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[.1. Das Fibronektin

Fibronektin (FN) ist ein groRes Glykoprotein (ca. 500 kDa) mit einer vielfachdomanen Struktur,
welches ubiquitar in Geweben, auf Zelloberflachen, im Plasma und anderen Korperflissigkeiten
vorkommt. Der Name Fibronektin wurde von den lateinischen Begriffen fibra (Faser) und nectere
(verknlpfen) abgeleitet und deutet auf die Funktionalitat des Proteins hin [1, 2]. Fibronektin kann
in zwei Varianten vorliegen, als I6sliche Form im Plasma (Konzentration: 300 pg/ml) und als un-
I6sliche Variante in der extrazellularen Matrix [3]. Plasmafibronektin (pFN) wird von den
Hepatozyten der Leber gebildet, wohingegen das zellulare Fibronektin (cFN) vor allem von
Fibroblasten exprimiert wird. Aber auch andere Zelltypen wie Endothelzellen, Epithelzellen,
Myoblasten, Chondrozyten, Granulozyten, Makrophagen und Osteoblasten sezernieren zellulares
Fibronektin, das als fibrillares Netzwerk zur Strukturbildung der extrazellularen Matrix beitragt
[1, 4]. Fibronektin interagiert mit einer groRen Anzahl an Makromolekilen, einschliel3lich den
Komponenten des Zytoskeletts, der extrazellularen Matrix (EZM), zirkulierender Bestandteile der
Blutgerinnung, Akutphasen-Proteine, Teile des Komplementsystems und mit Zelloberflachen-
Rezeptoren diverser Zellen. Es konnten Bindedomanen flir Kollagen, Fibrin, Fibrinogen, Heparin,
DNA, Aktin und zahlreiche weitere Proteine identifiziert werden [5]. Fibronektin ist an einer Viel-
zahl wichtiger Funktionen involviert, wie der Wundheilung, der Zelladhasion, der Blutgerinnung,
der Zelldifferenzierung, der Apoptose, der onkogenen Transformation sowie der Metastasierung
und Migration von Zellen [1, 6, 7]. Eine essentielle Rolle von Fibronektin wahrend der Embryoge-
nese wurde durch die Tatsache bekraftigt, dass Mauseembryonen, deren Fibronektin-Gen inakti-
viert wurde, etwa 8,5 Tage nach Gestation in utero versterben. Die embryonalen Schadigungen
sind assoziiert mit schwerwiegenden Defekten mesodermaler Strukturen, wie Abwesenheit der
Somiten und des Notochord, als auch Entwicklungsdefekte des Herzens und des

Vaskularsystems [8].

.1.1. Struktur des Fibronektins

Fibronektin ist ein extrazellulares Glykoproteindimer, bestehend aus zwei nahezu identischen
Untereinheiten (ca. 250 kDa), die Uber zwei Disulfidbriicken an ihrem C-Terminus kovalent ver-
bunden sind [5]. Jedes Monomer setzt sich aus 3 unterschiedlichen Homologie-Regionen oder

Modulen zusammen, die Uber kurze Aminosauresequenzen perlschnurartig verknlpft sind. Die
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einzelnen Module bilden voneinander unabhéangig gefaltete Einheiten oder strukturelle Domanen,
die ca. 90% der Aminosauresequenz des Fibronektins ausmachen. Die funktionellen Doméanen
werden meist durch ihre Bindungseigenschaften definiert und entstehen aus der Kombination un-
terschiedlicher Module [5, 9]. Die aminoterminalen und carboxyterminalen Regionen werden von
12 Typ I-Modulen, bestehend aus ca. 40 Aminosaureresten, gebildet und sind vorwiegend an der
Bindung von Fibrin und Kollagen beteiligt. Die Typ lI-Module umfassen jeweils 60 Aminosauren
und sind ebenfalls an der Bindung von Kollagen beteiligt. Das am haufigsten auftretende Typ llI-
Modul beinhaltet die RGD-Sequenz (steht flir die Aminosauren Arginin, Glycin und Asparaginsau-
re), die die Bindung an Zelloberflachen-Rezeptoren ermdglicht, sowie weitere Bindungstellen flr
Integrine und Heparin. Abhangig von Gewebetyp und zellularen Gegebenheiten setzt sich Fibro-
nektin aus 15-17 Typ llI-Modulen (ca. 90 Aminosauren) zusammen [5, 9]. Fibronektin ist ein
Glykoprotein, welches je nach Zell-Ursprung einen Kohlenhydrate-Anteil von 4-10% aufweisen
kann. Glykosylierungen sind in erster Linie bei Typ IlI-Modulen und der Kollagen Bindedomane
zu finden (Abb. 1.1). Die physiologischen Funktionen der Glykosylierungen sind noch nicht voll-
standig geklart, zumindest stabilisieren sie Fibronektin gegen Hydrolyse und modulieren die Affi-

nitat gegeniber bestimmten Substraten [5, 10].

ZeIIen Il
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Heparin | Kollagen
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ca. 40 Aminosauren ca. 60 Aminosauren ca. 90 Aminosauren . .
SpleiBvarianten

Abbildung I.1: Struktur und Bindungsdomaénen eines Fibronektin-Monomers

Schematische Darstellung der Domanenstruktur eines Fibronektin-Monomers (ca. 250 kDa). Das Molekiil setzt
sich aus wiederholenden Einheiten dreier unterschiedlicher Module zusammen (Typ I, Typ Il und Typ Ill). Die
Untereinheiten sind an ihrem carboxyterminalen Ende Uber 2 Disulfidbriicken miteinander verbunden. Das Vor-
handensein der variablen Region und der Typ lll-Module EDA (Extra-Domane-A) und EDB (Extra-Doméne-B)
wird durch alternatives SpleiRen der pre-mRNA reguliert. Die funktionalen Domanen sind durch die entsprechen-
den Bindungspartner gekennzeichnet. Des Weiteren sind die Aminosauresequenzen, die Interaktionen mit Zell-
oberflachen-Rezeptoren ermdglichen, und mdgliche Glykosylierungsstellen abgebildet (schematische Darstellung
in Anlehnung an [1, 5, 11]).

.1.2. Die Isoformen des Fibronektins

Obwohl Fibronektin das Produkt eines einzelnen Gens darstellt, kann das Protein in verschiede-

nen Isoformen vorliegen, die durch alternatives SpleiRen der Prakursor-mRNA (pra-mRNA) er-

2
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zeugt werden [12, 13]. Neben den verschiedenen Isoformen sind auch posttranslationale Modifi-
kationen, wie Glykosylierungen, bekannt. Durch die vielfaltigen Modifikationen ist es mdglich,

dass Fibronektin die unterschiedlichsten Funktionen im Organismus erfilllt.

[.1.2.1. Alternatives Spleif3en der Fibronektin pr&-mRNA

Auf Proteinebene unterscheiden sich die einzelnen Isoformen hauptséachlich in 3 Bereichen von-
einander. Die Exon-Regionen der Typ llI-Module der Extra-Doméane-A (EDA; alternative Termini
EIlIA oder EDI) und der Extra-Domane-B (EDB; alternative Termini EllIB oder EDII) werden ent-
weder aus dem primaren RNA-Transkript entfernt oder verbleiben in der RNA und folglich im Pro-
tein [14, 15]. Die dritte Region, die durch alternatives Spleilen modifiziert wird, befindet sich in
einem nicht homologen Abschnitt und wird als variable Region oder IlICS (engl. type-lli
connecting segment) bezeichnet. Die strukturellen Variationen dieses Bereichs sind bei Weitem
komplexer, da diese Region zusatzlich abschnittsweise an- bzw. abwesend sein kann. Die vari-
able Region setzt sich aus 3 unterschiedlich langen Aminosaure-Abschnitten zusammen. Durch
deren Entfernen oder Verbleiben kdnnen beim Menschen alleine durch alternatives Splei3en der
variablen Region 5 unterschiedliche Isoformen erzeugt werden [16]. Unter Beriicksichtigung der
Varianten, die durch posttranskriptionale Modifikationen der EDA und EDB Module entstehen,

kénnen beim Menschen 20 verschiedenen Fibronektin-Monomere generiert werden [5].

.1.2.2. Posttranslationale Modifikationen

Posttranslationale Modifikationen, wie Glykosylierungen, stabilisieren Fibronektin vermutlich ge-
gen Hydrolyse und modulieren die Affinitat gegenlber bestimmter Substrate [10]. Des Weiteren
sind Interaktionen der Kohlenhydratstrukturen mit spezifischen Zelloberflachenrezeptoren denk-
bar, indem neue Bindungstellen bereitgestellt werden. Der Kohlenhydrat-Anteil variiert je nach
Zellursprung und Zusammensetzung der Fibronektin-Isoformen zwischen 4 und 10% [5]. Plasma-
fibronektin weist einen Glykosylierungsgrad von 4-5% auf [17], wohingegen Fibronektin, welches
aus amniotischer Flissigkeit isoliert wurde, Uber einen Kohlenhydrat-Anteil von 9-10% verfligt
[18]. Bisweilen konnten 7 unterschiedliche Glykosylierungsstellen identifiziert werden, die Uber
Stickstoffatome verknipft werden (Abb. 1.1). Zumindest zwei weitere Kohlenhydratstrukturen

werden hingegen Uber ein Sauerstoffatom gebildet [19].

Die Charakterisierung einer weiteren Fibronektin-lsoform erfolgte mit Hilfe des Antikdrpers
FDC-6, der eine spezielle Glykosylierung innerhalb des Fibronektins erkennt [20]. Das FDC-6"
Fibronektin wird vorwiegend von Tumoren und fétalen Zellen synthetisiert und wird aus diesem

Grund als onkofétales Fibronektin (oFN) bezeichnet [21].
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[.1.2.3. Bedeutung der Fibronektin-lIsoformen fur den Organismus

Die Isoformen kdnnen spezielle Unterschiede, bezogen auf Loslichkeit, Zelladhasion und Ligan-
den-Bindungseigenschaften, aufweisen. Auf diese Weise kann die Zusammensetzung der extra-
zelluldren Matrix gewebespezifisch, auf zellularer Ebene, reguliert werden. Die verschiedenen
Isoformen des Fibronektins werden zum Einen abhangig vom zugrunde liegenden Zelltyp und

zum Anderen abhangig vom Entwicklungsstadium gebildet.

Aulerdem spielen die unterschiedlichen Fibronektin-Isoformen bei transformierten Zellen und
malignen Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle. Veranderte Splei3-Muster der Fibronektin pra-
mRNA flhren zu einer UbermaRigen Expression der Isoformen, die die Bereiche IlICS, EDA und
EDB beinhalten [22-26].

1.1.2.3.1. Die EDA-Doméane

Fibronektin, welches die EDA-Domane enthalt, wird vorwiegend in stark proliferierenden Gewe-
ben gebildet, beispielsweise wahrend der Embryonalentwicklung [27]. In adultem Gewebe wird
EDA" Fibronektin vor allem bei der Wundheilung exprimiert [28]. Dariiber hinaus konnte es eben-
falls mit malignen Krebserkrankungen, z.B. der Leber, assoziiert werden [25]. EDA" Fibronektin
kann die Zelladhasion [29] sowie die Motilitat von Zellen erhéhen [30]. Mdglicherweise wirkt EDA-
haltiges Fibronektin férdernd auf die Metastasierung von Tumorzellen, da es in vitro die Migrati-
onsfahigkeiten bestimmter Tumorzelllinien erhdhte. Dabei stimulierten die Wachstumsfaktoren
TGF-B (engl. ,transforming growth factor-B“) und HGF (engl. ,hepatozyte growth factor”) durch
eine Synergiewirkung die tumorzellspezifische EDA-Synthese und in der Folge die Motilitat [30].
DemgemaR wurden durch die Uberexpression von EDA" Fibronektin die Zellausbreitung, die
Zellmigration und die Zelladhasion intensiviert. Die verstarkte Motilitat und Zelladhasion von
EDA" Fibronektin wird durch eine erhdhte Bindungsaffinitdt zu dem Integrin asB; hervorgerufen
und nicht wie zuvor vermutet durch eine EDA spezifische Zell-Bindungsdomane [31]. Die erhdhte
Bindungsaffinitat der EDA-Domane zu dem Fibronektin-Rezeptor asB4 stimuliert aulerdem das
Fortschreiten des Zellzyklus, indem intrazellulare Signaltransduktionswege aktiviert werden. Dies
erklart ebenfalls die erhéhte Produktion an EDA” Fibronektin in embryonalem Gewebe und Tu-
morgewebe. Das alternative Spleilen der EDA-Region kann somit das hoch proliferative Potenti-
al von Zellen in solchen Geweben unterstitzen [32]. AuRerdem konnte mittels diverser Verfahren
ein Einfluss der EDA-Doméane bei Gewebeverletzung und Entziindungsvorgangen [33, 34], Zell-
differenzierung [35, 36], zytokinabhangige Expression von Matrixmetalloproteasen [37], Protein-

sekretion [38], Matrixaufbau [39] und Dimerisierung [40] gezeigt werden.
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EDA" Fibronektin konnte auch bei verschiedenen menschlichen Krankheiten nachgewiesen wer-
den. Chronische Hepatitis C, eine durch das Hepatitis-C-Virus verursachte Infektionskrankheit,
kann zur Leberschadigung (Leberfibrose) flihren. In diesem Krankheitszustand produzieren akti-
vierte hepatische Sternzellen EDA" Fibronektin-Isoformen. Dabei korrelieren die Menge der [6sli-
chen Fibronektin-Isoformen mit dem Grad der Leberfibrose [41]. Ferner konnten erhéhte Mengen
an EDA’ Fibronektin im Plasma und/oder betroffenen Geweben von Patienten, die an Schuppen-
flechte [42], rheumatoider Arthritis [43], Diabetes mellitus [44], Sepsis (Blutvergiftung durch Infek-

tionserreger) [33] und Krebserkrankungen [25] litten, festgestellt werden.

1.1.2.3.2. Die EDB-Doméane

Detaillierte Strukturvergleiche der EDB-Domane mit anderen Typ lll-Modulen ergaben, dass
EDB" Fibronektin deutliche Unterschiede entsprechender Schleifen-Strukturen aufweist. Diese
haben erhebliche Veranderungen der relativen Orientierung von benachbarten Domanen zur Fol-
ge [45]. Die Konformationsanderungen, die mit der Anwesenheit der EDB-Domane einhergehen,
exponieren Aminosauresequenzen, die normalerweise verborgen sind. Dies wird durch die spezi-
fische Bindung eines monklonalen Antikorpers bestatigt, der die native Form des EDB-

beinhaltenden Fibronektins erkennt [46].

EDB" Fibronektin wird, wie zuvor fiir EDA beschrieben, ebenfalls vermehrt in stark proliferieren-
den Geweben gebildet. So wird EDB* Fibronektin in groRer Menge wahrend der Embryonalent-
wicklung [47], der Wundheilung [48] und der tumorspezifischen Angiogenese (Blutgefalbildung)
[49] synthetisiert. EDB" Fibronektin ist in adulten Geweben und vollentwickelten BlutgefaRen wei-
testgehend abwesend, wohingegen es in regenerierenden Geweben und im Umfeld entstehender
BlutgefalRe haufig auftritt [50, 51]. EDB" Fibronektin wird bei der durch Tumore induzierten Ge-
falneubildung exprimiert und kann in der Nahe dieser neovaskularen Strukturen vermehrt auftre-
ten. Aus diesem Grund wird EDB" Fibronektin auch als Marker fiir die Angiogenese betrachtet
[52]. Dieses selektive Expressionsmuster wurde mehrfach flr unterschiedliche Tumortypen ge-
zeigt, wie fir invasive duktale Karzinome [53] oder Gehirntumore [52]. Die induktive Formation
neuer BlutgefaRe (Angiogenese; Abschnitt 1.2.3.5.) ist der wichtigste Schritt, um die essentielle
Versorgung solider Tumore mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu gewahrleisten. Ein mdglicher The-
rapieansatz, der noch weiter entwickelt werden sollte, ware, dass Antikérper, die spezifisch die
EDB-Domaéane erkennen, toxische Molekiile in Bereichen neovaskularer Strukturen freisetzen und

somit das Tumorwachstum blockieren [54].

Obwohl das EDB-Exon bereits vor mehr als 20 Jahren entdeckt wurde, bleiben die genauen bio-
logischen Funktionen von Fibronektin-lsoformen, die diese Domane beinhalten, unklar. Knockout-

mause, die nicht dazu in der Lage waren, die EDB-Domaéane zu bilden, zeigten in vivo keine offen-
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sichtlichen Anderungen beziiglich des Phanotyps [55]. Zumindest konnte in vitro ein geringer Ef-
fekt auf die Proliferation und den Matrixaufbau von embryonalen Fibroblasten, die aus den EDB-
Knockoutmausen isoliert wurden, nachgewiesen werden. Die Zellen wuchsen verlangsamt und
produzierten Fibronektinfibrillen, die im Vergleich zu normalen embryonalen Fibroblasten kurzer

und diinner waren [55].

Interessanterweise flhrte die kombinierte Ausschaltung der Domanen EDA und EDB aufgrund
deutlicher Defekte bei der GefaRbildung zum Absterben der Mauseembryonen [56]. Diese Studi-
en zeigten, dass die EDA- und EDB-Doméanen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Herz-
Kreislaufsystems einnehmen, jedoch die Anwesenheit einer der beiden fir einen normalen Ent-

wicklungsverlauf ausreichend ist [57].

1.1.2.3.3. Die variable Region

Das lI6sliche Plasmafibronektin wird als Heterodimer sezerniert und zumindest eine Untereinheit
muss die variable Region beinhalten. Homodimere, bei denen die variable Region vollstandig
fehlt, werden zwar synthetisiert, vermutlich aber zu einem frilhen Zeitpunkt wieder degradiert
(Knorpelgewebe ausgenommen) [58]. Demgegeniiber enthalt das zellulare Fibronektin der
Fibroblasten Ublicherweise in beiden Monomeren die variable Region. Vermutlich liefert diese
strukturelle Abweichung die Begriindung fir die Unterschiede bezuglich der Vernetzung von
Plasmafibronektin, bzw. zelluldrem Fibronektin mit Fibrin wahrend der Blutgerinnung. Hierbei ist

sowohl die Verknipfungsart, als auch die Effizienz der Vernetzung betroffen [59].

1.1.3. Aufgaben und Funktion des Fibronektins

.1.3.1. Fibronektin-Zell Interaktionen

Die Wechselwirkungen zwischen dem Fibronektin und verschiedenen Zelltypen sind fir unter-
schiedliche Prozesse von grolder Bedeutung. So haben diese Interaktionen Auswirkungen auf die
Adhasion, die Proliferation, die Differenzierung und die Migration von Zellen [1]. Hierbei spielen
Integrine eine wichtige Rolle. Integrine sind heterodimere Zelloberflaichenproteine, die eine zent-
rale Rolle bei den Zell-Zell und Zell-Matrix-Wechselwirkungen einnehmen. Bislang konnten 11
unterschiedliche Integrine identifiziert werden, die die Fahigkeit besitzen, an Fibronektin zu bin-
den [60].
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Die zentrale Zellbindungsdoméane des Fibronektins beinhaltet die RGD-Sequenz und ist im zehn-
ten Typ llI-Module lokalisiert (Abb. 1.1). Die RGD-Sequenz ist ein weit verbreitetes Bindungsmotiv
und kommt u. a. in den Proteinen Osteopontin, Kollagen, Fibrillin und Vitronektin vor [61-63]. Das
RGD-Motiv des Fibronektins wird von den Integrinen asf¢, agBq, agfB¢, dem thrombozyten-
spezifischen Integrin a;,B3 und allen Mitgliedern der a, Unterfamilie erkannt [64, 65]. Eine Beson-
derheit des Integrins asf3 ist, dass es eine weitere Bindungsstelle, die PHSRN-Sequenz (Prolin-
Histidin-Serin-Arginin-Asparagin), in dem benachbarten [1I-9 Modul des Fibronektins erkennt und

durch diese Synergiewirkung eine erhéhte Bindungsaffinitat erlangt [66, 67].

Des Weiteren konnten Integrin Bindungsstellen in der variablen Region und der EDA-Doméne
identifiziert werden. Aus diesem Grund kdnnen bestimmte Zellinteraktionen mittels alternativem
SpleiRen reguliert werden. Die EDA-Domane ermdglicht die Bindung der Integrine as31 und ogB4
[64, 68]. Die variable Region kann Uber die Aminosauresequenzen LDV (Leucin-Asparaginsaure-
Valin) und REDV beim Menschen (Arginin-Glutaminsaure-Asparaginsaure-Valin) [69, 70], bzw.
der homologen Sequenz RGDV (Arginin-Glycin-Asparaginsaure-Valin) bei der Ratte [71], mit den
Integrinen a4B+1 und a4B7 interagieren. Neben den Integrinen sind weitere Zelloberflachenrezepto-
ren bekannt, die mit Fibronektin in Wechselwirkung treten. Hier lassen sich beispielsweise der

Hyaluronsaure-Rezeptor CD44 [72] oder das Syndecan-4 nennen [73].

[.1.3.2.  Antiapoptotische Wirkungsweise von Fibronektin

Zellen sind Uber diverse molekulare Mechanismen untereinander und mit der umgebenden extra-
zelluldren Matrix verbunden. Diese Interaktionen sichern die Proliferation und das Uberleben der
Zellen. Ein Unterbinden dieser notwendigen Wechselwirkungen kann zum Erliegen des Zellzyklus
fuhren und/oder den kontrollierten Zelltod (Apoptose) einleiten. Fibronektin ist dazu in der Lage,
Uber zahlreiche Bindungsstellen mit Integrinrezeptoren unterschiedlicher Zellen zu interagieren.
Dabei kdnnen Signaltransduktionswege initiiert werden, die in der Folge antiapoptotisch wirken.
So konnte die Bindung des Integrins asf34 an die RGD-Sequenz von Fibronektin die Apoptose von
CHO-Zellen (engl. ,chinese hamster ovary“) in vitro verhindern. In diesem Zusammenhang wurde

eine erhohte Expression des antiapoptotisch wirkenden Proteins Bcl-2 beobachtet [74].

Des Weiteren konnte eine antiapoptotische Funktionsweise von Plasmafibronektin nachgewiesen
werden. Mausen, denen experimentell eine Ischamie (Minderdurchblutung eines Gewebes) im
Gehirn erzeugt wurde, wiesen in Abwesenheit von Plasmafibronektin grofere nekrotische Berei-
che auf, als die entsprechenden Kontrollen. Die Autoren folgerten ebenfalls, dass Plasmafibro-
nektin Uber Interaktionen mit Integrinen und der daraus resultierenden Aktivierung interner

Signaltransduktionswege die Zellen vor der Apoptose bewahrt [3, 75].
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[.1.3.3.  Matrixbildung

1.1.3.3.1. Aufbau eines funktionalen Fibronektin-Netzwerkes

Fibronektin ist dazu in der Lage, mit sich selbst zu interagieren und auf diese Weise ein fibrillares
Netzwerk auszubilden. Zusatzlich diffundiert das aus der Blutzirkulation stammende I6sliche
Plasmafibronektin in das Gewebe und wird dort in das fibrillare Netzwerk eingebaut [76, 77]. Die-
ser Prozess wird maf3geblich durch Zellinteraktionen vorangetrieben, wobei Integrine eine zentra-
le Rolle einnehmen [4]. Fibronektin-Fibrillen besitzen Bindungstellen flir zahlreiche Komponenten
der extrazellularen Matrix. Diese beeinflussen wiederum die Anordnung diverser Matrix-Proteine,
wie Kollagen | und lll, Fibulin-1, Fibrinogen, Thrombospondin-1, LTBP-1 (engl. ,latent transform-
ing growth factor-B binding protein-1“), Decorin und Biglycan. Auf diese Weise tragt Fibronektin
maldgeblich zur strukturgebenden Wirkung der extrazellularen Matrix bei [60, 78]. Fibronektin-
Fibrillen vermitteln auch die Zelladhasion, z.B. Uber Integrine und die damit verbundene
Signaltransduktion, die wiederum die Zellmigration, die Zellproliferation und/oder die Apoptose
beginstigt [79, 80]. Darliber hinaus steuert Fibronektin die Verfligbarkeit von Wachstumsfakto-
ren. Beispielsweise reguliert Fibronektin die Aktivierung gebundener Komplexe, wie es bereits fir

TGF-B gezeigt werden konnte [81].

Integrine kénnen in einer niedrig affinen (inaktiven) oder in einer hoch affinen (aktiven)
Konformation vorliegen [82]. In Geweben exprimieren Zellen aktivierte Integrinrezeptoren, die
Fibronektin hoch affin binden. Dabei werden tber Wechselwirkungen mit dem Aktinzytoskelett
mechanische = Zugspannungen aufgebaut, die zur Streckung des gebundenen
Fibronektinmolekils flihren. Die Dehnung des Fibronektins hat zur Folge, dass verborgene
Bindungstellen, die der Selbstassoziation dienen, verfiigbar werden. Auf diese Weise werden
weitere Fibronektinmolekile gebunden und eine Art Kettenreaktion ausgeldst, die sich letztend-
lich in der Formation der Fibrillen duf3ert [83, 84]. AuRerdem koénnten durch diese mechanische
Streckung der Fibronektin-Fibrillen weiter verborgene Motive exponiert werden, die spezifische

Interaktionen und Funktionen vermitteln [85].

1.1.3.3.2. Einfluss von Fibronektin auf die Wundheilung und Hamostase

Hamatopoetische Zellen, die sich in der Blutzirkulation befinden, exprimieren Integrine in einer
inaktiven Konformation. Dies verhindert die Bindung an Plasmafibronektin und somit die Formati-
on der Fibronektin-Fibrillen. Sobald die Integrine jedoch in der hoch affinen Konformation vorlie-
gen, z.B. wenn Thrombozyten aufgrund einer Gefaf3verletzung aktiviert werden, wird Plasmafib-

ronektin gebunden und es kommt zum Aufbau der Fibronektin-Fibrillen. Diese Fibrillen werden
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beispielweise flir die Stabilitat und die Entstehung eines Thrombus (Blutpfropf) wahrend der Ha-
mostase (Blutstillung) bendtigt [86, 87]. Der Thrombus, der im Zuge der Blutgerinnung entsteht,
setzt sich vorwiegend aus Thrombozyten, Leukozyten sowie einem Netzwerk aus Fibronektin und
Fibrin zusammen [87, 88]. Die kovalente Bindung zwischen Fibronektin und Fibrin wird durch den
Blutgerinnungsfaktor Xllla vermittelt [89]. Die auf diese Weise entstandene Matrix kann der Ad-
hasion von Zellen dienen [90, 91]. AuBerdem wird Fibronektin wahrend der Wundheilung ver-
mehrt synthetisiert und kann z.B. die Migration von Keratinozyten (hornbildende Zelle) bei der

WundschlieBung unterstlitzen, indem es als provisorische Matrix fungiert [92, 93].

1.2. Krebserkrankungen

1.2.1. Einfihrung und Begriffsbestimmung

Maligne Tumorerkrankungen sind in Deutschland nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit ca. 25%
aller Todesfalle die zweithaufigste Todesursache [94]. Unter Tumoren versteht man eine 6rtlich
umschriebene Zunahme des Gewebevolumens, hervorgerufen durch abnormes Zellwachstum
[95]. Im Gegensatz zu benignen (gutartigen) Tumoren unterscheiden sich maligne (bdsartige)
Tumore durch ihr invasives Wachstum und die Fahigkeit, fernab des Primartumors einen Streu-
herd zu bilden und andere Organe zu befallen. Der Prozess, bei dem sich Zellen vom Primartu-
mor absiedeln und zu anderen Koérperabschnitten migrieren, wird als Metastasierung bezeichnet
[96]. Maligne Tumorerkrankungen, die auch als Krebs bezeichnet werden, werden als eine Grup-
pierung von Erkrankungen erachtet. Bisweilen wurden 100 verschiedene Krebstypen klassifiziert,
wobei die charakteristischen Merkmale der Tumore durch deren Ursprungsgewebe definiert wer-
den. 85% aller Krebsarten gehen aus epithelialen Zellen hervor und werden als Karzinome be-
zeichnet. Des Weiteren wird zwischen malignen Zellen mesodermalen Ursprungs (Sarkom) und
entarteten Zellen, die aus Drisengeweben hervorgegangen sind (Adenokarzinom), differenziert
[97].

1.2.2. Krebs — eine genetische Erkrankung auf zellularer Ebene

Interessanterweise sind die meisten Krebs verursachenden Faktoren (Karzinogene) Agenzien
oder physikalische Einflisse (z.B. Strahlung). Diese sind auf Umstande zurlickzufiihren, die Ver-

anderungen der DNA-Sequenz bzw. Mutationen hervorrufen (Mutagene). Demzufolge beruht
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Krebs, wie alle genetischen Erkrankungen, auf DNA-Aberrationen. Es gibt zahlreiche Anzeichen
dafir, dass die DNA von Tumorzellen umfassende Modifikationen beinhaltet, beginnend bei
Punktmutationen bis zur Veranderung von Chromosomen, wie Deletionen, Duplikationen oder

chromosomale Translokationen.

Die zeitliche Akkumulation zellularer Mutationen ist ein mehrstufiger Prozess, der der Krebsent-
stehung zugrunde liegt. Dies erklart ebenfalls das gesteigerte Krebsrisiko im Alter und begriindet
die Zunahme an Krebserkrankungen in den letzten Jahrhunderten, in denen sich die durch-
schnittliche Lebenserwartung stark erhdéht hat. Die meisten Mutationen, die bei Tumorzellen iden-
tifiziert wurden, beruhen auf somatischen Mutationen, wobei die DNA einer somatischen Zelle
geschadigt wurde [98]. Diese genetischen Aberrationen werden wahrend der Zellteilung auf die
Tochterzellen Ubertragen, als somatische Ereignisse aber nicht auf die Nachkommen vererbt.
Demzufolge kann Krebs als eine genetische Erkrankung auf zellularer Ebene betrachtet werden.
Einzig DNA-Aberrationen der Gameten, sogenannte Keimbahnmutationen, werden auf die Nach-
kommen Ubertragen. Manche Keimbahnmutationen haben ein erhdhtes Krebsrisiko zur Folge,
sind aber an der direkten Entstehung von Krebserkrankungen eher selten beteiligt. Die geneti-
sche Disposition (genetisch bedingte Anfalligkeit fir die Ausbildung von Krankheiten) ist nur in
5% aller Falle die Ursache fir die Krebserkrankung [97, 99].

1.2.3. Schlisselmerkmale von Krebserkrankungen

Tumorzellen unterscheiden sich auf zellularer Ebene von normalen Kérperzellen durch charakte-
ristische Merkmale, die das Tumorwachstum, das Uberleben der Krebszellen und die Bildung von
Metastasen foérdern. Diese essentiellen Veranderungen zellphysiologischer Prozesse bestimmen
die maligne Transformation von Zellen und sind bei den meisten, wenn nicht bei allen humanen
Tumortypen zu finden. Typische erworbene Merkmale, die dem Tumor erlauben, unkontrolliert zu
proliferieren, sind: Autonomie bezliglich externen Wachstumssignalen, Umgehung des program-
mierten Zelltods (Apoptose), Gewebeinvasion und Metastasenbildung, Angiogenese (das Wachs-
tum neuer BlutgefaRe), Umgehung der Uberwachung durch das Immunsystem und ein uneinge-
schranktes Replikationspotential (Abb. 1.2). Aber auch eine generelle genetische Instabilitat, ab-
norme Gen-Expression und eine anormale Zell-Zell-Kommunikation beglinstigen die maligne

Transformation von Zellen [98, 100].
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Umgehung der
Apoptose

Invasion und
Metastasierung

Angiogenese

Abbildung 1.2: Erworbene funktionelle Merkmale maligner Tumorzellen

Die maligne Transformation von Zellen beruht auf essentiellen Veranderungen zellphysiologischer Prozesse. Die-
se charakteristischen funktionellen Merkmale kennzeichnen die meisten, wenn nicht alle Krebsarten und werden
durch verschiedene mechanistische Strategien erworben (schematische Darstellung in Anlehnung an [98]).

1.3. Die Rolle von Fibronektin bei Krebserkrankungen

Aufgrund der verschiedenartigen Beschaffenheit und Zusammensetzung hat die extrazellulare
Matrix diverse Funktionen im Organismus wie die Formgebung von Geweben und Organen, die
Verankerung von Zellen und die Regulierung der interzelluldren Kommunikation. Des Weiteren
dient die extrazelluldre Matrix als Reservoir fur eine Vielzahl von zelluldren Wachstumsfaktoren.
Veranderte physiologische Bedingungen kénnen zur Aktivierung von Proteasen fiihren und in der
Folge die lokale Freisetzung dieser Wachstumsfaktoren einleiten. Dies ermdglicht die schnelle
und lokale wachstumsfaktorvermittelte Aktivierung =zellularer Funktionen, ohne De-novo-

Synthese.

Das Verstandnis der Struktur und der Zusammensetzung der extrazellularen Matrix ist fur die
komplexen Vorgange der Tumorinvasion und der Metastasierung von groRer Bedeutung. Auf-
grund dessen gewinnt die extrazellulare Matrix zunehmend an Bedeutung fir die Erforschung
von Krebserkrankungen. So konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Tumorzellen, sondern
auch die Mikroumgebung das Verhalten von Tumorzellen beeinflusst. Beispielsweise flihrte die

Inokulation von Mammazellen mit malignem Potenzial (Comma-D) in eine zuvor bestrahlte Um-
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gebung zur vermehrten Tumorbildung. Im Gegensatz dazu konnte bei der Ubertragung der Tu-

morzellen in ein unbestrahltes Umfeld nur selten eine Tumorformation festgestellt werden [101].

Fibronektin ist in zahlreiche fur die Tumor-Progression wichtige Funktionen involviert, wie die
Blutgefallneubildung [102] und die Metastasierung von Tumoren [103]. Bereits zu einem frihen
Zeitpunkt konnte nachgewiesen werden, dass Fragmente, die aus der Degradation von Fibronek-
tin entstehen, die maligne Transformation von Zellen stimulieren [104]. Ferner tragt Fibronektin
zur Invasion von Tumorzellen bei, indem es die Expression und Sekretion bestimmter
Matrixmetalloproteasen erhéht und somit die Degradation der Matrix unterstiitzt [105]. Des Weite-
ren wurde beschrieben, dass Fibronektin die Migration von Tumorzellen stark stimuliert und somit
ebenfalls die Tumorinvasion unterstitzt [7]. Andererseits wurde aber auch gezeigt, dass Fibro-
nektin von den Tumorzellen abgebaut wird, und dass bestimmte Fragmente dieses Molekils

Wachstum und Metastasierung inhibieren [106].

Wahrend des Fortschreitens der Krebserkrankung wird die extrazellulare Matrix, die das Tumor-
gewebe umgibt, erheblich umgestaltet. Dies erfolgt durch die Degradation der bestehenden Mat-
rix und durch die Neusynthese von Matrixbestandteilen, die oftmals in normalen Geweben nicht
vorkommen. Fibronektin nimmt eine zentrale Rolle bei der Vermittlung dieser Matrixfunktionswei-
sen ein. Die entstehende extrazellulare Matrix hat eine fir das Tumorwachstum geeignete per-

missive und/oder instruktive Mikroumgebung zur Folge [107].

.3.1. Die metastatische Kaskade

In der Metastasierung liegt das eigentliche klinische Problem von Krebserkrankungen begriindet.
Ein Primartumor kann aus chirurgischer Sicht relativ einfach entfernt werden, wohingegen es na-
hezu unmoglich ist, zahlreiche zum Teil sehr kleine Uber den gesamten Kérper verteilte Metasta-
sen zu beseitigen. Dabei bleibt hervorzuheben, dass Uber 50% aller soliden Tumore zum Zeit-
punkt der Diagnose bereits begonnen haben zu metastasieren. Des Weiteren kdnnen tber 90%
aller krebsbezogenen Todesfélle auf einen metastasenbildenden Krankheitsverlauf zurtickgefiihrt
werden [97, 108].

Die Fahigkeit von malignen Tumorzellen, fernab des Primartumors Metastasen zu bilden, ist ein
komplexer, mehrstufiger Prozess, der in folgende Schritte unterteilt werden kann: Zun&chst
kommt es durch Veranderungen auf zellphysiologischer Ebene zu der Ablésung von Zellen aus
dem Primartumorverband. Wahrend der Invasion wird die Basalmembran degradiert und die Tu-

morzellen migrieren in die umgebende extrazellulare Matrix. AnschlieBend erfolgt die
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Intravasation in Blut- oder Lymphgefale, die den Transport der Tumorzellen zu ihrem Zielorgan
vermitteln (Abb. 1.3.).

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der metastatischen Kaskade

Eine Tumorzelle, die eine metastatische Kolonie initiiert, muss Veranderungen auf zellphysiologischer Ebene
durchlaufen, um sich aus dem Zellverband abzulésen (a), die Basalmembran zu durchdringen (b), das Gewebe-
stroma bzw. die extrazelluldre Matrix zu durchwandern (c), die lokalen Lymph- bzw. Blutgeféfie zu penetrieren
(d), im Blutkreislauf zu Gberleben (e), an Kapillaren oder Venolen zu adhérieren, das entsprechende Parenchym
zu erschliefen (f) und sich an das neue Milieu anzupassen bzw. die lokale Mikroumgebung entsprechend den
Bedlrfnissen der Tumorzellen zu modifizieren (g), so dass die Fernmetastasen proliferieren kdnnen (h) (schema-
tische Darstellung in Anlehnung an [109, 110].

[.3.1.1. Abtrennung vom Zellkollektiv

In einem ersten Schritt I6sen sich die Tumorzellen vom Primartumorverband (Epithel-
Mesenchym-Transition). Dazu muissen zunachst die molekularen Mechanismen Uberwunden
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werden, die normalerweise Zellen miteinander verbinden. Maligne Zellen, die sich vom Primartu-
mor absiedeln, zeichnen sich durch den Verlust bestimmter Zelladhasionsmolekile (z.B.
Cadherine) aus [111, 112]. Des Weiteren missen disseminierte Tumorzellen zahlreiche
apoptotische Signale umgehen, die durch den Kontaktverlust zu benachbarten Zellen (Anoikis)
und der extrazellularen Matrix (Amorphosis) induziert werden [113, 114]. Fibronektin kann Uber
diverse Bindungsstellen mit Integrinrezeptoren unterschiedlicher Zellen interagieren. Dabei kén-

nen Signal-transduktionswege initiiert werden, die in der Folge antiapoptotisch wirken [74].

.3.1.2. Invasion

Ein wichtiges Kennzeichen der Invasion ist die Penetration der Basalmembran und die nachfol-
gende Erschliefung des Bindegewebes und der extrazellularen Matrix. Zunachst binden die Tu-
morzellen Uber Oberflachenrezeptoren an die Basalmembran und durchdringen diese. Die Basal-
lamina stellt eine spezialisierte extrazellulare Matrix dar, welche als stabilisierende Schicht unter
der Epithel-Zellschicht lokalisiert ist. Fir die Degradation der Bestandteile der Basalmembran,
vorwiegend Typ IV Kollagen, Fibronektin, Laminin und Proteoglykane, sind Proteasen notwendig
[115]. Hier kommen vor allem Matrix-Metalloproteasen (MMP) und Serinproteasen zum Einsatz.
Obwohl diverse Tumorzellen dazu in der Lage sind, Matrix-Metalloproteasen zu synthetisieren,
stimulieren sie in den meisten Fallen umgebende Stromazellen zur Sezernierung der Proteasen
[97, 110]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung des Integrins asB1 an Fibronektin
bestimmte Signaltransduktionswege initiiert, die in der Folge zu einer erhéhten Expression und
Sekretion der flir die Tumorinvasion notwendigen Matrixmetalloproteasen MMP-1, MMP-3 und
MMP-9 fiihren [105].

[.3.1.3.  Migration

Tumorzellen interagieren auf vielseitige Weise mit der extrazellularen Matrix. Das Durchdringen
der Matrix setzt die Anlagerung der Zellen an diese voraus [110]. Durch die Degradation der ex-
trazellularen Matrix wird auBerdem Raum flr die Migration der Zellen geschaffen. Integrine sind
bei allen soeben genannten Prozessen beteiligt und interagieren unter anderem uber die RGD-
Sequenz mit Fibronektin. Es konnte gezeigt werden, dass das von Brustkrebszellen exprimierte
Integrin a,B3; die Adhasion an die Matrix erleichtert, da es die Bindung an diverse Matrixproteine,
wie Fibronektin, ermdglicht [116]. Integrine kénnen als membranstéandige Rezeptoren mechani-
sche und chemische Signale auslésen. Dadurch kann z.B. sowohl das Zytoskelett der Zellen neu
organisiert bzw. umgebaut, als auch die Proliferation und das Uberleben von Zellen beeinflusst
werden [109, 117]. Ferner regulieren Integrine adhasive versus migratorische Interaktionen mit

der extrazellularen Matrix und sind mit Modifikationen der Zusammensetzung der extrazellularen
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Matrix assoziiert. So konnte fir maligne Melanomzellen (schwarzer Hautkrebs) gezeigt werden,
dass sie eine fibronektinreiche promigratorische Matrix produzieren und dass Interaktionen der

Tumorzellen mit Fibronektin zu den Invasions- und Metastasierungsfahigkeiten beitragen [7].

.3.1.4. Intravasation

Die Intravasation ist das Eindringen einer Tumorzelle in das Gefal- oder Lymphsystem. Dabei
kommt es zur Anhaftung der Tumorzelle an die Stromazellen des Blutgefalies, gefolgt von der
Degradation der Basalmembran (fehlt bei lymphatischen Gefalien), dem Durchdringen der
endothelialen Zellen (transendotheliale Migration) und dem Eintritt in den Blutkreislauf. Dabei
spielen ahnliche Faktoren und rezeptorvermittelte Interaktionen eine Rolle, wie zuvor fir die Inva-
sion beschrieben [109]. Einige Verdffentlichungen deuten darauf hin, dass die Intravasation auf
der Expression von MMP-9 beruht und einen limitierenden Schritt bei der Metastasierung darstellt
[118]. Wie zuvor beschrieben erhoht die Bindung des Integrins asB4 an Fibronektin die Expressi-
on der Matrixmetalloproteasen MMP-1, MMP-3 und MMP-9 und kénnte somit die Intravasation
erleichtern [105].

.3.1.5. Zirkulation und Extravasation der Tumorzellen

Die im Blutkreislauf zirkulierenden Tumorzellen sind Blutstrom verursachenden Scherkraften so-
wie mechanischen Belastungen durch die Kollision mit anderen zirkulierenden Zellen oder Blut-
gefaBwanden ausgesetzt. Ferner kénnen die Tumorzellen beim Durchqueren enger Komparti-
mente der Zirkulation oder durch Abwehrmechanismen des Immunsystems geschadigt werden,
so dass weniger als 1% der Tumorzellen, die in den Blutkreislauf eintreten, letztendlich Metasta-
sen bilden [119-123]. Wie es scheint sind zirkulierende Tumorzellen dazu in der Lage, heterotypi-
sche Aggregate (Emboli) mit Thrombozyten und/oder Leukozyten zu bilden [124, 125], aber auch
homotypische einzig aus Tumorzellen bestehende Aggregate sind mdglich [126, 127]. Einerseits
dient die Aggregation dazu, den negativen Faktoren der Blutzirkulation zu entgehen, andererseits
kénnen sich diese Mikroemboli in Kapillaren diverser Organe festsetzen und somit die
Extravasation (Wiederaustritt von Tumorzellen aus dem Blut in das Gewebe) erleichtern. In die-
sem Zusammenhang beginnen die Tumorzellen bereits in den Kapillaren lokal zu proliferieren,
zerstoren die Kapillarwand und erschlieRen anschlielend das lokale Parenchym [128, 129]. Au-
Rerdem erleichtern diese Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten die Adh&sion

am mikrovaskularen Endothel der Zielorgane und somit die Metastasierung [130].
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1.3.1.5.1. Tumorzell-Zell Interaktionen

Tumorzellen interagieren mit Thrombozyten und Leukozyten Uber integrinvermittelte (z.B. a,B3)
Adhasion. Thrombozyten exprimieren den Integrin Rezeptor B3, der die RGD-Sequenz von
Fibronektin erkennt und so maR3geblich an der Bindung von Tumorzellen beteiligt ist [125, 131].
Experimentelle Modelle haben gezeigt, dass Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombo-
zyten und/oder Leukozyten die Metastasierung beglinstigen [132-135]. Darlber hinaus wurde
vorgeschlagen, dass Integrine und Adhasionsmolekiile der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) an
der Anhaftung der Tumorzellen an das Endothel beteiligt sind. Das fibronektinbindende Integrin
a4B1, welches primar von Lymphozyten exprimiert wird, konnte bei einer Vielzahl von Tumoren
nachgewiesen werden. Fir seinen Hauptliganden VCAM-1 (engl. ,vascular cell adhesion mole-
cule-1%) wurde bereits gezeigt, dass es die Anhaftung von Melanom-Zellen am Oberflachenendo-
thel unterstitzt [136].

1.3.1.5.2. Mechanismus der Endothel-Adhéasion

Vermutlich nutzen Tumorzellen Mechanismen, die auch Leukozyten verwenden, um an Endothe-
lien zu adharieren. Transformierte Zellen exprimieren haufig ein abgeandertes Glycosyltransfer-
asen-Repertoire. Beispielsweise bedecken Glykosyl- und Sialyltransferase, die von vielen Tu-
morzellen exprimiert werden, Zelloberflachenrezeptoren mit Oligosaccharidstrukturen, die
Selektin-Liganden entsprechen und die Adhasion am Oberflachenendothel ermdéglichen [129,
137].

Die Adhasion von Leukozyten an ein aktiviertes Endothel verlauft typischerweise in 3 Schritten.
Zunachst kommt es aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den auf den Endothelzellen indu-
zierten Selektinen und den entsprechenden Kohlenhydratliganden auf den Leukozyten zu einer
schwachen Bindung an das Gefalkendothel. Diese Bindung ist nicht stark genug, um den Scher-
kraften des Blutstroms zu widerstehen, so dass die Zellen am Endothel entlangrollen, indem sie
standig neue Verbindungen ausbilden und alte wieder I6sen. Diese niedrig affine Bindung ermog-
licht jedoch starkere Wechselwirkungen, die das Resultat der Induktion von ICAM-1 (engl. ,inter-
cellular adhesion molecule 1“) auf dem Endothel und der Aktivierung seiner Rezeptoren (Integrin
B2) auf den Leukozyten sind. Die stabile Bindung zwischen diesen Molekilen beendet die Roll-
bewegung und die Leukozyten kénnen sich zwischen Endothelzellen, welche die Wand der Blut-
gefalde bilden, hindurchzwangen (Extravasation). Die Leukozyten mussen auf3erdem die Basal-
membran durchqueren. Dies geschieht, wie zuvor fir die Invasion der Tumorzellen beschrieben,
mit Matrix-Metalloproteasen, die auf der Zelloberflache exprimiert werden [138]. Tumorzellen sind

im Vergleich zu zirkulierenden Leukozyten grof3er und besitzen andere morphologische Eigen-
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schaften. Dessen ungeachtet nutzen Tumorzellen zumindest einige dieser Adhasionsmechanis-

men, um mit dem vaskularen Endothel zu interagieren [109].

[.3.1.6. Die metastatische Kolonisierung

Die Tumorzellen kdnnen im Anschluss an die Extravasation und Einwanderung in das spezifische
Organparenchym Fernmetastasen bilden. Die metastatische Kolonisierung ist der letzte und ent-
scheidende Schritt der Etablierung einer kontinuierlich wachsenden Fernmetastase. Dabei kann
die Zusammensetzung des Stromas stark von der des Primartumors abweichen. Aus diesem
Grund wird dieser Prozess maligeblich von den Fahigkeiten der Tumorzellen beeinflusst, die lo-

kale Mikroumgebung seinen Bediirfnissen anzupassen [139].

.3.1.7. Die Mikrometastase

Mikrometastasen wurden urspriinglich definiert als kleine verborgene Metastasen mit einem
Durchmesser von weniger als 0,2 cm. Gegenwartig umfasst der Begriff ebenfalls disseminierte
Tumorzellen, die im peripheren Blut, dem Knochenmark oder den Lymphknoten vorliegen [140].
Es wird vermutet, dass einzelne isolierte Tumorzellen primar noch nicht autonom proliferieren,
sondern dass sich diese Mikrometastasen in einer Art Ruhezustand (engl. dormancy) befinden. In
diesem Latenzzustand kénnen die Tumorzellen Uber viele Jahre verharren, bis sich die lokalen

Gegebenheiten dndern und die Tumorzellen zu proliferieren beginnen.

Verschiedene Hypothesen wurden aufgestellt, um den Ruhezustand der Mikrometastasen zu er-
klaren. Es wurde vorgeschlagen, dass Tumorzellen in ein ausgeweitetes Stadium der Gg-Phase
eintreten, die Proliferation einstellen und somit in einem Latenzzustand verbleiben [141]. Jedoch
konnte auch nachgewiesen werden, dass ruhende Mikrometastasen unter bestimmten Umstan-
den ihre metabolische Aktivitat beibehalten, obwonhl sie eine Gré3e von 200 um nicht tberschrit-
ten. Die GroRenlimitierung wurde durch eine Art Gleichgewichtszustand zwischen Proliferation
und dem Absterben der Zellen erreicht, ohne Nettozuwachs der Tumormasse [142, 143]. Vermut-
lich entstehen die meisten humanen Tumorzellen zunachst ohne angiogenes Potenzial und ver-
harren Uber mehrere Monate oder Jahre in einem mikroskopischen Ruhezustand ohne Neovas-
kularisation. Méglicherweise wird dieser Zustand durch Faktoren der Mikroumgebung ausgelst,
die die Mikrometastasen daran hindern, auf den angiogenen Phanotyp umzuschalten [144]. Auch
gibt es Hinweise, dass das Wachstum bzw. die Gr63e von Mikrometastasen durch das Immun-
system kontrolliert wird [145-147]. Ruhende Mammakarzinomzellen, die aus Geweben abseits
des Primartumors isoliert wurden und Uber einen langen Zeitraum teilungsunfahig waren, zeigten
interessanterweise die Fahigkeit zu proliferieren und Tumore zu bilden, nachdem sie immundefi-

zienten Mausen innokuliert wurden. Obwohl diese Zellen scheinbar ihre Proliferation eingestellt
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hatten und in den Latenzzustand eingetreten waren, hatten sie ihr tumorigenes Potenzial nicht
verloren [128]. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass das Wirtsgewebe permissive oder
restriktive Signale aussenden kann und diese somit bestimmen, ob die Tumorzellen proliferieren
und sekundare Tumore bilden. Neuen Erkenntnissen zur Folge kdénnen Veranderungen in der
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix zu einem Wechsel des Gleichgewichtzustandes
zwischen nattrlichen Stimulatoren und Inhibitoren der Tumorzellproliferation flihren. So veranlas-
sen manche Produkte, die bei der Degeneration der Matrix entstehen, die latenten Tumorzellen
dazu, auf den angiogenen Phanotyp umzuschalten und die Entwicklung zur Makrometastase
fortzusetzen [148].

[.3.1.8. Die Makrometastase

Das Einleiten der Angiogenese (engl. ,the angiogenic switch®), bzw. das durch angiogene
Wachstumsfaktoren ausgeldste Fortschreiten zur Makrometastase ist unerlasslich fur die Etablie-
rung eines wachsenden Sekundartumors [149]. Hierbei ist die induktive Formation neuer Blutge-
fale der wichtigste Schritt, um die essentielle Versorgung des wachsenden Tumors mit Nahrstof-
fen und Sauerstoff zu gewahrleisten und somit das makrometastatische Wachstum zu ermdégli-
chen [139, 150]. Die maximale GroR3e, die ein Tumor erreichen kann, ohne die Angiogenese zu
induzieren, betragt ca. 1 mm?>. Die Tumorzellen miissen einen Maximalabstand von 100-200 um
(Diffusionsgrenze von Sauerstoff) zu einem Blutgefal} einhalten, um eine ausreichende Versor-

gung mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu gewahrleisten [97, 151, 152].

1.3.1.8.1. Die Angiogenese

Als Angiogenese bezeichnet man das Wachstum kleiner Blutgefalle (Kapillare), die Uberwiegend
durch Sprossung aus einem vorgebildeten Kapillarsystem entstehen [102]. Die Angiogenese fin-
det unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich wahrend der Embryogenese und der féta-
len Entwicklung statt. Zudem kann die Blutgefalbildung unter pathologischen Bedingungen, wie
der Wundheilung, der Thrombose und dem Tumorwachstum, beobachtet werden [153, 154].
Wahrend der Wundheilung oder der Thrombose wachsen neu gebildete Blutgefale in kontrollier-
ter Weise und stellen das Wachstum ein, sobald der urspriingliche Zustand wiederhergestellt ist.
Dies trifft jedoch nicht auf die tumorinduzierte Angiogenese zu. Dieser Prozess kann Uber Jahre
hinweg andauern und hat eine desorganisierte, ineffiziente und undichte Blutgefalstruktur zur
Folge [155].

Wichst ein Tumor (iber die Grolke von 1 mm?® hinaus, kdnnen Zellen im Inneren des Tumors auf-

grund der unzureichenden Sauerstoffversorgung nicht Gberleben. Der Sauerstoffmangel (Hypo-
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xie) kann zur Ausbildung nekrotischer Regionen innerhalb des Tumors filhren und dieser
hypoxische Zustand kann Uber einen langen Zeitraum andauern [151]. Durch den Sauerstoff- und
Glukosemangel beginnen die Tumorzellen angiogene Wachstumsfaktoren zu sezernieren, die flr

die Initiierung der Blutgefalbildung verantwortlich sind [156].

Verschiedene Wachstumsfaktoren sind an dem Prozess der Angiogenese beteiligt. Einer der
Hauptfaktoren fiir die Initierung und die Regulation der Gefalneubildung ist VEGF (engl.
.vascular endothelial growth factor”), der zundchst eine Erweiterung der Blutgefale
(Vasodilatation) bewirkt. Diese erhéht die Permeabilitat der Kapillaren und in der Folge kommt es
zur Extravasation von Plasmaproteinen sowie zur Rekrutierung endothelialer Vorlauferzellen, die
an der Initierung der Angiogenese beteiligt sind [142, 150, 157, 158]. VEGF wird von
hypoxischen Tumorzellen sezerniert und diffundiert durch die extrazellulare Matrix. Hypoxische
Bedingungen fihren ebenfalls zu einer Verminderung des extrazellularen pH-Wertes und es
konnte gezeigt werden, dass die Interaktionen zwischen VEGF und Fibronektin bei saurem pH
zunehmen [159, 160]. Vermutlich fihren hypoxische Bedingungen und die damit verbundene
saure extrazellulare Mikroumgebung zur Einlagerung und Speicherung von VEGF in die extrazel-
lulare Matrix. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass VEGF in Bereichen mit grolem Sauer-
stoffmangel und dem damit verbundenen niedrigeren pH-Wert aufgrund der erhéhten Bindung an
Fibronektin und der vermehrten Expression von VEGF in ausreichenden Mengen zur Verfiigung
steht [159]. Infolgedessen entsteht ein VEGF-Gradient zwischen dem hypoxischen Tumorarealen
und den umliegenden Gefalien. Erschlielen neue BlutgefalRe Areale mit niedrigem pH-Wert und
hohem gebundenen VEGF-Gehalt, steigt der pH-Wert in diesen Bereichen und gebundenes
VEGF wird freigesetzt. Dieses stimuliert das zielgerichtete Wachstum und die Migra-tion neuer
Blutgefale [159].

Erreicht VEGF ein Blutgefall so bindet es an spezielle Oberflachenrezeptoren (VEGFR, engl.
,vascular endothelial growth factor receptor) von Endothelzellen, welche die BlutgefalBwand aus-
kleiden [161, 162]. Die auf diese Weise stimulierten Endothelzellen sezernieren Matrixmetallo-
proteasen, die die Basalmembran degradieren. In der Folge verlassen die Endothelzellen die Ge-
falBwand und dringen in die extrazellulare Matrix ein [153, 163]. Durch VEGF werden nun intrazel-
lulare und interzellulare Signalwege initiiert, die die Proliferation und die Selektion von migrieren-
den Endothelzellen an der Spitze des wachsenden Sprosses steigern [153]. Die migrierende
Spitzenzelle des Sprosses sondiert ihre Umgebung mittels beweglicher Pseudopodien (Schein-
fuRchen) und migriert chemotaktisch entlang des VEGF-Gradienten zu Regionen hdherer Kon-
zentration [164]. Endothelzellen, die hinter der migrierenden Spitzenzelle lokalisiert sind, prolife-
rieren in hohem Mafe und vermitteln somit die Ausdehnung des neugebildeten Blutgefalies [153,
164]. Die migrierende Spitzenzelle sezerniert Fibronektin, welches zusammen mit dem Fibronek-
tin der extrazellularen Matrix als eine Art adhasiver Gradienten flir nachfolgende Endothelzellen

dient [163, 165, 166]. Fibronektin, welches von den Endothelzellen freigesetzt wird, bindet an
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Matrix-Komponenten wie Kollagen, die ca. 30% der extrazellularen Matrix ausmachen [167, 168].
Im Gegenzug kann matrixgebundenes Fibronektin an Transmembranrezeptoren (z.B. Integrine)
auf der Oberflache von Endothelzellen binden und somit deren Migration vermitteln [169]. Dieser
autokrine Signalweg, der auf Zell-Zell und Zell-Matrix Adhasion beruht, wird als Haptotaxis be-
zeichnet [153]. Dartber hinaus ermdglicht die integrinvermittelte Adhasion der Endothelzellen an
Bestandteile der extrazellularen Matrix (z.B. Fibronektin) die Aufrechterhaltung von notwendigen
Uberlebenssignalen. Endothelzellen sind sehr empfanglich fiir apoptotische Signale, wenn sie
den Kontakt zu benachbarten Zellen oder der extrazellularen Matrix verlieren. Die Migration der
Endothelzellen wahrend der Angiogenese ist verbunden mit dem wiederholten Lésen und dem
erneuten Aufbau dieser Zellkontakte. Die durch diverse pro-angiogene Proteine ausgelGste ver-
starkte Expression von Integrinen und die intensiven Wechselwirkungen mit der extrazellularen
Matrix liefern vermutlich die notwendigen Uberlebenssignale und ermdglichen somit die Migration
[154]. Nachdem die Endothelzellstrukturen eine geringe Distanz zurlickgelegt haben, kommt es
zur mehrfachen Verzweigung an der Spitze des GefaRsprosses. Durch einen Prozess, der als
Anastomose bezeichnet wird, kénnen in rdumlicher Nahe gelegene Gefalisprosse fusionieren
und Kreisstrukturen ausbilden. Zudem adharieren die proliferierenden Endothelzellen miteinander

und bilden eine Lumenstruktur, welche die Blutzirkulation ermdglicht [153] (Abb.1.4).

Anschlieend wird die Basalmembran wieder aufgebaut und Perizyten und glatte Muskelzellen
werden rekrutiert, um die neu entstandenen GefalRwande zu stabilisieren [170]. Wie schon er-
wahnt, sind diese neu formierten Gefalstrukturen oft desorganisierter und durchlassiger, was zu
einem erhohten interstitiellen Druck und zu einer ineffizienten Blutversorgung fihrt [155]. Der
wachsende Tumor bt mechanischen Druck auf die anfalligen BlutgefalRe aus. Dies kann eine
temporale Stérung der lokalen Blutversorgung bewirken, so dass neue Regionen mit akutem
Sauerstoffmangel entstehen. Auf diese Weise werden die Tumorzellen wiederholt zur Sezernie-

rung von VEGF stimuliert und die Bildung neuer Blutgefale wird initiiert [171].
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Abbildung |.4: Initilerung der Angiogenese

Die Blutgeféalneubildung ist ein separater Schritt wahrend der Tumorentwicklung und kann zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Tumor-Progression stattfinden. Die Angiogenese wird mafgeblich von Interaktionen mit der Mik-
roumgebung beeinflusst. Viele Tumore befinden sich zunachst in einer Art Ruhezustand, der durch ein Gleichge-
wicht zwischen Proliferation und dem Absterben der Zellen erreicht wird. Mdglicherweise wird dieser Zustand
durch Faktoren der Mikroumgebung ausgel6st, die die Mikrometastasen daran hindern, auf den angiogenen Pha-
notyp umzuschalten (A). Beginnt der Tumor zu proliferieren und wéachst Uber eine bestimmte GroRe hinaus, se-
zernieren hypoxischen Tumorzellen infolge des Mangels an Sauerstoff und Glukose angiogene Wachstumsfakto-
ren. Daraufhin kommt es zur Initiierung der Angiogenese (B). Aufgrund der GefaRerweiterung kommt es zur Ein-
wanderung endothelialer Vorlauferzellen und die Gefalsprossung beginnt (C). Die migrierenden und stark prolife-
rierenden Endothelzellen umliegender BlutgefalRe wandern in Richtung der Tumorzellen. Dabei spielen Interakti-
onen mit dem extrazelluldren Matrixprotein Fibronektin eine wichtige Rolle. In rdumlicher Nahe gelegene Gefal-
sprosse fusionieren (Anastomose) und durch die anschlieBende Reifung wird die Lumenstruktur ausgebildet und
stabilisiert (D, E). Die auf diese Weise neu entstandenen Gefale versorgen den Tumor mit Sauerstoff und Nahr-
stoffen und ermdglichen somit das Wachstum (Schema in Anlehnung an [150, 154]).

21



Einleitung

1.3.2. Mechanismen der organspezifischen Metastasierung

[.3.2.1. Metastasierung anatomisch benachbarter Organe

Bestimmte Krebstypen metastasieren bevorzugt in bestimmte Organe, wahrend andere Gewebe
nur selten kolonisiert werden. Dieser Organotropismus kann teilweise mit der Richtungsabhan-
gigkeit des Blutstroms erklart werden. Daher sind anatomisch benachbarte Organe mit vaskularer
Verbindung zu dem Primartumor haufig von Metastasen betroffen. Dementsprechend erzeugen
kolorektale Karzinome bevorzugt Lebermetastasen, welche auf die mesenteriale Zirkulation der
Zellen vom Darm zu den leicht passierbaren Leberkapillaren zurickzufuhren sind [172, 173]. Ge-
folgt dem Blutstrom, ist das zweithaufigste Organ, das von Metastasen des Darmkrebses befallen
wird, die Lunge [174]. Jedoch trifft dieses Prinzip nur auf etwa ein Drittel der metastasierenden
Tumore zu. Zum Beispiel bilden Brustkrebszellen viel haufiger Knochenmetastasen als die Ana-

tomie vermuten liefe.

[.3.2.2. Strukturelle Eigenschaften der Kapillarwande

Die Infiltration von Tumorzellen kann ebenfalls durch strukturelle Eigenschaften der Kapillarwan-
de in unterschiedlichen Organen beeinflusst werden (Abb. 1.5). Die Kapillaren im Knochenmark
werden als Sinusoid bezeichnet und weisen ein gefenstertes (fenestriertes) Endothel auf, um das
Ein- bzw. Auswandern von hamatopoetischen Zellen zu erleichtern. Aus diesem Grund sind die
KnochenmarksblutgefaRe durchlassiger fur zirkulierende Tumorzellen. Auf3erdem ist der Innen-
durchmesser der Sinusoiden relativ grof3, was zu einem niedrigen Blutfluss im Vergleich zu den
Kapillarnetzwerken anderer Gewebe fuhrt [175, 176]. Infolgedessen wandern zirkulierende Brust-
krebszellen bevorzugt in das Knochengewebe ein und bilden dort Fernmetastasen. Die Kapillaren
der Leber sind ebenfalls fenestriert und werden im Vergleich zu anderen Organen von metasta-
sierenden Zellen vorzugsweise durchquert [172, 173]. Im Gegensatz dazu sind Lungenkapillaren
mit Endothelzellen ausgekleidet, die von einer Basalmembran und den angrenzenden alveolaren
Zellen umschlossen sind. Diese Basalmembran ist eine Barriere, die zirkulierende Tumorzellen
nur Uberwinden koénnen, wenn sie spezifische Mediatoren fiir die transendotheliale Migration
exprimieren [177-180]. Die Blut-Hirn-Schranke stellt mit ihrer dichten Schicht von Endothelzellen
und den sternférmig verzweigten Astrozyten, die die KapillargefaRe mit ihnren EndfiiRchen bede-
cken, eine weitaus grofere Barriere dar. Demnach bedarf die Infiltration von zirkulierenden Tu-

morzellen in das Gehirnparenchym hoch spezialisierter Funktionen [181].
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Abbildung L.5: Organspezifische Barrieren der metastatischen Infiltration

Schematische Darstellung potentieller Barrieren unterschiedlicher Organe, die zirkulierende Krebszellen wahrend
der Metastasierung tiberwinden missen. Die Abbildung zeigt die anatomischen Unterschiede der Kapillarwéande
in diversen Organen. Krebszellen, die in den Blutkreislauf eintreten, kdnnen die organspezifischen Barrieren
Uberwinden, wenn sie die notwendigen Funktionen flr die Extravasation besitzen. Die fenestrierten Strukturen der
sinusoiden Knochenmarkskapillaren sind, bezogen auf die Infiltration der Tumorzellen, durchlassiger, als die kon-
tinuierlichen Strukturen der Lungenkapillarwénde. Die Penetration der Gehirnkapillaren ist aufgrund des einzigar-
tigen Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke problematischer. Die Uberwindung dieser Barriere selektioniert Tumorzel-
len, die die notwendigen Extravasationfunktionen tragen. Diese Fertigkeiten kénnen von Genen aktiviert werden,
deren Expression in Primartumoren unabhangig davon einen selektiven Wachstumsvorteil bietet oder aber von
Genen, die dem Priméartumor nicht niitzen, jedoch durch Signale der Mikroumgebung ausgeldst wurden (Schema
in Anlehnung an [182]).

1.3.2.3. Rolle des Lymphgefal3systems bei der Metastasierung

Die Metastasierung der regionalen Lymphknoten ist eines der friihen Anzeichen fir die Ausbrei-
tung bzw. Streuung maligner Tumore in Krebspatienten und geschieht etwa genauso haufig wie
die hdmatogene Dissiminierung von Tumorzellen [183, 184]. Lymphatische Mikrogefalie beste-
hen aus einem dinnwandigen Endothel, welches in der Regel nur sparlich mit Pericyten und vas-
kularen glatten Muskelzellen bedeckt ist [185, 186]. Neueren Daten zur Folge bestehen

peritumorale und intratumorale lymphatische Netzwerke aus desorganisierten Mikrogefalen, de-
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nen moglicherweise eine Drainage-Funktion fehlt [187, 188]. Die ineffiziente und undichte Struk-
tur dieser Lymphgefale ist vermutlich fur die erleichterte Invasion der Tumorzellen verantwortlich
[189]. Zusétzlich gibt es Hinweise darauf, dass lymphatische Endothelzellen tumorassoziierter
lymphatischer Netzwerke von den Tumorzellen zur Sezernierung IGslicher Faktoren stimuliert
werden, die wiederum den Tumorzellen die Transmigration durch das Endothel erleichtern [190,
191]. Der genaue Mechanismus, wie die Tumorzellen in die Lymphgefaen gelangen, ist jedoch
immer noch unklar. Fir etliche Tumore wurde eine Vermehrung und VergréRerung der Lymphge-
falle in der peritumoralen Umgebung gezeigt [192, 193]. Die Anzahl der Lymphgefalle korreliert
mit der Anzahl der Lymphknotenmetastasen [192, 193] und es konnte nachgewiesen werden,
dass die Neubildung von Lymphgefalen in der unmittelbaren Nahe eines Tumors die Wahr-
scheinlichkeit der Metastasierung erhdht [194-196].

.3.2.4. Adhéasion an Endothel

Neben diesen anatomisch begrindeten Ursachen adharieren unterschiedliche Karzinomzellen
vorzugsweise an bestimmte Endothelien, so dass wahrscheinlich spezifische molekulare Mecha-
nismen diese Vorgange beglinstigen [197]. So konnte flir Brustkrebszellen, die das Zelladhasi-
onsmolekul Metadherin Uberexprimierten, im Mausmodell gezeigt werden, dass diese Zellen spe-
zifisch an Lungengefal’e adharierten und somit vermehrt Lungenmetastasen induzierten [198].
Ferner konnte nachgewiesen werden, dass das von Brustkrebszellen exprimierte Integrin a,3 die
Adhasion an die Knochenmatrix ermdglicht. Integrin a,8; bindet an die RGD-Sequenz diverser

Matrixproteine wie Fibronektin, Osteopontin, Vitronektin und Knochen-Sialoprotein [116].

1.3.2.5. Genexpressionsprofile korrelieren mit der Organspezifitat

Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin, dass die genetische Regulation und Aktivierung von spe-
zifischen Chemokinen/Zytokinen und ihren Rezeptoren, sowie Integrine, Matrixmetalloproteasen
und diverse sezernierte Faktoren, Tumorzellen dazu veranlassen, bestimmte Organe anzu-
steuern. Fir Brustkrebszellen konnten Genprofile identifiziert werden, welche in Kombination die
zielgerichtete Metastasierung zum Knochen bzw. zur Lunge beeinflussten. Wiederholte Runden
von in vivo Passagen humaner Tumorzellen und die anschlieffende organspezifische Selektion
fUhrte zur Isolation verschiedener Sublinien, die ausschlieRlich zu bestimmten Organen metasta-
sierten [199-201]. Genexpressionsanalysen dieser organotropen Sublinien zeigten einen Zu-
sammenhang zwischen bestimmten Genen und der organspezifischen Metastasierung. Fur die
humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 konnte ein 43 Gene umfassendes Profil erstellt werden,
welches die Metastasierung des Knochens kennzeichnete. Gene des knochenmetastasierenden

Profils waren in verschiedenen Prozessen der Metastasierung involviert, wie Homing,
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Angiogenese, Invasion und Osteoklasten-Rekrutierung [202]. Die Mehrheit der Gene kodierte je-
doch fiur Proteine, die auf irgendeine Weise relevant fur die Mikroumgebung des Knochens wa-
ren. Wenngleich keines dieser Gene durch Uberexpression alleine dazu in der Lage war, den
knochenmetastasierenden Phanotyp in der Ausgangslinie zu induzieren, so fiihrte die kombinier-
te Expression von mehreren Genen zur zielgerichteten Metastasierung des Knochengewebes
[202]. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass dieser organotrope Phanotyp zumindest im
Falle von Knochenmetastasen durch das Zusammenspiel verschiedener Gene mit komplementa-

ren Proteinfunktionen erzeugt wird [199, 202].

1.3.2.6. Chemokinrezeptor vermittelte Chemotaxis

Es wird vermutet, dass Chemokine im Zusammenhang mit Adhasions-Rezeptoren das Festset-
zen und die Extravasation von Tumorzellen beeintrachtigen. Tumorzellen exprimieren eine Viel-
zahl von Chemokinrezeptoren, einschliellich CXCR4 (engl. ,CXC motif chemokine receptor 4°),
der als Rezeptor flir SDF-1 (engl. ,stromal cell-derived factor 1% alternativ bezeichnet als
CXCL12, engl. ,chemokine CXC motif ligand 12%) dient [203]. SDF-1 steuert wahrend der Ent-
wicklung die Zellbewegung von hamatopoetischen Zellen, wobei es die Transmigration durch die
Endothelzellbarrieren ermdglicht [204]. Vor allem reguliert SDF-1 die Migration hdmatopoetischer
Stammzellen in, bzw. aus dem Knochenmark heraus. Die Sekretion von SDF-1 durch im
Wirtsstromagewebe lokalisierte Fibroblasten beglnstigt offenbar die Chemotaxis von CXCR4
exprimierenden Tumorzellen und ist zumindest teilweise an der zielgerichteten Metastasierung
bestimmter Tumortypen beteiligt (Abb. 1.6). Zellen aus normalem Brustgewebe weisen eine nied-
rige Anzahl an CXCR4-Rezeptoren auf, wohingegen Brustkrebszellen auf ihrer Zelloberflache
vermehrt CXCR4 exprimieren [205]. Die erhéhte Expression von CXCR4 bei Prostatatumoren
konnte mit einer allgemein schlechten Uberlebensrate von Prostatakrebspatienten assoziiert
werden [206]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die SDF-1 vermittelte Signaltransduktion
durch CXCR4 die Adhasion von Tumorzellen an Knochenmarksendothelzellen Uber die Aktivie-

rung des Integrins a,B3 bewirkt [207].

[.3.2.7. Interaktionen mit der Mikroumgebung

Die Fahigkeit von Tumorzellen zu metastasieren und Sekundartumore zu bilden ist von den In-
teraktionen mit der Mikroumgebung, einschliellich der Wechselwirkungen mit benachbarten Zel-
len und der extrazellularen Matrix, abhangig [208]. Eine Erklarung fir diese Beobachtungen wur-
de bereits vor 100 Jahren mit der ,seed and soil“-Hypothese formuliert. Diese beschreibt Tumor-
zellen als Saat (engl. ,seed®), deren Wachstum hauptsachlich von den Wechselwirkungen der

Mikroumgebung (engl. ,soil, z.B. Ab- bzw. Anwesenheit von wachstumshemmenden oder -
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stimulierenden Faktoren) beeinflusst wird. Demzufolge ist die Ausbildung einer proliferierenden
Metastase nur dann moglich, wenn die Tumorzellen sich in einer fur ihr Wachstum geeigneten
Umgebung befinden [209].

1.3.2.7.1. Modellierung der Mikroumgebung

Ein Beispiel fur die Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und der Mikroumgebung liefern die
Prozesse, die bei der Etablierung von Knochenmetastasen ablaufen. Die Entwicklung und die
Stimulation des Tumorzellwachstums im Knochen basieren auf komplexen und dynamischen
Prozessen. Diese beruhen auf den biologischen Eigenschaften der Tumorzellen selbst, dem Mik-
romilieu des Knochenmarks und einem Netzwerk aus Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Adhasi-

onsmolekilen und Matrixmetalloproteasen [210].

Tumorzellen, die im Knochengewebe Fernmetastasen bilden, fihren zu einer Veranderung des
Gleichgewichts zwischen Osteoklasten, den Knochensubstanz abbauenden Zellen und den
Osteoblasten, den knochenbildenden Zellen [211-213]. Normalerweise besteht zwischen beiden
Zellarten ein Gleichgewichtszustand, so dass die Knochensubstanz durch Aufbau- und Abbau-
vorgange immer wieder an die verschiedenen mechanischen Belastungen angepasst werden
kann [214]. Tumorzellen kénnen den Knochenstoffwechsel in zwei unterschiedliche Richtungen
beeinflussen. Durch die Freisetzung von Faktoren, die Osteoklasten zu einem vermehrten Kno-
chenabbau stimulieren, entstehen osteolytische Knochenldsionen [215]. Wohingegen
osteoblastische Metastasen Faktoren sezernieren, die die Proliferation, die Differenzierung und
letztlich die Knochenformation durch Osteoblasten stimulieren [216]. Morphologische Untersu-
chungen haben gezeigt, dass Knochenmetastasen zugleich Elemente osteolytischen und osteob-
lastischen Wachstums aufweisen. Jedoch Uberwiegt bei den meisten Krebstypen eine dieser
Wachstumsformen [217]. In beiden Fallen flihrt der Knochenumbau zu einer Schwachung des
Knochengewebes. Sowohl der Abbau von Knochensubstanz als auch der Aufbau eines instabilen
Knochengerustes mit abnormer Knochenstruktur kann den mechanischen Belastungen nicht

mehr so gut standhalten.

Brustkrebszellen sezernieren diverse Faktoren, die stimulierend auf Osteoblasten, Osteoklasten
und andere Zellen im Knochenmark wirken. Diese setzen wiederum Substanzen frei, die die Tu-
morzellen zur Proliferation und zur Sekretion weiterer Faktoren anregen [218]. Der von den meis-
ten humanen Brustkrebszellen gebildete Faktor PTHrP (engl. ,parathyroid hormone-related pep-
tide®) spielt bei der Osteoklasten-Aktivierung, und somit bei der Metastasierung des Knochen-
marks, eine libergeordnete Rolle [219]. Mammakarzinomzellen, die Metastasen im Knochenmark
gebildet haben, weisen eine deutlich héhere PTHrP-Expression auf als Metastasen in anderen

Sekundarorganen [220, 221]. Weitere Faktoren, die zur Osteoklasten-Aktivierung beitragen, sind
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IL-6 (Interleukin-6), IL-11, TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und M-CSF (engl. ,macrophage colony-
stimulating factor®). PTHrP, IL-6, IL-11 und TNF-a stimulieren Osteoblasten zur Expression von
RANKL (engl. ,receptor activator of nuclear factor k-B ligand") und hemmen gleichzeitig die Frei-
setzung des RANKL Antagonisten OPG (Osteoprotegerin). RANKL bindet an den entsprechen-
den Rezeptor RANK auf der Oberflache von Osteoklasten-Vorlauferzellen und stimuliert zusam-
men mit M-CSF die Entwicklung aktivierter Osteoklasten [202, 217, 222, 223]. Letztere degradie-
ren die Knochenmatrix und setzen dabei immobilisierte Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie
TGF-B, IGFs (engl. ,insulin-like growth factors®) und BMPs (engl. ,bone morphogenetic proteins”),
frei. Auf diese Weise wird ein Kreislauf in Gang gesetzt, der das Fortschreiten des Tumorwachs-
tums zusatzlich verstarkt (Abb. 1.6) [182].

Zellulare Vorgange, die fur die knochenbildenden Prozesse osteoblastischer Metastasen verant-
wortlich sind, umfassen die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten, sowie die
Apoptose von Osteoklasten [217]. Endothelin-1 ist ein bedeutender Wachstumsfaktor, der die
Proliferation von Osteoblasten stimuliert und somit die Knochenbildung veranlasst. Endothelin-1
wird von diversen Prostatakarzinomen exprimiert, sowie von Brustkrebszellen, die vorrangig
osteoblastische Metastasen bilden [222, 224]. Weitere mitogene Faktoren, die die Proliferation
von Osteoblasten anregen, sind TGF-B, IGF, FGF (engl. ,fibroblast growth factors“) und PDGF
(engl. ,platelet-derived growth factor®). TGF- induziert aulRerdem die Apoptose von Osteoklasten
und ist vermutlich fiir ihre begrenzte Lebensdauer verantwortlich [217]. Es konnte auch nachge-
wiesen werden, dass diverse Prostatakarzinome RANKL und PTHrP sezernieren, welche wie zu-
vor beschrieben unmittelbar oder indirekt Osteoklasten stimulieren [225, 226], so dass das

osteoblastische Tumorwachstum ebenfalls osteolytische Komponenten aufzeigt.
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Abbildung I1.6: Kaskade der osteolytischen Metastasierung

Im Wirtsstromagewebe lokalisierte Fibroblasten sezernieren SDF-1, welches chemotaktisch auf CXCR4
exprimierende Tumorzellen wirkt. Zirkulierende Tumorzellen wandern Uber die fenestrierten Sinusoiden in das
Knochenmark ein. Wachstumshemmende oder -stimulierende Faktoren beeinflussen die Proliferation der Tumor-
zellen. Disseminierte Tumorzellen, die die Fahigkeit erlangen, PTHrP, TNF-a, IL-6 und/oder IL-11 zu sezernieren,
hemmen die Freisetzung von OPG und stimulieren zugleich die Expression von RANKL durch Osteoblasten.
RANKL bindet an entsprechende Rezeptoren und stimuliert die Entwicklung von Osteoklasten aus myeloiden
Vorlauferzellen. Aktivierte Osteoklasten sondern in einem lokal begrenzten Bereich (Howship-Lakune) spezielle
Proteasen und starke Sduren ab und degradieren auf diese Weise die Knochenmatrix. Dabei werden Zytokine
und Wachstumsfaktoren freigesetzt, die normalerweise in der Knochensubstanz gebunden vorliegen. Diese Fak-
toren stimulieren wiederum die Proliferation der Tumorzellen. Die GréRe der schematisch dargestellten
Osteoklasten und Osteoblasten steht nicht im realen Verhaltnis zueinander (modifiziert nach [182, 217]).
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.3.3. Das metastatische Nischen-Modell

Die Streuung maligner Zellen vom Primartumor zu Sekundarorten wurde lange Zeit, bezogen auf
die Tumorprogression und die Aneignung maligner Charakteristika, als ein relativ spat eintreten-
des Ereignis angesehen. Jedoch gibt es viele Hinweise darauf, dass die Initierung der Metasta-
sierung bereits zu einem friheren Zeitpunkt beginnt als bisher angenommen. Fortschrittliche
immunzytochemische und molekularbiologische Methoden, die dazu in der Lage sind, selbst ein-
zelne Tumorzellen nachzuweisen, haben gezeigt, dass zirkulierende Tumorzellen haufig im Blut
oder Knochenmark von Krebspatienten belegt werden konnten, bevor Metastasen klinisch oder

histopathologisch aufgezeigt wurden [227].

Vom Primartumorverband abgeldste Zellen miissen die fiir inr Uberleben ungiinstigen Bedingun-
gen im Blutkreislauf Gberstehen und anschlieRend Uber einen intensiven Signalaustausch mit
dem fremden Stroma kommunizieren. Diese komplexen Vorgange kénnten durch eine im Vorfeld
entsprechend modifizierte Mikroumgebung erleichtert werden [228]. Nach erfolgter Extravasation
und Invasion sekundarer Gewebe werden das Uberleben und das Wachstum der Tumorzellen
von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen der Mikroumgebung beeinflusst (siehe auch Kapitel
1.1.3.1.und 1.3.1.2.).

.3.3.1. Die Stammzellnische im Knochenmark

In der Stammzellbiologie wird eine Nische als spezialisierte Mikroumgebung beschrieben, in der
Stammzellen residieren, ein Selbsterneuerungsprogramm durchlaufen, sowie ihre Zellfunktion
und Zellproliferation aktiv regulieren. Strukturell setzt sich die Nische aus unterstiitzenden Zellen
zusammen, die eine optimale Mikroumgebung fiir die Stammzellen konstruieren. Innerhalb der
Nische findet ein intensiver Signalaustausch zwischen den Stammzellen und den Nischenzellen
statt, der bewirkt, dass die Stammzelle ihre Stammzelleigenschaften behalt und sich nicht weiter
differenziert [229-231]. Im Knochenmark konnten 2 unterschiedliche Nischen identifiziert werden,
die das Wachstum hamatopoetischer Stammzellen begiinstigen, und durch die Lokalisation und
den vorrangigen Zelltyp charakterisiert werden. Es wird zwischen der vaskularen Nische, die im
Bereich der sinusoidalen BlutgefaRe angesiedelt ist, und der osteoblastischen Nische differen-
ziert [103, 229, 231]. Ein ahnliches Modell wurde vorgeschlagen, um die Interaktionen von malig-

nen Zellen mit der Mikroumgebung zu beschreiben [232-234].
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.3.3.2. Die metastatische Nische

Die Mikroumgebung des Primartumors ist durch eine bestimmte strukturelle extrazellulare Matrix-
Architektur gekennzeichnet. Diese beinhaltet unterstiitzende (nicht maligne) Stromazellen, 16sli-
che Faktoren, ein Gefalinetzwerk und diverse Nahrstoffe und Stoffwechselbestandteile [235-237].
Zusatzlich ist eine tumorpermissive immunologische oder inflammatorische Mikroumgebung not-
wendig, um ein optimales Tumorwachstum zu gewahrleisten [238]. Das metastatische Nischen-
modell geht davon aus, dass eine entsprechend geeignete Mikroumgebung vor dem eigentlichen
Eintreffen metastasierender Tumorzellen entstehen muss (prametastatische Nische), so dass es
zur Einnistung (metastatische Nische) und Proliferation an Sekundarorten kommen kann (Transi-

tion von der Mikrometastase zur Makrometastase).

Es wird vermutet, dass Tumorzellen Faktoren sezernieren, die die Nischenbildung initiieren, oder
dass bereits vorhandene physiologische Nischen (Stammzellnischen), wie die vaskulare Nische
oder die osteoblastische Nische, den Bedlrfnissen der Tumorzellen entsprechend modifiziert
werden [228]. Dabei ist die Adaption der Mikroumgebung eine essentielle Voraussetzung fir das
sekundare Tumorwachstum disseminierter Zellen. Beweise flir diese Hypothese basieren priméar
auf Beobachtungen in Mausmodellen und konzentrieren sich auf die Lunge als Zielorgan, wobei
aber auch andere Organe wie Knochen, Leber oder Gehirn untersucht wurden [103, 239]. Ob
dieses Modell generell auf die Metastasierung solider Tumore anwendbar ist oder nur auf be-

stimmte Krebstypen zutrifft, ist bisweilen nicht vollstandig geklart [228].

1.3.3.2.1. Initiierung der prametastatischen Nische

Wachstumsfaktoren, die vom Primartumor abgegeben werden, bereiten entfernte Gewebe auf die
Besiedelung durch disseminierte Tumorzellen vor [103]. Alternativ kénnten jedoch auch zirkulie-
rende Tumorzellen, die selbst kein metastatisches Potential besitzen, Faktoren sezernieren, die
die prametastatische Nische fir die Besiedelung durch invasivere Subpopulationen vorbereiten
[240-242]. Fur die Bildung von Lungenmetastasen konnte nachgewiesen werden, dass tumorzell-
spezifische Faktoren Fibroblasten und ahnliche Zellen dazu anregen, vermehrt Fibronektin im Be-
reich zukunftiger Metastasen zu sezernieren. Dieses stellt attraktive Bindungsstellen fiir dissemi-
nierte Tumorzellen bereit [103, 208]. In Reaktion auf die erhéhte Fibronektinfreisetzung wandern
tumorassoziierte Zellen, wie hamatopoetische Vorlauferzellen (engl. ,haematopoietic progenitor
cells®, HPCs) und Makrophagen, in das Zielgewebe ein und bereiten die Nische weiter fir das
Einwandern der Tumorzellen vor [103, 243]. Ob Fibronektin einzig von Wirtsstromazellen sezer-
niert wird oder die Tumorzellen ebenfalls Fibronektin in die extrazellulare Matrix einlagern, ist bis-
her noch unklar. Jedoch haben Studien in immundefizienten Mausen unter der Verwendung spe-

zifischer Antikorper gegen humanes Fibronektin gezeigt, dass das neu synthetisierte Fibronektin
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der metastatischen Nische zumindest teilweise von den Tumorzellen stammt [103, 239]. Zudem
produzieren unterschiedliche Tumortypen verschiedenartige Faktoren, die ganz bestimmte Ziel-
gewebe zur Fibronektinproduktion anregen. Dies wirde auch erklaren, warum die einzelnen Tu-
morarten bevorzugt in bestimmte Kérpergewebe streuen. So erzeugen etwa Brust- und Prostata-
tumore hauptsachlich Metastasen im Knochengewebe, wohingegen Lungentumore haufig
Absiedelungen in Gehirn und Riickenmark bilden [103, 244].

1.3.3.2.2. Etablierung der Nische fiir das Tumorwachstum

Die Mobilisierung von Tumorzellen wird vorwiegend durch angiogene Zytokine, wie VEGF-A und
PIGF (engl. ,placenta growth factor”), ausgel6st, welche spezifisch an VEGFR-1 binden [103].
Aber auch diverse inflammatorische Zytokine, wie TGF-a und TGF-B, sind an den Rekrutierungs-
prozessen von hamatopoetischen Zellen und Tumorzellen zur prametastatischen Nische beteiligt
[243]. Im Bereich der prametastatischen Nische kollaborieren gerade erst eingetroffene myeloide
Zellen mit anderen Zelltypen, wie Stromazellen und Endothelzellen, die im Gewebeparenchym
angesiedelt sind. In ihrer Gesamtheit stellen diese Zellen eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren,
Chemokinen, Matrix-Degradationsenzymen und Adhasionsmolekiilen bereit, die die Etablierung
einer metastatischen Lasion beschleunigen [243]. Hierzu zahlen die inflammatorischen Zytokine
IL-1, IL-6, RANKL und TNF-a [238, 245, 246]. Letzteres wird vorwiegend von myeloiden Wirtszel-
len freigesetzt und beeinflusst verschiedene Stufen des Metastasierungsprozesses, einschliel3-
lich Tumorzellproliferation, eine verstarkte vaskulare Permeabilitdt und die Rekrutierung weiterer
Wirtszellen. Auch Tumorzellen sezernieren Faktoren, die myeloide Zellen direkt dazu beeinflus-
sen, wachstumsférdernde Zytokine, wie TNF-a, abzugeben [246]. Diese regen Makrophagen

durch Interaktionen mit den Tumorzellen dazu an, TNF-a freizusetzen [246] (Abb. 1.7).

Vermutlich ist eine der Hauptaufgaben tumorassoziierter myeloider Zellen, die Zellen des Immun-
systems dahingehend zu manipulieren, dass sie einen immunsuppressiven bzw. anti-inflam-
matorischen Phanotyp annehmen. Auf diese Weise kdnnten die Tumorzellen der Detektion durch
die Immunabwehr entkommen und ungehindert proliferieren [247]. Neben myeloiden Zellen wir-
ken auch andere Zelltypen an der Etablierung der prametastatischen Nische mit. So ist z.B. die
Rekrutierung VEGFR-1"-hdmatopoetischer Vorlauferzellen in wachsenden Tumoren abhangig
von der Freisetzung von SDF-1 durch Thrombozyten [248]. Des Weiteren ware es denkbar, dass
Thrombozyten chemokine- und angiogeneseregulierende Faktoren freisetzen und somit die Etab-

lierung und das Fortschreiten der Metastasen beeinflussen [249, 250].

Tumorassoziierte Fibroblasten (CAF, engl. ,cancer-associated fibroblast®) befinden sich, im Ver-
gleich zu ruhenden Fibroblasten in benignen Geweben, in einem andauernden aktivierten Zu-

stand, proliferieren schneller und lagern gréRere Mengen an extrazellularer Matrix ab [251]. Tu-
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morassoziierte Fibroblasten ibernehmen wichtige Aufgaben, bezogen auf die Initiierung der Tu-
morgenese sowie der malignen Progression, indem sie die Proliferation und die Motilitat maligner
Zellen beeinflussen [103, 239, 252]. AuRerdem dienen sie als Quelle fir Matrixmetalloproteasen,

die wiederum die Degradation der extrazellularen Matrix einleiten [253].

1.3.3.2.3. Die Rolle der extrazellularen Matrix

Die Remodellierung der lokalen Umgebung ist unerlasslich, um die Tumorzell-Invasion sowie ein
Tumorwachstum zu ermdglichen. Aus diesem Grund st die Expression von
Matrixmetalloproteasen (MMPs) in der prametastatischen Nische ebenfalls hochreguliert [254].
Durch die Degradation der extrazelluldaren Matrix werden Wachstumsfaktoren und Chemokine
freigesetzt, die ihrerseits wiederum Tumorzellen und hdmatopoetische Vorlauferzellen rekrutieren
[103].

Das Enzym Lysyloxidase (LOX) wird von humanen Tumorzellen bei Sauerstoffmangel vermehrt
gebildet. Normalerweise verstarkt das Enzym die Struktur der extrazellularen Matrix, indem es
Kollagene und Elastine vernetzt [255]. Die erhdhte Lysyloxidase-Expression steigert die invasive
Migration von humanen Tumorzellen [256]. AuRerdem ist die Lysyloxidase vermutlich bei der
Etablierung der prametastatischen Nische beteiligt, indem es Bestandteile der extrazellularen
Matrix dahingehend modifiziert (z.B. durch Quervernetzung von Kollagenfibrillen), dass die Infilt-
ration myeloider Zellen begtinstigt wird [239]. Die Hemmung der Lysyloxidase-Synthese bei hu-
manen Brustkrebszellen hatte eine verringerte Anzahl myeloider Zellen in prametastatischen Or-
ganen zur Folge, was die Metastasierung verminderte [239]. In hypoxischem Gewebe kommt es
zusatzlich zu einer erhdhten Bildung von Fibronektin [257]. Dieses ist dazu in der Lage, die Effek-
tivitat der Lysyloxidase zu steigern [258]. Somit begiinstigt die Kolokalisation von Fibronektin und
Lysyloxidase in der prametastatischen Nische das Einwandern von myeloiden Zellen und tragt
zur Initiierung der Nischenbildung bei [239]. Es konnte jedoch noch nicht geklart werden, ob das
von den Tumorzellen sezernierte Fibronektin und das Enzym Lysyloxidase lokal von
disseminierenden Tumorzellen sezerniert werden, die sich sozusagen auf der ,Durchreise” befin-
den, oder zu einem friheren Zeitpunkt in der Entstehungsphase der prametastatischen Nische

abgegeben werden [228].
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Abbildung 1.7: Die Entwicklung der prametastatischen Nische zur Makrometastase
Losliche Faktoren, die von Tumorzellen sezerniert werden, veranlassen hamatopoetische Vorlauferzellen, Zell-

cluster im Bereich der prametastatischen Nische zu bilden und stimulieren die Freisetzung diverser pra-
metastatischer Faktoren (z.B. TNF-a, MMP-9, LOX und SDF-1). Aktivierte Fibroblasten lagern Fibronektin in die
extrazellulare Matrix ein. Dieses stellt attraktive Bindungsstellen fir disseminierte Tumorzellen bereit, die in die
Nische einwandern. Die Rekrutierung endothelialer Vorlauferzellen leitet die Angiogenese ein und erlaubt das

makrometastatische Wachstum (Schema in Anlehnung an [228, 231, 259]).
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[.3.3.3. Besondere Stellung des Knochenmarks

Die Interaktionen zwischen Zellen und der Mikroumgebung im Knochenmark sind analog zu den
Interaktionen von Tumorzellen und der entsprechenden Stroma-Mikroumgebung des Primartu-
mors. Aus dieser Sicht ware es denkbar, dass die Knochenmarksnische bereits Uber eine geeig-
nete Zusammensetzung verflgt, um als metastatische Nische zu dienen. Auch kénnten bereits
vorhandene physiologische Nischen wie die Stammzellnischen den Anforderungen der Tumorzel-
len entsprechend modifiziert werden [228]. Dies wiirde auch die hdheren Uberlebensraten der
Tumorzellen im Knochenmark im Vergleich zu anderen Organen bei Krebspatienten erklaren
[227]. Die Mikroumgebung des Knochenmarks weist flir Metastasen diverser Tumortypen beson-
ders geeignete Spezifikationen auf. Dies kann einerseits auf die hohe Expression spezifischer
Zytokine, wie SDF-1, welches das Tumorzell-Homing unterstiitzt, zuriickgeflihrt werden und an-
dererseits auf die hohe Anzahl an Wachstumsfaktoren, die wahrend der Reifung
hamatopoetischer Zellen oder der kontinuierlichen Remodellierungs-Prozesse des Knochens

freigesetzt werden [260].

1.4. Spontane Tumorregression

Die spontane Ruckbildung von Tumoren ohne medizinische Behandlung ist flir verschiedene hu-
mane Krebsarten nachgewiesen worden. Mdglicherweise existiert ein seltener, aber aulderst ef-
fektiver Mechanismus, um Tumorzellen selbst bei fortgeschrittenen Krebserkrankungen zu besei-
tigen. Allerdings finden sich in der Literatur nur unzureichende Erklarungen fir dieses beim Men-

schen selten auftretende Phanomen [261-266].

Cui et al. konnten in ihrem Labor einen Mausstamm etablieren, der gegen verschiedene Krebsty-
pen resistent war. Dieser Mausstamm geht auf einen Vorfahren zuriick, der eine Resistenz ge-
genulber der hoch aggressiven Sarkomzelllinie S-180 (maligner Tumor, der aus dem Mesoderm
hervorgeht) zeigte. Diese Zellen zeichnen sich durch die Abwesenheit des Haupthistokom-
patibilitatskomplex (MHC, engl. ,major histocompatibility complex®) aus und kénnen deshalb
Krebserkrankungen in allen Stammen von Labormausen [267, 268] und -ratten [269, 270] hervor-
rufen. S-180 Zellen wachsen vorwiegend in der Suspension der Bauchhohle und flihren zu einer
Flussigkeitsansammlung in der freien Bauchhohle (Aszites). Aus diesem Grund sterben Mause,
denen S-180 Zellen in die Bauchhéhle implantiert wurden, normalerweise nach 3-4 Wochen. Ein
mannliches Versuchstier zeigte auch nach wiederholten Applikationen unterschiedlicher Mengen
an S-180 Zellen keine Anzeichen einer Krebserkrankung. Interessanterweise ergaben Kreu-

zungsexperimente, dass diese vollstandige Resistenz (VR) gegenliber den Tumorzellen auf die
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Nachkommen Ubertragbar war. Die Auswertung des Vererbungsmusters deutete an, dass es sich
vermutlich um eine einzelne Mutation eines einzelnen Gens handelte, welches dominant vererbt
wurde. In einem weiteren Versuchsansatz konnte nachgewiesen werden, dass die VR-Mausen
gegen diverse Krebstypen, wie Leukamie, Lymphome und Karzinome, resistent waren und dass
die Resistenz nicht ortsgebunden war. Tumorzellen, die VR-Mause implantiert wurden, wurden
innerhalb von 24 Stunden beseitigt. Dies war verbunden mit der Aggregation bzw. Umlagerung
der Tumorzellen, bestehend aus zahlreichen Leukozyten. Vorwiegend handelte es sich um Zellen
der angeborenen Immunitat, wie neutrophilen Granulozyten, natirliche Killerzellen und Makro-
phagen, die eine Lyse der Tumorzellen verursachten. Dieser Resistenzmechanismus war tumor-
spezifisch und verlief ohne signifikante Schadigung des umliegenden Gewebes. Aul’erdem konn-
te mittels athymischer Mause, die nicht dazu in der Lage sind reife T-Zellen zu produzieren,
nachgewiesen werden, dass der Resistenzmechanismus T-Zell unabhangig verlauft. Eine weitere
interessante Beobachtung war, dass die Resistenz gegenliber den Tumorzellen altersabhangig
verlief. VR-Mause, denen Tumorzellen im Alter von 6 Wochen appliziert wurden, entwickelten zu
keinem Zeitpunkt eine detektierbare Ansammlung von Tumorzellen. VR-Mause, denen hingegen
Tumorzellen im Alter von 5 Monaten implantiert wurden, zeigten zunachst ein mit Kontrolltieren
vergleichbares Tumorwachstum. Wenn der Tumor jedoch nach 2-3 Wochen eine nachweisbare
Grole erreicht hatte, kam es zu einer spontanen Verminderung der TumorgrofRe, gefolgt von ei-
ner kompletten Regression (KR) des Tumors innerhalb weniger Tage. Mause, denen im An-
schluss an die komplette Regression erneut Tumorzellen injiziert wurden, waren nun vollstandig
resistent gegentiber den Tumorzellen. Diese Tiere, waren gesund, tumorfrei und hatten eine

normale Lebensdauer [271].

In einem weiteren Versuchsvorhaben wurden Kontrollmdusen Tumorzellen in Verbindung mit
Leukozyten, die aus einer VR-Maus isoliert wurden, appliziert. Auch hier konnten die Immunzel-
len die Tumorzellen beseitigen, so dass allem Anschein nach keine anderen Zelltypen oder 16sli-
che Faktoren fiir die Funktion der Immunzellen notwendig waren. Ferner war es madglich, subku-
tane Tumore von Kontrolimdusen durch die intraperitoneale Injektion von Immunzellen, die aus
einer VR-Maus isoliert wurden, zu eliminieren. Die Depletion einzelner Immunzellen ergab, dass
kein bestimmter Zelltyp des Host-eigenen Immunsystems die Tumorresistenz alleine vermittelte.
Neutrophile Granulozyten, natirliche Killerzellen und Makrophagen hatten unabhangig voneinan-
der die gleiche Toétungseffizienz wie die Kombination dieser Leukozyten. In einem Zellkulturexpe-
riment konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass die Lymphozyten spezifisch Tumorzellen
zerstorten, andere Zellen wie Fibroblasten hingegen nicht. Dies deutet auf einen fundamentalen
Unterschied zwischen Tumorzellen und normalen Zellen hin, der die spezifische Erkennung und

zielgerichtete Abtétung der Tumorzellen ermdglicht [272].
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[.5. Konditionelle Fibronektin-Knockoutmause

Damit die Rolle des Fibronektins bei der Entstehung und dem Wachstum von Tumoren unter-
sucht werden konnte, war es notwendig, endogenes Fibronektin im Knochenmark und in der
Blutbahn (Plasmafibronektin) von Mausen auszuschalten. Allerdings versterben Mauseembryo-
nen, deren Fibronektin-Gen inaktiviert wurde, etwa 8,5 Tage nach Gestation in utero. Aus diesem
Grund wurden konditionelle Fibronektin-Knockoutmause erzeugt, deren Fibronektin-Gen im adul-
ten Zustand inaktiviert werden konnte [3]. Dazu wurde das sequenzspezifische Cre/loxP Rekom-
binationssystem aus dem Bakteriophagen P1 genutzt [273]. Der Vorteil der Verwendung dieses
Systems besteht darin, dass das Gen von Interesse zu einem gewiinschten Zeitpunkt, zell -und

gewebespezifisch, ausgeschaltet werden kann.

In diesem Zusammenhang wurden konditionelle Knockoutmause generiert, deren Fibronektin-
Gen gefloxt war (engl. ,flanked by loxP“). Das Fibronektin-Gen dieser Mause war dahingehend
modifiziert worden, dass vor dem Translations-Startkodon ATG im ersten Exon und im ersten
Intron loxP-Stellen (engl. ,locus of crossing-over P1“) eingebracht wurden [3]. Diese 34
Basenpaare umfassenden loxP-Sequenzen werden von dem Enzym Cre-Rekombinase (engl.
,causes recombination®) erkannt [274]. Das Enzym Cre-Rekombinase bindet an die entsprechen-
den loxP-Stellen und schneidet den dazwischenliegenden DNA-Bereich heraus. Im Anschluss an
diesen als Exzision bezeichneten Prozess wird die DNA wieder verbunden. Da wichtige Abschnit-
te, wie das Translations-Startkodon des Gens, entfernt wurden, kommt es zum Funktionsverlust
des Gens [275, 276]. Mause, deren Fibronektin-Gen im gefloxten Zustand vorliegt, kbnnen an-
schliefend mit Mausen gekreuzt werden, die das Gen fir das Enzym Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle eines gewinschten Promotors tragen, der zell- oder gewebespezifisch aktiviert werden

kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit immundefizienten Mausen gearbeitet, die mit 2 unterschied-
lichen konditionellen Fibronektin Knockout-Mauslinien verpaart wurden. Im Folgenden werden die
Eigenschaften der Knockoutmause, die Uber den jeweiligen Promotor charakterisiert werden,

kurz dargestellt werden:

Die MxCre-Linie wurde verwendet, um Fibronektin in der Blutbahn (Plasmafibronektin) und im
Knochenmark auszuschalten. Hierfir wurden gefloxte Fibronektin-Mause mit Tieren verpaart, die
das Enzym Cre Rekombinase unter Kontrolle des exogen induzierbaren Mx-Promotors trugen
[277]. Die MxCre vermittelte Ausschaltung von Fibronektin war, bezogen auf die Leber
(Hepatozyten), vollstandig und fir wenigstens 8 Monate stabil. In anderen Organen, die eine Ak-
tivitdt des Mx-Promotors aufwiesen, war der Umfang der Fibronektin-Suppression variabel und

reichte von 94% in der Milz bis 8% im Gehirn. Dazwischen lagen in abfallender Reihenfolge
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Zwolffingerdarm (75%), Herz (52%), Lunge (52%), Uterus (43%), Thymus (42%), Niere (39%)
und Muskel (18%) [277].

Durch die Verwendung der ColCre-Linie war es mdglich, Fibronektin spezifisch in den
Osteoblasten und Osteozyten auszuschalten. Hierfir kamen Mause zum Einsatz, die das Gen fir
die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines 2,3 Kilobasen (Kb) langen Fragments des Promo-
tors der Kollagen Typ | as-Kette trugen (simplifiziert, Col-Promotor). Die Aktivierung des Col-
Promotors erfolgt, wenn ein Osteoblast mit der Synthese von Kollagen Typ | beginnt. Simultan
kommt es zur Expression der Cre-Rekombinase und das Fibronektin-Gen wird in der Zelle irre-
versibel zerstort [278].
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Einleitung

l.6. Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle des Fibronektins bei der Entstehung und dem Wachstum

von Knochenmetastasen untersucht.

Zu Beginn stellte sich die Frage, ob Fibronektin der extrazellularen Matrix den Prozess der Meta-
stasierung beeinflusst. Um einen mdglichen Effekt von Fibronektin in vivo zu untersuchen, wur-
den konditionelle Knockoutmause eingesetzt, bei denen eine Ausschaltung von Fibronektin in der
Blutbahn (Plasmafibronektin) und im Knochenmark moéglich war. Auf diese Weise sollte der Ein-
fluss der Fibronektin-Deletion im Bereich der vaskularen Nische auf die Metastasierung unter-
sucht werden. Des Weiteren wurde das Fibronektin-Gen spezifisch in den knochenbildenden Zel-
len, den Osteoblasten, deletiert. Dementsprechend wird der Effekt der Fibronektin-Ausschaltung
im Bereich der osteoblastischen Nische auf den Metastasierungsprozess herausgearbeitet. In ei-
nem weiteren Versuchsansatz soll die tumorzellspezifische Fibronektinexpression unterbunden
werden und somit ein moglicher Einfluss von Tumorzell-Fibronektin auf die Infiltrationseigen-

schaften, die Etablierung und das Wachstum von Knochenmetastasen nachgewiesen werden.
Insgesamt will diese Arbeit einen Beitrag zum Verstandnis leisten, inwieweit Fibronektin fur die

Tumoretablierung notwendig ist und welche Rolle dieses Molekil bei der Entwicklung von Tumo-

ren einnimmt.
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II. Material und Methoden

1.1. Materialien

[1.1.1. Herstellerverzeichnis

Abbott GmbH & Co. KG
Abcam plc

Acris Antibodies GmbH
Acros Organics

Agfa HealthCare GmbH
Alcan Packaging

Antisoma Research Laboratories
AppliChem GmbH

ASYS Hitech GmbH
Axxora Deutschland GmbH
Bender & Hobein AG

BD Biosciences

Biometra GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH
Biozym Scientific GmbH
Buehler GmbH

Bruker Optik GmbH

Canon Inc.

Caliper Life Sciences

Carl Zeiss GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Charles River Laboratories
Daido Sangyo Co., Ltd
Dako Deutschland GmbH
Dianova GmbH

Dunn Labortechnik GmbH
Ebioscience Corporation
Eppendorf AG

Fermentas GmbH

Wiesbaden
Cambridge, UK
Hiddenhausen
Geel, Belgien
Koéln

Neenah, Wisconsin, USA
London, UK
Darmstadt
Eugendorf, Osterreich
Lorrach

Zurich, Schweiz
Heidelberg,
Géttingen
Munchen
Oldendorf
Dusseldorf
Ettlingen

Tokyo, Japan
Russelsheim
Gottingen
Karlsruhe
Sulzfeld

Tokyo, Japan
Hamburg
Hamburg
Asbach

San Diego, USA
Hamburg

St. Leon-Rot
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Field Emission Corporation

GE Healthcare Europe GmbH
Gesellschaft fur Labortechnik
Greiner Bio-One GmbH

Griissing GmbH

Harlan Sera-Lab

Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG
Heraeus Sepatech GmbH
Invitrogen GmbH

Kern & Sohn GmbH

Knick GmbH + Co. KG

Korth Kristalle GmbH
Labinstruments Deutschland GmbH
Lab & Vet Service GmbH

Leica Microsystems

LG Electronics

Linaris Biologische Produkte GmbH
Memmert GmbH + Co KG
Marienfeld GmbH & Co. KG

Merck KGaA

Messer Group GmbH

Minerva Biolabs

MorphoSys AbD GmbH

New Brunswick Scientific

Nikon, GmbH

Olympus America Inc.

Pall Life Sciences

PE Applied Biosystems

Pan Biotech GmbH

Peqlab Biotechnologie GmbH
Polyscience Europe GmbH
Qiagen GmbH

Sakura Finetek Germany GmbH
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
Sarstedt

Scanco Medical AG

Semperit Technische Produkte GmbH
Servoprax GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

McMinnville, Oregon, USA
Freiburg
Burgwedel
Frickenhausen
Filsum
Loughborough, UK
Wehrheim
Osterode am Harz
Karlsruhe

Balingen

Berlin

Altenholz (Kiel)
Crailsheim

Wien, Osterreich
Wetzlar

Seoul, Korea
Wertheim
Schwabach
Lauda-Koénigshofen
Darmstadt
Sulzbach

Berlin

Disseldorf

Edison NJ, USA
Duisseldorf

Center Valley PA, USA
Dreieich

Waltham MA, USA
Aidenbach
Erlangen
Eppelheim

Hilden
Heppenheim
Frankfurt
NUmbrecht
Bruttisellen, Schweiz
Wien, Osterreich
Wesel

Taufkirchen
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Sigma Laborzentrifugen GmbH

Sony Corporation

Ssniff Spezialdiaten GmbH

Synchem OHG
Systec GmbH

Tecan Deutschland GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Vitaris AG

Whatman International Ltd.

Zentrallager Theoretikum

11.1.2.

Autoklav:
Brutschrank:
Blotsystem:
Entwicklungsgerat:
Einfrierbox:
ELISA-Messgerat:
FACS-Gerét:
Fraktionssammler:
Gelsystem DNA:
Gelsystem Protein:
Geldokumentation:

Heizblock:

IVIS-100 Imaging System:

Kameras:

Kryomikrotom:

Magnetrihrer:

Mikroskope:

Mikrowellenherd:
Mikrotiterplatten Reader:
pH-Meter:

Pipettierhilfe:

Osterode am Harz
Tokyo, Japan

Soest

Felsberg / Altenburg
Wettenberg
Crailsheim
Waltham MA, USA
Baar

Maldstone, UK
Heidelberg

Laborausstattung

Tuttnauer Systec 5075 EL, Systec

Innova CO-170, New Brunswick Scientific

Blot Module Kit CE Mark EI0002, Invitrogen

Typ CP1000, Agfa

#3043317, Nunc, Thermo Fisher Scientific

SLT Spectra, Labinstruments

LSRII, BD Biosciences

Pharmacia LKB FraC-200, GE Healthcare

PerfectBlue 40-1410, Peqglab

XCell Sure Lock Mini-Cell EI0002, Invitrogen

Gel Doc 1000, Bio-Rad

Thermomixer compact, Eppendorf

Xenogen bzw. Caliper Life Sciences

EOS 350 Digital, Canon (Spiegelreflex)

DS-1QM, Nikon (CCD), Nikon Imaging Center (NIC) Heidelberg
Kryostat, CM 3050, Leica

Reichert-Jung Biocut 2035, Leica

Yellow line MSH basic, Roth

DM IL, inverses Routinemikroskop, Leica, mit Canon Kamera
Eclipse 90i, Nikon, Nikon Imaging Center (NIC) Heidelberg
MS-1715TU Multiwave, LG Electronics

Typ 16039400, Sunrise Basic, Tecan

Typ 761 Calimatic, Knick

Pipetboy comfort classic, IBS Integra
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Plattenwascher:

Pumpe:

Réntgengerat:
Saule:

Scanner:
Sterilbank:
Stickstofftank:
Stromversorger:

Thermocycler:

Trockenschrank:

Ultragefrierschrank:

Vortex:

Waagen:

Wasserbad:
Zellzahlapparatur:

Zentrifugen:

anthos fluido Typ 24200, ASYS

Pharmacia LKB Pump P1, GE Healthcare

Econo, Bio-Rad

Typ 8050-010, Faxitron, Field Emission Corporation
Pharmacia Biotech XK16, GE Healthcare

Lide 60, Canon

Holten LaminAir 1.2, Thermo Fisher Scientific
Chronos Biosafe, Messer

Standard Power Pack P25, Biometra

GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems
T Personal Thermocycler, Biometra

Sterilisator, Memmert

Innova U725, New Brunswick Scientific

Vortex Genie 2, Bender & Hobein

Laborwaage, PRS 4200-2, Kern

Feinwaage, ABJ 120-4M, Kern

Typ 1004, Gesellschaft fir Labortechnik

Typ TT CASY®; Innovatis, Roche

Typ 1-14, Sigma Laborzentrifugen

Biofuge 15, Heraeus

Heraeus Multifuge 1 S-R, Thermo Fisher Scientific

[1.1.3. Verbrauchsmaterial

Abdeckfolie:
Alkoholtupfer:

Aluminiumfolie:

Augen- und Nasensalbe:

Deckglaser:

Dialyseschlauch:

Einmalinjektionskantle:

Einmalréhrchen:
Frischhaltefolie:
Handschuhe:
Kryordhrchen:

Macrosep:

#30001358, Tecan

#G602, Servoprax

#2596.1, Roth

#2182442, Bepanthen, Bayer

#6101242, Marienfeld

#44145, Servapor, Serva

#304000, Microlance, 30G, BD Biosciences
#302200, Microlance, 27G, BD Biosciences
#55.1578, Polypropylen, 12/75 mm, Sarstedt
#59206, Zentrallager Theoretikum (Universitat Heidelberg)
#3780872, Sempercare, Semperit AG
#123263, Greiner bio-one

#0D100C36, Pall
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Mikrotiterplatten:

Microvette:

Objekttrager:

Parafilm:
Pasteurpipetten:
PCR-Reaktionsgefale:
Petrischalen:
Pipettenspitzen:
PVDF-Membran:
Reaktionsgefalie:

Roéntgenfilme:

Serologische Pipetten:
Spritzen:
Sterilfilter:

Whatman Papier:
Zellkulturflaschen:

Zellkulturplatten:

Zellfilter:

Zentrifugenréhrchen:

[1.1.4. Chemikalien

Aluminiumsulfat:
Borsaure:
Brilliant Blau R250:

Bromphenolblau:

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat:

EDTA:
Essigsaure:
Ethanol:
Formaldehyd:

#439454, MaxiSorp, Nunc

#655061, Microlon, Greiner bio-one

#20.1288, 200 K3E (Blutplasma), Sarstedt

#20.1291, 200 Z-Gel (Blutserum), Sarstedt)

#4951PLUS, Thermo Fisher Scientific

#PM-996, Alcan Packaging

#197734230, neo lab

#711080, Biozym

#633171, Greiner bio-one

#739296, #740290, Greiner bio-one

#RPN303F, Amersham Hybond-P, GE Healthcare

#72.706, 1,5 ml; #72.695 2 ml, Sarstedt

#10595000, Structurix D4 DW, AGFA

#34090, CL-X Posure Filme, Pierce, Thermo Fisher Scientific
(2, 5, 10 und 25 ml), Greiner bio-one

#300013, Plastipak, BD Biosciences

#SLGVO033RS, Millex GV, 0,22 um, PVDF-Membran, Millipore
#SLHVO033RS, Millex HV, 0,45 ym, PVDF-Membran, Millipore
#1564020, Nalgene, Thermo Fisher Scientific

#3030917, 3MM CHr, Whatman International Ltd.

#169900, 25 cm?; #156800, 75 cm?; #159926, 175 cm?, Nunc
#150239, 6-Loch; #15020 12-Loch; #144530, 24-Loch;
#150787, 96-Loch, Nunc

#352360, 100 um, Cell Strainer, BD Biosciences

#188271, 15 ml; #227261 50 ml, Greiner bio-one

#192430050, Acros Organics
#A3581,1000, Applichem
#3862.1, Roth

#T116.1, Roth

#A3567, 0500, Applichem
#E5134, Sigma-Aldrich
#10296, Grissing

#32205, Riedel-de Haén
#31245, Riedel-de Haén
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Glycerin:

Glycin:

Guanidin-HCI:

Harnstoff:
Hexadimethrine bromide:
Kaliumdihydrogenphosphat:
Kaliumchlorid:
Milchpulver:

Mowiol 4-88 Reagent:
2-Methylbutan:
Natriumcarbonat:
Natriumchlorid:
Natriumhydrogencarbonat:
Natriumorthovanadate:
Natriumthiosulfat:
Natriumzitrat:

Ponceau Xylidine:
2-Propanol:
Schwefelsaure:

Tris:

Tris-HCI:

Triton X-100:

Tween 20:

11.1.5.

ACK-Puffer:

Agarose:

Albumin Fraktion V (BSA):
aMEM:

Blocklésung:

(Western Blotting)
Blockierungspuffer (ELISA):
Coomassie-Entfarbelésung:

(Membranen)

#7530.1, Roth

#A1377,1000, Applichem
#0037.2, Roth

#U5128, Sigma-Aldrich
#H9268, Sigma-Aldrich
#1.04873.1000, Merck
#A3582,1000, Applichem
#T145.1, Roth

#475904, Calbiochem, Merck
#A1263,1000, Applichem
#A4332,1000, Applichem
#0277, Mallinckrodt Baker
#106323, Merck

#S6508, Sigma-Aldrich
#S7026, Sigma-Aldrich
#S4641, Sigma-Aldrich
#81465, Fluka, Sigma-Aldrich

Zentrallager Theoretikum (Universitat Heidelberg)

#13073, Grissing
#4855.2, Roth
#9090.3, Roth
#108603, Merck
#9127.1, Roth

Puffer, Medien und Reagenzien

4,15 g Ammoniumchlorid / 0,5 g Kaliumhydrogencarbonat /
100 pl 0,5 M EDTA (pH=7,5)

in 500 ml H,Oy, sterilfiltriert 0,22 ym, Lagerung bei 4°C
#15510-027, Invitrogen

#8076.2, Roth

#22561, Gibco, Invitrogen

5 g Milchpulver in 100 ml TBS-T

frisch ansetzen oder kurzfristig lagern bei 4°C

3% BSA in PBS-T

200 ml 2-Propanol / 70 ml Essigsaure

in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT
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Coomassie-Farbelésung:
(Membranen)
Coomassie-Farbelésung:
(Protein-Gele)

DAPI:

Desorptionspuffer (Saule):

Detektionsreagenz:
(Western Blotting)
DMEM:

DMSO:
DNA-Lysepuffer:

DNA-Marker:
dNTPs:
DPBS:

Elutionspuffer (Saule):

Enhancer (PCR):

Equilibrierungspuffer (Saule):

Ethidiumbromid:

FCS:

Gelatine Sepharose 4B:
Geneticin:
Karbonat-Puffer:
(ELISA)

Knochenlysepuffer:

Luciferin:

Lysepuffer (DNA):

Lysepuffer (Protein):

MgCl, (PCR):

Mowiol (Elvanol):

400 ml 2-Propanol / 75 ml Essigsaure / 2 g Brilliant Blau R250
in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

Imperial Protein Stain (#24615, Pierce, Thermo Fisher Scientific),
Farbung 1 h; Entfarben mit H,Oq4 fir >1 h

#6335.1, Roth

0,1 M Glycin /0,5 M NaCl / in PBS

pH 2,5, Lagerung bei 4°C

#32106, ECL Western Blotting Substrat, Pierce

Thermo Fisher Scientific

#41966052, Gibco, Invitrogen

#D2650, Sigma-Aldrich

100 mM Tris (pH 8,5) / 200 mM NaCl /5 mM EDTA (pH 8)
0,2% SDS, in 10 ml H,O4q (autoklavieren)

100 bp-DNA-Leiter extended, #T835.1, Roth

#20-3012, Peglab

#14190, Gibco, Invitrogen

4 M Harnstoff / 0,05 M Tris / in PBS

pH 7,5, Lagerung bei RT

#01-1030, Peqlab

0,01 M Natriumzitrat / 0,005 M EDTA / in PBS

pH 7,2, Lagerung bei RT

10 mg/ml, #2218.1, Roth

#P30-3302, Pan Biotech

#17-0956-01, GE Healthcare

#10131027, Gibco, Invitrogen

0,78 g Na,CO3/ 1,5 g NaHCO3

in 500 ml H2O44, pH 9,6, Lagerung bei 4°C (2 Monate haltbar)
4 M Guanidin-HCI/ 10 mM EDTA / 50 mM Tris

pH 7.4

# bc219, Synchem

100 mM Tris pH 8,5/ 200 mM NacCl

5 mM EDTA pH 8,0/ 0,2% SDS

autoklavieren/sterilfiltrieren, Lagerung bei RT

20 mM Tris-HCI / 150 mM NaCl / 10% Glycerin / 0,5% Triton X-100
2mM EDTA /10 mM NaF / 1 mM Na3sVO,, Lagerung bei 4°C
#01-1030, Peqlab

5 g Mowiol 4-88 Reagent

20 ml PBS (pH 8); u. N. rotieren lassen bei RT

10 ml Glycerin; 30 min bei 50°C im Wasserbad schitteln
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NBF (10%):
PBS:
PBS (10x):

PBS-T:

Penicillin/Streptomycin:
pl-pC:

Ponceau-L6sung:
Probenpuffer (DNA, 4x):
Probenpuffer (Protein, 4x):

Protein-Marker:

Proteinextraktion-Reagens:

Puromycin:

Stopplésung (ELISA):
Tag-Reaktionspuffer rot:
TBE:

TBE (10x):

TBS:
TBS (10x):
TBS-T:

Tissue-Tek:

TMB:
Transferpuffer:
(Western Blotting)
Trypsin-EDTA:

Verdlinnungspuffer (ELISA):

30 min. bei 5000 g zentrifugieren, Lagerung bei -20°C

36,5% Formaldehyd 1:10 in PBS verdinnt, stets frisch ansetzen
100 ml PBS (10x), in 1 L H,Og4, Lagerung bei RT

400 g NaCl / 58 g Na;HPO,4 / 10 g KH,PO4 / 10 g KCI

in 5L H,Oq4, pH 7,0, Lagerung bei RT

100 ml PBS (10x) / 0,5 ml Tween 20 (Endkonzentration 0,05%)
in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

#15140-122, Gibco, Invitrogen

# P9582, Sigma

#33427.01, Serva

50% Glycerin in 4x TBE, etwas Bromphenolblau zugeben

0,15 ml H2O4/ 1,25 ml 0,5 M Tris (pH 6,8) / 1 ml Glycerin

2 ml 10% SDS /0,1 ml 1% Bromphenolblau / 0,5 ml B-ME
Precision Plus Protein Standard, unstained (#161-0363, Bio-Rad)
Precision Plus Protein Standard, Dual Color (#161-0374, Bio-Rad)
PageRuler Prestained Protein Ladder Plus (#SM1811, Fermentas)
#78503, Thermo Fisher Scientific

#540411, Merck

0,5 M H,SO4

#01-1030, Peqglab

100 ml TBE (10x), in 1 L H,Og4, Lagerung bei RT

108 g Tris / 55,6 g Borsaure / 4,65 g EDTA

in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

100 ml TBS (10x), in 1 L H,Og4, Lagerung bei RT

12 g Tris / 88 g NaCl

100 ml TBS (10x) / 1 ml Tween 20 (Endkonzentration 0,1%)

in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

in 1 L H,Oq4, pH 7,5, Lagerung bei RT

#4583, O.C.T. Compound, Sakura

#613544, Merck

3 g Tris/ 14,4 g Glycin

in 1 L HoOy, frisch ansetzen oder kurzfristig lagern bei 4°C
#25300, Gibco, Invitrogen

1,5% BSA in PBS-T
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11.L1.6. Antikdrper

[1.1.6.1. Primarantikorper

anti-human-FN

anti-human-FN

anti-CD31

anti-Maus-NKp46

anti-Maus-CD19

anti-Maus-CD3

anti-Maus-F4/80

anti-Maus-Ly-6G (Gr-1)

anti-human-Fibronektin-HRP  konjugiert 1gG aus Kaninchen
(#P0246, Dako); WB: 1:5000

anti-human-Fibronektin-IgG aus Kaninchen (F3648, Sigma-Aldrich)
ELISA: 1:500 (mpFN ELISA) und 1:2000 (pFN ELISA)

anti-CD31 (bindet an C-Terminus von Maus CD31) aus Kaninchen
(ab28364, Abcam); Schnitte: 1:50

Alexa Fluor® 647 konjugiert aus Ratte IgG2a, (#51-3351,
eBioscience); FACS-Farbung: 1:100 (Marker fur NK-Zellen)
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) konjugiert aus Ratte IgG2a, (#12-
0193, eBioscience); FACS-Farbung: 1:100, (Marker fur B-Zellen)
Cyanine 5 (Cy5) konjugiert aus Hamster IgG, (HM3411,
Invitrogen); FACS-Farbung: 1:100 (Marker fur T-Zellen)
Phycoerythrin (PE) konjugiert aus Ratte IgG2a, (#12-4801,
eBioscience); FACS-Farbung: 1:100 (Marker fir Monozyten)

Alexa Fluor® 647 konjugiert aus Ratte IgG2b, (#51-5931,
eBioscience); FACS-Farbung: 1:100 (Marker fur Granulozyten)

[1.1.6.2. Sekundarantikorper

anti-Kan-Alexa 555  anti-Kaninchen IgG-Alexa Fluor 555-konjugiert aus Ziege (#¥A21430, Mole-
cular Probes, Invitrogen), Schnitte: 1:500-1000

anti-human-FN anti-human-Fibronektin-HRP konjugiert 1gG aus Kaninchen (#P0246,
Dako) ELISA: 1:500 (mpFN ELISA) und 1:2000 (pFN ELISA)

11.L1.7. Enzyme

BseDl
Proteinase-Inhibitoren
Proteinase K

Tag DNA-Polymerase

#ER1081, Fermentas

#535142, Cocktail Set |, Calbiochem, Merck
#03115852001, Roche

#01-1030, Peglab
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11.1.8. Synthetische Oligonukleotide

5°-FN
3’-FN
5°-Col
3’-Cre
5-Mx
3’-Cre
5’-Nak
3’-Nak

TGTCCCATATAAGCCTCTGCT
ACCCCTGAGCATCTTGAGTG

CAGCTCTCCATCAAGATGGT
ATGTTTAGCTGGCCCAAATG

GCAAGCTCAGGCTTTTTCAC
ATGTTTAGCTGGCCCAAATG

GGCCCAGCAGGCAGCCCAAG
AGGGATCTCCTCAAAGGCTTC

1.2. Methoden

I1.2.1. Tierexperimentelle Methoden

11.2.1.1. Verwendete Mausstamme

PCR-Produkt: 237 bp ohne loxP
PCR-Produkt: 279 bp mit loxP

PCR-Produkt: ca. 500 bp

PCR-Produkt: ca. 450 bp

Wildtyp: 90 bp, 53 bp, 20 bp

CD1 nude: 110 bp, 58 bp (heterozygot)
(Erwartete Fragmentgrofien nach erfolgter
Restriktion des PCR-Produkts)

Die im folgenden Teil beschriebenen Mausstdmme wurden in der interfakultdren Biomedizi-

nischen Forschungseinrichtung (IBF) der Universitat Heidelberg geziichtet.

CD1 nude

(Crl:CD1-Foxn1nu); Auszucht

ColCre

(FVB-Tg(Col1a1-cre)1Kry/Mmcd)

FN fl/fl

(129/C57-Tg(fn1)tm1Ref)

MxCre-FN fl/fl

Charles River; Sulzfeld

MMRRC (engl. Mutant Mouse Re-

gional Resource Center); USA

MPI fir Biochemie; Martinsried

MPI fir Biochemie; Martinsried

(C57BL/6xCBA-Tg(Mx1-cre)1Cgn//129/C57-Tg(fn1)tm1Ref
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11.2.1.1.1. Immundefiziente, athymische Nacktmause

CD1 nude (CD1 nu/nu) Mause wurden von Charles River bezogen. Diese immundefizienten
Auszucht-Mause wurden aus dem Mausstamm CD1 (engl. ,Caesarean Derived 1) durch Trans-
fer des nude Genes mittels einer Reihe von Kreuzungen und Riickkreuzungen generiert. CD1
nude Mause sind athymisch, unfahig, reife T-Zellen zu produzieren, und daher immundefizient.
Des Weiteren zeichnen sich homozygote Tiere durch fehlende Kérperbehaarung aus und weisen

einen Albino Phanotyp auf.

CD1 nude Mause wurden mit den im Folgenden beschriebenen konditionellen Knockout-Mausen
verpaart. Dabei ist zu beachten, dass homozygote weibliche CD1 nude Tiere durch Probleme bei
der Ovulation und ihr Unvermdgen, Milch abzusondern, fir die Zucht ungeeignet sind. Daher
wurden fiir die Kreuzungen heterozygote weibliche und homozygote mannliche CD1 nude Mause
eingesetzt. Tiere, die flr das Xenotransplantat-Metastasierungsmodell verwendet wurden, waren

ausnahmslos homozygot fiir das Gen nude und folglich immundefizient.

[1.2.1.2. Konditionelle Knockout-Mause

Fir die spezifische Ausschaltung von Fibronektin wurden Mause verwendet, deren Fibronektin-
Gen gefloxt war (FN fl/fl fir Fibronektin floxed/floxed). Die Mauslinien wurden uns von Herrn Prof.
Dr. Reinhard Féassler (Max-Planck-Institut fir Biochemie; Abteilung Molekulare Medizin, Martins-

ried) zur Verfigung gestellt und mit den zuvor beschriebenen CD1 nude Tieren verpaart.

11.L2.1.2.1. MxCre-Linie

Die MxCre-Linie wurde verwendet, um Fibronektin in der Blutbahn (Plasmafibronektin) und im
Knochenmark auszuschalten. Hierfir wurden gefloxte Fibronektin Mause mit Tieren verpaart, die
das Enzym Cre Rekombinase unter Kontrolle des Interferon und pl-pC (Polyinosinic-Polycytidylic
Saure) induzierbaren Mx-Promotors trugen. MxCre positive Mause wurden mit CD1 nude Tieren
verpaart, so dass nachfolgender Genotyp zur experimentellen Verwendung zur Verfligung stand:
FN fl/fl MxCre/+ CD1 nu/nu.

11.2.1.2.2. ColCre-Linie

Durch die Verwendung der ColCre-Linie war es moglich, Fibronektin spezifisch in den

Osteoblasten und Osteozyten auszuschalten. Hierfiir kamen Mause zum Einsatz, die das Gen fir
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die Cre Rekombinase unter der Kontrolle eines 2,3 Kilobasen (Kb) langen Fragments des Promo-
tors der Kollagen Typ | aq-Kette trugen (simplifiziert, Col-Promotor). Die Aktivierung des Col-
Promotors erfolgt endogen (ab Tag 14,5) ohne Intervention wahrend der Embryonalentwicklung
[278].

Entsprechende Mause wurden Uber das MMRRC (USA) bezogen und mit Tieren verpaart, deren
Fibronektin-Gen gefloxt war, so dass Tiere entstanden, die homozygot gefloxt (FN fl/fl) und posi-
tiv fir den Col-Promotor waren. AnschlieBend wurden die auf diese Weise generierten Mause mit
CD1 nude Tieren weiter verpaart, so dass letztlich Mause mit dem Genotyp FN fl/fl ColCre/+ CD1

nu/nu entstanden.

[1.2.1.3. Intraperitoneal verabreichte Injektionen

11.2.1.3.1. Induktion des Mx-Promotors

Die Aktivierung des Mx-Promotors erfolgte bei 2-3 Wochen alten Mausen, mittels 4 intraperito-
nealer Injektionen von 250 ug pl-pC in 2-Tages Intervallen [3]. Das pl-pC Kaliumsalz wurde mit
DPBS auf eine Endkonzentration von 2 mg/ml gebracht und steril filtriert. Die Lagerung der L6-

sung erfolgte bis zur Verwendung bei -20°C.

11.2.1.3.2. Anasthesie von Versuchstieren

Fir die intrakardiale Applikation von Tumorzellen und die Durchfiihrung der Réntgenaufnahmen
wurden die Versuchstiere im Vorfeld anasthesiert. Den Versuchstieren wurde ein Gemisch aus
Ketamin (120 mg/kg Kdrpergewicht) und Xylazin (16 mg/kg Kdrpergewicht) intraperitoneal appli-
ziert. Hierdurch konnte eine chirurgische Toleranz von ca. 30 Minuten erzielt werden. Den Tieren
wurde wahrend der Schlafdauer von 120-240 Minuten etwas Augensalbe aufgetragen, um einer

Austrocknung der Cornea und einer Erblindung entgegenzuwirken.

11.2.1.3.3. Luciferin Applikation

Die Mause wurden zunédchst in einer Inhalationskammer mit Isofluran narkotisiert. AnschlieRend
wurde eine sterile Luciferin-Lésung (150 mg/kg Kérpergewicht) intraperitoneal appliziert. Finf bis
zehn Minuten nach der Luciferininjektion wurde die Luciferaseaktivitat mit dem ,IVIS-100 Ima-

ging“ System bestimmt (11.2.1.5.2.).
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[1.2.1.4. Xenotransplantat-Metastasierungsmodell

Bei einer Xenotransplantation (griechisch, xénos: Fremder) handelt es sich um die Ubertragung
von lebensfahigen und funktionstiichtigen Zellen, Zellverbanden oder Organen zwischen unter-

schiedlichen Spezies [279].

Tiere, die fur das Xenotransplantat-Metastasierungsmodell verwendet wurden, waren ausnahms-
los homozygot fiir das Gen nude und somit athymisch, unfahig reife T-Zellen zu produzieren und
daher immundefizient. Diese genetische Konstitution ermdglicht die Untersuchung humaner
Tumorzellen im Mausmodell. Des Weiteren wurden Mause verwendet, deren Fibronektin-Gen
gefloxt war und die das Gen Cre Rekombinase entweder unter der Kontrolle des Mx-Promotors,

oder des Col-Promotors trugen.

11.2.1.4.1. Intrakardiale Applikation humaner Tumorzellen

Immundefizienten Mausen wurden Knochenmetastasen durch die intrakardiale Applikation
humaner Tumorzelllinien induziert. Diese, waren subkonfluent und wurden am Vortag mit

frischem Kulturmedium versorgt (11.2.2.6).

Die 4-5 Wochen alten Mause wurden zunachst mit einem Gemisch aus Ketamin und Xylazin
anasthesiert. AnschlieRend wurden 10° MDA- bzw. PC3-Zellen in 100 pl D-PBS iber einen
Zeitraum von 20-50 Sekunden in den linken Herzventrikel injiziert. Hierfir wurde eine
Einmalinjektionskanule (30G) zwischen dem zweiten und dritten Interkostalraum vom Sternum
aus ca. 2 mm nach rechts platziert. Die Injektionskanille wurde dann leicht kaudal ausgerichtet
und in einem 25° Winkel relativ zur Sagittalebene transkutan in den linken Ventrikel der Maus
eingefuhrt. Der spontane, pulsierende Eintritt von hellem mit Sauerstoff angereichertem Blut in
die transparente Injektionskantile zeigt die richtige Positionierung der Nadel an [280]. Der Erfolg
der Injektion wurde 10-60 Minuten im Anschluss an die Injektion mittels Biolumineszenz-
Bildgebung evaluiert (Abb. 111.1.)

11.2.1.4.2. Biolumineszenz-Bildgebung

Das Enzym Luciferase aus dem Leuchtkafer (Lampyridae), das von den Tumorzellen exprimiert
wird, katalysiert die Reaktion von Luciferin zu Licht. Das Biolumineszenz-Signal der Luciferase
wird in einem Bereich von 500 bis 700 nm emittiert, mit einem Emissionsmaximum bei 612 nm
bei 37°C. Dieses Emissionsspektrum und die optischen Eigenschaften von biologischem Gewebe

erlauben es, dass das Licht mehrere Zentimeter Gewebe durchdringen kann. Die Photonenemis-
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sion von Tumorzellen, die das Enzym Luciferase exprimieren und eine Knochenmetastase gebil-
det haben, kann im Anschluss an die Applikation des Substrates Luciferin, detektiert werden
[281]. Biolumineszenz-Bildgebung wurde mit einer hoch sensitiven, gekiihlten CCD Kamera voll-

zogen, die in einer lichtdichten Aufnahmekammer angebracht war (1VIS-100, Xenogen).

Fir in vivo Messungen wurden Mause mittels Inhalationsnarkose (1-2% lsofluran) anasthesiert,
anschlieBend wurde eine Luciferin-Lésung intraperitoneal verabreicht. Finf bis zehn Minuten
nach der Luciferininjektion wurde die Photonenemission mit dem ,IVIS-100 Imaging“ System de-
tektiert. Hierfir wurden maximal zwei Mause ventral bzw. dorsal auf einem elektronisch verstell-
baren Probentisch in der beheizten Aufnahmekammer (37°C) der bildgebenden Apparatur plat-
ziert. Die Aufnahmezeit betrug 10 Sekunden bis 5 Minuten und es wurden folgende Kameraein-
stellungen verwendet: Der Aufnahmeausschnitt wurde mit dem verstellbaren Probentisch so ge-
wahlt, dass der gesamte Kérperumfang der Maus abgebildet werden konnte. Hierbei wurde die
Entfernung der Kamera zum Messobjekt auf 10 cm eingestellt (field of view A, 10 cm; f-stop, f1)
und eine mittlere Sensitivitat bzw. Aufldsung gewahlt. War die Photonenemission gesattigt, wurde
die Aufnahmezeit und Sensitivitat herabgesetzt. Konnte kein Signal detektiert werden, wurden im
Gegenzug die Auflésung und die Aufnahmezeit erhdht. Fir jede Messung wurde zuséatzlich zur
Lumineszenzmessung ein photographisches Abbild erzeugt und als liberlagernde Aufnahme ab-

gespeichert.

Fir in vitro Messungen wurden die zu analysierenden Zellen in DPBS aufgenommen und 100 pl
der Zellsuspension in geeigneter Verdlinnung in eine schwarze 96-Loch Platte pipettiert. Es wur-
de eine Verdiinnungsreihe im Bereich von 10° bis 500 Zellen je Vertiefung gewahlt. 5-10 Minuten
vor der Messung wurde 100 ul Luciferin/DPBS-Lésung (150 ug/ml) je Vertiefung hinzugegeben.
Anschlielend folgte die Biolumineszenz-Messung der Platte fir 2-5 Minuten bei mittlerer Aufl6-

sung. Auf diese Weise konnten die pro Sekunde emittierten Photonen der Zellen erfasst werden.

Die Bildaufnahmen und Quantifizierung der Biolumineszenz-Signale erfolgten mit der Datener-
fassungs- und Analysen-Software ,Living Image“ (Version 2.50). Die emittierte Lichtleistung (Pho-
tonen/s/cm?/sr) spezifischer Interessensbereiche (ROI fiir engl. ,regions of interest*) wurde als
relative Lichteinheiten (RLU fir engl. ,relative light units“) quantifiziert. Das ,IVIS-100 Imaging”
System wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr Glnter J. Hammerling (Deutsches
Krebsforschungszentrum DKFZ; Abteilung Molekulare Immunologie, Heidelberg) zur Verfligung

gestellt.

11.2.1.4.3. Detektion von Knochen-Lasionen mittels Radiographie

Die Etablierung von osteolytischen Lasionen wurde mittels Radiographie beurteilt. Réntgenauf-
nahmen dienten zur genauen Lokalisation von osteolytische Lasionen und zur Bestatigung der
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mittels Biolumineszenz-Messung erworbenen Daten. Réntgenaufnahmen wurden mit der Ront-
gen-Apparatur Faxitron am Pathologischen Institut der Universitat Heidelberg vollzogen. Dabei
kamen lichtdichte, einzelverpackte Rontgenfilme zum Einsatz. Die Mause wurden mit einem Ge-
misch aus Ketamin und Xylazin anasthesiert und mittig auf dem Rontgenfilm in ventraler bzw.
dorsaler Ausrichtung in der Réntgenkammer platziert. Die R6hrenspannung betrug 30 kv bei ei-
ner Bestrahlungsdauer von 90 Sekunden. Die Rontgenfilme wurden anschlief3end in einer Dun-

kelkammer entwickelt und eingescannt.

Die Flache osteolytischer Lasionen der eingescannten radiographischen Aufnahmen wurde unter

Verwendung des Computerprogramms ,ImagedJ® (Wayne Rasband, NIH) bestimmt.

11.2.1.4.4. Tétung von Mausen und Probenentnahme

Tiere die wahrend der experimentellen Phase einen Gewichtsverlust von mehr als 20% und/oder
offensichtliche Zeichen von Schmerz und/oder Lethargie aufwiesen, wurden im Anschluss an die
Roéntgenaufnahmen im narkotisierten Zustand mittels COo-Inhalation getétet. Unmittelbar nach
der Totung wurde den Tieren Blut aus dem rechten Ventrikel entnommen. Fuar die Erzeugung von
Blutplasma wurden 200 pl Vollblut in einer Microvette (mit Tri-Kalium-EDTA) bei 5000xg fir 5 Mi-
nuten abzentrifugiert. Fur die Gewinnung von Blutserum wurden 200 ul Vollblut in eine Z-Gel
Microvette mit Gerinnungsaktivator gefllt und diese bei 10000xg fir 5 Minuten zentrifugiert. Das
auf diese Weise erzeugte Plasma bzw. Serum wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert. Um eine spatere Genotypisierung der Versuchstiere zu ermoglichen, wurde

im Anschluss an die Blutentnahme ein Stiick Niere enthommen und bei -20°C eingefroren.

Knochen und Tumore wurden von umgebendem Muskelgewebe befreit und fur zwei Stunden in
10% NBF (engl. ,neutral buffered formalin®) fixiert. AnschlieRend wurden die Tumorproben einmal
mit PBS gewaschen und bis zur weiteren Verwendung gekuihlt (4°C) in PBS gelagert. Zur spate-
ren Anfertigung von Gefrierschnitten wurden bei der Tétung der Tiere wenn moglich etwas Tu-
morgewebe entnommen. Das Tumorgewebe wurde auf ein kleines Stiick Whatman Papier ge-
legt, fir 5-10 Sekunden in eiskaltes 2-Methylbutan und anschlieRend fiir 1-2 Sekunden in flissi-
gen Stickstoff getaucht. Zusatzlich wurde bei ausgewahlten Tieren die Milz enthommen und auf
die gleiche Weise eingefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C. Die Durchflihrung der

Gefrierschnitte und die immunhistochemische Farbung ist dem Abschnitt 11.2.4.6.2. zu enthehmen
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[1.2.1.5. Versuchstierhaltung

Fir die Experimente wurden Tiere beiden Geschlechts mit der zuvor beschriebenen genetischen
Konstitution herangezogen. Fir die Zucht wurden spezifizierte pathogenfreie (SPF) Tiere ver-
wendet, die unter standardisierten Bedingungen in einem abgeschlossenen Bereich unterge-
bracht waren. Die Tiere wurden in durchsichtigen Polycarbonatkafigen (Makrolon) des Typs I
(360 cm?) auf staubfreiem Weichholzgranulat (#LTE E-001; Lab & Vet Service GmbH) gehalten
(Raumtemperatur 22+2°C; relative Luftfeuchtigkeit 55+5%; Belichtung 0700 bis 1900 MEZ). Die
kontinuierliche Fltterung erfolgte mittels einer pelletierten Alleindiat (#V1166-341, ssniff Spezial-
diaten GmbH; 23% Rohprotein, 6% Rohfett, 3,3% Rohfaser und 6,3% Rohasche; Angaben in %
des Trockengewichts). Die umsetzbare Energie betrug 13,7 kj/kg. Leitungswasser wurde Uber ei-

ne Trinkflasche zur Verfiigung gestellit.

11.2.2. Zellexperimentelle Methoden

[1.2.2.1. Verwendete Zelllinien

Die im Folgenden beschriebenen Zelllinien wurden uns freundlicherweise von Herrn Dr. Marco
Cecchini (Universitat Bern; Abteilung Urologie/urologisches Forschungslaboratorium, Bern) zur
Verfiigung gestellt. Die Tumorzelllinien exprimierten das Reporter-Gen Luciferase. Fir die Etab-
lierung stabiler Transfektanten wurde ein CMV-Promotor gesteuerter Saugetiere-
Expressionsvektor fiir Luciferase (CMV-Luc) generiert. Hierfir wurde das vollstandige Gen der
Leuchtkafer-Luciferase cDNA21 in das Plasmid pcDNA3.1 kloniert. AnschlieRend wurden MDA-
MB-231 bzw. PC-3M-Pro4 Zellen mit dem CMV-Luc Expressionsvektor transfiziert und stabile
Transfektanten mit Geneticin (G418) selektioniert. Jeweils ein Klon mit der héchsten Luciferase
Aktivitat wurde fir weitere Experimente verwendet (MDA-MB-231/luc’ bzw. PC-3M-Pro4/luc’).
Die Zellen wurden Uber mehr als 40 Passagen kultiviert und es konnte gezeigt werden, dass die
Luciferase-Expression unverandert blieb, selbst wenn die Zellen gelegentlich in Abwesenheit von
Geneticin (G418) kultiviert wurden [200, 201].

1.2.2.1.1. MDA-MB-231B/luc”

MDA-MB-231 Zellen sind humane Adenokarzinomzellen. Bei diesen Zellen handelt es sich um
adharent, als Monolage wachsende Zellen, hervorgegangen aus Brustdrisengewebe. Diese Zell-

linie stammt von einer 41-jahrigen weiblichen kaukasischen Patientin und wurde aus dem
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Pleuraerguss (engl. ,pleural effusion®; abnorme Flissigkeitsansammlung in der Pleurahéhle) iso-
liert [282].

Die Zelllinie wurde wie zuvor beschrieben stabil mit dem Reportergen fir Luciferase transfiziert
(112.2.1.). Anschlieend wurde ein Klon generiert, der im Anschluss an die intrakardiale Applikati-
on der Tumorzellen, ausnahmslos Metastasen im Knochen induziert und keine anderen Gewebe
oder Organe befallt. Hierfir wurden MDA-MB-231-B/luc” Zellen in vier aufeinander folgenden
Zyklen intrakardial in vivo (Nacktmaus) appliziert und die Zellpopulationen, resultierend aus den
Knochenmetastasen, anschlieRend in vitro expandiert. Dieser ,knochensuchende“ Klon (engl.
,oone-seeking clone“) MDA-MB-231-B/luc* verursacht vorrangig osteolytische Knochenlésionen

und wurde als Ausgangslinie in der vorliegenden Arbeit verwendet [283].

[1.2.2.1.2. PC-3M-Pro4/luc’

Die PC-3M Linie entstammt urspriinglich einer Knochenmetastase, eines Grad IV Prostata

Adenokarzinoms, eines 62-jahrigen mannlichen kaukasischen Patienten [284].

PC-3M Zellen wurden in Vorsteherdriisen athymischer Mause injiziert. AnschlieRend wurden Va-
rianten mit gesteigertem metastatischem Potential ausgewahlt. Diese Zellen aus
Xenotransplantat-Tumoren wurden wiederum in die Prostata athymischer Mause innokuliert und
dieser Selektionsprozess iiber mehrere Runden fortgesetzt [201]. Die auf diese Weise generier-
ten PC-3M-Pro4 Zellen mit gesteigerter Malignitat wurden wie zuvor beschrieben stabil mit dem
Reportergen fur Luciferase transfiziert (11.2.2.1.) und dienten als Ausgangslinie in der vorliegen-
den Arbeit. PC-3M-Pro4/luc’ Zellen wachsen in Kultur ebenfalls adharent als Monolage und indu-
zieren im Anschluss an die intrakardiale Applikation Uberwiegend osteolytische Knochenmetasta-

sen.

[1.2.2.2. Kultivierung der Zellen

Alle Zelllinien wurden im Brutschrank (Innova CO-170, New Brunswick Scientific) bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO. kultiviert. Die verwendeten Zelllinien wurden auf handelsiiblichen
Zellkulturschalen kultiviert und nach Standardprotokollen bei einer Konfluenz von 70-90% drei
Mal wochentlich passagiert. Dabei wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und mit Tryp-
sin/EDTA-L6sung (0,5 g/L Trypsin/0,2 g/L EDTA) von dem Schalenboden gel6st. Nach einer kur-
zen Inkubationszeit wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vollstandig abgeldst und die Enzym-
reaktion durch Zugabe von DMEM, versetzt mit 10% FCS, beendet. Die Zellsuspension wurde

5 Minuten bei 250xg zentrifugiert und das Pellet wurde in einer geeigneten Menge Kulturmedium
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aufgenommen und die gewtlinschte Menge Zellen wurde auf Zellkulturschalen verteilt.

Als Kulturmedium wurde DMEM (4,5 g Glucose/L) mit einem FCS Gehalt von 10% verwendet.
Fiir Passagen unter Selektionsdruck wurde das Medium fir MDA-MB-231-B/luc’ Zellen mit
800 pg/ml Geneticin und fiir PC-3M-Pro4/luc” Zellen mit 500 pug/ml Geneticin versetzt. Kulturme-
dium von Zellen, die zuvor lentiviral transduziert wurden (I1.2.2.5.), und somit eine Puromycin-
Resistenz besallen, wurde zusatzlich 1 ug/ml Puromycin hinzugegeben. Alle Arbeiten mit Zellkul-

turen wurden unter sterilen Bedingungen durch Verwendung einer Sterilwerkbank vollzogen.

11.2.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit der CASY® Zellzahlapparatur der Firma Innovatis nach Angaben des Her-
stellers vollzogen. Mit Hilfe der Zellzidhlapparatur war es moglich, die Zellzahl, Vitalitdt und den

Aggregationsgrad einer Zellsuspension genau zu bestimmen.

Zunachst wurden mit ,,Casy® blue“-Lésung Kontrollproben toter Zellen unter standardisierten Be-
dingungen hergestellt. Diese Kontrollproben wurden dazu verwendet, um bei der Vitalitdtsmes-
sung nach dem Stromausschlussverfahren die zelltypspezifische Position des Totpeaks zu ermit-
teln. Auf diese Weise ermdglicht die Zahlapparatur eine simultane Differenzierung zwischen Zell-
trimmern, toten Zellen, lebenden Zellen und Zellaggregaten. Die lebend/tot Differenzierung mit
dem Stromausschlussverfahren beruht, analog zu den bekannten Farbstoffausschlussmethoden
(z.B. Trypanblau), auf der Permeabilitat der Zellmembran. Wahrend die intakte Zellmembran vita-
ler Zellen als elektrischer Isolator wirkt und den Strom ausschlief3t, kann der Strom bei toten Zel-
len mit geschadigter Membran durch das Zytoplasma flieRen. Von den toten Zellen wird nur das
Matrixvolumen (Zellvolumen abzlglich Cytoplasmavolumen) erfasst, welches im Wesentlichen

aus dem Volumen des Zellkerns besteht.

Fir die Messung der Zellzahl wurden 50 ul einer Zellsuspension in 10 ml ,,Casy®ton“-Lésung, in
ein ,CASY®cup“ gegeben. AnschlieRend wurde die Zellzahl durch eine dreimalige Messung von

jeweils 400 pl der Zellsuspension mit einer 150 ul Kapillare bestimmt.

[1.2.2.4. Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

Fir die Kryokonservierung wurden Zellen verwendet, die sich in der exponentiellen Wachstums-
phase befanden und frei von Kontaminationen waren. Zellen wurden wie im Folgenden beschrie-
ben eingefroren und bis zur weiteren Verwendung in der Gasphase eines Stickstofftanks

(-150°C) gelagert. Dadurch wurde vermieden, dass die Zelllinien nicht permanent in Kultur gehal-
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ten wurden und dass fur die intrakardiale Applikation Zellen mit der gleichen Passage zur Verfi-
gung standen.

Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA-Behandlung vom Boden der Zellkulturflasche abgelést und
fur drei Minuten bei 500xg abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde im Einfriermedium resuspendiert,
in Kryoréhrchen aliquotiert und in einer Einfrierbox, geftillt mit Isopropanol, langsam (1°C pro Mi-
nute) bei -80°C eingefroren. Nach 24 Stunden wurden die Kryordéhrchen in den Stickstofftank
transferiert. Als intrazellulares Kryoprotektivum wurde DMSO verwendet. Das Einfriermedium
setzte sich zusammen aus 80% Standardmedium (DMEM; 800 bzw. 500 pug/ml Geneticin), 15%
FCS und 5% DMSO. Das Volumen wurde so gewahlt, dass ca. 1,5><1O6 Zellen in 1 ml Einfrierlo-
sung resuspendiert wurden. Es folgte die Abnahme eines Aliquot zur Bestimmung der Zellzahl
und der Vitalitat.

Zum Auftauen kryokonservierter Zellen wurde dem Stickstofftank ein Aliquot der entsprechenden
Zelllinie enthommen und im Wasserbad bei 37°C unter kreisenden Bewegungen aufgetaut. Die
Zellen wurden nach dem Auftauen unverziglich in eine Zellkulturschale mit vorgewarmtem Kul-
turmedium Uberfiihrt. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit frischem Kulturmedium

versorgt und anschliefiend fiir die weitere Verwendung expandiert.

[1.2.2.5. Lentivirale Transduktion humaner Tumorzellen

Die endogene Fibronektinexpression der verwendeten Tumorzelllinien wurde mittels RNA-
Interferenz (RNAI) ausgeschaltet. In diesem Zusammenhang wurden lentivirale Transduktions-
Partikel eingesetzt (bezogen iiber Sigma-Aldrich; MISSION® shRNA Lentivirale Transduktions-
Partikel, #SHVRS NM 002026). Hierbei handelt es sich um infektiése Viren, die verwendet wur-
den, um nicht-virale, Fibronektin spezifische shRNA in die Zielzellen zu transferieren. Ein Vorteil
war, dass Lentiviren ihr Genom in die Wirtschromosomen integrieren und so den stabilen, erbli-
chen shRNA-Transfer in eukaryotische Zellen erleichtern, ohne die Zellfunktion negativ zu beein-
flussen. Durch die Anwendung des Mechanismus der RNA-Interferenz kénnen gezielt Fibronektin
mRNA-Molekiile degradiert werden und dadurch die Expression von endogenem Fibronektin un-
terdriickt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die zellulare Verarbeitung der shRNA, im Ver-
gleich zur transienten Transfektion von siRNA, zur stabileren und langerfristigen Genausschal-
tung fuhrt. Dies ermoglicht den Einsatz von transduzierten Tumorzellen lber einen langen Zeit-

raum bei Xenotransplantat-Modellen [285-287].

Finf verschiedene shRNA-Sequenzen zur RNAi-vermittelten Degradation von Fibronektin-mRNA
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet. Kontrollzellen wurden mit einem leeren
Vektorkonstrukt (MISSION® pLKO.1-puro Kontroll-Transduktions-Partikel, #SHC001V, Sigma)

lentiviral transduziert. Die auf diese Weise generierten Zellen dienten als Negativkontrolle, die
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den RNAIi Mechanismus nicht aktivierten, da sie keine shRNA Insertion enthielten. Zellen, die mit
dem leeren Vektorkonstrukt transduziert wurden, dienten als brauchbare Referenz, um die spezi-
fische Knockdown-Effizienz zu beurteilen. Auch konnten auf diese Weise zellulare Effekte des

Transduktionsprozesses beobachtet und verglichen werden.

Fur die virale Transduktion wurden die Tumorzellen in Duplikaten in eine 96-Loch Platte ausge-
sat. Dabei wurde fur jede Vertiefung 125 pl Kulturmedium (DMEM/10% FCS, 800 bzw. 500 pg/ml
Geneticin) eingesetzt und die Zellzahl so eingestellt, dass die Zellen eine Konfluenz von 70 % am
Tag vor der Zugabe der viralen Partikel erreichten. Dies entsprach bei der Zelllinie MDA-MB-
231B/luc* 1,6x10* Zellen pro Vertiefung und bei der Zelllinie PC-3M-Pro4/luc* 8x10° Zellen pro
Vertiefung. Nach einer Inkubationsphase von 20 Stunden (37°C, 5% CO;) wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 110 pl frischem Kulturmedium versorgt, welches mit
Hexadimethrinebromide (Endkonzentration: 8 ug/ml) versetzt wurde. Dadurch sollte die Aufnah-
me der Virus-RNA in die Zielzellen unterstiitzt werden. AnschlieBend wurde das Medium der
Zielzellen gegen die Viren-Suspension ausgetauscht und die Zellen wurden erneut fir 20 Stun-
den im Brutschrank inkubiert. Um die optimale Menge lentiviraler Partikeln pro Zelle zu bestim-
men, die fiir die Transduktion notwendig waren, wurde im Vorfeld ein Bereich von 0,5, 1, 2 und 5
MOls (engl. ,multiplicity of infection“) getestet. Die fir die Transduktion eingesetzte Menge
lentiviraler Partikel pro Zelle wurde mit folgender Formel berechnet, wobei die zu

transduzierenden Einheiten TU/ml bekannt waren:

Anzahl der pro Vertiefung eingesetzten Zellen x gewiinschte MOI = bendtigte Anzahl transduzierender Einheiten

bendtigte Anzahl transduzierender Einheiten (TU)
TU/ml

= Menge lentiviraler Partikel pro Vertiefung in ml

Im Anschluss an die Transduktion wurde das Medium mitsamt der lentiviralen Partikel abgesaugt
und durch 125 ul frisches Kulturmedium ersetzt. Nach einer weiteren Inkubationsphase von
20 Stunden (37°C, 5% CO;) wurde das Medium durch puromycinhaltiges Kulturmedium

(1 pg/ml) ersetzt und somit die Selektion stabiler Klone eingeleitet (11.2.2.5.1.).

Tumorzelllinien, die mit dem leeren Kontroll-Vektorkonstrukt (pLKO.1-puro) transduziert wurden,
werden im Folgenden zur besseren Lesbarkeit mit CT (Kontrolle) abgekirzt. Zelllinien, die hinge-
gen mit Fibronektin spezifischer shRNA transduziert wurden, werden zur Vereinfachung mit Kd

(,Knockdown*) abgekirzt.
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11.2.2.5.1. Puromycin-Titration

Fir die Selektion stabiler Klone wurde vor der viralen Transduktion die letale Konzentration an
Puromycin fir Zellen, die kein Resistenzgen enthalten, getestet. Hierbei ist es notwendig die mi-
nimale letale Dosis zu definieren, da Uberschissiges Puromycin unerwiinschte phanotypische
Auswirkungen verursachen kann. Die zu untersuchenden Zellen wurden auf 96-Loch Zellkultur-
platten ausplattiert (1,6x10* Zellen/Vertiefung) und am néchsten Tag mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von Puromycin (5 - 0,1 pg/ml) im Zellkulturmedium kultiviert. An den folgenden Ta-
gen wurde das Uberleben der Zellen unter dem Mikroskop beurteilt. Die Zellen wurden fir 5-6
Tag kultiviert, dabei wurde das puromycinhaltige Medium alle drei Tage erneuert. Die optimale
Konzentration an Puromycin fihrt zu einem Wachstumsstopp der Zellen und zu einem Absterben

und Ablésen der Zellen innerhalb von 3-5 Tagen.

11.2.2.5.2. Selektion stabiler Klone

Fir die Selektion lentiviral transduzierter Zellen, die die shRNA in ihr Genom integriert hatten, war
ein Puromycin-Resistenz-Gen auf den fir den Gentransfer verwendeten Vektoren vorhanden.
Dadurch wurde gewahrleistet, dass alle Zellen, die nicht durch Viren infiziert wurden und somit
keine Puromycin-Resistenz erhielten, abgetdtet wurden. Die fir eine Selektion geeignete
Puromycin-Konzentration wurde wie unter 112.2.5.3. beschrieben mittels Puromycin Titration be-
stimmt. Zwei Tage nach der viralen Infektion wurde mit der Selektion begonnen. Hierfir wurde
puromycinhaltiges Kulturmedium (1 ug/ml) alle 3-4 Tage erneuert bis resistente Kolonien identifi-
ziert werden konnten (generell, 3-7 Tagen nach Selektionsbeginn). Bei guter Proliferation wurden
die Zellen in eine 48-Loch Platte passagiert. Hierbei wurden die Zellen in geringer Konzentration
ausgesat, damit der Selektionsdruck aufrecht erhalten wurde. Um andererseits eine optimale
Konzentration an auto- und parakrin wirkenden Wachstumsmediatoren zu gewahrleisten, sollten
eine Konfluenz von 40% nicht unterschritten werden. Die auf diese Weise selektionierten Misch-

kulturen wurden weiter expandiert und zur Konservierung eingefroren.

11.2.2.5.3. Isolierung von Einzelkolonien

Da die lentivirale Integration in das Wirtsgenom zufallig geschieht, kann die Knockdown-Effizienz
des Zielgens der Puromycin resistenten Kolonien stark variieren. Aus diesem Grund war es
notwendig, Einzelkolonien aus den resistenten Mischkulturen zu isolieren, bei der jede Zelle mit
allen anderen Zellen identisch ist. Zu diesem Zweck wurden Mischkulturen durch statistisches
Verdinnen ausplattiert. Dabei wurden die Zellen in separaten 96-Loch Platten ausgesat (200 pl

Selektionsmedium/Vertiefung), so dass jeder Ansatz in der Regel nur eine einzige Zelle enthielt.
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Um dieses Ziel zu erreichen, wurde eine 96-Loch Platte mit funf Zellen pro Vertiefung, zwei Plat-
ten mit einer Zelle je Vertiefung und vier Platten mit 0,3 Zellen pro Vertiefung ausplattiert. An-
schlielend wurden die Platten fur ca. 3 Wochen im Brutschrank kultiviert und engmaschig unter
dem Mikroskop kontrolliert. Das Selektionsmedium wurde wdchentlich erneuert. Konnten Einzel-
kolonien identifiziert werden, wurden diese expandiert, zur Konservierung eingefroren und auf die

Fibronektin spezifische Knockdown-Effizienz uberprift (11.2.2.5.3.).

11.2.2.5.4. Analyse der Fibronektin spezifischen Knockdown-Effizienz

Fir beide Zelllinien (MDA-MB-231/luc® und PC-3M-Pro4/luc’) wurden wenigstens zehn
Puromycin-resistente Einzelkolonien ausgewahlt und im Hinblick auf die spezifische Fibronektin-
expression untersucht. Auf diese Weise konnte die Knockdown-Effizienz der transduzierten
shRNA-Konstrukte evaluiert und mit der Fibronektinexpression der Kontroll-Zellen verglichen

werden.

Die zu analysierenden Einzelkolonien wurden mit einer definierten Zellzahl (MDA: 1,5><106 Zellen;
PC3: 1x10° Zellen) in Zellkulturschalen (75 cm2) ausplattiert. Das Kulturmedium (DMEM, 1 ug/ml
Puromycin, 800 bzw. 500 pg/ml Geneticin) wurde mit 10% Fibronektin-freiem FCS (11.2.4.3) ver-
setzt. AnschlieBend wurden die Zellen finf Tage im Brutschrank kultiviert und es wurden taglich
500 pl Medium zur Analyse entnommen. Die Bestimmung des Gesamtfibronektingehalts erfolgte
mittels ELISA (11.2.4.4.1). Kolonien mit einer hohen Knockdown-Effizienz und demnach niedrigem
Fibronektingehalt wurden weiter expandiert. Im Anschluss an dieses Auswahlverfahren wurden
Zelllysate hergestellt (11.2.4.1.2.) und diese nochmals auf ihren Fibronektingehalt mittels ELISA
(11.2.4.4.1) und Western Blotting (11.2.4.1.5.) untersucht.

[1.2.2.6. Vorbereitung von Tumorzellen fir die intrakardiale Applikation

Zwei Tage vor der intrakardialen Injektion wurden 3,8x10° Zellen der Mammakarzinomzelllinie
(MDA-CT oder MDA-Kd) bzw. 2,9x10° Zellen der Prostatakarzinomzelllinie (PC3-CT oder PC3-
Kd) in eine 175 cm? groRe Zellkulturschale ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen
zweimal mit jeweils 18 ml DPBS gewaschen und mit 65 ml frischem Kulturmedium (10% FCS)
versorgt. Am Tag der intrakardialen Injektion hatten die Zellen eine Konfluenz von 70% erreicht,
wurden dreimal mit 18 ml DPBS gewaschen und durch die Behandlung mit Trypsin/EDTA abge-
I6st. AnschlieRend wurden die Zellen in 7 ml Kulturmedium (10% FCS) resuspendiert. Die Zell-
suspension wurde zentrifugiert (250xg, 3 min., RT) und das Zellpellet in 8 ml DPBS aufgenom-
men. Danach wurde die Zellzahl mit einer Zellzdhlapparatur bestimmt (I1.2.2.3), die Zellsuspensi-

on erneut pelletiert (250%g, 3 min, RT) und in der entsprechenden Menge DPBS aufgenommen,
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damit eine Zellzahl von 10° Zellen/100 ul erreicht wurde. Im Anschluss wurde die Zellsuspension
durch zweimaliges Zentrifugieren und Resuspendieren in DPBS gewaschen. Dabei wurde nach
jedem Zentrifugationsschritt die Zellzahl auf 10° Zellen/100 pl eingestellt, um eine mdglichst ge-
ringe Abweichung bezlglich der Zellzahl zu erreichen. AbschlieRend wurde die Zellsuspension
aliquotiert (a 400 pl) und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Fir intrakardiale Injektio-
nen wurden ausnahmslos Zellsuspensionen verwendet mit einer Lebendzellzahl grofier als 96%

und einem Aggregationsgrad kleiner als 1,3.

[1.2.2.7. Isolation von Leukozyten aus der Milz

Fir die im Folgenden beschriebenen durchflusszytometrischen Messungen und Chromfrei-
setzungstests wurden Leukozyten aus der Milz isoliert. Die Milz wurde direkt im Anschluss an die
Totung in kleine Stiicke geschnitten und mit dem ,stumpfen” Ende eines Spritzenstempels durch
ein Zellsieb mit 40 um PorengréfRe gedrickt und mit 10 ml PBS (versetzt mit 5% FCS) fur 10 Mi-
nuten bei 500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 12 ml ACK-Puffer
resuspendiert. Das im ACK-Puffer enthaltene Ammoniumchlorid leitet die Lyse der Erythrozyten
ein, die auf diese Weise aus der Zellsuspension entfernt wurden. Da auch die Leukozyten nach
einer langeren Inkubationsphase mit ACK-Puffer ihre Lebensfahigkeit verlieren, ist darauf zu ach-
ten, dass diese Arbeitsschritte zligig vollzogen werden. Nach einem weiteren Zentrifugations-
schritt fur 10 Minuten bei 500xg wurde das Pellet erneut in 12 ml ACK-Puffer resuspendiert und
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 20 ml PBS (versetzt mit 5% FCS) aufgenommen

und die Zellzahl bestimmt.

Die auf diese Weise isolierten Leukozyten konnten entweder direkt flir die FACS-Farbung
(11.2.2.8.) verwendet werden, oder wurden fur 3 Tage mit humanem IL-2 (1000 U/ml) stimuliert
und im Chromfreisetzungstest (11.2.2.9.) eingesetzt. IL-2 férdert die Proliferation und Differenzie-

rung von T-Helferzellen, sowie B-Zellen und natlrlichen Killerzellen.

[1.2.2.8. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie am FACS (engl. fluorescence activated cell scanner) erlaubt die Eintei-
lung der Zellen nach GrdélRe, Granularitdt und Expression bestimmter Molekile. Die
durchflusszytometrische Messung ermdglicht eine Analyse der Expression von spezifischen Zell-
oberflachenmolekilen Uber fluoreszenz-markierte Antikdrper. Monoklonale Antikérper, die fir
FACS-Analysen verwendet wurden, waren mit Cy5 (Cyanine 5, Emissionsmaximum bei 670 nm),
Alexa Fluor® 647 (Emissionsmaximum bei 668 nm), PE (Phycoerythrin, Emissionsmaximum bei

585 nm) oder FITC (Fluorescein-lsothiocyanat, Emissionsmaximum bei 530 nm) konjugiert.
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Die zu analysierenden Zellen wurden abzentrifugiert (500%g, 10 min) und in FACS-Puffer (PBS,
2% FCS) aufgenommen. Pro Ansatz wurden 100 ul der Zellsuspension (ca. 10° Zellen) mit 1 yl
direkt konjugiertem Antikérper fur 30 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde
1 ml eiskalter FACS-Puffer hinzugefliigt und die Zellen fiir 10 Minuten bei 500xg zentrifugiert
(4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden entweder in 200 yl FACS-Puffer
aufgenommen und direkt gemessen, oder in 200 yl FACS-Puffer, versetzt mit 2% Formaldehyd,
fixiert und innerhalb einer Woche gemessen (Lagerung 4°C, im Dunkeln). Als Negativkontrollen
dienten ungefarbte Zellen bzw. nicht spezifisch bindende Antikérper mit den in der Messung ver-

wendeten Isotypen (Isotypkontrollen).

Die Messung der Proben erfolgte am LSRII-Gerat der Firma BD Biosciences. Fur die Messung

und Auswertung wurde das Programm FACSDiva 5.0.2 (BD Biosciences) verwendet.

[1.2.2.9. Chromfreisetzungstest

11.2.2.9.1. Vorbereitung der Zielzellen

Der Chromfreisetzungstest wurde durchgefiihrt, um die zellvermittelte Lyse der verschiedenen
Leukozyten-Populationen zu analysieren. Hierflir wurden die Zielzellen mit radioaktivem Chrom

(°'Cr) markiert, das bei der Lyse der Zielzellen durch die Effektorzellen freigesetzt wird.

Die Zielzellen wurden zunachst unter Verwendung von Zell-Dissoziations-Puffer (# 13151-014,
GIBCO) vom Boden der Kulturflasche abgel6st, in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und fir
10 Minuten bei 500xg zentrifugiert. Etwa 5x10° Zellen in 80 ul Kulturmedium wurden mit
20 pl 'Cr versetzt und fir 1 Stunde auf einem Schwenkrad bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Dabei kommt es zur Aufnahme des radioaktiven Nuklids durch die Zielzellen. Die Zellsuspension
wurde fiir 5 Minuten bei 500xg pelletiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die
Zielzellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und fir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal durchgefiihrt, um nicht aufgenommenes °'Cr zu entfernen. Im An-
schluss wurden die pelletierten Zellen in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und wie im Folgen-

den beschrieben auf die Effektorzellen verteilt.

11.2.2.9.2. Zellvermittelte Lyse

Die mindestens 3 Tage mit IL-2 (fordert die Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten)

stimulierten Effektorzellen (vor allem natirliche Killerzellen) wurden auf 96-Loch-Rundboden-
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Platten in abnehmenden Zellzahlen ausgesat. Hierbei wurden 10° Effektorzellen in jeweils 100 pl
vorgelegtes Kulturmedium pipettiert und sechsfach titriert. Die Ratio lag zwischen 100:1 und 3:1
(Effektorzellen zu Zielzellen). Die chrommarkierten und gewaschenen Zielzellen wurden in kon-
stanter Zahl mit 5000 Zellen (100 pl) pro Vertiefung auf die Effektorzellen (100 pl) verteilt. Nach
Ablauf einer vierstiindigen Inkubationszeit bei 37 °C wurde der Uberstand geerntet und die
Chromfreisetzung wurde mit einem Gammastrahlungs-Zahlgerat gemessen. Alle Proben wurden
in Triplikaten bestimmt. Zur Bestimmung der spontanen Chromfreisetzung wurden ausschlief3lich
Zielzellen inkubiert. Fir die maximale Chromfreisetzung wurden die Zielzellen in 2% Triton X
lysiert. Die prozentuale zellvermittelte Lyse wurde folgendermaflen berechnet: [(experimentelle
Chromfreisetzung — spontane Chromfreisetzung) + (maximale Chromfreisetzung - spontane
Chromfreisetzung)] x 100. Die Ratio zwischen der maximalen und der spontanen Chromfreiset-
zung entsprach fiir alle durchgefiihrten Experimente mindestens dem Faktor 4, ansonsten wurde

das Experiment verworfen.

11.2.3. Molekularbiologische Methoden

[1.2.3.1. Isolierung und Aufreinigung von genomischer DNA

Zur Genotypisierung der Mause wurden im Alter von drei Wochen ein ca. 0,5 mm grofRes Stiick
der Schwanzspitze entfernt und in 92 pyl DNA-Lysepuffer, versetzt mit 8 pl Proteinase K-
Stocklésung (20 mg/ml), Uber Nacht bei 55°C verdaut. Die Lyse des Gewebes wurde durch
mehrmaliges Vortexen beschleunigt. Das so gewonnene Lysat wurde zur Inaktivierung der
Proteinase K fir 10 Minuten auf 99°C erhitzt. Die folgende Zentrifugation bei 13000xg fiir 20 Mi-
nuten trennte restliche Gewebebruchstlicke von der gelésten DNA, die zur PCR-Analyse abge-
nommen wurde. Um eine Nachgenotypisierung der Versuchstiere zu erméglichen, wurde den
Tieren bei der Tétung ein ca. 0,5 mm groRRes Stiick Nierengewebe entnommen. Die anschlieRen-

de Lyse erfolgte wie zuvor beschrieben.

[1.2.3.2. PCR-Analyse zur Genotypisierung der isolierten DNA

Um die Analyse der Genotypen zu vereinfachen, wurde fiir alle Primer (11.1.8.) die im Folgenden
beschriebene ,touch down“-PCR angewandt. Somit konnten alle Proben mit einem einheitlichen

PCR-Programm untersucht werden.
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Bedingungen fiir 1 Ansatz: PCR-Programm:
H204q 15,25 1] 95°C 3 min
10x Reaktionspuffer rot 2,5 i 95°C 30s
Enhancer 2 pl 63°C 30 s (-1°C/Zyklus) > x10
MgCl, 1,5 i 72°C 30s
dNTPs 1 ul 95°C 30s
5°-Primer (25 pmol/pul) 1 i 53°C 30s > x35
3"-Primer (25 pmol/pul) 1 Ml 72°C 30s
DNA-Lysat 0,5 §] 72°C 3 min
Taq (5 U/ul) 0,25 1] 4°C o0
> 25 ul

[1.2.3.3. DNA-Analyse mittels Gelelektrophorese

Zur Grolenfraktionierung von Nukleinsduren wurden horizontale Agarosegele verwendet. Die
Konzentration der Agarose in den Gelen betrug je nach Fragmentlange der aufzutrennenden
DNA 2-4%. Zum Lésen der Agarose diente TBS, der ebenfalls als Laufpuffer verwendet wurde.
Nach Aufkochen des Agarose/TBS-Gemisches im Mikrowellenherd und anschlie3ender kurzer
Abklhlphase auf 70°C wurden 5 pl Ethidiumbromid pro 100 ml der Gel-Lésung zugegeben.
Nachfolgend wurde die flissige Gelmasse direkt in eine mit einem Elektrophoresekamm
praparierte Gelkammer bis zu einer Schichtdicke von 5-6 mm gegossen. Nach ca. 30 Minuten
waren die Gele vollstandig polymerisiert und wurden in die mit Laufpuffer geflillte Elektrophorese-
kammer Uberflihrt. Anschliefend wurde der zur Bildung der Taschen eingesteckte Elektro-
phoresekamm entfernt. Die DNA-Proben (10 pyl PCR-Ansatz) wurden vor dem Auftragen mit
4 Volumen DNA-Probenpuffer gemischt und in die einzelnen Taschen des Agarosegels
pipettiert. Die Laufstrecke des Probenpuffers war farblich abgegrenzt, entsprach der Laufstrecke
eines ca. 300 bp groflen DNA-Fragments und diente als Hinweis, wann der Elektrophoreselauf
beendet werden sollte. Die DNA-Molekile wurden fir ca. 45 Minuten bei einer Spannung von
1-5 V/cm, gemessen an der Distanz zwischen positiver und negativer Elektrode (16 cm),
aufgetrennt. Um die Lange der aufgetrennten DNA-Fragmente zu bestimmen, wurde DNA-Marker

neben den DNA-Proben mit auf das Gel aufgetragen.

Die Fragmentgroflen der PCR-Produkte, der fiir die Genotypisierung verwendeten Primer,
kénnen dem Abschnitt 11.1.8. entnommen werden. Der PCR-Ansatz, der fir die Bestimmung des
nude Genotyps vollzogen wurde, musste zunachst einem Restriktionsverdau unterzogen werden
(1.2.3.5.).
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[1.2.3.4. Restriktionsverdau von DNA zur Bestimmung des nude Genotyps

Der Verdau von DNA fir die Bestimmung des nude Genotyps wurde mit der
Restriktionsendonuklease BseDI durchgefihrt. Die Auswahl des Puffers und der Temperatur, bei
der das Enzym seine hdchste katalytische Aktivitat besitzt, erfolgte entsprechend den Empfeh-
lungen des Herstellers ,MBI Fermentas®. Der Restriktionsansatz enthielten in einem Gesamtvo-
lumen von 10 pl: 4 yl unaufgereinigtes PCR-Produkt, 0,5 uyl BseDlI, 1,2 pl 10xRestriktionspuffer
(gelb) und 4,3 pl HO44. Die Restriktionsansatze wurden fiir 2 Stunden bei 55°C inkubiert und
nach Zusatz von 5 pl Ladepuffer auf einem 4% Agarosegel aufgetragen und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Das Gel wurde photographisch dokumentiert und die FragmentgréRen anhand mit
aufgetragener DNA-Langenstandards bestimmt. Erwartete Fragmentgréfien nach erfolgter Rest-
riktion des PCR-Produkts: Wildtyp: 90 bp, 53 bp, 20 bp; CD1 nude: 110 bp, 58 bp (heterozygot).

[1.2.3.5. Nachweis von Mycoplasmen mittels PCR

Mycoplasmen sind die kleinsten Prokaryoten. Da sie pleiomorph (variable Form) sind, schwankt
ihr Durchmesser zwischen 0,1-2 ym. Dadurch kénnen sie die Ublichen Sterilfilter mit Porengro-
3en um 0,22 ym passieren. Kontaminationen von Zellkulturen mit Mycoplasmen sind relativ hau-
fig, schwer zu erkennen und meist schwierig zu behandeln. Da Mycoplasmen zahlreiche negative
Effekte auf in Kultur befindliche Zellen haben, muss eine Kontamination ausgeschlossen werden
[288]. Aus diesem Grund wurden Medieniberstande konfluenter Zellen (90-100%) regelmaRig
mittels PCR (VenorGeM®, Minerva Biolabs, Berlin) auf Mycoplasmen-Kontamination getestet.
Dabei wurden 100 pl Zellkulturiiberstand 5 Minuten bei 99°C erhitzt und anschlieRend 5 Sekun-
den bei 13000 rpm abzentrifugiert.

Bedingungen fir 1 Ansatz: PCR-Programm:
H,O4 (PCR grade) 15,3 i 95°C 3 min
10x Reaktionspuffer 2,5 Ml 95°C 30s
Primer/Nukleotid-Mix 25 ul 55°C 30s > %39
Internal Control DNA 2,5 Ml 72°C 30s
Taq (5 U/pl) 0,2 ] 4°C 0
>23 ]

Der Mastermix wurde a 23 pl auf die PCR-Reaktionsgefalle verteilt und mit 2 yl H,O4 als Nega-
tivkontrolle bzw. 2 pl Probe oder 2 pl Positivkontrolle versetzt. Nach der PCR wurde je 10 yl mit
'/4 Volumen DNA-Probenpuffer gemischt und auf einem 1,5%-Agarosegel analysiert. Die interne

Kontrolle zeigt die korrekte Durchfihrung der PCR durch eine Bandengrofie bei 191 bp an. Bei
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einer Mycoplasmen-Kontamination und der Positivkontrolle kann ein Amplikon bei 265-268 bp

nachgewiesen werden.

[1.2.4. Biochemische Methoden

[1.2.4.1. Detektion und Analyse von Proteinen

11.2.4.1.1. Herstellung von Proteinextrakten

Fir die Gewinnung von Proteinextrakten wurden ca. 10” Zellen (ca. 50 mg) nach Zentrifugation
(2500%g, 3 min) und Abnahme des Uberstandes in DPBS resuspendiert, um das im Kulturmedi-
um enthaltene Phenolrot zu entfernen. Anschliekend wurden die Zellen pelletiert
(2500%g, 10 min) und in 500 ul Proteinextraktion-Reagens (versetzt mit Protease Inhibitoren;
Cocktail Set |, #535142, Calbiochem, Merck) aufgenommen. Die Proteinextraktion erfolgte nach
Angaben des Herstellers (Thermo Fischer Scientific) fir 10 Minuten auf einer Schwenkplatte. Die
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation entfernt (15 min, 14000%g), das Proteinlysat aliquotiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die so gewonnenen Proteinextrakte konn-
ten zur Bestimmung des Gesamtfibronektingehalts direkt im ELISA oder Western Blotting einge-

setzt werden.

11.2.4.1.2. Herstellung von Knochen- und Knochenmarkslysaten

Zur Herstellung von Knochen- bzw. Knochenmarkslysaten wurden die Réhrenknochen (Femur
und Tibia) ausgewahlter Mause freiprapariert und nach Abschneiden der Epiphysen (Knochen-
enden) das Knochenmark mit 100 yl DPBS herausgespdilt. Das Knochenmark wurde zur weiteren
Analyse in 1,5 ml Reaktionsgefafien aufgefangen, abzentrifugiert (200xg, 5 min) und das Sedi-
ment anschlielend in 200 ul Protein-Lysepuffer (versetzt mit Proteinase-Inhibitoren; 11.1.5.) auf-
genommen. Der Knochenmarksextrakt wurde fir 20 Minuten auf Eis inkubiert, gefolgt von einer
5-minltigen Zentrifugation bei 14000xg. Der proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und
bis zur Quantifizierung des Gesamtfibronektingehalts mittels ELISA bei -20°C gelagert. Die Kno-
chen wurden nochmals griindlich von Gewebsresten und verbliebenem Knochenmark befreit und
dann in Stickstoff eingefroren. AnschlieRend wurden die Knochen unter Zugabe von flissigem
Stickstoff zu einem feinen Knochenpulver gemdrsert, welches in 1 ml Knochenlysepuffer (versetzt

mit Proteinase-Inhibitoren; 11.1.5.) aufgenommen wurde. Die Lyse erfolgte fir 24 Stunden auf ei-
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nem Rotator bei 4°C. Fir die Analyse der Knochenlysate mittels Western Blotting musste das im
Lysepuffer enthaltene Guanidin-HCI entfernt werden. Dazu wurden 100 yl des Knochenlysats mit
95% Ethanol U. N. bei 4°C gefallt und die Prazipitate anschlielend pelletiert (13000xg, 20 min,
4°C). Das Pellet wurde fur zwei Stunden bei 4°C mit TBS (1:10 in 95% Ethanol) gewaschen,
nochmals zentrifugiert, getrocknet und dann in Protein-Probenpuffer aufgenommen. Die bei der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzten Proteinmengen unterschiedlicher Knochenlysate

wurden angeglichen, indem zuvor die Proteinkonzentration bestimmt wurde (11.2.4.1.3.).

11.2.4.1.3. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinmengenbestimmungen aus Proteinextrakten wurden mit dem ,Micro BCA™ Protein
Assay Kit“ von Pierce (#23235, Thermo Fischer Scientific) durchgefiihrt. Auf diese Weise konnten

die im ELISA oder Western Blotting eingesetzten Proteinmengen angeglichen werden.

Zelllysate wurden vor Bestimmung der Proteinkonzentration 1:200 bzw. 1:400 mit H,Oq44 ver-
dinnt. Die Durchfiihrung der Proteinbestimmung erfolgte in einer 96-Loch Platte nach den Emp-
fehlungen des Herstellers. Die Absorption wurde mit einem Mikrotiterplatten Lesegerat bei
562 nm gemessen und die Proteinkonzentration anschlieliend mit der Software Magellan V6.4

bestimmt.

11.2.4.1.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) diente der Grolienfraktionierung denaturierter Pro-
teine. Je nach Anteil des Polyacrylamids und dessen Vernetzungsgrades verandert sich die Po-
rengrof’e und somit die Trenneigenschaften des Gels. Abhangig von der ProteingréRe wurden
12%ige Bis-Tris-Gele (NUPAGE Novex, 1 mm Dicke) oder 3-8%ige Tris-Azetat-Gele (NUPAGE
Novex, 1 mm Dicke) der Firma ,Invitrogen“ verwendet. Die Proteine, die durch im Probenpuffer
enthaltenes B-Mercaptoethanol reduziert wurden und durch das SDS eine negative Ladung er-
hielten, wurden vor dem Auftragen fir 3 min auf 99°C erhitzt. Die Auftrennung der Proteine nach
ihrer molaren Masse erfolgte bei 150 Volt fir 1-2 Stunden. Als Laufpuffer diente Tris-Azetat-
Puffer (NuPAGE, #LA0041) bzw. fur die Bis-Tris-Gele ein MOPS-Laufpuffer (NuPAGE,
#NP0001). Im Anschluss folgte die Farbung des Gels mittels einer Coomassie-Farbeldsung
(#24615, Pierce, Thermo Fisher Scientific) fir 1 Stunde und eine Entfarbung mit H,O4 ebenfalls
fur 1 Stunde. Das fertig gelaufene Gel wurde getrocknet in Folie aufbewahrt. Die Coomassie-

Farbung entfiel fur Gele, die fiir das Western-Blotting eingesetzt wurden.
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11.2.4.1.5. Protein-Blotting

Beim Western-Blotting wurden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung mittels SDS-
PAGE getrennt, auf eine PVDF-Membran (I1.1.3.) Gberflhrt und dort einer proteinspezifischen
Nachweisreaktion unterzogen. Die PVDF-Membran wurde vor ihrer Verwendung in Isopropanol
getrankt und anschlieBend mit H.O4 gewaschen. Die auf diese Weise aktivierte Membran wurde
zwischen mehrere Lagen feuchter Schwamme luftblasenfrei auf dem Gel positioniert und in die
mit Transferpuffer (11.1.5.) geflllte Blotapparatur tbertragen (Nassblotverfahren). Der Transfer er-
folgte bei ca. 25 Volt fur 1 Stunde und wurde anschlieRend mittels Ponceau-Farbung (#33427.01,
Serva) Uberprift. Die Entfarbung erfolgte fir 5 Minuten mit H,Oyq.

11.2.4.1.6. Immundetektion von Proteinen nach dem Western-Blotting

Fir die Immundetektion der Proteine wurden Antikérper verwendet, die gegen das nachzuwei-
sende Protein gerichtet waren. Die geblotteten Membranen wurden tber Nacht bei 4 °C (oder al-
ternativ zwei Stunden bei RT) mit dem spezifischen Primarantikdrper inkubiert (11.1.6.1.). Hierflr
wurde der entsprechend konzentrierte Antikérper in Blockldsung (I1.1.5.) auf die Membran gege-
ben und in einen Folienbeutel eingeschweillt. AnschlieRend wurde vierfach jeweils 5 Minuten bei
Raumtemperatur in TBS-T gewaschen, um Uberschissige, nicht gebundene Antikérper zu ent-

fernen.

Im Anschluss daran wurde die Membran mit dem entsprechenden in Blockldsung verdiinnten se-
kundaren Antikérper (11.1.6.2.) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einer Schwenkplatte
inkubiert. Danach erfolgten zur Entfernung nichtgebundener Antikdrper ein dreimaliges Waschen
in TBS-T fur jeweils 5 min und ein abschlieBender Waschschritt in TBS. Die Detektion
membrangebundener Proteine erfolgte nach Empfehlungen des Herstellers mit dem Pierce ECL
Western-Blotting-Substrat. Hierbei oxidiert die Peroxidase des sekundaren Antikérpers das cycli-
sche Diacylhydrazid Luminol zu einem instabilen Zwischenprodukt, welches anschlief’end unter
Lichtemission wieder in den Grundzustand lbergeht. Das emittierte Licht wird durch Auflegen ei-
nes Roéntgenfiimes (CL-X Posure) auf die mit Frischhaltefolie abgedeckte Membran detektiert.
Die Inkubationszeit musste individuell an die Aktivitat der jeweiligen Antikdrper angepasst werden
und lag gewohnlich zwischen 30 Sekunden und zwei Minuten. AnschlieRend wurden die Ront-
genfilme mit einem Entwicklungsgerat in einer Dunkelkammer entwickelt. Quantitativ konnten die
so erhaltenen Proteinbanden schliel3lich densitometrisch erfasst werden. Nach erfolgreicher Im-
mundetektion wurde die Membran mit Coomassie flir wenige Sekunden gefarbt, fir 1-3 Stunden
in Coomassie-Entfarbeldsung (11.1.5.) entfarbt und darauffolgend im getrockneten Zustand auf-
bewahrt.

68



Material und Methoden

[1.2.4.2. Isolation von Fibronektin Uber eine Gelatine-Sepharose-Saule

Die Aufreinigung von Plasmafibronektin (pFN) aus humanem Gefrierfrischplasma (Blutbank, Uni-
klinik Heidelberg) erfolgte Uber eine Gelatine-Saule. Hierbei wurde die starke Affinitat von Fibro-

nektin zu denaturiertem Kollagen ausgenutzt [289].

Zunachst wurde ein luftblasenfreies Gelbett, bestehend aus Gelatine Sepharose 4B (12 ml), in
einer Glassaule erzeugt und mit 150 ml Equilibrierungspuffer gespullt (Laufgeschwindigkeit:
1,5 ml/min). Die Saule wurde mit 250 ml humanem Gefrierfrischplasma beladen (Laufgeschwin-
digkeit: 1 ml/min) und anschlief3end mit 150 ml Equilibrierungspuffer gewaschen. Das an die sta-
tionare Phase gebundene Fibronektin wurde mit Elutionspuffer herausgelost. Das Eluat wurde in
1 ml Fraktionen aufgefangen und die Proteinkonzentration photometrisch (280 nm) bestimmt.
Fraktionen mit einem Proteingehalt unter 0,1 mg/ml wurden verworfen. Die Lagerung der
Fibronektinlésung erfolgte je nach Bedarf steril auf 4°C bzw. aliquotiert bei -20°C. Zuvor wurde
die Qualitat des gewonnenen Fibronektins mittels PAGE Uberpruft. Abschliefend wurde die S&u-
le nochmals mit 100 ml Equilibrierungspuffer gewaschen bzw. zuvor eine optionale Desorption
der Saule (100 ml Desorptionspuffer; Laufgeschwindigkeit 1,2 ml/min) durchgefihrt. Nach Ge-
brauch wurde die Saule in 20% Ethanol bei 4°C aufbewahrt.

11.2.4.3. Fibronektin-Depletion des fetalen Kélberserums

Wie zuvor beschrieben wurde die fibronektinspezifische Knockdown-Effizienz der lentiviral
transduzierten Tumorzellen analysiert, indem der Gesamtfibronektingehalt von kultivierten Zellen
in Mediumiberstanden bestimmt wurde (112.2.5.3.). Fetales Kalberserum (FCS) war ein wichtiger
Bestandteil des Kulturmediums, in dessen Abwesenheit Zellkulturen sehr eingeschrankte bzw.
abnorme Wachstumseigenschaften zeigten. FCS enthielt betrachtliche Mengen an Fibronektin,
das im ELISA nicht von dem endogen produzierten Fibronektin der Tumorzellen unterschieden
werden konnte. Aus diesem Grund war es notwendig, Fibronektin aus dem FCS zu entfernen.
Dies erfolgte, wie zuvor beschrieben, Uiber eine Gelatine-Sepharose-Saule. Dazu wurde die Sau-
le wiederholt (3-5 Zyklen) mit FCS beladen und das an die Saule gebundene Fibronektin eluiert
und verworfen. Die ersten 5 ml und die letzten 5 ml des Durchflusses wurden ebenfalls verwor-
fen. Der restliche Durchfluss (Fibronektin-freies FCS) wurde aufgefangen, sterilfiltriert, aliquotiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Nachfolgend wurde der
Gesamtfibronektingehalt mittels pFN-ELISA bestimmt (11.2.4.5.1.).
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[1.2.4.4. Proteinkonzentrierung und Dialyse

Ist die Konzentration einer Proteinlésung zu gering, muss das Volumen mittels Zentrifugation ein-
geengt werden. Hierfir wurden spezielle Zentrifugenrohrchen (Macrosep) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Wahrend der Zentrifugation wurden die Proteinlésungen lber eine spezi-
elle Membran gefiltert. Hierbei wurde die Porengréfle der Membran so gewahlt, dass das ge-
winschte Protein die Membran nicht passieren konnte und anhand des Molekulargewichts von

der Lésung getrennt wurde.

Die Uber die Gelatine-Sepharose-Saule isolierte Fibronektinldsung wurde im Anschluss an die
Konzentrierung wiederholt gegen PBS dialysiert, um den im Elutionspuffer befindlichen Harnstoff

moglichst vollstandig zu entfernen.

[1.2.4.5. Immunoassays

11.2.4.5.1. Gesamtfibronektin-ELISA

Der Sandwich-ELISA ist ein immunologisches Verfahren zur Quantifizierung I6slicher Proteine.
Das zu quantifizierende Protein wird hierbei mit einem primaren Antikérper an die feste Phase
gebunden und mit einem sekundaren Antikorper, der ein anderes proteinspezifisches Epitop er-
kennt, detektiert. Das an den Zweitantikorper konjugierte Enzym Peroxidase leitet nach Zugabe
einer Substratldsung eine Farbreaktion ein. Die Intensitat der Farbreaktion wird dann anhand ei-

ner Standardkurve quantifiziert [290].

Der Gesamtfibronektingehalt in Blutplasma, Zellkulturiiberstdnden und Zelllysaten wurde auf die-
se Weise bestimmt. Die Methode wurde in Anlehnung an ein bereits verdffentlichtes Protokoll
modifiziert angewandt [44]. Hierzu wurde eine 96-Loch Mikrotiterplatte mit dem gegen humanes
Fibronektin gerichteten primaren Antikdrper beschichtet. Der Antikorper wurde entsprechend in
Karbonat-Puffer verdinnt (anti-human Fibronektin, Endkonzentration 0,12 pg/ml) und je Vertie-
fung wurden 50 ul der Suspension . N. bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte dreimal
mit 350 yl TBS-T je Vertiefung gewaschen und verbliebene freie Bindungsstellen mit 50 ul Blo-
ckierungspuffer (11.1.5.) pro Vertiefung fiir eine Stunde bei RT abgesattigt. Nach einem erneuten
Waschschritt wurden 50 ul der zu analysierenden Proteinlésung, der Standardreihe und der Kon-
trollen, in Verdinnungspuffer (11.1.5.) aufgetragen und fir 2 Stunden bei RT inkubiert. Danach
wurde die Platte dreimal gewaschen und der Peroxidase konjugierte sekundare Antikérper (anti-
human Fibronektin-HRP konjugiert) in Verdinnungspuffer hinzugegeben. Fur humane Plasma-

proben, Zellkulturmedien und Zelllysate wurde der Zweitantikbrper in einer Verdinnung von
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1:2000 eingesetzt. Fir Mausplasma und murine Knochenlysate wurde der Antikérper in einer
1:500 Verdinnung verwendet. Nach einer Inkubationsphase von 45 Minuten und flinfmaligem
Waschen der Platte wurden 50 ul TMB Substratlésung pro Vertiefung zugegeben und die Farb-
reaktion nach 30 Minuten mit Stoppldsung beendet. Unmittelbar nach dem Abstoppen erfolgte die
Messung der Platte bei 450 nm mit einem Mikrotiterplatten Lesegerat der Firme Tecan. Fir die
Kurvenanpassung wurde die Vier-Parameter logistische Funktion verwendet (Software Magellan;
V6.4). Der Nullwert wurde von jedem Messwert abgezogen. Die Quantifizierung basierte fir hu-
mane Proben auf einer Fibronektin-Standardreihe von 0-2000 ng/ml (2000, 1000, 500, 250, 100,
50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 0 ng/ml). Fur die Standardreihe wurde Uber die Gelatine-Saule
aufgereinigtes Fibronektin verwendet (11.2.4.2.). Als Standard fur murine Proben wurde Maus-
plasmafibronektin (#IMFBN, Dunn) in Konzentrationen zwischen 0-4000 ng/ml (4000, 2000, 1000,
500, 250, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ng/ml) verwendet.

11.2.4.5.2. Zellproliferations-ELISA

Die Quantifizierung der Zellproliferation erfolgte mit dem BrdU-Zellproliferations-ELISA
(#1647229, Roche) nach Angaben des Herstellers. Die Messung basiert auf dem Einbau von
BrdU (Bromdesoxyuridin) an Stelle von Thymidin wahrend der DNA-Synthese. Die bei diesem
Testverfahren nachgewiesene BrdU Menge ist ein direktes Mal} fiir die Proliferationsaktivitat der
untersuchten Zelllinien. Hierzu wurden in eine 96-Loch-Platte 8x10° Zellen pro Vertiefung in 100
pl Kulturmedium ausgesat und fur 24 Stunden in einem Brutschrank inkubiert. AnschlielRend wur-
de die BrdU Markierungslésung hinzugegeben und die Zellen fur weitere zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Die Fixierung, Denaturierung und die Behandlung mit dem Anti-BrdU-Antikérper erfolg-
te nach Herstellerangaben. Finfundzwanzig Minuten nach Zugabe der Substratlésung wurde die
Farbreaktion mit 50 pl 0,5 M Schwefelsdure beendet und die Absorption der Proben bei 450 nm
gemessen. Die Auswertung der Messdaten erfolgte nach Abzug des Nullwerts mit der Software
Magellan (V6.4).

11.2.4.5.3. Zell-Adhasions-Array

Die relative Anhaftung der Tumorzelllinien an unterschiedliche extrazellulare Matrix Proteine
wurde unter Verwendung des Zell-Adhasions-Arrays (#CBAO083, Calbiochem, Merck) bestimmt.
Die Durchfihrung erfolgte nach Empfehlungen des Herstellers. Dabei wurden jeweils 30000
Tumorzellen (in 100 pl Kulturmedium) pro Vertiefung, in eine 96-Loch Platte ausgesat die mit
6 unterschiedlichen extrazelluldren Matrix-Proteinen (Laminin-I, Fibronektin, Vitronektin, Kollagen
I, Kollagen Il und Kollagen 1V) beschichteten war. Im Anschluss an eine zweisttindige Inkubation
bei 37°C in einem Zellkultur-Inkubator, folgte ein Waschritt mit 200 ul PBS. Adhéarierende Zellen
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wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein markiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz
jeder Vertiefung mit einem Plattenlesegerat (,Wallac Viktor® 1420 Multilabel Counter,
PerkinElmer Life Sciences) bestimmt (Anregungswellenldnge ca. 485 nm; Emissionswellenlange
ca. 520 nm; Messdauer: 1 s/Vertiefung). Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Software
~Wallac 1420 Workstation* (V3.00.0.53).

[1.2.4.6. Histologische Untersuchungen an Tumorgeweben

11.2.4.6.1. Entkalzifizierung der Knochentumore

Die Entkalzifizierung (Entkalkung) ermdglicht die Fertigung von Gefrierschnitten und die an-
schlieRende immunhistochemische Antikdrperfarbung der Knochentumore. Hierfur wurden die in
NBF fixierten (11.2.1.5.4.) Knochentumore mit einer EDTA-L6sung (5-10% EDTA, pH 7, 4°C) ent-
kalkt. Die Entkalzifizierung wurde Uber einen Zeitraum von zwei Wochen bei 4°C vollzogen, dabei
wurde die EDTA-L6sung im Abstand von 2-3 Tagen erneuert. AnschlieRend wurden die Proben
mit einer aufsteigenden Saccharosereihe (10% flir 1 h, RT / 20% fir 1 h, RT / 30% 0. N. bei 4°C;
in PBS) auf die Gefriereinbettung vorbereitet. Die entmineralisierten, flexiblen Gewebeproben

wurden, wie im Folgenden beschrieben, mit einem Kryomikrotom (Kryotom) geschnitten.

11.2.4.6.2. Immunhistochemie

Die BlutgefaBe der Knochentumore wurden immunhistochemisch, durch Verwendung eines
gegen den Blutgefalmarker CD31 gerichteten Antikdrpers, sichtbar gemacht. HierfGr wurden die
entkalkten bzw. in Stickstoff schockgefrorenen Knochentumore mit Tissue-Tek luftblasenfrei
eingebettet. AnschlieBend wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt und jeweils zwei Schnitte auf
den Objekttrager gebracht. Als optimale Bedingungen fir die Anfertigung der Schnitte erwiesen
sich eine Temperatur von -24°C im Innenbereich des Kryotoms und eine Objekttemperatur von
-14°C. Anschlieend wurden die Schnitte fir einige Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und

entweder sogleich weiterverwendet (s. unten) oder aber bei -20°C gelagert.

Die auf dem Objekttrager befindlichen Gewebeschnitte wurden zunachst mit einer Flissigkeits-
barriere (,Pap pen“, Sangyo) ummantelt. Dadurch konnte in den folgenden Schritten die Menge
an eingesetzter Antikdrperlésung reduziert werden. Es folgten die Rehydrierung der Schnitte in
PBS und die Zugabe des Primarantikérpers (anti-CD31) in der entsprechenden Verdinnung
(1:50 in PBS mit 5% Ziegenserum). Die Uberschichtung erfolgte gerade so weit, dass das ge-

samte Praparat mit ca. 50 ul der Antikdrperlésung bedeckt war. Nach Inkubation in einer feuchten
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Kammer . N. bei 4°C wurden die Praparate mindestens dreimal mit PBS gewaschen (je 5 min,
RT) und die Behandlung mit dem sekundaren Antikdrper angeschlossen. Hierflr wurde der fluo-
reszenzmarkierte Zweitantikérper (anti-Kaninchen IgG-Alexa Fluor 555-konjugiert aus Ziege)
1:500 in PBS mit 5% Ziegenserum verdunnt, und wie zuvor fir den Primarantikrper beschrie-
ben, aufgetragen. Zur Darstellung der Zellkerne wurde dem verdinnten Sekundarantikérper der
fluoreszierende DNA-Farbstoff DAPI (0,3 ug/ml) hinzugefligt. Nach einer Inkubationsphase von
einer Stunde bei RT wurden nicht gebundene Antikérper durch dreimaliges Waschen (je 5 min,
RT) mit PBS entfernt. Die Praparate konnten direkt im Anschluss luftblasenfrei mit Mowiol und
einem Deckglaschen eingedeckt werden. Die Lagerung der Schnitte erfolgte fir maximal eine
Woche bei 4°C. Die Praparate wurden am ,Nikon Imaging Center* der Universitat Heidelberg, mit
dem Nikon 90i, in 20-facher Vergré3erung abfotografiert und mit der Software ,ImageJ“ (Wayne

Rasband, NIH) ausgewertet.

11.2.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit den Programmen SPSS (V11.0, Chicago,
IL, USA), GraphPad Prism (V3., GraphPad Software Inc., USA) und Microsoft Excel. Fiur die Eva-
luierung statistischer Unterschiede wurde der zweiseitige t-Test flir unabhangige Stichproben
oder der nichtparametrische Mann-Whitney-Test, verwendet. Flur die Bestimmung der mittleren
Uberlebenszeiten der Mause nach intrakardialer Injektion wurde eine Kaplan-Meier Analyse
durchgefiihrt. Statistische Unterschiede der Uberlebensverteilung wurden mit dem Mantel-Cox-
Test bzw. dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test berechnet. Alle Fehlerraten sind als Standardfehler

angegeben (SEM fiir engl. ,standard error of the mean®).
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lll. Ergebnisse

1I.1. Induktion von Knochenmetastasen

Immundefizienten Mausen wurden Knochenmetastasen durch die intrakardiale Applikation hu-
maner Tumorzellen induziert. Die fir die Injektion eingesetzten luciferaseexprimierenden Zellen
basierten auf dem Mammakarzinom MDA-MB-231-B/luc’ (im Folgenden als MDA bezeichnet),
bzw. dem Prostata-Adenokarzinom PC-3M-Pro4/luc’ (im Folgenden als PC3 bezeichnet). Eine
Kontamination mit Mycoplasmen konnte fir die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien ausge-
schlossen werden. Der ,knochensuchende* Klon MDA-MB-231-B/luc” bewirkt im Anschluss an
die intrakardiale Injektion ausnahmslos eine Metastasierung der Knochen und verursacht vorran-
gig osteolytische Knochenlasionen. Tumorzellen der PC3-Linie infiltrieren ebenfalls vorzugsweise

Knochengewebe und bewirken Uberwiegend osteolytische Lasionen.

l1I.1.1. Verifizierung einer erfolgreichen intrakardialen Injektion

Die intrakardiale Applikation von Tumorzellen ist ein diffiziles Verfahren, welches einer Erfolgs-
kontrolle bedarf. Hierbei muss einerseits sichergestellt werden, dass eine aquivalente Anzahl der
Tumorzellen injiziert wurde, andererseits ist die lagebezogene Verabreichung der Tumorzellen in
den linken Herzventrikel fiir die Metastasierung des Knochens entscheidend. In der Literatur wur-
de beschrieben, dass der mittels Biolumineszenz-Bildgebung erbrachte Nachweis Uber die Ver-
teilung der Tumorzellen 10-60 Minuten im Anschluss an die intrakardiale Applikation als Verifizie-
rung einer erfolgreichen Injektion dient. Zusatzlich wurde die Photonenemission der Tumorzellen

24 Stunden und 3 Wochen nach der Innokulation bestimmt.

Tatsachlich konnte die friihe Verteilung der luciferaseexprimierenden Tumorzellen im Anschluss
an die intrakardiale Applikation nachgewiesen werden. Dieses Nachweisverfahren konnte fir die
Gesamtheit der in dieser Arbeit genutzten Mauslinien im Zusammenhang mit allen verwendeten
Tumorzelllinien bestatigt werden. Zehn Minuten nach der Innokulation wurde mittels Biolumines-
zenz-Bildgebung die Photonenemission der zirkulierenden Tumorzellen Uber den gesamten Kor-
per der Maus detektiert. Nach 24 Stunden wurde hingegen kein Biolumineszenz-Signal nachge-
wiesen. Drei Wochen im Anschluss an die Injektion konnten erste Regionen von Photonenanhau-
fungen ausgemacht werden, die den jeweiligen metastatischen Lasionen entsprachen (Abb. 111.1).

Fir die weiteren Experimente wurde der Erfolg der intrakardialen Injektion jeweils 10-60 Minuten
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im Anschluss an die Inokulation evaluiert. Die von den Tumorzellen emittierte Lichtleistung spezi-
fischer Interessensbereiche (Metastasen) konnte als relative Lichteinheiten (RLU) quantifiziert
werden. Die im Anschluss an die Luciferin-Applikation erzeugte Photonenemission erhéhte sich

von Woche zu Woche und spiegelte das Tumorwachstum der induzierten Metastasen wieder.

Abbildung Ill.1:  Evaluierung einer erfolgreichen intrakardialen Injektion mittels Biolumineszenz-
Bildgebung

Zehn Minuten im Anschluss an die intrakardiale Applikation der Tumorzellen (MDA-CT) konnte mittels Biolumi-

neszenz-Bildgebung eine diffus Uber den gesamten Koérper der Maus verteilte Photonenanhdufung beobachtet

werden (A). Nach 24 Stunden wurde bei demselben Tier kein Signal detektiert (B). Drei Wochen nach Innokulati-

on der Tumorzellen waren eindeutige Regionen von Photonenanhaufung im Bereich der Hinterbeine, des Ober-

arms und des Kieferbereichs zu erkennen (C).

111.1.2. Quantifizierung osteolytischer Lasionen

Um die Flache osteolytischer Lasionen zu bestimmen, wurden Réntgenaufnahmen eingescannt
und am Computer analysiert (Imaged, Wayne Rasband, NIH). Gegen Ende der experimentellen
Phase wurden die mittels Biolumineszenz-Bildgebung identifizierten Metastasen anhand von ra-
diographisch erhaltenen Daten abgeglichen. Die Réntgenaufnahmen dienten einerseits dazu, die
mittels Biolumineszenz-Bildgebung lokalisierten Metastasen zu verifizieren, andererseits konnte
auf diese Weise die Flache des Knochenverlusts bestimmt werden (Abb. 111.2). Im Gegensatz zur
Biolumineszenz-Bildgebung, bei der die gesamte Tumorzellmasse erfasst wird, gibt die Quantifi-
zierung der Flache osteolytischer Lasionen Aufschluss Uber das destruktive Wachstum von Tu-
moren und dem damit verbundenen Verlust an Knochensubstanz. In den nachfolgend beschrie-
benen Experimenten wurden die Rontgenaufnahmen zum jeweiligen Todeszeitpunkt aufgenom-
men und die osteolytische Flache bestimmt. Tiere, bei denen mittels Biolumineszenz-Bildgebung
eine spontane Tumorriickbildung (Regression) beobachtet werden konnte, wurden nach dem
vollstandigen Verlust der Photonenemission in regelmafligen Abstanden (3-4 Wochen) gerontgt.
Auf diese Weise konnten eventuell auftretende Heilungsprozesse auf Knochenebene nachvollzo-

gen werden.
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Abbildung IlIl.2:  Biolumineszenz-Bildgebung und Réntgenaufnahme im Vergleich

Sechs Wochen im Anschluss an die intrakardiale Injektion der Tumorzellen konnten mittels Biolumineszenz-
Bildgebung eindeutige Regionen von Photonenanhaufungen der Femora, der linken Tibia, der Humeri und der
Mandibula ermittelt werden (A). Im Vergleich zum Biolumineszenz-Signal, welches 3 Wochen nach der Tumorin-
duktion detektiert wurde, konnte eine betrachtliche Zunahme der Photonenemission festgestellt werden, die dem
Wachstum der Tumore entsprach (Vergleiche Abb.Ill.1 C mit Abb. Ill.2 A). Die aquivalente Réntgenaufnahme
zeigt 6 Wochen im Anschluss an die Applikation der Tumorzellen deutliche osteolytische Lasionen (B). Die Ver-
groRerte Darstellung der osteolytischen Lasion des rechten Humerus (C) und des rechten Femurs (D) kennzeich-
net die Destruktion des Knochengewebes. Die Pfeilspitzen markieren Regionen verlorener Knochensubstanz.

[1.2.  Einfluss von Fibronektin der Mikroumgebung auf die
Etablierung und das Wachstum von Knochenmeta-

stasen

Es wird vermutet, dass vor dem eigentlichen Eintreffen metastasierender Tumorzellen im Bereich
der prametastatischen Nische eine geeignete Mikroumgebung entsteht, so dass es zur Einnis-
tung und Proliferation an Sekundarorten kommen kann. Um die Rolle des Fibronektins der Mikro-
umgebung bei der Metastasierung in vivo zu untersuchen, wurde mit konditionellen Knockout-
mausen gearbeitet, die eine Ausschaltung von Fibronektin im Knochenmark tber den Mx-
Promotor (Mx cKO: konditionelle Mx-Knockoutmause) bzw. die Deletion von Fibronektin der

Osteoblasten mittels Col-Promotor (Col cKO: konditionelle Mx-Knockoutmause) ermoglichten.
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[11.2.1. Die Rolle des Fibronektins der Blutzirkulation und des Kno-

chenmarks bei der Metastasierung

Um einen moglichen Effekt von Knochenmarks-Fibronektin auf den Metastasierungsprozess zu
untersuchen, musste sichergestellt werden, dass die Ausschaltung von Fibronektin in der Blut-
bahn und im Knochenmark zum Zeitpunkt der intrakardialen Applikation der Tumorzellen gewahr-
leistet war. In diesem Zusammenhang wurden immundefiziente Mause eingesetzt, deren Fibro-

nektin-Gen unter Verwendung des Mx-Promotors (11.2.1.3.1.) ausgeschaltet wurde.

Die exogene Aktivierung des Mx-Promotors erfolgte bei 2-3 Wochen alten Mausen mittels 4 in-
traperitonealer Injektionen von pl-pC. Zu einem friiheren Zeitpunkt wurde die Verabreichung von
pl-pC nicht durchgefiihrt, da dies mit einem vermehrten Versterben einhergegangen ware. Kno-

chenmetastasen wurden 3 Tage im Anschluss an die letzte pl-pC Applikation induziert.

[11.2.1.1. Ausschaltung des Plasmafibronektins in konditionellen Knockout-

mausen

Bereits 24 Stunden im Anschluss an die Induktion des Mx-Promotors konnte eine Reduktion des
Fibronektingehalts von mehr als 85% beobachtet werden. Achtundvierzig Stunden nach der In-
duktion des Mx-Promotors war der Fibronektingehalt im Plasma im Vergleich zu den Kontrollen
um mehr als 89% vermindert. Der héchste Ausschaltungsgrad wurde nach 3 Wochen erreicht
und die Deletion des Plasmafibronektins war fiir mindestens 2 Monate stabil (CT 199434 vs. Mx
cKO 1649 pg/ml, n=8/8, p<0,0001; Abb. 111.3).
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Abbildung 111.3:  Ausschaltung von Plasmafibronektin mittels Mx-Promotor

Der Gesamtfibronektin ELISA zeigte, dass die konditionellen Knockouts signifikant weniger Fibronektin im Blut-
plasma aufwiesen. Bereits 48 Stunden im Anschluss an die Induktion des Mx-Promotors war der
Fibronektingehalt im Plasma um mehr als 89% reduziert.
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[11.2.1.2. Beweis der Ausschaltung des Fibronektins im Knochenmark

Um den MxCre vermittelten Ausschaltungsgrad von Fibronektin im Knochenmark zu beurteilen,
wurden Roéhrenknochen (Femur und Tibia) von Kontroll- bzw. Mx-Knockouttieren freiprapariert
und nach dem Entfernen der Epiphysen das Knochenmark herausgespllt. Der Ausschaltungs-
grad der Knochenmarkslysate wurde mittels ELISA analysiert und zum Gesamtproteingehalt kor-
rigiert (Abb. 111.4).

Vierundzwanzig Stunden im Anschluss an die Ausschaltung des Fibronektin-Gens konnte in den
Knochenmarkslysaten der konditionellen Knockoutmduse 60% weniger Fibronektin detektiert
werden (CT 8715 vs. Mx cKO 35+0,3 ng Fibronektin/g Protein, p<0,0015). Nach 48 Stunden war
der Gesamtfibronektingehalt der Mx-Knockouts im Vergleich zu den Kontrolltieren um 75% redu-
ziert (CT 87+5 vs. Mx cKO 21+0,2 ng Fibronektin/g Protein, p<0,001). Zwei Wochen im An-
schluss an die Induktion des Mx-Promotors war der Fibronektingehalt im Knochenmark der kondi-
tionellen Knockouts signifikant um 90% vermindert (CT 8715 vs. Mx cKO 9+1 ng Fibronektin/g
Protein, p<0,0001).
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Abbildung lll.4:  Ausschaltung von Fibronektin im Knochenmark

Der Gesamtfibronektin-ELISA der Knochenmarkszelllysate zeigte, dass die konditionellen Knockouts signifikant
weniger Fibronektin im Knochenmark aufwiesen. Bereits 48 Stunden im Anschluss an die Induktion des Mx-
Promotors war der Fibronektingehalt im Knochenmark um mehr als 75% reduziert.

111.2.1.3. Uberlebensraten

Nachdem die Ausschaltung des Fibronektins in der Blutbahn und im Knochenmark der Mx-
Knockouttiere nachgewiesen worden war, wurde unter Berlcksichtigung der 21-stiindigen Halb-
wertszeit von Plasmafibronektin [291] entschieden, die intrakardiale Applikation der Tumorzellen

drei Tage nach der letzten pl-pC Gabe zu vollziehen. Knockoutmausen und Kontrolltieren wurden
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Knochenmetastasen durch die intrakardiale Applikation der humanen Brustkrebszellelinie MDA-
CT induziert. Die Evaluierung der entstehenden Knochenmetastasen erfolgte mittels Biolumines-

zenz-Bildgebung.

Drei Wochen im Anschluss an die intrakardiale Applikation der Tumorzellen konnte das Auftreten
erster Metastasen beobachtet werden. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Photonenemission der
Tumore einmal woéchentlich mittels Biolumineszenz-Bildgebung beurteilt. Tiere, die wahrend der
experimentellen Phase eine starke Verschlechterung des Allgemeinzustandes aufwiesen, wurden
getotet (11.2.1.5.4).

Wie die Kaplan-Meier-Analyse in Abbildung Il.5 zeigt, wurde durch die Ausschaltung von Fibro-
nektin in der Blutbahn und im Knochenmark die Uberlebensdauer der Méuse signifikant verlan-
gert (p<0,01). Wahrend Kontrollmause, denen die Brustkrebszelllinie inokuliert wurde, im Mittel
bereits nach 6,6 Wochen verstarben (n=15), zeigten Mause, bei denen Fibronektin in der Blut-
bahn und im Knochenmark ausgeschaltet war, eine mediane Uberlebensdauer von 8,7 Wochen
(n=11).
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Abbildung Ill.5:  Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebensdauer (CT vs. Mx cKO)

Knockoutmausen (Mx cKO) und Kontrolltieren (CT) wurden Knochenmetastasen durch die intrakardiale Applikati-
on des humanen Mammakarzinoms MDA-CT induziert. Konditionelle Mx-Knockouttiere zeigten im Vergleich zu
Kontrolltieren einen signifikanten Uberlebensvorteil (mediane Uberlebensdauer: CT 6,6 vs. Mx cKO 8,7 Wochen,
n=15/11, p<0,01).

Wahrend 6 bis 7 Wochen nach der Tumorinduktion bereits 50% der Kontrolltiere verstarben, bzw.
aufgrund einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes sakrifiziert wurden, Uberlebten 82%
der Mx-Knockouts diesen Zeitraum. Acht bis 9 Wochen im Anschluss an die Applikation der Tu-
morzellen waren bereits 93% der Tiere aus der Kontrollgruppe verstorben, im Gegensatz zu 50%
der Fibronektin-Knockoutmause (Abb. I11.6).
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Abbildung lll.6:  Uberlebensverteilung zu ausgewéhlten Zeitpunkten (CT vs. Mx cKO)

6,6 Wochen nach der Induktion der Knochenmetastasen waren bereits 50% der Kontrollmause verstorben. Im
Gegensatz dazu waren zu diesem Zeitpunkt 9 der 11 Mx-Knockouttiere am Leben (A). Wahrend 6 der 11 kondi-
tionellen Knockouttiere einen Zeitraum von 8,7 Wochen im Anschluss an die Tumorinduktion Uberlebten, war es
in der Kontrollgruppe nur 1 Tier (B).

[11.2.1.4. Anzahl gebildeter Metastasen

Um zu evaluieren, ob die Ausschaltung von Fibronektin in Blutbahn und Knochenmark einen Ein-
fluss auf die Infiltrations-Eigenschaften der Tumorzellen zum Knochenmark hatte, wurde die An-

zahl der entstandenen Metastasen zwischen Mx-Knockoutmausen und Kontrolltieren verglichen.

Drei bis sechs Wochen nach der Applikation der Tumorzellen konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen konditionellen Knockoutmausen und Kontrollen festgestellt werden (Woche
3: CT 7,84+1,0 vs. Mx cKO 5,5+2,5 Metastasen je Tier, n=12/6, p=NS; 4 Wochen: CT 8,2+0,8 vs.
Mx cKO 5,9+1,5 Metastasen je Tier, n=15/10, p=NS; 5 Wochen: CT 8,0+0,9 vs. Mx cKO 6,5%1,5
Metastasen je Tier, n=15/10, p=NS; 6 Wochen: CT 7,1+1,0 vs. Mx cKO 5,8+1,1 Metastasen je
Tier, n=14/9, p=NS). Die Homing-Eigenschaften der Tumorzellen zu ihrem Zielorgan, dem Kno-
chenmark, waren demnach durch die MxCre vermittelte Ausschaltung von Fibronektin vermutlich
nicht beeinflusst. Mehr als die Halfte der Tiere aus der Kontrollgruppe war bis zur 7. Woche be-
reits verstorben. Aus diesem Grund wurde die Tumoranzahl in Abbildung 111.7 lediglich bis Woche

6 dargestellt.
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Abbildung Ill.7:  Anzahl der entstandenen Knochenmetastasen (CT vs. Mx cKO)
Zwischen konditionellen Knockoutmausen (Mx cKO) und Kontrollen (CT) konnte Uber den Beobachtungszeitraum
von 3-6 Wochen kein signifikanter Unterschied, bezogen auf die Anzahl etablierter Metastasen, festgestellt wer-

den (NS 2 nicht signifikant).

[11.2.1.5. Gesamttumorbelastung

Die Tumorbelastung je Maus wurde ermittelt, indem die Gesamtlichtleistung der Metastasen ei-
nes Tieres summiert und anschliellend der Mittelwert fir die unterschiedlichen Versuchstiergrup-
pen gebildet wurde. Die mittlere emittierte Lichtleistung dient als Hinweis fur die Gesamttumorbe-

lastung der Tiere.

Die Gesamttumorbelastung war in den Mx-Knockouttieren 3-6 Wochen nach der Tumorinduktion
signifikant vermindert (3 Wochen: CT 6,3+1,9 x10° vs. Mx cKO 0,5+0,3 x10° RLU, n=12/6,
p<0,05; 4 Wochen: CT 3,510,9 x10” vs. Mx cKO 0,6+0,3 x107 RLU, n=14/7, p<0,01; 5 Wochen:
CT 1,740,5 x108 vs. Mx cKO 0,4+0,1 x10® RLU, n=13/10, p<0,05; 6 Wochen: CT 9,0+4,4 x108 vs.
Mx cKO 0,5+0,3 x108 RLU, n=11/6, p<0,005). Dabei konnte die gréflite Differenz der Tumorlast 6
Wochen im Anschluss an die Applikation der Tumorzellen ermittelt werden (Abb. 111.8). Diese Er-
gebnisse lieferten erste Hinweise darauf, dass die Wachstumseigenschaften der Tumorzellen

durch die MxCre vermittelte Ausschaltung von Fibronektin beeintrachtigt waren.
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Abbildung 111.8:  Analyse der Gesamttumorbelastung pro Maus (CT vs. Mx cKO)
Verglichen mit den Kontrollen (CT) lie® sich bei den konditionellen Knockouttieren (Mx cKO) eine signifikante
Verminderung der Gesamttumorbelastung je Maus feststellen.

[11.2.1.6. Tumorwachstum

Um Ruckschlisse auf das Wachstum der induzierten Metastasen zu ziehen, wurde die Tumorlast
der metastatischen Lasionen ermittelt, indem die Gesamtbiolumineszenz der Tumore summiert
und durch die Anzahl der Metastasen dividiert wurde. Der fir die unterschiedlichen Versuchstier-
gruppen generierte Mittelwert ist in Abb. 111.9 graphisch dargestellt. Die Tumorlast je Metastase
war bei den Mx-Knockouttieren 3-6 Wochen im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen sta-
tistisch signifikant vermindert (3 Wochen: CT 8,2+1,2 x10° vs. Mx cKO 0,9+0,2 x10° RLU,
n=93/33, p<0,0001; 4 Wochen: CT 4,2+0,6 x10° vs. Mx cKO 1,4+0,4 x10°® RLU, n=118/30,
p<0,01; 5 Wochen: CT 2,0+0,3 x10” vs. Mx cKO 0,6+0,1 x10” RLU, n=114/65, p<0,001; 6 Wo-
chen: CT 1,1+0,2 x108 vs. Mx cKO 0,1+0,04 x10°® RLU, n=91/24, p<0,001). Dies impliziert ein re-

duziertes Tumorwachstum in Abwesenheit von Fibronektin im Bereich der vaskuldren Nische.
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Abbildung I11.9:  Analyse der Tumorlast pro Metastase (CT vs. Mx cKO)
Die Analyse der emittierten Lichtleistung ergab, dass die Tumorlast je Metastase und damit verbunden das Tu-
morwachstum in den konditionellen Knockoutmausen (Mx cKO) signifikant vermindert war.
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[11.2.1.7. Radiographische Analyse osteolytischer Lasionen

Die Rontgenbilder wurden am Tétungstag der Mause erstellt. Aufgrund des signifikanten Uberle-
bensvorteils der Fibronektin-Knockoutméuse gegeniiber den Kontrolltieren (mediane Uberle-
bensdauer: CT 6,6 vs. Mx cKO 8,7 Wochen) variiert das Alter der Mause zum Tétungszeitpunkt
und damit verbunden die Aufnahmen der Roéntgenbilder betrachtlich. Die durchschnittliche Flache
osteolytischer Lasionen der eingescannten radiographischen Aufnahmen wurde unter Verwen-
dung des Computerprogramms ,ImageJ“ ermittelt und je Maus (Abb. 111.10 A), bzw. je Metastase
bestimmt (Abb. 111.10 B).
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Abbildung IIl.10: Radiographische Analyse des tumorinduzierten Knochenverlusts (CT vs. Mx cKO)

(A) Zwischen konditionellen Knockoutméausen (Mx cKO) und Kontrollen (CT) konnte beziiglich der durchschnittli-
chen Flache osteolytischer Lasionen je Maus kein Unterschied festgestellt werden. (B) Die durchschnittliche Fla-
che lytischer Lasionen je Metastase war in den Fibronektin-Knockoutmausen signifikant niedriger (25%).

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied beziglich der durchschnittlichen Flache
osteolytischer Lasionen je Maus zwischen Mx-Knockouttieren und Kontrollen festgestellt werden
(CT 43,848,0 vs. Mx cKO 35,6+7,0 mm? osteolytische Flache, p=NS, n=8/5). Obwohl konditionel-
le Knockouttiere im Mittel 2 Wochen nach den Kontrolltieren getdtet wurden, war die durchschnitt-
liche Flache lytischer Lasionen je Metastase in Abwesenheit von Fibronektin signifikant vermin-
dert (CT 4,0+0,4 vs. Mx cKO 3,0+0,4 mm? osteolytische Flache, p<0,05, n=88/60).

[11.2.1.8. Untersuchung der mikrovaskularen Gefal3dichte

Die Ergebnisse der Biolumineszenz-Messung wiesen darauf hin, dass das Wachstum der Tumo-
re beeintrachtigt war. Da Fibronektin fur die Bildung neuer Gefalte notwendig ist, wurde die Zahl
der Blutgefalle in Tumorgewebsproben aus Kontroll- bzw. Knockoutmausen untersucht. Um zu
klaren, ob das reduzierte Wachstum auf einer Verminderung der Angiogenese in Abwesenheit

von Fibronektin zurlickzufihren war, wurde die mikrovaskulare Gefalldichte als Parameter der
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angiogenen Aktivitat evaluiert. Die Anzahl der Blutgefal’e wurde mittels Immunfluoreszenzfar-
bung unter Verwendung des Endothelzellmarkers Anti-CD31 bestimmt (Abb. 111.11).

CT Mx cKO

Abbildung 111.11: Immunhistochemische Farbung der BlutgefalRe

Die Aufnahmen zeigen die mittels Anti-CD31 immunhistochemisch gefarbten Tumorgewebsschnitte der Kontroll-
tumore (A) und Tumorschnitte der Mx-Knockouttiere (B). Die mikrovaskulare GefalRdichte war in den konditionel-
len Knockouts (Mx cKO) im Vergleich zu den Kontrollen (CT) deutlich reduziert. Die Balken entsprechen 100 um.

Die Tumorgewebeproben der Versuchstiere, bei denen Fibronektin in der Blutbahn und im Kno-
chenmark ausgeschaltet war, zeigten im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant reduzierte
Dichte der BlutgefaRe (82+18 vs. 64+14 BlutgefaBe/mm?, p<0,05). Bei den Knockoutmausen
konnten somit 22% weniger BlutgefaBe pro mm? nachgewiesen werden (Abb. 111.12). Daher
kénnte das reduzierte Wachstum auf eine schlechtere Blutversorgung der Tumore zuriickgefiihrt

werden.
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Abbildung IIl.12: Einfluss von Fibronektin auf die vaskuléare GefalRdichte
Die GefaRe wurden immunhistochemisch mit Anti-CD31 gefarbt und quantifiziert. Die Tumorgewebeproben der
Mx-Knockouttiere zeigten im Vergleich zu den Kontrollen eine um 22% reduzierte BlutgefaRdichte.
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[11.2.1.9. Verifizierung der Ergebnisse unter Verwendung eines Prostata-

karzinoms

Die vorangegangenen Untersuchungen deuteten darauf hin, dass die Ausschaltung von Fibro-
nektin in der Blutbahn und im Bereich der vaskularen Nische des Knochenmarks zu einem einge-
schrankten Tumorwachstum und zu einer Verlangerung des Uberlebens fiihrte. Um die erworbe-
nen Daten mit einer alternativen Tumorzelllinie zu bestatigen, wurden die in vivo Experimente er-
neut mit einem Prostatakarzinom durchgefiihrt. In diesem Zusammenhang wurden mannlichen
Fibronektin-Knockoutmausen (Mx cKO) und Kontrolltieren (CT) Knochenmetastasen durch die

intrakardiale Applikation des humanen Prostatakarzinoms PC3-CT induziert.

Wie die Kaplan-Meier-Analyse in Abbildung II1.13 zeigt, wurde durch die Ausschaltung von Fibro-
nektin in der Blutbahn und im Knochenmark die Uberlebensdauer der Mause signifikant verlan-
gert (p<0,01). Wahrend Kontrollmause, denen die Prostatakarzinomlinie inokuliert wurde, im
Durchschnitt bereits nach 10 Wochen verstarben (n=13), zeigten Mause, bei denen Fibronektin in
der Blutbahn und im Knochenmark ausgeschaltet war, eine mediane Uberlebensdauer von
14,6 Wochen (n=9; Abb. Ill. 13 A). Die Ausschaltung von Fibronektin in der Blutbahn und im Be-
reich der vaskularen Nische hatte keine statistisch signifikante Auswirkung auf die durchschnittli-
che Anzahl etablierter Tumore (p>0,1; Abb. Ill. 13 B). Die Infiltrationseigenschaften der PC3-CT
Zellen zu ihrem Zielorgan, dem Knochen, waren demnach durch die Ausschaltung von Fibronek-

tin dber den Mx-Promotor nicht beeintrachtigt.
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Abbildung I11.13: Effekt der Fibronektin-Deletion im Bereich der vaskularen Nische auf die Metastasierung
Die Kaplan-Meier-Analyse ergab eine statistisch signifikant verldngerte Uberlebensdauer der konditionellen Mx-
Knockouttiere, denen Knochenmetastasen unter Verwendung der PC3-CT Linie induziert wurden (A). Zwischen
konditionellen Knockoutméusen (Mx cKO) und Kontrollen (CT) konnte Gber den Beobachtungszeitraum kein sig-
nifikanter Unterschied, bezogen auf die Anzahl etablierter Metastasen, festgestellt werden (B).

Metastasen der PC3-Linie wiesen ein eingeschranktes Tumorwachstum auf. Diese Ergebnisse
waren vergleichbar mit den bereits fir das Mammakarzinom dargestellten Daten. Jedoch war das

quantifizierte Biolumineszenz-Signal der PC3 Tumore 3-6 Wochen im Anschluss an die Induktion
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der Metastasen im Vergleich zur MDA-Linie geringer. Folglich konnte aufgrund des ohnehin ein-
geschrankten Zuwachses des detektierten Biolumineszenz-Signals in diesem Beobachtungszeit-
raum kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Gesamttumorbelastung
war in den Mx-Knockouttieren 7 Wochen (CT 1,310,6 x10% vs. Mx cKO 0,5+0,3 x10® RLU,
n=13/9, p<0,05), 8 Wochen (CT 5,3+1,7 x10° vs. Mx cKO 2,9+2,6 x10® RLU, n=12/9, p<0,05) und
9 Wochen (CT 9,8+4,0 x108 vs. Mx cKO 5,8+5,1 x10® RLU, n=9/9, p<0,05) nach der Tumorinduk-
tion statistisch signifikant vermindert (Abb. Ill. 14 A). Die Tumorlast je Metastase war bei den
konditionellen Knockouttieren 3 Wochen (CT 4,7+#1,2 x10° vs. Mx cKO 1,4+0,6 x10° RLU,
n=27/13, p<0,05), 7 Wochen (CT 4,7+1,8 x10” vs. Mx cKO 2,1+1,3 x10” RLU, n=37/19, p<0,05),
8 Wochen (CT 1,940,5 x10® vs. Mx cKO 1,2+0,8 x10® RLU, n=34/22, p<0,0015) und 9 Wochen
(CT 3,2¢1,4 x108 vs. Mx cKO 2,4+1,6 x108 RLU, n=27/22, p<0,05) im Anschluss an die Inokulati-
on der Tumorzellen signifikant niedriger (Abb. Ill. 14 B). Die Unterschiede bezliglich des Tumor-
wachstums waren in Abwesenheit von Fibronektin unter Verwendung der PC3-Linie im Vergleich

zur MDA-Linie nicht annahernd so ausgepragt.
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Abbildung 111.14: Effekt der Fibronektin-Deletion im Bereich der vaskularen Nische auf das Wachstum
Mx-Knockouttiere zeigten 7-9 Wochen im Anschluss an die Applikation der Tumorzellen eine signifikante Vermin-
derung der Gesamttumorbelastung je Maus (A). Die Tumorlast je Metastase war 3, 7, 8 und 9 Wochen nach der
Tumorinduktion in Abwesenheit von Fibronektin im Bereich der vaskularen Nische signifikant vermindert (B).

[11.2.2. Die Rolle des Fibronektins der osteoblastischen Nische bei

der Metastasierung

Kontrolltieren und Mausen der ColCre-Linie wurden Knochenmetastasen induziert, um die Rolle
von osteoblastenspezifischem Fibronektin bei der Metastasierung humaner Tumorzellen in vivo

zu klaren.
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[11.2.2.1. Uberlebensraten

Drei Wochen im Anschluss an die intrakardiale Applikation der Tumorzellen konnten mittels Bio-
lumineszenz-Bildgebung erste Metastasen identifiziert werden. Wie die Kaplan-Meier-Analyse in
Abbildung Ill.15 zeigt, wurde durch die Ausschaltung von osteoblastenspezifischem Fibronektin
die mittlere Uberlebensdauer der konditionellen Knockouttiere (Col cKO) signifikant verlangert
(p<0,05). Wahrend Kontrollmause, die mit der Brustkrebslinie inokuliert wurden, eine mediane
Uberlebensdauer von 6,6 Wochen aufwiesen (n=15), lebten Mause, bei denen Fibronektin

osteoblastenspezifisch deletiert wurde, im Mittel 7,6 Wochen (n=11).
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Abbildung I11.15: Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebensdauer (CT vs. Col cKO)

Nach der Innokulation der Tumorzellen (MDA-CT) zeigten Mause, bei denen Fibronektin osteoblastenspezifisch
ausgeschaltet wurde, im Vergleich zu den Kontrollen einen signifikanten Uberlebensvorteil (mediane Uberlebens-
dauer: CT 6,6 vs. Col cKO 7,6 Wochen, n=15/11, p<0,05).

Wahrend 6,6 Wochen nach der Tumorinduktion bereits die Halfte der Kontrolltiere verstorben wa-
ren, bzw. aufgrund einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes sakrifiziert wurden, tberleb-
ten 8 der 11 Col Knockouttiere diesen Zeitraum. Nur 4 der 15 Kontrolltiere Gberlebten einen Zeit-
raum von 7,6 Wochen im Anschluss an die Applikation der Tumorzellen, im Gegensatz zu 50%

der konditionellen Knockoutmause (Abb. I1.16).
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Abbildung 111.16: Uberlebensverteilung zu ausgewahlten Zeitpunkten (CT vs. Col cKO)

6,6 Wochen nach der Tumorinduktion waren 50% der Kontrollmause verstorben. Im Gegensatz dazu berlebten
8 der 11 Col Knockouttiere diesen Zeitpunkt (A). Wahrend 6 der 11 konditionellen Knockouttiere einen Zeitraum
von 7,6 Wochen im Anschluss an die Tumorinduktion Uberlebten, waren es in der Kontrollgruppe 4 der 15 Tiere

(B).

[11.2.2.2. Anzahl gebildeter Metastasen

Die Anzahl der etablierten Metastasen war 3 Wochen im Anschluss an die Applikation der Tu-
morzellen in den Col Knockouttieren signifikant vermindert (CT 7,8+1,0 vs. Col cKO 3,61£1,1 Me-
tastasen je Tier, n=12/8, p<0,05). Dieser Effekt auf die friihe Entwicklung der Metastasen konnte
4 Wochen nach der Tumorinduktion nicht mehr beobachtet werden (CT 8,2+0,8 vs. Col cKO
5,911,4 Metastasen je Tier, n=15/10, p=NS). Ebenfalls konnte im weiteren Krankheitsverlauf, be-
zogen auf die Gesamtanzahl der Metastasen, kein statistisch signifikanter Unterschied ausge-
macht werden (Woche 5: CT 8,0+0,9 vs. Col cKO 6,7+1,5 Metastasen je Tier, n=15/11, p=NS;
Woche 6: CT 7,11£1,0 vs. Col cKO 6,6+1,6 Metastasen je Tier, n=14/10, p=NS; Abb. 1ll.17).
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Abbildung 111.17: Anzahl der Knochenmetastasen pro Maus (CT vs. Col cKO)

Die Anzahl der etablierten Metastasen war in den konditionellen Knockoutmausen (Col cKO) im Vergleich zu den
Kontrollen 3 Wochen im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen signifikant niedriger. Im weiteren Krank-
heitsverlauf konnte, bezogen auf die Anzahl der Metastasen, kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt
werden.
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Interessanterweise zeigten die Tumore, bezogen auf die Anzahl, ein um eine Woche verzbgertes
Auftreten, so dass sich die Anzahl der Metastasen der Col Knockoutméause 4, 5, 6 und 7 Wochen
nach der Tumorinduktion nicht von der Anzahl der Tumore der Kontrolltiere zum Zeitpunkt von 3,
4, 5 und 6 Wochen unterschied (Abb. 111.18).
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Abbildung IIl.18: Zeitversetzte Betrachtung der Anzahl etablierter Knochenmetastasen
Betrachtet man die Anzahl der induzierten Tumore zeitversetzt um eine Woche, so konnte kein Unterschied zwi-
schen Col cKO und den Kontrolltieren ermittelt werden.

[11.2.2.3. Gesamttumorbelastung

Die Gesamttumorbelastung war in den Col Knockouttieren 3 Wochen (CT 6,3+1,9 x10° vs. Col
cKO 0,3+0,1 x10° RLU, n=12/8, p<0,01) und 4 Wochen (CT 3,5+0,9 x10’ vs. Col cKO 0,7+0,3
x10” RLU, n=14/10, p<0,01) im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen signifikant vermin-
dert. Im weiteren Verlauf konnte bezlglich der Gesamttumorbelastung kein statistisch signifikan-
ter Unterschied beobachtet werden (Woche 5: CT 1,7+0,5 x10® vs. Col cKO 0,60,1 x10® RLU,
n=13/11, p=NS; Woche 6: CT 9,0+4,4x10% vs. Col cKO 2,3+0,9 x10® RLU, n=11/10, p=NS;
Abb. 111.19).
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Abbildung I11.19: Analyse der Gesamttumorbelastung pro Maus (CT vs. Col cKO)

Verglichen mit den Kontrollen (CT) war die Gesamttumorbelastung der konditionellen Knockouts (Col cKO) 3 und
4 Wochen im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen signifikant niedriger. Im Gegensatz dazu konnte 5
und 6 Wochen nach der Tumorinduktion kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Wurde der Verlauf der Gesamttumorbelastung um eine Woche phasenverschoben betrachtet, so
war die Gesamttumorbelastung der Col Knockoutmduse 4 Wochen nach der Tumorinduktion
nicht von der Tumorlast der Kontrolltiere, zum Zeitpunkt von 3 Wochen, zu unterscheiden. Dies
war fur 3 aufeinanderfolgende Wochen zutreffend (Abb. 111.20).
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Abbildung 111.20: Zeitversetzte Betrachtung der Gesamttumorbelastung
Es konnte keine signifikanter Unterschied festgestellt werden, wenn die Gesamttumorbelastung je Maus um eine
Woche phasenverschoben betrachtet wurde.

[11.2.2.4. Tumorwachstum

Die in Abbildung IIl.21 dargestellte Tumorlast je Metastase war in den Col Knockouttieren 3-6
Wochen im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen signifikant vermindert (Woche 3: CT
8,2+1,2 x10° vs. Col cKO 0,7+0,2 x10° RLU, n=93/33, p<0,0001; Woche 4: CT 4,2+0,6 x10° vs.
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Col cKO 1,2+0,4 x10° RLU, n=118/59, p<0,0001; Woche 5: CT 2,0+0,3 x10’ vs. Col cKO 0,8+0,2
x10" RLU, n=114/74, p<0,005; Woche 6: CT 1,1£0,2 x10® vs. Col cKO 3,5+0,8 x10’ RLU,
n=91/66, p<0,05).
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Abbildung 111.21: Analyse der Tumorlast je Metastase (CT vs. Col cKO)
Die Analyse der emittierten Lichtleistung ergab, dass die Tumorlast je Metastase und damit verbunden das Tu-
morwachstum in den konditionellen Knockoutméausen (Col cKO) signifikant vermindert war.

Das Wachstum der Metastasen zeigte auch hier einen um eine Woche verzégerten Verlauf. In-
folgedessen war die durchschnittiche Tumorlast je Metastase der Col Knockoutmause 3, 4, 5
und 7 Wochen im Anschluss an die Tumorinduktion vergleichbar mit der Tumorlast der Kontroll-
tiere 4, 5, 6 und 7 Wochen nach der Inokulation der Tumorzellen (Abb. 111.22).
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Abbildung 111.22: Zeitversetzte Betrachtung der Tumorlast je Metastase

Es konnte keine signifikanter Unterschied festgestellt werden, wenn das Tumorwachstum um eine Woche pha-
senverschoben betrachtet wurde.

Zusammenfassend ergab die zeitversetzte Betrachtungsweise, dass die Ausschaltung des

Osteoblasten-Fibronektin scheinbar die friihen Entwicklungsstadien der Tumore beeinflusste.
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Wurde die Anzahl der etablierten Knochenmetastasen, die Gesamttumorbelastung je Maus sowie
die Tumorlast je Metastase um eine Woche phasenverschoben betrachtet, so konnten keine sig-
nifikanten Unterschiede festgestellt werden. Diese Erkenntnisse lieferten erste Hinweise darauf,
dass das Tumorwachstum wenn es einmal initialisiert wurde, unabhangig von osteoblastenspezi-

fischem Fibronektin verlauft.

[11.2.2.5. Radiographische Analyse osteolytischer Lasionen

Wie zuvor fir die konditionellen Mx-Knockouts beschrieben wurde die Evaluierung der Flache
osteolytischer Lasionen der eingescannten radiographischen Aufnahmen zum jeweiligen To6-
tungszeitpunkt der Tiere vollzogen. Aufgrund der im Anschluss an die Tumorinduktion signifikant
verlangerten Lebensdauer der Col Knockouttiere (mediane Uberlebensdauer: CT 6,6 vs. Col cKO
7,6 Wochen) wurden die Réntgenbilder der Knockouts im Durchschnitt eine Woche nach den
Kontrollen aufgenommen. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied bezlglich der FIa-
che osteolytischer Lasionen je Maus (Mittelwert: CT 4418 vs. Mx cKO 4517 mm? osteolytische
Flache, p=NS, n=8/9) bzw. je Metastase (Mittelwert: CT 4,0£0,4 vs. Col cKO 3,810,3 mm?
osteolytische Flache, p=NS, n=88/105) zwischen Col Knockouttieren und Kontrollen festgestellt
werden (Abb. 111.23).
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Abbildung 111.23: Radiologische Analyse des tumorinduzierten Knochenverlusts (CT vs. Col cKO)
Zwischen Kontrollen (CT) und konditionellen Knockoutméausen (Col cKO) konnte kein statistisch signifikant Unter-
schied bezliglich der Flache osteolytischer Lasionen je Maus (A) bzw. je Metastase (B) festgestellt werden.

[11.2.2.6. Untersuchungen der mikrovaskularen GefalRdichte

Die BlutgefaRe wurden immunhistochemisch mit dem Endothelzellmarker Anti-CD31 gefarbt und
quantifiziert. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der mikrovaskularen Gefalidichte
zwischen den Tumorgewebeproben der Col Knockouttiere und den Kontrollen festgestellt werden
(82118 vs. 76114 Blutgefalle/mm?, p=NS; Abb. 111.24).
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Abbildung 111.24: Einfluss von Osteoblasten-Fibronektin auf die mikrovaskulére GeféaRdichte der Tumore
Die Tumorgewebeproben der konditionellen Knockouts (Col cKO) zeigten im Vergleich zu den Kontrollen (CT)
keine signifikante Abweichung der BlutgefaRdichte.

[11.3. Einfluss von tumorzellspezifischem Fibronektin auf
die Etablierung und das Wachstum von Knochenme-

tastasen

Die verwendeten Tumorzelllinien exprimierten endogenes Fibronektin. Dessen Einfluss auf die
Etablierung und auf das Wachstum eines Tumors kann in vivo nicht von dem Effekt des

Fibronektins aus der den Tumor umgebenden Matrix unterschieden werden.

111.3.1. Ausschaltung der endogenen Fibronektinexpression

Um herauszufinden, ob die Metastasierung in Abwesenheit von tumorzellspezifischem Fibronek-
tin beeintrachtigt war, wurde die endogene Fibronektinexpression mittels RNA-Interferenz (RNAI)
unterbunden. Funf unterschiedliche shRNA-Sequenzen zur RNAi-vermittelten Degradation von
Fibronektin-mRNA wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit flir die Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231B/luc’ bzw. die Prostatakarzinomzelllinie PC-3M-Pro4/luc’ getestet. AuRerdem
wurden Kontrollzellen mit einem leeren Vektorkonstrukt transduziert. Die auf diese Weise
generierten Zellen dienten als Negativkontrolle, die den RNAi Mechanismus nicht aktivierten, da
sie keine shRNA Insertion enthielten. Zellen, die mit dem leeren Vektorkonstrukt transduziert
wurden, konnten als brauchbare Referenz verwendet werden, um die spezifische Knockdown-
Effizienz zu beurteilen. Ebenfalls konnten auf diese Weise eventuell auftretende zellulare Effekte
des Transduktionsprozesses ausgeschlossen werden. Tumorzelllinien, die mit dem leeren
Kontroll-Vektorkonstrukt transduziert wurden, werden im Folgenden zur besseren Lesbarkeit mit

CT (MDA-CT bzw. PC3-CT) abgekurzt. Fibronektin-Knockoutlinien, die hingegen mit fibronektin-
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spezifischer shRNA transduziert wurden, werden zur Vereinfachung mit Kd fiir Knockdown (MDA-
Kd bzw. PC3-Kd) bezeichnet.

Der Fibronektingehalt in Zellkulturiberstdnden (Abb.l11.25 und Abb. 111.27), bzw. in Zelllysaten
(Abb. 111.26 und 111.28) wurde mittels pFN-ELISA bestimmt. Abbildung 111.25 zeigt exemplarisch
das Auswahlverfahren der transduzierten Zelllinie MDA-MB-231B/luc®. Zur Veranschaulichung
der integrationsabhangigen Knockdown-Effizienz wurden fir die 5 unterschiedlichen shRNA
Sequenzen (A-E) jeweils 2 der 10 untersuchten Kolonien ausgewahlt. Abhangig davon, in
welchen Chromosomenbereich die shRNA integriert wurde, konnten groRe Unterschiede
bezlglich der endogenen Fibronektinexpression ermittelt werden. Eine Kolonie MDA-Kd C I
zeigte im Vergleich zur Kontrolllinie eine signifikante Verminderung des Fibronektingehalts in
Zellkulturiberstanden um mehr als 97% (MDA-CT 151+2,9 vs. MDA-Kd 4,3+0,2 ng
Fibronektin/ml Medium, p<0,001). Im weiteren Verlauf beziehen sich alle Angaben auf diesen
Klon, der im Folgenden zur Vereinfachung mit MDA-Kd bezeichnet wird. Der Fibronektingehalt
der Ausgangslinie (MDA-MB-231B/luc’) war im Vergleich zu den Kontrolizellen, die mit dem
leeren Vektorkonstrukt transduziert wurden, nicht beeintrachtigt (MDA-MB-231B/luc” 149+5,9 ng
vs. MDA-CT 151+2,9 ng Fibronektin/ml Medium, p=NS).
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Abbildung I.25: Auswabhlverfahren der transduzierten MDA-MB-231B/luc” Zellen

Die Zellkulturiberstdnde von jeweils 2 transduzierten Kolonien (I und Il) der 5 getesteten shRNA Sequenzen
(A-E) wurden im pFN-ELISA auf ihren Fibronektingehalt untersucht. Verglichen mit der Kontrolle (MDA-CT) war
die endogene Fibronektinexpression der Kolonie MDA-Kd C Il signifikant um mehr als 97% niedriger.

Zusatzlich zur Analyse der Zellkulturiiberstande wurden Zelllysate ausgewahlter Kolonien herge-
stellt, der Fibronektingehalt mittels pFN-ELISA bestimmt und zum Gesamtproteingehalt korrigiert
(Abb. 111.26). Die mit fibronektinspezifischer shRNA transduzierten Zellen (MDA-Kd) zeigten im

Vergleich zu der Kontrolllinie (MDA-CT) eine signifikante Reduktion der endogenen Fibronektin-
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expression um 98% (MDA-CT 4,8+0,01 vs. MDA-Kd 0,090,006 ng Fibronektin/mg Gesamtprote-
in, p<0,001). Der Fibronektingehalt der Ausgangslinie (MDA-MB-231B/luc’) war im Vergleich zu
den Kontrollzellen, die mit dem leeren Vektorkonstrukt transduziert wurden, nicht beeinflusst
(MDA-MB-231B/luc’ 4,620,08 vs. MDA-CT 4,8+0,01 ng Fibronektin/mg Gesamtprotein, p=NS).
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Abbildung 111.26: Erfolgreiche Fibronektin-Ausschaltung der MDA-Linie

Die Ausgangszelllinie (MDA-MB-231B/luc’) wurde mit einem leeren Kontrollvektorkonstrukt (MDA-CT) oder mit
fibronektinspezifischer shRNA (MDA-Kd) lentiviral transduziert. Die endogene Fibronektinexpression der MDA-Kd
Zellen war im Vergleich zu der Kontrolllinie um mehr als 98% reduziert.

In weiteren Experimenten wurde das Prostatakarzinom PC-3M-Pro4/luc’ lentiviral mit
fibronektinspezifischer shRNA, bzw. dem leeren Kontrollvektorkonstrukt transduziert. Die in Ab-
bildung 111.27 dargestellte Analyse der Zellkulturiberstande ergab fir die PC3-Kd-Linie einen Fib-
ronektin-Ausschaltungs-grad von mehr als 94% (PC3-CT 32,610,001 vs. PC3-Kd 2,1+0,001 ng
Fibronektin/ml Medium, p<0,0001). Der Fibronektingehalt der Ausgangslinie (PC-3M-Pro4/luc")
war im Vergleich zu den Kontrollzellen, die mit dem leeren Vektorkonstrukt transduziert wurden,
nicht beeinflusst (PC-3M-Pro4/luc’ 35,3+1,5 vs. PC3-CT 32,640,001 ng Fibronektin/ml Medium,
p=NS).
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Abbildung Il1.27: Erfolgreicher Fibronektin-Ausschaltungsgrad der PC3-Linie

Die Zellkulturiberstéande der transduzierten Zellen wurden im pFN-ELISA auf ihren Fibronektingehalt untersucht.
Verglichen mit der Kontrolle (PC3-CT) war die endogene Fibronektinexpression der PC3-Kd-Linie signifikant um
mehr als 93% vermindert.
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Der shRNA vermittelte Fibronektin-Ausschaltungsgrad der Zelllysate wurde mittels pFN-ELISAs
analysiert und zum Gesamtproteingehalt korrigiert (Abb. 111.28). Die endogene Fibronektin-
expression der mit fibronektinspezifischer shRNA transduzierten Zellen (PC3-Kd) war im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen (PC3-CT) signifikant um mehr als 97% reduziert (PC3-CT 0,840,003
vs. PC3-Kd 0,02+0,002 ng Fibronektin/mg Gesamtprotein, p<0,001). Die Ausgangslinie (PC-3M-
Pro4/luc’) und die Kontrollzellen zeigten keinen signifikanten Unterschied beziiglich der
Fibronektinexpression (PC-3M-Pro4/luc’ 0,840,006 vs. PC3-CT 0,840,003 ng Fibronektin/mg Ge-
samtprotein, p=NS).

57 1 PC-3M-Pro4/luc*
" B PC3-CT
3- *p<0,001

>97%

| |

Abbildung 111.28: Erfolgreiche Fibronektin-Ausschaltung der PC3-Linie
Verglichen mit den Kontrollen (PC3-CT) war der Fibronektingehalt in Zelllysaten der PC3-Kd Zellen signifikant um
mehr als 97% vermindert.
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Der Fibronektingehalt der PC3-Linie war im Vergleich zur MDA-Linie in Zellkulturiberstdnden um
den Faktor 4 vermindert (MDA-MB-231B/luc” 151+2,9 ng vs. PC-3M-Pro4/luc’ 35,3+1,5 ng Fibro-
nektin/ml Medium, p<0,01) bzw. in Zelllysaten, die zum Gesamtproteingehalt korrigiert wurden,
um ein Sechsfaches niedriger (MDA-MB-231B/luc” 4,6+0,08 ng vs. PC-3M-Pro4/luc” 0,8+0,006
ng Fibronektin/mg Gesamtprotein, p<0,001).

[11.3.1.1. Morphologische Untersuchungen transduzierter Zellen

Die transduzierten Tumorzelllinien wurden mikroskopisch betrachtet und morphologisch mit der
Ausgangslinie verglichen. Zellen, die mit dem leeren Vektorkonstrukt transduziert wurden (MDA-
CT bzw. PC3-CT), bzw. deren endogene Fibronektinexpression mittels fibronektinspezifischer
shRNA ausgeschaltet worden war (MDA-Kd bzw. PC3-Kd), zeigten im Vergleich zu den entspre-

chenden Ausgangslinien keine morphologischen Unterschiede (Abb. lll. 29).
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Abbildung 111.29: Morphologische Betrachtung

Die fir die lentivirale Transduktion verwendeten Ausgangslinien MDA-MB-231B/luc” (A) und PC-3M-Pro4/luc” (D)
wiesen im Vergleich zu Zellen, die mit dem leeren Vektorkonstrukt transduziert wurden, MDA-CT (B) bzw. PC3-
CT (E) keine erkennbaren morphologischen Unterschiede auf. Im Vergleich zur Ausgangslinie, bzw. der
transduzierten Kontrolllinie, konnten bei den Zellen, die kein endogenes Fibronektin exprimierten, MDA-Kd (C)
bzw. PC3-Kd (F), keine deutlichen Veranderungen beobachtet werden.

[11.3.1.2. In vitro Bestimmung der Zellproliferation und Zellviabilitat

Um herauszufinden, ob die Metastasierung in Abwesenheit von endogenem Fibronektin beein-
trachtigt wird, sollte ein negativer Einfluss der shRNA-Integration auf die Zellproliferation und
Zellviabilitat im Anschluss an die lentivirale Transduktion ausgeschlossen werden. Die Quantifi-
zierung der Zellproliferation wurde mit dem BrdU-Zellproliferations-ELISA vollzogen. Die Mes-
sung basierte auf der Einlagerung von BrdU wahrend der DNA-Synthese. Die bei diesem Test-
verfahren nachgewiesene BrdU-Menge ist ein direktes Mal fiir die Proliferationsaktivitat der un-
tersuchten Zelllinien (Abb. 111.30).

Bezogen auf die Zellproliferation konnte weder fiir die transduzierte Mammakarzinomzelllinie
(MDA) noch fiir die Prostatakarzinomzelllinie (PC3), im Vergleich zu den jeweiligen Ausgangsli-
nien, ein signifikanter Unterschied ermittelt werden (MDA-MB-231B/luc” 1,06+0,05 vs. MDA-CT
1,03+0,03 vs. MDA-Kd 1,05+0,04 Absorption bei 450 nm, p=NS; PC-3M-Pro4/luc’ 1,3+0,03 vs.
PC3-CT 1,251£0,03 vs. PC3-Kd 1,24+0,04 Absorption bei 450 nm, p=NS). Die Zellproliferation
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wurde demnach durch die lentivirale Integration der Fremd-DNA ins Wirtsgenom der Zielzellen

nicht beeintrachtigt.
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Abbildung 111.30:  Zellproliferation

Die Zellproliferation der lentiviral mit fibronektinspezifischer shRNA (MDA-Kd bzw. PC3-Kd), bzw. mit dem leeren
Kontrollvektorkonstrukt (MDA-CT bzw. PC3-CT) transduzierten Zellen war nicht beeinflusst. Weder die
transduzierten Zellen der MDA-Linie (A) noch die transduzierten Zellen der PC3-Linie (B) zeigten, im Vergleich
zur Ausgangslinie, bezogen auf die Zellproliferation einen statistisch signifikanten Unterschied.

Zusatzlich zum Proliferations-ELISA wurde das Wachstum der transduzierten Zelllinien Gber ei-
nen Zeitraum von 2 Wochen wahrend der Kultivierung in Zellkulturschalen betrachtet. Diesbezlg-
lich wurde eine definierte Zellzahl der jeweiligen Kolonie ausplattiert und diese dreimal wéchent-
lich passagiert. Dabei wurde die Zellzahl und Zellviabilitat untersucht und wiederum eine definier-
te Menge der Zellen auf neue Kulturschalen verteilt. Im Vergleich zur Kontrolllinie konnte bei
transduzierten Zellen keine Beeintrachtigung der Zellproliferation festgestellt werden (mittlere
Zellproliferationsrate: MDA-CT 1,4+0,06 vs. MDA-Kd 1,4+0,08 Zellverdopplungsrate nach zweita-
gigem Wachstum, p=NS).

Die Zellviabilitat gibt den prozentualen Anteil lebender Zellen im Anschluss an das Ablésen der
Zellen vom Kulturschalenboden wieder. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass die Tumorzel-
len durch die Behandlung mit Trypsin/EDTA nicht geschadigt wurden. AufRerdem ist die
Zellviabilitdt ein wichtiges MafR® im Hinblick auf die Verwendung der Tumorzellen beim
Xenotransplantat-Metastasierungsmodell und somit fir die Induktion von Knochenmetastasen. Es

konnte kein Unterschied bezlglich der Zellviabilitat der transduzierten Zelllinien im Vergleich zu
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den Kontrollen festgestellt werden (Zellviabilitat: MDA-CT 96,2+0,5 vs. MDA-Kd 96,4+0,6 prozen-
tualer Anteil lebender Zellen, p=NS).

Die Untersuchung der transduzierten PC3-Linie fuhrte zu einem vergleichbaren Ergebnis. Die
Zellproliferation und Zellviabilitdt waren im Anschluss an die lentivirale Transduktion unverandert
(mittlere Zellproliferationsrate: PC3-CT 1,9+0,2 vs. PC3-Kd 2,0+0,3 Zellverdopplungsrate nach
zweitagigem Wachstum, p=NS; Zellviabilitat: PC3-CT 96,4+0,4 vs. PC3-Kd 96,2+0,5 prozentualer
Anteil lebender Zellen, p=NS).

[11.3.1.3. Analyse der Luciferase-Expression

Um die Biolumineszenz-Signale der CT- und Kd-Linien in vivo vergleichen zu kénnen, musste als
nachstes sichergestellt werden, dass die Luciferase-Expression der transduzierten Zellen unver-
andert war. In diesem Zusammenhang wurde die Luciferaseaktivitat der beiden Tumorzelllinien
in vitro mittels Biolumineszenz-Bildgebung analysiert. Anhand der detektierten Lichtmenge und
der eingesetzten Zellzahl konnte die Photonenemission pro Sekunde je Zelle bestimmt werden
(Abb. 111.31).

Beim Vergleich der transduzierten Kolonien mit der entsprechenden Ausgangslinie konnte kein
Unterschied bezilglich der Luciferase-Expression festgestellt werden. Die mittlere detektierte
Photonenemission lag bei der MDA-Linie mit 1-18 Photonen pro Sekunde je Zelle, im Vergleich
zur PC3-Linie mit 1-9 Photonen pro Sekunde, etwas héher (10° Zellen/Vertiefung: MDA-MB-
231B/luc’ 16,6+3,8 vs. MDA-CT 18,2+3,6 Photonen/s/Zelle, p=NS; MDA-CT 18,2+3,6 vs. MDA-
Kd 18,4+3,5 Photonen/s/Zelle, p=NS; 10° Zellen/Vertiefung: MDA-MB-231B/luc’ 1,0+0,2 vs.
MDA-CT 1,0+0,01 Photonen/s/Zelle, p=NS; MDA-CT 1,0+0,01 vs. MDA-Kd 0,8+0,09
Photonen/s/Zelle, p=NS; 10° Zellen/Vertiefung: PC-3M-Pro4* 8,7+0,4 vs. PC3-CT 9,2+0,02
Photonen/s/Zelle, p=NS; PC3-CT 9,2+0,02 vs. PC3-Kd 9,21+0,5 Photonen/s/Zelle, p=NS; 10°
Zellen/Vertiefung: PC-3M-Pro4” 0,60,1 vs. PC3-CT 0,4+0,09 Photonen/s/Zelle, p=NS; PC3-CT
0,410,09 vs. PC3-Kd 0,6+0,03 Photonen/s/Zelle, p=NS).
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Abbildung I11.31: Luciferase-Expression

Seriell verdunnte Zellen (100000-1000 Zellen/Vertiefung) der MDA-Linie (A) und PC3-Linie (B). Nach Zugabe von
Luciferin konnte die Photonenemission der fiir die Transduktion eingesetzten Ausgangslinien (MDA-MB-231B/luc”
und PC-3M-Pro4/luc’) mit den Kontrollzellen (MDA-CT und PC3-CT), bzw. den Fibronektin-Knockdownzellen
(MDA-Kd bzw. PC3-Kd) verglichen werden. Es wurden keine Unterschiede bezliglich der Luciferase-Expression
festgestellt. Anhand des detektierten Biolumineszenz-Signals und der je Vertiefung eingesetzten Zellzahl konnte
die emittierte Photonenanzahl pro Sekunde je Zelle bestimmt werden. Dabei konnten abhéngig von der jeweiligen
Zellzahl fur die MDA-Linie 1-18 Photonen/s/Zelle und fur die PC3-Linie 1-9 Photonen/s/Zelle detektiert werden.

[11.3.1.4. Charakterisierung der Adhéasionseigenschaften der Tumorzellen

Die relative Anhaftung der Tumorzelllinien an unterschiedliche extrazellulare Matrix-Proteine wur-
de unter Verwendung eines Zell-Adhasions-Arrays bestimmt. Die Quantifizierung der Adhasion

erfolgte als relative Fluoreszenz-Einheiten (RFU, engl. ,relativ fluorescence unit*).

Zellen der MDA-Linie, deren endogene Fibronektinexpression ausgeschaltet wurde, zeigten im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen eine signifikant niedrigere Bindungsaffinitat an
Laminin, Kollagen |, Kollagen Il und Kollagen IV (Laminin-1: MDA-CT 89,9+£10,5 x10° vs. MDA-
Kd 23,8+1,2 x10® RFU, n=3, p<0,005; Kollagen I: MDA-CT 87,1+2,2 x10° vs. MDA-Kd 20,7+1,0
x10° RFU, n=3, p<0,0001; Kollagen Illl: MDA-CT 89,9+1,5 x10° vs. MDA-Kd 21,1+1,0 x10° RFU,
n=3, p<0,0001; Kollagen IV: MDA-CT 11,3%5,8 x10° vs. MDA-Kd 37,7+1,4 x10° RFU, n=3,
p<0,001; negativ Kontrolle BSA: MDA-CT 0,810,1 x10° vs. MDA-Kd 0,9+0,02 x10° RFU, n=2,
p=NS). Die Adhasion an Vitronektin und Fibronektin war hingegen nicht beeintrachtigt (Fibronek-
tin: MDA-CT 21,1+0,4 x10° vs. MDA-Kd 21,2+0,9 x10° RFU, n=3, p=NS; Vitronektin: MDA-CT
44,1+3,3 x10° vs. MDA-Kd 38,1+3,3 x10° RFU, n=3, p=NS; Abb. IIl. 32).
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Abbildung 111.32: Bindungsaffinitat der MDA-Linie an unterschiedliche extrazelluldre Matrixbestandteile
Die Zellanhaftung an die extrazellularen Matrixsubstrate Laminin-1, Kollagen |, Kollagen IIl und Kollagen IV war
im Vergleich zu den Kontrollen (MDA-CT) bei fibronektindeletierten Zellen (MDA-Kd) signifikant vermindert. Die
Bindungsaffinitat an Vitronektin und Fibronektin war vergleichbar mit den Kontrollzellen.

Fibronektindeletierte Zellen der PC3-Linie zeigten im Vergleich zu den entsprechenden Kontroll-
zellen, keine signifikante Verminderung der Adhasion an Laminin, Kollagen lll, Fibronektin und
Vitronektin (Laminin-1: PC3-CT 50,6+6,2 x10° vs. PC3-Kd 60,2+5,8 x10° RFU, n=3, p=NS; Kol-
lagen IIl: PC3-CT 86,6+11,5 x10°% vs. PC3-Kd 82,6+12,0 x10° RFU, n=3, p=NS; Fibronektin: PC3-
CT 14,2+0,2 x10° vs. PC3-Kd 13,320,6 x10® RFU, n=3, p=NS; Vitronektin: PC3-CT 12,0+27,7
x10° vs. PC3-Kd 10,3+10,8 x10° RFU, n=3, p=NS; negativ Kontrolle BSA: PC3-CT 1,30,04 x10°
vs. PC3-Kd 1,3+0,03 x10° RFU, n=2, p=NS). Die Bindungsaffinitat der PC3-Kd Zellen an die Mat-
rixbestandteile Kollagen | und Kollagen IV war statistisch signifikant vermindert (Kollagen I: PC3-
CT 89,443,1 x10° vs. PC3-Kd 73,0+2,3 x10° RFU, n=3, p<0,05; Kollagen IV: PC3-CT 20,1+8,7
x10° vs. PC3-Kd 16,7+6,6 x10° RFU, n=3, p<0,05; Abb. 111.33).
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Abbildung 111.33: Bindungsaffinitat der PC3-Linie an unterschiedliche extrazelluldre Matrixbestandteile
Zellen, deren endogene Fibronektinexpression unterbunden wurde (PC3-Kd), zeigten im Vergleich zu den Kon-
trollen (PC3-CT) eine signifikante Verminderung der Zellanhaftung an die extrazellularen Matrixsubstrate Kol-
lagen | und Kollagen IV. Es konnten keine Unterschiede beziglich der Bindungsaffinitdt an Laminin-I, Vitronektin
und Kollagen Il beobachtet werden.
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[11.3.2. Die Rolle des Tumorzell-Fibronektins bei der Metastasie-

rung

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass die endogene Fibronektinexpression der
Tumorzellen (MDA-Kd) mittels fibronektinspezifischer shRNA um mehr als 97% vermindert wer-
den konnte. Die Zellproliferation und die Luciferase-Expression der transduzierten Zellen waren
durch die Integration der Fremd-DNA nicht beeintrachtigt. Um die Rolle des tumorzellspezifischen
Fibronektins bei der Metastasierung zu klaren, wurden immundefizienten Mausen Knochenmeta-
stasen durch die intrakardiale Applikation der humanen Brustkrebszellen MDA-CT, bzw. MDA-Kd

induziert.

111.3.2.1. Uberlebensraten

Wie die Kaplan-Meier-Analyse in Abbildung I11.34 zeigt, war die Uberlebensdauer der Mause, de-
nen Metastasen unter Verwendung der MDA-Kd-Linie induziert wurden, statistisch signifikant ver-
langert (p<0,0001). Die mittlere Uberlebensrate war hier mit 17,8 Wochen (n=22) nahezu dreimal
so hoch wie die der Tiere, denen die Kontrolllinie (MDA-CT) verabreicht wurde (6,6 Wochen,
n=15).
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Abbildung I11.34: Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebensdauer (MDA-CT vs. MDA-Kd)

Tiere, denen Tumore mit der Fibronektin Knockdown-Linie (MDA-Kd) induziert wurden, zeigten im Vergleich zu
den Kontrolltieren (MDA-CT) einen signifikanten Uberlebensvorteil (mediane Uberlebensdauer: MDA CT 6,6 vs.
MDA-Kd 17,8 Wochen, n=15/22, p<0,0001).

Wahrend 6,6 Wochen im Anschluss an die intrakardiale Applikation der Kontrollzellen bereits
50% der Tiere verstorben waren, bzw. aufgrund einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes

sakrifiziert wurden, war zu diesem Zeitpunkt keines der Tiere verstorben, denen die Fibronektin-
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Knockdown-Linie innokuliert wurde. 9 Wochen im Anschluss an die Applikation der Tumorzellen
MDA-CT waren samtliche Tiere der Kontrollgruppe bereits verstorben. Im Gegensatz hierzu wa-
ren erst 3 der 22 Tiere verstorben, denen die MDA-Kd-Linie injiziert worden war (Abb. 111.35). Die
Ausschaltung der endogenen Fibronektinexpression der Tumorzellen hatte demnach einen be-

trachtlichen Einfluss auf die Uberlebensraten der Tiere.
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Abbildung 111.35:  Uberlebensverteilung zu ausgewahlten Zeitpunkten (MDA CT vs. MDA Kd)

6,6 Wochen nach Induktion der Knochenmetastasen waren bereits 50% der Tiere verstorben, denen die MDA-CT
Linie verabreicht worden war. Im Gegensatz dazu war zu diesem Zeitpunkt noch keines der Tiere verstorben, de-
nen die Fibronektin-Knockdown-Linie (MDA-Kd) appliziert wurde (A). Wahrend 9 Wochen im Anschluss an die
Tumorinduktion séamtliche Tiere der Kontrollgruppe gestorben waren, waren in der Gruppe, denen die MDA-Kd-
Linie verabreicht wurde, 85% der Tiere am Leben (B).

[11.3.2.2. Anzahl gebildeter Metastasen

Die Anzahl der etablierten Metastasen war 3-6 Wochen nach Applikation der Tumorzellen bei
Tieren, denen die MDA-Kd-Linie verabreicht wurde, signifikant vermindert (Woche 3: MDA-CT
7,6£1,0 vs. MDA-Kd 0,3%0,1 Metastasen pro Maus, n=12/16, p<0,0001; Woche 4: MDA-CT
8,2+0,8 vs. MDA-Kd 1,6+0,4 Metastasen pro Maus, n=15/19, p<0,0001; Woche 5: MDA-CT
8,610,8 vs. MDA-Kd 2,310,6 Metastasen pro Maus, n=14/11, p<0,0001; Woche 6: MDA-CT
8,310,8 vs. MDA-Kd 2,5+0,6, n=12/13, p<0,0001). 3 Wochen nach der Tumorinduktion wiesen
nur 4 der Tiere, die mit der Fibronektin Knockdown-Linie innokuliert wurden, eine nachweisbare
Ansammlung von Tumorzellen auf. Im Gegensatz dazu konnten bei sdmtlichen Tieren, denen die
Kontrolllinie appliziert wurde, Metastasen detektiert werden. Mehr als die Halfte der Tiere aus der
Kontrollgruppe war bis zur 7. Woche bereits verstorben. Aus diesem Grund wurde die Tumoran-
zahl in Abbildung 111.36 lediglich bis Woche 6 dargestellt.
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Abbildung 111.36: Anzahl der Knochenmetastasen pro Maus (MDA-CT vs. MDA-Kd)
Verglichen mit den Kontrollen (MDA-CT) war die Anzahl der etablierten Metastasen bei Tieren, denen die Fibro-
nektin-Knockdown-Linie (MDA-Kd) verabreicht wurde, signifikant vermindert.

Wurde die durchschnittliche Anzahl der induzierten Tumore Uber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum betrachtet, so war die mittlere Anzahl der Metastasen je Tier im Vergleich zu den Kon-
trollen bei Tieren, denen die MDA-Kd-Linie innokuliert wurde, signifikant niedriger (MDA-CT
7,910,8 vs. MDA-Kd 2,4+0,4 Metastasen je Tier, n=15/22, p<0,0001; Abb. 111.37). Diese Ergeb-
nisse lieferten erste Hinweise auf eine Beeintrachtigung der Homing-Eigenschaften der Tumor-
zellen zu ihrem Zielorgan, dem Knochenmark, in Abwesenheit von tumorzellspezifischem Fibro-

nektin.
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Abbildung 111.37: Durchschnittliche Anzahl induzierter Tumore (MDA-CT vs. MDA-Kd)
Die durchschnittliche Anzahl etablierter Metastasen war liber den gesamten Beobachtungszeitraum betrachtet bei
Tieren, denen die Fibronektin Knockdown-Linie verabreicht wurde, signifikant vermindert.
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111.3.2.3. Gesamttumorbelastung

Tiere, denen die Fibronektin Knockdown-Linie verabreicht wurde, zeigten Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine statistisch signifikant niedrigere
Gesamttumorbelastung (Woche 3: MDA-CT 6,3+1,9 x10° vs. MDA-Kd 0,006+0,003 x10° RLU,
n=12/16, p<0,0001; Woche 4: MDA-CT 3,5+0,9 x10’ vs. MDA-Kd 0,02+0,008 x10’ RLU,
n=14/19, p<0,0001; Woche 5: MDA-CT 1,7+0,5 x10® vs. MDA-Kd 0,02+0,005 x10® RLU,
n=13/11, p<0,0001; Woche 6: MDA-CT 9,0+4,4 x10° vs. MDA-Kd 0,07+0,03 x10® RLU, n=11/13,
p<0,0001). Das durchschnittliche Biolumineszenz-Signal hatte bei der MDA-Kd-Gruppe 6 Wo-

chen nach der Tumorinduktion nur 0,7% der Intensitat der Kontrollgruppe erreicht (Abb. 111.38).
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Abbildung 111.38: Analyse der Gesamttumorbelastung (MDA-CT vs. MDA-Kd)
Verglichen mit der Kontrollgruppe (MDA-CT) lieR sich bei Tieren, denen die MDA-Kd-Linie appliziert wurde, eine
statistisch signifikante Verminderung der Gesamttumorbelastung je Maus feststellen.

111.3.2.4. Tumorwachstum

Die Tumorlast, bezogen auf die metastatischen Lasionen, war unter Verwendung der Fibronektin
Knockdown-Linie (MDA-Kd) statistisch signifikant niedriger (Woche 3: MDA-CT 8,2+1,2x10° vs.
MDA-Kd 0,2+0,06 x10° RLU, n=93/4, p<0,01; Woche 4: MDA-CT 4,2+0,6 x10° vs. MDA-Kd
0,1+0,03 x10° RLU, n=118/29, p<0,0001; Woche 5: MDA-CT 2,0+0,03 x10’ vs. MDA-Kd
0,07+0,02 x10" RLU, n=114/25, p<0,0001; Woche 6: MDA-CT 1,1+0,2 x10® vs. MDA-Kd
0,03+0,008 x108 RLU, n=91/32, p<0,0001; Abb. 111.39). Dies impliziert ein reduziertes Tumor-
wachstum in Abwesenheit von tumorzellspezifischem Fibronektin. Die durchschnittliche Lichtin-
tensitat je Metastase hatte bei MDA-Kd-Tumoren 6 Wochen im Anschluss an die Tumorinduktion

im Vergleich zu der Kontrollgruppe nur 2,5% der Photonenemission erreicht.
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Abbildung 111.39: Analyse der Tumorlast per Metastase (MDA-CT vs. MDA-Kd)
Die detektierte Photonenemission je Metastase war bei Tieren, denen die MDA-Kd-Linie appliziert wurde, im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe (MDA-CT) signifikant vermindert.

[11.3.2.5. Radiographische Analyse osteolytischer Lasionen

Wie bereits beschrieben wurden die Rontgenbilder am Tétungstag der Mause erstellt. Aufgrund
des signifikanten Uberlebensvorteils der Mause, denen Metastasen unter Verwendung der Fibro-
nektin-Knockoutlinie (MDA-Kd) induziert wurden, variiert das Alter der Mause zum Toétungszeit-
punkt und damit verbunden die Aufnahmen der Réntgenbilder mitunter um mehr als 11 Wochen
(Abb. 111.34).

Die durchschnittliche Flache der osteolytischen Lasionen je Maus war unter Verwendung der
MDA-Kd-Linie signifikant niedriger (Mittelwert: MDA-CT 43,8+8,0 vs. MDA-Kd 18,814,0 mm?
osteolytische Flache, p<0,05, n=8/8; Abb. I11.40 A). Auch die Flache der lytischen Lasionen je Me-
tastase war im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren signifikant vermindert (Mittelwert:
CT 4,0+0,4 vs. Mx cKO 1,5+0,2 mm? osteolytische Flache, p<0,0001, n=88/98; Abb. 11140 B). Die
Ausschaltung der tumorzellspezifischen Fibronektinexpression hatte bezlglich der osteolytischen
Eigenschaften der Tumorzellen ein geringeres destruktives Wachstum zur Folge. Obwohl einzel-
ne Metastasen der MDA-Kd-Linie ein progressives Tumorwachstum Uber mehrere Monate auf-
wiesen, war der Verlust an Knochensubstanz im Vergleich zu Metastasen der Kontrolllinie niedri-

ger.
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Abbildung 111.40: Radiologische Analyse des tumorinduzierten Knochenverlustes (MDA-CT vs. MDA-Kd)
A) Die durchschnittliche Flache osteolytischer Lasionen je Maus war unter Verwendung der MDA-Kd-Linie statis-
tisch signifikant vermindert (50%). (B) Im Vergleich zu den Kontrollen war die durchschnittliche Flache lytischer
Lasionen je Metastase der Fibronektin-Knockoutlinie signifikant niedriger (60%).

[11.3.2.6. Untersuchung der mikrovaskularen Gefadichte

Die BlutgefalRe aus MDA-CT bzw. MDA-Kd Tumorgewebsproben wurden immunhistochemisch
mit dem Endothelzellmarker Anti-CD31 gefarbt und quantifiziert. Im Vergleich zu den Kontrollen
war die mikrovaskulare Gefaldichte der MDA-Kd Tumore signifikant vermindert (82+18 vs. 52+19
BlutgefaRe/mm?, p<0,001). Somit konnten bei MDA-Kd-Tumoren 37% weniger Blutgefale pro
mm? nachgewiesen werden (Abb. 111.41). Daher kénnten die unterschiedlichen Wachstumseigen-

schaften der Tumore auf eine mangelnde Angiogenese zurtickgefihrt werden.
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Abbildung Il1.41: Einfluss von endogenem Fibronektin auf die mikrovaskuléare Gefaldichte
Im Vergleich zu den Kontrolltumoren war die mikrovaskulare GefaRdichte der MDA-Kd Tumore signifikant um ein
Drittel niedriger.

[11.3.2.7. Verifizierung der Ergebnisse unter Verwendung eines Prostata-

karzinoms

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass die Ausschaltung der tumorzellspezifischen
Fibronektinexpression das Uberleben der Mause und den Metastasierungs-Prozess beeintrach-

tigte. Die Experimente wurden mit einer alternativen Prostatakarzinomzelllinie in mannlichen Tie-
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ren durchgefiihrt, um herauszufinden, ob die beobachteten Ergebnisse zelllinienunabhangig auf-
traten.

Wie die Kaplan-Meier-Analyse in Abbildung I11.42 zeigt, war die Ausschaltung des Tumorzell-
Fibronektins mit einer signifikant verlangerten Uberlebensdauer der Versuchstiere verbunden
(p<0,001). Wahrend Kontrolimause, denen Metastasen unter Verwendung der PC3-CT-Linie in-
duziert wurden, im Durchschnitt bereits nach 10 Wochen verstarben (n=13), zeigten Tiere, denen
die Fibronektin-Knockoutlinie (PC3-Kd) verabreicht wurde, eine mediane Uberlebensdauer von
18 Wochen (n=9). Die Ausschaltung von Tumorzell-Fibronektin hatte jedoch im Gegensatz zu
den zuvor flr die MDA-Linie beschriebenen Beobachtungen keine statistisch signifikante Auswir-
kung auf die durchschnittliche Anzahl etablierter Tumore (p>0,05).
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Abbildung I11.42: Effekt der tumorzellspezifischen Fibronektin-Deletion der PC3-Linie auf das Uberleben
und die Metastasierung

(A) Die Kaplan-Meier-Analyse ergab eine statistisch signifikant verlédngerte Uberlebensdauer der Tiere, denen

Knochenmetastasen unter Verwendung der PC3-Kd-Linie induziert wurden (mediane Uberlebensdauer: PC3-CT

10 Wochen vs. PC3-Kd 18 Wochen, n=13/9, p<0,001). (B) Die Anzahl der Uber den Beobachtungszeitraum ent-

standenen Tumore war durch die Ausschaltung von Tumorzell-Fibronektin nicht beeintrachtigt.

Tiere, denen die Fibronektin Knockdown-Linie verabreicht wurde, zeigten im Vergleich zur Kont-
roligruppe 7-10 Wochen nach der Inokulation der Tumorzellen eine statistisch signifikant niedrige-
re Gesamttumorbelastung (Woche 7: PC3-CT 1,3%0,6 x10® vs. PC3-Kd 0,510,2 x10® RLU,
n=13/9, p<0,05; Woche 8: PC3-CT 5,3+1,7 x10% vs. PC3-Kd 1,3+0,9 x10® RLU, n=12/8, p<0,05;
Woche 9: PC3-CT 9,7+4,0 x10° vs. PC3-Kd 2,3+1,8 x10° RLU, n=9/8, p<0,05; Woche 10: PC3-
CT 1,4+0,9 x10° vs. PC3-Kd 0,03+0,02 x10° RLU, n=6/6, p<0,01; Abb. I11.43 A). Die durchschnitt-
liche Tumorlast je Metastase war unter Verwendung der Fibronektin Knockdown-Linie 6-10 Wo-
chen im Anschluss an die Induktion der Tumore ebenfalls signifikant niedriger (Woche 6: PC3-CT
9,1+2,5 x10° vs. PC3-Kd 5,9+2,2 x10° RLU, n=32/36, p<0,01; Woche 7: PC3-CT 4,7+1,8 x10’
vs. PC3-Kd 1,120,4 x10” RLU, n=37/36, p<0,01; Woche 8: PC3-CT 1,9+0,5 x10® vs. PC3-Kd
0,30,2 x10% RLU, n=34/31, p<0,001; Woche 9: PC3-CT 3,2+1,4 x10® vs. PC3-Kd 0,6+0,3 x10°
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RLU, n=27/31, p<0,001; Woche 10: PC3-CT 6,5¢+4,0 x10° vs. PC3-Kd 0,09+0,04x10% RLU,
n=13/20, p<0,05; Abb. IIl.43 B).
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Abbildung 111.43: Effekt der tumorzellspezifischen Fibronektin-Deletion auf die Metastasierung

(A) Tiere, denen die PC3-Kd-Linie verabreicht wurde, zeigten 7-10 Wochen im Anschluss an die Applikation der
Tumorzellen eine signifikante Verminderung der Gesamttumorbelastung je Maus. (B) Die Tumorlast je Metastase
war 6-10 Wochen nach der Tumorinduktion signifikant vermindert.

ll1.4.  Auswirkungen der kombinierten Ausschaltung von
zirkulierendem Fibronektin, Knochenmarks- und
Tumorzell-Fibronektin auf die Etablierung und das

Wachstum von Knochenmetastasen

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass durch das Fehlen des Fibronektins der
Blutzirkulation und des Knochenmarks-Fibronektins sowohl das Uberleben der Mause als auch
das Wachstum der Tumore beeintrachtigt war. Die Ausschaltung von tumorzellspezifischem Fib-
ronektin der MDA-Linie hatte vermutlich Auswirkungen auf die Infiltrationseigenschaften der Tu-
morzellen zum Knochenmark und beeintrachtigte ebenfalls das Wachstum der Tumore. Um zu
klaren, ob die kombinierte Ausschaltung von zirkulierendem Fibronektin, Knochenmarks-
Fibronektin und Tumorzell-Fibronektin die Tumorentwicklung additiv beeinflusste, wurden Mx-

Knockouttieren Knochenmetastasen unter Verwendung der MDA-Kd-Linie induziert.
Um den direkten Vergleich mit Kontrollen und Mx-Knockouttieren, denen die MDA-CT-Linie ver-

abreicht wurde, zu erleichtern, wurden die in den Abschnitten 111.2.1.4.-111.2.1.6. dargestellten Re-

sultate im Folgenden abermals abgebildet.

109



Ergebnisse

I11.4.1.1. Uberlebensraten

Wie die Kaplan-Meier-Analyse in Abbildung I11.44 zeigt, wurde die mittlere Uberlebensdauer der
Tiere, denen Metastasen unter Verwendung der MDA-Kd-Linie induziert wurden und deren Kno-
chenmarks-Fibronektin Gber den Mx-Promotor ausgeschaltet wurde, im Vergleich zu Tieren, de-

nen die MDA-CT-Linie injiziert wurde, statistisch signifikant verlangert (p<0,0001).

Wahrend Kontrollmause, denen die MDA-CT-Linie inokuliert wurde, im Mittel bereits nach 6,6
Wochen verstarben (n=15; schwarz dargestellt), zeigten Mx-Knockoutméuse eine mediane Uber-
lebensdauer von 8,7 Wochen (n=11; rot dargestellt). Die Deletion von tumorzellspezifischem Fib-
ronektin (MDA-Kd) filhrte zu durchschnittlichen Uberlebensraten von 18,7 Wochen (n=22; grau
dargestellt). Wurden konditionellen Mx-Knockouttieren Tumore mit der MDA-Kd-Linie induziert,
so verstarben diese Tiere im Mittel nach 26,3 Wochen (n=8, p<0,0001; rosa dargestellt; Abb.
[11.44). Obwohl bei Mx-Knockouttieren, denen die MDA-Kd-Linie innokuliert wurde, im Gegensatz
zu Kontrolltieren (CT/MDA-Kd) ein durchschnittlicher Uberlebensvorteil von 7,4 Wochen beo-
bachtet werden konnte, war dieser statistisch nicht signifikant (mediane Uberlebensdauer:
CT/MDA-Kd 18,9 Wochen vs. Mx cKO/MDA-Kd 26,3 Wochen, n=24/8, p=NS).
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Abbildung Il1.44: Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebensdauer (MDA-CT vs. MDA-Kd vs. MDA-Kd Mx cKO)
Konditionelle Mx-Knockouts und Kontrollen, denen Tumore mit der Fibronektin Knockdown-Linie (MDA-Kd) indu-
ziert wurden, zeigten im Vergleich zu Tieren (CT; Mx cKo), denen die MDA-CT-Linie appliziert wurde, einen signi-
fikanten Uberlebensvorteil. Konditionelle Mx-Knockoutmause und Kontrolltiere, denen MDA-Kd-Tumore induziert
wurden, zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der medianen Uberlebensdauer.

Um die Unterschiede zwischen Kontrolltieren (CT) und konditionellen Knockoutmausen (Mx
cKO), denen die MDA-Kd-Linie appliziert wurde, zu verdeutlichen, wurde in den folgenden Ab-
schnitten der Vergleich zu Tieren (CT und Mx cKO), denen die MDA-CT-Linie verabreicht wurde,
getrennt dargestellt. Aufgrund der verlangerten Uberlebensraten wurde der Verlauf der Metasta-

sierung bei Tieren, denen die Fibronektin-Knockoutlinie (MDA-Kd) innokuliert wurde, Uber einen
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langeren Zeitraum untersucht. Die Messung des Biolumineszenz-Signals erfolgte ab der 4. Wo-
che in einem zweiw6chentlichen Intervall. Dementsprechend konnte in den folgenden Abschnit-

ten die Analyse der Photonenemission der Wochen 5, 6, 8 und 10 nicht dargestellt werden.

[11.4.1.2. Anzahl gebildeter Metastasen

Vergleichbar mit den bereits fiir die MDA-CT-Linie dargestellten Daten, hatte die Ausschaltung
von Fibronektin im Knochenmark keine statistisch signifikante Auswirkung auf die durchschnitt-
liche Anzahl etablierter MDA-Kd-Tumore (Woche 3: CT/MDA-Kd 0,31+0,1 vs. Mx cKO/MDA-Kd
0,410,4 Metastasen je Tier, n=16/8, p=NS; Woche 4: CT/MDA-Kd 1,6+0,4 vs. Mx cKO/MDA-Kd
0,8+0,4 Metastasen je Tier, n=19/6, p=NS; Woche 7: CT/MDA-Kd 2,8+0,5 vs. Mx cKO/MDA-Kd
1,6+0,6 Metastasen je Tier, n=22/8, p=NS; Woche 9: CT/MDA-Kd 2,6+0,4 vs. Mx cKO/MDA-Kd
1,810,7 Metastasen je Tier, n=19/8, p=NS; Woche 11: CT/MDA-Kd 2,6£0,4 vs. Mx cKO/MDA-Kd
1,940,8 Metastasen je Tier, n=18/8, p=NS; Abb. 11.45 A). Die MxCre vermittelte Ausschaltung von
Knochenmarks-Fibronektin hatte demzufolge vermutlich keinen Einfluss auf die Homing-
Eigenschaften der MDA-Zellen zu ihrem Zielorgan, dem Knochenmark, wie es bereits fur die
MDA-CT-Linie vorgeschlagen wurde (I11.2.1.4., Abb. 111.7).
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Abbildung 111.45:  Anzahl der Knochenmetastasen pro Maus

Knockoutmausen (Mx cKO) und Kontrolltieren (CT) wurden Knochenmetastasen durch die intrakardiale Appli-
kation des humanen Mammakarzinoms MDA-Kd (A) bzw. MDA-CT (B; Vergleiche Paragraph 111.2.1.4., Abb. 111.7)
induziert. Die Anzahl der Uber den Beobachtungszeitraum entstandenen metastatischen Lasionen je Maus war in
den Mx-Knockouts im Vergleich zu den Kontrollen statistisch nicht signifikant verschieden.

[11.4.1.3. Gesamttumorbelastung

Mx-Knockouttiere und Kontrolltiere, denen Tumore unter Verwendung der MDA-Kd-Linie induziert
wurden, wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede bezliglich der Gesamttumorbelastung
auf (Woche 3: CT/MDA-Kd 5,9+3,0 x10° vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,30,3 x10° RLU, n=16/8, p=NS;
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Woche 4: CT/MDA-Kd 1,8+0,8 x10° vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,03+0,03 x10° RLU, n=19/7, p=NS;
Woche 7: CT/MDA-Kd 3,0+1,4 x10” vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,3+0,3 x10" RLU, n=22/8, p=0,053;
Woche 9: CT/MDA-Kd 4,5+1,5 x10” vs. Mx cKO/MDA-Kd 2,1+1,9x10” RLU, n=18/8, p=NS; Wo-
che 11: CT/MDA-Kd 1,1+0,5 x10® vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,4+0,3x10® RLU, n=17/8, p=NS;
Abb. 111.46 A). Im Vergleich zu den Kontrollen konnte bei den Mx-Knockouttieren, denen die
MDA-Kd-Linie appliziert wurde, der Eindruck eines Trends in Richtung einer reduzierten Gesamt-
tumorbelastung entstehen. Im Gegensatz dazu war die Gesamttumorbelastung der Mx-
Knockouttiere, denen die MDA-CT-Linie innokuliert wurde, iber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum statistisch signifikant reduziert (111.2.1.5., Abb. 111.8).
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Abbildung 111.46: Analyse der Gesamttumorbelastung pro Maus

Im Vergleich zu den Kontrollen (CT/MDA-Kd) war die Gesamttumorbelastung der konditionellen Mx-Knockouts,
denen MDA-Kd Tumore induziert wurden, statistisch nicht signifikant verschieden (A). Mx-Knockouts, denen Tu-
more mit der MDA-CT-Linie induziert wurden, wiesen im Vergleich zu den Kontrolltieren eine signifikante Vermin-
derung der Gesamttumorbelastung je Maus auf (B; Vergleiche Paragraph 111.2.1.5., Abb. 111.8).

11.4.1.4. Tumorwachstum

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war die Tumorlast je Metastase der Mx-Knockouttiere, denen
die MDA-Kd-Linie verabreicht wurde, 3, 4, 7 und 11 Wochen im Anschluss an die Tumorinduktion
signifikant niedriger (Woche 3: CT/MDA-Kd 2,4+1,3 x10* vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,1+0,06 x10*
RLU, n=4/2, p<0,05; Woche 4: CT/MDA-Kd 1,2+0,3 x10° vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,1+0,08 x10°
RLU, n=29/3, p<0,05; Woche 7: CT/MDA-Kd 1,1£0,3 x10” vs. Mx cKO/MDA-Kd 0,2+0,09 x10’
RLU, n=61/13, p<0,05; Woche 9: CT/MDA-Kd 1,8+0,5 x10" vs. Mx cKO/MDA-Kd 1,2+0,6 x10’
RLU, n=48/14, p=NS; Woche 11: CT/MDA-Kd 4,4+1,4 x10” vs. Mx cKO/MDA-Kd 2,0+1,4 x10’
RLU, n=44/15, p<0,05). Die Abwesenheit von Fibronektin in der Blutbahn und im Knochenmark
der Mx-Knockouttiere beeinflusste, wie bereits flir die MDA-CT-Linie gezeigt, ebenfalls das
Wachstum der MDA-Kd-Tumore. Die Auswirkungen der tumorzellspezifischen Fibronektin-
Ausschaltung auf das Tumorwachstum wurde durch das Fehlen von Knochenmarks-Fibronektin

wahrscheinlich zuséatzlich verstarkt (Abb. I11.47).
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Abbildung 111.47:  Analyse der Tumorlast pro Metastase

Die durchschnittliche Tumorlast je metastatischer Lasion war bei den Mx-Knockoutmausen 3, 4, 7 und 11 Wo-
chen im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen MDA-Kd statistisch signifikant vermindert (A). Im Vergleich
zu den Kontrollen war die Tumorlast je Metastase bei Mx-Knockouts, denen Tumore unter Verwendung der MDA-
CT-Linie induziert wurden, signifikant niedriger (B; Vergleiche Paragraph 111.2.1.6., Abb. I11.9).

l1.5. Spontane Tumorregression

111.5.1. Komplette- und partielle Regression der Tumore

Drei der 11 Mx-Knockouttiere, denen Knochenmetastasen durch die intrakardiale Applikation der
Kontrolllinie MDA-CT induziert wurden, zeigten eine spontane Rickbildung der Tumore. Diese
konnte Uber mehrere Wochen mittels Biolumineszenz-Bildgebung verfolgt werden (Abb. 111.50).
Dabei zeigten 2 der 11 Tiere eine komplette Regression, wohingegen bei einem der 11 Tiere eine
partielle Regression beobachtet werden konnte. Im Verlauf der partiellen Regression verminderte
sich das detektierte Biolumineszenz-Signal lokaler Metastasen Uber mehrere aufeinanderfolgen-
de Wochen um 50% oder war vollstandig verschwunden, obgleich die Photonenemission der
restlichen Tumore stetig zunahm (Abb. 111.48).

Sechs der 24 Kontrolltiere, denen Knochenmetastasen unter Verwendung der Fibronektin-
Knockoutlinie MDA-Kd induziert wurden, zeigten eine komplette Regression, wohingegen 3 der
24 Tiere eine partielle Regression aufwiesen.

Bei 3 von 8 Mx-Knockouttieren, denen Tumore mit der Fibronektin-Knockoutlinie (MDA-Kd) indu-
ziert wurden, wurde eine spontane Rickbildung der Tumore beobachtet. Dabei zeigten 2 der Tie-
re eine komplette Regression, wohingegen bei dem anderen Tier eine partielle Regression vor-
lag.
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Kontrolltiere, denen die MDA-CT-Linie inokuliert wurde, zeigten weder das Auftreten einer partiel-
len Regression, noch konnte eine komplette Regression beobachtet werden. Die Tumore wiesen
ein durchgangiges fortschreitendes Wachstum auf, bis die Kontrolltiere verstarben, bzw. aufgrund

einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes sakrifiziert wurden.

Somit wurden insgesamt 10 Tiere identifiziert, die eine komplette Regression aufwiesen. Zwei
dieser Mause entwickelten, nachdem sie mehrere Wochen tumorfrei waren, an anderen Orten
Metastasen und verstarben wenige Wochen spater. Die Ubrigen Tiere, die eine komplette Re-

gression zeigten, waren gesund, tumorfrei und hatten eine normale Lebensdauer.
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Abbildung 111.48: Verteilung der Tiere, die eine Regression oder Progression der Tumore zeigten
Kontrolltiere, denen die MDA-CT-Linie inokuliert wurde, zeigten ausnahmslos ein fortschreitendes Tumorwachs-
tum (Tumorprogression). Demgegenuber konnte bei 3 von 11 Mx-Knockouttieren, die die MDA-CT-Linie verab-
reicht bekamen, eine spontane Tumorregression festgestellt werden (Mx cKO/MDA-CT: 1 partielle Regression, 2
komplette Regressionen). 9 der 24 Kontrolltiere sowie 3 der 8 Mx-Knockouttiere, denen die Fibronektin-
Knockoutlinie (MDA-Kd) injiziert wurde, zeigten eine spontane Tumorriickbildung (CT/MDA-Kd: 3 partielle Re-
gressionen, 6 komplette Regressionen; Mx cKO/MDA-Kd: 1 partielle Regression, 2 komplette Regressionen).

I11.5.2. Zeitliche Eingrenzung der spontanen Tumorregression

Das Auftreten der spontanen Regression konnte 8-17 Wochen im Anschluss an die Induktion der
Tumore beobachtet werden. Allerdings konnte die spontane Riickbildung der Tumore ausschlief3-
lich bei Tieren nachgewiesen werden, deren Fibronektin-Gen Uber den Mx-Promotor deletiert
wurde bzw. bei Tieren, denen die Fibronektin Knockout-Linie (MDA-Kd) innokuliert wurde. Die in
Abbildung 111.49 dargestellte zeitliche Analyse verdeutlicht das vermehrte Auftreten der Tumorre-
gression 13-17 Wochen nach der Injektion der Tumorzellen. In diesem Zeitraum konnten 3 parti-
elle Regressionen und 6 komplette Regressionen nachgewiesen werden. Zwischen der achten
und zwolften Woche konnten hingegen 2 partielle Regressionen und 4 komplette Regressionen
vermerkt werden. Nur 3 der 15 Kontrolltiere denen die MDA-CT-Linie verabreicht wurde Uberleb-

ten den Zeitraum von 8 Wochen und somit den Zeitpunkt einer mdglichen Regression.
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Abbildung 111.49: Zeitliche Eingrenzung der spontanen Regression

Tiere, die eine spontane Regression zeigten, konnten vorwiegend 13 bis 17 Wochen im Anschluss an die Tumor-
induktion beobachtet werden. Wahrend dieses Zeitraumes konnten 6 komplette Regressionen und 3 partielle Re-
gressionen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigten 8 bis 12 Wochen im Anschluss an die Inokulation der
Tumorzellen 4 Mause eine komplette Regression und 2 M&use eine partielle Regression der Tumore.

111.5.3. Evaluierung der spontanen Tumorregression

[11.5.3.1. Nachweis der vollstandigen Regression mittels Biolumineszenz-

Bildgebung

Abbildung [I1.50 zeigt eine spontane, vollstandige Regression, die mittels Biolumineszenz-
Bildgebung tber mehrere Wochen verfolgt wurde. Vier Wochen im Anschluss an die intrakardiale
Applikation der Tumorzellen (MDA-Kd) konnten erste Anzeichnen einer Metastasierung des
Humerus beobachtet werden. In den folgenden Wochen war eine stetige Zunahme der Photo-
nenemission zu verzeichnen, die dem Tumorwachstum entsprach. 7 Wochen im Anschluss an
die Tumorinduktion konnte die héchste emittierte Lichtleistung detektiert werden. Ab diesem Zeit-
punkt nahm das gemessene Biolumineszenz-Signal von Woche zu Woche stetig ab, bis 14 Wo-
chen nach der Tumorinduktion keine Photonenemission mehr nachgewiesen werden konnte.
Selbst 30 Wochen im Anschluss an die intrakardiale Applikation der Tumorzellen konnte bei

demselben Tier kein Biolumineszenz-Signal festgestellt werden.

115



Ergebnisse

10 Minuten nach der Injektion Woche 4 Woche 6
¥v|in‘£n-a‘19791 85
Max = 18767
pisecicm*2isr

‘EUUUU

[ 15000

Image
Min =-26093
Max = 1.4926e+0!
plsecicmi2/st
4

[ 10000

Calor Bar
Min = 1500
Max = 20000

or Bar
20000
Max = 48+06

Image
Min =-26093
Max =1.4926e+0!
plsecicm"2/sr

Woche 9 Woche 10

Color Bar
Min = 20000
Max = 4e+06

Woche 11 Woche 13 Woche 14

Image
Min =-26093
Max = 1.4926e+0!
plsecicm2/sr

Color Bar
Min = 20000
Max = 4e+086

Abbildung Il11.50: Nachweis einer spontanen Tumorregression mittels Biolumineszenz-Bildgebung

Der Maus wurden die humanen Mammakarzinomzellen MDA-Kd verabreicht. Zehn Minuten im Anschluss an die
intrakardiale Applikation der Tumorzellen konnte mittels Biolumineszenz-Bildgebung eine diffus (iber den gesam-
ten Korper der Maus verteilte Photonenanhaufung beobachtet werden. Demzufolge war die intrakardiale Injektion
der Tumorzellen erfolgreich. Vier Wochen nach der Tumorinduktion konnte eine Metastase am distalen Ende des
linken Humerus nachgewiesen werden. Das Biolumineszenz-Signal nahm bis zur 7. Woche stetig zu. Ab diesem
Zeitpunkt konnte die spontane und vollstdndige Tumorregression beobachtet werden. Die detektierte Photonen-
emission nahm ab diesem Zeitpunkt kontinuierlich ab, bis 14 Wochen im Anschluss an die intrakardiale Applikati-
on der Tumorzellen kein Biolumineszenz-Signal mehr festgestellt werden konnte.
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[11.5.3.2. Radiologische Untersuchung der Tumorregression

Um sicherzustellen, dass die beobachtete spontane Tumorregression nicht darauf beruhte, dass
die Tumorzellen die Fahigkeit verloren hatten, das fir die Lichtreaktion notwendige Enzym
Luciferase zu bilden, wurden die Regressions-Mause radiographisch untersucht. Die Réntgen-
aufnahmen bewiesen, dass sich die durch die Tumorzellen verursachten osteolytischen Kno-
chenldsionen nach dem Einsetzen der Regression nicht vergrélRerten. Desweitern konnte mit Hil-
fe der radiologischen Untersuchungen der Uber mehrere Wochen andauernde Heilungsprozess

des Knochengewebes betrachtet werden (Abb. I11.51).

ventral dorsal

Abbildung 111.51: Radiologischer Nachweis der spontanen Tumorregression

Aquivalente radiographische Darstellung der zuvor fiir die Biolumineszenz-Bildgebung gezeigten Maus (Abb.
[11.50). Die ventrale Ansicht zeigt die von den MDA-Kd-Zellen ausgeldste Destruktion des Oberarmknochens (A).
Der entsprechend vergréRerte Ausschnitt verdeutlicht die osteolytischen Lasionen des Humerus (B). Auffallig ist
die Verdichtung des Knochengewebes im Bereich der Lasionen 5 Wochen (C) und 8 Wochen (ventral D und dor-
sal E) nach vollstdndiger Tumorregression, die den Heilungsprozess demonstriert. Die dorsale Ansicht beweist
ebenfalls, dass sich keine Metastasen abseits des Primartumors gebildet hatten (F). Pfeilspitzen kennzeichnen
die von den Tumorzellen induzierten osteolytischen Lasionen.

[11.5.3.3. Leukozytenvermittelte Zytotoxizitat

Die spontane Regression der Tumore konnte Uberwiegend bei Tieren beobachtet werden, denen
Knochenmetastasen unter Verwendung der Fibronektin-Knockoutlinie MDA-Kd induziert wurden.
Aus diesem Grund wurde die zellvermittelte spezifische Lyse unterschiedlicher Leukozyten-
Populationen auf die Zielzellen MDA-Kd und MDA-CT untersucht. In Abbildung 111.52 ist die spezi-
fische Lyse der Zielzellen exemplarisch fiir 2 unterschiedliche Leukozyten-Populationen gezeigt.
Es konnte kein Unterschied, bezogen auf die zellvermittelte Lyse der Zielzellen MDA-Kd und
MDA-CT, festgestellt werden.
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Abbildung 111.52: Leukozytenvermittelte Zytotoxizitat im Chromfreisetzungstest

IL-2 stimulierte Splenozyten wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen mit den radioaktiv markierten Zielzellen
(MDA-CT/MDA-Kd) inkubiert. Exemplarisch dargestellt ist die leukozytenvermittelte spezifische Lyse der Zielzel-
len fur 2 unterschiedliche Spendertiere. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied, bezogen auf die spe-
zifische Lyse der Zielzellen MDA-Kd und MDA-CT, festgestellt werden (p=NS).

Um zu klaren, ob die zytotoxische Aktivitat der Leukozyten in Tieren, die eine komplette Tumor-
regression zeigten, erhdht war, wurde die zellvermittelte spezifische Lyse der Effektorzellen (Leu-
kozyten) aus unterschiedlichen Spendertieren untersucht. Der Prozentsatz der spezifischen Lyse
variierte je nach Spendertier betrachtlich. Jedoch konnte kein Zusammenhang einer erhéhten Ak-
tivitat der Leukozyten aus Tieren, die eine komplette Tumorriickbildung aufwiesen und Kontrolltie-
ren mit bzw. ohne Tumore festgestellt werden (Abb. 111.53). Allerdings war es noch nicht méglich,
Leukozyten mit dem Chromfreisetzungverfahren zu analysieren, die sich unmittelbar in der Re-

gression befanden.
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Abbildung 111.53: Leukozytenvermittelte Zytotoxizitat unterschiedlicher Leukozyten-Populationen

IL-2 stimulierte Splenozyten wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen mit den radioaktiv markierten Zielzellen
(MDA-CT/MDA-Kd) inkubiert. Dargestellt ist die leukozytenvermittelte spezifische Lyse der Zielzellen (MDA-Kd).
Je nach Spendertier variierte die Aktivitat der Effektorzellen (Leukozyten) betrachtlich. Die zellvermittelte spezifi-
sche Lyse der Zielzellen MDA-Kd und MDA-CT war identisch. Zur Vereinfachung wurde auf die Darstellung der
MDA-CT Zellen verzichtet.

[11.5.3.4. Durchflusszytometrische Charakterisierung der Immunzellen

Um die Verteilung der unterschiedlichen Leukozyten-Subpopulationen zu charakterisieren, wurde
eine FACS-Messung durchgefiihrt. Die Durchflusszytometrie erméglicht eine Analyse der Ex-
pression von bestimmten Zellmolekilen Uber fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikorper. Auf
diese Weise konnte der prozentuale Anteil an Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten aus
isolierten Milzzellen (Splenozyten) unterschiedlicher Versuchstiere ermittelt werden. Abbildung
111.54 zeigt exemplarisch die FACS-Farbung der verschiedenen Leukozyten-Subpopulationen ei-

ner Maus mit durchschnittlicher Tumorbelastung (MDA-Kd) und einem Kontrolltier ohne Tumor.

Die FACS-Analyse der Splenozyten ergab fiir das Tier mit durchschnittlicher Tumorbelastung ei-
nen prozentualen Anteil der Leukozyten-Subpopulationen von 52,4% B-Zellen, 1,4% NK-Zellen,
0,1% T-Zellen, 68% Granulozyten und 14,9% Monozyten. Die isolierten Milzzellen der Kontroll-
maus ohne Tumor setzten sich aus 81,4% B-Zellen, 4,6% NK-Zellen, 4% T-Zellen, 7,6% Granu-

lozyten und 9,8% Monozyten zusammen.
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Abbildung 111.54: Durchflusszytometrische Farbung der Leukozyten-Subpopulationen der Milz
Exemplarisch gezeigt ist die FACS-Farbung der Leukozyten einer CD1 nude Maus mit Tumor (MDA-Kd) (A) im
Vergleich zu einer CD1 nude Kontrollmaus ohne Tumor (B). Die aus der Milz isolierten mononukleéren Leukozy-
ten wurden jeweils mit den Antikérpern NKp46-Cy5 (NK-Zellen), CD3-Cy5 (T-Zellen), CD19-FITC (B-Zellen), Ly-
6G-Cy5 (Granulozyten) und F4/80-PE (Monozyten/Makrophagen) gefarbt. Bei der FACS-Auswertung wurden die
Zellen nach Grofe und Granularitat definiert. AnschlieBend wurde auf die Lymphozyten bzw. Granulo-
zyten/Monozyten gegatet. Uber die Histogramme der jeweiligen Fluoreszenz werden die verschiedenen Marker
als positiv bzw. negativ definiert und der prozentualer Anteil der markierten Immunzellen bestimmt (CD1 nude mit
Tumoren: prozentualer Anteil an Lymphozyten, B-Zellen: 52,4%, NK-Zellen: 1,4%, T-Zellen: 0,1%; prozentualer
Anteil an Granulozyten/Monozyten, Granulozyten: 68%, Monozyten: 14,9%; CD1 nude ohne Tumor: prozentualer
Anteil an Lymphozyten, B-Zellen: 81,4%; NK-Zellen: 4,6%; T-Zellen: 4%; prozentualer Anteil an Granulozy-
ten/Monozyten, Granulozyten: 7,6%; Monozyten: 9,8%).
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Die statistische Beurteilung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie unterschiedlicher Versuchs-
tiergruppen ist in Abbildung 111.55 graphisch dargestellt. Es konnte kein Unterschied in der Anzahl
der Lymphozyten-Populationen (B-Zellen, NK-Zellen und T-Zellen) zwischen nackten Kontrolltie-
ren (CT) und Tieren mit Kd-Tumoren, bzw. Tieren, die eine komplette Regression aufzeigten, be-
obachtet werden (B-Zellen: CT 79+2% vs. mit Tumor 67+7% vs. Komplette Regression 71+1%,
p=NS fir alle Paare; NK-Zellen: CT 5£1% vs. mit Tumor 3+2% vs. Komplette Regression 3£1%,
p=NS; T-Zellen: CT 5+1% vs. mit Tumor 2+1% vs. Komplette Regression 3+1%, p=NS). Behaar-
te, nicht immundefiziente Tiere, zeigten im Vergleich zu den immundefizienten CD1 nude Tieren
erwartungsgemal einen signifikant héheren Anteil an T-Zellen (T-Zellen: behaart 38+0,2% vs. CT
5£1% vs. mit Tumor 2+1% vs. Komplette Regression 3+1%; p<0,05 im Vergleich zu behaarten
Tieren). Des Weiteren war der prozentuale Anteil der B-Zellen der behaarten Tiere signifikant re-
duziert (B-Zellen: behaart 25+0,1% vs. CT 7922% vs. mit Tumor 67+7% vs. Komplette Regressi-
on 71x1%, p<0,05). Die Anzahl der naturlichen Killerzellen war im Vergleich zu den nackten
Kontrolltieren statistisch nicht signifikant verschieden (NK-Zellen: behaart 5£0,1% vs. CT 5+1%

vs. mit Tumor 3+2% vs. Komplette Regression 3£1%, p=NS)

Die Anzahl der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen war in Mausen, die eine mittlere Tu-
morbelastung aufwiesen, im Vergleich zu Kontrollmausen ohne Tumor statistisch signifikant er-
héht (Granulozyten: CT 14+3% vs. mit Tumor 47+6%, p<0,01; Monozyten/Makrophagen: CT
91£1% vs. mit Tumor 17+3%, p<0,05). Bei Tieren, die eine komplette Regression aufwiesen, zum
Zeitpunkt der FACS-Analyse hingegen als tumorfrei einzustufen waren, kénnte im Vergleich zu
den Kontrollen der Eindruck eines Trends zu einer erhéhten Anzahl an Granulozyten entstehen.
Jedoch ist dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (Granulozyten: CT 14+3% vs. Komplette
Regression 33+9%, p=0,13). Die mittels FACS-Analyse ermittelte Anzahl an Monozy-
ten/Makrophagen war in der Regressions-Gruppe unverandert und vergleichbar mit denen der

Kontrolltiere (Monozyten/Makrophagen: CT 9+1% vs. Komplette Regression 12+5%, p=NS).
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Abbildung Il1.55: Statistische Auswertung der FACS-Analyse

Graphisch dargestellt sind die mittels Durchflusszytometrie erworbenen prozentualen Mittelwerte der Leukozyten-
Subpopulationen unterschiedlicher Versuchstiergruppen. Die aus der Milz isolierten mononuklearen Leukozyten
wurden mit NKp46, CD3, CD19, Ly-6G und F4/80 Antikérpern gefarbt. Bei der FACS-Auswertung wurde auf die
Lymphozyten bzw. die Granulozyten/Monozyten gegatet und der prozentuale Anteil der markierten Immunzellen
bestimmt. Die Anzahl der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen war bei Mausen mit einer durchschnittli-
chen Tumorbelastung im Vergleich zu den Kontrolimausen signifikant erhéht.
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V. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Fibronektins auf die Entstehung und das
Wachstum von Knochenmetastasen untersucht. Dabei konnte anhand eines Metastasierungs-
modells erstmals nachgewiesen werden, dass Fibronektin im Bereich der vaskularen Nische den
Prozess der Metastasierung beeintrachtigt. Die mausspezifische Inaktivierung von Fibronektin
des zirkulierendes Blutes und des Knochenmarks hatte ein verlangsamtes bzw. eingeschranktes
Tumorwachstum zur Folge, welches auf eine verminderte Blutgefalbildung zurtickgefiihrt werden
kann. Das duf3erte sich im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen in einer verlangerten mitt-
leren Uberlebensdauer. AuBerdem konnte ein Effekt von osteoblastenspezifischem Fibronektin
auf die frihe Tumorentwicklung beobachtet werden. Demzufolge beeintrachtigte Fibronektin der
Mikroumgebung des Knochenmarks das Wachstum bzw. die friilhen Entwicklungsstadien der

Tumore.

Ein weitaus groferer Einfluss von tumorzellspezifischem Fibronektin konnte auf die Etablierung
und das Wachstum von Metastasen nachgewiesen werden. Tumorzellen, deren endogene
Fibronektinexpression mittels RNAi um 98% reduziert worden war, bildeten im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollen deutlich weniger Metastasen. Das deutete auf eine Beeintrachtigung
der Infiltrationseigenschaften von Tumorzellen zu ihrem Zielorgan, dem Knochenmark, hin. Zu-
satzlich zeigten die Tumorzellen in vivo ein stark eingeschranktes Wachstum, welches ebenfalls
mit einer Verminderung der mikrovaskularen GefaRdichte assoziiert war. Folglich waren die Uber-
lebensraten dieser Tiere von durchschnittlichen 7 auf 18 Wochen verlangert. Die Fahigkeit von
Tumorzellen, zu metastasieren und Sekundartumore zu bilden, wird also mal3geblich von tumor-
zelleigenem Fibronektin beeintrachtigt. Unsere Daten weisen darauf hin, dass tumorzellspezifi-
sches Fibronektin nicht nur eine wichtige Rolle beim Homing der Tumorzellen zum Knochenmark
einnimmt sondern auch die fur das Wachstum von Tumoren essentielle Angiogenese beeintrach-

tigt.

Interessanterweise konnte bei einigen Tieren, bei denen Metastasen induziert wurden, eine spon-
tane Rickbildung der Tumore beobachtet werden. Die Tumorregression erfolgte ohne medizini-
sches Einwirken und konnte tber mehrere Wochen verfolgt werden. Dabei wurde zwischen einer
kompletten Regression, bei der eine Rlckbildung aller Tumore beobachtet werden konnte, und
einer partiellen Regression, von der nur einzelne Tumore betroffen waren, unterschieden. Die
spontane Regression war altersabhangig und trat vorwiegend 8-17 Wochen im Anschluss an die
Applikation der Tumorzellen auf. Die komplette Regression der osteolytischen Knochenlasionen
war verbunden mit dem Heilungsprozess des Knochengewebes, der sich in einer Verdichtung der

Knochensubstanz aullerte.
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IV.1. Die Rolle des Fibronektins bei der Metastasierung

IV.1.1. Metastasierungsmodelle

Um den Ablauf der Metastasierung genauer zu untersuchen bzw. um neue anti-metastatisch wir-
kende Therapien entwickeln zu kénnen, ist man auf Tiermodelle angewiesen, welche ein mdg-
lichst genaues Abbild der im Krebspatienten ablaufenden Prozesse wiederspiegeln. Die dulerst
komplexen Vorgange der Tumor-Progression lassen sich in vitro mit Zellkulturmethoden nur un-
zureichend nachahmen. Beispielsweise zeigte keiner von 171 in der Klinik zur Anwendung kom-
menden chemotherapeutischen Wirkstoffe eine in vitro Selektivitat gegeniber unterschiedlichen
Melanom- und Brustkrebszelllinien [292]. Ohne die notwendigen in vivo Analysen ware die klini-
sche Relevanz dieser Wirkstoffe aller Wahrscheinlichkeit nach lbersehen worden. Folglich sollte
der Einfluss des Fibronektins auf die Metastasierung von Tumoren im Mausmodell untersucht
werden, um eine Voraussetzung fir die Ubertragbarkeit wichtiger Erkenntnisse auf den Men-

schen zu schaffen.

Fir die experimentelle Untersuchung der Metastasierung kénnen verschiedene in vivo Modelle
zur Anwendung kommen. Dabei wird zwischen syngenen Tumormodellen, bei denen die Tumor-
zellen und der Wirt der gleichen Spezies (genetisch identisch) angehdren, und
Xenograftmodellen, bei denen lebensfahige und funktionstlichtige Zellen zwischen unterschiedli-
chen Spezies Ubertragen werden, differenziert. Der Vorteil der Xenotransplantation liegt gegen-
Uber der Verwendung eines syngenen Maus-Tumormodells in der Verwendung humaner Zellen
im Mausmodell, so dass die gewonnenen Erkenntnisse leichter auf den Menschen Ubertragbar
sind. Jedoch missen bei dieser Anwendung immundefiziente Tiere verwendet werden, um eine
Immunreaktion und die damit verbundene Abwehr artfremder Tumorzellen zu unterbinden. Aus
diesem Grund kann der Einfluss des Immunsystems auf die Metastasierung nur bedingt beurteilt
werden. Syngene Tumormodelle ermdglichen den Einsatz immunkompetenter Tiere, so dass der
Beitrag des Wirtsimmunsystems untersucht werden kann. Es bleibt anzumerken, dass syngene
Modelle in der Regel durch einen sehr aggressiven Krankheitsverlauf gekennzeichnet sind und
dass das einen stark limitierten Beobachtungs- und Untersuchungszeitraum der Tumorprogressi-
on zur Folge hat. Auch unterscheiden sich das humane und das murine Immunsystem in vielen
Punkten voneinander, so dass eine direkte Ubertragung der Befunde auf den Menschen nur be-
dingt mdglich ist [279]. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mit einem
Xenotransplantat-Metastasierungsmodell gearbeitet. Die Etablierung der Metastasen sowie das
Wachstum und die damit verbundene Angiogenese konnten so Uber einen Beobachtungszeit-

raum von 6-10 Wochen erfolgen.
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Man kann zwischen spontaner und experimenteller Metastasierung unterscheiden. Bei der spon-
tanen Metastasierung kommt es zur Absiedlung der Tumorzellen von einem wachsenden Primar-
tumor. Demzufolge kdnnen alle Schritte der metastatischen Kaskade, wie Abtrennung vom Zell-
kollektiv, Invasion, Intravasation, Zirkulation, Extravasation und die metastatische Kolonisierung
verfolgt werden. Die Erzeugung des Primartumors kann hier durch Karzinogene, hervorgerufene
Genom-Mutationen [293] oder durch die direkte Applikation der Tumorzellen (z.B. subkutan oder
intramuskular) [294] erfolgen. Jedoch kann bei diesem Ansatz eine Metastasierung unter Um-
stédnden erst nach einem relativ langen Zeitraum ausgel6st werden oder bleibt sogar vollstandig
aus, da es sich um einen spontanen, unkontrollierten Prozess handelt. Ferner ist es nicht mog-
lich, die Anzahl der metastasierenden Tumorzellen bei einer experimentellen Anwendung zu ver-
einheitlichen. Im Gegensatz dazu wird bei der experimentellen Metastasierung eine definierte
Zellzahl an Tumorzellen intravasal bzw. intrakardial verabreicht. Dementsprechend kénnen die
metastatischen Prozesse der Zirkulation, der Extravasation und der Kolonisierung im Sekundar-
organ untersucht werden. Die standardisierten Bedingungen dieses Ansatzes ermdoglichen so-
wohl die Quantifizierung der Anzahl der etablierten Metastasen als auch die Tumorprogression
und die Gefalbildung unter verschiedenen Gegebenheiten, z.B. unter Abwesenheit von Fibro-
nektin zu untersuchen. Obwohl die spontane Metastasierung das naher an der Klinik orientierte
Modell darstellt, ist die experimentelle Metastasierung besser geeignet, standardisierte Bedin-

gungen zu erzielen [294] und wurde in der vorliegenden Arbeit angewandt.

IV.1.2. Induktion von Knochenmetastasen

IV.1.2.1. Biolumineszenz-Bildgebung

Fir die experimentelle Induktion von Knochenmetastasen wurde eine definierte Zellzahl
luciferaseexprimierender Tumorzellen intrakardial verabreicht. Die friihe Distribution dieser Tu-
morzellen, wie in Kapitel 111.1.1. (Abb. 11l.1) gezeigt, konnte 10-60 Minuten im Anschluss an die
Applikation der Tumorzellen nachgewiesen werden. Die diffus Uber den gesamten Korper der
Maus verteilte Photonenanhaufung wurde wahrscheinlich von Tumorzellen emittiert, die noch
nicht aus den BlutgefaRen in das Gewebe Ubergetreten waren. Bei Regionen, in denen ein hohe-
res Biolumineszenz-Signal detektiert wurde, handelt es sich vorzugsweise um stark durchblutete
Organe. Vierundzwanzig Stunden im Anschluss an die Applikation der Tumorzellen konnte keine
Photonenemission mehr nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit
der in der Literatur beschriebenen raschen Eliminierung der Mehrheit an intrakardial injizierten
Tumorzellen [295]. Es wird vermutet, dass Tumorzellen bereits wahrend der ersten Passage

durch die Blutzirkulation in der Lunge beseitigt werden. Dies wiirde auch das Ausbleiben der Tu-
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morbildung im Anschluss an die intravendse Injektion (z.B. der Schwanzvene) von Tumorzellen
erklaren [200]. Gleichzeitig unterstitzt diese Annahme die Notwendigkeit der intrakardialen Appli-

kation in den linken Herzventrikel.

Die raumliche, zeitliche und quantitative Analyse des Tumorwachstums erfolgte mittels Biolumi-
neszenz-Bildgebung. Die Sensitivitat der Detektion ist abhéngig von der Photonen-Ausbeute der
enzymatischen Reaktion, der gewebespezifischen Absorption und Streuung des Lichts [296], so-
wie der Sensitivitat der Messeinheit [297]. Die Absorption und Streuung des Lichts sind die wich-
tigsten limitierenden Faktoren fiir die Biolumineszenz-Messung in vivo, da sie eine direkte Verrin-
gerung der Empfindlichkeit und Auflésung zur Folge haben. Die Photonenabsorption beruht im
Wesentlichen auf dem Lichtemissionsspektrum, wohingegen die Lichtstreuung mafgeblich durch
die Zusammensetzung des Gewebes beeinflusst wird. Das ubiquitar verbreitete Hamoglobin ab-
sorbiert beispielsweise vorwiegend die kurzwelligen blauen und griinen Anteile des Lichtspekt-
rums. Demgegenlber kann bei Wellenlangen iber 600 nm weniger Absorption verzeichnet wer-
den. Infolgedessen eignen sich die roten Anteile des emittierten Lichtspektrums der verwendeten
Luciferase besonders fir die Biolumineszenz-Bildgebung im lebenden Organismus. Die von den
Tumorzellen exprimierte Luciferase des Leuchtkafers Photinus pyralis emittiert Licht in einem Be-
reich von 530 bis 640 nm mit einem Maximum bei 612 nm (37° C). Dieses Emissionsspektrum
und die optischen Eigenschaften von biologischem Gewebe erlauben es, dass das Licht mehrere
Zentimeter Gewebe durchdringen kann [298]. Jedoch wirde die Kdérperbehaarung der Mause
oder eine dunkle Hautfarbe das von den Tumorzellen erzeugte Biolumineszenz-Signal insoweit
abschwachen, dass eine Detektion der emittierten Photonen nur bedingt moglich ware. Demzu-
folge sollten fiir die Biolumineszenz-Bildgebung haarlose weiRe Mause eingesetzt werden, um
eine direkte Verringerung der Empfindlichkeit und Auflésung zu vermeiden. Die in der vorliegen-
den Arbeit verwendeten immundefizienten weillen Nachtmause ermoglichten somit das Ver-

suchsvorhaben.

Die Vorzige der Biolumineszenz-Bildgebung liegen in der héheren Sensibilitdt und Reliabilitat,
sowie der statistischen Aussagekraft der erworbenen Daten. So konnten 3-6 Wochen im An-
schluss an die Inokulation der MDA-Kd-Tumore bereits signifikante Unterschiede im Vergleich zu
den Kontrolltieren festgestellt werden. Aulerdem ermdoglicht die Biolumineszenz-Bildgebung, die

Viabilitat und das Wachstum von Tumoren zu beurteilen.

IV.1.2.2. Radiographische Analyse

Die radiographische Betrachtungsweise detektiert im Gegensatz zur Biolumineszenz-Bildgebung
nicht die eigentliche Tumorbelastung, sondern ermdglicht alleinige Rickschlisse bezuglich der

Osteolyse [283]. Der Verlust an Knochensubstanz ist ein indirektes und inkonsistentes Mal} fir
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die Gegenwart eines Tumors. Des Weiteren ist das Auftreten evidenter osteolytischer Knochen-
Iasionen ein Ereignis auf makroskopischer Ebene, welches erst in der spaten Phase der Tumor-
entwicklung radiologisch beurteilt werden kann [200]. Das Ausmal} der osteolytischen Lasion wird
malfgeblich von der Fahigkeit der Tumorzellen beeinflusst, knochenresorbierende Zytokine zu
sezernieren. Evidente osteolytische Lasionen der MDA-Kd-Linie konnten mittels der radiologi-
schen Untersuchung erstmals 6 Wochen im Anschluss an die Inokulation der Tumorzellen doku-
mentiert werden. Infolgedessen trug die Biolumineszenz-Messung dazu bei, Unterschiede bezlig-
lich der Anzahl und des Wachstum der Tumore festzustellen, wahrend die radiologische Auswer-
tung den Beweis lieferte, dass die Metastasen aufgrund ihres verminderten Wachstums ebenfalls
weniger Osteolyse zur Folge hatten. Eine zusatzliche histomorphometrische Analyse, die das
umliegende Gewebe mit einschliel3t, ware aullerdem notwendig, um eine Aussage Uber die ei-
gentliche TumorgréRe zu treffen [283, 299]. Mx-Knockouttiere zeigten im Vergleich zu den Kon-
trollen eine signifikant verminderte Tumorlast je Metastase (I11.2.1.6, Abb. I11.9). Ergédnzend dazu
ergab die radiologische Untersuchung der Flache osteolytischer Lasionen einen signifikanten Un-
terschied (I11.2.1.7, Abb. 111.10 B). Dementsprechend lieferte die Biolumineszenz-Bildgebung erste
Hinweise auf eine Beeintrachtigung des Tumorwachstums in Abwesenheit von Fibronektin im
Knochenmark, welches mit Hilfe der radiologischen Betrachtungsweise bestatigt werden konnte.
Hatte die Ausschaltung von Fibronektin im Knochenmark keinen Einfluss auf das Tumorwachs-
tum, so waren weder das Biolumineszenz-Signal noch die Flache der osteolytischen Lasionen

signifikant verschieden.

IV.1.3. Die Rolle des Fibronektins der Mikroumgebung bei der

Metastasierung

Das Knochenmark bietet optimale Umgebungsbedingungen fiir Mikrometastasen des Brust- und
Prostatakrebses. Die Tumorzellen setzen sich in so genannte ,Nischen®, die ahnlich oder iden-
tisch zu den ,Stammzellnischen® sind [229]. Strukturell setzen sich diese Nischen aus untersttit-
zenden Zellen zusammen, die eine optimale Mikroumgebung konstruieren und somit Einfluss auf
das Wachstum von Tumorzellen haben. Im Knochenmark konnten 2 unterschiedliche Nischen
identifiziert werden, die das Wachstum von hamatopoetischen Stammzellen beginstigen und
durch die Lokalisation und den vorrangigen Zelltyp charakterisiert werden. Es wird zwischen der
vaskularen Nische, die im Bereich der sinusoidalen BlutgefaRe angesiedelt ist und der osteoblas-
tischen Nische differenziert [103, 229, 231]. Einige Studien lieferten Hinweise darauf, dass bereits
vorhandene physiologische Nischen wie die vaskuldre Nische oder die osteoblastische Nische
den Bedurfnissen der Tumorzellen entsprechend modifiziert werden [228]. Darlber hinaus sind
Zellen, die sich in diesen Nischen befinden, in eine extrazelluldre Matrix eingebettet. Letztere hat

eine unterstitzende Wirkung auf die Zellen der Nischen. Fibronektin ist ein Bestandteil dieser
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Matrix, welcher sowohl die Migration von Tumorzellen als auch deren maligne Transformation
beeintrachtigen kann [103, 300].

Fibronektin wurde in konditionellen Knockoutmausen mittels Cre/loxP-Systems ausgeschaltet.
Die Expression der Cre Rekombinase unter der Kontrolle eines bestimmten Promotors in Mau-
sen, deren Fibronektin-Gen gefloxt war, flhrte zur Deletion von Fibronektin in Zellen, die eine Ak-
tivitat des Promotors aufwiesen. Die Ausschaltung tber den Mx-Promotor hatte die Deletion von
Fibronektin der Blutzirkulation und des Knochenmarks und somit der Zellen im Bereich der vas-
kularen Nische zur Folge. Die Verwendung des Col-Promotors erméglichte hingegen die spezifi-
sche Ausschaltung von Fibronektin in den Osteoblasten und Osteozyten und somit der osteoblas-

tischen Nische.

IV.1.3.1. Bedeutung des Fibronektins der Blutzirkulation und des Knochen-

marks fur die Metastasierung

In vorangegangenen Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass
Fibronektin aus der Blutzirkulation heraus das Knochengewebe infiltriert und in die Knochenmat-
rix eingelagert wird [301]. Entgegen der allgemeinen Annahme wird ein Grofteil des Fibronektins
der Knochenmatrix nicht von den knochenbildenden Zellen, den Osteoblasten, sezerniert. Viel-
mehr wird das von den Hepatozyten der Leber gebildete I0sliche Plasmafibronektin in die extra-
zelluldre Matrix des Knochens eingebaut und macht somit den Hauptanteil des Fibronektins des
Knochens aus [77]. Die Tatsache, dass Fibronektin aus der Blutzirkulation heraus in das Kno-
chenmark bzw. den Knochen infiltriert, demonstriert die Notwendigkeit der Ausschaltung des
Fibronektins der Blutzirkulation fiir das geplante Versuchsvorhaben. Es existieren 2 Promotoren,
die fur die Ausschaltung von Molekilen in der Leber in Frage kommen: Der Albumin-Promotor
(Alb-Promotor) ist hochspezifisch fir die Leber, da Albumin ausschlieRlich von den Hepatozyten
exprimiert wird. Ein Nachteil dieses Promotors ist, dass er erst relativ spat in der Entwicklung der
Maus seine maximale Aktivitat entfaltet. Dadurch ware eine vollstandige Ausschaltung von Plas-
mafibronektin in den konditionellen Knockoutmausen erst in einem Alter von 8-12 Wochen er-
reicht [3, 302-304]. Als ein weiterer Nachteil des Alb-Promotors ist die im Vergleich zum Mx-
Promotor geringere reprimierende Wirkung bezlglich des Plasmafibronektins zu werten [77]. In-
folgedessen kam in der vorliegenden Arbeit der zweite Promotor, der in den Hepatozyten aktiv
ist, der Mx-Promotor zum Einsatz, da er nicht nur von seinen reprimierenden Eigenschaften und
der Induzierbarkeit, sondern auch wegen seiner Aktivitat in den hamatopoetischen Kompartimen-
ten [305, 306] fur das geplante Versuchsvorhaben die geeignetsten Voraussetzungen aufwies.
Die geringe Spezifitdt und die damit verbundene stark variable Aktivitat in unterschiedlichen Or-
ganen ist durchaus als Nachteil des Mx-Promotors zu werten, jedoch lberwiegen die zuvor ge-

nannten Vorzige fiir die experimentelle Anwendung.
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Die Ausschaltung des Plasmafibronektins unter Verwendung der MxCre-Linie zeigte, dass bereits
48 Stunden im Anschluss an die Induktion des Mx-Promotors der Fibronektingehalt im Blutplas-
ma um ca. 90% reduziert war. Dieser Ausschaltungsgrad konnte Uiber den gesamten Beobach-
tungszeitraum aufrecht erhalten werden. Zudem wurde durch die Ausschaltung des
Plasmafibronektins eine Reduktion des Fibronektingehalts im Knochenmark um mehr als 89%
erreicht. Diese Daten stehen im Einklang mit Publikationen, die gezeigt haben, dass die MxCre
vermittelte Fibronektin-Ausschaltung bezogen auf die Leber (Hepatozyten) vollstadndig und fir
wenigstens 8 Monate stabil war [3]. Es wurde berichtet, dass die vollstandige Induktion des Mx-
Promotors bereits drei Tage im Anschluss an die ersten pl-pC Applikationen erlangt war [3]. Dies

stimmt mit der 21-stlindigen Halbwertszeit von Plasmafibronektin tberein [291].

IV.1.3.1.1. Einfluss des zirkulierenden und des Knochenmark-Fibronektins auf das Homing

der Tumorzellen

Unsere Untersuchungen zeigen, dass durch die Ausschaltung des Plasma- bzw. des Knochen-
mark-Fibronektins die Infiltrationseigenschaften der innokulierten Tumorzellen zu ihrem Zielor-
gan, dem Knochenmark, vermutlich nicht beeintrachtigt waren. Als Hinweis diente die mittels Bio-
lumineszenz-Bildgebung nachgewiesene Anzahl gebildeter Metastasen 3-6 Wochen nach der
Applikation der Tumorzellen. Mx-Knockouts zeigten im Vergleich zu den Kontrollen, bezogen auf

die Anzahl der etablierten Tumore, keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Das metastatische Nischen-Modell geht davon aus, dass eine fiir die Einnistung und Proliferation
geeignete Mikroumgebung vor der eigentlichen Ankunft metastasierender Tumorzellen entsteht.
Einen wichtigen Bestandteil dieser Mikroumgebung stellt Fibronektin dar, welches offenbar vor
dem Eintreffen der Tumorzellen vermehrt in die extrazellulare Matrix eingelagert wird [103]. Das
in der vorliegenden Arbeit verwendete MxCre-Metastasierungsmodell diente der Untersuchung
der Auswirkungen der Fibronektin-Deletion im Bereich der vaskularen Nische auf den metastati-
schen Prozess der Zirkulation, der Extravasation und der Kolonisierung des Knochengewebes.
Die Verifizierung der Injektion zeigte, dass schon 60 Minuten im Anschluss an die Inokulation der
Tumorzellen eine diffus Uber den Korper der Maus verteilte Photonenanhaufung nachgewiesen
werden konnte. Vermutlich wurden diese Photonen von Tumorzellen emittiert, die noch nicht aus
den BlutgefaRen in das Knochengewebe eingewandert waren. Eine alternative Erklarung ware
auch, dass sich heterotypische Tumorzellaggregate zunachst in den Kapillaren des Knochenge-
webes festsetzen, lokal zu proliferieren beginnen, die Kapillarwand zerstéren und anschlief3end
das lokale Parenchym erschliel3en [128, 129]. Ebenfalls ware es mdglich, dass Tumorzellen im
Anschluss an die Adhasion des Gefaliendothels einige Zeit verharren, bevor sie in das lokale
Gewebe eindringen. Es scheint denkbar, dass zirkulierende Tumorzellen zunachst vereinzelt das

Knochengewebe infiltrieren und die prémetastatische Nischenbildung initiieren, indem sie ver-
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mehrt Fibronektin und andere Faktoren sezernieren. Folglich wiirden diese Tumorzellen die
prametastatische Nische fir die Besiedelung weiterer Tumorzellen vorbereiten und somit die Tu-
morbildung férdern. Fir diese Hypothese spricht auch, dass Studien in immundefizienten Mausen
gezeigt haben, dass das neu synthetisierte Fibronektin im Bereich der metastatischen Nische
zumindest teilweise von den Tumorzellen stammt [103, 239]. Dartber hinaus wirde dieser Inter-
pretationsansatz unsere Beobachtungen an Fibronektin-Knockoutméausen bestatigen, die zeigten,
dass die Ausschaltung von Fibronektin im Bereich der vaskularen Nische wahrscheinlich keinen
Einfluss auf die Infiltrationsfahigkeiten und somit auf das metastatische Potential zirkulierender
Tumorzellen hatte. Im Gegensatz dazu resultierte die Ausschaltung von Tumorzell-Fibronektin im
Vergleich zu den Kontrollen in einer signifikant reduzierten Anzahl gebildeter Tumore. Dies kénn-
te als ein weiterer Hinweis interpretiert werden, dass zirkulierende Tumorzellen die prametas-
tatische Nischenbildung durch die Sezernierung von Fibronektin initieren und auf diese Weise

die Tumorbildung férdern.

Unseren Daten nach zu urteilen ist eine erhdhte lokale und nischenspezifische Expression von
Tumorzell-Fibronektin im Hinblick auf die Initiierung der Nischenbildung wahrscheinlicher. Hierbei
bleibt anzumerken, dass anhand der Untersuchungen an Fibronektin-Knockoutmausen der Ein-
fluss auf die Homing-Eigenschaften von Fibronektin, welches von Fibroblasten und anderen nicht
ausgeschalteten Zellen in die extrazelluldare Knochenmatrix eingelagert wurde, nicht beurteilt
werden konnte. In diesem Zusammenhang ware eine vollstandige Deletion von Fibronektin aller
fibronektinproduzierenden Zellen im Knochenmark notwendig. Dieser Nachweis ist nach dem
derzeitigen Stand der Forschung jedoch noch nicht moéglich. Ferner kann nicht ausgeschlossen
werden, dass ein gewisser Fibronektin-Grenzwert der Knochenmatrix das Homing zirkulierender
Tumorzellen beeintrachtigt und dass die verbleibende Restmenge an Fibronektin im Knochen-
mark (10%) der konditionellen Mx-Mause ausreicht, um gentigend Fibronektin in der zuklnftigen

Nische bereitzustellen.

IV.1.3.1.2. Einfluss des Knochenmark-Fibronektins auf das Wachstum von Tumoren

Obwohl die Infiltrationsfahigkeiten zirkulierender Tumorzellen in Fibronektin-Knockouttieren nicht
beeintrachtigt waren, konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass Fibronektin der
Mikroumgebung das Wachstum von Tumoren beeintrachtigt. Im zeitlichen Verlauf konnte mittels
Biolumineszenz-Bildgebung nachgewiesen werden, dass sowohl die Gesamttumorbelastung je
Maus als auch die Tumorlast pro Metastase der Fibronektin-Knockouttiere stark vermindert war.
Dies aul3erte sich im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen in einem durchschnittlich um 2

Wochen verlangerten Uberleben der Tiere.

130



Diskussion

Wenngleich konditionelle Knockouttiere im Mittel 2 Wochen nach den Kontrolltieren getétet wur-
den, war die durchschnittliche Flache lytischer Lasionen je Metastase in Abwesenheit von Fibro-
nektin im Knochenmark und in der Blutbahn signifikant niedriger. Metastatische Tumorzellen
selbst kénnen den Knochen nicht angreifen, setzen aber zahireiche Faktoren (PTHrP, IL-6, IL-11
und TNF-a) frei, die letztendlich Osteoklasten aktivieren und die Degradation der Knochensub-
stanz vorantreiben. Durch den osteoklastenvermittelten Knochenabbau werden wiederum
Wachstumsfaktoren wie TGF-$ freigesetzt, die die Proliferation der Tumorzellen férdern [202,
217, 222, 223]. TGF-B stimuliert die Expression von PTHrP [222, 307] und setzt somit einen
Kreislauf in Gang, der das Fortschreiten des osteolytischen Tumorwachstums zuséatzlich verstarkt
[182]. Es konnte gezeigt werden, dass Fibronektin sowohl fiir den Einbau von TGF-f in die extra-
zelluldre Matrix notwendig ist [78], als auch dessen Aktivierung reguliert [81]. Es stellte sich daher
die Frage, ob eine fibronektinreiche Mikroumgebung die Tumorzellen zur Freisetzung dieser Fak-
toren stimuliert. Demzufolge kénnte die geringere Flache osteolytischer Lasionen je Metastase
und das eingeschrankte Tumorwachstum im Zusammenhang mit der reduzierten Zytokin-
Freisetzung in Abwesenheit von Fibronektin im Knochenmark stehen. Die Klarung dieses Zu-

sammenhangs bedarf weiterer Untersuchungen.

IV.1.3.1.3. Einfluss des Knochenmark-Fibronektins auf die Angiogenese

Die Ausschaltung des Plasmafibronektins und die Reduktion der Gesamtfibronektinmenge im
Knochenmark um mehr als 89% waren mit einer Abnahme der mikrovaskularen Gefafdichte der
Tumore assoziiert. Tumorgewebe, welches aus Fibronektin-Knockouttieren isoliert wurde, wies
bis zu einem Drittel weniger Blutgefal3e auf. Demnach kénnte das verlangsamte Tumorwachstum

mit einer verminderten angiogenen Aktivitat begriindet werden.

Die induktive Formation neuer BlutgefalRe ist der wichtigste Schritt, um die essentielle Versor-
gung des wachsenden Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu gewahrleisten [139, 150]. Wah-
rend des Prozesses der Angiogenese beginnen Endothelzellen auf Reaktion bestimmter, von den
Tumorzellen sezernierter Faktoren, entlang der extrazellularen Matrix zu migrieren. Einer der
Hauptfaktoren fiir die Initiierung und die Regulation der Gefalineubildung ist VEGF, der von
hypoxischen Tumorzellen vermehrt sezerniert wird [157, 160]. Hypoxische Bedingungen flhren
zu einer Verminderung des extrazellularen pH-Wertes, und es konnte gezeigt werden, dass die
Interaktionen zwischen VEGF und Fibronektin bei saurem pH zunehmen [159, 160]. Es wurde
vorgeschlagen, dass VEGF in Bereichen mit niedrigem pH-Wert aufgrund der erhéhten Bindung
an Fibronektin in die extrazelluldre Matrix eingelagert wird. Auf diese Weise kdnnte der saure ext-
razellulare pH-Wert zur gesteigerten VEGF-Speicherung in hypoxischen Arealen mit hohem vas-
kularem Bedarf beitragen. Es konnte nachgewiesen werden, dass VEGF, welches an die Matrix

gebunden war und anschlieRend dissoziierte, seine biologische Aktivitat beibehielt und dazu im-
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stande war, Endothelzellen zu stimulieren [159]. Der Definition nach befinden sich hypoxische
Bereiche nicht in der unmittelbaren rdumlichen Nahe zu existenten BlutgefalRen. Dementspre-
chend sind die endothelialen Zielzellen nicht in der direkten Umgebung des sezernierten VEGF
lokalisiert. Folglich koénnte dieses Matrix-Speichersystem zur Erzeugung eines VEGF-
Konzentrationsgradienten durch die reversible Bindung von VEGF an Matrix-Fibronektin beitra-
gen [159]. Obwohl die Gesamtmenge des in der extrazellularen Matrix gespeicherten VEGF in
Richtung bestehender BlutgefalRe abnimmt, wirde die relative Verteilung von VEGF, welches in
einer aktiven versus gebundenen Form vorliegt, zunehmen. Insofern kénnten Schwellenwertkon-
zentrationen des aktiven VEGF die Angiogenese initiieren und die zielgerichtete Sprossung und
das Wachstum der BlutgefalRe in Richtung héherer VEGF-Konzentrationen bewirken [159]. Er-
schlieRen neue Blutgefalle Areale mit niedrigem pH-Wert und hohem gebundenem VEGF-
Gehalt, steigt der pH-Wert in diesen Bereichen, gebundenes VEGF wird freigesetzt und stimuliert
zusatzlich die zielgerichtete Migration und das Wachstum neuer Blutgefalle [159]. Aufgrund des-
sen kénnte die Abwesenheit von Fibronektin im Knochenmark die Einlagerung von VEGF in die
extrazellulare Matrix und somit das zielgerichtete Wachstum und die Migration neuer Blutgefalle

erschweren.

Des Weiteren vermittelt Fibronektin, welches in gebundener Form innerhalb der Knochenmark-
matrix vorliegt, Uber Interaktionen mit Transmembranrezeptoren (z.B. Integrine) der
Endothelzellen deren Haptotaxis [169]. Es bleibt anzumerken, dass Endothelzellen selbst dazu in
der Lage sind, Fibronektin zu synthetisieren und dieses in die extrazellulare Matrix einzulagern
[167, 168]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die migrierende Spitzenzelle des wach-
senden Gefallsprosses Fibronektin sezerniert, welches zusammen mit dem Fibronektin der ext-
razelluldren Matrix als eine Art adhasiver Gradienten fir nachfolgende Endothelzellen dient [163,
165, 166]. Vor diesem Hintergrund erscheint es denkbar, dass die Reduktion des Fibronektins
der Knochenmarkmatrix die Migrationsfahigkeiten der Endothelzellen einschrankt, da potentielle
Bindungsstellen fehlen. Dies ware eine weitere mogliche Erklarung fir die beobachtete verringer-

te Angiogenese und das eingeschrankte Tumorwachstum in Abwesenheit von Fibronektin.

Ferner sind Endothelzellen sehr empfanglich fir apoptotische Signale, wenn sie den Kontakt zu
benachbarten Zellen oder der extrazellularen Matrix verlieren. Fibronektin ist in der Lage, Gber
zahlreiche Bindungsstellen mit Integrinrezeptoren zu interagieren. Dabei koénnten
Signaltransduktionswege initiiert werden, die in der Folge antiapoptotisch wirken und die Prolife-
ration und das Uberleben der Zellen sichern [74, 308, 309]. Ein Unterbinden dieser notwendigen
Wechselwirkungen kann zum Erliegen des Zellzyklus fihren und die Apoptose einleiten. Das
wurde dadurch bestatigt, dass die Bindung des Integrins a,fs an Fibronektin Endothelzellen vor
dem kontrollierten Zelltod bewahrt [308]. Zudem leitete die Inhibierung des Integrins a,Bs in
angiogenen Gefalen die Apoptose der Endothelzellen ein [309]. In einer weiteren Studie konnte

aullerdem eine antiapoptotische Funktionsweise von zirkulierendem Fibronektin nachgewiesen
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werden. Mause, denen experimentell eine Ischamie im Gehirn erzeugt wurde, wiesen in Abwe-
senheit von zirkulierendem Fibronektin gréRere nekrotische Bereiche auf als die entsprechenden
Kontrolltiere. Die Autoren schlussfolgerten ebenfalls, dass zirkulierendes Fibronektin tGber Inter-
aktionen mit Integrinen und der daraus resultierenden  Aktivierung interner
Signaltransduktionswege die Zellen vor der Apoptose bewahrt [3, 75]. Demnach kénnten die
Deletion des zirkulierenden Fibronektins und dem damit einhergehenden reduzierten
Fibronektingehalt der Knochenmarkmatrix zu einem erhdhten Absterben angiogener
Endothelzellen fihren. Das wiirde die verringerte mikrovaskuldren Gefalidichte und das daraus

resultierende eingeschrankten Tumorwachstum erklaren.

IV.1.3.2. Einfluss von Fibronektin der osteoblastischen Nische auf die frihe

Entwicklung von Knochenmetastasen

Ahnlich wie hdmatopoetische Stammzellen, die im Knochenmark in einer speziellen Mikroumge-
bung residieren, scheinen auch Krebszellen wahrend des Metastasierungsprozesses besondere
Nischen im Knochenmark aufzusuchen. Osteoblasten-Subtypen nehmen in der Zusammenset-
zung der Stammzellnische eine tragende Rolle ein [231, 239, 310]. Dabei konstruieren
Osteoblasten einerseits eine unterstiitzende Mikroumgebung, andererseits bewirken sie, dass die
Stammzellen ihre Stammzelleigenschaften behalten und sich nicht weiter differenzieren [229-
231]. Es konnte gezeigt werden, dass die Depletion von Osteoblasten in Mausen einen erhebli-
chen Ruckgang der Anzahl an lymphoiden, erythroiden und myeloiden Vorlauferzellen im Kno-
chenmark zur Folge hatte, gefolgt von der Abnahme der absoluten Anzahl hdmatopoetischer
Stammzellen und einer reduzierten zellularen Knochenmarksstruktur [311]. Diese Beobachtun-
gen stiitzen die Annahme, dass Osteoblasten eine wichtige Rolle bei der Bestandhaltung der
Stammzellen sowie der Regulation der Hamatopoese (Bildung der Blutzellen) einnehmen.
Osteoblasten sezernieren eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren, wie RANKL, der eine essentielle
Rolle bei der Differenzierung von Osteoklasten einnimmt [312, 313]. Daruiber hinaus interagieren
Tumorzellen auf vielfaltige Weise mit Osteoblasten und es wird vermutet, dass Osteoblasten bzw.
die osteoblastische Nische eine wichtige Rolle bei der Metastasierung spielt. Verschiedene Verof-
fentlichungen weisen darauf hin, dass humane Tumorzellen Faktoren sezernieren, die
Osteoblasten zur Expression von RANKL stimulieren und schlieRlich die Degradation der Kno-
chenmatrix durch aktivierte Osteoklasten verursachen [202, 217, 222, 223]. Diese Modulation der
Mikroumgebung und die dabei freigesetzten Wachstumsfaktoren sind ausschlaggebend fir die

erfolgreiche Etablierung und das Wachstum von Knochenmetastasen.

Es konnte gezeigt werden, dass Fibronektin im Bereich der prametastatischen Nische vor der
Ankunft zirkulierender Tumorzellen vermehrt gebildet wird [103]. Vermutlich initiiert Fibronektin in

diesem Zusammenhang die zelluldre Clusterformation und somit die Nischenbildung. Zusatzlich
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stellt Fibronektin attraktive Bindungsstellen flir disseminierte Tumorzellen bereit [103, 208]. Es
war bekannt, dass Osteoblasten Fibronektin wahrend der Proliferation und Differenzierung se-
zernieren [314]. Um einen moglichen Effekt von osteoblastenspezifischem Fibronektin auf den
Metastasierungsprozess zu untersuchen, wurden konditionelle Knockoutmause verwendet. In der
Literatur finden sich unterschiedliche Promotoren, Uber die die Ausschaltung eines gefloxten
Gens in Osteoblasten erreicht werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde Osteoblasten-
Fibronektin unter Verwendung des 2,3 Kb a4(l) Kollagen-Promotors (Col-Promotor) deletiert
[315]. Im Gegensatz zu verschiedenen Osteokalzin-Promotoren, die die Cre vermittelte Rekom-
bination zum Teil nur schwach aktivieren [278] und erst in der spaten Reifephase der
Osteoblasten aktiv werden [316], werden Fibronektin und Kollagen Typ | bereits in den friihen
Entwicklungsstadien der Osteoblasten exprimiert [314]. Aus diesem Grund erschien die Verwen-
dung des Col-Promotors flir das geplante Versuchsvorhaben besonders aussichtsreich. Ein wei-
terer Promotor, der von anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurde, ist der 3,6 Kb a4(l) Kollagen-
Promotor. Jedoch ist dieser weniger spezifisch und wird neben den Osteoblasten auch in Knor-
pelzellen, Fibroblasten sowie in Zellen der Sehnen und der Haut aktiviert [317, 318]. Der 2,3 Kb
a4(l) Kollagen-Promotor fiihrte hingegen zu einer stringenten Expression der Cre Rekombinase in
Osteoblasten und somit konnte ein moglicher Effekt von Osteoblasten-Fibronektin auf die Meta-
stasierung einem bestimmten Zelltyp zugeordnet werden. In einer verdffentlichten Publikation un-
serer Arbeitsgruppe konnte die Spezifitat des verwendeten Col-Promotor, sowie die Ausschaltung

des Osteoblasten-Fibronektins bestatigt werden [77].

Die Zusammensetzung der osteoblastischen Nische wird allerdings kontrovers diskutiert. Es wur-
de vorgeschlagen, dass Pra-Osteoblasten diese Nische bilden [319, 320]. Diese Annahme steht
im Gegensatz zu der in dieser Arbeit gefundenen mdglichen Beeintrachtigung der
osteoblastenspezifischen Fibronektin-Ausschaltung auf die frihen Entwicklungsstadien der Tu-
more. Der verwendete Col-Promotor flhrte zu einer ausreichenden Repression des Fibronektins
in differenzierenden Osteoblasten [77], aber nicht der Pra-Osteoblasten. Demzufolge beruhte der
in dieser Arbeit beobachtete Effekt auf die frihe Tumorentwicklung auf der Ausschaltung von Fib-
ronektin in differenzierenden Osteoblasten. Das unterstitzt die Annahme, dass die

osteoblastische Nische zumindest teilweise von reifen Osteoblasten gebildet wird.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die osteoblastenspezifische Deletion von Fibronektin ver-
mutlich die friihen Entwicklungsstadien der Tumore beeintrachtigte. Obwohl Mause, deren Fibro-
nektin-Gen osteoblastenspezifisch inaktiviert wurde, 3 Wochen im Anschluss an die Applikation
der Tumorzellen eine signifikant niedrigere Anzahl an Metastasen aufzeigten, konnte dieser Un-
terschied bereits 4 Wochen nach der Inokulation der Tumorzellen nicht mehr festgestellt werden.
Aufgrund dessen ist ein Effekt von Osteoblasten-Fibronektin auf die Homing-Eigenschaften der
Tumorzellen eher unwahrscheinlich und die beobachteten Resultate sind vermutlich auf eine Be-

einflussung der frlhen Entwicklungsstadien der Tumore zurlckzufihren. Diese Annahme wird
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durch eine zeitversetzte Betrachtungsweise der ermittelten Biolumineszenzdaten gestutzt. Mau-
se, deren Fibronektin-Gen osteoblastenspezifisch inaktiviert wurde, zeigten im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollen einen mittleren Uberlebensvorteil von einer Woche. Wurde die Anzahl
der etablierten Tumore zeitversetzt um eine Woche betrachtet, konnte kein Unterschied bezuglich
der Tumoranzahl ermittelt werden (111.2.2.2.; Abb. IIl.18) . Ebenfalls konnte keine signifikante Ab-
weichung erfasst werden, wenn das Tumorwachstum um eine Woche phasenverschoben be-
trachtet wurde. Osteoblastenspezifisches Fibronektin beeinflusste offenbar die frilhen Entwick-
lungsstadien der Tumore. War das Tumorwachstum jedoch erst einmal im Gange, konnte, bezo-
gen auf die Tumorprogression, kein Unterschied mehr festgestellt werden. Dementsprechend
zeigten Tumoren, die aus Knockouttieren stammten, deren Osteoblasten-Fibronektin deletiert
worden war, im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen keine Varianz bezuglich der mikro-
vaskularen Gefaldichte. Hierbei bleibt anzumerken, dass das fir die Untersuchung verwendete
Tumorgewebe direkt im Anschluss an die Tétung entnommen wurde und somit Tiere, deren
Osteoblasten-Fibronektin zuvor deletiert worden war, aufgrund der verlangerten Uberlebensraten
durchschnittlich 1 Woche nach den Kontrolltieren sakrifiziert wurden. Infolgedessen war der Ent-
wicklungsstand der Tumore und somit die Angiogenese erwartungsgemaf identisch. Moglicher-
weise wirde die zeitgleiche Probenentnahme Unterschiede bezliglich der mikrovaskularen Ge-

faRdichte aufzeigen.

Vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass die osteoblasten-
spezifische Ausschaltung von Fibronektin im Mausmodell die Funktion und die Anzahl der
Osteoblasten im Knochen beeinflusste. Die beeintrachtigte Funktion der fibronektindeletierten
Osteoblasten war sowohl auf einen verlangerten Zeitraum, der fir die Mineralisierung des abge-
legten Osteoids (noch nicht mineralisierte Matrix des Knochengewebes) bendtigt wurde, als auch
auf eine verminderte Knochenbildungsaktivitat pro Osteoblastenkollektiv zurtickzuflihren. Obwohl
eine erhdhte Osteoblastenzahl in den konditionellen Knockoutmausen der ColCre-Linie nachge-
wiesen wurde, konnten in Abwesenheit des Osteoblasten-Fibronektins sowohl eine erhéhte Proli-
feration als auch verminderte Apoptoseraten der Osteoblasten ausgeschlossen werden. Infolge-
dessen wurde als mogliche Erklarung eine verlangsamte Differenzierung der Osteoblasten in Be-
tracht gezogen [77]. Die eingeschrankte Funktionsweise der Osteoblasten kénnte eine Erklarung
fur den in dieser Arbeit beobachteten Effekt von Osteoblasten-Fibronektin auf die Metastasierung
liefern. Tumorzellen, die das Knochengewebe infiltriert haben, sezernieren diverse Faktoren, die
stimulierend auf Osteoblasten wirken [218]. Letztere unterstiitzen ihrerseits die Bildung aktivierter
Osteoklasten und durch die daraus resultierende Degradation der Knochenmatrix werden fir das
Tumorwachstum notwendige, immobilisierte Zytokine und Wachstumsfaktoren freigesetzt [182].
Méoglicherweise hat die verlangsamte Differenzierung bzw. die eingeschrankte Funktion der
Osteoblasten in Abwesenheit von osteoblastenspezifischem Fibronektin Auswirkungen auf die

Aktivierung der Osteoklasten. Dementsprechend konnte der beobachtete Effekt von
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Osteoblasten-Fibronektin auf die friihe Entwicklung der Tumore auf einer verringerten Freiset-
zung immobilisierter Wachstumsfaktoren durch aktivierte Osteoklasten beruhen.

Vermutlich benétigen Tumorzellen fiir die Initierung der Proliferation stimulierende Einflisse ei-
nes benachbarten Osteoblasten/Osteoklasten-Kollektivs, um die Transition von der Mikrometa-
stase zur Makrometastase zu vollziehen, welche durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren
in der unmittelbaren Nahe einer Mikrometastase gestitzt wird. Dies deckt sich mit klinischen und
experimentellen Beobachtungen, die hohe Gesamtumsatzraten des Knochens (engl. ,bone
turnover) mit der vorrangigen Entwicklung hamatogener Metastasen an Orten aktiver
Knochenremodellierung  korrelierten  [321, 322]. Daher bietet die eingeschrankte
Osteoblasten/Osteoklasten-Wirkungsweise in unserem Modell eine mdgliche Erklarung fur die

anfangliche Verzdgerung des Tumorwachstums.

Vorangegangene Experimente unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass Fibronektin der Blut-
zirkulation den Effekt von osteoblastenspezifischem Fibronektin auf die Funktionalitat der
Osteoblasten nicht kompensieren konnte. Das deutet auf unterschiedliche Funktionsweisen der
verschiedenen Isoformen hin. Tatsachlich sezernieren Osteoblasten Fibronektin, welches die
Domanen EDA und EDB enthalt [323]. Plasmafibronektin beinhaltet diese Domanen Ublicherwei-
se nicht [1]. Es scheint denkbar, dass osteoblastenspezifische Fibronektin-lsoformen in einer Art
Rickkopplungsschleife lokal die Differenzierung der Osteoblasten modulieren. So konnte nach-
gewiesen werden, dass EDA" Fibronektin die Zellausbreitung und die Progression des Zellzyklus
unterstutzt [31, 32]. EDA-haltiges Fibronektin kann die Zelladhasion [29] sowie die Motilitat von
Tumorzellen erhéhen [30]. Aullerdem stimuliert die erhéhte Bindungsaffinitat der EDA-Doméane
zu dem Fibronektin-Rezeptor asB4 das Fortschreiten des Zellzyklus, indem intrazellulare
Signaltransduktionswege aktiviert werden. Da Tumorzellen selbst dazu in der Lage sind, zellula-
res Fibronektin zu sezernieren, welches die Domanen EDA und EDB enthalt [30] scheint es
denkbar, dass tumorzellspezifisches Fibronektin den Einfluss des deletierten Osteoblasten-
Fibronektins zu einem spateren Entwicklungsstadium kompensiert. Eine ausfihrliche
histomorphometrische Untersuchung kdnnte dazu beitragen, diese Frage zu beantworten. Es
bleibt anzumerken, dass bei dieser Betrachtungsweise der Effekt einer méglichen Abweichung

der Fibronektin-Menge, die auf Osteoblasten wirkt, nicht bertcksichtigt wird.
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IV.1.4. Die Rolle des Tumorzell-Fibronektins bei der Entstehung

und dem Wachstum von Tumoren

IV.1.4.1. Ausschaltung des Tumorzell-Fibronektins

Um einen Effekt von Tumorzell-Fibronektin auf den Metastasierungsprozess nachzuweisen, wur-
de zunachst die endogene Fibronektinexpression der Tumorzellen mittels RNA-Interferenz unter-
bunden. Im Gegensatz zur transienten Transfektion von siRNA, die eine Protein-Suppression
Uber einen relativ kurzen Zeitraum mit gradueller Reduktion der Inhibition bewirkt, erméglicht die
Verwendung des shRNA-Mechanismus eine stabile und langfristige Proteinausschaltung auf ei-
nem konstanten Niveau [285-287]. Der Nachweis der Deletion des Tumorzell-Fibronektins erfolg-
te mittels ELISA. Kulturmedium-Uberstande und Tumorzelllysate wurden auf ihren
Fibronektingehalt hin untersucht. Dabei wurde ein Ausschaltungsgrad der endogenen
Fibronektinexpression von mehr als 97% nachgewiesen, der Uber mehrere Monate stabil war. In
vitro konnte mittels Biolumineszenz aufgezeigt werden, dass die Luciferaseaktivitat der
transduzierten Zellen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen unverandert war. Das ist fir
die folgende experimentelle Quantifizierung der Biolumineszenz-Signale im Metastasierungsmo-
dell von auf3erordentlicher Relevanz. Unterschiede bezlglich der Luciferase-Expression wirden
bei der experimentellen Anwendung zu falschlichen Resultaten flihren, und in der Folge ware ein

Vergleich des Tumorwachstums nicht durchfiihrbar.

IV.1.4.2. Die Bedeutung des Tumorzell-Fibronektins bei der Metastasierung

IV.1.4.2.1. Einfluss von Tumorzell-Fibronektin auf das Homing der Tumorzellen

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Ausschaltung des Tumorzell-
Fibronektins vermutlich einen Einfluss auf das Homing von Tumorzellen zu ihrem Zielorgan, dem
Knochenmark, hat. Die Deletion des tumorzellspezifischen Fibronektins fiihrte zu einer signifikan-
ten Reduktion der Anzahl etablierter Knochenmetastasen. Durchschnittlich war die Anzahl indu-
zierter Tumore in Abwesenheit von Tumorzell-Fibronektin um mehr als 70% verringert. Infolge-
dessen war die Gesamttumorbelastung der Gber den Beobachtungszeitraum entstandenen Me-

tastasen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen um ein Vielfaches niedriger.
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Obwohl die Ausschaltung der endogenen Fibronektinexpression keine Auswirkungen auf die
Morphologie der Tumorzellen hatte (Abb. 111.29), waren die Zelladhasionsfahigkeiten der Tumor-
zellen zu unterschiedlichen extrazellularen Matrixmolekilen wie Laminin-1 und Kollagen (1, IIl, IV)
in Abwesenheit von Tumorzell-Fibronektin signifikant niedriger. Im Knochenmark werden 3 der 15
Lamininisoformen exprimiert. Hierbei handelt es sich um die extrazellularen Matrixbestandteile
Laminin-211 (Laminin-2 bzw. a2B1y1), Laminin-411 (Laminin-8 bzw. a4B1y1) und Laminin-511
(Laminin-10 bzw. a5B1y1) [324]. Fir die Tumorzellanhaftung ist insbesondere die Rolle des
Laminin-511 hervorzuheben. Es konnte nachgewiesen werden, dass Tumorzellen der
MDA-MB-231-Linie Uber die Interaktionen mit as-Integrinen an Laminin-511 binden [325]. In die-
sem Zusammenhang ware es denkbar, dass eine reduzierte Zelladhdsion der
fibronektindeletierten Tumorzellen an Laminin im Knochenmark die Ursache fir die Verminde-
rung des Homings war. Auch unterstitzt Laminin-511 die Degradation der extrazellularen Matrix
mittels MMP-9, und es konnte gezeigt werden, dass die Bindung des Integrins asB1 bei diesen
Prozessen eine Rolle spielt [326]. Somit kdnnte eine verringerte Expression dieses Integrins ein
reduziertes Wachstum der MDA-Kd-Tumore zur Folge haben. Nach Bestatigung der Verminde-
rung der Adhéasion der MDA-Kd-Linie zu Laminin-511 wirde die Analyse der Expression und die
Charakterisierung der Aktivitdt des Integrins asB; der Tumorzelllinie MDA-CT im Vergleich zu

MDA-Kd dazu beitragen, die Rolle dieses Integrins bezliglich der Metastasierung zu klaren.

Die im Blutkreislauf zirkulierenden Tumorzellen sind blutstromverursachenden Scherkraften so-
wie mechanischen Belastungen durch die Kollision mit anderen zirkulierenden Zellen oder Blut-
gefallwanden ausgesetzt. Die Tumorzellen kénnen auch beim Durchqueren enger Kompartimen-
te der Zirkulation oder durch Abwehrmechanismen des Immunsystems geschadigt werden. Infol-
gedessen erzeugen unter physiologischen Bedingungen weniger als 1% der Tumorzellen, die in
den Blutkreislauf eintreten, Metastasen [119-123]. Fir die experimentelle Anwendung bedeutet
das, dass eine vergleichsweise hohe Anzahl an Tumorzellen (10°) in die Blutzirkulation einge-
bracht werden muss, um eine erfolgreiche Metastasierung zu erreichen. In der Literatur finden
sich in diesem Zusammenhang zahlreiche Hinweise [200, 280, 283, 327]. Wie es scheint, sind
zirkulierende Tumorzellen dazu in der Lage, heterotypische Aggregate mit Thrombozyten
und/oder Leukozyten zu bilden [124, 125], aber auch homotypische, einzig aus Tumorzellen be-
stehende Aggregate sind mdglich [126, 127]. Einerseits dient die Aggregation dazu, den negati-
ven Faktoren der Blutzirkulation zu entgehen, andererseits kbnnen sich diese Mikroemboli in Ka-
pillaren diverser Organe festsetzen und somit die Extravasation erleichtern. Zusatzlich kénnen
diese Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten die Adhasion an mikrovaskulares
Endothel der Zielorgane und somit die Metastasierung beglnstigen [130]. Thrombozyten
exprimieren den Integrin-Rezeptor a,B3, der die RGD-Sequenz von Fibronektin erkennt [125,
131]. Es konnte gezeigt werden, dass gegen Fibronektin gerichtete Antikdrper die Bindungsfahig-
keit von Tumorzellen an Thrombozyten in vitro herabsetzen. Demzufolge ware es denkbar, dass

die Deletion des Tumorzell-Fibronektins die Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombozy-
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ten herabsetzt und sich somit negativ auf das Uberleben der Tumorzellen in der Blutzirkulation
auswirkt. Tumorzellen sind dazu in der Lage, homotypische Aggregate bzw. Komplexe mit Leu-
kozyten zu bilden [124-127], die &hnliche Aufgaben Ubernehmen kénnen. Zusatzlich kénnte die
Extravasation der Tumorzellen in das Knochenmark erschwert sein, da gezeigt werden konnte,
dass synthetische Peptide die Fibronektin-Zellinteraktionen inhibierten die Adhasion von Tumor-
zellen an Blutgefalie beeintrachtigten [328]. AuBerdem zeigen in vivo Daten, dass Antikorper, die
gegen einen thrombozytenspezifischen Adhasionsrezeptor fir Fibronektin, den Von-Willebrand-
Faktor und Fibrinogen gerichtet waren, die Metastasierung herabsetzen [125]. Bestatigend setzte
die Ausschaltung von Fibrinogen ebenfalls die Metastasierung von Zelllinien, die Lungenkarzino-
me und Melanome verursachten, herab [329]. Da zirkulierendes Fibronektin bei der Gerinnung
zur Stabilitdt des Thrombus beitragt [86, 87], ware es denkbar, dass in Abwesenheit von Fibro-
nektin die Tumorzellaggregate weniger stabil und somit anfalliger fir mechanische Belastungen

und/oder immunzellvermittelte Destruktionen sind.

Eine weitere mogliche Erklarung liefern Erkenntnisse, die zu der Formulierung der Hypothese des
prametastatischen Nischenmodells geflihrt haben. Alle diese Verdffentlichungen sowie unsere
eigenen Untersuchungen weisen darauf hin, dass vor der eigentlichen Ankunft metastasierender
Tumorzellen eine fiir die Einnistung und Proliferation geeignete Mikroumgebung entsteht und das
Fibronektin dabei eine wichtige Rolle einnimmt [103]. Entgegen der in der Literatur verbreiteten
Annahme, dass Fibronektin im Bereich der prametastatischen Nische von Wirtsstromazellen se-
zerniert wird, lieferte diese Arbeit erste Hinweise darauf, dass zirkulierenden Tumorzellen das Ni-
schenfibronektin in die extrazellulare Matrix einlagern und auf diese Weise den Metastasierungs-
prozess beginstigt. Diese Vermutung wiirde eine Erklarung fiir die verminderten Infiltrationsei-
genschaften der fibronektindeletierten Tumorzellen und somit fir die reduzierte Anzahl etablierter
Knochenmetastasen liefern. Mdglicherweise hatte die Ausschaltung des tumorzellspezifischen
Fibronektins inhibierende Auswirkungen auf die initierenden Schritte der prametastatischen Ni-
schenbildung. Einerseits konnte die Abwesenheit von Tumorzell-Fibronektin die fir die Nischen-
bildung notwendige Zellclusterformation negativ beeinflussen. Andererseits stellt Fibronektin zu-
satzlich attraktive Bindungsstellen fir disseminierte Tumorzellen bereit [103, 208], deren Fehlen
die Infiltration von Tumorzellen herabsetzen kénnte. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung
des von hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimierten Integrins a4+ an Fibronektin eine erhéh-
te Expression von Matrixmetalloproteasen zur Folge hatte. In diesem Zusammenhang kommt es
zur Modifizierung der lokalen Mikroumgebung und in der Folge zur Degradation der Basalmemb-
ran. Diese Vorgange beglnstigen das Einwandern zirkulierender Tumorzellen, und somit kénnte
die Abwesenheit von Tumorzell-Fibronektin den Metastasierungsprozess erschweren. Ebenfalls
wird diese Annahme von der Tatsache gestitzt, dass die Deletion von Fibronektin im Bereich der

vaskularen Nische keinen Einfluss auf die Anzahl der etablierten Tumore hatte.
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Vor kurzem konnte nachgewiesen werden, dass das von Tumorzellen exprimierte Enzym
Lysyloxidase (LOX) die Metastasierung steigert [256]. Dabei nimmt LOX eine wichtige Rolle bei
der Etablierung der metastatischen Nische im Zielorgan ein, indem es Bestandteile der extrazel-
luldren Matrix dahingehend modifiziert (z.B. durch Quervernetzung von Kollagenfibrillen), dass
die Infiltration myeloider Zellen beglnstigt wird [239, 253]. Es wurde vermutet, dass die
Kolokalisation von Fibronektin und Lysyloxidase dabei eine wichtige Rolle einnimmt [239], indem
Fibronektin unter anderem die Effektivitat der Lysyloxidase steigert [239, 258]. Somit kdnnte das
nachgewiesene geringere metastatische Potential der fibronektindeletierten Tumorzellen und die
damit verbundene vielfach niedrigere Anzahl an etablierten Knochentumoren auf der einge-
schrankten Fahigkeit der Tumorzellen beruhen, die prametastatische Nischenbildung in Abwe-

senheit von Tumorzell-Fibronektin zu initiieren.

IV.1.4.2.2. Einfluss von Tumorzell-Fibronektin auf das Wachstum der Tumore

In unseren Experimenten war nicht nur die Zahl der Tumorherde vermindert, sondern es konnte
in dieser Arbeit auch erstmalig gezeigt werden, dass Tumorzell-Fibronektin das Wachstum von
Tumoren beeintrachtigte. Die Tumorlast je Metastase, als Parameter der Tumorprogression, war
bei fibronektindeletierten Tumoren im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen tiber den ge-
samten Beobachtungszeitraum signifikant niedriger. Das fiihrte im Anschluss an die Inokulation
der fibronektindeletierten Tumorzellen zu einer Verlangerung des durchschnittlichen Uberlebens-
zeitraumes um mehr als 11 Wochen. Die eingeschrankte Tumorprogression war vermutlich auf
eine verminderte Blutgefalbildung zuriickzuflhren. Die mikrovaskuldare Gefaldichte war bei
fibronektindeletierten Tumoren im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltumoren signifikant
um mehr als ein Drittel reduziert. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben (Abschnitt 1V.2.2.),
war dies vermutlich auf eine Beeintrachtigung der wahrend der Angiogenese ablaufenden Pro-
zesse zuruckzufihren. So vermag Fibronektin, welches von Tumorzellen in die extrazellulare
Matrix eingelagert wird, Uber Inter-aktionen mit Transmembranrezeptoren der Endothelzellen zu
interagieren und deren Haptotaxis zu vermitteln [169]. Dementsprechend wiirde die Ausschaltung
des Tumorzell-Fibronektins vermutlich die Migrationsfahigkeiten der Endothelzellen und somit die
Angiogenese verlangsamen, da potentielle Bindungsstellen fehlen. Da Fibronektin
antiapoptotisch auf Endothelzellen wirkt [308], kdnnten die Ausschaltung des tumorzellspezifi-
schen Fibronektins und der damit einhergehende reduzierte Fibronektingehalt der Knochen-
markmatrix zu einem erhdhten Absterben angiogener Endothelzellen fiihren. Dies wiirde zur Er-
klarung der verringerten mikrovaskularen Gefalddichte und dem daraus resultierenden einge-

schrankten Tumorwachstum der fibronektindeletierten Tumore beitragen.
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IV.2. Spontane Tumorregression

Die spontane Tumorregression ist ein aulierst selten auftretendes Ereignis, welches beim Men-
schen schatzungsweise in einem von 140000 Fallen einer Krebserkrankung eintritt [330]. Die
Mehrheit der dokumentierten Falle bezieht sich auf Patienten mit Neuroblastomen, Nierenzellkar-
zinomen, malignen Melanomen und Lymphomen bzw. Leukdmien [331]. Das derzeit einzige Mo-
dell, welches die Untersuchung der spontanen Tumorriickbildung ermdglicht, beruht auf einem
Mausstamm, der von Cui et al. zufallig entdeckt wurde und gegen verschiedene Krebstypen re-

sistent war.

Interessanterweise zeigten 38% der Tiere, denen Metastasen unter Verwendung der MDA-Kd-
Linie induziert wurden, eine spontane Riickbildung der Tumore. Dies war nicht auf einen Funkti-
onsverlust des Enzyms Luciferase zurlickzuflihren, da die vollstandige Rickbildung der
osteolytischen Knochenlasionen sowohl mit dem Heilungsprozess des Knochengewebes, wel-
cher sich in einer Verdichtung der Knochensubstanz auferte, verbunden war, als auch aus-
nahmslos alle Metastasen, die mit Hilfe der Réntgenaufnahmen detektiert wurden, ebenfalls ein
Biolumineszenz-Signal zeigten. 27% der Mx-Knockouttiere, denen Tumore unter Verwendung der
MDA-CT-Linie induziert wurden, wiesen eine spontane Tumorregression auf. Die spontane
Ruckbildung der Tumore war vermutlich altersabhangig und trat sowohl bei Fibronektin-
Knockdown-Tumoren als auch bei Tieren der MxCre-Linie vorwiegend 8-17 Wochen im An-
schluss an die Applikation der Tumorzellen auf. Diese zeitliche Eingrenzung wurde erklaren, wa-
rum Kontrolltiere, die mit der MDA-CT-Linie inokuliert wurden, keine Tumorregression verzeich-
neten. Diese Tiere hatten, verursacht durch das aggressive Tumorwachstum, eine durchschnittli-
che Uberlebensdauer von 6,6 Wochen und verstarben demnach bereits vor dem Zeitpunkt einer
moglichen Regression. Zudem war das Tumorwachstum der Kontrolltiere 8 Wochen im An-
schluss an die Applikation der Tumorzellen bereits so weit fortgeschritten, dass die Uberlebens-

chancen selbst bei einsetzender Regression als dul3erst gering einzuschatzen waren.

Die Fahigkeit des Immunsystems, Tumorzellen aufzusplren und zu zerstéren, wird als Immun-
Uberwachung (engl. ,immune surveillance) bezeichnet und in der Literatur kontrovers diskutiert
[332, 333]. Eine Immunantwort auf Tumore kann gegen tumorspezifische Antigene (Molekile, die
einzigartig fir Tumorzellen sind) oder tumorassoziierte Antigene (Molekile, die im Vergleich zu
normalen Zellen von Tumorzellen in unterschiedlicher Weise exprimiert werden) gerichtet sein
[334]. Die Tumorimmunitat und der damit verbundene Prozess der Tumoreliminierung umfasst
Komponenten der angeborenen sowie der adaptiven Immunantwort. Das Immunsystem von
Mausen, wie auch des Menschen, setzt sich aus vier Hauptgruppen an Effektorzelltypen zusam-
men, welche Zielzellen direkt angreifen. Hierzu z&hlen cytotoxische T-Lymphozyten, natirliche

Killer-Zellen (NK-Zellen), Granulozyten (neutrophile und eosinophile Granulozyten) und Makro-
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phagen. Cytotoxische T-Lymphozyten gehéren zur adaptiven Immunantwort, deren Aktivierung
der vorherigen Antigenexposition und Etablierung von T-Gedachtniszellen bedarf. Natirliche Kil-
ler-Zellen (NK-Zellen), Granulozyten und Makrophagen zahlen zur angeborenen Immunitat. De-
ren Aktivierung erfordert nicht die vorherige Antigenprasentation, sondern beruht auf der direkten
Erkennung spezifischer Oberflachenstrukturen auf den Zielzellen [272, 335]. Tierversuche haben
gezeigt, dass T-Zellen eine entscheidende Vermittlerrolle bei der Tumorimmunitat dbernehmen
[336, 337]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten immundefizienten CD1 nude Mause wa-
ren athymisch und daher unfahig, reife T-Zellen zu produzieren. Demzufolge konnte die spontane

Tumorregression nicht auf eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion zuriickgefiihrt werden.

Die spontane Rickbildung der Tumore konnte Uberwiegend bei Tieren beobachtet werden, de-
nen Knochenmetastasen unter Verwendung der Fibronektin-Knockoutlinie MDA-Kd induziert
wurden. Es scheint denkbar, dass zellulare Unterschiede (z.B. abnorme Expressionsmuster) der
MDA-Kd-Linie im Vergleich zu den Kontrollzellen (MDA-CT) die spontane Tumorregression be-
gunstigen. Mdglicherweise flhrte die Ausschaltung von Tumorzell-Fibronektin zu einer gesteiger-
ten Erkennung der Zielzellen und einer damit verbundenen erhéhten Zytotoxizitat der Immunzel-
len. In diesem Zusammenhang wurden unterschiedliche Leukozyten-Populationen aus der Milz
isoliert und die spezifische Lyse der Zielzellen im Chromfreisetzungstest analysiert. Es konnte
kein Unterschied beziiglich der zellvermittelten Lyse der Zielzellen MDA-Kd und MDA-CT festge-
stellt werden. Demzufolge nehmen wir an, dass die spontane Tumorregression vermutlich nicht
auf zelluldren Unterschieden der Zelllinien bzw. auf Auswirkungen der tumorzellspezifischen
Ausschaltung von Fibronektin auf die Zytotoxizitat der analysierten Leukozyten-Populationen be-
ruhte. Darlber hinaus konnten keine Unterschiede der zellvermittelten zytotoxischen Aktivitat der
mit IL-2 stimulierten Leukozyten-Populationen ermittelt werden, zwischen Tieren, die eine kom-
plette Tumorriickbildung aufwiesen und Kontrolltieren mit bzw. ohne Tumor, da der Prozentsatz
der spezifischen Lyse je nach Spendertier betrachtlich variierte. Die beobachteten Unterschiede
beziiglich der leukozytenvermittelten Zytotoxizitat waren vermutlich auf nattirliche Schwankungen
der Leukozyten-Aktivitat zurtickzuflihren. Es bleibt anzumerken, dass es noch nicht méglich war,
Leukozyten von Mausen zu analysieren, die sich unmittelbar in der Regression befanden. Mégli-
cherweise wirden entsprechende Untersuchungen neue Hinweise zur Klarung dieser Fragestel-

lung liefern.

Fir die Untersuchung der spezifischen Lyse der natirlichen Killerzellen wurden diese im Vorfeld
mit IL-2 behandelt, welches die Proliferation und Differenzierung fordert [338, 339]. Es kann nicht
vorhergesagt werden, ob die zusatzliche Stimulation von Makrophagen und Granulozyten Unter-
schiede beziiglich der spezifischen Lyse der Zielzellen aufzeigen wiirde. Eine weitere Einschran-
kung des Chromfreisetzungstest ist die zeitliche Begrenzung der Durchfihrung. Das von den
Zielzellen aufgenommene Chrom, das bei der leukozytenvermittelten Lyse freigesetzt wurde und

als Parameter der Zytotoxizitat dient, verbleibt nicht unbegrenzt innerhalb der Zellen, sondern
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entweicht fortwahrend. Daher sollte die spezifische Lyse der Zielzellen einen Zeitraum von ca. 4
Stunden nicht Uberschreiten. Allerdings bedarf die leukozytenvermittelte Lyse der Zielzellen oft
einer gewissen Latenzzeit (>12 Stunden) [271], so dass der Chromfreisetzungstest fir die Be-

antwortung der Fragestellung womdglich nicht ausreichend Informationen bereitstellt.

Die Charakterisierung der unterschiedlichen Leukozyten-Subpopulationen erfolgte mittels FACS-
Analyse. Auf diese Weise konnte der prozentuale Anteil an Lymphozyten (B-Zellen, NK-Zellen
und T-Zellen), Granulozyten und Monozyten unterschiedlicher Versuchstiere ermittelt werden.
Die Verteilung der Lymphozyten-Populationen war zwischen Kontrolltieren und Tieren mit Tumo-
ren bzw. Tieren, die eine vollstandige Tumorregression aufzeigten, nicht verschieden. Behaarte
Kontrolltiere zeigten im Vergleich zu den immundefizienten CD1 nude Tieren erwartungsgeman
einen deutlich héheren Anteil an T-Zellen. Dass athymische CD1 nude Mause dennoch einen ge-
ringen Anteil an als positiv definierten T-Zellen aufwiesen ist damit zu erklaren, dass die nude
Mutation im Gen foxn1 (engl. ,forkhead box N1%) das Fehlen des Thymus hervorruft [340, 341].
Die Reifung der T-Zellen ist in Abwesenheit des Thymus unterbunden und somit liegen keine
funktionsfahigen T-Zellen vor. Die Tatsache, dass CD1 nude Méause Transplantate von verschie-
denen Spezies akzeptieren, ohne eine Immunreaktion hervorzurufen, ist Grund genug zu der An-
nahme, dass die verbliebenen T-Zellen eine erfolgreiche Heterotransplantation nicht beeintrachti-

gen kénnen [271].

Die Anzahl der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen der Mause, die eine mittlere Tumor-
belastung aufwiesen, war im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht. Tiere, die eine voll-
standige Rickbildung der Tumore aufzeigten, zum Zeitpunkt der FACS-Analyse hingegen als tu-
morfrei einzustufen waren, erweckten im Vergleich zu den Kontrollen den Eindruck eines Trends
zu einer erhdhten Granulozyten-Anzahl. Diese Zunahme lief3 sich jedoch statistisch nicht absi-
chern. Granulozyten sind relativ kurzlebig und werden wahrend einer Immunantwort vermehrt
gebildet [335]. Untersuchungen haben gezeigt, dass eosinophile Granulozyten in grofer Zahl
Tumore infiltrieren und dazu in der Lage sind, IL-4 und IL-13 zu sezernieren, welche im Zusam-
menhang mit dem Absterben unterschiedlicher Tumorarten stehen [342]. Womdglich leiten
eosinophile Granulozyten die spontane Tumorrlckbildung durch zytotoxische Effekte ein und
spielen somit eine wichtige Rolle bei der Immuniberwachung [343]. Infolgedessen scheint es
durchaus denkbar, dass neutrophile oder eosinophile Granulozyten die spontane Rickbildung
der Tumore veranlassen [271, 272, 343, 344]. Eine mdgliche Erklarung, die weiter geprift werden
muss, ware, dass die Granulozyten mit dem Einsetzen der Regression hochreguliert wurden, die
vollstandige Eliminierung der Tumorzellen veranlassten und sich anschlielend ihre Anzahl wie-
der auf den Normwert einpendelte. Das ware eine Erklarung, warum Tiere, die eine komplette
Regression durchlaufen hatten, zum Zeitpunkt der FACS-Analyse keine signifikant erhéhte An-
zahl an Granulozyten mehr aufzeigten. Fir diese Hypothese sprechen die von Cui et al. gemach-

ten Beobachtungen. Die spontane Tumorregression des beschriebenen krebsresistenten Maus-
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stammes beruhte auf Zellen der angeborenen Immunitat, wie neutrophilen Granulozyten, natirli-
chen Killerzellen und Makrophagen, die eine Lyse der Tumorzellen verursachten. Der Resis-
tenzmechanismus verlief T-Zell-unabhangig und konnte nicht auf einen einzelnen Immunzelltyp
zurtickgefihrt werden [271, 272, 345]. Neutrophile Granulozyten, natirliche Killerzellen und Mak-
rophagen hatten unabhangig voneinander die gleiche Totungseffizienz wie die Kombination die-

ser Leukozyten [272].

Obgleich diese Daten einige Parallelen zu unseren Beobachtungen aufweisen, waren weitere
Mechanismen denkbar, die eine Erklarungen fir dieses Phanomen liefern wirden. Die Tumorre-
gression kdénnte auch durch genomische Instabilitdt ausgeldst werden. So wurde das Enzym
Telomerase mit der zelluldren Immortalitdt und der Tumorgenese in Verbindung gebracht. Es
konnte belegt werden, dass Tumore, die sich in der Regression befinden, reduzierte Telomer-
Wiederholungssequenzen und abnorme multizentrische Chromosomen und Ringchromosomen
aufwiesen [346]. AuRerdem wurde fir unterschiedliche Tumore gezeigt, dass der programmierte
Zelltod (Apoptose) einen weiteren Mechanismus darstellt, der die spontane Tumorregression er-
klaren koénnte. In diesem Zusammenhang wurde auch die durch Zytokine vermittelte
Tumorzellapoptose genannt [347-349]. Die Angiogenese ist fir die Entwicklung von Tumoren
entscheidend und somit kdnnte die Tumorregression durch antiangiogene Faktoren ausgelost
werden [350, 351]. Es wurde vorgeschlagen, dass die Tumorregression auf der Entstehung gro-
Rer hypoxischer Areale im Inneren des Tumors beruht und einer Nekrose somit kein Einhalt ge-
boten werden kann [261-266]. Als eine weitere mogliche Erklarung wurde eine virale Infektion der

Tumorzellen vorgeschlagen, die eine Erkennung durch Immunzellen erleichtern wiirde [352].

Der genaue Mechanismus, der der Tumorregression in Abwesenheit von Fibronektin zugrunde
liegt, konnte im Einzelnen noch nicht aufgeschlisselt werden. Um diese Fragestellung zu klaren,
sind weitere Experimente notwendig. Allerdings lieferte die FACS-Analyse erste Hinweise darauf,
dass die spontane Tumorregression auf eine mdgliche Beteiligung von Granulozyten zurtickzu-
fuhren ist. Weitere Untersuchungen der zugrundeliegenden genetischen, zelluldren und bioche-
mischen Mechanismen der spontanen Tumorregression sollten zu einem vertieften Verstéandnis
fuhren, auf welche Weise Tumorzellen die AbstoRungsmechanismen des Wirtsimmunsystems
umgehen. Sollte es durch Experimente gelingen, den Mechanismus der spontanen Tumorriick-
bildung weiter zu entschliisseln und dabei womdglich bestimmte Gene zu identifizieren, lber die
der Hauptteil der Wirkung vermittelt wird, hatte man eventuell ein Werkzeug in der Hand, das fiir
eine Behandlung von Tumorpatienten genutzt werden konnte, um der Entstehung oder dem Fort-

schreiten einer Krebserkrankung entgegenzuwirken.
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V. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Rolle des Fibronektins fir die Entstehung und des Wachstums

von Knochenmetastasen.

Tumorzellspezifische Faktoren bereiten entfernte Gewebe auf die Besiedelung durch disseminier-
te Tumorzellen vor. Dabei wird Fibronektin im Bereich der prametastatischen Nische vermehrt
gebildet. Dies fuhrte zu der Annahme, dass Fibronektin eine wichtige Rolle bei der Entstehung
von Tumoren einnimmt. Um die Bedeutung des Fibronektins beziiglich des Metastasierungspro-
zesses naher zu charakterisieren, wurde dieses im Bereich der vaskuldaren Nische Uber das
Cre/loxP-System ausgeschaltet. Die Inaktivierung von zirkulierendem Fibronektin und Knochen-
marks-Fibronektin in vivo hatte ein verlangsamtes Tumorwachstum zur Folge, welches auf eine
um 22% verminderte Angiogenese zurtickzufilhren war. Im Gegensatz dazu beeintrachtigte die
Ausschaltung des Osteoblasten-Fibronektins lediglich die frilhen Entwicklungsstadien der Tumo-
re. Diese Beobachtungen koénnten einerseits mit der eingeschrankten Funktionsweise der
Osteoblasten in Abwesenheit von Fibronektin erklart werden, andererseits kénnte der Einfluss auf
das Fehlen osteoblastenspezifischer Fibronektin-Isoformen zuriickgeflihrt werden, die die Meta-

stasierung, Zelladhasion, Proliferation und Motilitdt von Tumorzellen erhéhen.

Die Deletion des Tumorzell-Fibronektins hatte eine durchschnittlich um 60% reduzierte Anzahl
gebildeter Metastasen, ein eingeschranktes Tumorwachstum, hervorgerufen durch eine um 37%
verminderte BlutgefaRanzahl, und letztendlich eine dreifache Verlangerung der mittleren Uberle-
bensraten zur Folge. Die kombinierte Ausschaltung von lokalem Fibronektin und Tumorzell-
Fibronektin vermochte den Einfluss auf die Etablierung und das Wachstum der Tumore zu ver-

starken.

Ein Drittel der Tiere, denen Metastasen induziert wurden, zeigten eine spontane Rickbildung der
Tumore, ohne dass eine medizinische Intervention erfolgte. Dabei wurde zwischen einer komplet-
ten Regression, bei der eine vollstandige Ruickbildung aller Tumore beobachtet werden konnte,
und einer partiellen Regression, von der nur einzelne Tumore betroffen waren, unterschieden.
Die spontane Regression war altersabhangig und trat 8-17 Wochen im Anschluss an die Applika-
tion der Tumorzellen auf. Die vollstandige Rickbildung der osteolytischen Knochenlasionen war
mit dem Heilungsprozess des Knochengewebes verbunden, der sich in einer Verdichtung der
Knochensubstanz aulierte. Erste Ergebnisse lieferten Hinweise darauf, dass die spontane Tu-

morregression auf eine mdgliche Beteiligung von Granulozyten zuriickzufihren war.

Zusammenfassend zeigten unsere Untersuchungen, dass sowohl Fibronektin der Mikroumge-
bung als auch Tumorzell-Fibronektin die Entwicklung und das Wachstum von Tumoren beein-
trachtigte. Diese Arbeit lieferte erste Hinweise auf die Existenz eines sehr effektiven Mechanis-
mus, der in Zusammenhang mit Fibronektin steht und dazu in der Lage ist, Tumorzellen selbst
bei fortgeschrittenen Krebserkrankungen zu beseitigen.
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VI. Summary

This PhD thesis discusses the role of fibronectin in the establishment and growth of bone metas-

tases.

Tumor-cell specific factors prepare distant organs for colonization by disseminating tumor cells.
Fibronectin is upregulated in the pre-metastatic niche, which raises the possibility of a critical role
of fibronectin in tumor formation. To characterize how fibronectin affects metastasis formation, it
was deleted in the bone marrow in the area around the vascular niche using the cre-loxP system.
Fibronectin deletion in the circulation and bone marrow in vivo resulted in a decrease in tumor
growth, which was attributed to a 22% reduction in blood vessel formation. In contrast, deletion of
fibronectin in the osteoblasts affected early tumor establishment. These findings could be due to
a defective osteoblast function or to the absence of osteoblast-specific fibronectin isoforms. Such
isoforms are known to be involved in metastasis, cell adhesion, proliferation and motility of tumor

cells.

Deletion of fibronectin in the tumor cells themselves resulted in a 60% decrease in the number of
metastatic foci. In addition foci were smaller, and this was due to a 37% reduction in blood vessel
numbers. The endresult was a threefold increase in median survival compared to control cells.
The combined deletion of bone marrow fibronectin and tumor cell fibronectin suppressed tumor

formation and growth of tumors further.

Spontaneous tumor regression was observed in a third of the mice. A distinction was made be-
tween complete regression, in which all tumors resolved, and partial regression, which affected
only single foci. Spontaneous regression appeared to be age-dependent and could be observed
8-17 weeks following tumor cell injection. Furthermore, complete regression was associated with
healing of lytic bone lesions. Preliminary experiments suggest that granulocytes were involved in

the spontaneous regression of tumors.

In summary, our work showed that both fibronectin of the microenvironment as well as tumor cell
fibronectin affected the establishment and growth of tumors. It also suggests the presence of an
effective mechanism related to fibronectin, which is able to eliminate tumor cells even in ad-

vanced tumors.
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Anhang

VIIl. Anhang

VIIl.1. Vektorkarte
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Abbildung VIII.1: Vektorkarte des Vektorkonstrukt MISSION® pLKO.1-puro

Schematische Darstellung der Vektorkarte des leeren Vektorkonstrukts, welches in lentivirale Transduktions-
Partikel verpackt, fiir die virale Transduktion der Tumorzelllinien (MDA bzw. PC3) verwendet wurde. Des Weite-
ren wurden Vektorkonstrukte mit 5 unterschiedliche shRNA-Sequenzen zur RNAi-vermittelten Degradation von
Fibronektin-mRNA im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzt (nicht dargestellt). RSV/5° LTR: chiméares LTR
(engl. ,long terminal repeat”) involviert bei Replikation und Integration; Psi (y): Verpackungs- und Dimerisierungs-
Signal; RRE: Beteiligt beim Kernexport des viralen Genoms; U6: Polymerase Il Promoter prézise Initiation und
Termination der Transkription der jeweiligen shRNA Insertion; cPPT: Rolle bei der cDNA Synthese und Kernim-
port der Zielzellen; hPGK: Promoter des Puromycin-Resistenz-Gen; puroR: Puromycin-Resistenz-Gen fiir die
stabile Selektion tarnsduzierter Zellen; SIN/3" LTR: LTR involviert bei Replikation und Integration
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