (10 mM) eingesetzt. Insgesamt wurden 6 Zelllinien von Patienten
ohne bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 3) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte in
Prozent der dazugehérigen unbehandelten Zellen und die Standardfehler aus 3 unabhangigen
Versuchen. Uber den Balken sind mikroskopische Aufnahmen (4fache VergréRerung) der
dazugehorigen Wells mit den migrierten, violett angefarbten Zellen zu sehen. * p < 0.001.

3.2.3 Proliferationsverhalten primarer NZK-Zellen nach Behandlung mit dem CaSR-
Inhibitor NPS 2143

In den vorausgegangenen Versuchen konnte nicht nur ein positiver Effekt von Calcium auf
die Migration von NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen gezeigt werden. Es
wurde ebenfalls nachgewiesen, dass Calcium eine erhohte Proliferation dieser Zellen mit
erhohter CaSR-Expression auslost (Abschnitt 3.1.8). In einem erneuten Proliferationsversuch
wurden die NZK-Zellen zuvor mit dem CaSR-Inhibitor NPS 2143 behandelt und somit der
CaSR in seiner Funktion blockiert. Dieser Versuch diente also der Darstellung des
Proliferationsverhaltens ohne Einfluss von Calcium (ber den CaSR. Damit sollte gezeigt
werden, ob Calcium ein veréndertes Proliferationsverhalten der NZK-Zellen tatséchlich Gber

Aktivierung des CaSR auslost, oder ob alternative Wege in Betracht gezogen werden sollten.
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3. Ergebnisse

Fur diese Versuchsdurchfiihrung wurden jeweils 3 NZK-Zelllinien von Patienten ohne bzw.
mit Knochenmetastasen zundchst mit Calcium oder mit dem CaSR-Inhibitor bzw. mit beiden
in Kombination behandelt. Die Proliferation wurde danach mittels BrdU-Inkorporation

gemessen.

Wie schon in Abschnitt 3.1.8 beschrieben, flihrte auch in diesem Versuch eine Calcium-
Behandlung zu einem Anstieg der Proliferation metastasierender NZK-Zellen (Abbildung
3.22). In nicht-metastasierenden NZK-Zellen flihrte Calcium zu einem leichten Riickgang der
Proliferation um 7%. Eine Blockierung des CaSR mit NPS 2143 fihrte in allen verwendeten
Zellen zu einem leichten Riickgang der Proliferation um 5%. Wurden Calcium und NPS 2143
in Kombination auf die Zellen gegeben, hatte dies unterschiedliche Effekte auf die NZK-
Zellen. Die Zellen von Patienten ohne Metastasen proliferierten nur noch zu 81%. In Zellen
von Patienten mit Knochenmetastasen wurde der proliferationsférdernde Effekt von Calcium
durch den Inhibitor aufgehoben, das MaR an Proliferation glich exakt dem der Kontrolle.
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Abbildung 3.22:

Proliferation der priméren NZK-Zellen von Patienten ohne bzw. mit
Knochenmetastasen nach Calcium- und NPS-Behandlung, bestimmt
mittels BrdU-ELISA.

Das Diagramm zeigt die Zellproliferation nach Behandlung mit 5 mM Calcium
(30 Minuten), 5 uM NPS 2143 (eine Stunde) bzw. Calcium und NPS 2143 in
Kombination (erst 30-minitige Zugabe von NPS 2143 alleine, dann weitere 30
Minuten in Kombination mit Calcium). Insgesamt wurden 6 Zelllinien von
Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen (jeweils 3) untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte in Prozent der dazugehdrigen unbehandelten Zellen und die
Standardfehler aus 3 unabhangigen Versuchen.
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3. Ergebnisse

3.2.4 Beteiligte Signaltransduktionswege in primaren NZK-Zellen nach Behandlung mit
dem CaSR-Inhibitor NPS 2143, analysiert mittels Westernblot
Um nun die durch den CaSR-Inhibitor ausgeldsten Effekte auf die Migration und die
Proliferation der NZK-Zellen erklaren zu kénnen, wurden nachfolgend Westernblot-Analysen
durchgefihrt. Es wurden Proteinextrakte aus jeweils 3 NZK-Zelllinien von Patienten ohne
bzw. mit Lungen- oder mit Knochenmetastasen auf die Expression verschiedener
Signalmediatoren hin untersucht, die entscheidend zur Regulation des Prozesses der
Metastasierung beitragen. Hierzu zéhlen phosphoErk, phosphoAkt und PTEN. Bei diesen
Proteinen konnte zuvor eine Expressionsanderung durch den Einfluss von extrazellularem
Calcium festgestellt werden. Eine einstindige Behandlung mit dem CaSR-Inhibitor NPS 2143
vor der Proteinextraktion sollte klaren, ob eine Hemmung des CaSR diesen

Expressionséanderungen entgegenwirken kann.

Eine Behandlung mit dem CaSR-Inhibitor NPS 2143 fiihrte in NZK-Zellen aus Patienten mit
Knochenmetastasen zu starkeren Effekten in der Proteinexpression als in Zellen aus Patienten
ohne Metastasen (Abbildung 3.23). Die Effekte die durch eine Blockierung des Rezeptors
hervorgerufen wurden, konnten auch durch eine nachfolgende Erhdhung der extrazellularen
Calcium-Konzentration nicht aufgehoben werden (erst Zugabe des Inhibitors, dann
Behandlung mit Calcium). Mit Ausnahme von phosphoryliertem Erk (Aktivitatssteigerung
um 46%) hatte der Inhibitor keinen Einfluss auf die Aktivitdt bzw. Expressionsstarke der
einzelnen Molekile in nicht-metastasierenden NZK-Zellen. Die Aktivitatszustdnde von Erk
und Akt konnten durch Zugabe des CaSR-Inhibitors in Zellen aus Patienten mit
Knochenmetastasen teilweise sehr stark reduziert werden. Im Fall von Erk waren nur noch
20% der aktiven Form nachweisbar. Die Aktivitdt von Akt wurde durch den Inhibitor um
22% (Phosphorylierung an Serin 473) bzw. um 31% (Phosphorylierung an Threonin 308)
reduziert. Im Gegensatz zur vollstdndigen Reduktion des Tumorsuppressors PTEN durch
Calcium, kam es nach Behandlung mit NPS 2143 in allen untersuchten Zellen zu kaum einer

Veranderung der Expression von PTEN, im Vergleich zu unbehandelten NZK-Zellen.
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Abbildung 3.23:

Expression bzw. Aktivitat verschiedener Signalmediatoren in priméaren NZK-Zellen von
Patienten mit unterschiedlichen Metastasierungsorten nach Behandlung mit dem CaSR-
Inhibitor NPS 2143 und Calcium, bestimmt durch Westernblot-Analysen und
densitometrischer Auswertung der Proteinbanden.

Die Diagramme zeigen den Phosphorylierungsstatus von Erk (Thr 202/Tyr 204, Thr 185/Tyr
187), Akt (Ser 473) und Akt (Thr 308) und die Expression von PTEN nach einstiindiger
Behandlung mit 5 uM NPS 2143 und NPS 2143 in Kombination mit 5 mM Calcium (erst 30-
minitige Zugabe von NPS 2143 alleine, dann weitere 30 Minuten in Kombination mit
Calcium). Insgesamt wurden 6 Zelllinien von Patienten ohne bzw. mit Knochenmetastasen
(jeweils 3) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent der unbehandelten Zellen
von Patienten ohne Metastasen und die Standardfehler. Die gemessenen Expressionen wurden
mit der Gesamtmenge an aufgetragenem Protein verrechnet. Uber den Balken sind die
dazugehdrigen Proteinbanden exemplarisch von jeweils einer Zelllinie dargestellt. Durch die
Verrechnung mit Aktin kommen leichte Unterschiede zwischen den abgebildeten Banden und
den Balken zustande.
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3. Ergebnisse

3.3 Einfluss einer TKI-Therapie auf die organspezifische Metastasenbildung

Bei der Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms kommt die neue sogenannte
Target-Therapie mit den Multikinaseinhibitoren Sunitinib, Sorafenib und Pazopanib zum
Einsatz. Diese Kinaseinhibitoren blockieren verschiedene Tyrosinkinasen und ihre
nachgeschalteten Signalwege. Somit kann die Tumorprogression unterbunden werden. In
diesem Abschnitt sollte nun geklart werden, ob es einen Zusammenhang zwischen dem
Behandlungserfolg der unterschiedlichen Therapeutika und der organspezifischen
Lokalisation der NZK-Metastasen gibt. Zur Durchflihrung dieser Untersuchungen wurden
groRe Mengen an NZK-Zellen benétigt. Da die Verfugbarkeit der primaren NZK-Zellen
limitiert ist, wurden fir diese Versuche kontinuierliche NZK-Zellen herangezogen. Sie
wurden so ausgewahlt, dass ihre Metastasierungsfahigkeiten denen der primaren NZK-Zellen
entsprachen. Insgesamt wurden vier Zelllinien ausgewdhlt: Eine nicht-metastasierende, eine in
Lungen metastasierende und zwei in Knochen metastasierende NZK-Zelllinien. Die Zelllinie
A-498 diente als Beispiel fur nicht-metastasierende NZK-Zellen, da sie aus NZK-Patienten
ohne Metastasenbildung stammt. Sie besitzt keine Fahigkeit zur Metastasenbildung. Die
Zelllinie 786-0O stammt aus einem Patienten bei dem es zwar zur Bildung von Lungen- nicht
jedoch von Knochenmetastasen kam. Sie besitzt somit ebenfalls keine Fahigkeit zur Bildung
von Knochenmetastasen, hat jedoch ein erhohtes Potenzial zur Lungenmetastasierung. A-498
und 786-O unterscheiden sich zudem darin, dass in der Zelllinie 786-O kein PTEN
nachweisbar ist, die Zelllinie A-498 hingegen PTEN exprimiert. Die NZK-Zelllinien Dibo
und RC-1 entstammen aus NZK-Patienten, bei denen es zur Entwicklung von
Knochenmetastasen kam. Sie reprasentieren somit NZK-Zellen mit einem hohen Potenzial zur

Bildung von Knochenmetastasen.

Da die in den vorherigen Abschnitten durchgefiihrten Untersuchungen zur Organspezifitat der
Knochenmetastasierung an primdren NZK-Zellen durchgefiihrt wurden, mussten diese
zunéchst an den oben aufgefiihrten kontinuierlichen NZK-Zelllinien wiederholt werden. Dies
war nétig, um zu tberpriifen, ob die Ergebnisse einer TKI-Behandlung in dem nun folgenden
Abschnitt auf die Ergebnisse zur Organspezifitat Gbertragbar sind. Anschliefend wurden die
genannten NZK-Zelllinien einer TKI-Behandlung unterzogen und die flr eine Metastasierung

essentiellen Verhaltensmuster auf VVerdnderungen hin analysiert.
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3.3.1 Uberprufung der erhaltenen Ergebnisse der priméaren NZK-Zellen an
kontinuierlichen NZK-Zelllinien

Da der Einfluss einer TKI-Therapie an kontinuierlichen NZK-Zelllinien getestet werden
sollte, musste zuvor untersucht werden, welches Expressions- und Verhaltensmuster diese
Zelllinien in Bezug auf den CaSR und Calcium aufweisen. Dies war notwendig, um die
erhaltenen Ergebnisse mit denen aus den vorigen Abschnitten vergleichen zu konnen. Daher
wurden die in Abschnitt 3.1 durchgefuihrten Versuche an den kontinuierlichen NZK-Zelllinien
wiederholt. Zunéchst wurde die Expression des CaSR in den NZK-Zelllinien analysiert. In
einem zweiten Schritt wurden das Migrations- und das Proliferationsverhalten der Zellen
unter Einfluss einer erhohten extrazellularen Calcium-Konzentration untersucht. Schliellich
sollten auch hier die an diesen Zellfunktionen beteiligten Signaltransduktionswege mittels
Westernblot-Analysen aufgeklart werden. Alle nun folgenden Versuche wurden an den vier
kontinuierlichen NZK-Zelllinien 786-O, A-498, Dibo und RC-1 unternommen.

3.3.1.1 Expression des CaSR-Proteins in kontinuierlichen NZK-Zelllinien mit

unterschiedlichem Metastasierungspotenzial

CaSR (120-130 kDa)

][] [ (e

o, o o
04 Abbildung 3.24:

Expression des CaSR in konti-nuierlichen NzZK-
03 4 Zelllinien, bestimmt mittels Westernblot-Analysen

und densitometrischer Auswertung der
Proteinbanden.
Das Diagramm zeigt die Expression des CaSR in den
NZK-Zelllinien A-498, 786-O, Dibo und RC-1.
Dargestellt sind die gemessenen Expressionen,
verrechnet mit der Gesamtmenge an aufgetragenem
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Die CaSR-Expression in den kontinuierlichen NZK-Zelllinien wurde mittels Westernblot
detektiert. Die untersuchten Zelllinien zeigten eine unterschiedliche Expression des CaSR
(Abbildung 3.24). In Extrakten der NZK-Zelllinie 786-O mit hohem Potenzial zur
Lungenmetastasierung konnte fast kein CaSR festgestellt werden. Dagegen war in der nicht-

metastasierenden NZK-Zelllinie A-498 das CaSR-Protein vorhanden. Die beiden
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metastasierenden NZK-Zelllinien Dibo und RC-1 exprimierten den CaSR auch in

detektierbaren Mengen. Hierbei wurde der CaSR von Dibo am stérksten exprimiert.

3.3.1.2 Migrationsverhalten kontinuierlicher NZK-Zelllinien mit unterschiedlichem
Metastasierungspotenzial

Zunachst wurde das chemotaktische Migrationsverhalten der NZK-Zelllinien ohne den

Einfluss von Calcium in einer Boyden-Kammer untersucht. Hierzu diente die

Extrazellularmatrix-Komponente Fibronektin als Chemotaxin.

Bei der Auswertung dieses Versuchs zeigte sich, dass die metastasierenden NZK-Zelllinien
786-0, Dibo und RC-1 am stérksten von Fibronektin angelockt werden konnten (Abbildung
3.25). Die meisten migrierten Zellen wurden hierbei fir die Zelllinien Dibo und RC-1
ausgezahlt. Verglichen mit der nicht-metastasierenden Zelllinie A-498 war die
Migrationsfahigkeit der metastasierenden Zellen bei Verwendung von Fibronektin doppelt so
hoch.

Chemotaxin: Fibronektin
1000
E
.,i 300 Abbildung 3.25:
Ny Chemotaktische Migration der
S kontinuierlichen NZK-Zelllinien unter
E 600 - Verwendung von  Fibronektin  als
= Chemotaxin in der Boyden-Kammer.
S 400 1 Das Diagramm zeigt die Zellmigration der
) NZK-Zelllinien A-498, 786-O, Dibo und
E RC-1. Als Chemotaxin wurde Fibronektin
£ 200 1 (10 pg/ml) eingesetzt. Dargestellt sind die
E Mittelwerte und die Standardfehler aus drei
0 - unabhangigen Versuchen. Uber den Balken
A-498 786-0 Dibo RC-1 sind mikroskopische Aufnahmen (4fache
keine Lungen Knochen Knochen VergrolRerung) der dazu gehdrigen Wells mit
Metastasen den migrierten, violett angefarbten Zellen zu
sehen.

Unter Verwendung von Calcium als Chemotaxin zeigte die in Lungen metastasierende
Zelllinie 786-O im Vergleich zu den anderen Zelllinien das schwéchste Migrationspotenzial

(Abbildung 3.26). Es konnten fast keine migrierten Zellen gezéhlt werden. Die deutlichste
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Fahigkeit in Richtung Calcium zu migrieren zeigte Dibo, gefolgt von RC-1. Die Zelllinie A-

498 zeigte eine nur halb so starke Migrationsfahigkeit im Vergleich zur Zelllinie Dibo.
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Abbildung 3.26:

Chemotaktische Migration der
kontinuierlichen NZzK-Zelllinien unter
Verwendung von Calcium als
Chemotaxin in der Boyden-Kammer.

Das Diagramm zeigt die Zellmigration der
NZK-Zelllinien A-498, 786-O, Dibo und
RC-1. Als Chemotaxin wurde Calcium
(10 mM) eingesetzt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und die Standardfehler aus 3
unabhéngigen Versuchen. Uber den Balken
sind mikroskopische Aufnahmen (4fache
VergroRerung) der dazu gehdrigen Wells
mit den migrierten, violett angefarbten
Zellen zu sehen.

3.3.1.3 Einfluss von extrazellularem Calcium auf das Proliferationsverhalten

kontinuierlicher NZK-Zelllinien mit unterschiedlichem Metastasierungspotenzial

Calcium zeigte den starksten proliferationsfordernden Effekt auf die Zelllinie Dibo

(Abbildung 3.27). Die Proliferation dieser Zelllinie stieg in Abhéngigkeit von der Calcium-

Konzentration an. Bei einer Konzentration von 5 mM bzw. 10 mM kam es zu einer 3,1fachen

bzw. 3,6fachen Steigerung der Zellproliferation. Die Zelllinie RC-1 zeigte ebenfalls eine

Anderung des Proliferationsverhaltens, welche jedoch nicht so deutlich ausgepragt war. Bei

einer Behandlung mit Calcium in den Konzentrationen 2,5 mM und 10 mM kam es jeweils zu
einer etwa 1,3fachen Erhdhung der Proliferationsrate. Auf die Zelllinien 786-O und A-498,

die keine F&higkeit zur Bildung von Knochenmetastasen besitzen, zeigte eine erhohte

extrazellulére Calcium-Konzentration keinen messbaren Effekt.
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Abbildung 3.27:

Proliferationsfahigkeit der kontinuierlichen NZK-Zelllinien nach Calcium-
Behandlung, gemessen in einem BrdU-ELISA.

Die Abbildung zeigt den Einfluss einer 30minitigen Behandlung mit Calcium
in unterschiedlichen Konzentrationen (2,5 mM, 5 mM, 10 mM) auf die
Zellproliferation. Es wurden die NZK-Zelllinien A-498, 786-0O, Dibo und RC-1
untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent der dazugehoérigen
unbehandelten NZK-Zellen und die Standardfehler aus 3 unabhdngigen

Versuchen.

3.3.1.4 Beteiligte Signaltransduktionswege in kontinuierlichen NZK-Zelllinien mit
unterschiedlichem Metastasierungspotenzial bestimmt mittels Westernblot
Zur Aufklarung der Hintergrinde des unterschiedlichen Verhaltensmusters der
kontinuierlichen NZK-Zellen sollten in diesem Abschnitt die hieran beteiligten
Signaltransduktionswege mittels Westernblot-Analysen aufgedeckt werden. Wie bereits in
den vorausgegangen Tests wurden die NZK-Zelllinien 786-O, A-498, Dibo und RC-1
untersucht. Um den Effekt einer erhohten extrazellularen Calcium-Konzentration
beriicksichtigen zu kénnen, wurden die NZK-Zelllinien vor der Proteinextraktion 30 Minuten

mit Calcium (5 mM) behandelt.

Fur die priméren NZK-Zellen und die Gewebeproben aus Patienten mit Lungen- bzw. mit
Knochenmetastasen wurde bereits eine hohere Expression von Integrin o5 festgestellt, als sie
in Patienten ohne Metastasen vorlag (Abschnitte 3.1.9 und 3.1.11). Dieses Expressionsmuster
zeigte sich ebenfalls fir die kontinuierlichen NZK-Zelllinien (Abbildung 3.28). Im Vergleich
zur nicht-metastasierenden Zelllinie A-498 lag die Integrin a5-Expression in Dibo und RC-1,
die ein hohes Potenzial zur Bildung von Knochenmetastasen aufweisen, um etwa 80% erhoht
vor. In der Zelllinie 786-0, die aus einem Patienten mit Lungenmetastasen kultiviert wurde,

konnte 14% mehr Integrin o5 detektiert werden. Eine Calcium-Behandlung hatte beziiglich
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der Integrin a5-Expression lediglich einen Effekt auf A-498 Zellen, der in einer Reduktion der

Expression um 70% resultierte.
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Abbildung 3.28:

Expressionen bzw. Aktivitat verschiedener Signalmediatoren in kontinuierlichen NZK-Zelllinie nach
Calcium-Behandlung, bestimmt durch Westernblot-Analysen und densitometrische Auswertung.

Die Diagramme zeigen den Phosphorylierungsstatus von FAK (Tyr 397), Shc (Tyr 239/240), Erk (Thr 202/Tyr
204, Thr 185/Tyr 187), Akt (Ser 473) und die Expression von Integrin a5 und PTEN nach 30minutiger
Behandlung mit 5 mM Calcium und ohne Calcium-Behandlung. Es wurden die NZK-Zelllinien A-498, 786-0,
Dibo und RC-1 untersucht. Dargestellt sind die gemessenen Expressionen, verrechnet mit der Gesamtmenge an
aufgetragenem Protein. Uber den Balken sind die dazugehdrigen Proteinbanden dargestellt. Durch die
Verrechnung mit Aktin kommen leichte Unterschiede zwischen den abgebildeten Banden und den Balken
zustande.

Ein &hnliches Expressionsmuster zeigte sich flr die den Integrinen nachgeschaltete fokale
Adhasionskinase. In metastasierenden Zellen war FAK stéarker aktiv, verglichen mit den
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nicht-metastasierenden A-498 Zellen. In 786-O Zellen konnte die grofite Menge an aktivem
FAK nachgewiesen werden (360% mehr detektiertes Protein verglichen mit A-498), in der
Zelllinie Dibo wurden 110% mehr phosphoFAK und in RC-1 240% mehr phosphoFAK
nachgewiesen. Eine Calcium-Behandlung fuhrte zu unterschiedlichen Effekt in Abhéngigkeit
vom Metastasierungsort. In Zellen aus Patienten mit Lungenmetastasen (786-O) kamen die
Effekte in einer Reduzierung der phosphorylierten Form von FAK um 30% zum Ausdruck.
Dagegen kam es in Zellen aus Patienten mit Knochenmetastasen (Dibo und RC-1) zu einer
Aktivitatssteigerung von FAK um 140-170%, im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die
Aktivitat von Shc blieb in den unterschiedlichen Zelllinien nahezu unverandert. RC-1 Zellen
wiesen ein reduziert phosphoryliertes Shc auf (um 35% im Vergleich zu A-498). Calcium
hatte keinen Effekt auf die Shc-Aktivitadt. Fir Erk konnte ein dhnlicher Aktivitatszustand
gemessen werden. Hier lag die Aktivitatsreduktion in der metastasierenden Zelllinie RC-1
jedoch bei 50% der Werte von A-498. Zudem forderte Calcium die Phosphorylierung der
Kinase. In den Zelllinien A-498 und RC-1 lag Erk nach Calcium-Behandlung um 50% erhoht
phosphoryliert vor, in 786-O und Dibo um etwa 15%, verglichen mit unbehandelten Zellen.
In den Zellen aus Patienten mit Knochenmetastasen lag phosphoryliertes Akt verglichen mit
A-498 zwar reduziert vor (um 70-80%), diese fehlende Aktivitat konnte jedoch durch Zugabe
von Calcium stark erhéht werden (um 150-160% im Vergleich zu unbehandelten Zellen). Die
Expression von PTEN in den kontinuierlichen NZK-Zelllinien zeigte ein ahnliches Muster,
wie es bereits in primdren NZK-Zellen und Gewebeproben detektiert wurde. Im Vergleich zur
den  nicht-metastasierenden  A-498  Zellen exprimieren Zellen mit erhdhtem
Metastasierungspotenzial deutlich weniger PTEN. In Dibo lag die Expression um 35%
reduziert vor, in RC-1 um 60%. Auch in diesen Zellen beeinflusste Calcium die PTEN-
Expression, jedoch nicht so deutlich wie in den primédren NZK-Zellen. In der Zelllinie A-498
lag die Reduktion bei 40%, in der Zelllinie Dibo bei 25% und in RC-1 Zellen bei 40%,
jeweils verglichen mit unbehandelten Zellen. Wie bereits in der Einleitung des Abschnitts 3.3
und in Abschnitt 2.1.10.3 beschrieben wurde, ist die Zelllinie 786-O PTEN negativ. Diese

Aussage konnte in den hier durchgeftihrten Westernblot-Analysen bestatigt werden.

Durch die Untersuchungen an kontinuierlichen NZK-Zellen mit unterschiedlichem
Metastasierungspotenzial konnte somit gezeigt werden, dass sie ahnliche Verhaltens- und
Expressionsmuster wie primdre NZK-Zellen aufweisen. Aus diesem Grund wurden die
Zelllinien 786-0O, A-498, Dibo und RC-1 fir die nachfolgenden Analysen unter Einsatz der

Tyrosinkinaseinhibitoren herangezogen.
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3.3.2 Einfluss einer TKI-Therapie auf das Verhalten kontinuierlicher NZK-Zelllinien
mit unterschiedlichem Metastasierungspotenzial

Derzeit gehoren die Tyrosinkinaseinhibitoren zu den bestmdglichen Therapieoptionen des
metastasierenden NZK. Sie unterbinden die Signalweiterleitung verschiedener Tyrosinkinasen
und hemmen somit Prozesse der Metastasierung wie Migration und Proliferation. In den
folgenden Versuchen wurden die kontinuierlichen NZK-Zelllinien mit den TKI Sunitinib,
Sorafenib und Pazopanib behandelt und nachfolgend auf ihre Proliferations- und
Migrationsfahigkeiten hin getestet. Hierbei sollte darauf geachtet werden, ob NZK-Zellen mit
erhbhtem Metastasierungspotenzial anders auf die verschiedenen Therapeutika reagieren als
nicht-metastasierende NZK-Zellen. Zudem sollte die organspezifische Lokalisation der
Metastasen des Patienten berlcksichtigt werden, um beurteilen zu konnen, ob diese
Information ebenfalls bei der Auswahl einer geeigneten Therapie einbezogen werden sollte.
Ein Teil der nun folgenden Ergebnisse wurde im Rahmen zweier von mir betreuter
Diplomarbeiten angefertigt (Khageh Hosseini, 2010; Maucher, 2012).

3.3.2.1 Effekte einer TKI-Behandlung auf das Migrationsverhalten der NZK-Zelllinien

Im Vorfeld des Migrationstests wurden die NZK-Zelllinien fiir 24 Stunden mit den TKI
Sunitinib, Sorafenib und Pazopanib in den Konzentrationen 1uM, 5 uM, 10 uM und 50 uM
behandelt. Als Chemotaxine wurden die EZM-Komponenten Fibronektin und Vitronektin in
der Boyden-Kammer eingesetzt. In vorausgegangenen Versuchen wurden die Chemotaxine in
unterschiedlichen Konzentrationen an den Zelllinien ausgetestet und die Varianten
ausgewahlt, die gut daflr geeignet waren die Zellen chemotaktisch anzulocken. Die NZK-
Zelllinien 786-O, Dibo und RC-1 wurden mit Fibronektin in einer Konzentration von 10

png/ml angelockt, die NZK-Zelllinie A-498 mit Vitronektin in einer Konzentration von 50
pg/ml.

Die Behandlungen mit Sunitinib und Sorafenib hatten einen deutlich starkeren Effekt auf die
Zellmigration als eine Behandlung mit Pazopanib (Abbildung 3.29). Pazopanib konnte die
Anzahl der migrierenden Zellen lediglich auf ein Minimum von 65%-85% reduzieren
(Abbildung 3.29 C). Dies war auch erst in einer Konzentration von 50uM der Fall. Die
Mehrzahl der Zellen konnte Pazopanib nicht in ihrer Migrationsfahigkeit beeinflussen. Bei
den Zelllinien A-498 und Dibo konnte Sunitinib die Anzahl der migrierenden Zellen zwar

ebenfalls nur auf etwa 80% reduzieren, dagegen wirkte es starker auf 786-O und RC-1
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(Abbildung 3.29 A). Hier kam es zu einer Hemmung der Migration um 50% (786-O) bzw. um

etwa 80% (RC-1).

180
EJ’E 160
52 140
€ =N
S oJ 120 ——786-0
- =N
£ 52 1004 —=—A-498
= o2& 804
E 53 —&—Dibo
325 " M e —e—RC-1
s .
53 40 \‘
S 20
==
= 0
140 -
c
55 120 T
[T
£ =N -
§ 8y 100 g:\\ ——786-0
R l'DN
& 3Z 80 T =+
Dces —a— A-498
Ess —#—Dibo
N =2 404 —e—RC-1
SE 20
39' =1
0 —N———
140
(=
§>E 120
[T
€ =N
S 83 100 ——786-0
T EZ a0
5°< —=—A-498
D55
E w3 601 —4—Dibo
S Ss 4
= -
=3 —e—RC-1
§§ 20
0

Abbildung 3.29:

Chemotaktische Migration
kontinuierlicher ~ NZK-Zelllinien
nach Behandlung mit den TKI
Sunitinib (A), Sorafenib (B) und
Pazopanib (C), analysiert in der
Boyden-Kammer.

Die Abbildung zeigt den Verlauf der
Migration unter dem Einfluss von
TKI in unterschiedlichen Konzen-
trationen (1 pM, 5 uM, 10 uM, 50
UM). Die Zellen wurden fur 24
Stunden mit den TKI behandelt. Es
wurden die NZK-Zelllinien A-498,
786-0O, Dibo und RC-1 untersucht.
Fibronektin (10 pg/ml) und
Vitronektin (50 pug/ml) dienten als
Chemotaxine. Dargestellt sind die
Mittelwerte in Prozent  der
dazugehorigen unbehandelten Zellen
und die Standardabweichung aus
einem Versuch.

Sorafenib zeigte eine noch starkere Hemmung der Zellmigration (Abbildung 3.29 C). Die
Migration der Zelllinien A-498 und Dibo wurde bei Behandlung mit 10 uM um etwa 80%

reduziert. 786-O und RC-1 zeigten schon bei einer Konzentration von 5 uM keine Fahigkeit

zur Migration mehr. Somit konnte mit den hier verwendeten Konzentrationen ausschlieRlich

durch Sorafenib ein vollstandiger Migrationsstopp erreicht werden. Zu bemerken ist, dass eine

Behandlung mit Sunitinib in der Zelllinie 786-O zundchst eine Migrationssteigerung um 45%

ausloste (bei einer Konzentration von 1 pM). Dieser Effekt zeigte sich fir A-498 bei

Behandlung mit allen TKI in Konzentrationen von 1 bzw. 5 uM. Die Migrationsféhigkeit der

Zellen lag um 9-18% erhoht vor.
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3.3.2.2 Effekte einer TKI-Behandlung auf das Proliferationsverhalten der NZK-
Zelllinien

Im Vorfeld der Untersuchung der Proliferation mit Hilfe von BrdU-Inkorporation wurden die

NZK-Zelllinien fir 24 Stunden mit den TKI Sunitinib, Sorafenib und Pazopanib in den

Konzentrationen 1uM, 5 uM, 10 pM und 50 uM behandelt.
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In Bezug auf die Proliferation konnte durch eine Behandlung mit TKI in den verwendeten
Konzentrationen keine vollstdandige Hemmung erzielt werden (Abbildung 3.30). Die
schwdchste anti-proliferative Wirkung zeigte Sunitinib (Abbildung 3.30 A). Die
Proliferationsrate der Zelllinien 786-O, A-498 und Dibo wurde auf 55-75% gesenkt. Die
Zelllinie RC-1 wurde in ihrer Proliferation nicht gehemmt, sondern leicht geférdert. Eine

Behandlung mit Sorafenib reduzierte die Zellproliferation auf 39-64%, wobei die Zelllinie A-
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498 am starksten beeinflusst wurde (Abbildung 3.30 B). Die Proliferation der Zelllinie 786-O
konnte durch Pazopanib zwar auf 32% reduziert werden, dagegen lag das
Proliferationsminimum der anderen Zelllinien nach Pazopanib-Behandlung bei lediglich 65-
68% (Abbildung 3.30 C). Auch im Fall der TKI-Effekte auf die Proliferation ist anzumerken,
dass einige NZK-Zellen zun&dchst in ihrer Fahigkeit gefordert wurden. Die
Proliferationssteigerung konnte am deutlichsten nach Sorafenib-Behandlung in den Zelllinien
A-498 und Dibo beobachtet werden (Steigerung um bis zu 37%).
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4. Diskussion

4.1 Knochen-spezifische Metastasierung des NZK

Obwonhl bereits viele Mechanismen aufgedeckt wurden, die zu einer Bildung von Metastasen
flhren, sind die Hintergrlinde fur eine organspezifische Metastasierung noch relativ unklar. Es
wird diskutiert, ob die charakteristische Ausstattung einer Tumorzelle ihr metastatisches
Verhalten und somit die Lokalisation der Metastase bestimmt. Hierbei kénnen intrazelluldre
Eigenschaften sowie die Beschaffenheit der Zelloberflache von Bedeutung sein (Nguyen et
al., 2009; Psaila und Lyden, 2009). Migration, Adhasion und Proliferation fordern das
metastatische Verhalten von Tumorzellen und stellen damit entscheidende Schritte im Prozess
der Metastasierung dar. Sowohl bei der Intravasation aus dem Primértumor in das
BlutgefalRsystem als auch bei der Extravasation in das sekundédre Organ und Bildung eines
neuen Zellverbandes bendtigen Tumorzellen diese Fahigkeiten. Des Weiteren wird diskutiert,
ob das in den Organen vorherrschende Mikromilieu entscheidend fir die Lokalisation der
Metastasen ist. Bestimmte Bedingungen im Sekundérorgan kénnen positiven Einfluss auf die
metastasierenden Tumorzellen nehmen (Paget, 1989; Fidler, 2001). Knochengewebe zeichnet
sich durch ein definiertes Mikromilieu aus. Von anderen Organen unterscheidet es sich
insbesondere durch die hohe Konzentration an Calcium, bedingt durch den permanenten Auf-
und Abbau der Knochen. Calcium konnte im Knochenmilieu somit Bedingungen schaffen,
die von metastasierenden NZK-Zellen bevorzugt werden und ausschlaggebend fiir die hohe
Frequenz an NZK-Knochenmetastasen sind. Bevor Tumorzellen in das mit Calcium
angereicherte Mikromilieu gelangen, stehen sie jedoch noch nicht unter dessen Einfluss. Die
Knochenspezifitat metastasierender NZK-Zellen muss daher unter Calcium-abhangigen und

Calcium-unabhangigen Aspekten betrachtet werden.

4.2 Extrazellulares Calcium und der Calcium-sensitive Rezeptor begunstigen die NZK-

Metastasierung in Knochen

4.2.1 Eine hohe Expression des CaSR korreliert mit der NZK-Metastasierung in
Knochen
Extrazellulares Calcium wird von den Zellen iber den CaSR wahrgenommen. Da dem CaSR
eine physiologische Funktion in der Niere zukommt und er in diesem Organ exprimiert ist,
sind Nierenepithelzellen, die Vorlauferzellen des NZK, per se sensitiv fir Calcium. Somit
wére die Hauptvoraussetzung gegeben, dass Calcium und dem CaSR bei der
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Knochenmetastasierung des NZK eine entscheidende Rolle zukommt. Dies ist jedoch nur von
Bedeutung, wenn die Expression des CaSR wahrend der Tumorgenese des NZK erhalten
bleibt. Bei malignen Transformationen kommt es jedoch hadufig zur Dysregulation von
Genexpressionen. Hiervon konnte auch die Expression des CaSR betroffen sein. Aus diesem
Grund wurde in den ersten Untersuchungen der vorliegenden Dissertation die CaSR-
Expression in nativem Tumor- und gesundem Nierengewebe von NZK-Patienten analysiert

um sein Vorhandensein zu tberprifen.

Tabelle 4.1:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsanalysen des CaSR in NZK-Gewebeproben und
primaren NZK-Zellen.

Die Tabelle zeigt die Expression des CaSR in Normal- und Tumorgewebe von NZK-Patienten und priméren
NZK-Zellen mit unterschiedlichen Metastasierungsorten. Zeichenerklarung: 0 = keine Expression, + =
schwache Expression, + + = mittlere Expression, + + + = starke Expression, + + + + = sehr starke
Expression.

CaSRMRNA | (o8 | jime | CasReProtein | (JTE0 | UL | Zeter
keine Metastasen + 0 keine Metastasen + + +
Lungenmetastasen ++ 0 Lungenmetastasen ++ ++ ++
Knochenmetastasen ++++ +++ Knochenmetastasen ++ +++ ++++

Es zeigte sich, dass der CaSR in Proben von Patienten, die innerhalb von 5 Jahren nach
Nephrektomie Knochenmetastasen entwickelten, deutlich hdher exprimiert war als in Proben
von Patienten mit Lungenmetastasen oder ohne Metastasen (Tabelle 4.1). Eine hohe CaSR-
Expression korrelierte also mit der spezifischen Bildung von NZK-Metastasen in Knochen.
Dieses Ergebnis gibt einen ersten Hinweis darauf, dass Calcium in der
Knochenmetastasierung des NZK eine Rolle zukommt. Bereits in gesundem Nierenepithel
bestanden entsprechende Unterschiede in der CaSR-Expression in den Patientengeweben mit
unterschiedlichem Metastasierungsstatus. Dies deutet darauf hin, dass bestimmte
Epithelzellen bereits vor der malignen Transformation dazu pradestiniert sind, verstarkt auf
Calcium anzusprechen. Verandern sich gesunde Zellen aus Nierenepithel mit erhdhter CaSR-
Expression im Laufe der Kanzerogenese zu metastasierenden Tumorzellen, kdnnen diese
verstarkt von Calcium beeinflusst werden, wenn sie in das Calcium-reiche Milieu des
Knochens gelangen. Beziiglich dieser Annahme wére schon in der gesunden Niere festgelegt,
ob es wahrend der Kanzerogenese zur Ausbildung von Knochenmetastasen kommt. Es darf
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Expressionsunterschiede erst durch

Anwesenheit eines Primartumors in der Niere induziert wurden. Unabhéngig von Ursache und
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Wirkung konnte der CaSR, wie bereits fir andere Tumorentitdten gezeigt (Mihai, 2008;
Saidak et al., 2009a), ein prognostischer Marker fir die NZK-Knochenmetastasierung sein.
Um diese These zu prifen, wurden weitere Expressionsanalysen des CaSR an primaren NZK-
Zellen durchgefiihrt, die aus Patienten mit unterschiedlichem Metastasierungsstatus kultiviert

wurden.

Durch Detektion des CaSR in primaren NZK-Zellen von Patienten mit unterschiedlichen
Metastasierungsorten konnten die in den Expressionsanalysen der Gewebeproben erzielten
Ergebnisse bestatigt werden. In NZK-Zellen zeigte sich ein &hnliches Expressionsmuster wie
in den Gewebeproben. NZK-Zellen aus Patienten mit Knochenmetastasen exprimierten den
CaSR wesentlich starker als nicht-metastasierende Zellen (Tabelle 4.1). Dieses Ergebnis
bildet die Voraussetzung dafir, dass bestimmte primare NZK-Zellen mit Hilfe des CaSR
extrazelluldres Calcium detektieren, in ein Signal umwandeln und in die Zelle weiterleiten

kdnnen.

Um die Hintergrinde der unterschiedlich starken Expression des CaSR aufzuklaren, wurde
der Einfluss von Calcium auf die CaSR-Expression untersucht. Hierdurch sollten mdgliche
Regulationsmechanismen aufgedeckt werden, die durch seinen aktivierenden Liganden

ausgelost werden konnten.

4.2.2 Extrazellulares Calcium ist kein Regulator der CaSR-Expression im NZK

Wurden die NZK-Zellen einer erhohten extrazelluldren Calcium-Konzentration ausgesetzt,
fihrte dies nicht zu einer Verdnderung in der CaSR-Expression. Extrazellulares Calcium
nimmt keinen Einfluss auf die CaSR-Expression und kann daher als Regulator vermutliche
ausgeschlossen werden. Zur durchgefiihrten Analyse muss jedoch erwéhnt werden, dass eine
30mindtige Vorbehandlung mit Calcium vielleicht nicht ausreichend lang war, um einen
Effekt in der transkriptionellen Expression des Rezeptors auf der Zelloberflache erkennen zu
konnen. Es konnte sein, dass der Prozess der Genexpression und die gezielte Lokalisation in
der Zelle in dieser Zeit nicht vollstandig abgeschlossen werden konnte. Da die Analyse
durchflusszytometrisch  durchgefiihrt  wurde, wurden nur potentiell  funktionale
Rezeptormolekiile in der Zellmembran detektiert. Weitere Molekile, die zwar schon
exprimiert jedoch noch im Zytosol vorlagen, wurden in der Messung nicht erfasst. Hier

besteht Bedarf weiterer Untersuchungen.
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Trotz der Einschrankung durch die Versuchsdurchfuhrung, fligen sich die erhaltenen
Ergebnisse gut in die anderer Forschergruppen ein. Rogers et al. konnten ebenfalls
ausschlielRen, dass eine erhohte extrazelluldare Calcium-Konzentration die CaSR-Expression
beeinflusst. In ihren Untersuchungen nahmen Ratten durch ihre Nahrung festgelegte Mengen
an Calcium auf bzw. bekamen Calciumionen injiziert. Trotz unterschiedlicher Calcium-
Konzentrationen konnten keine Veranderungen in der CaSR-Expression in den Rattennieren
festgestellt werden (Rogers et al., 1995). Dies konnte durch Brown et al. bestétigt werden
(Brown et al., 1996). Calcium scheint also nicht an der Expressionsregulation beteiligt,

sondern nur fir die Aktivierung des Rezeptors verantwortlich zu sein.

Neben extrazellularem Calcium werden weitere Molekile als mogliche Regulatoren der
CaSR-Expression diskutiert. So wird von einigen Arbeitsgruppen Calcitriol, die aktive Form
von Vitamin D3, die Funktion eines positiven Regulators zugeschrieben. Durch die Arbeit von
Canaff und Hendy konnten zwei VDREs (Vitamin D Response Elements) in der
Promotorregion des CaSR-Gens identifiziert werden (Canaff und Hendy, 2002). Andere
Untersuchungen sprechen jedoch dagegen, dass die positive Regulation des CaSR durch
Calcitriol auch im Falle des NZK zutreffen konnte. Diese besagen, dass Vitamin D3 in vielen
verschiedenen Tumoren, so auch im NZK, reduziert vorliegt (Ikuyama et al., 2002; Blomberg
et al., 2010). Falls es auch in den metastasierenden NZK-Tumoren, die in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden, reduziert vorliegt, konnte es nicht als moéglicher positiver Regulator
des CaSR in Frage kommen. Eine Studie tber die Menge von Calcitriol in NZK-
Gewebeproben und eine Korrelation mit der CaSR-Expression in den jeweiligen Patienten

wirde diese Frage klaren und steht noch aus.

Fur das metastasierte NZK kann auch der Fall zutreffen, dass Calcitriol trotz reduziertem
Vorhandensein féhig ist, die Expression des CaSR zu verstérken. Grund fir diese Annahme
geben Madje et al. Sie zeigten, dass eine reduzierte Bindung von Calcitriol an die
Promotorregionen seiner Zielgene in einer Expression dieser Proteine in normalen Mengen
fuhren kann (Madje et al., 2003). Falls Calcitriol in Tumoren reduziert ist, konnte es hier
somit trotzdem die Expression des CaSR und weiterer Zielgene positiv regulieren. Die
Wirkung von Calcitriol auf den CaSR im NZK ist dennoch umstritten. Durch die Arbeit von
Rogers et al. wurde wiederum dargestellt, dass durch Calcitriol keine Hochregulation des

CaSR in der Niere hervorgerufen wird (Rogers et al., 1995). Es muss jedoch berlicksichtigt
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werden, dass die Arbeit an Nieren von Ratten und nicht an humanem Material durchgefihrt

wurde.

Die Regulation des CaSR konnte nicht nur wahrend der Transkription erfolgen, es kénnten
zudem Verdnderungen des CaSR-Gens bestehen, die die Expression und Funktion des
Rezeptors beeinflussen. So wirde zum Beispiel ein Gendefekt in einer verdnderten CaSR-
Expression resultieren. Es sind bereits einige Mutationen im CaSR-Gen beschrieben. Diese
Mutationen stehen haufig in Zusammenhang mit Hyperparathyreoidismus und Hypercalcdmie
(Lam et al., 2005; Reh et al., 2011; Rodrigues et al., 2011).

Der Nachweis des CaSR in Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen bestétigt nicht nur
die schon zuvor entdeckte Korrelation in NZK-Gewebe, er schafft zudem die VVoraussetzung
fir die nachfolgenden Versuche. In diesen sollte die Rolle von extrazellularem Calcium in
den einzelnen Schritten im Prozess der Knochenmetastasierung untersucht werden. Hierzu
wurden funktionelle Tests der NZK-Zellen unter dem Einfluss von Calcium durchgefuhrt. Da
Calcium Uber den CaSR auf die Zelle wirkt, benétigt sie den Rezeptor um Calcium zu

detektieren, ein intrazelluléres Signal und schlie3lich eine zelluldre Antwort auszuldsen.

4.2.3 Calcium fordert die Migration und Proliferation von in Knochen metastasierenden
NZK-Zellen via CaSR
Nachdem im vorangegangenen Abschnitt die CaSR-Expression in priméren NZK-Zellen
dargestellt wurde, sollte nun geklart werden, ob extrazellulares Calcium Uber diesen Rezeptor
das zelluldre Verhalten verandert. Es wurden Mechanismen untersucht, die kritische Schritte
im Prozess der Metastasierung darstellen: Migration in Richtung des Knochenmilieus und
Proliferation im Knochenmilieu zur Vermehrung der Tumorzellen (Oppenheimer, 2006;
Chambers et al., 2002; Bashyam, 2002). Zusammen bestimmen sie das metastatische

Potenzial von Tumorzellen.

Nach erfolgreicher Ausbreitung durch den Blutkreislauf, Arrest in Kapillaren der Knochen
und Adhdasion der Tumorzellen an Komponenten der Knochenmatrix (Fibronektin und
Kollagen I) mussen die Zellen migratorisch in das Gewebe eindringen, um dort tberleben und
proliferieren zu konnen. Da Knochen der Hauptspeicher fur Calcium sind, verlauft die
Migration in Richtung einer erhohten extrazellularen Calcium-Konzentration. Im

durchgefuhrten  Migrationsversuch  wurden die NZK-Zellen von Patienten mit
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Knochenmetastasen deutlich stérker chemotaktisch von Calcium angelockt als nicht-
metastasierende NZK-Zellen (Tabelle 4.2). Nicht-metastasierende NZK-Zellen bzw. die von
Patienten mit Lungenmetastasen besal’en nur eine geringe Fahigkeit in Richtung der erhohten
Calcium-Konzentration zu migrieren. Je mehr CaSR von den Zellen exprimiert wird, desto
starker migrieren sie in Richtung der erhdhten extrazellularen Calcium-Konzentration. Diese
Fahigkeit besitzen ausschlieBlich NZK-Zellen, die im Patienten Knochenmetastasen
ausbilden. Das Ergebnis deutet auf eine vom CaSR abhangige Metastasierung der NZK-

Zellen in Knochen hin.

Tabelle 4.2:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellmigration und -proliferation der NZK-Zellen mit
unterschiedlichem Metastasierungsstatus.

Die Tabelle zeigt die Migrationsfahigkeit der priméren NZK-Zellen unter Verwendung von Calcium als
Chemotaxin und die Proliferationsfahigkeit nach Behandlung mit Calcium in unterschiedlichen
Konzentrationen (2,5 mM, 5 mM, 10 mM). Zeichenerklarung: + = schwache Migration/Proliferation, + + =
mittlere Migration/Proliferation, + + + = starke Migration/Proliferation, + + + + = sehr starke Migration/
Proliferation.

Zellmigration (315[1)I :uMm Zellproliferation | unbehandelt éaﬁcﬂ[\:j Cilgtﬂm é;;rm
keine Metastasen + keine Metastasen + + + +
Lungenmetastasen ++ Lungenmetastasen + + + +
Knochenmetastasen ++++ Knochenmetastasen + + +++ e+t

Die aufgestellten Folgerungen bestdtigen die Aussagen, die zuvor von anderen
Arbeitsgruppen fir Mammakarzinomzellen und Tumorzellen aus dem Schilddriisenkarzinom
getroffen wurden. Saidak et al. konnten zeigen, dass Calcium die chemotaktische Migration
von Mammakarzinomzellen von Patienten mit Knochenmetastasen fordert. Durch
Ausschalten des CaSR mittels siRNA wurde zudem nachgewiesen, dass die Wirkung von
Calcium auf die Migration Uber den CaSR zustande kam (Saidak et al., 2009b). In
Tumorzellen aus dem Schilddriisenkarzinom von Ratten konnte durch Verwendung eines
CaSR-Aktivators die Zellmigration gesteigert werden (Tharmalingam et al., 2011). Es
bestehen daher viele Hinweise darauf, dass Calcium mit seiner Wirkung tber den CaSR die
Zellmigration beginstigt und somit entscheidend zur Bildung von Knochenmetastasen

verschiedener Tumorentitaten beitrégt.

Sind die Tumorzellen in der Knochenmatrix angekommen, vermehren sie sich durch
Proliferation und bilden schlieBlich einen neuen Tumorzellverband. Dieser letzte Schritt im

Prozess der Metastasierung in Knochen verlduft ebenfalls unter dem Einfluss eines erhéhten
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extrazellularen Calcium-Spiegels. In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass Calcium
nicht nur einen pro-migratorischen Effekt auf in Knochen metastasierende NZK-Zellen hat,
sondern  auch  einen  pro-proliferativen  Effekt.  Calcium induzierte  eine
konzentrationsabhdngige Steigerung der Proliferationsrate der NZK-Zellen von Patienten mit
Knochenmetastasen (Tabelle 4.2). Dagegen zeigte das proliferative Verhalten von nicht-
metastasierenden NZK-Zellen und NZK-Zellen von Patienten mit Lungenmetastasen keine
Reaktion auf verandertes extrazellulares Calcium. Somit korrelierte nicht nur die Migrations-
sondern auch die Proliferationsfahigkeit mit der Expressionsstarke des CaSR und mit dem

Metastasierungsort der NZK-Zellen.

Auch in Mesangiumzellen, Ovarialzellen und Astrozyten wird durch eine Aktivierung des
CaSR die Proliferation induziert (Kwak et al., 2005; Chattopadhyay et al., 1999; Hobson et
al., 2000). Diese positive Regulation der Proliferation durch den CaSR wurde zudem fir
maligne Zellen aus dem Hodentumor und dem Mammakarzinom beschrieben (Tfelt et al.,
2004; Hiani et al., 2009). Liao et al. postulierten in ihrer Arbeit an Prostatakarzinomzellen die
auch hier beschriebene Hypothese, dass Calcium durch seine pro-proliferative Wirkung tber
den CaSR die Bildung von Metastasen in Knochen unterstiitzt (Liao et al., 2006). Es gibt
jedoch auch Forschungsergebnisse, die diesen Arbeiten widersprechen. So stoppt Calcium in
Kolonkarzinomzellen die Zellvermehrung durch Reduktion der Proliferation (Bhagavathula et
al., 2005). Liu et al. stellten bei ihren Untersuchungen an Kolonkarzinomzellen fest, dass die
tumorsuppressive Wirkung von Vitamin D (ber die Aktivierung des CaSR und der damit
einhergehenden Inhibition von Proliferation und Invasion zustande kommt (Liu et al., 2010).

Auf Grund der Kontroversen in der Literatur ist davon auszugehen, dass die unterschiedlichen
Effekte von Calcium Uber den CaSR gewebespezifisch sind. Der CaSR ist in der Lage
Tumorprogression und Metastasierung zu fordern, aber auch zu stoppen (Chakravarti et a.,
2009). Er kann daher als Onkogen, aber auch als Tumorsuppressor wirken. Welche
Wirkweise der CaSR entfaltet scheint abhangig vom Zelltyp bzw. der Tumorentitit zu sein

und muss im Gesamtkontext betrachtet werden.

Zur Uberpriifung der Funktion von Calcium und dem CaSR bei der organspezifischen NZK-
Metastasierung in Knochen wurde ein allosterischer Antagonist des CaSR herangezogen.
Dadurch sollte gezeigt werden, ob die Wirkung von Calcium tatséchlich Uber den CaSR

zustande kommt oder ob Alternativen in Betracht gezogen werden missen. Der CaSR-
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Inhibitor NPS 2143 blockiert den CaSR und verhindert die Bindung von extrazellularem
Calcium und eine damit verbundene Signalweiterleitung in die Zelle (Nemeth, 2002; Saidak
et al., 2009c). Die nachgeschaltete Bildung von Inositoltrisphosphat wird inhibiert, was
letztendlich in einem reduzierten Einstrom von intrazellularem Calcium aus dem
Endoplasmatischen Retikulum in das Zytoplasma resultiert. In Konzentrationen von 3 uM hat
NPS 2143 keinen Effekt auf andere G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, obwohl sie dem
CaSR strukturell teilweise stark ahneln. Dies spricht fur die Selektivitat des Inhibitors
(Nemeth et al., 2001; Arey et al., 2005).

In den hier durchgefuhrten Tests wurde eine Hemmung des durch Calcium ausgeldsten
zelluldren Verhaltens mittels Inhibitor beobachtet. Die Fahigkeit der in Knochen
metastasierenden NZK-Zellen in Richtung der hoheren Calcium-Konzentration zu migrieren,
wurde durch den CaSR-Inhibitor aufgehoben. Die durch Calcium ausgeltste Steigerung der
Proliferation konnte ebenfalls durch Inhibitor-Behandlung aufgehoben werden. Sie blieb
sogar bestehen, wenn nach 30minutiger Inhibitor-Behandlung die Zellen weitere 30 Minuten
mit Inhibitor und Calcium in Kombination kultiviert wurden. Alle CaSR-Molekule der Zellen
schienen somit effizient blockiert und nicht mehr zugénglich fiir Calcium zu sein. Das
Verhalten nicht-metastasierender NZK-Zellen wurde durch den Inhibitor kaum beeinflusst.
Durch Blockierung des CaSR konnte somit den zelluldren Veranderungen, die zuvor durch
Calcium hervorgerufen wurden, entgegengewirkt werden. Mit diesen Ergebnissen wurde
belegt, dass Calcium tber den CaSR auf die metastasierenden NZK-Zellen einwirkt und
scheinbar ihr Potenzial, in Knochen zu metastasieren, weiter steigert. Alternative Rezeptoren
kénnen hochstens fur eine zusatzliche, aber weniger ausschlaggebende Bindung von Calcium
und dessen Signalweiterleitung in die Zellen in Betracht gezogen, dirfen aber nicht

ausgeschlossen werden.

Die Untersuchungen dieser Arbeit verdeutlichen, dass das Metastasierungspotenzial verstarkt
wird, sobald die in Knochen-metastasierenden NZK-Zellen das mit Calcium angereicherte
Knochenmilieu erreichen. Calcium fordert die Migration in die Knochenmatrix und die
Proliferation zur Ausbildung einer Knochenmetastase. Die zelluldren Antworten, die Calcium
auslost, kommen dber den CaSR zustande. Aus diesem Grund verdndert Calcium
ausschlieBlich das Metastasierungspotenzial der NZK-Zellen, die den CaSR in ausreichender
Menge exprimieren. Die hohe CaSR-Expression stellt einen entscheidenden Selektionsvorteil

gegenuiber anderen NZK-Zellen dar.
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4.2.4 Uber Aktivierung der dem CaSR nachgeschalteten Signalwege beguinstigt Calcium
die NZK-Knochenmetastasierung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit lag in der Aufklarung der molekularen Hintergriinde, die zu

dem durch Calcium ausgeldsten Migrations- und Proliferationsverhalten der NZK-Zellen

fihren. Hierzu wurden insbesondere Signalmediatoren untersucht, tber die bekannt ist, dass

sie dem CaSR nachgeschaltet und an der Regulation von Migration und Proliferation beteiligt

sind. Die Analysen wurden nach einer Behandlung der Zellen mit Calcium durchgefthrt.

Der CaSR ist dafiir verantwortlich, Verdnderungen des extrazelluladren Calcium-Levels in ein
entsprechend mehr oder weniger stark ausgepragtes intrazelluldres Signal umzuwandeln.
Diese Signalweiterleitung verlauft tber verschiedene Wege und kann schlieBlich Prozesse der
Tumorprogression und Metastasierung, wie Migration, Adhésion, Proliferation und Apoptose
regulieren. In den untersuchten NZK-Zellen wurden verschiedene Molekile in ihrer
Expression bzw. Aktivitat verdndert, sobald die Zellen in ein Calcium-reiches Milieu
gelangen: die Kinase Akt, der Tumorsuppressor PTEN, die MAP-Kinasen p38a und JNK, der
Transkriptionsfaktor c-Jun, das Adapterprotein Paxillin und die Phospholipase Cyl1.

4.2.4.1 Calcium aktiviert den Akt-Signalweg

Die Aktivitat von Akt wird in NZK-Zellen mit Féhigkeit zur Knochenmetastasierung durch
Calcium verstarkt (Tabellen 4.3 und 4.4). Dieser Effekt konnte fiir zwei unterschiedliche
Phosphorylierungsstellen gezeigt werden: Serin 473 und Threonin 308. Die Phosphorylierung
von Akt an Threonin 308 erfolgt nach Rekrutierung an Phospholipide an der Zellmembran
durch PDK1 (Phosphoinositide-dependent Kinase-1). PDK1 wird durch die PI3-Kinase
aktiviert, die wiederum dem CaSR nachgeschaltet ist (Hers et al., 2011; Li et al., 2012). Serin
473 wird durch den mTOR-Komplex 2 (mTORC2) phosphoryliert, wobei eine
Autophosphorylierung ebenfalls in Betracht gezogen wird (Sarbassov et al., 2005; Toker und
Newton, 2000). Die verstérkte Phosphorylierung an Threonin 308 lasst sich daher mit der
erhohten Expression des CaSR erkladren; die verstarkte Phosphorylierung an Serin 473 ist auf
die in NZK haufig verstarkte Aktivitdt von mTOR zuruckzufiihren (Kruck et al., 2010;
Pantuck et al., 2007). Calcium sorgt durch Aktivierung des Akt-Signalwegs fir eine erhthte
Metastasierungsfahigkeit der NZK-Zellen, die den CaSR (berexprimieren und dazu
pradestiniert sind in Knochen zu metastasieren (Abbildung 4.1). Somit bestatigen diese
Ergebnisse die CaSR-Signalweiterleitung, die bereits in anderen Zelltypen beobachtet wurde
(Liao et al., 2006; Tfelt-Hansen et al., 2004; Li et al., 2012).
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Bezlglich der unterschiedlichen Akt-Phosphorylierungsstellen muss erwahnt werden, dass in
der Literatur viele Kontroversen bestehen. So konnte noch nicht eindeutig geklart werden, ob
die beiden Stellen unabhangig voneinander phosphoryliert werden oder ob sie sich
gegenseitig in ihrer Phosphorylierbarkeit beeinflussen. Zudem ist es fraglich, welche Stellen
phosphoryliert sein mdissen, damit Akt vollstdndig aktiv ist und ob die einzelnen
Phosphorylierungsstellen nicht eher zur Spezifitat als zur Aktivitat von Akt beitragen (Hers et
al., 2011).

Tabelle 4.3:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressions-Analysen von primaren NZK-Zellen.

Die Tabelle zeigt den Aktivierungsstatus bzw. die Expression verschiedener Signalmediatoren in NZK-Zellen.
Die Zellen wurden unbehandelt und nach Calcium-Behandlung untersucht und stammten von Patienten mit
unterschiedlichem Metastasierungsstatus. Zeichenerkldrung: 0 = keine Expression/Aktivitadt, + = schwache
Expression/Aktivitat, + + = mittlere Expression/Aktivitat, + + + = starke Expression/Aktivitat, + + + + = sehr
starke Expression/Aktivitét.

. Integrin pAkt pAkt Nedd
Expressionen o pFAK (8473) | (T308) pShc | pErk | PTEN 41
unbehandelt + + + ++ +++ [ +++ | +++ ++
keine Metastasen
Calcium + + + ++ + + 0 +
unbehandelt ++ + ++ ++ + + + + +
Lungenmetastasen
Calcium ++ ++ ++ +++ + + 0 +
unbehandelt | ++++ +++ +++ ++ + + + +++
Knochenmetastasen
Calcium ++++ | ++++ | ++++ ++ + + + 0 ++
Tabelle 4.4:

Zusammenfassung der Ergebnisse des Phospho-Kinase-Arrays mit primaren NZK-Zellen.

Die Tabelle zeigt den Aktivierungsstatus verschiedener Signalmediatoren in NZK-Zellen. Die Zellen wurden
unbehandelt und nach Calcium-Behandlung untersucht und stammten von Patienten mit unterschiedlichem
Metastasierungsstatus. Zeichenerklérung: 0 = keine Expression/Aktivitét, + = schwache Expression/Aktivitat, +
+ = mittlere Expression/Aktivitat, + + + = starke Expression/Aktivitdt, + + + + = sehr starke
Expression/Aktivitat.

. pAkt pAkt p p p p
Expressionen PETK | (sa73) | (308) | p3sa | PINK | cdun | Paxilin | PLCY
unbehandelt ++ + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
keine Metastasen
Calcium + + ++ + + ++ ++ ++
unbehandelt + +++ ++ ++ ++ ++ + ++
Knochenmetastasen
Calcium + ++++ | ++++ | ++++ | +++ | + 1+ +++ +++

Im Gegensatz zum Akt-Signalweg wurde die MAP-Kinase Erk in metastasierenden NZK-
Zellen nicht von Calcium beeinflusst (Tabellen 4.3 und 4.4). Die CaSR-Signalweiterleitung
verlauft in den hier untersuchten NZK-Zellen somit nicht Uber Erk, sondern Uber die PI3-

Kinase und Akt. Ein ausbleibender Effekt von Calcium auf den Erk-Signalweg wurde auch
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von der Arbeitsgruppe um Tfelt-Hansen nachgewiesen (Tfelt-Hansen et al., 2004). Andere
Arbeitsgruppen konnten die Wirkung von Calcium auf die Zelle jedoch durch eine
Aktivierung des Erk-Signalwegs parallel zum Akt-Signalweg erklaren (Liao et al., 2006;
Saidak et al., 2009b; Xing et al., 2011). Da die Untersuchungen an unterschiedlichen Zellen
durchgefiihrt wurden, scheint die Funktion und Signalweiterleitung des CaSR Zelltyp-
spezifisch zu sein (Huang und Miller, 2007).

Integrin Cﬂf
Zelmembran / \ % j \ p. paxilin

PI3-Kinase PLCy-1 Erk p38a JNK
PTEN | D l / \ \, / elun | — [Proliferationﬂ]
Kinasen + /
AKUPKB DAG IP3 Transkriptionsfaktoren

NZK-
PKC Ca?* Primértumor

o\

i -’rd

Rho-GTPasen mTOR +

Transkriptionsfaktoren
WAS-Proteine l E

l [ Proliferation ‘[]‘]

Abbildung 4.1:

Schematische Darstellung der von Calcium aktivierten Signalweiterleitung via CaSR, die eine
knochenspezifische NZK-Metastasierung begiinstigt.

Eine erhdhte extrazelluldre Calcium-Konzentration fiihrt zu einer verstarkten Aktivierung des CaSR und der
ihm nachgeschalteten Signalwege. Uber den Akt/PKB-, die MAPK-Signalwege (JNK und p38a) und PLCy-1
werden Migrations- und Proliferationsféhigkeit der in Knochen metastasierenden NZK-Zellen erhéht.

v
A

4.2.4.2 Calcium aktiviert die MAPK-Signalkaskade

Der p38a MAPK-Signalweg bietet dem CaSR eine weitere Mdoglichkeit um nach
Calciumbindung ein Signal in die Zelle zu leiten. Der p38a MAPK sind diverse andere
Kinasen und Transkriptionsfaktoren nachgeschaltet. Uber sie nimmt p38a vor allem Einfluss

auf die Regulation von Proliferation, Apoptose, Differenzierung und Tumorprogression
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(Zarubin und Han, 2005; Wagner und Nebreda, 2009). Die Wirkweise hierbei kann
zelltypspezifisch sein (Bradham und McClay, 2006). In Zervixkarzinomzellen (HeLa-Zellen)
induziert p38 beispielsweise Apoptose; p38-defiziente Fibroblasten bildeten in Mausen
Tumore aus (Deacon et al., 2003; Brancho et al., 2003). Andere Arbeitsgruppen beobachteten
in Fibroblasten und Hodentumorzellen einen gegenldaufigen Effekt. In diesen Zellen inhibiert
Calcium Uber den CaSR und Aktivierung der p38a MAP-Kinase Apoptose (Tfelt-Hansen et
al., 2003; Tfelt-Hansen et al., 2004; Ogata et al., 2006). In Lungenkarzinomzellen kommt der
p38-MAPK-Signalkaskade eine Funktion als positiver Regulator von Invasion und Migration
zu (Liang et al., 2012). Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation fligen sich gut in letztere
Aussagen. Eine Calcium-Behandlung fuhrte in den NZK-Zelllinien mit Fahigkeit zur
Knochenmetastasierung zu einem deutlichen Anstieg der p38a-Aktivitat mit einhergehender
Induktion von Proliferation und Migration (Tabelle 4.4) (Abbildung 4.1).

Ebenso wie Erk und p38a ist auch JNK eine Komponente der dem CaSR-nachgeschalteten
MAPK-Signalkaskaden. Das Aktivitdtsmuster von JNK ahnelt dem der p38a MAPK. Eine
erhohte extrazelluldare Konzentration an Calcium 16ste in den in Knochen metastasierenden
NZK-Zellen eine Aktivitatssteigerung von JNK aus (Tabelle 4.4) (Abbildung 4.1). Dieser
Effekt wurde bereits in den Arbeiten von Tfelt-Hansen und Ogata an Hodentumorzellen und
Fibroblasten beobachtet (Tfelt-Hansen et al., 2003; Ogata et al., 2006). Die
Signalweiterleitung von JNK verlduft nach dem gleichen Schema wie die der p38a MAPK. Es
werden verschiedene Kinasen und Transkriptionsfaktoren aktiviert, die Apoptose inhibieren
und Tumorprogression und Metastasierung unterstiitzen (Zarubin und Han, 2005).

Zu den JNK nachgeschalteten Transkriptionsfaktoren zahlt unter anderem das Protoonkogen
c-Jun (Krauss, 2003). Das Aktivitatsmuster von c-Jun in NZK-Zellen mit Potenzial zur
Knochenmetastasierung stimmt mit dem seines Aktivators JNK uberein (Tabelle 4.4). Nach
Calcium-Behandlung konnte eine erhohte Aktivitat von c-Jun gemessen werden. Die Wirkung
von Calcium uber die JN-Kinase auf die Zelle kommt also tber c-Jun zustande (Abbildung
4.1). In der Literatur finden sich derzeit zwar einige Hinweise, die fur die Calcium-
Signalweiterleitung Uber den CaSR und JNK sprechen, die Aktivitat von c-Jun wurde in
diesem Zusammenhang jedoch noch nicht untersucht. Es spricht vieles flr eine solche
Signalweiterleitung, da c-Jun eines der Hauptzielproteine von JNK ist und der Signalweg
haufig mit Kanzerogenese und Metastasierung einhergeht. So korreliert eine erh6hte Aktivitat

des JNK-Signalwegs mit der Tumorentstehung und Lymphknotenmetastasierung bei
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Schilddriisenkrebs (Wang et al.,, 2010). Durch Uberexpression von c-Jun in
Mammakarzinomzellen konnte deren Wachstum und die Migrationsfahigkeit gesteigert
werden. Im Mausmodell wurde dadurch die Metastasierung in die Leber erleichtert (Zhang et
al., 2007)

Daruber hinaus ist in der Literatur beschrieben, dass JNK ber Aktvierung von Paxillin die
Zellmotilitat fordert. Paxillin ist ein Adaptermolekdil, das an Fokalkontakten lokalisiert ist und
hier mit verschiedenen Signalmolekiilen interagiert. Nach Phosphorylierung durch JNK
rekrutiert Paxillin  weitere Molekille an die Fokalkontakte. Dadurch wird die
Signalweiterleitung der Integrine unterstutzt und die Migration und Adh&sion von Zellen
gefordert (Turner, 1998). Diese Forderung wurde unter anderem in Leberkarzinomzellen
aufgedeckt (Ching et al., 2007). In der Arbeit von Huang et al. kam es in Epithelzellen der
Kornea ebenfalls zu einer Regulation der Zellmigration tber den JNK-Paxillin-Signalweg
(Huang et al.,, 2008). Vergleichbares wurde in Keratinozyten von Fischen und
Blasenepithelzellen von Ratten beobachtet (Huang et al., 2003). Der Signalweg ist in den
unterschiedlichsten Zelltypen an der positiven Regulation der Migration beteiligt. Dies
bekraftigt die migrationsfordernde Wirkung von JNK Uber Paxillin in den hier untersuchten
NZK-Zellen. Ein erhohter extrazellularer Calcium-Spiegel fuhrte zu einer verstérkten
Phosphorylierung und damit Aktivierung von JNK und Paxillin in NZK-Zellen von Patienten
mit Knochenmetastasen (Tabelle 4.4). In diesen Zellen wirkt Calcium nicht nur Gber den
JNK-c-Jun-Signalweg, sondern zusatzlich tber den JNK-Paxillin-Signalweg auf Prozesse der
Metastasierung (Abbildung 4.1).

4.2.4.3 Calcium aktiviert den PLCy-1-Signalweg

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen der NZK-Zellen, die in Knochen metastasieren,
hatte eine erhohte extrazellulare Calcium-Konzentration zudem einen Anstieg in der Aktivitét
der Phospholipase Cy-1 zur Folge (Tabelle 4.4). In nicht-metastasierenden NZK-Zellen blieb
die Aktivitdt von PLCy-1 unberiihrt. PLCy-1 kommt die Aufgabe zu, Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat  (PIP,) in die beiden second messengers Inositoltrisphosphat und
Diacylglycerol zu spalten. Dies fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase C und Freisetzung
von Calciumionen aus intrazelluldren Speichern. Hierdurch werden unter anderem
Proliferation gefordert und Apoptose gehemmt (Krauss, 2003). In der Literatur ist PLCy-1 als
ein dem CaSR nachgeschaltetes Signalmolekul beschrieben (Huang und Miller, 2007). In

Osteoblasten konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Zugabe von Calcium und
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Aktivitditszunahme von PLCy-1 identifiziert werden (Godwin und Soltoff, 2002). Durch
Tharmalingam et al. wurde die Signalweiterleitung in Tumorzellen aus dem
Schilddriisenkarzinom von Ratten aufgedeckt (Tharmalingam et al., 2011). Ahnliche
Mechanismen erkléren die PLCy-1-Aktivierung nach Calcium-Behandlung in Tumorzellen
aus dem in Knochen metastasierenden NZK. Erreichen NZK-Zellen auf ihrem Weg durch das
Kreislaufsystem die Calcium-reiche Knochenmatrix wird somit eine Signalweiterleitung des
CaSR tiber PLCy-1 hervorgerufen und die Proliferation verstarkt (Abbildung 4.1).

Wie bereits erwahnt, wird der Akt-Signalweg nicht nur durch Integrine und den CaSR,
sondern zudem durch RTK aktiviert (Hers et al., 2011). Gelangen NZK-Zellen auf ihrem Weg
durch das Blutkreislaufsystem in die Knochenmatrix kann es hier nicht nur durch Calcium zur
verstarkten Akt-Aktivierung kommen. Auf Grund des standig stattfindenden Knochenumbaus
werden vermehrt Wachstumsfaktoren freigesetzt, die tber die RTK parallel zum CaSR die
Akt-Aktivierung foérdern konnen. Es muss also davon ausgegangen werden, dass die
Aktivierung des Signalwegs in der Knochenmatrix zusatzlich verstarkt wird. Je weiter die
osteolytische Metastasenbildung vorangeschritten ist, desto starker steigt der Level an
Calcium und Wachstumsfaktoren in der Knochenmatrix an. Dies begunstigt das Wachstum
der vorhandenen Tumorzellen und erleichtert nachkommenden NZK-Zellen die Adhé&sion und
Migration in die Knochen. Somit kdénnte auch in Knochenmetastasen des NZK ein
sogenannter , Teufelskreis® entstehen, wie er bereits fiir Knochenmetastasen des

Mammakarzinoms beschrieben wurde (Saidak et al., 2009a).

4.2.4.4 Calcium reduziert die PTEN-Expression

Ein erhohter extrazellularer Calcium-Spiegel hatte zur Folge, dass der Tumorsuppressor
PTEN in den NZK-Zellen fast nicht mehr detektierbar war (Tabelle 4.3). Somit fehlt ein
wichtiger Gegenspieler der Akt- und MAPK-Signalwege, die dadurch weiter verstarkt
aktiviert werden und Prozesse der Knochen-spezifischen NZK-Metastasierung induzieren
(Abbildung 4.1). Die Ubiquitinligase Nedd4.1 ist fir den proteasomalen Abbau von PTEN
verantwortlich. Die ausbleibende gesteigerte Expression von Nedd4.1 nach Calcium-
Behandlung (Tabelle 4.3) zeigt jedoch, dass die PTEN-Reduktion in diesen Analysen nicht
durch den von Nedd4.1 eingeleiteten Abbau bewaltigt wird.

Die durch Calcium verursachten Veranderungen in der PTEN-Expression missen nicht

ausschlieBlich durch den CaSR bedingt sein. Es ist moglich, dass fur die Signalweiterleitung
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alternative Wege benutzt werden. Hierfur wirde zudem sprechen, dass Calcium auch in nicht-
metastasierenden NZK-Zellen, die den CaSR nur in sehr geringen Mengen exprimieren,
PTEN fast vollstandig reduziert. Ein hypothetischer Mechanismus fir diese alternative

Calcium-Signalweiterleitung wird im Folgenden erldutert.

S100A4

RAGE

Zellmembran /
Abbildung 4.2:

i Hypothetischer  Mechanismus  einer

Reduktion der PTEN-Expression durch
extrazelluléres Calcium unabhéngig von
CaSR.
Eine erhohte extrazellulare Calcium-
Konzentration verstarkt via S100A4 die
Aktivierung von RAGE, was wiederum

Zellkern eine Reduktion des PTEN-
Transkriptionsaktivators p53 zur Folge hat.

Es wurden bisher noch keine direkten Zusammenhénge zwischen p53, dem positiven
Genregulator von PTEN, und einem Einfluss von Calcium Uber den CaSR beschrieben. Es
besteht jedoch eine mdgliche Verbindung tber das S100A4-Protein (Abbildung 4.2). Wenn
S100A4 nach erfolgter Sekretion durch Tumorzellen extrazellular vorliegt, kann es dort durch
Calciumbindung dimerisieren und mit anderen Proteinen interagieren. Das membranstandige
RAGE (Receptor for advanced glycation end products) kommt als Bindungspartner fir
S100A4 in Frage und kann das durch Calcium ausgeltste Signal in die Zelle weiterleiten
(Donato, 2007). RAGE ist als Tumorantigen des NZK bekannt, wird also von NZK-Zellen
exprimiert (Neumann et al., 1998). Der von RAGE ausgehende Signalweg fihrt zu einer
negativen Regulation von p53, was mit einer fehlenden Induktion der PTEN-Expression
einhergeht (Brune et al.,, 2012). Ein Zusammenhang zwischen dem Calcium-bindenden
S100A4-Protein und p53 wurde von Sherbet und Lakshmi beobachtet (Sherbet und Lakshmi,
1998). S100A4 kommt generell eine wichtige Rolle bei der Regulation von Prozessen zu, die
Tumorzellen darin fordern zu metastasieren, was ihm zu dem zweiten Namen Metastasin
verholfen hat (Helfman et al., 2005; Boye und Maelandsmo, 2010). Der vorgestellte

Regulationsmechanismus ist unabhéngig vom CaSR, da Calcium Uber einen alternativen
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Signalweg auf die Zelle einwirkt. Diese Hypothese wirde daher auch auf nicht-
metastasierende NZK-Zellen zutreffen, die eine reduzierte Expression des CaSR aufweisen.

In der aktuellen Forschung wird aufRerdem eine posttranskriptionale Regulation von PTEN
durch die microRNA miRNA-21 diskutiert (Meng et al., 2007). Im Lungenkarzinom konnte
eine Uberexpression der miRNA-21 festgestellt werden, die invers mit der PTEN-Expression
korrelierte. Hierbei wurde auch verbessertes Wachstum und Invasion beobachtet (Zhang et
al., 2010). Folgende weitere miRNAs werden mit einer negativen PTEN-Regulation in
Verbindung gebracht: miRNA-214, miRNA-29b, miRNA-221 und 222. In Tumorzellen
kommt es haufig zu einer Uberexpression dieser miRNAs, die zu einer Forderung von
Tumorwachstum und Metastasierung fihrt, weil die tumorsuppressive Wirkung von PTEN
ausbleibt (Fata et al., 2012). Ein Zusammenhang zwischen dem Einfluss von extrazellularem
Calcium auf Tumorzellen und Veranderungen der miRNAs wurde bisher jedoch noch nicht
beschrieben, wére aber eine zu testende Option fur die Calcium-abhdngige Regulation von
PTEN.

Mit Hilfe des allosterischen CaSR-Inhibitors NPS 2143 konnte ein Teil der zuvor
beschriebenen CaSR-Signalweiterleitung in metastasierenden NZK-Zellen bestétigt werden.
Durch Einsatz des Inhibitors wurde der Aktivitatssteigerung von Akt entgegengewirkt. Diese
Hemmung wurde bei zusatzlicher Zugabe von Calcium beibehalten, was zeigt, dass Calcium
uber den CaSR wirkt und keine Alternativwege impliziert (Tabelle 4.5). Da der CaSR nicht
mehr in der Lage ist Calcium zu detektieren und das Signal an Akt weiterzuleiten, bleibt die
verstarkte Akt-Phosphorylierung aus (an beiden untersuchten Phosphorylierungsstellen). Die
Reduktion von PTEN, die durch Calcium ausgelost wurde, konnte mittels Inhibitor-
Behandlung in den in Knochen metastasierenden NZK-Zellen vollstandig aufgehoben werden
(Tabelle 4.5). Im Gegensatz zu diesen Zellen hatte der Inhibitor nur einen geringen Einfluss
auf die Signalmolekiile in nicht-metastasierenden NZK-Zellen. Dies ist bedingt durch das
nachgewiesene reduzierte VVorhandensein von CaSR in den Zellen und die damit verbundenen
ausbleibenden zellularen Effekte durch Calcium bzw. den Antagonisten. Wurde der Rezeptor
zunachst blockiert und anschlielend zusétzlich Calcium zu den nicht-metastasierenden Zellen
gegeben, konnte die PTEN-Reduktion wieder erreicht werden, was in metastasierenden Zellen
nicht der Fall war (Tabelle 4.5). Die Beobachtung spricht wiederum dafiir, dass die Wirkung
von extrazellularem Calcium besonders auf nicht-metastasierende Zellen uber einen

alternativen Signalweg zustande kommen muss, der in Knochen-metastasierenden Zellen
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nicht aktiviert wird. Dieser Signalweg kann trotz CaSR-Blockierung reguliert werden und
muss somit CaSR-unabhéngig sein.

Tabelle 4.5:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsanalyen primarer
NZK-Zellen mit und ohne Inhibitor (NPS 2143)-Behandlung.

Die Tabelle zeigt die Expression bzw. den Aktivierungsstatus verschiedener
Signalmediatoren in NZK-Zellen. Die Zellen wurden unbehandelt und nach
Calcium-Behandlung untersucht und stammten von Patienten mit
unterschiedlichem Metastasierungsstatus. Zeichenerklarung: 0 = Kkeine
Expression/Aktivitat, + = schwache Expression/Aktivitat, + + = mittlere
Expression/Aktivitat, + + + = starke Expression/Aktivitat, + + + + = sehr
starke Expression/Aktivitat.

N pAkt pAkt
Expressionen S473) | (T308) pErk | PTEN
unbehandelt ++ ++ ++ ++
Calcium ++ ++ + 0
keine Metastasen
NPS 2143 ++ ++ +++ ++
NPS + Calcium ++ ++ +++ +
unbehandelt +++ ++ ++ +
Calcium ++++ ++ + ++ 0
Knochenmetastasen
NPS 2143 ++ + 0 +
NPS + Calcium ++ + +

4.2.5 Alternative, CaSR-unabhangige Wege bei der Calcium-Signalweiterleitung in
NZK-Zellen

In NZK-Zellen von Patienten, die keine Metastasen entwickelten lag eine deutlich geringere
CaSR-Expression vor, als in Zellen, die in Knochen metastasieren. Diese Zellen zeigten
beziiglich mancher Signalmediatoren trotzdem Reaktionen auf eine veranderte extrazellulére
Calcium-Konzentration. Hinweise auf Calcium-unabhdngige Zellaktivitdten geben auch im
letzten Kapitel diskutierte Beobachtungen. Durch eine Behandlung mit Calcium wurde eine
Reduktion in der PTEN-Expression und in der Aktivitat von Shc und der MAP-Kinasen Erk,
p38a und JNK gemessen. Es lassen sich verschiedene Hypothesen aufstellen, um diese
Effekte zu erklaren. Eine besteht darin, dass die Menge an vorhandenem CaSR in nicht-
metastasierenden Zellen zwar eine Bindung von geringen Mengen an Calcium und eine
Signalweiterleitung ermdglichte, diese jedoch nicht stark genug war, um alle nachgeschalteten
Molekiile zu erreichen und eine zellulare Antwort hervorzurufen. Hierfir wirde sprechen,
dass die der JN-Kinase nachgeschalteten Molekdle c-Jun und Paxillin kaum eine Reduktion in
ihrer Aktivitat aufwiesen. Auf Grund von fehlenden CaSR-Molekiilen kdnnte extrazelluléres

Calcium auf alternative Rezeptoren ausweichen bzw. durch lonenkandle in die Zelle gelangen
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und eine intrazellulare Wirkung entfalten. In diesem Fall kommen die metabotropen
Glutamatrezeptoren (MmGIuR), y-Aminobuttersaure (GABA)g-Rezeptoren, TRP (transient
receptor potential channels)-lonenkanédle und die bereits oben beschriebenen Calcium-
bindenden Proteine der S100-Familie in Frage (Brown und McLeod, 2001; Kubo et al., 1998;
Wise et al., 1999; Hsu et al., 2007; Prevarskaya et al., 2007; Helfman et al., 2005). Die
Hypothese, die zur Erkladrung der PTEN-Reduktion durch Calcium aufgestellt wurde, legt die
Vermutung nahe, dass die S100A4-Proteine beteiligt sind.

Metabotrope Glutamatrezeptoren und GABAg-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die eine dem CaSR &hnliche Struktur aufweisen. Fir die mGlu Rezeptortypen 1,
3 und 5 konnte nachgewiesen werden, dass sie nicht nur durch Glutamat, sondern auch durch
Calcium, in Konzentrationen zwischen 0,1-10 mM, aktiviert werden koénnen. GABAg-
Rezeptoren waren sensitiv fir Konzentrationen zwischen 0,001-1puM. mGlu- und GABAg-
Rezeptoren sind hauptsachlich im Gehirn vorzufinden, wo sie wesentlich zur Regulation der
Reizweiterleitung an Synapsen beitragen (Kubo et al., 1998; Tabata und Kano, 2004; Wise et
al., 1999). Uber eine mogliche Expression beider Rezeptoren in der Niere ist in der Literatur
bisher jedoch nichts beschrieben. Somit wirde eine Untersuchung des Vorhandenseins von
mGlu- und GABAg-Rezeptoren auf NZK-Zellen die erste MaRnahme zur Uberpriifung einer

solchen CaSR-unabhangigen Detektion von extrazellularem Calcium darstellen.

TRP-lonenkandle kdnnen im Gegensatz zu den beschriebenen Molekiilen kein extrazellulares
Calcium detektieren, sind aber permeabel fur Calciumionen. Sie kdnnen Calcium in die Zelle
leiten und dadurch Reaktion, wie verstarkte Proliferation und Inhibition der Apoptose,
auslosen (Krauss, 2003; Santoni et al., 2011). Es ist bekannt, dass verschiedene Klassen der
TRP-Kandle in der Niere entlang der Nephrone exprimiert werden. Hier werden sie fiir die
Reabsorption von Kationen benétigt (Hsu et al., 2007). In verschiedenen Tumorentitaten, wie
zum Beispiel dem Melanom und Prostatakarzinom, liegt eine erhdhte TRP-Expression vor
(Prevarskaya et al., 2007). In der aktuellen Literatur wird zudem diskutiert, ob TRP-Kanéle
als neue Marker fur das Mammakarzinom in Frage kommen (Ouadid-Ahidouch et al., 2012).
Im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit konnte bereits festgestellt werden, dass
bestimmte TRP-Kanéle (TRPM7) in NZK-Gewebeproben von Patienten exprimiert sind
(Plattfaut, 2011). In wie weit diese Kanéle eine Rolle in der Knochenmetastasierung spielen,

ist jedoch nicht bekannt.
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4.3 Bestimmte Charakteristika des NZK-Primartumors begunstigen unabhangig von
Calcium die Knochen-spezifische Metastasierung

Neben der Calcium-abhangigen Knochenmetastasierung des NZK konnten in der
vorliegenden Dissertation bestimmte Expressions- und Verhaltensmuster der in Knochen
metastasierenden NZK- Zellen aufgedeckt werden, die unabhangig von Calcium waren. Die
Spezifitat der Tumorzellen wird somit nicht nur vom Mikromilieu des sekundaren Organs
bestimmt, sondern zudem durch die bereits im Primértumor vorliegende charakteristische
Ausstattung einer Zelle, die unberlhrt von der hohen Calcium-Konzentration im Knochen
bleibt.

4.3.1 Charakteristisches Metastasierungsverhalten: Eine erhéhte Migrations- und
Adhasionsfahigkeit von NZK-Zellen geht mit der Bildung von Knochenmetastasen
einher

Der erste Schritt der Metastasierung besteht im Loslésen der Tumorzellen aus dem

Primartumor und der Migration durch die EZM in Richtung BlutgefaRe. Die Migration spielt

auch zu einem spéateren Zeitpunkt der Metastasierung eine groRe Rolle, namlich bei der

Extravasation der Tumorzellen aus den Kapillaren durch das Endothel in das Gewebe des

sekundéren Organs. Eine erfolgreiche Ausbreitung von Tumorzellen bis in ein sekundéres

Organ ist somit abhdngig von ihrer Migrationsfahigkeit.

Um diese an priméren NZK-Zellen von Patienten mit unterschiedlichem Metastasierungs-
status zu untersuchen, wurde Fibronektin als Lockstoff verwendet. Fibronektin ist als
Glykoprotein der Extrazellularmatrix in allen Kdrperorganen, so auch in der Niere und in
Knochen, prasent (Frantz et al., 2010). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die sogenannte
pra-metastatische Nische im sekundaren Organ, in die Tumorzellen zu einem spéateren
Zeitpunkt einwandern, bereits vor ihrer Ankunft mit Fibronektin angereichert und dadurch
modifiziert wird (Valastyan und Weinberg, 2011). Diese Aufgabe kommt wahrscheinlich den
Fibroblasten im Stroma des entsprechenden Organs zu, die durch Faktoren des priméren
Tumors zur Proliferation angeregt und aktiviert werden (Psaila und Lyden, 2009; Kaplan et
al., 2006). In vorausgegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass sich Fibronektin in einer Konzentration von 10 pg/ml sehr gut eignet um NZK-Zellen
chemotaktisch anzulocken (Schneider et al., 2010). In den hier durchgefiihrten Migrationstests
migrierten NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen wesentlich starker in Richtung

Fibronektin als NZK-Zellen von Patienten ohne oder mit Lungenmetastasen. Diese hohe
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Migrationsfahigkeit fordert das gesamtmetastatische Potenzial der Zellen und ist somit
essentiell fur die erfolgreiche Ausbildung der Knochenmetastasen. Zudem liefern die
Ergebnisse einen weiteren Hinweis darauf, dass die organspezifische Metastasierung
abhangig von der Zusammensetzung des Mikromilieus im sekundaren Organ ist. Eine
Anreicherung der Knochenmatrix mit Fibronektin — neben der Anreicherung mit Calcium —
wirde erklaren weshalb bestimmte NZK-Zellen besonders h&ufig in dieses Organ migrieren,

andere jedoch nicht.

Gelangen die NZK-Zellen in das BlutgefalRsystem werden sie im gesamten Korper verteilt.
Der néchste Schritt beinhaltet die Selektion des sekundaren Organs, in dem die Bildung einer
Metastase stattfinden wird. Das Endothel der Kapillaren im Knochen ist stark fenestriert
(Nguyen et al., 2009). Diese Struktur ist gut durchlassig fur Tumorzellen und stellt somit
keine groRe Barriere fur die Tumorzellen dar. Entscheidend ist daher die Adhé&sion der NZK-
Zellen an die EZM des subendothelialen Knochengewebes. Mit ca. 90% ist Kollagen I die
Hauptkomponente des Knochengewebes, Fibronektin gehort ebenfalls zu den Bestandteilen
(Welsch, 2005; Nordahl et al., 1995; Globus et al., 1998). Auch in diesem Fall kénnte eine
Anreicherung der Matrix mit Fibronektin vor dem Eintreffen der metastasierenden
Tumorzellen von Bedeutung sein (Valastyan und Weinberg, 2011). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigten, dass NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen,
verglichen mit nicht-metastasierenden und in Lungen metastasierenden Zellen, die grofite
Fahigkeit besitzen an Fibronektin und Kollagen | zu adharieren. Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass diese Zellen einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen Zellen haben, sobald sie
auf ihrem Weg durch das Blutgefalsystem die Knochenmatrix erreichen. Hier kdnnen sie
starker als andere NZK-Zellen an die frei zuganglichen EZM-Komponenten der Knochen
binden und eindringen. Ein &hnlicher Effekt wurde fir andere Tumorentitaten, wie
Melanomzellen, beobachtet und mit einer erhéhten Expression von Integrinen begriindet
(Muijen et al., 1995). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine erhéhte Expression der a5-
Integrine nachgewiesen (detaillierte Diskussion folgt in Abschnitt 4.3.2.1) und kann die
verstarkte Adhdasionsfahigkeit der in Knochen metastasierenden Tumorzellen erkléren.
Weiterhin zeigte sich, dass alle untersuchten Zellen nicht in der Lage waren an Kollagen Typ
IV zu binden — unabhéngig davon, ob sie metastasierend oder nicht-metastasieren waren.
Kollagen Typ IV ist im Gegensatz zu den anderen Kollagen-Typen nicht-fibrillar und in der
Basallamina enthalten (Welsch, 2005). Fir die Bindung an bestimmte Kollagen-Typen

benodtigen Zellen spezifische Integrin-Heterodimere. So binden al1pB1-Integrine bevorzugt an
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Kollagen vom Typ IV und a2B1-Integrine bzw. al1p1-Integrine an Kollagen vom Typ |
(Vogel, 2001). Ein Unterschied in der Integrinexpression der NZK-Zellen wirde somit

ebenfalls die ausbleibende bzw. sehr starke Adhasion Kollagen Typ IV bzw. Typ I erklaren.

Die Rolle der Adhasion bei der Bildung von Metastasen ist jedoch umstritten. Im Gegensatz
zu Muijen et al. konnte die Arbeitsgruppe um Schliter in einem Mausmodell eine Korrelation
zwischen dem Metastasierungspotenzial von Tumorzellen und ihrer Adhésion an bestimmte
sekundare Organe ausschlieRen. Injizierte kolorektale Karzinomzellen arrestierten in ahnlich
starker Frequenz in Lunge und Leber, unabhangig davon, ob sie metastasierend oder nicht-

metastasierend waren (Schliter et al., 2006).

Die Ergebnisse zeigen zudem, dass bereits in einem Erkrankungsstadium, in dem noch keine
Hinweise auf eine Metastasierung vorlagen, bestimmte NZK-Zellen ein erhohtes Migrations-
und Adhé&sionspotenzial besitzen. Bei den Patienten, aus deren Tumoren die Zellen kultiviert
wurden, traten innerhalb von 5 Jahren nach Nephrektomie Knochenmetastasen auf. Die
Tumorzellen im Primartumor sind somit bereits zu diesem friihen Zeitpunkt dazu pradestiniert
Metastasen in Knochen zu bilden. Dieses Phdanomen konnte durch andere Arbeitsgruppen im
Mammakarzinom beobachtet werden. Die Hintergriinde hierfir beruhten auf genetischer
Préadisposition. Patienten, deren Primértumor ein bestimmtes Genexpressionsmuster aufwies,
hatten ein erhohtes Risiko zu einem spateren Zeitpunkt Metastasen auszubilden. Zu den
hochregulierten Genen gehdrten zum Beispiel Gene fur Matrix-Metalloproteinasen, den
VEGF-Rezeptor und Cykline (Veer et al., 2002; Vijver et al., 2002; Hynes, 2003).

Um aufzudecken, ob sich das in Knochen metastasierende NZK durch spezifische
Expressions- und Aktivitdtsmuster auszeichnet, die ein metastatisches Verhalten férdern,
wurden folgend verschiedene Signalmolekile in den priméren NZK-Zellen und
Gewebeproben von NZK-Patienten untersucht.
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4.3.2 Charakteristisches Expressionsmuster: Verschiedene Signalmolekile fordern die
knochenspezifische Metastasierung von NZK-Zellen

Um die molekularen Hintergriinde einer spezifischen Metastasierung von NZK-Zellen in
Knochen aufzudecken, wurden insbesondere Signalmediatoren untersucht, die an der
Regulation von Migration und Adhéasion beteiligt sind. Mit Hilfe der ldentifizierung der
beteiligten Signalwege sollte das zuvor beschriebene, Calcium-unabhdngige veranderte
metastatische Verhalten der NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen erklart
werden. Hierbei stellte sich heraus, dass eine Uberexpression von oS5-Integrinen, eine starke
Aktivitdt des FAK- und des Akt-Signalwegs und eine schwache Expression von PTEN die
Bildung von Knochenmetastasen beglinstigt. Zusatzlich zu den primdren NZK-Zellen wurden

Proben aus gesundem und malignem Nierengewebe von NZK-Patienten analysiert.

Tabelle 4.6:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressions-/ Aktivitatsanalysen priméarer NZK-Zellen.

Die Tabelle zeigt den Aktivierungsstatus bzw. die Expression verschiedener Signalmediatoren in NZK-
Zellen von Patienten ohne bzw. mit Lungen- oder Knochenmetastasen. Zeichenerkldrung: + = schwache
Expression/Aktivitat, + + = mittlere Expression/Aktivitat, + + + = starke Expression/Aktivitat, + + + + =
sehr starke Expression/Aktivitat.

Expressionen 'ntzg”n PFAK (gﬁ_:%) (Tpggé) pShc | pErk | PTEN N:i'd
keine Metastasen + + + ++ +++ +++ +++ ++
Lungenmetastasen ++ + ++ +++ + + + +
Knochenmetastasen | ++++ | ++++ | ++++ ++ + + + +++

Tabelle 4.7:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressions-/ Aktivitatsanalysen von
NZK-Gewebeproben.

Die Tabelle zeigt die Expression bzw. den Aktivierungsstatus verschiedener
Signalmediatoren in  Normal- und Tumorgewebe von NZK-Patienten mit
unterschiedlichen ~ Metastasierungsorten. ~ Zeichenerklédrung: + = schwache
Expression/Aktivitdt, + + = mittlere Expression/Aktivitdt, + + + = starke
Expression/Aktivitat, + + + + = sehr starke Expression/Aktivitat.

oroewame | "3 | orak | £ | osve | e | pren
keine Metastasen + ++ + + ++ + + +++
Lungenmetastasen ++ + ++ + + + + +
Knochenmetastasen +++ + + +++ ++ +++ +

apomenn | "™ | b | ) | oo | v | ren
keine Metastasen + + + + +++ + + +
Lungenmetastasen +++ + + + + +++ + +
Knochenmetastasen | ++++ + ++ + ++ +
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Abbildung 4.3:

Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen, die eine knochenspezifische Metastasierung
von NZK-Zellen férdern.

Eine Uberexpression von Integrinen und Wachstumsfaktorrezeptoren (RTK) fiihrt in knochenmetastasierenden
NZK-Zellen zu einer verstarkten Aktivierung des FAK- und PI3K/Akt-Signalwegs. Ein reduziertes
Vorhandensein des Antagonisten PTEN verstarkt die Signalwege weiter. Interaktionen von Rho-GTPasen mit
WAS-Proteinen sind die Folge. Dies resultiert in einer Umstrukturierung des Zytoskeletts und Bildung neuer
Fokalkontakte und einer damit einhergehenden erhéhten Migration und Adhésion der NZK-Zellen.

4.3.2.1 Uberexpression von a5-Integrinen

Integrinen kommt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der gerichteten Migration und
der Zell-Matrix-Adhasion zu. Das Heterodimer aus einem a5-Integrin und einem B1-Integrin
bildet Fokalkontakte aus, die eine spezifische Bindung der Zellen an die EZM-Komponente
Fibronektin ermdglichen (Brakebusch und Fassler, 2005; Flier und Sonnenberg, 2001). In
dieser Arbeit konnte ein besonders deutlicher Unterschied in der Expression der a5-Integrine
in den unterschiedlichen NZK-Zellen und —Gewebeproben detektiert werden (Tabellen 4.6
und 4.7). Wahrend diese in Tumorzellen und Gewebeproben von Patienten ohne Metastasen
nur schwach exprimiert waren, zeigten Tumorzellen und Gewebeproben aus Patienten mit
Lungen- und Knochenmetastasen eine erhohte Expression der a5-Integrine. Hierbei ging die

Bildung von Knochenmetastasen mit der starksten Expression der a5-Integrine einher. Die
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Expressionsunterschiede im Tumorgewebe zeigten dabei Signifikanz auf. Auf Grund dieser
Ausstattung konnen die in Knochen metastasierenden Zellen mehr Fokalkontakte zu
Fibronektin ausbilden, was ihnen zu einer verstarkten Migrations- und Adhdsionsfahigkeit
verhilft (Abbildung 4.3).

In vorausgegangenen Analysen unserer Arbeitsgruppe konnte in durchflusszytometrischen
Analysen gezeigt werden, dass kontinuierliche NZK-Zelllinien von Patienten mit
Knochenmetastasen B1-Integrine exprimieren, jedoch nicht B2- und B3-Integrine (Brenner et
al., 2010). Somit besitzen NZK-Zellen die passenden Integrine um ein Heterodimer fir die
Bindung an Fibronektin auszubilden. In weiteren Analysen unserer Arbeitsgruppe wurde
festgestellt, dass B1-Integrine die Migration von Tumorzellen aus dem NZK regulieren
(Brenner et al., 2008). Da B1-Integrine auch benétigt werden, um Fokalkontakte zu Kollagen |
auszubilden (Barczyk et al., 2010), erklart das Expressionsmuster der Integrine nicht nur die
verstarkte Migration und Adhé&sion beziiglich Fibronektin, sondern auch die verstarkte
Adhasion an Kollagen | der in Knochen metastasierenden Zellen (Abbildung 4.3). Es gibt
verschiedene Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen Integrinexpression und
Tumorprogression bzw. Metastasierung zeigen, wie er auch in der vorliegenden Arbeit
auftrat. Terpe et al. konnten beobachten, dass die Expression der av- und a5-Integrine mit
dem Tumorgrad korrelierten (Terpe et al., 1993). Dieser Zusammenhang wurde ebenfalls fir
andere Tumorentititen beschrieben. In Mamma- und Ovarialkarzinomzellen kommt es zur
Uberexpression der B1-Integrine (Arbodela et al., 2003). Die Arbeitsgruppe um Spangenberg
wies ein langeres Uberleben von Mammakarzinomzellen durch Uberexpression des oSp1-
Heterodimers nach (Spangenberg et al., 2006). Fur die Adhésion von Prostatakarzinomzellen
wurde eine Abhéangigkeit ihrer Fahigkeit an die Matrix zu binden von den Integrinen
beobachtet (Cooper und Piente, 2000). In diesen Arbeiten wurde jedoch nur die allgemeine
Metastasierung berucksichtigt, nicht der Zusammenhang zwischen Integrinexpression und

Lokalisation der Metastasen in bestimmten Organen, wie etwa den Knochen.

4.3.2.2 Starke Aktivitat des FAK- und Akt-Signalwegs

Wie bereits in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, kommt es nach Aktivierung durch Bestandteile
der EZM zu einer Konformationsanderung der Integrine, die in einer Signalweiterleitung in
die Zelle resultiert. Integrine aktivieren zwei intrazelluldre Signalwege, die parallel
zueinander verlaufen: den FAK und den Shc-Signalweg. Beide Signalwege initiieren die
MAPK-Signalkaskade. FAK reguliert zudem den PI3K/Akt-Signalweg (Krauss, 2003;
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Tamura et al., 1999; Ravichandran, 2001). Passend zur Expression von Integrin a5 lagen in
NZK-Zellen mit hohem Potenzial zur Knochenmetastasierung FAK und Akt verstéarkt
aktiviert vor (Tabelle 4.6). Dagegen kam es in metastasierenden NZK-Zellen zu einer
deutlichen Reduktion der Aktivitat von Shc, sowie der nachgeschalteten MAP-Kinase Erk.
Dieses Aktivitdtsmuster zeigt, dass in Knochen-metastasierenden NZK-Zellen die
Signalweiterleitung der Integrine ber FAK und den nachgeschalteten PI3K/Akt-Signalweg
verlauft und in einer gesteigerten Migration und Adhésion resultiert. Es besteht jedoch keine
Signalweiterleitung tber Shc und die MAPK-Signalkaskade (Abbildung 4.3).

FAK reguliert nicht nur die MAPK-Kaskade und den Akt-Signalweg. Uber p130“*° nimmt es
zudem direkten Einfluss auf Migration und Adhésion (Abbildung 4.3). FAK interagiert mit
p130“"° zu einem Komplex (Polte und Hanks, 1995). Die Aktivierung des FAK/p130“4S-
Komplexes fuhrt zur Ausbildung vieler Fokalkontakte und eines gut organisierten
Aktinzytoskeletts. Diese Regulierung ist essentiell fir die koordinierte und gerichtete
Migration von Zellen (Gu et al., 1999). In verschiedenen Tumorentitaten, wie dem Pankreas-,
Kolon-, Lungen- und Mammakarzinom, liegt eine generelle Uberexpression von FAK vor
(Ucar und Hochwald, 2010; Golubovskaya et al., 2009; Meng et al., 2009). Im Osophagus-,
Kolon- und Leberzellkarzinom geht sogar das Potenzial zur Metastasenbildung mit einer
Uberexpression von FAK einher (Miyazaki et al., 2003; Heer et al., 2008; Chen et al., 2010).
Die Ergebnisse dieser Arbeit fligen sich somit gut in bereits zuvor gemachte Beobachtungen.
Es muss jedoch beachtet werden, dass auch in diesem Punkt in den Arbeiten anderer
Forschergruppen der Ort der Metastasierung unberiicksichtigt blieb und nur die

Metastasierung im Allgemeinen betrachtet wurde.

Der PI3K/Akt-Signalweg ist dafiir bekannt maligeblich an der Regulation von Migration,
Adhasion und Proliferation beteiligt zu sein. Im Falle einer Fehlregulation bzw. verstarkter
Aktivierung werden Tumorprogression und Metastasierung begiinstigt (Hers et al., 2011;
Bellacosa et al., 2004). Der Einfluss auf Migration und Adhésion kommt Gber Rho-GTPasen
zustande. Sie leiten das Signal weiter und regulieren die Umstrukturierung des
Aktinzytoskeletts und Bildung neuer Fokalkontakte (Yamada und Araki, 2001; Enomoto et
al., 2005; Yamazaki et al., 2005). Auf Grund dieser Mechanismen l&sst sich das beschriebene
metastatische Verhalten der NZK-Zellen erkldren. In metastasierenden NZK-Zellen mit
Knochen-spezifischer Metastasierung kommt es durch eine verstarkte Akt-Aktivierung zur

Hochregulation der hier genannten nachgeschalteten Molekiile (Tabelle 4.6). Die nun
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ausgeldsten Mechanismen fuhren zur hohen Adhé&sions- und Migrationsfahigkeit der Zellen
und schlieBlich zur Bildung von Knochenmetastasen (Abbildung 4.3). Der Nachweis einer
hohen Akt-Aktivitat in den Gewebeproben von Patienten mit Knochenmetastasen korrelierte

mit den Ergebnissen der Expressionsanalysen der NZK-Zellen (Tabelle 4.7).

Neben der indirekten Aktivierung durch Integrine kann der Akt-Signalweg auch direkt von
Wachstumsfaktorrezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitdt (RTK) angeschaltet werden. Es gibt
viele Hinweise, die auf einen Zusammenhang zwischen einer erhéhten RTK-Expression bzw.
—Aktivitat, Tumorwachstum und Metastasierung hindeuten. Von mehreren Arbeitsgruppen
wurden Uberexpressionen der Rezeptoren fiir EGF und TGF-B im NZK beschrieben (Paule
und Brione, 2003; Yang et al., 2010). Im Schilddrisenkarzinom wird eine erhohte EGFR-
Expression mit einer verstdrkten Vaskularisierung und Knochenmetastasierung assoziiert
(Younes et al., 2005). Zudem wird der Rezeptor als mégliche Zielstruktur im NZK fir eine
Therapie gegen Knochenmetastasierung diskutiert (Weber et al., 2003). Die fur das NZK
charakteristische VHL-Mutation fiihrt zu einer verstarkten Expression von VEGF und PDGF,
die in einer erhohten Aktivitat der RTK resultieren (Arjumand und Sultana, 2012). Hieraus
lasst sich schlielen, dass der Akt-Signalweg im Knochen-metastasierenden NZK parallel
durch Integrine und RTK verstérkt aktiviert wird (Abbildung 4.3).

In der Analyse der Gewebeproben hinsichtlich FAK und Erk wurde ein anderes
Aktivitdtsmuster detektiert als in primaren NZK-Zellen. Im Gegensatz zu den Zellen lag FAK
in Gewebeproben aus Patienten mit Knochenmetastasen vermindert aktiv vor. Die Aktivitat
von Erk war in diesem Gewebetyp hoher als im Gewebe von Patienten ohne Metastasen
(Tabelle 4.7). Bei der Untersuchung von Proteinextrakten aus Gewebeproben von Patienten
muss jedoch berlicksichtigt werden, dass die Proben nicht ausschliellich maligne
Epithelzellen enthalten. Im Gegensatz zu den primédren NZK-Zellen, die auf ihren epithelialen
Ursprung hin getestet worden waren, enthalten Gewebeproben neben den Epithelzellen andere
Zelltypen wie Fibroblasten und Endothelzellen. Mit dieser Heterogenitat l&sst sich der

Unterschied im Aktivitdtsmuster der Kinasen zwischen Gewebe- und Zellanalysen erklaren.

4.3.2.3 Schwache PTEN-Expression
Der Tumorsuppressor PTEN agiert als Inhibitor des FAK- und des PI3K/Akt-Signalwegs.
PTEN wirkt tber Dephosphorylierung von FAK und von Lipiden (PIP3), die zur Rekrutierung

von Akt an die Zellmembran in die Nédhe seines Aktivators bendétigt werden. In gesunden
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Zellen inhibiert PTEN auf diese Weise Prozesse wie Migration, Adhédsion und Proliferation
(Maehama et al., 1999; Kélsch et al., 2008). In malignen Erkrankungen ist eine Reduktion der
PTEN-Expression weit verbreitet (Li et al., 1997). Dies konnte durch frihere
Forschungsarbeiten in unserem Labor auch fiir das NZK gezeigt werden. Im NZK fehlt daher
die tumorsuppressive Wirkung von PTEN (Brenner et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit
konnte zudem bezlglich der Metastasierung ein typisches PTEN-Expressionsmuster detektiert
werden. In Tumorgewebe und NZK-Zellen von Patienten mit Knochenmetastasen lag PTEN,
verglichen mit solchen von Patienten ohne Metastasen, deutlich reduziert vor (Tabellen 4.6
und 4.7). Dies ist ein Nachweis dafiir, dass ein reduziertes Vorkommen von PTEN und die
damit verbundene verstarkte Aktivierung des Akt- und FAK-Signalwegs die Migration und
Adhasion der NZK-Zellen fordert (Abbildung 4.3). Ein ahnlicher Zusammenhang wurde
bereits fir die Metastasierung anderer Tumortypen festgestellt, jedoch ohne Berticksichtigung
der Organspezifitat. Erst kiirzlich wurde durch Wikman et al. ein Zusammenhang zwischen
dem Verlust von PTEN und dem Auftreten von Metastasen des Mammakarzinoms
beschrieben (Wikman et al., 2012). Der Verlust von PTEN wird auBerdem als mdglicher
prognostischer Marker fir die Metastasierung im Laufe der Erkrankung an einem

Prostatakarzinoms diskutiert (Schmitz et al., 2007).

Im Rahmen einer dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit wurden Expressionsanalysen
von NZK-Zellen durchgefihrt, die einen Hinweis auf einen direkten Zusammenhang
zwischen PTEN und der Regulation der Integrinexpression gaben. Durch eine Transfektion
von NZK-Zellen, die kein PTEN besitzen, mit einem PTEN-Transgen konnte eine Reduktion
der Expression von a5-Integrinen beobachtet werden, die in einer Abschwéchung der
Zellmigration resultierte. Dieser Effekt trat bei Transfektion von inaktivem PTEN nicht auf
(Schneider, 2008). In metastasierenden NZK-Zellen kénnte somit durch reduziertes PTEN
nicht nur der Akt- und FAK-Signalweg, sondern auch die Bildung von Fokalkontakten durch
a5-Integrine gefordert werden.

Zur Aufklarung der Reduktion von PTEN wurde die Expression von Nedd4.1 untersucht.
Nedd4.1 ist die Ubiquitinligase fir PTEN und fiir dessen proteasomalen Abbau
verantwortlich (Wang et al., 2007). Ware Nedd4.1 in metastasierenden NZK-Zellen fir die
PTEN-Reduktion verantwortlich, wiirde man in diesen Zellen eine gesteigerte Nedd4.1-
Expression erwarten. Dies war jedoch nicht der Fall. In Zellen von Patienten mit

Knochenmetastasen konnte zwar eine leichte Steigerung von Nedd4.1 detektiert werden,
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dagegen kam es in Zellen mit Potenzial zur Lungenmetastasierung zur Reduktion von
Nedd4.1 (Tabelle 4.6). Aus diesem Grund ist eine verstarkte Degradation von PTEN durch
eine erhohte Nedd4.1-Expression auszuschlielen. Es muss eine Regulation auf
transkriptioneller Ebene durch Transkriptionsfaktoren und/oder durch epigenetische
Veranderungen beziiglich Methylierungen in der Promotorregion in Betracht gezogen werden.
Auf transkriptioneller Ebene wird das PTEN-Gen negativ durch TGFp reguliert (Chow et al.,
2008). Da im NZK eine Uberexpression der TGFB-Rezeptoren vorliegen kann (Yang et al.,
2010), konnte es zur Reduktion von PTEN beitragen. Zu den Transkriptionsaktivatoren von
PTEN zahlt der Tumorsuppressor p53, dessen Expression in vielen Tumorarten, so auch im
NZK, haufig veréndert vorliegt (Kim und Mak, 2006; Soussi und Lozano, 2005; Girgin et al.,
2001; Warburton et al., 2005). Eine Reduktion von p53 kénnte zu vermindert vorhandenem
PTEN fuhren. Eine Reduktion der PTEN-Expression durch Methylierungen im
Promotorbereich des PTEN-Gens ist ein hdufiges Auftreten in unterschiedlichen Tumorarten,
wie im Mamamkarzinom, Ovarialkarzinom, Magenkarzinom und im Kolonkarzinom (Sadeq
et al., 2011; Schondorf et al., 2004; Hino et al., 2009; Goel et al., 2004) und muss aus diesem

Grund ebenfalls berticksichtigt werden.

Die Analyse der Gewebeproben ergab, dass das charakteristische Expressions- bzw.
Aktivitatsmuster der a5-Integrine, Akt und PTEN auch in gesundem Nierenepithel vorliegt.
Bestimmte Nierenepithelzellen weisen somit bereits vor der NZK-Erkrankung Eigenschaften
auf, die eine spatere Metastasierung in Knochen begunstigen, sie sind dazu préadestiniert. Es
muss jedoch beachtet werden, dass die Proben zur gleichen Zeit aus dem benignen und
malignen Gewebe der Niere enthommen wurden. Daher konnten die charakteristischen
Expressionsmuster der Signalwege auch erst durch Anwesenheit eines NZK-Primartumors
induziert worden und vor der NZK-Erkrankung noch unverdndert gewesen sein. Die
Expressionsmuster in der gesunden Niere wirden dann noch keine Aussage uber die
organspezifische Metastasierung machen, sondern erst das veranderte Expressionslevel im

Tumor.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass Calcium-unabhéngige und Calcium-abhéngige
Effekte gemeinsam die Bildung von NZK-Knochenmetastasen begiinstigen. Bereits im
Primartumor besitzen die in Knochen-metastasierende NZK-Zellen ein charakteristisches
Expressionsmuster verschiedener Signalmolekiile, das ihre metastatischen Eigenschaften

verstarkt. Gegeniber nicht-metastasierenden Zellen besitzen sie groRere Fahigkeiten den
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Primdrtumor zu verlassen und nach der Verteilung durch das Blutkreislaufsystem an die
Knochenmatrix zu binden und sie zu infiltrieren. Diese Eigenschaften sind per se und
unabhéngig von der extrazelluldren Calcium-Konzentration vorhanden. Im Mikromilieu des
Knochens kommt es durch die Wirkung von Calcium Uber den CaSR auf die
metastasierenden NZK-Zellen zu einer weiteren Verstarkung ihrer Fahigkeiten zur Bildung
von Knochenmetastasen. Die Zellen werden nach Aktivierung verschiedener Signalmolekile
durch Calcium via CaSR nicht nur chemotaktisch von diesem angelockt. Calcium begunstigt
aullerdem die Proliferation und somit die Ausbildung eines sekundéren Tumorzellverbands
auBerhalb des Primértumors. Aus diesem Grund haben NZK-Zellen mit erhohter Expression
des CaSR im Knochenmilieu einen erheblichen Vorteil gegeniiber anderen NZK-Zellen. Dies
unterstreicht seine mdogliche Rolle als prognostischer Marker fir die Ausbildung von
Knochenmetastasen. Die einzigartige Ausstattung der Zellen bestimmt somit in erheblichem
Ausmall die spatere Lokalisation der Metastase. Durch entsprechende Untersuchungen
kdnnten schon vor dem Auftreten von Metastasen VVoraussagen darliber gemacht werden, ob
bei einer NZK-Metastasierung Knochen betroffen sein koénnten. Die Charakteristika des
Primartumors konnten die Auswahl der Therapie und die Intervalle der
Nachsorgeuntersuchungen bestimmen und die Medizin dem Ziel einer individualisierten

Therapie naher bringen.

4.4 Metastasierungs-Charakteristika der primaren NZK-Zellen lassen sich teilweise auf
kontinuierliche NZK-Zelllinien tGibertragen

Die begrenzte Verfligbarkeit primérer Zellen stellt ein erhebliches Problem dar. Aus diesem
Grund sollte in nachfolgenden Untersuchungen tberprift werden, ob die bisher erzielten
Ergebnisse auf kontinuierliche Zelllinien Ubertragbar sind. Ware dies zutreffend, kénnte man
in weiteren Analysen beziglich organspezifischer Metastasierung auf kontinuierliche
Zelllinien ausweichen. Es wurden speziell Zelllinien ausgesucht, die sich ebenfalls in ihrem
metastatischen Potenzial unterscheiden. Die Zelllinie A-498 stammt aus einem Patienten ohne
Metastasen (Giard et al., 1973), die Zelllinie 786-O aus einem Patienten mit
Lungenmetastasen (Strewler et al., 1983). Die Patienten aus denen die Zelllinien RC-1 und
Dibo kultiviert wurden, entwickelten Knochenmetastasen (Hashimura et al., 1989; eigene
Klinikdaten).

Das Muster der CaSR-Expression war teilweise mit dem in primdaren NZK-Zellen

vergleichbar. Die starkste Expression war in Dibo messbar (Tabelle 4.8). RC-1 exprimierten
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den Rezeptor ebenfalls. In gleichem MaRe war er in den nicht-metastasierenden A-498 Zellen
vorhanden. In 786-O Zellen mit Fahigkeit in Lungen zu metastasieren, war kein CaSR
detektierbar.

Tabelle 4.8:

Zusammenfassung der Ergebnisse der CaSR-Expressionsanalyse, der Zellmigration und -proliferation
der kontinuierlichen NZK-Zellen.

Die Tabelle zeigt CaSR-Expression, die Migrationsfahigkeit der NZK-Zelllinien A-498 (nicht-metastasierend),
786-O (in Lungen metastasierend), Dibo und RC-1 (in Knochen metastasierend) unter Verwendung von
Fibronektin und Calcium als Chemotaxin und die Proliferationsfahigkeit nach Behandlung mit Calcium in
unterschiedlichen Konzentrationen (25 mM, 5 mM, 10 mM). Zeichenerkldrung: 0 = keine
Migration/Proliferation, + = schwache Migration/Proliferation, + + = mittlere Migration/Proliferation, + + + =
starke Migration/Proliferation, + + + = sehr starke Migration/Proliferation.

Expression | CaSR | Migration Egt?n Calcium | Proliferation behl::; delt éa?o??;l\:q Cilgtllm g;éru“fn
A-498 + A-498 ++ + A-498 + + + +
786-0 0 786-0 +4+++ 0 786-0 + + + +
Dibo ++ Dibo ++++ +++ Dibo + ++ +++ ++++
RC-1 + RC-1 ++++ ++ RC-1 + ++ + ++

Das Expressionsmuster des CaSR korrelierte mit der Fahigkeit der Zellen in Richtung einer
erhdhten Calcium-Konzentration zu migrieren. Je héher die CaSR-Expression der Zellen,
desto starker wurden sie chemotaktisch von Calcium angelockt. Dibo und RC-1 zeigten in
diesem Fall das grofite migratorische Potenzial (Tabelle 4.8). Die Zelllinie 786-O, die nicht
im Besitz des CaSR ist, konnte durch Calcium quasi nicht zur Motilitat gebracht werden. Ein
ahnliches Ergebnis ergab die Untersuchung der Proliferation. Hier konnte durch Calcium
ausschlieBlich die Proliferationsrate von Dibo und RC-1 gesteigert werden (Tabelle 4.8). Dies
entsprach ihrer CaSR-Expression. A-498 Zellen konnten dagegen nicht zu einer verstarkten
Proliferation angeregt werden, obwohl sie im Besitz des CaSR sind. Beziiglich der Calcium-
unabhangigen Migration mit Fibronektin als Chemotaxin entsprach die beobachtete Migration
der Zellen ihrem Metastasierungspotenzial. Zelllinien von Patienten mit Metastasen (786-0,
Dibo, RC-1) wiesen verglichen mit der Zelllinie A-498 eine deutlich hthere Migrationsrate
auf. Dies entspricht dem Migrationsverhalten der primaren NZK-Zellen.

Neben dem zelluldren Verhalten wurden Signalwege analysiert, die in primdren NZK-Zellen
in Abhdngigkeit von ihrem Metastasierungspotenzial und dem Einfluss von Calcium
Veranderungen aufzeigten. Auch in diesem Fall zeichneten sich metastasierende NZK-
Zelllinien besonders durch ihre erhéhte Expression von a5-Integrinen aus (Tabelle 4.9). In der

nicht-metastasierenden Zelllinie A-498 lag die Menge an o5-Integrinen vergleichsweise

144



4. Diskussion

gering vor. Die Intensitdt der Expression entsprach somit der Fahigkeit der Zellen
chemotaktisch von Fibronektin angelockt zu werden. Wie bereits in Abschnitt 4.1.2.1
beschrieben, werden a5-Integrine bendtigt um zusammen mit B1-Integrinen Fokalkontakte zu
bilden. Uber diese Fokalkontakte kommt die Bindung an den EZM-Bestandteil Fibronektin
zustande. Je mehr a5-Integrine von den Zellen exprimiert wird, desto besser kénnen sie mit

der EZM interagieren.

Tabelle 4.9:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsanalysen kontinuier-
licher NZK-Zelllinien.

Die Tabelle zeigt die Expression bzw. den Aktivierungsstatus verschiedener
Signalmediatoren. Es wurden die NZK-Zelllinien A-498 (nicht-metastasierend),
786-0 (in Lungen metastasierend), Dibo und RC-1 (in Knochen metastasierend)
unbehandelt und nach Calcium-Behandlung untersucht. Zeichenerklérung: 0 =
keine Expression/Aktivitat, + = schwache Expression/Aktivitat, + + = mittlere
Expression/Aktivitat, + + + = starke Expression/Aktivitat, + + + + = sehr starke
Expression/Aktivitat.

. Integrin pAkt
Expressionen o5 pFAK (5473) pShc pErk PTEN

unbehandelt ++ + +++ +++ ++ ++++
A-498

Calcium + + +++ +++ +++ ++

unbehandelt +++ ++++ | +++ +++ ++ 0
786-0

Calcium +++ +++ +++ +++ ++ 0

unbehandelt | ++++ ++ ++ +++ ++ +++
Dibo

Calcium ++++ +++ +++ | +++ ++ ++

unbehandelt | ++++ +++ + ++ + ++
RC-1

Calcium ++++ | ++++ ++ + + ++ +

Das unterschiedliche Metastasierungspotenzial der primaren NZK-Zellen konnte durch eine
veranderte Aktivitdt des Akt- und FAK-Signalwegs erklart werden. In metastasierenden
primaren Zellen war die Aktivitdt beider Kinasen hochreguliert. Eine verstérkte
Phosphorylierung von Akt wurde in kontinuierlichen Zelllinien nicht nachgewiesen. Jedoch
lag in metastasierenden kontinuierlichen Zelllinien FAK deutlich verstarkt aktiviert vor
(Tabelle 4.9). Wie bereits in Abschnitt 4.3.2.2 erlautert wurde, reguliert FAK nicht nur die
MAPK-Signalkaskade und den Akt-Signalweg. FAK nimmt zudem {ber p130“*° direkten
Einfluss auf die Migration. Die gesteigerte Metastasierungsfahigkeit der kontinuierlichen
NZK-Zelllinien 786-O, RC-1 und Dibo lasst sich daher durch eine erhthte Integrin a5-
Expression und einer damit verbundenen positiven Regulation der Migration Uber FAK-
Aktivierung erklaren. Durch die Expressionsanalysen an primaren Zellen konnte ein Beitrag

von Shc und Erk zur unterschiedlichen Metastasierungsfahigkeit ausgeschlossen werden. Dies
145



4. Diskussion

trifft auch auf kontinuierliche NZK-Zellen zu. Die Aktivitat der Proteine war in den
unterschiedlichen Zellen nahezu unverandert bzw. in metastasierenden Zellen leicht reduziert
(Tabelle 4.9). Das Expressionsmuster des Tumorsuppressor PTEN war in priméren und
kontinuierlichen NZK-Zellen ebenfalls vergleichbar. In allen untersuchten metastasierenden
Zellen lag PTEN verglichen mit nicht-metastasierenden NZK-Zellen reduziert vor (Tabelle
4.9). Eine Reduktion von PTEN hatte in den Zellen die verstarkte FAK-Aktivierung und
Zellmigration zur Folge, da PTEN ein Inhibitor von FAK ist.

Calcium flhrte in den Kkontinuierlichen NZK-Zellen mit Potenzial in Knochen zu
metastasieren hauptsachlich zu einer starkeren Aktivierung von FAK und Akt und zu einer
leichten Reduktion von PTEN (Tabelle 4.9). Diese Veranderungen erklaren die durch
Calcium gesteigerte Migrations- und Proliferationsfahigkeit. Sobald die NZK-Zellen in das
Calcium-reiche Knochenmilieu gelangen, werden Signalwege verstarkt aktiviert, die in einer
Forderung von Adhdsion, Migration und Proliferation resultieren bzw. wird deren
Gegenspieler PTEN weiter reduziert. Diese Ergebnisse entsprachen ebenfalls den gemessenen
Aktivitdtsmustern in primaren NZK-Zellen. Da die Zelllinie 786-O nicht im Besitz des CaSR
ist, konnte Calcium keinen Einfluss auf intrazellulére Signalwege nehmen. Die Expression
bzw. Aktivitat der Proteine blieb unberthrt. Ein Einfluss auf die Expression von PTEN kann
in der Zelllinie 786-O nicht beurteilt werden, da sie PTEN per se nicht exprimiert. In der
Zelllinie A-498 forderte Calcium nicht die Aktivierung von FAK und Akt. Dagegen war eine
verstarkte Aktivitat der MAP-Kinase Erk zu beobachten. In A-498 Zellen wird die Migration
in Richtung Calcium somit tber Aktivierung des Erk-Signalwegs reguliert.

Auf Grund der unerwarteten Expression des CaSR ist die nicht-metastasierende Zelllinie
A-498 nicht vollstandig mit den primdren NZK-Zellen aus Patienten ohne Metastasen zu
vergleichen. Es besteht die Mdoglichkeit, dass die CaSR-Expression erst im Laufe der
langjahrigen Kultivierung der Zellen hochreguliert wurde und direkt nach Entnahme der
Zellen aus dem Primartumor noch nicht bestand. Zudem ist zu bemerken, dass der Patient, aus
dem die Zellen kultiviert wurden, verstorben sein konnte, bevor sich mdgliche
Knochenmetastasen bemerkbar gemacht haben. In diesem Fall waéren sie unentdeckt
geblieben und das Expressions- und Verhaltensmuster der Zelllinie A-498 wirde zum Teil
ihrem Metastasierungspotenzial entsprechen. Es kann fur die kommerziell erhéltliche Zelllinie

jedoch nicht nachvollzogen werden.
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4.5 Die Effekte der Tyrosinkinaseinhibitoren auf unterschiedliche NZK-Zelllinien
sprechen fur eine individualisierte Therapie des metastasierten NZK

Bei der Behandlung des metastasierten NZK kommen vor allem die Tyrosinkinaseinhibitoren
Sunitinib, Sorafenib und Pazopanib zum Einsatz. Sie blockieren unterschiedliche
Tyrosinkinasen und unterbinden somit deren Signalweiterleitung. Vor allem tber Inhibition
der Kinasedomanen des VEGF- und des PDGF-Rezeptors wirken sie den Prozessen der
Metastasierung entgegen. Sorafenib wirkt zusétzlich durch Hemmung der den Rezeptoren
nachgeschalteten Raf-Kinase weiter ,,downstream* in der Signalkaskade. Bisher konnten
jedoch noch nicht alle Kinasen identifiziert werden, die durch eine TKI-Therapie beeinflusst
werden (Merseburger und Kuczyk, 2008). Zur Aufdeckung der genauen Wirkweisen der TKI
kommt erschwerend hinzu, dass die unterschiedlichen TKI kein identisches Wirkspektrum
abdecken. Auf Grund der fehlenden Informationen ist es nicht moéglich eine exakt auf den
Patienten abgestimmte Therapie anzuwenden. Derzeit bekommen alle Patienten, die an einem
metastasierten NZK erkranken, eine adjuvante Target Therapie nach dem gleichen Schema
(beschrieben in Abschnitt 1.1.5.3 und in Tabelle 1.1). Um dem Ziel einer individualisierten
Target Therapie ndher zu kommen, missten die unterschiedlichen Expressionsprofile der
einzelnen Patienten in die Auswahl des optimalen Therapeutikums einflieen. Es sind bisher
einige prognostische Marker des NZK bekannt. Diese mussten um weitere erganzt werden,
vor allem um solche, die charakteristisch flr Metastasierung und die hierbei betroffenen
Organe sind (Merseburger und Kuczyk, 2008; Jones und Libermann, 2007). Derzeit wird
sogar diskutiert, ob es sinnvoll ist, von jedem Patienten eine NZK-Primérzellkultur anzulegen,
um an ihr die Wirkweisen der einzelnen Target-Therapeutika auszutesten. Anhand des
zelluléren Verhaltens und des Expressionsprofils konnte die optimale Behandlung analysiert
werden (Kim et al., 2008). Zudem sollte die organspezifische Metastasierung bertcksichtigt
werden. Hinweise hierauf geben die Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe um Cabanillas.
Sie machten bei der Untersuchung des metastasierten Schilddriisenkarzinoms die Entdeckung,
dass die Metastasen in den einzelnen Organen unterschiedlich auf eine Behandlung mit den
TKI ansprechen. So zeigten Lungenmetastasen eine bessere Ansprechrate als
Lymphknotenmetastasen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Erfolg einer TKI-Behandlung
von der Lokalisation der Metastase abhéangig, die Wirkung also gewebespezifisch ist
(Cabanillas et al., 2010).

In den durchgefuhrten Untersuchungen sollte geklart werden, ob die Metastasierungs-

fahigkeiten und die Organspezifitat der NZK-Zellen ebenfalls den Behandlungserfolg der TKI
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beeinflussen. Es zeigte sich, dass die NZK-Zellen in ihrem Verhalten sehr unterschiedlich auf
die TKI reagierten. Die nicht-metastasierende NZK-Zelllinie A-498 wurde in ihrer Fahigkeit
zu migrieren ausschlieflich durch Sorafenib effektiv gehemmt. Dieses Ergebnis ist auf die
Zelllinie Dibo Ubertragbar, obwohl sie aus einem Patient mit Knochenmetastasen entstammt
und ohne TKI-Behandlung ein anderes Verhaltens- und Expressionsmuster aufweist. Die
Migration der metastasierenden NZK-Zelllinien RC-1 und 786-O wurde ebenfalls am
stérksten durch Sorafenib gehemmt. Die Zellen sprachen zudem gut auf eine Behandlung mit
Sunitinib an, obwohl sie sich ebenfalls in ihrem Verhaltens- und Expressionsmuster ohne
TKI-Behandlung unterschieden. Eine Behandlung mit Pazopanib scheint im Vergleich zu
Sunitinib und Sorafenib &uRerst ineffizient in ihrer Wirkung auf die Tumorzellen. Die
Migrationsfahigkeit aller Tumorzellen konnte nur schwach beeinflusst werden. Pazopanib
zeigte lediglich auf die Proliferationsfahigkeit von 786-O einen deutlich hemmenden Effekt.
Beziiglich der Hemmung der Zellproliferation war auch Sunitinib nicht sehr effektiv. Hierbei
stellte sich Sorafenib als der TKI mit der besten Wirkung heraus. Er inhibierte die

Proliferation der unterschiedlichen Zellen in gleicher Weise.

Die Ergebnisse zeigen, dass die NZK-Zellen unterschiedlich auf die verschiedenen TKI
reagieren. Bezuglich der durchgefuhrten funktionellen Tests konnten keine Zusammenhange
zwischen dem Behandlungserfolg mit einzelnen TKI und dem Metastasierungspotenzial der
Zellen bzw. der Lokalisation der Metastase im Patienten gefunden werden. Mit Blick auf die
organspezifische Metastasierung und der zuvor aufgedeckten unterschiedlichen Verhaltens-
und Expressionsmuster scheint die Behandlung eher unspezifisch zu sein und l&sst sich nicht
pauschalisieren. Da die primaren NZK-Zellen teilweise ahnliche Charakteristika aufwiesen,
konnten sich die Vermutungen auf diese Zellen Ubertragen lassen, missen jedoch in
zusatzlichen Untersuchungen tberprift werden. Eine Therapie nach standardisiertem Schema,
in dem Sunitinib als Erstlinientherapeutikum zum Einsatz kommt, scheint — was die Reaktion
der NZK-Zellen betriff — nicht die optimale Ldsung zu sein, da einige Zellen beispielsweise
ein besseres Ansprechen auf Sorafenib zeigten. Dies spricht daftir, dass die molekularen
Charakteristika der Primértumore, die ihr Metastasierungspotenzial und die Lokalisation der
Metastasen beeinflussen, in die Auswahl des Target-Therapeutikums einbezogen werden
sollten, um die Therapie effizienter zu gestalten. Somit kénnten grélRere Behandlungserfolge
und reduzierte Nebenwirkungen erzielt werden. Zu bemerken ist, dass das eigentlich Ziel der

Target-Therapie eine Inhibition der Vaskularisierung des Primartumors durch die
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Endothelzellen ist. Dieser Aspekt muss somit ebenfalls bei der Auswahl des Therapeutikums

berucksichtigt werden.

4.6 Ausblick

Die Untersuchungen beziiglich der Rolle des CaSR und Calciums bei der organspezifischen
Metastasierung in Knochen wurden an einer begrenzten Anzahl von Proben durchgefiihrt. Um
die Ergebnisse zu verifizieren, wére es ratsam, die Anzahl der NZK-Gewebeproben sowie der

priméren NZK-Zellen aus Patienten mit unterschiedlichem Metastasierungsstatus zu erhéhen.

Die Ursache flr die unterschiedliche Expression des CaSR in den NZK-Gewebeproben und in
NZK-Zellen von Patienten mit unterschiedlichem Metastasierungsstatus konnte in dieser
Arbeit nicht aufgeklart werden. Zwar konnte Calcium als ein moglicher Faktor
ausgeschlossen werden, welche Regulatoren schlie3lich in Frage kommen bleibt unklar. In
der Literatur wird Calcitriol hdufig als positiver Regulator des CaSR beschrieben. Aus diesem
Grund sollte zunachst untersucht werden, ob die Menge des im NZK vorhandenen Calcitriol
mit der des CaSR korreliert. Um einen weiteren Zusammenhang zwischen diesen beiden
Molekiilen zu erhalten, sollte die genregulatorische Funktion von Calcitriol gehemmt werden.
Eine Mdglichkeit hierfur stellen Urdmietoxine dar. Nach Bindung von Calcitriol an den
Vitamin-D-Rezeptor kdénnen Urdmietoxine verhindern, dass der Rezeptor in den Zellkern
transportiert wird und hier an die VDREs (Vitamin D Response Elements) seiner Zielgene
gelangt (Patel et al., 1994; Patel et al., 1995). Des Weiteren bieten sich Vitamin D-Analoga
an, die als Antagonisten des Vitamin-D-Rezeptors wirken (Sakamaki et al., 2010).

Mit Hilfe der Untersuchungen dieser Arbeit konnten bereits einige Signalmolekiile aufgedeckt
werden, die durch Calcium beeinflusst werden und so die Knochen-spezifische
Metastasierung fordern, es sollten jedoch weitere regulatorische Faktoren analysiert werden.
Hierbei sollten vor allem weitere Komponenten der bisher identifizierten Signalwege
untersucht werden, um ihre Rolle in der Calcium-Signalweiterleitung bestatigen oder
widerlegen zu kénnen. Zudem mudissten die Aktivitaten der im Phospho-Kinase-Array an zweli
verschiedenen Zelllinien untersuchten Kinasen im Westernblot an einer groReren Anzahl von

Zelllinien verifiziert werden.

Die Effekte von Calcium auf das zellulare Verhalten wurden in dieser Arbeit mit Hinsicht auf

Migration, Adhasion und Proliferation untersucht. Eine verminderte Apoptose kann ebenfalls
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zur Tumorprogression beitragen. Aus diesem Grund sollte auch ein moglicher Einfluss von
Calcium auf die Apoptoserate der Zellen analysiert werden. Die Untersuchung des adhé&siven
Verhaltens der Zellen an Komponenten der Extrazellularmatrix kénnte um den Aspekt der
Zell-Zell-Adhésion erweitert werden. Hierbei ware es von grollem Interesse, welchen Einfluss
Calcium auf die Adhasion von NZK-Zellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotenzial
an Endothelzellen nimmt. Um Unterschiede in der gewebespezifischen Adhdasion besser
aufdecken zu konnen, ware es sinnvoll Endothelzellen aus Blutgefaen der metastasierten
Organe zu verwenden, in diesem Fall aus Lungen und Knochen. Eine von Calcium
unabhéngige Adhésion der NZK-Zellen konnte ebenfalls weitere Hinweise auf ihr
unterschiedliches Metastasierungsverhalten geben.

Mit Hilfe eines CaSR-Inhibitors konnte in der vorliegenden Arbeit die Rolle von Calcium in
der Knochenmetastasierung und die Signalweiterleitung via CaSR bestétigt werden. Durch
Ausschalten des Rezeptors konnte die Wirkung von Calcium auf die Zellen aufgehoben
werden. Es ware nun ratsam einen Aktivator des CaSR einzusetzen, um beurteilen zu kdnnen,
ob dieser einen umgekehrten Effekt hervorruft. Hierbei wirde sich das in der Forschung und
Klinik eingesetzte Cinacalcet eignen. Zusatzlich zur Blockierung bzw. Aktivierung des CaSR
sollte dieser mittels Transfektion in den NZK-Zellen berexprimiert bzw. mittels shRNA
ausgeschaltet werden. Diese Untersuchungen wirden ein exakteres Ergebnis liefern, da bei
einer Behandlung von Zellen mit bestimmten Substanzen — auch wenn diese selektiv an den

CaSR binden — nie gewisse Nebeneffekte ausgeschlossen werden kdnnen.

Durch die Verwendung des CaSR-Inhibitors konnte zudem bekraftigt werden, dass Calcium
Uber den CaSR auf das zelluldare Verhalten Einfluss nimmt. Eine zusétzliche Wirkung Uber
alternative, CaSR-unabhéngige Signalmediatoren und -wege konnte jedoch nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund sollte das Vorhandensein von mGlu- und
GABAg-Rezeptoren auf NZK-Zellen und eine Sekretion von S100-Proteinen uberpruft
werden. Ein wichtiger Aspekt ist zudem ein moglicher Einstrom von Calcium aus dem
Extrazellularraum durch TRP-Kanéle in das Zytosol der Zelle. Intrazelluldr kann Calcium
ebenfalls das zelluldre Verhalten beeinflussen. Somit misste untersucht werden, ob die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten NZK-Zellen TRP-Kandle exprimieren und eine Calcium-

Behandlung eine Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration auslost.
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Schliellich miusste eine Untersuchung der hier aufgedeckten Mechanismen der
Knochenmetastasierung des NZK am Mausmodell durchgefiihrt werden. Im abgeschlossenen
System der Zellkultur kdnnen Zellen nur mit den gegebenen Faktoren kommunizieren und
finden die auf sie abgestimmten Bedingungen vor. Die Forschung am Mausmodell bietet die
Maoglichkeit die auftretenden Ereignisse im gesamten Organismus betrachten zu kénnen. Es
wirde sich anbieten, metastasierende NZK-Zellen mit unterschiedlicher CaSR-Expression in
die Schwanzvene von Mausen zu injizieren und ihre Verteilung im Blutkreislauf und
mdogliche Metastasierung in spezifische Organe zu beobachten. Zusatzlich koénnte die
Ausbreitung von in Knochen metastasierenden NZK-Zellen analysiert werden, in denen die
CaSR-Expression zuvor durch shRNA ausgeschaltet wurde bzw. von nicht-metastasierenden
NZK-Zellen, in denen der CaSR Uberexprimiert wurde. Auf diese Weise konnte der Einfluss
des CaSR auf das knochenspezifische Metastasierungsverhalten von NZK-Zellen in vivo

beurteilt werden.

Die hier aufgefiihrten Analysen wirden die bisher bestehenden Kenntnisse beziglich der
Bedeutung von Calcium und des CaSR in der Knochenmetastasierung des NZK vertiefen und
die beteiligten Signalwege maglicherweise weiter spezifizieren. Dies kdnnte einen weiteren

Schritt in Richtung individualisierter Therapie bedeuten.
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5.1 Zusammenfassung

Der Grund fur die schlechte Prognose des Nierenzellkarzinoms (NZK) ist nicht der
Primartumor, sondern die haufige Ausbildung von Fernmetastasen. Obwohl bereits vieles
uber die Mechanismen der Metastasierung bekannt ist, sind die Hintergriinde der
Organspezifitat metastasierender Tumorzellen weitgehend ungeklart. In 30% der Féalle kommt
es zur Entstehung von Knochenmetastasen. Diese hohe Frequenz deutet darauf hin, dass
NZK-Zellen bevorzugt in dieses Organ metastasieren, da die Knochenmatrix ein glinstiges
Mikromilieu fir ihr Wachstum bietet. Hierbei kdnnte extrazellularem Calcium und dem fir
die Detektion zustandigen Calcium-sensitiven Rezeptor (CaSR) eine entscheidende Rolle
zukommen, da sich Knochen durch ihren hohen Gehalt an Calcium auszeichnen und darin
von anderen Organen unterscheiden. Das Ziel der vorliegenden Dissertation lag in der

Aufklarung der Mechanismen, die zu einer Knochenmetastasierung des NZK fuhren.

In ersten Analysen konnte gezeigt werden, dass sich bereits der Primartumor durch eine von
Calcium unabhéngige charakteristische Expression bestimmter Signalmediatoren auszeichnet,
die Metastasierungspotenzial und —ort bestimmen. So wurden in Gewebeproben und priméren
Tumorzellen von NZK-Patienten, die innerhalb von finf Jahren nach Nephrektomie
Knochenmetastasen entwickelten, in Westernblot-Analysen eine sehr hohe Expression der a5-
Integrine, eine starke Aktivitat von Akt, FAK und eine Reduktion der PTEN-Expression
detektiert. Diese Veranderungen begunstigten die chemotaktische Migration in Richtung
Fibronektin (bestimmt in einer Boyden-Kammer) und die Adhésion dieser NZK-Zellen an
Komponenten der Extrazellularmatrix (Fibronektin und Kollagen | — beide sind Bestandteile
der Knochenmatrix). Migration und Adhésion sind essentielle Schritte beim Austreten der
Tumorzellen aus dem Primértumor und Infiltration in den Knochen. In NZK-Zellen von
Patienten, die keine Metastasen oder Lungenmetastasen entwickelten, waren diese
Charakteristika nicht oder deutlich schwaécher ausgeprégt. Bestimmte Primértumoren sind

somit pradestiniert Knochenmetastasen auszubilden.

Um die Bedeutung von extrazellularem Calcium und dem CaSR darzustellen, wurde die
Expression des CaSR mittels Real-Time PCR, Westernblot-Analysen und durchfluss-
zytometrisch in NZK-Gewebeproben und —Zellen von Patienten untersucht, die innerhalb von
funf Jahren nach Nephrektomie keine bzw. Lungen- oder Knochenmetastasen ausbildeten.
Proben von Patienten mit Knochenmetastasen zeigten die starkste Expression von CaSR-
MRNA und CaSR-Protein. Durch eine Behandlung der NZK-Zellen mit Calcium in
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physiologischen Konzentrationen konnte Calcium als moglicher Regulator der CaSR-
Expression  ausgeschlossen  werden. Der  Einfluss wvon Calcium auf die
Metastasierungsfahigkeit der priméren NZK-Zellen wurde anhand eines weiteren
chemotaktischen Migrationsversuchs mit Calcium als Chemotaxin analysiert. Die
Zellproliferationsrate konnte nach Behandlung der Zellen mit Calcium mittels BrdU-
Inkorporation gemessen werden. NZK-Zellen, die aus dem Primdrtumor von Patienten mit
Knochenmetastasen kultiviert wurden, konnten durch eine erhohte extrazellulare Calcium-
Konzentration verstarkt zu Migration und Proliferation (Konzentrations-abhéngige
Steigerung) angeregt werden. Diese stellen weitere essentielle Schritte bei der Infiltration und
Vermehrung der NZK-Zellen in den Knochen dar. Die Effekte traten bei NZK-Zellen aus
Patienten, die keine oder Lungenmetastasen ausbildeten, nicht auf. Die Identifizierung der
beteiligten Signalwege erfolgte in Westernblot-Analysen und einem Phospho-Kinase Array.
Hierdurch konnten eine verstarkte Aktivierung des Akt-, JNK-, p38a- und PLCy-1-
Signalwegs und eine beinahe vollstdndige Reduktion der PTEN-Expression nach Calcium-
Behandlung in Knochen-metastasierenden NZK-Zellen aufgedeckt werden. Durch
Blockierung des CaSR mittels des Inhibitors NPS 2143 konnte bestétigt werden, dass die
metastasierungs-fordernde Wirkung von Calcium tiber den CaSR zustande kommt.

NZK-Zellen zeichnen sich somit bereits im Primdrtumor durch eine charakteristische
Expression verschiedener Signalmediatoren aus, die ihr Metastasierungspotenzial und die
mdogliche Lokalisation der Metastase bestimmen. Gelangen metastasierende NZK-Zellen auf
ihrem Weg durch den Blutkreislauf in das Knochenmilieu, verhilft ihnen hier eine hohe
Expression des CaSR zu einem wichtigen Uberlebensvorteil. Extrazellulares Calcium wirkt
Uber den CaSR, verstarkt ihre metastatischen Eigenschaften und fordert schlielich die
Ausbildung einer Knochenmetastase. Aus diesem Grund kommt dem CaSR eine Rolle als
maoglicher prognostischer Marker hinsichtlich der Knochenmetastasierung beim NZK zu. Die
Charakteristika des Primértumors sollten daher die Auswahl des adjuvanten Therapeutikums
und die Nachsorgeuntersuchungen beeinflussen. um die Medizin dem Ziel -einer

individualisierten Therapie naher zu bringen.
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5.2 Summary

Metastatic spread rather than the primary tumor is responsible for the poor prognosis of renal
cell carcinomas (RCC). Although the mechanisms of metastasis are well known the organ-
selective nature of tumor cells is poorly understood. Approximately 30% of RCC patients
develop bone metastases during the course of disease. This high frequency indicates a renal
tumor cell favorable environment in the bone matrix encouraging metastasis. Characteristic
for bone tissue is a unique high concentration of calcium ions. This in combination with the
calcium-sensing receptor (CaSR) could play a decisive role in the promotion of bone
metastasis. The purpose of this thesis is to reveal the mechanisms which support RCC bone

metastasis.

The initial investigation concerns the signal molecule expression patterns and metastatic
behavior of tissue specimens and primary tumor cells collected from RCC patients with
differing metastasic sites. Western blot analysis showed characteristic expression patterns
which are already existent in the primary tumor and independent of extracellular calcium.
This was accompanied by a specific cellular behavior which may or may not promote
metastasis in a specific site. RCC tissue specimens and cells from patients, who developed
bone metastases within five years after nephrectomy, exhibited a high expression of integrin
a5, reduction of PTEN expression and intensified activity of Akt and FAK. These alterations
facilitated cell migration (analysed chemotactically in a Boyden chamber) in towards
fibronectin and adhesion to components of the bone extracellular matrix (fibronectin and
collagen type | which are both contained in the bone matrix). Migration and adhesion are
essential steps during the escape of RCC cells from the primary tumor and infiltration into the
bone matrix. This was not observed in RCC cells from patients with no metastases or those
who developed lung metastases within five years after nephrectomy. Thus, certain primary

tumors are predestined to form bone metastases.

To clarify the role of extracellular calcium and CaSR, the expression of CaSR was measured
by real-time PCR, Western blot analysis and flow cytometry in RCC tissue specimens and
primary cells from patients with no metastases, or those who developed lung or bone
metastases within five years after nephrectomy. Specimens from patients developing bone
metastases showed the highest expression of CaSR mRNA and CaSR protein compared to
patients without metastases or with lung metastases. Treatment of RCC cells with calcium in
physiological concentrations had no influence on the expression of CaSR, therefore it can be
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excluded as a regulator for the expression of CaSR. The impact of calcium on the ability of
RCC cells to metastasize was analyzed chemotactically in a Boyden cell migration assay with
calcium as a chemotaxin. Cell proliferation was measured by BrdU incorporation after
treatment of the cells with calcium. Elevated extracellular calcium promoted migration and
proliferation of RCC cells from patients with bone metastases in a concentration dependent
manner, but not of cells from patients who had no metastases or who had developed lung
metastases. These are further essential steps during infiltration of the bone matrix and
formation of metastases. The contributing signal transduction molecules were investigated by
further Western blot analyses and a phospho-kinase array. Calcium treatment induced an
increase in the activity of Akt, INK, p38a and PLCy-1 and an almost complete decline in the
expression of PTEN in RCC cells from patients who developed bone metastases. The
importance of the CaSR in formation of bone metastases was verified by its selective blocking
using the CaSR inhibitor NPS 2143.

RCC cells from patients with bone metastases are characterized by a specific expression
pattern of various signaling mediators, which define their metastatic potential and location. In
disseminated CaSR expressing RCC cells which reach the calcium enriched bone
environment through blood circulation, these metastatic abilities are further enhanced by
calcium and finally cause the formation of bone metastases. Therefore CaSR may be regarded
as a new prognostic marker predicting RCC bone metastasis. The selection of adjuvant
therapeutics and follow-up examinations should be adapted to the characteristics of the

primary tumor to achieve an individualized therapy.
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7.1 Abkurzungsverzeichnis
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WAS Wiskott-Aldrich Syndrom

Abktrzungen fur Nukleotidbasen

A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymidin
U Uracil
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7.4 Werte zu den Abbildungen

Werte zu Abbildung 3.2

keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen
Median Normalgewebe 0,180364372 0,241935484 0,415277778
Median Tumorgewebe 0,001268713 0,000359654 0,013641618
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Werte zu Abbildung 3.3
keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen
Median Normalgewebe 0,904873093 1,105864832 1,152850112
Median Tumorgewebe 1,428337172 1,548969825 1,486136513

Werte zu Abbildung 3.7
keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen
Mittelwert in % 100 193,95 372,61
Standardfehler in % 6,243 10,708 62,830

Werte zu Abbildung 3.8

keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen

Mittelwert in % 100 337,956 1349,895
Standardfehler in % 23,984 113,941 504,689
Werte zu Abbildung 3.9

Mittelwert in % BSA Fibronektin Kollagen | Kollagen IV
keine Metastasen unbehandelt 100 97,319 87,456 89,321
keine Metastasen Calcium 89,404 73,685 73,229 73,769
Lungenmetastasen unbehandelt 100 195,110 252,925 104,202
Lungenmetastasen Calcium 51,330 44,294 70,701 56,954
Knochenmetastasen unbehandelt 100 629,160 778,310 103,985
Knochenmetastasen Calcium 90,507 689,109 813,827 133,189
Standardfehler in % BSA Fibronektin Kollagen | Kollagen IV
keine Metastasen unbehandelt 0 1,811 7,681 10,491
keine Metastasen Calcium 2,811 2,758 1,033 10,935
Lungenmetastasen unbehandelt 0 113,583 173,020 26,339
Lungenmetastasen Calcium 10,884 6,038 10,811 22,347
Knochenmetastasen unbehandelt 0 176,374 169,896 23,295
Knochenmetastasen Calcium 1,402 218,630 250,073 29,198

Werte zu Abbildung 3.10

keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen

Mittelwert in % 100 379,073 1899,410
Standardfehler in % 24,122 202,140 743,642
Werte zu Abbildung 3.11

Mittelwert in % keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen
unbehandelt 100 100 100
2,5 mM Calcium 90,588 105,018 111,365
5 mM Calcium 86,469 107,440 204,982
10 mM Calcium 89,168 119,692 230,302
Standardfehler in % keine Metastasen Lungenmetastasen Knochenmetastasen
unbehandelt 0 0 0
2,5 mM Calcium 7,569 2,120 8,880
5 mM Calcium 12,465 15,122 89,769
10 mM Calcium 7,123 35,885 91,464
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Werte zu Abbildung 3.12

Integrin a5 pShc  pFAK  pErk
Mittelwert in %
keine Metastasen unbehandelt 100 100 100 100
keine Metastasen Calcium 106,180 46,698 105,547 37,319
Lungenmetastasen unbehandelt 141,226 36,646 82,038 41,933
Lungenmetastasen Calcium 149,062 17,241 146,352 15,179
Knochenmetastasen unbehandelt 430,140 35,567 357,249 36,785
Knochenmetastasen Calcium 317,103 34,272 422,800 23,639
Standardfehler in %
keine Metastasen unbehandelt 55,777 44,747 38,522 56,437
keine Metastasen Calcium 54,984 14,548 65,979 23,076
Lungenmetastasen unbehandelt 28,094 25,846 15,902 19,411
Lungenmetastasen Calcium 40,474 11,316 88,824 6,633
Knochenmetastasen unbehandelt 151,263 10,981 116,469 3,566
Knochenmetastasen Calcium 79,238 12,307 87,563 6,540
pAkt (T308) pAkt (S473) PTEN  Nedd4.1
Mittelwert in %
keine Metastasen unbehandelt 100 100 100 100
keine Metastasen Calcium 97,231 92,160 7,761 33,472
Lungenmetastasen unbehandelt 180,177 103,951 56,730 53,433
Lungenmetastasen Calcium 129,363 63,111 2,743 18,635
Knochenmetastasen unbehandelt 89,009 173,903 55,353 138,739
Knochenmetastasen Calcium 113,850 140,323 1,053 60,090
Standardfehler in %
keine Metastasen unbehandelt 29,165 45,776 32,741 31,426
keine Metastasen Calcium 26,566 51,944 6,154 10,766
Lungenmetastasen unbehandelt 49,215 17,616 29,781 29,770
Lungenmetastasen Calcium 16,452 30,029 0,619 4,722
Knochenmetastasen unbehandelt 31,497 43,092 13,901 67,547
Knochenmetastasen Calcium 19,688 56,463 0,793 15,761
Werte zu Abbildung 3.13
Mittelwert in % pErk p-p38a pPLCyl pJNK
keine Metastasen unbehandelt 100 100 100 100
keine Metastasen Calcium 28,417 46,122 82,846 58,871
Knochenmetastasen unbehandelt 32,431 86,552 85,120 81,708
Knochenmetastasen Calcium 42,550 140,064 120,380 115,499
Mittelwert in % p-c-Jun pPaxillin pAkt (S473)pAkt (T308)
keine Metastasen unbehandelt 100 100 100 100
keine Metastasen Calcium 88,510 86,054 68,960 78,588
Knochenmetastasen unbehandelt 96,393 70,763 496,834 90,606
Knochenmetastasen Calcium 128,989 109,916 662,248 133,702
Werte zu Abbildung 3.14
Median Integrin a5 pShc pFAK pErk pAkt
keine Metastasen 0,862 1,243 0,721 1,697 1,017
Lungenmetastasen 1,009 0,846 0,615 2,205 1,197
Knochenmetastasen 1,287 1,221 0,652 2,611 1,974
Werte zu Abbildung 3.15
Median Integrin a5  pShc pFAK pErk pAkt
keine Metastasen 0,686 1,715 0,730 1,976 1,300
Lungenmetastasen 1,573 1,135 0,742 3,128 1,342
Knochenmetastasen 2,004 0,973 0,552 2,184 1,869

PTEN
1,484
1,281
1,201

PTEN
0,879
0,951
0,654
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Werte zu Abbildung 3.16

MTT

Mittelwert in %

keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardabweichung in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen
Kristallviolett

Mittelwert in %

keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardabweichung in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen

Werte zu Abbildung 3.17

Alamarblau

Mittelwert in %

keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardabweichung in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen
Kristallviolett

Mittelwert in %

keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardabweichung in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen

Werte zu Abbildung 3.19

MTT

Mittelwert in %

keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardabweichung in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen
Kristallviolett

Mittelwert in %

keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardabweichung in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen

Werte zu Abbildung 3.21

Mittelwert in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen
Standardfehler in %
keine Metastasen
Knochenmetastasen

unbehandelt 0,5 uM NPS
100 101,154

100 121,793
unbehandelt 0,5 uM NPS
11,961 11,263
5,270 5,092
unbehandelt 0,5 uM NPS
100 107,600

100 98,293
unbehandelt 0,5 uM NPS
4,281 8,012
14,727 8,139

unbehandelt 0,5 uM NPS
100 86,279

100 105,310
unbehandelt 0,5 uM NPS
38,157 20,189
2,497 5,774
unbehandelt 0,5 uM NPS
100 103,145

100 104,131
unbehandelt 0,5 uM NPS
5,090 2,363

5,651 13,486

unbehandelt 0,5 uM NPS
100 99,512

100 93,778
unbehandelt 0,5 uM NPS
0 4,890

0 5,801
unbehandelt 0,5 uM NPS
100 97,780

100 104,849
unbehandelt 0,5 uM NPS
0 3,780

0 6,073

unbehandelt 5 mM Calcium
100 98,454

100 102,571
unbehandelt 5 mM Calcium
0 16,491

0 21,396

1 pM NPS
96,104
110,280

1 pM NPS
4,480
3,475

1 pM NPS
103,729
98,415

1 pM NPS
1,793
13,425

1 pM NPS
94,343
103,049

1 pM NPS
19,521
2,084

1 UM NPS
106,503
100,602

1 UM NPS

7,945
5,744

1 pM NPS
88,565
90,362

1 pM NPS

4,719
4,076

1 UM NPS
95,029
102,218

1 pM NPS
4,194
3,722

5 uM NPS
123,945
19,295

5 uM NPS
49,019
5,783

5uM NPS 10 uM NPS
84,367 78,716
113,158 112,582
5uM NPS 10 uM NPS
5,043 10,840
3,878 7,189
5puM NPS 10 uM NPS
100,641 105,173
91,650 89,232
5puM NPS 10 uM NPS
4,249 9,229
5,534 0,775
5puM NPS 10 uM NPS
91,939 83,600
99,908 97,779
5uM NPS 10 uM NPS
13,505 2,295
0,000 0,000
5uM NPS 10 uM NPS
104,242 106,470
101,664 97,935
5uM NPS 10 uM NPS
5,958 3,269
6,143 7,571
5uM NPS 10 uM NPS
70,013 50,811
78,498 70,327
5uM NPS 10 uM NPS
4,776 3,055
11,460 19,703
5uM NPS 10 uM NPS
92,765 89,688
101,388 95,923
5puM NPS 10 uM NPS
1,777 5,755
6,198 2,704

100 pM NPS
4,545
9,293
100 pM NPS
0,433
0,493

100 uM NPS
107,065
61,987

100 uM NPS
2,854

2,044

100 pM NPS
72,734
49,941

100 pM NPS
14,839

1,100

100 uM NPS
71,908
38,640

100 uM NPS
13,814

4,000

100 pM NPS
8,938
11,316

100 pM NPS
2,557

1,182

100 uM NPS
33,645
42,901

100 pM NPS
12,498

3,219

5 mM Calcium + 5 pM NPS
132,332

47,239

5 mM Calcium + 5 uM NPS
37,852

8,243
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Werte zu Abbildung 3.22

Mittelwert in % unbehandelt 5 mM Calcium 5 pM NPS 5 mM Calcium + 5 uM NPS
keine Metastasen 100 92,746 94,023 80,651
Knochenmetastasen 100 109,495 95,151 100,457
Standardfehler in % unbehandelt 5 mM Calcium 5 pM NPS 5 mM Calcium + 5 uM NPS
keine Metastasen 0 7,537 10,577 7,076
Knochenmetastasen 0 1,622 4,632 5,327
Werte zu Abbildung 3.23
Median in % pAkt (T308) pAkt (S473) pErk PTEN
keine Metastasen unbehandelt 100 100 100 100
keine Metastasen NPS 86,048 93,679 146,082 82,908
keine Metastasen NPS+Calcium 84,673 88,740 138,663 66,306
Knochenmetastasen unbehandelt 89,009 121,475 104,372 55,353
Knochenmetastasen NPS 58,295 99,248 20,140 52,485
Knochenmetastasen NPS+Calcium 69,900 80,635 22,785 49,072
Standardfehler in %
keine Metastasen unbehandelt 29,165 28,867 18,450 32,741
keine Metastasen NPS 34,572 11,970 31,089 19,283
keine Metastasen NPS+Calcium 24,446 25,991 19,071 14,318
Knochenmetastasen unbehandelt 25,717 21,252 46,489 13,901
Knochenmetastasen NPS 10,674 33,390 6,427 8,878
Knochenmetastasen NPS+Calcium 15,647 30,932 0,235 9,973
Werte zu Abbildung 3.24
A-498 786-O Dibo RC-1
relative Einheiten 0,164 0,005 0,292 0,101
Werte zu Abbildung 3.25
A-498 786-0O Dibo RC-1
Mittelwert 241,667 610,5 674,667 693,417
Standardfehler 29,122 90,631 73,757 84,848
Werte zu Abbildung 3.26
A-498 786-O Dibo RC-1
Mittelwert 9,5 2,25 19 12,792
Standardfehler 4,219 1,837 3,810 4,525
Werte zu Abbildung 3.27
Mittelwert in % A-498 786-0O Dibo RC-1
unbehandelt 100 100 100 100
2,5 mM Calcium 97,293 99,779 131,776 133,893
5 mM Calcium 103,397 97,024 313,290 92,964
10 mM Calcium 104,759 101,039 360,999 128,078
Standardfehler in % A-498 786-0 Dibo RC-1
unbehandelt 0 0,000 0 0
2,5 mM Calcium 1,221 0,479 1,241 3,846
5 mM Calcium 4,072 1,164 45,834 14,315
10 mM Calcium 5,245 0,510 19,293 4,010
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Werte zu Abbildungen 3.28

Median

A-498 unbehandelt

A-498 Calcium

786-0O unbehandelt

786-O Calcium

Dibo unbehandelt

Dibo Calcium

RC-1 unbehandelt

RC-1 Calcium

Werte zu Abbildung 3.29

Sunitinib
unbehandelt
1uM

5uM

10 uM
Sorafenib
unbehandelt
1uM

5 uM

10 pM
Pazopanib
unbehandelt
1 M

5 UM

10 pMm

50 uM

Werte zu Abbildung 3.30

Sunitinib
unbehandelt
1uM

5 uM

10 uM
Sorafenib
unbehandelt
1 uM

5uM

10 pMm
Pazopanib
unbehandelt
1uM

5uM

10 uM

50 uM

Integrin a5

0,509

0,150

0,580

0,686

0,904

0,849

0,960

0,955

MW

786-0O A-498
100 100
145 89
105 112
49 82

786-0O A-498
100 100
31 109
1 51
0 14

786-0O A-498
100 100
106 117,5
103 117,3
88,9 86
80 84,1

MW

786-0O A-498
100 100
88,4 82,14
77,52 55,19
70,1 66,21

786-0O A-498
100 100
98,58 131,38
81,22 67,98
64,35 38,69

786-0O A-498
100 100
98,84 106,4
102,37 96,16
103,96 92,03
32,17 65,55

pShc
2,542
2,260
2,618
2,454
2,194
2,198
1,797
1,632

Dibo

100

84

77

81
Dibo

100

90

56

23
Dibo

100

93

99

96

79

Dibo
100
88,62
84,56
75,52

Dibo
100
137
101
58

Dibo
100
88,14
83,42
77,48
64,29

pFAK
0,209
0,183
0,964
0,740
0,432
0,749
0,714
1,009

RC-1
100
46
57
22

RC-1
100
49,2582
0,78188
0

RC-1
100
98,1
102,3
67,7
64,9

RC-1
100
104,67
114,78
107,45

RC-1
100
105,01
46,85
57,66

RC-1
100
113,22
90,3
85,77
68,06

pErk
1,317
1,961
1,233
1,424
1,141
1,292
0,649
0,974

Stabw
786-0O
27
10
28
4
786-0
27
12
1
0
786-0
0
4,1
52
1,8
3,6

Stabw

786-O
1,25
4,77
2,28
3,87

786-0O
4,37
1,45
10,69
12,17

786-O
0
5,61
8,86
1,82
9,98

pAkt
0,630
1,089
0,905
0,917
0,327
0,855
0,197
0,495

11,9

A-498
4,85
7,44

10,42
7,79

A-498
3,36
7,54

8,9
12,17
A-498

2,18
8,06
5,76
15,35

PTEN
1,239
0,709
0,063
0,043
0,823
0,633
0,480
0,298

Dibo

10
12
Dibo

12

(o2 o))

Dibo

oo b O OO

Dibo
5,76
7,53

4.4
1,22

Dibo
12,1
2,11
5,75

7,4

Dibo

4,97
9,25
4,01
4,85

RC-1

RC-1
9,72
1,57
1,31
4,99

RC-1
3,53
2,65
6,23
5,62

RC-1

15,64
12,12

7,72
16,48
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