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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Superfamilie der Adhasionsmolekiile

Im Verlauf der Evolution vielzelliger Organismen haben sich spezidisierte Zellen und
Gewebe gebildet. Ein wesentliches Merkmal beim Aufbau von Geweben ist die Adhasion von
Zellen gleichen oder verschiedenen Typs, wobei feste Zell-Zellkontakte gebildet werden.
Aulkerdem stehen Zellen mit einem komplexen Netzwerk sezernierter Proteine wie Kollagen
oder Fibronektin und Kohlenhydraten in Verbindung, die as extrazelluléare Matrix (ECM) den
Interzellularraum ausfillen und so den zellul&ren Zusammenhalt in Geweben unterstiitzen.
Sowohl  Zell-Zell- as auch Zell-Matrixkontakte basieren auf  verschiedensten
Wechselwirkungen, die durch die Eigenschaften einer bestimmten Gruppe von
Oberflachenmolekilen - den Adhasionsproteinen - bestimmt werden. Zelladh&sionsproteine
regulieren die dynamischen Prozesse der Morphogenese im Verlauf  der
Embryonalentwicklung und der Regeneration von Organen. Sie bestimmen ferner die
Gewebs- und Organarchitektur und spielen bel inflammatorischen Reaktionen eine
bedeutende Rolle (Carlos und Harlan, 1994).

Im Rahmen von Zell-Zellkontakten konnen Adhésionsmolekile an identische Molekiile der
Partnerzelle binden. Eine Bindung, bei der Ligand und Rezeptor gleich sind, bezeichnet man
als homophile Bindung. Sind Ligand und Rezeptor verschieden, handelt es sich um eine
heterophile Bindung. Eine weitere Unterscheidung der Zell-Zellinteraktionen betrifft die Art
der beteiligten Zellen. Die Adhérenz von Zellen der gleichen Zellart wird homotypisch, die
Adhérenz verschiedener Zelltypen heterotypisch genannt. Bel Adh&sionsereignissen kann es
demnach zu homophil-homotypischen, zu homophil-heterotypischen, zu heterophil-
homotypischen und zu heterophil-heterotypischen Interaktionen kommen. Sowohl fir die
homo- as auch die heterotypische Anheftung einer einzelnen Zelle an die Nachbarzelle
werden meist mehrere Adhé&sionsmolekile benttigt, die im Zusammenspiel zu festem Zell-
Zellkontakt fuhren. Abbildung 1 zeigt schematisch die durch Adhésionsmolekiile vermittelten

Formen zellularer Interaktionen.
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homophil,

homophil,
heterotypisch

homotypisch

=0 = @)
GED

Abb.1 Formen der durch Zelladhasionsmolekiile ver mittelten Zell-Zellinter aktionen
(nach Wagener, 1999)

heterophil,
heterotypisch

heterophil,
homotypisch

1.2 Dievier Familien der Zelladhdsionsmolekile

Aufgrund struktureller Unterschiede werden Zelladhdsionsmolekile in vier Familien
gegliedert (Tabelle 1). Alle ihre Vertreter sind Transmembranglykoproteine, deren Spezifitat
durch eine extrazelluldre Doméane festgelegt wird, wahrend ein intrazelluldrer Anteil die

Verbindung zum Zytoskelett herstellt.

Tabelle 1 Die Superfamilie der Adhasionsmolekile

Ariglaizrl]s Vermittelte Funktion Wichtige
o Kontakte Vertreter
familie
Ilmmun- Egtrgr?)—plrjlﬂi | mmunabwehr N-CAM
globulin- Zell-Zéell- ICAM-1
superfamilie zell-Zell- Erkennung VCAM-1
Kontakte
homophile, Desmosomen:
Cadherine | Ynamische =7y, 7q). ~ N-Cadherin
Zell-Z€ell- K ommunikation E-Cadherin
Kontakte
Adhéasion .
zur ECM Signal- .
Integrine heterophile transduktion avb3-lntegr!n
Zdl-7dll- ZeII—Sub_strat— a,b,-Integrin
Adhéasion
Kontakte
heterophile, Immun-
hetero- antwort L-Selektin
Selektine typische Inflam- E-Selektin
Zell-Zé€ll- matorische P-Selektin
Kontakte Reaktionen
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1.2.1 Die Immunglobulin-Superfamilie

Alle Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind direkt oder indirekt an der
Immunabwehr und an Prozessen der Zell-Zellerkennung beteiligt. Das gemeinsame
Strukturmerkmal dieser Familie ist der sogenannte , Immunglobulin-Fold*, dessen
dreidimensionale Struktur zuerst in Immunglobulinen aufgeklart wurde (Abbas et al., 1996)
und dem diese Superfamilie ihren Namen verdankt. Das erste Oberflachenmolekdl, welches
als Zeladhasionsmolekil beschrieben wurde (Rutishauser et al., 1978a - c; Brackenbury et
a., 1981; Cunningham et a., 1987), gehort der Immunglobulin-Superfamilie (Ig-
Superfamilie) an und wird as neurales Zell-Adhésionsmolekil (N-CAM) bezeichnet. N-CAM
vermittelt homophile Bindungen und weist, ebenso wie die anderen Vertreter dieser Familie,
extrazelluldr mehrere  Wiederholungen immunglobulindhnlicher Doménen auf. Seine
Bindungsfunktion ist unabhéngig von bivalenten Kationen. Die Bindung anderer Mitglieder
der Ig-Superfamilie wie ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1, die von Endothelzellen,
Leukozyten, Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert werden, gestaltet sich hingegen
ausschliefdich heterophil (Wagener, 1999).

1.2.2 DieCadherine

Cadherine sind Transmembranglykoproteine, die extrazelluldr kalziumabhéngig einen
direkten, dynamischen Zell-Zellkontakt zu Cadherinen der Nachbarzelle vermitteln (Hyafil et
al., 1981; Overduin et a., 1995). Sie stellen das typische Strukturelement von Desmosomen,
d.h. punktférmigen , Nietstellen* zwischen Zellen, dar. Die Bezeichnung ,, Cadherin® resultiert
aus der Kombination von ,calcium dependend* und ,adherin“. Vertreter sind neben dem
epithelial/embryonal  exprimierten E-Cadherin (Ringwald et a., 1987) das neurona
exprimierte N-Cadherin (Hatta et al., 1988; Miyatani et al., 1989; Detrick et al., 1990) und das
aus Myablasten stammende T-Cadherin. Im Zusammenhang mit ihrer gewebsspezifischen
Verteillung sind in der Vergangenheit noch weitere Vertreter charakterisiert worden, wie z.B.
retinales R-Cadherin (Inuzuka et a., 1991), B-Cadherin aus dem Hirn (Napolitano et al.,
1991), M-Cadherin aus Muskeln (Donalies et a., 1991) und P-Cadherin aus der Plazenta
(Geiger und Ayalon, 1992).
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1.2.3 Dielntegrine

Die dritte Familie der Adhasionsmolekiile stellen die Integrine dar, die in alen Korperzellen
vorkommen (Springer, 1990). Integrine bilden eine funktionell variable Familie heterodimerer
Transmembranglykoproteinrezeptoren (Hynes, 1992). Sie vermitteln nicht nur die Zell-
Substratadh&sion zu Fibronektin und anderen Proteinen der ECM, sondern sind auch an
adhdsionsabhangiger Signalvermittiung beteiligt (Wagener, 1999). So besteht Uber den
direkten Kontakt von Integrinen zur Tyrosinkinase ,fokale Adhasionskinase® (FAK)(Clark
und Brugge, 1995) unter anderem eine Verbindung zu den bedeutenden Signaltransduktoren
PI-3-Kinase, Ras oder zu MAP-Kinasen. Die haufigsten Liganden der Integrinfamilie sind
Proteine der extrazellularen Matrix wie Fibronektin, Typ I|-Kollagen, Laminin oder
Fibrinogen. Einige b2-Integrine erkennen jedoch auch integrale Membranproteine der 1g-
Superfamilie wie ICAM-1/2/3 und VCAM-1 und vermitteln somit Zell-Zelladhasion (Hynes,
1992).

1.2.4 Die Sdektine

Die Adhéasionsmolekilfamilie der Selektine wurde erst Ende der 1980er Jahre entdeckt und
charakterisiert (Bevilacqua et al., 1989; Tedder et al. 1989; Johnston 1989; Krause und
Turner, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass Selektine die Adhasion zwischen Leukozyten
und den blutgefalfauskleidenden Endothelzellen, sowie den Kontakt von Leukozyten und
Thrombozyten vermitteln (Mayrovitz et a., 1992; Bienvenu et a., 1993). Sie werden
inzwischen as Molekile betrachtet, die den initidlen Schritt der Immunantwort bei
inflammatorischen Reaktionen steuern (Springer, 1990; Harlan et al., 1992; Lasky, 1995;
Tedder et a., 1995; McEver, 1997). Des Weiteren ist der Ablauf der hadmatogenen
Metastasierung, beginnend mit der Adhésion von Tumorzellen an vaskulare Endothelien bis
hin zu deren Invasion in umliegendes Gewebe, von Selektinen abhangig - insbesondere von
E-Selektin (Bevilacqua et a., 1993; Krause und Turner, 1999). Selektine binden
Kohlenhydrate und gehtren somit zur Gruppe der Lektine, wobei ihre Bindungsaktivitét von
der Anwesenheit von Ca**-lonen abhangt. Der Begriff , Selektin“ steht dementsprechend fuir
»Selective |ectin-dependend cell adhesion molecule” (Wagener, 1999).
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Die Selektin-Familie umfasst drel strukturell verwandte Mitglieder, die entsprechend ihrem
Vorkommen as P (,platelet”, Blutpléttchen)- , L (,leukocyte”, Leukozyten)- und
E (,endothelia“, endotheliales)- Selektin bezeichnet werden (Lasky, 1995).

1.2.4.1 Das,platelet”- Selektin

P-Selektin ist vesikulér in Endothelzellen und in a-Granula der Blutpl&ttchen gespeichert (de
Leeuw et a., 1999) und gelangt nach Stimulierung durch Thrombin, Histamin, Fibrin oder
dem vaskularen Permeabilitétsfaktor innerhalb von Minuten an die Zelloberflache (lwamura
et a. 1997; Stone et al. 1993; Wagner, 1993). Unter Zytokineinfluss oder nach LPS
Stimulierung wird, &hnlich wie bei E-Selektin, die Genexpression von P-Selektin durch
Aktivierung von NF-kB induziert (vgl. Kapitel 1.2.4.3; Weller et a., 1992; Bendas, 1999).
Das Blutpléttchen-Selektin spielt eine wichtige Rolle in der Leukozyten-Extravasation in
Bereichen von Gefal3verletzungen, wobei es das ,,Rollen” (vgl. Kapitel 1.2.4.3 und 1.4) von
Granulozyten und Monozyten auf Endothel zellen vermittelt. Darlber hinaus ist P-Selektin fur
die Anheftung von Blutplattchen an Phagozyten verantwortlich und spielt somit sowohl im
Rahmen von Entziindungen, als auch bei der Blutgerinnung eine wichtige Rolle (lwamura et
al. 1997; Pottratz et al. 1996; Wagener, 1999).

1.2.4.2 Das, leukocyte”- Selektin

L-Selektin wird konstitutiv von den meisten Leukozyten (Granulozyten, Monozyten und den
meisten T- und B-Zellen) exprimiert (Bird, 1997) und nach seiner Ligandenbindung schnell
abgespalten und ins Blut freigesetzt (,shedding”)(Kishimoto et al., 1995). L-Selektin
vermittelt das Lymphozyten-Homing in periphere Lymphknoten und die Bindung von
Neutrophilen an Endothelzellen in entzindetem Gewebe (van Zante und Rosen, 2003;
Luscinskas et al., 1996).

1.2.4.3 Das,endothelial“- Selektin

E-Selektin, friher auch as ELAM-1 bezeichnet, wird transient von Gefél3endothelzellen
exprimiert, nachdem diese durch inflammatorische Zytokine wie z.B. TNFa, IL-1 oder IL-10,
durch Neuropeptide wie die Substanz P oder durch bakterielle Endotoxine (z.B.
Lipopolysaccharid LPS) stimuliert wurden (Bevilacqua et al., 1987; Bevilacqua et a., 1989;
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Vora et a., 1996, Walz et a., 1990; Iwamura et al. 1997; Ye et al. 1995). Durch eine
zytoplasmatische Serin-Phosphorylierung (Smeets et al., 1993) kommt es nach 12 - 20
Stunden zu ener ligandenunabhéngigen Internaliserung und zu  schneller
lysosomenvermittelter ~ Proteindegradation. Dies bedingt ene nur transiente
Zelloberflachenexpression von E-Selektin (Yoshida et a., 1996; Bendas, 1999). Die geringe
MRNA-Stabilitdt von E-Selektin ist Ursache fur eine auf maxima 10 Stunden nach
Stimulation begrenzte Proteinexpression. Das Maximum der Zelloberfl &chenpréasentation wird
bereits nach 3 Stunden erreicht (Bevilacqua et al., 1987; Ye et a., 1995). Die E-Selektin-
Genexpression wird durch den Transkriptionsfaktor nuklearer Faktor kB (NF-kB) kontrolliert
(Montgomery et a., 1991; Schindler et al., 1994). Die Bezeichnung ,,nuclear factor kappaB“
(NF-kB) steht fur eine wichtige Familie aktivierbarer Transkriptionsfaktoren, die fur die
Regulation stressinduzierter Genexpression von grof3er Bedeutung ist. Die haufigste
biologisch aktive Form des Transkriptionsfaktors ist ein Heterodimer bestehend aus den zwel
Familienmitgliedern p50 und p65 (Ghosh und Karin, 2002; Li und Verma, 2002; Vermeulen
et a., 2003). In unstimulierten Zellen wird NF-kB im Zytoplasma in inaktiver Form gehalten,
indem es im Komplex mit dem inhibitorischen Protein ,inhibitor of kappaB“ (IkB) vorliegt
(Siebenlist et a., 1994). Nach Stimulation durch Induktoren, wie unter anderem dem
Tumornekrosefaktor apha (TNFa), Interleukin - 1 (IL-1), ionisierende Strahlung oder
Zytostatika (Doxorubicin, Taxol, Vinblastin (Das und White, 1997)), wird das inhibitorische
IkB - genauer gesagt seine Isoform IkB-a - durch die IkB-Kinase (IKK) phosphoryliert und
abgespalten (DiDonato et a., 1997). Das freigesetzte NF-kB kann jetzt als Dimer in den
Zellkern gelangen und die Expression verschiedener Zielgene aktivieren (Vermeulen et a.,
2003). Im Fal von E-Selektin existieren mindestens drei NF-kB-Bindungsstellen, die in
Kombination aktiviert werden missen, um eine maximale Genexpression zu erreichen
(Montgomery et al., 1991; Schindler et al., 1994; Whitley et al., 1994). Es konnte gezeigt
werden, dass IL-1b die Kerntrang okation von NF-kB in humanen Endothelzellen (HUVEC)
induziert, was von einer Stimulation der Zelloberflachenexpression von E-Selektin gefolgt ist
(Tozawa et al., 1995; Ray et al., 1997). E-Selektin vermittelt reversibel die als , Rollen®
bezeichnete schwache Adhésion von Neutrophilen, Monozyten und T-Zellen auf dem
Endothel, wodurch die Extravasation dieser weil3en Blutzellen in inflammatorische Bereiche
initiiert wird (vgl. Kapitel 1.2.4.1 und 1.4). Zytokinkombinationen von IFNgmit TNFa oder
INFg mit LPS konnen die Expressionszeit von E-Selektin verlangern, wohingegen IL-4 -
aleine oder in Kombination mit TGF-b - die TNFa- oder LPS-Induktion verhindert (Carlos
und Harlan, 1994, Thornhill und Haskard, 1990). Wie bei L-Selektin lasst sich das sogenannte
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»shedding” nachweisen (vgl. 1.2.4.2), bei dem E-Selektin in einer 16sichen Form in den
Blutstrom abgegeben wird. Losliches E-Selektin ist vor allem bei Erkrankungen mit
Geféalbeteiligung, aber auch beim metastasierenden Kolonkarzinom im Serum in erhéhter
Konzentration nachweisbar (Gearing und Newman, 1993; Wittig et a., 1996). Als spezifische
Liganden von E-Selektin sind das ,cutaneous lymphocyte antigen* (CLA) (Rosen und
Bertozzi, 1994), der E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1)(Steegmaier et al., 1995) sowie die
Tetrasaccharide sialyl-LewisX und sialyl-LewisA (sLe”, sLe?)(Walz et al., 1990; Tiemeyer et
a., 1991; Takada et al., 1993; Bird et al., 1997; Renkonen et a., 1997a,b) beschrieben. Die
Schltisselaminosauren von E-Selektin fir die Bindung insbesondere von sLe* und sLe* sind
Tyrosin 48, Tyrosin 94, Lysin 111 und Lysin 113 (Erbe et a., 1992; Erbe et al., 1993; Rosen
und Bertozzi, 1994). E-Selektin-vermittelte Signaltransduktionsmechanismen sind kaum
charakterisiert. Bekannt ist lediglich, dass die direkt mit dem Aktinzytoskelett in Kontakt
stehende zytoplasmatische Domane fir die initiale Bindung von Leukozyten nicht bendtigt
wird und dementsprechend nicht jede Ligandenbindung an E-Selektin Signalkaskaden
ausl6sen muss (Yoshida et al., 1996; Kansas et a., 1996). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass E-Selektin in seiner zytoplasmatischen Doméne, die neben Zytoskelettkontakten auch
mit der fokalen Adhésionskinase (FAK) in Kontakt steht (Yoshida et al., 1996), mehrere
potentielle Phosphorylierungsstellen - sechs Serin- und zwel Tyrosinreste - besitzt. Die
Bindung von E-Selektin an Liganden fuhrt zu erhohten  zytosolischen
Kalziumionenkonzentrationen (Kaplanski et a., 1994; Schmid et al., 1995).

1.2.4.4 Der strukturelle Aufbau der Selektine

Die Gene aller drei Selektine liegen auf Chromosom 1 geclustert vor (Watson et al., 1990)
und weisen auf Nukleotidebene ein hohes Mal3 an Homologie auf (40 - 60 %)(Lasky, 1992;
Krause und Turner, 1999). Die Selektine sind Typ-I-Transmembranproteine, die folgende
Sequenzcharakteristika aufweisen (vgl. dazu auch Abbildung 2):

Der N-Terminus besteht aus einer kalziumabhangigen C-Typ-L ektindoméne und geht in einen
Bereich Uber, der Homologie zum epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) aufweist. Dieser Teil
ist gefolgt von einer variierenden Anzahl sich wiederholender Domanen, identisch zu jenen,
die in Komplement-regulatorischen Proteinen beschrieben wurden. Die sich anschlief3ende
Transmembrandoméne wird von einem kurzen, zytoplasmatischen Bereich abgeschlossen
(Bevilacqua und Nelson, 1993; McEver, 1994). Sowohl die Lektin- als auch die EGF-

Doménen scheinen bei der Ligandenbindung beteiligt zu sein. Die as , carbohydrate
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recognition domains® (CRDs) bezeichneten Lektindomanen bestimmen die
Bindungsspezifitét und sind Ort der Ca2+-Bindung. Im Gegensatz zu den extrazelluldren

Bereichen weisen die intrazelluldren Anteile der einzelnen Selektine keine Homologien auf
und bedingen so vermutlich die funktionellen Unterschiede der drei Selektinformen. Fir die
zytoplasmatischen Bereiche der Selektine ist in alen drei Féllen eine konstitutive Interaktion
mit Zytoskel ettbestandteilen beschrieben (Pavalko et al., 1995; Yoshida et al., 1996; Leid et
al., 2002; Kansas und Pavalko, 1996).

L-Selektin |Lektin FEN] c-C Konsitutive Expression
i ; Expression auf
E-Selektin |L ektin - c-cccc-c i | skt vierten Endothelien

Expression auf aktivierten
Endothelien und aktivierten
P-Selektin |Lextin [JE ] c-C-C-C-C-C-C-C-C || Thrombozyten

Speicherung in sekretorischen
Granula

I Transmembranteil D zytoplasmatischer Teil E = EGF-homologer Teil C = repetitive Doméne

Abb.2 Selektine: Struktur und Vorkommen (nach Lasky, 1992)

1.2.4.5 DieLiganden der Selektine

Selektine binden im Allgemeinen an salylierte, glykosylierte, sulfatierte und/oder
fukosylierte Tetrasaccharid-Glykane von Glykoproteinen, Glycolipiden oder Proteoglykanen
(McEver, 1997; Rosen und Bertozzi, 1994; Needham und Schnaar, 1993). Die
Tetrasaccharide sLef (NeubAca2,3Gabl,4(Fucal,3)GIcNAC) und sLé?
(Neub5Aca2,3Gabl,3(Fucal,4)GIcNAc) wurden als minimale Liganden fur alle drei Typen
von Selektinen identifiziert (Walz et a., 1990; Tiemeyer et a., 1991; Takada et al., 1993;
Bird, 1997; Renkonen et al., 1997)(Abbildung 3). Die monovalenten Kohlehydratstrukturen
haben normalerweise nur geringe Bindungsaffinitéat zu Selektinen und erst die clusterartige
Anordnung vieler dieser Oligosaccharide bewirkt die hohe Affinitdt (Rosen und Bertozzi,
1994; Varki, 1994). Fir die Bindung an Selektine ist die Fukosylgruppe der Liganden von
groféter funktioneller Bedeutung.
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Abb.3 E-Selektin-Liganden: sialyl-LewisX (sLeX) und sialyl-LewisA (sLe?)

1.3 Endothel und Zelladhasion

Endothelzellen sind stark abgeflachte Zellen, die als Monolayer das gesamte System der
BlutgeféRe auskleiden und so den Stoffaustausch zwischen Blutstrom und umgebendem
Gewebe kontrollieren. Des Weiteren sind Endothelzellen in der Lage, das Netz der Blutgefalie
Zu erweitern und zu regenerieren, was die Grundlage von Wachstum und Reparatur von
Gewebe darstellt. Dieser als Angiogenese bezeichnete Vorgang wird insbesondere vom
vaskularen ~ Endothel-Wachstumsfaktor ~ VEGF  gesteuert, der  selektiv  die
Endothelzellproliferation stimuliert (Alberts et al., 1994). Verbunden mit der Barrierefunktion
des Endothels ist seine Eigenschaft, die Adhasion von Zellen zu verhindern oder zu initiieren.
Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu keinem Anheften von Zellen an der
Endothelzelloberflache. Nach Stimulation der Endothelzellen durch inflammatorische
Zytokine, Chemokine oder Stickstoffmonooxid (NO) exprimieren sie auf ihrer Oberflache
Adhasionsmolekile, wie VCAM-1, ICAM-1/2 und Selektine, die das Adhérieren und

Transmigrieren von Zellen ermdglichen (Schwarzacher, 2002).

1.4 Zelladh&sion, Krebsund Metastasierung

Unter den synonym verwendeten Begriffen ,,Neoplasie* (Neubildung) und , Tumor“ versteht
man im Allgemeinen die abnorme Vergrof3erung eines Gewebes, welche durch autonome,
progressive und Uberschieffende Proliferation korpereigener Zellen entsteht. Der Begriff
»Krebs* steht fir maligne Tumore, wobel die Fahigkeit zur Invasion und zur Metastasierung
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die entscheidenden Kriterien sind, in denen sich ein maligner von einem benignen Tumor
unterscheidet (Wagener, 1999). Metastasierung kann als ein sekundares Wachstum und eine
sekundére Verbreitung eines malignen Tumors an einem Ort, der nicht seinem Ursprungsort
entspricht, definiert werden (Hakomori et al., 1996).

Zelladhdsionsmolekile sind an alen Schritten der malignen Progression und der
Tumormetastasierung beteiligt (Brodt, 1991). Durch Verlust und Dysregulation von
Zelladhdsionsmolekilen geht die geordnete Gewebsstruktur verloren, Tumorzellen [6sen sich
aus dem Gewebsverband und dringen zunéchst in die Lymphabflusswege ein. Uber die dort
infiltrierten BlutgeféRe konnen die malignen Zellen in die Blutbahn gelangen. Nach
selektinvermittelter Interaktion mit der Geféwand, die as ,Rollen* bezeichnet wird,
durchdringen sie das Endothel und die endotheliale Basalmembran (Spertini et al., 1992;
Schadendorf et al., 1995). Beim , Rollen* haften Tumorzellen, dhnlich wie Leukozyten im
Rahmen der Immunantwort (vgl. Kapitel 1.2.4.3), Uber so schwache Interaktionen am
Endothel an, dass sie vom vorbeistromenden Blut mitgerissen werden. Sofort nach diesem
Ereignis kommt es zur erneuten Adhasion und der beschriebene Vorgang wiederholt sich
mehrfach, was unter dem Mikroskop betrachtet als Entlangrollen am Endothel
wahrgenommen wird (Herlyn und Makowicz, 1991; Folkman, 1995). Der Ort dieser
Adhéasionskaskade ist im Wesentlichen die postkapillare Venole (Ley und Gaethgens, 1991).
Nach ihrer Extravasation wandern die Tumorzellen in das subendotheliale, bindegewebige
Stroma und im weiteren Verlauf in das Parenchym des betreffenden Organs ein. Hier bilden
sich schliefdlich solide Metastasen (Wagener, 1999).

1.4.1 Zeladhasionsmolekile bei der malignen Progression

Der Verlust adhasiven Potentials ist ursachlich fir invasive Wachstumseigenschaften und
Losldsung entarteter Zellen aus dem primaren Tumorzellverband. So weisen beispielsweise
Zellen mit starker E-Cadherin-Expression im Allgemeinen nur geringe invasive Tendenz auf,
wéhrend der Verlust von E-Cadherin mit Erhdhung des Invasionspotentials einhergeht
(Behrens et a., 1989; Vleminckx et a., 1991; Frixen et al., 1991; Zetter, 1993). Auch die
Dysregulation von Integrinen beeinflusst die maligne Progression, wobei sowohl Zugewinn
als auch Verlust bestimmter Integrine invasives Wachstum und Metastasierung fordern
(Felding-Habermann et al., 1992; Gehlsen et al., 1988; Mitjans et al., 1995; Ruitz et al., 1993;
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Zutter et al., 1995; Qian et a.,1994). Im Fall der Immunglobulin-Superfamilie gibt es nur fir
wenige Mitglieder Uberzeugende experimentelle Hinweise auf eine kausale Beteiligung an
maligner Progression (Hsieh et a., 1995; Kunath et al., 1995; Kleinerman et al., 1996; Xie et
al., 1997). Es wird davon ausgegangen, dass Tumorzellen direkt oder indirekt die Expression
von Selektinen und anderen Adhasionsmolekilen auf Blutpldttchen und Endothelzellen
stimulieren, die es ihnen dann ermdglichen, an diese zu binden, was Grundvoraussetzung der
Metastasierung ist (Hakomori et al., 1994).

1.4.2 Selektine bei der malignen Progression

Selektinliganden sind nicht nur auf Leukozyten exprimiert, sondern finden sich auch auf der
Oberflache einer ganzen Reihe von Tumorzellen. Das Pankreaskarzinom ist der klassische
sLe™exprimierende Tumor (Kannagi et a., 1986), wohingegen sLe* vor allem auf
Adenokarzinomzellen des Verdauungstraktes zu finden ist (Iwai et a., 1995). Offensichtlich
bedienen sich Tumorzellen desselben Mechanismus wie Leukozyten, um die Blutbahn zu
verlassen und in angrenzendes Gewebe einzudringen und so auf ,, physiologischem Wege"* zu
metastasieren (Takada et al., 1991; Lauri et al., 1991; Aruffo et a., 1991). Einer der friihesten
Schritte bei der Extravasation von Tumorzellen aus dem Blutgefal3system in subendotheliales
Gewebe ist die Interaktion von sLe- und sLe*Gruppen mit dem von Endothelzellen
exprimierten E-Selektin (Renkonen et al., 1997; Kannagi, 1997). Damit ist E-Selektin direkt
in den Metastasierungsprozess involviert und sLe* und sLe® erlangen funktionelle Bedeutung
bei der Entstehung von Sekundartumoren (Walz et al., 1990). Die Rolle von E-Selektin im
Metastasierungsgeschehen bei Kolonkarzinomen (Dejana et al., 1992; Sato et al., 1997,
Yamada et al., 1995; Bresdlier et al., 1996; Yamada et a., 1997; Cho et al., 1997; Nakamori
et al., 1997; Brodt et a., 1997; Bresalier et al., 1998) ist inzwischen ebenso unbestritten wie
im Fal von Metastasierungsprozessen bei Leukdmie (Lafrenie et a., 1994), bei
Lymphdrisenkrebs (Yoneda et al., 1994) und bei Magenkrebs (Nakashio et al., 1997). Ob E-
Selektin in Brustkrebs- (Toezeren et al., 1995) und Melanom-Metastasierungen (Nguyen et
a., 1997) involviert ist, bleibt widersprtichlich (Miller et al., 1996; Kunzendorf et al., 1994).
In Tabelle 2 wird ein zusammenfassender Uberblick zu Studien Uber die E-Selektin-
Expression in humanen Tumoren gegeben. Da sich eine Adhésion von Tumorzellen der
genannten Krebsformen an Endothelien nur mit anti-sLe*-Antikorpern blockieren Iasst, geht
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man von der Annahme aus, dass sLe* der priméare und pathophysiologisch bedeutsamste
Bindungspartner von E-Selektin beim M etastasi erungsgeschehen ist.

Neben der E-Selektin-vermittelten Bindung von Tumorzellen an Endothelien konnte die
Betelligung des endothelidlen Selektinvertreters an der fur einen wachsenden Tumor
unabdingbar notwendigen Neovaskularisierung ein weiterer Mechanismus sein, Uber den
dieses Adhasionsmolekil Metastasierungsprozesse fordert (Nguyen et a., 1993; Kraling et
al., 1996; Hebbar et al. 1998).

Tabelle 2 Studien zur Expression von E-Selektin und seinen Liganden in humanen Tumoren

Tumortyp gefundenes Resultat Referenzen
Mammakarzinom  Erhohte Expression von E-Selektin auf Tumorendothelzellen Matsuura et al., 1997,
Fox et al., 1995;

Positive Korrelation zwischen E-Selektin-Expressionslevel und

Ostrogenr ezeptor ver lust Nguyen et al., 1997;

Kolorektal-Karzinom Erhbhte_sLeX- und sLe*-Expression fiihrt zu hherem Dejana et al., 1992;
M etastasier ungspotential
Erhohte sLeX- Expression in L eber metastasen Hoff et al., 1989;
Erhohte sLeX- Expression ist begleitet von erhohtem Tumor - )
wachstum und geringerem Uber leben von Patienten Nakamori et al., 1997;

Magen-Karzinom Erhohte sLe*Expression im Priméartumor fuhrt zu mehr
L eber metastasen; erhohte sLeX-Expression hat keine Nakamori et al., 1997a;
Auswirkungen

Pankreas-Karzinom Erhohte sLeX-Expression im Priméartumor fuhrt zu

verstérkter Metastasenbildung Kishimoto et al., 1996;

Melanom Erhohte E- und P-Selektin-Expression korreliert mit héherer
Metastasier ungsrate, vermehrter Tumorbildungund geringerer  Schadendorf et al., 1995;
L ebenserwartung

Einige wenige Studien schreiben P-Selektin eine sehr ahnliche Funktion wie dem E-Selektin-
Molekil zu. So korreliert das vermehrte Anheften von Lungenkrebszellen an Endothelien mit
einer erhdhten Expression von P-Selektin auf der endothelialen Zelloberflache (Pottratz et al.,
1996). In einer anderen Studie wiesen humane Kolonkarzinomzellen unter Flief3bedingungen
eine deutliche Adh&sion an P-Selektin auf (Goetz et al., 1996). Fur den , Lymphozyten-
Homing-Rezeptor* L-Selektin gibt es bisher alerdings keine Hinweise darauf, dass er am
M etastasi erungsgeschehen beteiligt sein konnte.
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1.5 Kleine GTP-bindende Proteine

In Publikationen der letzten Jahre, die sich mit der Regulation von Zell-Zelladhasion und der
dabel zu Grunde liegenden Signaltransduktion beschéftigten, wurden Vertreter der
Superfamilie kleiner GTP-bindender Proteine al's regulatorische Komponenten der Expression
verschiedener Adhasionsmolekiile wie E-Cadherin (Evers et a., 2000a,b; Braga et al., 1999),
Integrine (Clark et a., 1998), E-Selektin (Wojciak-Stathard et al., 1999) oder P-Selektin (de
Leeuw et al., 1999) beschrieben. Kleine GTP-bindende Proteine sind monomere G-Proteine
mit einer molekularen Masse von 20 - 40 kDa und werden strukturabhangig in funf Familien
unterteilt: die Ras-, Rho-, Rab-, Arf (, ADP-ribosylation factor*)- und die Ran-Familie (Takai
et a., 2001; Bourne et al., 1990; Hall et al., 1990; Takai et a., 1993; Garcia-Ranea und
Valencia, 1998; Lazar et al., 1997). Abbildung 4 gibt hierzu einen schematischen Uberblick.

Ras Rab
AN Ve
Arf | ——( kleine G-Proteine Rho
Ran Rho Rac Cdc42 Rnd RhoD TTF
RhoA Sg Cdc42Hs Rnd1/Rho6
RhoB Rac3 G25K Rnd2/Rho7
RhoC TC10 Rnd3/RhoE
RhoG

Abb.4 Die Superfamilie der kleinen GTP-bindenden Proteine

Die Mitglieder der Ras-, Rho- und der Rab-Familie gehtren zu den 0,5 % der Proteine
tierischer Zellen, die durch Isoprenylierung modifiziert werden (Marshall, 1993). Ras, Rho
und Rab werden an ihrem C-Terminus durch Anfigen von C15-Farnesyl-, C20-
Geranylgeranyl-, Palmitoyl- oder Methyleinheiten modifiziert (Bourne et a., 1991; Casey und
Seabra, 1996; Glomset und Farnsworth, 1994; Taka et al., 1993). Diese Modifikation findet
an der C-terminalen sogenannten ,, CAAX-Box“ statt, wobei C fur die Aminosdure (AS)
Cystein, A fur eine aiphatische AS und X fir eine beliebige AS steht. Im Fall von Ras-
Proteinen ist X en Serin, Alanin oder Methionin (Marshal, 1993), was eine C15-
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Farnesylierung des Cysteins (Cys186) der Konsensus-Sequenz zur Folge hat (Gutierrez et al.,
1989). Eine spezifische Farnesyltransferase katalysiert diese posttranslationale
Proteinmodifikation. Anschlief3end erfolgt eine Carboxypeptidase-vermittelte proteolytische
Abspaltung des C-terminalen Tripeptids ,AAX", so dass die Isoprenmodifikation im maturen
Ras-Protein am terminalen Cystein vorliegt (Gutierrez et al., 1989). Eine , CAAX-Box" der
Form ,,CAAL/F* findet sich unter anderem bei Vertretern der Rho-Familie und fuhrt hier zu
einer Geranylgeranylierung (Hancock et al., 1989; Kawata et a., 1990). Auch bei Rho-
Proteinen erfolgt nach Ubertragung der C20-Isopreneinheit auf das , CAAX-Box“-Cystein
durch spezifische Geranylgeranyltransferasen eine proteolytische Entfernung der drei
carboxyterminalen Aminosauren (Takai et al., 2001). Die GTPase RhoB kann sowohl C15-
als auch C20-isoprenyliert vorliegen, was diesem Molekill eine Ausnahmestellung unter den
Rho-Proteinen verleiht (Adamson et al., 1992; Lebowitz et al., 1995). Auf Modifikationen
anderer C-terminaler Sequenzen soll im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher eingegangen
werden. Proteinisoprenylierungen kleiner G-Proteine sind fir deren Membranfixierung und
damit fUr ihre biologische Aktivitét essentiell (Glomset et al., 1990).

Wie in Abbildung 5 dargestellt, sind Statine (Endo, 1988; Goldstein und Brown, 1990) und
spezifische Inhibitoren der Farnesyl- beziehungsweise Geranylgeranyltransferasen geeignete
Verbindungen, isoprenylierte Ras/Rho-Proteine und die durch sie vermittelten Signalwege zu
hemmen. So wird diskutiert, dass Lovastatin durch Hemmung von Ras- und RhoB-
vermittelten Mechanismen, wie beispielsweise der Aktivierung von ,extracellular-signal-
regulated kinases® (ERKS), Einfluss auf die zelluléare Sensitivitdt gegeniber g-Strahlung
nimmt (Fritz et al., 2003; Miller et a., 1993). Des Weiteren wurden fur Lovastatin
inhibitorische  Eigenschaften  beziliglich ~ UV-Licht-induzierter ~ Aktivierung  von
stressaktivierbaren Proteinkinasen/c-Jun-NH,-terminalen Kinasen (SAPK/INK) und UV-
vermitteltem apoptotischem Zelltod berichtet (Gnad et al., 2000; von Bardeleben et al., 2003).
Pharmakologische Hemmung der Ras/Rho-lIsoprenylierung durch Farnesyltransferase-
Inhibitoren oder Statine fuhrt zu veranderten zellularen Antworten auf anti-neoplastisch
wirkende Pharmaka und Bestrahlung (von Bardeleben et al., 2002; Fokstuen et al., 1997; Liu
et a., 2001b). Statine gehdren as Cholesterin-Synthese-Hemmer zu den wichtigsten
lipidsenkenden Medikamenten auf dem Weltmarkt. Diese urspriinglich aus Pilzen isolierten
Wirkstoffe blockieren die Bildung von Farnesylpyrophosphat und damit von Cholesterin in
der Leber, indem sie as spezifische Inhibitoren das Schrittmacherenzym dieses

Biosyntheseweges, ndmlich die HMG-CoA-Reduktase, hemmen (Goldstein und Brown,
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1990). In den letzten Jahren haufen sich Berichte Uber pleiotrope Wirkungen von Statinen, die
unabhéngig ihres lipidsenkenden Potentials auftreten und u.a. von anti-thrombotischer, anti-
inflammatorischer und anti-neoplastischer Natur sind (Metha, 2003). Der Einsatz von
Farnesyltransferase-Inhibitoren in klinischen Phase I- und Phase 1I-Studien an Patienten
erwies sich bisher als vielversprechende Therapie-Strategie, Ras-Proteine in malignen Zellen
bei ansonsten schlecht chemotherapierbaren Krebsformen zu hemmen (Cohen et al., 2004;
Alsinaet a., 2004). Auch Geranygeranyltransferase-Inhibitoren werden im Hinblick auf ihren
potentiellen therapeutischen Einsatz in der Chemotherapie bestimmter Krebsformen wie
Kolon- und Mammakarzinomen in vivo in transgenen Mausmodellen getestet. Sie zeigen
ebenfalls durch Hemmung bestimmter Ras-Formen anti-tumorigene Eigenschaften (Kusama
et a., 2003; Sun et a. 2003). Sowohl fur Farnesyltransferase- als auch fir
Geranylgeranyltransferase-Inhibitoren wird eine Hemmung weiterer kleiner G-Proteine - wie
RhoA oder RhoB - unabhangig von Ras diskutiert, die zu den beobachteten Effekten dieser
Verbindungen beitragen konnten (Kusama et a., 2003; Sun et al., 2003; Lebowitz und
Prendergast, 1998; Du et al., 1999; Gnad et a., 2000).

Acetyl-CoA

v

HMG-CoA
lHI\/IG-CoA-Reduktase'— Statine

Mevionat / Ubichinon
Dalichal
Farnesyl-Pyrophosphat é:Hém A

v

Squalen

v

Cholesterin Geranylgeranyl-Pyrophosphat
—GGTI

FTI

Farnesylierte Proteine

Geranylgeranylierte Proteine

Abb.5 Angriffspunkte von Statinen und | soprentransfer ase-1nhibitoren
(CoA=CoenzymA; HM G-CoA=3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA;
FTI=Farnesyltransferase-Inhibitor; GGTI=Geranylgeranyltransferase-
Inhibitor)

GemaR ihrer Struktur besitzen kleine G-Proteine zwei interkonvertierbare Formen, eine GDP-
gebundene inaktive und eine GTP-gebundene aktive Form (Bourne et al., 1990; Hall et al.,
1990; Takai et a., 1993). Ein Ubergeordnetes exogenes Signal, welches Uber verschiedene
Oberflachenrezeptoren wie z.B. G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Rezeptortyrosinkinasen
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oder auch Zytokinrezeptoren in die Zelle gelangt, veranlasst die Dissoziation des GDP von
der GDP-gebundenen Form des G-Proteins. Dieser fur die Aktivierung der kleinen GTPasen
geschwindigkeitsbestimmende Schritt wird durch sogenannte ,,guanine nucleotide exchange
proteins’ (GEPs) stimuliert, die auch as , guanine nucleotide releasing factors* bezeichnet
werden (Wada et a., 1997, Buday und Downward, 1993; Hart et al., 1991; Yaku et al., 1994).
Weiterhin sind die GDP/GT P-Austauschreaktionen der Rho- und der Rab-Familie durch einen
» GDP dissociation inhibitor* (GDI) reguliert, der mit der inaktiven Form der kleinen GTPase
einen Komplex bildet und so die Abdissoziation des GDP verhindert (Fukumoto et al., 1990).
Folge einer GEP-vermittelten GDP-Freisetzung ist die Bindung von GTP, was die Interaktion
der kleinen G-Proteine mit Effektormolektilen ermdglicht, die typischerweise Proteinkinasen
oder Adapterproteine fur Proteinkinasen darstellen (Takai et a., 2001). Die aktive Form des
G-Proteins wird durch Hydrolyse von GTP zu GDP inaktiviert. Die Abdissoziation der
Effektoren ist Folge dieser Inaktivierung. Die intrinsische GTPase-Aktivitét, die alle kleinen
G-Proteine besitzen, ist ziemlich gering und wird durch ,, GTPase activating proteins® (GAPS)
stimuliert (Boguski und McCormick, 1993; Fukui et a., 1997; Trahey und McCormick, 1987,
Settleman et a., 1992). Das Durchlaufen eines Zyklus von Aktivierung und Inaktivierung
ermoglicht den kleinen G-Proteinen auf diese Art und Weise als molekulare Schalter zu
dienen, die ein Ubergeordnetes Signal fur eine bestimmte Zeit auf einen , downstream®-
Effektor ubertragen. Abbildung 6 gibt einen schematischen Uberblick tiber die Regulation der
kleinen G-Proteine.

Uber geor dnetes Signal

,downstream* -
Signal

Abb.6 Regulation der Aktivitat kleiner G-Proteine (nach Takai et al., 2001)
(GEP = GDP/GTP exchange protein; GDI = GDP dissociation inhibitor;
GAP = GTPase activating protein; /MWW = |soprenrest)
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1.6 Die Familieder Rho-Proteine

Mitglieder der Familie Ras-homologer (Rho-) Proteine (vgl. Abbildung 4) sind an
zytoskelettalen Reorganisationen als Antwort auf extrazelluléare Signale (Ridley und Hall,
1992 und 1994; Kozma et a., 1995; Ridley et al., 1992), bei der Regulation der
Genexpression (Coso et a., 1995; Hill et al., 1995; Sulciner et al., 1996; Westwick et al.,
1997), der Differenzierung und der Apoptose (Fritz et a., 1994; Fritz und Kaina, 2000; Esteve
et a., 1998) sowie am Zelwachstum (Clark et al., 1998) und der Regulation des
sekretorischen Vesikelmembrantransports beteiligt (Olson et al., 1995; Adam et al., 1996;
Glise und Noselli, 1997). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass einige Rho-Proteine
(d.h. Rho, Rac und Cdc42) fur die G;-Zellzyklusprogression unabdingbar sind (Mackay und
Hall, 1998; Olson et al., 1995; Yamamoto et a., 1993). Ihre Beteiligung an der Regulation
einer solchen Vielzahl essentieller Zellfunktionen macht verstandlich, dass Stérungen der
natUrlichen Balance Rho-vermittelter Ereignisse in Zellen zu dem charakteristischen
Phanotyp eines Tumors mit invasiven und metastatischen Eigenschaften fihren koénnen
(Westwick et al., 1997; Cleverley et a., 2000; Suwa et a., 1998; Boettner und Van Adlst,
2002). Insbesondere ihre zentrale Stellung bei der Kontrolle der Zellmotilitét (Lauffenburger
und Horwitz, 1996; Mitchison und Cramer, 1996; Anand-Apte et a., 1997; Evers et .,
2000a,b), der Zelladhasion (Takaishi et al., 1997; Jou und Nelson, 1998; Braga et al., 1999;
Everset a., 2000a,b), der Organisation des Aktinzytoskeletts und der Transkriptionskontrolle
macht Rho-GTPasen zu onkologisch relevanten Signaltransduktoren (Schmitz et al., 2000;
Evers et a., 2000a). Regulatorische Komponenten, die im Zusammenhang mit der Kontrolle
der Expression und Funktion von Adhasionsmolekilen diskutiert werden, stammen
interessanterweise ale aus der Rho-Protein-Familie (Braga et a., 1999; Clark et al., 1998;
Evers et al., 2000a,b; Wojciak-Stothard et al., 1999). Eine ganze Reihe von in vitro-Studien
mit Tumorzelllinien konnten eine Beteiligung von Rho-GTPasen an der Tumorprogression
und der Tumorinvasivitét belegen (Schmitz et al., 2000; Price und Collard, 2001). In in vivo-
Experimenten an Mausmodellen wurde fir RhoA und RhoC eine zentrale Rolle bei
tumorigenen Invasionsprozessen und bei der Metastasierung diskutiert (Imamura et a., 2000;
Del Peso et al., 1997; Itoh et a., 1999; Clark et al., 2000). Bel Untersuchungen der Rho-
Proteinexpression in humanen Tumoren zeigte sich, dass die Tumormalignitdt mit der Rho-
Protein-Uberexpression in den entarteten Zellen korreliert (Fritz et al., 2002; Suwa et al.,

1998). Die Gesamtheit der verfigbaren Daten spricht somit fur eine bedeutende,
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regul atorische Funktion der Rho-GTPasen bei Tumorentwicklung und -progression (Price und
Collard, 2001; Schmitz et a., 2000).

Wichtige Effektormolekile Rho-regulierter Mechanismen sind Proteinkinasen wie z.B.
»MAP-Kinasen® (,mitogen activated protein kinases‘)(Bagrodia et a., 1995a; von
Bardeleben et al., 2003; Canman und Kastan, 1996), die Rho-Kinase (Redowicz, 1999;
Narumiya et a., 1997; Alberts et al., 1998) oder ,p2l(Cdc42/Rac)-activated kinase"
(PAK)(Bagrodia et al., 19954, b; Leung et al., 1995; Lian und Badwey, 1997; Manser et al.,
1995). MAP-Kinasen bilden ihrerseits eine aus drei Gruppen bestehende Familie, den
~extracellular regulated kinases’ (ERKS), den , stressactivated protein kinases/c-Jun-NH,-
termina kinases® (SAPK/INK) und der p38-Kinase (Canman und Kastan, 1996; Minden et
a., 1994 und 1995; Rosette und Karin, 1996). Fur Racl und Cdc42 konnte gezeigt werden,
dass sie die Aktivierung der c-Jun-NH-terminalen Kinase (JNK) und der p38-MAP Kinase
regulieren (Minden et al., 1995; Coso et a., 1995). Fur RhoA wurde die Serin/Threonin-
Kinase Rho-Kinase as ,,downstream” -Effektor beschrieben (Madaule et al., 1998; Redowicz,
1999; Segain et al., 2003). Cdc42 konnte als Aktivator sowohl der Rho-Kinase (Alberts et al.,
1998) als auch der PAK identifiziert werden (Bagrodia et al., 1995a; Manser et al., 1995).
PAK wird auf3erdem als Effektormolekil von Racl (Bagrodia et a., 1995b) und RhoA
(Leung et a., 1995) diskutiert. Einige Mitglieder der Rho-Familie sind beféhigt,
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Perona et al., 1997; Sulciner et a., 1996) oder AP-1
(Chang et al., 1998) zu aktivieren und entfalten auf diesem Weg ihre genregulatorischen
Eigenschaften. Allesin allem liegt der grof3en Bandbreite Rho-vermittelter zelluléarer Prozesse
ein extrem kompliziertes Zusammenspiel verschiedener Rho-Proteine und Rho-
Effektormolekile zu Grunde. Die Komplexitét besteht vor alem darin, dass durchaus
verschiedene Rho-GTPasen mit demselben Effektor interagieren und dabei moglicherweise
auch antagonistische Wirkungen aufweisen konnen. Welche Rho-GTPase im Zusammenspiel
mit welchem Rho-Protein Uber welchen Effektor seine Wirkung ausiibt, ist oft unklar und

bedarf im Bezug auf die jeweilige Fragestellung einer gezielten Analyse.
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

E-Selektin vermittelt neben der Leukozytenadhésion bei Entztindungen auch die Bindung von
Tumorzellen an vaskulares Endothel und leitet damit die Fernmetastasierung ein (Dejana et
al., 1992; Mannori et a., 1997; Biancone et al., 1996; Brodt et a., 1997).

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Uber eine gezielte Beeinflussung der
Expression des endothelialen Adh&sionsmolekils E-Selektin in das Metastasierungs-
geschehen hé@matogen metastasierender Krebsformen eingegriffen werden kénnte. Hierzu
wurden die molekularen Regulationsmechanismen der Gen- und Proteinexpression des
endothelzellspezifischen Selektinvertreters in  vitro in  humanen Nabelschnurvenen-
Endothelzellen (HUVEC) néher charakterisiert. Neben der Suche nach Signalmolekilen, die
an der Regulation der E-Selektin-Genexpression beteiligt sind, umfasste die Zielsetzung der
Arbeit die Identifizierung und Charakterisierung von Modulatoren, mit denen gezielt in die
Genexpression von E-Selektin eingegriffen werden kann. Die Frage, ob durch ene
spezifische pharmakologische Hemmung der E-Selektin-Expression in Endothelzellen die
initialen Schritte im Metastasierungsgeschehen wie Adhésion und Diapedese von
Tumorzellen an bzw. durch Endothelzellmonolayer verhindert werden konnten, stand im
Mittelpunkt der im Folgenden beschriebenen Studien. Die erzielten Ergebnisse kdnnten als
molekulare Grundlage zur Konzeption neuer therapeutischer Strategien zur Inhibition der

Tumormetastasierung dienen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Feinchemikalien und Chemikalien

Lovastatin, Simvastatin,
Geranylgeranyltransferase-Inhibitor Typ | (GGTI),
Farnesyltransferase-Inhibitor (FTI) Calbiochem, Bad Soden

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), Farnesylpyrophosphat (FPP),
TNFa, Calcein AM, ESCORTO 11 Transfection Reagent,
Lysophosphatidsdure, Cytochalasin D, IL-1a/b,

Lipopolysaccharid (LPS)(E. coli), Ampicillin, Ponceau S,
Proteinmarker Dalton V11, 14-70 kDa,

Proteinmarker High Molecular Weight, 29-205 kDa,

Triton X-100, Tween-20, RNAse A, PMSF,

Dithiothreitol (DTT), Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Mlnchen
Clostridium difficile Toxin A (ToxA) Hannover
Retinsdurederivate (al-trans- und 9-cis-) ICN, Eschwege

Phosphate buffered saline (PBS),
Trypsin/EDTA-Konzentrat Biochrom, Berlin

Bovine serum albumin (BSA), Acrylamid/Bisacrylamid,
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin),
b-Mercaptoethanol, Glycerin, Tween-20 Roth, Karlsruhe

Protran®BA Nitrocellulose Transfer Membrane Schleicher& Schuell, Dassdl
Complete Mini, EDTA-free Proteasen-Inhibitor-Cocktail,

RNAse-Inhibitor,

Deoxynukleosid-Triphosphat Set, PCR Grade Roche Diagnostics, Mannheim

Prestained Protein Molecular Weight Marker,
pBR322 DNA/Alul Marker,

Lambda DNA/EcoRI/HindIll Marker 3 MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Agarose GibcoLifeTechnologies, Karlsruhe
Annexin-V-FITC BD Pharmingen, Heidelberg
Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt
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Bradford-Reagenz, Comassie Blue G-250,

Natriumdodecylsulfat (SDS)
DM SO, Nonidet P40
LMP-Agarose
Magermilchpulver

Propidiumjodid, Serva Brillant Blue,
Bromphenolblau

Bacto Agar, Bacto Y east Extract, Bacto Tryptone

Bio-Rad, Mlnchen
Fluka, Neu UIm
Appligene, Heidelberg

Reformhaus, Mainz

Serva, Heidelberg

Difco Laboratories, Detroit

Hier nicht erwahnte Chemikalien stammten von den Firmen Roth (Karlsruhe), Roche
Diagnostics (Mannheim), Bio-Rad (Minchen), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt) und

Sigma-Aldrich (Munchen).

2.1.2 Medien, Losungen und Puffer

Agar-Platten

Amp-Platten

LB-Medium

PBS (pH 7,4)

10 x TBE (pH 8,2)

TE (pH 8,0)

Protein-Transfer-Puffer

15 g Agar-Agar
ad 1000 ml mit LB-Medium

15 g Agar-Agar
ad 1000 ml mit LB-Medium
+ Ampicillin (50 pg/ml)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1000 ml A. bidest

137 mM NaCl
2,7mM KClI

6,5 mM Na,HPO,
1,5mM KH,PO,
0,7 mM CaCl,
0,6 mM MgCl,

900 mM Tris
900 mM Borsaure
125 mM EDTA

10 mM Tris-HCI
1mM EDTA

25 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM Glycin
25 % Methanol
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SDS-Laufpuffer

FACS-Bindepuffer (10x)

Bradford Reagenz

Ultraschallpuffer

P1-Puffer

P2-Puffer
P3-Puffer

Klenow-Puffer

Blockierungsldsung

Transformationspuffer Thf I-Puffer

Transformationspuffer Tbf 11-Puffer

Oozyten-Injektionspuffer

57,6 g Glycin

12 g Tris

10 ml 20 % SDS

ad 2000 ml mit A. bidest

100 mM Hepes, pH 7,4
1,4 M NaCl

25 mM CaCl,

1% BSA

0,01 % Serva Brillant Blue
25 ml Ethanol

50 ml H,PO, 85 %ig

ad 500 ml A. bidest

20 mM Tris-HCI, pH 8,5
1mM EDTA
1 mM b-Mercaptoethanol
5% Glycerin
1 mM PMSF

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA

100 pg/ml RNAse A

200 mM NaOH, 1 % SDS
2,55M KOACc, pH 4,8

10 mM Tri/HCl, pH 8,0

60 mM NaCl
6,6 MM MqgCl,, 2mM DTT

5 % Magermilchpulver in PBS

0,2 % Tween-20

30 mM KAc

50 mM MnCl,

100 mM KCl

15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8
mit HAc einstellen

10 mM MOPS/NaOH

75 mM CaCl,

10 mM KClI

15 % (v/v) Glycerin, pH 7,0
sterilfiltrieren

5mM TrigHCl, pH 7,4
0,1 mM EDTA
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2.1.3 Kits

Titan™One Tube RT-PCR System
Luciferase Assay System
GenElute™Mammalian Total RNA Kit

LightCycler-FastStartDNA Master SY BR-Greenl

DNeasy®-Tissue Kit

Effektene™ Transfection Reagent Kit
QCM™ 96-Well Cell Invasion Assay

Cdll Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)
WST-1 Cell Proliferation Reagent

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Chemicon, Hofheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

ECL ™-/ ECL-Plus™-Western blotting detection reagent Amersham, Freiburg

EndoFree®Plasmid MegaKit
E.N.Z.A®Tissue DNA Mini Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
SIGMA FAST™ pNPP Substrate Tablet Set
Beta-Glo™ Assay System

2.1.4 Antikorper

Anti-E-Selektin-Antikorper
Anti-Maus-1gG-Antikorper (POD-konjugiert)
Anti-Maus-1gG-Antikorper (FITC-konjugiert)
1gG2a, kappa

Anti-Phospho-l1kB-a (Ser32)-Antikorper
Anti-myc-HRP-Antikorper
Anti-P-Selektin-Antikorper
Anti-lIkB-a-Antikorper
Anti-TNF-R2-Antikdrper
Anti-TNF-R1-Antikorper
Anti-human-ICAM-1-Antikorper
Anti-Bcl-2-Antikorper

Anti-Bax-Antikorper

Anti-Fas-Antikorper, aktivierend
Anti-p21/(Waf-1)-Antikorper

Anti-1gG-Kaninchen-Antikdrper (HRP-konjugiert)

Anti-lgG-Maus-Antikorper (HRP-konjugiert)

2.1.5 Enzyme

PowerScript DNA Polymerase Mix
Alkalische Schrimps Phosphatase
REDTag™ReadyMix™PCR Reaction Mix
Tag-DNA-Polymerase

T,-DNA-Ligase
Restriktionsendonukleasen

Qiagen, Hilden

PegL ab, Erlangen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Promega, Mannheim

Santa Cruz, Heidelberg
Promega, Mannheim
Dako, Hamburg
Sigma-Aldrich, Minchen
Biolabs, Frankfurt a. M.
Invitrogen, Karlsruhe
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
R&D Systems, Wiesbaden
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Upstate, Hamburg
Calbiochem, Bad Soden
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig

PANO Biotech, Aidenbach
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

(EcoR I, BamH I, Not I, Hind I11, Bgl Il, Kpn I, Apal, Taq |, Accl, Dral, Dpn I, Scal)
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2.1.6 Oligonukleotide

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys,
Steinheim bezogen.

E-Sdlektin-Primer

RT-PCR: 5 -Primer: 5-TCTCTCAGCTCTCACTTTG-3

3 -Primer: 5-TTCTTCTTGCTGCACCTCT-3
Promotorisolierung: 5'-Primer: 5-AGGCTGGTCTTGAACTCCCG-3

3 -Primer: 5-GACTTCAAGAGTTCTTTTCACCC-3

GAPDH-Primer

RT-PCR: 5 -Primer: 5-GTCTTCACCACCATGGAGAAGGCT-3
3 -Primer: 5-CATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCA-3

RhoB-Primer

PCR-Klonierung: 5 -Primer: 5-GGGGTACCCCATGGCATCAATGCAGAAGCTGAT
CTCAGAGGAGGACATGGCGGCCATCCGCAAGAA
GCTG-3
3 -Primer: 5 -CTGTCTACCGAGAAGCACATAAGG-3

Sequenzierung/
Genotypisierung: 5 -Primer: 5-GGGGTACCCCATGGCATCAATGCAGAAGCTGAT
CTCAGAGGAGGACATGGCGGCCATCCGCAAGAA
GCTG-3
3 -Primer: 5-TTTTCCTTTTGCGGCCGCTTTTTTCCTTCATAGC
ACCTTGCAGCAGTTGATGC-3

Racl-Primer

PCR-Klonierung: 5 -Primer: 5-CGGGATCCCGATGGCATCAATGCAGAAGCTG
ATCTCAGAGGAGGACCTGATGCAGGCCATCAAG
TGTGTGGTGGTGGGAGACGGAGCTGTAGGTAAA
AATTGCC-3

3 -Primer: 5 -GGAATTCCTTACAACAGCAGGCATTTTC
TCTTCC-3

Sequenzierung/

Genotypisierung: 5 -Primer: 5-CGGGATCCCGATGGCATCAATGCAGAAGCTG
ATCTCAGAGGAGGACCTGATGCAGGCCATCAAG
TGTGTGGTGGTGGGAGACGGAGCTGTAGGTAAA
AATTGCC-3

3 -Primer: 5-TTAAGAACACATCTGTTTGCGG-3'

L oxP-Primer

PCR-Klonierung/

Seguenzierung: 5 -Primer: 5-CCCAAGCTTGGGATAACTTCGTATAGCATACAT
TATACGAAGTTATGTCGGAGGCCACCATGGCTC
GCG-3
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3 -Primer: 5-GGGGTACCCCATAACTTCGTATAATGTATGCTAT

UbiquitinC-Promotor -Primer

ACGAAGTTATCGGATCCAGACATGATAAGATAC

Seguenzierung: 5 -Primer: 5-TAGGGTAGGCTCTCCTGAATCGACAG-3
5 -Primer: 5-GAAAAGTGCCACCTGACGTC-3

lacZ-Primer

Seguenzierung: 5-Primer: 5-TTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAAT-3

2.1.7 Expressionsvektoren

Rho-Expressionsvektoren
pGL3-Basic

NF-kB-Minimal-Promotor-K onstrukt

AP-1-Minimal-Promotor-K onstrukt
pGlac

pcDNA3.1

pUBG6/V5-HisC

pPGK creSV40pA

2.1.8 Z€ellsysteme

2.1.8.1 Bakterienstamme

E. coli DH5a:

Institut fir Toxikologie, Mainz
Promega, Mannheim
Stratagene, Amsterdam
Stratagene, Amsterdam

Institut fir Toxikologie, Mainz
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Institut fUr Toxikologie, Mainz

F- / endAl / hsdR17 (rk’; mk®) / supE44 / thi-1 / recAl / gyrA96 / relAl / [¥(argF-laczya) /

U169/ 80dLacZl3M 15

2.1.8.2 Saugerzelllinien und primére Zellsysteme

Endothel zelllinie EA .hy-926

Humane Nabel schnurvenen-Endothel zellen (HUVEC)
Humane Kolonkarzinomzelllinie DLD1

Humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29

Humane Mammakarzinomzelllinie MCF-7
p53-profiziente fibroblastoide Zellen der Maus BK4

Affennierenzelllinie COS-7
Mausfibroblasten NIH-3T3

North Carolina

Cambrex, Verviers

ATCC (*)

ATCC (*)

ATCC (*)

Institut fir Toxikologie, Mainz
ATCC (*)

ATCC (*)

(*) diese Zdllinien waren in der Abteilung ,, Angewandte Toxikologie* verflgbar.
Urspriinglich stammen diese Zelllinien von,, American Type Culture Collection® (ATCC).
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2.1.9 Zdlkulturmedien

Dulbeccos modified eagle medium (DMEM)
Modified eagle medium (MEM)

Endothelial Growth Medium 2 (EGM-2)
RPMI-Medium

2.1.10 Medien-Zusétze

Fotales Rinderserum (FCS)
HAT-Medium-Supplement
Natrium-Pyruvat

Glutamin

2.1.11 Plastikware zur Zellkultivierung

96-well Microtiter-Platten

Zellkulturflaschen Easy Flask 25 V/C
Zellkulturflaschen TC Flask 80CM2 VE
Zellkulturschalen (@9 cm, @5cm, @ 2,5 cm)
PP-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Kryoréhrchen

2.1.12 Gerate

Bakterien-Brutschrank
Bakterienplatten

Bio-Rad, iCyclerO 1Q
Blot-Kammer, Trans-Blot Cell
Brutschrank NUAIRE (NU-4500E)
Brutschrank (B5060 EK/CQO2)
®Co-g-Strahlungsquelle
ECL-Filme
Elektrophoreseapparaturen
Elektrophoreseapparatur
Elektroporationsgerét

FACScalibur

Feinwaage
Fluoreszence-EL1SA-Plate reader SpectraMAX
Fluorezenzeinrichtung BX-FLA
Geltrockner

L umineszenzphotometer
Mikroskop BX 50
Neubauer-Zahlkammer
Polaroid-Kamera M P4 Standard
Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
Schuttelinkubator

Spannungsquelle Power PAC 200/2.0

Cambrex, Verviers
Cambrex, Verviers
Cambrex, Verviers
Cambrex, Verviers

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Minchen
GibcoLifeTechnologies, Karlsruhe
GibcoL ifeTechnologies, Karlsruhe

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden

Heraeus, M inchen

Greiner, Frickenhausen
Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Minchen

Zapf, Sarstedt

Heraeus, Minchen

Atomic Energy of Cananda Ltd.
Amersham, Braunschweig
Biometra, Gottingen

PegL ab, Nlrnberg

Bio-Rad, Minchen

Becton Dickinson, Heidelberg
Satorius, Gottingen

Molecular Devices, Albertville
Olympus, Hamburg

Bio-Rad, Minchen

Berthold, Pforzheim

Olympus, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Polaroid, Offenbach

Kodak, Stuttgart

Braun Biotech. Int., Melsungen
Bio-Rad, Minchen
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Spannungsquelle Power PAC 3000
Spektralphotometer Titertek Multiscan Plus
Sterilbank CLASSII A/B3, NUAIR
Tischzentrifuge 5402

Thermomixer 5436

Thermocycler

Trans-Blot®SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell
Transilluminator

Turboblotter™ Downward Transfer Systems
Uberkopfschiittler REAX2

Ultraschallstab 250

Ultra Turrax T25 basic

UltraTurrax T25 basic

V akuumpumpe

Whatman 3 MM Filterpapier

Zentrifuge Megafuge 1.0, Rotor 3360
Zentrifuge Sorvall RC513, Rotor GSA

Bio-Rad, Minchen
Labsystems, Finnland

Zapf, Sarstedt

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Bio-Rad, Minchen
Bachhofer, Reutlingen
Schleicher & Schuell, Dassel
Heidolph, Schwabach
Branson, Danbury, USA
IKA®-Werke, Staufen
IKA®-Werke, Staufen
Brandt, Wertheim
Schleicher & Schuell, Dassdl
Heraeus, M inchen

Heraeus, M inchen
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2.2 Methoden

2.2.1 Z€elbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien und eukaryontischen Zellsystemen

a) Kultivierung von Bakterien (Escherichia coli)
Flissige Bakterienkulturen wurden in LB-Medium mit oder ohne Ampicillin (100 pg/ml) bei
37°C unter Schitteln (180 U/min) kultiviert. Des Weiteren erfolgte die Kultivierung von E.
coli auf Agarplatten (LB + 50 - 100 pg/ml Ampicillin) bel 37°C. Zum Anlegen von
Dauerkulturen wurden 1,5 ml einer Uber-Nacht-Kultur abzentrifugiert (5 min bei 14000
U/min, RT), das Zellpellet in 500 ul des entsprechenden Mediums resuspendiert, mit 500 pl
(1 Volumen = 50 %) sterilem Glycerin versetzt und gut gemischt. Die Suspension wurde in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bel -80°C aufbewahrt.

b) Kultivierung eukaryontischer Zellen
EA.hy-926-Zellen  und humane Kolonkarzinomzellen (DLD1, HT-29) sowie
Mausfibroblasten (BK4) wurden in DMEM mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS kultiviert.
EA.hy-926-Kulturen enthielten zusédtzlich 1 % HAT-Medium-Supplement. MCF-7
Karzinomzellen wuchsen in RPMI-Medium mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS. HUVEC
wurden gemal3 den Vorgaben des Herstellers (Cambrex) in Endothelzellmedium EGM-2,
welches 2 % FCS beinhaltet, gezogen. Die Kultivierung aler Zellen erfolgte bei 37°C in
Plastikkulturflaschen bzw. Plastikkulturschalen in CO,-Inkubatoren unter
wasserdampfgeséttigter Atmosphére mit 7 % CO,. HUVEC wurden von der vierten bis zur
siebten Passage in Experimenten eingesetzt. Alle Zellen wurden zweima wdchentlich
passagiert. Hierzu wurde zunéchst das Medium abgenommen und die Zellen mit Trypsin
(0.25 %)/EDTA (0,025 %) fur ca. 5 min bel RT inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in
frischem, 37°C - warmen Medium aufgenommen, in einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt und
in der gewlinschten Zellzahl ausgesét. Zum Einfrieren wurden exponentiell wachsende Zellen
einer Plastikkulturschale geerntet (Trypsin/EDTA), in Medium aufgenommen und bei 1000
U/min far 4 min abzentrifugiert. Das Medium wurde entfernt, das verbleibende Zellpellet in
Einfriermedium (FCS + 10 % DMSO) resuspendiert und in Kryoréhrchen tberfihrt. Nach
einer Verweildauer von 5 min bei 4°C wurden die Rohrchen in Zellstoff verpackt und in einer

Styroporbox bel -80°C eingefroren. Nach 2 - 3 Tagen wurden die Zellen in fllssigen

28



Material und Methoden

Stickstoff Uberfuhrt. Die tiefgefrorenen Zellen wurden bel 37°C in einem Wasserbad
aufgetaut und anschlief3end mit Kulturmedium gewaschen (1000 U/min, 4 min, RT), um das
verbleibende DM SO zu entfernen. Die Zellen wurden in 5 ml Medium aufgenommen und in

eine Kulturflasche uberfuhrt.

2.2.1.2 Bestimmung der NO-Konzentration

Fir die Bestimmung der NO-Freisetzung durch iNOS und eNOS in Endothel zellen wurde die
Konzentration von Nitrit im Mediumtberstand mit Hilfe des kolorimetrischen Griess-Assays
(Green et a., 1982) oder eines auf Chemolumineszenz basierenden Nachweisverfahrens im
Sievers-NO-Analyzer bestimmt (Dunham et al., 1995).

2.2.1.3 Anayse der Tumorzelladhasion

Die Adhdsion von humanen Kolonkarzinomzellen (DLD1) wund humanen
Mammakarzinomzellen (MCF-7) an konfluente Endothelzellmonolayer wurde durch eine
Fluoreszenzmarkierung der Tumorzellen unter Verwendung des Farbstoffes Calcein AM
(Anregung: 495 nm; Emission: 517 nm) quantifiziert. Hierzu wurden Karzinomzellen mit
5 UM Calcein AM fir 30 min bei 37°C inkubiert. 5 x 10° der so markierten Zellen wurden
anschlief?end auf einen konfluenten HUVEC-Zellmonolayer gegeben. Die Adhasion der
Tumorzellen erfolgte wéhrend einer zweistiindigen Inkubation bel 37°C. Nicht adhérierte
Tumorzellen wurden durch viermaliges Spilen mit PBS entfernt, bevor die adhérierte
Fluoreszenz im  Fluoreszenz-Photometer  bestimmt wurde. Die Zunahme der
Tumorzelladhésion nach TNFa- bzw. IR-Stimulation der HUVEC wurde relativ zur
spontanen Adhéasion an unbehandelte HUVEC berechnet, die als Bezugswert gleich 1 gesetzt

wurde.

2.2.1.4 Tumorzell-Transmigrations Assay

Zur Bestimmung der Tumorzell-Invasivitédt wurde die Transmigrationsrate von Tumorzellen
durch einen konfluenten HUVEC-Monolayer unter Verwendung von ,96-well Cell Invasion
Chamber plates‘ (Chemicon) bestimmt. HUVEC wurden in hoher Dichte (5 x 10%/well) in die
ECM (Kollagen)-beschichteten Einsdtze der ,, 96-well Cell Invasion Chamber plates’ eingesét

und Uber Nacht kultiviert. Nach Lovastatinvorbehandlung fir ca. 16 Stunden wurde das
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Medium ersetzt und die Zellen 3 Stunden mit TNFa (1 ng/ml) stimuliert. Im Anschluss
erfolgte die Zugabe von 3 x 10°> Kolonkarzinomzellen (HT-29) pro well. Nach Uber-Nacht-
Inkubation wurde die Analyse der Anzahl transmigrierter Tumorzellen durch DNA-Farbung
entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Chemicon) durchgefihrt. Die basale Migration
von HT-29-Zellen durch unbehandelte Endothelzellen wurde as Bezugswert fur die

Auswertung herangezogen und gleich 1 gesetzt.

2.2.1.5 Zytotoxizitétstests

a) Bestimmung der Apoptosefrequenz durch sub-G1-Messung
Die Apoptosefrequenz wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Messung der sub-G1-
Zéellfraktion basiert auf der Tatsache, dass der DNA-Gehalt apoptotischer Zellen unterhalb des
DNA-Gehalts einer Zelle in der G1-Phase liegt (Nicoletti et al., 1991; Fraker et al., 1995).
Entsprechend behandelte oder unbehandelte Zellen wurden durch Trypsin/EDTA abgel 6st,
mit den nicht adhdrenten Zellen im Zelkulturiiberstand vereinigt und abzentrifugiert
(1000 U/min; 4°C). Nach einmaligem Waschen mit PBS (1000 U/min; 4 min; RT) erfolgte
fur mindestens 30 min die Fixierung der Zellen in 70 %igem Ethanol bei -20°C. Nach
erneuter Zentrifugation (1500 U/min; 6 min; 4°C) wurde das Zellsediment an der Luft
getrocknet und in 150 pl RNase A (0,1 mg/ml in PBS) und 0,5 ml Propidiumjodid (PI; 20
pg/ml in PBS) aufgenommen. Nach Inkubation fir ca. 10 min bel Zimmertemperatur wurden
die Zellen mit dem Durchflusszytometer mittels CellQuest Software (Becton Dickinson)

vermessen.

b) Analyse metabolischer Zellaktivitét

Mit Hilfe wvon WST-1-Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) kann die
Proliferationsaktivitét (Vitalitdt) von Zellen bestimmt werden. Grundlage dieses Assays ist,
dass das Tetrazoliumsalz WST-1 von zelluldren Enzymen je nach metabolischer Aktivitat
(vitalitat) der Zellen zu dunkelrotem Formazan umgesetzt wird, welches photometrisch
detektiert werden kann. Entsprechend behandelte, subkonfluente HUVEC wurden mit
WST-1UMedium-Mix (1 : 10) tberschichtet und nach 30 - 120-minttiger Inkubation bei 37°C
erfolgte die Bestimmung der Absorption bei 420 nm.
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¢) Bestimmung der DNA-Syntheserate
Zur Quantifizierung der DNA-Syntheserate wurde ein immunol ogisch-kolorimetrischer Test
(Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche)) verwendet. Dieser Test basiert auf der Messung der
Inkorporation des Thymidinanalogons Bromodesoxyuridin (BrdU) wahrend der DNA-
Synthese und représentiert eine nicht-radioaktive Alternative zum *H-Thymidin-Einbau. 2
- 5 x 10° Zellen wurden pro well in eine 96-well-Mikrotitterplatte ausgesit und der BrdU-
Einbau nach entsprechender Behandlung analysiert. Hierzu wurde 100 pl BrdU-Ldsung zu
den Zellen gegeben (Endkonzentration: 10 uM BrdU) und drel Stunden bel 37°C inkubiert.
Anschlieflend wurden die Zellen mit Ethanol bei RT fixiert und mit anti-BrdU-POD-
Antikorper fur 90 min inkubiert. Nach wiederholtem Spllen des Zellrasens (3 x 10 min bei
RT) erfolgte die Detektion des in die DNA inkorporierten BrdU mit Hilfe eines
entsprechenden kolorimetrischen Substrats. Die Absorption wurde nach 5 - 30 min bel

492 nm gemessen.

2.2.1.6 Transfektion von DNA in Sdugerzellen

Die Transfektion von DNA in Sdugerzellen erfolgte mittels Lipofektion mit Hilfe des
Effectene™ Transfection Reagent Kits (Qiagen) oder des ESCORT™III Transfection
Reagents (Sigma-Aldrich, Miinchen). Es wurden 3 - 4 x 10° Endothelzellen pro 5-cm-Schale
ausgesédt und nach 24 h (bei einer Konfluenz von 60 - 80 %) transfiziert. Hierzu wurden 1 - 2
pug Plasmid-DNA gemdl3 des Protokolls der Herstellerfirma mit Lipofektionsreagenz
(Effectene bzw. ESCORT™III) versetzt und nach 30-mindtiger Inkubation bel RT mit
serumfreiem Medium auf 1 ml Endvolumen aufgefillt. Nach Spilen der Zellen mit
serumfreiem Medium wurden sie mit 4 ml frischem, ebenfals serumfreiem Medium
Uberschichtet und der DNA-Lipofektionsreagenz-Mix wurde tropfenweise zugegeben. Nach
8 - 16 h wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden tber Nacht bel 37°C inkubiert

und im Anschluss entsprechend behandelt und analysiert.
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2.2.2 Proteinbiochemische M ethoden

2.2.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Der Zellrasen exponentiell wachsender sowie konfluenter Zellen wurde zweimal mit kaltem
PBS gespuilt und aus einer Plastikkulturschale mit einem Gummischaber oder nach Ablésung
durch Trypsin/EDTA in 1 ml PBS Uberfihrt. Die Zellen wurden pelletiert (4 min, 1000
U/min, RT) und in 200 - 400 u Ultraschallpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,5, 1 mM EDTA,
1 mM b-Mercaptoethanol, 5 % Glycerin, 1 mM PMSF) aufgenommen und durch
Ultraschallbehandlung aufgebrochen (Branson Sonifier 250; Duty cycle: 40 %, Output
control: 4 x 10 sec auf Eis). Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (14000 U/min; 4°C;
20 min) abgetrennt. Der Uberstand wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren, und
bei -20°C gelagert.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der Bindung des Farbstoffs Comassie
Blue G-250 an die Aminogruppe der Proteine (Bradford, 1976). Hierbei verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs in phosphosaurer Lésung von 465 nm nach 595 nm.
Zuerst wurde eine Eichkurve mittels BSA-Standardldsung erstellt. Fir die Proteinbestimmung
der Versuchsproben wurden 2 - 5 pl der jeweiligen Proteinextrakte mit 200 pl Bradfordl6sung
versetzt. Nach 15-mindtiger Inkubation erfolgte die Messung der Absorption bei 600 nm. Die

Proteinkonzentration der Zellextrakte wurde anhand der Eichkurve bestimmt.

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese (SDS-PAGE) zur Auftrennung von
Proteingemischen

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte wie von Laemmli
1970 beschrieben mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Bel den verwendeten
Polyacrylamidgelen handelte es sich um denaturierende Gele, die aus einem 7 - 12 %igen
Trenngel und einem 5 %igen Sammelgel bestehen. Die Trenngellosung (7 - 15 %
Polyacrylamid/Bisacrylamid, 30 : 1, 375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,05 % APS,
0,005 % TEMED) wurde zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen und mit n-Butanol

Uberschichtet, um einen geraden Gelabschluss ohne Luftblasen zu erreichen. Nach Entfernen
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des n-Butanols wurde das Sammelgel (5 % Polyacrylamid/Bisacrylamid, 30 : 1, 125 mM Tris-
HCI, pH 6,8, 0,1 % SDS. 0,05 % APS, 0,005 % TEMED) auf das Trenngel gegossen und ein
Kamm zur Aussparung von Taschen eingesteckt. Nach der Polymerisation des Sammelgels
wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit A. bidest nachgespult. Jeweils 20 - 30 pg
aufzutrennendes, zelluldres Gesamtprotein wurden mit 1/4 Volumen Ladepuffer (Sigma
Aldrich, MlUnchen) versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekihit. Die
gelelektrophoretische  Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 30 mA/Gel. Die
aufgetrennten Proteine wurden anschlieffend aus dem Gel auf einen Nitrozellulosefilter

Ubertragen.

2.2.2.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen (Western Blot)

Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Das Polyacrylamidgel wurde zuerst in Protein-Transfer-
Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 8, 100 mM Glycin, 25 % Methanol) Uberfuhrt und auf eine
Nitrozellulosemembran gelegt, welche dann zwischen je eine Doppellage in Puffer getranktes
3 MM-Papier gelegt wurde. Anschlief3end wurde das Gel in einem mit zwel angefeuchteten
Schwammen versehenen Gelhalter fixiert und vertikal in eine mit Protein-Transfer-Puffer
gefillte Transferkammer (Bio-Rad, MUnchen) eingesetzt, so dass der Nitrozellulosefilter zur
Anode orientiert war. Die Uberfilhrung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 180 mA
Uber Nacht oder bei 350 mA fir 1 Stunde. Nach Beendigung des Transfers erfolgte eine
Verifizierung der Proteinibertragung durch Anférben des Filters mit Ponceau S - Ldsung
(Sigma-Aldrich, Minchen).

2.2.3 Immunologische M ethoden

2.2.3.1 ELISA-Anaysen

Zur Quantifizierung der E-Selektin-, P-Selektin-, ICAM-1-, TNF-R1- und der TNF-R2-
Proteinexpression wurde ein ,enzyme linked immuno sorbent assay“ (ELISA) verwendet.
4 x 10* Endothelzellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten ausgesit und Uber Nacht
kultiviert. Nach Mediumwechsel erfolgte die Vorbehandlung mit Statinen und anschlief3end
die Stimulation mit TNFa oder ionisierender Strahlung (IR). 4 - 5 h spéter wurden die Platten
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10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Entfernung des Mediums wurde der Zellmonolayer
zweimal mit eiskaltem PBS/1 % BSA gespullt. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation mit dem
jeweiligen ersten Antikdrper (1 : 100 in PBS/1 % BSA) fur 90 Minuten auf Eis. Nach
dreimaligem Spulen mit eiskaltem PBS/1 % BSA, wurde der POD-gekoppelte sekundére
Antikorper (1: 1000 in PBS/1 % BSA) fur 60 Minuten zugegeben und auf Eisinkubiert. Nach
dreimaligem Spilen mit eiskaltem PBS wurde mit der Zugabe von para-Nitrophenyl-
Phosphat-Losung (pNPP) die enzymatische Nachweisreaktion zur Quantifizierung des
entsprechenden  Oberflachenmarkers gestartet. Nach  30-minltiger Inkubation bei
Zimmertemperatur (RT) erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte der pNPP-Ldsung bei
405 nm im Photometer. Fir die Berechnung der spezifischen Bindung des jeweiligen
priméren Antikorpers wurde die unspezifische Bindung der 1gG,,-1soform abgezogen (=
D 405 nm). Fur eine statistische Auswertung der Daten (Mittelwerte + Standardabwei chung)

wurden mindestens zwei unabhangige Versuche mit jeweils n = 3 zu Grunde gelegt.

2.2.3.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindungen wurde der Nitrozellulosefilter nach
Proteintransfer fur 3 h in Blockierungsldsung (5 % Magermilchpulver in PBS, 0,2 % Tween-
20) inkubiert. Der Filter wurde dann mit dem priméren Antikorper (1 : 500 oder 1 : 1000) in
Blockierungsldsung fur 2 h bei RT oder bei 4°C Uber Nacht inkubiert und anschlief3end 3 x 10
min mit PBS/0,2 % Tween-20 gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Im
Anschluss wurde die Membran mit dem entsprechenden HRP-konjugierten
Sekundérantikorper (1 : 5000 in Blockierungslosung, 1 h, RT) inkubiert und erneut
gewaschen (3 x 10 min in PBS/0,2 % Tween-20, RT). Die gebundenen Antikorper-Antigen
Komplexe wurden mittels ECL-Kit (Amersham, Freiburg) und High performance
chemiluminescence Film (Amersham, Freiburg) detektiert. Um eine weitere Inkubation
desselben Filters mit anderen Priméarantikdrpern zu ermdglichen, erfolgte ein Waschvorgang
mit 100 mM Glycin-L6sung (pH 2,8)(2 x 10 min, RT) um gebundene Antikorper zu entfernen
(membrane stripping). Bel der Verwendung phosphospezifischer Antikorper ist die vom
Antikorper erkannte Proteinphosphorylierung eine Indikation fir die Aktivierung dieses
Proteins (IkB-a, Akt-Kinase, ERK-2).
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2.2.3.3 FACS-Anaysen

a) Bestimmung der Oberflachenexpression von Proteinen auf Endothelzellen
Hierzu wurden Endothelzellen unter Verwendung von Trypsin/EDTA geerntet, einmal in PBS
gewaschen (1000 U/min, 4 min, RT) und 15 Minuten mit dem jeweiligen Antikorper (1 : 50
in PBS) auf Eis inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde der FITC-gekoppelte sekundére
Antikorper (1 : 1000 in PBS) zugegeben. Nach 15 minttiger Inkubation auf Eis erfolgte die
Analyse der gefarbten Zellen im FACS-Gerét (FACS = flourescence activated cell sorter). Pro

Probe wurde eine Gesamtzahl von 20000 Zellen analysiert.

b) Bestimmung der Apoptosefrequenz, Annexin-V-Farbung

Diese Methode von Vermes et al., 1995 basiert auf der Bindung von Annexin-V-FITC an
Phosphatidylserin-Reste, die wahrend der frihen Apoptose von der Innenseite der
Zellmembran auf die Aul3enseite gelangen. Behandelte bzw. unbehandelte Zellen wurden
geerntet, in kaltem PBS gewaschen (1000 U/min, 4 min, 4°C) und auf Eisin 50 pl FACS-
Bindepuffer (10 mM Hepes, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, 1 % BSA) aufgenommen.
Es wurden 2,5 pl Annexin-V-FITC zugegeben und die Zellen 15 min auf Eis im Dunklen
inkubiert. Danach wurden pro Ansatz etwa 440 ml Bindepuffer und 10 pl Propidiumiodid (PI)
zugegeben. Innerhalb einer Stunde wurden die Proben durchflusszytometrisch vermessen und
mittels CellQuest Software (Becton Dickinson, Heidelberg) der prozentuade Antell
apoptotischer Zellen quantifiziert.

2.2.4 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.2.4.1 Praparation von Nukleinsauren

a) Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Praparation kleiner Plasmid-Mengen (Mini-Prap ohne Siulen)

3 ml E. coli Uber-Nacht-Kultur, die das gewinschte Plasmid enthélt, wurde 2 - 5 min bei
14000 U/min abzentrifugiert, das Zellpellet in 200 pl Tris-Puffer P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8,
10 mM EDTA, 100 pug/ml RNAse A) resuspendiert, zur alkalischen Lyse der Zellen mit 200
ul Lysepuffer P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) versetzt und kraftig gemischt. Nach
funfminttiger Inkubation bel RT erfolgte die Zugabe von 200 pl kaltem Neutralisationspuffer
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P3 (2,55 M KAc, pH 4,8). Nach vorsichtigem Mischen wurde die Probe 10 min auf Eis
gehalten und dann 15 min bei 4°C mit 14000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
1 Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt und gut gemischt. Anschlief3end erfolgte die
Zentrifugation der Mischung (30 min, 4°C, 14000 U/min). Das erhaltene DNA-Pellet wurde
mit eiskaltem 70 %igem EtOH gewaschen, 5 min bel 37°C getrocknet und anschlief3end in
TE-Puffer + RNAse A (100 pg/ml) aufgenommen. Die Ausbeute bei 3 ml Ubernachtkultur
lag bei ca. 15 pug Plasmid-DNA.

Praparation groRer Mengen an Plasmid-DNA (Maxi-Prap)

Zur Sequenzierung, Mikroinjektion oder Transfektion geeignete, hochreine DNA wurde
saulenchromatographisch mittels Plasmid Maxi Kit (Qiagen) oder EndoFree®Plasmid Mega
Kit (Qiagen) nach Angaben der Hertstellerfirmaisoliert. Bakterien aus einem Kulturvolumen
von 500 ml wurden durch Zentrifugation (5000 U/min, 4°C, 10 min) sedimentiert und in
10 ml Tris-Puffer P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAse A)
aufgenommen. Zur alkalischen Lyse wurde die Zellsuspension mit 10 ml Lysepuffer P2 (200
mM NaOH, 1 % SDS) versetzt, vermischt und 5 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe von
10 ml Puffer P3 (2,55 M KAc, pH 4,8) wurde die Lésung neutralisiert. Die Plasmid-DNA
konnte nun als loslicher Bestandteil von der unldslichen, an Zelltrimmer gebundenen
denaturierten chromosomalen DNA durch Zentrifugation (4300 U/min, 4°C, 45 min)
abgetrennt werden. Der Uberstand wurde auf ein DNA-Bindesiulchen geladen. Nach
zweimaligem Waschen und anschlief3ender Elution wurde die Plasmid-DNA mit 0,7 VVolumen
Isopropanol zur Aufkonzentrierung prézipitiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und in TE-

Puffer (pH 8,0) aufgenommen.

b) Isolierung genomischer DNA aus Saugerzellen und Mausschwanzbiopsien
Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit Hilfe des DNeasy®-Tissue Kits (Qiagen) oder
des E.N.Z.A®Tissue DNA Mini Kits (PegLab). Exponentiell wachsende Zellen wurden wie
beschrieben geerntet, in 200 Wl PBS suspendiert und mit 40 pl RNase A (StocklGsung: 20
mg/ml) behandelt (10 min, RT). Im Fall der Schwanzbiopsien wurden 0,5 - 1 cm lange
Schwanzstiicke in Eppendorf-Reaktionsgefél3e Uberfihrt. Danach wurden zur Zellsuspension
oder den Biopsien 25 ul Proteinase K-Stocklésung und 200 pl AL-Puffer zugegeben und for
15 sec gut gemischt. Nach Uber-Nacht-Inkubation bei 55°C unter Schiitteln, wurden die
Proben bei 70°C fur 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 210 pl absolutem Ethanol wurden
die Proben auf QlAamp-Séaulchen aufgetragen. Durch eine Zentrifugation der Saulchen (8000
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U/min; RT; 1 min) wurden die Proben durch die Membran dieser lonenaustauschersaulen
gefiltert, wobei die DNA gebunden blieb. Die Saulchen wurden nun zweimal mit 500 pl AW-
Puffer gewaschen, um Proteinreste zu entfernen. Im Anschlul3 wurde die DNA aus dem
Saulchen mit 200 pl vorgewédrmten (70°C) AE-Puffers eluiert. Im Fall der
Mausschwanzbiopsien erfolgte ein Uber-Nacht-Verdau mit OB™-Protease (PeglLab) unter
Schitteln bei 55°C. Nach einem 5 minutigen RNase A-Verdau bei RT wurde das Lysat mit
Bindungspuffer und Ethanol vermischt, 10 min bei 70°C inkubiert und auf die HiBind®DNA-
Saule gegeben. Nach Waschen und Elution wurde die DNA photometrisch (OD,55,m)
quantifiziert und bei -20°C gelagert.

¢) Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugerzellen

Gesamt-RNA wurde mittels des GenElute™ Mammalian Total RNA Kits (Sigma-Aldrich,
Munchen) nach Angaben der Hertstellerfirma isoliert. Nach Entfernung des
Mediumiberstandes wurden die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer (im Kit enthalten) auf
der Platte lysiert. Das Zelllysat wurde mit gleichem Volumen 70 %igem Ethanol versetzt und
auf die mitgelieferte Saule geladen. Nach 3 Waschschritten erfolgte die Elution der Gesamt-
RNA mit RNAse-freiem Wasser. Nach photometrischer Quantifizierung bei 260 nm wurde
die RNA bei -20°C gelagert.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren in wassriger Losung oder in TE wurde
die Absorption bei 260 nm, 280 nm und 320 nm bestimmt. Einer OD,¢, von 1 entspricht 50
pg/ml DNA, 40 pg/ml RNA bzw. 20 pg/ml Oligonuklectide. Das Verhdtnis OD ,,,/OD 4, gibt
Aufschluss Uber Reinheit der DNA-LAsung. Sie betragt bei reiner DNA 1,8 und bei RNA 3
2,0. Verunreinigung durch Proteine konnen bei einer Wellenlénge von 320 nm detektiert

werden.

2.2.4.3 Transformation von DNA in E. coli

a) Herstellung kompetenter Bakterien
Aus einer Uber-Nacht-Kultur von E. coli DH5a wurden 50 ml LB-Medium entsprechend
einer Dichte von ODg,,, = 0,05 angeimpft und die Bakterien bis zu einer Dichte von ODgy,,
= 0,5 bel 37°C geschiittelt. Nach Abzentifugieren der Bakterien (10 min; 3000 U/min; 4°C)
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wurden die Zellen in 15 ml Tfbl-Puffer (30 mM KAc, 50 mM MnCl,, 100 mM KClI, 15 %
Glycerin, pH 5,8 mit HAc) aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Das nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (3000 U/min; 10 min; 4°C) erhaltene Pellet wurde unter
leichtem Schitteln in Eiswasser in 2 ml Tfbll-Puffer (10 mM MOPS/NaOH, 75 mM CaCl,,
10 mM KClI, 15 % Glycerin, pH 7,0) resuspendiert, in Eppendorfreaktionsgefélie aufgeteilt
und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Diese kompetenten Zellen wurden bel -80°C

gelagert.

b) Transformation

Die Transformation erfolgte mit 50 ul der aufgetauten, kompetenten Bakteriensuspension und
3 - 5 pl des Ligationsansatzes. Nach Zugabe der ligierten DNA wurden die Zellen 20 min auf
Eis gehalten, danach 2 min bei 42°C und anschlief3end 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 300 pl LB-Medium wurde der Ansatz 30 min bel 37°C geschittelt (in dieser Zeit kommt
es zur Expression des Ampicillin-Resistenzgens). Anschlief3end erfolgte die Ausplattierung
von 100 pl der Transformationsansétze auf je eine LBanp-Agarplatte, wonach diese bei 37°C
Uber Nacht inkubiert wurden. Einzeln gewachsene Bakterienkolonien wurden mit Hilfe
sterilisierter Zahnstocher von der Platte in LB-Medium tberfuhrt und zur Plasmidisolierung
uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (180 U/min) kultiviert.

2.2.4.4 Synthese von Nukleinsduren in vitro

a) Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Das Prinzip der Polymerase-K ettenreaktion (Mullis et al., 1986) besteht in einer mehrfachen
Replikation eines DNA-Fragments, welche durch eine Denaturierung der neu entstandenen
Doppelstrange beliebig oft wiederholt werden kann. Bei der PCR verwendet man
Oligonukleotide (Primer), die auf komplementéren Strangen der DNA binden und mit ihren
3-Enden aufeinanderzuweisen. Diese werden durch die thermostabile Polymerase des
Bakteriums Thermus aquaticus verlangert, wodurch die dazwischenliegenden Sequenzen
verviefatigt werden. Die neu synthetisierten Strénge dienen im ndchsten Zyklus wieder als
Vorlage (Template), an welche die Primer hybridisieren konnen. Dadurch wéchst die Anzahl
an DNA-Fragmenten exponentiell an. Ein Zyklus der 25 - 35 Zyklen zur Amplifikation eines
gewinschten DNA-Fragments aus Plasmid-DNA bzw. genomischer DNA umfasste:
Denaturierung: 1 min 94°C; Annealing: 60 - 120 sec 57°C, Elongation: 2 min 72°C oder
68°C. Fur die PCR wurden 100 ng bis 1 pg Template-DNA mit 1 x Tag-Puffer, je 500 ng
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Primer, 0,2 mM dNTPs und 2,5 U Tag-Polymerase in einem 50 pl Ansatz amplifiziert.
Anschliefiend wurde ein Aliquot der Probe gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die
Effektivitat und Spezifitét der PCR zu Uberprifen. Bel erfolgreicher Amplifikation wurde das
erhaltene DNA-Fragment aufgereinigt und zur Klonierung verwendet.

Im Fall ener ,Hot-Start-PCR"* wurde vor Zugabe der Tag-Polymerase der PCR-Ansatz
5- 10 min auf 95°C erhitzt und die Tag-Poymerase in den heil3en Ansatz pipettiert.

Bel der sogenannten , Touch-down-PCR* sind die ersten 18 Zyklen der PCR von einer
kontinuierlichen Temperaturabnahme hin zur korrekten Annealing-Temperatur der Primer
gekennzeichnet. Die Temperaturabnahme erfolgt in 4°C-Schritten nach jewells 6 Zyklen. Man
beginnt 12°C Uber der ermittelten Annealing-Temperatur der Primer und setzt die PCR nach
18 Zyklen mit dieser spezifischen Temperatur mit 15 - 30 weiteren Zyklen fort.

b) Reverse Transcriptase-Polymerase-K ettenreaktion (RT-PCR)

semiquantitative RT-PCR
Mit Hilfe des RNA Purification Kits von Sigma-Aldrich wurde die Gesamt-RNA aus
Endothelzellen isoliert (vgl. Vorschrift des Herstellers Sigma-Aldrich, Minchen). Die RT-
PCR Reaktion wurde als Ein-Schritt RT-PCR mit Hilfe des Titan™ One Tube RT-PCR
System Kits (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

cDNA Synthese und PCR wurden mit einem optimierten Puffer und entsprechenden Enzymen
zwar nacheinander, aber ohne erneute Zugabe von Reagenzien durchgefthrt. 1 pg
aufgereinigter RNA wurde in eine RT-PCR-Reaktion eingesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte
far 40 min be 50°C und die sich anschliefende PCR-Resktion umfasste 25
Amplifikationszyklen zur Vervielfaltigung des gewlinschten DNA-Fragments (Denaturierung:
95°C, 1 min; Annedling: 60°C, 2 min; Polymerisation: 68°C, 2 min). Die Auftrennung der
PCR-Produkte erfolgte Uber 1 %-Agarose-Gele, die Visualisierung der DNA mit Hilfe von
Ethidiumbromidféarbung.

guantitative RT-PCR

Eine Quantifizierung der RNA-Expression erfolgte mittels , real time-PCR", wobei ,SYBR-
green® (Roche Diagnostics, Mannheim) als Fluoreszenzfarbstoff verwendet wurde. 18 pl-
PCR-Ansétze wurden im Bio-Rad-iCycler™ 1Q in 45 Zyklen einer Hot-Start-PCR unterzogen
(Hot-Start:  95°C, 10 min; Denaturierung: 95°C, 10 sec; Anneding: 60°C, 10 sec;
Polymerisation: 72°C, 20 sec). Zur internen Normierung wurde unter Verwendung geeigneter

Primer ein DNA-Fragment des GAPDH-Gens parallel mitamplifiziert. Die Analyse erfolgte
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mit Hilfe der iCycler™-Software von Bio-Rad und zusétzlich durch gelelektrophoretische
Auftrennung der PCR-Produkte.

¢) Primerdesign
Alle Primerpaare wurden auf der Basis publizierter cDNA-Sequenzen designt. Hierfir wurde

auf die NCBI Nukleotide GenBank zugegriffen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.4.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

a) Uber Gelelektrophorese

Die Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mittels des High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Die
DNA-Bande wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit 5 Volumen des chaotropen
Agens Guanidiniumhydrochlorid bei 55°C inkubiert, bis das Gel geschmolzen war. Die
Suspension wurde gut gemischt, quantitativ in Spin-Columns Uberfihrt und 1 - 2 min bei
14000 U/min abzentrifugiert. Die Columns wurden zweimal mit Waschldsung des Herstellers
(> 70 % EtOH) gewaschen und im Anschluss erfolgte die Elution des aufgereinigten DNA-
Fragments mit mindestens 20 ul sterilen Wassers oder TE-Puffer/RNAse A.

b) Uber Spin-Columns

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten (PCR-Produkte) oder Plasmiden (Mini-Prép)
erfolgte mittels des High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics, Mannheim)
nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde mit 5 Volumen des chaotropen Agens
Guanidiniumhydrochlorid gut vermischt, quantitativ in Spin-Columns Uberfhrt und 1 - 2 min
bei 14000 U/min abzentrifugiert. Die Columns wurden zweimal mit Waschldsung des
Herstellers (> 70 % EtOH) gewaschen und im Anschluss erfolgt die Elution der gereinigten
DNA mit mindestens 20 pl sterilen Wassers oder TE-Puffer/RNAse A.

2.2.4.6 Auftrennung von DNA-Gemischen

Um DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange aufzutrennen und zu analysieren, wurden
Agarosegele verwendet. Die DNA wandert hierbei mit einer Geschwindigkeit durch die
Agarose-Matrix, die proportional zum negativen Logarithmus der Lange des DNA-Fragments

ist. Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf 1 - 2 %igen
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Agarosegelen. Die Agarose wurde in TBE-Puffer durch Aufkochen gelost und abgekdhlt.
TBE-Puffer diente as Laufpuffer bei der elektrophoretischen Auftrennung. Vor dem
Auftragen der Proben wurden diese mit 6 x Ladepuffer (MBI Fermentas) versetzt. Als
Molekulargewichtsstandards wurden EcoR I/Hind Il1-geschnittene | -Phagen-DNA oder
Alu I-geschnittene pBR322-DNA verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bel 80 V. Die
elektrophoretisch aufzutrennende DNA wurde mit Ethidiumbromid (5 pg/ml) geféarbt und

unter UV-Licht visuaisiert.

2.2.4.7 Klonierung von DNA-Fragmenten

a) Restriktionsverdau von DNA

Standardméllig wurde der Restriktionsverdau in einem Reaktionsansatz von 20
durchgefiihrt. Die DNA sollte mdglichst frei von Salzen oder Alkohol sein, da sonst die
enzymatische Reaktion gehemmt wird. Fir die Restriktion wurden 1 pg bis 15 pyg DNA
eingesetzt, die mit 2 yl 10 x Restriktionspuffer und 5 - 10 U des entsprechenden Enzyms
gemischt und mit A. bidest auf 20 pl aufgefllt wurden. Die Puffer fir die jeweiligen
Restriktionsenzyme wurden nach Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics, Mannheim)
ausgewahlt. Die Restriktion bei 37°C dauerte abhangig von der DNA-Menge 2 - 3 h oder Uber
Nacht.

b) Préparation von Vektoren fir die Ligation
1 - 15 pg Vektor-DNA wurden in Konzentrationen von 100 - 200 pg/ml mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen (5 U/ug DNA) verdaut und tber Spin-Columns gemal3
2.2.5.6 und der Anleitung des Herstellers gereinigt. Der Erfolg des Verdaus wurde durch
gelelektrophoretische Auftrennung der V erdauungsfragmente tberpruft.

c) Auffillen rezessiver 3'-Termini mit Klenow-Polymerase
Die Tag-Polymerase hat die Eigenschaft, am 3'-Ende der synthetisierten Strénge zusétzliche
Nukleotide anzuhéngen (zumeist Adenin), die nicht von der Matrize kodiert werden. Diese
Uberhdnge miissen fir die Klonierung der PCR-Produkte zu einer glatten Schnittstelle
aufgeflllt werden. Dasselbe trifft fur verdaute DNA mit nicht kompatiblen Enden zu. Bei
diesem als ,Endfilling* bezeichneten Verfahren werden durch das Klenow-Fragment
5 - Uberhéngende Enden aufgefiillt und 3' - Uberhéngende Enden abgebaut. 1 - 10 pg Uber
Agarosegelelektrophorese gereinigte DNA (2.2.4.5) wurde in 13,5 pl A. bidest verdinnt.
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Nach Zugabe von 1,5 ul Klenow-Puffer, je 1 ul dNTPs (je 0,4 mM) und 4 bis 8 U Klenow-
Polymerase wird der Ansatz fur 30 - 45 min bei RT oder bei 37°C inkubiert.

d) Klonierung von PCR-Fragmenten
Zur Synthese von Expressionsvektorsystemen wurden cDNA-Fragmente mittels PCR isoliert
und Uber die verwendeten  Oligonucleotidprimer  zugleich  entsprechende
Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung in den Klonierungs- bzw. Expressionsvektor
5 und 3 angefugt. 1 - 15 pg der PCR-Fragmente wurden in Konzentrationen von 100 pg/ml
bis 200 pg/ml mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (5 U/ug DNA) verdaut, tber
Spin-Columns geméss 2.2.4.5 und der Anleitung des Herstellers gereinigt, in TE-Puffer
aufgenommen und standen dann zur Ligation zur Verfligung. Eine Lagerung bel -20°C war

moglich.

e) Ligation

Unter einer Ligation verstent man die Verknupfung zwischen dem 3'-OH- und dem
5'-Phosphat-Ende freier DNA-Molekile. Hierbei kann es sich entweder um Uberhéngende
oder um glatte Enden handeln. Die T,-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim) schlief3t
die entstehenden Licken im Phosphat-Ruckgrat bei Gberhéangenden Enden und ligiert auch
glatte DNA-Enden. Grundsétzlich sollte das molare Verhéltnis zwischen Insert und Vektor-
DNA zwischen 2 : 1 und 5 : 1 betragen. Die Ligation von Insert und Vektor erfolgte jedoch
bei kohasiven Enden mit dguimolaren Mengen, bei bindigen Enden mit einem 2 - 3-fachen
Uberschuss an zu inserierender DNA. Eingesetzt wurden 10 - 100 ng Vektor-DNA. Die
Reaktion erfolgte in allen Félen in 1 x Ligase-Puffer des Herstellers (Roche Diagnostics,
Mannheim) mit 2- 4 U T,-Ligase bel 16°C Uber Nacht oder 2 h bei RT oder 48 h bei 4°C.

2.2.4.8 Klonierung des E-Selektin-Promotor-L uziferasekonstrukts

Die genomische Gesamt-DNA aus EA .hy-926-Zellen wurde mit dem DNeasyO -Tissue Kit
(Qiagen, Hilden) gewonnen. Mit den entsprechenden Primern wurde an 2 pg Gesamt-DNA
eine Touch-down-PCR mit 30 Zyklen von 66°C bis 54°C durchgefihrt. Das erhaltene
1,24 kB-E-Sel ektin-Promotor-Fragment wurde Uber die Schnittstellen Xho | und Hind 11l in
den Expressionsvektor pGL3.1-Basic (Promega, Mannheim) eingesetzt, welcher Luziferase
als Reporter enthélt. Die erfolgreiche Klonierung des E-Sel ektin-Promotor-Fragments wurde

durch Sequenzierung (Firma GENterprise) Uberprdift.
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2.2.4.9 DNA-Sequenzierung

Die enzymatische Sequenzierung beruht auf dem Prinzip der Kettenabbruchmethode (Sanger
et a., 1977). Die Sequenzierungen wurden von der Firma GENterprise (Institut for
Molekulargenetik, gentechnische Sicherheitsforschung und Beratung, Universitdt Mainz)
durchgefihrt.

2.2.5 Reportergenanalysen

2.2.5.1 Analyse der E-Selektin-Promotor-Aktivitat

Fir E-Selektin-Promotoranalysen wurden 2 pg des E-Selektin-Reportergenkonstrukts in
Endothelzellen transfiziert (8 h)(2.2.1.6) und im Anschluss erfolgte nach Mediumwechsel die
Vorbehandlung und Stimulierung der Zellen. Nach weiteren 10 h Inkubation wurden die
Zellen geerntet und homogenisiert. Die Luziferaseaktivitdt der Zelllysate wurde gemal
Herstellerprotokoll (Promega, Mannheim) im Luminometer bestimmt, wobe die
Luziferaseaktivitdét von unbehandelten Zellen gleich 1 gesetzt und as Bezugswert

herangezogen wurde.

2.2.5.2 Quantifizierung der b-Gal aktosidase in Saugerzellen

a) Quantitative Bestimmung der b-Galaktosidase in NIH-3T3-Mausfibroblasten

Kolorimetrische Quantifizierung von b-Gal aktosidase

Zur Quantifizierung des Reporterproteins b-Galaktosidase (b-Gal) wurde ein kolorimetrischer
b-Gal ELISA Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Mit dem lacZ-Gen transfizierte
NIH-3T3-Zellen wurden in der Zellkulturschale mit Lysepuffer (1 ml, 30 min, RT) lysiert.
200 Wl des Gesamtzelllysats wurden mit einem Anti-b-Gal-Antikorper inkubiert (1 h, 37°C)
und anschlief3end erfolgte unter Verwendung eines POD-gekoppelten sekundaren Antikorpers
die Detektion der b-Gal-Proteinmenge. Die POD-vermittelte Farbreaktion erlaubte die
photometrische  Konzentrationsbestimmung bei 405 nm. Die Berechnung der
Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Eichgerade, die aus dem mitgelieferten b-Gal-

Proteinstandard resultierte.
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Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt der b-Gal aktosidase

Fir die Aktivitdtsbestimmung des Enzyms b-Galaktosidase wurde der b-Gal Assay Kit
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Entsprechend transfizierte NIH-3T3-Mausfibroblasten
wurden zundchst mit Lysepuffer aufgeschlossen und nach Zentrifugation (5 min, 4°C, 14000
U/min) wurden je 10 yl Gesamtzelllysat mit 70 pl des b-Gal-Substrat ONPG (Ortho-
Nitrophenyl-b-D-Galaktopyranosid) im ,, cleavage buffer* (Invitrogen, Karlsruhe) 30 min bei
37°C inkubiert und das entstandene gelbe Produkt anschlief3end im Photometer bei 420 nm

quantifiziert.

b) Quantitative Bestimmung der b-Galaktosidase in murinen Organlysaten
Die Bestimmung der b-Gal-Aktivitéat in Maus-Geweben erfolgte mit Hilfe des Beta-Glo™
Assay Systems (Promega, Mannheim). Bel dieser Methode ist das Substrat der b-Gal mit
Luziferin gekoppelt, welches im Verlauf der enzymatischen Reaktion freigesetzt wird und so
der Luziferase als Substrat dienen kann. Die organspezifischen Gewebestiicke der Maus
wurden mechanisch in Ultraschallpuffer auf Eis homogenisiert (Ultra-Turrax) und im
Anschluss per Ultraschall (Duty cycle: 40 %, Output control: 4 x 10 sec auf Eis) sonifiziert.
100 pl der Lysate wurden mit 100 pl Beta-Glo™-Reagent gut vermischt und 30 min bel RT
inkubiert. Das Gesamtvolumen von 200 pl wurde im Luminometer vermessen. Die
Auswertung erfolgte relativ zu Geweben aus Wildtyp-Mausen, deren Basallumineszenz

jeweils gleich 1 gesetzt wurde.

2.2.6 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.6.1 Mikroinjektion von DNA in Maus-Oozyten

Die Mikroinjektion des klonierten Fremdgenkonstrukts in Maus-Oozyten zur Generierung
transgener Méause erfolgte im SPF-Bereich der zentralen Tierversuchsanstalt der Universitét
Mainz. Die Zucht zur Stammerhaltung der erhaltenen transgenen Tiere wurde von der

zentralen Tierversuchsanstalt der Universitét Mainz Gbernommen.
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2.2.6.2 Genotypisierung und Charakterisierung transgener Tiere

Zur Genotypisierung der erhaltenen transgenen Mause wurden Schwanzbiopsien enthnommen.
Die aus den Biopsien gewonnene genomische DNA (2.2.4.1) wurde in eine Hot-Start-PCR
(2.2.4.4) eingesetzt, die mit Transgen-spezifischen Primern durchgefihrt wurde. Aus dem
SPF-Bereich an uns Ubergebene Tiere wurden unter Standard-Zuchtbedingungen in
Tierstdllen gehalten und zur Proben- bzw. Organentnahme durch Genickbruch abgetétet. Die
Organe wurden unter semisterilen Bedingungen entnommen, bei -80°C zwischengelagert und
dann zur b-Gal-Analyse (2.2.5.2) und zur Herstellung von Paraffin- und Kryoschnitt-
Praparaten verwendet.

2.2.6.3 Kreuzung transgener Tiere mit anderen Mausstammen
Zur Entfernung der lacZ-Reportergenkassette aus dem transgenen DNA-Bereich wurden die
RhoB- bzw. dnRacl-Mause mit ,Aktin-Cre*-transgenen Mausen (vgl. Kapitel 3.3.ff)

verpaart. Diese Verpaarung erfolgte unter Standard-Zuchtbedingungen in eigens dafir
ausgestatteten Tierstéllen.
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3. Ergebnisse

3.1 Induktion von E-Selektin durch Zytokine

3.1.1 Zytokine stimulieren E-Selektin-Expression in humanen Endothelzellen

Inflammatorische Zytokine sind klassische Induktoren des Adhédsionsmolekiils E-Selektin in
Endothelzellen. Die bestuntersuchtesten E-Selektin-Induktoren, die sowohl in vitro als auch in
vivo sehr potent die Expression des endothelialen Selektinvertreters aktivieren, sind der
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und Interleukin-1 (IL-1)(Bevilacqua et al., 1987;
Bevilacqua et al.,, 1989; Laferriere et al., 2001). Um den Mechanismus der
Expressionskontrolle von E-Selektin ndher aufzukldren, bedarf es eines geeigneten
Zellsystems fiir in vitro-Untersuchungen. Daher wurde zunidchst tberpriift, ob die zur
Verfiigung stehenden Zellsysteme in Form primédrer humaner WNabelschnurvenen-
Endothelzellen (HUVEC) und der davon abgeleiteten Zelllinie EA.hy-926 zur Untersuchung
der E-Selektin-Expression geeignet sind. Wie in Abbildung 7 dargestellt, flihrt eine
Stimulation sowohl primidrer HUVEC als auch der Zelllinie EA.hy-926 mit dem Zytokin
TNFa zu einer konzentrationsabhingigen Induktion der E-Selektin-Expression. TNFa
induziert in Endothelzellen die E-Selektin-Proteinexpression (Abbildung 7A), der eine
gesteigerte mRNA-Synthese (Abbildung 7B) zu Grunde liegt.

Um zu iiberpriifen, ob eine Zunahme der E-Selektin-Genaktivitdt Ursache der erhdhten
Protein- und mRNA-Expression ist, wurden Reportergenanalysen mit Hilfe eines selbst
klonierten Reportergenkonstrukts vorgenommen. Hierzu wurde ein 1,242 kB grof3es
Promotorfragment des humanen E-Selektin-Gens aus EA.hy-926 isoliert und vor das
Gliithwiirmchen-Luziferasegen in einen Expressionsvektor kloniert (Abbildung 8A). Die
Sequenzierung des mittels PCR erhaltenen Promotorbereiches bestitigte eine 100 %ige
Ubereinstimmung mit der bereits verdffentlichten 5’-nichtkodierenden Sequenzen des E-
Selektin-Gens (Montgomery et al., 1991). Die Reportergenanalysen zeigten, dass TNFa die
Transkription des E-Selektin-Gens stimuliert (Abbildung 8B).
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Abb.7 TNFa induziert E-Selektin-mRNA- und -Proteinexpression in humanen Endothelzellen.

A: Subkonfluente HUVEC und EA hy-926 wurden mit verschiedenen Konzentrationen an TNFa be-
handelt. Die E-Selektin-Proteinexpression wurde 5 h spéter per ELISA wie im Methodenteil be-
schrieben ermittelt. Die gezeigten Mittelwerte + Standardabweichung ergaben sich aus mindestens

drei unabhingigen Experimenten (jeweils n = 3).
B: Die Analyse der E-Selektin-mRNA-Expression erfolgte 3 h nach TNFa-Behandlung mittels semi-
quantitativer RT-PCR. In der Kontrolle (Kon) diente E-Selektin-cDNA als Template fiir die PCR.

Untersuchungen des zeitlichen Verlaufs der E-Selektin-Expression nach TNFa-Behandlung
von Endothelzellen sind in Abbildung 9 am Beispiel der Zelllinie EA.hy-926 gezeigt. Drei bis
fiinf Stunden nach Stimulation mit 100 ng/ml TNFa ist das Maximum der Proteinexpression

erreicht. Nach 8 h fillt die E-Selektin-Oberflachenprisentation wieder ab (Abbildung 9).

Neben TNFo  sind auch andere Zytokine und dariiber hinaus Verbindungen aus
verschiedensten Stoffklassen als Induktoren von E-Selektin beschrieben (Vora et al., 1996;
Bevilacqua et al., 1989; Iwamura et al., 1997). Tabelle 3 gibt einen vergleichenden Uberblick
iiber die E-Selektin-Proteininduktion durch verschiedene Agenzien in EA.hy-926 und
HUVEC.
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Abb.8 TNFa induziert die E-Selektin-Genexpression: Reportergenanalysen mit einem 1,24 kB
E-Selektin-Promotorfragment.

A: Aus subkonfluenten humanen Endothelzellen (EA.hy-926) wurde Gesamt-RNA isoliert und
mittels RT-PCR ein 1,242 kB grofles 5‘-nichtkodierendes E-Selektin-Promotorfragment gewonnen.
Dieses wurde iiber Xho I- und Hind III-Schnittstellen in den Luziferase-Expressions-vektor pGL3-
Basic (GenBank®EMBL Accession Number U47295) vor die kodierende Sequenz des
Luziferasegens kloniert. Dementsprechend wird die Expression der Luziferase durch die
regulatorischen DNA-Bereiche innerhalb des E-Selektin-Promotors kontrolliert.

B: Um die E-Selektin-Expression auf Promotorebene zu bestimmen, wurden Endothelzellen
(HUVEC und EA.hy-926) mit dem E-Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukt (A) transfiziert. 24 h
spater erfolgte die TNFa-Behandlung. Weitere 10 h spiter wurden die Zellen geerntet und die
Luziferaseaktivitdt derLysate bestimmt. Die Luziferaseaktivitit der transfizierten, unbehandelten
Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwerte + Standardabweichung ergaben sich aus mindestens
drei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

Abb.9 Die TNFa-vermittelte E-Selektin-

0,51 EA-hy-926 L ............ . Expression in humanen Endothelzellen
0,41 < ist ein transientes Ereignis.
I Subkonfluente EA.hy-926 wurden mit den an-
’ gegebenen Konzentrationen an TNFo behandelt
0,21 &~ Kontrolle und zu verschiedenen Zeitpunkten per ELISA
8 100 ng/ml TNFa beziiglich der E-Selektin-Oberfldchen-expression
0,11 & 300 ng/ml TNFa analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardab-
0. .. weichung aus drei unabhingigen Experimenten
0 2 4 6 8 (jeweils n = 3).

Zeit (h)
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In Ubereinstimmung mit Literaturdaten erfolgt in HUVEC eine erhohte E-Selektin-
Expression nach Behandlung mit IL-1o und IL-1p (Bevilacqua et al., 1989; Bevilacqua et al.,
1987) sowie mit dem zelluldren Phospholipid Lysophosphatidsdure (LPA)(Rizza et al., 1999;
Palmetshofer et al., 1999) und dem Tumorpromotor TPA (Melrose et al., 1998; Stuhlmeier et
al., 1996). Im Gegensatz hierzu reagiert die Zelllinie EA.hy-926 auf diese Agenzien nicht mit
einer gesteigerten E-Selektin-Expression (Tabelle 3). lonisierende y-Strahlung (IR) induziert
in beiden Zelltypen das endotheliale Selektin in &hnlichem Ausmafl wie TNFa (vgl. auch
Kapitel 3.2 ff). Genotoxische Verbindungen, wie die Tumortherapeutika Doxorubicin und
Bleomycin, das oxidativ-reaktive Wasserstoffperoxid und das alkylierende Agenz N-Methy-
N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) sowie UV-C-Licht sind nicht in der Lage, in den

untersuchten Zellsystemen E-Selektin zu induzieren (Tabelle 3).

Tabelle 3 E-Selektin-Proteinexpression nach
verschiedenen Behandlungen in
Agenz EA.hy-926 HUVEC HUVEC und EA.hy-926 im Vergleich.

Subkonfluente Endothelzellen wurden mit der

E-Selektin-Proteinexpression in

;IE\_I fz e Iii angegebenen  Konzentration der jeweiligen
IL-1B B ey Agenz'ien behan.delt. '5 h spéter Wurd(? die E-
LPA - . Selektin-Expression mittels ELISA detektiert.

TPA : n TNFo: 0,1 pg/ml, IL-10/B: 0,2 pg/ml, LPA: 0,1
Lektin ) nd. mM, TPA: 0,3 pM, Lektin: 0,3 mg/ml, LDL: 0,1
LDL ) ) g/ml, LPS: 0,5 pg/ml, Triiodo-L-Thyronin: 10 nM,
LPS ) nd. ionisierende Strahlung: 10 Gy, Bleomycin: 1
Ionisierende Strahlung 44+ 4t mg/ml, Doxorubicin: 90 pM, MNNG: 30 pM,
Bleomycin - - H,0,: 0,01 %.

Doxorubicin - - +++ starke Induktion (> 8 - fach)

UV-C-Licht - - ++ schwache Induktion (6 bis 8 - fach)

MNNG - - +  sehr schwache Induktion (2 bis 6 - fach)

H,0, - - - keine Induktion (< 2 - fach)

n.d. nicht ermittelt

Die zytokinabhingige Geninduktion von E-Selektin erfolgt liber die Aktivierung des
nuklearen Faktors kB (NF-kB)(Schindler et al., 1994; Montgomery et al., 1991; Whitley et
al., 1994). Interessanterweise sind die in der Literatur beschriebenen NF-kB-Aktivatoren
Doxorubicin (Das und White, 1997) oder UV-C-Licht (Li und Karin, 1998) nicht in der Lage,
E-Selektin in Endothelzellen zu induzieren (Tabelle 3).
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Um zu zeigen, dass diese Agenzien unter den gewihlten Bedingungen jedoch NF-«xB in
humanen Endothelzellen aktivieren, wurde ein transient transfiziertes NF-xB-
Minimalpromotor-Luziferase-Konstrukt verwendet. Am Beispiel der Zelllinie EA.hy-926
konnte demonstriert werden, dass neben den E-Selektin-induzierenden Agenzien TNFa und
IR (Abbildung 10A) auch Doxorubicin und UV-C-Licht in der Lage sind, NF-xB in
Endothelzellen zu aktivieren (Abbildung 10B). Abbildung 10C bestitigt die Ergebnisse der
Promotorstudien aus Abbildung 10B: eine Behandlung mit TNFa, IR, Doxorubicin und UV-
C-Licht fiihrt in Endothelzellen zur IkB-a-Degradation, die ein direktes Ma@ fiir die NF-xB-
Aktivierung ist. Auf Grund der Tatsache, dass UV-C und Doxorubicin trotz der Stimulierung
von NF-kB (Abbildung 10B) keinerlei E-Selektin-Expression (Abbildung 10A) in
Endothelzellen auslosen, ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass fiir die E-Selektin-

Expression die Aktivierung von NF-kB eine notwendige, aber keine hinreichende Bedingung

ist.
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=
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Abb.10 Die Aktivierung von NF-xB durch gentoxische Noxen ist nicht ausreichend, E-Selektin-
Expression in humanen Endothelzellen zu induzieren.

A: Endothelzellen (EA.hy-926) wurden mit TNFa (100 ng/ml), ionisierender Strahlung (IR)(10 Gy),
UV-C-Licht (40 J/m?) und Doxorubicin (Doxo)(3 uM) behandelt und nach 5 h per ELISA auf E-
Selektin-Oberflichenexpression analysiert. Kon bezeichnet die basale E-Selektin-Expression in unbe-
handelten Endothelzellen. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei unab-
hingigen Experimenten (jeweils n = 3).

B: Endothelzellen (EA.hy-926) wurden mit einem NF-kB-spezifischen Reportergenkonstrukt (3 x NF-
kB-Luziferase) transfiziert und 24 h spéter wie unter A beschrieben behandelt. 16 h spéter wurde die
Luziferase-Aktivitdt der Zellextrakte im Luminometer bestimmt. Kon bezeichnet die basale Fluores-
zenz transfizierter, aber unbehandelter Endothelzellen. Gezeigt sind Mittelwerte = Standardab-
weichung von drei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

C: Endothelzellen (HUVEC) wurden wie unter A beschrieben behandelt. AnschlieBend wurde mittels
Western-Blot-Analyse die [kB-o-Proteinmenge untersucht. Proteinextrakte wurden im Fall von TNFa.
20 min, fiir IR 60 min und fiir UV-C und Doxo 3 h nach Behandlung gewonnen. Die Rehybridisierung
des Blots mit anti-ERK-2-Antikorper diente als Ladekontrolle. Kon: unbehandelte Endothelzellen.

50



Ergebnisse

3.1.2 Einfluss von Statinen auf die TNFoa-induzierte E-Selektin-Expression

Einige wenige Hinweise aus der Literatur bringen die Familie der Rho-GTPasen in
Zusammenhang mit der Expressionsregulation von Adhisionsmolekiilen (Braga et al., 1997,
Clark et al., 1998; Evers et al., 2000), unter anderem auch von E-Selektin (Wojciak-Stothard
et al., 1999). Um zu iiberpriifen, ob im Fall der TNFa-induzierten E-Selektin-Expression
Rho-GTPasen eine Rolle spielen, kamen zunéchst Statine als Inhibitoren dieser kleinen G-
Proteine zum Einsatz. Fiir die Stoffklasse der Statine wurde eine inhibierende Wirkung auf
stressinduzierte Aktivierung von NF-xB gezeigt, wobei die Hemmung von Rho-GTPasen als
ursichliches Ereignis diskutiert wird (Gnad et al., 2000; Gnad et al., 2001; Laufs und Liao,
1998). Abbildung 11A zeigt den EinfluB von zwei verschiedenen Statinformen, Lovastatin
und Simvastatin, auf TNFa-induzierte E-Selektin-Expression. Beide Statine hemmen
konzentrationsabhidngig die E-Selektin-Proteinexpression in logarithmisch wachsenden
Endothelzellen (ECs) (Abbildung 11A). Diese auf ELISA-Studien basierenden Ergebnisse
konnten durch FACS-Analysen bestitigt werden (Abbildung 11B). Mit Hilfe von RT-PCR-
Analysen konnte nach Lovastatinvorbehandlung und TNFa-Stimulierung eine im Vergleich
zu unbehandelten Zellen um 70 - 80 % verminderte E-Selektin-mRNA-Expression festgestellt
werden (Abbildung 11C). Als Ursache hierfiir wurde mittels E-Selektin-Promotoranalysen
gezeigt, dass Statine zytokininduzierte E-Selektin-Genexpression blockieren (Abbildung
11D). Diese Ergebnisse lassen auf eine Beteiligung von Rho-GTPasen an der TNFa-

vermittelten E-Selektin-Geninduktion schlieBen

Da die bisher verwendeten Statinkonzentrationen iiber dem therapeutisch relevanten, im
Serum von Patienten erreichten Konzentrationsbereich von 0,1 - 3 uM (Thibault et al., 1996)
liegen, stellte sich die Frage nach der niedrigsten effektiven Konzentration von Statin, bei der
noch eine Hemmung der E-Selektin-Induktion auftritt. Hierfiir wurden nicht proliferierende,
konfluente HUVEC verwendet, die als in vitro-Modell den natiirlichen Bedingungen am
nichsten kamen. Nach Statinvorbehandlung wurden die konfluenten Endothelzellen mit

geringen Konzentrationen an TNFa (5 pg/ml und 10 pg/ml) stimuliert und dann per FACS-
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Abb.11 Statine hemmen die TNFa-induzierte E-Selektin-Expression in humanen Endothelzellen.

A, B: Subkonfluente HUVEC wurden iiber Nacht mit verschiedenen Konzentrationen an Lovastatin
(Lova) oder Simvastatin vorbehandelt. Im Anschluss wurde TNFa (1 ng/ml) zugegeben und 5 h spéter
erfolgte die Bestimmung der E-Selektin-Proteinexpression durch ELISA (A) und FACS (B). Dar-
gestellt sind Mittelwerte £ Standardabweichung aus mindestens drei unabhidngigen Messungen (je-
weils n = 3).

C: Nach Vorbehandlung mit Lovastatin (Lova)(20 uM, iiber Nacht) wurden HUVEC mit TNFa (1
ng/ml) behandelt. 3 h spiater wurde die mRNA-Expression per RT-PCR detektiert. GAPDH-mRNA
diente als interne Kontrolle. Dargestellt ist die inverse Form des Ethidiumbromid-geférbeten Gels der
semi-quantitativen RT-PCR. Die Quantifizierung der mRNA-Mengen erfolgte mit Hilfe von ,real-
time-PCR* und ist im Histogramm dargestellt.

D: 24 h nach Transfektion von HUVEC mit dem E-Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukt (Abbildung
8A) wurden die Zellen mit Lovastatin (Lova)(20 pM, iiber Nacht) vorbehandelt. Im Anschluss an eine
8-stiindige TNFa-Stimulation (1 ng/ml), wurde die Luziferaseaktivitit im Luminometer bestimmt. Die
Luziferaseaktivitdt transfizierter, aber unbehandelter Zellen (Kon) wurde als Bezugswert gleich 1
gesetzt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens drei
unabhingigen Messungen (jeweils n = 2).

Analyse auf E-Selektin-Expression untersucht. Abbildung 12 zeigt, dass bereits bei einer
Konzentration von 100 nM Lovastatin die TNFa-induzierte E-Selektin-Expression um 60 - 80
% gehemmt ist. Bei Einsatz von 1 uM Lovastatin zeigte sich eine Hemmung von ca. 90 %
(Abbildung 12A, B).
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Abb.12 Physiologisch relevante Dosen an
Lovastatin verhindern die TNFa-
induzierte E-Selektin-Expression in
konfluenten HUVEC.

A: Konfluente HUVEC wurden mit Lovastatin
(Lova)(0,1 uM, 1 uM) iiber Nacht vorbehandelt.
Nach 5-stiindiger Exposition mit 5 pg/ml bzw. 10
pg/ml TNFa erfolgte die Analyse der E-Selektin-
Oberflachenexpression per FACS. Das Ergebnis
eines reprasentativen Experiments ist dargestellt.
Kontrolle = nur mit Lova vorbehandelte Zellen.
B: Konfluente HUVEC wurden wie unter A be-
schrieben behandelt und per FACS auf E-
Selektin-Expression analysiert. Die Eigenfluores-
zenz unbehandelter Endothelzellen (Kon) wurde
als Bezugswert gleich 1 gesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardabweichung aus min-
destens drei unabhingigen Experimenten.
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3.1.3 Einfluss zytoskelettaler Verinderungen auf die E-Selektin-Expression

Statine nehmen durch Hemmung von Rho-GTPasen Einfluss auf die

Aktinzytoskelettorganisation (Laufs et al., 2000; Eberlein et al., 2001; Patel und Corbett,

2003; Ruiz-Velasco et al., 2004). Da E-Selektin iiber seinen zytoplasmatischen Teil mit dem

zelluldren Aktinfilamentsystem in Verbindung steht (Yoshida et al., 1996), konnten

aktinzytoskelettale Verdnderungen oder Umorganisationen mit einer verdnderten E-Selektin-

Oberfldchenprésentation einhergehen. Die beobachtete Hemmung der E-Selektin-Expression

durch Statine konnte demnach {iber eine statinbedingte Umstrukturierungen des Zytoskeletts

vermittelt sein.
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Um dem nachzugehen, wurden Endothelzellen mit CytochalasinD vorbehandelt, mit TNFa
stimuliert und dann per ELISA auf die Oberflachenexpression von E-Selektin hin untersucht.
Das zellpermeable Mycotoxin CytochalasinD fiihrt rasch zur volligen Depolymerisation des
Aktinzytoskeletts (Goddette und Frieden, 1986). Es wurde auf Grund von Literaturdaten
davon ausgegangen, dass CytochalasinD nicht als Inhibitor von Signaltransduktoren des TNF-
Rezeptor-,,Signalings* wirkt (d’Alessio et al., 1998; VandenBerg et al., 2004), so dass es der
Einsatz dieses Toxins ermdglicht, Zytoskeletteffekte von signaltransduktionsvermittelten
Wirkungen zu differenzieren. Wie in Abbildung 13A dargestellt, fithrt CytochalasinD bereits
bei Konzentrationen < 0,2 pg/ml zu massiven Verdnderungen der endothelialen
Zellmorphologie. Die TNFa-induzierte E-Selektin-Oberfldchenexpression erfolgt in diesem
Konzentrationsbereich trotz Zytoskelettschdadigung in nahezu identischem Ausmal} wie in
morphologisch nicht verdnderten Zellen (Abbildung 13A, B). Erst CytochalasinD-
Konzentrationen > 0,5 pg/ml inhibieren die zytokinvermittelte E-Selektin-Induktion deutlich

(Abbildung 13A, B).
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Abb.13 Einfluss von CytochalasinD auf TNFa-induzierte E-Selektin-Expression in humanen

Endothelzellen.

A: EA.hy-926 wurden mit CytochalasinD in angegebenen Konzentrationen iiber Nacht vorbehandelt
und anschlieBend mit TNFa (100 ng/ml) stimuliert. 5 h spéter erfolgte die mikroskopische Analyse
der Zellmorphologie (Abbildungen (VergroBerung: 1 : 400) und Diagramm ( € )) und Bestimmung
der E-Selektin-Oberfldchenexpression mittels ELISA (Diagramm (@ )). Gezeigt sind Mittelwerte +
Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

B: EA.hy-926 wurden iiber Nacht mit CytochalasinD in unterschiedlicher Konzentration vorbehandelt
und im Anschluss mit TNFo (100 ng/ml) stimuliert. 5 h spéter erfolgte die Analyse der E-Selektin-
Expression mittels ELISA. Mittelwerte = Standardabweichung stammen aus mindestens drei unab-
héngigen Experimenten (jeweils n = 3).
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Weiterhin wurden in parallelen Ansédtzen Endothelzellen entweder mit 1 pug/ml CytochalasinD
(Abbildung 14A) oder mit 20 uM Lovastatin (Abbildung 14B) iiber Nacht vorbehandelt und
nach Entfernung der Mediumiiberstinde drei Stunden unter Normbedingungen in
Standardmedium kultiviert. In diesen drei Stunden kam es zur sichtbaren Reorganisation des
Zytoskeletts und zur Erholung der Zellen, wobei die klassische Endothelzellmorphologie
wieder erreicht wurde (Abbildung 14C). Zu diesem Zeitpunkt erfolgte eine Stimulation der E-
Selektin-Expression durch TNFo und nach 5 Stunden wurde die Oberfldchenexpression des

endothelialen Selektins per ELISA analysiert. Wie in Abbildung 14A und Abbildung 14B

EA.hy-926 [O-TNFa
0,4 B+ TNFq

§ 0,3
20,2
<
< 0,1
0
CytochalasinD - + +
Erholung 3h) - - +

B EA.hy-926 O- TNFo
0,3 B+ TNFa
0,2
S
0,1
<
0

Lovastatin - + +
Erholung 3h) =~ - +

Abb.14 Statinvermittelte Hemmung der TNFoa-induzierten E-Selektin-Expression erfolgt nicht
iiber Zerstorung des Aktinzytoskeletts.

A: Subkonfluente EA.hy-926 wurden iiber Nacht mit CytochalasinD (1 pg/ml) vorbehandelt und im
Anschluss oder erst 3 h nach Entfernen von CytochalasinD mit TNFa (100 ng/ml) stimuliert. 5 h
spéter erfolgte die Analyse der E-Selektin-Oberflaichenexpression mittels ELISA. Mittelwerte +
Standardabweichung stammen aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

B: Subkonfluente EA.hy-926 wurden mit Lovastatin (20 pM, iiber Nacht) vorbehandelt und an-
schlieend oder erst 3 h nach Entfernen von Lova mit TNFa (100 ng/ml) stimuliert. 5 h spéter
erfolgte die Analyse der E-Selektin-Oberflichenexpression durch ELISA. Gezeigt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

C: Illustration des Einflusses von Lovastatin und CytochalasinD auf die Morphologie humaner
Endothelzellen. a: Unbehandelte konfluente HUVEC. b: HUVEC mit Lovastatin (0,1 uM) {iber
Nacht behandelt. ¢: HUVEC mit Lovastatin (20 uM) iliber Nacht behandelt. d: HUVEC mit Lova-
statin (20 uM) tiber Nacht behandelt, 3 h nach Entfernung von Lovastatin. e: HUVEC mit Cyto-
chalasinD (1 pg/ml) iiber Nacht behandelt. f: HUVEC mit CytochalasinD (1 pg/ml) iiber Nacht
behandelt, 3 h nach Entfernung von CytochalasinD; VergroBerung: 1 : 400.
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dargestellt ist, wird E-Selektin nach drei Stunden Erholungsphase in vollem Ausmal} in
CytochalasinD-vorbehandelten =~ Zellen  exprimiert  (Abbildung  14A),  wihrend
statinvorbehandelte Endothelzellen zum selben Zeitpunkt noch keinerlei E-Selektin-Induktion
nach TNF-Stimulation aufweisen (Abbildung 14B). Auf Grund dieser Befunde kann
angenommen werden, dass die Hemmung der E-Selektin-Expression durch Statine nicht
Folge statininduzierter aktinzytoskelettaler ~Umstrukturierungen ist, sondern {ber
inhibitorische Beeinflussung TNFa-induzierter Signaltransduktionsmechanismen vermittelt
wird. Unterstiitzt wird diese Hypothese dadurch, dass bei ,,Jow-dose*-Statinbehandlungen der
endothelialen Zellen keine Zytoskelettverdnderungen detektierbar waren, obwohl bereits eine

deutliche Hemmung der E-Selektin-Expression auftritt (Abbildung 12 und Abbildung 14C).

3.1.4 Einfluss von Statinen auf die TNF-Rezeptor-Expression in Endothelzellen

Neben einer Hemmung TNFa-induzierter Signalmechanismen als Ursache einer Inhibierung
der E-Selektin-Expression wére auch vorstellbar, dass Statine die TNF-Rezeptordichte auf der
Endothelzelloberfliche reduzieren und damit die Zellen gegeniiber einer TNFa-Wirkung
desensibilisieren. Um auszuschlieen, dass Statine iiber diesen Weg Einfluss auf die E-
Selektin-Expression nehmen, wurde die Expression der zwei beschriebenen TNF-Rezeptoren
TNF-R1 und TNF-R2 (Wajant et al., 2001; MacEwan, 2002) untersucht. Mit Hilfe einer auf
ELISA basierenden Methode konnte gezeigt werden, dass TNF-R1 konstitutiv vorhanden ist
und quantitativ weder durch TNFa- noch durch Lovastatinbehandlung beeinflusst wird
(Abbildung 15A). Die TNF-R2-Konzentration hingegen ist nach TNFa-Behandlung um das
Vierfache erhoht (Abbildung 15A). Eine Inkubation von Endothelzellen mit 20 pM
Lovastatin bewirkt eine Steigerung der TNF-R2-Expression ebenfalls um den Faktor vier
(Abbildung 15A). TNFa in Kombination mit Lovastatin fithrt wie erwartet zu einer weiteren
Steigerung der TNF-R2-Expression (Abbildung 15A). Die Induktion von TNF-R2 und die
Tatsache, dass die TNF-RI1-Expression von TNFoa- und Lovastatinbehandlungen nicht
verandert wird, konnte per FACS-Analyse bestétigt werden (Abbildung 15B, C).
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Abb.15 Lovastatin und TNFo induzieren die
Expression des TNF-Rezeptors 2 in
HUVEC.

A: HUVEC wurden mit den angegebenen Kon-
zentrationen an Lovastatin (Lova) iiber Nacht vor-
behandelt und anschliefend mit TNFa (1 ng/ml)
fiir 4 h stimuliert. Danach erfolgte die Detektion
der Oberflachenexpression von TNF-Rezeptor 1
(TNF-R1) und TNF-Rezeptor 2 (TNF-R2) mittels
ELISA. Die dargestellten Mittelwerte =+
Standardabweichung resultieren aus mindestens
zwei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).
Unbhandelte Kontrollzellen (Kon) wurden als
Bezugswert gleich 1 gesetzt.

B, C: HUVEC wurden wie unter A beschrieben
behandelt und per FACS analysiert. Reprédsentative
FACS-Resultate sind dargestellt. Kontrolle = Auto-
fluoreszenz unbehandelter Zellen.

Die Féhigkeit von Lovastatin bei Konzentrationen grofler als 5 uM TNF-R2 zu induzieren

fiihrt dazu, dass statinbehandelte Endothelzellen sensitiver auf TNFa reagieren. Dadurch

kommt es nach TNFa-Stimulierung prozentual gesehen zu einer leichten Zunahme der Zahl

E-Selektin-positiver Zellen in Statin-vorbehandelten Zellpopulationen (Abbildung 16A, B;

Tabelle ,,%Gated*). Betrachtet man jedoch die mittlere Fluoreszenz der E-Selektin-positiven

Zellen nach Lovastatin- und TNFoa-Behandlung, so findet man die bereits in Abbildung 11

beschriebene Lovastatin-vermittelte Reduktion der E-Selektin-Expression pro Zelle

(Abbildung 16C; Tabelle ,,%Gated*).
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M2 ; M2 ; Mz :
| | ; |
............ 20 pM Lovastatin Kontrolle
1 ,ll(g‘;::lt: %lllqu 20 uM Lovastatint+ 1 ng/ml TNFa,
1 ng/ml TNFau s 20 pM Lovastatin
+1 ng/ml TNFa
FL1-E-SelactinFITC FL1-E-SelectinFITC FL1-E-SelectinFITC
1 ng/ml TNFa 20 pM Lovastatin+1 ng/ml TNFa
Marker Ereignisse %Gated MF Marker Ereignisse %Gated  MF
All 9003 100.00 120.33 All 9003 100.00 49.30
M1 921 41.36 2.93 M1 921 22.34 3.57
M2 8108 58.64 144.43 M2 8108 77.66 54.35

Abb.16 Analyse des Einflusses von Lovastatin auf TNFa-induzierte E-Selektin-Expression in
humanen Endothelzellen.

Subkonfluente HUVEC wurden mit Lovastatin (20 pM, iiber Nacht) vorbehandelt und anschlieBend
mit TNFa (1 ng/ml) stimuliert. 5 h spéter erfolgte die Inkubation mit anti-E-Selektin-Antikorper
und die Analyse per FACS. M1 bezeichnet E-Selektin-negative, M2 E-Selektin-positive Zellen.
%Gated = betrachtete Zellpopulation. MF = mittlere Fluoreszenz. Unbehandelte Zellen dienten als
,Kontrolle“. A, B und C sind representative Ergebnisse aus mindestens 3 unabhidngigen Messungen.

3.1.5 Beteiligung von Rho-GTPasen an der TNFa-induzierten E-Selektin-Expression

Es wird vermutet, dass die Hemmung der zytokinvermittelten E-Selektin-Expression durch
Statine auf eine Blockierung der Lipidmodifikationen von Rho-GTPasen zuriickzufiihren ist
(vgl. 3.1.2). Daher sollte aufgekldrt werden, welche Isoprenylierungen fiir die
Zytokininduktion von E-Selektin essentiell sind. Abbildung 17A zeigt, dass
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) die Lovastatin-vermittelte Hemmung der E-Selektin-
Expression nach TNFa-Exposition revertiert. Farnesylpyrophosphat (FPP) zeigt keine
derartige Wirkung (Abbildung 17A). Dariiber hinaus konnte mit Geranylgeranyltransferase-
Inhibitor Typ I (GGTI), nicht aber mit dem Farnesyltransferase-Inhibitor (FTI), die
Statinwirkung imitiert und die E-Selektin-Expression unterbunden werden (Abbildung 17B).
Schlussfolgernd lésst sich sagen, dass geranylgeranylierte Proteine fiir die zytokininduzierte

E-Selektin-Expression essentiell sind.
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Abb.17 Geranylgeranylierte Proteine sind fiir die TNFo-vermittelte E-Selektin-
Expression essentiell.

A: Subkonfluente EA.hy-926 wurden mit Lovastatin (Lova)(20 uM, iiber Nacht) in An- oder
Abwesenheit von GGPP (50 uM) oder FPP (50 uM) vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte
eine Stimulation der Zellen mit TNFa (100 ng/ml). Nach weiteren 5 h Inkubation wurde die
E-Selektin-Proteinexpression mittels ELISA analysiert. Unbehandelte Zellen dienten als
Kontrolle (Kon). Die gezeigten Mittelwerte = Standardabweichung resultieren aus drei
unabhidngigen Experimenten (jeweils n = 3).

B: Endothelzellen, die fiir 72 h mit Farnesyltransferase-Inhibitor (FTI, 50 uM) oder
Geranygeranyltransferase-Inhibitor Typ I (GGTI, 50 pM) vorbehandelt waren, wurden 5 h
mit TNFa (100 ng/ml) stimuliert und anschlieBend per ELISA auf die E-Selektin-
Oberflachenexpression untersucht. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle (Kon). Die
gezeigten Mittelwerte + Standardabweichung resultieren aus drei unabhédngigen
Experimenten (jeweils n = 3).

Bakterielle Toxine aus verschiedenen Clostridien-Arten stellen Hemmstoffe von Rho-
GTPasen dar, die durch kovalente Modifikation der kleinen G-Proteine letztendlich zu einer
Hemmung der Rho-Effektorkopplung fiihren (Aktories et al., 1988). Das clostridiale Toxin A
(ToxA) aus Clostridium difficile, welches spezifisch drei Vertreter (Racl, Cdc42 und RhoA)
der Rho-GTPasen-Familie hemmt (Genth et al., 1999), zeigte in HUVEC keinen Einfluss auf
die TNFoa-vermittelte E-Selektin-Genexpression (Abbildung 18B). Dementsprechend
beeinflusst ToxA-vermitteltes, gleichzeitiges Ausschalten von RhoA, Rac und Cdc42 die E-
Selektin-Oberflichenexpression nach TNFa-Stimulation nicht (Abbildung 18A).
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Abb.18 Einfluss von Rho-inaktivierendem
Toxin A auf die TNFo-vermittelte E-
Selektin-Expression.

A: Subkonfluente HUVEC wurden mit Toxin A
(ToxA)(175 ng/ml) iiber Nacht vorbehandelt und
anschlieend mit TNFa (1 ng/ml) fir 5 h stimu-
liert. Danach erfolgte die Analyse der E-Selektin-
Oberflichenexpression mittels ELISA. Unbe-
handelte Zellen dienten als Kontrolle (Kon).

B: Subkonfluente HUVEC wurden mit dem E-
Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukt  transfi-
ziert und nach 24 h einer 16-stiindigen Toxin A-
Behandlung (ToxA)(175 ng/ml) unterzogen.
Nach weiteren 12 h TNFa-Exposition wurde die
Luziferaseaktivitdit ~ bestimmt. = Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle (Kon).

Die in A und B dargestellten Werte sind Mittel-
werte + Standardabweichung aus mindestens
zweil unabhédngigen Experimenten (jeweils n = 2).

TNFa
TNFo+ToxA

Um eine mogliche Beteiligung von Rho-GTPasen bei der Regulation der E-Selektin-

Induktion nach TNFoa-Exposition auf andere Weise zu untersuchen, wurden dominant-

negative Formen von RhoA, RhoB und Racl transient mit den E-Selektin-Promotor-

Luziferasekonstrukten co-transfiziert. 16 Stunden spédter erfolgte die Detektion der Gen-

aktivitit von E-Selektin anhand der in den Zellen vorhandenen Luziferaseaktivitit. Das

spezifische, separate Ausschalten von RhoA, RhoB oder Racl fiihrt zur Hemmung der TNFa-
vermittelten E-Selektin-Genexpression in HUVEC (Abbildung 19). Dies bedeutet, dass die

untersuchten Rho-GTPasen entscheidend an der Regulation des E-Selektin-Gens beteiligt
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Abb.19 RhoA, RhoB und Racl sind fiir die TNFa-
induzierte E-Selektin-Genexpression
essentiell.

HUVEC wurden mit dem E-Selektin-Promotor-
Luziferasekonstrukt sowie Expressionsvektoren fiir
dominant-negatives RhoA (dnRhoA), dominant-
negatives RhoB (dnRhoB) oder dominant-negatives
Racl (dnRac) co-transfiziert. 16 h nach Transfektion
wurden die Zellen fiir weitere 8 h mit TNFa (1 ng/ml)
behandelt. Im Anschluss wurde die Luziferaseaktivitit
bestimmt. Die Luziferaseaktivitit in der nicht mit
dnRho-Mutanten co-transfizierten Kontrolle (Kon)
wurde gleich 1 gesetzt. Dargestellte Mittelwerte +
Standardabweichung stammen aus mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 2).
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3.1.6 9-cis-Retinsiure hemmt die TNFa-induzierte E-Selektin-Expression

Mitte der 1990er Jahre wurden fiir die Retinsdure inhibitorische Effekte auf die
zytokinvermittelte Expression von Adhédsionsmolekiilen wie z.B. VCAM-1 nachgewiesen (Di
Noto et al., 1996; Gille et al., 1997). Deshalb wurden die beiden haufigsten Derivate der
Retinsdure, all-trans-Retinsédure (at-RA) und 9-cis-Retinsdure (9c-RA), beziiglich ihres
Einflusses auf die TNFa-induzierte E-Selektin-Expression untersucht. Abbildung 20 zeigt,
dass nur 9-cis- nicht jedoch all-trans-Retinséure den Anstieg der E-Selektin-Proteinexpression
nach TNFa-Behandlung von EA.hy-926-Zellen dosisabhidngig verhindern kann (Abbildung
20A). Identische Ergebnisse wurden mit primdren HUVEC erhalten (Abbildung 20B).

A € -TNFo B
0,5 {EA.hy-926 B +TNFa 1 HUVEC
0,6 1
. T I
E 0,4 !
2 g
S § ]
< -
< < 0,2
0 1l == omtem

TNFa - - - + + +
I 9C-RA - + - - + -
Retinsidure (nM) at-RA - -+ = =

Abb.20 Wirkung von all-trans- (at-RA) und 9-cis-Retinsidure (9c-RA) auf die E-Selektin-
Induktion durch TNFa in Endothelzellen.

Subkonfluente EA.hy-926 (A) bzw. HUVEC (B) wurden mit TNFa (100 ng/ml (A), 1 ng/ml (B))
und mit den angegebenen Konzentrationen (A) bzw. mit je 2 uM (B) 9¢c-RA oder at-RA fiir 5 h
behandelt. Im Anschluss erfolgte die Analyse der E-Selektin-Oberfldchenexpression per ELISA.
Die gezeigten Mittelwerte £ Standardabweichung stammen aus mindestens drei unabhdngigen
Experimenten (jeweils n = 3).
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3.1.7 Lovastatin und 9-cis-Retinsdure hemmen Tumorzelladhision

Es wird angenommen, dass E-Selektin am Metastasierungsgeschehen beteiligt ist, indem es
den Kontakt zwischen Selektinliganden-prasentierenden Tumorzellen und vaskularen
Endothelzellen vermittelt (Krause und Turner, 1999). Es stellte sich demnach die Frage, ob
eine Hemmung der endothelialen E-Selektin-Expression eine Tumorzelladhdsion am Endothel
zu verhindern vermag. Zu diesem Zweck wurde die Adhédsion fluoreszenzmarkierter humaner
Kolonkarzinomzellen (DLD1) an einen entsprechend behandelten Endothelzellmonolayer
untersucht. Wie in Abbildung 21A gezeigt, filhrt TNFa in konzentrationsabhingiger Weise
zu einer Erhohung der Tumorzelladhision von DLD1 an HUVEC. Bereits Konzentrationen
von 0,1 - 1 uM Lovastatin vermindern die zytokininduzierte Tumorzelladhédsion um 40 - 50 %
(Abbildung 21B, D). Auch 9c-RA (2 uM) fiihrt zu einer massiven Hemmung der
Tumorzelladhdsion, wihrend at-RA keinerlei inhibitorischen Effekt aufweist (Abbildung
21C). Schlussfolgernd lésst sich sagen, dass eine durch Lovastatin- oder 9-cis-Retinsdure-
Behandlung reduzierte Induktion TNFa-vermittelter E-Selektin-Expression mit einer

verminderten Tumorzelladhésion einhergeht. Die basale Tumorzelladhdsion wird weder durch

Lovastatin (Abbildung 21D) noch durch 9¢c-RA beeinflusst.

Um zu untersuchen, ob die durch Statine vermittelte Reduktion der Tumorzelladhdsion priméar
auf einer verminderten E-Selektin-Expression beruht, oder ob auch die Expressionshemmung
anderer Adhisionsmolekiile hierzu beitrdgt, wurde der Effekt von TNFa und Lovastatin
exemplarisch auf P-Selektin- und ICAM-1-Expression in Endothelzellen untersucht. Unter
den gewihlten Bedingungen ist TNFa nicht in der Lage P-Selektin in HUVEC zu induzieren,
wiahrend eine fiinffache Induktion des Adhésionsmolekiils ICAM-1 beobachtet wird
(Abbildung 22A). Niedrige Dosen von Lovastatin (0,1 uM bzw. 1 uM) beeinflussen die
zytokininduzierte ICAM-1-Expression nicht (Abbildung 22A), obwohl unter diesen
Bedingungen die TNFa-induzierte E-Selektin-Expression bereits sehr deutlich gehemmt wird
(Abbildung 22A). Nur sehr hohe Statindosen (> 50 uM) hemmen die ICAM-1-Expression um
ca. 40 % (Abbildung 22B). Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Hemmung der
Tumorzelladhdsion durch physiologisch relevante Konzentrationen an Lovastatin primér

durch Herabsenkung der E-Selektin-Oberfldchenexpression bedingt ist.
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Abb.21 Lovastatin und 9-cis-Retinsiure hemmen die TNFo-induzierte Tumorzelladhision an
HUVEC.

A: Konfluente HUVEC wurden mit den angegebenen Konzentrationen an TNFa behandelt. Nach 5 h
wurden 5 x 103 fluoreszenzmarkierte Kolonkarzinomzellen (DLD1) auf die Endothelzellen gegeben
und nach weiteren 2 h wurde die Tumorzelladhésion photometrisch quantifiziert. Die Fluoreszenz ad-
hirierter DLD1 an unbehandelte Endothelzellen wurde als Bezugswert gleich 1 gesetzt.

B: Konfluente HUVEC wurden 24 h mit den angegebenen Lovastatinkonzentrationen (Lova) vorbe-
handelt und anschlieBend fiir 5 h mit TNFa (1 ng/ml) stimuliert. Die Adhésion fluoreszenzmarkierter
DLDI1 erfolgte in weiteren 2 h und die Detektion wie unter A beschrieben.

C: Konfluente HUVEC wurden 5 h mit TNFa (1 ng/ml) allein oder in Kombination mit 9-cis- (9c-
RA)(2 uM) oder all-trans-Retinséure (at-RA)(2 uM) behandelt und anschlieBend mit fluoreszierenden
DLD1-Zellen fiir 2 h inkubiert. Die Adhésion der Tumorzellen an die Endothelien wurde wie unter A
beschrieben quantifiziert.

D: Illustration des inhibitorischen Effektes von Lovastatin auf die TNFa-induzierte Adhdsion von
DLD1 an HUVEC. a: unstimulierte HUVEC+DLD1; b: Lovastatin-vorbehandelte HUVEC+DLDI; c:
TNFa-stimulierte HUVEC+DLD1; d: Lovastatin-vorbehandelte, TNFa-stimulierte HUVEC+DLD1;
VergroBerung: 1 : 400. Gezeigte Mittelwerte £ Standardabweichung (A, B, C) stammen aus
mindestens zwei unabhidngigen Experimenten (jeweils n = 3).
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Abb.22 Effekt von TNFa und Lovastatin auf ICAM-1- und P-Selektin-Expression in HUVEC.

A: Konfluente HUVEC wurden 24 h mit 0,1 uM (Lova 1) oder mit 1 uM Lovastatin (Lova 2) vor-
behandelt und anschlieBend 5 h mit TNFa (10 pg/ml) stimuliert. Die Oberflachenexpression von E-
Selektin, P-Selektin und ICAM-1 wurde per ELISA ermittelt. Mittelwerte + Standardabweichung
ergaben sich aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

B: Hohe Lovastatin-Konzentrationen hemmen die TNFa-induzierte ICAM-1-Expression.

Konfluente HUVEC wurden 24 h mit angegebenen Konzentrationen an Lovastatin (Lova) vorbe-
handelt und im Anschluss mit TNFa (10 pg/ml) stimuliert. 5 h spiter erfolgte die Bestimmung der
Oberflichenexpression von ICAM-1. Dargestellt sind Mittelwerte = Standardabweichung aus mindes-
tens zwei unabhingigen Experimenten (jeweils n = 3).

Ein bekannter Effekt von Statinen ist die Induktion der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
und damit eine Erhohung der NO-Freisetzung in Endothelzellen (Dobrucki et al., 2001; Laufs
et al., 2002). Eine verdnderte Adhésion von Leukozyten an das Gefdflendothel wurde als ein
NO-vermitteltes Phdnomen beschrieben (Benjamim et al., 2002, Hickey et al., 2001).
Dementsprechend stellte sich die Frage, ob die beobachteten Statineffekte auf die
Tumorzelladhédsion durch eine Induktion der NO-Synthese vermittelt sein konnten. Weder
TNFa noch Lovastatin beeinflussen jedoch unter den gewidhlten Bedingungen die NO-
Synthese in Endothelzellen (Abbildung 23). Dieses mit dem Griess-Assay, einer
kolorimetrischen NO-Detektionsmethode, erhaltene Ergebnis (Abbildung 23A) konnte mit
einem weiteren Nitrit-Nachweisverfahren (NO-Analyzer nach Sievers) bestdtigt werden
(Abbildung 23B). Es ist deshalb davon auszugehen, dass der beschriebene Effekt von
Lovastatin, TNFa-induzierte Tumorzelladhédsion zu hemmen, unabhingig von NO-regulierten

Mechanismen vermittelt ist.
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Abb.23 TNFa und Lovastatin haben keinen Einfluss auf die NO-Synthese in HUVEC.

Subkonfluente HUVEC wurden mit 0,1 uM bzw. 1 uM Lovastatin (Lova) 24 h vorbehandelt und
anschlieend 5 h mit TNFa (1 ng/ml) stimuliert. Der Mediumiiberstand der Zellen wurde im An-
schluss daran auf seinen Nitrit-Gehalt mit Hilfe des kolorimetrischen Griess-Assays (A) und
mittels eines auf Chemilumineszenz basierenden NO-Analysators nach Sievers (B) vermessen.
Mittelwerte = Standardabweichung in A basieren auf mindestens zwei unabhédngigen Ex-
perimenten (jeweils n = 2). Die Werte in B sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen. Als
Positivkontrolle (PosKon) wurden HUVEC mit einem Zytokin-Mix aus INFy (10 U/ml), TNFa
(1 ng/ml) und IL-1a (1 ng/ml) fiir 5 h behandelt.

3.1.8 Hemmung der E-Selektin-Expression fithrt zu verminderter Tumorzelldiapedese

Die oben dargestellten Ergebnisse fiihren zu der Frage, ob eine Verminderung der Adhision
von Tumorzellen auch eine verminderte Transmigration durch endotheliale Barrieren zur
Folge hat. Um dies zu iiberpriifen, wurde mit Hilfe eines in vitro-Zell-Invasions-Assays die
Diapedeserate von HT-29-Kolonkarzinomzellen durch endotheliale Monolayer bestimmit.
TNFa-Behandlung (1 ng/ml) eines endothelialen Zellmonolayers fiihrt zu einer um ca. den
Faktor 10 gesteigerten Transmigration von Tumorzellen (Abbildung 24A). Diese
zytokinstimulierte Tumorzell-Diapedeserate ldsst sich konzentrationsabhidngig durch
Lovastatinvorbehandlung des endothelialen Monolayers vermindern (Abbildung 24A).
Bereits 1 uM Lovastatin vermindert die Tumorzell-Transmigration um 60 - 70 % (Abbildung
24A). 9¢c-RA vermindert ebenso wie at-RA die Diapedeserate der HT-29-Tumorzellen nahezu
auf Basalniveau (Abbildung 24B). Die Hemmung zytokinvermittelter E-Selektin-Expression
durch Lovastatin und Retinséure korreliert dementsprechend nicht nur mit einer verminderten
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Tumorzelladhdsion an das Endothel, sondern auch mit einer geringeren Tumorzell-

Diapedeserate.
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Abb.24 Lovastatin und Retinsiiure hemmen die Diapedese von Tumorzellen durch TNFa-
stimulierte Endothelzellmonolayer.

A: Konfluente HUVEC wurden mit den angegebenen Lovastatin-Konzentrationen fiir 24 h vorbe-
handelt und anschlieBend 4 h mit TNFa (1 ng/ml) stimuliert. Die so behandelten Endothelzellen
wurden mit 3 x 10° HT-29-Zellen tiberschichtet und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Im Anschluss
wurde die Transmigrationsrate wie im Methodenteil beschrieben bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (jeweils n =
3). Die spontane Transmigration der HT-29-Zellen durch unbehandelte Endothelzellen wurde als
Bezugswert gleich 1 gesetzt.

B: Konfluente HUVEC wurden fiir 3 h mit TNFa (1 ng/ml) stimuliert. Unmittelbar nach TNFa-
Zugabe zum Medium erfolgte die Behandlung mit 9-cis- (9c-RA)(2 uM) oder all-trans-Retinsdure
(at-RA)(2 uM). Im Anschluss wurden die so behandelten Endothelzellen mit 3 x 103 HT-29-Zellen
tiberschichtet und {iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transmigrationsrate wurde wie im
Methodenteil beschrieben bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus
mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3). Die spontane Diapedese der HT-29-
Zellen durch unbehandelte Endothelzellmonolayer wurde als Bezugswert gleich 1 gesetzt.

66



Ergebnisse

3.2 Ionisierende y-Strahlung induziert E-Selektin in humanen

Endothelzellen

Verschiedenste Agenzien wurden hinsichtlich ihrer Féhigkeit getestet, E-Selektin-Expression
in humanen Endothelzellen (HUVEC und EA.hy-926) zu induzieren. Neben Zytokinen (vgl.
Kap 3.1ff) ist unter anderem y-Strahlung in der Lage, die endotheliale E-Selektin-Expression
zu stimulieren (Tabelle 3). Abbildung 25 zeigt, dass Bestrahlung von HUVEC (Abbildung
25A) und EA.hy-926 (Abbildung 25B) mit ionisierender y-Strahlung dosisabhédngig zu einem
Anstieg der E-Selektin-Oberfldchenexpression fiihrt. Interessanterweise ist schon bei
niedrigen Strahlendosen von 2 Gray (Gy) eine deutliche E-Selektin-Proteinexpression
detektierbar (Abbildung 25A, B). Semiquantitative RT-PCR-Analysen ergaben, dass nach IR-
Behandlung von Endothelzellen erhdhte Mengen an E-Selektin-mRNA vorliegen (Abbildung

25C). Die Verwendung des E-Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukts im Rahmen von
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Abb.25 Ionisierende Strahlung induziert E-Selektin-Expression in humanen Endothelzellen.

A, B: 5 h nach Exposition der Endothelzellen (HUVEC (A) und EA.hy-926 (B)) mit den
angegebenen Dosen ionisierender Strahlung (IR) wurde die E-Selektin-Proteinexpression mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens drei unab-
hingigen Experimenten (jeweils n = 3).

C: Subkonfluente HUVEC wurden mit 20 Gy bestrahlt und 45 min spéter die Gesamt-RNA
isoliert. Die E-Selektin-mRNA-Expression wurde mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert,
wobei GAPDH als interner Standard verwendet wurde.

D: Endothelzellen (HUVEC) wurden mit dem E-Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukt
transfiziert, 24 h spiter mit den angegebenen Dosen IR behandelt und weitere 12 h spéter die
Luziferaseaktivitit ihrer Zelllysate bestimmt. Die Luziferaseaktivitit in unbehandelten,
transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. Die dargestellten Mittelwerte + Standardabweichung

stammen aus drei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 2).
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Reportergenanalysen (vgl. Kapitel 3.1.1; Abbildung 8A) fiihrte zu dem Ergebnis, dass
ionisierende  Strahlung die Genexpression des Adhidsionsmolekiils E-Selektin in

Endothelzellen aktiviert (Abbildung 25D).

3.2.1 y-Strahlung vermittelt E-Selektin-Expression in Endothelzellen iiber
den PI-3-Kinase-Signalweg

Der Transkriptionsfaktor NF-xB spielt sowohl bei zytokininduzierter (Schindler und
Baichwal, 1994; Whitley et al., 1994) als auch bei strahlenvermittelter E-Selektin-Expression
(Hallahan et al., 1998) in Endothelzellen eine entscheidende Rolle. Uber die dem NF-xB
vorgeschaltete ,,up-stream‘“-Signaltransduktion sind bisher keine Daten verfiigbar. Deshalb
wurden subkonfluente HUVEC mit Wortmannin oder PD98059 behandelt und nach y-
Bestrahlung auf Proteinexpression von E-Selektin per ELISA vermessen. In Abbildung 26 ist
deutlich zu erkennen, dass der Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI-3)-Kinase-Inhibitor
Wortmannin die strahleninduzierte E-Selektin-Expression vollstindig hemmt, wéhrend eine
Blockade der MEK1/2-vermittelten Signalwege durch den Hemmstoff PD98059 keinerlei
Auswirkung auf die E-Selektin-Induktion hat (Abbildung 26). Es ist daher davon auszugehen,
dass Rontgenstrahlung unter anderem  durch  Aktivierung des  PI-3-Kinase-

Signaltransduktionsweges die E-Selektin-Expression in Endothelzellen induziert.

Abb.26 IR vermittelt E-Selektin-Expression
durch Aktivierung des PI-3-Kinase-

6 - Signalweges.

- Subkonfluente HUVEC wurden mit PI-3-Kinase-
Inhibitor Wortmannin (Wortm)(100 nM) bzw.
mit MEK1/2-Inhibitor PD98059 (50 uM) fiir 3 h
3 - behandelt und im Anschluss mit 10 Gy IR be-
strahlt. Nach weiteren 4 h wurde die E-Selektin-
|_I_I Oberflachenexpression mittels ELISA bestimmt.
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wn
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%
=
a
=

x-fache E-Selektin-Induktion

Die basale E-Selektin-Oberflichenexpression
(Kon) wurde als Bezugswert gleich 1 gesetzt. Die
gezeigten Mittelwerte = Standardabweichung er-
gaben sich aus zwei unabhéngigen Experimenten
(jeweils n =2).
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3.2.2 Hemmung der NF-xB-Aktivierung durch Lovastatin blockiert y-Strahlen-

induzierte E-Selektin-Expression in humanen Endothelzellen

Die Tatsache, dass Statine im Fall der zytokinvermittelten Induktion von E-Selektin potente
Inhibitoren darstellen (vgl. Kapitel 3.1.2) und ihre Eigenschaft die Aktivierung des nuklearen
Faktors kB zu verhindern (Gnad et al., 2001) legen nahe, ihre Wirkung auch auf die
strahleninduzierte E-Selektin-Expression zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde der
Einfluss von Lovastatin auf die Aktivierung von NF-kB durch IR mit Hilfe eines
phosphospezifischen IxkB-a-Antikdrpers niher betrachtet. Die Phosphorylierung von IkB-a
an Serin 32 ist ein direktes MaB fiir die NF-kB-Aktivierung. Lovastatin ist in der Lage, die y-
strahlenvermittelte Phosphorylierung von IkB-a und damit die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-«xB zu hemmen (Abbildung 27A). Weiterhin fiihrt eine
Vorbehandlung von Endothelzellen mit Lovastatin zur Hemmung der E-Selektin-
Genexpression nach IR-Behandlung, was mittels Reportergenanalysen gezeigt werden konnte
(Abbildung 27B). Wie auf Grund dieser Befunde zu erwarten, wird auch die
strahleninduzierte Expression der E-Selektin-mRNA (Abbildung 27C) sowie des E-Selektin-
Proteins (Abbildung 27D) durch Lovastatinvorbehandlung in Endothelzellen vermindert.

Alle Daten zusammengenommen zeigen, dass Statine auch sehr potente Inhibitoren der
strahleninduzierten E-Selektin-Expression in Endothelzellen darstellen. Sie entfalten ihre
inhibitorischen FEigenschaften unter anderem durch Hemmung der durch y-Strahlen
hervorgerufenen = Aktivierung  von NF-xB. Eine Beeinflussung  anderer
Signaltransduktionsmolekiile wie z.B. Akt-Kinase (vgl. Kapitel 3.2.3) konnte durchaus

ebenfalls zu der beschriebenen Wirkung von Statinen beitragen.

Wie in Kapitel 3.1 erwidhnt, ist eine Aktivierung von NF-xB durch gentoxische Noxen nicht
ausreichend, um E-Selektin-Expression in Endothelzellen zu induzieren (Abbildung 10).
Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass eine durch TNFa-Behandlung (> 0,5 ng/ml)
maximal erreichte E-Selektin-Expression in Endothelzellen durch Bestrahlung mit IR (2 Gy)
weiter gesteigert werden kann (Abbildung 28). Es findet sich ein nahezu additiver Effekt, der
vermuten ldsst, dass strahleninduzierte und zytokinvermittelte E-Selektin-Geninduktion auf

unterschiedliche Art und Weise reguliert sind.
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Abb.27 Lovastatin hemmt die IR-induzierte E-Selektin-Protein- und -Genexpression.

A: 15 min nach Bestrahlung (20 Gy) Lovastatin-vorbehandelter (Lova)(20 pM) oder unbe-
handelter HUVEC (Kon) wurde der Phosphorylierungsstatus von IkB-o. mit Hilfe eines
phosphospezifischen Antikorpers (Ser32) bestimmt. Phosphorylierung an dieser Position
korreliert mit NF-kB-Aktivierung. Zur Kontrolle wurde der Blot mit IxkB-a- und ERK-2-
Anti-korpern rehybridisiert.

B: Mit dem E-Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukt transfizierte HUVEC wurden mit
Lovastatin (20 uM, tiber Nacht) vorbehandelt und anschlieend mit IR (20 Gy) stimuliert.
16 h spiter erfolgte die Bestimmung der Luziferaseaktivitit in den Zelllysaten. Die
Luziferase-aktivitit unbehandelter, transfizierter HUVEC wurde als Bezugswert gleich 1
gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte =+ Standardabweichung aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 2).

C: Subkonfluente HUVEC wurden mit Lovastatin (20 pM, iiber Nacht) vorbehandelt und
mit 20 Gy bestrahlt. 45 min spéter erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA. Die E-
Selektin-mRNA-Expression wurde mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert, wobei
GAPDH als interner Standard gesehen wurde.

D: HUVEC wurden iiber Nacht mit den angegebenen Lovastatinkonzentrationen
vorbehandelt und 5 h nach Bestrahlung (10 Gy) mittels ELISA auf E-Selektin-Ober-
flichenexpression analysiert. Die gezeigten Mittelwerte + Standardabweichung stammen
aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).
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Abb.28 IR potenziert die stimulierende
Wirkung von TNFa auf E-Selektin-
Expression in humanen Endothelzellen.
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3.2.3 Lovastatin beeinflusst y-Strahlen-induzierte E-Selektin-Expression

durch Hemmung von Rho-Proteinen und Inhibierung der Akt-Kinase

Es stellt sich die Frage, wie Statine Einfluss auf die NF-kB-Aktivierung und die E-Selektin-
Expression nach vy-Strahlenexposition nehmen. Um herauszufinden, ob von Statinen
beeinflusste Rho-GTPasen (vgl. Kapitel 3.1.2) bei der strahleninduzierten E-Selektin-
Expression von Bedeutung sind, wurde der Effekt des Clostridium difficile Toxins A (ToxA)
und der Co-Expression von dominant-negativen Rho-Proteinen auf die E-Selektin-Expression
in Endothelzellen nach y-Strahlen-Behandlung untersucht. Wie in Abbildung 29 gezeigt,
hemmt ToxA die strahleninduzierte E-Selektin-Protein- (Abbildung 29A) und -Genexpression
(Abbildung 29B). Desweiteren zeigte sich, dass spezifisches Ausschalten der Rho-Proteine
RhoB oder Racl durch Co-Transfektion ihrer dominant-negativer (dn) Formen zu
vollstédndiger Blockierung der E-Selektin-Genexpression nach y-Bestrahlung fiihrt (Abbildung
29C). Spezifische Hemmung von RhoA hatte keinerlei Einfluss (Abbildung 29C). Dies fiihrt
zu der Annahme, dass auch bei strahlenvermittelter E-Selektin-Genexpression Rho-GTPasen,

insbesondere RhoB und Racl, essentiell sind.

Auf Grund der in Abbildung 26 dargestellten Befunde, kann angenommen werden, dass
Rontgenstrahlung die E-Selektin-Expression unter anderem durch Aktivierung der PI-3-
Kinase vermittelt. Um zu untersuchen, ob Statine Einflul auf die strahlenvermittelte
Aktivierung dieser oder anderer Kinasen nehmen, wurde in Western-Blot-Analysen
bestrahlter HUVEC die Wirkung von Lovastatin auf die Aktivitit der PI-3-Kinase und der
MAP-Kinase ERK-2 untersucht. Hierzu wurde zum einen der Phosphorylierungszustand der
Akt-Kinase, eines direkten Effektors der Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase, mit einem

phosphospezifischen Antikorper bestimmt. Zum anderen erfolgte ebenfalls mittels
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Abb.29 Rho-GTPasen sind fiir die Aktivierung der E-Selektin-Genexpression nach IR-Exposition
essentiell.

A: Humane Endothelzellen (HUVEC) wurden iiber Nacht mit Rho-inaktivierendem clostridialem
Toxin A (ToxA)(175 ng/ml) vorbehandelt. 5 h nach IR-Behandlung (2 Gy) wurde die E-Selektin-
Oberflachenexpression mittels ELISA analysiert. Kon bezeichnet die basale E-Selektin-Expression
unbehandelter Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten (jeweils n = 3).

B: 24 h nach Transfektion von humanen Endothelzellen (EA.hy-926) mit dem E-Selektin-Promotor-
Luziferasekonstrukt wurden diese mit ToxA (175 ng/ml, {iber Nacht) vorbehandelt und im Anschluss
mit 10 Gy stimuliert. Nach 16 h wurden die Zellen lysiert und auf Luziferaseaktivitit analysiert. Die
basale Luziferaseaktivitiat unbehandelter Zellen wurde als Bezugswert gleich 1 gesetzt. Die gezeigten
Mittelwerte + Standardabweichung ergeben sich aus mindestens drei unanhingigen Experimenten
(jeweils n = 3).

C: Endothelzellen (HUVEC) wurden mit dem E-Selektin-Promotor-Luziferasekonstrukt zusammen mit
Expressionsvektoren flir dominant-negative Formen der Rho-GTPasen RhoA (dnRhoA), RhoB
(dnRhoB) und Racl (dnRacl) co-transfiziert. Nach Uber-Nacht-Inkubation erfolgte die Behandlung
mit 2 Gy. Nach weiteren 16 h wurden die Zelllysate beziiglich ihrer Luziferaseaktivitdt analysiert. Die
relative Luziferaseaktivitat in Luziferase-transfizierten, aber unbehandelten Zellen (Kon) wurde gleich
1 gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens zwei unabhdngigen
Experimenten (jeweils n = 2).

phosphospezifischem Antikorper die Analyse des Phosphorylierungszustands der ERK-2.
Abbildung 30A zeigt, dass ionisierende Strahlung in Endothelzellen die Phosphorylierung der
Akt-Kinase stimuliert. Behandlung der Zellen mit Lovastatin hat eine deutlich verminderte
Aktivierung des PI-3-Kinase-Effektors zur Folge (Abbildung 30A). Abbildung 30B bestitigt
die Aussage von Abbildung 26: mitogen aktivierbare Proteinkinasen wie z.B. ERK-2 werden
durch y-Strahlen in HUVEC nicht aktiviert. Dariiber hinaus fiihrt Lovastatin basal zu einem
reduzierten Phosphorylierungszustand der ERK-2 (Abbildung 30B).
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Abb.30 Lovastatin hemmt die strahleninduzierte Aktivierung der Akt-Kinase.

A, B: Subkonfluente humane Endothelzellen (HUVEC) wurden mit Lovastatin (20 uM,
iiber Nacht) vorbehandelt und anschlieBend bestrahlt (10 Gy). Nach 30 min erfolgte die
Analyse des Phosphorylierungsstatus der Akt-Kinase (A) und ERK-2 (B) in den Zell-
lysaten mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung phosphospezifischer Antikorper.
Zur internen Kontrolle wurden die Filter mit anti-Akt- bzw. anti-ERK-2-Antikdrpern
rehybridisiert. Gezeigt sind reprédsentative Ergebnisse.

3.2.4 All-trans-Retinsiure hemmt durch Beeinflussung von NF-xB und

AP-1 y-Strahlen-induzierte E-Selektin-Expression in Endothelzellen

Aus Literaturdaten geht hervor, dass Retinsdurederivate mit dem Transkriptionsfaktor NF-xB
(Na et al., 1998; Na et al., 1999) und anderen stressinduzierbaren Transkriptionsfaktoren wie
AP-1 (Zhou et al., 1999; Manna und Aggarwal, 2000; Benkoussa et al., 2002) interagieren
konnen und dadurch Einfluss auf deren Aktivitit nehmen. Es ist deshalb zu vermuten, dass
Retinsdure bei strahleninduzierter E-Selektin-Expression regulierend eingreifen konnte. Wie
Abbildung 31 zeigt, ist das all-trans-Isomer der Retinsdure in der Lage, in Endothelzellen die
strahleninduzierte E-Selektin-Protein- (Abbildung 31A), -mRNA- (Abbildung 31B) und
-Genexpression (Abbildung 31C) zu hemmen, wihrend das 9-cis-Isomer keinerlei

inhibitorische Wirkung zeigt.

Um die Frage zu beantworten, ob all-trans-Retinsdure iiber Interaktionen mit NF-kB oder
anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1 die E-Selektin-Synthese nach vy-Bestrahlung
verhindert, wurden Studien unter Verwendung von NF-kB- und AP-1-Minimalpromotoren
durchgefiihrt. Promotorfragmente mit DNA-Bindestellen fiir NF-kB und AP-1 kontrollieren
in den verwendeten Reportergen-Konstrukten die Expression der Luziferase, welche somit als
Reporter fiir die jeweilige Promotoraktivitéit fungiert. Abbildung 32A zeigt, dass ionisierende
Strahlung dosisabhingig den Transkriptionsfaktor NF-kB im endothelialen Zellsystem

induzieren kann. Des Weiteren lésst sich zeigen, dass eine Behandlung mit 2 uM 9-cis-
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Abb.31 All-trans-Retinsidure hemmt die y-Strahlen-induzierte E-Selektin-Expression in humanen
Endothelzellen.

A: Subkonfluente Endothelzellen wurden mit IR (HUVEC: 2 Gy; EA.hy-926: 10 Gy) bestrahlt und
sofort im Anschluss mit 9-cis- (9c-RA)(2 uM) und all-trans-Retinsdure (at-RA)(2 uM) behandelt. 5
Stunden spédter wurden die Zellen mittels ELISA auf die E-Selektin-Oberfldchenexpression hin
analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens drei unabhéngigen
Experimenten (jeweils n = 3).

B: Subkonfluente Endothelzellen (HUVEC) wurden wie unter A beschrieben behandelt und 3 Stunden
spéter erfolgte die Ananlyse der mRNA-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR, wobei GAPDH
als interner Standard gewahlt wurde.

C: 24 h nach Transfektion der Endothelzellen mit dem E-Selektin-Promotor-Konstrukt wurden die
Zellen wie unter A beschrieben behandelt. 16 Stunden spéter wurden die Zellen geerntet und die Zell-
lysate auf Luziferaseaktvitdt hin untersucht. Die basale Luziferaseaktivitit in unbehandelten Endothel-

zellen wurde als Bezugswert gleich 1 gesetzt. Die gezeigten Mittelwerte + Standardabweichung er-
gaben sich aus zwei Experimenten (jeweils n = 2).

74



Ergebnisse

Retinsdure keinerlei Auswirkung auf die strahleninduzierte, NF-kB-regulierte Genexpression
hat (Abbildung 32A). All-trans-Retinsdure hingegen verhindert die Aktivierung von NF-kB
vollstindig (Abbildung 32A). Im parallelen Versuchsansatz wurde mit Hilfe eines AP-1-
Minimalpromotor-Luziferasekonstrukts gezeigt, dass y-Strahlung in der Lage ist, auch AP-1
im HUVEC-Zellsystem dosisabhéngig zu induzieren (Abbildung 32B). Auch im Fall von
AP-1 fiihrt eine all-trans-Retinsdure-Behandlung zur Hemmung dessen strahleninduzierter
Aktivierung, wihrend das 9-cis Isomer keinerlei Effekt zeigt. Unter Beriicksichtigung von
Literaturdaten (Na et al., 1998) ldsst dieses Ergebnis den Schluss zu, dass all-trans-Retinsdure
unter anderem {iber eine Hemmung der strahleninduzierten NF-kB-Aktivierung die E-
Selektin-Expression in humanen Endothelzellen beeintriachtigt. Eine Einflussnahme von all-
trans-Retinsdure auf die transkriptionelle Aktivierbarkeit des E-Selektin-Gens durch
Hemmung der Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel AP-1 kann dabei

nicht ausgeschlossen werden.
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Abb.32 All-trans-Retinsiiure inhibiert die y-Strahlen-induzierte Aktivierung von NF-xB
und AP-1 in humanen Endothelzellen.

A, B: Subkonfluente Endothelzellen (HUVEC) wurden mit NF-xB- (A) und AP-1- (B)
Minimalpromotor-Konstrukten transfiziert und 24 h spater mit den angegebenen Dosen an IR
bestrahlt. Unmittelbar nach Bestrahlung wurde 9-cis- (9¢c-RA)(2 pM) und all-trans-
Retinsdure (at-RA)(2 uM) zugesetzt und nach 16 h Inkubation die Luziferaseaktivitit in den
Zelllysaten bestimmt. Gezeigte Mittelwerte + Standardabweichung stammen aus drei
unabhingigen Versuchen (jeweils n = 2).
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3.2.5 Ionisierende Strahlung stimuliert die Adhision humaner Tumorzellen an

Endothelien

Da E-Selektin im Metastasierungsgeschehen insbesondere bei Kolonkarzinomen von
entscheidender Bedeutung ist (Krause und Turner, 1999), stellt sich die Frage, ob die
Bestrahlung von Endothelzellen, wie sie z.B. auch im Rahmen von Strahlentherapien erfolgt,
zu einer erhdhten Tumorzelladhision an Endothelien fiihrt. Im in vitro-Experiment wurde die
Adhisionspotenz  fluoreszenzmarkierter Kolonkarzinomzellen (DLD1) an bestrahlte im
Vergleich zu unbestrahlten Endothelzellen iiberpriift. y-Bestrahlung von HUVEC erhoht
dosisabhidngig die Adhédsion von Tumorzellen (Abbildung 33). Bereits im therapeutisch
relevanten Dosisbereich von zwei bis fiinf Gray zeigte sich ein deutlich detektierbarer Anstieg
der Tumorzelladhdsion (Abbildung 33A). Eine maximale Adhésion der Kolonkarzinomzellen
wurde mit Dosen > 20 Gy erreicht (Abbildung 33A, B). Entsprechend dieser Befunde konnten
bereits klinisch relevante Dosen an y-Strahlung das metastatische Potential von Tumorzellen

fordern.

>
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IR (Gy)
Abb.33 Ionisierende Strahlung induziert die Adhésion humaner Tumorzellen

an HUVEC.

A: Humane Endothelzellen (HUVEC) wurden mit den angegebenen Dosen an
ionisierender Strahlung (IR) behandelt. 5 h spéter wurden fluoreszenzmarkierte
Kolonkarzinomzellen (DLD1) auf die Endothelzellen gegeben. 2 h nach Inkubation
bei 37°C erfolgte die photometrische Quantifizierung der Tumorzelladhésion. Die
basale Adhédsion von DLD1 an unbestrahlte HUVEC wurde gleich 1 gesetzt.
Gezeigte Mittelwerte = Standardabweichung ergaben sich aus drei unabhéngigen
Experimenten (jeweils n = 3).

B: Illustrierte Darstellung der strahleninduzierten Tumorzelladhdsion an HUVEC:
a: unbehandelte HUVEC + fluoreszenzmarkierte DLDI1; b: mit 10 Gy bestrahlte
HUVEC + fluoreszenzmarkierte DLD1; VergroBBerung: 1 : 400.
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3.2.6 All-trans-Retinsiure und Lovastatin hemmen y-Strahlen-induzierte

Tumorzelladhision an Endothelien

Im Hinblick auf eine mogliche klinische Relevanz der Ergebnisse war zu kléren, ob eine
Hemmung strahleninduzierter Expression des endothelialen Selektins zu verminderter
Adhédsion von Tumorzellen an Endothelien fiihrt. Zu diesem Zweck wurden
fluoreszenzmarkierte, humane Kolonkarzinomzellen auf einen Lovastatin-vorbehandelten
Endothelzellmonolayer nach dessen Stimulation mit y-Strahlung aufgebracht. Nach zwei
Stunden wurde die Adhésion der Tumorzellen am Endothel analysiert. In den Abbildungen
34A und 34B ist dargestellt, dass Lovastatin und all-trans-Retinséure in der Lage sind, die
Adhédsion von Tumorzellen an bestrahlte HUVEC zu hemmen, wihrend 9-cis-Retinsdure
keine Wirkung zeigt. Dartiber hinaus konnte eine konzentrationsabhéngige Verminderung der
Tumorzelladhdsion sowohl durch Lovastatin (Abbildung 34C) als auch durch all-trans-
Retinsdure (Abbildung 34D) nachgewiesen werden. Schon bei niedrigen Lovastatindosen
(1 uM) ist eine signifikant erniedrigte Adhdsion detektierbar. An unbehandelte HUVEC findet
nahezu keine Tumorzelladhision statt (Abbildung 34B).

3.2.7 Lovastatin schiitzt Endothelzellen vor der zytotoxischen Wirkung von y-Strahlung

In verschiedenen Studien wurden fiir Statine sowohl pro-apoptotische (Dimitroulakos et al.,
2000; Xia et al., 2001; Knapp et al., 2000; Urbich et al., 2002) als auch protektive
Eigenschaften (Llevadot et al., 2001; von Bardeleben et al., 2002; von Bardeleben et al.,
2003) nachgewiesen. Die Tatsache, dass Statine je nach experimenteller Bedingungen derart
unterschiedliche zelluldre Antworten bedingen, fiihrt zu der Frage, in wie weit Statine das

Resistenzverhalten humaner Endothelzellen gegeniiber IR modulieren.

Abbildung 35A zeigt, dass die Vitalitit von HUVEC durch Behandlung mit ionisierender
Strahlung dosisabhéngig reduziert wird. 48 Stunden nach Bestrahlung mit 20 Gy konnte eine
Verminderung der zelluldren Vitalitit um 60 - 70 % beobachtet werden (Abbildung 35A).
Eine Vorbehandlung tiber Nacht mit 1 uM Lovastatin schiitzt Endothelzellen zu ca. 30 % und
mit 20 uM Lovastatin bis zu 50 % vor der toxischen Wirkung ionisierender y-Strahlung
(Abbildung 35A). Wie in Abbildung 35B zu sehen ist, wird durch y-Strahlung (20 Gy) die
DNA-Replikation in Endothelzellen um ca. 80 % gehemmt. Diese Replikationshemmung
kann durch Statinvorbehandlung dosis- und zeitabhéngig reduziert werden (Abbildung 35B).
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Abb.34 Lovastatin und all-trans-Retinsidure vermindern y-Strahlen-induzierte
Tumorzelladhision an Endothelzellen.

A: Konfluente HUVEC wurden mit Lovastatin (10 uM) iiber Nacht vorbehandelt und
anschlieBend mit IR (10 Gy) bestrahlt. Unmittelbar nach Bestrahlung wurde 9-cis-Retinsdure
(9¢c-RA)(2 uM) und all-trans-Retinséure (at-RA)(2 uM) zugegeben. 5 h spiter erfolgte die
Analyse der Tumorzelladhdsion (DLD1) wie im Methodenteil beschrieben. Die basale
Adhidsion von DLDI an unbehandelte HUVEC wurde als Bezugswert gleich 1 gesetzt.
Gezeigte Mittelwerte =+ Standardabweichung ergaben sich aus zwei unabhédngigen
Experimenten (jeweils n = 4).

B: Reprisentative, illustrierte Darstellung des Ergebnisses von A; VergroBerung: 1 : 400.

C: Konfluente HUVEC wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Lovastatin wie unter
A beschrieben vorbehandelt und auf ihre adhisiven Eigenschaften untersucht. Gezeigte
Mittelwerte + Standardabweichung ergaben sich aus zwei unabhédngigen Experimenten (jeweils
n=4).

D: Konfluente HUVEC wurden wie unter A beschrieben mit den angegebenen Konzentrationen
an all-trans-Retinsdure (at-RA) vorbehandelt und auf ihr adhésives Potential analysiert. Gezeigt
sind Mittelwerte + Standardabweichung aus zwei unabhingigen Experimenten (jeweils n = 4).
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Abb.35 Lovastatin schiitzt HUVEC vor der zytotoxischen Wirkung von
y-Strahlung.

A: Subkonfluente HUVEC wurden mit Lovastatin (Lova)(1 uM bzw. 20 uM) iiber
Nacht vorbehandelt und im Anschluss mit den angegebenen Dosen ionisierender
Strahlung (IR) bestrahlt. 48 h spéter erfolgte die Analyse der zelluldren Vitalitdt mit
Hilfe des WST-1-Tests wie im Methodenteil beschrieben. Die angegebenen
Mittelwerte £ Standardabweichung stammen aus mindestens zwei unabhédngigen
Experimenten (jeweils n = 4).

B: Subkonfluente HUVEC wurden mit den angegebenen Konzentrationen
Lovastatin iiber Nacht vorbehandelt und im Anschluss mit IR (20 Gy) bestrahlt. 12
bzw. 24 h spiter wurde die DNA-de novo-Syntheserate mittels BrdU-Einbau, wie
im Methodenteil beschrieben, bestimmt. Die BrdU-Einbaurate in unbehandelten
und unbestrahlten HUVEC wurde gleich 100 % gesetzt. Die dargestellten Mittel-
werte + Standardabweichung stammen aus mindestens zwei unabhédngigen
Experimenten (jeweils n = 4).

Um zu untersuchen, ob ionisierende Strahlung in Endothelzellen den programmierten Zelltod
induziert, erfolgte die Analyse bestrahlter Zellpopulationen hinsichtlich ihrer Apoptoserate. In
Abbildung 36A ist eine repridsentative FACS-Analyse von HUVEC 72 Stunden nach
Bestrahlung mit (10 Gy) dargestellt. Wie deutlich zu erkennen ist, induziert Rontgenstrahlung
in HUVEC dosisabhidngig Apoptose (Abbildung 36A). Vorbehandlung der Zellen mit
niedrigen Dosen an Lovastatin (1 pM) bewirkt eine Pridvention vor strahleninduzierter
Apoptose (Abbildung 36A). Der strahlenprotektive Effekt von Lovastatin ist bereits 48
Stunden nach Bestrahlung detektierbar (Abbildung 36B). Eine Statinbehandlung von
Endothelzellen mit 20 uM Lovastatin, nicht jedoch mit niedrigen Konzentrationen (< 1 pM)
fiihrt nach 96 Stunden zu einer deutlichen Induktion des programmierten Zelltodes
(Abbildung 36B). Die Kombination von ionisierender Strahlung (10 Gy) mit hohen
Statinkonzentrationen (d.h. 20 pM) hat bei Endothelzellen erst nach 96 Stunden einen
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additiven apoptotischen Effekt. Bei niedrigen Lovastatinkonzentrationen (d.h. 1 uM) zeigt
sich auch zu spéten Zeitpunkten (96 Stunden) eine Protektion der Endothelien gegeniiber der

pro-apoptotischen Wirkung von y-Strahlung (Abbildung 36B).
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Abb.36 Lovastatin schiitzt HUVEC vor y-Strahlen-induzierter Apoptose.

A: Subkonfluente HUVEC wurden iiber Nacht mit Lovastatin (Lova)(1 pM) vorbehandelt und im
Anschluss mit IR (2 Gy bzw. 10 Gy) bestrahlt. 72 Stunden spéter erfolgte die durchflusszytometrische
Bestimmung der Apoptoserate mittels Annexin-V-Farbung. Die gezeigten Dot-Plots sind représentative
Darstellungen eines von mindestens zwei unabhéngigen Experimenten. Im unteren, rechten Quadranten
sind die apoptotischen Ereignisse prozentual zur untersuchten Gesamtpopulation angegeben.

B: Subkonfluente HUVEC wurden mit Lovastatin (Lova)(1 uM bzw. 20 uM) iiber Nacht vorbehandelt
und im Anschluss mit IR (10 Gy) bestrahlt. 48, 72 bzw. 96 Stunden spéter wurden die Zellen durch-
flusszytometrisch auf ihre Apoptoserate mittels Annexin-V-Farbung analysiert. Gezeigt sind Mittel-
werte = Standardabweichung aus mindesten zwei unabhéngigen Experimenten.
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Eine mogliche Erklarung, wie Statine Endothelzellen vor Apoptose nach Rontgenbestrahlung
schiitzen, konnte eine Hemmung von CD95 (Fas-Rezeptor) - abhdngigen Mechanismen sein.
Das Oberfldchenprotein CD95 gehdrt der TNF-Rezeptorsuperfamilie an und wird durch
Bindung seines Liganden ,,Fas* aktiviert (Smith et al., 1994). Die zytoplasmatische Domine
des aktivierten Fas-Rezeptors induziert nach Trimerisierung des Rezeptors eine
Signalkaskade, die letztlich mit der Aktivierung von Caspasen endet. Caspasen sind
Proteinasen, deren Aktivitdt zum apoptotischen Zelltod fiihrt (Friesen et al., 1996; Earnshaw
et al., 1999). Subkonfluente HUVEC wurden mit einem den Todesrezeptor CD95
aktivierenden anti-Fas-Antikorper behandelt. Abbildung 37A macht deutlich, dass der Fas-
aktivierende Antikorper in HUVEC kaum Apoptose und nur in geringem Malle Nekrose
induziert. Bestéitigung findet dieses Ergebnis in einen Vitalitétstest (,, WST-1-Test*), der zeigt,
dass HUVEC nach Behandlung mit einem Anti-Fas-Antikorper eine nahezu unverdnderte
metabolische Aktivitit aufweisen (Abbildung 37B). Vorbehandlung mit Lovastatin zeigt wie
erwartet keine Wirkung (Abbildung 37B). Nach kombinierter Behandlung der Zellen mit 2
Gy und aktivierendem anti-Fas-Antikérper ist ebenfalls keine Fas-Rezeptor-vermittelte
Apoptose erkennbar (Abbildung 37C). Um die Funktionalitit des verwendeten anti-Fas-
Antikdrpers zu lberpriifen, wurde seine Wirkung auf humane primire Lymphozyten unter
identischen Versuchsbedingungen wie bei HUVEC untersucht. Es zeigte sich, dass in diesem
humanen Zellsystem der den Todesrezeptor aktivierende Antikdrper in der Lage ist, deutlich
Apoptose zu induzieren (Abbildung 37A). Als Ergebnis bleibt demnach festzuhalten, dass
HUVEC bei den gewidhlten Bedingungen nicht iiber CD95-vermittelte Signalwege in
Apoptose gehen konnen. Somit ist der protektive Effekt von Lovastatin nach Behandlung
endothelialer Zellen mit y-Strahlung wahrscheinlich nicht auf Beeinflussung der Fas-

induzierten Apoptose zuriickzufiihren.

Im nidchsten Schritt wurde tberpriift, ob Statine iiber Beeinflussung des mitochondrial
vermittelten Apoptose-Signalwegs protektiv wirken konnten. Mit Hilfe von Western-Blot-
Analysen wurde gezeigt, dass das anti-apoptotisch wirkende Mitochondrien-assoziierte
Protein Bcl-2 12 und 24 Stunden nach y-Bestrahlung (10 Gy) von HUVEC in seiner
Expression herunterreguliert wird. Der strahleninduzierte Bcl-2-Abfall wird durch
Statinbehandlung verhindert (Abbildung 38A, obere Spalte). Der Gegenspieler von Bcl-2,
das pro-apoptotisch wirkende Bax-Protein, zeigt weder 12 noch 24 Stunden nach y-
Bestrahlung eine verdnderte Proteinexpression in Endothelzellen (Abbildung 38A, mittlere

Spalte). Statinvorbehandlung hat keinerlei Einfluss auf den basalen Bax-Proteinlevel in
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Abb.37 Die anti-apoptotische Wirkung von Lovastatin in Endothelzellen nach
v-Bestrahlung ist Fas-Rezeptor-unabhiingig.

A: Subkonfluente HUVEC wurden 24 h mit aktivierendem Anti-Fas-Rezeptor-Antikorper
(Anti-Fas)(1 ng/ml bzw. 1 pg/ml) behandelt und anschlieBend durchflusszytometrisch
mittels Annexin-V-Fiarbung beziiglich ihrer Apoptoserate untersucht. Die gezeigten Dot-
Plots sind reprisentative Darstellungen eines von mindestens zwei unabhidngigen
Experimenten. Im unteren, rechten Quadranten sind die apoptotischen Ereignisse prozentual
zur untersuchten Gesamtpopulation angegeben. Um die Funktionalitit des aktivierenden
Anti-Fas-Rezeptor-Antikdrpers zu belegen, wurden primédre humane Lymphozyten unter
identischen Bedingungen mit 1 pg/ml Anti-Fas behandelt und per FACS analysiert.

B: Subkonfluente HUVEC wurden iiber Nacht mit Lovastatin (1 uM bzw. 10 pM)
vorbehandelt und 8 h spéter mit aktivierendem Anti-Fas-Rezeptor-Antikdrper (Anti-Fas) in
angegebenen Konzentrationen stimuliert. Nach weiteren 24 h erfolgte die Bestimmung der
zelluldren, metabolischen Aktivitdt mittels WST-1-Zellproliferationsreagenz wie unter
Methoden beschrieben. Dargestellt sind Mittelwerte aus einem Experiment mit n = 3.

C: Subkonfluente HUVEC wurden mit ionisierender Strahlung (2 Gy) stimuliert. 8 h spiter
erfolgte die Behandlung mit aktivierendem Anti-Fas-Rezeptor-Antikorper (Anti-Fas)(1
ng/ml bzw. 1 ug/ml) und nach weiteren 24 h die durchflusszytometrische Bestimmung der
Apoptosefrequenz mittels Annexin-V-Féarbung. Die gezeigten Dot-Plots sind repridsentative
Darstellungen eines von mindestens zwei unabhédngigen Experimenten. Im unteren, rechten
Quadranten sind die apoptotischen Ereignisse prozentual zur untersuchten Gesamtpopulation
angegeben.
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HUVEC. Auch nach IR-Behandlung konnte keine Wirkung von Lovastatin auf die
endotheliale Bax-Expression gefunden werden (Abbildung 38A, mittlere Spalte). Betrachtet
man das Verhiltnis von Bcl-2- und Bax-Protein in IR-behandelten (10 Gy) Zellen, so findet
sich nach 12 bzw. 24 Stunden ein um 60 % verminderter Protein-Quotient (Abbildung 38B).
Das Verhiéltnis von Bcl-2 zu Bax in Lovastatin-vorbehandelten HUVEC nach y-Bestrahlung
entspricht dem von nicht vorbehandelten und unbestrahlten Endothelzellen. Daher kann
zusammenfassend festgehalten werden, dass Lovastatin bei Stimulation von Endothelzellen
mit ionisierender Strahlung eine Verschiebung des Bcl-2 / Bax-Verhiltnisses zu Gunsten des
anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2 bewirkt. Diese Befunde stellen einen Hinweis auf eine
mogliche Einflussnahme von Statinen auf den mitochondrialen Apoptosesignalweg dar. Der
radioprotektive Effekt von Statinen kdnnte demnach seine Ursache in statinvermittelter

Begiinstigung des Verhéltnisses anti-apoptotischer zu pro-apoptotischen Faktoren haben.

A B
1,24 _
12h _ 24 h _ _
| Z]| =] 5091
= =
< + < ~ -
2 2 2 3 x & o 0.6
Kon 4 = = 2 = = 20,3
Bel-2 [— ek I
| IR - + + 4+ +
ERK-2| ~= | Lova - - - + +
Zeith) 12 12 24 12 24

Abb.38 Lovastatin beeinflusst das Bcl-2- / Bax-Proteinverhiltnis in HUVEC nach y-Bestrahlung.

A: Subkonfluente HUVEC wurden iiber Nacht mit Lovastatin (Lova)(10 uM) vorbehandelt und im
Anschluss bestrahlt (IR)(10 Gy). Nach 12 bzw. 24 h wurden die Zellen geerntet und mittels Western-
Blot-Analyse die Bcl-2- und Bax-Proteinmengen analysiert. Zur internen Normierung wurde der
Filter mit einem anti-ERK-2-Antikorper rehybridisiert.

B: Quantitativ-densitometrische Auswertung der unter A dargestellten Ergebnisse. Gezeigt ist das
relative Verhiltnis von Bcl-2- zu Bax-Proteinmenge, welches in der unbestrahlten und unbehandelten
Kontrolle gleich 1 gesetzt wurde.
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3.3 Etablierung eines transgenen Mausmodells zur Untersuchung der Rolle
von Rho-GTPasen im E-Selektin-vermittelten Metastasierungs-

geschehen in vivo

3.3.1 Klonierung von Expressionsvektoren fiir dominant-negatives Racl und

wildtyp-RhoB

Im Hinblick auf eine mogliche klinische Relevanz der bisher gefundenen Ergebnisse wire es
wiinschenswert, die in vitro-Befunde in einem geeigneten Tiermodell iiberpriifen zu konnen.
In zwei parallelen experimentellen Ansdtzen sollten dafiir transgene Méause generiert werden,
welche eine gezielt verdnderte Rho-Protein-Expression aufweisen. Zum einen war das Ziel,
die kleine GTPase RhoB im Mausmodell heterogen zu exprimieren, im anderen
Versuchsansatz sollte eine Mutante des Signalmolekiils Racl in dominant-negativer Form

iiberexprimiert werden. Zunichst galt es hierfiir geeignete Expressionsvektoren zu klonieren.

a) Strategie

Die Vektoren wurden so konzipiert, dass einem humanen UbiquitinC-Promotor die
kodierende Sequenz fiir das Escherichia coli-Enzym [-Galaktosidase (-Gal) folgt. Dieses
Enzym wird vom bakteriellen lacZ-Gen aus E. coli kodiert und soll als Reporter fungieren, da
seine Enzymaktivitdt photometrisch leicht bestimmt werden kann (Alam und Cook, 1990).
Die kodierende Sequenz von lacZ ist 3’ durch ein Simplex-Virus 40-Polyadenylierungssignal
(SV40 - PA) abgeschlossen und wird beidseitig, also 5’ und 3°’, von einer 34
Basenpaare  langen  sogenannten  ,loxP-site  flankiert. Die  loxP-Sequenz
HATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT* ist Erkennungssequenz fiir das
Enzym cre-Rekombinase des Bakteriophagen P1, welches Bereiche aus DNA-Stringen
herausschneidet, die von loxP beidseitig flankiert sind und die neu entstehenden DNA-Enden
miteinander rekombiniert (Sternberg und Hamilton, 1981). In diesem Fall hat das zur Folge,
dass das Reportergen lacZ aus dem Expressionsplasmid entfernt werden kann und das dem
lacZ nachgeschaltete Gen direkt unter die Kontrolle des UbiquitinC-Promotors kommt. Bei
dem hier klonierten Vektors findet sich hinter dem lacZ-Gen die cDNA von mutiertem

humanen Racl (dnRacl)(Ansatz 1) beziehungsweise die Sequenz von RhoB aus Rattus

84



Ergebnisse

norvegicus (Ansatz 2). Die hinter den Rho-Protein-Sequenzen gelegene Terminationssequenz
in Form eines BGH (bovine growth hormone) - Polyadenylierungssignals soll eine korrekte
Expression gewihrleisten. Abbildung 39 gibt schematisch einen Uberblick iiber den zentralen

Bereich der entsprechenden Expressionsvektorkonstrukte.

UbC-Promotor |« loxP | lacZ SV40-PA | loxP [ c-Myc-Rho-Protein-cDNA

BGH-PA

Bgl 11 Smal

Abb.39 Partielle, schematische Darstellung des Expressionsvektors fiir die Fremdexpression
von Rho-Proteinen im Mausmodellsystem.

Im Rho-Expressionsvektor folgt einem humanen UbiquitinC (UbC)-Promotor die kodierende
Sequenz fiir P-Galaktosidase (lacZ). lacZ ist 3° durch ein Simplex-Virus 40-
Polyadenylierungssignal (SV40-PA) abgeschlossen und wird beidseitig von ,,loxP“-Sequenzen
flankiert. lacZ ist eine Rho-Protein-cDNA nachgeschaltet, die ihrerseits durch ein BGH (bovine
growth hormone) - Polyadenylierungssignal abgeschlossen ist. Der 5° vor der Rho-Protein-cDNA
befindliche ,,c-Myc-Tag" soll eine schnelle Detektion der Rho-Proteinexpression vereinfachen.

b) Klonierung des UbiquitinC-Promotors

Als Ausgangsplasmid wurde ein kommerziell erhidltlicher Vektor der Firma INVITROGEN™
life technologies mit der Bezeichnung pcDNA3.1 (5,4 kB) herangezogen. In diesem Vektor
wurde der Cytomegalovirus (CMV)-Promotor durch den humanen UbiquitinC-Promotor aus
dem ebenfalls kommerziell erhéltlichen pUB6/V5-HisC (INVITROGEN™ [ife technologies)
ersetzt (Abbildung 40). Dafiir erfolgte ein Doppelverdau des pcDNA3.1 mit den
Restriktionsenzymen Bgl II und Hind III, wobei der CMV-Promotor herausgeschnitten
wurde. Der gleiche Doppelverdau erfolgte mit dem Vektor pUB6/V5-HisC, um den
UbiquitinC-Promotor humaner Herkunft zu erhalten. In einem Ligationsschritt mit T4-Ligase
aus Escherichia coli erfolgte der Einbau des UbiquitinC-Promotors in pcDNA3.1 (Abbildung
40).

¢) Klonierung des loxP-lacZ-Fragments

Der Klonierungsvektor pGlac (NCBI-Genbank, Accession No. U19930) wurde einem
Doppel-Restriktionsverdau mit Pst I und Sal I unterzogen, wodurch das bakterielle lacZ-Gen,

gefolgt von einem SV40-Polyadenylierungssignal, gewonnen wurde. Mit Hilfe von speziellen
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Abb.40 Schematische Darstellung der Umklonierung des humanen UbiquitinC-Promotors
in den Expressionsvektor pcDNA3.1.

Aus den Expresionsvektoren pUB6/V5-HisC und pcDNA3.1 wurden mittels Doppelverdau mit
Hind III und Bgl II deren eukaryontische Promotoren herausgeschnitten. Der humane
UbiquitinC-Promotor aus pUB6/V5-HisC wurde in einem T,-Ligase-vermittelten
Ligationschritt an die Stelle des CMV-Promotors in pcDNA3.1 kloniert.

Primern wurde die kodierende Sequenz fiir lacZ und die sich anschlieBende SV40-
Terminationssequenz mittels PCR vervielfacht und an den Enden um loxP-Sequenzen
erweitert, wobei zusédtzlich 5 eine Hind III- und 3’ eine Kpn I-Schnittstelle angefiigt wurde.
Das ,,loxP-lacZ-PCR-Produkt* wurde iiber seine 5’-Hind III- und 3°-Kpn [-Enden in den
entsprechend préparierten Ubiquitin-Promotor-pcDNA3.1-Vektor ligiert. Abbildung 41 stellt

die Teilschritte dieser Klonierung schematisch dar.

d) Synthese des dnRacl-Expressionsvektors

Die codierende Sequenz des humanen Racl, welches an Position 17 eine Punktmutation
enthdlt (Asparagin > Threonin) und dadurch inaktiv ist (dnRacl), stand in dem
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1 integriert zur Verfiigung. Mit Hilfe eines
Doppelverdaus (BamH I und Not I) wurde die cDNA des humanen dnRacl gewonnen und
anschlieend in eine PCR eingesetzt, wobei die verwendeten Primer so konzipiert waren, dass
im 5’-Bereich ,,upstream® des Startcodons ATG die cDNA um ein c-Myc-Epitop verldngert
wurde. Die Sequenz des sogenannten ,,Myc-Tags* ist identisch mit jener, die von der Firma

INVITROGEN™ [jfe technologies in deren Vektoren Verwendung findet und ist fiir eine
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Abb.41 Schematische Darstellung der Konstruktion eines Expressionsvektors fiir loxP-
flankierte B-Galaktosidase unter der Kontrolle eines UbiquitinC-Promotors.

Aus dem Klonierungsvektor pGlac wurde mittels Doppelverdau mit Sal I und Pst I die
kodierende Sequenz fiir B-Galaktosidase (lacZ) gewonnen. Unter der schematischen
Darstellung ist die gelelektrophoretische Auftrennung des verdauten Vektors auf einem
invers dargestellten Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel gezeigt. LacZ wurde in einer
PCR-Reaktion beidseitig um loxP-Sequenzen, sowie 5° um eine Hind III- und 3° um eine
Kpn [-Schnittstelle erweitert. Unter der schematischen Darstellung sind die mit
unterschiedlichen Primer-Paaren erhaltenen PCR-Produkte nach gelelektrophoretischer
Auftrennung auf einem invers dargestellten, Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel gezeigt.
Mittels T,-Ligase wurde das loxP-lacZ-loxP-Fragment in den pcDNA3.1/P -
Expressionsvektor hinter den UbiquitinC-Promotor kloniert.

spétere schnelle Detektion des Proteins von Vorteil. Zusitzlich wurden 5’ eine BamH I- und
3’ eine EcoR I-Schnittstelle hinzugefiigt. Das so gewonnene Myc-dnRacl wurde iiber die
Schnittstellen BamH I und EcoR I in die ,multiple cloning site* (MCS) des
Klonierungsvektors pcDNA3.1 ligiert und im Anschluss mit den Restriktionsenzymen Kpn I
und Not I fiir die Ligation in den Ubiquitin-loxP-lacZ-pcDNA3.1 wieder herausgeschnitten
und in diesen hineingesetzt. Schematisch verdeutlicht Abbildung 42 die abschlieBenden
Klonierungsschritte zur Herstellung des dnRacl-Expressionsvektors fiir die nachfolgende
Mikroinjektion in Mausoozyten. Mit Hilfe verschiedener Kontrollverdaus und einer partiellen
DNA-Sequenzierung konnte sichergestellt werden, dass im Expressionsvektor wihrend des

Klonierungsvorgangs keine unerwiinschten Mutationen aufgetreten waren
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Abb.42 Schematische Darstellung der Konstruktion eines -Gal-Reporter-
Expressionsvektors fiir dominant-negatives Racl unter der Kontrolle eines
UbiquitinC-Promotors.

Aus dem Expressionsvektor pcDNA3.1 wurde mittels Doppelverdau mit BamH I und Not I
die kodierende Sequenz fiir dominant-negatives Racl (dnRacl) gewonnen. Unter der
schematischen Darstellung ist die gelelektrophoretische Auftrennung des verdauten Vektors
auf einem invers dargestellten, Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel gezeigt. dnRacl wurde
in einer PCR-Reaktion 5° um einen cMyc-Tag mit Kpn I- und 3¢ um eine Not I-Schnittstelle
erweitert. Unter der schematischen Darstellung sind die mit unterschiedlichen Primer-Paaren
erhaltenen PCR-Produkte nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf einem invers
dargestellten, Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel gezeigt. Mittels T,-Ligase wurde das
cMyc-dnRac1-Fragment in den pcDNA3.1/P;, /lacZ-Expressionsvektor hinter die kodierende
Sequenz der B-Galaktosidase (lacZ) kloniert.

e) Synthese des RhoB-Expressionsvektors

Die kodierende Sequenz der GTPase RhoB lag bereits ebenfalls in einem pcDNA3.1-Vektor
integriert vor. Nach dem Herausschneiden mit EcoR I und Not I wurde die cDNA fiir RhoB
mittels PCR vervielfacht und modifiziert. Am 5’-Ende wurde wie bei dnRac1 die Sequenz fiir
ein c-Myc-Epitop und zusitzlich eine Restriktionsschnittstelle fir Kpn I angefiigt. Der
Ubiquitin-loxP-lacZ-pcDNA3.1 wurde mit Kpn I und Not I fiir die Ligation vorbereitet und
mit dem Myc-RhoB-PCR-Produkt iiber die Kpn I- und Not I-Schnittstellen mittels bakterieller
T4-Ligase ligiert. Abbildung 43 verdeutlicht schematisch die Synthese des RhoB-
Expressionsvektors. Auch dieser Vektor wurde mit Kontrollverdaus und partieller DNA-
Sequenzierung kontrolliert, um sicherzustellen, dass die molekulare Grundlage fiir seine

Funktionalitéit gegeben ist.
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Abb.43 Schematische Darstellung der Synthese eines B-Gal-Reporter-Expressionsvektors
fiir wildtypisches RhoB unter der Kontrolle eines UbiquitinC-Promotors.

Aus dem Expressionsvektor pcDNA3.1 wurde mittels Doppelverdau mit EcoR I und Not I die
kodierende Sequenz flir wildtyp-RhoB (RhoB) gewonnen. Unter der schematischen Darstellung
ist die gelelektrophoretische Auftrennung des verdauten Vektors auf einem invers dargestellten,
Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel gezeigt. RhoB wurde in einer PCR-Reaktion 5 um einen
cMyc-Tag mit Kpn [-Schnittstelle erweitert. 3 wurde die Not I-Schnitt-stelle komplementiert.
Unter der schematischen Darstellung sind die mit unterschiedlichen Primer-Paaren erhaltenen
PCR-Produkte nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf einem invers dargestellten,
Ethidiumbromid-gefirbten Agarosegel gezeigt. Mittels T,-Ligase wurde das cMyc-RhoB-
Fragment den pcDNA3.1/P,/lacZ-Expressionsvektor hinter die kodierende Sequenz des
Reporters -Galaktosidase (lacZ) kloniert.

3.3.2 in vitro-Funktionsiiberpriifung der Rho-Protein-Expressionsvektoren
a) Nachweis der Rho-Protein-Fremdexpression in COS-7-Zellen

Die erhaltenen Konstrukte wurden zunichst transient in COS-7-Zellen exprimiert, wobei in
einem Ansatz ein Expressionsvektor der cre-Rekombinase co-transfiziert wurde. Die 24
Stunden spiter aus den Zellen gewonnenen Zelllysate wurden per Western-Blot mit Hilfe
eines anti-Rac1- bzw. eines anti-RhoB-Antikorpers analysiert. Wie in Abbildung 44 zu sehen,
lasst sich mit einem spezifischen anti-Rac1-Antikdrper in Zelllysaten aus Zellen, die mit dem
dnRacl-lacZ-Konstrukt transfiziert waren, nahezu ausschlieBlich endogenes Racl-Protein
detektieren. Das geringfiigig h6hermolekulare Myc-dnRacl wird nur in sehr geringem Mal
exprimiert. Im Gegensatz hierzu findet man in Zellen, die sowohl das dnRac1-lacZ-Konstrukt

als auch einen Expressionsvektor fiir die cre-Rekombinase enthielten, deutlich erhdhte
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Mengen an Myc-Racl-Protein. Die Proteinbande, die bei Verwendung eines
Expressionsvektors fiir Myc-dnRacl im COS-7-Zellsystem erhalten wurde, beweist die
Funktionalitit von Transfektion und Fremdexpression in diesem Zellsystem. Die
Kontrollansdtze mit leerem pcDNA3.1-Vektor und pcDNA3.1, der ausschlieBlich die
kodierende Sequenz von lacZ trigt, belegen die Spezifitit der erhaltenen Signale (Abbildung
44). Die Rehybridisierung mit einem Anti-c-Myc-Antikorper, der das c-Myc-Epitop des Myc-
dnRacl-Fusionsproteins erkennt, bestétigt teilweise das Ergebnis der Western-Blot-Analyse
mit dem Anti-Racl-Antikérper. Wihrend die Uberexpression von Myc-Racl mit dem
entsprechenden Expressionsvektor durch den Anti-c-Myc-Antikorper nachgewiesen werden
konnte, war es nicht moglich, die Myc-dnRacl-Expression nach kombinierter Transfektion

von dnRacl-lacZ- und cre-Rekombinase-Konstrukt zu detektieren (Abbildung 44).

dnRacl-lacZ+Cre

pcDNA3.1
lacZ

dnRacl
dnRacl-lacZ

) ‘ - — - s Myc-Racl
Anti-Racl | oussem—" G dEndogenes Racl
Anti-Myc-HRP[T 0 NS

Anti-ERK-2 ——

Abb.44 Funktionsiiberpriifung des dnRacl-Expressionskonstrukts:
die Expression von dnRacl lésst sich in vitro durch cre-
Rekombinase induzieren.

Subkonfluente COS-7-Zellen wurden transient mit pcDNA3.1 oder mit
Expressionsvektoren fiir f-Galaktosidase (lacZ), dominant-negativem
Racl (dnRacl), sowie dem dnRacl-Expressionskonstrukt alleine
(dnRacl-lacZ) oder in Kombination mit einem Expressionsvektor fiir
cre-Rekombinase (dnRacl-lacZ+Cre) transfiziert. 24 Stunden spéter
wurden die Zellen geerntet und die Zelllysate mit Hilfe spezifischer
Antikorper auf Racl-, Myc-Epitop- und ERK-2-Proteinmenge unter-
sucht. ERK-2 diente als interne Ladekontrolle fiir die aufgetragenen
Proteinmengen.

In Abbildung 45 sind die Untersuchungen zur Funktionalitidt des RhoB-lacZ-Konstruktes in
COS-7-Zellen dargestellt. Mit cre-Rekombinase und dem RhoB-lacZ-Konstrukt co-

transfizierte Zellen zeigen eine deutliche RhoB-Proteinexpression, wahrend nach Transfektion
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ausschlieflich mit dem RhoB-lacZ-Konstrukt RhoB im Lysat nur in sehr geringer Menge
nachweisbar ist (Abbildung 45). Uberexpression des Myc-RhoB durch Transfektion mit
einem Myc-RhoB-Expressionskonstrukt flihrt zu massiver Fremdexpression der kleinen Rho-
GTPase RhoB (Abbildung 45). Die Transfektion von COS-7-Zellen mit leerem pcDNA3.1
oder einem [B-Gal-Expressionsvektor flihrt nicht zu erhohter RhoB-Expression (Abbildung
45). Hier konnte das Ergebnis, welches mit dem anti-RhoB-Antikdrper erhalten wurde, mit

einem anti-c-Myc-Antikorper bestétigt werden (Abbildung 45).
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Abb.45 Funktionsiiberpriifung des RhoB-Expressionskonstrukts:
die Expression von RhoB lisst sich in vitro durch cre-
Rekombinase induzieren.

Subkonfluente COS-7-Zellen wurden transient mit pcDNA3.1 oder
mit Expressionsvektoren fiir B-Galaktosidase (lacZ), wildtyp-RhoB
(WT-RhoB), sowie dem RhoB-Expressionskonstrukt alleine (RhoB-
lacZ) oder in Kombination mit einem Expressionsvektor fiir cre-
Rekombinase (RhoB-lacZ+Cre) transfiziert. 24 Stunden spiter
wurden die Zellen geerntet und die Zelllysate mit Hilfe spezifischer
Antikorper auf RhoB-, Myc-Epitop- und ERK-2-Proteinmenge
untersucht. ERK-2 diente als interne Ladekontrolle fiir die
aufgetragenen Proteinmengen.

b) Nachweis der p-Galaktosidase-Uberexpression in NIH-3T3-Zellen

Im Weiteren wurden mit den klonierten Expressionskonstrukten (3.3.1) transfizierte NIH-
3T3-Mausfibroblasten auf die Expression des lacZ-Gens untersucht, wobei mit einem
kolorimetrischen Enzym-Immunoassay (ELISA) in den jeweiligen Zelllysaten das

Genprodukt von lacZ, d.h. die P-Galaktosidase, quantitativ bestimmt wurde. Auch hier
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erfolgte die Co-Transfektion mit einem Expressionsvektor der cre-Rekombinase. Abbildung
46A stellt die B-Gal-Konzentration der Lysate pro Mikrogramm transfizierten Plasmids dar.
Die Uberexpression von B-Gal durch Transfektion mit einem B-Gal-Expressionsvektor (lacZ)
diente als Positivkontrolle. Ebenso wie das lacZ-dnRac-Konstrukt bewirkt auch das lacZ-
RhoB-Konstrukt eine deutliche Proteinexpression von B-Gal. Eine Co-Expression der cre-
Rekombinase in diesem Zellsystem hat bei beiden Konstrukten (lacZ-dnRacl+Cre; lacZ-
RhoB+Cre) eine deutliche Abnahme der B-Galaktosidase-Expression zur Folge (Abbildung
46A). Parallel dazu wurde auch die Enzymaktivitéit der iberexprimierten -Galaktosidase in
den entsprechend transfizierten und co-transfizierten NIH-3T3-Zellen bestimmt. Abbildung
46B zeigt, dass B-Gal-Aktivitit in Zellen auftritt, die entweder mit dem lacZ-dnRacl-
Konstrukt oder dem lacZ-RhoB-Konstrukt oder aber einem Expressionsplasmid fiir die [3-
Galaktosidase (lacZ) transfiziert waren. Zellen die sowohl mit dem lacZ-dnRac1-Konstrukt
oder dem lacZ-RhoB-Konstrukt als auch mit dem Expressionsplasmid fiir die cre-
Rekombinase (Cre) transfiziert waren (lacZ-dnRac1+Cre; lacZ-RhoB+Cre), zeigten eine um
ca. 50 % verminderte B-Gal-Aktivitit (Abbildung 46B). Als Ergebnis dieser in vitro Studien
lasst sich somit festhalten, dass sowohl das lacZ-dnRacl-Konstrukt, als auch das
Expressionssystem lacZ-RhoB unter in vitro-Bedingungen funktionell sind. Das den
jeweiligen Rho-Sequenzen vorgeschaltete lacZ bewirkt nahezu ein Stilllegen der
Genexpression der kleinen G-Proteine. Entfernen von lacZ durch ein cre-vermitteltes

»Ausloxen ermoglicht die Expression von dnRacl beziehungsweise RhoB.

3.3.3 Generierung und Charakterisierung transgener Méuse

GroBere Mengen an Plasmid-DNA der entsprechenden Konstrukte wurden unter
endotoxinfreien Bedingungen fiir die Injektion in Maus-Oozyten isoliert und in priparativen
Ansitzen mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl II und Sma I linearisiert. Nach Aufreinigung
wurden die erhaltenen Fragmente (vgl. Abbildung 39) in Injektionspuffer aufgenommen. Die
Injektion eines jeden Konstruktfragments in Maus-Oozyten erfolgte durch Herrn Dr.
Reifenberg (Zentrale Tierversuchseinrichtung der Universitdt Mainz). Die aus diesen Oozyten
hervorgegangenen 25 ,,RhoB-Founder-““ und 25 ,,dnRacl-Founder-Méuse* wurden mit Hilfe

geeigneter Primer (vgl. 2.1.6 Oligonukleotide) mittels PCR genotypisiert. Hierbei diente die
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Abb.46 Funktionsiiberpriifung der Rho-Protein-Expressionskonstrukte: die lacZ-Kassette der
Rho-Protein-Expressionskonstrukte wird ir vitro durch cre-Rekombinase
ausgeschnitten.

A, B: Subkonfluente NIH-3T3-Mausfibroblasten wurden transient mit pcDNA3.1 oder Expressions-
vektoren filir B-Galaktosidase (B-Gal)(lacZ), dominant-negatives Racl (dnRacl), wildtyp-RhoB
(RhoB), sowie dem dnRacl- bzw. RhoB-Expressionskonstrukt alleine (lacZ-dnRacl, lacZ-RhoB)
oder in Kombination mit einem Expressionsvektor fiir cre-Rekombinase (lacZ-dnRac1+Cre, lacZ-
RhoB+Cre) transfiziert. 16 Stunden spéter wurden die Zellen lysiert und das Zelllysat im Fall der -
Gal-Proteinbestimmung mittels Anti-B-Gal-Antikdrper analysiert (A) bzw. nach [-Gal-Substrat
(ONPQG)-Zugabe auf die Aktivitdt des Enzyms hin photometrisch analysiert (B). Die quantitative
Auswertung erfolgte in A und B jeweils mit Hilfe von mitgelieferten Standards. In A ist die B-Gal-
Proteinkonzentration in Nanogramm pro Milliliter und Mikrogramm jeweils transfizierter
Expressionsplasmid-DNA dargestellt. In B ist die spezifische B-Gal-Aktivitdt in Nanomol pro
Minute und Milligramm und Mikrogramm jeweils transfizierter Expressionsplasmid-DNA
angegeben. Die gezeigten Mittelwerte = Standardabweichung stammen aus mindestens zwei
unabhéngigen Versuchen (jeweils n = 3).

aus Schwanzbiopsien gewonnene genomische DNA als Template fiir eine Hot-Start-PCR mit
35 Zyklen (vgl. 2.2.4.4). Insgesamt konnten fiinf der 25 RhoB-Founder-Tiere und sechs der
25 dnRacl-Founder-Tiere als positiv ermittelt werden (Abbildung 47). Diese Méduse hatten
das injizierte DNA-Konstrukt in ihr Genom integriert und sind somit Tréger der Fremdgene.
Die gefundenen transgenen Tiere wurden mit FVB-Wildtyp-Mdusen verpaart, um
sicherzustellen, dass eine Keimbahn-Transmission der Fremd-DNA stattgefunden hat und das
Transgen stabil auf die Nachkommen vererbt wird. Aus der Verpaarung gingen 60 RhoB- und
55 dnRacl-Nachkommen hervor. Nach deren Genotypisierung konnten letztendlich zwei der

fiinf RhoB- und finf der sechs dnRacl-Founder-Tiere als stabile Founder identifiziert werden.
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Abb.47 Genotypisierung von Rho-Founder-Tieren.

Aus Schwanzbiopsien von 25 dnRac- (A) und 25 RhoB-Founder-Mausen (B) wurde
genomische DNA isoliert und in eine Hot-Start-PCR mit 35 Zyklen als Template eingesetzt.
1/3 der PCR-Ansitze wurde auf einem 1 %-Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
visualisiert. Die Verwendung von dnRacl- (A) bzw. RhoB-cDNA (B) als Template diente als
Positivkontrolle (PK). Weitere Kontrollansdtze ohne Template-DNA (Negativkontrolle, NK)
belegen die Sperzifitit der erhaltenen Signale. Als GroBenstandard (M) wurde EcoR I/Hind III-
verdaute A-DNA verwendet. A und B zeigen eine inverse Darstellung der Ethidiumbromid-
gefiarbten Agarosegele. Genomische DNA-Préparationen, die das dnRacl- bzw. RhoB-
Fragment enthalten, sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

In Homogenisaten verschiedener Organe der durch Genotypisierung positiv identifizierten
dnRacl-Tochter-Tiere wurde die organspezifische Aktivitit des gewihlten UbiquitinC-
Promotors mit Hilfe der B-Gal-Aktivitdt ermittelt. Die Bestimmung der Enzymaktivitit des
Reporterproteins 3-Gal erfolgte in Leber-, Herz-, Lungen- und Nierengewebe. Abbildung 48A
zeigt, dass sowohl in Leber, Niere, Herz als auch in der Lunge transgener “Racl-Méuse® im
Vergleich zu den entsprechenden Organen von FVB-Wildtyp-Méusen eine erhohte B-Gal-
Aktivitdt zu finden ist (vgl. auch Abbildung 48C). Wéhrend in Herz und Niere nur eine relativ
geringe Expression (ca. Faktor 4) des Reportergens ,,JacZ* detektierbar war, erfolgte in Leber
und Lunge im Vergleich zu Wildtyp-Organen eine um den Faktor 10 bis 15 hohere -Gal-
Expression (Abbildung 48B, C). Dementsprechend ldsst sich sagen, dass der gewihlte
UbiquitinC-Promotor des Rho-Expressionskonstrukts in den untersuchten Organen
funktionell ist. In Leber und Lunge zeigt der Promotor besonders hohe Aktivitit, wohingegen
seine Aktivitdt in Niere und Herz deutlich geringer ist. Die entsprechende Untersuchung von

Organlysaten positiv identifizierter RhoB-Tochter-Tiere steht noch aus. Auf Grund genetisch
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identischer Vektor-Voraussetzungen beider Rho-Protein-Expressionskonstrukte (vgl. hierzu

3.3.1) werden auch bei RhoB-Tieren dhnliche Expressionsmuster erwartet.
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Abb. 48 Organspezifische B-Galaktosidase-Aktivitiit in generierten transgenen
»dnRacl1“-Miusen.

A, B: Aus FVB-Wildtyp (FVB-WT)- und transgenen ,,dnRac1“-Miusen (UbC-dnRac
B) wurden Leber, Herz, Niere und Lunge pripariert und nach Homogenisierung auf
-Galaktosidase (3-Gal)-Aktivitdt mit Hilfe des Beta-Glow™-Assays (Promega) wie
in ,,2.2 Methoden* beschrieben analysiert. RLU = relative light units. Angegeben

sind Mittelwerte + Standardabweichung aus

Messungen.

C: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse aus A und B.

mindesten zwei unabhidngigen
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4. Diskussion

Die Familie der Selektine - mit drei Mitgliedern die kleinste der vier Adhasionsmolekdl-
Superfamilien - vermittelt die Adh&sion von Leukozyten an blutgefél3auskleidende
Endothelzellen und an Thrombozyten. Somit initiieren die Selektine die Immunantwort bei
inflammatorischen Reaktionen (McEver, 1997; Springer, 1990). Die Erkenntnis, dass vor
adlem der endotheliale Selektinvertreter E-Selektin den Ablauf der ha@matogenen
M etastasierung beginnend mit der Tumorzelladhdsion an vaskulare Endothelzellen bis hin zur
Tumorzellinvasion in umgebendes Gewebe mitbestimmt, macht die wichtige Rolle der
Selektine und ihrer Expressionsregulation auch im Hinblick auf Tumorprogression und das
M etastasi erungsgeschehen deutlich. Abbildung 49 gibt einen schematischen Uberblick tber
die E-Selektin-vermittelte Tumorzelladh&sion an das Endothel. Die mittlerweile unbestritten
bedeutende Stellung des endothelialen E-Selektins bei der Regulation von
M etastasierungsprozessen einer ganzen Reithe von Tumorarten (Krause und Turner, 1999)
macht dieses Adhasionsmolekil zu einer interessanten und vielversprechenden Zielstruktur,

Uber die in den Vorgang der Sekundartumorentstehung eingegriffen werden kénnte.

Abb.49 E-Selektin vermittelt die
Adhéasion zwischen Tumor-
und Endothelzellen.

Schematische Darstellung der

Interaktion von K ohlenhydratstrukturen
(Sialyl-Lewis X ( L€*); Siayl-Lewisa
(Le?) auf der Oberfléache von
Tumorzellen und dem endothelialen
Adhésionsmolekil E -Selektin. DieE -
Selektin-Expression wird in
Endothelzellen durch  inflammatorische
Zytokine wielL -1 oder TNFa
rezeptorvermittelt Uber Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB stimuliert.
Nach der E -Selektin-
Oberflachenexpression fihrt dieses
Protein zur Zell -ZelladhdsionanE -
Sel ektinliganden-prasentierende Zellen.
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4.1 TNFo und y-Strahlung induzieren endotheliale E-Selektin-Expression

und Tumor zelladhasion

Grundlage jeglicher therapeutischer Ansdize, das Metastasierungsgeschehen gezielt Uber
Beeinflussung des Adhéasionsmolekils E-Selektin zu modulieren, ist das Verstandnis der

molekularen Regulation von Gen- und Proteinexpression dieses Zelloberfl&chenproteins.

Eine essentielle Voraussetzung fur die Expression von E-Selektin in Endothelzellen ist die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Im E-Selektin-Promotor existieren mindestens
drei NF-kB-Bindungsstellen, die in Kombination erkannt und gebunden werden missen, um
maximale Genexpression zu erreichen (Tozawa et a.,1995; Montgomery et al., 1990;
Schindler et al., 1994; Whitley et al., 1994). Exposition mit inflammatorischen Zytokinen wie
z.B. TNFa (Bevilacqua et a., 1987) oder mit ionisierender Strahlung (Hallahan et al., 1995)
fuhrt in Endothelzellen zu gesteigerter NF-kB-Aktivitét. Das inflammatorische Zytokin TNFa
wird im Fall von entziindlichen Reaktionen, die auch bel maligner Tumorprogression haufig
auftreten, ausgeschuttet und wirkt so Uber das Blut direkt auf Endothelzellen. IR belastet im
Fall einer Tumor-Strahlentherapie nicht nur bestrahlite Tumorzellen, sondern auch das
TumorgefalRsystem auskleidende Endothelzellen. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten
konnte gezeigt werden, dass sowohl TNFa als auch Rontgenstrahlung Endothel zellen NF-kB-
abhanging zu gesteigerter E-Selektin-Genexpression und E-Selektin-mRNA-Synthese
aktivieren, was eine erhohte Prasentation des Adhésionsmolekiils auf der Zelloberflache zur
Folge hat. Bereits strahlentherapeutisch relevante Dosen von 2 Gray (Gy) fuhren zu deutlicher
E-Selektin-Expression. Fir das Adhasionsmolekil E-Selektin ist eine zeitlich strikt regulierte
endotheliale Expression charakteristisch. Bereits drei Stunden nach Stimulation ist die
maximale Proteinexpression erreicht, die nur etwa drei bis finf Stunden persistiert und dann
stark abfdllt. Als endotheliale Modellsysteme kamen bei in vitro-Studien primdre humane
Nabel schnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) und die davon abgeleitete Zelllinie EA.hy-926
zum Einsatz. Wahrend in HUVEC E-Selektin neben TNFa und ionisierender Strahlung auch
mit den inflammatorischen Zytokinen IL-1a und IL-1b, dem Phorbolester TPA und dem
zelluldren Phospholipid Lysophosphatidsaure (LPA) induzierbar ist, zeigt das Zellsystem
EA.hy-926 nur bei TNFa und ionisierender Strahlung E-Selektin-Expression. Damit stellen
EA.hy-926-Zellen ein geeignetes Modell dar, um die TNFa- und strahlenvemittelte E-
Selektin-Expression zu untersuchen, wahrend sie im Allgemeinen kein befriedigender Ersatz

fur primdre HUVEC sind. Neben Zytokinen und ionisierender Strahlung kann NF-kB-
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Aktivierung auch durch verschiedenste Formen an zelluldrem Stress erfolgen, wie z.B. durch
UV-C-Licht oder das Zytostatikum Doxorubicin (Bender et a., 1998; Li und Karin, 1998;
Baldwin, 1996). Falls eine Aktivierung von NF-kB ausreichen wirde, E-Selektin zu
induzieren, sollten dementsprechend diese beiden Agenzien die E-Selektin-Expression
stimulieren konnen. Es zeigte sich jedoch, dass UV-C und Doxorubicin im
Endothel zellsystem zwar in der Lage sind die NF-kB-regulierte Genexpression zu aktivieren,
jedoch dabel keinerlei E-Selektin-Expression induzieren. Folglich lasst sich sagen, dass die
Aktivierung von NF-kB eine notwendige, aber keine ausreichende Bedingung fur die
Induktion von E-Selektin in Endothel zellen darstellt.

Aktivierte, E-Selektin-exprimierende Endothelzellen zeigen ein deutlich erhdhtes Potential,
Tumorzellen humaner Herkunft wie z.B. Kolonkarzinomzellen zu binden (Krause und Turner,
1999; Walz et a., 1990; Nakashio et a., 1997). Eine erhthte Tumorzelladhdsion an
Endothelien korreliert mit einer erhohten E-Sel ektin-Expression und kann daher sowohl durch
TNFa as auch durch Rontgenstrahlung in konzentrations- bzw. dosisabhangiger Weise
hervorgerufen werden. Gesteigerte Tumorzelladhdsion fihrt - wie zu erwarten - auch zu
erhohten Tumorzell-Transmigrationsraten durch endotheliale Monolayer. Die Tatsache, dass
ionisierende Strahlung Tumorzelladh&sion an Endothelzellen induziert, ist ein bisher noch
nicht beschriebenes Ereignis, das klinisch bedeutsam sein konnte. Im Fall einer Tumor-
Strahlentherapie kdnnte es diesem Ergebnis zu Folge zu erhodhter E-Selektin-vermittelter
Tumorzelladhdsion und somit zu einem gesteigerten Metastasierungsrisko kommen.
Ahnliches wére auch bei chronischen Entziindungen im Rahmen fortgeschrittener
Krebserkrankungen z.B. bei Kolonkarzinomen zu erwarten. Inwieweit diese Szenarien unter
in vivo-Bedingungen tatsachlich auftreten, muss in zukinftigen tierexperimentellen Studien

Uberpriuft werden.
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4.2 Pharmakologische M odulation der E-Selektin-Expression in
Endothelzellen

4.2.1 Statinesind potente Inhibitoren der Expression von E-Selektin

Da die Tumorzelladh&dsion an Endothelien unter anderem von E-Selektin vermittelt wird,
sollte Uber die Hemmung TNFa- und IR-induzierter E-Selektin-Induktion eine verminderte
Tumorzelladh&sion an derart aktivierte Endothelzellen erreicht werden kdnnen, was in vivo
maoglicherweise ein vermindertes Metastasierungsrisiko zur Folge hat. Aus Vorarbeiten der
eigenen Arbeitsgruppe war bekannt, dass die NF-kB-Aktivierung, die von TNFa und
gentoxischem Stress hervorgerufen wird, durch den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor
Lovastatin blockiert werden kann (Gnad et al., 2000; Gnad et a., 2001). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte tber die Bestimmung der Serin 32-Phosphorylierung von IkB-a
gezeigt werden, dass Lovastatin auch in der Lage ist, die IR-vermittelte NF-kB-Aktivierung
zu verhindern. Statine stellen Hemmstoffe der I1soprenylierung kleiner G-Proteine dar, die in
einigen wenigen Arbeiten als Regulatoren der Expression von Adhasionsmolekilen in
Endothel zellen beschrieben wurden (Braga et al., 1997; Clark et al., 1998; Wojciak-Stothard
et al., 1999; Evers et al., 2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Statine
interessanterweise auch die E-Selektin-Expression in Endothelzellen stark beeinflussen. Die
auf ELISA, FACS, RT-PCR und Promotorstudien basierenden Experimente mit HUVEC und
EA.hy-926 zeigen, dass Statine sowohl bei zytokin- as auch bei strahlenvermittelter
Endothelzellaktivierung auf Ebene der Genexpression hemmend in die Regulation der E-
Selektin-Induktion eingreifen. Ein wichtiger Aspekt, der den durchgefihrten Studien
potentiell klinische Bedeutung verleiht, ist die Beobachtung, dass bereits sehr niedrige, in vivo
relevante Lovastatinkonzentrationen von weniger als 100 nM die E-Selektin-Expression um
ca. 50 % hemmen. Konzentrationen im nanomolaren Bereich werden systemisch bel Patienten
erreicht, die bel oraler Applikation téglich ca. 60 - 80 mg Statin zu sich nehmen. Die den
Statinen nachgewiesenen anti-inflammatorischen Eigenschaften (Vaughan et a., 1996; Marz
und Wieland, 2000; Takemoto und Liao, 2001) koénnten somit unter anderem auf einer
Hemmung der E-Selektin-vermittelten Leukozytenadhdsion am Endothel beruhen.
Tatsachlich wird diese Hypothese durch eine Reihe von Studien gestutzt (Teupser et al., 2001,
Yoshida et a., 2001; Stalker et al., 2001; Prager et a., 2003; Geenwood et al., 2003). Auch
die anti-thrombotischen (Lopez et al., 2001; Swiatkowska et a., 2002) und koronar
protektiven Eigenschaften von Statinen (Waters et al., 1994; Sacks et al., 1996; Li und Metha,
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2003) konnten zumindest teilweise auf modulierter Expression von Adhasionsmolekilen

basieren.

Statine fdhren insbesondere Uber die Hemmung der kleinen GTPase RhoA zum
Zusammenbruch des Aktinzytoskeletts, was auch in Endothelzellen beobachtet wurde (Koch
et a., 1997). Da E-Selektin Uber seine zytoplasmatische Doméne direkt mit dem
Aktinzytoskelett in Verbindung steht (Yoshida et a., 1996), fuhrt eine zytoskelettale
Umstrukturierung auch zu verénderter E-Selektin-Oberflachenexpression, was hier am
Beispiel einer CytochaasinD-Behandlung von Endothelzellen gezeigt werden konnte.
CytochalasinD, ein zellpermeables Mycotoxin, verhindert die Aktinpolymerisation und
zerstort so rasch das zelluldre Aktinfilamentsystem, ohne dass dabel TNF-Rezeptor-
Signaltransduktionswege beeintréchtigt werden (Goddette und Frieden, 1986). Der Einsatz
von CytochalasinD ermdglicht es somit Zytoskelett-Effekte von
signaltransduktionsvermittelten  Wirkungen zu differenzieren (d'Alessio et a., 1998;
VandenBerg et a., 2004). Mit steigender CytochalasinD-Konzentration kommt es zu einem
zunehmenden Verlust der normalen Zellmorphologie, was mit einer abnehmenden Potenz der
Zellen einhergeht, E-Selektin nach Zytokinexposition auf der Zelloberflache zu exprimieren.
Die CytochalasinD-verursachte Depolarisation der endothelzelluldren Aktinfilamente ist
reversibel. In einer dreistindigen Erholungsphase nach CytochalasinD-Uber-Nacht-
Behandlung stellt sich in Endothelzellen die natirliche Zellmorphologie wieder ein und E-
Selektin wird nach TNFa-Stimulation in vollem AusmaRR exprimiert. Eine Uber-Nacht-
Behandlung von Endothelzellen mit Lovastatin fuhrt jedoch dazu, dass selbst nach drei
Stunden Erholung in Statinabwesenheit, die zytokinvermittelte E-Selektin-Expression nach
wie vor blockiert ist. Aul3erdem kann eine deutliche Schadigung des Zytoskeletts durch
niedrige Konzentrationen an CytochalasinD die TNFa-vermittelte E-Selektin-Induktion nicht
verhindern, was auch von anderen betstétigt werden konnte (VandenBerg et al., 2004).
Dartber hinaus sind bereits geringe Statinkonzentrationen, welche noch keinen Effekt auf das
Zytoskelett zeigen, in der Lage, die induzierte E-Selektin-Expression zu hemmen. Insgesamt
sprechen diese Befunde dafir, dass der inhibitorische Effekt insbesondere niedriger
Lovastatindosen (< 10 puM) auf die E-Selektin-Expression primér nicht auf eine zytoskel ettale
Umorganisation zurtickgefuihrt werden kann. Statine scheinen vielmehr durch Hemmung
isoprenylierter Proteine wie z.B. Rho- und Ras-Proteine in die Regulation der E-Selektin-
Genaktivitdt einzugreifen. Nach langen Behandlungszeiten (> 48 Stunden) und bei hohen

Statinkonzentrationen (> 20 uM) kann jedoch nicht vdllig ausgeschlossen werden, dass eine
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Hemmung der E-Selektin-Expression auch Uber enen Zusammenbruch des

Aktinfilamentsystems mit bedingt ist.

Untersuchungen zur TNF-Rezeptordichte nach Statinbehandlung von HUVEC zeigten, dass
der TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) durch Lovastatin weder per se noch in Kombination mit
TNFa in seiner Oberflachenexpression verandert werden kann. Dieser Befund steht im
Einklang mit Berichten, die dem TNF-R1-Promotor Eigenschaften eines nichtinduzierbaren
» house-keeping-gene” -Promotors zuschreiben (Kemper und Wallach, 1993; Rothe et a.,
1993). Die Présenz von TNF-Rezeptor 2 (TNF-R2) auf der Endothel zelloberflache lésst sich
hingegen durch Lovastatin und TNFa steigern. Die Induktion des TNF-R2 durch Zytokine
kann mit der Existenz von NF-kB- und AP-1-Erkennungssequenzen im 5’ -nichtkodierenden
Bereich des TNF-R2-Gens erklart werden (Santee und Owen-Schaub, 1996). Die Ursache fir
den beobachteten stimulierenden Lovastatin-Effekt bleibt in diesem Zusammenhang jedoch
unklar. Die erhaltenen Befunde widerlegen die mogliche Annahme, dass Statine die
Expression von TNFa-Rezeptoren hemmen und so eine Endothel zellaktivierung durch TNFa
als Grundlage der zytokinvermittelten E-Selektin-Expression nicht mehr moglich sein kénnte.
Vielmehr kann davon ausgegangen werden, dass Statin-vorbehandelte Endothelzellen
sensitiver auf eine TNFa-Behandlung reagieren as unbehandelte Endothelien nach
Zytokinstimulation. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass prozentual gesehen
mehr E-Selektin-positive Zellen in TNFa-induzierten Zellpopulationen auftreten, wenn zuvor
eine Behandlung mit einem HM G-CoA-Reduktase-Inhibitor aus der Statinfamilie erfolgt war.
Jede einzelne dieser E-Selektin-positiven Zellen zeigt jedoch statinvermittelt eine
Verminderung der Zytokin-stimulierten E-Selektin-Expression. Statine rufen demnach in
Endothelzellen zwei gegenlaufige Effekte hervor: zum einen sensibilisieren sie die Zellen
durch Hochregulation der TNF-R2-Oberflachenexpression gegentber TNFa, zum anderen
hemmen sie die TNFa-vermittelte Expression des endothelialen Selektins. Dies ist
moglicherweise  Ursache fir  widerspriichliche  Verdffentlichungen zu  diesem
Themenkomplex. So berichten z.B. Dimitrova und Sadeghi eine potenzierende Statinwirkung
(Dimitrova et al., 2003; Sadeghi et al., 2000), wahrend Meroni in Ubereinstimmung mit den
Befunden dieser Arbeit zu dem Ergebnis kommt, dass Statine die zytokinvermittelte E-
Selektin-Expression hemmen (Meroni et a. 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte bestdtigt werden, dass Statine Uber die Hemmung der

Synthese von Isopreneinheiten in die E-Selektin-Expressionsregulation eingreifen. C15- und
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C20-Isopreneinheiten sind fur die Aktivierung kleiner G-Proteine essentiell. Die Co-
Inkubation mit Geranylgeranylpyrophosphat, nicht aber mit Farnesylpyrophosphat, vermag
den inhibitorischen Effekt von Lovastatin beziglich der E-Selektin-Expression zu revertieren.
Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass vor allem geranylgeranylierte Proteine bel der
E-Selektin-Expression regulierend wirken. Bestdtigung findet diese Hypothese in der
Tatsache, dass der Geranylgeranyltransferase-Inhibitor Typ | in gleichem Ausmal} wie
Lovastatin in der Lage ist, die TNFa-stimulierte E-Selektin-Expression zu hemmen, wéhrend
der Farnesyltransferase-Inhibitor keinerlel Effekte zeigt. Geranylgeranylierte Proteine aus der
Familie der kleinen GTPasen, die von Statinen beeinflusst werden, sind zum Beispiel Rho-
Proteine (Hancock et al., 1989; Kawata et a., 1990; Gnad et a., 2000; Koch et al., 1997). Die
Hemmung von Rho-Proteinen durch das Rho-inaktivierende Clostridium difficile Toxin A
(ToxA), welches spezifisch RhoA, Racl und Cdc42 simultan inaktiviert (Aktories et al.,
1988; Genth et al., 1999), fuhrt zur Inhibierung strahleninduzierter E-Selektin-Expression,
ohne jedoch die durch TNFa verursachte E-Selektin-Expressionssteigerung zu beeinflussen.
Diese Beobachtung steht mit Befunden im Einklang, wonach clostridiale Toxine die
Aktivierung von NF-kB durch gentoxische Agenzien blockieren, nicht jedoch die durch
TNFa (Gnad et al., 2001). Interessanterweise fuhrt das spezifische Ausschalten einzelner
Rho-GTPasen durch Uberexpression dominant-negativer Formen von RhoB oder Racl bei
Strahleninduktion und von RhoA, RhoB oder Racl bei TNFa-vermittelter Stimulierung zur
vollstdndigen Hemmung der E-Selektin-Genexpression. Bestétigt wird dieses Ergebnis von
Chen et a. die Racl ene essentidlle Funktion bel TNFa-induzierter E-Selektin-
Genexpression zuschreiben (Chen et a., 2003). Der scheinbare Widerspruch, dass
konzertiertes Ausschalten mehrerer Rho-GTPasen keinen Effekt, das Ausschalten einzelner
GTPasen jedoch zur Hemmung der Selektin-Expression fihrt, konnte folgendermalien erklart
werden: verschiedene von ToxA gehemmte Rho-GTPasen kdnnten gegenléufige, also sowohl
hemmende als auch aktivierende Effekte auf die E-Selektin-Genexpression ausiiben und sich
S0 gegenseitig in ihrer Wirkung aufheben. Dies hétte zur Folge, dass Rho-Proteine bei
gleichzeitiger Hemmung in ihren Effekten unerkannt bleiben konnten. Solche
antagonistischen Effekte wurden beispielsweise im Zusammenhang mit der Regulation von
Cadherin-vermittelter Zell-Zelladhasion und Stabilisierung von Cadherin-Catenin-Komplexen
fir Rho und Rac/Cdc42 berichtet (Fukata et al., 1999). Im Fall der E-Selektin-Stimulation
durch g-Strahlung konnte im Gegensatz zur Induktion durch TNFa bei Uberexpression einer
dominant-negativen Form von RhoA keine Hemmung erzielt werden. Dies lasst auf

unterschiedliche Beteiligung von RhoA an der jeweills zu Grunde liegenden
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Signaltransduktion schlief3en. Bestétigung findet diese Hypothese darin, dass die mit TNFa
maximal erreichbare E-Selektin-Expression in Endothel zellen mit Hilfe von g-Strahlung noch
weiter gesteigert werden kann. Bei Kombination von Réntgenstrahlung und TNFa zeigt sich

beziiglich der Expressionshthe von E-Selektin ein nahezu additiver Effekt.

Wie mittels Hemmstoffversuchen gezeigt werden konnte, ist die Aktivierung des PI-3-Kinase-
Signaltransduktionsweges fur die strahleninduzierte Expression des Adhasionsmolekils E-
Selektin essentiell, wobel in diesem Zusammenhang mitogen aktivierte Proteinkinasen wie
MEK1/2 oder ERK-2 keine Rolle zu spielen scheinen. Statinbehandlung fuihrt dazu, dass die
strahleninduzierte Aktivierung der Akt-Kinase in Form einer Phosphorylierung vermindert
wird. Daraus ergibt sich die in Abbildung 50 schematisch dargestellte Modellvorstellung, dass
es eventuell Gber die g-Strahlen-vermittelte Stimulierung der PI-3-Kinase Rho/Ras-abhangig
zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB kommt. Der nach IR-
Behandlung aktivierte Transkriptionsfaktor NF-kB induziert in Endothelzellen direkt die E-
Selektin-Genexpression (Hallahan et al., 1998). Uber die Rolle von AP-1 kann in diesem
Zusammenhang nur spekuliert werden. Die Existenz eines AP-1-responsiven Elements im E-
Selektin-Promotorbereich  lasst auf eine mdogliche regulatorische Funktion dieses
Transkriptionsfaktors schlief3en, was auch von anderen im Zusammenhang mit einer Zytokin-
stimulierten E-Selektin-Genaktivitét diskutiert wurde (Read et al., 1997; Vermeulen et al.,
2003). Durch Behandlung von Endothelzellen mit ionisierender Strahlung koénnte es dariiber
hinaus auch Rho-abhéngig zu gesteigerter Pl-3-Kinase-Aktivitdt kommen. Wie die
Aktivierung des ,, downstream-signalings‘ von PI-3- und Akt-Kinase im Zusammenhang mit
der g-Strahlen-induzierten E-Selektin-Expression steht, ist vollig unklar und bedarf weiterer
Aufklarung. Der Angriffspunkt von Statinen bel diesen Signalwegen liegt wahrscheinlich in
einer Reduktion der Verflgbarkeit von aktivierbaren, membrangebundenen Rho-Proteinen
(Abbildung 50). Allerdings kdnnen weitere Mechanismen zur Hemmung NF-kB-vermittelter

E-Selektin-Expression durch Statine nach g-Bestrahlung nicht ausgeschlossen werden.

4.2.2 Retinsduren sind potente Inhibitoren der E-Selektin-Expression in Endothelzellen

Neben Statinen konnten Retinsdurederivate als effektive Hemmstoffe der stressinduzierten E-
Selektin-Expression gefunden werden. Isomere der Retinsdure wie z.B. 9-cis-Retinsdure (9c-
RA) und all-trans-Retinséaure (at-RA) sind Vitamin A-Derivate, die mit hoher Affinitét an ihre
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Rezeptoren, d.h. die ligandeninduzierbaren Transkriptionsfaktoren , retinoic-X-receptor RXR
und ,, retinoic-acid-receptor* RAR binden (Mangelsdorf et a., 1995; Mangelsdorf und Evans,
1995; Carlberg et a., 1999). Anfang der 1990er Jahre wurde der Retinsdure in einer Reihe
von Berichten inhibitorische Effekte auf TNFa-induzierte Genexpression zugeschrieben (Ishii
et a., 1992; Conese et a., 1991; Barstad et al., 1995). Unter anderem beeinflussen
Retinsdurederivate auch die Expression von Adhasionsmolekilen (Di Noto et a., 1996). Fir
das Adhasionsmol ekl E-Selektin existieren widersprichliche Berichte, denen zu Folge at-RA
keinen (Gille et a., 1997), beziehungsweise einen hemmenden Einflud auf die
zytokininduzierte Genexpression besitzt (Blankely et a., 1994). Studien mit 9c-RA waren im
Fall von E-Selektin bisher nicht verdffentlicht. Ebenso existierten bisher keine Daten zum

Einfluss von Retinsdure auf |R-vermittelte E-Selektin-Expression.

Die vorliegende Arbeit kommt zu dem Ergebnis, dass die verschiedenen Isomere der
Retinsaure in unterschiedlicher Weise auf die Expression von E-Selektin in Endothelzellen
Einfluss nehmen. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten ist das all-trans Isomer nicht in der
Lage, TNFa-induzierte E-Selektin-Expression zu hemmen (Gille et al., 1997), wohingegen 9-
cis-Retinsaure ein stark inhibitorisches Potential besitzt. Im Gegensatz hierzu bleibt die
Rontgenstrahlen-induzierte E-Selektin-Genexpression von 9-cis-Retinsaure unbeeinflusst,
wéhrend all-trans-Retinsdure hemmende Eigenschaften aufweist. Diese Befunde stellen eine
weitere Bestétigung der bereits diskutierten Hypothese dar, dass zytokin- und IR-vermittelter
E-Selektin-Expression unterschiedliche Regulationsmechanismen zu Grunde liegen. Die
Unterschiede in der Wirksamkeit der zwei Retinsdure-lsomere konnten ihre Ursache in den
verschiedenen nuklearen Rezeptoren der jeweiligen Retinsdureform haben. Demnach scheint
der nukleare Rezeptor RAR, der von at-RA aktiviert werden kann, an der Signaltransduktion
der strahleninduzierten E-Selektin-Expression beteiligt zu sein. Da auch 9-cis-Retinsdure in
der Lageist, RAR zu aktivieren, bleibt unklar, warum das 9-cis-Isomer die strahlenvermittelte
Expression von endothelialem Selektin nicht zu modulieren vermag. Der ausschliefdlich durch
9c-RA aktivierbare Rezeptor RXR hingegen, scheint das ,, TNFa-Signaling” zu beeinflussen.
Eine bereits von anderen diskutierte Interaktion der nuklearen Retinsaurerezeptoren mit dem
Transkriptionsfaktor NF-kB, die eine DNA-Bindung von NF-kB verhindern oder erleichtern
konnte (Gille et al., 1997; Chadwick et al., 1998), kann nicht ausgeschlossen werden. Die
Bindung der nuklearen Rezeptoren an ihre responsiven Promotorelemente konnte zusétzlich
zu einer Konformationsanderung des Promotorberei ches fiihren und so die Interaktion anderer
Transkriptionsfaktoren mit der DNA beeinflussen (Gille et al., 1997; Chadwick et al., 1998;
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Na et a., 1999; Chen et a., 2002). Neben NF-kB ist AP-1 ein potentiell mit RAR
interagierender Transkriptionsfaktor (Benkoussa et al., 2002; Manna und Aggarwal, 2000;
Zhou et al., 1999). Ebenso wie NF-kB lasst sich im endothelialen Zellsystem AP-1
dosisabhéngig durch ionisierende Strahlung aktivieren. Somit lasst sich nicht ausschliefien,
dass ionisierende Strahlung die Expression von E-Selektin neben der NF-kB-Stimulierung
maoglicherweise auch Uber eine Aktivierung von AP-1 vermittelt. Die strahleninduzierte
Aktivierung der zwei Transkriptionsfaktoren kann durch 9c-RA nicht beeinflusst werden,
wohingegen 2 pM at-RA zu 60 %iger Hemmung der Aktivierung beider Faktoren fuhrt. Wie
die beobachtete Hemmung strahlenvermittelter E-Selektin-Expression durch all-trans-
Retinsdure mechanistisch erfolgt, kann mit den vorliegenden Befunden nicht beantwortet
werden. Zum einen besteht die Mdglichkeit, dass at-RA ausschliefdlich Uber Hemmung der
NF-kB-Aktivierung die IR-induzierte E-Selektin-Expression verhindert, ohne dass eine
verminderte AP-1-Aktivitét von Bedeutung ware. Zum anderen kénnte die parallele Blockade
der AP-1-Aktivitdt durch at-RA zusétzlich negativen Einfluss auf strahleninduzierte E-
Sel ektin-Expression haben.

Abbildung 50 gibt in schematischer Weise einen zusammenfassenden Uberblick uber die
Signaltransduktion  TNFa- und gStrahlen-induzierter  E-Selektin-Expression in
Endothelzellen, die - wie in dieser Arbeit gezeigt wurde - direkt zur Tumorzelladhasion an
Endothelien fuhrt.

4.3 Hemmung der E-Selektin-Expression fuhrt zu verminderter

Tumor zelladh&sion und -diapedese

Die bisher diskutierten Ergebnisse fuhren zu der Frage, ob es moglicherweise ausreichend
sein konnte, Uber Hemmung der induzierten E-Selektin-Expression mittels Statinen oder
Retinsduren eine deutliche Reduktion der Tumorzelladhasion an Endothelzellen zu erreichen.
Grundsétzlich kann nicht davon ausgegangen werden, dass durch Blockade einzelner
beteiligter Komponenten der sehr komplex organisierte und Uber eine Vielzahl von
Adhasionsmolekilen vermittelte Zell-Zelladh&sionsprozesses signifikant zu hemmen ist.
Neben den eigenen Befunden waren es einige wenige Literaturdaten, die dennoch zur

Uberpriifung dieser Hypothese Anlass gaben.
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Abb.50 Die Signaltransduktion E-Selektin-vermittelter Tumorzelladhision an
Endothelzellen - ein schematisches Modell.

Das inflammatorische Zytokin TNFa induziert nach Rezeptorstimulierung (TNF-R) Rho-
abhéngig die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB in Endothelzellen. y-Strahlung
aktiviert wahrscheinlich tiber Stimulierung von Membranrezeptoren (MR) Rho-abhingig
die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 und die PI-3-Kinase in Endothelzellen.
Aktiviertes NF-kB fiihrt zu erhohter E-Selektin-Gen- und -Oberflachenexpression, welche
ihrerseits eine erhdhte Tumorzelladhdsion an Endothelzellen zur Folge hat.
(FPP=Farnesylpyrophosphat, GGPP=Geranylgeranylpyrophosphat)

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen um Omi und Bernot, die Statine als effektive Inhibitoren
der Leukozytenadhédsion an Endothelien charakterisieren (Omi et al., 2003; Bernot et al.,
2003) fiihrten zu der Annahme, dass Tumorzellen beziiglich ihres adhédsiven Potentials in
dhnlicher Weise wie weile Blutzellen zu beeinflussen sein konnten. Des Weiteren
diskutierten verschiedene Autoren die Mdglichkeit durch Hemmung von NF-kxB mit z.B. N-
Azetyl-L-Cystein, Aspirin, Pentoxifyllin oder Homocystein die Adhésion von Tumorzellen an
Endothelzellen zu blockieren (Tozawa et al., 1995; Roth et al., 2001). Da Statine und
Retinsdure iiber eine Hemmung der NF-kB-Aktivitit wirken, bestehen auch zu diesen
Arbeiten direkte Parallelen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte diesbeziiglich der
iiberaus iiberraschende Befund erhalten werden, dass die gefundenen Hemmstoffe der E-

Selektin-Expression in Form von Retinsdure und Statinen tatsdchlich die E-Selektin-
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vermittelte Tumorzelladhdsion an Endothelzellen reduzieren. Bereits niedrige Dosen an
Lovastatin (0,1 - 1 pM) fuhren im Fall endothelialer TNFa-Stimulation zu signifikanter
Verminderung der Adhasion und der transendothelialen Migration von Kolonkarzinomzellen.
Fir die TNFa-stimulierte Adh&sion von Tumorzellen konnte auch mit 9-cis-Retinsédure ein
potenter Inhibitor gefunden werden. Das all-trans-Retinsdure-lsomer zeigte hier keinerlei
Effekt. Interessanterweise lasst sich die zytokinvermittelte Endothel-Transmigration von
Tumorzellen sehr effektiv sowohl durch 9-cis- as auch durch a-RA hemmen. Dieses
Ergebnis lasst schliefen, dass bel der Diapedese im Vergleich zur Adhasion andere oder
weitere Faktoren essentiell beteiligt sind, die von at-RA negativ beeinflusst werden. Somit ist
zwar die Adhasion, nicht aber die Tumorzell-Transmigration nach Behandlung von
Endothelzellen mit der all-trans-Form der Retinsaure moglich. Schlussfolgernd lasst sich
sagen, dass nicht jeder Hemmstoff der Tumorzelldiapedese in der Lage ist, den Vorgang der
E-Selektin-abhangigen Tumorzelladhdsion zu blockieren. Die strahlenvermittelte Anheftung
von Tumorzellen am Endothel konnte erwartungsgemal? mit Lovastatin, aber auch mit all-
trans-Retinsdure effizient gehemmt werden. Der effektive Inhibitor zytokinvermittelter
Tumorzelladh&sion und -diapedese, namlich 9-cis-Retinsdure, zeigt im Fall von gStrahlung
keine inhibitoische Potenz. Auf Grund der hier diskutierten Ergebnisse, lasst sich festhalten,
dass Retinsdurederivate und Statine die Adhasivitdt und Invasivitdt von Tumorzellen
mitbestimmen, indem sie die Adh&sionsmolekil-Expression durch Interaktion mit NF-kB
beeinflussen. Uber eine mogliche inhibitorische Funktion der Retinsaure im
M etastasi erungsgeschehen wurde schon mehrfach spekuliert (Di Noto et al., 1996; Marchetti
et al., 1996; Taraboletti et al., 1997; Brown et a., 1999; Farina et al., 2002). Abbildung 51
gibt schematisch einen Uberblick iber die in dieser Arbeit diskutierten Moglichkeiten, E-

Selektin-vermittelte Tumorzelladhésion an Endothel zellen zu blockieren.

Zelladhasionsvorgange an Endothelien sind jedoch nicht nur von E-Selektin abhéngig. Daher
konnte die Verminderung der Tumorzelladh&sion durch Statine und Retinsaurederivate auch
auf einer Hemmung anderer zytokin- oder strahleninduzierbarer Adhasionsmolekile basieren.
Der auf Endothelzellen exprimierte Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie ICAM-1 ist
wie E-Selektin ein derart induzierbares Adhésionsmol ekl (Sadeghi et al., 2000; Meroni et al.,
2001; Son et a., 2001; Prabhakarpandian et al., 2001). In entsprechenden Experimenten
konnte (gezeigt werden, dass weder Lovastatin noch Retinsdure in den
Konzentrationsbereichen, in denen sie die E-Selektin-Expression inhibieren, Einfluss auf die
zytokin- bzw. strahlenvermittelte |CAM-1-1nduktion nehmen.
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Abb.51 Ansatzpunkte zur pharmakologischen Hemmung der E-Selektin-vermittelten
Tumor zelladhasion an Endothelzellen nach TNFa- bzw. | R-Stimulation.

Statine, Retinsaure-Isoformen, Clostridium difficile Toxin A und dominant-negative Formen
von Rho-Proteinen (dnRho) sind in der Lage, TNFa- (A) bzw. g-Strahlen-induzierte (B),
endotheliale E-Selektin-Expressionund E-Selektin-vermittelte Tumorzelladh&ion zu
blockieren. Statine reduzieren die intrazelluléren Konzentrationen an Isopreneinheiten, die
fur die carboxyterminale Isoprenylierung von Rho-Proteinen durch Isoprentransferasen (1T)
benttigt werden. Isoprenylierungen sind fir eine korrekte Lokalisationund damit die
Funktionalitét von Rho-Proteinen essentiell. Statine verhindern somit eine Rho-abhéngige
NF-kB-Aktivierung. Toxin A und dominant-negativeRho-Proteine blockieren die Rho-
abhangige Aktivierung von NF-kB, indem sie letztendlich Rho-Protein-Effektorkopplungen
verhindern. 9-cis- (9c-RA)(A) und all-trans-Retinsdure (at-RA)(B) hemmen ohne direkten
Einfluss auf Rho-Proteine die Aktivierung von NF-kB. Im Fall von gStrahlung wird durch
at-RA zusétzlich die Aktivierung von AP-1 blockiert. Eine direkte Interaktion der RAs mit
den genannten Transkriptionsfaktoren kann hierbei nicht ausgeschl ossen werden.

108



Diskussion

Lovastatindosen hoher als 50 puM, die zu massiver Schadigung des Zytoskeletts der
Endothelzellen fuhren, vermindern sehr wahrscheinlich auf unspezifische Art und Weise die
zytokinstimulierte ICAM-1-Expression. Fir ICAM-1 gibt es wie fir E-Selektin beztglich der
Effekte von Statinen widerspriichliche Literaturdaten. Wahrend Sadeghi (Sadeghi et al., 2000)
von einer die ICAM-1-Expression potenzierenden Statinwirkung berichtet, kommen Meroni
(Meroni et a., 2001) und Greenwood (Greenwood et al., 2003) zu dem Ergebnis, dass Statine
die zytokininduzierte ICAM-1-Expression blockieren. Hierbei ist anzumerken, dass sich
Greenwood mikrovaskularer Gehirnendothelzellen bedient. Mikrovaskulare Endothelzellen
stellen organspezifisch differenzierte Zelltypen dar und weisen in vielerlel Hinsicht andere
Eigenschaften als makrovaskulare HUVEC auf (Chi et al., 2003). Sadeghi und Meroni
verwendeten in ihren Studien mit Simvastatin bzw. Fluvastatin andere Statinformen alsdasin
dieser Arbeit eingesetzte Lovastatin, worin ebenfalls Diskrepanzen mit den beschriebenen
Ergebnissen begriindet liegen konnten. P-Selektin, ein weiterer Selektinvertreter, der neben E-
Selektin auf Endothelzellen exprimiert ist, lasst sich in Ubereinstimmung mit Literaturdaten
in seiner Expression weder durch IR (Hallahan et a., 1996; Weinmann et al., 2000) noch
durch das Zytokin TNFa (Khew-Goodall et al.,1996; Raab et al., 2002) steigern. Darlber
hinaus hat eine Behandlung von Endothelzellen mit Retinsduren oder Statinen keinen Einfluss
auf die geringe Basalexpression von P-Selektin. Daher scheint auch P-Selektin im
Zusammenhang mit seiner moglichen Betelligung an zytokin- und |IR-vermittelter
Tumorzelladh&sion ein vernachléssigbarer Faktor zu sein. Auf Grund dieser Befunde kann
davon ausgegangen werden, dass die Hemmung von Adhdsion und Diapedese von
Tumorzellen an bzw. durch Endothelien mit Hilfe von Statinen und Retinséurederivaten nicht
Uber Beeinflussung der endothelialen Expression von ICAM-1 oder P-Selektin, sondern
primé durch Blockade der E-Selektin-Expression erfolgt. Die diskutierten Ergebnisse
bestétigen nochmals die Relevanz von E-Selektin bei der Regulation maligner Adhésions- und

Transmigrationsereignisse.

Kritische Uberlegungen beziiglich des Mechanismus der statinvermittelten Hemmung von
zytokin- und strahleninduzierter Tumorzelladhasion an Endothelien fihrten zu der Frage, ob
Stickstoffmonooxid-abhangige Ereignisse in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen
konnten. Statine sind als Stimulantien der endothelialen Stickstoffmonooxid (NO) - Synthase
(eNOS) beschrieben (Dobrucki et al, 2001; Laufs et al., 1998). Eine Stickstoffmonooxid-
Freisetzung fuhrt neben Vasodilatation auch zu verminderter Zelladhdsion am Endothel
(Benjamim et al., 2002; Hickey et al., 2001). Im betrachteten Zeitfenster von 16 Stunden
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konnte in HUVEC durch Lovastatin jedoch keine eNOS-Aktivierung nachgewiesen werden.
Literaturdaten zufolge wird eine NO-Synthese erst 24 Stunden nach eNOS-Aktivierung
gemessen (Bereta et al., 1994; Goodstone und Hardingham, 2002). TNFa seinerseits zeigt
ebenfalls keine eNOS-aktivierenden Eigenschaften, was mit der verfigbaren Literatur im
Einklang steht. Shinoda und Kollegen berichten keinen Einfluss von TNFa auf die NO-
Synthase (Shinoda et al., 2002), Mohamed und Y oshizumi beschreiben eine TNF-vermittelte
eNOS-Expressionshemmung (Y oshizumi et al., 1993; Mohamed et al., 1994). Im Fall von ¢
Strahlung ist eine Stimulierung der Stickstoffmonooxid-Synthese berichtet worden. Leach
und Mitarbeiter beschreiben die Aktivierung der NOS durch 1 - 5 Gray jedoch as ein sehr
frihes Ereignis innerhalb der ersten 3 - 5 Minuten, das vier Stunden nach Bestrahlung keine
Auswirkungen mehr zeigt (Leach et al., 2002). Alles in alem ist es demnach sehr
unwahrscheinlich, dass Statine die Tumorzelladh&sion Uber die Stimulation der NO-Synthese

beeintrachtigen.

Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass einer erhdhten Adhasion zirkulierender Tumorzellen
an das Endothel mit Statinen und Retinséure Uber die Hemmung stressinduzierter E-Selektin-
Expression entgegengewirkt werden kann. Vor alem im Verlauf von inflammatorischen
Prozessen oder im Rahmen einer Tumor-Strahlentherapie sollte auf Grund der diskutierten
Daten von einem erhthten Metastasierungsrisiko ausgegangen werden. Insbesondere die
Klinisch gut erforschten Statine, fir welche bereits anti-metastatische Wirkungen postuliert
wurden (Mehtaet al., 1998; Alonso et al., 1998; Matar et a., 1998; Matar et al., 1999; Mehta,
2003), aber auch Retisdurederivate sollten demnach im Rahmen weliterer Studien bezlglich

ihrer potentiellen anti-tumorigenen Eigenschaften weiter charakterisiert werden.

4.4 Lovastatin schitzt Endothelzellen vor der Zytotoxizitat von
v-Strahlung

Auf Grund einer méglichen klinischen Relevanz der gefundenen Ergebnisse liegt die Frage
nahe, inwieweit das bisherige Wissen auf Szenarien des klinischen Alltags Ubertragbar ist. In
einem fiktiven Fallbeispiel, bel dem eine Strahlentherapie in Anwesenheit von Statinen
erfolgt, wirden diese Pharmaka in Kombination mit ionisierender Strahlung auf Endothelien
und Tumorzellen einwirken. Ein solcher Fall konnte beispielsweise dann eintreten, wenn ein

Krebspatient wegen weiterer Erkrankungen bereits mit Statinen - zum Beispiel zur
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Lipidsenkung - therapiert wirde. Dieses durchaus vorstellbare Szenario wirft die Frage auf,
ob die therapeutische Wirkung von g-Bestrahlung durch Statine beeinflusst werden kénnte,
das heifdt ob die Effizienz von Primartumor-Bestrahlungen und das Ausmal3 auftretender

Nebenwirkungen verandert sein konnte.

g-Bestrahlung von Endothelzellen hat einen stark negativen Einfluss auf die DNA-
Replikationsaktivitéat und die Vitalitét exponierter Zellen. Interessanterweise konnen Zellen
endothelialer Herkunft vor der Zytotoxizitét von gStrahlen durch Statinvorbehandiung
geschitzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Lovastatin humane
Endothelien vor strahlenvermittelter Hemmung der DNA-Replikation schutzt, wobei in
statinvorbehandelten Endothel zellen nach g-Bestrahlung dhnlich hohe DNA-Replikationsraten
zu beobachten waren, wie in unbestrahlten Zellen. Auch die Zellvitalitét ist in Lovastatin-
vorbehandelten HUVEC nach Behandlung mit ionisierender Strahlung deutlich héher als in
bestrahlten aber nicht statinbehandelten Zellen. Uberraschenderweise konnte auch die IR-
induzierte Apoptose von Endothelzellen durch den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor
Lovastatin verhindert werden. Dieses Ergebnis bestétigt eine grundsétzlich anti-apoptotische
Wirkung von Statinen, wie sie bereits in einigen Arbeiten im Zusammenhang mit anderen
Apoptose-induzierenden Agenzien wie UV-Licht (von Bardeleben et a., 2003) oder anti-
neoplastisch wirkenden Pharmaka (von Bardeleben et a., 2002) und der Induktion des
programmierten Zelltodes durch Hungern von Zellen bei Serumdepletion (Llevadot et al.,
2001) beschrieben wurde. Der erhaltene Befund steht jedoch im vermeintlichen Widerspruch
zu einer Reihe von Arbeiten, in denen fir Statine pro-apoptotische Effekte diskutiert wurden.
Den Berichten zu Folge induzieren Statine zelltypspezifisch in glatten Muskelzellen den
programmierten Zelltod Uber mitochondrial vermittelte Signalwege, was zusétzlich von einer
Sensibilisierung der Zellen gegentiber dem Fas-Liganden begleitet ist (Knapp et al., 2000;
Buemi et al., 1999; Blanco-Colio et al., 2002; Ogata et al., 2002). Neben diesen
muskel zellspezifischen, pro-apoptotischen Statineffekten wurde eine Apoptose-Induktion
durch Statine in Tumorzellen beschrieben (Wong et al., 2002; Dimitroulakos et al., 2000; Xia
et a., 2001). Statin-induzierte Endothel zell-A poptose ist bisher nur von drei Arbeitsgruppen
berichtet worden. Urbich und Kaneta finden bei Statinkonzentrationen 3 10 UM bereits nach
24 Stunden eine Zunahme apoptotischer Ereignisse (Urbich et al., 2002; Kaneta et al., 2003).
Diese Befunde sind mit den in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnissen grundsétzlich
insofern in Einklang zu bringen, als dass hier flr Lovastatin nach 16-stindiger Behandlung

mit hohen Konzentrationen (3 20 uM) und zu spdten Zeitpunkten (3 96 Stunden) ein
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signifikant pro-apoptotisches Potential (ca. 20 % Apoptose) nachgewiesen werden konnte.
Wichtig festzuhalten bleibt allerdings, dass bel therapeutisch relevanten Konzentrationen
£ 1 uM erst nach 96 Stunden mit nur etwa 3 % apoptotischen Ereignissen eine sehr geringe
Apoptosefrequenz beobachtet wurde. Berichte von Li et al., dass 10 uM Lovastatin die
Apoptoserate in HUVEC um den Faktor drei steigern, sind mit den Daten dieser Arbeit nicht
vergleichbar. Bei Li und Kollegen handelt es sich um Dauerbehandlungen der Endothelien
mit Lovastatin Uber eine Zeitspanne von 48 Stunden, was zu gesteigertem endothelialen
Zellsterben fuhrte (Li et al., 2002).

Die von Lovastatin in Endothel zellen vermittelte Resistenz gegentiber ionisierender Strahlung
ist sehr wahrscheinlich nicht durch Hemmung der Fas-Rezeptor-Signaltransduktion vermittelt,
da Antikorper, die den Fas-Rezeptor aktivieren, nicht in der Lage sind, die Vitaité der
HUVEC zu beeinflussen oder gar Apoptose zu induzieren. Eine mogliche Erklarung hierfir
wére eine sehr geringe Fas-Rezeptor-Expression auf der Zelloberflache von priméren
HUVEC. Auch eine Vorbehandlung mit ionisierender Strahlung kann Endothelzellen nicht fir
die Fasvermittelte Apoptose sensibilisieren. Im Fall der tumorzellspezifischen, pro-
apoptotischen Effekte von Statinen ist unbestritten, dass tber den mitochondrialen Apoptose-
Signalweg, d.h. durch verminderte Bcl-2-Expression, das zellulare Uberleben reduziert wird
(Blanco-Calio et al., 2002; Wong et al., 2002; Dimitroulakos et al., 2000). Somit konnte es
maoglich sein, dass Statine auch in Endothelzellen den Fas-unabhangigen, mitochondrialen
Apoptose-Signalweg beeinflussen. Die bereits 12 Stunden nach Behandlung mit g-Strahlung
in Endothelzellen beobachtete verminderte Expression des anti-apoptotischen Bcl-2 beruht
moglicherweise auf strahleninduzierter Stimulation proteasomaler Proteindegradation. Die
Tatsache, dass die IR-vermittelte Reduktion des Bcl-2-Expressionslevels auch 24 Stunden
nach Bestrahlung persistiert und dartber hinaus bereits nach 48 Stunden deutliche
Endothel zell-Apoptose detektierbar ist, spricht jedoch fir eine mitochondrial ausgeltste
Apoptosesignalkaskade. Interessanterweise lasst sich diese Apoptose-einleitende, zellulére
Antwort der Endothel zellen auf Exposition mit ionisierender Strahlung durch Vorbehandiung
mit Lovastatin verhindern. Anti-apoptotisch wirkendes Bcl-2 bleibt nach Statinvorbehandlung
in seiner Expression nach g-Bestrahlung unverandert hoch und parallel dazu werden deutlich
geringere Apoptoseraten detektiert. Das pro-apoptotische Bax hingegen lasst sich in seiner
Expression weder durch ionisierende Strahlung noch durch Lovastatin beeinflussen. Die
Entscheidung einer Zelle, nach Schadigung tber den mitochondrial vermittelten Weg Suizid
zu begehen, wird maligeblich durch das zelluldre Proteinverhdltnis von Bcl-2 und Bax
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determiniert (Adams et al., 1998). Eine Beeinflussung des Bcl-2 / Bax-Gleichgewichts flhrt
zu einem verdnderten Resistenzverhalten der Zelle (Yin et al., 1994; Oltvai et a., 1993). Im
Fall einer Lovastatinbehandlung von Endothelzellen wird der Bcl-2 / Bax-Protein-Quotient zu
Gunsten des anti-apoptotischen Bcl-2 verdndert, was die beobachteten protektiven Effekte
von Lovastatin im Fall von gStrahlung erkldren konnte. Jedoch sind noch weitere
Untersuchungen ndtig, um die auf der bisherigen Datenlage basierende Hypothese zu
bestdtigen. Beispielsweise sollten eine Analyse des p53-Expressionsstatus sowie
Aktivitétsassays verschiedener Apoptose-induzierender Caspasen weitere Aufschltisse Uber
die anti-apoptotische Natur von Statinen geben. Der Befund, dass die Aktivierung des anti-
apoptotisch wirkenden Transkriptionsfaktors NF-kB (Liu et al., 1996; Madrid et al., 2000)
durch Lovastatin gehemmt wird, steht im Widerspruch zu den beobachteten protektiven
Statineffekten. Eine mogliche Erklarung hierflr wére, dass Statine neben einer Hemmung von
NF-kB die Aktivierung anderer anti-apoptotisch wirkender Signalmolekile férdern. Dartiber
hinaus besteht die Moglichkelt, dass pro-apoptotisch wirkende Faktoren inhibiert werden, die
im hier diskutierten Fal von gStrahlen-vermittelter Zytotoxizitdt in ihren Effekten
uberwiegen konnten. Die potentielle Hemmung oder Aktivierung von pro- und / oder anti-
apoptotischen Faktoren und damit ihres ,,down-stream-signalings® durch niedrig dosierte
Statine, macht diese HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren zu effektiven Zell-Protektoren vor

Schédigungen durch die in der Tumortherapie verwendete ionisierende Strahlung.

4.5 Tierexperimentelle Bestatigung der in vitro-Befunde

Auf Basis der vorliegenden in vitro-Ergebnisse 18sst sich festhalten, dass inflammatorische
Ereignisse sowie therapeutische Strahlenbehandlungen ein erhdhtes Metastasierungrisiko mit
sich bringen koénnten. Mdoglicherweise konnte diesem Risiko durch Einsatz von Statinen
begegnet werden. Weiterhin lasst die Datenlage keinen Zweifel daran, dass Statine das
Resistenzverhalten zelluldarer Systeme gegeniber den zytotoxischen Wirkungen von
ionisierender Strahlung und von Zytostatika wie Doxorubicin oder Etoposid (von Bardeleben
et a., 2002) positiv beeinflussen und sogar anti-apoptotische Effekte zeigen. Fir
weiterfihrende Erkenntnisse, die die in vivo-Relevanz der Daten belegen konnten, sind
geeignete tierexperimentelle Untersuchungen und klinische Studien notwendig. Auf Grund
der Befunde, dass die E-Selektin-vermittelte Tumorzelladhésion an Endothelien ein von Rho-
GTPasen vermitteltes Ereignis ist und Rho-GTPasen funktionell relevante , Target”-Proteine
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von Statinen darstellen, sollten transgene Tiere generiert werden, die in ihrer Rho-Expression
verandert sind. Die Tatsache, dass bis auf ,, RhoB-knock-out“-Mause (Liu et al., 2000, Liu et
a., 2001a) keine weiteren Rho-transgenen Tiere verfigbar sind, verdeutlicht die Relevanz
und Notwendigkeit dieses Vorhabens. Die Generierung transgener ,,RhoB-* und ,dnRacl-
Mause" stellt eine vielversprechende Strategie dar, um die in dieser Arbeit erhatenen
Befunde, dass sowohl RhoB als auch Racl als wichtige Vermittler der Adhasionsmolekiil-
Expression und der Selektin-abhangigen Tumorzelladhdsion wirken, in vivo zu bestétigen. Fir
Racl existieren diesbeziiglich bestétigende Indizien in einer von Chen et al. verdffentlichten
Arbeit (Chen et al. 2003). DarUber hinaus finden sich in der Literatur Hinweise auf eine
Beteiligung der Rho-GTPase Racl an der stressinduzierten Signaltransduktion (Li et al.,
1999) und der Regulation molekularer Grundlagen des Resistenzverhaltens gegeniber
zelluldrem Stress (Murga et al., 2002). Auch fur das Signalmolekil RhoB wurde eine
Beteiligung am Tumorgenesegeschehen (Fritz et al., 1999; Liu et al., 2001a) und an der
Vermittlung zellulérer Resistenz gegentiber zytotoxischen Agenzien diskutiert (Fritz et al.,
2003; Liu et al., 2000; Lebowitz und Prendergast, 1998).

Die in dieser Arbeit generierten, transgenen Mausmodelle bieten den Vorteil, dass ein dem
Rho-Protein vorgeschalteter lacZ-Genabschnitt die Transkription des Rho-Proteins verhindert
und damit das Maussystem ,quasi-induzierbar macht. Erst durch Kreuzung mit cre-
Rekombinase-positiven Tieren kann es in den Nachkommen zur Rho-Proteinexpression
kommen, die unter der Kontrolle eines humanen UbiquitinC-Promotors erfolgt. Aul3erdem
ermoglicht der Einsatz des b-Galaktosidase-Reportersystems eine Bestimmung der
Organverteilung fremdexprimierter Proteine im transgenen Tier. In Organen mit b-
Galaktosidase-Aktivitéat ist nach ,Ausloxen* des lacZ durch organspezifische cre-
Rekombinasen die Expression des jewelligen Rho-Proteins zu erwarten. Mit diesen
Tiermodellen, die eine organspezifische Rho-Protein-Fremdexpression ermdglichen, liegt ein
System vor, das es erlaubt, sich Gber die in dieser Arbeit beschriebenen Rho-abhangigen und
E-Selektin-vermittelten molekularen Mechanismen der Tumorprogression und M etastasierung
in vivo mehr Klarheit zu verschaffen. AulRerdem ist es jetzt moglich, die mechanistischen
Grundlagen der zur Zeit intensiv diskutierten anti-tumorigenen und anti-metastatischen
Eigenschaften von Statinen als hochpotente Rho-Hemmstoffe (Mehta, 2003) am lebenden
Tier zu erforschen. Diese ,Rho-Tiermodelle® bieten des Weiteren die Moglichkeit, neue
tumortherapeutische Strategien zu Uberprifen, die auf der Hemmung von Rho-GTPasen

basieren. Mit Sicherheit wird es jedoch noch einige Jahre intensiver Forschung in Anspruch
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nehmen, bis die Wirksamkeit von Statinen im komplexen Prozess der
Tumorzellmetastasierung vollstdndig nachgewiesen und mechanistisch verstanden ist. Dies
sind die Voraussetzungen fir einen routinemal3igen klinischen Einsatz dieser Pharmaka in der

Tumortherapie.

115



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Problem einer Tumorerkrankung ist in vielen Fallen nicht der Priméartumor, der oft mit
lokalen — meist chirurgischen - Mal3nahmen behandelbar ist, sondern die Metastasierung von
Tumorzellen. Bel Metastasierungsprozessen 16sen sich einzelne maligne Zellen aus dem
Zellverband des Primartumors und dringen in Blut- und Lymphgefél3e ein. In anderen
Korperregionen verlassen die Tumorzellen die Gefdle wieder und vermehren sich.
Schliefdich entstehen klinisch nachweisbare Metatstasen, die oft nicht mehr kurativ
therapierbar sind. Solche héamatogen metastasierenden Tumorzellen sind Uber die Expression
bestimmter Adhasionsproteine oder deren Liganden in der Lage, physiologische
Adhasionsvorgange weil3er Blutzellen an gefalZauskleidende Endothelzellen zu imitieren und
damit auf ,physiologischem Wege® zu metastasieren. Grundlage fir potentielle neue
Strategien in der Tumortherapie und der Prévention der Metastasierung sind detaillierte
Kenntnisse Uber die Expressionsregulation der an diesen Prozessen beteiligten
Adhasionsmolekilen. Das endotheliale Zelloberflachenprotein E-Selektin ist eines dieser
Zelladhasionsmolekile, denen eine bedeutende Stellung bei der Regulation von
Metastasi erungsprozessen zugeschrieben wird (Dejana et al., 1992; Nguyen et a., 1997,
Turner und Krause, 1999). Die Tumorzelladhdsion an Endothelzellen als Grundlage der
Extravasation maligner Zellen aus Blutgefél3en wird von E-Selektin initial vermittelt, indem
dieses endotheliale Adhasionsprotein Tetrasaccharidstrukturen von Glykoproteinen auf der
Tumorzelloberflache spezifisch erkennt und bindet. Um Uber E-Selektin in das
Metastasierungsgeschehen regulierend einzugreifen und es damit zu einem Zielmolekil
(, Target”) fur neue tumortherapeutische Strategien zu machen, wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die an der Regulation der Gen- und Proteinexpression von E-Selektin

beteiligten molekularen Mechanismen néher charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl TNFa- as auch Rontgenstrahlen-vermittelte E-
Selektin-Expression in Endothelzellen durch kleine GTPasen der Rho-Proteinfamilie reguliert
ist. Hemmung dieser kleinen G-Proteine z.B. durch Statine oder clostridiale Toxine fuhrt zu
verminderter Expression von E-Selektin in priméren humanen Endothelzellen (HUVEC). In
Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Schindler et al.,1994; Tozawa et a., 1995) konnte
gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor NF-kB fir die stimulierte E-Selektin-

Genexpression essentiell ist. Die Hemmung der NF-kB-Aktivierung durch Retinsdurederivate
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oder Rho-inhibierende Statine hat eine stark verminderte E-Selektin-Expression nach
Stimulation mit Zytokinen oder g-Strahlung zur Folge. Aus den in der Arbeit erhaltenen
Ergebnissen kann auf3erdem die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Regulation der
zytokininduzierten E-Selektin-Genexpression von der g-Strahlen-vermittelter Expression des
E-Selektingens differiert. FUr strahleninduzierte, endotheliale E-Selektin-Expression scheint
beispielsweise der Transkriptionsfaktor AP-1 als ein weiterer Kontrollfaktor neben NF-kB zu
fungieren. Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine
gesteigerte E-Selektin-Proteinexpression mit einer erhohten Tumorzelladhasion korreliert und
die Hemmung TNFa- oder g-Strahlen-induzierter E-Selektin-Expression durch Retinsduren
oder Statine ausreichend ist, die Tumorzelladhdsion an Endothelzellen zu vermindern. Eine
durch Statin- oder Retinsaurebehandlung reduzierte E-Selektin-Expression nach
Zytokinstimulation fuhrt darUber hinaus zu einer geringeren Tumorzelldiapedese durch
endotheliale Zellmonolayer. Mit Statinen und Retinsaurederivaten wurden somit Pharmaka
identifiziert, die durch inhibitorische Einflussnahme auf die Genexpression von E-Selektin in
humanen Endothelzellen in vitro die Adhasion und Invasion von Tumorzellen an bzw. durch
das Endothel minimieren. Damit verhindern diese Verbindungen die Grundvoraussetzung fur
in vivo-Metastasierung und Sekundartumorentstehung. Obwohl eine ganze Reihe von
induzierbaren Adhasionsmolekilen auf zytokinbehandelten oder bestrahlten Endothelzellen
exprimiert werden, scheint die Blockierung der Tumorzelladh&sion durch Statine und

Retinsdure spezifisch auf einer Hemmung der E-Selektin-Expression zu beruhen.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass das Adhasionsmolekil E-Selektin eine
vielversprechende Zielstruktur ist, Gber deren kontrollierte Beeinflussung es eventuell auch in
vivo mdglich sein konnte, das Risiko der Metastasierung zu reduzieren. Mit Statinen und
Retinséurederivaten, die ihr anti-metastatisches Potential durch eine Hemmung der
induzierbaren E-Selektin-Expression entfalten, liegen klinisch getestete und im Fall der
Statine bereits auf dem Markt befindliche Pharmaka vor, die moglicherweise auch in vivo
Tumorzellmetastasierung  vorbeugen und demnach tumortherapeutisch Einsatz  finden
konnten. Fir zukinftige tierexperimentelle Studien, welche fur die Verifizierung der
vorliegenden in vitro-Daten und zur Uberpriifung ihrer Ubertragbarkeit auf die Situation im
komplexen eukaryontischen Organismus unabdingbar sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit

mit der Generierung transgener Tiermodelle begonnen.
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